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Farmakognozijsko ispitivanje podzemnih organa srpsk velestike,
Ferula heuffelii Griseb. ex Heuffel (Apiaceae)

Rezime

Predmet doktorske disertacije je analiza hemijsisagtava i ispitivanje
farmakoloSke aktivnosti izolata (etarskih ulja, rolormskog i metanolnog ekstrakta i
metabolita) podzemnih organa srpske velestik@pula heuffelii Griseb. ex Heuffel
(Apiaceae). Srpska velestika je endé&mai vrsta koja naseljava klisure i stenovite terene
istocne Srbije, jugozapadne Rumunije i zapadne BugarSke vrsta do sada nije
ispitivana u pogledu hemijskog sastava i farmakataaktivnosti.

Etarska ulja podzemnih orgafaheuffelii izolovana su iz uzoraka prikupljenih
na tri lokaliteta u Republici Srbiji: 8evackoj Klisuri, Berdapskoj klisuri i klisuri reke
Pek. Etarska ulja su izolovana destilacijom vodermarom i hemijski okarakterisana
metodama GC-FID i GC-MS. Etarsko ulje izolovang@adzemnih organa poreklom iz
Sicevake Kklisure (F1) bilo je bogato seskviterpenima 148) i fenilpropanima
(17,0%), a glavni sastojak bio je elemicin (12,5%tarska ulja izolovana iz podzemnih
organa prikupljenih terdapskoj klisuri (F2) i klisuri reke Pek (F3), &kterisao je visok
sadrzaj fenilpropanskih jedinjenja (56,0 i 29,7%gam), pricemu su elemicin (35,4 i
16,8%, redom) i miristicin (20,6 i 12,9%, redomjli Imajzastupljenije komponente.
Razlike izm@u ispitivanih etarskih ulja bile su pre svega kitatine prirode.

Kombinacijom odgovarajih hromatografskih tehnika za razdvajanje i
izolovanje sekundarnih metabolita (hromatografijaa nkoloni silikagela i
semipreparativna HPLC) i strukturnih instrumentalnimetoda (jedno- i
dvodimenzionalna NMR spektroskopija i HR-MS ESispektrometrija), iz
hloroformskog ekstrakta (HE) podzemnih orgasipske velestike izolovano je i
identifikovano deset jedinjenja: dva fenilproparatifolon (1) i elemicin @)], dva
seskviterpena  prenil-benzoil tipa EpB1-(2,4-dihidroksfenil)-3,7,11-trimetil-3-
vinildodeka-6,10-dien-1-on 3] i dzamiron 4§)], dva seskviterpena prenil-
benzoilfuranonskog tipa [8,4R*5R*)-3-(2,4-dihidroksibenzoil)-5-[(&,7E)-4,8-
dimetilnona-3,7-dien-1-illtetrahidro-4,5-dimetilfam-2-on §) i fukanedon B §)], dva
seskviterpena prenil-furokumarinskog tipa F(BR*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-
dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi-2,3-dimetilfurof2-clkumarin @) i bajgen C 9)],
jedan seskviterpen prenil-dihidrofurohromonskog atip[(25*,3R*)-2-[(3E)-4,8-
dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi2dimetilfuro[2,3bJhromon (0)] i
jedan seskviterpenski umbeliferil etar [samarkaadatat 7)]. U frakciji HE koja je
rastvorena u metanolu, HPLC metodom, ddreje sadrZaj jedinjenjh 3, 4i 6. Njihov
sadrzaj raunat na sirovi HE iznosio je 6,84% jedinjerlja4,16% jedinjenje, 1,74%
jedinjenja4 i 10,92% jedinjenj&.

U metanolnom ekstraktu (ME), HPLC metodom, idektfiana sucetiri
metabolita: jedinjenjd i 6, kao i dve fenolkarboksilne kiseline: hlorogenska) (i 3,5-
dikafeoilhina kiselinaX2). HPLC metodom u ME kvantifikovana su jedinjetije& i 11
i njihov sadrzaj iznosio je 1,32, 1,39, i 3,46%gom. Sadrzaj ukupnih fenola u ME
odreien je spektrofotometrijski kokgnjem Folin-Ciocalteu reagensa i iznosio je
0,112 mg ekvivalenata galne kiseline/mg suvog akdr

Antioksidantna aktivnost ekstrakata podzemnih oaganheuffelii ispitivana je
invitro. Ukupna antioksidantna aktivnost, oditea FRAP testom, iznosila je 0,880l
Fe*/mg suvog ME, odnosno 0,18nol F€*/mg suvog HE. Anti-DPPH aktivnost ME
bila je umerena (S4=62,5 ug/ml), a HE slaba (S§g=145,5ug/ml). ME je u opsegu



koncentracija od 5-20ug/ml ostvario koncentraciono-zavisnu neutralizacifOH
radikala, ostvarivsi u koncentraciji od 2@g/ml 49,54+3,16% inhibicije. U
koncentracijama iznad 2Qg/ml aktivnost je opadala, Sto je objasnjeno ptisus
supstanci sa prooksidantnom aktivétnSHE u testiranom opsegu koncentracija (3,12-
100,00ug/ml) nije doveo do neutralizacije "OH radikala.aSwi etarska ulja pokazala
su zadovoljavajéu anti-DPPH aktivnost (S6-22,43-47,7%l/ml).

Spazmolittka aktivnost izolata (etarskog ulja F2, ekstrakkém i jedinjenjal,
4, 61 11), ispitivana jein vitro na izolovanom ileumu pacova u tri eksperimentalna
modela: prema spontanim kontrakcijama i kontrakegaizazvanim acetilholinom
(ACh) i kalijum-hloridom (KCI). Etarsko ulje F2 isfjilo je snazno, koncentraciono-
zavisno i statistki znatajno spazmolitiko delovanje. U koncentraciji od 34&/ml
ostvarilo je prema spontanim kontrakcijama relaksaefekat uporediv sa efektom
atropina (14,44.g/ml). Ovo ulje je u opsegu koncentracija od 15:¢gfml ostvarilo jak
spazmolitéki efekat i prema kontrakcijama izazvanim ACh. Nakokubacije preparata
sa 75ug/ml F2, u potpunosti je izostao koncentracionoisav spazmogeni efekat ACh,
a maksimalni efekat ACh smanjen je na 12,75+12,66%e je u koncentracijskom
opsegu od 25-250g/ml takaie koncentraciono-zavisno inhibiralo toné kontrakcije
ileuma izazvane KCI (80 mM) i u koncentraciji od02pg/ml gotovo u potpunosti
ponistilo efekat KCIl. HE je prema spontanim kontigna ostvario koncentraciono-
zavisan spazmolitki efekat i u koncentraciji od 0,3 mg/ml ostvari69119%28,26%
efekta atropina (6,4uM). Ovaj ekstrakt je ostvario relaksantni efekatpiema
kontrakcijama izazvanim ACh i u koncentraciji od01@g/ml doveo do smanjenja
maksimalnog efekta ACh na 48,53+16,68%. Efekat préwontrakcijama izazvanim
KCI po intenzitetu je bio slan efektu koji je ostvarilo etarsko ulje. U koncawtji od
0,3 mg/ml, ekstrakt je smanjio kontraktilni efekatl na 13,19+26,79%. ME je ispoljio
koncentraciono-zavisan i statidti znatajan efekat u sva tri eksperimentalna modela. U
koncentraciji od 10Qug/ml, ME je prema spontanim kontrakcijama ostvgaio efekat
(124,57+21,39%) od efekta atropina (fM). U koncentraciji od 12@g/ml ekstrakt je
shazno inhibirao kontrakcije ileuma izazvane AQGloveo do smanjenja maksimalnog
kontraktiinog efekta ACh na 26,35%+23,69%. AktivndgtE prema kontrakcijama
izazvanim KCI testirana je u opsegu koncentraajd 0-60ug/ml, i u koncentraciji od
60 ug/ml ekstrakt je doveo do smanjenja efekta KCI #4@2+11,26%. Jedinjenjh 6 i
11 ostvarila su koncentraciono-zavisan relaksantnekaf prema spontanim
kontrakcijama ileuma. Jedinjenfa(28,8 uM) i 11 (28,2 uM) su u gotovo identnim
koncentracijama ispoljila snazan i statiktiznaajan relaksantni efekat koji je iznosio
93,20:26,57% (za jedinjenjel) i 95,95+31,90% (za jedinjenj&l) efekta atropina
(6,4 uM). Jedinjenjes je delovalo slabije i u koncentraciji od 2”1 ostvarilo efekat
od 46,13+21,50% efekta atropina. Efekat jedinjehjastiran je samo u koncentraciji
22,5 uM i iznosio je 37,03+21,86% efekta atropina. Sidiri testirana metabolita
ostvarila su spazmolti efekat prema kontrakcijama izazvanim ACh. Aktisho
jedinjenjal ispitivana je u koncentracijama Q& i 19,2 uM. Jedinjenjel ostvarilo je
spazmolitéki efekat u manjoj, ali ne i u ¥ej primenjenoj koncentraciji. Efekat ovog
jedinjenja bio je ja prema nizim koncentracijama ACh, gamu je ono ipak dovelo do
smanjenja maksimalnog efekta ACh na 89,34+19,92@stdN j&i efekat ostvarilo je
jedinjenje 4, koje je u koncentraciji od 22,bM dovelo do smanjenja maksimalnog
efekta ACh na 68,09+11,50%. Najjaspazmolitéki efekat prema kontrakcijama
izazvanim ACh ostvarilo je jedinjenje. Ovo jedinjenje (20,9M) uticalo je na sve
primenjene koncentracije ACh dovd@dedo smanjenja maksimalnog efekta na



52,91+17,75%. Aktivnost jedinjenjdl takoie je ispitivana u dve koncentracije:
22,5 uM i 45,0 uM. lako je u koncentraciji od 4pM jedinjenje 11 redukovalo
maksimalni kontraktilni efekat ACh na 68,22+11,35%stirana koncentracija ovog
jedinjenja bila je visoka, pa se moze zakljuda ono ostvaruje slab spazmoliki
efekat prema kontrakcijama izazvanim ACh. U ovorspekimentalnom modelu kao
referentni lek kori&n je atropin. Primenjen u koncentraciji od O04M, atropin je
ostvario viSestruko ja efekat od svih testiranih metabolita i doveo duoasjenja
maksimalnog efekta ACh na 17,38+1,62%. Od testirametabolita, samo su jedinjenja
11 6 ostvarila snazan i statigki znatajan spazmolitki efekat prema kontrakcijama
izazvanim KCI. Primenjeni u koncentracijama od 28\8 (1) i 26,2 uM (6), ova dva
metabolita dovela su do smanjenja efekta KCI na53&,78%, odnosno
45,11+14,10%, redom. Jedinjerda (16,88 uM) i 11 (16,9 uM) ostvarila su slabiju
aktivnost i dovela do smanjenja efekta KCI na 814186% i 70,57+18,90%, redom.
Kao referentni lek, u ovom eksperimentalnom modediscen je alverin, koji je u
koncentraciji od 8,4iM potpuno ponistio efekat KCI (1,75+2,96%). Efdkstiranih izolata

u svim eksperimentalnim modelima bili su reverrbihakon ispiranja preparata ileuma
Tyrod-ovim rastvorom. HE je inhibirao i kontrakcije izokme traheje pacova izazvane KCI
(80 mM). U koncentraciji od 1,3 mg/ml on je potpyanistio kontraktilni efekat KCI.

HE i ME podzemnih organaF. heuffelii ispitivani su u pogledu
antiinflamatornog delovanja. Antiedematozni efelgitivan je nakon njihovep.o.
primene, u modelu karageninompl.) izazvane inflamacije Sapice pacova, a dobijeni
efekti upordivani su sa efektom indometacina (8 mgfkg.). Primenjen u dozi od
100 mg/kg, ME je ostvario ¢aantiedematozni efekat (84,00+22,03%) od indomesac
(76,00+19,32%). HE je takie ostvario statistki znatajan antiedematozni efekat koji je
ipak bio slabiji od efekta ME i indometacina. Prmjen u dozama od 50 i 100 mg/kg
p.o.; HE je ostvario uporediv antiedematozni efekat,{68213,42% i 64,71+£17,98%,
redom). Analizom histoloSkih preparata Sapica pacavkontrolnoj grupi ugena je
izrazena inflamacija, koju je karakterisalo prisostedema icelijskih infiltrata, dok
navedene inflamatorne promene nisu detektovanepi goja je tretirana ME u dozi 100
mg/kg. Dobijeni rezultati ukazuju na zZf@nu antiinflamatornu aktivnost ekstrakata.

Gastroprotektivno delovanje HE i ME (primenjemulo.) ispitivano jein vivo u
modelu akutnog ulkusa indukovanog oralnom primenapsolutnog etanola na
pacovima (akutni stres-ulkudprimenjen u dozi do 25 mg/kg HE je ostvario snaizan
statisttki znatajan protektivni efekat uporediv sa efektom ramtd(20 mg/kgp.o.), a
u dozi od 100 mg/kgfekat ovog ekstrakta bio j@ak j&i od efekta referentnog leka.
ME je takale ostvario dozno-zavisan i stati&ii znatajan gastroprotektivni efekat.
Ovaj efekat je m@utim bio slabiji u poréenju sa efektom HE; ME je tek u dozi od
100 mg/kgostvario efekat uporediv sa efektom ranitidina.

Antimikrobna aktivnost izolata podzemnih orgafa heuffelii (HE i ME,
etarskih ulja, kao i jedinjenjal, 3, 4, 6 i 11), ispitivana jein vitro, bujon
mikrodilucionim metodom prema Sest standardnihv&f@ram (+) i tri soja Gram (-)
bakterija, kao i tri soja kandide, a dobijeni reatil su izraZzeni kao minimalne
inhibitorne koncentracije (MIK). Najsnazniju antknobnu aktivnost etarska ulja su
ostvarila prema Gram (+) bakterijam&aphylococcus epidermidis (MIK=10,2-
25,0 pg/ml), Micrococcus luteus (MIK=10,2-13,7 pg/ml) i M. flawus (MIK=6,8-
28,2 ug/ml), dok je efekat prema Gram (-) bakterijama dlabiji. Sva tri etarska ulja
su, takae, snazno inhibirala rast kandide, a MIK vredneasti se kretale u opsegu
koncentracija od 6,2-13@g/ml. HE i ME ostvarili su umereno antimikrobno a\&nje,



a najja&i efekat oba ekstrakta ostvarila su prema Gram b@lterijama:S. aureus
(MIK=12,5 pg/ml) i M. luteus (MIK=50,0 pg/ml i 12,5ug/ml, redom). Jedinjenja, 3,
4,61 11ltestirana su u opsegu koncentracija 3+§/ml. Jedinjenjd i 11nisu inhibirala
rast nijednog mikroorganizma u testiranom opseqwé&ntracija. Jedinjenj@je snazno
inhibiralo rast Gram (+) bakterijl. luteusi Bacillus subtilis (MIK=4 ug/ml; 11,2uM)

i S epidermidis (MIK=8 pg/ml; 22,5uM). Jedinjenjeb je takaie snazno inhibiralo rast
bakterijaM. luteus (MIK=2 pg/ml; 5,2uM) i S epidermidis (MIK=4 pg/ml; 10,5uM),
dok je jedinjenje4 najjate delovanje ostvarilo prema bakteri. subtilis (MIK=
8 ng/ml; 22,5uM). Analizom dobijenih rezultata zakljgno je da bi jedinjenjd, 4i 6
mogla u zn&ajnoj meri doprinositi antimikrobnom efektu HE pranbakterijama
M. luteus, B. subtilisi S. epidermidis.

Citotoksna aktivnost izolata podzemnih orgafa heuffelii (HE i ME, |
jedinjenjal, 3, 4, 6, 81 9), ispitivana je MTT testom prema ttelijske linija kancera:
karcinoma grita materice (Hela), karcinoma dojke (MCF7) i mijdioe leukemije
(K562), dok je na liniji humanih fetalnih fibroblas (MRC-5) ispitivana selektivhost
citotoksinog delovanja metabolita. Ekstrakti su u testiranopsegu koncentracija
pokazali snazno citotoksio delovanje, a HE je ostvario viSestruko snazagmvanje
od ME. IGy vrednosti HE prema svindelijskim linijama kancera bile su nize od
11 pg/ml, a najjg&i efekat ekstrakti su ostvarili prema liniji MCFAC§x=6,09+
0,52ug/ml za HE i 47,57+1,49g/ml za ME). Svi testirani metaboliti, izuzev jeginja
1, ostvarili su uglavnhom snazno delovanje prema duimorskim¢elijskim linijama, a
njihova aktivnost upodena je sa aktivnés cisplatina. Najj& efekat metaboliti su
ostvarili prema liniji K562 i njihove Ig vrednosti kretale su se od 8,01+0MM (za
jedinjenje3), do 10,56+1,19M (za jedinjenje9), dok je cisplatin ostvario nestocja
aktivnost (1G¢=5,54+1,03 uM). Prema Helacelijskoj liniji svi metaboliti, osim
jedinjenja 1, ostvarili su snaznu citotoksiu aktivnost, pricemu je najja efekat
ostvarilo jedinjenjeb (IC50=6,54+0,07uM), a najslabiji jedinjenj® (IC5,=14,42+0,39).
Cisplatin (1G¢=2,1+£0,2uM) je prema ovoj liniji ostvario oko tri putaga delovanje u
odnosu na najaktivniji metabolit. Testirana jedmgeispoljila su najslabiju aktivnost
prema liniji MCF7, a jedino je jedinjenfg(ICs=22,32+1,321M) ostvarilo efekat uporediv
sa efektom cisplatina (k=18,67+0,75uM). Vazno je, méutim, naglasiti da, za razliku od
cisplatina, nijedan od metabolita nije, u testiranopsegu koncentracija, doveo do 50%
inhibicije rasta normalninh humanih fetalnih fibrasta (MRC-5). Zakljeeno je da testirani
metaboliti podzemnih orgarka heuffelii ostvaruju selektivno citotoksio delovanje.

Ispitivanjem podzemnih organa srpske velestike, heuffelii dobijene su
informacije o wvrsti i kokini pojedinih sekundarnih metabolita i farmakologko
aktivnosti izolata (etarskih ulja, ekstrakata i1 aimlita). Rezultati ispitivanja
farmakoloSke aktivnosti izolata ukazuju na njiheaajan lekoviti potencijal, a samim
tim i na zn&aj ove vrste kao potencijalno nove biljne lekogt®vine.

Klju éne reci: Ferula heuffelii, ekstrakti podzemnih organa, seskviterpeni,
seskviterpenski kumarini, fenilpropani, farmakolagiktivnost.

Nauéna oblast: Farmacija.

UZa nauwna oblast: Farmakognozija.

UDK broj:  794.1:[543.544:616-092.9(043.3)
794.1:616-092.7



Pharmacognostic investigation of underground part®f Ferula heuffelii Griseb. ex
Heuffel (Apiaceae)

Abstract

The scope of this doctoral dissertation represestiemical analysis of
underground parts dferula heuffelii Griseb. ex Heuffel (Apiaceae), and investigation of
pharmacological activity of its isolates (chlorafoand methanol extracts, essential oils
and metabolites¥erula heuffelii (,srpska velestika®) is an endemic and rare pewnni
species which grows predominantly in gorges andysfaces inEastern Serbia, and
locally in Southwestern Romania and Western Budgaiihis plant has not been
previously investigated for chemical composition @marmacological activity.

The essential oils of underground partsFofheuffelii were isolated from the
samples collected from three localities in Sertha: Stevo Gorge; the Djerdap Gorge
and the gorge of the river Pek. The oils were tsolaby hydrodistillation in a
Clevenger-type apparatus and analyzed by GC-FIDGDeMS methods. The oil from
underground parts obtained from thetedo gorge (F1) was rich in sesquiterpene
hydrocarbons (48.7%) and phenylpropanoids (17%j) alemicin was the major
constituent (12.5%). The oils isolated from undeugd parts collected in the Djerdap
gorge (F2) and in the gorge of the river Pek (M&re characterized by high content of
phenylpropanoids (56.0 and 29.7%, respectivelyth valemicin (35.4 and 16,8%,
respectively) and myristicin (20.6 and 12,9%, retipely) being the main compounds.
The differences in chemical composition between #ssential oils were mainly
guantitative.

From the chloroform extract (CE) of. heuffelii underground parts 10
compounds were isolated and identified by combinggtable chromatographic
techniques for separation and isolation of secgndanetabolites (column
chromatography and semipreparative HPLC), as welltexhniques for structural
elucidation (one- and two dimensional NMR spectopsc and HR-MS ESI
spectrometry). From CE following compounds werdaitm: two phenylpropanoids
[latifolone (1) and elemicin Z)], two sesquiterpenes of prenyl-benzoyl-typeE)a-
(2,4-dihydroxyphenyl)-3,7,11-trimethyl-3-vinyldod®e®,10-dien-1-one 3] and
dshamirone4)], two sesquiterpenes of prenyl-benzoylfuranomet)(3S*,4R* 5R*)-3-
(2,4-dihydroxybenzoyl)-5-[(8,7E)-4,8-dimethylnona-3,7-dien-1-yl]tetrahydro-4,5-
dimethylfuran-2-one §) and fukanedone B8J], two sesquiterpenes of prenyl-
furocoumarin-type [(3,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimethylnona-3,7-dien-1-yl]-2,3-dihydro-7-
hydroxy-2,3-dimethylfuro[3,2-c]Jcoumarirél and baigene COf], one sesquiterpene of
prenyl-dihydrofurochromone-type [ 3R*)-2-(3E)-4,8-dimethylnona-3,7-dien-1-yl]-
2,3-dihydro-7-hydroxy-2,3-dimethylfuro[2 Blchromone {0)] and one sesquiterpene
umbelliferyl ether [samarkandin aceta®]( The content of compounds (6.84%),3
(4.16%),4 (1.74%), and6 (10.92%) in CE was performed using HPLC method with
isolated compounds used as standards.

HPLC analysis of methanol extract (ME) led to idicdtion of four
metabolites: compoundd and 6, as well as chlorogenic acidll) and 3,5-
dicaffeoylquinic acid 12). The amount of compounds (1.32%), 6 (1.39%) andll
(3.46%) was determined using HPLC method. Totalnphes content in ME,
determined usin§olin-Ciocalteu reagent, was 0.112 mg of gallic acid equivalentéig
dry extract.



Antioxidant activity of extracts was investigati@dvitro. Total antioxidant activity,
investigated using FRAP assay of the ME was Qr@8| F&€*/mg dry weight, and of the
CE 0.13pumol F&é*/mg dry weight. Investigation of ‘OH radical scagiy potential
showed that ME in 5-2Qig/ml concentration range concentration-dependentipited
creation of this radical and that the highest é&gtivwas achieved with
20 pg/ml (49.54+£3.16% of inhibition). Higher concenioais of the extract (40, 80 and
160 pg/ml) exhibited weaker activity and this decreaseinhibition could be partly
explained with pro-oxidative effect of some compureof the extract. CE exhibited no
effect in tested concentration range (3.12-10Qu90nl). ME exhibited moderate anti-
DPPH activity (SG=62.5ug/ml), while the activity of CE was weak (§€145.5ug/ml).
Essential oils demonstrated good anti-DPPH act{it,=22.43-47.7%l/ml).

Spasmolytic activity ofF. heuffelii isolates (essential oil F2, extracts and
metabolitesl, 4, 6 and 11), was investigatedh vitro on isolated rat ileum using three
experimental models: spontaneous contractions aadtractions induced with
acetylcholine (ACh) and potassium chloride (KCI)l ER exhibited strong, significant
and concentration-dependent antispasmodic activitye oil relaxed spontaneous
contractions of the isolated ileum and the effdatamed in concentration of 37{&/ml
was comparable to effect of atropine (14u4ml). In the concentration range from 15-
75 pg/ml, this oil exhibited strong relaxant effect mgh contractions induced with
ACh. After incubation with 75.0Qg/ml of the oil, even the highest concentrations of
ACh did not induce contractions of the ileum anel ¢ffect of the highest concentration
of ACh was reduced to 12.75+12.66%. The oil (25260-00ug/ml) concentration-
dependently relaxed the contractions induced witm®1 KCI, andin concentration of
250.00 ug/ml almost completely abolished the response td {0.01+23.35%). CE
showed relaxant effect against spontaneous comnactand in concentration of
0.3 mg/ml it achieved 109.328.26% of atropine effect (6.4M). CE relaxed the
contractions induced with ACh as well. 30@g/ml of extract influenced all
concentrations of ACh except for the highest ort@lenin concentration of 100g/ml it
reduced also the maximal effect of ACh to 48.53&88c. The effect against
contractions induced with KCI was quantitativelgngar to one of essential oil. Applied
in concentration of 0.3 mg/ml, extract reduced ramitle effect of KCI to
13.19+26.79%. ME exhibited strong, significant ammbncentration-dependent
antispasmodic activity. In concentration of 1Q@/ml ME exhibited stronger
spasmolytic effect then atropine (6u#1) on spontaneous contraction. Applied in the
concentration of 12Qg/ml, extract inhibited contractions elicited wi#Ch and led to
reduction of the maximal effect of ACh to 26.35#2B%. Activity of ME (10-
60 ug/ml) was tested against KCI induced contractiansvell. In highest concentration
used, extract led to reduction of the effect of K&KW4.42+11.26%. Compounds(1-

6 pug/ml), 6 (1-10 pug/ml) and 11 (1-10 ug/ml) exhibited relaxant effect against
spontaneous contractions of isolated ileum. Comgedn(6 ug/ml; 28.8uM) and 11
(20 pg/ml; 28.2 uM) in almost identical molar concentrations demoatsd equal
spasmolytic effect: 93.2(26.57 and 95.95+31.90% of atropine effect (@M1),
respectively. Compoun@ exhibited slightly weaker relaxation and in concatibon of
10 pg/ml (26.2 uM) achieved 46.13+21.50% of atropine effect. Thdivag of
compound4 was tested only in concentration ofu/ml (22.5uM), and it achieved
37.03+£21.86% of atropine effect. All tested metébsl affected contractions induced
with ACh. Activity of compoundl was assessed in concentrations of 9.6 and .2
Incubation with 9.6uM of compoundl led to reduction of maximal effect of ACh to



89.341£19.92%. Compoundd exhibited slighlty better relaxant effect and in
concentration of 22.5M lowered maximal ACh effect to 68.09£11.50%. Thmisgest
spasmolytic effect amongst tested compounds was\azhwith compoun@. Tested in
concentration of 20.9M it inhibited all applied concentrations of ACh tiithe
reduction of the highest effect of ACh to 52.91#bP4. The activity of compoundl
was investigated in two concentrations: 22.5 and 481. Compoundl11 (45 uM)
reduced the maximal effect of ACh to 68.22+11.354i,the applied concentration was
considered high and it was concluded that this @amg exhibits weak antispasmodic
activity against contractions induced with AChthis experimental model, similarly to
investigation of activity on spontaneous contrattioatropine was used as a reference
drug. Applied in concentration of 0.14M, it exhibited several times stronger effect
compared to all tested compounds and led to remluatfi maximal ACh effect to
17.38+£1.62%. Among tested metabolites, only comgdsdrand6 exhibited strong and
significant spasmolytic effect against contractioansluced with KCI. Applied in
concentrations of 28.8M (compoundl) and 26.21M (compound6), these metabolites
inhibited the effect of KCl to 43.53+7.78%, and MEt14.10%, respectively.
Compound4# (16.88uM) and11 (16.9uM) demonstrated weak relaxant activity in this
model and led to reduction of KCI effect to 81.146% and 70,57+18,90%,
respectively. In this series of experiments, alwerwas used as a reference drug. It
showed stronger activity compared to tested comg®amd in concentration of 8.M
completely abolished the effect of KCI (1.75+2.96%pasmolytic effects of all tested
isolates were reversible after washing wignod solution. CE inhibited contractions of
isolated rat trachea induced with KCI (80 mM) adlwe concentration of 1.3 mg/ml it
abolished completely the contractile effect of KCI.

Extracts ofF. heuffelii underground parts were investigated forvivo anti-
inflammatory activity. For screening the anti-oed¢ous activity, carrageenan-induced
rat paw oedema test was used and the results werpaced to the effect of
indomethacin (8 mg/kg.0.). Administered in dose of 100 mg/kgo. ME exhibited
stronger activity (84.00£22.03%) then indomethg@i®.00+19.32%). CE demonstrated
strong and significant anti-oedematous activityvad. Its effect was, however, weaker
in comparison to ME, and administered in dose oBB08 100 mg/kg.o. it achieved
similar effect (62.78+13.42% and 64.71+17.98%, eesipely). Histological analysis
revealed severe inflammatory lesions in the pawsasitrol rats, while in the group
treated with 100 mg/kg ME (which had induced 84Z®#3% of reduction of
oedema), inflammatory infiltrates were not detect&dis results corroborated that
tested extracts exhibit significant anti-inflamnratactivity.

In order to evaluatén vivo gastroprotective activity of the extracts, an acute
ethanol-induced gastric ulceration experimental ehodas used on rats. Oral
administration of both extracts significantly reddcthe incidence and severity of
ulceration in ethanol-induced ulcer model and tiffece was dose dependant. CE
exhibited strong and significant protective acyivéind administered in dose of 25 and
50 mg/kgp.o. it achieved the effect comparable to effect of tidime (20 mg/kgp.o.).
The effect of highest tested dose was even strahgerthe reference drug. The effect
of ME was weaker compared to effect of CE. Only tmaximal tested dose
(100 mg/kg) of ME exhibited significant protectigéfect, comparable with ranitidine.

Antimicrobial activity of isolates (essential oiksgtracts, and compounds3, 4,

6 and11),was investigatech vitro using the broth microdilution method. Antimicrobia
activity was investigated using six laboratory ATGfains of Gram (+) bacteria, three



Gram (-) bacteria and three strains of a y€asidida albicans. Obtained results were
presented as minimal inhibitory concentrations (B)ICThe essential oils exhibited
significant inhibitory effect against Gram (+) baga Saphylococcus epidermidis
(MIC=10.2-25.0 pg/ml), Micrococcus flavus (MIC=6.8-28.2 ug/ml) and M. luteus
(MIC=10.2-13.7ug/ml), while the effect against Gram (-) bacteriaswweaker. The
best inhibitory effect oils exhibited agairStalbicans (MIC=6.2-13.7ug/ml). Extracts
exhibited moderate antimicrobial activity, and sgest inhibition was achieved against
Gram (+) bacteriaS aureus (MIC=12.5 pg/ml) and M. luteus (MIC=50.0 and
12.5 ug/ml, respectively). Compound% and 11 did not inhibit growth of any
microorganism in tested concentration range (2¢84ml). Compound3 strongly
inhibited growth of Gram (+) bacteridd. luteus (MIC=4 pg/ml; 11.2uM), Bacillus
subtilis (MIC=4 pg/ml; 11.2 uM) and S epidermidis (MIC=8 ng/ml; 22.5 uM).
Compound6 exhibited strong inhibition of growth of Gram (+ndieria: M. luteus
(MIC=2 pg/ml; 5,2uM) and S epidermidis (MIC=4 pg/ml; 10,5uM), while compound

4 exhibited the strongest activity agaimstsubtilis (MIC= 8 pg/ml; 22.5uM). From the
presented results it can be postulated that arrmial activity of CE towards Gram (+)
bacteria:M. luteus, B. subtilis and S. epidermidis can be, at least partly, explained by
synergistic activity of compounds 4 and6.

In vitro investigation of cytotoxic activity ofF. heuffelii isolates (extracts and
metabolitesl, 3, 4, 6, 8 and9) was undertaken using MTT assay and the resulte we
expressed as Kgvalues. The cytotoxic effect was assessed ondllening cancer cell
lines: Human cervical adenocarcinoma (Hela), breasicer (MCF7), immortalised
myelogenous leukemia (K562). For assessment o$alextivity of the cytotoxic effect
of metabolites human fetal lung fibroblasts (MRCa8re used. Extracts were tested in
concentration range from 0-20Qu@/ml and both showed strong cytotoxic activity. CE
exhibited stronger activity compared to ME andah de seen that égvalues for all
cancer cell lines were lower then L#y/ml. Extracts exhibited the strongest activity
against MCF7 cell line (16=6.09+0.52ug/ml for CE and 47.57+1.4Qg/ml for ME).
Results indicated that high cytotoxic activity wdamonstrated for all tested compounds
against K562 (l16=8.01-10.56 pM), and, except for compoudd against Hela
(IC5=6.54-14.42 uM) cell line. This activity was onlyfew times lower than the one of
cisplatin. Considering activity against MCF7 celel only compound exhibited activity
(IC5=22.32£1.32 M) comparableto activity of cisplatine (I6=18.67+
0.75 uM). It is important to mention that in thenrancerous lung fibroblasts (MRC-5), all
tested compounds were significantly less cytotdlkan cisplatin. It was concluded that
metabolites of the underground part$-olfieuffelii exhibit selective cytotoxic activity.

Investigation of underground parts 6f heuffelii gave information considering
type and amount of secondary metabolites. Demdastiaharmacological activity of
isolates (essential oils, extracts and metabolitesgated significant medical potential,
and therefore the importance of this species anpiatly new natural raw material.
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coumarins, phenylpropanoids, pharmacological agtivi
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UvOD



1. RodFerula L.

Rod Ferula L. pripada familiji Apiaceae (Umbelliferae). Ovanfilija obuhvata
oko 300 rodova sa oko 3000 vrsta koje su raspigstia po celoj Zemlji, i to pretezno
na severnoj hemisferi. Brojni predstavnici ovogaad od angkih vremena bili poznati
kao izvor oleogumirezina, koje su primenjivane adicionalnoj medicini razitih
naroda: asafetida* (npr. iIE. assa-foetidalL., F. alliacea Boiss., F. foetida Regel i
F. narthexBoiss.), sagapenum (iz persicaWilld. i F. szowitsianeDC), galbanum (iz
F. gummosdoiss.), sumbul (if. moschatgdReinsch) Koso-Pol.) i aftki amonijak (iz
F. tingitanaL. i F. communid..) (Kurzyna-Mtynik i sar., 2008).

Predstavnici ove familije négXe su zeljaste jednogodisnje, dvogodisnje ili
viSegodiSnje biljke, a vrlo retko mogu biti i polunovi. Stabljike, zahvaljuiti
razvijenom kolenhimu, dostizu visinu do 3 m, uz¢pik od oko 5 cm. Listovi su
obicno krupni, naizmerno rasporéeni i nagese su, na razlite na&ine, jednom ili
viSe puta perasto deljeni. Lisna drska ili liska ggnovi prelaze u lisni rukavac koji
obuhvata stabljiku. Cvetovi su &age dvopolni, sitni i aktinomorfni, dok se ponekad
po obodu Stitova mogu 6iai cvetovi zigomorfne simetrije. Cvetovi su gruaims
nagege u sloZzene Stitove kod kojih secbe grane zavrSavaju prostim Stitovima.
Cvetovi rete mogu biti sakupljeni i u proste cvasti i tada avasti imaju oblik glavice.
Ispod glavnog Stita cvasti maniji ili §ebroj priperaka obrazuje involukrum. Cvetovi se
sastoje od petastnih listica, pet kruninih listica, pet prasnika i dva oplodna lésti
Casica uglavnom ima oblik petozubog obruba na gorrgelu plodnika, ali je nég&e
slabo razvijena i neprimetna. Krdni listi¢i su beli, Zuti ili crveni, na@e&e useeni ili
dvoreznjeviti, retko celog obod&esto se moze i da su vrhovi kruninih listi¢a
povijeni ka unutrasnjosti. Kod zigomorfnih cvetovaunicni listi¢i su nejednaki, pri
¢emu su véi cvetovi lokalizovani prema spoljasnjoj strani stiaPraSnici su slobodni,
a twak je sa dvookim (de jednookim), potcvetnim plodnikom, giemu se u svakom
okcu nalazi po jedan semeni zametak. Na plodnikiese® mogu uditi nektarije koje
imaju oblik mesnatog jastita (lat. discug, odnosno istaknutog proSirenja —

" U literaturi poznata i kao azafetida ili azant (Ksevic, 2004).



stilopodijuma (lat. stylopodiun). 1z nektarija se izdizu dva stdhi ¢iji su Zigovi
uglavnom lepljivi. Plod je Sizokarpijum. Kada sazizokarpijum se raspada na dva
jednosemena merikarpijuma koji su neko vreme vezankarpofor. Plodovi su na
unutrasnjoj strani pljosnati, a na spoljasnjoj [gmni. Na svakom plodu moze seciib
pet glavnih, uzduznih rebara (tridlea i dva boéna — lat.juga primarig) u kojima se
naie&e nalaze provodni snapi lzmedu primarnih rebargesto se nalaze i sekundarna
rebra (latjuga secundarip U perikarpu, uglavnom iznde glavnih rebara u brazdama
(lat. vittae intrajugalig, nalaze se kanali sa etarskim uljem, ali se @kade mogu néi i

na ventralnoj strani (laittae commissural)s Seme je raztitog oblika i grae i cesto
prirasta za zid plodnika.

Rod Ferula cine viSegodisnje biljke sa razvijenim i zadebljalimomom i
korenom. Listovi predstavnika ovog roda su viSdsiriperasto deljeni. Cvetovi
lokalizovani u vrSnim Stitovima su hermafroditnipkdse u bodnim cvastima nalaze
muski cvetovi. Ca3&ni zupci su jedva primetni, dok su krani listiéi Zuti ili
Zuckastozeleni. Plod je spljoSten i po obodu je zgdeblJ brazdama se nalazi po jedan
kanal sa etarskim uljem. Rod je dobio naziv och&le rei ferula, Sto u prevodu zra
prut (Siba), jer se suva stabljika vrgtenarthexjos u anttko doba koristila za Sibanje
dece, pre svega zato Sto jako prasti, a slabo dikali¢, 1973). Stabljike ovog roda,
ukraSene SiSarkom bora na vrhu, i prekrivene peaava, predstavljale su tirsus (gr.
thyrsug, Stap za hodanje, @&e povezivan sa Dionisom i njegovim sledbenicima
satirima i menadama (Kurzyna-Mtynik i sar., 2008).

