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

Rezime

Predmet doktorske disertacije bio je analiza hémgssastava 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
isto¢ne Srbije, jugozapadne Rumunije i zapadne Bugar€ke 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: &vatkoj klisuri, Derdapskoj klisuri i klisuri Peka.
Etarska ulja su izolovana destilacijom vodenom parb hemijski okarakterisana
metodama GC-FID i GC-MS. Etarsko ulje izolovang@adzemnih organa poreklom iz
Sicevatke Kklisure (F1) bilo je bogato seskviterpenima T48) i fenilpropanima
(17,0%), a glavni sastojak bio je elemicin (12,5%tarska ulja izolovana iz podzemnih
organa prikupljenih Werdapskoj klisuri (F2) i klisuri Peka (F3), karaksao je visok
sadrzaj fenilpropanskih jedinjenja (56,0 i 29,7%dom), pricemu su elemicin (35,4 i
16,8%, redom) i miristicin (20,6 i 12,9%, redom)li Imajzastupljenije komponente.
Razlike izméu ispitivanih etarskih ulja bile su pre svega kvatit/ne prirode.

Kombinacijom odgovarajiih hromatografskin tehnika za razdvajanje |
izolovanje sekundarnih metabolita (hromatografijaa nkoloni silikagela i
semipreparativna HPLC) i strukturnih instrumentalnimetoda (jedno- i
dvodimenzionalna NMR spektroskopija i HR-MS ESlispektrometrija), 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-il]tetrahidro-4,5-dimetilfam-2-on §) i fukanedon B §)], dva
seskviterpena prenil-furokumarinskog tipa $(BR*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-
dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi-2,3-dimetilfuro[2-clkumarin 6) 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[2,3b]lhromon (0] i
jedan seskviterpenski umbeliferil etar [samarkaratietat 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% jedinjerdja4,16% jedinjenjé8, 1,74%
jedinjenja4 i 10,92% jedinjenj&.

U metanolnom ekstraktu (ME), HPLC metodom, idehktifiana sucetiri
metabolita: jedinjenjd i 6, kao i dve fenolkarboksilne kiseline: hlorogenska) (i 3,5-
dikafeoilhina kiselinaX2). HPLC metodom u ME kvantifikovana su jedinjetje& i 11
i njihov sadrzaj iznosio je 1,15, 1,39, i 3,46%gom. Sadrzaj ukupnih fenola u ME
odreien je spektrofotometrijski kodgénjemFolin-Ciocalteu reagensa i iznosio je 0,112
mg ekvivalenata galne kiseline/mg suvog ekstrakta.

Antioksidantna aktivnost ekstrakata podzemnih caganheuffelii ispitivana je
invitro. Ukupna antioksidantna aktivnost, ofitea FRAP testom, iznosila je 0,80l
Fe*/mg suvog ME, odnosno 0,i8nol F€*/mg suvog HE. Anti-DPPH aktivnost ME
bila je umerena (S§=62,5 ug/ml), a HE slaba (Sf=145,5ug/ml). ME je u opsegu



koncentracija od 5-20ug/ml ostvario koncentraciono-zavisnu neutralizacifOH
radikala, ostvarivSsi u koncentraciji od 2@g/ml 49,54+3,16% inhibicije. U
koncentracijama iznad 2Qg/ml aktivnost je opadala, Sto je objasSnjeno ptisus
supstanci sa pro-oksidantnom aktiveleSHE u testiranom opsegu koncentracija (3,75-
100 pg/ml) nije doveo do neutralizacije "OH radikala.aSvi etarska ulja pokazala su
zadovoljavajadu anti-DPPH aktivnost (S6-22,43-47,7%1/ml).

Spazmolittka aktivnost izolata (etarskog ulja F2, ekstrakktm i jedinjenjal,
4, 6 1 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 ispilo je snazno, koncentraciono-
zavisno i statistki znatajno spazmolitiko delovanje. U koncentraciji od 37&/ml
ostvarilo je prema spontanim kontrakcijama relaksaefekat uporediv sa efektom
atropina (14,44.g/ml). Ovo ulje je u opsegu koncentracija od 15¢@8nl 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+12,68%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 sponatnim kontigna ostvario koncentraciono-
zavisan spazmolitki efekat i u koncentraciji od 0,3 mg/ml ostvari6911%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 konaewtji 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
snhazno inhibirao kontrakcije ileuma izazvane AGloveo 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. Jedinjenja(28,8 uM) i 11 (28,2 uM) su u gotovo identnim
koncentracijama ispoljila snazan i statistiznaajan relaksantni efekat koji je iznosio
93,20:26,57% (za jedinjenj&) i 95,95+31,90% (za jedinjenjtl) efekta atropina (6,4
uM). Jedinjenjeb je delovalo slabije i u koncentraciji od 26®1 ostvarilo efekat od
46,13+21,50% efekta atropina. Efekat jedinjehj@stiran je samo u koncentraciji 22,5
uM i iznosio je 37,03+21,86% efekta atropina. Sediri testirana metabolita ostvarila
su spazmolitii efekat prema kontrakcijama izazvanim ACh. Aktighgedinjenjal
ispitivana je u koncentracijama 9,6M i 19,2 uM. Jedinjenje 1 ostvarilo je
spazmolitéki efekat u manjoj, ali ne i u ¥ej primenjenoj koncentraciji. Efekat ovog
jedinjenja bio je ja prema nizim koncentracijama ACh, gegmu 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%. Najlaspazmolittki efekat prema kontrakcijama
izazvanim ACh ostvarilo je jedinjenj@ Ovo jedinjenje (20,9M) uticalo je na sve
primenjene koncentracije ACh dovdidedo smanjenja maksimalnog efekta na



52,91+17,75%. Aktivnost jedinjenjal takade je ispitivana u dve koncentracije: 22,5
uM i 45,0 uM. lako je u koncentraciji od 4pM jedinjenje11 redukovalo maksimalni
kontraktilni efekat ACh na 68,22+11,35%, testir&umacentracija ovog jedinjenja bila
je visoka, pa se moze zakljti da ono ostvaruje slab spazmolilii efekat prema
kontrakcijama izazvanim ACh. U ovom eksperimentainmodelu kao referentni lek
koriséen je atropin. Primenjen u koncentraciji od OuM, atropin je ostvario viSestruko
jaci efekat od svih testiranih metabolita i doveo dwasjenja maksimalnog efekta ACh
na 17,38+1,62%. Od testiranih metabolita, samoesinjenjal i 6 ostvarila snazan i
statisttki znatajan spazmolitki efekat prema kontrakcijama izazvanim KCI.
Primenjeni u koncentracijama od 288! (1) i 26,2uM (6), ova dva metabolita dovela
su do smanjenja efekta KCI na 43,53+7,78%, odnodball+14,10%, redom.
Jedinjenja4 (16,88 uM) i 11 (28,2 uM) ostvarila su slabiju aktivnost i dovela do
smanjenja efekta KCI| na 81,14+4,56% i 61,73+26,783dpm. Kao referentni lek, u
ovom eksperimentalnom modelu k@e# je alverin, koji je u koncentraciji od 84
potpuno ponistio efekat KCI (1,75+2,96%). Efektistieanih izolata u svim
eksperimentalnim modelima bili su reverzibilni nakepiranja preparata ileunigrod-
ovim rastvorom. HE je inhibirao i kontrakcije izelne traheje pacova izazvane KCI
(80 mM). U koncentraciji od 1,3 mg/ml on je potpysmnistio 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 mggkg). Primenjen u dozi od 100
mg/kg, ME je ostvario ja antiedematozni efekat (84,00+22,03%) od indomegac
(76,00+19,32%). HE je takie ostvario statistki znatajan antiedematozni efekat koji je
ipak bio slabiji od efekta ME i indometacina. Primen u koncentracijama od 50 i 100
mg/kg p.o.; HE je ostvario uporediv antiedematozni efekat ,168213,42% i
64,71+17,98%, redom). Analizom histoloSkih prepargapica pacova u kontrolnoj
grupi ua@ena je izrazena inflamacija, koju je karakterisailisustvo edema delijskih
infiltrata, dok navedene inflamatorne promene mistektovane u grupi koja je tretirana
ME u dozi 100 mg/kg. Dobijeni rezultati ukazuju raaajnu antiinfalamatornu
aktivnost ekstrakata.

Gastoprotektivno delovanje HE i ME (primenjemlo.) 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 ramiad(20 mg/kgp.o.), a
u dozi od 100 mg/kgfekat ovog ekstrakta bio j@ak jai od efekta referentnog leka.
ME je takale ostvario dozno-zavisan i stati&ii znatajan gastroprotektivni efekat.
Ovaj efekat je méutim 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 organaheuffelii (HE i ME, etarskih
ulja, kao i jedinjenjal, 3, 4, 6 i 11), ispitivana jein vitro, bujon mikrodilucionim
metodom prema Sest standardnih sojeva Gram (ir3oj Gram (—) bakterija, kao i tri
soja kandide, a dobijeni rezultati su izrazeni kaioimalne inhibitorne koncentracije
(MIK). Najsnazniju antimikrobnu aktivnost etarskfausu ostvarila prema Gram (+)
bakterijamaStaphylococcus epidermidis (MIK=10,2-25,0 ug/ml), Micrococcus luteus
(MIK=10,2-13,7 ug/ml) i M. flavus (MIK=6,8-28,2 ug/ml), dok je efekat prema Gram
(-) bakterijama bio slabiji. Sva tri etarska ulja sakaie, snazno inhibirala rast kandide,
a MIK vrednosti su se kretale u opsegu koncentacg 6,2-13,7ug/ml. HE i ME



ostvarili su umereno antimikrobno delovanje, aatagfekat oba ekstrakta ostvarila su
prema Gram (+) bakterijam& aureus (MIK=12,5 pg/ml) i M. luteus (MIK=50,0
pug/mli 12,5ug/ml, redom). Jedinjenjh, 3, 4, 61 11testirana su u opsegu koncentracija
2-64 ug/ml. Jedinjenjal i 11 nisu inhibirala rast nijednog mikroorganizma uitesiom
opsegu koncentracija. Jedinjerjeje snazno inhibiralo rast Gram (+) bakteripd:
luteus i Bacillus subtilis (MIK=4 pg/ml; 11,2uM) i S epidermidis (MIK=8 pg/ml; 22,5
uM). Jedinjenje6 je takaie snazno inhibiralo rast bakterij. luteus (MIK=2 pg/ml;
5,2uM) i S epidermidis (MIK=4 pg/ml; 10,4uM), dok je jedinjenjed najjate delovanje
ostvarilo prema bakterijB. subtilis (MIK=8 ug/ml; 22,5 uM). Analizom dobijenih
rezultata zakljgeno je da bi jedinjenj&, 4 i 6 mogla u zn&ajnoj meri doprinositi
antimikrobnom efektu HE prema bakterijaiMaluteus, B. subtilisi S. epidermidis.

Citotokstna aktivnost izolata podzemnih orgaka heuffelii (HE i ME, |
jedinjenjal, 3, 4, 6, 81 9), ispitivana je MTT testom prema ttelijske linija kancera:
karcinoma grita materice (HelLa), karcinoma dojke (MCF7) i mijdineé leukemije
(K562), dok je na liniji humanih fetalnih fibroblas (MRC-5) ispitivana selektivnost
citotoksknog delovanja metabolita. Ekstrakti su u opseguw&otracija od 12,5-200,0
ug/ml pokazali snazno citotoksio delovanje, a HE je ostvario viSestruko snaznije
delovanje od ME. 16 vrednosti HE prema svielijskim linijama kancera bile su nize
od 11ug/ml, a najja&i efekat ekstrakti su ostvarili prema liniji MCFIC60=6,09+0,52
pg/ml za HE 1 47,57+1,499/ml za ME). Svi testirani metaboliti, izuzev jeginja 1,
ostvarili su uglavnom snazno delovanje prema swimarskim ¢elijskim linijama, a
njihova aktivnost upodena je sa aktivnés cisplatina. Najj& efekat metaboliti su
ostvarili prema liniji K562 i njihove Igy vrednosti kretale su se od 8,010 (za
jedinjenje3), do 10,56+1,19M (za jedinjenje9), dok je cisplatin ostvario neStocja
aktivnost (1G¢=5,54+1,03 uM). Prema HelLacelijskoj liniji svi metaboliti, osim
jedinjenja 1, ostvarili su snaznu citotoksiu aktivnost, pricemu je najja efekat
ostvarilo jedinjenje (IC50=6,54+0,07uM), a najslabiji jedinjenj® (ICs0=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 aktvinost
prema liniji MCF7, a jedino je jedinjenj6 (ICs,=22,32+1,32uM) ostvarilo efekat
uporediv sa efektom cisplatina €&18,67+0,75uM). Vazno je, méutim, naglasiti da,
za razliku od cisplatina, nijedan od metabolitany testiranom opsegu koncentracija,
doveo do 50% inhibicije rasta normalnih humanihalfgh fibroblasta (MRC-5).
Zakljuéeno je da testirani metaboliti podzemnih orgknaeuffelii ostvaruju selektivho
citotoksino delovanje.

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

Klju ¢ne redi: Ferula heuffelii, ekstrakti podzemnih organa, seskviterpeni,
seskviterpenski kumarini, fenilpropani, farmakolagktivnost.
Naucna oblast: Farmacija.

Uza nauna oblast: Farmakognozija.
UDK broj:



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 peinni
species which grows predominantly in gorges andysfdaces inEastern Serbia, and
locally in Southwestern Romania and Western Budgafihis plant has not been
previously investigated for chemical composition @hmarmacological 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%, retigely) being the main compounds.
The differences in chemical composition between #ssential oils were mainly
quantitative.

From the chloroform extract (CE) of. heuffelii underground parts 10
compounds were isolated and identified by combingwgtable chromatographic
techniques for separation and isolation of secgndanetabolites (column
chromatography and semipreparative HPLC), as welltexhniques for structural
elucidation (one- and two dimensional NMR speciopsc 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-vinyldode®,10-dien-1-one 3] and
dshamirone4)], two sesquiterpenes of prenyl-benzoylfuranomeeti(3S*,4R* 5R*)-3-
(2,4-dihydroxybenzoyl)-5-[(B,7E)-4,8-dimethylnona-3,7-dien-1-yl]tetrahydro-4,5-
dimethylfuran-2-one §) and fukanedone B8]], two sesquiterpenes of prenyl-
furocoumarin-type [(2,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimethylnona-3,7-dien-1-yl]-2,3-dihydro-7-
hydroxy-2,3-dimethylfuro[3,2-c]Jcoumariré 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 idfecation of four
metabolites: compoundd and 6, as well as chlorogenic acidll) and 3,5-
dicaffeoylquinic acid 12). The amount of compounds (1.15%),6 (1.39%) andll
(3.46%) was determined using HPLC method. Totalnphes content in ME,
determined usingrolin-Ciocalteu reagens, was 0.112 mg of gallic acid equivallent/mg
of dry extract.



Antioxidant activity of extracts was investigated vitro. Total antioxidant
activity, investigated using FRAP assay of the M&\0.98umol F&*/mg dry weight,
and of the HE (0.1@mol F&*/mg dry weight). Investigation of 'OH radical scaging
potential showed that ME in 5-2@/ml concentration range dose-dependently inhibited
creation of this radical and that the highest dtgtiwas achieved in dose of 2@/ml
(49.54+3.16% of inhibition). Higher concentration$ the extract (40, 80 and 160
ug/ml) exhibited weaker activity and this decrease inhibition could be partly
explained with pro-oxidative effect of some compaseof the extract. CE exhibited no
effect in tested concentration range (3.75-10@.§@nl). ME exhibited moderate anti-
DPPH activity (SG=62.5 ug/ml), while the activity of CE was weak (§5145.5
ug/ml). Essential oils demonstrated good anti-DPEBtiVidy (SC50=22.43-47.7%u/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 aaodtractions induced with
acetylcholine (ACh) and potassium chloride (KCI)l E2 exhibited strong, significant
and dose-dependant antispasmodic activity. Theetaked spontaneous contractions of
the isolated ileum and the effect obtained in catregion of 375ug/ml was comparable
to effect of atropine (14.44g/ml). In the concentration range from 154¢@ml, this
oil exhibited strong relaxant effect against cocticns induced with ACh. After
incubation with 75.0Qug/ml of the oil, even the highest concentration®Gh did not
induce dose-dependent contractions of the ileum #oel effect of the highest
concentration of ACh was reduced to 12.5+12.6%. ®ile(25.00-250.00ug/ml)
concentration-dependently relaxed the contractiodsced with 80 mM KCI, andh
concentration of 250.0Qug/ml almost completely abolished the response td KC
(10.01+23.35%). CE showed relaxant effect agaipsihtaneous contractions and in
concentration of 0.3 mg/ml it achieved 10%28.26% of atropine effect (6iM). CE
relaxed the contractions induced with ACh as w&B. mg/ml of extract influenced all
concentrations of ACh except for the highest ort@lenin concentration of 0.1 mg/ml it
reduced also the maximal effect of ACh to 48.53&886. The effect against
contractions induced with KCI was quantitativelgngar to one of essential oil. Applied
in concentration of 0.3 mg/ml, extract reduced raxiile effect of KCI to
13.19+26.79%. ME exhibited strong, significant antbncenration-dependant
antispasmodic activity. In concentration of 1Q@/ml, ME exhibited stronger
spasmolytic effect then atropine (6u#1) on spontaneous contraction. Applied in the
same concentration, extract inhibited contractialieited with ACh and led to
reduction of the maximal effect of ACh to 26.35#8%. Activity of ME (10-60
ug/ml) was tested against KCI induced contractionisvall. In highest concentration
used, extract led to reduction of the effect of K&Ch4.42+11.26%. Compoundg1-6
pg/ml), 6 (1-10 pg/ml) and 11 (1-10 pg/ml) exhibited relaxant effect against
spontaneous contractions of isolated ileum. Comgedn(6 ug/ml; 28.8uM) and 11
(10 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 concation of
10 pg/ml (26.2 uM) achieved 46.13+21.50% of atropine effect. Thdivag of
compound4 was tested only in concentration ofug/ml (22.5uM), and it achieved
37.03£21.86% of atropine effect. All tested metébsl affected contrations induced
with ACh. Activity of compoundl was assessed in concentrations of 9.6 and 4.2
Incubation with 9.6uM of compoundl led to reduction of maximal effect of ACh to



89.341£19.92%. Compound4 exhibited slighlty better relaxant effect and in
concentration of 22.5M lowered maximal ACh effect to 68.09+11.50%. Thm®isgest
spasmolytic effect amongst tested compounds was\azhwith compoun@. Tested in
concentration of 20.9M it inhibited all applied concentrations of ACh tiwithe
reduction of the highest effect of ACh to 52.91#bP6. The activity of compountil
was investigated in two concentrations: 22.5 and 481. Compound11 (45 uM)
reduced the maximal effect of ACh to 68.22+11.35U,the applied concentration was
considered high and it was concluded that this @amg exhibits weak antispasmodic
activity against contractions induced with AChttms experimental model, similarly to
investigation of activity on spontanous contractioatropine 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 contractionsluced with KCIl. Applied in
concentrations of 28.8M (compoundl) and 26.2:M (compoundb), these metabolites
inhibited the effect of KCI to 43.53+7.78%, and MEt14.10%, respectively.
Compound4 (16.88uM) and11 (28.2uM) demonstrated weak relaxant activity in this
model and led to reduction of KCI effect to 81.146% and 61.73+26.78%,
respectively. In this series of experiments, aher{8.4uM) was used as a reference
drug. It showed stronger activity compared to tst®empounds and completely
abolished the effect of KCI (1.75+2.96%). Spasmolgtfects of all tested isolates were
reversibile after washing witfiyrod solution. CE inhibited contractions of isolated rat
trachea induced with KCI (80 mM) as well. In conitation 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 oBb8 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 pawsouoitrol 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@tis 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 ehodias used on rats. Oral
administration of both extracts significantly reddcthe incidence and severity of
ulceration in ethanol-induced ulcer model and tliflece was dose dependant CE
exhibited strong and significant protective acyivaind administerred 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 thaximal tested dose (100
mg/kg) of ME xibited significant protective effeadbmparable with ranitidine.

Antimicrobial activity of isolates (essential oibs¢tracts, and compounds3, 4,

6 and11),was investigatech vitro using the broth microdilution method. Antimicrobia
activity was investigated using six laboratory ATGttains 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 ug/ml), Micrococcus flavus (MIC=6.8-28.2 ng/ml) and M. luteus
(MIC=10.2-13.7ug/ml), while the effect against Gram (-) bacteriasvwweaker. The
best inhibitory effect oils exhibited agairStalbicans (MIC=6.2-13.7ug/ml). Extracts
exhibited moderate atntimicrobial activity, andsigest inhibition was achieved against
Gram (+) bacterieéS aureus (MIC=12.5 pg/ml) and M. luteus (MIC=50.0 and 12.5
ug/ml, respectively). Compoundsand11 did not inhibit growth of any microorganism
in tested concentration range (2 — &fml). Compound strongly inhibited growth of
Gram (+) bacteriaM. luteus (MIC=4 ug/ml; 11.2uM), Bacillus subtilis (MIC=4 pg/ml;
11.2 uM) and S epidermidis (MIC=8 pg/ml; 22.5uM). Compound6 exhibited strong
inhibition of growth of Gram (+) bacteriad. luteus (MIC=2 pg/ml; 5,2 uM) and S
epidermidis (MIC=4 ng/ml; 10,5 uM), while compound4 exhibited the strongest
activity againsB. subtilis (MIC= 8 ug/ml; 22.5uM). From the presented results it can
be postulated that antimicrobial activity of CE tods Gram (+) bacterid. luteus, B.
subtilis and S. epidermidis can be, at least partly, explained by synergatiivity of
compounds3, 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 results we
expressed as Hgvalues. The cytotoxic effect was assessed onolfening cancer cell
lines: Human cervical adenocarcinoma (HelLa), breasicer (MCF7), immortalised
myelogenous leukemia (K562). For assessment o$alextivity of the cytotoxic effect
of metabolites human fetal lung fibroblasts (MRCa®re used. Extracts were tested in
concentration range from 12.5-20Qu@/ml and both showed strong cytotoxic activity.
CE exhibited stronger activity compared to ME anhdan be seen that 4gvalues for
all cancer cell lines were lower then fid/ml. Extracts exhibited the strongest activity
against MCF7 cell line (16=6.09+0.52ug/ml for CE and 47.57+1.48g/ml for ME).
Results indicated that high cytotoxic activity wiesmonstrated for all tested compounds
against K562 (16=8.01-10.56 puM), and, except for compoufd against HelLa
(IC50=6.54-10.65 uM) cell line. This activity was onlyeav times lower than the one of
cisplatin. Considering activity against MCF7 cdahd, only compounds exhibited
activity (1C50=22.32+1.32 uM) comparabk® activity of cisplatine (16=18.67+0.75
UM). It is important to mention that in the non-carous lung fibroblasts (MRC-5), all
tested compounds were significantly less cytotdixan cisplatin. It was concluded that
metabolites of the underground partd-oheuffelii exhibit selective cytotoxic activity.

Investigation of underground parts lef heuffelii gave informations considering
type and amout of secondary metabolites. Demoestragharmacological activity of
isolates (essential oils, extracts and metabolitefated significant medical potential,
and therefore the importance of this species aanpiatly new natural raw material.

Keywords: Ferula heuffelii, secondary plant metabolites, sesquiterpenesyiseguene
coumarins, phenylpropanoids, pharmacological agtivi

Academic expertise:Pharmacy.

Major in: Pharmacognosy.

UDC number:






1. ROAFEIUIA L. e e e e e e e e 2
1.1.Ferula heuffeliiGriseb. X HeUffel............uuiiiiiiiiiii et 4
2. Sekundarni metaboliti vrsta roBarula................oeevveiiiiiiiiiii e 6
P2 I (T |1 1 F= ] o TP 6
2.1.1. Seskviterpenski umbeliferil (7-hidroksikumetri................cccc. 10
2.1.2. Seskviterpenski etri derivati izofraksidina............ccccoeeiieii s 12
2.1.3. Prenilovani 4-hidrokSiKUmMarini.........cccccoeiiiiiiiiiiieiieee e 13
2.1.4. Seskviterpeni prenil-furokumarinskog tipa...........ccccceeeveiiiiiee, 13
2.1.5. Monoterpenski KUMEAINT ..............uummmmmereeuimmminiiiniii s nasnnseseee 14
A o [ (o]0 0 (o] o | TP 15
2.3. Jedinjenja Sa SUMPOIOM ... ..coii i e ettt e ettt ettt ettt e et e eeeseeeaeeeeeeaaaaaaaaaaas 16
A T a1 o] (0] o = o | [ PP 17
2.5. Seskviterpeni i seskviterpenski @St ..o 17
2.6. ELarska UlJa .....cooooieieeeeeeee e 18
3. Tradicionalna upotreba vrsta ragarula.............ccooeee e, 74
4. FarmakoloSka aktivnost vrsta rdB@rula. ... 76
O | PP T PPRR 84
MATERIJAL | METODE ..ottt ettt ettt e e esne e 86
I = 1 T g F= LT = LS 87
P Y o T L - L (0 | - PP 87
3. I1zolovanje, odréivanje sadrzaja i analiza sastava etarskih ulja................ccccccoeee. 89
3.1. 1zolovanje etarsSkin UlJai..............ee e oo 89

3.2. GC-FID i GC-MS analiza etarskih ulja ... oo, 90



i b = (o b= W =] Y = 1 L e TP 91

5. I1zolovanje sekundarnih metabolita iz hloroformglekstrakta..............ccccceeeennnnnen 9ol.
5.1. Razdvajanje hloroformskog ekstrakta hromafggm na stubu silikagela............. 91
5.2. Analitcka i semipreparativna HPLC analiza hloroformskogtekta .................... 94

6. Analiticka HPLC analiza metanolnog ekstrakta........ccocoee oo 96

7. Odreivanje ukupnih fenolnih jedinjenja u metanolnomtedstu.................c.cvvveeeenn... 96

8. Ispitivanje antioksidantne aktivnosti ekstrakiagtarskih ulja............ccccccvvvviiveinnnnnn. 97
8.1. Ispitivanje ukupnog antioksidantnog poteneifdRAP test) ekstrakata................. 98
8.2. Ispitivanje sposobnosti neutralizacije "@idikala ekstrakata ....................o.... Q0.