Centar diverziteta ovog roda nalazi se u centralnogpadnoj Aziji (Drude,
1898), pri ¢emu se u centralnoj Aziji nalazi oko 130 vrsta, kagih je oko 100
endemskih. U Flori SSSR opisano je 96 vrsta feelala, od kojih je 66 endemskih. U
Flori Irana opisane su 53 vrste, od kojih su 33eemske, dok je u Flori Turske i
Istocnih Egejskih ostrva opisano 18 vrsta, od kojih jen@lemskih (Saroglu i Duman,
2007).

U Flori Evrope (Cannon, 1968) navodi se 8 predskavavog roda.

* Ferula communid.. — dzinovski komor& (eng. Giant fenne) je vrsta koja

naseljava Mediteran. Obuhvata 2 podvrste:

o F.communisubspcommunis

o F.communisubspglauca(L.) Rouy & Camus.



+ Ferula tingitanal. — naseljava juZznu i jugoistou Spaniju, Portugal i severnu
Afriku. Veoma je skna vrstiF. communisosim Sto su lisni reznjevi deligno
srasli.

» Ferula sadlerand_edeb. — naseljava suve, stenovite predele seveerdralne
Madarske, Slovéke, zapadne i centralne Rumunije.

» Ferula heuffeliiGriseb. ex Heuffel — naseljava suve,dmecke terene, stene i
kamenjare severoisine Srbije, jugozapadne Rumunije i zapadne Bugarske.

* Ferula nudaSprengel — naseljava uglavnom jugoisiio Rusiju.

» Ferula orientalisL. — raste na suvim travnjacima juzne Ukrajineggistane
Bugarske na nadmorskim visinama od 1600-2900 m.

* Ferula tatarica Fischer ex Sprengel — naseljava stepske terendotnag
Ukrajini i jugoistainoj Rusiji.

* Ferula caspicaBieb. — raste na zaslanjenim terenima bogatim ralimea u

juznoj i istainoj Ukrajini i jugoist@noj Rusiji.

Za floru Srbije konstatovana je sarRo heuffelii— srpska velestika (Nika)
1973).

1.1.Ferula heuffdii Griseb. ex Heuffel

Srpska velestika je viSegodiSnja billka sa repasholebljalim rizomom i
korenom i snaznom stabljikom koja mozZe dastisinu i do 1,5 mStabljika je okrugla,
glatka, sitno izbrazdana i u gornjem delu razgmn&@rane sucesto prsljenasto
raspordene i zavrSavaju se Stitovima. Listovi su 3-4 pogsasto deljeni, sivi i goli.
Samo mladi listovi mogu biti maljavi. Prizemni i mjolistovi se nalaze na dugam
drSkama; krupni su (duzine 50-70 cm) i uglavnomjegastog ili trouglastog oblika;
reznjevi i is€ci prvog reda su trouglasto jajastog oblika i nalaze na dug&im
drSkama; reznjevi poslednjeg reda su linearno taste goli i sa jednim nervom;
uglavnom su tupi, dok vrSni reznjevi mogu biti 8#geni. Gornji listovi su redukovani u
rukavac. Cvetovi su sakupljeni u mnogobrojne Sateastavljene od 4-7 zrakova duzine

2,5-4 cm.Casini listi¢i su slabo primetni, dok su krumi listi¢i Zuti. Plod je dugéak



9-11 mm i jako je spljoSten. Stébisu glavtasti, povijeni i dugi do 2 mm, dok je
stilopodijum kontan. Plodéi imaju naboranu povrSinu, a na potem preseku se
mogu uditi trouglasta rebra nadaoj i krilata rebra na kimoj strani. Perikarp je tanak.
U brazdama se nalazi po jedan kanal sa etarskemulp na ventralnoj strani se nalaze
po cetiri kanala. Naseljava kamenjare, stenovite terddisure i kr&njacke litice

istocne Srbije, jugozapadne Rumunije i zapadne Bugarske.

Slika 1. Ferula heuffeliiGriseb ex. Heuffel. a — habitus; b — listovi; cledovi.

Slika 2. Ferula heuffeliiGriseb ex. Heuffel. Podzemni organi.



2. Sekundarni metaboliti vrsta rodaFerula

Rod Ferula je u pogledu hemijskog sastava jako zanimljiv igoje vrste su
intenzivno prodavane u poslednjih tridesetak godina. Najzastuiljergrupu
sekundarnih metabolit&ine kumarini i to najeXe seskviterpenski kumarini. Iz
predstavnika ovog roda izolovani su joS i seskpier, seskviterpenski laktoni,

daukanski estri, i jedinjenja sa sumporom (Nazaanshahi, 2011).

2.1. Kumarini

Kumarini su derivati benza-pirona, odnosno laktone-hidroksi-cis-cimetne
kiseline. Naziv kumarini pate od naziva za juznoamé&ko drvo Dipteryx odorata
Willd. - “coumarou” (synCoumarouna odoratédubl.). Iz semena ove vrste 1822. god.
je po prvi put izolovan kumarin koji je kasnijedem u joS oko 150 vrsta iz 30 radih
familija. Do danas je izolovano i opisano oko 108@li¢itih kumarina, pricemu su oni
najjednostavije strukture Siroko rasprostranjerbilinom carstvu, dok se oriije su
strukture kompleksnije n&g<e javljaju u vrstama familija Fabaceae, Asteraceae,
naraito Apiaceae i Rutaceae (Evans, 2009; Hansel i $889).

Prema strukturi kumarini se dele na jednostavneterociklécne. Jednostavni
kumarini su supstituisani OH ili OGHyrupama, néese u polozaju C-7, akesto i u
polozajima C-6 i C-8. Heterocikini kumarini nastaju ciklizacijom 7-hidroksikumarina
koji su prenilovani u poloZaju C-6 (linearni tip) il poloZaju C-8 (angularni tip), a dele
se na furokumarine (furanokumarine) i piranokumarikumarini se u drogama mogu
naci slobodni ili glikozilovani, a S&er se vezuje preko hidroksilne grupe na polozaju
C-6, C-7 ili C-8. Pod kumarinskim heterozidima pamdrmevaju se i heterozidiji su
aglikoni derivati o-hidroksitrans-cimetne (kumarne) kiseline, odnosno derivati
o-hidroksicis-cimetne (kumarinske) kiseline (Petrévisar., 2009).

Iz vrsta rodaFerula do sada je izolovan veliki broj kumarina od kojietma
pripada klasi seskviterpenskih kumarina. Seskwiesgi kumarini predstavljaju veoma
zanimljivu grupu prirodnih proizvoda kod kojih jelE terpenski lanac vezan etarskom

vezom za OH grupu na poloZaju C-7 kumarinskog gagiC-C vezom za ugljenik na



poloZaju C-3 4-hidroksi kumarina. Seskviterpeni nireurokumarinskog tipa
predstavljaju posebnu grupu seskviterpenskih kumaarbeskviterpenski kumarini su
kao sekundarni metaboliti prisutni u nekim biljkamaamilija Apiaceae, Asteraceae i
Rutaceae, a najzastupljeniji su u vrstama rodéstaula, HeptapteraMargot. & Reut.,
HeracleumL., Peucedanuni., AngelicaL. (Apiaceae),Artemisial. (Asteraceae) i
HaplophyllumJuss. (Rutaceae).

U poslednjih 20 godina je iz vrsta rodrerula izolovano oko 130 raziitih
seskviterpenskih kumarina i smatra se da oni imagliki hemotaksonomski zgaj za
ovaj rod. Odkan primer predstavljaju dva hemotipa viStecommuniskoji naseljavaju
Sardiniju. Jedan hemotip sadrzi take, prohemoragijske 4-hidroksikumarine i izaziva
ferulozu, veomaesto trovanje stoke koja tokom ispaSe unese ojkubDrugi hemotip
sadrzi seskviterpenske kumarinske etre, nije otravena terapijsku primenu. U ovom
trenutku, poznavanje biosintetskog puta za sinteeskviterpenskih kumarina je
ogranteno. Smatra se da nastaju iz dva prekursora: fixcezsfata (FDP) i kumarina.
Biosinteza FDP mevalonatnim putem je dobro pema. Izopentenil-difosfat i
dimetilalil-difosfat su intermedijeri koji taki® nastaju u plastidima mevalonatnim
putem. Izmdu ova dva biosintetska puta postoji komunikacigamim tim G jedinica
seskviterpenoida moze poéieiz mevalonatnog puta. Danas se pretpostavlja da
biosinteza kumarina iz fenilpropanskih jedinjenjdjucuje i CYP450 zavisne enzime.
Ova pretpostavka se odnosi pre svega na para-a-mtoksilaciju cinamoil grupe u
p-kumarnu kiselinu i kafeoilSikimat, redom, dok oftmroksilacija hidroksicimetnih
kiselina predstavlja najznajniji korak u biosintezi kumarina. Ovaj vid hidlacije
zahteva prisustvo CoA-estara kao supstrata, aikatah je Fe(ll)- i 2-oksoglutarat-
zavisnom dioksigenazom (F6'HI). Na tagmanpr. dolazi do konverzije feruloil-CoA u
skopoletin u vrsti Arabidopsis thaliana(L.) Heynh., a stina orto-hidroksilacija
kumaroil- i sinapoil-CoA ortologim enzimima bi maghbiti ukljucena u biosintezu
umbeliferona i izofraksidina, redom.

Do sada je predloZzeno nekoliko biosintetskih putewa sintezu
4-hidroksikumarina, a prema dva najbolje grena, ovi metaboliti nastaju aktivriias
fungalne CYP450 monooksigenaze i bisfenil sintetdzanas su dobro proeni i
biosintetski putevi kojima dolazi do prenilovanjankarinskog jezgra. @-prenilovanje

umbeliferona @ jedinicom (dimetilalil-difosfatom) prilikom formanja fitoaleksina u



kulturamacelija vrste Ammi majusL. katalizovano je dimetilalil-difosfat umbeliferon
dimetilalil-transferazom. Ovaj enzim je lokalizovan membrani endoplazmatskog
retikuluma. Moze se pretpostaviti da sucrsd membranske farnezil-transferaze
uklju¢ene u sintezw-farnezilovanih kumarina. Ciklicne seskviterpenske strukture
mogu nastati nezavisno, tj. pre vezivanja za kums&o jezgro ili mogu nastati iz
linearnih seskviterpena. Smatra se da je farnolmakursor  seskviterpenskih
kumarinskih etara nastalih iz izofraksidina. U &iveive informacije, Gliszczynska i
Brodelius su pretpostavili da su svi farneziloviamarini (umbeliprenin, skopofarnol,
farnohrol i ferulenol), zapravo prekursori drugibskviterpenskih kumarina koji u

osnovi imaju umbeliferon, skopoletin, izofraksidir-hidroksikumarin.
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Seskviterpeni uobajeno nastaju iz farnezil-pirofosfata (FPP) podstigim
seskviterpen sintetaza (ciklaza). Osnovni mehanizginovog nastanka obuhvata
jonizaciju i elektrofilni napad alilnog katjona n@dnu od preostalilp-veza supstrata.
Nakon toga dolazi do transformacije katjona (elgfitxom ciklizacijom, transferom
vodonika i Wagner-Meerwehovim premesStanjem) i neutralisanja pozitivhog
naelektrisanja deprotonovanjem ili uz panegzogenog nukleofila kao Sto je npr. voda.
Gliszczynska i Brodelius takde pretpostavljaju da bi do ciklizacije farnezil atka
seskviterpenskih kumarina moglodale aktivnoXu enzima stinih skvalen epoksidazi
(Gliszczyhska i Brodelius, 2012).

2.1.1. Seskviterpenski umbeliferil (7-hidroksikumain) etri

Veliki broj metabolita koji pripadaju ovoj grupi jgo danas izolovan iz vrsta
roda Ferula, a za neke od njih je pokazano da ispoljavajucaina farmakoloSka
delovanja. Najvazniji predstavnik ove grupe je uhmpenin, 7-[[(Z,6E)-3,7,11-
trimetil-2,6,10-dodekatrien-1-ilJoksi] 2-1-benzopiran-2-on (Tabela 1). Ovo jedinjenje
je prisutno, osim u vrstama rodeerula, takaie i u vrstama rodovadleptaptera,
Heracleum, Peucedanum Angelica iz familije Apiaceae, kao i u vrstama roda
Haplophyllumiz familije Rutaceae. Umbeliprenin deluje antimitno, inhibirajéi rast
patogenih bakterija, kao i produkciju crvenog pigmaeSerratia marcescensOvaj
7-preniloksikumarin takde inhibira rast promastigotdeishmania majoru niskim
mikromolarnim koncentracijama. Umbeliprenin inhébimatriksne metaloproteinaze,
enzime Krucijalne za proces metastaze tumora, @zaok je i snazno citotoksio
delovanje prema nekoliko humanih tumorséghijskih linija (Wehi 164, M4Beu, A549,
PC3, PAl, MCF7 i DLD), prtemu je najosetljivija na delovanje ovog kumarinka bi
metastatska linija humanog malignog melanoma (M4B8wbzirom da su ovexlije
bile osetljivije od zdravih fibroblasta i da je usliprenin bio dva puta aktivniji od
cisplatina, moze se zak{ii da je efekat bio snazan i selektivan. Ispitigasu takde
pokazala da umbeliprenin snazno inhibira 5-lipog&sazu, skvalen-hopen ciklazu, a
nesSto slabije i acetilholinesterazu. Derivat unyrelnina, 8’-acetoksi-5'-hidroksi

umbeliprenin, izolovan iZ. assa-foetidapokazao je snazno antivirusno delovanje
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prema soju kN, a potvideno je i da deluje antiinflamatorno inhibiréjaranskripcioni
faktor NF«B.

Karatavicinol, 7-[[(ZE,6E)-10,11-dihidroksi-3,7,11-trimetil-2,6-dodekadierl
oksilkumarin (Tabela 1) ostvario je inhibitorno oehnje prema bakteriji
Alicyclobacillus acidocaldariugGliszczyiska i Brodelius, 2012).

Ispitivanja seskviterpenskih kumarina pokazala swyh grupa jedinjenja moze
uticati na rezistenciju tumorskitelija na hemoterapeutike (engulti-drug resistance-
MDR). Medu izolovanim sekundarnim metabolitima iz nadzemiheloda
F. vesceritensisCoss et Dur ex Batt dva seskviterpenska kumarimanekiferol A i
fezelol (Tabela 1) poseduju hemoterapijski potehdijda bi se mogli koristiti za
tretiranje multirezistencije tumorskielija (Oughlissi-Dehak i sar., 2008). Pored uticaja
na multirezisteniciju tumorskikielija, fezelol je takde snazno inhibirao proliferaciju
¢elija leukemije. Farneziferol B i C (Tabela 1) sokpzali dozno-zavisan antivirusni
efekat inhibirajéi citopatogeni efekat humanog rinovirusa, pa setemada bi mogli
nati primenu u terapiji virusnih infekcija gornjin digih puteva (Gliszczska i
Brodelius, 2012).

Rezultati novih ispitivanja ukazuju i na veliki #&omorski potencijal
farneziferola C. Ovaj kumarin inhibira vaskularmdetelijalni faktor rasta i dovodi do
nishodne regulacije ekspresije matriksne metalepraze 2. Antitumorska aktivnost
ovog jedinjenja potwtena je iin vivo studijom u kojoj je pokazano da 1 mg/kg dovodi
do 60% inhibicije rasthewisovog kancera plta na miSevima. Farneziderol D (Tabela
1) je u modifikovanomAmesovom testu ostvario antimutagenu aktivnost na soju
Salmonella typhimuriurfifA 100.

Galbanéna kiselina, 2,3-dimetil-6-(1-metiletiliden)-2-[[{@&kso-H-1-
benzopiran-7-il)oksilmetil]-($,2S,39)-cikloheksanpropanska kiselina (Tabela 1), je u
dva nezavisna istrazivanja pokazala jak potenkgal modulator rezistencije bakterija.
Naime, sama kiselina u koncentracijama do 120ml nije ostvarila efekat prema
bakteriji Staphylococcus aureusli je kombinacija ovog kumarina (100g/ml) i
penicilina G, odnosno cefaleksina dovela do¢ajreog smanjenja vrednosti minimalnih
inhibitornih  koncentracija (MIK) za ove antibiotikekao i u kombinaciji sa
ciprofloksacinom, meticilinom i tetraciklinom prem&linickim izolatima iste

bakterijske vrste. Novija istraZzivanja su pokazdéa je galbardna kiselina takde i
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snazan inhibitor farnezil-transferaze (Glisatzlya i Brodelius, 2012). Galbania
kiselina i metilgalbanat pokazuju i snazno antisira delovanje prema;N; soju virusa
influence. Moze se pretpostaviti da metilovanjebkésilne grupe pojava antivirusno
delovanje ove grupe kumarina s obzirom da je nedblgnat delovao §& od galbargine
kiseline. Zndajno je da je aktivhost oba jedinjenja bila snaZmjd adamantina,
standardnog antivirusnog leka (Lee i sar., 2009).

Ispitivanje iz 2010. god. pokazalo je da koladin{[(IR,4&56R 8aR)-6-
(acetiloksi)-dekahidro-5,5,8a-trimetil-2-metilenaaftalenilimetoksilkumarin ~ (Tabela
1), i koladonin (njegov deacetil derivat) ostvarigago citotoksino delovanje prema
¢elijskim linijjama humanog kolorektalnog kancera.l&®bn je ostvario i dva putada
acetilholinesteraznu aktivnost u péeaju sa koladoninom i smatra se da je slobodna
OH grupa koladonina uticala na interakciju sa emziani smanjila njegovu efikasnost
(Gliszczyhska i Brodelius, 2012).

Iz vrsteF. pseudalliaceaRech.f. je 2012. god. izolovan prvi diseskvitergan
kumarin — sanadajin, uz jedan nov (fekrinolacatagkoliko poznatih seskviterpenskih
kumarina (Tabela 1) (Dastan i sar., 2012).

2.1.2. Seskviterpenski etri derivati izofraksidina

Ovaj tip seskviterpenskih kumarina zastupljen jgstama rodova#rtemisial.,
Achillea L. i Ferula Farnohrol, 6,8-dimetoksi-7-[[&6E)-3,7,11-trimetil-2,6,10-
dodekatrienilloksilkumarin (Tabela 1), nije prisatar vrstama rodderula, ali se
smatra prekursorom ostalih seskviterpenskih kuraaimn ove klase. Dva jedinjenja
ovog tipa: drimatrol B i epoksifarnohrol (Tabelaiidlovana su iz koren@. jaeskeana
C. B. Clarke
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2.1.3. Prenilovani 4-hidroksikumarini

Ferulenol, 4-hidroksi-3-[(2,6E)-3,7,11-trimetil-2,6,10-dodekatrien-1-
illkumarin (Tabela 1), je glavni sastojak toksdg hemotipa vrstd=. communisi
univerzalni prekursor ostalih farnezil 4-hidroksikarina. Istrazivanja su pokazala da
ova grupa seskviterpenskin kumarina ostvaruje akitobnu i citotokstnu aktivnost,
ali i da je najverovatnije odgovorna za trovanjaolinja koje unose ovu vrstu tokom
ispase (Gliszcayska i Brodelius, 2012).

2.1.4. Seskviterpeni prenil-furokumarinskog tipa

Ovi furokumarinski derivati formalno nastaju iz #okiskumarina,
a-farnezilovanjem 3-fenil-3-ketopropionil CoA (Slilg. U svetlu novijih informacija o
biositnezi, verovatnije je da do prenilovanja dolatazi postojanja 4-hidroksikumarina
I da nastali konjugat hidroksilovanjem i ciklizamy formira dihidrofuranski prsten.
Predstavnici ove grupe kumarina su do sada izoloiasvega nekoliko vrsta roda
Ferula. Najveii broj predstavnika je do sada izolovan iz vrBteferulioides(Steud.)
Korovin, od toga trinaest derivata seskviterperenipfurokumarinskog tipa kod kojih
je baini lanac vezan zaGli C3; atom furokumarinskog dela molekula (Tabela 1).

Ispitivanja farmakoloSke aktivnosti pokazala sung&i predstavnici ove grupe
kumarina pokazuju antiinflamatorno delovanje infahii proizvodnju azot-monoksida
Takaie, za neke predstavnike ove grupe seskviterperigkimarina pokazano je da

snhazno inhibirajw-glukozidazu (Gliszcayska i Brodelius, 2012).
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Slika 4. Potencijalni put biosinteze seskviterpena pramibkumarinskog tipa (Isaka i
sar., 2001)

2.1.5. Monoterpenski kumarini

Iz vrsteF. ferulagoL. izolovano je 5 monoterpenskih kumarina (Tabélaotl
kojih su ferulagol A i B predstavljali nova jedimj@ (El Razek i sar., 2001).
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2.2. Hromoni

Hromoni predstavljaju derivate benzegirona. Iz vrsta rod&erulaizolovano je
I nekoliko predstavnika ove grupe sekundarnih nuwieb Hromoni se danas u
organskoj hemiji koriste pre svega u sintezi tat#i heterociklEnih jedinjenja.
Ispoljavaju i brojna farmakoloSka delovanja. Pokexaje da mogu ostvariti
antimikrobno, antivirusno, anti-tumorsko, antiimiatorno i antioksidantno delovanje
(Sharma i sar., 2011). Predstavnici ove grupe jedja su do sada izolovani iz svega
nekoliko vrsta roda Ferula i ve¢inom se hemijski mogu okarakterisati kao
seskviterpenoidi prenil-furohnromonskog tipa. Nagatsar. (2002), kao i Meng i sar.
(2013) predlozili su biosintetski put kojim bi magtla nastane ¥ma jedinjenja ove
klase izolovanih iz vrsta rodeerula (Slika 5).
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Slika 5. Moguwi put biosinteze seskviterpena prenil-furohromomgskpa (Meng i sar.,
2013)
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DosadaSnja ispitivanja farmakoloSke aktivnosti s@skpenskih hromona
prisutnih u vrstama rod&erula pokazala su da oni inhibiraju proizvodnju NO i
nishodno reguliSu ekspresiju INOS u kultdgglija miSa sknih makrofagama (RAW
264.7) (Motai i Kitanaka, 2005a). Ispitivanje cdksicne aktivnosti 2,3-dihidro-7-
hidroksi-25f,3R*-dimetil-2-[4,8-dimetil-3E), 7-nonadienil]-furo[3,2]hromona (Tabela
2), seskviterpenskog hromona izolovanog iz korEnderulaeoides premacelijskim
linijama kancera dojke (MCF-7), hepatocelularnogckeoma (HepG2) i humanog
glioma (C6) pokazalo je da ovo jedinjenje ostvaslgbu citotokginu aktivnost prema
malignim ¢elijama HepG2 i C6 (Meng i sar., 2013). Neki od rhomskih derivata

izolovanih iz vrsta rod&eruladati su u Tabeli 2.

2.3. Jedinjenja sa sumporom

Ova jedinjenja igraju zrajnu ulogu u formiranju mirisa i ukusa nekih
predstavnika rod&erula, kao i njihovih izolata. Smatra se da su za oSteprijatan
miris najverovatnije odgovorni disulfidi za koje petvideno da, stino izotiocijanatima
I elektrofilnim sumpornim jedinjenjima iz belog mog luka, snazno aktiviraju TRPAL
jonski kanal (Shokoohinia i sar., 2013). U Tabeprikazana su neka jedinjenja iz ove
klase, do sada izolovana iz vrsta rdelerula. Veliki broj jedinjenja iz ove grupe je
Isparljiv i moze se ma u etarskim uljima predstavnika ovog roda. Is@hja su
pokazala da etarsko ulfe. latisectaRech.f. & Aellen,bogato polisulfidima (75,2%),
ostvaruje snazno antifungalno delovanje prema humaratogenim dermatofitima
(Trichophyton rubrum T. verrucosum Pokazano je i da su perzikasulfid A i B (Tabela
3) aktivni metaboliti odgovorni za antifungalno olénje (Iranshahi i sar., 2008a;
Mirjani i sar., 2005). Perzikasulfid B je identiikan kao jedan od dva aktivha
metabolita odgovorna za inhibitorno delovanje Hhionmskog ekstrakta korena
F. persicavar. persicaprema matriksnim metaloproteinazama (MMP). Ovajsudfid
je ostvario snazno i dozno-zavisno citotéksi delovanje premaelijskoj liniji
fiborosarkoma (WEHI 164), kao 1 inhibitorno delovanjprema matriksnim

metaloproteinazama u testu invazivnosti (Shahvesdi., 2006).
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2.4. Fenilpropani

Centralna gradivna jedinica fenilpropang@; nastaje iz prefenske kiseline koja
u toku konverzije u aromane aminokiseline gubi {gradivni element u obliku
molekula CQ. Iz nastalih aromatnih aminokiselina nastaje dalje cimetna kiselina,
najjednostavniji predstavnik ove grupe metabolidr(sel i sar., 1999). Iz vrsta roda
Ferulado danas je izolovan i identifikovan dréoroj fenilpropanskih jedinjenja (Tabela
4). Seskviterpenski fenilpropanoidi izolovani iz ta@olnog ekstrakta korena
F. fukanensiK. M. Sheninhibirali su produkciju NO i nishodno regulisakspresiju
inducibilne NO sistetaze (INOS) ¢elijskoj liniji ¢elija miSa sknih makrofagima
(RAW 264.7) (Motai i Kitanaka, 2005b).

2.5. Seskviterpeni i seskviterpenski estri

Iz vrsta rodaFerulaizolovan je veliki broj seskviterpena, kao i sesérpenskih
estara uglavhom daukanskog tipa, mada su iz predkta ovog roda izolovani i
seskviterpeni humulenskog, himahalanskog i gvajagsipa (Lhuillier i sar., 2005).

Za daukanske estre prisutne u vrstama rbdeula pokazano je da mogu
ostvariti razléite farmakolosSke aktivnosti. Daukanski estri iza@av iz F. hermonis
Boiss. su u dva razita ispitivanja pokazali antimikrobno i antiradik&b delovanje
(Ibraheim i sar., 2012; Al-Ja'fari i sar., 2013pkdsu neki predstavnici izolovani iz
F. communissubsp.communis,F. glaucasubsp.glaucalL. i F. arrigonii Bocchieri
pokazali snazno proapoptotsko i antiproliferativigdovanje prema nekoliko tumorskih
¢elijskih linijja (Dall'Acqua i sar., 2011; Poli i sa 2005). Ferutinin (Tabela 5),
metabolit izolovan iz brojnih predstavnika ovog apdnhibira rastMycobacterium
tuberculosissnaznije od streptomicina i rifampicina i potendielovanje izonijazida i
etionamida (Abourashed i sar., 2011). Ovaj daukelujel i antiinflamatorno, a isto
delovanje potwteno je i za teferin (Geroushi i sar., 2011). Daskarestri (naréito
siolanizat) pokazuju jo$ i antiholinesteraznu (Rafua i sar., 2010), fitoestrogenu
(Appendino i sar., 2002) i repelentnu aktivnost i€tberti i sar., 1994). U Tabeli 5
prikazani su n@e&e zastupljeni daukanski estri u vrstama rbdeula
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2.6. Etarska ulja

Do danas je viSe od 20 vrsta rdéerula ispitivano u pogledu sastava etarskog
ulja. Sva etarska ulja izolovana iz vrsta ovog rodagu se podeliti u dve grupe: na ulja
koja u svom sastavu imaju jedinjenja sa sumporoma ulja u kojima ova jedinjenja
nisu prisutna. Kao Sto je prethodnocero, zbog prisustva isparljivin sumpornih
jedinjenja neki predstavnici ovog roda imaju jakarakteristéan, a nekada i veoma
neprijatan miris. Jedinjenja sa sumporom su da $aentifikovana u etarskim uljima
vrstaF. assa-foetidaF. fukanensisF. latisecta F. persicai F. sinkiangensiK. M.
Shen.

Terpeni su svakako najé@ klasa metabolita prisutnih u etarskim uljima arst
ovog roda, a od glavnih sastojakadedfe su prisutnia- i B-pinen, mircen i limonen
(od monoterpena); linalolg-terpineol i nerilacetat (od oksidovanih monoteigen
B-kariofilen, germakren B, germakren Déikadinen (od seskviterpena); kariofilen-
oksid, a-kadinol, gvajol i spatulenol (od oksidovanih sdagdpena) i (Z)- i (E)-2-butil-
1-propenil-disulfid (od jedinjenja sa sumporom). Tabeli 6 prikazane su neke
najzastupljenije komponente etarskih ulja izolotaia podzemnih organa vrstada
Ferula (Sahebkar & Iranshahi, 2011).
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3. Tradicionalna upotreba vrsta rodaFerula

Razlkite vrste rodaFerula primenjuju se u tradicionalnoj medicini, ali i
svakodnevno u ishrani, pre svega u azijskim zenajaMajvazniji primer svakako
predstavljaF. assa-foetidaZasecanjem podzemnih organa ove, ali i nekihibdruggta,
dobija se oleogumirezina asafetida. U ajurvedskogdigini, primena ove
oleogumirezine prepotuje se u terapiji gastrointestinalnih tegoba. Uijindsafetida
se tradicionalno primenjuje kao antibakterijski mgespazmolitik, diuretik i laksativ.
Vodeni ekstrakt ove oleogumirezine se koristi i kemihelmintik. U iranskoj narodnoj
medicini upotrebljava se tale kao spazmolitik, antihelmintik, karminativ, i kao
laksativ kod starijih osoba. U SAD se primenjujalono kao antihelmintik i spazmolitik,
a u Kini za terapiju infekcija crevnim parazitinfssafetida se u ajurvedskoj medicini i
Avganistanu primenjuje i kao veoma Zagn agens u terapiji histerije. Narod Nepala je
koristi svakodnevno u ishrani kao¢ea koji poseduje sedativno i diurétio delovanje.
U iranskoj tradicionalnoj medicini asafetida sei&trkao antikonvulzivno sredstvo, u
Maroku kao antiepileptik, dok u SAD smatraju daugkelstimulativno na mozak i nerve.
Mozda je ipak najvaznija tradicionalna primena esdé u terapiji astme. U ajurvedskoj
medicini, ali i Saudijskoj Arabiji, prepotuje se u terapiji velikog kaslja, pneumonije i
bronhitisa kod dece. Talte, u iranskoj narodnoj medicini asafetida se priujenu
terapiji astme, dok se u Avganistanu i na Fidziari&ti u terapiji velikog kaslja. U
ajurvedskoj medicini, kao i tradicionalnoj medicirazlicitih zemalja (npr. SAD i
Brazil), asafetidi se pripisuju i afrodiz§aa svojstva. Nasuprot tome, njeno
konzumiranje je najstroZze zabranjeno u koreanskomliZzBnu. MoZe se zakljiti da se
asafetida u tradicionalnoj medicini raflih naroda koristi n&e&e u terapiji astme,
bronhitisa i velikog kaSlja (kao ekspektorans), k@astrointestinalnih porerbaja kao
spazmolitik, antiflatulens i antihelmintik (Irandhai Iranshahi, 2011). U homeopatiji
asafetida se koristi za terapiju hipoaciditetaufiencije, nadimanja i dijareje.

| oleorezine nekih drugih predstavnika rodéerula primenjuju se u
tradicionalnoj medicini, pre svega naroda u AZlfieogumirezina vrst&. gummosa,
koja naseljava centralnu Aziju, tradicionalno seidtokao antidijaroik, za ublazavanje
bolova u stomaku, u terapiji horeje, epilepsijailrZe zarastanje rana (Sadraei i sar.,
2001; Sayyah i sar., 2002).
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Za vrstuF. hermonis koja samoniklo raste u Libanu i Siriji, smatra d&
poseduje snazno afrodizij@o delovanje i na trziStu Libana, Sirije i Jordanagu se
nadi biljni proizvodi na bazi ove vrste koji se popula nazivaju ,libanska vijagra“.
Danas se€ak i u SAD mogu na dijetetski suplementi koji sadr4e hermonis koji se
preporéuju za poboljSanje seksualne aktivnosti (Hadigiri 2003).

Podzemni organi vrstE. persicatradicionalno se koriste u terapiji dijabetesa
(Iranshahi i sar., 2006; Iranshahi i sar., 2008b).

VrstaF. sinkiangensiskoja raste uglavnom u Kini, tradicionalno se upblijseva
u terapiji inflamatornih stanja, alergije i stotnéh problema (Teng i sar., 2013), dok se
F. szowitsianau tradicionalnoj medicini naroda Irana, Turske igAnistana koristi kao
antihelmintik i antiseptik (Paydar i sar., 2013).

Ferula fukanensisjos jedna vrsta koja naseljava centralnu Azijadicionalno
se koristi u terapiji reumatodinog artritisa i binttisa (Motai i sar., 2013).

U terapiji artritisa kroz istoriju koristila se irstaF. ferulaeoides Pored toga,
ova vrsta je primenjivana i kao spazmolitik i u@pst terapiji porem@ja digestivhog
trakta (Meng i sar., 2013).

Podzemni organi vrsté. varia Trautv. se u Uzbekistanu tradicionalno koriste u
terapiji stanja povezanih za groznicom, kao anéipdik i za ispiranje usta (Suzuki i sar,
2007).

Ferula narthex koja uglavnhom naseljava Pakistan, tradicionalmootrebljava
za ublazavanje kaSlja, u terapiji astme, zubobadljstipacije, Zeludaih tegoba i

angine pektoris (Bashir i sar., 2013).
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4. FarmakoloSka aktivnost vrsta rodaFerula

FarmakoloSka aktivnost izolata vrsta roBarula intenzivno je ispitivana u
poslednjih dvadesetak godina. Najintenzivnije ptigana vrstaF. assa-foetid&oja je,
kao Sto je vé napomenuto, n&gse kori€ena u tradicionalnoj medicini raiiih
naroda. DosadaSnja farmakoloSka ispitivanja askfetpokazala su da ova
oleogumirezina deluje antioksidantno, antivirusramtifungalno, hemopreventivno,
antidijabeténo, spazmolitino, hipotenzivno i moluscidno (Iranshahy i Iransha11).
Rezultati dosadasnjih farmakoloskih ispitivanjafasde dati su u Tabeli 7.

Za izolate vrste-. szowtsiangpokazano je da ostvaruju brojna farmakoloSka
delovanja. Metanolni ekstrakt ove vrste je doznasza inhibirao proliferacijitelijske
linije humanog karcinoma pta A549. Dalje ispitivanje uticaja ovog ekstrakta na
ekspresiju gena uklenih u proces apoptoze (Bcl-2, Bcl-xL, Bax i p53ptvrdila su
zn&ajan citotoksian efekat.

Metanolni ekstrakt je taki®e pokazao zriajan antiradikalski efekat u DPPH
testu koji je bio uporediv sa efektom rutina. Acetki ekstrakt korena ove vrste
ostvario je takde i zn&ajnu antilaiSmanijoznu aktivnost prema promastigotrobliku
Leishmania majo(Paydar i sar., 2013).

Hloroformski ekstrakt korena vrske persicapokazao je zn@jnu antimikrobnu
aktivnost. Inhibicija rasta standardnih sojeva bejt ispitivana je disk difuzionom
metodom, a ekstrakt je ostvario najbolju aktivnoshajveoj testiranoj koncentraciji
(4 mg/disku) (Shahverdi i sar., 2005).

Vodeni ekstrakt herbe ove vrste ostvario jecapnin vivo hipotenzivni efekat
na pacovima kod kojih je hipertenzija izazivana dbtdtt-ovom metodom. Rezultati
eksperimenata take ukazuju n&linjenicu da ekstrakt ostvaruje ovaj efekat makar
delimi¢no interakcijom sa M receptorima i osldaajem NO (Ghanbari i sar., 2012a).
Dalja ispitivanja su pokazala da vodeni ekstrakbbeove vrste ostvaruje isti efekat i

prema normotenzivnim pacovima (Ghanbari i sar.2B)1
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Nepolarni ekstrakti (hloroformski i heksanski) heriste vrste ostvarili su
zn&ajanin vitro citotoksitan efekat prema nekoliko malignéelijskih linija (MCF7,
HepG2, HT29, A549), ali i prema zdravajelijskoj liniji bubrega goveda
(Hajimehdipoor i sar., 2012).

VrstaF. gummosagrimenjivala se u medicinske svrhe joS od &ili vremena i
danas predstavlja jedan od najpfavenijih predstavnika ovog roda. Réli izolati
ove vrste su u nekoliko studija pokazali gmao antimikrobno delovanje. Etarsko ulje
oleogumirezine inhibiralo je rast bakterscherichia coli Pseudomonas aerugingsa
Staphylococcusureus Salmonella enteritidisListeria monocytogenegri cemu su
ostvarilo je skan efekat inhibirajéi rast pre svega Gram (+) bakterija, alEi coli
(Eftekhar i sar., 2004). Za etarska ulja ove vtsieade je pokazano da ostvaruju i
zn&ajnu antifungalnu aktivnost (Jahansooz i sar., 2008

Za izolate ove vrste pokazano je da ostvaruju ikanvulzivnu aktivnost.
Acetonski ekstrakt ploda ostvario je protektivneladt prema konvulzijama izazvanim
elektroSokovima, a natdo prema konvulzijama izazvanim pentilentetrazalaiok je
acetonski ekstrakt korena uticao samo na konvulzgzvane pentilentetrazolom.
Etarsko ulje ploda je, siho acetonskom ekstraktu korena, protektivni efesavarilo
samo prema konvulzijama izazvanim pentilentetranolali je doza kojom je ostvaren
ovaj efekat bila gotovo jednaka kgXSayyah i sar., 2001; Sayyah i sar., 2002; Sayyah i
Mandgary, 2003).

Ispitivanja vodeno-etanolnog ekstrakta korena paleasu da ovaj ekstrakt
ostvaruje blagu antioksidantnu aktivnost koja se pvega ogleda u nesto slabijoj
antiradikalskoj aktivnosti (anti-DPPH, anti-NO)ésto boljoj sposobnosti heliranja’fe
jona. Ovaj ekstrakt je pokazao i dozno-zavisanhantioliticki efekat (Ebrahimzadeh i
sar., 2011). Korista iste eksperimentalne modele, ova grupa autor#alapje i
antioksidantni potencijal vodeno-etanolnih eksttakstabljika, listova i cvetova. Ovi
ekstrakti su ostvarili bolje efekte u pdemju sa ekstraktom podzemnih organa, a &iajja
antioksidantni potencijal ostvario je ekstraktdis. Sva tri ekstrakta su pokazala i
antinemoliteki efekat (Nabavi i sar., 2010).

Velika studija ispitivanja citotok&nhog potencijala 264 vrsta upotrebljavanih u

tradicionalnoj kineskoj i egipatskoj medicini iz ZD god. svrstala je etanolni ekstrakt
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galbanuma, oelogumirezine dobijene zasecanjemjikebl gummosa F. galbaniflua
Boiss. & Buhse, u kategoriju ekstrakata sa najsj@mhncitotokstnom aktivnogu na
¢elijskoj liniji neuroblastoma miSeva (78 pg/ml) (Mazzio i Soliman, 2010).
Etanolni ekstrakti cvetova i listova ove vrste asiv su antiproliferativni efekat prema
¢elijskoj liniji humanog kancera Zeluca (AGS). Dakpitivanja pokazala su da ova dva
ekstrakta pritom indukuju i rane i kasne procesepaze na ovogelijskoj liniji
(Gharaei i sar., 2013).

Etarsko ulje, kao i vodeno-alkoholni, etarski, baski i metanolni ekstrakt
oleogumirezineF. gummosa relaksirali su dozno-zavisno kontrakcije izolowgn
ileuma pacova izazvane KCI (80 mM) i ACh. Najsngulelovanije je ostvario etarski
ekstrakt, a nesto slabiju aktivnost ostvarili sindmeski, metanolni, vodeno-etanolni
ekstrakt i etarsko ulje, navedenim redom (Sadraar.i 2001).

Metanolno-hloroformski ekstrakt herbe ublazio jengiome apstinencijalnog
sindroma izazvanog naloksonom (Ramezani i sar.1200akaie je pokazano da
etanolni ekstrakt korena ima osteoprotektivni efékdhmoudi i sar., 2013).

Etanolni ekstrakt korena vrst€&. sinaica Boiss. relaksirao je spontane
kontrakcije uterusa pacova i zamoraca, kao i k&otj@ izazvane oksitocinom. Ovaj
ekstrakt je takde relaksirao kontrakcije glatkih mégi digestivnog trakta, aorte i traheje
zeteva | zamoraca. Ekstrakt je ostvario spaznidiiti delovanje prema spontanim
kontrakcijama ileuma zamoraca i jejunumacez@, kao i prema kontrakcijama
izazvanim ACh. Relaksantni efekat jecea i prema kontrakcijama trahejeceea
izazvanim ACh i histaminom, kao i prema kontrakcigaglatkin mista aorte z&eva
izazvanim norepinefrinom. Ostvareni spazméliti efekti bili su dozno-zavisni i
reverzibilni (Agel i sar., 1991a; Agel i sar., 1991

Metanolni ekstrakt korena vrste narthexpokazao je dozno-zavisan vivo
analgetski efekat, pdemu je u dozi od 100 i 200 mg/kg ovaj efekat imsadisticki
znaaj. Ekstrakt je takide inhibirao motilitet digestivnog trakta miSewavivo (Bashir i
sar., 2013). Polarni i nepolarni ekstrakt oleogeaimeF. foetidaostvarili su u istom
eksperimentu nefroprotektivan efekat na pacovinmodelu nefrotokghosti izazvane

gentamicinom (Javaid i sar., 2012).
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Etilacetatni in-butanolni ekstrakt cvetovi. lutea (Poir.) Maire pokazali su
antioksidantnu, antiholinesteraznu, antidijatrati, antimikrobnu i citostatsku aktivnost,

a za ove ekstrakte je pokazano da poseduju i atdkipotencijal (Znati i sar., 2014).
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CILJ
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Cilj ove doktorske disertacije je hemijska i farrobiSka karakterizacija
podzemnih organa srpske velestike,heuffelii Mnogi predstavnici vrsta rodeerula
su intenzivno ispitivani u poslednjih tridesetakdg@ u pogledu hemijskog sastava i
farmakolosSkih aktivnosti i rezultati ovih istraziya ukazuju na veliki potencijalni
zn&aj koji bi predstavnici ovog roda, kao i njihovikemdarni metaboliti mogli imati u
medicini i farmaciji. Srpska velestika do sada ngeitivana, niti postoje podaci o
njenoj primeni u narodnoj medicini.

Hemijska karakterizacija podzemnih orgafaheuffelii obuhvatée ispitivanje
prisustva sekundarnih metabolita od &ga za farmaciju u nepolarnom i polarnom
ekstraktu, njihovo izolovanje i odtwanje sadrZaja, kao i izolovanje etarskog ulja i
hemijsku analizu njegovog sastava.

FarmakoloSka karakterizacija izolata (etarskog, udiiestrakata i/ili izolovanih
sekundarnin  metabolita) obuhuai ispitivanje antioksidantne, spazmdaki,

antiinflamatorne, gastroprotektivne, antimikrobnéili i citotoksicne aktivnosti.
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MATERIJAL | METODE
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1. Biljni materijal

U okviru ove doktorske disertacije ispitivani sudgemni organi (rizom i koren)
srpske velestikeFerula heuffelii. Lokaliteti u Republici Srbiji, vreme sakupljanja
bilinog materijala, kao i herbarski podaci, dati suTabeli 8. Biljni materijal je
identifikovao viSi natni saradnik dr sc. Marjan Nikétikustos Prirodnjggkog muzeja u
Beogradu, a herbarski primerci deponovani su u &gudmu Prirodnjgdkog muzeja u
Beogradu (BEO).

Sakupljen biljni materijal osuSen je na senovitalmbro provetrenom mestu, na
sobnoj temperaturi. Materijal je nakon togavan u papirnim kesama na sobnoj

temperaturi do momenta ekstrakcije, odnosno degélaodenom parom.

Tabela 8 Lokaliteti u Republici Srbiji i vreme prikupljaajpodzemnih organa srpske

velestike F. heuffelii

Lokalitet i vreme prikupljanja Kolektorski broj (BE O)

Brdo Oblik, S¢evatka klisura, maj 2007. god. ko20070502 BEO

Gvozdena kapijaherdapska klisura, april 2008. god ko20080403/1 BEO

Debeli lug, klisura Peka, april 2010. god. ko201D05% BEO

2. Aparatura

GC-FID analiza etarskih ulja wtana je na gasnom hromatografu SRI 8610C
opremljenom FID detektoronsplit/splitlessinjektorom (split ratio 1:20; zapremina
injektovanja 1ul) i kapilarnom kolonom DB-5 (30 mx 0,32 mm; debljina filma
0,25um), a kao nose gas korigen je helijum (He). Temperature injektora i dete&to
iznosile su 280 °C.

GC-MS analiza etarskih ulja sprovedena je na gashmmatografu Hewlett
Packard 6890 sa MS detektorom Hewlett Packard ,5li#splitlessinjektorom (split
ratio 1:10) i kapilarnom kolonom HP-5MS (300,25 mm; debljina filma 0,2pm).
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Helijum (He) je korien kao nos@ gas, a temperaturni program je bio idéati
programu kori€&nom za GC-FID analizu.

HPLC analiza hloroformskog i metanolnog ekstraktarSena je na udaju
Aglient 1100 sa DAD detektorom, uz upotrebu ZorEzkpse XDB Gg kolone (250x
4,6 mm,; velkina cestica 5um).

Semipreparativna HPLC analiza izvedena je naajueAglient 1100 sa DAD
detektorom, uz upotrebu Zorbax Eclipse XDBg ®olone (9,4x 250 mm; vekina
cestica Sum).

Hromatografija na koloni utena je na stubu silikagela 60 (0,063 — 0,200 mm)
(Merck, Neméka).

Hromatografija na tankom sloju silikagela izvedgmaa silikagel TLC pldama
60 Fs4 (Merck, Nemaka).

Jednodimenzionalnid NMR, **C NMR) i dvodimenzionalni NMR spektri (COSY
i HMBC) snimljeni su kori&enjem magneta od 400 MHz na dm@s Avance (Bruker).
Uzorci su rastvarani u deuterohloroformu (CBCKao interni standard kodén je
tetrametilsilan.

Maseni spektri i precizna masa (MS) snimani su nated¢ (Miliford, MA)
SYNAPT hibridnom kvadrupol/TORine-of-fligh) masenom spektrometru. Uzorci su
analizirani pri pozitivnom modu elektrosprej jorgia, ESI (eng. positive ion
electrospray mode Podaci su dobijeni pri rezoluciji od 10000 Da karisenje
leucinenkefalina kao standarda i analizirani u Nigeg kompjuterskom softveru
(Waters, Miliford, MA).

Spektrofotometrijsko oddivanje ukupne antioksidantne aktivnosti, ukupnih
polifenola i sposobnosti neutralizacije DPPH ratiikarSeno je na spektrofotometru
SPECOL 11 (Carl Zeiss, Jena, Nehke), dok je spektrofotometrijsko odieanje
sposobnosti neutralizacije "OH radikala vrSeno paksofotometru Evolution 300
(Thermo Scientific, SAD).

Za in vitro ispitivanje spazmolitike aktivnosti izolata na izolovanom ileumu
pacova, kori&n je izotonini dava sile (TSZ-04-E, Experimetria Ltd, Budimpesta,
Madarska). Efekti ispitivanih izolata na kontrakcijleuma snimani su i analizirani
koris¢enjem kompjuterskog softvera SPEL Advanced ISOSY&aDAcquisition
System (Experimetria Ltd, BudimpeSta, ddaska).
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Za in vitro ispitivanje spazmolitike aktivnosti izolata na izolovanoj traheji
pacova koriéen je dava sila-pomeranje, a podaci su snimani na fiziog(&farco-Bio
system, Hjuston, SAD).

Za merenje apsorbancije m vitro testu ispitivanja citotok&ne aktivnosti
izolata korig$en je ELISA ¢itac Multiskan EX (Thermo Fisher Scientific), a test je
sproveden na transparentnim mikrotitracioniméphoa ravnog dna sa 96 bazena (Nunc,

Nalgene).

3. Izolovanje, odralivanje sadrzaja i analiza sastava etarskih ulja

3.1. Izolovanje etarskih ulja

Etarska ulja su izolovana iz podzemnih organa fniz&koren) srpske velestike,
F. heuffelii sakupljenih na tri lokaliteta u Republici Srbijiarbrdu Oblik, Sievatka
klisura, maja 2007. god.; na Gvozdenoj kapjerdapska klisura, aprila 2008. god. i u
Debelom lugu, klisura Peka, aprila 2010. god.

Etarsko ulje je u podzemnim organima srpske védedtkalizovano endogeno,
zbogcéega je neposredno pre izolovanja etarskih uljaeysusiljni materijal usitnjen do
stepena grubog praska.

Etarska ulja su izolovana postupkom destilacijeevmiin parom u aparaturi po
Clevengetu, prema propisu datom u Ph. Eur. 6, uz dodatakksana (1 ml) u ou
cev. Destilacija je trajala 2 h, a masa izolovaeifarskih ulja je merena nakon
otparavanja
n-heksana na sobnoj temperaturi.

SadrZzaj etarskih ulja odtivan je gravimetrijski fi/m) i izratunavan prema

formuli:

% (m) etarskog ulja = b/a x 100
a— masa osusenog biljnog materijala (g);

b — masa etarskog ulja (g).
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3.2. GC-FID i GC-MS analiza etarskih ulja

Kvalitativna i kvantitativha analiza etarskih uiljeaiena je primenom metoda
gasne hromatografije: GC-FID i GC-MS.

Uslovi GC-FID analize:

» gasni hromatograf SRI 8610C;

» kapilarna kolona DB-5 (30 m 0,32 mm; debljina filma 0,2pm);
* FID detektor (280 °C);

e temperatura injektora 280 °C;

* nose&i gas helijum (1,2 ml/min);

e temperaturni program 60-280 °C, linearan pora&/h.

Uslovi GC-MS analize:

e aparat Hewlett Packard 6890- 5973 GC-MS;

» kapilarna kolona HP 5MS (30 m0,25 mm; debljina filma 0,2bm);
» split/splitlessinjektor (200 °C), split mod (1:10);

» temperatura transfer linije 250 °C;

* nose&i gas helijum (1,0 ml/min);

« tehnika jonizacije: El, 70 eV,

» zapremina injektovanog uzorka 10

Za GC-FID i GC-MS analizu pripremani su rastvorskih ulja un-heksanu
(10%VIV).

Identifikacija komponenata analiziranih etarskihauizvrSena je podenjem
njihovih retencionih vremena, Kotevih indeksa (RI) i masenih spektara sa
odgovarajdim podacima za referentne supstance i/ili jedirgery kompjuterske
datoteke (NIST/NBS, Wiley) i literature (Adams, 200 Linearni retencioni indeksi
(Kovatevi indeksi, RI) odréivani su u odnosu na homologi nizalkana (G-C,4) pod

istim eksperimentalnim uslovima (Van den Dool i &;d 963).
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Procentualni sadrZzaj pojeditmah komponenti odiivan je metodom

normalizacije integrisanih povrSina pikova.

4. 1zrada ekstrakata

Osusen i spraSen biljni materijal (630 g), prikepljna brdu Oblik ($evatka
Klisura, Republika Srbija), ekstrahovan je postupkdimaceracije na sobnoj
temperaturi najpre hloroformom, a zatim metanol&wvaki od dva postupka maceracije
izveden je u tamnim bocama tokom 48 h uz meSanjavaomernim vremenskim
intervalima, a odnos droga:ekstrakciono sredstvmsio je 1:10 H/V). Nakon 48 h
ekstrakti su filtrirani, a rastvatauklonjeni uparavanjem pod snizenim pritiskom.

Masa dobijenog suvog hloroformskog (CH)CEkkstrakta iznosila je 64,13 ¢
(prinos u odnosu na osusen biljni materijal: 10,1880k je masa suvog metanolnog

(MeOH) ekstrakta iznosila 49,14 g (prinos u odneawsusen biljni materijal: 7,81%).

5. Izolovanje sekundarnih metabolita iz hloroformslog ekstrakta

5.1. Razdvajanje hloroformskog ekstrakta hromatogréijom na stubu

silikagela

U cilju izolovanja sekundarnih metabolita iz hlaohskog ekstrakta
podzemnih organa. heuffelii izvedeno je hromatografsko razdvajanje na stubu
silikagela (Silica gel 60; 0,063-0,200 mm, Merclen\tka), dimenzija 85¢< 2,9 cm.
Suvi hloroformski ekstrakt (6,8 g) adsorbovan jesil&kagel i nanet u tankom sloju na
stub silikagela. Eluiranje je izvedeno u gradijeigtemu mobilnih faza uz postepeno
pove&anje polarnosti. Sakupljane su frakcije zapremi@en®, eluiranje je zap®to u
sistemu heksan:hloroform (1:1-1:8;V), nakon togafistim hloroformom, a zatim u
sistemu hloroform:metanol (1:0-4:¥;V). Na ovaj na&in sakupljeno je 217 frakcija koje
su dalje testirane na tankom sloju silikagela (TEQ Fs4 20 x 10 cm, Merck,
Nemaka), u sistemu @ polarnosti od onog u kome je vrSeno eluiranjeakad

prikupljene frakcije koje se analiziraju. TLC hrotogrami su posmatrani pre i posle
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derivatizacije etanolnim rastvorom KOH u UV svetiaga 256 nm i 365 nm i frakcije
Su spajane na osnovucslosti.

Jedinjenjel nalazilo se u frakcijama 84-87, prikupljenim saloke nakon
eluiranja sistemom rastvai@heksan:hloroform — 1:2. 1z frakcije 84 (20 megjipjenje
1 (1,4 mg) izolovano jenetodom Jreparativhe HPLC.

Jedinjenje2 nalazilo se u frakcijama 85-87, prikupljenim saloke nakon
eluiranja sistemom rastvaia heksan:hloroform — 1:2. Iz frakcije 87 (18,4 mg),
primenom iste metode, izolovana je dodatna ckmdi jedinjenjal (0,9 mg), kao i
jedinjenje2 (0,6 mg).

Jedinjenje3 nalazilo se u frakcijama 92-95, dobijenim sa kelagluiranjem
smeSom heksan:hloroform — 1:2.

Jedinjenje4 nalazilo se u frakcijama 92-95, dobijenim sa kelagluiranjem
smeSom heksan:hloroform — 1:2. Ova dva jedinjenjdovana su iz spojenih frakcija
92-95 (116,5 mgmetodom 2semipreparativne HPLC i dobijeno je po 5,8 mg oba
jedinjenja.

Jedinjenje5 nalazilo se u frakcijama 121-137, dobijenim saokel nakon
eluiranja sistemom heksan:hloroform — 1:4. Spojérakcije 121-137 (676 mg)
rastvorene su u minimalnoj kaini CHCIl; i dalje razdvajane na stubu silikagela
dimenzija 46,5%x 1 cm. Eluiranje je izvedeno u gradijent sistemubiimih faza uz
postepeno povanje polarnosti. Sakupljane su frakcije zapreminml/ eluiranje je
zapa@eto u sistemu heksan:etilacetat (1:0-0:1; V:V),amakogacistim etilacetatom, a
zatim i u sistemu etilacetat:metanol (1:0-0:1; V:Ya ovaj nain sakupljene su 173
frakcije (A1-A173), koje su dalje testirane metoddeine hromatografije (HPLC).
Jedinjenje5 (0,6 mg) izolovano je iz frakcija A90-Alll (27 mghetodom 3
semipreparativhe HPLC.

Jedinjenja6 i 7 nalazila su se u frakcijama 139-163 dobijenim aclohe nakon
eluiranja sistemom heksan:hloroform — 1:4 i 1:&WKerje 139-148 (163 mg) rastvorene
su u minimalnoj kollini CHCI; i dalje razdvajane na stubu silikagela dimenzgax2
1 cm. Eluiranje je izvedeno u gradijent sistemu iimdi faza uz postepeno pastanje
polarnosti. Sakupljane su frakcije zapremine 7 efliranje je zap&eto u sistemu
heksan:etilacetat (1:0-0:1; V:V), nakon togatim etilacetatom, a zatim u sistemu
etilacetat:metanol (1:0-0:1; V:V). Na ovajdira sakupljeno je 158 frakcija (B1-B158),
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koje su dalje testirane metodontrie hromatografije (HPLC). Jedinjenfe(2,1 mg)
izolovano je iz frakcija B25-B37 (53,3 mghetodom 4semipreparativne HPLC.
Spojene frakcije 149-163 (388 mg), dobijene sa m@lmakon eluiranja sistemom
rastvarga heksan:hloroform 1:8, rastvorene su u minimakuadj¢ini CHCI; i dalje
razdvajane na stubu silikagela dimenzija*4% cm. Eluiranje je izvedeno u gradijent
sistemu mobilnih faza uz postepeno p@rge polarnosti. Sakupljane su frakcije
zapremine 5 ml, eluiranje je zaj@o u sistemu heksan:etilacetat (1:0-0:1; V:V),arak
togacistim etilacetatom, a zatim u sistemu etilacetatamel (1:0-0:1; V:V). Na ovaj
natin sakupljeno je 170 frakcija (C1-C170), koje sujeldestirane metodom dee
hromatografije (HPLC). Jedinjenjé (287,3 mg) nalazilo se u frakcijama C70-C90.
Jedinjenje7 (2,2 mg) izolovano je i pt&cenometodom Semipreparativne HPLC iz
frakcija C109-C121 (19,3 mg).

Jedinjenje8 nalazilo se u frakcijama 164-178, dobijenim saokel nakon
eluiranja ¢istim hloroformom. Spojene frakcije 164-178 (324y) rastvorene su u
minimalnoj kolini CHCI3 i dalje razdvajane na stubu silikagela dimenzg&4& 1 cm.
Eluiranje je izvedeno u gradijent sistemu mobilfdza uz postepeno paianje
polarnosti. Sakupljane su frakcije zapremine 5 efliranje je zap&eto u sistemu
heksan:etilacetat (1:0-0:):V), nakon togadistim etilacetatom, a zatim i u sistemu
etilacetat:metanol (1:0-0:M:V). Na ovaj nain sakupljeno je 196 frakcija (D1-D196),
koje su dalje testirane metodontrie hromatografije (HPLC). Jedinjeni (3,2 mg)
izolovano je iz frakcija D101-D111 (62 mg)etodom &emipreparativne HPLC.

Jedinjenje9 nalazilo se u frakcijama 179-198, dobijenim saokel nakon
eluiranja ¢istim  hloroformom  (frakcije 179-190) i sistemom tagaa
hloroform:metanol — 8:1 (frakcije 191-198). Frakcij79-198 (260 mg) rastvorene su u
minimalnoj kolini CHCI3 i dalje razdvajane na stubu silikagela dimenzijé4& 1 cm.
Eluiranje je izvedeno u gradijent sistemu mobilddza uz postepeno paianje
polarnosti. Sakupljane su frakcije zapremine 7 efhliranje je zap&eto u sistemu
heksan:etilacetat (1:0-0:1; V:V), nakon togatim etilacetatom, a zatim i u sistemu
etilacetat:metanol (1:0-0:1; V:V). Na ovajdira sakupljene su 192 frakcije (E1-E192),
koje su dalje testirane metodontrie hromatografije (HPLC). Jedinjeng (ukupno
4,7 mg) izolovano je iz frakcija E70-E88etodom &Aemipreparativne HPLC, kao i iz
frakcija E88-E100netodom &emipreparativhe HPLC.
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Jedinjenjel0 nalazilo se u frakciji 200, dobijenoj sa kolonekoa eluiranja
sistemom rastvata hloroform:metanol — 8:1. Frakcija 200 (881 mgitvarena je u
minimalnoj kolini CHClI; i dalje razdvajana na stubu silikagela dimenz§a2,9 cm.
Eluiranje je izvedeno u gradijent sistemu mobildfdza uz postepeno paianje
polarnosti. Sakupljane su frakcije zapremine 9 efliiranje je zap&eto u sistemu
heksan:etilacetat (1:0-0:1; V:V), nakon togatim etilacetatom, a zatim u sistemu
etilacetat:metanol (1:0-0:1; V:V). Na ovajdma sakupljeno je 266 frakcija (F1-F266),
koje su dalje testirane metodondrte hromatografije (HPLC). Jedinjeri@ (0,8 mg) je
izolovano iz frakcija F178-F198etodom $emipreparativhe HPLC.

5.2. Analiti¢cka i semipreparativna HPLC analiza hloroformskog elstrakta

Analiticka (kvalitativna i kvantitativna) HPLC analiza hddormskog ekstrakta
izvedena je na udaju Agilent 1100 uz primenu Zorbax Eclipse XDBs®olone (4,6x
250 mm; 5um). Semipreparativna HPLC analiza izvedena je mtamisurelaju uz
primenu kolone Eclipse XDB-g (9,4 x 250 mm; 5um). Mobilne faze koje su
koris¢ene za analitku i semipreparativnu HPLC analizu bile su: voda, (@cetonitril
(B), smesSa acetonitrilmetanol (3:1) (C) i smeSat@uitril:metanol (6:1) (D).

Za analittku analizu frakcija uzorci su rastvarani u acetdoit Brzina protoka
mobilne faze bila je 1,0 ml/min; radna tempera88C, zapremina injektovanja 20,

a talasna duzina detekcije 210 nm. ReZim eluirdajge u Tabeli 9.

Devet razlkitih metoda semipreparativne HPLC analize k@i je za
izolovanije ¢istih metabolita i/ili préiS¢avanje izolovanih metabolita. Brzina protoka
mobilne faze bila je 3,3 ml/min, radna temperatda°C, zapremina injektovanja
500ul, a talasna duzina detekcije 210 nm. Detalji &ritmetoda dati su u Tabeli 9.

Kvantifikacija prethodno izolovanih i identifikovdn metabolita izvrSena je
metodom eksternog standarda, @emu su izolovani metaboliti kofi8ni kao
standardne supstance. Metoda kg za kvantifikovanje ekstrakta prikazana je u
Tabeli 9.
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Tabela 9. ReZimi eluiranja kori&ni za analitiku (kvalitativnu i kvantitativnu) HPLC
analizu frakcija hloroformskog ekstrakta, kao i &lovanje ifili pre&iS¢avanje

izolovanih metabolita metodom semipreparativhe HPLC

Metoda Vreme Gradijent A | Gradijent B | Gradijent C | Gradijent D
(min) (%) (%) (%) (%)
Kvalitativha 0 70 30 0 0
HPLC analiza 30 10 90 0 0
Kvantitativha 0 40 0 0 60
HPLC analiza 30 20 0 0 80
35 20 0 0 80
50 5 0 0 95
Semipreparativna
HPLC analiza
Metoda 1 0 70 30 0 0
15 10 90 0 0
Metoda 2 0 20 0 0 80
10 10 0 0 90
Metoda3 0 55 45 0 0
15 10 90 0 0
Metoda4 0 40 60 0 0
10 10 90 0 0
Metoda5 0 50 50 0 0
15 10 90 0 0
Metoda6 0 15 85 0 0
10 10 90 0 0
Metoda7 0 35 0 65 0
10 10 0 90 0
Metoda8 0 25 0 75 0
15 10 0 90 0
Metoda9 0 20 80 0 0
10 10 90 0 0
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6. Analiticka HPLC analiza metanolnog ekstrakta

Kvalitativna i kvantitativna HPLC analiza metanognetkstrakta izvrSena je na
ureiaju Agilent 1100 uz primenu Zorbax Eclipse XDBs&olone (4,6x 250 mm;
5 um). Mobilne faze kori&ne za analizu bile su: voda (A), smeSa acetamttianol
(3:1) (B), 0,03% rastvor PO, u vodi (C) i smeSa mobilne faze C (10%) u acetibunit
(D).

Kvalitativna HPLC analiza sprovedena je kéeSjem sledé&e metode: C:D
(90:10-75:25), 5 min, nakon toga C:D (75:25), 1&mmakon toga C:D (75:25-70:30),
5 min, nakon toga C:D (70:30-50:50), 5 min, nakogat C:D (50:50-30:70), 5 min,
nakon toga C:D (30:70-90:10), 5 min, eluiranje jesled€ih 3 min nastavljeno
izokratski, pricemu je volumen injektovanja izosio 20 temperatura 28C, a brzina
protoka 0,8 ml/min.

Dve metode su kortgne za kvantifikaciju identifikovnih jedinjenja ine su
obuhvatale kombinaciju izokratskog i gradijent sdnja.

Metoda 1- A:B (40:60-20:80), tokom 30 min, zatim je u tokumin eluiranje
nastavljeno u izokratskim uslovima i nakon toga A28:80-5:95) 15 min; zapremina
injektovanja iznosila je 20, temperatura 28C, a brzina protoka 1 ml/min.

Metoda 2- C:D (90:10) tokom 5 min, zatim C:D (90:10-75:25ka 10 min,
zatim C:D (75:25-70:30), tokom 5 min, zatim C:D @®-50:50), tokom 5 min, zatim
C:D (50:50-30:70), tokom 5 min, zatim C:D (30:70:9@), tokom 5 min, eluiranje je u
sledeih 10 min nastavljeno izokratski, i na kraju C:{30-90:10), 10 min; zapremina

injektovanja izosila je 2Ql, temperatura 28C i brzina protoka 0,8 ml/min.

7. Odredivanje ukupnih fenolnih jedinjenja u metanolnom ekgraktu

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja odirean je u metanolnom ekstraktu
podzemnih organa srpske velestike heuffelii sakupljenih na brdu Oblik (Svatka
klisura) u maju 2007. god.

Spektrofotometrijsko oddevanje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjergasniva

c

se na reakciji s&olin-Ciocalteu(FC) reagensom (fosfomolibdovolframova kiselina)
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baznoj sredini, pricemu polifenoli redukuju W8-jon do Wd*-jona i Md*-jon do
Mo**-jona (volfram-molibdensko plavo), a sami se okgiddo o-hinona (Velioglu i
sar., 1998; Petro¥ii sar., 2009).

Metanolni ekstrakt podzemnih orgafa heuffelii rastvoren je u metanolu u
koncentraciji 1 mg/ml. 10Q ovako pripremljenog rastvora pomesano je sa {50
komercijalnog FC reagensa razblazenog 10 puta. N&kain u smesu je dodato 7pl0
rastvora NgCO; (60 g/l). Ovako dobijena smeSa snazno je pkdkania i ostavljena da
stoji 90 min na tamnom mestu na sobnoj temperaliai.isti n&in pripremljena je i
slepa proba, osim Sto je umesto 100netanolnog ekstrakta dodato 1@0rastvarga.
Apsorbancija rastvora merena je posle 90 min nanf@ba rezultati su izrazeni kao %

galne kiseline, odnosno mg galne kiseline/100 nvpguekstrakta.

8. Ispitivanje antioksidantne aktivnosti ekstrakatai etarskih ulja

Parcijalna redukcija kiseonika u proceéelijskog disanja u mitohondrijama
predstavlja glavni izvor reaktivnih kise@nih vrsta (engreactive oxigen species
ROS) i ove vrste se u fizioloSkim uslovima stvarajmaloj koltini. Slobodni radikali
su atomi, molekuli ili joni sa nesparenim elektroai koji su jako nestabilni i vrlo lako
stupaju u reakciju sa biomolekulima. Humani orgamzposeduje antioksidativni
sistem odbrane kojim spf@a stvaranje \ih kolicina ROS, neutraliSe slobodne
radikale, odnosno popravlja nastala 68iga i na taj ndn odrZzava homeostazu
organizma. Mdutim, preduga izloZenostelije ROS moZe dovesti do situacije da je
premasen kapacitet sistema odbrane organizma iutaatganizmu nastaju oksidativna
oSteenja. Danas se zna da ROS igraju vaznu ulogu uyeaszi razliitih bolesti:
malignih oboljenja, kardiovaskularnih bolesti,c&me bolesti, inflamatornh bolesti,
bolesti CNS-a itd.

Brojni predstavnici iz klase polifenola, primenjeni odgovarajéim
koncentracijama, mogu ostvariti snazno antioksigandelovanje. Takde, u novije
vreme se svée&e ispituje i antioksidantni potencijal etarskihaulj

Za ispitivanje antioksidantne aktivnosti metanolndgioroformskog ekstrakta

podzemnih organa srpske velestikeheuffeliikoris¢ena su trin vitro testa:
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* FRAP test kojim se oddeje ukupna antioksidantna aktivnost;
« DPPH test kojim se odigje sposobnost neutralizacije 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil radikala i

» 2-dezoksiriboza test kojim se ispituje sposobnestnalizacije 'OH radikala.

Za ispitivanje antioksidantnog delovanja etarsKja izolovanih iz podzemnih
organaF. heuffeliikori&en je DPPH test.

8.1. Ispitivanje ukupnog antioksidantnog potencijah (FRAP test) ekstrakata

FRAP test (engFerric Reducing Ability of Plasmaredstavlja metodu koja se
zasniva na redukciji Fe(ll)-tripiridil-triazin  kopieksa (Fe(lll)-TPTZ) do plavog
Fe(l)-tripiridil-triazin kompleksa (Fe(ll)-TPTZ) p niskim pH vrednostima. Intenzitet
dobijene plave boje meri se spektrofotometrijsla, 593 nm. Ovaj test se koristi za
odraiivanje ukupnog antioksidantnog potencijala ispitieg uzorka.

Postupak: pomesSano je 3 ml FRAP reagensa i 100rastvora metanolnog
ekstrakta podzemnih organa vrgte heuffelii u metanolu, odnosno 10@ rastvora
hloroformskog ekstrakta podzemnih organa visteheuffeliiu 96% etanolu. Nakon
toga je sadrzaj epruvete dobro pra@kan. Apsorbancija plavo obojenog rastvora
merena je posle 5 min na 593 nm, a kao rastvopggknzaciju (slepa proba) kareh
je FRAP reagens. FRAP reagens je pripremljen ndesleatin: pomeSano je 25 ml
acetatnog pufera (pH=3,6; 300 mM) sa 2,5 ml rastvdd,6-tripiridil-S-triazina u
40 mM HCI i 2,5 ml 20 mM FeGl

Rezultati su izraZeni kao FRAP vrednost, tj. kaaol F&*/mg suvog ekstrakta.
Za izra&unavanje ove vrednosti koéEna je jedn&na kalibracione krive koja je
konstruisana pondol rastvora FeSO(100-1000ul/l) pri uslovima koji vaze za tok
odralivanja. Kao referentna supstanca sa kojom je uleor@ aktivnost ekstrakata

koris¢ena je  askorbinska  kiselina. (Luximon-Ramma i sar2002)
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8.2. Ispitivanje sposobnosti neutralizacije 'OHadikala ekstrakata

Za ispitivanje sposobnosti neutralizacije hidrokS(DH) radikala naje&e se
primenjuje 2-dezoksiriboza test. Hidroksil radikal najpotentniji ROS. Ima izuzetno
kratak Zivot Sto navodi na zakfjak da je jako reaktivan. Ovaj radikal neselektivno
velikom brzinom reaguje sa biomolekulima iz svogudlenja (npr. DNK) i utie na
funkcionalnost i integritetcelije. "OH radikal sein vitro i in vivo stvara u tzv.
Fentonovoj reakciji (reakciji D, i metala sa promenljivom valenconb).osnovi ovog

Ispitivanja je reakcija razgradnje 2-dezoksiribppsredstvom "OH radikala:
Fe’* - EDTA + askorbat> F€* - EDTA + oksidovani askorbat
FE" - EDTA + H,O, — F€* + OH + 'OH

Proizvodi ove reakcije reaguju dalje sa tiobarlitun kiselinom grade
purpurno obojene komplekse sa apsorpcionim maksonuma 532 nm (Lee i Lim,
2000).

Priprema reagensareagens se priprema od slétiesastojaka:

» fosfatni pufer (pH=7,4, 1=0,1)

« EDTA (0,004 M)

« FeC} (0,004 M)

» 2-dezoksiriboza (0,05 M)

e H,0; (1,5%)

» L-askorbinska kiselina (0,004 M)
 trihlorsir¢etna kiselina (TCA, 2,8% u vodi)

» tiobarbiturna kiselina (TBA, 1% u 0,05 M NaOH).
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Postupak.Metanolni ekstrakt podzemnih orgaia heuffelii rastvoren je u
metanolu. Zatim su pripremljena razblaZzenja eksdrakekstrakt je testiran u opsegu
koncentracija od 5-16@g/ml. Hloroformski ekstrakt podzemnih orgafa heuffelii
rastvoren je u 96% etanolu, a zatim su pripremljezblazenja ekstrakta. Ekstrakt je
testiran u opsegu koncentracija od 3,12-10Q&@nl.

Svaka reakciona smeSa sadrzavala je éedeagense: 100 FeCk (100 uM),
100 ul EDTA (100 puM), 20 ul H20; (2,2 mM), 200ul 2-dezoksiriboze (2,uM),
100 pl L-askorbinske kiseline (10@M), 20 ul odgovarajéeg razblazenja MeOH
ekstrakta i fosfatni pufer (PBS, pH = 7,4; | = Q,d9dat do konze zapremine od 4 ml.
Kontrolni uzorci su umesto ispitivanog ekstraktadrzali 20 ul odgovarajéeg
rastvarga, dok je slepa proba sadrzala samo PBS (3,78200)ul 2-dezoksiriboze i
20 ul odgovarajéeg rastvaréa.

Reakcione smeSe inkubirane su 60 min na temperatl37 °C. Zatim je u
svaku smesSu dodat po 1 ml 186/{) tiobarbiturne kiseline (TBA) u 0,05 M NaOH i po
1 ml 2,8% (n/V) trihlorsiréetne kiseline (TCA). SmeSe su nakon toga zagretamain
na
100°C i potom ohldene. Posle hieenja merena je apsorbancija rastvora na 532 nm, u
odnosu na odgovaraju slepu probu (rastvor za kompenzaciju) i kontr@lee i Lim,
2000).

Procenat neutralizacije hidroksil radikala &raavan je prema formuli:

1(%) = (Ax— Ag)x100/A

gde je A apsorbancija kontrole, a,Aapsorbancija analize.

Rezultati su izraZzeni kao neutralizacija "OH ratiikébo) i kao koncentracija

uzorka koja dovodi do 50% neutralizacije OH rathka SGovrednost gg/ml).
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8.3. Ispitivanje sposobnosti neutralizaciie DPPH rdikala ekstrakata i

etarskih ulja

2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal je stdan slobodni radikal koji ima
nespareni valentni elektron na jednom atomu azatazotnom mostu. Neutralizacija
ovog radikala predstavlja osnovu danas veoma pomga testa ispitivanja
antioksidantne aktivnosti u kome se meri intenzggimene boje ljuldastog DPPH
radikala do Zutog, neutralnog oblika (difenilpikidrazina) u reakciji sa hvataa
slobodnih radikala. Promena boje meri se spekinafetrijski, na 517 nm, i predstavlja

meru antiradikalske aktivnosti ispitivanog uzorhérma i Bhat, 2009).