8.3. Ispitivanje sposobnosti neutralizacije DPP#ikala ekstrakata i etarskih ulja..... 101

9. Eksperimentalne Zivotinje koésne za ispitivanje spazmodkie, antiiflamatorne i

gastroprotektivne aktivnosti izolata.........cccoomeniii e 102
10. Ispitivanje spazmolitke aktivnosti etarskog ulja, ekstrakata i metahalit............. 102
10.1. Izolovanje i postavljanje Preparata ...ccccece...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieiiieieeieereeeereeeeee 104
10.1.1. Izolovanje i postavljanje ileuma PaCOVA .cca...cooeeeieeeeeeeeeeeeeeee e 104
10.1.2. Izolovanje i postavljanje traheje pacova.............ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiieieenn, 105
10.2. Uticaj izolata na spontane kontrakcije izaloog ileuma ...........cccceevvvevvevieeeneennn. 105

10.3. Uticaj izolata na kontrakcije izolovanog iteai izazvane acetilholinom (ACh) ..106

10.4. Uticaj izolata na kontrakcije izolovanog iheal i traheje izazvane kalijum-hloridom

[ ) I TP PPPRR 107
11. Ispitivanje antiinflamatorne aktivnosti eKSTEK. ... 107

11.1. Ispitivanje antiedematozne aktivnosti eksttak..................ccccco e 107

11.2. HistoloSka analiza pogreh preseka Sapica pacova..................ceeeeeeeeeeeeennen. 108
12. Ispitivanje gastroprotektivne aktivnosti eKBEER ..................oeeviiiiiiiiiiiiiiiiees e 110

12.1. Eksperimentalni protokol ispitivanja gastwipktivnog delovanja ekstrakata....111



13. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti etarskiljaylekstrakata i metabolita ................... 113

13.1. Standardni sojevi MiKroorganizama .........cooeoeeiieiiiiiiiiiiiiie e 113
13.2. Kultivacija mikroorganizama ............ccccecieiiiiiiiiiiiiiiieeieeiee e ee e e 115
13.3. Standardni @ntIDIOTICI ..............e i e e et erere e 116
13.4. Bujon mikrodilUCIONI TEST .........ueiiitcceeeieiieiieieeiee ettt beeeeee e e e eeees 116

14. Ispitivanje citotokgne aktivnosti ekstrakata i metabolita..... ... eeeeeeeeeeeiiennnnnn 117

o R =Y ] S 0 =T 117
14.2. Hranljiva POAIOQA .........uuuuuuie s commme e eveeeiesaeeenesseenennnssesesnnsssnsannnnseeseeseeseees 118
14.3. TretmargelijSKin liNGa ... 118
14.4. Odrdivanjecelijskog prezivljavanja — MTT teSt..........ceuuurerrmrrmmrmmimminnninnniinnens 119
REZULTATI I DISKUSIJA . ..ttt 122
1. Hemijski sastav etarsSkin UlJa.............ueuuueeiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie i mmmmme e 123
2. ldentifikacija sekundarnih metabolita izolovaigtloroformskog ekstrakta .............. 131
2.1. Jedinjenje 1 (JatifOlOnN) ..........u e ittt e e 131
2.2, Jedinjenje 2 (ElEMUCIN) ......uuueiiiiiei e 133
2.3. Jedinjenje 3 (B)-1-(2,4-dihidroksfenil)-3,7,11-trimetil-3-vinildaka-6,10-dien-1-
(0] 0 ) ISR 134
2.4, Jedinjenje 4 (AZamilON)........e eeeeeeimeeeamaae s e e as e e e e e ee e e e e s eeeensenennnnnes 136
2.5. Jedinjenje 5 (&,4R*,5R*)-3-(2,4-dihidroksibenzoil)-5-[ (&, 7E)-4,8-dimetilnona-
3,7-dien-1-il]tetrahidro-4,5-dimetilfuran-2-0n) ................eueviviiiiiiiiiien - 139
2.6. Jedinjenje 6 (&,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-
hidroksi-2,3-dimetilfuro[3,25]Kumarin) ... 141
2.7. Jedinjenje 7 (samarkandinacetat) ......cccccceeeeeeeiiiiiiiiii e 145
2.8. Jedinjenje 8 (fukanedon B) ............. oo ieesis e 147

2.9. Jedinjenje 9 (DAJGEN C) ...oeiiiiiiiiie i s 150



2.10. Jedinjenje 10 (8,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-
hidroksi-2,3-dimetilfuro[2,3B]hromon) ... 152

3. HPLC analiza hloroformskog ekstraktédentifikacija i kvantifikacija sekundarnih
T2 = o To ]| €= S SSPPPPPR 154

4. HPLC analiza metanolnog ekstraktalentifikacija i kvantifikacija sekundarnih

(10172 oo 1 = NPT PP PPPPP 156
5. Odrativanje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja........ccccooooioiiiiiiiii, 216
6. Antioksidantna aktiVNOST ...........oooii i 162
6.1. Antioksidantna aktivnost metanolnog ekstrakta...............ccccccvvviiiiiienennnnnn. 162
6.2. Antioksidantna aktivnost hloroformskog ekstaak................ccccciin. 165
6.3. Antioksidantna aktivnost etarskin ulja..............eevvviviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee. 166
7. Spazmoliitka aktivnost etarskih ulja, ekstrakata i metabalita..............ccoceeeeeeeennnn. 167
7.1. Spazmolitika aktivnost etarskog Ulja ..........ccoeeveviiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeee 168
7.2. Spazmolitika aktivnost hloroformskog ekstrakta.........ccceeeeeveeeeiiieiinniiiinneenen. 172
7.3. Spazmolitika aktivnost metanolnog ekstrakta..............uueevevvviviviiiiininiiinnnninnn. 175
7.4. Spazmolitika aktivnost metabolita.............oooo i 177
8. Antiinflamatorna aktivnost ekstrakata................eeeeeeeii s 187
9. Gastroprotektivna aktivnost ekstrakata ... 191
10. Antimikrobna aktivnost etarskih ulja, ekstrakametabolita ...............cccccceeeeeen. 193
10.1. Antimikrobna aktivnost etarskin Ulja. ...cccce. i 193
10.2. Antimikrobna aktivnost ekstrakata i metatalit..............ccccoceviiiiiiiiiiiiiinc s 195
11. CitotoksENa aKEIVNOSE .......cooeiiieee et e e 200
11.1. Citotoksina aktivNOSt €KSrakatal ............eeveiiiicmmmme i 200
11.2. Citotoksina aktivnost metabolita...............eeviiiiiiiiiiiiiiiii e 201

ZAKLIUCC oo et e e et e e e e e e e e 208



LITERATURA ..o s

PRILOZI



UuvoD



1. RodFerula L.

Rod Ferula L. pripada familiji Apiaceae (Umbelliferae). Ovanfilija obuhvata oko
300 rodova sa oko 3000 vrsta koje su rasprostranpenceloj Zemlji, i to pretezno na
severnoj hemisferi. Brojni predstavnici ovog rodacsl antékin vremena bili poznati kao
izvor oleogumirezina, koje su primenjivane u tramhi@lnoj medicini raztiitih naroda:
asafetida* (npr. izZ~. assa-foetidalL., F. alliacea Boiss.,F. foetida Regel iF. narthex
Boiss.), sagapenum (k. persicaWilld. i F. szowitsianaDC), galbanum (iZ. gummosa
Boiss.), sumbul (iF. moschatgReinsch) Koso-Pol.) i afiki amonijak (izF. tingitanal. i

F. communid..) (Kurzyna-Miynik i sar., 2008).

Predstavnici ove familje né&%e su zeljaste jednogodiSnje, dvogodiSnje ili
viSegodisnje biljke, a vrlo retko mogu biti i polunovi. Stabljike, zahvaljujii razvijenom
kolenhimu, dostizu visinu do 3 m, uz pné&k od oko 5 cm. Listovi su o&mo krupni,
naizmentno rasporéeni i nafeke su, na razite na&ine, jednom ili viSe puta perasto
deljeni. Lisna drSka ili liska pri osnovi prelazeliani rukavac koji obuhvata stabljiku.
Cvetovi su naje&e dvopolni, sitni i aktinomorfni, dok se ponekadgimodu Stitova mogu
n&i i cvetovi zigomorfne simetrije. Cvetovi su gruais nage&e u sloZzene Stitove kod
kojih se bé&ne grane zavrSavaju prostim Stitovima. Cvetodierenogu biti sakupljeni i u
proste cvasti i tada ove cvasti imaju oblik glavitspod glavnog Stita cvasti maniji ili &ée
broj priperaka obrazuje involukrum. Cvetovi se sgsbd petasinih listica, pet kruninih
listi¢a, pet prasnika i 2 oplodna listi CaSica uglavnom ima oblik petozubog obruba na
gornjem delu plodnika, ali je n@g&e slabo razvijena i neprimetna. Krémi listi¢i su beli,
zuti ili crveni, nageXe useeni ili dvoreZnjeviti, retko celog obod@esto se moze ili da
su vrhovi krunénih listica povijeni ka unutrasnjosti. Kod zigomorfnih cvedokrunéni
listici su nejednaki, préemu su vé cvetovi lokalizovani prema spoljasnjoj strani stia

Prasnici su slobodni, adak je sa dvookim (i jednookim), potcvetnim plodnikom, pri

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



¢emu se u svakom okcu nalazi po jedan semeni zamegaglodniku s&esto mogu ugiti
nektarije koje imaju oblik mesnatog ja&ita (lat.discug, odnosno istaknutog proSirenja —
stilopodijuma (latstylopodiun). 1z nektarija se izdizu dva stdhiciji su zigovi uglavnom
lepljivi. Plod je Sizokarpijum. Kada sazri, Sizoggum se raspada na dva jednosemena
merikarpijuma koji su neko vreme vezani za karpofélodovi su na unutrasnjoj strani
pljosnati, a na spoljasnjoj isptgni. Na svakom plodu moZze secitbpet glavnih, uzduznih
rebara (tri ldna i dva bona — lat.juga primarig u kojima se n&e&e nalaze provodni
snopti. lzmedu primarnih rebargesto se nalaze i sekundarna rebra jl@a secundarin

U perikarpu, uglavnom iznde glavnih rebara u brazdama (laittae intrajugalig, nalaze
se kanali sa etarskim uljem, ali se oni @kanogu néi i na ventralnoj strani (latvittae
commissuralis Seme je razitog oblika i grae i cesto prirasta za zid plodnika.

Rod Ferula ¢ine viSegodiSnje billke sa razvijenim i zadebljalineomom i
korenom. Listovi predstavnika ovog roda su viSdsiruperasto deljeni. Cvetovi
lokalizovani u vrSnim Stitovima su hermafroditnglkdse u bonim cvastima nalaze muski
cvetovi.Casini zupci su jedva primetni, dok su krani listi¢i Zuti ili Zu¢kastozeleni. Plod
je spljosten i po obodu je zadebljao. U brazdamaadazi po 1 kanal sa etarskim uljem.
Rod je dobio naziv od latinske cieferula, 5to u prevodu zra prut (Siba), jer se suva
stabljika vrsteF. narthexjosS u anttko doba koristila za Sibanje dece, pre svega Zato
jako prasti, a slabo udara (Nik&li1973). Stabljike ovog roda, ukraSene SiSarkona oar
vrhu, i prekrivene puzavicama, predstavljale ssusr (gr.thyrsug, Stap za hodanje,
nage&e povezivan sa Dionisom i njegovim sledbenicima&isa i menadama (Kurzyna-
Mtynik i sar., 2008).

Centar diverziteta ovog roda nalazi se u centralzepadnoj Aziji (Drude, 1898),
pri ¢emu se u centralnoj Aziji nalazi oko 130 vrstakoflh je oko 100 endemskih. U Flori
SSSR opisano je 96 vrsta roderula, od kojih je 66 endemskih. U Flori Irana opisane su
53 vrste, od kojih su 33 endemske, dok je u FlomsKe i Isténih Egejskih ostrva opisano
18 vrsta, od kojih je 9 endemskih @aglu i Duman, 2007).

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

e Ferula communisL. — dzinovski komor&a (eng. Giant fennel je vrsta koja

naseljava Mediteran. Obuhvata 2 podvrste:



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

« Ferula tingitanal. — naseljava juznu i jugoistou Spaniju, Portugal i severnu
Afriku. Veoma je skna vrstiF. communisosim Sto su lisni reznjevi deligmo
srasli.

» Ferula sadleranaLedeb. — naseljava suve, stenovite predele sevecpatralne
Madarske, Slové&ke, zapadne i centralne Rumunije.

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

* Ferula nudaSprengel — naseljava uglavnom jugoisto Rusiju.

* Ferula orientalisL. — raste na suvim travnjacima juzne Ukrajine ggistaine
Bugarske na nadmorskim visinama od 1600-2900 m.

* Ferula tataricaFischer ex Sprengel — naseljava stepske tererntecnag Ukrajini i

jugoistainoj Rusiji.

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

I istocnoj Ukrajini i jugoist@noj Rusiji.

Za floru Srbije konstatovana je samoheuffelii— srpska velestika (Nikalj 1973).

1.1.Ferula heuffdii Griseb. ex Heuffel

Srpska velestika je viSegodisSnja biljka sa repasattebljalim rizomom i korenom i
snaznom stabljikom koja moze déstisinu i do 1,5 m.Stabljika je okrugla, glatka, sitho
izbrazdana i u gornjem delu razgranata. Grangesto prsljenasto raspdene i zavrSavaju
se Stitovima. Listovi su 3-4 puta perasto deljsi i goli. Samo mladi listovi mogu biti
maljavi. Prizemni i donji listovi se nalaze na déigen drSkama; krupni su (duzine 50-70
cm) i uglavnom su jajastog ili trouglastog oblikaznjevi i is€ci prvog reda su trouglasto
jajastog oblika i nalaze se na duakgian drSkama; reznjevi poslednjeg reda su linearno

lancetasti, goli i sa jednim nervom; uglavhom spi,tudok vrSni reznjevi mogu biti i



zasSiljeni. Gornji listovi su redukovani u rukavacvetovi su sakupljeni u mnogobrojne
Stitove sastavljene od 4-7 zrakova duzine 2,5-4askni listi¢i su slabo primetni, dok su
kruni¢ni listi¢i zuti. Plod je dugék 9-11 mm i jako je spljoSten. Stdbsu glaviasti,
povijeni i dugi do 2 mm, dok je stilopodijum k&an. Plodéi imaju naboranu povrSinu, a
na poprénom preseku se mogu ¢&ib trouglasta rebra na deoj i krilata rebra na kmoj
strani. Perikarp je tanak. U brazdama se nalazjedan kanal sa etarskim uljem, a na
ventralnoj strani se nalaze petiri kanala. Naseljava kamenjare, stenovite terkigure i

krec¢njacke litice ist@ne 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 igojee vrste su
intenzivno prodavane u poslednjih tridesetak godina. Najzastuipljegrupu sekundarnih
metabolitacine kumarini i to najege seskviterpenski kumarini. 1z predstavnika ovogaro
izolovani su joS i seskviterpeni, seskviterpensiitdni, daukanski estri, i jedinjenja sa

sumporom (Nazari i Iranshahi, 2011).

2.1. Kumarini

Kumarini su derivati benza-pirona, odnosno laktona-hidroksicis-cimetne
kiseline. Naziv kumarini pate od naziva za juznoame&kd drvoDipteryx odorataWilld. -
“coumarou” (syn.Coumarouna odorat@ubl.). Iz semena ove vrste 1822. god. je po prvi
put izolovan kumarin koji je kasnije @@n u joS oko 150 vrsta iz 30 radih familija. Do
danas je izolovano i opisano oko 1000 ratzh kumarina, pricemu su oni najjednostavije

strukture Siroko rasprostranjeni u biljnom carsiok se ontije su strukture kompleksnije



nagese javljaju u vrstama familija Fabaceae, Asteraceaaraito Apiaceae i Rutaceae
(Evans, 2009; Hansel i sar., 1999).

Prema strukturi kumarini se dele na jednostavnesterociklene. Jednostavni
kumarini su supstituisani OH ili OGHyrupama, né&p&e u polozaju C-7, altesto i u
polozajima C-6 i C-8. Heterocikini kumarini nastaju ciklizacijom 7-hidroksikumarikaji
su prenilovani u polozaju C-6 (linearni tip) ilipolozaju C-8 (angularni tip), a dele se na
furokumarine (furanokumarine) i piranokumarine. Karmi se u drogama mogu da
slobodni ili glikozilovani, a Seer se vezuje preko hidroksilne grupe na polozafy C-7 ili
o-hidroksitrans-cimetne (kumarne) kiseline, odnosno derivathidroksicis-cimetne
(kumarinske) kiseline (Petravi sar., 2009).

Iz vrsta rodaFerula do sada je izolovan veliki broj kumarina od kojile¢cma
pripada klasi seskviterpenskih kumarina. Seskwiiesgi kumarini predstavljaju veoma
zanimljivu grupu prirodnih proizvoda kod kojih jel& terpenski lanac vezan etarskom
vezom za OH grupu na polozaju C-7 kumarinskog galyrC-C vezom za ugljenik na
polozZaju C-3 4-hidroksi kumarina. Seskviterpeninir&urokumarinskog tipa predstavljaju
posebnu grupu seskviterpenskih kumarina. Seskeitsip kumarini su kao sekundarni
metaboliti prisutni u nekim biljkama iz familija Agreae, Asteraceae i Rutaceae, a
najzastupljeniji su u vrstama rodo¥arula, HeptapteraMargot. & Reut.,HeracleumL.,
Peucedanunt., AngelicaL. (Apiaceae)Artemisial. (Asteraceae) HaplophyllumJuss.

(Rutaceae).

U poslednjih 20 godina je iz vrsta rodgerula izolovano oko 130 razlitih
seskviterpenskih kumarina i smatra se da oni imajaliki hemotaksonomski ziaj za
ovaj rod. Odkan primer predstavljaju dva hemotipa vrstecommuniskoji naseljavaju
Sardiniju. Jedan hemotip sadrzi taks®, prohemoragijske 4-hidroksikumarine i izaziva
ferulozu, veomaesto trovanje stoke koja tokom ispaSe unese oykubiDrugi hemotip
sadrzi seskviterpenske kumarinske etre, nije otravana terapijsku primenu. U ovom
trenutku, poznavanje biosintetskog puta za sinteaskviterpenskin kumarina je

ogranteno. Smatra se da nastaju iz dva prekursora: fduditzsfata (FDP) i kumarina.



Biosinteza FDP mevalonatnim putem je dobro pema. 1zopentenil-difosfat i dimetilalil-
difosfat su intermedijeri koji taki® nastaju u plastidima mevalonatnim putem. kwmeva
dva biosintetska puta postoji komunikacija i santiim Cs jedinica seskviterpenoida moze
pot&i iz mevalonatnog puta. Danas se pretpostavlja dasirteza kumarina iz
fenilpropanskih jedinjenja ukljiwje i CYP450 zavisne enzime. Ova pretpostavka sesd
pre svega na para- i meta-hidroksilaciju cinamoilpg u p-kumarnu kiselinu i
kafeoilSikimat, redom, dok orto-hidroksilacija hatksicimetnih kiselina predstavlja
najzna&ayjniji korak u biosintezi kumarina. Ovaj vid hidslacije zahteva prisustvo CoA-
estara kao supstrata, a katalizovan je Fe(ll)- ak@sglutarat-zavisnom dioksigenazom
(F6'HI). Na taj na&in npr. dolazi do konverzije feruloil-CoA u skopbfe u vrsti
Arabidopsis thaliana(L.) Heynh., a stina orto-hidroksilacija kumaroil- i sinapoil-CoA
ortologim enzimima bi mogla biti uklfiena u biosintezu umbeliferona i izofraksidina,
redom.

Do sada je predlozeno nekoliko biosintetskih putaaraintezu 4-hidroksi kumarina,
a prema dva najbolje préena, ovi metaboliti nastaju aktivries fungalne CYP450
monooksigenaze i bisfenil sintetaze. Danas su dploaieni i biosintetski putevi kojima
dolazi do prenilovanja kumarinskog jezgrao Rrenilovanje umbeliferonasgedinicom
(dimetilalil-difosfatom) prilikom formiranja fitoaksina u kulturamaelija vrste Ammi
majus L. katalizovano je dimetilalil-difosfat umbeliferodimetilalil-transferazom. Ovaj
enzim je lokalizovan u membrani endoplazmatskogguktma. MozZe se pretpostaviti da su
slicne membranske farnezil-transferazkljucene u sintezw-farnezilovanih kumarina.
Cikli¢ne seskviterpenske strukture mogu nastati nezavisme vezivanja za kumarinsko
jezgro ili mogu nastati iz linearnih seskviterpeisanatra se da je farnohrol prekursor
seskviterpenskih kumarinskih etara nastalih iz rekdidina. U svetlu ove informacije,
Gliszczynska i Brodelius su pretpostavili da su fewnezilovani kumarini (umbeliprenin,
skopofarnol, farnohrol i ferulenol), zapravo predan drugih seskviterpenskih kumarina

koji u osnovi imaju umbeliferon, skopoletin, izdtsadin ili 4-hidroksikumarin.
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Slika 3. Biosinteza kumarinaA — skopoletinaB — 4-hidroksikumarina; F6'HI: Fe(ll)- i 2-oksoglaairzavisna dioksigenaza;
BIS: bisfenil sintetaza (Gliszcagka i Brodelius, 2012)



Seskviterpeni uobajeno nastaju iz farnezil-pirofosfata (FPP) pod stigm
seskviterpen sintetaza (ciklaza). Osnovni mehanizajfhovog nastanka obuhvata:
jonizaciju i elektrofilni napad alilnog katjona rjadnu od preostalilp-veza supstrata.
Nakon toga dolazi do transformacije katjona (elgftrom ciklizacijom, transferom
vodonika iWagner-Meerwekovim premestanjem) i neutralisanja pozitivnog e&#lsanja
deprotonovanjem ili uz pondoegzogenog nukleofila kao Sto je npr. voda. Gligmska i
Brodelius takde pretpostavljaju da bi do ciklizacije farnezil at&a seskviterpenskih
kumarina moglo da i aktivnofu enzima stinih skvalen epoksidazi (Gliszazska 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 ispoljavajuama farmakoloSka delovanja.
Najvazniji predstavnik ove grupe je umbeliprenin[(2E,6E)-3,7,11-trimetil-2,6,10-
dodekatrien-1-ilJoksi] Bl-1-benzopiran-2-on (Tabela 1). Ovo jedinjenje jisydno, osim u
vrstama rodaFerula, takaie i u vrstama rodovéleptaptera, Heracleum, Peucedanum
Angelicaiz familije Apiaceae, kao i u vrstama ro#mplophyllumiz familije Rutaceae.
Umbeliprenin deluje antimikrobno, inhibirgjurast patogenih bakterija, kao i produkciju
crvenog pigmenteéSerratia marcescenOvaj 7-preniloksi kumarin takie inhibira rast
promastigota_eishmania majow niskim mikromolarnim koncentracijama. Umbelipreni
inhibira matriksne metaloproteinaze, enzime krllmgaza proces metastaze tumora, a
pokazao je i snazno citotoksp delovanje prema nekoliko humanih tumorsédtjskih
linija (Wehi 164, M4Beu, A549, PC3, PA1, MCF7 i D)Dori ¢emu je najosetljivija na
delovanje ovog kumarina bila metastatska linija hanog malignog melanoma (M4Beu). S
obzirom da su ovéelije bile osetljivije od zdravih fibroblasta i gea umbeliprenin bio dva
puta aktivniji od cisplatina, moze se zaklju da je efekat bio snazan i selektivan.

Ispitivanja su takée pokazala da umbeliprenin snazno inhibira 5-ligogpénazu, skvalen-
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hopen ciklazu, a nesto slabije i acetilholinesterd2erivat umbeliprenina, 8-acetoksi-5'-
hidroksi umbeliprenin, izolovan . assa-foetidgpokazao je snazno antivirusno delovanje
prema soju kNj, a potvideno je i da deluje antiinflamatorno inhibirdjttranskripcioni
faktor NF«B.

Karatavicinol, 7-[[(£,6E)-10,11-dihidroksi-3,7,11-trimetil-2,6-dodekadieflL
oksi] kumarin (Tabela 1) ostvario je inhibitornd@enje prema bakterijlicyclobacillus
acidocaldariugGliszczyiska i Brodelius, 2012).

Ispitivanja seskviterpenskih kumarina pokazala auoda grupa jedinjenja moze
uticati na rezistenciju tumorskibelija na hemoterapeutike (enguulti-drug resistance-
MDR). Medu izolovanim sekundarnim metabolitima iz nadzeméhoda F. vesceritensis
Coss et Dur ex Batt dva seskviterpenska kumariaanetiferol A i fezelol (Tabela 1)
poseduju hemoterapijski potencijal i da bi se mdglistiti za tretiranje multirezistencije
tumorskih celija (Oughlissi-Dehak i sar., 2008). Pored uticaga multirezisteniciju
tumorskih celija, fezelol je takée snazno inhibirao proliferacijitelija leukemije.
Farneziferol B i C (Tabela 1) su pokazali doznoigaw antivirusni efekat inhibiragu
citopatogeni efekat humanog rinovirusa, pa se sdrbi mogli né primenu u terapiji
virusnih infekcija gornjih disajnih puteva (Gliszgska i Brodelius, 2012).

Rezultati novih ispitivanja ukazuju i na veliki &atnorski potencijal farneziferola
C. Ovaj kumarin inhibira vaskularni endotelijalnaktor rasta i dovodi do nishodne
regulacije ekspresije matriksne metaloproteinaz&n®tumorska aktivnost ovog jedinjenja
potvrdena je iin vivo studijom u kojoj je pokazano da 1 mg/kg dovodi d8&Ginhibicije
rasta Lewisovog kancera plka na miSevima. Farneziderol D (Tabela 1) je u
modifikovanom Amesovom testu ostvario antimutagenu aktivnost na ssgmonella
typhimuriumTA 100.

Galbanéna kiselina, 2,3-dimetil-6-(1-metiletiliden)-2-[{@kso-H-1-benzopiran-7-
il)oksi]metil]-(1S,2S 39)-cikloheksanpropanska kiselina (Tabela 1), je & awezavisna
istrazivanja pokazala jak potencijal kao modulatezistencije bakterija. Naime, sama
kiselina u koncentracijiama do 12Qg/ml nije ostvarila efekat prema bakteriji
Staphylococcus aurepsli je kombinacija ovog kumarina (108y/ml) i penicilina G,

odnosno cefaleksina dovela do amaog smanjenja vrednosti minimalnih inhibitornih
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koncentracija (MIK) za ove antibiotike, kao i u kbimaciji sa ciprofloksacinom,
meticilinom i tetraciklinom prema klitkim izolatima iste bakterijske vrste. Novija
istrazivanja su pokazala da je galldmai kiselina takde i snazan inhibitor farnezil-
transferaze (Gliszcagka i Brodelius, 2012). Galba&mnia kiselina i metilgalbanat pokazuju

i snazno antivirusno delovanje premaNd soju virusa influence. Moze se pretpostaviti da
metilovanje karboksilne grupe pogva antivirusno delovanje ove grupe kumarina s
obzirom da je metilgalbanat delovaccgaod galbarine kiseline. Zn&jno je da je
aktivnost oba jedinjenja bila snaznija od adamantgtandardnog antivirusnog leka (Lee i
sar., 2009).

Ispitivanje iz 2010. god. pokazalo je da koladif[(IZR,4&S 6R,8aR)-6-(acetiloksi)-
dekahidro-5,5,8a-trimetil-2-metilen-1-naftalenil]taksi] kumarin (Tabela 1), i koladonin
(njegov deacetil derivat) ostvaruju blago citotéksi delovanje preméelijskim linijama
humanog kolorektalnog kancera. Koladin je ostvarttya puta j&u acetilholinesteraznu
aktivnost u poréenju sa koladoninom i smatra se da je slobodna @igagkoladonina
uticala na interakciju sa enzimima i smanjila njgefikasnost (Gliszczska i Brodelius,
2012).

Iz vrste F. pseudalliaceaRech.f. je 2012. god. izolovan prvi diseskvitergen
kumarin — sanadajin, uz jedan nov (fekrinolacetatgkoliko poznatih seskviterpenskih
kumarina (Tabela 1) (Dastan i sar., 2012).

2.1.2. Seskviterpenski etri derivati izofraksidina

Ovaj tip seskviterpenskih kumarina zastupljen jerstama rodovartemisial.,
Achillea L. i Ferula Farnohrol, 6,8-dimetoksi-7-[[6E)-3,7,11-trimetil-2,6,10-
dodekatrienilloksi] kumarin (Tabela 1), nije priantu vrstama rodgerula, ali se smatra
prekursorom ostalih seskviterpenskih kumarina ie &lase. Dva jedinjenja ovog tipa:

drimatrol B i epoksifarnohrol (Tabela 1) izolovasiaiz korend. jaeskean&. B. Clarke
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2.1.3. Prenilovani 4-hidroksikumarini

Ferulenol, 4-hidroksi-3-[,6E)-3,7,11-trimetil-2,6,10-dodekatrien-1-il] kumarin
(Tabela 1), je glavni sastojak toksog hemotipa vrstE. communis univerzalni prekursor
ostalih farnezil 4-hidroksikumarina. Istrazivanjaokazala da ova grupa seskviterpenskih
kumarina ostvaruje antimikrobnu i citotofsu aktivnost, ali i da je najverovatnije
odgovorna za trovanja zivotinja koje unose ovu wrgtkom ispaSe (Gliszcagka i
Brodelius, 2012).

2.1.4. Seskviterpeni prenil-furokumarinskog tipa

Ovi furokumarinski derivati formalno nastaju iz #@iokiskumarina, o-
farnezilovanjem 3-fenil-3-ketopropionil CoA (Slik&). U svetlu novijih informacija o
biositnezi, verovatnije je da do prenilovanja dolaZazi postojanja 4-hidroksikumarina i
da nastali konjugat hidroksilovanjem i ciklizacijofformira dihidrofuranski prsten.
Predstavnici ove grupe kumarina su do sada izolazavega nekoliko vrsta rodgerula.
Najveti broj predstavnika je do sada izolovan iz visteferulioides(Steud.) Korovin, od
toga trinaest derivata seskviterpena prenil-furckunskog tipa kod kojih je @mi lanac
vezan za gili C3 atom furokumarinskog dela molekula (Tabela 1).

Ispitivanja farmakoloSke aktivnosti pokazala su rdki predstavnici ove grupe
kumarina pokazuju antiinflamatorno delovanje infapii proizvodnju azot-monoksida
Takade, za neke predstavnike ove grupe seskviterpetsikitarina pokazano je da snazno
inhibiraju a-glukozidazu (Gliszcziyska i Brodelius, 2012).
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Slika 4. Potencijalni put biosinteze seskviterpena prambkumarinskog tipa

2.1.5. Monoterpenski kumarini

Iz vrsteF. ferulagoL. izolovano je 5 monoterpenskih kumarina (Tabglaotl kojih

su ferulagol A i B predstavljali nova jedinjenjal @azek i sar., 2001).
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2.2. Hromoni

Hromoni predstavljaju derivate bengzepirona. 1z vrsta rod&erula izolovano je i
nekoliko predstavnika ove grupe sekundarnih meit@bdHromoni se danas u organskoj
hemiji koriste pre svega u sintezi r&#ih heterociklgnih jedinjenja. Ispoljavaju i brojna
farmakoloSka delovanja. Pokazano je da mogu ositvatimikrobno, antivirusno, anti-
tumorsko, antiinflamatorno i antioksidantno delgea(Bharma i sar., 2011). Predstavnici
ove grupe jedinjenja su do sada izolovani iz svegj@liko vrstarodaFerulai vecinom se
hemijski mogu okarakterisati kao seskviterpenoiging-furohromonskog tipa. Nagatsu i
sar. (2002), kao i Meng i sar. (2013) predlozili Bosintetski put kojim bi mogla da

nastane vé&na jedinjenja ove klase izolovanih iz vrsta rétkaula (Slika 5).
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Slika 5. Moguwéi put biosinteze seskviterpena prenil-furohromorgstpa
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Dosadasnja ispitivanja farmakoloSke aktivnosti sgekpenskih hromona prisutnih

u vrstama roddrerula pokazala su da oni inhibiraju proizvodnju NO i radho reguliSu
ekspresiju INOS u kultukelija miSa sknih makrofagama (RAW 264.7) (Motai i Kitanaka,
2005a). Ispitivanje citotok&ne aktivnosti 2,3-dihidro-7-hidroksi&,3R*-dimetil-2-[4,8-
dimetil-3(E),7-nonadienil]-furo[3,2-b]Jhromona (Tdhe 2), seskviterpenskog hromona
izolovanog iz korend. ferulaeoides premacelijskim linijjama kancera dojke (MCF-7),
hepatocelularnog karcinoma (HepG2) i humanog gli¢g® pokazalo je da ovo jedinjenje
ostvaruje slabu citotok&iu aktivnost prema malignidelijama HepG2 i C6 (Meng i sar.,

2013). Neki od hromonskih derivata izolovanih istarroda=eruladati su u Tabeli 2.

2.3. Jedinjenja sa sumporom

Ova jedinjenja igraju zré@ajnu ulogu u formiranju mirisa i ukusa nekih predsika
roda Ferula, kao i njihovih izolata. Smatra se da su za oStameprijatan miris
najverovatnije odgovorni disulfidi za koje je pateno da, sino izotiocijanatima i
elektrofilnim sumpornim jedinjenjima iz belog i @g luka, snazno aktiviraju TRPA1
jonski kanal (Shokoohinia i sar., 2013). U Tabelpf&azana su neka jedinjenja iz ove
klase, do sada izolovana iz vrsta réaaula. Veliki broj jedinjenja iz ove grupe je isparljiv
i moze se nd u etarskim uljima predstavnika ovog roda. Is@itija su pokazala da etarsko
ulile F. latisecta Rech.f. & Aellen, bogato polisulfidima (75,2%), ostvaruje shazno
antifungalno delovanje prema humanim patogenim d&fitima (Trichophyton rubrum
T. verrucosumn Pokazano je i da su perzikasulfid A i B (Tab8kaktivni metaboliti
odgovorni za antifungalno delovanje (Iranshahi r.,s2008a; Mirjani i sar., 2005).
Perzikasulfid B je identifikovan kao jedan od dvktiana metabolita odgovorna za
inhibitorno delovanje hloroformskog ekstrakta kaeR. persica var. persica prema
matriksnim metaloproteinazama (MMP). Ovaj polisiiieé ostvario snazno i dozno-zavisno
citotoksino delovanje preméelijskoj liniji fibrosarkoma (WEHI 164), kao i inhitorno
delovanje prema matriksnim metaloproteinazama tu tewazivnosti (Shahverdi i sar.,
2006).
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2.4. Fenilpropani

Centralna gradivna jedinica fenilpropang@; nastaje iz prefenske kiseline koja u
toku konverzije u aromatne aminokiseline gubi {Cgradivni element u obliku molekula
CO,. Iz nastalih aromatnih aminokiselina nastaje dalje cimetna kiselirgjeanostavniji
predstavnik ove grupe metabolita (Hansel i sar99)9Iz vrsta rodd&erula do danas je
izolovan i identifikovan vé& broj fenilpropanskih jedinjenja (Tabela 4). Seséxpenski
fenilpropanoidi izolovani iz metanolnog ekstraktaréna F. fukanensisKk. M. Shen
inhibirali su produkciju NO i nishodno regulisalkspresiju inducibilne NO sistetaze
(INOS) ucelijskoj liniji ¢elija miSa sknih makrofagima (RAW 264.7) (Motai i Kitanaka,
2005Db).