PostupakEtarska ulja kao i hloroformski ekstrakt podzemmianaF. heuffelii
rastvoreni su u apsolutnom etanolu, dok je metarelstrakt rastvoren u metanolu.
Svakom od uzoraka (u zapremini od 2,5 ml) dodatmojd ml 0,5 mM rastvora DPPH,
pripremljenog u odgovarajem rastvaréu (apsoluthom etanolu za etarska ulja i
hloroformski ekstrakt, odnosno metanolu za metdreksetrakt). Ovako dobijene smeSe
Su snazno prongliane i ostavljene da stoje 30 min na tamnom meéakon toga je
izmerena apsorbancija, na 517 nm. Kao kontrolaséeme su smeSe 1 ml 0,5 mM
rastvora DPPH radikala u apsolutnom etanolu, odmasetanolu kome je dodato
2,5 ml apsolutnog etanola, odnosno metanola. Ne#cga DPPH radikala izeanata

je korig&enjem formule:
[(%)=(Ak-Ag) x100/A
gde je A apsorbancija kontrole, a,Aapsorbancija analize.

Rezultati su izrazeni kao neutralizacija DPPH ratdik(%) i kao koncentracija
uzorka koja dovodi do 50% neutralizacije DPPH ratik (SGy).
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9. Eksperimentalne zivotinje koriene za ispitivanje spazmolitike,

antiiflamatorne i gastroprotektivne aktivnosti izolata

U svim in vivo eksperimentima, tj. za ispitivanje antiiflamatornie
gastroprotektivne aktivnosti, kao i za ispitivasjgazmolitéke aktivnosti, korigeni su
pacovi sojaWistaroba pola, telesne mase 270 - 310 g, starostidm 3B meseci, koji su
odgajeni u odgovaragim laboratorijskim uslovima¢Uvani u kavezima, na temperaturi
vazduha 20-24 °C sa slobodnim pristupom vodi i Hhram vivo eksperimenti
sprovedeni su prema direktivama Saveta Evrdpes (European Council Directive of
November 24, 198@6/609/EEC).

10. Ispitivanje spazmolitike aktivnosti etarskog ulja, ekstrakata i

metabolita

Glatka miséna vlakna u digestivnhom traktu pdema su u snopove od oko 1000
paralelno postavljenih vlakana. U svakom snopu\sai\dakna méusobno elekttino
povezana velikim brojem komunikativnih veza. Ovezevgpruzaju jako mali otpor
kretanju jona, pa elektmi signali mogu lako da prelaze sa jednog vlakndmgo. Ovi
snopovi se u pojedinim dkama preklapaju, ali se izwhe njih nalazi, pre svega,
rastresito vezivno tkivo. Miéni sloj funkcioniSe dakle kao sincicijum i akcioni
potencijal se kroz mi&i prenosi u svim pravcima, a put koji gee zavisi od
ekscitabilnosti misia. Postoje takie i veze izméu longitudinalnog i cirkularnog
misi¢cnog sloja, pa se ekscitacija jednog slojacej pranosi na drugiCelijska
membrana glatkog mi& u odnosu na skeletni, ima znatno viSe voltaZwisad
kalcijumskih kanala, a mali broj voltazno-zavisméatrijumskih kanala. Ovainjenica
navodi na zakljtiak da natrijum vrlo malo d@stvuje u stvaranju akcionog potencijala
vecine glatkih mista, dok je ulazak kalcijumovih jona u unutraSnjodakna
najodogovorniji za stvaranje akcionog potencijakalcijumski kanali se otvaraju

sporije od natrijumskih, ali ostaju duze otvorelalcijum u sarkoplazmu dolazi iz
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ekstraelijskog prostora (neophodan za dugotrajne konijekii iz unutrasnjih depoa
(dovoljan samo za kratkotrajne kontrakcije). Powed pomenutih voltazno-zavisnih
kanala, kalcijumovi joni ulaze éeliju i preko receptorskih (ligand-zavisnih kanalego
I kanala koji se aktiviraju sekundarnim glasnikdfalcijum iz unutrasnjih rezervi se iz
sarkoplazminog retikuluma (SR) oslaaa pod uticajem inozitoltrifosfata. Nakon
vezivanja odgovarafieg liganda za receptor, preko G proteina se a@tigsfolipaza C
koja cepa fosfatidilinozitol-1,4-difosfat na inaai3-fosfat (IR) i diacilglicerol (DAG).
IP3 aktivira istoimene receptore na SR, otvaraju deijkanski kanali i kalcijum iz
depoa stize u sarkoplazmu. Kalcijum iz SR mozZecipte sarkoplazmu i preko
rianodinskih receptora. Rianodinski receptori (RIR)azvani i kalcijum aktivirajti
kalcijumski kanali, skini su istoimenim receptorima u skeletnim rifia. Ove jonske
kanale otvara povana koncentracija kalcijuma u sarkoplazmi. Rawge kalcijuma u
sarkoplazmi, koje izaziva ¥ utice na kalcijumske kanale zavisne od kalcijuma preko
kojih se dodatna kalina kalcijuma mobiliSe iz sarkoplazminog retikulumi@ko npr.
kofein moZe da isprazni depoe kalcijuma preko &ahala.

Glatka muskulatura digestivhog trakta ispoljava rapoali kontinuiranu

elektricnu aktivnost koja se manifestuje kao:

» spori talasi — oscilacije membranskog potencijalajek odreuju ritam
kontrakcija GIT-a; nisu akcioni potencijali

» Siljati potencijali — pravi akcioni potencijali. N&ju kada membranski
potencijal glatke muskulature GIT-a postan€ived -40 mV, a posledica su
ulaska velikog broja Gajona (kao $to je prethodno objasnjeno).

ey,

Su:

* istezanje migia
» stimulacija acetilholinom (ACh)
» stimulacija parasimpatkim nervima koji sekretuju ACh

» stimulacija izazvana spedifiim GIT hormonima.
Faktori koji dovode do hiperpolarizacije membraoe s

* uticaj adrenalina i noradrenalina

» stimulacija simpatkim nervima koji [&e noradrenalin (Guyton i Hall, 1999).

103



Acetilholin (ACh) je jedan od dva najvaZnija neuasismitera u glatkomi&nim
sinapsama i on svoje efekte ostvaruje péktie kaskadu nakon vezivanja za
odgovarajdi receptor na membrani. Muskarinski agonisti (kgw. ACh) izazivaju
kontrakcije véine glatkih mis¢a u organizmu (sfinktera duzice, disajnih puteva u
plucima, mokrgne beSike, gastrointestinalnog trakta, kao i nekitnih sudova).
Ovakav odgovor je posledica aktivacije muskarinsikdbeptora na sarkolemi. Glavni
podtipovi muskarinskih receptora koji se mogudime sarkolemi glatkildelija GIT-a su
M, i M3, pri ¢emu je podtip M tri do cetiri puta rasprostranjeniji. Aktivacija M
receptora preko £Jroteina dovodi do aktivacije fosfolipazepChidrolize fosfoinozitid
inozitol-1,4-difosfata na Pi DAG. IP; se, kao 5to je ¥enaglaSeno, vezuje za
istoimene receptore na SR i dovodi do mobiliza€ig#" jona. Ipak, dalja istraZivanja su
pokazala da i M podtip igra indirektnu ulogu u procesu kontrakcik&ao Sto je vé
pomenuto, M podtip inhibira akumulaciju cAMP, a samim tim ilaksantnu ulogu
CAMP-stimulirajutin agenasa. Miutim, kada se izolovani preparati glatkih rogi
GIT-a izloze delovanju muskarinskih agonista, kaktije mogu biti inhibirane
delovanjem kompetitivnih antagonista mehanizmom Je@jpovezan sa dpodtipom
(Ehlert i sar., 1999).

10.1. I1zolovanje i postavljanje preparata

10.1.1. 1zolovanje i postavljanje ileuma pacova

Nakon dvanaestasovnog gladovanja, pacov je Zrtvovan cervikalnom
dislokacijom. lleum je brzo izolovan, uten u Petrijevu Solju sa aerisanim fizioloSkim
rastvorom, 6iS¢en od crevnog sadrZaja i ostataka mezenterijunepalati duzine od
oko 2 cm uronjeni su u vodeno kupatilo zapreminenl ispunjenoTyrod-ovim
rastvorom (sastav rastvora u mM: NaCl 136,9; K@82,CaC} 1,8; MgCh 1,05;
NaHCG; 11,9; NaHPO, 0,42 i glukoza 5,55), zagrejanim na 37 °C i uekeg uvodi
smesa kiseonika sa 5% @Qedan kraj ispitivanog segmenta izolovanog ileusmruje
se za dno kupatila, a drugi kraj sa izotomin transduktoronfTSZ-04-E, Experimetria

Ltd, Budimpesta, Mdarska). Kontrakcije ileuma snimljene su i analizg&kori€enjem
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kompjuterskog programa SPEL Advanced ISOSYS Dataguisition System
(Experimetria Ltd, Budimpesta, Marska). Pre eksperimenta preparati su podeSeni na
opteréenje od 1 g i ostavljeni da se adaptiraju 30 minetmog sata, do postizanja
bazalnog tonusa. Rastvori ispitivanih uzoraka ¢ktag ulja, ekstrakata CEistih
metabolita) dodavani su direktno u vodeno kupaff@adraei et al., 2001, Fleer i
Verspohl, 2007).

10.1.2. I1zolovanje i postavljanje traheje pacova

Nakon Zrtvovanja Zivotinje, traheja je brzo odvajam grudnog koSa i isecana
na male segmente od tri detiri prstena. Prstenovi traheje postavljani suodeno
kupatilo zapremine 10 ml ispunjenidrebs-Ringefovim rastvorom (koncentracije
komponenata u mM: NaCl 137; KCI| 2,81; Ca@l,8; MgCh 0,1; NahBPO, 0,417;
NaHCG; 11,9, i glukoza 11,10) pod prethodno opisanim ekapentalnim uslovima.
Prstenovi su ostavljeni da se stabilizuju pri ogtenju od 0,5 g, tokom 30 min. Posle
uspostavljanja stabilnog tonusa, odgovarajkoncentracije hloroformskog ekstrakta
dodavane su direktno u vodeno kupatilo u d&oli koja nije prelazila 2% ukupne
zapremine kupatila (Fleer i Verspohl, 2007).

10.2. Uticaj izolata na spontane kontrakcije izolo&nog ileuma

Nakon uspostavljanja bazalnog tonusa i pravilnentpee kontraktilnosti, u
kupatilo su dodavani ispitivani uzorci u rasta (logaritamskim) koncentracijama.
Uvek je dodavana ista zapremina rastvora saciamt kolicinom aktivne materije tako
da se u kupatilu postigne odgovartgukoncentracija. Serija razblazenja ispitivanih
uzoraka dodavana je kumulativno. Promene tonusatr@dccija ili relaksacija) merene
su kao povrSina ispod krive, a rezultat spaznt@ktiaktivnosti izraZzen je preko efekta
kontrolne supstance (atropin) koji predstavlja peau kontrolu. Atropin je dodavan u

vodeno kupatilo u rastim koncentracijama. Razlika izrie povrsSine ispod krive pre i
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nakon davanja koncentracije koja je dovela do nma#kiog efekta predstavijala je
maksimalni spazmolitki efekat atropina. Paralelno, na istom tkivu, ugtrm vodenom
kupatilu, ispitan je efekat ispitivanog uzorka. Zeaku koncentraciju ispitivanog uzorka
efekat je izrdunavan u procentima u odnosu na maksimalnu relgdsa@azvanu

atropinom.

10.3. Uticaj izolata na kontrakcije izolovanog ilema izazvane acetilholinom
(ACh)

Nakon adaptacije preparata ileuma, izazivane sugomg kontrakcije
kumulativnim dodavanjem rasihh koncentracija ACh u vodeno kuptilo. Na osnovu
dobijenih rezultata konstruisana je kontrolna kteacentracijski-zavisnih kontrakcija.
Preparat je zatim ispirafyrod-ovim rastvorom na svakih 15 min, tokom 30-45 min,
kako bi se ponovo uspostavile stabilne spontan&&kcije. Po uspostavljanju bazalnog
tonusa u vodeno kupatilo je dodavan ispitivani akan koncentraciji koja se ispituje.
Tri minuta nakon dodavanja, ponovljena je serijaigan koncentracijama ACh i
formirana nova kriva kontraktilnog efekta ACh usustvu odgovarafie koncentracije
ispitivanog uzorka. Preparat ileuma je ponovo apirpostupak se ponavljao saem
koncentracijom ispitivanog uzorka (Sadraei i s@001; Fleer & Verspohl, 2007).
Spazmoliteki efekat ispitivanih izolata predstavljen je kreeriju krivin na kojima je
prikazan kontraktilni efekat ACh koji je ostvaren puisustvu ispitivanih izolata i

uporeien sa efektom samog ACh.

10.4. Uticaj izolata na kontrakcije izolovanog ilema i traheje izazvane
kalijum-hloridom (KCI)

U prisustvu visoke koncentracije KCl izazivaju saitne kontrakcije segmenata
ileuma. Povéana koltina K' jona u rastvoru izaziva depolarizaciju glatkin rémgh

vlakana i otvaranje voltazno zavisnih kanala L tipa omogiéava difuziju C&" jona u

ann g,
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Preparat izolovanog organa postavlja se u vodepatha i ostavlja 30 min da
razvije spontanu kontraktilnost. Nakon toga u vad&upatilo se dodaje 80 mM KCI
da bi se postigla visoka koncentracija u rastvéada se tordina kontrakcija izazvana
KCI ustali, dodaje se ispitivani uzorak kumulativno rastéim koncentracijama.
Spazmolitéki efekat izolata izréunava se na osnovu razlika povrSina ispod krive, ka

procenat inhibicije efekta KCI (Sadraei i sar.020Karamenderes & Apaydin, 2003).

11. Ispitivanje antiinflamatorne aktivnosti ekstrakata

11.1. Ispitivanje antiedematozne aktivnosti ekstraita

Ispitivanje antiedematozne aktivnosti sprovedenonge pacovima u modelu
inflamacije proinflamatornom supstancom, karagemndJ ovom modelu, nakon
primene intraplantarne injekcije karagenina dolad pojave osnovnih znakova
inflamacije: edema, hiperalgezije i eritema. Znaflamacije javljaju se pod dejstvom
proinflamatornih supstanci — bradikinina, histamin@hikinina, komplementa i
reaktivnih kiseoninih i azotnih radikala. Inflamatorni odgovor sedede kvantifikuje
uvetanjem (edemom) tretirane Sape, koje dostize makairako 5 h nakon davanja
injekcije karagenina, a koji se moze moduliratiloforima specifénih molekula unutar
inflamatorne kaskade. Model inflamacije izazvaneaganinom je dobro préen i
visoko ponovljiv (reproducibilan), pa ima vaznu glou prodavanju antiinflamatorne
aktivnosti i razvoju novih lekova (Morris, 2003).

Ovaj model inflamacije iskoré&n je za ispitivanje antiedematozne aktivnosti
metanolnog i hloroformskog ekstrakta podzemnih waga heuffelii Ispitivana grupa
Zivotinja prvobitno je tretirana rasin dozama ekstrakata koji su aplikovani oralno
(p.0) gastrtnom sondom (Instech Solomomlymouth Meeting, SAR dok su
kontrolne grupe tretirane rastvéaemn (DMSO) kao i1 lekom sa potienim
antiinflamatornim delovanjem (indometacinom), keji aplikovani na isti @ kao i
ispitivani ekstrakti, 1 h pre nego Sto se supkutamalesnu zadnju Sapicu, ubrizga

karagenin i na taj ®n izazove inflamacija.Cetiri sata nakon toga Zivotinje su
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Zrtvovane i antiedematozni efekat ekstrakata ireefimog leka je bio procenjen na

osnovu razlike u masi $apica. Sema ispitivanja jgataT abeli 10.

11.2. HistoloSka analiza poprénih preseka Sapica pacova

Nakon Sto je izmerena razlika u masi Sapica i¢cimat antiedematozni efekat
ekstrakata, Sapice su, nakon amputacije, bilerikei u 10% formalinu i kalupljene u
parafinske blokove. Nakon toga su pripremljena grema preseka, debljinen, koji
su zatim obojeni hematoksilin-eozin metodom. Natahigkim presecima je pod
mikroskopom (uvéanje 10&) analiziran intenzitet inflamacije na osnovu psisa

infiltracije mononuklearnih i polimorfonuklearngelija i intersticijalnog edema.
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Tabela 10.Sema ispitivanja antiedematozne aktivnosti ekatelpodzemnih organa

F. heuffeliiu modelu karageninom izazvane inflamacije Sapicaya

Grupa Zivotinja Tretman Broj Zivotinja

Kontrolna grupa Proinflamatorno sredstvo 7 pacova
(karagenin) 0,5%; 0,1 ml/Sapi (Wistar)

Eksperimentalne | karagenin + metanolni ekstrakt | 4 x 7 pacova

grupe 1-4 (4 doze aplikovanpg 0) (Wistar)
Eksperimentalne | karagenin + hloroformski ekstrakt3 x 7 pacova
grupe 5-7 (3 doze aplikovanp.o) (Wistar)
Kontrolna grupa karagenin + dimetilsulfoksid 7 pacova
(rastvara, DMSO) | (aplikovanp.o) (Wistar)
Kontrolna grupa karagenin + indometacin 7 pacova
(indometacin) (8 mg/kg aplikovarp.o) (Wistar)
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12. Ispitivanje gastroprotektivne aktivnosti ekstrekata

Pepttka ulkusna bolest obuhvata heterogenu grupu pdgme podrazumeva
prisustvo oStéenja sluzokoZze Zeluca i/ili duodenuma, koje se tpessve do
submukoznog sloja, ima gk veci od 5 mm i uglavnom je lokalizovano u antrumu
Zeluca, odnosno u bulbusu duodenuma. Uzrok @eygi ulkusa joS uvek nije u
potpunosti definisan. Prema ustaljenom shvatanplesbée se razviti kada agresivni
fakori (HCI, pepsin, Ztne kiseline) previadaju nad protektivnim (protokvikr
bikarbonati, mukus, prostaglandini i faktori rasteedutim, novija shvatanja pepkog
ulkusa u etiopatogenezi bolesti najvazniju ulogupipuju infekcijama Gram (-)
bakterijomHelicobacter pylori(odgovorna je za oko 70% shjeva bolesti), kao i sve
ucestalijoj primeni nesteroidnih antiinflamatorninkéva (NSAIL). Pored ova dva
pomenuta faktora, sigurno je da aitkeu ulogu u patogenezi imaju i alkohol, stres,
pusenje, n&n ishrane i genetska predispozicija (Adinortegi.s2013).

Za ispitivanje gastroprotektivnog delovanja eksitak podzemnih organa
F. heuffelii koris¢en jein vivo model akutnog stres ulkusa izazvanog oralngmo.)
primenom apsolutnog etanola na pacovima (etanties-silkus). Ovaj eksperimentalni
model peptikog ulkusa je zbog patofizioloSkih mehanizama kajinalaze u njegovoj
oshovi, pogodan za ispitivanje efikasnosti supstaagotencijalnom citoprotektivnom
i/ili antioksidantnom aktivna®i, a ne i za evaluaciju antisekretorne aktivndSéma
Ispitivanja data je u Tabeli 11.

Etanol se smatra faktorom rizika za nastanak ukkubalesti. Zahvaljujéi
sposobnosti da solubilizuje mukusni sloj, etanohgigra kroz gasttnu mukozu i
izlaZze epitelnecelije Stethom delovanju HCI i pepsina Sto posiedi dovodi do
oSteenja integriteta sluznice Zzeluca. Etanol tikostimuliSe sekreciju kiseline i
smanjuje prokrvljenost sluznice Sto dovodi do milaskularnih oSigenja. Vazan
mehanizam oStenja predstavlja i oksidativni stres, jer etanoValti do disbalansa u
¢elijskim antioksidantnim procesima, kao i do stvgaaslobodnih radikala. Direktnim
toksicnim efektom na epitelnéelije zelud&ne sluzokoze (koji podrazumeva smanjenje
sekrecije mukusa i bikarbonata), etanol dovodi d@earanja nekrotinih lezija u

sluzokozi zZeluca. O&tenjecelijske membrane, usled paame permeabilnosti za Na
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vodu, ima za posledicu potanje koncentracije intracelularnog “ato dovodi do

smirti¢elija i eksfolijacije epitela (Adinortey i sar., 28).

12.1. Eksperimentalni protokol ispitivanja gastroprotektivhog delovanja

ekstrakata

Zivotinje iz eksperimentalne grupe najpre su teetr rastéim dozama
metanolnog i hloroformskog ekstrakta podzemnih wagarsteF. heuffelii. Jedan sat
nakon toga, u cilju izazivanja o§anja na sluzokozi zeluca, oralno je aplikovan
apsolutni etanol (5 ml/kg.o). Jedan sat nakon primene etanola Zivotinje su Zatvewv
iz njih je uklonjen Zeludac. Zeludac je otvoren diglike krivine i ispran fizioloskim
rastvorom. Efekat ekstrakata je nakon toga procema osnovu makroskopskog
pregleda (uz pomnio lupe) sluzokoze Zeluca tretiranih Zivotinja u [@engu sa
netretiranim Zivotinjama (negativha kontrolna gryp&ao i Zivotinja tretiranih
ranitidinom (20 mg/kgp.o), koji je kori¥en kao referentni lek (pozitivha kontrolna
grupa). Intenzitet lezija na sluzokozi zeluca prgee je na osnovu kriterijjuma

(modifikovanog sistema) koji je 1964. god. dao Adainrazen je kao gastmi skor:

+ 0: bez prisutnih lezija;

« 0,5 blaga hiperemija ilc5 petehija;

« 1. <5 erozija, duzineg mm;

+ 1,555 erozija, duzine5 mm uz prisustvo brojnih petehija;
« 2:6-10 erozija, duzing5 mm;

« 2,5 1-5 erozija, duzine >5 mm;

« 3:5-10 erozija, duzine >5 mm;

+ 3,5 >10 erozija, duzine >5 mm;

+ 4: 1-3 erozije, duzing5 mm i Sirine 0,5-1 mm;

+ 4,5 4-5 erozija, duzing5 mm i Sirine 0,5-1 mm;

L]

5: 1-3 erozije, duzine >5mm i Sirine 0,5-1 mm,;

6: 4 ili 5 lezija kategorije 5;

7: > 6 lezija kategorije 5

8: kompletna lezija sluzokoze sa hemoragijom (Adesair., 1964).
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Tabela 11.Sema ispitivanja gastroprotektivhog efekta eksttalpodzemnih orgarfa
heuffeliiu modelu etanolom izazvanog ulkusa pacova

Grupa Zivotinja Tretman Broj
Zivotinja

Kontrolna grupa | Apsolutni etanol 5 ml/kg.o. 6 pacova

(netretirana) (Wistar)

Eksperimentalne | Apsolutni etanol+metanolni ekstrakt (83 x 6 pacova

grupe 1l-3 doze) (aplikovan.o) (Wistar)
Eksperimentalne | Apsolutni etanol+hloroformski ekstrakt 3 x 6 pacova
grupe 4 -6 (3 doze) (aplikovang.o) (Wistar)
Kontrolna grupa | Apsolutni etanol+dimetilsulfoksid 6 pacova
(rastvara-DMSO) | (aplikovanop.o) (Wistar)

Kontrolna grupa | Apsolutni etanol+ranitidin 20 mg/kg | 6 pacova
(referentni lek) (aplikovanop.o) (Wistar)
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13. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti etarskih ulja, ekstrakata i

metabolita

Za utvdivanje antimikrobne aktivnosti izolata podzemnilgamaF. heuffelii
(etarska ulja, ekstrakti i metaboliti) katéh je bujon mikrodilucioni metod (Candan i
sar., 2003).

13.1. Standardni sojevi mikroorganizama

U cilju ispitivanja antimikrobne aktivnosti izolataloroformskog i metanolnog
ekstrakta, etarskih ulja, izolovanih jedinjerfia3, 4, 6, kao i hlorogenske kiseline),

kori&eni su standardni mikroorganizmi iz kolekcija:

* ATCC (American Type of Culture Collection)
* NCIMB (National Collection of Industrial BacteridAberdeen).

Svi standardni sojevi nabavljeni su iz Instituta imainologiju i virusologiju

Torlak u Beogradu.

Antibakterijska aktivnhost hloroformskog i metanajnekstrakta ispitivana je

prema:
Gram (+) bakterijama

» Staphylococcus auredsTCC 25923

» Staphylococcus epidermiddsTCC 12228
* Micrococcus luteuaTCC 9341

» Enterococcus faecal&TCC 29212.

* Bacillus subtilisSATCC 6633

113



Gram (-) bakterijama

* Escherichia colATCC 25922
* Klebsiella pneumonialCIMB 9111
* Pseudomonas aeruginogd CC 27853.

Ispitivanje antifungalne aktivnosti hloroformskogetanolnog ekstrakta

sprovedeno je na jednom standadnom soju kandide:
» Candida albicansATCC 10231.

Antibakterijska aktivhost metabolita (izolovanifdjejenjal, 3, 4, 6, kao i

hlorogenske kiseline ), ispitivana je prema:
Gram (+) bakterijama

» Staphylococcus auredsTCC 25923

» Staphylococcus epidermiddsTCC 12228
* Micrococcus luteudTCC 9341

» Enterococcus faecal&TCC 29212.

» Bacillus subtilisATCC 6633

[
Gram (-) bakterijama

» Escherichia colATCC 10536
» Klebsiella pneumonia@TCC 13883
* Pseudomonas aeruginosd CC 27853.

Ispitivanje antifungalne aktivnosti metabolita (@eanih jedinjenjal, 3, 4, 6, kao i

hlorogenske kiseline ), sprovedeno je na jednom kandide:

¢ Candida albican@ATCC 10231.
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Antibakterijska aktivnost etarskih ulja ispitivajgaprema:

Gram (+) bakterijama

« Staphylococcus auredsTCC 25923
» Staphylococcus epidermiddsTCC 12228
* Micrococcus luteudTCC 9341
* Micrococcus flavu&ATCC 10240
» Enterococcus faecal&TCC 29212.
» Bacillus subtilisATCC 6633
i
Gram (-) bakterijama
» Escherichia colATCC 25922

» Klebsiella pneumoniaATCC 13883
* Pseudomonas aeruginodd CC 27853.

Ispitivanje antifungalne aktivnosti etarskih ul@evedeno je na tri soja
kandide:

e Candida albican®ATCC 10231
* Candida albican®z\TCC 10259
* Candida albican®ATCC 24433.

13.2. Kultivacija mikroorganizama

Bakterijski sojevi korigeni u eksperimentima su najpre presejani u 10 ml
Muller-Hinton bujona i dalje inkubirani na 37 °C. Posle 24 htéaje su presejane na
10 ml sveze te podloge i inkubirane 18 h. Dobijena kultura rodaganizama
presejana je na agar.

Pri kultivaciji sojeva gljiviceC. albicanskorisen je iden@an postupak osim Sto
je umestavitller-Hinton bujona korigen Sabouraudujon.
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13.3. Standardni antibiotici

Kao referentni lekovi korieni su sled@ standardni antibiotici proizviata
Sigma-Aldrich:

e ampicilin

* amikacin

» ciprofloksacin
e streptomicin

* nistatin

 amfotericin

13.4. Bujon mikrodilucioni test

Antimikrobna aktivnost etarskih ulja, hloroformskaegmetanolnog ekstrakta,
izolovanih metabolita (jedinjenjd, 3, 4 i 6) i hlorogenske kiseline ispitivana je bujon
mikrodilucionim testom, a rezultati su izrazavanaok minimalna inhibitorna
koncentracija (MIK) (Candan i sar., 2003). Ekspennje izveden u duplikatu u
mikrotitracionim pl@ama sa ravnim dnom i 96 buriai

KoriS¢ene su osamnaestasovne kulture navedenih bakterijskih sojeva
(inokulum: 5x10cfu/ml, cfu-colony forming units) uMiller-Hinton bujonu (za
ispitivane bakterijske sojeve)Jabouraudbujonu (za ispitivane sojev@. albican3 sa
dodatkom Tween 80 (finalna koncentracija 0,3%8/). Za ispitivanje su kor&eni
rastvori etarskih ulja, ekstrakata, izolovanih rbetda i hlorogenske kiseline u
dimetilsulfoksidu (DMSO).

Antimikrobna aktivnost etarskih ulja ispitivana gerasponu koncentracija od
6,25-226,5ug/ml, aktivnost metanolnog i hloroformskog eksteakt rasponu od 12,5-
200,0 ug/ml, a aktivnost izolovanih metabolita (jedinjerfia3, 4 i 6) i hlorogenske
kiseline od 2,0-641g/ml. Pozitivnhu kontrolu su predstavljale bakterip&ubirane samo

sa odgovarajom kolicinom rastvaréa (DMSO).
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Nakon osamnaestasovne inkubacije (za ispitivanje na bakterijskimjesima) i
cetrdesetosmi@msovne inkubacije (za ispitivanje na sojevi@aalbican$ kao indikacija
rasta mikroorganizama t@vano je prisustvo, odnosno odsustvo taloga nasstakiog
bazena na mikrotitracionoj plio Rezultati su izrazavani kao minimalne inhibitern
koncentracije (MIK), odnosno minimalna koncentraggpitivanog uzorka koja dovodi

do inhibicije rasta mikroorganizama.

14. Ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti ekstrakata i metabolita
14.1.Celijske linije

U cilju ispitivanja citotoksine aktivnosti izolata podzemnih orgahaheuffelii

kori&eno je nekolikaelijskih linija:

» Hela - imortalizovana linija dobijena @elija karcinoma grtia materice
* MCEF7 -¢elijska linijja humanog karcinoma dojke

* K562 -¢elijska linija humane mijeloidne leukemije.

Za procenu potencijalnog selektivhog delovanjar@bstmetabolita prema

tumorskimcelijskim linijama kori€ena jecelijska linija:

* MRCS5 -¢elijska linija humanih fetalnih fibroblasta

14.2. Hranljiva podloga

Maligne celijske linije su odrzavane u kulturi u vidu mormal u hranljivom
medijumu RPMI 1640 (,Roswell Park Memorial Insteunedium”), pH 7,2, u koji je
dodat 10% fetalni govi¢ serum, termiki inaktivisan na 56 °C (30 min), L-glutation
(3 mM), streptomicin (20Qu/ml), penicilin (192 1U/ml) i Hepes (4-(2-hidroketil)-1-
piperazinetan-sulfonska kiselina) (25 mM). PraSkB§tMI 1640 hranljivi medijum je

proizvod istrazivéa Moore i saradnika sa institutRdswell Park Memorial Institute
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Osnovu ove hranljive podloge predstavlja fosfatnfep. U podlogu su nakon toga
dodati vitamini i aminokiseline i ovako pripremljemedijum je dalje rastvaran u
sterilisanoj destilovanoj vodi (102 g/l), uz me&np temperaturi od 15-20 °C, i u taj
rastvor je dodato 2 g NaHG(Za vreme pripreme hranljivog medijuma pH vredrjest
podeSavana rastvorima 1N HCI i 1IN NaOH na 0,1-8¢njce ispod Zeljene vrednosti
(6,7-7). Za sterilizaciju hranljive podloge kams je membranski filter poroznosti
0,22 um (hladna sterilizacija). Pripremljena podloga gevana u frizideru, a pre
upotrebe je zagrevana u vodenom kupatilu na 37 °C.

14.3. Tretmanéelijskih linija

Ispitivani izolati (ekstrakti i izolovani sekundarmmetaboliti) najpre su
rastvoreni u DMSO-u, do Stok koncentracije od 10mignakon¢ega su u hranljivom
medijumu rezblaZzeni do odgovaréiju radnih koncentracija. Za odiiganje ¢elijskog
prezivljavanja MTT testom kor&ne su mikrotitar pke sa 96 bunaia. Celije su
ravnomerno zasejane u odgovaéajugustini. Gustina HelL &elija je bila 200CGelija po
bunartu, gustina K562elija 5000¢elija po bunakiu, gustina MCF<Zelija 3000¢elija
po bunartu, a MRC-5¢elija 5000¢elija po bunaiu u 100ul podloge. Kao slepa proba
koris¢en je hranljivi medijum. 24 h nakon zasejavaégdija u bunare sa malignim
¢elijama dodato je po 50 pl pet ra#tih koncentracija ispitivanih izolata, dok je u
kontrolne ¢elije 1 slepe probe dodato po 50 ul svezeg hramgjimedijuma. Finalne
koncentracije ispitivanih izolata primenjene najnal maligne ¢elije bile su:
0-200ug/ml za ekstrakte i 0-200M za ispitivane metabolit€ elije su inkubirane 72 h
u inkubatoru na 37 °C pod istim uslovima koji suigeni i za odrzavanjéelijskih
linija. Nakon toga, u svaki bunérdodato je po 20 pul rastvora 3-(4,5-dimetiltiazal)2
2,5-difeniltetrazolijum bromida - MTT reagensa (§ MTT/ml fosfatnog pufera, PBS),
a 4 h kasnije je u svaki bunaidodato joS 100 ul rastvora 10% natrijum-dodedittal
(SDS). Absorbanca je merena na ELISAitacu, sledéeg dana, na
570 nm. Prezivljavanjéelija je izr&unato korigenjem sledée formule:
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S(%)= (Ai-As) x100 / (Ac-As)
gde su: A- absorbanca slepe probe;a@psorbanca tretiranih uzoraka.

Rezultati su izrazeni kao ¥gvrednosti (koncentracija ispitivanog uzorka kog@50%
inhibira ¢elijsko prezivljavanje u odnosu na netretiranu koiog.

14.4. Odralivanje ¢elijskog prezivljavanja — MTT test

MTT test u mikrokulturi (engMicroculture Tetrazolium Tesje kolorimetrijski
test kojim se meri redukcija tetrazolijumske sol{4%-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil

tetrazolijum bromida (MTT , Slika 6.) mitohondrifedm sukcinat dehidrogenazom.

i
: : //N\IN)\iNgi

Slika 6. Hemijska struktura MTT-a
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MTT nakon ulaska weliju dolazi do mitohondrija, ulazi u njih i redykuse do

nerastvorljivog ljubiasto obojenog formazana.

T
N——N—R" N—N—R"
‘ Y 2H o va
R—C< (e +2A ) R C\ +HCl
N=—=N—R" N=—N—R"
clr
N—N—R" N—N—"R"
R C/ Il'i R C/ Il-l
| N
\N:,{,_R... N=——N—mR"

Slika 7. Osnovna struktura tetrazolijumske soli i njenaukaija do obojenog
formazana. Odmah nakon redukcije, tetrazolijumsg&ign se otvara i kvaternarni amin

se konvertuje u tercijarni amin. Jedan od aminaegeje za atom vodonika.

Za rastvaranje kristala formazanacalijama koriste se razlte supstance:
organski rastvaga (npr. izopropanol), deterdzenti kao Sto je 10%ijuem-dodecilsulfat
(SDS) u 0,01 M HCI, ili TritonX-100, zatim, kombicge propanol/etanol, i
dimetilformamid/SDS, kao i mravlja kiselina u izopanolu i na kraju dimetilsulfoksid
(DMSO). KoriS¢enje viSe razéitih metoda za rastvaranje formazana ima za cil|
uklanjanje mogéih sistemskih greSaka u ovoj metodi. Intenzivnajetost formazana
koja se pri tom javlja, omoguje kori&enje ove metode za citohemijsku kvantifikaciju
broja metabotiki aktivnih ¢elija.

Citotoksini efekti izolata ispitivani su kordgnjem modifikovane metode po
Mosmanu koju su dali Ohno i Abe (Ohno i Abe, 19%ya modifikacija podrazumeva
koris¢enje natrijum-dodecilsulfata (SDS) za rastvarajybi¢astog formazana umesto
dimetilsulfoksida (DMSO). Kori&nje DMSO uklji¢uje odlivanje podloge iz uzoraka
¢elija tretiranin bojom MTT. Ohno i Abe su svojom difikacijom poboljSali
osetljivost metode, i omogili da se prevaziu problemi kod odlivanja uzoraka Sto
moze dovesti do gubitkeelija koje su bile u mitozi.

Nakon inkubacije tokom 72 h, u mikrotitar péododavano je po 2al MTT

rastvorenog u fosfathom puferu do koncentracije5othg/ml. Uzorci su inkubirani
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naredna 4 h u inkubatoru, na 3C, u sredini oboggnoj 5% CQ. Nakon toga, u
uzorke je dodavano po 1G9 10% SDS-a u 0,01 M HCI. Narednog dana merena je
opticka gustina uzoraka (engpptical density,OD) na talasnoj duzini od 570 nm
mikrotitar ¢itacem (eng. ELISA reade). Rezultati su obrivani kori&enjem
studentovog t-testa.

Novije kolorimetrijske metode, bazirane na redukdétrazolijumove soli,
primenjuju se u formi mnogobrojnih komercijalnintdua ¢iji je cilj merenje ¢elijske
proliferacije.

Ograntenje MTT testa jecinjenica da se tetrazolijumska so metaboliSe od
strane mitohondrijalne dehidrogenaze, i da je sammmu direktnoj vezi sa brojem

mitohondrija, $to moZze biti ografavajti faktor u kori€enju ove metode.
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REZULTATI | DISKUSIJA
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1. Hemijski sastav etarskih ulja

Etarska ulja izolovana iz podzemnih org&hdeuffeliibila su bledozuta. Prinos
etarskih ulja izréunat je u odnosu na suv biljni materijal. Prinogjgosio 0,25% (m/m)
za podzemne organE. heuffelii poreklom iz Sievatke Klisure, 0,08% (m/m) za
podzemne organe ove vrste sakuplien®ardapskoj klisuri i 0,18% za podzemne
organe ove vrste sakupljene u Klisuri Peka.