2.5. Seskviterpeni i seskviterpenski estri

Iz vrsta rodaFerula izolovan je veliki broj seskviterpena, kao i ses&xpenskih
estara uglavhom daukanskog tipa, mada su iz pnedkta ovog roda izolovani i
seskviterpeni humulenskog, himahalanskog i gvapasipa (Lhuillier i sar., 2005).

Za daukanske estre prisutne u vrstama ifeelalla pokazano je da mogu ostvariti
razlicite farmakoloSke aktivnosti. Daukanski estri izaaviz F. hermonisBoiss. su u dva
razlicita ispitivanja pokazali antimikrobno i antiradiklab delovanje (Ibraheim i sar., 2012;
Al-Ja'fari i sar., 2013), dok su neki predstavi®olovani izF. communisubsp communis,
F. glauca subsp.glauca L. i F. arrigonii Bocchieri pokazali snazno proapoptotsko i
antiproliferativno delovanje prema nekoliko tumahskelijskih linija (Dall'Acqua i sar.,
2011; Poli i sar., 2005). Ferutinin (Tabela 5), abetit izolovan iz brojnih predstavnika
ovog roda, inhibira rastMycobacterium tuberculosissnaznije od streptomicina i
rifampicina i potencira delovanje izonijazida icgtamida (Abourashed i sar., 2011). Ovaj
daukan deluje i antiinflamatorno, a isto delovgmpvrdeno je i za teferin (Geroushi i sar.,

2011). Daukanski estri (nafito siolanizat), pokazuju jos i antiholinesteraZbBall'Acqua i
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sar., 2010), fitoestrogenu (Appendino i sar., 2008pelentnu aktivnost (Ghisalberti i sar.,

1994). U Tabeli 5 prikazani su kage zastupljeni daukanski estri u vrstama rbdeula.

2.6. Etarska ulja

Do danas je viSe od 20 vrsta rdélerula ispitivano u pogledu sastava etarskog ulja.
Sva etarska ulja izolovana iz vrsta ovog roda msgypodeliti u dve grupe: na ulja koja u
svom sastavu imaju jedinjenja sa sumporom i nawkajima ova jedinjenja nisu prisutna.
Kao Sto je prethodno &eno, zbog prisustva isparljivin sumpornih jedingenpeki
predstavnici ovog roda imaju jak i karaktedati, a nekada i veoma neprijatan miris.
Jedinjenja sa sumporom su do sada identifikovaet@nskim uljima vrst&. assa-foetida
F. fukanensigF. latisecta F. persicai F. sinkiangensi&. M. Shen.

Terpeni su svakako najé@ klasa metabolita prisutnih u etarskim uljima arsvog
roda, a od glavnih sastojaka #&fe su prisutni:a- i B-pinen, mircen i limonen (od
monoterpena); linalok-terpineol i nerilacetat (od oksidovanih monoteigef-kariofilen,
germakren B, germakren Dodrkadinen (od seskviterpena); kariofilen-oksidkadinol,
gvajol i spatulenol (od oksidovanih seskviterpen&f)- i (E)-2-butil-1-propenil-disulfid
(od jedinjenja sa sumporom). U Tabeli 6 prikazaneneke najzastupljenije komponente
etarskih ulja izolovanih iz podzemnih organa vrstda Ferula (Sahebkar & Iranshahi,
2011).
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Tabela 1.Seskviterpenski kumarini izolovani iz vrsta rdelrula

Jedinjenje Biljna vrsta Referenca
X
0] o]
Umbeliprenin: R=H; R=H; Ry=H F. persicaBunge Iranshabhi i sar., 2004a
F. szowitsiandC Barthomeuf i sar., 2008
F. assa-foetida Nassar i sar., 1995
F. cocanicaRegel & Schmalh. Kir'yalov, 1961
F. linkii Webb. Gonzélez i sar., 1993
F. aitchisoniiKoso-Pol. Veselovskaya i sar., 1982
F. conocaulaorov. Kuliev i sar., 1982
F. fukanensi&.M.Shen Xu i sar., 2009
F. flabellilobaRech. f. & Aell. Iranshahi i sar., 2010a
F. tunetanaPom. Jabrane i sar., 2010
F. arrigonii Bocchieri Appendino i sar., 1997
F. sinkiangensi&. M. Shen Teng i sar., 2013
F. iliensisKrasn. ex Korov. Bizhanovai sar., 1978
F. foetidissimeRegel & Schmalh. Kiryanova i Sklyar, 1980
F. loscosii(Lange) Willk Pinar i Rodriguez, 1977
5’-Hidroksiumbeliprenin: R=0OH; R=H; Ry=H F. assa-foetida Lee i sar., 2009
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8’-Hidroksiumbeliprenin: Ri=H; R,=OH; Rs=H

. assa-foetida

Lee i sar., 2009

9'-Hidroksiumbeliprenin: Ri=H; R,=H; R;=0OH

. assa-foetida

Lee i sar., 2009

Azakumarin: R=0H; R=0OH; R=H

F. assa-foetida

F. foetidaRegel

Kajimoto i sar., 1989
Abd El-Razek i sar., 2007

5'-Acetoksi-8-hidroksiumbeliprenin:  ROAc; R=0OH; R=H

F. assa-foetida

Lee i sar., 2009

8'-Acetoksi-5’-hidroksiumbeliprenin:  ROH; R=0Ac; R=H F. assa-foetida Lee i sar., 2009
R, X
HO
~ ~ 0 0 o
Ro

10’'R-Karatavicinol: R=H; R=0OH F. foetida Abd El-Razek i sar., 2007
F. arrigonii Appendino i sar., 1997
F. assa-foetida Lee i sar., 2009
F. sinaica Ahmed, 1999
F. aitchinsonii Veselovskaya i sar., 1982
F. karatavicaRegel & Schmalh. Nabiev i sar., 1983

10’-Acetoksi-11’-hidroksiumbeliprenin: R=H; R=0Ac F. assa-foetida Lee i sar., 2009
F. sinaica Ahmed, 1999

N
M@/\/K/\
o o o]
OH OH
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6’,7'-Dihidroksikaratavicinol

3

Karatavicinol A

. sinkiangensis

Teng i sar., 2013

. vesceritensi€oss et Dur ex Batt

Oughlissi-Dehak i sar.,
2008

o 0 F. persica Hanafi-Bojd i sar., 2011

F. gummosa Adhami i sar., 2013

F. szowitsiana Kohno i sar., 2011

F. assa-foetida Ghosha i sar., 2009

F. kokanica Babekov i sar., 2000

F. lipskyiKorovin Saidkhodzhaev i sar.,1991b

Farneziferol A Ferula linczewskiKorovin Savinai sar., 1978
. caspicaM. Bieb. Zhukov i sar., 1965
AN . sinkiangensis Teng i sar., 2013
. pseudalliacedrech.f. Dastan i sar., 2012
o o . assa-foetida

F
F
=
=
F
F
F
F

. gummosa
. kopetdaghensi&ut. Korovin
. flabellilobaRech.f. & Aellen

. Szowitsiana

Nassar, 1994
Saidkhodzhaev i sar.,1991a
Nabiev i sar., 1982a
Iranshahi i sar., 2010a
Iranshabhi i sar., 2007
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Farneziferol B F. persica Iranshahi i sar., 2004b
F. sinkiangensis Teng i sar., 2013
F. assa-foetida Chai sar., 2011
F. szowitsiana Iranshabhi i sar., 2007
F. kopetdaghensis Nabiev i sar., 1982a
F. caspica Zhukov i Prokopenko, 1967

-u,,,””

Farneziferol D (kopetdagin)

F. kopetdaghensis

F. gummosa

Nabiev i sar., 1982a
Saidkhodzhaev i sar.,1991a
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F. badrakem&os.-Pol. Mollazadeh i sar., 2011

F. gummosa Iranshahi i sar., 2010b

F. flabelliloba Iranshabhi i sar., 2010a

F. vesceritensis Oughlissi-Dehak i sar.,

2008

F. sumbuHook.f. Zhou i sar., 2000

F. pallidaKorovin Su i sar., 2000

F. litvinowianaAut. Koso-Pol. Babekov i sar., 1999
Fezelol (moSatol) F. communig.. Al-Yahya i sar., 1998

F. kelifii Saidkhodzhaev i sar.,1993

F. samarcandica Nasirov i sar., 1985

F. tingitana Miski i sar., 1985

F. conocaula Kuliev i sar., 1982

F. foetidissima Kiryanova i Sklyar, 1980

F. iliensis Veselovskaya i sar., 1979

F. diversivittata Nabiev i sar., 1978

F. korshinskyi Kadyrov i Nikonov, 1974

F. pseudooreoselinutripsky Kir'yalov i Bukreeva,1973

F. moschata Sklyar i sar., 1973
13-Hidroksifezelol F. tunetana Jabrane i sar., 2010

F. vesceritensis Ahmed i sar., 2007
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N F. assa-foetida Rollinger i sar., 2008

F. microlobaBoiss. Nabiev i Malikov, 1983a
o] o]
AN F. flabelliloba Iranshahi i sar., 2010a
F. assa-foetida Iranshahy i Iranshahi, 2011
o o]

Lehmferin
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\\\\\\\\
W

Mikrolobin

F. microloba

F. assa-foetida

Nabiev i Malikov, 1983b
Iranshahy i Iranshahi, 2011

Kelerin

F. assa-foetida
F. kokanica

F. kelleri Koso-Pol.

Rollinger i sar., 2008
Nabiev i sar., 1982b

Andrianova i sar., 1973

Deacetilkelerin

F. kokanica

F. kelleri Koso-Pol.

Nabiev i sar., 1982b

Andrianovai sar., 1973
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Soviciakumarin A

F. szowitsiana

Iranshahi i sar., 2007

Soviciakumarin B

F. szowitsiana

Iranshahi i sar., 2007

(0] o
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Galbantna kiselina (asakumarin B): R=H F. sinkiangensis Teng i sar., 2013
F. szowitsiana Hanafi-Bojd i sar., 2011
F. assa-foetida Zhangi sar., 2012
F. kokanica Babekov i sar., 2000
F. gummosa Saidkhodzhaev i sar.,1991a
F. kopetdaghensis Syrov i sar., 1990
F. microloba Nabiev i Malikov, 1983b
F. violaceaKorovin Kir'yanova i sar., 1979
F. eugeniiKamelin Kir'yanova i sar., 1979
Metilgalbanat F. pseudalliacea Dastan i sar., 2012
F. szowitsiana Kohno i sar., 2011
F. assa-foetida Lee i sar., 2009
F. microloba Nabiev i Malikov, 1983b
Etilgalbanat F. pseudalliacea Dastan i sar., 2012
N F. gummosa Iranshabhi i sar., 2010b

0] O

\\\\‘\\.

Gumozin
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F. gummosa Iranshahi i sar., 2010b

S

Ho

BEPSY.
OH
HO OH
Gumozid A
Jool
O O [¢]

F. gummosa Iranshahi i sar., 2010b

Gumozid B
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Kauferozid

F. gummosa
F. conocaula

Iranshahi i sar., 2010b
Kuliev i sar., 1979

Perzikaozid A

F. persica

Iranshahi i sar., 2008b
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/ /mﬁ/d““‘“
o
HO o

Perzikaozid B

F. persica

Iranshahi i sar., 2008b

; A L

Perzikaozid C

F. persica

Iranshahi i sar., 2008b

R M I L
F&&W

H

HO

Perzikaozid D

F. persica

Iranshahi i sar., 2008b
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F. persica Iranshahi i sar., 2008b

O o (6]
/

\\\‘\.-.

2
2
z

Koladonin: R=H F. sinkiangensis Wang i sar., 2011
F. tunetana Jabrane i sar., 2010
F. foetida Abd El-Razek i sar., 2007
F. teterrimaKar. & Kir. Yang i sar., 2006a
F. communis Al-Yahia i sar., 1998
F. linkii-TF Gonzalez i sar., 1993
F. sinaica Ahmed i sar. 2007

31



Koladin: R=Ac F. tunetangPomm. Jabrane i sar., 2010
F. communis De Pasqual i sar., 1986
F. loscosii Pinar i sar., 1977
F. sinaica Ahmed i sar., 2007
F. arrigonii Appendino i sar., 1997
AN F. badrakema Fazly Bazzaz i sar., 2010
F. gummosa Iranshahi i sar., 2010b
_~0 0 o F. assa-foetida Lee i sar., 2009
5 ; F. sumbul Zhou i sar., 2000
F. pallida Sui sar., 2000
F. litvinowiana Babekov i sar., 1999
" F. kelifii Saidkhodzhaev i sar.,1993
F. lipskyi Saidkhodzhaev i sar.,1991a
Konferol F. inciso-serrataPimenov & Kiryanova i sar., 1982

J.V.Baranova

Veselovskaya i sar., 1979

F. iliensis Bagirov i sar., 1977
F. persica Vandyshev i sar., 1975
F. foetidissima Borisov i sar., 1974
F. tuberiferaKorovin Kadyrov i Nikonov, 1974
F. korshinskyi Vandyshev i sar., 1972a
F. conocaula Vandyshev i sar., 1972a
F. moschata

Konferolacetat F. badrakema Iranshahi i sar., 2009
F. inciso-serrata Kir'yanova i sar., 1982
F. tuberifera Borisov i sar., 1974
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X F. flabelliloba Iranshahi i sar., 2010a
F. badrakema Iranshahi i sar., 2009

o o F. schtschurowskianRegel & Schmalh. Barthomeuf i sar., 2006
F. sumbul Zhou i sar., 2000
F. litvinowiana Babekov i sar., 1999
F. inciso-serrata Kir'yanova i sar., 1982
F. iliensis Veselovskaya i sar., 1979
F. teterrima Sokolova i sar., 1978

Konferon F. persica Bagirov i sar., 1977

F. foetidissima Vandyshev i sar., 1975
F. korshinskyi Kadyrov i Nikonov, 1974
F. conocaula Vandyshev i sar., 1972b
F. teterrima Yang i sar., 2006b

Izofeterin
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A F. sinkiangensis Yang i sar., 2006b
o o]
Lehmanolol
Lehmanolon F. sinkiangensis Yang i sar., 2006b
F. lehmannii Liisar., 2010
F. fukanensis Xu i sar., 2009
N F. sinkiangensis Yang i sar., 2006b
F. lehmannii Liisar., 2010
o o) o

Sinkianon
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A F. sinaica Gohar i sar., 2007
0) O O
\\\\“\\\
OH
Ferusinol
AN F. assa-foetida Abd El-Razek i sar., 2001
F. litvinowiana Babekov i sar., 1999
o) (¢) o F. sinaica Ahmed, 1999
= F. kelifii Saidkhodzhaev i sar.,1993
: o F. communisubspcommunis Miski i Jakupovic, 1990a

HO K F. kirialovii Pimenov Bukreeva, 1987
F. samarcandica Nasirov i sar., 1985
F. schtschurowskiana Kadyrov i sar., 1980
F. iliensis Veselovskaya i sar., 1979

Samarkandin F. persica Bagirov i sar., 1977
F. nevskiiKorovin Bagirov i Kir'yalov, 1974

Samarkandinacetat F. lypskii Saidkhodzhaev i sar.,1991b
F. teterrima Sokolova i sar., 1978
F. persica Bagirov i sar., 1977
F. pseudooreoselinum Kir'yalov i Bukreeva,1972
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AN F. teterrima Yang i sar., 2006a
F. assa-foetida Abd El-Razek i sar., 2001
O ¢) ¢] F. badrakema Bukreeva i Pimenov, 1991
= é F. samarcandica Nasirov i sar., 1985
: F. lehmanni Sagitdinova i sar., 1983
F. linczewskii Savinai sar., 1978
Ho F. tuberifera Borisov i sar., 1974
Badrakemin
Badrakeminacetat F. teterrima Yang i sar., 2006a
F. badrakema Bukreeva i Pimenov, 1991
F. kokanica Sklyar i sar., 1982
F. linczewskii Savinai sar., 1978
F. tuberifera Borisov i sar., 1974
X F. persica Iranshabhi i sar., 2004b
F. assa-foetida Abd El-Razek i sar., 2001
S o o F. kelifii Saidkhodzhaev i sar.,1993
E F. lipskyi Saidkhodzhaev i sar.,1991a
: F. vicaria Saidkhodzhaev i sar.,1991a
F. kokanica Sklyar i sar., 1982
Ho % F. schtschurowskiana Kadyrov i sar., 1980
- F. liczevskii Savinai sar., 1980
Gumozin F. gummosa Kir'yalov i Movchan, 1966
F. pseudooreoselinum Kir'yalov i Movchan, 1966
F. samarcandica Kir'yalov i Movchan, 1966
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F. assa-foetida
F. kokanica

F. polyanthaKorovin

Abd El-Razek i sar., 2001
Babekov i sar., 2000
Khasanov i sar., 1974

X
o) (¢) o)
-
Poliantin
X
o) o)

\\\\‘\-.

Mogoltacin

F. badrakema

F. mogoltavica.ipsky ex Korovin

Iranshahi i sar., 2009
Khasanov i sar., 1976
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Iranshahi i sar., 2010b

X F. gummosa
F. badrakema Iranshahi i sar., 2009
o o}
-
Ferokaulidin
X F. sinaica Gohar i sar., 2007
o o}

Ferulsinatna kiselina
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A F. assa-foetida Abd El-Razek i sar., 2001

Azafetidnol A

F. assa-foetida Abd El-Razek i sar., 2001

Azafetidnol B
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X F. assa-foetida Abd El-Razek i sar., 2001

Neveskon

X F. pseudalliacea Dastan i sar., 2012

g

Fekrinolacetat

x F. pseudalliacea Dastan i sar., 2012
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Sanadajin

| F. jaeskean&. B. Clarke Razdan i sar., 1989
X
MK/\/K/\
(0] @]
(o]
Epoksifarnohrol
F. jaeskean&. B. Clarke Razdan i sar., 1989
X
O O e}
Ho‘\\\\ ,’
Drimatrol B
Ferulenol: R=H F. communis Lamnaouer i sar., 1987
F. vesceritensis Lahouel i sar., 2007
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. ovina

Aburjai i sar., 2001

Amorezinol: R=OH

F. ferulaeoidegSteud.) Korovin

Meng i sar., 2013

F. communis Appendino i sar., 1988
E-w-Hidroksiferulenol

F. communis Appendino i sar., 1988
Z-o-Hidroksiferulenol
E-w-Oksoferulenol F. communis Appendino i sar., 1988
E-w-Acetoksiferulenol F. communis Appendino i sar., 1988
Z-w-Acetoksiferulenol F. communis Appendino i sar., 1988

F. ferulioides Kojima i sar., 2000

HO o (0]

2,3-Dihidro-7-hidroksi-&*,3R*-dimetil-3-[4,8-dimetil-3E), 7-nonadienil]-
furo[3,2-c]kumarin
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2,3-Dihidro-7-hidroksi-R*,3R*-dimetil-3-[4,8-dimetil-3E), 7-nonadienil]- F. ferulioides
furo[3,2-clkumarin

Kojima i sar., 2000

2,3-Dihidro-7-metoksi-&,3R*-dimetil-3-[4,8-dimetil-3E), 7-nonadienil]- F. ferulioides
furo[3,2-clkumarin

Kojima i sar., 2000

F. ferulioides Meng i sar., 2013

HO

Ferulin A
F. ferulioides Meng i sar., 2013

F F
X

HO o] o]

Ferulin B

Ferulin C (7-metoksi derivat ferulina A) F. ferulioides Meng i sar., 2013
F. ferulioides Kojima i sar., 2000

2,3-Dihidro-7-hidroksi-&*,3R*-dimetil-3-[4-metil-5-(4-metil-2-furil)-3E)-
pentenil]-furo[3,2€]kumarin
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F. ferulioides Isaka i sar., 2001
AN x
X
HO o o]
2,3-Dihidro-7-hidroksi-&*,3R*-dimetil-2-[4,8-dimetil-3E), 7-nonadienil]-
furo[3,2-clkumarin
2,3-Dihidro-7-hidroksi-R*,3R*-dimetil-2-[4,8-dimetil-3E), 7-nonadienil]- F. ferulioides Isaka i sar., 2001
furo[3,2-clkumarin
2,3-Dihidro-7-metoksi-&,3R*-dimetil-2-[4,8-dimetil-3E), 7-nonadienil]- F. ferulioides Isaka i sar., 2001
furo[3,2-clkumarin
2,3-Dihidro-7-metoksi-R*,3R*-dimetil-2-[4,8-dimetil-3E), 7-nonadienil]- F. ferulioides Isaka i sar., 2001
furo[3,2-clkumarin
F. ferulioides Isaka i sar., 2001
2,3-Dihidro-7-hidroksi-&*,3R*-dimetil-2-[4,8-dimetil-3(E), 7-nonadien-6-onil]-
furo[3,2-clkumarin
2,3-Dihidro-7-metoksi-&,3R*-dimetil-2-[4,8-dimetil-3E),7-nonadien-6-onil]-  F. ferulioides Isaka i sar., 2001

furo[3,2-clkumarin
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2,3-Dihidro-7-hidroksi-&*,3R*-dimetil-2-[4-metil-5-(4-metil-2-furil)-3E)-
pentenil]-furo[3,2e]kumarin

F. ferulioides

Isaka i sar., 2001

2,3-Dihidro-7-hidroksi-&®*,3R*-dimetil-2-[4-metil-5-(4-metil-2-furil)-3E)- F. ferulioides Isaka i sar., 2001
pentenil]-furo[3,2€]kumarin
2,3-Dihidro-7-metoksi-R*,3R*-dimetil-2-[4-metil-5-(4-metil-2-furil)-3E)- F. ferulioides Isaka i sar., 2001
pentenil]-furo[3,2e]lkumarin

F. pallida Su i sar., 2000

I 7z —

MG o] o]
Palidon A

F. pallida Su i sar., 2000

MeO

Palidon B
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Fukanemarin B

F. fukanensis

Motai i Kitanaka, 2004

MeO

F. fukanensis

Motai i Kitanaka, 2004

MeO

Fukanefuromarin F

F. fukanensis

Motai i Kitanaka, 2004

MeO (0]

Fukanefuromarin G

gy

F. fukanensis

Motai i Kitanaka, 2004
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RO

Bajgen C: R=H F. mongolicaV.M.Vinogr. & Kamelin Choudhary i sar., 2001
O-Metilbajgen C: R=CHl F. mongolica Choudhary i sar., 2001
AN F. ferulago Abd El Razek i sar., 2001
)\/\/@\
(o] o] o]
Ferulagol A
/Oil F. ferulago Abd El Razek i sar., 2001
W%/\O (¢ o
HO
Ferulagol B
F. diversivittata Zarei i sar., 2013
| F. ferulago Abd El Razek i sar., 2001
o]
L
o o o]
Diverzin
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F. diversivittata Kiseleva i sar., 1975
F. ferulago Abd El Razek i sar., 2001
lo}
X
N
o o [}

Diverzinin

AN F. ferulago Abd El Razek i sar., 2001
\/\)\/\
o

6-Metoksi-7-geraniloksikumarin
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Tabela 2.Hromoni izolovani iz vrsta rodaerula

Jedinjenje Biljna vrsta Referenca
F. ferulioides Nagatsu i sar., 2002
2,3-Dihidro-7-hidroksi-&*,3R*-dimetil-2-[4,8-dimetil-3E), 7-nonadienil]-furo[2,3-
bJlhromon
2,3-Dihidro-7-metoksi-&,3R*-dimetil-2-[4,8-dimetil-3E),7-nonadienil]-furo[2,3- F. ferulioides Meng i sar., 2013

blhromon (ferulin D)

2,3-Dihidro-7-hidroksi-&*,3R*-dimetil-2-[4,8-dimetil-3(E), 7-nonadien-6-onil]-
furo[2,3-b]hromon (fukanefurohromon A)

F. fukanensis

Motai i Kitanaka, 2005a

2,3-Dihidro-7-hidroksi-R*,3R*-dimetil-2-[4,8-dimetil-3(E), 7-nonadien-6-onil]-
furo[2,3-b]hromon (fukanefurohromon B)

F. fukanensis

Motai i Kitanaka, 2005a

2,3-Dihidro-7-hidroksi-&*,3R*-dimetil-2-[4,8-dimetil-4(E),7-nonadien-6-
onil]furo[3,2-b]hromon (fukanefurohromon C)

F. fukanensis

Motai i Kitanaka, 2005a

2,3-Dihidro-7-hidroksi-&*,3R*-dimetil-2-[4,8-dimetil-4),7-nonadien-6-
onil]furo[3,2-b]hromon (fukanefurohromon D)

F. fukanensis

Motai i Kitanaka, 2005a

2,3-Dihidro-7-hidroksi-R*,3R*-dimetil-2-[4,8-dimetil-4(),7-nonadien-6-
onillfuro[3,2-blhromon (fukanefurohromon D)

F. fukanensis

Motai i Kitanaka, 2005a
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2,3-Dihidro-7-hidroksi-&*,3R*-dimetil-2-[4-metil-5-(4-metil-2-furil)-3€), 7-
pentenil]-furo[2,3b]hromon

F. ferulioides

Nagatsu i sar., 2002

2,3-Dihidro-7-hidroksi-R*,3R*-dimetil-2-[4-metil-5-(4-metil-2-furil)-3E), 7- F. ferulioides Nagatsu i sar., 2002
pentenil]-furo[2,3b]hromon

F. ferulioides Meng i sar., 2013
Ferulin D

F. pallida Su i sar., 2000
Palidon |

F. pallida Su i sar., 2000

Palidon J
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F. communis Miski i Jakupovic, 1990a

Ferhromon

F. communis Miski i Jakupovic, 1990a

Ferhromonol
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Tabela 3.Jedinjenja sa sumporom izolovana iz vrsta feeiala

Jedinjenje Biljna vrsta Referenca
F. assa-foetida Kavoosi i Rowshan, 2013
F. gummosa Meshkatalsadat i sar., 2013
S/S\/\ g
F. latisecta Sahebkar i sar., 2010
F. sinkiangensis Dai i Qiu, 1992
2-Butil-(E)-1-propenil-disulfid F. fukanensis Dai i Qiu, 1992
F. iliensis Sinitsin i sar., 1982
F. assa-foetida Kavoosi i Rowshan, 2013
/5 = F. latisecta Sahebkar i sar., 2010
S F. sinkiangensis Dai i Qiu, 1992
F. iliensis Sinitsin i sar., 1982
2-Butil-(Z2)-1-propenil-disulfid
~ F. assa-foetida I[ranshahy i Iranshahi, 2011

S/S\/\

1-(Metiltio)propil-1-propenil-disulfid

F. assa-foetida

S‘/5\/\/5\

2-Butil-3-(metiltio)-2-propenil-disulfid

Iranshahy i Iranshahi, 2011
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2-Metil-2-propanetiol

. assa-foetida

Iranshahy i Iranshahi, 2011

S

AN

2,3-Dimetiltiiran

. assa-foetida

Iranshahy i Iranshahi, 2011

—

—S

1-Metiltio-(Z)-1-propen

. assa-foetida

Iranshahy i Iranshahi, 2011

P VN

1-Metiltio-(E)-1-propen

. assa-foetida

Iranshahy i Iranshahi, 2011

. S/S\

Dimetil-disulfid

. assa-foetida

Iranshahy i Iranshahi, 2011

L

S-Metilpropanetioat

. assa-foetida

Iranshahy i Iranshahi, 2011

/Si

2-Metiltiobutan

. assa-foetida

Iranshahy i Iranshahi, 2011
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F. assa-foetida Iranshahy i Iranshahi, 2011
\
\ <
3,4-Dimetiltiofen
2,3,4-Trimetiltiofen F. iliensis Dembitskii i sar., 1985
F. assa-foetida Iranshahy i Iranshahi, 2011
\ S\ /
S
Metil-(Z)-1-propenil-disulfid
/S\ /\/ F. assa-foetida Iranshahy i Iranshahi, 2011
S
Metil-(E)-1-propenil-disulfid
S—S\ F. assa-foetida Iranshahy i Iranshahi, 2011
/ S—— F. persica Iranshahi i sar., 2006
Dimetil-trisulfid F. fukanensis Wang, 2007
F. foetida Kanani i sar., 2011
F. assa-foetida Iranshahy i Iranshahi, 2011
F. iliensis Sinitsin i sar., 1982

/

S—S

2-Butilmetil-disulfid
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/_<S_S/:

2-Butilvinil-disulfid

. assa-foetida

. latisecta

Iranshahy i Iranshahi, 2011

Sahebkar i sar.,2010

/\/S\S/\/

Dipropil-disulfid

. assa-foetida

Iranshahy i Iranshahi, 2011

/_<S_S/_

2-Butiletil-disulfid

F. assa-foetida
F. songorica

F. sinkiangensis

Iranshahy i Iranshahi, 2011

Du i sar., 1989
Dai i Qiu, 1992

S/S\/\

2-Butilpropil-disulfid

F. assa-foetida

F. sinkiangensis

Iranshahy i Iranshahi, 2011

Deng i sar., 2007

—S

\
/84&

Metil-1-(metiltio)propil-disulfid

F. assa-foetida

F. persicavar. persica

Iranshahy i Iranshahi, 2011

Iranshahi i sar., 2006
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iy

Di-2-butil-disulfid

F. assa-foetida
F. iliensis

F. latisecta

Iranshahy i Iranshahi, 2011
Sinitsin i sar., 1982

Iranshahi i sar., 2008c

/S{S_S/

Metil-1-(metiltio)etil-disulfid

. assa-foetida

Iranshahy i Iranshahi, 2011

N
S/S\/\

1-(Metiltio) propil-propil-disulfid

. assa-foetida

Iranshahy i Iranshahi, 2011

N
S/S\/\

1-(Metiltio) propil-1-propenil-disulfid

. assa-foetida

Iranshahy i Iranshahi, 2011
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oH
s S\/\/YQ/
0

Asadisulfid

F. assa-foetida

Iranshahy i Iranshahi, 2011

A

S_

2-Butilmetil-trisulfid

F. assa-foetida

Iranshahy i Iranshahi, 2011

PN

Di-2-butil-trisulfid

F. assa-foetida

Iranshahy i Iranshahi, 2011

S S

S/ \S/

Di-2-butil-tetrasulfid

F. assa-foetida

Iranshahy i Iranshahi, 2011
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Dimetil-tetrasulfid

F. persicavar. persica Iranshahi i sar., 2006

o}

|
S/3\/\/3\

Fetisulfid A

F. assa-foetida Iranshahy i Iranshahi, 2011

F. foetida Iranshahy i Iranshahi, 2011

< SN T/
|

O

Fetisulfid B

F. assa-foetida Iranshahy i Iranshahi, 2011

F. foetida Iranshahy i Iranshahi, 2011

S~ S/\/\ O/ﬁ\/ﬁ\ok

t-Butil 3-[(1-metilpropil)ditio]-2-propenilmalonatperzikasulfid A)

F. persicaWilld. var. latisectaD. F. Iranshahi i sar., 2003
Chamberlain

\S ] o}
H\S/\/\OMOX

t-Butil 3-[(1-metiltiopropil)tio]-2-propenilmalonafperzikasulfid B)

F. persicaWilld. var. latisectaD. F. Iranshahii sar., 2003
Chamberlain
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Tabela 4.Fenilpropani izolovani iz vrsta rodgerula

Jedinjenje Biljna vrsta

Referenca

@ F. diversivittata
%O

Diverzivitatin

Iranshahi i sar., 2010c

F. fukanensis

Bop

Fukanedon A: S8*-(2-hidroksi-4metoksibenzoil) R, 5R*-dimetil-5-[4,8-dimetil-
3(E)-7-nonadien-1-iltetrahidro-2-furanon

Motai i Kitanaka, 2005b

Fukanedon B: 8*-(2,4-dihidroksibenzoil)-B*,5S*-dimetil-5-[4,8-dimetil-3E)- F. fukanensis
7-nonadien-1-illtetrahidro-2-furanon

Motai i Kitanaka, 2005b

F. fukanensis

5

Fukanedon C: 8*-(2-hidroksi-4metoksibenzoil),5R*-dimetil-5-[4,8-dimetil-
3(E)-7-nonadien-6-onil]tetrahidro-2-furanon

Motai i Kitanaka, 2005b
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Fukanedon D: 8*-(2-hidroksi-4metoksibenzoil) i, 5R*-dimetil-5-[4,8-dimetil- F. fukanensis Motai i Kitanaka, 2005b
3(2)-7-nonadien-6-onilJtetrahidro-2-furanon

F. fukanensis Motai i Kitanaka, 2005b
H0O
Fukanedon E: 8*-(2-hidroksi-4metoksibenzoil)/#&,5R*-dimetil-5-[4metil-5-(4-
metil-2-furil)-3(E)-penten-1-illtetrahidro-2-furanon
F. pallida Su i sar., 2000
HCO
Palidon G
F. pallida Su i sar., 2000
H00
Palidon H
F. tunetanaPom. Jabrane i sar., 2010
F. tunshaniceSu Zhu i sar., 1996
§ F. kirialovii Bukreeva, 1987
© F. communis De Pasqual Teresa,1986
o F. sinaica Al Hazimi, 1986
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Latifolon (krokaton)

. caucasica

. tingitiana

. equisetace&oso-Pol.
. persica

. rigidula

. ugamicakorovin

Serkerov i sar., 1985
Miski i sar., 1985
Kadyrov i sar., 1980
Bagirov i sar., 1977
Serkerov, 1975
Kadyrov i Nikonov,1973

F

Laserin

M T M M| m M m m M m

. linkii
. communis
. tingitiana

. loscosii

Gonzalez i sar., 1993
Appendino i sar., 1990
Miski i Mabry, 1986a

Pinar i Fernandez, 1983

o

Epihelmanticin

F. communissp.communis

F. rigidula

F. szowitsiana

Miski i Jakupovic, 1990a
Miski i Jakupovic, 1990b
Iranshabhi i sar, 2007
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H G F. communis De Pasqual Teresa,1986
F. persica Javidnia i sar., 2005

e F. glauca Maggi i sar., 2009

Elemicin
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Tabela 5.Seskviterpeni i seskviterpenski estri izolovanvrigta rodaerula

Jedinjenje Biljna vrsta Referenca
Ane \'Hﬁ
o}
OCHz
5‘5 ,_:T E= O OCHs
/\ R26 Ver
OCHs
o)
Ferutidin: R=H, H; R=p-Anis; Rs=H F. arrigonii Appendino i sar., 1997
F. communis Arnoldi i sar., 2004
F. sinaica Tawaha i sar., 2001
F. kuhistanica Cheni sar., 2000
F. jaeschkeana Khailova i sar., 1998
F. linkii Gonzalez i sar., 1993
20-Hidroksiferuditin: Ra-OH, B-H; R=p-Anis; Rs=H F. arrigonii Appendino i sar., 1997
Ferutinon: R;=0, B-H; R,=pOHBz; R=H F. jaeskeana Razdan i sar., 1989
2-Oksoferutidin: 170, B-H; Ry=p-Anis; Ry=H F. arrigonii Appendino i sar., 1997
JeSkeanadiolveratrat: R=H,H; R=Ver; Rs=H F. communis Lamnaouer i sar., 1987
Tingitanol: R=0H; R=Ang; R= OAn F. tingitiana Miski i Marby, 1986a
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Acetiltingitanol: R;=OAc; R=Ang; Rs= OAng F. tingitiana Miski i Marby, 1986a
Dezoksodehidrolaserpicin: 1=RANg; R=Ang; R= OH F. tingitiana Miski i Marby, 1986a
Acetildezoksodehidrolaserpicin: 1FOANQ; R=Ang; R= OAC F. tingitiana Miski i Marby, 1986a
4-B-Hidroksi-6-u-p-hidroksibenzoiloksi-1@r-angeloiloksi-dauka-8-en: |RH,H; F. tingitiana Miski i Marby, 1986a
R,=pOHBz; Re= OANg
EpoksijeSkeanadiol: R=H F. hermonis Galal i sar., 2001
EpoksijeSkeanadiolbenzoat: R=Bz F. hermonis Ibraheim i sar., 2012
EpoksijeSkeanadigh-hidroksibenzoat: ReOHBz F. hermonis Ibarheim i sar., 2012
EpoksijeSkeanadiolvanilat: R=Van F. hermonis Ibraheim i sar., 2012
F. arrigonii Appendino i sar., 1997
F. vesceritensis Gamal-Eldeen, 2010
F. communis Arnoldi i sar., 2004
' F. lapidosa Zamaraeva i sar., 1999
‘,,5\\9 H F. latipinnaSantos Gonzalez i sar.,1988
0
Ao F. soongarica Golovinai sar., 1987
F. linkii Diaz i sar., 1984

Lapiferin
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F. latipinna Gonzalez i sar.,1988

T liny,,)

6 liny,,,

)I”III”,

Lapiferol

5

/\ El

Ferutinol (jeSkeanadiol): R=OH; R=H F. hermonis Al-Ja’fari i sar., 2011
F. sinaica Tawaha i sar., 2001
F. tatarica Nazhimitdinova, 1995
F. soongarica Golovinai sar., 1987
F. jaeschkeana Garg i sar., 1987

Ferutinin (jeSkeanadigh-hidroksibenzoat): RpOHBz; R=H F. hermonis Lhullier i sar., 2005
F. ovina Iranshabhi i sar., 2010d
F. tenuisecta Saidkhodzhaev i sar., 1975
F. elaeochytris Alkhatib i sar., 2008
F. communis Arnoldi i sar., 2004
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. kuhistanica

. jaeschkeana

. soongarica

. akitschkensis
. lancerottensis

. pallida

Chen i sar., 2000

Khalilova i sar., 1998
Nazhimitdinova, 1993
Sadikhodzhaev i sar., 1985
Fragai sar., 1985
Potapov i Nikonov,1976

2-Acetoksiferutinin:

R=pOHBz; R=Ac

. communis

Arnoldi i sar., 2004

. hermonis

Al-Ja’fari i sar., 2013

F

F

F

F

F

F

F
Teferin: RVan; R=H F. hermonis Geroushi i sar., 2011

F. communis Arnoldi i sar., 2004

F. kuhistanica Chen i sar., 2000

F. sinaica Ahmed, 1999

F. nuratavicaPimenov Kobilov i sar., 1995

F. tatarica Nazhimitdinova i sar., 1995

F. soongarica Nazhimitdinova i sar., 1993

F. jaeschkeana Garg i sar., 1987

F. elaeochytris Miski i sar., 1983

F. stylosaKorovin Bagirov i Aliev, 1981

F. tenuisecta Melibaev i sar., 1980

F. pallida Potapov i Nikonov,1976
p-KumaroiloksijeSkeanadiol: R=Coum; R=H F. communis Arnoldi i sar., 2004
Akiferin: RVer; R=H F. communis Arnoldi i sar., 2004

F. akitschkensis Kadyrov i sar., 1977
Teferidin (jeSkeanadiolbenzoat): R=Bz; R=H F. communis Arnoldi i sar., 2004

F

F

. glauca

Maggi i sar., 2009
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F. elaeochytris Alkhatib i sar., 2008

F. sinaica Tawaha i sar., 2001
F. pallida Potapov i Nikonov, 1976
F. tenuisecta Saidkhodzhaev i sar., 1976
F. jaeschkeana Razdan i sar., 1989
F. communis Arnoldi i sar., 2004
Fertidin
F. communis Valle i sar., 1986

Siolanizat
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JesSkeanidin

F. jaeschkeana

Razdan i sar., 1989

Ferutinianin

F. jaeschkeana

Razdan i sar., 1989

14-p-Anizoiloksi-dauka-4,8-dien

F. tingitiana

Miski i Mabry, 1986a
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F. jaeschkeana
F. tingitiana

F. sinaica

F. arrigonii

F. communissp.communis

Khalilova, 1998
Miski i Mabry, 1986a
Ahmed, 1999
Casinovi i sar., 1989
Miski i Mabry, 1986b

Ferkomin
% : F. hermonis Galal i sar., 2001
/‘ : O
HO
14-(4o-Hidroksibenzoiloksi)-dauka-4,8-dien
F. hermonis Galal i sar., 2001

E o
HO
OMe

14-(4'-Hidroksi, 3'metoksibenzoiloksi)-dauka-4,&1li
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Feruhermonin B: R=Bz

F. hermonis

Ibraheim i sar., 2012

4B,8B-Dihidroksi-6a-p-hidroksibenzoil-dauka-9-en: ROHBz

F. hermonis

Ibraheim i sar., 2012

48,8B-Dihidroksi-6a-(4’hidroksi,3’metoksibenzoil)-dauka-9-en: R=Van

F. hermonis

Ibraheim i sar., 2012

F. hermonis

Ibraheim i sar., 2012

[e] LTI
Y]
N

Lancerodiol:

F. nuratavica

F. lancerottensis

Kobilov i sar., 1995
Fraga i sar., 1985

70



Feruhermonin A: R=O; R=Bz F. hermonis Ibraheim i sar., 2012
Lancerodiolp-hidroksibenzoat: RO; R=pOHBz F. hermonis Ibraheim i sar., 2012
F. lancerottensis Fraga i sar., 1985
Lancerodiolp-metoksibenzoat: RO; R=pOMeBz F. lancerottensis Fraga i sar., 1985
Lancerdiolvanilat: R=O; R=Van F. hermonis Ibraheim i sar., 2012
Lancerotriolbenzoat: RaOH, fH; R,=Bz F. hermonis Ibraheim i sar., 2012
Lancerotriolp-hidroksibenzoat: RaOH, fH; R,=pOHBz F. hermonis Ibraheim i sar., 2012
F. lancerottensis Fragai sar., 1985
Lancerotriolvanilat: R=aOH, BH; R,=Van F. hermonis Ibraheim i sar., 2012
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Tabela 6.Pregled najzastupljenijih komponenata u etarskjima podzemnih organa vrsta roBarula

Jedinjenje Biljna vrsta Udeo u Referenca
etarskom
ulju (%)
F. hermonis 43,3 Al-Ja’farii sar., 2011
F. glauca 24,2 Maggi i sar., 2009
F. jaeschkeana 9,5 Kapahi i sar., 1985
F. ovina 13,8 Karim i Bhatty, 1978
F. penninervis 80,2 Goryaev i sar., 1971
a-Pinen F. pseudooreoselinum ~ 90 Tsoukervanik i sar., 1935
F. gummosa 2,8 Sahebkar i Iranshahi, 2011
F. galbaniflua 58,8 Rustaiyan i sar., 2002
F. glauca 14,7 Maggi i sar., 2009
F. jaeschkeana 5,2 Kapahi i sar., 1985
B-Pinen
F. latisecta 6,2 Sahebkar i sar., 2010
S/S\/\ F. assa-foetida do 30,7 Mirzaei i Hasanloo, 2009
F. iliensis 42,0 Sinitsin i sar., 1982

2-Butil-(E)-1-propenil-
disulfid
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F. latisecta 50,5 Sahebkar i sar., 2010
/s = F. assa-foetida do 12,4 Mirzaei i Hasanloo, 2009
S F. iliensis 20,0 Sinitsin i sar., 1982
2-Butil-(2)-1-propenil-
disulfid
X F. glauca 7,4 Maggi i sar., 2009
C> F. persicavar. persica 8,9 Iranshahi i sar., 2006
© F. oopodaBoiss. 11,2 Karim i sar., 1979
Ove
Miristicin
F. jaeschkeana 26,0 Garg i sar., 1989
F. ovina 14,2 Karim i Bhatty, 1978
F. ferulioides 2,8 Sahebkar i Iranshahi, 2011
oy, F. oopoda 2,1 Karim i sar., 1979
(-)-Limonen
F. ovina 10,0 Karim i Bhatty, 1978
F. gummosa 3,7 Sahebkar i Iranshahi, 2011
Mircen
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3. Tradicionalna upotreba vrsta rodaFerula

Razl¢ite vrste rodaFerula primenjuju se u tradicionalnoj medicini, ali i
svakodnevno u ishrani, pre svega u azijskim zendjamMajvazniji primer svakako
predstavljaF. assa-foetidaZasecanjem podzemnih organa ove, ali i nekih idrugsta,
dobija se oleogumirezina asafetida. U ajurvedskeglisini, primena ove oleogumirezine
preporduje se u terapiji gastrointestinalnih tegoba. Uijin@dsafetida se tradicionalno
primenjuje kao antibakterijski agens, spazmolitkyretik i laksativ. Vodeni ekstrakt ove
oleogumirezine se koristi i kao antihelmintik. @dmskoj narodnoj medicini upotrebljava se
takade kao spazmolitik, antihelmintik, karminativ, i kkaksativ kod starijih osoba. U SAD
se primenjuje oralno kao antihelmintik i spazmhlith u Kini za terapiju infekcija crevnim
parazitima. Asafetida se u ajurvedskoj mediciniviganistanu primenjuje i kao veoma
zna&ajan agens u terapiji histerije. Narod Nepala jeskiosvakodnevno u ishrani kaocaa
koji poseduje sedativno i diurétio delovanje. U iranskoj tradicionalnoj medicinatetida
se koristi kao antikonvulzivno sredstvo, u Marolaokantiepileptik, dok u SAD smatraju
da deluje stimulativno na mozak i nerve. MoZdapgki najvaznija tradicionalna primena
asafetide u terapiji astme. U ajurvedskoj mediaifiij Saudijskoj Arabiji, preportuje se u
terapiji velikog kaSlja, pneumonije i bronhitisadkalece. Takde, u iranskoj narodnoj
medicini asafetida se primenjuje u terapiji astadwk se u Avganistanu i na Fidziju koristi
u terapiji velikog kaslja. U ajurvedskoj medicikiao i tradicionalnoj medicini raziitih
zemalja (npr. SAD i Brazil), asafetidi se pripisujafrodizijatha svojstva. Nasuprot tome,
njeno konzumiranje je najstroze zabranjeno u kaleam Budizmu. Moze se zakéjti da
se asafetida u tradicionalnoj medicini réitih naroda koristi n&e&e u terapiji astme,
bronhitisa i velikog kaslja (kao ekspektorans), kagastrointestinalnin porerdaja kao
spazmolitik, antiflatulens i antihelmintik (Irandhai Iranshahi, 2011). U homeopatiji
asafetida se koristi za terapiju hipoaciditetaufiencije, nadimanja i dijareje.

| oleorezine nekih drugih predstavnika rdéerula primenjuju se u tradicionalnoj
medicini, pre svega naroda u Aziji. Oleogumirezirate F. gummosakoja naseljava

centralnu Aziju, tradicionalno se koristi kao af#dik, za ublazavanje bolova u stomaku,
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u terapiji horeje, epilepsije i za brze zarastaajea (Sadraei i sar., 2001; Sayyah i sar.,
2002).

Za vrstuF. hermonis koja samoniklo raste u Libanu i Siriji, smatradseposeduje
snazno afrodizijgno delovanje i na trziStu Libana, Sirije i Jordamagu se né biljni
proizvodi na bazi ove vrste koji se popularno nagivlibanska vijagra“. Danas @k i u
SAD mogu néi dijetetski suplementi koji sadrZEé. hermonisi koji se preportuju za
poboljSanje seksualne aktivnosti (Hadidi i sar,200

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

VrstaF. sinkiangensiskoja raste uglavnom u Kini, tradicionalno se uploljeva u
terapiji inflamatornih stanja, alergije i stodmeh problema (Teng i sar., 2013), dokse
szowitsianau tradicionalnoj medicini naroda Irana, Turske igAwistana koristi kao
antihelmintik i antiseptik (Paydar i sar., 2013).

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

U terapiji artritisa kroz istoriju koristila se rstaF. ferulaeoidesPored toga, ova
vrsta je primenjivana i kao spazmolitik i uopSteevapiji poreméaja digestivnog 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 uglavhom naseljava Pakistan, tradicionamaigotrebljava za
ublazavanje kaSlja, u terapiji astme, zuboboljestippcije, Zeludénih tegoba i angine
pektoris (Bashir i sar., 2013).
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4. Farmakoloska aktivnost vrsta rodaFerula

FarmakoloSka aktivnost izolata vrsta ro@@rula intenzivno je ispitivana u
poslednjih dvadesetak godina. Najintenzivnije jeitigana vrstaF. assa-foetid&oja je,
kao Sto je vé napomenuto, nése korig€ena u tradicionalnoj medicini ragliih naroda.
Dosadasnja farmakoloSka ispitivanja asafetide pmlkagu da ova oleogumirezina deluje
antioksidantno, antivirusno, antifungalno, hemopreiwno, antidijabetino, spazmolitino,
hipotenzivno i moluscidno (Iranshahy i IranshahiD1®). Rezultati dosadaSnjih
farmakoloskih ispitivanja asafetide dati su u TaBel

Za izolate vrsteF. szowtsianapokazano je da ostvaruju brojna farmakoloSka
delovanja. Metanolni ekstrakt ove vrste je doznaste inhibirao proliferacijucelijske
linije humanog karcinoma pta A549. Dalje ispitivanje uticaja ovog ekstrakta na
ekspresiju gena ukljenih u proces apoptoze (Bcl-2, Bcl-xL, Bax i p5Batvrdila su
zna&ajan citotoksian efekat.

Metanolni ekstrakt je taki® pokazao zrtajan antiradikalski efekat u DPPH testu
koji je bio uporediv sa efektom rutina. Acetonskiseakt korena ove vrste ostvario je
takade i zn&ajnu antilaiSmanijoznu aktivnost prema promastigotnobliku Leishmania
major (Paydar i sar., 2013).

Hloroformski ekstrakt korena vrsté. persicapokazao je zngjnu antimikrobnu
aktivnost. Inhibicija rasta standardnih sojeva baj ispitivana je disk difuzionom
metodom, a ekstrakt je ostvario najbolju aktivhastiajveoj testiranoj koncentraciji
(4 mg/disku) (Shahverdi i sar., 2005).

Vodeni ekstrakt herbe ove vrste ostvario jecajrauin vivo hipotenzivni efekat na
pacovima kod kojih je hipertenzija izazivana Goatbbvom metodom. Rezultati
eksperimenata tade ukazuju nacinjenicu 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 ekstrakbbeve vrste ostvaruje isti efekat i prema

normotenzivnim pacovima (Ghanbari i sar., 2012b).
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Nepolarni ekstrakti (hloroformski i heksanski) heriste vrste ostvarili su zéagan
in vitro citotoksican efekat prema nekoliko malignielijskih linija (MCF7, HepG2, HT29,
A549), ali i prema zdravdjelijskoj liniji bubrega goveda (Hajimehdipoor i s&2012).

Vrsta F. gummosgrimenjivala se u medicinske svrhe joS od &kili vremena |
danas predstavlja jedan od najpifawanijih predstavnika ovog roda. R&#liizolati ove
vrste su u nekoliko studija pokazali zagmo antimikrobno delovanje. Etarsko ulje
oleogumirezine inhibiralo je rast bakterigscherichia coli Pseudomonas aerugingsa
Staphylococcuaureus Salmonella enteritidisListeria monocytogenegyi ¢emu su Gram
slican efekat inhibirajéi rast pre svega Gram (+) bakterija, ak.i coli (Eftekhar i sar.,
2004). Za etarska ulja ove vrste tdkge pokazano da ostvaruju i Zagu antifungalnu
aktivnost (Jahansooz i sar., 2008).

Za izolate ove vrste pokazano je da ostvarujuikantulzivnu aktivnost. Acetonski
ekstrakt ploda ostvario je protektivni efekat premkonvulzijama izazvanim
elektroSokovima, a naédo prema konvulzijama izazvanim pentilentetrazolotok je
acetonski ekstrakt korena uticao samo na konvuizgevane pentilentetrazolom. Etarsko
ulje ploda je, stino acetonskom ekstraktu korena, protektivni efelsttarilo samo prema
konvulzijama izazvanim pentilentetrazolom, ali gzd kojom je ostvaren ovaj efekat bila
gotovo jednaka LEy(Sayyah i sar., 2001; Sayyah i sar., 2002; Sayyaandgary, 2003).

Ispitivanja vodeno-etanolnog ekstrakta korena paleazsu da ovaj ekstrakt
ostvaruje blagu antioksidantnu aktivnost koja se pwega ogleda u neSto slabijoj
antiradikalskoj aktivnosti (anti-DPPH, anti-NO) eto boljoj sposobnosti heliranja?Fe
jona. Ovaj ekstrakt je pokazao i dozno-zavisanhamoliticki efekat (Ebrahimzadeh i sar.,
2011). Koristéi iste eksperimentalne modele, ova grupa autotnigalage i antioksidantni
potencijal vodeno-etanolnih ekstrakata stabljilsiplva i cvetova. Ovi ekstrakti su ostvarili
bolje efekte u pokenju sa ekstraktom podzemnih organa, a #ajgntioksidantni
potencijal ostvario je ekstrakt listova. Sva treekkta su pokazala i antihemalki efekat
(Nabawvi i sar., 2010).

Velika studija ispitivanja citotok&hog potencijala 264 vrsta upotrebljavanih u

tradicionalnoj kineskoj i egipatskoj medicini iz ZD god. svrstala je etanolni ekstrakt
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galbanuma, oelogumirezine dobijene zasecanjemjiktal. gummosa F. galbaniflua
Boiss. & Buhse, u kategoriju ekstrakata sa najsm@nncitotokstnom aktivnogu na
¢elijskoj liniji neuroblastoma miSeva (§&78 pg/ml) (Mazzio i Soliman, 2010). Etanolni
ekstrakti cvetova i listova ove vrste ostvarili antiproliferativni efekat premaelijskoj
liniji humanog kancera Zeluca (AGS). Dalja ispitije pokazala su da ova dva ekstrakta
pritom indukuju i rane i kasne procese apopotozeva celijskoj liniji (Gharaei i sar.,
2013).

Etarsko ulje, kao i vodeno-alkoholni, etarski, beski i metanolni ekstrakt
oleogumirezineF. gummosarelaksirali su dozno-zavisno kontrakcije izolowgnleuma
pacova izazvane KCI (80 mM) i ACh. Najsnaznije delge je ostvario etarski ekstrakt, a
nesto slabiju aktivnost ostvarili su benzinski, ametini, vodeno-etanolni ekstrakt i etarsko
ulje, navedenim redom (Sadraei i sar., 2001).

Metanolno-hloroformski ekstrakt herbe ublazio jengiome apstinencijalnog
sindroma izazvanog naloksonom (Ramezani i sar.]120®kaie je pokazano da etanolni
ekstrakt korena ima osteoprotektivni efekat (Mahdiosar., 2013).

Etanolni ekstrakt korena vrste sinaicaBoiss. relaksirao je spontane kontrakcije
uterusa pacova i zamoraca, kao i kontrakcije izagwksitocinom. Ovaj ekstrakt je tate®
relaksirao kontrakcije glatkih mi& digestivnog trakta, aorte i trahejeeea i zamoraca.
Ekstrakt je ostvario spazmotiko delovanje prema spontanim kontrakcijama ileuma
zamoraca i jejunuma ¢eva, kao i prema kontrakcijama izazvanim ACh. Redalni
efekat je uden i prema kontrakcijama trahejeceea izazvanim ACh i histaminom, kao i
prema kontrakcijama glatkih mé&i aorte z&va izazvanim norepinefrinom. Ostvareni
spazmoliteki efekti bili su dozno-zavisni i reverzibilni (Age sar., 1991a; Aqgel i sar.,
1991b).

Metanolni ekstrakt korena vrsté. narthex pokazao je dozno-zavisaim Vivo
analgetski efekat, ptiemu je u dozi od 100 i 200 mg/kg ovaj efekat im@bisticki znata;.
Ekstrakt je takde inhibirao motilitet digestivnog trakta miSewavivo (Bashir i sar., 2013).
Polarni i nepolarni ekstrakt oleogumirezife foetidaostvarili su u istom eksperimentu
nefroprotektivan efekat na pacovima u modelu neksitnosti izazvane gentamicinom
(Javaid i sar., 2012).

78



Etilacetatni i n-butanolni ekstrakt cvetov&. lutea (Poir.) Maire pokazali su
antioksidantnu, antiholinesteraznu, antidijatyati antimikrobnu i citostatsku aktivnost, a

za ove ekstrakte je pokazano da poseduju i alekippdtencijal (Znati i sar., 2014).
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Tabela 7.Rezultati dosadasnjih farmakoloSkih/bioloskih iisainja asafetide.

Aktivnhost

Izolat/na¢in aplikovanja

Koncentracije/doze

Bioloski sistem

Rzultati

Antidijabeti¢na

Infuz oleogumirezineifp.)

0,2 g/kg, 14 dana

Aloksanom izazvatri
dijabetes kod pacovg

Pove&anije telesne mase i
nivoa insulina uz

(in vivo). smanjenje nivoa glukoze.
Kontraceptivna Metanolni ekstraktg.0) 400 mg/kg Sprague-Dawley Prevencija z&ta (80%).
pacovi (n vivo).
Antifungalnd Oleogumirezina 0,1,1,2i0,5% na | Aspergillus Inhibicija rasta za 24% u
krompir-dekstroza parasiticus svim testiranim

agaru

koncentracijama.

Spazmolitéka’

Vodeni ekstrakt
oleogumirezine

1,2,3,5i7 mg/ml

[zolovani ileum
zamoracaif vitro).

Dozno-zavisna
spazmolitéka aktivnost je
ostvarena prema
spontanim kontrakcijama.

Spazmolittka"

Vodeni ekstrakt
oleogumirezine

3 mg/ml

Izolovani ileum
zamoracaif vitro).

Relaksantno delovanje
prema kontrakcijama
izazvanim KCI (28 mM),
ACh i histaminom. Efekat
prema kontrakicjama
izazvanim KCl izostaje u
prisustvu indometacina,
atropina, propranolola i
hlorfeniramina.
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Antitumorska

Vodeni ekstrakt.o)

50 mg/zivotinji, 5
dana

Inbredni soj Swiss-
albino miSevaif
Vivo).

Produzenje Zivotnog veks
(53%).

Antivirusna Oleogumirezina 0,75-2g/ml HeLacelijska linija Inhibicija citopatoloskog
inficirana efekta HRV-2 virusa
rinovirusom {(n (IC50=10,98ug/ml).

Vitro).

Antiulkusna Koloidni rastvor 50 mg/kg Pacowvirf vivo). Statistéki znatajan

oleogumirezined.o) gastroprotektivni efekat

Hemopreventivnb | Acetonski ekstrakt Pretretman zivotinja | MiSevi muskog pola | Znatajno povéanje nivoa

oleogumirezine (topikalno) | 300, 400 i 50Qug/ (in vivo). kutanih antioksidanasa i
0,2 ml/asafetide zn&ajno smanjenje
kutanih oksidativnih
parametara.
Hemopreventivnb | Oleogumirezinag.0) 1,25 i 5% u peletima| Sprague-Dawley Pove&anje latence (prve
hrane pacovi zenskog roda| pojave tumora), i
(in vivo). smanjenje volumena
tumora i srednjeg broja
tumora/zivotiniji.

Inhibicija Oleogumirezinag.o.) 250 mg, 8 nedelja Pacown(vivo). Smanjenje nivoa fosfataz

digestivnih i saharaze i povanje

enzima aktivnosti pankreasne

lipaze i himotripsina.

D
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Hipotenzivna

Vodeni ekstrakt
oleogumirezine.

0,3-2,2 mg/100 g u
0,4 ml

Anestezirani pacovi
(in vivo).

Dozno-zavisno smanjenje
krvnog pritiska.

Moluscidna 70,90, 120 170 Puzevi (n vivo). Najbolju moluscidnu
mg/l u razlgitim aktivnost pokazao je
vremenskim etanolni ekstrakt.
intervalima (14, 48,

72196 h).

Mutagena Oleogumirezina 200 mg/ml na agar | Salmonella Aktivnost preméS.

plo¢ama typhimurium typhimuriumTA 1537, a

ne i preméas. typhimurium
TA 1538 i TA 98.

Antinociceptivnd

Vodeni ekstrakt
oelogumirezine.

25,50 i 100 mg/kg
(i.p.)

Albino miSevi.

Statistiki znatajan
antinociceptivni efekat u
modelima hroninog i
akutnog bola.