Rezultati GC-FID i GC-MS analize etarskih uljaheuffeliidati su u Tabeli 12.

U etarskom ulju izolovanom iz podzemnih orgaRa heuffelii poreklom iz
Sicevatke klisure (uzorak F1) identifikovana su 73 jedm@ Sto je predstavljalo
89,1% ukupne katine etarskog ulja. Ulje je bilo bogato seskvitergiem
ugljovodonicima (48,7%), a imalo je i zt@nu kolkinu fenilpropanskih jedinjenja
(17,0%). Glavni sastojak bio je elemicin (12,5%)p@ kolini su sledili B-kopaen
(9,5%),B-gurjunen (7,5%), kedrol (5,4%);kubeben (5,2%) i miristicin (4,5%).

Sezdeset sedam jedinjenja, odnosno 94,4% od ukupetagskog ulja,
identifikovano je u ulju izolovanom iz podzemnihganaF. heuffelii poreklom iz
berdapske Kklisure (uzorak F2). Ovaj uzorak karakderi je visok sadrzaj
fenilpropanskih jedinjenja (56,0%), dok je sadriaskviterpenskih ugljovodonika
(10,6%) bio oko pet puta manji u pdemju sa uzorkom F1. U uzorku F2 glavne
komponente bili se elemicin (35,4%) i miristicir0(8%).

U etarskom ulju izolovanom iz podzemnih orgaRa heuffelii poreklom iz
klisure Peka (uzorak F3), identifikovano je 66 jgdhja, Sto je predstavljalo 93,1%
ukupnog ulja. | u ovom uzorku najzastupljeniji sii blemicin (16,8%) i miristicin
(12,9%), a u zn#jnoj kolicini bio je prisutan ia-pinen (10,3%).

Moze se zakljiti da su testirana etarska ulja podzemnih organ&euffelii
karakterisali fenilpropani i seskviterpenski uglpohnici. Glavni sastojak sva tri uzorka
bio je elemicin. Etarska ulja podzemnih organa wate sakupljenih na tri lokaliteta u
Republici Srbiji kvalitativno su bila siha. Melutim, treba napomenuti da dva
seskviterpen@-kopaen p-gurjunen, koji su u ulju F1 pratili po zastupljetioelemicin,

nisu identifikovana u uljima F2 i F3. Tal®, u@ene su i zn&jne razlike u kotiini
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pojedinih sastojaka u testiranim etarskim uljimaciju razumevanja i objaSnjavanja
ovih razlika potrebna su dodatna istrazivanja.

Analizom rezultata dosadasnjih istrazivanja sastetaaskih ulja podzemnih
organa predstavnika rodaerula moze se zaklgiti da ne postoje jasna pravila u
pogledu zastupljenosti pojedinih klasa jedinjenja.

Monoterpenski ugljovodonici su predstavljali glavisastojke etarskih ulja
podzemnih organ&. jaeschkeang53,03%) iF. gummosg69,5%), a najzastupljeniji
predstavnici ove klase jedinjenja bili supinen (8,3%),p-cimen (14,3%), limonen
(26%) u uljuF. jaeschkeanaodnosnd-pinen (58,8%), mircen (3,7%)ipinen (2,6%)

u ulju F. gummosdgSahebkar i Iranshahi, 2011). Visok sadrZzaj mopaiea moze se
ucciti i u etarskom ulju koren&. ovinau kome su dominirali limonen (14,2%jgpinen
(13,8%), mircen (10,0%) i kamfen (9,5%) (Karim iddty, 1978). Veoma visok sadrzaj
a-pinena uden je u etarskom ulju korera penninervig80,2%) iF. pseudoreoselinum
(oko 90%) (Goryaev i sar., 1971; Tsoukervanik i.,s&835). Nasuprot tome, etarska
ulja korenaF. glaucai F. latisectanisu u svom sastavu imala nijedan monoterpen u
koli¢ini iznad 2%, a etarsko ulje koreRa persicanije uopsSte sadrzalo monoterpenske
ugljovodonike. Oksidovani monoterpeni su preds#vljnajzastupljeniju klasu
jedinjenja samo u etarskom ulju nadzemnih delévavina U izvesnom procentu bili
su prisutni u uljimé&. jaeschkean#21,5%),F. ferulioides(5,7%) iF. gummosd7,1%).
Generalno, njihova zastupljenost u do sada anafiimir etarskim uljima podzemnih
organa vrsta ovog roda je uglavnom bila mala, aljuma izolovanim iz korena
F. glaucai F. latisectanije identifikovan nijedan oksidovani monoterpen.

Seskviterpenski ugljovodonici su predstavljali rejripljeniju klasu u etarskom
ulju izolovanom iz koren&. glauca(56,1%). Ovo etarsko ulje je imalo najraznovrsniji
sastav seskviterpenske frakcije u @emu sa uljima dobijenim i iz drugih organa
Ferula vrsta. Najzastupljeniji seskviterpeni u ovom uljli su (E)-p-farnezen (10,0%),
epizonaren (7,1%)y-kadinen (6,8%). Oksidovani seskviterpeni su predgtli glavnu
frakciju u etarskom ulju izolovanom iz korefRaferulioides(77,6%) u kome je glavni
sastojak bio gvajol (58,8%), a sledili su po kwli (E)-nerolidol (10,2%) ia-eudezmol
(3,0%). Ovo etarsko ulje je imalo nagvesadrzaj oksidovanih seskviterpena u odnosu
na sva etarska ulja do sada izolovana iz ¢#ibliorgana vrsta rod&erula. Nasuprot

tome, u etarskim uljima izolovanim iz korend. persicai F. latisecta nisu
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identifikovani predstavnici ove grupe sekundarniktabolita (Sahebkar i Iranshahi,
2011). Visok sadrZzaj oksidovanih seskvitepena @0,0cien je i u ulju rizoma i
korenaF. hermonis u kome jea-bisabolol bio zastuplien u zégnim kolicinama
(11,1%) (Al-Ja‘fari i sar., 2011).

Fenilpropani su u visokom procentu bili zastupljeretarskom ulju izolovanom
iz korenaF. glauca(16,4%). Glavni sastojci u ovom etarskom ulju Isili elemicin
(9,0%) i miristicin (7,4%) (Maggi i sar., 2009)jlo uljima podzemnih organa srpske
velestike,F. heuffelii testiranim u okviru ove disertacije. U etarskonu WtorenaF.
persicavar. persicapotvideno je zn&ajno prisutvo miristicina (8,9%), dok je sadrzaj
elemicina bio relativno mali (1,8%) (Iranshahi r.s2006). Miristicin je bio i jedan od
glavnih metabolita prisutnih u etarskom ulju korédhaoopoda(11,2 %) (Al-Ja’fari i
sar., 2011).

U etarskim uljima nekih drugih vrstaoda Ferula, pored seskviterpena,
fenilpropana i/ili monoterpena @eno je i prisustvo jedinjenja sa sumporom koja su u
pojedinim uljima bila prisutna u ztajnim kolicinama. Zbog toga neki autori upravo
dele sva etarska ulja izolovana iz vrsta réasula na ona u kojima ima i na ona u
kojima nema jedinjenja sa sumporom. U uljima izalown iz korenaF. persicai
F. latisectajedinjenja sa sumporom su predstavljala najzasiph grupu metabolita
(28,6 i 75,5%, redom). Takle, sadrzaj ovih jedinjenja bio je visok i u uljirdabijenim
destilacijom oleogumirezinaF. fukanensis F. sinkiangensisi F. assa-foetida.
Zanimljiva je ¢injenica da su polisulfidi, kada su bili prisutninekom etarskom ulju,
predstavljali ujedno i najzastupljeniju grupu se#tamih metabolita. Nagi
predstavnici u etarskim uljima vrsta roderula su svakakosecbutil-(Z)-propenil-
disulfid i seebutil-(E)-propenil-disulfid (Sahebkar i Iranshahi, 2011)afsko ulje
korena vrstd-. persicavar. persicaje, pored sadrzaja miristicina, karakterisao i kiso
sadrzaj dimetil-trisulfida (18,2%) i dimetil-tetr@fda (7,6%) (Iranshahi i sar., 2006). U
testiranim etarskim uljima podzemnih organa srpskestike,F. heuffelii nije uaeno

prisustvo jedinjenja sa sumporom.
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Tabela 12.Hemijski sastav etarskih ulja podzemnih orginaeuffelii

Redni  Jedinjenje Kl Sadrzaj
broj Exp® )

F1° F? F3
1 a-Pinen 938 3,3 4,0 10,3
2 Kamfen 953 0,6 11 0,9
3 B-Pinen 980 1,0 0,9 1,7
4 6-Metil-5-hepten-2-on 987 - tr tr
5 2-Pentilfuran 992 0,3 tr tr
6 n-Oktanal 999 tr tr tr
7 n-Dekan 1000 tr - -
8 a-Felandren 1002 04 tr tr
9 p-Cimen 1027 0,5 0,9 tr
10 Limonen 1032 0,4 0,5 0,9
11 B-Felandren 1032 04 0,5 0,7
12 (2)-B-Ocimen 1035 tr tr -
13 y-Terpinen 1059 tr 1,2 tr
14 3-Metildekan 1072 0,3 1,0 0,8
15 3-Oktilacetat 1080 0,3 0,9 1,0
16 Terpinolen 1090 tr tr 0,3
17 p-Cimenen 1091 tr - -
18 n-Undekan 1100 tr tr tr
19 n-Nonanal 1100 tr tr tr
20 (ZE)-Nonen-1-al 1163 tr 0,4 0,3
21 Borneol 1168 tr tr 0,3
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Redni  Jedinjenje Kl Sadrzaj
broj Exp® %)

F1° 2 F3
22 Timol, metiletar 1233 tr tr tr
23 Karvakrol, metiletar 1241 tr 0,4 0,3
24 3-Metildodekan 1273 0,4 2,0 1,8
25 Bornilacetat 1286 0,6 1,9 1,6
26 n-Tridekan 1300 tr tr 0,3
27 (Z,4E)-Dekadienal 1317 tr tr tr
28 Izoleden 1374 tr tr 0,5
29 a-Kopaen 1377 11 0,5 1,0
30 B-Kubeben 1388 5,2 - -
31 B-Elemen 1390 2,3 - -
32 n-Tetradekan 1400 tr tr tr
33 Ciperen 1404 1,0 - -
34 Sibiren 1405 0,4 - -
35 a-Gurjunen 1409 0,6 0,5 1,0
36 Aristolen 1419 1,3 - -
37 B-Duprezianen 1423 1,0 - -
38 B-Kopaen 1434 9,5 tr tr
39 B-Gurjunen 1437 7,5 tr tr
40 Aromadendren 1440 1,9 1,8 4.4
41 Geranilaceton 1455 - 0,8 0,9
42 (E)-B-Farnezen 1455 0,6 tr tr
43 allo-Aromadendren 1461 tr tr 0,7
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Redni  Jedinjenje Kl Sadrzaj
broj Exp® %)

F1° 2 F3
44 4,5-dieptAristolohen 1471 tr - -
45 trans-Kadina-1(6),4-dien 1474 1,0 tr 0,7
46 y-Murolen 1477 0,5 0,7 1,4
47 B-Selinen 1486 2,3 tr 0,7
48 Viridifloren 1495 3,2 2,1 4,3
49 Epizonaren 1498 0,8 tr 15
50 a-Murolen 1499 1,1 1,7 2,1
51 B-Bisabolen 1509 0,5 0,8 0,8
52 y-Kadinen 1514 2,2 1,6 29
53 Miristicin 1523 4,5 20,6 12,9
o4 d-Kadinen 1525 3,3 - -
95 a-Kadinen 1539 0,5 0,3 1,0
56 o-Kopaen-11-ol 1542 - tr 0,7
o7 a-Kalakoren 1545 0,9 0,6 tr
58 epiGlobulol 1559 1,8 - -
59 Elemicin 1560 12,5 35,4 16,8
60 (E)-Nerolidol 1568 - 0,8 0,9
61 Viridiflorol 1584 19 1,0 0,9
62 Kedrol 1599 5,4 5,1 5,7
63 epiKedrol 1620 1,8 - -
64 1,10-di-epi-Kubenol 1628 0,4 tr 0,5
65 epra-Kadinol 1641 0,6 0,7 1,7
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Redni  Jedinjenje Kl Sadrzaj
broj Exp® %)
F1° 2 F3

66 epia-Murolol 1642 0,6 tr 0,7
67 a-Kadinol 1655 tr tr tr
68 6,8-Heptadekadien 1670 tr 0,4 0,6
69 n-Tetradekanol 1678 - 0,4 0,6
70 o-Bisabolol 1683 - tr tr
71 n-Heptadekan 1700 0,4 0,7 1,2
72 (&,62)-Farnezol 1716 0,4 tr 0,2
73 (2€,6E)-Farnezol 1748 0,7 tr 0,2
74 n-Nonadekan 1900 0,9 1,3 2,2
75 n-Eikozan 2000 tr tr 0,4
76 n-Heneikozan 2100 tr 0,4 0,7
77 n-Trikozan 2300 tr 0,5 0,8
78 n-Tetrakozan 2400 tr tr tr
79 n-Pentakozan 2500 tr tr 0,3

Zbirno

Monoterpenski 6,6 9,1 14,8

ugljovodonici

Oksidovani monoterpeni tr. 0,4 0,6

Seskviterpenski 48,7 10,6 23,0

ugljovodonici

Oksidovani seskviterpeni 13,6 7,6 11,5
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Redni  Jedinjenje
broj

Kl Sadrzaj
Exp

(%)

F1° F2 F3

Fenilpropani
Ostalo

Ukupno identifikovano

17,0 56,0 29,7
3,2 10,7 13,5

89,1 94,4 93,1

2Kl exp- Relativni retencioni indeksi iztanati preko serije homologih n-alkana na HP-

5MS koloni.

®05- Relativni udeo komponente (procenat povrsina)pikodnosu na ukupnu povrsinu
pikova hromatograma detektovanog FID detektorom.

“U tragovima (< 0,05%).
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2. ldentifikacija sekundarnih metabolita izolovanih iz hloroformskog

ekstrakta

2.1. Jedinjenje 1 (latifolon)

Jedinjenjel eluirano je u frakcijama 84-87 sa kolone silikag@Ddeljak 5.1).
Nakon preiScavanja frakcije 84 metodom semipreparativne HPL@et6da )
acetonitril:voda (70:30-10:90) u toku 15 min izcdow je 1,4 mg jedinjenja u obliku
bezbojnih kristala. PteScavanjem frakcije 87 istom metodom izolovano je doita
0,9 mg ovog jedinjenja.

U HR-MS (EST) spektru (Slika 51 u Prilogu), signal protonovanmglekula
nalazi se nan/z209,0802 (preraunato zgM + H]*, 209,0814; greska -5,7 ppm), pa je
zaklju¢eno da jedinjenjd odgovara molekulska formulay {E1,0,.

Analizom*H NMR spektra (Slika 52 i 53 u Prilogu), ¥ena je podudarnost sa
spektralnim karakteristikama latifolona, tj. 4,54tendioksi-3-metoksi-propiofenona
(Slika 8), jedinjenja koje je prethodno évezolovano iz podzemnih organa vrsta
F. sinaicg F. ugamica(Kadyrov i Nikonov, 1973; Al-Hazimi, 1986)K. communig¢De
Pasqual i sar., 1986). NMR signali ukazuju na mten 1,3,4,5-tetrasupstituisanog
benzenovog prstenad{ 7,28 i 7,15). Podaci iz snimljenog 1D NMR speld&di su u
Tabeli 13.
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Tabela 13. Podaci dobijeni iz'H NMR spektra (400 MHz), snimljenog u

deuterohloroformu

Polozaj on (J uHz)
1 -
2 7,28 (1H),s
3 -
4 -
5 -
6 7,15 (1H),br s
1T -
2 2,92 (2H),q (7,2)
3 1,21 (3H),t (7,3)
—OCH,O— 6,06 (2H),s
—OCH; 3,95 (3H),s

Slika 8. Jedinjenjéel (latifolon)
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2.2. Jedinjenje 2 (elemicin)

Jedinjenje2 eluirano je u frakcijama 85-87 sa kolone silikagéDdeljak 5.1).
Nakon preiScavanja frakcije 87 metodom semipreparativne HPL@etfda )
acetonitril:voda (70:30-10:90) u toku 15 min izcdow je 0,6 mg jedinjenja u obliku
bezbojne t&nosti.

U HR-MS (ESI) spektru, signal protonovanog molekula nalazi semiz
209,0826 (preraunato za[M + H]*, 209,0736), pa je zakfeno da jedinjenju2
odgovara molekulska formulay H12,0,.

Analizom MS spektra (Slika 54 u Prilogu) dema je podudarnost sa masenim
spektralnim karakteristikama elemicina, odnosno,3t@metoksi-5-(2-propen-1-il)-
benzena (Slika 9). Ovo isparljivo jedinjenje je thoElno identifikovano u etarskim
uljima razlgitin vrsta rodaFerula: korenaF. communis(De Pasqual i sar., 1986),
F. persica(Javidnia i sar., 2005, Iranshabhi i sar., 2066)glauca(Maggi i sar., 2009) i
nadzemnih delovk. foetida(Kanani i sar., 2011).

Prisustvo ovog jedinjenja prethodno je u okviru osektorske disertacije
potvideno i u etarskom ulju srpske velestike heuffelii

Slika 9. Jedinjenje (elemicin)
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2.3. Jedinjenje 3 ((&)-1-(2,4-dihidroksfenil)-3,7,11-trimetil-3-vinildodeka-
6,10-dien-1-on)

Jedinjenje 3 izolovano je iz frakcija 92-95 dobijenih sa kolomsdikagela
(Odeljak 5.1). Nakon pgscavanja metodom semipreparativne HPL@efoda 2
acetonitril-metanol(6:1):voda (80:20-10:90) u toK® min izolovano je 5,8 mg
jedinjenja3. Izolovano jedinjenje bilo je smolaste konzistencieckastobekaste boje.

U HR-MS (ESI) spektru (Slika 55 u Prilogu), signal protonovarmaglekula
nalazi se nan/z357,2449 (preraunato zgdM + H]*, 357,2430; greska 5,3 ppm), pa je
zakljuceno da jedinjenj® odgovara molekulska formulg4E3,0s.

Analizom *H NMR spektra (Slike 56 i 57 u Prilogu) ¢ena je podudarnost sa
spektralnim karakteristikama E-1-(2,4-dihidroksfenil)-3,7,11-trimetil-3-vinildaeka-
6,10-dien-1-ona (Slika 10), jedinjenja koje je jpoEtno vé izolovano iz korena
F. ferulioides(Kojima i sar., 1998). Podaci iz snimljendg NMR spektra dati su u
Tabeli 14.

CH,

Slika 10.Jedinjenje3 ((6E)-1-(2,4-dihidroksfenil)-3,7,11-trimetil-3-vinildaeka-
6,10-dien-1-on)
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Tabela 14. Podaci dobijeni iz'H NMR spektra (400 MHz), snimljenog u

deuterohloroformu

Polozaj on (JuHz)

1 -

2 2,89 (2H).d (2,0)

3 -

4 1,53m

5 1,95

6 5,1

7 -

8 1,95

9 2,05 (2H),m

10 5,1

11 -

12 1,68 (3H),s
3Me 1,17 (3H),s
7Me 1,59 (3H),s
11Me 1,61 (3H),s

vinil-CH 5,88 (1H),dd (17,5; 10,8)
vinil-CH 4,96 (1H),br d (17,4)
5,01 (1H),br d (10,7)

1’ -

2’ -

3 6,33 (1H)

4 -

5 6,33 (1H)

6’ 7,62 (1H),d (8,8)

* - signali su preklopljeni sa drugim odgovardjua signalima
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2.4. Jedinjenje 4 (dZamiron)

Jedinjenjed izolovano je takade iz frakcija 92-95 dobijenih sa kolone silikagela
(Odeljak 5.1). Nakon pgScéavanja metodom semipreparativne HPL@efoda 2
acetonitril-metanol (6:1):voda (80:20-10:90) u tok® min izolovano je 5,8 mg
jedinjenja4. I1zolovano jedinjenje bilo je smolaste konzisteac¢izutobele boje.

U HR-MS (ESI) spektru (Slika 58 u Prilogu), signal protonovarmglekula
nalazi se nan/z357,2417 (preraunato zgM + H]*, 357,2430; greska -3,6 ppm), pa je
zakljuceno da jedinjenjd odgovara molekulska formula$E3,0s.

Analizom *H i **C NMR spektara (Slike 59, 60 i 61 u Prilogu)cena je
podudarnost sa spektralnim karakteristikama dzamairo tj. (4&,8E)-1-(2,4-
dihidroksifenil)-5,9,13-trimetiltetradeka-4,8,12en-1-ona (Slika 11), jedinjenja koje je
prethodno vé izolovano iz korena vrsté. ferulioides (Kojima i sar., 1998),
F. mongolica F. dshaudshamyiChoudhary i sar., 2001). Podaci iz snimljenihilID
NMR spektara dati su u Tabeli 154 NMR spektar ukazuje na prisustvo signala
sistema tipinih za trisupstituisano benzenovo jezgro. Za raztid spektra jedinjenjé,

u spektru jedinjenj& uotavaju se signali koji patu od nezasenja na C3-C4dy 4,96 |
5,01) u okviru farnezilne grupe/lanca (sistema)risystvo signala kvarternernog
ugljenikovog atoma C-3.

Slika 11.Jedinjenje4 (dzamiron)
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Tabela 15.Podaci dobijeni iz NMR spektard (400 MHz),*3C i gHMBC snimljenih

u deuterohloroformu

Polozaj oy (JuH2) oc gHMBC

1 2,91 (2H)t, (7,6) 39,60 2,3, 7

2 2,41 (2H)q (7,5) 23,30 1,3,4,7

3 5,17 (1H)t (7,2) 122,40 1, 2, 4Me

4 - 136,67 -

5 1,97 (2H) 39,65 4,6, 4Me

6 2,04 (2H) 26,49 57,8

7 5,10 124,00 5, 6, 8Me

8 - 135,40 -

9 1,97 (2H) 37,97 8, 10, 8Me

10 2,04 (2H) 26,71 8,11, 12

11 5,10 124,30 n.d.

12 - 132,20 -

13 1,67s(3H) 25,63 10, 11, 12
4Me 1,63s(3H) 15,98 n.d.
8Me 1,59s (3H) 15,95 7
12Me 1,59 (3H) 17,62 10,11, 12,13

1 - 113,2 -

2’ - 164,8 -

3 6,33 (1H)d (2,4) 103,03 2,4

4 - 164,6 -

5 6,37 (1H)dd (8,7, 2,4) 108,04 1

6’ 7,63 (1H),d (8,8) n.d. 2,47

7 - 204,36 1,2,6

* - signali su preklopljeni sa drugim odgovardju signalima;

n.d. — nije detektovan
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Slika 12.'H-*C HMBC spektar jedinjenjd. Projekcija po F1 osi predstavlja snimljeni
DEPTQ-135 spektar, a po F2 protonski spektar. Na sligrikazane neke od vaznijih
korelacija.

1z *H-*C HMBC spektra (Slika 12), moZe se primetiti postj¢ korelacija sa
ugljenikovim atomima koji nisu irt@ detektovani u DEPTQ spektru (ispod 150 ppm)
ili su dali pikove niskog intenziteta (oko 100 ppnNa ovaj nain indirektno su
detektovani odgovaragu ugljenikovi atomi, izuzev C-6'. U HMBC spektrusjao se
mozZe uditi korelacija protona H-6' sa ugljenicima C-2' fspanje preko tri veze), C-4'
(sprezanje preko tri veze) i C-7' (sprezanje prekeeze), kao i oba protona H-2 sa
ugljenicima C-1 (sprezanje preko dve veze), C-Jezmnje preko dve veze) i C-4
(sprezanje preko tri veze). Tal® u spektru se jasno ¢ava korelacija ugljenika C-7'
sa protonima H-1 (sprezanje preko dve veze), Hp2etmnje preko tri veze) i ¥e

spomenutom protonu H-6' (sprezanje preko tri veze).
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2.5. Jedinjenje 5 ((%*,4R*5R*)-3-(2,4-dihidroksibenzoil)-5-[(3E,7E)-4,8-

dimetilnona-3,7-dien-1-il]tetrahidro-4,5-dimetilfur an-2-on)

Jedinjenjeb eluirano je u frakcijama 121-137 sa kolone silddag(Odeljak 5.1).
Ove frakcije su spojene (676 mg), nanete na ndv stikagela i razdvajanjem dobijene
173 nove frakcije (A1-A173). Nakon pfi8cavanja frakcija A90-A111 metodom
semipreparativne HPLCmetoda 3 acetonitril:voda (55:45-10:90) u toku 15 min
izolovano je 0,6 mg jedinjenja. I1zolovano jedinjenje bilo je smolaste konzistencije
Zutobele boje.

U HR-MS (ESI) spektru (Slika 62 u Prilogu), signal protonovarmglekula
nalazi se nan/z401,2323 (preraunato zgM + H]", 401,2328; gredka -1,2 ppm), pa je
zakljuceno da jedinjenj® odgovara molekulska formula4E3,0s.

Analizom *H NMR spektra (Slike 63 i 64 u Prilogu) ¢ena je podudarnost sa
spektralnim karakteristikama $4R*,5R*)-3-(2,4-dihidroksibenzoil)-5-[(&,7E)-4,8-
dimetilnona-3,7-dien-1-iljtetrahidro-4,5-dimetilfam-2-ona (Slika 13), jedinjenja koje je
prethodno veé izolovano iz korendr. ferulioides (Kojima i Isaka, 1999). Snimljeni
spektralni podaci dati su u Tabeli 184 NMR signali ukazuju na prisustvo 1,2,4-
trisupstituisanog benzenovog prsteda §,37; 6,42 i 7,66), tri olefinske metil grups(
1,62; 1,641 1,69) i dve trisupstituisane dvostrukee §y 5,111 5,12).

Slika 13.Jedinjenjés ((3S+,4R*,5R*)-3-(2,4-dihidroksibenzoil)-5-[ (&, 7E)-4,8-
dimetilnona-3,7-dien-1-iljtetrahidro-4,5-dimetilfam-2-on)
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Tabela 16. Podaci dobijeni iz'H NMR spektra (400 MHz), snimljenog u

deuterohloroformu

Polozaj oy (JuHz)

2 -

3 4,24 (1H),d (12,0)

4 3,09 (1H),m

5 -

1’ -

2’ -

3 6,37 (1H),br s

4’ -

5 6,42 (1H),d (9,8)

6’ 7,66 (1H)d (8,9)

1" n.d.

2 2,20 (2H);m
3” 5,12

4" -

5” 2,01lm

6” 2,08m

7” 5,11

8” -

9” 1,69s
4Me 1,08d (6,9)
5Me 1,52, (3H),s
4"Me 1,64 (3H),s
8"Me 1,62 (3H),s

* - signali su preklopljeni sa drugim odgovargju signalima;
n.d. — nije detektovan
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2.6. Jedinjenje 6 ((&*,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-
dihidro-7-hidroksi-2,3-dimetilfuro[3,2- clkumarin)

Jedinjenje6 eluirano je u frakcijama 139-163 sa stuba silikagErakcije 139-
148 su spojene (143 mg), ponovo razdvajane na silikagela i dobijeno je 158 novih
frakcija (B1-B158) (Odeljak 5.1). Nakon gigtavanja frakcija B25-B37 metodom
semipreparativne HPLCmetoda % acetonitril:.voda (40:60-10:90) u toku 10 min
izolovano je 2,1 mg jedinjenja. I1zolovano jedinjenje je bilo smolasto i zutobelgebo
Frakcije 148-163 su take spojene i razdvajane na stubu silikagela (388irdghijeno
je 170 frakcija (C1-C170). Iz frakcija C70-C90, ektno sa kolone, sakupljeno je
287,3 mg jedinjen;8é.

U HR-MS (EST) spektru (Slika 65 u Prilogu), signal molekulskoga nalazi se
na m/z 383,2216 (preraunato za[M + H]*, 383,2222; greska -1,6 ppm), pa je
zakljuteno da jedinjenj® odgovara molekulska formula300,.

Analizom 'H i **C NMR spektara (Slike 66, 67 i 68 u Prilogu)¢ana je
podudarnost sa spektralnim karakteristikam&*,@R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-
dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi-2,3-dimetilfuro[2-clkumarina (Slika 14), prethodno
izolovanog iz korena vrstE. ferulioides(Isaka i sar., 2001)'H i **C NMR signali
ukazuju na prisustvo 1,2,4-trisupstituisanog beogeg prstenady 6,84; 7,12 i 7,54),
tri olefinske metil grupedy 1,59; 1,59 i 1,67), dve trisupstituisane dvostrukeeciji
su se signali preklopiliag 5,09), kao i kvarternernog ugljenika C#07,31) (Tabela
17). 1z 2D COSY spektra (Slika 15) moze se jasndituenedusobna korelacija
vodonika H-8 i H-9 kao i korelacija protona H-3 iopna metil grupe vezane za

ugljenik C-3
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Slika 14. Jedinjenjes ((2S*,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-
hidroksi-2,3-dimetilfuro[3,2c]kumarin)
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Slika 15.2D COSY spektar jedinjenfa
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Tabela 17.Podaci dobijeni iZH NMR (400 MHz),**C (100 MHz) i 2D COSY

spektara snimljenih u deuterohloroformu

Polozaj oy (JuH2) oc COSsY
2 - 97,31 -
3 3,30 (1H)q (7,0) 41,78 3Me
3a - 103,00 -
4 - 162,87 -
5a - 156,62 -
6 7,12 (1H)d (2,4) 103,24 -
7 - 161,31 -

6,84 (1H),dd (8,6; 9
8 ( 2,%) ( 113,66
9 7,54 (1H)d (8,6) 124,14 8
9a - 105,5 -
9b - 166,46 -
1 1,81 (2H),m 41,70 2
2 2,12 (2H),m 22,08 1,3
3 5,09 123,03 2
4 - 135,95 -
5 1,95 (2H),m 39,59 7
6 2.03 (2H),m 26,58 7
7 5,09 124,2 6,5
8 - 131,39 -
9’ 1,67 (3H)s 25,65 -
2Me 1,45 (3H)s 20,43 -
3Me 1,31; 3Hd (7,0) 14,11 3
4'Me 1,59 (3H),s 15,97 -
8'Me 1,59 (3H),s 17,65 -

* - signali su preklopljeni sa drugim odgovar&ju signalima
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2.7. Jedinjenje 7 (samarkandinacetat)

Jedinjenje7 eluirano je u frakcijama 149-163 sa stuba silikag®ve frakcije su
spojene, ponovo razdvajane na stuba silikagela (3@8i dobijeno 170 novih frakcija
(C1-C170) (Odeljak 5.1). Nakon piscavanja frakcija C109-C121 metodom
semipreparativne HPLCmetoda %. acetonitril:voda (50:50-10:90) u toku 15 min,
izolovano je 2,2 mg jedinjenja Izolovano jedinjenje bilo je smolaste konzistencije
zutobele boje.

U HR-MS (ESI) spektru (Slika 69 u Prilogu), signal protonovarmglekula
nalazi se nan/z443,2444 (preraunato zgdM + H]*, 443,2434; gredka 2,3 ppm), pa je
zakljuceno da jedinjenju7 odgovara molekulska formula,1340s. Najintenzivniji
signal u spektru koji se nalazi ma/z 383,2216 potie od fragmenta koji nastaje
gubitkom acetatne grupe. U spektru se joS mozdiucsignal nam/z 465,2266 koiji
potice od aduktnog jonpM + Na*.

Analizom *H NMR spektra (Slike 70 i 71 u Prilogu) ¢ena je podudarnost sa
spektralnim karakteristikama samarkandinacetata,(2$4eR,5R,6S 8a5)-6-hidroksi-
1,1,4a,6-tetrametil-5-{[(2-okso-2H-hromen-7-il)oksktil}dekahidro-2-
naftalenilacetata (Slika 16), prethodno izolovang korena vrstaF. persica,
F. pseudooreoselinum, F. teterrima i F. lypqi8aidkhodzhaev i sar., 1991b; Sokolova
i sar., 1978; Bagirov i sar., 1977; Kir'yalov i Bigeva, 1972). AnalizomiH NMR
spektra mogu se i singleti na 0,89, 0,91 1 0,97 ppm koji patiod metil grupa koje
se nalaze na kvaternernim C atomima, kao i singhel,26 ppm koji pote od metil
grupe na C-2. Na hemijskom pomeranju od 2,08 ppraense uéiti singlet koji potte
od metil grupe iz acetil ostatka. Protoni na masl®j grupi vezanoj za C-1 &avaju se
kao dubleti dubleta na 4,20 i 4,37 ppm, dok seaignotona na C-1 wava kao Siroki
singlet na 4,67 ppm. Protoni iz 7-hidroksikumarimgkjezgra se mogu dibi kao

dubleti u opsegu pomeranja od 6,26 do 7,37 ppm (Rd8).
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Tabela 18. Podaci dobijeni iz'H NMR spektra (400 MHz), snimljenog u

deuterohloroformu

Polozaj on (JuHz)
1 1,30-2,00
2 ]
3 1,30-2,00
4 1,30-2,00
4a 1,30-2,00

4,67 (1H)br s

1,30-2,00
1,30-2,00
8a -
1’ -
2’ -
3 6,26 (1H),d (9,5)
4 7,63 (1H),d (9,4)
5’ 7,37 (1H),d (8,6)
6’ 6,87dd (4,2, 2,0)
7’ -
8’ 6,91(1H), d (2,0)
2Me 1,26 (3H),s
5Me 0,89 (3H),s
5Me 0,91 (3H),s
OAc 2,08 (3H),s
8aMe 0,97 (3H),s
7’0CH, 4,20 (1H),dd (9,8, 5,3)
7'OCH;, 4,37 (1H),dd (9,8, 5,0)

* - signali su preklopljeni sa drugim odgovar&ja signalima
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Slika 16.Jedinjenjer (samarkandinacetat)

2.8. Jedinjenje 8 (fukanedon B)

JedinjenjeB eluirano je u frakcijama 164-178 sa stuba silikag®ve frakcije su
spojene (324,1 mg), ponovo razdvajane na stubkiag#ia i dobijeno je 196 novih
frakcija (D1-D196) (Odeljak 5.1). Nakon g@igtavanja frakcija D101-D111 metodom
semipreparativne HPLCmetoda . acetonitril:voda (15:85-10:90) u toku 10 min
izolovano je 3,2 mg jedinjenjd. lzolovano jedinjenje je bilo bezbojno i uljaste
konzistencije.

U HR-MS (ESI) spektru (Slika 72 u Prilogu), signal protonovarmglekula
nalazi se nan/z401,2342 (preraunato zgdM + H]*, 401,2328; gredka 3,5 ppm), pa je
zakljweno da jedinjenjd odgovara molekulska formula4Ei3,0s. U spektru se mogu
ucgiti i signali nam/z423,2157 i 439,1898 koji péti od aduktnih jondM + Na| i
[M + K], redom.

Analizom 'H i **C NMR spektara (Slike 73, 74 i 75 u Prilogu)ana je
podudarnost sa spektralnim karakteristikama fukanad, odnosno &,4R*,5S")-3-

147



(2,4-dihidroksibenzoil)-5-[(B,7E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-ilJtetrahidro-4,5-
dimetilfuran-2-ona (Slika 17), prethodno izolovang korena vrsteF. fukanensis
(Motai i Kitanaka, 2005b)*H NMR signali ukazuju na prisustvo 1,2, 4-trisupssanog
benzenovog prstenay 6,38; 6,43 i 7,67), vodo&mo vezane fenolne hidroksilne grupe
(on 12,39) na C-2, dok su ostali signali karaktetistza seskviterpenski deo (Tabela
19).

11

Slika 17.Jedinjenje8 (fukanedon B)
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Tabela 19.Podaci dobijeni izH NMR (400 MHz) i**C (100 MHz) spektara,

snimljenih u deuterohloroformu

Polozaj oy (JuH2) oc
1 - n.d.
2 - n.d.
3 6,38 (1H)br s 103,52
4 - n.d.
5 6,43 (1H)br d 108,40
6 7,67 (1H)d (8,8) 133,65
7 - n.d.
8 4,23 (1H)d (11,8) 54,60
9 - n.d.
1 3,16 (1H),m 41,11
2 - n.d.
3 1,79m 39,70
4 2,18 (2H),m 22,21
5 5,12 122,89
6’ - n.d.
7 1,99 (2H),m 39,62
8 2,07 (2H),m 26,61
9’ 5,12 124,17
10’ - n.d.
v 1,69 (3H)s 25,67
12’ 1,61 (3H)s 17,67
13’ 1,63 (3H)s 16,04
14 1,36 (3H),s 20,55
15’ 1,07 (3H),d (6,8) 13,42
20H 12,39 (1H)s -

* - signali su preklopljeni sa drugim odgovaréju signalima
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2.9. Jedinjenje 9 (bajgen C)

Jedinjenje9 eluirano je u frakcijama 179-198 sa stuba silikag®@ve frakcije su
spojene (260 mg), ponovo razdvajane na stubu géilkai dobijene 192 nove frakcije
(E1-E192) (Odeljak 5.1). Nakon g&cavanja frakcija E70-E82 metodom
semipreparativne HPLGnetoda J: acetonitril-metanol (3:1):voda (35:65-10:90)oku
10 min izolovano je 3,0 mg jedinjena Izolovano jedinjenje bilo je bezbojno i uljaste
konzistencije. Nakon pt&cavanja frakcija E88-E100 metodom semipreparativne
HPLC (metoda § acetonitril-metanol (3:1):voda (25:75-10:90) okd 15 min
izolovana je dodatna kalna jedinjenja (1,7 mg).