Inhibicija
acetilholinesteraze

Vodeno-metanolni ekstrakt
oleogumirezine

100pg/ml

Spektrofotometrijsko
odreadivanje brzine
inhibicije enzima.

Umerena aktivnost
(IC50=281,3t5,23ug/ml)

Antikonvulzivno'

Vodeno-alkoholni ekstrakt
oleogumirezine

25, 501 100 mg/kg

Albino miSevi.

Ekstrakt je dozravisno
smanjio duzinu i trajanje
napada izazvanih
pentilentetrazolom.

Antimikrobno

Etarsko ulje oleogumirezing

0,0 — 0,3 mg/ml

Salmonella typhi,

Znaajna aktivnost prema
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prikupljene u tri rezliita
vremenska perioda.

Escherichia coli,
Staphylococcus
aureus, Bacillus
subtilis, Aspergillus
nigeri Candida
albicans.

testiranim
mikroorganizmima.

Antioksidantnd

Etarsko ulje oleogumirezing
prikupljene u tri rezliita
vremenska perioda

0,0 — 0,3 mg/ml

Ukupni flavonoidi,
ukupni polifenali,
antiradikalska
aktivnost prema
ABTS, NO, HO,i
TBARS radikalima.

Dozno-zavisna aktivnost

svim testovima.

Anksioliticno®

Vodeni ekstrakt
oelogumirezine

2501 500 mg/kg
(p.0)

Swiss albino misevi.

Dozno-zavisni

anksioliticki i analgetski
efekat. Ekstrakt je takie
ostvario i blag sedativni

efekat.

! _Iranshahy i Iranshahi, 2014+ Bagheri i sar., 2014:— Jazayeri i sar., 2014+ Kiasalari i sar., 2013;— Kavoosi i
Rowshan, 2013 — Algasuomi, 201
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CILJ
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Cilj ove doktorske disertacije je hemijska i farmld§ka karakterizacija podzemnih
organa srpske velestik€, heuffelii Mnogi predstavnici vrsta rodéerula su intenzivno
ispitivani u poslednjih tridesetak godina u pogleaemijskog sastava i farmakoloskih
aktivnosti i rezultati ovih istrazivanja ukazuju neeliki potencijalni zn#&aj koji bi
predstavnici ovog roda, kao i njihovi sekundarnitabeliti mogli imati u medicini i
farmaciji. Srpska velestika do sada nije ispitivaniéi postoje podaci o njenoj primeni u
narodnoj medicini.

Hemijska karakterizacija podzemnih orgaRa heuffelii obuhvatte ispitivanje
prisustva sekundarnih metabolita od ¢&ja za farmaciju u nepolarnom i polarnom
ekstraktu, njihovo izolovanje i odiwanje sadrzaja, kao i izolovanje etarskog ulja i
hemijsku analizu njegovog sastava.

FarmakoloSka karakterizacija izolata (etarskog ,ugéstrakata i/ili izolovanih
sekundarnih  metabolita) obuhwvai ispitivanje antioksidantne, spazmache,

antiinflamatorne,  gastroprotektivne, antimikrobne/ili 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 velestikef-erula heuffelii.Lokaliteti u Republici Srbiji, vreme sakupljanjaljbog
materijala, kao i herbarski podaci, dati su u TeBeBiljni materijal je identifikovao viSi
nawni saradnik, dr sc. Marjan Nikéti kustos Prirodngkog muzeja u Beogradu, a
herbarski primerci deponovani su u Herbarijumudemjatkog muzeja u Beogradu (BEO).

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

do momenta ekstrakcije, odnosno destilacije vodeparam.

Tabela 8 Lokaliteti u Republici Srbiji i vreme prikupljaaj podzemnih organa srpske

velestike F. heuffelii

Lokalitet i vreme prikupljanja Kolektorski broj (B EO)
Brdo Oblik, Stevatka klisura, maj 2007. god. ko20070502 BEO
Gvozdena kapijaherdapska klisura, april 2008. god ko20080403/1 BEO
Debeli lug, klisura Peka, april 2010. god. ko201@®0% BEO

2. Aparatura

GC-FID analiza etarskih ulja uteana je na gasnom hromatografu SRI 8610C
opremljenom FID detektoromsplit/splitless injektorom (split ratio 1:20; zapremina
injektovanja 1ul) i kapilarnom kolonom DB-5 (30 m 0,32 mm; debljina filma 0,2pm), a
kao noséi gas korigen je helijum (He). Temperature injektora i detektaznosile su
280 °C.

GC-MS analiza etarskih ulja sprovedena je na gashoomatografu Hewlett
Packard 6890 sa MS detektorom Hewlett Packard ,5§78/splitlessinjektorom (split
ratio 1:10) i kapilarnom kolonom HP-5MS (30 m0,25 mm; debljina filma 0,2%m).
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Helijum (He) je korigen kao nos@ gas, a temperaturni program je bio idéati programu
koris¢enom za GC-FID analizu.

HPLC analiza hloroformskog i metanolnog ekstrakta3ena je na udaju Aglient
1100 sa DAD detektorom, uz upotrebu Zorbax Ecli¥8d8 Cis kolone (250x 4,6 mm;
veli¢ina cestica um).

Semipreparativna HPLC analiza izvedena je natajue Aglient 1100 sa DAD
detektorom, uz upotrebu Zorbax Eclipse XDEs Kolone (9,4x 250 mm; veliina cestica
5 um).

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

Hromatografija na tankom sloju silikagela izved@gmaa silikagel TLC pléama 60
Fos4 (Merck, Nemaka).

Jednodimenzionalnii NMR, *C NMR) i dvodimenzionalni NMR spektri (COSY i
HMBC) snimljeni su kori&enjem magneta od 400 MHz na dm@1 Avance (Bruker).
Uzorci su rastvarani u deuterohloroformu (CB)CIKao interni standard kodén je
tetrametilsilan.

Maseni spektri i precizna masa (MS) snimani su natevg (Miliford, MA)
SYNAPT hibridnim kvadrupol/TOF (time-of-flight) masom spektrometru. Uzorci su
analizirani pri pozitivnom modu elektrosprej joréa, ESI (eng.positive ion electrospray
modg. Podaci su dobijeni pri rezoluciji od 10000 Da kari&enje leucinenkefalina kao
standarda i analizirani u MassLynx kompjuterskorfitveou (Waters, Miliford, MA).

Spektrofotometrijsko oddivanje ukupne antioksidantne aktivnosti, ukupnih
polifenola i sposobnosti neutralizacije DPPH ratiikarSeno je na spektrofotometru
SPECOL 11 (Carl Zeiss, Jena, Ne#k®), dok je spektrofotometrijsko odiiganje
sposobnosti neutralizacije 'OH radikala vrSenopeksofotometru Evolution 300 (Thermo
Scientific, SAD).

Za in vitro ispitivanje spazmolitike aktivnosti izolata na izolovanom ileumu
pacova, kori€en je izotonini dava sile (TSZ-04-E, Experimetria Ltd, Budimpesta,

Madarska). Efekti ispitivanih izolata na kontrakcijeeuma snimani su i analizirani
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koris&¢enjem kompjuterskog softvera SPEL Advanced ISOSYdFaDAcquisition System
(Experimetria Ltd, Budimpesta, Marska).

Zain vitro ispitivanje spazmolitike aktivnosti izolata na izolovanoj traheji pacova
kori¢en je dava sila-pomeranje, a podaci su snimani na fiziogr@arco-Bio system,
Hjuston, SAD).

Za merenje apsorbancijein vitro testu ispitivanja citotok&ne aktivnosti izolata
koris¢en je ELISAcitac Multiskan EX (Thermo Fisher Scientific), a testgproveden na

transparentnim mikrotitracionim plama ravnog dna sa 96 bazena (Nunc, Nalgene).

3. I1zolovanje, odralivanje sadrzaja i analiza sastava etarskih ulja

3.1. I1zolovanje etarskih ulja

Etarska ulja su izolovana iz podzemnih organa inizdoren) srpske velestiké,
heuffelii sakupljenih na tri lokaliteta u Republici Srbijiabrdu Oblik, Sievatka klisura,
maja 2007. god.; na Gvozdenoj kaphierdapska klisura, aprila 2008. god. i u Debelom
lugu, klisura Peka, aprila 2010. god.

Etarsko ulje je u podzemnim organima srpske vddeslbokalizovano endogeno,
zbog ¢ega je neposredno pre izolovanja etarskih ulja esuilini materijal usitnjen do
stepena grubog praska.

Etarska ulja su izolovana postupkom destilacijeevmin parom u aparaturi po
Clevengetu, prema propisu datom u Ph. Eur. 6, uz dodathkksana (1 ml) u kou cev.
Destilacija je trajala 2 h, a masa izolovanih éditralja je merena nakon otparavama
heksana na sobnoj temperaturi.

Sadrzaj etarskih ulja odian je gravimetrijskiif/m) i izracunavan 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 kvantitativna analiza etarskih uljgadena 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);

temperatura injektora 280 °C;

nosei gas helijum (1,2 ml/min);

temperaturni program 60-280 °C, linearan porast/Gh.

Uslovi GC-MS analize:

aparat Hewlett Packard 6890- 5973 GC-MS;

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

temperatura transfer linije 250 °C;

nosei gas helijum (1,0 ml/min);

tehnika jonizacije: El, 70 eV,

zapremina injektovanog uzorka 140

Za GC-FID i GC-MS analizu pripremani su rastvorarskih ulja un-heksanu
(10%VIV).
Identifikacija komponenata analiziranih etarskihjaulizvrSena je por&Enjem

njihovih

retencionin vremena, Ko¥avih indeksa (RI) i masenih spektara sa

odgovarajdim podacima za referentne supstance i/ili jedigerjkompjuterske datoteke
(NIST/NBS, Wiley) i literature (Adams, 2001). Limea retencioni indeksi (Kowgevi
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indeksi, RI) odrdivani su u odnosu na homologi niz-alkana (G-Cz4) pod istim
eksperimentalnim uslovima (Van den Dool i Kratz63p
Procentualni sadrzaj pojedifrah komponenti odiéivan je metodom normalizacije

integrisanih povrsSina pikova.

4. |zrada ekstrakata

OsusSen i spraSen biljni materijal (630 g), prikapljna brdu Oblik (Sevaka
klisura, Republika Srbija), ekstrahovan je postupkoimaceracije na sobnoj temperaturi
najpre hloroformom, a zatim metanolom. Svaki od geatupka maceracije izveden je u
tamnim bocama tokom 48 h uz meSanje u ravhomerngmenskim intervalima, a odnos
droga:ekstrakciono sredstvo iznosio je 1:1@\). Nakon 48 h ekstrakti su filtrirani, a
rastvarai uklonjeni uparavanjem pod snizenim pritiskom.

Masa dobijenog suvog hloroformskog (CH)Gtkstrakta iznosila je 64,13 g (prinos
u odnosu na osusen biljni materijal: 10,18%), dekmasa suvog metanolnog (MeOH)
ekstrakta iznosila 49,14 g (prinos u odnosu naesbdjni materijal: 7,81%).

5. Izolovanje sekundarnih metabolita iz hloroformslog ekstrakta

5.1. Razdvajanje hloroformskog ekstrakta hromatogrdijom na stubu silikagela

U cilju izolovanja sekundarnih metabolita iz hlayohskog ekstrakta podzemnih
organaF. heuffeliiizvedeno je hromatografsko razdvajanje na stulkagela (Silica gel
60; 0,063-0,200 mm, Merck, Nexa), dimenzija 8% 2,9 cm. Suvi hloroformski ekstrakt
(6,8 g) adsorbovan je na silikagel i nanet u tanistoju na stub silikagela. Eluiranje je
izvedeno u gradijent sistemu mobilnih faza uz poeste povéanje polarnosti. Sakupljane
su frakcije zapremine 50 ml, eluiranje je z&go u sistemu heksan:hloroform (1:1-1:8;

V:V), nakon tog&istim hloroformom, a zatim u sistemu hloroform:mmegh(1:0-1:4;V:V).
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Na ovaj nain sakupljeno je 217 frakcija koje su dalje testeana tankom sloju silikagela
(TLC 60 Fs4, 20%x 10 cm, Merck, Nemika), u sistemu & polarnosti od onog u kome je
vrSeno eluiranje kada su prikupljene frakcije kege analiziraju. TLC hromatogrami su
posmatrani pre i posle derivatizacije etanolnintv@®m KOH u UV svetlosti na 256 nm i
365 nm i frakcije su spajane na osnovurslsti.

Jedinjenjel nalazilo se u frakcijama 84-87, prikupljenim sdok@ nakon eluiranja
sistemom rastvata heksan:hloroform — 1:2. Iz frakcije 84 (20 mgyipjenjel (1,4 mg)
izolovano jemetodom Jreparativne HPLC.

Jedinjenje2 nalazilo se u frakcijama 87-88, prikupljenim sdoke nakon eluiranja
sistemom rastvata heksan:hloroform — 1:2. 1z frakcije 87 (18,4 mpgj)imenom iste
metode, izolovana je dodatna katia jedinjenjal (0,9 mg),kao i jedinjenje2 (0,6 mg).

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

Jedinjenjed nalazilo se u frakcijama 92-95, dobijenim sa kel@tuiranjem smeSom
heksan:hloroform — 1:2. Ova dva jedinjenja izolavasu iz spojenih frakcija 92-95
metodom Zemipreparativne HPLC i dobijeno je po 5,8 mg jelianjenja.

Jedinjenjeb nalazilo se u frakcijama 121-137, dobijenim saokel nakon eluiranja
sistemom heksan:hloroform — 1:4. Spojene frakcd-137 (676 mg) rastvorene su u
minimalnoj koliini CHCI; i dalje razdvajane na stubu silikagela dimenz§gb4 1 cm.
Eluiranje je izvedeno u gradijent sistemu mobilfaha uz postepeno patanje polarnosti.
Sakupljane su frakcije zapremine 7 ml, eluiranjez@d@eto u sistemu heksan:etilacetat
(1:0-0:1; V:V), nakon togdistim etilacetatom, a zatim i u sistemu etilacetatanol (1:0-
0:1; V:V). Na ovaj nain sakupljene su 173 frakcije (A1-A173), koje sujeldestirane
metodom téne hromatografije (HPLC). Jedinjerjazolovano je iz frakcija A90-A111 (27
mg) metodom 3emipreparativnhe HPLC.

Jedinjenja6 i 7 nalazila su se u frakcijama 139-163 dobijenim skorke nakon
eluiranja sistemom heksan:hloroform — 1:4 i 1:&kere 139-148 (163 mg) rastvorene su
u minimalnoj koltini CHCIs i dalje razdvajane na stubu silikagela dimenzBax2l cm.
Eluiranje je izvedeno u gradijent sistemu mobilfaha uz postepeno paianje polarnosti.

Sakupljane su frakcije zapremine 7 ml, eluiranjez@d@eto u sistemu heksan:etilacetat
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(1:0-0:1; V:V), nakon togdistim etilacetatom, a zatim u sistemu etilacetatamel (1:0-
0:1; V:V). Na ovaj nain sakupljeno je 158 frakcija (B1-B158), koje sujeldestirane
metodom téne hromatografije (HPLC). Jedinjer§@zolovano je iz frakcija B25-B37 (53,3
mg) metodom 4semipreparativne HPLC. Spojene frakcije 149-16@8(Bg), dobijene sa
kolone nakon eluiranja sistemom rast¢araheksan:hloroform 1:8, rastvorene su u
minimalnoj kol¢ini CHCIz i dalje razdvajane na stubu silikagela dimenzgax41 cm.
Eluiranje je izvedeno u gradijent sistemu mobilfaha uz postepeno patanje polarnosti.
Sakupljane su frakcije zapremine 5 ml, eluiranjez@d@eto u sistemu heksan:etilacetat
(1:0-0:1; V:V), nakon togdistim etilacetatom, a zatim u sistemu etilacetatamel (1:0-
0:1; V:V). Na ovaj nain sakupljeno je 170 frakcija (C1-C170), koje suUjeldestirane
metodom té&ne hromatografije (HPLC). Jedinjenje 6 nalazilowsédrakcijama C70-C90
(283,7 mg). Jedinjenjé& izolovano je i pré&is¢eno metodom Ssemipreparativne 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
kolicini CHCI; i dalje razdvajane na stubu silikagela dimenzflgb4« 1 cm. Eluiranje je
izvedeno u gradijent sistemu mobilnih faza uz poste@ povéanje polarnosti. Sakupljane
su frakcije zapremine 5 ml, eluiranje je z&go u sistemu heksan:etilacetat (1:0-0/1),
nakon togeacistim etilacetatom, a zatim i u sistemu etilacetatanol (1:0-0:1V:V). Na
ovaj n&in sakupljeno je 196 frakcija (D1-D196), koje sujeldestirane metodom dee
hromatografije (HPLC). Jedinjenfeizolovano je iz frakcija D101-D111 (62 mg)etodom
6 semipreparativne HPLC.

Jedinjenjed nalazilo se u frakcijama 179-198, dobijenim saokel nakon eluiranja
¢istim hloroformom (frakcije 179-190) i sistemom temata hloroform:metanol — 8:1
(frakcije 191-198). Frakcije 179-198 (260 mg) raséne su u minimalnoj kaini CHCI; i
dalje razdvajane na stubu silikagela dimenzija 44,3 cm. Eluiranje je izvedeno u
gradijent sistemu mobilnih faza uz postepeno pang polarnosti. Sakupljane su frakcije
zapremine 7 ml, eluiranje je zafo u sistemu heksan:etilacetat (1:0-0:1; V:V), arak
toga cistim etilacetatom, a zatim i u sistemu etilacetatanol (1:0-0:1; V:V). Na ovaj

nain sakupljene su 192 frakcije (E1-E192), koje sujeddestirane metodom dee

93



hromatografije (HPLC). Jedinjenj® izolovano je iz frakcija E70-E82netodom 7
semipreparativnhe HPLC, kao i iz frakcija E88-EXf08todom &emipreparatvne HPLC.
Jedinjenje 10 nalazilo se u frakciji 200, dobijenoj sa kolonekom eluiranja
sistemom rastvata hloroform:metanol — 8:1. Frakcija 200 (881 mg¥tvarena je u
minimalnoj koliini CHCI; i dalje razdvajana na stubu silikagela dimenzBax52,9 cm.
Eluiranje je izvedeno u gradijent sistemu mobilfaibha uz postepeno paianje polarnosti.
Sakupljane su frakcije zapremine 9 ml, eluiranjegdeto u sistemu heksan:etilacetat
(1:0-0:1; V:V), nakon togd&istim etilacetatom, a zatim u sistemu etilacetatamel (1:0-
0:1; V:V). Na ovaj nain sakupljeno je 266 frakcija (F1-F266), koje sujeldestirane
metodom t&ne hromatografije (HPLC). Jedinjen]® je izolovano iz frakcija F178-F198

metodom $emipreparativhe HPLC.

5.2. Analiticka i semipreparativna HPLC analiza hloroformskog elstrakta

Analiticka (kvalitativna i kvantitativna) HPLC analiza htdormskog ekstrakta
izvedena je na udaju Agilent 1100 uz primenu Zorbax Eclipse XDBs&olone (4,6x
250 mm; 5um). Semipreparativha HPLC analiza izvedena je twamisureiaju uz primenu
kolone Eclipse XDB-g (9,4 x 250 mm; 5um). Mobilne faze koje su kokéne za
analitcku i semipreparativnu HPLC analizu bile su: voda), (Acetonitril (B), smeSa
acetonitril:metanol (3:1) (C) i smeSa acetonitrétamol (6:1) (D).

Za analittku analizu frakcija uzorci su rastvarani u acetdnit Brzina protoka
mobilne faze bila je 1,0 ml/min; radna tempera26£C, zapremina injektovanja 20, a
talasna duzina detekcije 210 nm. Rezim eluiranjgeda Tabeli 9.

Devet razltitih metoda semipreparativne HPLC analize k@i je za izolovanje
Cistih metabolita i/ili préiS¢avanje izolovanih metabolita. Brzina protoka mobifaze bila
je 3,3 ml/min, radna temperatura 26, zapremina injektovanja 5Q0, a talasna duzina
detekcije 210 nm. Detalji ovih 9 metoda dati suabdli 9.
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Kvantifikacija prethodno izolovanih i identifikovdn metabolita izvrSena je
metodom eksternog standarda, ggmu su izolovani metaboliti kodéni kao standardne

supstance. Metoda koégna za kvantifikovanje ekstrakta prikazana je u€eligh

Tabela 9. Rezimi eluiranja kori&ni za analitiku (kvalitativhu i kvantitativnu) HPLC
analizu frakcija hloroformskog ekstrakta, kao iizalovanje i/ili pr&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
Metoda?7 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

Kvalitativha i kvantitativna HPLC analiza metanajphetkstrakta izvrSena je na
uredaju Agilent 1100 uz primenu Zorbax Eclipse XDBg®olone (4,6x 250 mm; 5um).
Mobilne faze kori8ene za analizu bile su: voda (A), smeSa acetanmgtanol (3:1) (B),
0,03% rastvor EPOy u vodi (C) i smeSa mobilne faze C (10%) u acetibmi(D).

Kvalitativna HPLC analiza sprovedena je kéesjem sledé& metode: C:D (90:10-
75:25), 5 min, nakon toga C:D (75:25), 10 min, makkoga C:D (75:25-70:30), 5 min,
nakon toga C:D (70:30-50:50), 5 min, nakon toga @D:50-30:70), 5 min, nakon toga
C:D (30:70-90:10), 5 min, eluiranje je u sléihe3 min nastavljeno izokratski, ptemu je
volumen injektovanja izosio 2d, temperatura 28C, a brzina protoka 0,8 ml/min.

Dve metode su kor&ne za kvantifikaciju identifikovnih jedinjenja ine su
obuhvatale kombinaciju izokratskog i gradijent eduja.

Metoda 1- A:B (40:60-20:80), tokom 30 min, zatim je u tokumin eluiranje
nastavljeno u izokratskim uslovima i nakon toga AZ9:80-5:95) 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 (90:10-75:25kan 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 (30:70-10:9kom 5 min, eluiranje je u sledl
10 min nastavljeno izokratski, i na kraju C:D (1@90:10), 10 min; zapremina

injektovanja izosila je 2Ql, temperatura 25C i brzina protoka 0,8 ml/min.

7. Odredivanje ukupnih fenolnih jedinjenja u metanolnom ekdraktu
Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja odrean je u metanolnom ekstraktu

podzemnih organa srpske velestilke, heuffelii sakupljenih na brdu Oblik (Svatka

klisura) u maju 2007. god.
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Spektrofotometrijsko oddivanje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjezgsniva se na
reakciji sa Folin-Ciocalteu (FC) reagensom (fosfbbamvolframova kiselina) u baznoj
sredini, pri¢emu polifenoli redukuju W8-jon do Wd*-jona i Md*-jon do Md"-jona
(volfram-molibdensko plavo), a sami se oksiduju @dinona (Velioglu i sar., 1998;
Petrovt i sar., 2009).

Metanolni ekstrakt podzemnih orgaria heuffelii rastvoren je u metanolu u
koncentraciji 1 mg/ml. 10Qul ovako pripremljenog rastvora pomeSano je sa @b0
komercijalnog FC reagensa razblazenog 10 puta. N&kmin u smeSu je dodato 750
rastvora NaCO;s (60 g/l). Ovako dobijena smeSa snazno je pkikaia i ostavljena da stoji
90 min na tamnom mestu na sobnoj temperaturi. tNaasn pripremljena je i slepa proba,
osim Sto je umesto 100l metanolnog ekstrakta dodato 1{Drastvarga. Apsorbancija
rastvora merena je posle 90 min na 725 nm, a adzgl izrazeni kao % galne kiseline,

odnosno mg galne kiseline/100 mg suvog ekstrakta.

8. Ispitivanje antioksidantne aktivnosti ekstrakatai etarskih ulja

Parcijalna redukcija kiseonika u processlijskog disanja u mitohondrijama
predstavlja glavni izvor reaktivnih kise@nih vrsta (engreactive oxigen speciesROS) i
ove vrste se u fizioloSkim uslovima stvaraju u m&aolicini. Slobodni radikali su atomi,
molekuli ili joni sa nesparenim elektronima koji @ko nestabilni i vrlo lako stupaju u
reakciju sa biomolekulima. Humani organizam posedanftioksidativni sistem odbrane
kojim spr&ava stvaranje \h kolicina ROS, neutraliSe slobodne radikale, odnosno
popravlja nastala ostenja i na taj ndn odrzava homeostazu organizma. ddem,
preduga izlozenosielije ROS moze dovesti do situacije da je prem&Sgracitet sistema
odbrane organizma i tada u organizmu nastaju okgidaostéenja. Danas se zna da ROS
igraju vaznu ulogu u patogenezi réilh bolesti: malignih oboljenja, kardiovaskularnih

bolesti, Séerne bolesti, inflamatornh bolesti, bolesti CNSeha i
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Brojni predstavnici iz klase polifenola, primenjenu odgovarajéim
koncentracijama, mogu ostvariti snazno antioksiamtelovanje. Takie, u novije vreme
se sveteXe ispituje i antioksidantni potencijal etarskihaulj

Za ispitivanje antioksidantne aktivnosti metanolnodloroformskog ekstrakta

podzemnih organa srpske velestikeheuffeliikoris¢ena su trin vitro testa:

* FRAP test kojim se oddelje ukupna antioksidantna aktivnost;
» DPPH test kojim se oddeje sposobnost neutralizacije 1,1-difenil-2-pikiditazil
radikala i

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

Za ispitivanje antioksidantnog delovanja etarsklifa uzolovanih iz podzemnih
organaF. heuffeliikoris¢en je DPPH test.

8.1. Ispitivanje ukupnog antioksidantnog potencijah (FRAP test) ekstrakata

FRAP test (engFerric Reducing Ability of Plasmapredstavlja metodu koja se
zasniva na redukciji Fe(lll)-tripiridil-triazin kopleksa (Fe(lll)-TPTZ) do plavog Fe(ll)-
tripiridil-triazin kompleksa (Fe(ll)-TPTZ) pri niskn pH vrednostima. Intenzitet dobijene
plave boje meri se spektrofotometrijski, na 593 waj test se koristi za odiiganje
ukupnog antioksidantnog potencijala ispitivanogrigao

Postupakipomesano je 3 ml FRAP reagensa i i0éastvora metanolnog ekstrakta
podzemnih organa vrsté. heuffeliiu metanolu, odnosno 1Q0 rastvora hloroformskog
ekstrakta podzemnih organa vrdte heuffelii u 96% etanolu. Nakon toga je sadrzaj
epruvete dobro prondkan. Apsorbancija plavo obojenog rastvora meremeage 5 min na
593 nm, a kao rastvor za kompenzaciju (slepa pr&be¥cen je FRAP reagens. FRAP
reagens je pripremljen na slédaatin: pomesano je 25 ml acetatnog pufera (pH=3,6; 300
mM) sa 2,5 ml rastvora 2,4,6-tripiridil-S-triazined9 mM HCI i 2,5 ml 20 mM Fegl

Rezultati su izraZeni kao FRAP vrednost, tj. kaeol F€*/mg suvog ekstrakta. Za

izracunavanje ove vrednosti koéEna je jednéna kalibracione krive koja je konstruisana
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pomaiu rastvora FeS©O(100-1000ul/l) pri uslovima koji vaze za tok odievanja. Kao
referentna supstanca sa kojom je ugera aktivnost ekstrakata kaiha je askorbinska

kiselina. (Luximon-Ramma i sar., 2002)

8.2. Ispitivanje sposobnosti neutralizacije 'OHadikala ekstrakata

Za ispitivanje sposobnosti neutralizacije hidrok6iODH) radikala najese se
primenjuje 2-dezoksiriboza test. Hidroksil radij@hajpotentniji ROS. Ima izuzetno kratak
Zivot Sto navodi na zakljak da je jako reaktivan. Ovaj radikal neselektivrneelikom
brzinom reaguje sa biomolekulima iz svog okruzéngm. DNK) i utice na funkcionalnost i
integritetcelije. Ovaj radikal sén vitro i in vivo stvara u tzv. Fentonovoj reakciji (reakciji
H.O, i metala sa promenljivom valencony).osnovi ovog ispitivanja je reakcija razgradnje

2-dezoksiriboze posredstvom "OH radikala:
Fe¥* - EDTA + askorbat> F€* - EDTA + oksidovani askorbat
F€* - EDTA + HO, — FE" + OH + 'OH

Proizvodi ove reakcije reaguju dalje sa tiobarhitum kiselinom grade purpurno

obojene komplekse sa apsorpcionim maksimumom naBB@.ee i Lim, 2000).
Priprema reagensareagens se priprema od sléitiesastojaka:

» fosfatni pufer (pH=7,4, 1=0,1)

« EDTA (0,004 M)

* FeCk (0,004 M)

» 2-dezoksiriboza (0,05 M)

*  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 orgarfa heuffelii rastvoren je u
metanolu. Zatim su pripremljena razblazenja ekstrakopsegu koncentracija od 5 — 160
ug/ml. Hloroformski ekstrakt podzemnih orgaRaheuffeliirastvoren je u 96% etanolu, a
zatim su pripremljena razblazenja ekstrakta u apsegncentracija od 3,125-100,000
ug/ml.

Svaka reakciona smesSa sadrzavala je &edeagense: 100l FeCk (100 uM),
100 ul EDTA (100 uM), 20 wl HO, (2,2 mM), 200l 2-dezoksiriboze (2,5uM),
100 pul L-askorbinske kiseline (100M), 20 ul odgovarajiéeg razblazenja MeOH ekstrakta
i fosfatni pufer (PBS, pH = 7,4; | = 0,1), dodat klsnatne zapremine od 4 ml. Kontrolni
uzorci su umesto ispitivanog ekstrakta sadrzalil2fdgovarajideg rastvaréa, dok je slepa
proba sadrzala samo PBS (3,78 ml), 2002-dezoksiriboze i 20ul odgovarajiéeg
rastvarda.

Reakcione smeSe inkubirane su 60 min na temper@dusi/ °C. Zatim je u svaku
smesu dodat po 1 ml 19n(V) tiobarbiturne kiseline (TBA) u 0,05 M NaOH i ponil
2,8% (/V) trihlorsircetne kiseline (TCA). SmeSe su nakon toga zagred@nenin na
10C°C i potom ohldene. Posle hienja merena je apsorbancija rastvora na 532 nm, u
odnosu na odgovardju slepu probu (rastvor za kompenzaciju) i kontr@llee i Lim,
2000).

Procenat neutralizacije hidroksil radikala taraavan je prema formuli:

1(%) = (Ax— Ag)x100/A

gde je A apsorbancija kontrole, a;Aapsorbancija analize.

Rezultati su izrazeni kao neutralizacija "OH ratik@o) i kao koncentracija uzorka
koja dovodi do 50% neutralizacije 'OH radikala —s8@ednost gg/ml).
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8.3. Ispitivanje sposobnosti neutralizacije DPPH rdikala ekstrakata i etarskih

ulja

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikal je stdbn slobodni radikal koji ima
nespareni valentni elektron na jednom atomu azatazotnom mostu. Neutralizacija ovog
radikala predstavlja osnovu danas veoma populatestp ispitivanja antioksidantne
aktivnosti u kome se meri intenzitet promene bqjitastog DPPH radikala do Zutog,
neutralnog oblika (difenilpikrilhidrazina) u reakcisa hvatdima slobodnih radikala.
Promena boje meri se spektrofotometrijski, na 5&i npredstavlja meru antiradikalske

aktivnosti ispitivanog uzorka (Sharma i Bhat, 2009)

Postupak.Etarska ulja kao i hloroformski ekstrakt podzemoilganaF. heufflii
rastvoreni su u apsolutnom etanolu, dok je metanekstrakt rastvoren u metanolu.
Svakom od uzoraka (u zapremini od 2,5 ml) dodatpgel ml 0,5 mM rastvora DPPH,
pripremljenog u odgovarajem rastvaréu (apsolutnom etanolu za etarska ulja i
hloroformski ekstrakt, odnosno metanolu za metarekstrakt). Ovako dobijene smeSe su
snazno promtkane i ostavljene da stoje 30 min na tamnom mé&ikon toga je izmerena
apsorbancija, na 517 nm. Kao kontrola kegite su smeSe 1 ml 0,5 mM rastvora DPPH
radikala u apsolutnom etanolu, odnosno metanoluek¢gendodato 2,5 ml apsolutnog
etanola, odnosno metanola. Neutralizacija DPPH kadali izr&unata je kori&enjem
formule:

[(%)=(Ak-Ajz) x100/A
gde je A apsorbancija kontrole, a;Aapsorbancija analize.

Rezultati su izrazeni kao neutralizacija DPPH ral#ik(%) i kao koncentracija
uzorka koja dovodi do 50% neutralizacije DPPH ratik SGo).
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9. Eksperimentalne zivotinje kori&ene za ispitivanje spazmolitike,

antiiflamatorne i gastroprotektivne aktivnosti izolata

U svimin vivo eksperimentima, tj. za ispitivanje spazmokg, antiiflamatorne i
gastroprotektivne aktivnosti kotdni su pacovi soja Wistar oba pola, telesne mafe-27
310 g, starosti od 3 do 5 meseci, koji su odgajenodgovarajtim laboratorijskim
uslovima ¢uvani u kavezima, na temperaturi vazduha 20-24s&Cslobodnim pristupom
vodi i hrani). Sviin vivo eksperimenti sprovedeni su prema direktivama $akzetope The
European Council Directive of November 24, 1.98&'609/EEC).

10. Ispitivanje spazmolitike aktivnosti etarskog ulja, ekstrakata i
metabolita

Glatka mis¢na vlakna u digestivnhom traktu pdema su u snopove od oko 1000
paralelno postavljenih viakana. U svakom snopu ga Wakna méusobno elekttino
povezana velikim brojem komunikativnih veza. Ovees@ruzaju jako mali otpor kretanju
jona, pa elekttini signali mogu lako da prelaze sa jednog viaknanmigo. Ovi snopovi se
u pojedinim tékama preklapaju, ali se izahe njih nalazi, pre svega, rastresito vezivno
tkivo. Misi¢ni sloj funkcioniSe dakle kao sincicijum i akciopotencijal se kroz miéi
prenosi u svim pravcima, a put koji geezavisi od ekscitabilnosti méi. Postoje takie i
veze izmdu longitudinalnog i cirkularnog mi&nog sloja, pa se ekscitacija jednog sloja
nage&i pranosi na drugi.Celijska membrana glatkog mi&i u odnosu na skeletni, ima
znatno VviSe voltazno-zavisnih kalcijumskih kanala, mali broj voltazno-zavisnih
natrijumskih kanala. Ovainjenica navodi na zaklfiak da natrijum vrlo malo destvuje u
stvaranju akcionog potencijala dnee glatkih mista, dok je ulazak kalcijumovih jona u
unutrasnjost vlakna najodogovorniji za stvaranjei@kog potencijala. Kalcijumski kanali

se otvaraju sporije od natrijumskih, ali ostaju@wivoreni. Kalcijum u sarkoplazmu dolazi
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iz ekstraelijskog prostora (neophodan za dugotrajne konijgkdi iz unutrasnjih depoa
(dovoljan samo za kratkotrajne kontrakcije). Pone®t pomenutih voltazno-zavisnih
kanala, kalcijumovi joni ulaze éeliju i preko receptorskih (ligand-zavisnih kanaleo i
kanala koji se aktiviraju sekundarnim glasnikom.ld§am iz unutrasnjih rezervi se iz
sarkoplazminog retikuluma (SR) oslaidapod uticajem inozitoltrifosfata. Nakon vezivanja
odgovarajdeg liganda za receptor, preko G proteina se aétifosfolipaza C koja cepa
fosfatidilinozitol-1,4-difosfat na inozitol-3-fosfgIPs) i diacilglicerol (DAG). IR aktivira
istoimene receptore na SR, otvaraju se kalcijunkskiali i kalcijum iz depoa stize u
sarkoplazmu. Kalcijum iz SR moze pres sarkoplazmu i preko rianodinskih receptora.
Rianodinski receptori (RIR), nazvani i kalcijumtiakaju¢i kalcijumski kanali, sini su
istoimenim receptorima u skeletnim ndigha. Ove jonske kanale otvara poésra
koncentracija kalcijuma u sarkoplazmi. Péameje kalcijuma u sarkoplazmi, koje izaziva
IP3, utice na kalcijumske kanale zavisne od kalcijuma prk&ph se dodatna kalina
kalcijuma mobiliSe iz sarkoplazminog retikulumak®anpr. kofein moze da isprazni depoe
kalcijuma preko ovih kanala.

Glatka muskulatura digestivnog trakta ispoljavargpali kontinuiranu elekténu

aktivnost koja se manifestuje kao:

» spori talasi — oscilacije membranskog potencijalge lodretuju ritam kontrakcija
GIT-a; nisu akcioni potencijali

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

e,

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

» stimulacija izazvana speaifiim GIT hormonima.

Faktori koji dovode do hiperpolarizacije membranoe s
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* uticaj adrenalina i noradrenalina

» stimulacija simpatikim nervima koja lde noradrenalin (Guyton & Hall, 1999).

Acetilholin (ACh) je jedan od dva najvaznija neuwastsmitera u glatkomi&nim
sinapsama i on svoje efekte ostvaruje pélidekaskadu nakon vezivanja za odgovaéaju
receptor na membrani. Muskarinski agonisti (kao #&h) izazivaju kontrakcije \é@ne
glatkih misSta u organizmu (sfinktera duzice, disajnih puteyalu¢ima, mokrane beSike,
gastrointestinalnog trakta, kao i nekih krvnih sem)o Ovakav odgovor je posledica
aktivacije muskarinskih receptora na sarkolemi.v8ilgpodtipovi muskarinskih receptora
koji se mogu né& na sarkolemi glatkittelija GIT-a su M i M3, pri ¢emu je podtip M tri
do cetiri puta rasprostranjeniji. Aktivacija Mreceptora preko &proteina dovodi do
aktivacije fosfolipaze @@, hidrolize fosfoinozitid inozitol-1,4-difosfata n&; i DAG. 1P;
se, kao Sto je venaglaseno, vezuje za istoimene receptore na $Radil do mobilizacije
cd”" jona. Ipak, dalja istraZivanja su pokazala da padtip igra indirektnu ulogu u
procesu kontrakcije. Kao Sto je &vpomenuto, M podtip inhibira akumulaciju cAMP, a
samim tim i relaksantnu ulogu cAMP-stimuliréiln agenasa. Miitim, kada se izolovani
preparati glatkih miga GIT-a izloZze delovanju muskarinskih agonista, tkatcije mogu
biti inhibisane delovanjem kompetitivnih antagoaishehanizmom koji je povezan sg M

podtipom.

10.1. Izolovanje i postavljanje preparata

10.1.1. Izolovanje i postavljanje ileuma pacova

Nakon dvanaestasovnog gladovanja, pacov je Zrtvovan cervikalnom
dislokacijom. lleum je brzo izolovan, uen u Petrijevu Solju sa aerisanim fizioloSkim
rastvorom, o¢is¢en od crevnog sadrzaja i ostataka mezenterijunegalati duzine od oko

2 cm uronjeni su u vodeno kupatilo zapremine 10 isgunjenoTyrod-ovim rastvorom
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(sastav rastvora u mM: NaCl 136,9; KCI 2,68; GaClB; MgCh 1,05; NaHCQ 11,9;
NaH,PO, 0,42 i glukoza 5,55), zagrejanim na 37 °C i wek&j uvodi smesa kiseonika sa
5% CQ. Jedan kraj ispitivanog segmenta izolovanog ileweruje se za dno kupatila, a
drugi kraj sa izotorhim transduktorom(TSZ-04-E, Experimetria Ltd, Budimpesta,
Madarska). Kontrakcije ileuma snimljene su i analimgakori€enjem kompjuterskog
programa SPEL Advanced ISOSYS Data Acquisition &wyst(Experimetria Ltd,
Budimpesta, Mdarska). Pre eksperimenta preparati su podeSenptaaietenje od 1 g i
ostavljeni da se adaptiraju 30 min do jednog sat@aktizanja bazalnog tonusa. Rastvori
ispitivanin uzoraka (etarskog ulja, ekstrakatéstin metabolita) dodavani su direktno u
vodeno kupatilo (Sadraei et al., 2001, Fleer & Yeld, 2007).

10.1.2. Izolovanje i postavljanje traheje pacova

Nakon Zrtvovanja Zivotinje, traheja je brzo odvajan grudnog koSa i isecana na
male segmente od tri dtiri prstena. Prstenovi traheje postavljani suodeno kupatilo
zapremine 10 ml ispunjeniérebs-Ringerovim rastvorom (koncentracije komponenata u
mM: NaCl 137; KCI 2,81; CaGl1,8; MgC} 0,1; NahBPQO, 0,417; NaHC® 11,9, i glukoza
11,10) pod prethodno opisanim eksperimentalnimvirsia. Prstenovi su ostavljeni da se
stabilizuju pri opteréenju od 0,5 g, 30 min. Posle uspostavljanja stabilonusa,
odgovarajde koncentracije hloroformskog ekstrakta dodavanedsakino u vodeno
kupatilo u kolEini koja nije prelazila 2% ukupne zapremine kugatbadraei i sar., 2001,
Fleer & Verspohl, 2007).

10.2. Uticaj izolata na spontane kontrakcije izoloanog ileuma

Nakon uspostavljanja bazalnog tonusa i pravilnentgpe kontraktilnosti, u

kupatilo su dodavani ispitivani uzorci u radta (logaritamskim) koncentracijama. Uvek je
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dodavana ista zapremina rastvora sa digain kolicinom aktivne materije tako da se u
kupatilu postigne odgovaraja koncentracija. Serija razblazenja ispitivanih raka
dodavana je kumulativno.  Promene tonusa (kontieakti relaksacija) merene su kao
povrSina ispod krive, a rezultat spazmoke aktivnosti izrazen je preko efekta kontrolne
supstance (atropin) koji predstavlja pozitivhu kohi. Atropin je dodavan u vodeno
kupatilo u rastéim koncentracijama. Razlika izmhe povrSine ispod krive pre i nakon
davanja koncentracije koja je dovela do maksimalefgkta predstavljala je maksimalni
spazmolitéki efekat atropina. Paralelno, na istom tkivu, wgirm vodenom Kkupatilu,
ispitan je efekat ispitivanog uzorka. Za svaku lariaciju ispitivanog uzorka efekat je
izracunavan u procentima u odnosu na maksimalnu relgsaazvanu atropinom.

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

Nakon adaptacije preparata ileuma, izazivane sgomp kontrakcije kumulativnim
dodavanjem rastih koncentracija ACh u u vodeno kuptilo. Na osna\abijenih rezultata
konstruisana je kontrolna kriva koncentracijskiigzaih kontrakcija. Preparat je zatim
ispiran Tyrod-ovim rastvorom na svakih 15 min, tok@0-45 min kako bi se ponovo
uspostavile stabilne spontane kontrakcije. Po uapljgnju bazalnog tonusa u vodeno
kupatilo je dodavan ispitivani uzorak u koncentiakoja se ispituje. Tri minuta nakon
dodavanja, ponovljena je serija sa istim konceipfmaa ACh i formirana nova kriva
kontraktilnog efekta ACh u prisustvu odgovatgukoncentracije ispitivanog uzorka.
Preparat iluma je ponovo ispiran i postupak se ypam sa véom koncentracijom
ispitivanog uzorka (Sadraei i sar., 2001; Fleer &rdpohl, 2007). Spazmotiki efekat
ispitivanih izolata predstavljen je kroz seriju Wh na kojima je prikazan kontraktilni
efekat ACh koji je ostvaren u prisustvu ispitivaniolata i uporden sa efektom samog
ACh.
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10.4. Uticaj izolata na kontrakcije izolovanog ilema i traheje izazvane
kalijum-hloridom (KCI)

U prisustvu visoke koncentracije KCI izazivaju smitke kontrakcije segmenata
ileuma. Povéana koltina K" jona u rastvoru izaziva depolarizaciju glatkin régh
vlakana i otvaranje voltazno zavisnih kanala L tifa omogéava difuziju C&" jona u

Preparat izolovanog organa postavlja se u vodematka i ostavlja 30 min da
razvije spontanu kontraktilnost. Nakon toga u vadkupatilo se dodaje 80 mM KCI da bi
se postigla visoka koncentracija u rastvoru. Kadatantna kontrakcija izazvana KCI
ustali, dodaje se ispitivani uzorak kumulativnoastetim koncentracijama. Spazmodiki
efekat izolata izreunava se na osnovu razlika povrSina ispod krivey k@rocenat
inhibicije efekta KCI (Sadraei i sar., 2001; Kararderes & Apaydin, 2003).

11. Ispitivanje antiinflamatorne aktivnosti ekstrakata

11.1. Ispitivanje antiedematozne aktivnosti ekstralita

Ispitivanje antiedematozne aktivnosti sprovedeno nge pacovima u modelu
inflamacije proinflamatornom supstancom, karagemntd ovom modelu, nakon primene
intraplantarne injekcije karagenina dolazi do pejagnovnih znakova inflamacije: edema,
hiperalgezije i eritema. Znaci inflamacije javljage pod dejstvom proinflamatornih
supstanci — bradikinina, histamina, tahikinina, kd@menta i reaktivnih kiseomih i
azotnih radikala. Inflamatorni odgovor se degfe kvantifikuje uvéanjem (edemom)
tretirane Sape, koje dostize maksimum oko 5 h nalewanja injekcije karagenina, a koji se
moze modulirati inhibitorima speacifiih molekula unutar inflamatorne kaskade. Model

inflamacije izazvane karageninom je dobro @eui visoko ponovljiv (reproducibilan), pa
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ima vaznu ulogu u pra@avanju antiinflamatorne aktivnosti i razvoju nowdkova (Morris,
2003).

Ovaj model inflamacije iskorégn je za ispitivanje antiedematozne aktivnosti
metanolnog i hloroformskog ekstrakta podzemnih wagg. heuffelii Ispitivana grupa
Zivotinja prvobitno je tretirana rasin dozama ekstrakata koji su aplikovani oralpam]
gastretnom sondom (Instech SolomoRlymouth Meeting, SAR dok su kontrolne grupe
tretirane rastvatem (DMSO) kao i lekom sa pottenim antiinflamatornim delovanjem
(indometacinom), koji su aplikovani na istidmakao i ispitivani ekstrakti, 1 h pre nego Sto
se supkutano, u desnu zadnju Sapicu, ubrizga kairagea taj nain izazove inflamacija.
Cetiri sata nakon toga Zivotinje su Zrtvovane i eaimatozni efekat ekstrakata i
referentnog leka je bio procenjen na osnovu razlikeasi Sapica. Sema ispitivanja data je
u Tabeli 10.

11.2. HistoloSka analiza popré&nih preseka Sapica pacova

Nakon Sto je izmerena razlika u masi Sapica icimat antiedematozni efekat
ekstrakata, Sapice su, nakon amputacije, bilerfikei u 10% formalinu i kalupljene u
parafinske blokove. Nakon toga su pripremljena gr@gma preseka, debljine gm, koji su
zatim obojeni hematoksilin-eozin metodom. Na h$&im presecima je pod
mikroskopom (uvéanje 106&) analiziran intenzitet inflamacije na osnovu psisa

infiltracije mononuklearnih i polimorfonuklearndelija i intersticijalnog edema.
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Tabela 10. Sema ispitivanja antiedematozne aktivnosti ekatealpodzemnih organa.

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 aplikovang o) (Wistar)
Eksperimentalne | karagenin + hloroformski ekstrakt3 x 7 pacova
grupe 5-7 (3 doze aplikovanp.o) (Wistar)
Kontrolna grupa karagenin + dimetilsulfoksid 7 pacova
(rastvarg, 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 ekstrakata

Pepttka ulkusna bolest obuhvata heterogenu grupu pd@me podrazumeva
prisustvo oStéenja sluzokoze Zeluca i/ili duodenuma, koje setpesve do submukoznog
sloja, ima prénik veti od 5 mm i uglavnom je lokalizovano u antrumu zaluodnosno u
bulbusu duodenuma. Uzrok pejdbg ulkusa joS uvek nije u potpunosti definisarerRa
ustaljenom shvatanju, bolese se razviti kada agresivni fakori (HCI, pepsingrizi
kiseline) prevladaju nad protektivnim (protok krldikarbonati, mukus, prostaglandini i
faktori rasta). Méutim, novija shvatanja pepkog ulkusa u etiopatogenezi bolesti
najvazniju ulogu pripisuju infekcijama Gram (-) baljom Helicobacter pylori
(odgovorna je za oko 70% shjeva bolesti), kao i svecestalijoj primeni nesteroidnih
antiinflamatornih lekova (NSAIL). Pored ova dva pemata faktora, sigurno je da
odreienu ulogu u patogenezi imaju i alkohol, stres, pjgend&in ishrane i genetska
predispozicija (Adinortey i sar., 2013).

Za ispitivanje gastroprotektivnog delovanja eksitak podzemnih organé.
heuffeliikoris¢en jein vivo model akutnog stres ulkusa izazvanog oralnpm)(primenom
apsolutnog etanola na pacovima (etanolni stressilk®vaj eksperimentalni model
peptkog ulkusa je zbog patofizioloSkih mehanizama legi nalaze u njegovoj osnovi,
pogodan za ispitivanje efikasnosti supstanci saemmialnom citoprotektivnom ifili
antioksidantnom aktivngs, a ne i za evaluaciju antisekretorne aktivn&sima ispitivanja
data je u Tabeli 11.

Etanol se smatra faktorom rizika za nastanak ulkuswlesti. Zahvaljujti
sposobnosti da solubilizuje mukusni sloj, etanatgigra kroz gastthu mukozu i izlaze
epitelne ¢elije Stetnom delovanju HCI i pepsina Sto posiedi dovodi do oStenja
integriteta sluznice Zeluca. Etanol tdko stimuliSe sekreciju kiseline i smanjuje
prokrvljenost sluznice Sto dovodi do mikrovaskuibrrosSt€enja. Vazan mehanizam
oSt&enja predstavlja i oksidativni stres, jer etanovatth do disbalansa uéelijskim
antioksidantnim procesima, kao i do stvaranja dfioifo radikala. Direktnim tok&nim

efektom na epitelné€elije zeludé&ne sluzokoze (koji podrazumeva smanjenje sekrecije
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mukusa i bikarbonata), etanol dovodi do stvaramkraticnih lezija u sluzokozi Zeluca.
Ost&enje ¢elijske membrane, usled paame permeabilnosti za N&a vodu, ima za
posledicu povéanje koncentracije intracelularnog ‘Casto dovodi do smrticelija i

eksfolijacije epitela (Adinortey i sar., 2013).

12.1. Eksperimentalni protokol ispitivanja gastroprotektivnog delovanja

ekstrakata

Zivotinje iz eksperimentalne grupe najpre su tegir rastéim dozama metanolnog
i hloroformskog ekstrakta podzemnih organa vistbeuffelii.Jedan sat nakon toga, u cilju
izazivanja oStéenja na sluzokozi Zeluca, oralno je aplikovan agsoletanol (5 ml/kg
p.o). Jedan sat nakon primene etanola Zivotinje su zatvev iz njih je uklonjen Zeludac.
Zeludac je otvoren duz velike krivine i ispran 6itiskim rastvorom. Efekat ekstrakata je
nakon toga procenjen na osnovu makroskopskog ml@glez pomé lupe) sluzokoze
Zeluca tretiranih Zivotinja u patenju sa netretiranim Zivotinjama (negativha komizol
grupa); kao i zivotinja tretiranih ranitidinom (28g/kgp.o), koji je kori&en kao referentni
lek (pozitivha kontrolna grupa). Intenzitet lezija sluzokozi zeluca procenjen je na osnovu
kriterijuma (modifikovanog sistema) koji je 1964dy dao Adami i izrazen je kao gastii

skor:

0: bez prisutnih lezija;

« 0,5 blaga hiperemija ilk5 petehija;

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

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 (Adasair., 1964).

Grupa Zivotinja Tretman Broj
Zivotinja

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

(netretirana) (Wistar)

Eksperimentalne

Apsolutni etanol+metanolni ekstrakt (33 x 6 pacova

grupe 1 -3 doze) (aplikovan@.0) (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)

Tabela 11. Sema ispitivanja gastroprotektivhog efekta eksttakpodzemnih organg.
heuffeliiu modelu etanolom izazvanog ulkusa pacova
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13. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti etarskih ulja, ekstrakata i

metabolita

Za utvidivanje antimikrobne aktivnosti izolata podzemnihgama F. heuffelii
(etarska ulja, ekstrakti i metaboliti) kat&n je bujon mikrodiluciona metod (Candan i sar.,
2003).

13.1. Standardni sojevi mikroorganizama

U cilju ispitivanja antimikrobne aktivnosti izolatéhloroformskog i metanolnog
ekstrakta, etarskih ulja, izolovanih jedinjen]a 3, 4, 6, kao i hlorogenske kiseline),

koris¢eni su standardni mikroorganizmi iz kolekcija:

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

Svi standardni sojevi nabavljeni su iz Institutaimainologiju i virusologiju Torlak

u Beogradu.
Antibakterijska aktivnost hloroformskog i metanajnekstrakta ispitivana je prema:
Gram (+) bakterijama

» Staphylococcus auredsTCC 25923

» Staphylococcus epidermiddsTCC 12228
* Micrococcus luteudTCC 9341

» Enterococcus faecal&TCC 29212.

» Bacillus subtilisATCC 6633
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Gram (-) bakterijama

» Escherichia colATCC 25922
» Klebsiella pneumonia®CIMB 9111
* Pseudomonas aeruginosd CC 27853.

Ispitivanje antifungalne aktivnosti hloroformskometanolnog ekstrakta

sprovedeno je na jednom standadnom soju kandide:
» Candida albican®ATCC 10231.

Antibakterijska aktivnost metabolita (izolovanildigjenjal, 3, 4, 6, kao i

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

» Staphylococcus auredsTCC 25923

» Staphylococcus epidermiddsTCC 12228
* Micrococcus luteu&TCC 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:
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+ Candida albican®ATCC 10231.

Antibakterijska aktivnost etarskih ulja ispitivajgaprema:

Gram (+) bakterijama

» Staphylococcus auredsTCC 25923

» Staphylococcus epidermiddsTCC 12228
* Micrococcus luteudTCC 9341

» Enterococcus faecal&TCC 29212.

» Bacillus subtilisATCC 6633

[

Gram (-) bakterijama

» Escherichia colIATCC 25922
Klebsiella pneumonia@TCC 13883

» Pseudomonas aeruginosd CC 27853.

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

Candida albicans/ATCC 10231
Candida albican&TCC 10259
Candida albican&TCC 24433.

13.2. Kultivacija mikroorganizama
Bakterijski sojevi kori&eni u eksperimentima su najpre presejani u 10 mlldvi

Hinton bujona i dalje inkubirani na 37 °C. Posler?dakterije su presejane na 10 ml sveze

tecne podloge, i inkubirane 18 h. Dobijena kultura modeganizama presejana je na agar.
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Pri kultivaciji sojeva gljiviceC. albicanskori&en je identtan postupak osim Sto je

umesto Muller-Hinton bujona kotién Sabouraud bujon.

13.3. Standardni antibiotici

Kao referentni lekovi kori&ni su sled@ standardni antibiotici proizvtaca Sigma-
Aldrich:

* ampicilin

» amikacin

» ciprofloksacin
» streptomicin

e nistatin

+ amfotericin

13.4. Bujon mikrodilucioni test

Antimikrobna aktivnost etarskih ulja, hloroformskag metanolnog ekstrakta,
izolovanih metabolita (jedinjenja, 3, 4 i 6) i hlorogenske kiseline ispitivana je bujon
mikrodilucionim testom, a rezultati su izrazavaabkminimalna inhibitorna koncentracija
(MIK) (Candan i sar., 2003). Eksperiment je izvederduplikatu u mikrotitracionim
plo¢ama sa ravnim dnom i 96 burii

KoriS¢ene su osamnaegtsovne kulture navedenih bakterijskih sojeva (it
5x1Ccfu/ml, cfu-colony forming units) u Miiller-Hintonujonu (za ispitivane bakterijske
sojeve) i Sabouraud bujonu (za ispitivane soj@vealbican$ sa dodatkom Tween 80
(finalna koncentracija 0,5%//V). Za ispitivanje su kor&eni rastvori etarskih ulja,

ekstrakata, izolovanih metabolita i hlorogenskelikie u dimetilsulfoksidu (DMSO).
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Antimikrobna aktivnost etarskih ulja ispitivanayerasponu koncentracija od 6,25-
226,5 pg/ml, aktivnost metanolnog i hloroformskog eksteakt rasponu od 12,5-200,0
ug/ml, a aktivnost izolovanih metabolita (jedinjerdja3, 4 i 6) i hlorogenske kiseline od
2,0-64 pg/ml. Pozitivnu kontrolu su predstavljale bakterijgkubirane samo sa
odgovarajdom kolicinom rastvarda (DMSO).

Nakon osamnaestasovne inkubacije (za ispitivanje na bakterijskiojesima) i
cetrdesetosmiasovne inkubacije (za ispitivanje na sojevi@aalbicand kao indikacija
rasta mikroorganizama tavano je prisustvo, odnosno odsustvo taloga na syiakog
bazena na mikrotitracionoj plo Rezultati su izrazavani kao minimalne inhibitern
koncentracije (MIK), odnosno minimalna koncentraggpitivanog uzorka koja dovodi do

inhibicije rasta mikroorganizama.

14. Ispitivanje citotoksiéne aktivnosti ekstrakata i metabolita

14.1.Celijske linije

U cilju ispitivanja citotoksine aktivnosti izolata podzemnih orgafaheuffelii
koris¢eno je nekolikaelijskih linija:

* Hela - imortalizovana linija dobijena @élija karcinoma grlia materice
* MCEF7 -¢elijska linija humanog karcinoma dojke

» K562 -¢elijska linija humane mijeloidne leukemije.

Za procenu potencijalnog selektivnog delovanjart@stmetabolita prema

tumorskiméelijskim linijama korig€ena jecelijska linija:

* MRCS5 -¢elijska linija humanih fetalnih fibroblasta
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14.2. Hranljiva podloga

Maligne celijske linije su odrzavane u kulturi u vidu mormal u hranljivom
medijumu RPMI 1640 (,Roswell Park Memorial Instgutnedium”), pH 7,2, u koji je
dodat 10% fetalni govi serum, termiki inaktivisan na 56 °C (30 min), L-glutation (3
mM), streptomicin (200ul/ml), penicilin (192 1U/ml) i Hepes (4-(2-hidroletil)-1-
piperazinetan-sulfonska kiselina) (25 mM). Prask&R®MI| 1640 hranljivi medijum je
proizvod istrazivéa Moore i saradnika sa institut&kdswell Park Memorial Institute
Osnovu ove hranljive podloge predstavlja fosfatmiep. U podlogu su nakon toga dodati
vitamini i aminokiseline i ovako pripremljen medijuje dalje rastvaran u sterilisanoj
destilovanoj vodi (102 g/l), uz meSanje na temperatd 15-20 °C, i u taj rastvor je dodato
2 g NaHCQ. Za vreme pripreme hranljivog medijuma pH vredngstpodeSavana
rastvorima 1N HCI i 1IN NaOH na 0,1-0,2 jediniceddpzeljene vrednosti (6,7-7). Za
sterilizaciju hranljive podloge koi& je membranski filter poroznosti 0,2én (hladna
sterilizacija). Pripremljena podloga {eivana u frizideru, a pre upotrebe je zagrevana u

vodenom kupatilu na 37 °C.

14.3. Tretmané¢elijskih linija

Ispitivani izolati (ekstrakti i izolovani sekundammetaboliti) najpre su rastvoreni u
DMSO-u, do Stok koncentracije od 10 mg/ml, nak@ga su u hranljivom medijumu
rezblazeni do odgovaraijil radnih koncentracija. Za odiiganje ¢elijskog prezivljavanja
MTT testom kori§ene su mikrotitar pke sa 96 bunaté. Celije su ravhomerno zasejane u
odgovarajadoj gustini. Gustina HelL&elija je bila 2000¢elija po bunaiiu, gustina K562
¢elija 5000¢elija po bunaku, gustina MCFZelija 3000¢elija po bunaiu, a MRC-5¢elija
5000 ¢elija po bunakdu u 100 ul podloge. Kao slepa proba kam@jen je hranljivi
medijum. 24 h nakon zasejavaiglija u bunare sa maligningéelijama dodato je po 50 pl
pet razltitih koncentracija ispitivanih izolata, dok je urkoolnecéelije i slepe probe dodato

po 50 pl svezeg hranjivog medijuma. Finalne koneaije ispitivanih izolata primenjene
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na ciline maligneelije bile su: 200, 100, 50, 25 i 12,8/ml. Celije su inkubirane 72 h u
inkubatoru na 37 °C pod istim uslovima koji su E&ehi i za odrzavanjéelijskih linija.
Nakon toga, u svaki bunaridodato je po 20 ul rastvora 3-(4,5-dimetiltiazal}2,5,-
difenil tetrazolijum bromida - MTT reagensa (5 mg Mml fosfatnog pufera (PBS)), a4 h
kasnije je u svaki bundridodato joS 100 pl rastvora 10% natrijum-dodedigal (SDS).
Absorbanca je merena na ELISAacu, sledéeg dana na 570 nm. Prezivljavadgdija je
izracunato korigenjem sledée formule:
S(%)= (A-Ag) X100 / (Ac-Ay)

gde su: A- absorbanca slepe probe;apsorbanca tretiranih uzoraka.