U HR-MS (ESI) spektru (Slika 76 u Prilogu), signal protonovarmglekula
nalazi se nan/z383,2215 (preraunato zgM + H]", 383,2222; gredka -1,8 ppm), pa je
zakljuceno da jedinjenj® odgovara molekulska formulg4E3,0s.

Analizom *H i HMBC NMR spektara (Slike 77, 78 i 79 u Prilogudena je
podudarnost sa spektralnim karakteristikama bajgénadnosno ®&*,3R*)-2-[(3E)-
4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidrek2,3-dimetilfuro[3,2e]kumarina
(Slika 18), prethodno izolovanog iz korena vistanongolica(Choudhary i sar., 2001).
'H NMR signali ukazuju na prisustvo 1,2 4-trisups§anog benzenovog prstena
(0w 7,51; 6,89 i 6,79), dva tripleta gy 5,17 i 5,10 potiu od olefinskih protona, a
multipleti na pomeranjima od 1,70 — 2,23 ppm §othd 4 CH grupe u bénom lancu
(Tabela 20).

Slika 18.Jedinjenje (bajgen C)
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Tabela 20.Podaci dobijeni izzH NMR i HMBC spektara (400 MHz), snimljenih u
deuterohloroformu. Pomeranja ugljenikovih atomaedeina su indirektno iz HMBC

spektra.

Polozaj oy (JuHz) oc HMBC
1 1,70m 34,2 3,4
2 2,23m 23,1 1,3,4,2"
3 5,17 (1H)t (7,1) 123,4 2,5,12
4 - 135,9 -
3) 1,9m 39,9 3,9
6 1,98-2,10m ~27 3,4,5,12
7 51 (1H),t 124,5 6, 13
8 - 130,5 -
9 1,68 (3H)s 25,4 7,8,13
10 1,28 (3H)d 13,7 2", 3", 3
11 1,48 (3H),s 25,3 1,2", 3"
12 1,64 (3H),s 15,3 3,4,5
13 1,61 (3H),s 18,6 7,8,9
2" - 97,8 -
3" 3,19 (1H),q (7,0) 44.0 1,10,11,2,3,2"
1 - - -
2' - 165,3 -
3 - 103,8 -
4 - 164,9 -
5 7,51 (1H),d (7,0) n.d. 4,79
6’ 6,79 (1H)dd (8,5; 2,2) 113,0 10, 8
7 - 161,9 -
8’ 6,89 (1H).d (2,3) 102,9 6’, 7,9, 10
9 - 164,9 -
10 - 105,5 -
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2.10. Jedinjenje 10 ((&*,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-
dihidro-7-hidroksi-2,3-dimetilfuro[2,3- bjhromon)

Jedinjenjel0 je eluirano u frakciji 200 na stubu silikgela. Ovakcija (881 mg)
je ponovo razdvajana na stubu silikagela i dobijen@66 novih frakcija (F1-F266)
(Odeljak 5.1). Nakon ptescavanja frakcija F178-F198 metodom semipreparativne
HPLC (metoda 9 acetonitril:voda (20:80-10:90) u toku 10 min leano je 0,8 mg
jedinjenjal0. Izolovano jedinjenje je bilbezbojno i uljaste konzistencije.

U HR-MS (ESI) spektru (Slika 80 u Prilogu), signal protonovarmaglekula
nalazi se nan/z383,2229 (preraunato zgdM + H]*, 383,2222: gredka 1,8 ppm), pa je
zakljuceno da jedinjenjd.0 odgovara molekulska formulaEi300,.

Analizom 1H NMR spektra (Slika 81 i 82 u Prilogu)¢ena je podudarnost sa
spektralnim  karakteristikama $23R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-
dihidro-7-hidroksi-2,3-dimetilfuro[2,®]hromona (Slika 19), prethodno izolovanog iz
korena vrste-. ferulaeoidegNagatsu i sar., 2002). Analizom spektr&erm su signali
koji poti¢u od tri protona hromonskog jezgéH( 6,85, 6,90, 8,09), singleti koji poti
od metil grupa ukljaujuci i olefinske ¢H 1,46, 1,59, 1,59 i 1,67), dva signala protona
koji se nalaze na trisupstituisanoj olefinskoj vé&t 5,09), kao i dublet na pomeranju
oH 1,36 koji potée od metil grupe na C-3 (Tabela 21).

Slika 19.Jedinjenj€el0 ((2S+,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-
7-hidroksi-2,3-dimetilfuro[2,3]hromon)
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Tabela 21. Podaci dobijeni iz'H NMR (400 MHz) spektra, snimljenog u

deuterohloroformu

PoloZaj on (J U H2)
> ]
3 3,41 (1H).q (6.6)
3a -
4 ]
4a -
8,09 (1H),d (8,7)
6,90 (1H),dd (8,3; 2,4)

6,85, (1H)d (2,5)

8a -

9a -

1 1,82 (2H)m

2’ 2,13 (2H),m

3 5,09*

4" -

5’ 1,97 (2H),m

6’ 2,04 (2H),m

7 5,09*

8’ -

9’ 1,67 (3H),s
2Me 1,46 (3H)s
3Me 1,36 (3H)d (7)
4'Me 1,59 (3H),s
8'Me 1,59 (3H),s

* - signali su preklopljeni sa drugim odgovargdju signalima
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3. HPLC analiza hloroformskog ekstrakta— identifikacija i

kvantifikacija sekundarnih metabolita

HPLC analiza hloroformskog ekstrakta podzemnih organa srpske kejesti
F. heuffeliisprovedena je u uslovima koji su bili optimizovani za razdvajanje tedbens
jedinjenja. Hloroformski ekstrakt je suspendovan u metanolu, kratko lsmrah na
ultrazvienom kupatilu i filtriran kroz membranski filter (0,4pm). Mobilna faza
kori&ena za ovu analizu bila je voda (A) i smeSa acetonitril:meténb) (D). Metoda
kori&ena za identifikaciju izolovanih metabolita u hloroformskom ekstrakt jel
A:D (40:60-20:80) u toku 30 min, nakon toga u toku 5 min eluiranje je vigsta u
izokratskim uslovima i nakon toga A:D (20:80-5:95) u toku 15 min. Volumen
injektovanja izosio je 2, temperatura 25 °C i brzina protoka 1 ml/min (Odeljak 5.2).

HPLC hromatogram dobijen u navedenim eksperimentalnim uslovima na
detekcionoj talasnoj duzini 210 nm dat je na Slici 20.

Kvantifikacija najzastupljenijin komponenata u delu hloroformskog dksira
koji se rastvorio u metanolu izvrSena je HPLC metodom u kojoj suckorissti
eksperimentalni uslovi kao i za kvalitativnu HPLC analizu metodomegisg
standarda. Kao standardi k@e$ia su jedinjenjd, 3, 4 i 6, prethodno izolovana iz
hloroformskog ekstrakta. Svi standardi kéesi su u opsegu koncentracija
50-1000 ug/ml. Nakon toga su konstruisane kalibracione kri¢ga je linearnost
potvidena koeficijentima korelacije, iz njih je izZ@anat sadrzaj metabolita u delu
hloroformskog ekstrakata koji se rastvorio u metanolu i nakon togan&ymat sadrzaj
ovih metabolita u sirovom hloroformskom ekstraktu. Dominantan pik (retenciono vreme
33,99 min) odgovarao je 8 3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-
7-hidroksi-2,3-dimetilfuro[3,Z]kumarinu (jedinjenje 6). Pik na retencionom vremenu
6,00 min poticao je od latifolona (jedinjerig a pikovi na 43,07 min i 44,39 min od
(6E)-1-(2,4-dihidroksfenil)-3,7,11-trimetil-3-vinildodeka-6,10-dien-1-ona (jedirged)j
i dZamirona (jedinjenjd), redom. SadrZaj jedinjenjB 3, 4 i 6 u delu hloroformskog
ekstrakta koji se rastvorio u metanolu, kao i u sirovom hloroformskksiradtu
podzemnih organg. heuffelij dat je u Tabeli 22.
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Slika 20. HPLC hromatogram dela hloroformskog ekstrakta podzemnih organa srpske

velestike F. heuffeliirastvorenog u metanolu
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Tabela 22. SadrZzaj jedinjenjdl, 3, 4 i 6 u delu hloroformskog (CHG) ekstrakta
podzemnih organg. heuffeliirastvorenom u metanolu (MeOH), kao i u sirovom CHCI

ekstraktu. Sadrzaj je izrazen u mg jedinjenja/g suvog ekstrakta.

Jedinjenje

SadrZaj u delu CHCl;
ekstrakta rastvorenom
u MeOH (mg/qg)

Sadrzaj u CHCl3
ekstraktu (mg/qg)

Latifolon (1)

(6E)-1-(2,4-Dihidroksfenil)-3,7,11-
trimetil-3-vinildodeka-6,10-dien-1-or8J

Dzamiron(4)

(25,3R*)-2-[(3E)-4,8-Dimetilnona-3,7-
dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi-2,3-
dimetilfuro[3,2c]kumarin(6)

71,97

43,74

18,33

114,90

68,37

41,56

17,42

109,16

4. HPLC analiza metanolnog ekstrakta— identifikacija i kvantifikacija

sekundarnih metabolita

U cilju identifikacije i kvantifikacije sekundarnih metabolita pitisih u

metanolnom ekstraktu podzemnih organa srpske velegtikesuffeliikoris¢cene su dve

razlicite HPLC metode i na taj tia dobijena su dva HPLC hromatograma. Jedan

hromatogram je dobijen u uslovima optimizovanim za razdvajanje terpenskih jedinjenja

dok je drugi hromatogram dobijen u uslovima optimizovanim za razdvajanje

polifenolnih jedinjenja (Odeljak 6). Hromatogrami su dati n&k&ha 21, 22 i 23.

HPLC analizom metanolnog ekstrakta identifikovana su 4 jedinjenjanddoska
kiselina (1), 3,5-dikafeoilhina kiselina1@), latifolon (@) i (2S%,3R*)-2-[(3E)-4,8-
dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi-2,3-dimetilfuro[;Rcumarin ©).

Jedinjenja su identifikovana paenjem njihovih retencionih vremena i UV spektara sa

standardima. Za identifikaciju jedinjenjal koris¢ena je komercijalno dostupna

hlorogenska kiselina (Sigma Aldrich). Za identifikaciju jedimge 12 kori&kena je

3,5-dikafeoilhina kiselina prethodno izolovana iz he#dieracium gymnocephalum
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Griseb. ex Pant (Petravi sar., 1999). Za identifikaciju jedinjenjai 6 kao standardi
koris¢ena su jedinjenja prethodno, u okviru ove doktorske disertacije, izolozana i
hlorofomskog ekstrakta podzemnih organa srpske velestike,
F. heuffelii

Jedinjenjal i 6 kvantifikovana su u uslovima optimizovanim za analizu
terpenskih jedinjenja na detekcionoj talasnoj duzini od 210 nm. Mobilrzaida je
voda (A) i smeSa acetonitri:metanol (3:1) (B), a metoda &ond za kvantifikaciju:
A:B (40:60-20:80) u toku 30 min, nakon toga u toku 5 min eluiranje je nastavy
izokratskim uslovima i nakon toga A:D (20:80-5:95) u toku 15 min,¢pmu je
volumen injektovanja izosio 2@l, temperatura 25C i brzina protoka 1 ml/min.
SadrzZaj hlorogenske kiseline (jedinjerdj#) odreien je u uslovima optimizovanim za
analizu fenolnih jedinjenja na detekcionoj talasnoj duzini od 210 nmilihofaza bila
je 0,03% rastvor kPO, u vodi (C) i smeSa mobilne faze C (10%) u acetonitrilu (D), a
metoda: C:D (90:10), 5 min, nakon toga C:D (90:10-75:25), 10 min, nakon t&pga C:
(75:25-70:30), 5 min, nakon toga C:D (70:30-50:50),
5 min, nakon toga C:D (50:50-30:70), 5 min, nakon toga C:D (30:70-10:99)n5
eluiranje je u sled#h 10 min nastavljeno izokratski, i na kraju C:D (10:90-90:10),
10 min pri¢emu je volumen injektovanja iznosio 20 temperatura 28C, a brzina
protoka 0,8 ml/min.

Sadrzaj jedinjenjdll, 1 i 6, odreien metodom eksternog standarda, dat je u
Tabeli 23.
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Tabela 23.Sadrzaj jedinjenjd, 6 i 11 u metanolnom (MeOH) ekstraktu podzemnih
organaF. heuffelii Sadrzaj je izraZzen u mg jedinjenja/g suvog ekstrakta.

SadrZaj u MeOH ekstraktu

Jedinjenje
en (mglg)

Latifolon (1) 13,22

(25,3R*)-2-[(3E)-4,8-Dimetilnona-3,7-dien-
1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi-2,3- 13,86
dimetilfuro[3,2c]kumarin(6)

Hlorogenska kiselinél 1) 34,65
/11
12 1
m w

Slika 21. HPLC hromatogram kori&n za identifikaciju jedinjenjd1 i 12. Binarna
mobilna faza bila je: C — 0,03% rastvogRD, u vodi i D - 10% C u acetonitrilu;
metoda: C:D (90:10-75:25), 5 min, nakon toga C:D (75:25), 10 min, nakon toga C:D
(75:25-70:30), 5 min, nakon toga C:D (70:30-50:50), 5 min, nakon toga C:D (50:50-
30:70), 5 min, nakon toga C:D (30:70-90:10), 5 min, eluiranje je u &ked min
nastavljeno izokratski, prtemu je volumen injektovanja iznosio 20, temperatura

25°C, a brzina protoka 0,8 ml/min.
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Slika 22. HPLC hromatogram koré&n za kvantifikovanje jedinjenjdl. Binarna
mobilna faza bila je: C — 0,03% rastvogRD,; u vodi i D - 10% C u acetonitrilu;
metoda: C:D (90:10), 5 min, nakon toga C:D (90:10-75:25), 10 min, nakon toga C:D
(75:25-70:30), 5 min, nakon toga C:D (70:30-50:50), 5 min, nakon toga C:D (50:50-
30:70), 5 min, nakon toga C:D (30:70-10:90), 5 min, eluiranje je u @led® min
nastavljeno izokratski, i na kraju C:D (10:90-90:10), 10 mingemu je volumen

injektovanja iznosio 2@l, temperatura 25C, a brzina protoka 0,8 mi/min.
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Slika 23. HPLC hromatogram kortg&n za kvantifikovanje jedinjenja i 6. Binarna
mobilna faza bila je: A —voda i B — smeSa acetonitril:meité3:1), a metoda kokéna
za kvantifikovanje: A:B (40:60-20:80) u toku 30 min, nakon toga u toku Sefairanje
je nastavljeno u izokratskim uslovima i nakon toga A:B (20:80-5:36kw 15 min, pri

¢emu je volumen injektovanja izosio 2@, temperatura 25°C i brzina protoka

1 mil/min.

UV spektri jedinjenja identifikovanin u MeOH ekstraktu podzemnih organa
prikazani su na Slici 24. Hemijske strukture identifikovnih fenolkarboksikiselina
date su na Slici 25.
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Slika 24. UV spektri jedinjenja identifikovanih u MeOH ekstraktu podzemnih organa
F. heuffelii A — jedinjenjal (latifolona); B — jedinjenja6 (2S*,3R*)-2-[(3E)-4,8-
dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi-2,3-dimetilfuro[f&umarina); C —
jedinjenjall (hlorogenske kiseline); D — jedinjerii2 (3,5-dikafeoilhina kiseline).

OH

HO. OH

HO

OH
OH

Slika 25. Hlorogenska kiselina (jedinjenjd) i 3,5-dikafeoilhina kiselina

(jedinjenjel?).
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5. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u metanolnomekstraktu

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u metanolnom ekstraktu dedreje
spektrofotometrijski na bazi reakcije d@olin-Ciocalteu reagensom i iznosio je

0,112 mg ekvivalenata galne kiseline/mg suvog ekstrakta.

6. Antioksidantna aktivnost ekstrakata i etarskih uja

6.1. Antioksidantna aktivnost metanolnog ekstrakta

Antioksidantna aktivnost metanolnog ekstrakta podzemnih organa srpske
velestike,F. heuffeliiispitana je razéiitim in vitro testovima. Ukupna antioksidantna
aktivnost ispitana je FRAP testom, a antiradikalska aktivnost deimkgari DPPH
testom.

Ukupna antioksidantna aktivnost, odeaa FRAP testom, iznosila je 0,80l
Fe*/mg suvog ekstrakta. Aktivnost L-askorbinske kiseline, kerg kao referentne
supstance, iznosila je 7,4inol F€*/mg (Kuki¢ i sar., 2006).

Metanolni ekstrakt (10,24-163,84g/ml) je dozno-zavisno neutralisao DPPH
radikal (Slika 26), i u naju®j testiranoj koncentraciji (163,84y/ml) ostvario efekat od
92,71+0,68%, dok je Sfgvrednost iznosila 62,;g/ml. Kao referentna supstanca za
poraienje kori§ena je L-askorbinska kiselingija je SGo vrednost (4,09ug/ml)
odreiena ranije (Kuki i sar., 2006).
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Slika 26. Sposobnost metanolnog ekstrakta da neutraliSe DPPH radikal

Ispitivanje sposobnosti neutralizacije "OH radikala pokazalo je dgpsegu
koncentracija od 5-2Qg/ml metanolni ekstrakt dozno-zavisno inhibira stvaranje "OH
radikala. Efekat se kretao u opsegu od 37,67+2,38% do 49,54+3,16%, a najsnaznije
delovanje ostvareno je u koncentraciji od 2@/ml. Aktivnost kvercetina, koji je
koris¢en kao standard, je prethodno ispitivana sciznosila 3,1ug/ml (Kuki¢ i sar.,
2006). Primenjen u van koncentracijama (40, 80 i 16@/ml), ekstrakt je ostvario
slabiju aktivnost i u®eno je da je doSlo do smanjenja aktivnosti kako su primenjene
koncentracije ekstrakta rasle (Slika 26). Ovakvi rezultati, koji ujkana smanjenje
sposobnosti neutralizacije "OH radikala u koncentracijanisved 20ug/ml, mogli bi
se, makar delindno, objasniti pro-oksidantnom aktivid@Snekih komponenata ovog
ekstrakta.
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Slika 27.Sposobnost metanolnog ekstrakta da neutraliSe "OH radikal

Aktivnost testiranog ekstrakta bila je¢@g od aktivnosti vodeno-etanolnog
ekstrakta korend&. gummosaSG=579,6+19,4ug/ml) (Ebrahimzadeh i sar., 2011),
metanolnog ekstrakta herldeé assa-foetida(SGy=380+12 pg/ml) (Dehpour i sar.,
2009), kao i vodeno-etanolnih ekstrakata stablas£&05,9+26,4 ug/ml), lista
(SG50=192,5+8,6ug/ml) i cveta (SG=471,6+19,4ug/ml) vrste F. feotida (Nabavi i
sar., 2010). Prethodno je ispitivana i anti-DPPH aktivnostcralzliekstrakata herbg.
orientalis Moze se konstatovati da metanolni ekstrakt podzemnih orfgahauffelii
poseduje j& anti-DPPH potencijal u podenju sa vodeno-metanolnim ekstraktom
herbeF. orientalis cija je SGo vrednost iznosila 99,1+0450/ml (Kartal i sar., 2007).

Pokazana antioksidantna aktivnost metanolnog ekstrakta moze se, makar
delimicno, objasniti prisustvom dve fenolkarboksilne kiseline: hlorogenske i
3,5-dikafeoilhina kiseline. Antioksidantna aktivhost ove dve kiseline geba je
brojnim testovima i smatra se da one svoju aktivnost ostvaruju pre melgaijom
stvaranja slobodnih kiseamih vrsta (Upadhyay i Mohan Rao, 2013). Prethodno je
pokazano da hlorogenska kiselina ostvaruje jako neutéalidalovanje prema DPPH
radikalu, pricemu je SGovrednost iznosila 4,42+0,18y/ml (Olszewska i sar., 2012).
Drugo ispitivanje pokazalo je da 3,5-dikafeoilhina kiselina u istom taodstvaruje
priblizno dvostruko véu aktivnost u odnosu na hlorogensku kiselinu (Ohnishi i sar.,
1994). Takde, prethodno je ispitivan i ukupni antioksidantni potencijal hlorogenske
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kiseline i iz dobijenih rezultata ustanovljeno je dasg@ednost iznosi 18,04+0,79
mmol Fé*/g suvog ekstrakta (Olszewska et al., 2012).

Prethodno je pokazano da i smeSa dva dihidrofurokumarina, (-)-5-
hidroksiprantimgina i (-)-5-hidroksideltoina, izolovanih iz korena vrske lutea
ostvaruju snaznu antiradikalsku aktivnost, g@mu je njihova S& vrednost u DPPH
testu iznosila 18,56+1,2AM (Ben Salem i sar., 2013). Istrazévasu ¢injenicu da
prisustvo ferulsingne kiseline produzava zivotni vek nemato@aenorhabditis
elegansobjasnili njegovim potencijalnim antioksidantim efektom, s obzirom da ovaj
kumarin inhibira lipidnu peroksidaciju i formiranje zavrSnih proizvoda bwizama
glutationa (Sayed, 2011).

6.2. Antioksidantna aktivnost hloroformskog ekstraka

Antioksidantna aktivnost hloroformskog ekstrakta podzemnih organa srpske
velestike,F. heuffeliiispitana je istimn vitro testovima koji su kori&ni za ispitivanje
aktivnosti metanolnog ekstrakta.

Ukupna antioksidantna aktivnost, odeaa FRAP testom, iznosila je 0,fiBol
Fe?*/mg suvog ekstrakta.

Ekstrakt je ostvario slabu anti-DPPH aktivhost (Slika 28) i u gyse
koncentracija od 10-160g/ml doveo do neutralizacije DPPH radikala od 4,87+0,72 do
53,80+2,86%. SEgvrednost iznosila je 145gg/ml.
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Slika 28 Sposobnost hloroformskog ekstrakta da neutraliSe DPPH radikal

Testirani hloroformski ekstrakt podzemnih orgaka heuffelii ostvario je
medutim jate anti-DPPH delovanje u paenju sa delovanjem acetonskog i
deodorisanog acetonskog ekstrakta hérberientalis (SGx=310+0,5 i 118+0,81g/ml,
redom), kao i u odnosu na heksanski ekstrakt iste vrste koji je okasaktetao
neaktivan (Kartal i sar., 2007).

Antiradikalski efekat hloroformskog ekstrakta podzemnih org@neuffelii
ispitivan je i testom sposobnosti neutralizacije "OH radikala. r&kistu opsegu

koncentracija od 3,12-100,@@/ml nije neutralisao ovaj radikal.

6.3. Antioksidantna aktivnost etarskih ulja

Antioksidantna aktivnost etarskih ulja izolovanih iz podzemnih organa
F. heuffeliiprikupljenih u Stevaikoj klisuri (F1), Derdapskoj klisuri (F2) i klisuri reke
Pek (F3), ispitivana je DPPH-testom. Sva tri uzorka pokazala davakavajiu
aktivnost koja je bila koncentraciono zavisna (Slika 29)soSdnosti iznosile su
22,43; 23,17 i 47, 7%/ml za F2, F3 i F1, redom. Miristicin, jedan od sastojaka
testiranih etarskih ulja, mogao bi, makar detina, biti odgovoran za pokazanu anti-
DPPH aktivnosti. Naime, prethodna istrazivanja su pokazala daianirigeluje kao

antiradikalski agens, a razlikom u sadrzaju miristicina bi selanmlgjasniti i dvostruko
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jaca aktivnost ulja F2 i F3 u patenju sa uljem F1. Naime, sadrzaj miristicina u
aktivinijim uljima F2 i F3 iznosio je 20,6 i 12,9%, redom, dok je saddag
fenilpropanoida u ulju F1 iznosio 4,5%.
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Slika 29. Sposobnost etarskih ulja da neutraliSu DPPH radikal

Prethodna ispitivanja antioksidantne aktivnosti etarskog ulja Herbeentalis

pokazala su da i ovo ulje ostvaruje anti-DPPH efekat£323+0,8ug/ml) (Kartal i
sar., 2007).

7. Spazmolitcka aktivnost etarskog ulja, ekstrakata i metabolita

Spazmolittka aktivnost izolata (etarskog ulja, ekstrakatéistin metabolita),
ispitivana jein vitro na izolovanom ileumu i izolovanoj traheji pacova. Ispitivanje je

obuhvatilo tri eksperimentalna modela, tj. ispitivan je uticaj etgrskm, ekstrakata i
¢istih metabolita na:

» spontanu kontraktilnost izolovanog ileuma;
» kontrakcije izolovanog ileuma izazvane ACh i

» kontrakcije izolovanog ileuma i izolovane traheje izazvane KCI (80 mM).
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Izolovani ileum je bio uronjen u kupatilo napunjefgrodovim rastvorom
(koncentracije komponenata u mM: NaCl 136,9; KCI 2,68; €d(3; MgC}h 1,05;
NaHC(G;11,9; NaHPO, 0,42, i glukoza 5,55), a izolovana traheja u kupatilo napunjeno
Krebs-Ringetovim rastvorom (koncentracije komponenata u mM: NaCl 137; KCI 2,81,
CaCb 1,8; MgCh 0,1; NaHPO, 0,417; NaHC® 11,9, i glukoza 11,10), pod prethodno
opisanim eksperimentalnim uslovima u Odeljku 9.2. Segmenti su ostadgerse
stabilizuju 30 min i pod ovim eksperimentalnim uslovim&are su spontane rittime
kontrakcije segmenata. Odgovaiajurastvori ispitivanih uzoraka (etarsko ulje,
ekstrakti, metaboliti), dodati su direktno u vodeno kupatilo wkuolkoja nije prelazila
2% ukupne zapremine kupatila (Sadraei i sar., 2001, Fleer i Verspohl, 3@ttka
zn&ajnost (*p < 0,05, **p < 0,01) oddévana je u porédenju sa kontrolnom grupom
(tretiranom rastvarem) Mann-Whitney U-testom korienjem rg&unarskog paketa
SPSS 11.5.

7.1. Spazmolitéka aktivnost etarskog ulja

Ispitivana je spazmolitka aktivnost etarskog ulja (F2) dobijenog destilacijom

podzemnih organg. heuffeliiprikupljenih uberdapskoj klisuri,

Efekat ulja na spontanu aktivnost ileuma

U prvoj seriji eksperimenata ispitivan je uticaj atropina (0,01-14gil) na
spontanu kontraktilnost izolovanog ileuma. Maksimalni efekat atropina postig u
koncentraciji 14,44ug/ml i ova vrednost spazmolikog efekta je kori&na za
poreienje sa efektima etarskog ulja. Etarsko ulje je u koncentracijs@psegu
25-375 pg/ml snazno i koncentraciono-zavisno inhibiralo spontanu kontraktilnost
ileuma (Slika 30). Ovaj efekat je prikazan kao % maksimalnognspltickog efekta
atropina i iz rezultata se moze videti da je u koncentraciji oduta®dl etarsko ulje
ispoljilo 74,67+24,74% efekta atropina, a u koncentraciji od 375,@0ml
92,91+19,45% efekta atropina. Vazno je naglasiti da je u koncentracijsk@aguopd

150-375ug/ml efekat etarskog ulja bio statédti znatajan u poréenju sa kontrolnom
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grupom tretiranom rastvafam (koloidni rastvor 0,5% karboksimetilceluloze u vodi).
Ovaj efekat se moze smatrati reverzibilnim, jer se nakonarggitTyrod-ovim

rastvorom tonus preparata ¥a@ na poéetne vrednosti.

140 -
< 120 - -
= *%
o 100 - b
o
S
© 80
R
o
g 60 -
(]
I
$ 404
Q
S 20 -
0 T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400

¢ (Hg/ml)

Slika 30. Spazmolittka aktivnost etarskog ulja: uticaj na spontane kontrakcije
izolovanog ileuma pacova. Aktivnost etarskog ulja izrazena je%amaksimalnog
spazmolittkog efekta koji je ostvario atropin u koncentraciji 2Qu81 (100%).
Koncentracije etarskog ulja prikazane na apscisi predstavljpplné kumulativhe
koncentracije. Svaka dka predstavlja srednju vrednost = SD efekata dobijenih

merenjem na 6 preparata.

Efekat ulja na kontrakcije ileuma izazvane ACh

Etarsko ulje je u koncentracijama od 15 do @&Fml inhibiralo kontrakcije
ileuma izazvane ACh. U koncentraciji od j§/ml izazvalo je veoma slabu inhibiciju
efekta ACh koja nije statiski znaajna, a maksimalni spazmogeni efekat ACh
smanjilo na 88,11+3,19%. Nasuprot tome, efekti ostvarentinveoncentracijama bili
su statistiki znatajni u poré@enju sa kontrolnom grupom. U koncentraciji od2pml
ulje je redukovalo maksimalni efekat ACh na 50,81+22,59 %, a u koncentraciji od

75 pg/ml na 12,75+12,66%. Zuajno je primetiti da nakon inkubacije preparata
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najveim koncentracijama etarskog ulja (4®m/ml) ACh gotovo da nije izazvao

koncentracijski zavisne kontrakcije ileuma (Slika 31).
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Slika 31. Spazmolittka aktivnost etarskog ulja: uticaj na kontrakcije izolovanog ileuma
pacova izazvane ACh. Na grafiku su predstavljene krive kontraktilmenakti ACh u
odsustvu (romb) i prisustvu 3j5g/ml etarskog ulja (trougao), 2m/ml etarskog ulja
(kvadrat) i 75ug/ml etarskog ulja (krst). Aktivnost etarskog ulja izrazena je %a
maksimalnog kontraktilnog efekta koji je ostvario ACh i kome je dedal vrednost
100%. Svaka tka predstavlja srednju vrednost £ SD efekata dobijenih merenjein na

ili viSe preparata.

Prikazani efekti su i u ovom modelu bili reverzibilni poSto se ponigtavakon

Ispiranja preparat@yrod-ovim rastvorom.
Efekat ulja na kontrakcije ileuma izazvane KCl

Etarsko ulje je u koncentracijskom opsegu od 25 — &%l takaie dozno-
zavisno inhibiralo efekat KCI (80 mM). KCI u visokim koncentracijakan Sto je vé

naglaseno, dovodila je do pojave th kontrakcija. U koncentraciji od 250y/ml,

etarsko ulje je gotovo potpuno ponistilo @miefekat KCI (10,01+£23,35%).
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Slika 32. Spazmolittka aktivnost etarskog ulja: uticaj na kontrakcije izolovanog ileuma
pacova izazvane KCl (80 mM). Na krivoj su prikazani koncentracijgWisni efekti
etarskog ulja, a koncentracije na apscisi predstavljaju finalne latiimé koncentracije

ulja. Svaka téka predstavlja srednju vrednost = SD efekata dobijenih merenjem na 6

preparata.
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7.2. Spazmolitéka aktivnost hloroformskog ekstrakta

Efekat hloroformskog ekstrakta na spontanu aktivnost ileuma pacova

U prvoj seriji eksperimenata ispitivan je uticaj atropina (0,01-4gi4nl) na
spontane kontrakcije ileuma. Maksimalno smanjenje tonusa dobijeno inkubaeijom s
4,44 ug/ml (6,4 uM) koris¢eno je za porenje sa efektima hloroformskog ekstrakta.
Hloroformski ekstrakt je rastvoren u DMSO i dodavan kumulativho u vodeno kupati
U koncentracijama 0,1-1,3 mg/ml ekstrakt je koncentraciono-zavisnatisteki
zn&ajno inhibirao spontane kontrakcije izolovanog ileuma (Slika 33). U koncgntra

od 0,3 mg/ml ekstrakt je ostvario efekat uporediv sa efektom atropina (329,26%).
250 +

N

o

o
I

150 -

100 -

% efekta atropina (6,4 pM)

50 4 *k

0 T T T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 14

¢ (mg/ml)
Slika 33. Spazmolittka aktivnost hloroformskog ekstrakta: uticaj na spontane
kontrakcije izolovanog ileuma pacova. Aktivhost ekstrakta izrazena je %ao
maksimalnog spazmolitkog efekta koji je ostvario atropin u koncentraciji G
(100%). Koncentracije ekstrakta prikazane na apscisi predstafifjajne kumulativhe
koncentracije. Svaka dka predstavlja srednju vrednost + SD efekata dobijenih

merenjem na 5 preparata.
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Efekat hloroformskog ekstrakta na kontrakcije ileuma izazvane ACh

Hloroformski ekstrakt primenjen u koncentracijama: 30 i 1@@ml smanjio je i
kontraktilne efekte ACh. U koncentraciji od 3@/ml, ekstrakt nije umanjio efekat
najvee primenjene koncentracije ACh (4,44/ml). U koncentraciji od 10Qug/ml
ekstrakt je redukovao efekte ACh u svim primenjenim koncentracijarsiaainjio
maksimalni efekat ACh na 48,53+16,68%. ddém, porelenjem sa kontrolnom

grupom nijedan od postignutih efekata nije ispoljio stgkstznaajnost (Slika 34).
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Slika 34. Spazmolittka aktivnost hloroformskog ekstrakta: uticaj na kontrakcije
izolovanog ileuma pacova izazvane ACh. Na grafiku su predstaWergekontraktilne
aktivnosti ACh u odsustvu (trougao) i prisustvuifiml ekstrakta (romb) i 10Qg/mi
ekstrakta (kvadrat). Aktivnost ekstrakta izrazena je kao % maksag kontraktilnog
efekta koji je ostvario ACh i kome je dodeljena vrednost 100%. Svéka peedstavlja

srednju vrednost + SD efekata dobijenih merenjem na 4 ili viSe preparata.
Efekat hloroformskog ekstrakta na kontrakcije ileuma izazvane KCl

Uticaj hloroformskog ekstrakta na kontrakcije izazvane KCI (80)rndditivan
je u istom opsegu kao i uticaj na spontanu kontraktilnost (0,1-1,3 mg/kstirakt je

statisttki znatajno i koncentraciono-zavisno uticao na efekte KCI. U koncentraciji od

0,3 mg/ml, smanjio je kontraktilni efekat KCI na 13,19+26,79%, dok je u koncgntra
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od 1,3 mg/ml doveo do pada tonusa ileuma ispotetpih vrednosti (Slika 35).
Hloroformski ekstrakt (0,1-1,3 mg/ml) je tal@delovao relaksantno i na kontrakcije
glatkih miSta traheje pacova izazvane KCI (80 mM). U manjim koncentracjjama
ekstrakt je koncentraciono-zavisno inhibirao kontrakcije dok je u koramgntod

1,3 mg/ml potpuno ponistio efekat KCI (Slika 35).
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Slika 35. Spazmolittka aktivnost hloroformskog ekstrakta: uticaj na kontrakcije
izolovanog ileuma (romb) i traheje (kvadrat) pacova izazvanim B€htM). Na krivoj
su prikazani koncentracijski-zavisni efekti ekstrakta, a koncentrawde apscisi
predstavljaju finalne kumulativhe koncentracije ulja. Svak&agpredstavlja srednju

vrednost + SD efekata dobijenih merenjem na 4 ili viSe preparata.

7.3. Spazmolitéka aktivnost metanolnog ekstrakta

Efekat metanolnog ekstrakta na spontanu aktivnost ileuma

U koncentracijama od 10-1Q@/ml MeOH ekstrakt je koncentraciono-zavisno i
statistéki znatajno uticao na spontanu kontraktilnost ileuma (Slika 36)¢ Ve
koncentraciji od 3Qug/ml ekstrakt je ostvario 60,39+7,37% efekta atropina 6/,
dok je u koncentraciji od 10@g/ml ispoljio snazniji efekat od efekta atropina
(124,57+£21,39%). Metanolni ekstrakt je u piepju sa hloroformskim ekstraktom u
nizem opsegu koncentracija ostvario spaznéititidelovanje.
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Slika 36. Spazmolittka aktivhost metanolnog ekstrakta: uticaj na spontane kontrakcije
izolovanog ileuma. Aktivnost ekstrakta izrazena je kao % maksimaljpagmolittkog
efekta koji je ostvario atropin u koncentraciji ¥ (100%). Koncentracije ekstrakta
prikazane na apscisi predstavljaju finalne kumulativnhe koncentra8ijaka téka

predstavlja srednju vrednost + SD efekata dobijenih merenjem na 5 preparata.

Efekat metanolnog ekstrakta na kontrakcije ileuma izazvane ACh

Uticaj metanolnog ekstrakta na kontrakcije izazvane ACh ispitivan (e
koncentracije: 60 i 12Qg/ml. U niZoj testiranoj koncentraciji ekstrakt nije ostvario
zn&ajan relaksantni efekat, dok je u koncentraciji od Lginl ekstrakt zn&ajno i
koncentraciono-zavisno inhibirao kontrakcije smanjivsi maksimalan efeidt na
26,35+23,69% (Slika 37).
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Slika 37. Spazmolittka aktivnhost metanolnog ekstrakta: uticaj na kontrakcije
izolovanog ileuma pacova izazvane ACh. Na grafiku su predstavljereekontraktilne
aktivnosti ACh u odsustvu (romb) i prisustvu pgf/ml ekstrakta (kvadrat) i 120g/mi
ekstrakta (trougao). Aktivnost ekstrakta izrazena je kao % maksdg kontraktilnog
efekta koji je ostvario ACh i kome je dodeljena vrednost 100%. Svéka peedstavlja

srednju vrednost + ili - SD efekata dobijenih merenjem na 6 ili viSe praparat

Ispoljeni efekat je bio reverzibilan, posto se preparat oporavio nakoangpir

vodenog kupatild@yrod-ovim rastvorom.

Efekat metanolnog ekstrakta na kontrakcije ileuma izazvane KCl

Uticaj metanolnog ekstrakta na kontrakcije izazvane KCI dak@e bio
koncentraciono-zavisan i statidti znaajan. Aktivnost ekstrakta testirana je u opsegu
koncentracija 10-6@g/ml, pri¢emu je u koncentraciji od Gay/ml ekstrakt redukovao
efekat KCl na 44,42+11,26% (Slika 38).
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Slika 38. Spazmolittka aktivhost metanolnog ekstrakta: uticaj na kontrakcije
izolovanog ileuma pacova izazvane KCI (80 mM). Na krivoj su prikazani
koncentracijski-zavisni efekti ekstrakta, a koncentracije naisigsedstavljaju finalne

kumulativne koncentracije ekstrakta. Svak&k#apredstavlja srednju vrednost £ SD

efekata dobijenih merenjem na 7 preparata.

7.4. Spazmolitéka aktivnost metabolita

U cilju pronalaZzenja jedinjenja koja makar delom doprinose pokazanom
spazmolittkom delovanju hloroformskog i metanolnog ekstrakta, ispitivan je uticaj
cetiri metabolita: latifolonal), dzamirona4), (25¢,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-
dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi-2,3-dimetilfuro[3,2lkumarin  (6) i hlorogenske

kiseline (L1) u istim modelima koji su primenjeni za ispitivanje aktivnosti ekstrakata.

Efekat metabolita na spontanu aktivnost ileuma

Jedinjenjal (1-6 pg/ml), 6 (1-10 ug/ml ) i 11 (1-10 ug/ml) dovela su do
relaksacije spontanih kontrakcija izolovanog ileuma. Jedinjefgeu koncentraciji od
6 ng/ml (28,8uM) ostvarilo statistiki znatajan efekat (93,2626,57%) priblizan efektu
atropina (6,4uM). Jedinjenje 11 je takale pokazalo znmjan relaksantni efekat
ostvarivsi u koncentraciji od 10g/ml (28,2uM) efekat koji je iznosio 95,95+31,90%
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efekta atropina, dok je jedinjenfe u koncentraciji od 1Qug/ml (26,2 uM) ostvarilo
relaksaciju koja je iznosila 46,13+21,50% (Slika 39). Aktivhost jedinjdngpitivana

je samo u koncentraciji od gg/ml (22,5 uM) i iznosila je 37,03+21,86% efekta
atropina.
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Slika 39. Spazmolittka aktivnost jedinjenjd (romb),6 (kvadrat) i11 (trougao): uticaj
na spontane kontrakcije izolovanog ileuma pacova. Aktivnost testiranih gejdinj
izrazena je kao % maksimalnog spazmiMitig efekta koji je ostvario atropin u
koncentraciji od 6,4uM (100%). Koncentracije testiranih jedinjenja prikazane na
apscisi predstavljaju finalne kumulativhe koncentracije. Svakataredstavlja srednju

vrednost £ SD izmerenih efekata dobijenih merenjem na 4 ili viSe preparata.

Efekat metanolnog ekstrakta na kontrakcije ileuma izazvane ACh

Sva cetiri testirana jedinjenja inhibirala su kontrakcije ileumazizane ACh.
Aktivnost jedinjenjal ispitivana je u koncentracijama od @y/ml i 4 pg/ml. U
koncentraciji od 21g/ml (9,6 uM) ovo jedinjenje je relativno malo smanjilo maksimalni
efekat ACh (na 89,34+19,92%), ali je zato statistzna’ajno redukovalo efekte nizih
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koncentracija ACh. Nasuprot tome, ucog koncentraciji jedinjenjel nije ostvarilo
spazmoliteki efekat.

Jedinjenje6 u koncentraciji od 8ug/ml (20,9 uM) dovelo je do statistki
zna&ajnog smanjenja spazmogenog efekta ACh na 52,91+17,75% (Slika 40).
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Slika 40. Spazmolittka aktivnost jedinjenjdl i 6: uticaj na kontrakcije izolovanog
ileuma pacova izazvane ACh. Na grafiku su predstavljene krive kahteakktivnosti
ACh u odsustvu (krst) i prisustvui@/ml jedinjenjal (kvadrat) i 8ug/ml jedinjenja6
(romb). Aktivnost testiranih jedinjenja izrazena je kao % maksiogakontraktilnog
efekta koji je ostvario ACh i kome je dodeljena vrednost 100%. Svéka peedstavlja

srednju vrednost + ili - SD efekata dobijenih merenjem na 4 ili viSe praparat

Aktivnost jedinjenja4 je takaie ispitivana u dve koncentracije: g/ml i
8 ug/ml. U nizoj koncentraciji ovaj metabolit je ostvario slab spainiki efekat, dok
je u koncentraciji od $g/ml (22,5uM) efekat bio j&i Sto je rezultovalo smanjenjem
maksimalnog efekta ACh na 68,09+11,50% (Slika 41).
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Slika 41. Spazmolittka aktivnost jedinjenjad4 i atropina: uticaj na kontrakcije
izolovanog ileuma pacova izazvane ACh. Na grafiku su predstavljereekantraktilne
aktivnosti ACh u odsustvu (romb) i prisustvuu@ml jedinjenjad (trougao) i 0,lug/mi
atropina (krst). Aktivnost testiranih jedinjenja izrazena je K&o maksimalnog
kontraktilnog efekta koji je ostvario ACh i kome je dodeljena vrednost 1@¢aka
tatka predstavlja srednju vrednost + SD izmerenih efekata dobijesiénem na 4 ili
viSe preparata.

Aktivnost jedinjenjall ispitivana je u koncentracijama oqi§/ml i 16 pg/ml. U
koncentraciji od 8ug/ml mogao se uiti relaksantni efekat prema kontrakcijama
izazvanim svim koncentracijama ACh osim n&g/edok je u koncentraciji od 1&y/ml
dosSlo i do smanjenja maksimalnog efekta ACh na 68,22+11,35% uz &tatisti

znaajnost rezultata ostvarenih prema efektima nizih koncentracija ACh (Slika 42)
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Slika 42. Spazmolittka aktivnost jedinjenja1: uticaj na kontrakcije izolovanog ileuma
pacova izazvane ACh. Na grafiku su predstavljene krive kontraktilmenakti ACh u
odsustvu (romb) i prisustvu®/ml (trougao) i 16ug/ml jedinjenjall (krst). Aktivhost
testiranog jedinjenja izrazena je kao % maksimalnog kontraktikfegta koji je
ostvario ACh i kome je dodeljena vrednost 100%. Svakkatgredstavlja srednju

vrednost + ili - SD izmerenih efekata dobijenih merenjem na 4 ili viSe @atepa

U ovom eksperimentalnom modelu atropin je kaskao referentna supstanca.
Efekti atropina ispitivani su za dve koncentracije: 0,04/ml i 0,1 pg/ml. U
koncentraciji od 0,lug/ml (0,14 uM), atropin je zn&ajno inhibirao efekte ACh, a
maksimalni efekat ACh smanjio na 17,38+1,62% (Slika 41).

Efekat metabolita na kontrakcije ileuma izazvane KCl

Jedinjenjal i 6 su takde statistiki znatajno inhibirala kontrakcije ileuma
izazvane KCI. Najsnazniju aktivnost ispoljilo je jedinjerfje(1-6 ug/ml) koje je u
koncentraciji od 6ug/ml (28,8 uM) smanijilo efekat KCI na 43,53+7,78% (p<0,01).
Jedinjenje 6 (1-10 pg/ml) ostvarilo je skan efekat, redukugii efekat KCl na
45,11+14,10% u koncentraciji od 1Qg/ml (26,2 uM) (p<0,05). Jedinjenja4
(2-6 pg/ml) i 11 (1-6 ug/ml) ostvarila su slab relaksantni efekat koji u dergu sa
kontrolom nije imao statistkki znataj. U najviSim testiranim koncentracijama ova dva

jedinjenja su smanjila tofme kontrakcije izazvane KClI, jedinjefena 81,14+4,56, a
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jedinjenjell na 70,57+18,90%. Sva testirana jedinjenja su pokazala slabiju aktivhost u
poreienju sa alverinom (1-4g/ml), jedinjenjem koje je kori&no kao referentni lek.
Alverin je spazmolitik koji inhibira osetljivost kontraktilnih peiba prema Ca
(Hayase i sar., 2007). U koncentraciji odud/ml ovaj agens je doveo do skoro
kompletne inhibicije kontraktilnog efekta KCI (1,75+2,96%) (Slika 43).
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Slika 43. Spazmolittka aktivnost jedinjenjdl (romb), 4 (trougao),6 (kvadrat), 11
(krug) i alverina (krst): ispitivanje uticaja na kontrakcij@l@anog ileuma pacova
izazvane KCI (80 mM). Na krivoj su prikazani koncentracijski-zavisni efektabwdita,
a koncentracije na apscisi predstavljaju finalne kumulativhe koncgatraetabolita.
Svaka téka predstavlja srednju vrednost + SD izmerenih efekata dobijearenjem

na 4 ili viSe preparata.

Etarsko ulje ostvarilo je potentnu inhibitornu aktivnost u sva tri ekspatalna
modela, pricemu je najj&e inhibiralo kontrakcije izazvane ACh. Ovimjenica navodi
na zakljdak da etarsko ulje svoje efekte ostvaruje pre svega kao antagonist
muskarinskih receptora, ptemu se ovaj spazmoliki efekat ne mozZe pripisati samo

antiholinergékom delovanju, posto ispoljava relaksantne efekte i na spontane, i na
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kontrakcije izazvane KCI. Prethodna ispitivanja su pokazala da ngesiji
metaboliti ovog etarskog ulja, elemicin i miristicin, ostvarujutasithergicko delovanje
(McKenna i sar., 2004), a da se spazmiddi delovanje ploda perSuna moze makar
delimi¢no objasniti spazmolitkim delovanjem miristicina (Czygan i Hiller, 2002).

Oba ispitivana ekstrakta su ispoljila 2amo relaksantno delovanje u sva tri
eksperimentalna modela pa se moZe pretpostaviti da ekstrakipazpolitéki efekat
ostvaruju razliitim mehanizmima. Inhibitorni efekat prema spontanim kontrakcijama i
kontrakcijama izazvanim KCl mogao bi da se objasni blokadoffi kzaala, odnosno
otvaranjem K kanala, jer je poznato da do kontrakcija izolovanog ileuma dolaail usl
poveanja koncentracije G& jona u citoplazmi. Relaksantni efekat prema
kontrakcijama indukovanim ACh najverovatnije predstavlja posledicu blokade
muskarinskih receptora. Poznato je da su u gastrointestinalnom trakgstupljeniji
M, i M3 podtipovi muskarinskih receptora, ptemu je podtip M 3 — 4 puta
zastupljeniji od podtipa M Ipak, ACh izaziva kontrakcije na izolovanom ileumu pre
svega preko M receptorskog puta koji podrazumeva hidrolizu fosfoinozitola i
mobilizaciju C&* jona (Ehlert i sar., 1999)

MoZe se zakljtiti da je metanolni ekstrakt ostvario ¢@ spazmolitiko
delovanje prema spontanim kontrakcijama, kao i prema kontrakcijamaaizim KCIl u
odnosu na hloroformski ekstrakt, dok je njihov efekat prema kontrakciaasanim
ACh bio meiusobno uporediv. Jedinjenja 6 koja su ostvarila relaksantni efekat u sva
tri modela prisutna su u oba testirana ekstraktag¢eriu je njihova zastupljenost bila
viSestruko véa u hloroformskom nego u metanolnom ekstraktu. Analizirajabijene
rezultate i zastupljenost ovih jedinjenja u hloroformskom ekstrak&# (6,10,92%,
redom), moze se pretpostaviti da su upravo ova dva jedinjenja urxialgije je
prisustvo takde potvideno u hloroformskom ekstraktu) u Zagoj meri odgovorna za
aktivnost ekstrakta. Metanolni ekstrakt je, kao Sto jé v&eno, pokazao {a
spazmolittku aktivnost u kojoj tlestvuju svatetiri identifikovana metabolita. Uz ve
spomenuta jedinjenjd i 6, i jedinjenje 11 je relaksiralo izolovani ileum u sva tri
eksperimentalna modela, dok su prethodna ispitivanja pokazala da jedihnje
ostvaruje snazan spazmaliti efekat (Trute i sar., 1997).

Prethodno je pokazano da i izolati drugih vrsida Ferula ostvaruju zn&ajnu

spazmolittku aktivnost. Etarsko ulje, vodeno—alkoholni, etarski, benzinski i metanolni
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ekstrakt oleogumirezine dobijene Fz gummosasu koncentraciono-zavisno inhibirali
kontrakcije izolovanog ileuma pacova izazvane KCl| (80 mM) i ACh wmist
eksperimentalnom modelu. Najjaaktivnost pokazao je etarski ekstrakt, a kvalitativho
slican efekat ostvarili su i benzinski i metanolni ekstrakt, dok labijs aktivnost
ostvarili vodeno-alkoholni ekstrakt i etarsko ulje. Etarski (0,06¢2)inl), benzinski
(0,3-10 pg/ml) i metanolni ekstrakt (1,5-24ig/ml) su u poréenju sa testiranim
ekstraktima podzemnih orgarfa heuffelii u nizem opsegu koncentracija inhibirali
spazmogeno delovanje KCI, dok su efekti vodeno-alkoholnog ekstrakta (13820)

| etarskog ulja (10-36(g/ml) ostvareni u sthom opsegu koncentracija kao i efekti
testiranih izolatd. heuffelii.Etarski i benzinski ekstralkt. gummosau takde ostvarili
shaznije delovanje od testiranih ekstrakataeuffeliii na kontrakcije izazvane ACh. U
koncentracijama od 10 i 20y/ml etarski ekstrakt smanjuje maksimalni efekat ACh na
57 1 92%, a i benzinski na 77 i 100%. Metanolni ekstfakgummosge takaie u
poreienju sa metanolnim ekstraktof heuffeliiu nizim koncentracijama (2dg/ml)
ostvario inhibitorni efekat prema kontrakcijama izazvanim ACh. Efekatskog ulja

F. gummosge, meiutim, bio slabiji od testiranog etarskog uka heuffeliii tek u
koncentraciji od 36@g/ml doveo do kompletne inhibicije efekata ACh. Bitno je tiko
istati da, za razliku od testiranog etarskog WHjaheuffelii u opsegu koncentracija od
10-360ug/ml etarsko uljeF. gummosanije ostvarilo nikakav efekat prema spontanim
kontrakcijama izolovanog ileuma (Sadrei i sar., 2001).

Etarsko ulje oleogumirezin€. assa-foetidge snazno inhibiralo kontrakcije
izolovanog ileuma pacova indukovane KCl (80 mM) 5¢¢5,8+1,1 nl/ml) i neSto
slabije kontrakcije izazvane ACh i 5-HT (Sadrei i sar., 2003gthHedno je takde
pokazano da i vodeni ekstrakt oleogumirezine dobijenE. iassa-foetidaostvaruje
relaksantni efekat prema spontanim kontrakcijama, kao i prema kajaraa
izazvanim ACh, histaminom i KCI. Ovi efekti su ostvareni u¢ajo viSim testiranim
koncentracijama (1-7 mg/ml) u pdenju sa ispitivanim izolatimg. heuffelii Bitno je,
medutim, ist&i da je za ispitivanje efekta vodenog ekstraka assa-foetidana
kontrakcije izazvane ACh kodén drugdiji eksperimentalni model, kao i da su
eksperimenti sprovedeni na izolovanom ileuma zamoraca, a ne paaiehi (Fsar.,
2004). Vodeni ekstrakt (2, 5 i 10 mg/ml) oleogumirezin&.iassa-foetidastvario je

relaksantno delovanje i prema kontrakcijama izolovane traheje zamiaeananim
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metaholinom koje je bilo uporedivo sa efektom teofilina (0,25, 0,5 i 0,75 mMirakks
je u koncentraciji od 10 mg/ml gotovo potpuno ponistio kontraktilni efekaaména
(91,43£2,83%). Ispitivanja potencijalnog mehanizma kojim ovaj ekstrakksieda
glatku muskulaturu traheje su pokazala da je efekat najverovatnijeerstvglavnom
preko muskarinskih receptora uz veoma mali doprinos efekata kojtupat
histaminskih receptora (Gholamnezhad i sar., 2011).
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8. Antiinflamatorna aktivnost ekstrakata

Hloroformski i metanolni ekstrakt podzemnih orgdhaheuffeliisu u opsegu
doza od 10-100 mg/k@.o. ostvarili dozno-zavisno i statigki znatajno smanjenje
edema Sapica pacova izazvano intraplantarnom injekcijom karagemtedématozni
efekat metanolnog ekstrakta je u dozi od 50 mg/kg iznosio 77,28+23,72%éafekaj
je bio uporediv sa efektom indometacina (8 mgskg) koji je kori¥en kao referentni
lek (76,00+19,32%) (Slika 44). Primenjen «opdozi (100 mg/kg.o) MeOH ekstrakt
je ostvario joS j& efekat (84,00+22,03%). Efekat hloroformskog ekstrakta je bio nesto
slabiji. Primenjen u dozama od 50 i 100 mgfkg. ekstrakt je ostvario slan efekat
(62,78+13,42% i 64,71+17,98%, redom).

1204 O Metanolni ekstrakt
B Hloroformski ekstrakt
OIndometacin (8 mg/kg)

100 -

80 -

60 -

40 -

Antiedematozna aktivnost (%)

20 4

0 T 1
10 mg/kg 25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg Indometacin

Slika 44. Antiedematozno delovanje hloroformskog i metanolnog ekstrakta podzemnih
organaF. heuffeliiu modelu karageninom izazvanog edema Sapica pacova,; &atisti
znaajnost (**p < 0,01) odréivana je Mann-Whitney U-testom u pordenju sa

kontrolnom grupom (tretiranom rastvaem).

Analizom histoloSkih preparata Sapica u kontrolnoj grupieno je prisustvo
izrazene inflamacije koja se karakteriSe prisustvom edemigskih infiltrata (Slika 45

A), dok navedene inflamatorne promene nisu detektovane u grupi koja jangeti
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metanolnim ekstraktom u dozi 100 mg/kg (Slika 45 B). Na osnovu histoloSkaganal

potvrdena je antiinflamatorna aktivnost ispitivanih ekstrakata.

Slika 45. Histologija Sapica pacovaHématoksilin-eozinbojenje, uvéanje 100x).
A — kontrolna grupa; B — grupa tretirana metanolnim ekstraktom (100 nmdyg.

Rezultati prethodnih ispitivanja pokazuju da hlorogenska kiselina, jedan od
metabolita prisutnih u ispitivanom metanolnom ekstraktu, ostvaruje aatnatbrnu
aktivnost inhibicijom produkcije azot-monoksida (NO) i ekspresije ciklnygmze-2
(COX-2) i inducibilne NO-sintaze (INOS). Pokazano je tikda hlorogenska kiselina
inhibira biosintezu proinflamatornih citokina (13,1l TNF-o i IL-6) u monocitima
tretiranim LPS, kao i da inhibira translokaciju transkripcionog fakfdF«B u jedro
(Shi i sar., 2013; Hwang i sar., 2013). | 3,5-dikafeoilhina kiselinagadrdentifikovana
fenolkarboksilna kiselina u metanolnom ekstraktu, deluje antiinflamatotodako Sto
inhibira produkciju PGE Pokazano je takie i da izolati koji su sadrzali smeSu 3,5- i
3,4-dikafeoilhina kiselina dovode do supresije COX-2/PGENOS/NO puteva (dos
Santos i sar., 2010; Puangpraphant i sar., 2011). Neki seskviterpenskiinkumar
(fukanefuromarini E, F, G, H, I, J, K i L), koji su strukturnasiijedinjenjima6 i 9,
ostvaruju takde antiinflamatornu aktivnost inhibirajuprodukciju NOin vitro (Nazari
i Iranshahi, 2011).

Makrofage igraju vaznu ulogu u imunskom odgovoru i procesu inflamacije
Nakon aktivacije, makrofage iniciraju produkciju citokina, kisépifi i azotnih vrsta,
kao i eikozanoida. Bakterijski lipopolisaharid (LPS), sam ili u kondjnasa

rekombinantnim misjim interferonom(IFN-y), najpoznatiji je stimulus koji dovodi do
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indukcije transkripcije gena za proinflamatorne proteine. Ovakav stinrelugtuje
oslobatanjem citokina i sintezom enzima, kao npr. COX-2 i iNOS. NCagbkal koji
igra vaznu ulogu u imunskom odgovoru, kao i u procesu inflamacijeiutifie,
prevelika produkcija NO moze dovesti do @stga tkiva. Tako je npr. kod nekih
inflamatornih bolesti, kao Sto je reumatoidni artritis, pdévio da dolazi do prevelike
produkcije NO.

Prethodna ispitivanja pokazala su da jedinjebe izolovano iz podzemnih
organa F. heuffelii inhibira produkciju NO stimulisanu LPS/IFN-i efekat ovog
jedinjenja
(IC50=10,7uM) bio je j&i od efekta kvercetina koji je koti8n kao referentna supstanca
(IC50=26,8 uM). Dalja ispitivanja su pokazala da jedinjedje ne dovodi do inhibicije
ekspresije INOS te je pretpostavljeno da ovo jedinjenje svoj efekat ostvarujeijahibic
enzima (Motai i Kitanaka, 2005a). Isti autori su ispitivali i akast jedinjenja3 i 4,
izolovanih iz korendr. fukanensiskoja su takde u okviru ove disertacije izolovana i iz
vrste F. heuffelii Ovi metaboliti su inhibirali produkciju NO kao i ekspresiju INOS u
RAW?264.7 ¢elijskoj liniji, stimulisanu LPS/IFNy, ali su u istim koncentracijama
ostvarili i citotokstan efekat. Smanjenjem koncentracija (na (i) doSlo je do
smanjenja citotok&nog efekta, ali i antiinflamatorne aktivnhosti (Motai i Kitanaka,
2006). Jedinjenj&i 8 u istom modelu, u koncentracijama od 10 ig@dml, redom, nisu
inhibirala produkciju NO (Motai i Kitanaka, 2004 i 2005b).

Pokazano je da su i drugi seskviterpenski kumarini, seskviterpenskiogaiip
I seskviterpenski hromoni izolovani iz vrske fukanensignhibirali u istom modelu
produkciju NO. Fukanefuromarini E, F i G, izolovani iz koréhdukanensisnhibirali
su produkciju NO prevencijom ekspresije NO-sintazéelijskoj liniji sli¢noj misjim
makrofagama (RAW264.7)n vitro. Pored toga, fukanefuromarin E, kao i joS neki
seskviterpenski kumarini vrsta ro&erula (fukanemarin B), koncentraciono-zavisno su
nishodno regulisali ekspresiju iIRNK transkripta iINOS u pomené&etdjskoj liniji.
RT-PCR (Lakana reakcija polimerizacije kojoj prethodi reverzna transkripcija)
eksperimenti pokazali su da inkubadiglija LPS/IFNy dovodi do porasta nivoa iNOS
I da faukanefuromarin E i fukanemarin B inhibiraju ovaj porast (Motéitanaka,
2004). Fukanefuromarini H-K, izolovani iz iste vrste, inhibirali sudng@ novoj studiji

produkciju NO nakon indukcije LPS/IFN-Ova jedinjenja su svoj efekat ostvarila u
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niskim mikromolarnim koncentracijama, a RT-PCR analiza je nakga pokazala da
fukanefuromarin H i K nishodno reguliSu ekspresiju iRNK, iNOS, k&) | TNF i
da je ova inhibicija koncentraciono-zavisna. ergem strukture i aktivnosti ovih
jedinjenja doslo se do zanimljivih zaktpka. Fukanefuromarin H delovao j&gaod
fukanefuromarina I, kao i fukanefuromarin J u gergu sa fukanefuromarinom K, Sto
navodi na zakljtak da je konfiguracija dimetildihidrofuranskog prstenacaea za
inhibitornu aktivnost ovih kumarina. Fukanefuromarin H je jakdaslijedinjenju6
izolovanom iz hloroformskog ekstrakta podzemnih orgBnéeuffelii a razlikuju se
samo u pogledu prisustva OH grupe na atomu C-9’ ugljoveédogilanca (Motai i sar.,
2013). Jos jedan metabolit strukturno veoméaslijedinjenjus, 2,3-dihidro-7-metoksi-
25, 3R*-dimetil-2-[4,8-dimetil-3E), 7-nonadienil]-furo[3,2]kumarin, koji se od
jedinjenja 6 razlikuje samo po prisustvu OGHimesto OH grupe na polozaju C-7
kumarinskog jezgra, inhibirao je produkciju NO, kao i ekspresiju IRNKQ$N\U istom
eksperimentalnom modelu (Motai i Kitanaka, 2006). lako postpdaci pokazuju da
jedinjenje 6 ne inhibira produkciju NO, zbog njegovog visokog sadrZzaja u
hloroformskom ekstraktu (10,92%) i pokazane aktivnosti njemu strukturno veoma
sliécnih jedinjenja, u perspektivi bi trebalo sprovesti dodatna ispitivanja kakse bi
ispitala njegova potencijalna uloga (i uc¢wa koncentracijama od 1Qg/ml) u
antiinflamatornoj aktivnosti ekstrakafa heuffelii

Uzimajwi u obzir postojée literaturne podatake moze se zalktjda jedinjenja
3, 4 i 10 svakakodoprinose antiinflamatornom delovanju hloroformskog ekstrakta
podzemnih organaF. heuffelii Antiinflamatorna aktivnost metanolnog ekstrakta
podzemnih organa ove biljke moze se makar delom objasniti aktivn@s$sutnih
fenolkarboksilnih kiselina (jedinjenjali 12).
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9. Gastroprotektivna aktivnost ekstrakata

Hloroformski i metanolni ekstrakt podzemnih orgaRa heuffelii su nakon
oralne p.0) primene ostvarili dozno-zavisni gastroprotektivni efekat u
eksperimentalnom modelu akutnog ulkusa pacova indukovanog oralnom primenom
apsolutnog etanola (akutni stres-ulkirsyivao.

Hloroformski ekstrakt ostvario je snazan i stallgtiznatajan efekat u sve tri
primenjene doze (25, 50 i 100 mg/kg). Gastroprotektivni efekat hloroformskog ekstrakta
je u dozama od 25 i 50 mg/kgo. (gastréni skor je u oba skiaja iznosio 0,5+0,45) bio
uporediv sa efektom 20 mg/kg.o. ranitidina (0,58+0,49), koji je primenjen kao
referentni lek. Gastni skor je u grupi tretiranoj hloroformskim ekstraktom u dozi od
100 mg/kgp.o. iznosio 0,25+0,42 (p<0,01), te se moze zaijda je u ovoj dozi
hloroformski ekstrakt ostvariojaefekat od referentnog leka (Slika 46).

Metanolni ekstrakt je u istim dozama ostvario nesto slabiju aktivacfekat je
takade bio dozno-zavisan. Nakon primene maksimalne testirane doze od 100maeg/kg
metanolni ekstrakt je ostvario protektivni efekat (géstrskor iznosio je 0,5+0,55) koji

je bio uporediv sa efektom ranitidina.
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O Metanolni ekstrakt

B Hloroformski ekstrakt
ODMSO

O Ranitidin (20 mg/kg)

Gastriéni skor

0 = T T
25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg Ranitidin DMSO

Slika 46. Gastroprotektivni efekat hloroformskog i metanolnog ekstrakta podhemni
organaF. heuffelii ispitivan u modelu akutnog ulkusa pacova izazvanog etanolom;
statisttka zn&ajnost (*p < 0,05, **p < 0,01) oddévana jeMann-WhitneyU-testom u

poreienju sa kontrolnom grupom (tretiranom rast¢ar).

Prethodna ispitivanja pokazala su da hlorogenska kiselina deluje
gastroprotektivno. U eksperimentalnim modelima ulkusa izazvanins@mestanola
(60%) i HCI (0,03M), (10Qul/10 g telesne mase), kao i nesteroidnim antiinflamatornim
lekom piroksikamom (100 mg/kgp.o), hlorogenska kiselina je ostvarila
gastroprotektivni efekat inhibiraju migraciju neutrofila, i vréaju¢i nivoe katalaze,
superoksid dismutaze, glutation peroksidaze i glutationa na miSevinmejoge ulkus
izazvan rastvorom etanol/HCI. Pored toga, hlorogenska kiselina je indilpioaast
koncentracije TNE i LTB4, ali nije dovela do normalizacije smanjenog nivoa
prostaglandina u modelu ulkusa izazvanog primenom piroksikama. Na osnovu
navedenih podataka iz literature moze se dakle pretpostaviti dagdwhsia kiselina,
makar deliméno, doprinosi gastroprotektivnom delovanju metanolnog ekstrakta
(Shimoyama i sar., 2013; Klein-Junior, 2012).
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Istrazivanje sprovedeno 2011. god. je ukazalo na gastroprotektivni pakencij
koloidnog rastvora oleogumirezirte assa-foetidaU dozi od 50 mg/kg.o. koloidni
rastvor asafetide ostvario je zagn efekat u nekolikan vivo modela ulkusa:
izazvanog imobilizacijom i potapanjem eksperimentalne zivotinje dnilaodu u toku
2 h (,cold restraint stres$, primenom aspirina (200 mg/kg, u toku 4 h) i
podvezivanjem pilorusa u toku 4 h (lranshabhi i Iranshahi, 2011).déakdoroformski,
etilacetatni,n-butanolni ekstrakti oleogumirezirte sinkiangensiskao i ostatak nakon
ekstrakcije ove oleogumirezine vodom odnosno destilacije vodenom partwarjliosu
gastroprotektivno delovanje kod pacova u modelu indometacinom (3 mgukg,
izazvanog ulkusa. U dozi od 1,3515 g/kg, hloroformski i etilacetatni ekgtriakénjeni
intragastréno ispoljili su efekat uporediv sa efektom kontrolnog leka famotidina
(0,003 g/kg) koji je primenjen na isti ¢ia. n-Butanolni ekstrakt je u istoj dozi ostvario
nesto slabiji efekat, dok je ostatak nakon ekstrakcije i degtiladstoj dozi ostvario za

oko 50% j&e delovanje od kontrolnog Ileka (Teng i sar., 2013).
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10. Antimikrobna aktivnost etarskih ulja, ekstrakata i metabolita

10.1. Antimikrobna aktivnost etarskih ulja

Gotovo sve aromatne biljke, kao i izolovana etarska ulja ostvaruju slabije ili
jace antimikrobno delovanje. Komponente etarskih ulja se, zahwaljlpofilnom
karakteru, naje&e inkorporiraju uéelijsku membranu mikroorganizama i na tagina
inhibiraju transport elektrona u procesu oksidativne fosforilacijeoké& koncentracije
etarskih ulja takée su u stanju da dovedu do lizelijske membrane i denaturacije
citoplazmatskih proteina. Veoni@sto je dezinfekcijski efekat etarskih ulja i njihovih
komponenti uporediv (ilcak i prevazilazi) efekat fenola koji se koristi kao agens za
poreienje (fenolni koeficijent predstavlja vrednost koja ugaje baktericidnu
aktivnost etarskih ulja i fenola) (Teuscher, 2006).

Antimikrobna aktivnost izolata (etarskih ulja, hloroformskog i metaogl
ekstrakta, kao i izabraniltistih metabolita podzemnih organa vrdte heuffeli)
ispitivana je bujon mikrodilucionim testom. Eksperimentalni protokol opigaru |
poglavlju 12.4. Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti ispitivaimzolata i
odgovarajdih antibiotika i antimikotika prema standardnim sojevima dati su u
Tabelama 24 i 25.

Sva tri etarska ulja su pokazala izrazenu antimikrobnu aktivhostp@eam (+)
bakterijamaS. epidermidigMIK=10,2-25,0ug/ml), M. flavus(MIK=6,8-28,2 ug/ml) i
M. luteus (MIK=10,2-13,7 ng/ml), dok je efekat prema Gram (-) bakterijama bio
generalno slabiji, sa izuzetkom ulja F1 koje je snazno ihibiraios@gak. pneumoniae
ATCC 13883 (MIK=6,2ug/ml). Sva tri etarska ulja su tak® snazno inhibirala rast sva
tri soja kvasniceC. albicans a MIK vrednosti su se nalazile u opsegu od
6,25-13,7ug/ml.

Prethodna ispitivanja pokazala su da elemicin, jedan od glavnih &assoja tri
etarska ulja, poseduje snazno antibakterijsko idgiarantifungalno delovanjéRossi et
al.,, 2007; Marston i sar., 1995Medutim, u ispitivanju antimikrobne aktivnosti
(metodom bioautografije) petroletarskog ekstrakta korena Wsteommunisprema

Gram (+) bakterijama, ovaj fenilpropan se nalazio u neaktivnoj frdR¢iYahya i sar.,
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1998). Takde, postoje rezultati koji ukazuju da i miristicin, kaa-pinen, koji su
zastupljeni u testiranim uljima u z¥gnim kolicinama, deluju antibakterijski i
antifungalno (Narasimhan i Dhake, 2006; Marston et al., 1995; Andreass, 198Q)
Dakle, pokazana antimikrobna aktivnost testiranih etarskih ulja mozmsem delom,
objasniti prisustvom pomenutih metabolita, uzindajuobzir njihovu zastupljenost.

Prethodno je ispitivan uticaj vremena prikupljanja asafetide na hersgstav i
farmakoloSku aktivnost etarskog ulja dobijenog destilacijom ove oleogungrez
Uzorci prikupljeni u junu i julu pokazali su z¢ggnu antimikrobnu aktivnost, p&emu
je najj&e delovanje ostvario uzorak prikupljen u julu (MIK=15,0-65@/ml). Ovaj
uzorak je jée inhibirao rask. coliod ulja F2 i F3, ali slabije od ulja F1. Inhibicija rasta
S. aureus(MIK=65,0£9,3 png/ml) bila je j&a od inhibicije koju su ostvarila sva ftri
etarska ulja@. heuffelii Aktivnost prema soji. subtilisbila je uporediva sa aktivnés
uzoraka F2 i F3, dok je antifungalna aktivnost prema kvasfici albicans
(MIK=18£28 ng/ml) bila slabija od aktivnosti sva tri etarska ufjaheuffelii Etarsko
ulje asafetide inhibiralo je rastSalmonella typh(MIK=58+7,1 ug/ml) i Aspergillus
niger (MIK=22+3,9 ng/ml) (Kavoosi i Rowshan, 2013).

Ispitivana etarska ulja F1, F2 i F3 pokazala su dujaktivnost prema
bakterijamaS. aureusB. subtilis E. faecalis E. colii kvasniciC. albicansod etarskog
ulja korenaF. glaucacije su se MIK vrednosti kretale od 7&/ml (zaB. subtilig do
1250 pg/ml (za S. aureusi C. albicany (Maggi i sar., 2009). Etarsko ulje
oleogumirezineF. gummosgpokazalo je zadovoljavaju aktivhost prema Gram (+)
bakterijamaS. aureus Listeria moonocytogeneg®1IK=1,56 ul/ml), dok je aktivnost
prema Gram (-) bakterijama bila slabija. Autori pretpostavilggubi antimikrobna
aktivnost mogla biti u velikoj meri posledica aktivhosti monoterpena p-pinena
(Abedi i sar., 2008).

10.2. Antimikrobna aktivnost ekstrakata i metabolita

Ekstrakti podzemnih organg. heuffelii pokazali su osrednju antimikrobnu

aktivnost. Oba ekstrakta su snaznije inhibirala rast Gram (+gfjakta najjae dejstvo
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hloroformski i metanolni ekstrakt ostvarili su prema bakterij@tephylococcus aureus
(MIK=12,5 pg/ml) i Micrococcus luteugMIK=50,0 i 12,5ug/ml, redom).

Testirana je i aktivnost 5 metabolita (u opsegu koncentracija Refdl)
prisutnih u testiranim ekstraktima: latifolond),( (6E)-1-(2,4-dihidroksfenil)-3,7,11-
trimetil-3-vinildodeka-6,10-dien-1-ona 3, dZzamirona 4), (2S¢,3R*)-2-[(3E)-4,8-
dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi-2,3-dimetilfuro[Rumarina (6) i
hlorogenske kiselinel().

Jedinjenjal i 11 nisu inhibirala rast nijednog mikroorganizma u testiranom
opsegu koncentracija. Jedinjeni je snazno inhibiralo rast Gram (+) bakterija:
M. luteus (MIK= 4 pg/ml; 11,2 uM), B. subtilis (MIK=4 png/ml; 11,2 uM) i S.
epidermidis(MIK=8 nug/ml; 22,5uM). Jedinjenje6 je takaie snazno inhibiralo rast
Gram (+) bakterijaM. luteus(MIK=2 pg/ml; 5,2uM) i S. epidermidigMIK=4 pg/ml;
10,5 uM), dok je jedinjenje4 najjace delovanje ostvarilo prema bakteli subtilis
(MIK=8 pg/ml; 22,5uM).

Aktivnos¢u jedinjenja 3, 4 i 6 moZe se objasniti antimikrobni efekat
hloroformskog ekstrakta prema bakterijarivk luteus (MIK=50 pg/ml), B. subtilis
(MIK=100 pg/ml) i S. epidermidigMIK=50 pg/ml). Naime, efekat ekstrakta jecia
prema bakterijam¥l. luteusi S. epidermidi<iji je rast snazno inhibiralo i jedinjenfg
najzastupljenije u ovom ekstraktu. Aktivhost ovog ekstrakta prema hal8eaureus
najverovatnije je posledica antibakterijskog delovanja nekih drugihbwiéts jer je
jedino jedinjenje4, i to samo u najuj testiranoj koncentraciji (64g/ml), inhibiralo
njen rast. Aktivnost metanolnog ekstrakta ne moze se objasniti akiivmEtivanih
metabolita, s obzirom da je jedino jedinjefjeorisutno u procentu od 1,39%, ostvarilo
antimikrobnu aktivnost, dok jedinjenjai 11, prisutna u ukupnom procentu od 4,61%,
nisu u testiranom opsegu inhibirala rast nijedne bakterije. MoZe lde, dakljwiti da
jedinjenje 6, makar delimino, doprinosi antimikrobonom delovanju metanolnog
ekstrakta, a da su neophodna dalja ispitivanja u cilju identifikovanjabolitsa
odgovornih za pokazano delovanje ovog ekstrakta.