ICso koncentracija — koncentracija ispitivanog uzorkejakza 50% inhibiracelijsko

prezivljavanje u odnosu na netretiranu kontrolu

14.4. Odrdlivanje ¢elijskog prezivljavanja — MTT test

MTT test u mikrokulturi (engMicroculture Tetrazolium Tesfe kolorimetrijski test
kojim se meri redukcija tetrazolijumske soli 3-Hlinetiltiazol-2-il)-2,5,-difenil
tetrazolijum bromida (MTT , Slika 6.) mitohondrijedm sukcinat dehidrogenazom.

S CH3
/N—N4<\ I
O
M=)

+

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

nerastvorljivog ljubiasto obojenog formazana.

|

N—N—R" N—N—R"

R' —C// L R' —c// +HCI
(2e + 2H+)
\N:§_R"' \N:N_R"'
Cl-

N—N—R" N—N—R"

auu 7
R'—C H _— R —C

\N p— N —R" N—/
Slika 7. Osnovna struktura tetrazolijumske soli i njenaukegiia do obojenog formazana.

Odmah nakon redukcije, tetrazolijumski prsten st i kvaternarni amin se konvertuje u

tercijarni amin. Jedan od amina se vezuje za atmonika.

Za rastvaranje kristala formazangelijama koriste se razite supstance: organski
rastvargi (npr. izopropanol), deterdzenti kao Sto je 10%rijuan-dodecilsulfat (SDS) u
0,01 M HCI, ili TritonX-100, zatim, kombinacije ppanol/etanol, i dimetilformamid/SDS,
kao i mravlja kiselina u izopropanolu i na krajungtilsulfoksid (DMSO) KoriSéenje viSe
razlicitih metoda za rastvaranje formazana ima za cilpnjenje mogtih sistemskih
greSaka u ovoj metodi. Intenzivha obojenost formazkoja se pri tom javlja, omoguje
koris¢enje ove metode za citohemijsku kvantifikaciju brojetabotiki aktivnih celija.

Citotoksini efekti izolata ispitivani su kor&njem modifikovane metode po
Mosmanu koju su dali Ohno i Abe (Ohno i Abe, 1990¥a modifikacija podrazumeva
koris¢enje natrijum-dodecilsulfata (SDS) za rastvaranii¢astog formazana umesto
dimetilsulfoksida (DMSO). Korig&enje DMSO uklj¢uje odlivanje podloge iz uzoraka

¢elija tretiranih bojom MTT. Ohno i Abe su svojom diftkacijom poboljSali osetljivost
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metode, i omogtili da se prevaziu problemi kod odlivanja uzoraka Sto moze dovesti d
gubitkacelija koje su bile u mitozi.

Nakon inkubacije tokom 72 h, u mikrotitar péo dodavano je po 201 MTT
rastvorenog u fosfatnom puferu do koncentracij® aadg/ml. Uzorci su inkubirani naredna
4 h u inkubatoru, na 37C, u sredini obogsnoj 5% CQ. Nakon toga, u uzorke je
dodavano po 10Ql 10% SDS-a u 0,01 M HCI. Narednog dana merengigka gustina
uzoraka (engoptical densityOD) na talasnoj duzini od 570 nm mikrotit&tatem (eng.
ELISA reade). Rezultati su obivani kori€enjem studentovog t-testa.

Novije kolorimetrijske metode, bazirane na redukdgtrazolijumove soli,
primenjuju se u formi mnogobrojnih komercijalnihtdua ciji je cilj merenje celijske
proliferacije.

Ograntenje MTT testa j&injenica da se tetrazolijumska so metaboliSe oahstr
mitohondrijalne dehidrogenaze, i da je samim tiirektnoj vezi sa brojem mitohondrija,

Sto moze biti ogradavajuti faktor u kori€enju ove metode.
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1. Hemijski sastav etarskih ulja

Etarska ulja izolovana iz podzemnih orgafhaheufflii bila su bledozuta. Prinos
etarskih ulja izréunat je u odnosu na suv biljni materijal. Prinogj®sio 0,25% (m/m) za
podzemne organ€. heufflii poreklom iz Sievatke klisure, 0,08% (m/m) za podzemne
organe ove vrste sakuplijeneberdapskoj klisuri i 0,18% za podzemne organe owevr
sakupljene u Klisuri Peka.

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

U etarskom ulju izolovanom iz podzemnih org&naeufflii poreklom iz Séevatke
klisure (uzorak F1) identifikovana su 73 jedinjengto je predstavljalo 89,1% ukupne
kolicine etarskog ulja. Ulje je bilo bogato seskviteigdem ugljovodonicima (48,7%), a
imalo je i zng&ajnu koliinu fenilpropanskih jedinjenja (17,0%). Glavni sgsk bio je
elemicin (12,5%), a po kdiini su sledili B-kopaen (9,5%)B-gurjunen (7,5%), kedrol
(5,4%),B-kubeben (5,2%) i miristicin (4,5%).

Sezdeset sedam jedinjenja, odnosno 94,4% od ukupetgskog ulja,
identifikovano je u ulju izolovanom iz podzemnitganaF. heufflii poreklom izberdapske
klisure (uzorak F2). Ovaj uzorak karakterisao jsoki sadrzaj fenilpropanskih jedinjenja
(56,0%), dok je sadrzaj seskviterpenskih ugljovokimr{10,6%) bio oko pet puta manji u
poreienju sa uzorkom F1. U uzorku F2 glavne komponeiliesé elemicin (35,4%) i
miristicin (20,6%).

U etarskom ulju izolovanom iz podzemnih orgdnaheufflii poreklom iz klisure
Peka (uzorak F3), identifikovano je 66 jedinjer§g je predstavljalo 93,1% ukupnog ulja.
I u ovom uzorku najzastupljeniji su bili elemicib&(8%) i miristicin (12,9%), a u ztajnoj
koli¢ini bio je prisutan ia-pinen (10,3%).

Moze se zakljtiti da su testirana etarska ulja podzemnih org&naheuffelii
karakterisali fenilpropani i seskviterpenski uglaonici. Glavni sastojak sva tri uzorka bio
je elemicin. Etarska ulja podzemnih organa oveevisakupljenih na tri lokaliteta u
Republici Srbiji kvalitativno su bila <iha. Meiutim, treba napomenuti da dva

seskviterpend-kopaen,-gurjunen, koji su u ulju F1 pratili po zastupljetioelemicin,
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nisu identifikovana u uljima F2 i F3. Tafe, ud&ene su i zn&jne razlike u kotiini
pojedinih sastojaka u testiranim etarskim uljimaciliu razumevanja i objaSnjavanja ovih
razlika potrebna su dodatna istrazivanja.

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

Monoterpenski ugljovodonici su predstavljali glavreastojke etarskih ulja
podzemnih organd. jaeschkeang53,03%) i F. gummosa(69,5%), a najzastupljeniji
predstavnici ove klase jedinjenja bili gpinen (8,3%)p-cimen (14,3%), limonen (26%) u
ulju F. jaeschkeanaodnosnag3-pinen (58,8%), mircen (3,7%)ad-pinen (2,6%) u uljuF.
gummosa(Sahebkar i Iranshahi, 2011). Visok sadrzaj mopatea moze se dii i u
etarskom ulju koren&. ovinau kome su dominirali limonen (14,2%);pinen (13,8%),
mircen (10,0%) i kamfen (9,5%) (Karim i Bhatty, B)7Veoma visok sadrzaj-pinena
uocen je u etarskom ulju koreria penninervig80,2%) iF. pseudoreoselinurfoko 90%)
(Goryaev i sar., 1971; Tsoukervanik i sar., 193&suprot tome, etarska ulja koreRa
glaucai F. latisectanisu u svom sastavu imala nijedan monoterpen «ikolznad 2%, a
etarsko ulje korenaF. persica nije uopSte sadrzalo monoterpenske ugljovodonike.
Oksidovani monoterpeni su predstavljali najzasarpjy klasu jedinjenja samo u etarskom
ulju nadzemnih delova. ovina U izvesnom procentu bili su prisutni u uljinfa
jaeschkeana(21,5%), F. ferulioides (5,7%) i F. gummosa(7,1%). Generalno, njihova
zastupljenost u do sada analiziranim etarskim aljpodzemnih organa vrsta ovog roda je
uglavnhom bila mala, a u uljima izolovanim iz korefa glaucai F. latisecta nije
identifikovan nijedan oksidovani monoterpen.

Seskviterpenski ugljovodonici su predstavljali @apljeniju klasu u etarskom
ulju izolovanom iz korend. glauca(56,1%). Ovo etarsko ulje je imalo najraznovrsniji
sastav seskviterpenske frakcije u @i@mu i sa uljima dobijenim i iz drugih orgafarula
vrsta. Najzastupljeniji seskviterpeni u ovom uljui Isu (E)-B-farnezen (10,0%)gepr
zonaren (7,1%) iy-kadinen (6,8%). Oksidovani seskviterpeni su piedgtli glavnu
frakciju u etarskom ulju izolovanom iz koreira ferulioides(77,6%) u kome je glavni
sastojak bio gvajol (58,8%), a sledili su po &l (E)-nerolidol (10,2%) ia-eudezmol
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(3,0%). Ovo etarsko ulje je imalo nagvesadrzaj oksidovanih seskviterpena u odnosu na
sva etarska ulja do sada izolovana iz t#h organa vrsta rodkerula. Nasuprot tome, u
etarskim uljima izolovanim iz koren&. persicai F. latisecta nisu identifikovani
predstavnici ove grupe sekundarnih metabolita (Bledrei Iranshahi, 2011). Visok sadrzaj
oksidovanih seskvitepena (20,7%)¢en je i u ulju rizoma i koren. hermonisu kome je
a-bisabolol bio zastupljen u z&égnim kolicinama (11,1%) (Al-Ja'fari i sar., 2011).

Fenilpropani su u visokom procentu bili zastupljaretarskom ulju izolovanom iz
korenaF. glauca(16,4%). Glavni sastojci u ovom etarskom ulju bili elemicin (9,0%) i
miristicin (7,4%) (Maggi i sar., 2009), &ho uljima korena srpske velestike, heuffelii
testiranim u okviru ove disertacije. U etarskomuuljorenaF. persica var. persica
potvrdeno je zn&ajno prisutvo miristicina (8,9%), dok je sadrzagralcina bio relativho
mali (1,8%) (Iranshahi i sar., 2006). Miristiciné i jedan od glavnih metabolita prisutnih
u etarskom ulju korenl. oopoda(11,2 %) (Al-Ja’fari i sar., 2011).

U etarskim uljima nekih drugih vrstadaFerula, pored seskviterpena, fenilpropana
i/ili monoterpena u®eno je i prisustvo jedinjenja sa sumporom koja gojedinim uljima
bila prisutna u zn@jnim kolicinama. Zbog toga neki autori upravo dele sva etatsdja
izolovana iz vrsta rod&erula na ona u kojima ima i na ona u kojima nema jedjajesa
sumporom. U uljima izolovanih iz korerka persicai F. latisectajedinjenja sa sumporom
su predstavljala najzastupljeniju grupu metabd@,6 i 75,5%, redom). Take, sadrzaj
ovih jedinjenja bio je visok i u uljima dobijeninestilacijom oleogumirezing. fukanensis
F. sinkiangensis F. assa-foetidaZanimljiva je ¢injenica da su polisulfidi, kada su bili
prisutni u nekom etarskom ulju, predstavljali ujedmajzastupljeniju grupu sekundarnih
metabolita. Naje&i predstavnici u etarskim uljima vrsta roBarula su svakaksecbutil-
(2)-propenil disulfid isecbutil-(E)-propenil disulfid (Sahebkar i Iranshahi, 2011jarfsko
ulje korena vrsté-. persicavar. persicaje, pored sadrzaja miristicina, karakterisao i kiso
sadrzaj dimetil trisulfida (18,2%) i dimetil tettdfida (7,6%) (Iranshahi i sar., 2006). U
testiranim etarskim uljima podzemnih organa srpeikestike,F. heuffelii nije uateno

prisustvo jedinjenja sa sumporom.
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Tabela 12.Hemijski sastav etarskih ulja podzemnih org&neuffelii

Redni  Jedinjenje Kl Sadrzaj
broj Exp®

(%)

FI° F2® 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-Pentil furan 992 0,3 tr tr
6 n-Oktanal 999 tr tr tr

7 n-Dekan 1000 tr - -

8 a-Felandren 1002 0,4 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-Metil-dekan 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
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Redni  Jedinjenje Kl Sadrzaj
broj Exp? )

FI° F2® F3
20 (2E)-Nonen-1-al 1163 tr 0,4 0,3
21 Borneol 1168 tr tr 0,3
22 Timol, metiletar 1233 tr tr tr
23 Karvakrol, metiletar 1241 tr 0,4 0,3
24 3-Metil-dodekan 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 (2E,4E)-Dekadienal 1317 tr tr tr
28 Izoleden 1374 tr tr 0,5
29 a-Kopaen 1377 1.1 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
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Redni  Jedinjenje Kl Sadrzaj
broj Exp? )

FI° F2® F3
40 Aromadendren 1440 19 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
44 4,5-di-epi-Aristolohen 1471 tr - -
45 trans-Kadina-1(6),-4-dien 1474 1,0 tr 0,7
46 v-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 1,5
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 2,9
53 Miristicin 1523 4,55 20,6 12,9
o4 d-Kadinen 1525 3,3 - -
55 a-Kadinen 1539 0,5 0,3 1,0
56 a-Kopaen-11-ol 1542 - tr 0,7
S7 a-Kalakoren 1545 0,9 0,6 tr
58 epi-Globulol 1559 1,8 - -
59 Elemicin 1560 12,5 35,4 16,8

128



Redni  Jedinjenje Kl Sadrzaj
broj Exp? )

FI° F2® F3
60 (E)-Nerolidol 1568 - 0,8 0,9
61 Viridiflorol 1584 19 1,0 0,9
62 Kedrol 1599 54 51 5,7
63 epi-Kedrol 1620 1,8 - -
64 1,10-di-epi-Kubenol 1628 0,4 tr 0,5
65 epi-a-Kadinol 1641 0,6 0,7 1,7
66 epi-a-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 a-Bisabolol 1683 - tr tr
71 n-Heptadekan 1700 0,4 0,7 1,2
72 (2E,62)-Farnezol 1716 0,4 tr 0,2
73 (2E,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
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Redni  Jedinjenje Kl Sadrzaj

broj Exp? )
FI° F2® F3

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
Fenilpropani 17,0 56,0 29,7
Ostalo 3,2 10,7 13,5
Ukupno identifikovano 89,1 94,4 93,1

2Kl exp- Relativni retencioni indeksi iz¥anati preko serije homologih n-alkana na HP-
5MS koloni.

P95- Relativni udeo komponente (procenat povrsina)ikodnosu 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 silikagéDdeljak 5.1).
Nakon pregiScavanja frakcije 84 metodom semipreparativne HPL@etoda )
acetonitril:voda (70:30-10:90) u toku 15 min izcdow je 1,4 mg jedinjenja u obliku
bezbojnih kristala. PegS¢avanjem frakcije 87 istom metodom izolovano je doita
0,9 mg ovog jedinjenja.

U HR-MS (EST) spektru (Slika 51 u Prilogu), signal molekulskoga nalazi se na
m/z209,0802 (preraunato zalM + H]*, 209,0814; greska -5,7 ppm), pa je zaldjuo da
jedinjenjul odgovara molekulska formula {£120,.

Analizom *H NMR spektra (Slika 52 i 53 u Prilogu), ¢ena je podudarnost sa
spektralnim karakteristikama latifolona, tj. 4,54fendioksi-3-metoksi-propiofenona
(Slika 8), jedinjenja koje je prethodnodvizolovano iz podzemnih organa vr$tasinaica
F. ugamica(Kadyrov i Nikonov, 1973; Al-Hazimi, 1986)F. communigDe Pasqual i sar.,
1986). NMR signali ukazuju na prisustvo 1,3,4,%astipstituisanog benzenovog prstena
(o 7,281 7,15). Podaci iz snimljenog 1D NMR spekiadi su u Tabeli 13.
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Tabela 13. Podaci dobijeni iz 'H NMR spektra (400 MHz), snimljenog u

deuterohloroformu

Polozaj oy (JuHz)
1 -
2 7,28 (1H),s
3 -
4 -
5 -
6 7,15 (1H),br s
1 -
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. Jedinjenjel (latifolon)
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2.2. Jedinjenje 2 (elemicin)

Jedinjenje2 eluirano je u frakcijama 85-87 sa kolone silikagéDdeljak 5.1).
Nakon pre¢iScavanja frakcije 87 metodom semipreparativne HPL@etéda )
acetonitril:voda (70:30-10:90) u toku 15 min izadow je 0,6 mg jedinjenja@ u obliku
bezbojne ténosti.

U HR-MS (ESI) spektru, signal molekulskog jona nalazi se m& 209,0826
(prera&unato zgM + H]", 209,0736), pa je zakieno da jedinjenj@ odgovara molekulska
formula G1H120.s.

Analizom MS spektra (Slika 54 u Prilogu), @ma je podudarnost sa masenim
spektralnim karakteristikama elemicina, odnosno ,3tt@metoksi-5-(2-propen-1-il)-
benzena (Slika 9). Ovo isparljivo jedinjenje jethoeino identifikovnao u etarskim uljima
razlicitin vrsta rodaFerula: korenaF. communis(De Pasqual i sar., 1986f, persica
(Javidnia i sar., 2005, Iranshahi i sar., 2006)glauca(Maggi i sar., 2009) i nadzemnih
delovaF. foetida(Kanani i sar., 2011).

Prisustvo ovog jedinjenja prethodno je u okviru de&torske disertacije potieno

i u etarskom ulju srpske velestike, heuffelii

Slika 9. Jedinjenje (elemicin)

133



2.3. Jedinjenje 3 ((&)-1-(2,4-dihidroksfenil)-3,7,11-trimetil-3-vinildodeka-6,10-

dien-1-on)

Jedinjenje3 izolovano je iz frakcija 92-95 dobijenih sa kolosiékagela (Odeljak
5.1). Nakon pr&s¢avanja metodom semipreparativne HPL@efoda 2 acetonitril-
metanol(6:1):voda (80:20-10:90) u toku 10 min ix@oo je 5,8 mg jedinjenja I1zolovano
jedinjenje bilo je smolaste konzistencije ckastobekaste boje.

U HR-MS (ESI) spektru (Slika 55 u Prilogu), signal protonovamoglekula nalazi
se nam/z357,2449 (preraunato zgM + H]*, 357,2430; greska 5,3 ppm), pa je zaldjuo
da jedinjenju3 odgovara molekulska formula£13,0s.

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

CH,

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

Polozaj oy (J u H2)

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 odgovaraja signalima
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2.4. Jedinjenje 4 (dzamiron)

Jedinjenje4 izolovano je takde iz frakcija 92-95 dobijenih sa kolone silikagela
(Odeljak 5.1). Nakon pugscavanja metodom semipreparativne HPL@&efoda 2
acetonitril-metanol (6:1):voda (80:20-10:90) u tdlt min izolovano je 5,8 mg jedinjenja
4. 1zolovano jedinjenje bilo je smolaste konzisteagifutobele boje.

U HR-MS (EST) spektru (Slika 58 u Prilogu), signal protonovamoglekula nalazi
se nam/z357,2417 (preranato zgM + H]*, 357,2430; gredka -3,6 ppm), pa je zaldjo
da jedinjenju4 odgovara molekulska formula£i3.0s.

Analizom 'H i ®C NMR spektara (Slike 59, 60 i 61 u Prilogu),cena je
podudarnost sa spektralnim karakteristikama dZamajrt). (4,8E)-1-(2,4-dihidroksifenil)-
5,9,13-trimetiltetradeka-4,8,12-trien-1-ona (Slikd), jedinjenja koje je prethodno dve
izolovano iz korena vrstéF. ferulioides (Kojima i sar., 1998),F. mongolica F.
dshaudshamy(Choudhary i sar., 2001). Podaci iz snimljenihilZZD NMR spektara dati
su u Tabeli 15.'H NMR spektar ukazuje na prisustvo signala sisteipanih za
trisupstituisano benzenovo jezgro. Za razliku oeksg@ jedinjenjat, u spektru jedinjenj&
uocavaju se signali koji patu od nezasenja na C3-C4dy 4,96 i 5,01) u okviru farnezilne

grupe/lanca (sistema) i prisustvo signala kvarterg ugljenikovog atoma{

Slika 11.Jedinjenje4 (dZamiron)
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Tabela 15. Podaci dobijeni iz NMR spektar34 (400 MHz),**C i gHMBC snimljenih u

deuterohloroformu

Polozaj on (JuHz) 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 1,59s (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 odgovar&ja 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 sli prikazane neke od vaZznijih
korelacija.

Iz 'H-C HMBC spektra (Slika 12), moZe se primetiti postj¢ korelacija sa
ugljenikovim atomima koji nisu i@ detektovani u DEPTQ spektru (ispod 150 ppmili s
dali pikove niskog intenziteta (oko 100 ppm). Naajon&in indirektno su detektovani
odgovarajdi ugljenikovi atomi, izuzev C-6'. U HMBC spektrusj@o se moze udi
korelacija protona H-6' sa ugljenicima C-2' (sprgeareko tri veze), C-4' (sprezanje preko
tri veze) i C-7' (sprezanje preko tri veze), kaobia protona H-2 sa ugljenicima C-1
(sprezanje preko dve veze), C-3 (sprezanje prekovdee) i C-4 (sprezanje preko tri veze).
Takaie u spektru se jasno tava korelacija ugljenika C-7' sa protonima H-1 éganje
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preko dve veze), H-2 (sprezanje preko tri vezee¢ispomenutom protonu H-6' (sprezanje

preko tri veze).

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)

Jedinjenje5 eluirano je u frakcijama 121-137 sa kolone silidag(Odeljak 5.1).
Ove frakcije su spojene (676 mg), nanete na nol siiikagela i razdvajanjem dobijene
173 nove frakcije (A1-A173). Nakon ptfiecavanja frakcija A90-Al111 metodom
semipreparativne HPLCmetoda 3 acetonitril:voda (55:45-10:90) u toku 15 min
izolovano je 0,6 mg jedinjenja. 1zolovano jedinjenje bilo je smolaste konzistendije
Zutobele boje.

U HR-MS (EST) spektru (Slika 62 u Prilogu), signal protonovamoglekula nalazi
se nan/z401,2323 (preraunato zgM + H]", 401,2328; greska -1,2 ppm), pa je zaldjuo
da jedinjenjub odgovara molekulska formula£E1320s.

Analizom *H NMR spektra (Slike 63 i 64 u Prilogu), ¢ena je podudarnost sa
spektralnim  karakteristikama $84R*,5R*)-3-(2,4-dihidroksibenzoil)-5-[(&,7E)-4,8-
dimetilnona-3,7-dien-1-il]tetrahidro-4,5-dimetilfam-2-ona (Slika 13), jedinjenja koje je
prethodno vé izolovano iz korenaF. ferulioides (Kojima i Isaka, 1999). Snimljeni
spektralni podaci dati su u Tabeli 184 NMR signali ukazuju na prisustvo 1,2 4-
trisupstituisanog benzenovog prsteda 6,37; 6,42 i 7,66), tri olefinske metil grupéy(
162; 164 i 1,69) i dve trisupstituisane dvostrukeze 6y 5,11 i 5,12).
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Tabela 16. Podaci
deuterohloroformu

* - signali su preklopljeni sa drugim odgovaraju signalima;

dobijeni iz 'H NMR spektra (400

Polozaj oy (JuH2)

2 -

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

4 3,09 (1H),m

5 -

r -

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

n.d. — nije detektovan

snimljenog u
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Slika 13. Jedinjenjés ((3S+,4R*,5R*)-3-(2,4-dihidroksibenzoil)-5-[ (&, 7E)-4,8-
dimetilnona-3,7-dien-1-il]tetrahidro-4,5-dimetilfam-2-on)

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-c]kumarin)

Jedinjenjeb eluirano je u frakcijama 139-163 sa stuba silikagErakcije 139-148
su spojene (143 mg), ponovo razdvajane na stuitagdla i dobijeno je 158 novih frakcija
(B1-B158) (Odeljak 5.1). Nakon pfi&cavanja frakcija B25-B37 metodom
semipreparativne HPLCmetoda % acetonitril:voda (40:60-10:90) u toku 10 min
izolovano je 2,1 mg jedinjenjé. 1zolovano jedinjenje je bilo smolasto i Zutobelgebo
Frakcije 148-163 su take spojene i razdvajane na stubu silikagela (388irdgpijeno je
170 frakcija (C1-C170). Iz frakcija C70-C90, dire&tsa kolone, sakupljeno je 287,3 mg
jedinjenjab.

U HR-MS (EST) spektru (Slika 65 u Prilogu), signal molekulskoga nalazi se na
m/z383,2216 (preraunato zalM + H]*, 383,2222; greska -1,6 ppm), pa je zaldjuo da
jedinjenju6 odgovara molekulska formulaE1300;.

Analizom 'H i ®C NMR spektara (Slike 66, 67 i 68 u Prilogu),cena je
podudarnost sa spektralnim karakteristikam&:,@R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-
1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi-2,3-dimetilfuro[3,2}kumarina  (Slika  14), prethodno
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izolovanog iz korena vrste. ferulioides(Isaka i sar., 2001JH i *C NMR signali ukazuju
na prisustvo 1,2,4-trisupstituisanog benzenovotepesfy 6,84; 7,12 i 7,54), tri olefinske
metil grupe 6y 1,59; 1,59 i 1,67), dve trisupstituisane dvostrukeeciji su se signali
preklopili (04 5,09), kao i kvarternernog ugljenika ¢ 97,31) (Tabela 17). Iz 2D COSY
spektra (Slika 15), moze se jasn@itianedusobna korelacija vodonika H-8 i H-9, kao i da

se vodonik H-6 u trisupstituisanom benzenovom ptstee spreze ni sa jednim drugim

protonom.

Slika 14. Jedinjenjé ((2SF,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-
hidroksi-2,3-dimetilfuro[3,2]kumarin)
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ppm

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 on (J uHz) oc Cosy
2 - 97,31 -
3 3,30 (1H)g (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 -
8 6,84 (1H),dd (8,6; 2,3) 113,66 9
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&jua 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 f838 dobijeno 170 novih frakcija (C1-
C170) (Odeljak 5.1). Nakon pfiécavanja frakcija C109-C121 metodom semipreparativne
HPLC (metoda % acetonitril:.voda (50:50-10:90) u toku 15 minplavano je 2,2 mg
jedinjenja?. 1zolovano jedinjenje bilo je smolaste konzistenciatobele boje.

U HR-MS (ESI) spektru (Slika 69 u Prilogu), signal protonovamoglekula nalazi
se nam/z443,2444 (preraunato zgM + H]*, 443,2434; greSka 2,3 ppm), pa je zaldjuo
da jedinjenju7 odgovara molekulska formulay£340s. Najintenzivniji signal u spektru
koji se nalazi nan/z383,2216 potie od fragmenta koji nastaje gubitkom acetatne grupe
spektru se jo$ moze &iti i signal nam/z465,2266 koji potie od aduktnog jonfM + Na]*.

Analizom *H NMR spektra (Slike 70 i 71 u Prilogu), ¢ena je podudarnost sa
spektralnim karakteristikama samarkandinacetata, (8S4aR,5R,6S8a5)-6-hidroksi-
1,1,4a,6-tetrametil-5-{[(2-okso-2H-hromen-7-il)oksktil}dekahidro-2-naftalenil  acetata
(Slika 16), prethodno izolovanog iz korena vr8tapersica, F. pseudooreoselinum, F.
teterrima i F. lypskii(Saidkhodzhaev i sar., 1991b; Sokolova i sar.81®agirov i sar.,
1977; Kir'yalov i Bukreeva, 1972). AnalizoH NMR spektra mogu se &iti singleti na
0,89, 0,911 0,97 ppm koji p&ti od metil grupa koje se nalaze na kvaternernino@ina,
kao i singlet na 1,26 ppm koji pd& od metil grupe na C2. Na hemijskom pomeranju od
2,08 ppm moze se tid singlet koji potte od metil grupe iz acetil ostatka. Protoni na
metilenskoj grupi vezanoj za C1ldavaju se kao kvarteti na 4,20 i 4,37 ppm, dok geadi
protona na C1 u@va kao Siroki singlet na 4,67 ppm. Protoni iz drbksikumarinskog
jezgra se mogu wdi kao dubleti u opsegu pomeranja od 6,26 do p@n (Tabela 18).
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Tabela 18. Podaci dobijeni iz 'H NMR spektra (400 MHz), snimljenog u
deuterohloroformu

Polozaj oy (Ju Hz)
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
7'0OCH, 4,20 (1H),dd (9,8, 5,3)
7'OCH, 4,37 (1H),dd (9,8, 5,0)

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

2.8. Jedinjenje 8 (fukanedon B)

Jedinjenje8 eluirano je u frakcijama 164-178 sa stuba silikag®ve frakcije su
spojene (324,1 mg), ponovo razdvajane na stulkag#ia i dobijeno je 196 novih frakcija
(D1-D196) (Odeljak 5.1). Nakon pfi8cavanja frakcija D101-D111 metodom
semipreparativne HPLCmetoda § acetonitril:voda (15:85-10:90) u toku 10 min
izolovano je 3,2 mg jedinjenj&. lzolovano jedinjenje je bilo bezbojno i uljaste
konzistencije.