Prethodno je ispitivana antifungalna aktivnost g ekstrakata korena
F. hermonisprema sojevimalternaria solanj Cladosporiumsp., Colletotrichumsp.,
Fusarium oxysporupMucor sp.,Penicillium italicum Pythiumsp.,Rhizoctonia solani

Rhizopus stolonifer, Stemphylium solanii Verticillium dahliae Medu testiranim
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ekstraktima najjéu aktivnost ostvario je etilacetatni ekstrat. Zajau aktivnost ostvarili
su i petroletarski, vodeno-etilacetatni i benzinski ekstrakt, dok magjy aktivnost
ostvario vodeni ekstrakt (Al-Mughrabi i Aburjai, 2003).

Prethodna ispitivanja pokazala su da brojna jedinjenja izolovanata naga
Ferula ostvaruju zn&jno antimikrobno delovanje. 1z petroletarskog ekstrakta korena
F. communis izolovana su tri aktivha jedinjenja. Daukanski estar,
14-(o-hidroksicinamoiloksi)-dauka-4,8-dien, ostvario je prema sojeviBnaaureus
B. subtilis Streptococcus duransE. faecalisinhibitornu aktivnost (MIK=6,83uM)
uporedivu sa aktivn@s streptomicin sulfata.

Ferulenol je ostvario joS da aktivnhost prema pomenutim sojevima
(MIK=1,72 uM), pri ¢emu je ovaj seskviterpenski kumarin ostvario snazno delovanje i
prema nekolikoMycobacteriumsp. sojeva pa bi se ovaj metabolit mogao smatrati
potencijalnim kandidatom u terapiji infekcija patogemfgcobacteriunsojevima (Al-
Yahya i sar., 1998)Cinjenica je, méutim, da je ferulenol ipak najslabiju aktivnost
ostvario prema najpatogenijem séju tuberculosis¢ak i u kombinaciji sa izoniazidom
(Nazari i Iranshahi, 2011). Strukturne modifikacije na molekulu feruleswlpokazale
da uvaienje hidroksi ili acetoksi grupe na;£ dovodi do smanjenja antimikrobne
aktivnosti, dok prisustvo benzoiloksi supstituenta na istom polozajdgwajaaktivnost

El-Bassuony i saradnici ispitivali su antibakterijski potencifafuzinola i
dijastereoizomera samarkandina prema Gram Bt)céreusi S. aureuy i Gram (-)
(Serratia sp., Pseudomonasp i E. coli) bakterijama. Feruzinol je ostvario snazan
inhibitorni efekat i prema Gram (+) i prema Gram () baktergadok je samarkandin
ostvario efekat samo prema Gram (+) bakterijama (Glisstayi Brodelius, 2012).
Galbanéna kiselina pojéava antimikrobnu aktivnost penicilina G i cefaleksina prema
S. aureusDalja ispitivanja su pokazala da u koncentracijama koje staprmaniZze od
citotoksnih ovaj kumarin dovodi do smanjenja MIK vrednosti za sve antibiotike
prema meticilin-, tetraciklin- i ciprofloksacin-rezistentn@mju S. aureuspa se danas
razmatra i njena potencijalna primena kao adjuvansa u terapijtiimfédn stanja (Nazari
i Iranshahi, 2011).
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11. Citotoksiéna aktivnost ekstrakata i metabolita

11.1. CitotoksEna aktivnost ekstrakata

Hloroformski i metanolni ekstrakt ispitivani su u opsegu koncentranja-
200 pg/ml i oba ekstrakta su pokazala snazno citotoksidelovanje. Rezultati su
izraZzeni kao 1G, vrednosti (koncentracija koje inhibira 50%lijskog rasta) i prikazani
su u Tabeli 26. Hloroformski ekstrakt je ostvario nekoliko pute jdelovanje od
metanolnog i 1G vrednosti su za sveelijske linije bile manje od 1ig/ml, a najj&u
aktivnost pokazao je prema MCE@lijskoj liniji (IC50=6,09+0,52 pg/ml). Metanolni
ekstrakt je najjéu aktivnost takde ostvario prema MCRaelijskoj liniji i ovaj efekat je

bio oko 1,5 puta ja u poreienju sa druge dveelijske linije.

Tabela 26. Koncentracije hloroformskog i metanolnog ekstrakta podzemnih organa
F. heuffelii koje su dovodile do 50% inhibicije prezivljavanjalijskih linijja Hela,
MCF7 i K562 nakon inkubacije tokom 72 h.siQvrednosti su izrazene kao srednja

vrednost = SD izraunate iz rezultata tri nezavisna eksperimenta.

IC 50 (ng/ml)
Ekstrakt
HelLa MCF7 K562
CHCI; 10,24+1,41 6,09+0,52 9,45+2,33
MeOH 70,28+3,76 47 57+1,49 76,48+7,42

Prethodno su i druge vrst®da Ferula ispitivane u cilju procene njihovog
citotoksicnog delovanja. Hajimehdipoor i saradnici ispitivali su citotékispotencijal
razlicitih  ekstrakata nadzemnih delova vrst&k. persica var. persica i
F. hezarlalehzaricaMTT testom nacelijskim linijama kancera jetre (HepG2), dojke
(MCF-7), kolona (HT29), plta (A549), kao i zdravihéelija bubrega goweta
(MDBK). Rezultati su pokazali da samo heksanski i hloroformski @kisttadzemnih
delova ove dve vrste ostvaruju citotaksi efekat prema pomenuti¢elijskim linijama

u testiranom opsegu koncentracija (do 1G§ml). Ekstrakti vrsteF. persicavar.
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persica su ostvarili j&e delovanje (16=22,3-71,8 png/ml) od ekstrakata
F. hezarlalehzaricglCs,=76,7-105,3ug/ml). Prema liniji MCF-7, koja je koré&na i u
Ispitivanjima u okviru ove disertacije, ekstrakti obe vrste pokazali su ne samouksest
slabiji efekat od hloroformskog ekstrakta heuffelij vet je citotoksénost bila slabija i
od metanolnog ekstrakt&. heuffeliii (Hajimehdipoor i sar., 2012)Prethodno je
pokazano da i deo metanolnog ekstrakta oleogumirezineFurassa-foetidaastvorljiv

u hloroformu ostvaruje jak citotoksii efekat prema linjama humnih kancera
(IC50<20 pug/ml).

11.2. CitotoksEna aktivhost metabolita

U cilju identifikacije metabolita odgovornih za pokazano citott@iksidelovanje
ekstrakata, testirano je 6 izolovanih jedinjenja: latifolby (6E)-1-(2,4-dihidroksfenil)-
3,7,11-trimetil-3-vinildodeka-6,10-dien-1-03), dZzamiron 4), (25¢,3R*)-2-[(3E)-4,8-
dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi-2,3-dimetilfuro[;Reumarin ©),
fukanedon B &) i bajgen C 9), u opsegu koncentracija 0-20M, a kao referentni lek
koris¢en je cisplatin. Svih Sest jedinjenja izolovano je iz hloroformskodrada
podzemnih organk. heuffelii a prisustvo jedinjenja i 6 potvideno je i u metanolnom
ekstraktu podzemnih organa iste vrste.

Jedinjenjel je pokazalo snazan citotokei efekat samo preméelijskoj liniji
K562 (1G5x=8,87+£0,56 uM). Efekat prema Heléalijskoj liniji je bio slab, dok prema
linijama MCF7 i MRC5 ovo jedinjenje nije dostiglo 50% inhibicijelijskog rastatak
ni u najveéoj primenjenoj koncentraciji (20QM). Jedinjenja3 i 4 su ostvarila jak i
medusobno gotovo idertan efekat prema linijama Hela @&10,21+0,31uM i
10,65+0,98 uM, redom) i K562 (1Gx=8,01+0,77 uM i 9,56+1,02 uM, redom).
Jedinjenje4 je ostvarilo i slab inhibitorni efekat prema liniji MCF7, zalidaz od
jedinjenja 3 koje u testiranom opsegu koncentracija nije dovelo do 50% inhibicije
¢elijskog rasta. Bitno je istada oba jedinjenja nisu inhibirala rast linije MRC-5, pa bi
se moglo zakljgiti da je citotokstan efekat koji ostvaruju ova dva metabolita
selektivan prema tumorskiréelijskim linijama. Jedinjenje6 i 9 (koja predstavljaju

stereoizomere), ostvarila su tdleosnazan i misobno uporediv citotok8ii efekat
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prema linijjama HelLa i K562. Jedinjenfgje ostvarilo najjai efekat od svih testiranih
metabolita prema liniji HeLa sa vred@oSICso od 6,54+0,07uM, dok je aktivhost
jedinjenja9 bila dva puta slabija (1§=14,42+0,3uM). Jedinjenjes je takaie ostvarilo
viSestruko jai efekat prema liniji MCF7 (16=22,32+1,32uM) u porelenju sa
njegovim sterecizomerom (¥-169,23+2,04 uM). Oba stereoizomera nisu u
testiranom opsegu koncentracija inihibirala rast linijje MRC-5, zbega se moze
zakljwiti da i oni ostvaruju selektivan citotoksi efekat. Jedinjenj8 je ostvarilo
zn&ajnu i selektivnu citotoks8nu aktivnost prema sve tri testirane tumorgkéjske
linije, a efekat je, stino ostalim testiranim metabolitima, bi&jgrema linijjama Hela i
K562 (1G50=10,54+1,61 i 8,49+0,21M, redom). Cisplatin je ostvario dacitotoksicni
efekat prema svim koi&nim ¢elijskim linijama kancera, ali je koncentracija u kojoj je
cisplatin inhibirao prezivijavanje 50%elija linije K562 bila svega dva puta niza od
koncentracije metabolita sa najslabijim delovanjem (jedinj@pjée se moze zakliti

da su testirani metaboliti ostvarili snazno citotokei delovanje prema ovaglijskoj
liniji. Takode, efekat jedinjenjab, najzastupljenijeg metabolita u hloroformskom
ekstraktu, prema liniji MCF7 bio je uporediv sa efektom cisplati&$R2,32+
1,32 uM i 18,67+0,75uM, redom). Bitno je naglasiti da je cisplatin inhibirao rast i
humanih fetalnih fibroblastéelijske linije MRC-5 (1Gy=41,56+1,72uM), te da je
selektivnost citotokgnog delovanja cisplatina znatno manje izrazena udpaje sa
metabolitima izolovanim iz podzemnih orgafaheuffelii.ICso vrednosti citotokginog
delovanja metabolita izolovanih iz podzemnih org&ndneuffeliidati su u Tabeli 27,
dok su grafici prezivaljavanja malignéelija i MRC-5 prikazani na Slikama 47, 48, 49 i
50. Iz prikazanih rezultata se moze zakljuda svi testirani metaboliti izolovani iz
podzemnih organg. heuffeliidoprinose citostatskom delovanju hloroformskog ekstrata
prema liniji K562. Takde, svi testirani metaboliti izuzev jedinjerfanajverovatnije u
znaajnoj meri doprinose citostatskom efektu hloroformskog ekstrakta prampa |
HelLa. Nasuprot tome, efektu hloroformskog ekstrakta prema liniji M@&prinose
samo jedinjenjad, 8 i narcito jedinjenje 6. Metanolni ekstrakt je, kao Sto je dve
napomenuto, ostvario znatno slabije delovanje od hloroformskog, a iz prikazanih
rezultata se moze zakdjii da jedinjenje6 doprinosi delovanju ekstrakta prema sve tri
¢elijske linije, dok jedinjenjel naverovatnije doprinosi samo efektu ostvarenom prema
liniji K562.
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Slika 47. Grafik prezivljavanja HelLatelija (%) u funkciji koncentracije testiranih
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Slika 48. Grafik prezivljavanja MCFZelija (%) u funkciji koncentracije testiranih

metabolita (LM)
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Slika 49. Grafik prezivljavanja K562elija (%) u funkciji koncentracije testiranih

metabolita (LM)
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Slika 50. Grafik prezivaljavanja MRC-5elija (%) u funkciji koncentracije testiranih

metabolita (nM)
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Tabela 27.Koncentracije testiranih metabolita3, 4, 6, 8 9 koje su dovodile do 50%
inhibicije prezivljavanjatelijskih linija HeLa, K562, MCF7 i MRC-5 nakon inkubacije
tokom 72 h

IC 50 (LM)
Jedinjenje

HelLa K562 MCF7 MRC-5
Latifolon (1) 86,81+1,21 8,87+0,56 >200 >200
(6E)-1-(2,4-Dihidroksfenil)-3,7,11-
trimetil-3-vinildodeka-6,10-dien-1-on 10,21+0,31 8,01+0,77 >200 >200
(3)
DzZamiron(4) 10,65+0,98 9,56+1,02 62,52+1,23 >200

(2S+,3R*)-2-[(3E)-4,8-Dimetilnona-
3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi-  6,54+0,07 8,85+0,84 22,32+1,32 >200
2,3-dimetilfuro[3,2e]kumarin(6)

Fukanedon B§) 10,54+1,61 8,49+0,21 49,61+0,56 >200
Bajgen C 9) 14,42+0,39 10,56+1,19 169,23+2,04 >200
Cisplatin 2,1+0,20  554+1,03 18,6740,75 41,56+1,72

ICso vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SOunede iz rezultata tri
nezavisna eksperimenta MTT testa.

Motai i Kitanaka su 2005. god., u cilju pk@mvanja inhibitornog efekta
jedinjenjal0 na produkciju NO, ispitivali njegov citotoksii efekat (0,3-10,@g/ml) na
liniji ¢elija slicnoj makrofagima misa (RAW264.7) tretiranim LPS/IFN-Nakon
inkubacije od 24 h jedinjenj&0 nije pokazalo zn#&jan citotoksini efekat (Motai i
Kitanaka, 2005a).

U poslednje dve decenije se veliki 2appridaje citotoksinim efektima koje
ostvaruju hidrokiskumarini, a samim tim i seskviterpenski kumarini. U ribz&avisne
studije iz 1997. god., Miglietta i saradnici su pokazali da pojediminj@nja
kumarinske strukture (kao npr. geipraverin), interaguju sa sistemdaotabula u
razlicitim celijskim linijama kancera i na taj tia inhibiraju rast i proliferacijuelija.
Nakon toga, u istrazivanju koje su sproveli Saleem i saradnici pokazdadgeulenol,
prenilovani 4-hidroksikumarin, prisutan u vrBticommunisostvaruje antikancerogeno
delovanje i deluje protektivno protiv bolesti posredovanih slobodnim radikalima (Nazari
I Iranshahi, 2011). Do sinih zakljwaka dosli su Bocca i saradnici 2002. god.
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identifikuju¢i ferulenol kao citotokshi agens koji bi mogao imati farmakoloski 2ap
Njihova istraZivanja su potvrdila citotoksio delovanje ovog kumarina prema nekoliko
razlicitih ¢elijskih linija kancera (MCF-7, SKOV-3, HL-60) u koncentraciji od 10,nM
100 nM i 1uM i takode potvrdila da ferulenol svoje delovanje ostvaruje interakcijom sa
mikrotubulima tako Sto stimuliSe polimerizaciju tubulima vitro, inhibira vezivanje
kolhicina za tubulin i dovodi do reorganizacije mikrotubula u kratka i tat&kna.
Pored toga ferulenol je uticao na morfologiglija linijje MCF-7, dovodé do oticanja
jedra u kome su se tavale zone nalik vezikulama (Bocca i sar., 2002). Nasuprot tome,
rezultati istraZzivanja iz 2007. god. pokazali su da tmderulenola i sistema
mikrotubula ne postoji zrkajna interakcija (Gertsch i sar., 2007). Iste godine Lahouel i
saradnici su fokusirali svoje istrazivanje na mitohondrijalne eftdigenola u cilju
identifikovanja t&énog mehanizma njegovog citotoksog delovanja. Rezultati njihovih
eksperimenata ukazali su @&jenicu da bi ova] kumarin svoje delovanje mogao
ostvariti inhibicijom procesa oksidativne fosforilacije u mitohondrgartvideno je
takaie da ferulenol u nizim koncentracijama inhibira sintezu ATP-a irdjugi
aktivnost adenin-nukleotid translokaze, a da u viSim koncentracijanta ut
preuzimanje kiseonika (Lahouel i sar., 2007). Umbeliprenin, 7-preniloksikamari
prisutan u nekoliko vrsteodaFerula (F. assa-foetida, F. persica, F. szowitsiargr.),
pokazalo da ovaj kumarin ostvaruje gajmo citotoksino delovanje. Antiproliferativni
efekat umbeliprenina, kao i efekat na prezivljavadgdija, ispitivan je resazurin
redukcionim testom prema nekolikeelijskih linija kancera kolona (DLD1), dojke
(MCF7), jajnika (PAl), prostate (PC3), pa (A549), na primarnim fibroblastima i
¢elijama metastaziranog malignog melanoma (M4Beu). Umbelipr@mimnhibirao
proliferaciju svih pomenutit€elijskih linija, a najsnazniji efekat a od cisplatina)
ostvario je prema M4Be¢elijskoj liniji (12,5 uM), dok sucelije linija MCF7 i DLD1

bile najmanje osetljive na delovanje umbeliprenina (Barthomeuf,iZ208). Valiahdi i
saradnici su 2013. god. ispitivali citotoksi potencijal metabolita prisutnih u vrstama
roda Ferula MTT testom i doSli do neSto drugjgh rezultata. Naime, u ovoj studiji
testirano je delovanje herniarina, prenilovanih  kumarina (umbeliprenina,
7-izopenteniloksikumarina), monoterpenskih estara (stilozitieangina izolovanih iz

F. oving, i monoterpenskih i seskviterpenskih kumarina (gativani kiseline,
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farneziferola A, diverzina, konferona, i mogoltadona, izolovanih iz Wstzowitsiana

F. persica F. diversivittata F. flabelliloba F. gummosai F. persica, redom) i

akantrifozida E n&elijske linije karcinoma ovarijuma (CH1), @la (A549) i melanoma
(SK-MEL-28). Rezultati ovog ispitivanja su dati u Tabeli 28 (Valiahdi i sar., 2013).

Tabela 28.Koncentracije testiranih metabolita izolovanih iz vrsta rBdeula koje su
dovodile do 50% inhibicije prezivljavanjéelijskih linjja CH1, A549 i SK-MEL-28

(Valiahdi i sar., 2013)

IC 50 (LM)
Jedinjenje
CH1 A549 SK-MEL-28
Konferon 38,8+7,0 63,8+30,0 7,7943,49
Farneziferol A 53,7+7,1 213+17 25,7+£1,2
Stilozin 79,945,9 44,3+5,4 24,1+4 3
Diverzin >250 >250 >62,5
Herniarin >250 >250 >62,5
Galbanéna kiselina 89,1+4,4 76,1+5,4 46,3+2,8
Mogoltadon 86,0£18,2 159+29 21,04£3,1
7-1zopenteniloksikumarin >250 >250 >62,5
Cimgin 46,6+1,8 44,6%0,7 38,4+0,8
Akantrifozid E >250 >250 >62,5
Umbeliprenin 13316 58,1+15,2 37,2+2,7
Cisplatin 1,3+0,3 2,2+0,05 0,2+0,03

Autori su zaklj&ili da testirani metaboliti (navedeni u Tabeli 28), prema izabranim

¢elijskim linijama kancera ostvaruju osrednji citotaksiefekat i da bi ih mozda trebalo

posmatrati pre svega kroz prizmu hemopreventivnih agenasa, odnosno hemosenzitizera.
Nasprot tome, nasa ispitivanja su pokazala da testirani metaboldvani iz

vrste F. heuffelii (koji do sada nisu ispitivani u pogledu citotaks aktivnosti)

ostvaruju snazno citotoksio delovanje prema linijama Hela i K562, dok jedinjedje

206



ovaj efekat ostvaruje i prema liniji MCF7. Taleg veoma snazan citotoksi efekat
prema ovoielijskoj liniji (IC50=3,4 ug/ml, odnosno 8,9 uM), kao i prema jos dve linije
hepatocelularnog karcinoma (HepG2 i Hep3B), ostvario je i bicikBeskviterpenski

kumarin konferol, strukturno gikn samarkandinacetatu prisutnom u rstneuffelii.
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ZAKLJU CClI
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1. Srpska velestika,F. heuffelii je endemska vrsta koja do sada nije
farmakognozijski protavana. U doktorskoj disertaciji ispitivani su podzemni
organi ove biljke: hemijski sastav i farmakoloSka aktivnost izoldtadh ulja,
ekstrakata i sekundarnih metabolita)

2. Etarska ulja, izolovana destilacijom vodenom parom iz podzemnih organa
prikupljenih na tri razliita lokaliteta u Republici Srbiji, hemijski su
okarakterisana primenom metoda gasne hromatografije: GC-FID i GC-MS.

3. Analizirana etarska ulja kvalitativno su bilacsia, ali su udene zn&ajne razlike
u koli¢ini pojedinih sastojaka. Dok su u etarskim uljima uzoraka poreklom iz
berdapske klisure i klisure reke Pek, najzastupljeniji bili faoipani, u ulju
uzorka poreklom iz Sevatke klisure dominirali su seskviterpenski
ugljovodonici. Glavni sastojak sva tri ulja bio je elemicin (12,5-35,4P0).
koli¢ini je u uzorcima poreklom iDerdapske klisure i klisure reke Pek sledio
miristicin (20,6 i 12,9%), a u ulju poreklom iz ¢8vake Klisure B-kopaen
(9,5%) iB-gurjunen (7,5%).

4. Hromatografijom na stubu silikagela i semipreparativnom HPLE, i
hloroformskog ekstrakta podzemnih orgaRa heuffelii izolovano je deset
jedinjenja: latifolon {), elemicin @), (6E)-1-(2,4-dihidroksfenil)-3,7,11-trimetil-
3-vinildodeka-6,10-dien-1-on 3), dzamiron 4), (35,4R*5R*)-3-(2,4-
dihidroksibenzoil)-5-[(&,7E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-iltetrahidro-4,5-
dimetilfuran-2-on  9), (25¢,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-
dihidro-7-hidroksi-2,3-dimetilfuro[3,Z]kumarin @), samarkandinacetat7)(
fukanedon B §), bajgen C9) i (2S,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-
il]-2,3-dihidro-7-hidroksi-2,3-dimetilfuro[2,3]hromon 0). Struktura
izolovanih jedinjenja odiivana je NMR spektroskopijom i HR-MS ESI
masenom spektrometrijom.

5. U hloroformskom ekstraktu je HPLC metodom, kéei§iem izolovanih
jedinjenja kao eksternih standarda, dere sadrzaj jedinjenjd (6,84%), 3
(4,16%),4 (1,74%) i6 (10,92%).

6. HPLC analizom, uz koréenje standardnih supstanci, u metanolnom ekstraktu

utvrdeno je prisustvo hlorogenske kiselirlgl), 3,5-dikafeoilhina kiselinel@),
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kao i jedinjenjal i 6. Metodom eksternog standarda u ekstraktu je dedre
sadrzaj jedinjenjdl, 6i 1iiznosio je 3,46, 1,39 1,32%, redom.

7. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u metanolnom ekstraktu, dedre
spektrofotometrijskim postupkom koéenjem FC reagensa, iznosio je 0,112 mg
ekvivalenata galne kiseline/mg suvog ekstrakta.

8. Antioksidantna aktivnost metanolnog i hloroformskog ekstrakta dedie je
razlicitim in vitro testovima: ispitivanjem njihove ukupne antioksidantne
aktivnosti i sposobnosti neutralizacije DPPH i 'OH radikala. Ukupna
antioksidantna aktivnost metanolnog ekstrakta bila je nekoliko puia oé
aktivnosti hloroformskog ekstrakta. Metanolni ekstrakt je dekmstvario
umeren antiradikalski efekat prema oba radikala, dok je hloroformskia&k
ostvario samo slab anti-DPPH efekat.

9. Antiradikalska aktivnost etarskih ulja podzemnih orgBnaeuffeliisakupljenih
sa sva tri lokaliteta u Republici Srbiji, ispitivana je test@mosobnosti
neutralizacije DPPH radikala. Etarska ulja poreklombierdapske Kklisure i
klisure reke Pek ostvarila su skoro dvostrukéi gfekat u poréenju sa uljem
poreklom iz S¢evacke klisure.

10. Spazmolittka aktivnost izolata podzemnih organa srpske veledtkaguffelii
(etarskog ulja uzorka poreklom f2erdapske klisure, ekstrakata i metabolita
4, 6 i 11), ispitivana jein vitro na izolovanom ileumu pacova u tri
eksperimentalna modela (ispitivan je uticaj na spontane kontrakmjariakcije
izazvane ACh i KClI).

11.Etarsko ulje je ostvarilo koncentraciono-zavisan i stékisinatajan efekat u
sva tri modela. Ekstrakti su tak® ostvarili koncentraciono-zavisnu
spazmolittku aktivnost u sva tri modela, ptiemu je spazmolitki efekat
metanolnog ekstrakta bio i statéti znatajan. Metanolni ekstrakt je, u odnosu
na hloroformski, snaznije relaksirao spontane kontrakcije i kontrakeiprane
KCI, dok je efekat ekstrakata na kontrakcije izazvane ACh bidustdno
uporediv.

12.Jedinjenjal i 11 su snazno relaksirala spontane kontrakcije ileuma, dok je efekat
jedinjenja4 i 6 bio nesto slabiji. Svéetiri metabolita su inhibirala kontrakcije
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izazvane ACh, dok su jedinjenjai 6 znaajno redukovala i spazmogeni efekat
KCI.

13.U modelu edema Sapice pacarazvanog karageninom, ekstrakti su pokazali
dozno-zavisan i statigki znatajan antiedematozni efekat, pemu je metanolni
ekstrakt bio nesto efikasniji u odnosu na hloroformski. Efekat metanolnog
ekstrakta (50 mg/kg.0.), bio je uporediv sa efektom indometacina (8 mg/kg
p.o), koji je korig&en kao referentni lek. Analizom histoloSkih preparata Sapica
pacova tretiranih metanolnim ekstraktom (100 mgfag), potviden je
antiinflamatorni efekat ispitivanog ekstrakta.

14.U eksperimentalnom modelu akutnog stres ulkusa na pacovima izazvanog
oralnom primenom apsolutnog etanola, ekstrakti su pokazali dozno-zavisan i
statisttki znatajan gastroprotektivni efekat, ptfemu je efekat hloroformskog
ekstrakta bio izrazeniji u odnosu na metanolni. Efekat hloroformskog (2&gmg
p.o) i metanolnog ekstrakta (100 mg/kgo) bio je uporediv sa efektom
ranitidina (20 mg/kg.o), koji je kori&en kao referentni lek.

15. Sva tri uzorka etarskog ulja ostvarila su snazan inhibitorni efekatgpGram
(+) bakterijama:Staphylococcus epidermidiMicrococcus flavus M. luteus
Efekat prema Gram (-) bakterijama je bio slabiji, sa izuzetktamskog ulja
podzemnih organa poreklom izé¢8vake klisure, koje je snazno inhibiralo rast
sojaKlebsiella pneumoniaeSva tri uzorka su takie snazno inhibirala rast tri
soja kvasnic&€andida albicans

16. Hloroformski i metanolni ekstrakt podzemnih orgahaheuffelii su snaznije
inhibirali rast Gram (+) bakterija u odnosu na Gram (-) baktehigjjace
dejstvo hloroformski ekstrakt ostvario je prema bakteji luteus dok je
metanolni ekstrakt najsnaznije inhibirao rast bakteBifaphylococcus aureus
M. luteus

17. Od 5 testiranih metabolita (jedinjerfia3, 4, 6i 11), jedino su jedinjenj&, 4i 6
ostvarila antimikrobnu aktivnost i to samo prema ddném sojevima Gram (+)
bakterija. Jedinjenje3 je najsnaznije inhibiralo rast bakterijél. luteus S.
epidermidisi B. subtilis jedinjenje6 rast bakterijaVl. luteusi S. epidermidisa
jedinjenje4 rast bakterijeB. subtilis
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18. Hloroformski i metanolni ekstrakt ostvarili su citotalemn efekat prema tri
tumorskecelijske linije: HelLa, K562 i MCF7. Hloroformski ekstrakt je ispolji
viSestruko j&e citotokséno delovanje u odnosu na metanolni. Najbolju
aktivnost oba ekstrakta pokazala su présigskoj liniji MCF7.

19. Ispitivanje citotoksine aktivnosti jedinjenjd, 3, 4, 6, 81 9 pokazalo je da ona
ostvaruju snazan efekat prema liniji K562, a da sva osim jedinjeogavaruju
snazan efekat i prema liniji HeLa. Ova aktivnost bila je 2-3 gldahija od
cisplatina. Jedinjenj6 je ostvarilo najjai efekat prema liniji MCF7 koja je bila
uporediva sa cisplatinom, 2-3 put&gaod jedinjenja i 8, i nekoliko puta j&a
od njegovog stereoizomera jedinjeBjaledinjenjal i 3 nisu pokazala aktivnost
prema ovojcelijskoj liniji. Vazno je naglasiti da, za razliku od cisplatina
nijedno od testiranih jedinjenja nije delovalo citotéks prema liniji humanih
fetalnih fibroblasta (MRC-5).

20.Jedinjenje 6, (2Sf,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-
hidroksi-2,3-dimetilfuro[3,2s]kumarin, ostvarilo je snazan, stati&ii znaajan i
koncentraciono-zavisan spazmakii efekat, selektivni citotok&ni efekat koji
je premacelijskoj liniji MCF-7 bio uporediv sa efektom cisplatina, kao i
izrazeno antimikrobno delovanje prema bakterijdvhduteusi S. epidermidis
Dobijeni rezultati predstavljaju dobru osnovu za dalja ispitivanja ovog
metabolita, kako farmakoloSka, tako i hemijska (QSAR studije ikistnoue
modifikacije). S obzirom da je ovaj metabolit u hloroformskom ekstraktu
prisutan u velikoj koliini (109,16 mg/g suvog ekstrakta), podzemni organi
srpske velestike se mogu posmatrati kao bogat izvor ovog potandgdbovitog
jedinjenja.

21.Hemijskim ispitivanjem podzemnih organa srpske velestike, heuffelij
dobijene su informacije o strukturi i sadrzaju sekundarnih metabolitaseban
zn&aj ogleda se u izolovanju retkih jedinjenja. Rezultati ispitivanja
farmakoloSke aktivnosti izolata ukazuju na &@jan lekoviti potencijal ove
bilike, a samim tim i na njen z&a kao potencijalno nove biljne lekovite

sirovine.
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Biografski podaci o kandidatu

Ivan N. Pavlow roden je u Nisu 18. aprila 1980. god. Gimnaziju ,B&&@nkové" u
NiSu zavrSio je sa prosgom ocenom 5,00 kao nosilac Vukove diplome. Srednju
muzicku Skolu ,Dr Vojislav Vigkovi¢" u NiSu zavrSio je sa odlinim uspehom.
Farmaceutski fakultet Univerziteta u Beogradu upigaSkolske 1999/2000. god. 2004.
god., kao jedan od 500 najboljih studenata u Srbgbio je stipendiju Vlade Kraljevine
Norveske. Diplomirao je 6. aprila 2006. god. sanote 10 na diplomskom ispitu i
pros€nom ocenom tokom studiranja 9,45. Diplomski rad pothzivom:
.Morfoanatomske karakteristike i osnovna hemijsiqativanja dve podvrstathamanta
turbith (L.) Brot. (Apiaceae)“£iji je mentor bila prof. dr Silvana Petra@yiodbranio je
na Katedri za farmakognoziju. Tokom studiranja k& ¢lan Sportskog drustva
Farmaceutskog fakulteta ¢estvovao je u IPSF programu studentske razmene.

Doktorske akademske studije iz Farmakognozije naveédritetu u Beogradu —
Farmaceutskom fakultetu upisao je oktobra 2006. Jatom doktorskih studija dva
puta je boravio na Institutu za farmaceutsku biplogJniverziteta u Frajburgu,
Nemaka, kao istraziva saradnik: 2006. god. (mesec dana) na projektuwovanija
prirodnih proizvoda iz vrst& paruna thecaphora (Poepp. et Endl.) A. DC. i ispitivanju
njihovog citotokstnog potencijala i 2008. god. (5 meseci) na projgktetklinickog
ispitivanja triterpena izolovanih iz kore breze.dluio je vojni rok u Vojsci Republike
Srbije 2007/08. god.

Od januara 2009. god. zaposlen je kao istr&Zprgpravnik na Katedri za
farmakognoziju Univerziteta u Beogradu — Farmadegdakulteta, najpre na Projektu
br. 143012: ,lspitivanje lekovitog potencijala lkika: morfoloSka, hemijska i
farmakoloSka karakterizacija“, a od januara 201dd.gna Projektu br. 173021:
.Ispitivanje lekovitog potencijala biljaka: morfalka, hemijska i farmakoloSka
karakterizacija“. Januara 2014. god. izabran jgang istrazivé-saradnik.

Clan je Metunarodnog drustva za préavanje lekovitih biljaka — Gesselschaft

fur Arzneipflanzenforschung (GA). Govori engleskiamaki jezik.



UsjaBa o ayTopcTBY

MoTnucaxu-a Usau H. [Tasnosuh

6poj ynuca 23/06

Usjasrbyjem

[a je foKTopcka gucepTauuja nog HacrnoBom

d)apmaxornosuicxo UCIUTUBAILE MO 3BEMHUX OpPraHa CPIICKe BeJIeCTUKE,

Ferula heuffelii Griseb. ex Heuffel (Apiaceae)

e pes3ynTtart COoncTBeHOr UCTpaXmBadkor paja,

e [a npepnoxeHa guceprauuja y LenuHu HA Y Aenosuma Huje 6una npegnoxeHa
3a pobujakbe BUNO Koje Aunnome npema CTyAWjCKAM fporpamuma apyrux
BVCOKOLLIKOMCKMX YCTaHOBA,

e [la Cy pe3yntati KOPEeKTHO HaBedeHn

e [ia HUCAM KpLUMO/Na ayTopcka npasBa W KOPUCTUO WHTENeKTyarHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MNMornuc gokTopaHaa

Y Beorpagy, _23.01.2015. roz,

A,




U3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LWITaMMNaHe U eNneKTPOHCKe
Bep3uje JOKTOpPCKOor paga

Wme n npeaume aytopa _MBaH H. llasosuh

Bpoj ynuca 23/06

Cryaujcku nporpam _Papmansja - PapMakoriosmja
¢apmax0rﬂo3nicxo HCIUTHUBAKGE NOJ3eMHUX OPrada CpucKe BeJjieCTUke,
Hacnos pafna _ Ferula heuffelii Griseb. ex Heuffel {Apiaceae)

MeHTop Mpod. ap Cunsana llerposuh

Motnvicann HBaH H. Masnosuh

n3jaBrbyjem ga je wramnaHa Bepsuja Mor JOKTOPCKOr paja WUCTOBETHA E€NeKTPOHCKO]
Bepauju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBake Ha noprtany [OururanHor
penosutopujyma YHuBepauteta y beorpaay.

[losBorbaBam ga ce ob6jaBe Moju NuM{HM nogauy BesaHu 3a pobujare akagemckor
3Batba JOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy uMe 1 npesumMe, roauHa u mMecto pofierwa n fatym
onbpaHe paga.

OBM nuyHKM rnogauu mMory ce o6jaBuTU Ha MpeXHUM CcTpaHuuamva aururanHe
61bnnoTeke, y eneKkTPoHCKOM KaTanory v y nybnukauyjama YHusepsuteTa y beorpagy.

Motnuc pgokTopaHaa

Y Beorpagy, _23.01.2015. roj.




UsjaBa o kopuwhery

Osnawhyjem YHusepsuteTcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y [urutanHu
penosuTopujym YHusepsuteTa y beorpagy yHece mojy QOKTOpPCKY Auceprauujy nop
HacrnoBom:

Cbapmalcori{o:mjcxo HCITUTHUBAILE MOA3EMHMX OprafHa CpICKe BeJICCTHKE,

Ferula heuffelii Griseb. ex Heuffel (Apiaceae)

Koja je mMmoje ayTopcko gerno.

[vcepTaumjy ca cBMM npunosuma rnpegao/na cam y enekrpoHckom popmaTty norogHomM
3a TpajHO apxuBUpar-e.

Mojy pokTopcky AucepTauujy noxpareHy y AurutantHu penosutopujym YHuBepsuteTa
y beorpagy mory ga kopucte cBu Koju noluTyjy oApeade cagpkaqe y ofabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyuo/na.

1. AyTopcTBo
AyTopCTBo - HekoMepumjanHo
. AyTopcTBO — HekoMepuujanHo — 6es npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLIMjarHO — JENUTK MoA UCTUM YCroBUMa
5. AytopcTteo — 6es npepage
6. AyTopcTBO — AEnUTK Nog UCTUM ycroBuma

(Monumo ga 3aokpykute camo jefHy of LWecT noHyfleHux nuueHuu, kpaTak onuc
NULIeHUM AaT je Ha nonefuHu nucta).

MoTriuc gokropaHaa

Y Beorpapgy, 23.01.2015.roA.