U HR-MS (ESI) spektru (Slika 72 u Prilogu), signal protonovamoglekula nalazi
se nam/z401,2342 (preranato zgM + H]*, 401,2328; greska 3,5 ppm), pa je zaldjuo
da jedinjenju7 odgovara molekulska formula4H3,0s. U spektru se mogu tibi i signali

nam/z423,2157 i 439,1898 koji péti od aduktnih jondM + Na*i [M + K]*, redom.
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Analizom 'H i ®C NMR spektara (Slike 73, 74 i 75 u Prilogu),cena je
podudarnost sa spektralnim karakteristikama fukanad, odnosno &,4R*,5S)-3-(2,4-
dihidroksibenzoil)-5-[(&,7E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-ilJtetrahidro-4,5-ditiifuran-2-
ona (Slika 17), prethodno izolovanog iz korenaevist fukanensigMotai i Kitanaka,
2005b).’H NMR signali ukazuju na prisustvo 1,2,4-trisups§anog benzenovog prstena
(on 6,38; 6,431 7,67), vodotno vezane fenolne hidroksilne grupk (12,39) na C2, dok
su ostali signali karakterigtii za seskviterpenski deo (Tabela 19).
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Slika 17.Jedinjenje8 (fukanedon B)
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Tabela 19.Podaci dobijeni iZH NMR (400 MHz) i*3C (100 MHz) spektara, snimljenih u

deuterohloroformu

Polozaj oy (J uHz) 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.
r 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’ 512 124,17
10’ - n.d.
1r 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 odgovarégja 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 géikai dobijene 192 nove frakcije (E1-
E192) (Odeljak 5.1). Nakon pfi&tavanja frakcija E70-E82 metodom semipreparativne
HPLC (metoda Y. acetonitril-metanol (3:1):voda (35:65-10:90)okt 10 min izolovano je
3,0 mg jedinjenjed. Izolovano jedinjenje bilo je bezbojno i uljastenkistencije. Nakon
prediS¢avanja frakcija E88-E100 metodom semipreparativReEl (metoda § acetonitril-
metanol (3:1):voda (25:75-10:90) u toku 15 min @@na je dodatna kdina jedinjenjad
(1,7 mg).

U HR-MS (ESI) spektru (Slika 76 u Prilogu), signal protonovamoglekula nalazi
se nam/z383,2215 (prerunato zgM + H]", 383,2222; gredka -1,8 ppm), pa je zaldjuo
da jedinjenjwd odgovara molekulska formula£13,0s.

Analizom *H i HMBC NMR spektara (Slike 77, 78 i 79 u Prilogwozena je
podudarnost sa spektralnim karakteristikama bajggnadnosno R*,3R*)-2-[(3E)-4,8-
dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi2dimetilfuro[3,2€]kumarina (Slika
18), prethodno izolovanog iz korena vrEtemongolica(Choudhary i sar., 2001)H NMR
signali ukazuju na prisustvo 1,2,4-trisupstituisarmenzenovog prstenay 7,51; 6,89 i
6,79), dva tripleta nady 5,17 i 5,10 potiu od olefinskih protona, a multipleti na
pomeranjima od 1,70 — 2,23 ppm gatod 4 CH grupe u bénom lancu (Tabela 20).

Slika 18. Jedinjenje (bajgen C)
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Tabela 20.Podaci dobijeni iz‘H NMR i HMBC spektara (400 MHz) snimljenih u

deuterohloroformu. Pomeranja ugljenikovih atomaedeina su indirektno iz HMBC

spektra.

Polozaj on (JuH2) 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 -
5 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 1,27, 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. 47,9
6’ 6,79 (1H)dd (8,5; 2,2) 113,0 10, 8
7 - 161,9 -
g 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 ((3*,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-
dihidro-7-hidroksi-2,3-dimetilfuro[2,3- bjhromon)

JedinjenjelO je eluirano u frakciji 200 na stubu silikgela. Ovakcija (881 mg) je
ponovo razdvajana na stubu silikagela i dobijen2gé novih frakcija (F1-F266) (Odeljak
5.1). Nakon pr&scavanija frakcija F178-F198 metodom semipreparathR&C (metoda
9): acetonitril:voda (20:80-10:90) u toku 10 min lmeano je 0,8 mg jedinjenjdO0.
Izolovano jedinjenje je bilbezbojno i uljaste konzistencije.

U HR-MS (ESI) spektru (Slika 80 u Prilogu), signal protonovamoglekula nalazi
se nam/z383,2229 (preranato zgM + H]*, 383,2222; greSka 1,8 ppm), pa je zaldjo
da jedinjenjul0 odgovara molekulska formulaEi300,.

Analizom 1H NMR spektra (Slika 81 i 82 u Prilogud¢ena je podudarnost sa
spektralnim karakteristikama (2S*,3R*)-2-[(3E)-4J8netilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-
7-hidroksi-2,3-dimetilfuro[2,3-b]hromona (Slika 19rethodno izolovanog iz korena vrste
F. ferulaeoides(Nagatsu i sar., 2002). Analizom spektraem su signali koji potiu tri
protona hromonskog jezgaH 6,85, 6,90, 8,09), singleti koji poti od metil grupa
ukljuéujuéi i olefinske ¢H 1,46, 1,59, 1,59 i 1,67), dva signala protona &ejnalaze na
trisupstituisanoj olefinskoj vezbH 5,09), kao i dublet na pomerardH 1,36 koji potée od

metil grupe na C3 (Tabela 21).

Slika 19. Jedinjenjel0 ((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)
5 ]
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’ -

e} 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 odgovar&ja signalima
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3. HPLC analiza hloroformskog ekstrakta— identifikacija i kvantifikacija

sekundarnih metabolita

HPLC analiza hloroformskog ekstrakta podzemnih oagarpske velestiker.
heuffelii sprovedena je u uslovima koji su bili optimizovara razdvajanje terpenskih
jedinjenja. Hloroformski ekstrakt je suspendovanmetanolu, kratko sonifikovan na
ultrazvienom kupatilu i filtriran kroz membranski filter @5 um). Mobilna faza kori&na
za ovu analizu bila je voda (A) i smeSa acetonitiétanol (6:1) (D). Metoda kodéna za
identifikaciju izolovanih metabolita u hloroformskoekstraktu bila je: A:D (40:60-20:80)
u toku 30 min, nakon toga u toku 5 min eluiranjengstavljeno u izokratskim uslovima i
nakon toga A:D (20:80-5:95) u toku 15 min. Volumanektovanja izosio je 2Qul,
temperatura 25 °C i brzina protoka 1 ml/min (Ode§2).

HPLC hromatogram dobijen u navedenim eksperimemtalruslovima na

detekcionoj talasnoj duzini 210 nm dat je na SAiXi

Kvantifikacija najzastupljenijih komponenata u délloroformskog ekstrakta koji
se rastvorio u metanolu izvrSena je HPLC metodomkajoj su korigeni isti
eksperimentalni uslovi kao i za kvalitativnu HPLGalzu metodom eksternog standarda.
Kao standardi kortena su jedinjenjd, 3, 4 i 6, prethodno izolovana iz hloroformskog
ekstrakta. Svi standardi koé&ni su u opsegu koncentracija 50-10@dml. Nakon toga su
konstruisane kalibracione krivéjja je linearnost potdena koeficijentima korelacije, iz
njih je izra&unat sadrzaj metabolita u delu hloroformskog ekstia koji se rastvorio u
metanolu i nakon toga je préwmat sadrzaj ovih metabolita u sirovom hlorofornmako
ekstraktu. Dominantan pik (retenciono vreme 33,99) mdgovarao je (&,3R*)-2-[(3E)-
4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidrsk2,3-dimetilfuro[3,2e]kumarinu
(jedinjenje6). Pik na retencionom vremenu 6,00 min poticaoddatifolona (jedinjenjel),

a pikovi na 43,07 min i 44,39 min od EB1-(2,4-dihidroksfenil)-3,7,11-trimetil-3-

vinildodeka-6,10-dien-1-ona (jedinjenj®) i dzamirona (jedinjenje4), redom. Sadrzaj
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jedinjenjal, 3, 4i 6 u delu hloroformskog ekstrakta koji se rastvorimatanolu, kao i u
sirovom hloroformskom ekstraktu podzemnih orgknheuffelij dat je u Tabeli 22.

10004

\

8004

600+

4004

N

T T T T T
10 20 30 40 50

Slika 20. HPLC hromatogram dela hloroformskog ekstrakta podzh organa srpske
velestike F. heuffeliirastvorenog u metanolu
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Tabela 22. Sadrzaj jedinjenjal, 3, 4 i 6 u delu hloroformskog (CHG) ekstrakta
podzemnih organ&. heuffeliirastvorenom u metanolu (MeOH), kao i u sirovom CHCI
ekstraktu. Sadrzaj je izrazen u mg jedinjenja/gguskstrakta.

Sadrzaj u delu CHCl, ~ Sadrzaj u CHCl,
Jedinjenje ekstrakta rastvorenom  €kstrakiu (mg/g)
u MeOH (mg/g)

Latifolon (1) 71,97 68,37
(6E)-1-(2,4-Dihidroksfenil)-3,7,11-

trimetil-3-vinildodeka-6,10-dien-1-or8) 43,74 41,56
DZamiron(4) 18,33 17,42

(28+,3R*)-2-[(3E)-4,8-Dimetilnona-3,7-
dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi-2,3- 114,90 109,16
dimetilfuro[3,2<c]kumarin(6)

4. HPLC analiza metanolnog ekstrakta- identifikacija i kvantifikacija
sekundarnih metabolita

U cilju identifikacije i kvantifikacije sekundarnihmetabolita prisutnih u
metanolnom ekstraktu podzemnih organa srpske udgedt. heufflii koris¢ene su dve
razlicite HPLC metode i na taj tim dobijena su dva HPLC hromatograma. Jedan
hromatogram je dobijen u uslovima optimizovanimraadvajanje terpenskih jedinjenja,
dok je drugi hromatogram dobijen u uslovima optonanim za razdvajanje polifenolnih
jedinjenja (Odeljak 6). Hromatogrami su dati nak&ma 21, 22 i 23. HPLC analizom
metanolnog ekstrakta identifikovana su 4 jedinjerfjdforogenska kiselinalq), 3,5-
dikafeoilhina kiselinaX?2), latifolon (1) i (2S*,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-
2,3-dihidro-7-hidroksi-2,3-dimetilfuro[3,2}kumarin  @). Jedinjenja su identifikovana
poreienjem njihovih retencionih vremena i UV spektarsstndardima. Za identifikaciju

jedinjenjall koris¢ena je komercijalno dostupna hlorogenska kisel8ignja Aldrich). Za
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identifikaciju jedinjenjal2 kori&ena je 3,5-dikafeoilhina kiselina prethodno izoloaadz
herbeHieracium gymnocephalu@riseb. ex Pant (Petravi sar., 1999). Za identifikaciju
jedinjenjal i 6 kao standardi koréena su jedinjenja prethodno, u okviru ove doktorske
disertacije, izolovana iz hlorofomskog ekstraktadzamnih organa srpske velestike,

heuffelii

Jedinjenjal i 6 kvantifikovana su u uslovima optimizovanim za @anaterpenskih
jedinjenja na detekcionoj talasnoj duzini od 210 Mwobilna faza bila je voda (A) i smeSa
acetonitril:metanol (6:1) (B), a metoda kérfa za kvantifikaciju: A:B (40:60-20:80) u
toku 30 min, nakon toga u toku 5 min eluiranje gstavljeno u izokratskim uslovima i
nakon toga A:D (20:80-5:95) u toku 15 min, gemu je volumen injektovanja izosio 20
temperatura 28C i brzina protoka 1 ml/min. Sadrzaj hlorogensksekne (jedinjenjell)
odreien je u uslovima optimizovanim za analizu fenoljeitinjenja na detekcionoj talasnoj
duzini od 210 nm. Mobilna faza bila je 0,03% rastitaPO, u vodi (C) i smeSa mobilne
faze C (10%) u acetonitrilu (D), a metoda: C:D (®@); 5 min, nakon toga C:D (90:10-
75:25), 10 min, nakon toga C:D (75:25-70:30), 5 ,nmakon toga C:D (70:30-50:50), 5
min, nakon toga C:D (50:50-30:70), 5 min, nakorat@D (30:70-10:90), 5 min, eluiranje
je u sledéih 10 min nastavljeno izokratski, i na kraju C:00{20-90:10), 10 min premu

je volumen injektovanja iznosio 20, temperatura 28C, a brzina protoka 1 ml/min.

Sadrzaj jedinjenjd 1, 1 i 6, odrelen metodom eksternog standarda, dat je u Tabeli
23.
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Tabela 23.Sadrzaj jedinjenjd, 6 i 11 u metanolnom (MeOH) ekstraktu podzemnih organa
F. heuffelii Sadrzaj je izrazen u mg jedinjenja/g suvog ekstrakt

Sadrzaj u MeOH ekstraktu

Jedinjenje
en (mglg)

Latifolon (1) 13,22

(28,3R*)-2-[(3E)-4,8-Dimetilnona-3,7-dien-
1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi-2,3- 13,86
dimetilfuro[3,2<c]kumarin(6)

Hlorogenska kiselinél1) 34,65
/1 1
12 1
| M

Slika 21. HPLC hromatogram kor&n za identifikaciju jedinjenjall i 12. Binarna

mobilna faza bila je: C — 0,03% rastvogR®, u vodi i D - 10% C u acetonitrilu; metoda:
C:D (90:10-75:25), 5 min, nakon toga C:D (75:2%),min, nakon 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 je u slede3 min nastavljeno izokratski, pri
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cemu je volumen injektovanja iznosio 2d, temperatura 25°C, a brzina protoka

0,8 ml/min.

mAU

1004

T T T T T
10 20 30 40 50 mij

Slika 22. HPLC hromatogram koré&n za kvantifikovanje jedinjenjal. Binarna mobilna
faza bila je: C — 0,03% rastvorsPiO; u vodi i D - 10% C u acetonitrilu; metoda: C:D
(90:10), 5 min, nakon toga C:D (90:10-75:25), 1th,makon 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 (30:70-10:90), 5 min, eluiranje je u skgdel0 min nastavljeno izokratski, i na
kraju C:D (10:90-90:10), 10 min prtemu je volumen injektovanja iznosio 2d,

temperatura 28C, a brzina protoka 0,8 ml/min.
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Slika 23. HPLC hromatogram kor&n za kvantifikovanje jedinjenjd i 6. Binarna
mobilna faza bila je: A — voda i B — smeSa acetdmitetanol (6:1); a metoda koti8na za
kvantifikovanje: A:B (40:60-20:80) u toku 30 minakon toga u toku 5 min eluiranje je
nastavljeno u izokratskim uslovima i nakon toga A2B:80-5:95) u toku 15 min, p¢emu

je volumen injektovanja izosio 20, temperatura 25C i brzina protoka 1 ml/min.

UV spektri jedinjenja identifikovanih u MeOH eksdtta podzemnih organa
prikazani su na Slici 24. Hemijske strukture idékdvnih fenolkarboksilnih kiselina date

su na Slici 25.
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Slika 24. UV spektri jedinjenja identifikovanih u MeOH eksktu podzemnih organa
F. heuffelii A — jedinjenjal (latifolona); B — jedinjenj& (2,3-dihidro-7-hidroksi-2S*,3R*-
dimetil-2-[4,8-dimetil-3(E),7-nonadienil]-furo[3,2}kumarina); C -
(hlorogenske kiseline); D — jedinjen2 (3,5-dikafeoilhina kiseline).
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HO

HO

OH

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

(jedinjenjel?).

jedinjenja 11

OH
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5. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja odem je spektrofotometrijski na bazi reakcije
saFolin-Ciocalteureagensom i iznosio je 0,112 mg ekvivalenata gkiseline/mg suvog
ekstrakta.

6. Antioksidantna aktivnost

6.1. Antioksidantna aktivnost metanolnog ekstrakta

Antioksidantna aktivnost metanolnog ekstrakta padzé organa srpske velestike,
F. heuffelii ispitana je raztitim in vitro testovima. Ukupna antioksidantna aktivnost
ispitana je FRAP testom, a antiradikalska aktiviestoksiriboza i DPPH testom.

Ukupna antioksidantna aktivnost, odeaa FRAP testom, iznosila je 0,%8nol
Fe?*/mg suvog ekstrakta.

Metanolni ekstrakt (10,24-163,84g/ml) je dozno-zavisno neutralisao DPPH
radikal (Slika 26), i u naju®j testiranoj koncentraciji (163,84g/ml), ostvario efekat od
92,71+0,68%, dok je S vrednost iznosila 62,mg/ml. Kao referentna supstanca za
poreienje korig¢ena je L-askorbinska kiselingja je SG, vrednost (4,09.g/ml) odretena
ranije (Kuki i sar., 2006).
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Slika 26. Sposobnost metanolnog ekstrakta da neutraliSeHDR@Kkal

Ispitivanje sposobnosti neutralizacije "OH radikglakazalo je da u opsegu
koncentracija od 5-2Qug/ml metanolni ekstrakt dozno-zavisno inhibira stvge "OH
radikala. Efekat se kretao u opsegu od 37,67+2,38%049,54+3,16%, a najsnaznije
delovanje ostvareno je u koncentraciji od@fdml. Aktivnost kvercetina, koji je kor&n
kao standard, je prethodno ispitivana is&fe iznosila 3,1ug/ml (Kuki¢ i sar., 2006).
Primenjen u v&m koncentracijama (40, 80 i 16@g/ml), ekstrakt je ostvario slabiju
aktivnost i ugeno je da je doSlo do smanjenja aktivnosti kakprédmenjene koncentracije
ekstrakta rasle (Slika 26). Ovakvi rezultati, kajkazuju na smanjenje sposobnosti
neutralizacije "OH radikala u koncentracijamatise od 20 ug/ml, mogli bi se, makar

delimi¢no, objasniti pro-oksidantnom aktivié@Snekih komponenata ovog ekstrakta.
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Slika 27.Sposobnost metanolnog ekstrakta da neutraliSera@idal

Aktivnost testiranog ekstrakta bila jegaod aktivnosti vodeno-etanolnog ekstrakta
korena F. gummosa(SG=579,6£19,4 ug/ml) (Ebrahimzadeh i sar., 2011), MeOH
ekstrakta herb€. assa-foetiddSG,=380+12ug/ml) (Dehpour i sar., 2009), kao i vodeno-
etanolnih ekstrakata stabla (5€775,9+£26,4ug/ml), lista (SGy=192,5+8,6ug/ml) i cveta
(SG=471,6+19,4ug/ml) vrsteF. feotida(Nabavi i sar., 2010). Prethodno je ispitivana i
anti-DPPH aktivnost razlitih ekstrakata herbd-. orientalis Moze se konstatovati da
metanolni ekstrakt podzemnih orgaka heuffelii poseduje j& anti-DPPH potencijal u
poreienju sa vodeno-metanolnim ekstraktom heFbeorientalis cija je SGo vrednost
iznosila 99,1+0,ug/ml (Kartal i sar., 2007).

Pokazana antioksidantna aktivhost metanolnog d#atraoze se, makar deliémio,
objasniti prisustvom dve fenolkarboksilne kiselinblorogenske i 3,5-dikafeoilhina
kiseline. Antioksidantna aktivnost ove dve kiselpwvidiena je brojnim testovima i smatra
se da one svoju aktivnost ostvaruju pre svega icijom stvaranja slobodnih kiseamniih
vrsta (Upadhyay i Mohan Rao, 2013). Prethodno jkapano da hlorogenska kiselina
ostvaruje jako neutraliée delovanje prema DPPH radikalu, pegmu je SGo vrednost
iznosila 4,42+0,13ug/ml (Olszewska i sar., 2012). Drugo ispitivanjekaralo je da 3,5-
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dikafeoilhina kiselina u istom modelu ostvarujebp#no dvostruko véu aktivhost u
odnosu na hlorogensku kiselinu (Ohnishi i sar.,4099 akate, prethodno je ispitivan i
ukupni antioksidantni potencijal hlorogenske kiseli iz dobijenih rezultata ustanovljeno
je da EGo vrednost iznosi 18,04+0,79 mmol % suvog ekstrakta (Olszewska et al.,
2012).

Prethodno je pokazano da i smeSa dva dihidrofurekima, (-)-5-
hidroksiprantimgina i (-)-5-hidroksideltoina, izolovanih iz kara vrsteF. luteaostvaruju
snaznu antiradikalsku aktivnost, ge@mu je njihova S¢€ vrednost u DPPH testu iznosila
18,56+1,22uM (Ben Salem i sar., 2013). Istrazévau cinjenicu da prisustvo ferulsinaie
kiseline produzava zivotni vek nematod&aenorhabditis elegan®bjasnili njegovim
potencijalnim antioksidantim efektom, s obzirom daaj kumarin inhibira lipidnu

peroksidaciju i formiranje zavrsnih proizvoda metima glutationa (Sayed, 2011).

6.2. Antioksidantna aktivnost hloroformskog ekstraka

Antioksidantna aktivnost hloroformskog ekstraktadpemnih organa srpske
velestike,F. heuffeliiispitana je istimin vitro testovima koji su kori&eni za ispitivanje
aktivnosti metanolnog ekstrakta.

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

Ekstrakt je ostvario slabu anti-DPPH aktivhostK&I28) i u opsegu koncentracija
od 10-160ug/ml doveo do neutralizacije DPPH radikala od 4872 do 53,80+2,86%.
SGsovrednost iznosila je 145g/ml.
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Slika 28 Sposobnost hloroformskog ekstrakta da neutr@lBeH radikal

Testirani hloroformski ekstrakt podzemnih orgdnaheuffeliiostvario je méutim
jace anti-DPPH delovanje u pdenju sa delovanjem acetonskog i deodorisanog
acetonskog ekstrakta herbe orientalis (SG,=310+0,5 i 118+0,8.g/ml, redom), kao i u
odnosu na heksanski ekstrakt iste vrste koji jealtarisan kao neaktivan (Kartal i sar.,
2007).

Antiradikalski efekat hloroformskog ekstrakta podhréh organaF. heuffelii
ispitivan je i testom sposobnosti neutralizacijeH Qadikala. Ekstrakt u opsegu
koncentracija od 3,75-10@/ml nije neutralisao ovaj radikal.

6.3. Antioksidantna aktivnost etarskih ulja

Antioksidantna aktivnost etarskih ulja izolovanthgodzemnih organk. heuffelii
prikupljenih u Stevatkoj (F1), berdapskoj Klisuri (F2) i klisuri reke Pek (F3), iigana je
DPPH-testom. Sva tri uzorka pokazala su zadovdljgua aktivnhost koja je bila
koncentraciono zavisna (Slika 29). sp@ednosti iznosile su 22,43; 23,17 i 47 pdbnl za
F2, F3 i F1, redom. Miristicin, jedan od sastojaéstiranih etarskih ulja, mogao bi, makar

delimi¢no, biti odgovoran za pokazanu anti-DPPH aktivnodtiaime, prethodna
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istrazivanja su pokazala da miristicin deluje katradikalski agens, a razlikom u sadrzaju
miristicina bi se mogla objasniti i dvostrukatgaaktivnost ulja F2 i F3 u patenju sa
ullem F1. Naime, sadrzaj miristicina u aktivinijioljima F2 i F3 iznosio je 20,6 i 12,9%,
redom, dok je sadrzaj ovog fenilpropanoida u ufjuznosio 4,5%.
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Slika 29. Sposobnost etarskih ulja da neutraliSu DPPH ehdik

Prethodna ispitivanja antioksidantne aktivnostirskag ulja herbeF. orientalis

pokazala su da i ovo ulje ostvaruje anti-DPPH efé®&5,=423+0,8ug/ml) (Kartal i sar.,
2007).

7. Spazmoliteka aktivnost etarskih ulja, ekstrakata i metabolita

Spazmolittka aktivnost izolata (etarskog ulja, ekstrakat&igtih metabolita),
ispitivana jein vitro na izolovanom ileumu i izolovanoj traheji pacovapitivanje je

obuhvatilo tri eksperimentalna modela, tj. ispitija uticaj etarskog ulja, ekstrakat&stih
metabolita na:
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» spontanu kontraktilnost izolovanog ileuma;
» kontrakcije izolovanog ileuma izazvane ACh i

» kontrakcije izolovanog ileuma i izolovane trahgjazvane KCI (80 mM).

Izolovani ileum je bio uronjen u kupatilo napunjefiiyrodovim rastvorom
(koncentracije komponenata u mM: NaCl 136,9; KC682,CaC} 1,8; MgC}h 1,05;
NaHCG; 11,9; NaHPO, 0,42, i glukoza 5,55), a izolovana traheja u kipatapunjeno
Krebs-Ringerovim rastvorom (koncentracije komponenata u mMCN&37; KCI 2,81,
CaCh 1,8; MgCh 0,1; NaHPO, 0,417; NaHC® 11,9, i glukoza 11,10), pod prethodno
opisanim eksperimentalnim uslovima u Odeljku 9.2gri8enti su ostavljeni da se
stabilizuju 30 min i pod ovim eksperimentalnim wsfoa uaene su spontane rittme
kontrakcije segmenata. Odgovakajuastvori ispitivanih uzoraka (etarsko ulje, ekstr,
metaboliti), dodati su direktno u vodeno kupatil&ali¢ini koja nije prelazila 2% ukupne
zapremine kupatila (Sadraei i sar., 2001, Fleeersgohl, 2007). Statiska zn&ajnost (*p
< 0,05, *p < 0,01) odrdivana je u poréenju sa kontrolnom grupom (tretiranom

rastvargem)Mann-WhitneyJ-testom kori8enjem r@unarskog paketa SPSS 11.5.

7.1. Spazmolittka aktivnost etarskog ulja

Ispitivana je spazmolitka aktivnost etarskog ulja (F2) dobijenog destjtani

podzemnih organg. heuffeliiprikupljenih uberdapskoj klisuri,

Efekat ulja na spontanu aktivnost ileuma

U prvoj seriji eksperimenata ispitivan je uticayagina (0,01-14,44.g/ml) na
spontanu kontraktilnost izolovanog ileuma. Maksimatfekat atropina postignut je u
koncentraciji 14,44ig/ml i ova vrednost spazmoltikog efekta je kori&na za pordenje sa
efektima etarskog ulja. Etarsko ulje je u koncesijsgom opsegu 25 — 375/ml snazno i

dozno-zavisno inhibiralo spontanu kontraktilnostuiha (Slika 30). Ovaj efekat je prikazan
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kao % maksimalnog spazmatitiog efekta atropina i iz rezultata se moze videtijel u
koncentraciji od 150ug/ml etarsko ulje ispoljilo 74,67+24,74% efektaogina, a u
koncentraciji od 375,0Qg/ml 92,91+19,45% efekta atropina. Vazno je naglas je u
koncentracijskom opsegu od 150 — 3ipml efekat etarskog ulja bio statédti znatajan u
poraienju sa kontrolnom grupom tretiranom rast¢am (koloidni rastvor 0,5%
karboksimetilceluloze u vodi). Ovaj efekat se maheatrati reverzibilnim, jer se nakon

ispitanjaTyrod-ovim rastvorom tonus preparata éaa na poetne vrednosti.
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Slika 30. Spazmolitéka aktivnost etarskog ulja: uticaj na spontane tiakaije izolovanog
ileuma pacova. Aktivnost etarskog ulja izrazen&kge % maksimalnog spazmotitiog
efekta koji je ostvario atropin u koncentraciji 20M (100%). Koncentracije etarskog ulja
prikazane na apscisi predstavljaju finalne kumutegi koncentracije. Svaka cka
predstavlja srednju vrednost + SD efekata dobijem#nenjem na 6 preparata.

Efekat ulja na kontrakcije ileuma izazvane ACh

Etarsko ulje je u koncentracijama od 15 doug®ml inhibiralo kontrakcije ileuma

izazvane ACh. U koncentraciji od 1&/ml izazvalo je veoma slabu inhibiciju efekta ACh
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koja nije statistiki znaajna, a maksimalni spazmogeni efekat ACh smanijio
88,11+3,19%. Nasuprot tome, efekti ostvareni timmekoncentracijama bili su statiski
zna&ajni u pordenju sa kontrolnom grupom. U koncentraciji od g§/ml ulje je
redukovalo maksimalni efekat ACh na 50,81+22,59a% koncentraciji od 7hg/ml na
12,75£12,66%. Zn@mjno je primetiti da nakon inkubacije preparata veam
koncentracijama etarskog ulja ({@®/ml) ACh gotovo da nije izazvao koncentracijski
zavisne kontrakcije ileuma (Slika 31).
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Slika 31. Spazmolittka aktivnost etarskog ulja: uticaj na kontrakcgelovanog ileuma
pacova izazvane ACh. Na grafiku su predstavljeneekkontraktilne aktivnosti ACh u
odsustvu (romb) i prisustvu 1pg/ml etarskog ulja (trougao), 2bg/ml etarskog ulja
(kvadrat) i 75ug/ml etarskog ulja (krst). Aktivnost etarskog ulgazena je kao %
maksimalnog kontraktilnog efekta koji je ostvari€Ai kome je dodeljena vrednost 100%.
Svaka tdka predstavlja srednju vrednost + SD efekata doifijenerenjem na 4 ili viSe

preparata.

Prikazani efekti su i u ovom modelu bili reverzibilpoSto se poniStavaju nakon

ispiranja preparat@yrod-ovim rastvorom.
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Efekat ulja na kontrakcije ileuma izazvane KCI

Etarsko ulje je u koncentracijskom opsegu od 256-2)/ml takaie dozno-zavisno
inhibiralo efekat KCI (80 mM). KCI u visokim konc&acijama, kao Sto je ¥enaglaseno,
dovodila je do pojave tokih kontrakcija. U koncentraciji od 250g/ml, etarsko ulje je
gotovo potpuno ponistilo totki efekat KCI (10,01+23,35%).
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Slika 32. Spazmolittka aktivnost etarskog ulja: uticaj na kontrakcgelovanog ileuma
pacova izazvane KCI (80 mM). Na krivoj su prikazdancentracijski-zavisni efekti
etarskog ulja, a koncentracije na apscisi predstavfinalne kumulativhe koncentracije
ulja. Svaka t&ka predstavlja srednju vrednost + SD efekata doibijanerenjem na 6
preparata.
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7.2. Spazmolitéka aktivnost hloroformskog ekstrakta

Efekat hloroformskog ekstraktana na spontanu a&svileuma pacova

U prvoj seriji eksperimenata ispitivan je uticajagtina (0,01-4,44ug/ml) na
spontane kontrakcije ileuma. Maksimalno smanjeojrisa dobijeno inkubacijom sa 4,44
ug/ml (6,4 uM) koris¢eno je za poxenje sa efektima hloroformskog ekstrakta.
Hloroformski ekstrakt je rastvoren u DMSO i dodavamulativho u vodeno kupatilo. U
koncentracijama 0,1 — 1,3 mg/ml ekstrakt je kon@embno-zavisno i statiski znatajno
inhibirao spontane kontrakcije izolovanog ileumékgs33). U koncentraciji od 0,3 mg/ml

ekstrakt je ostvario efekat uporediv sa efektoroptra (109,1928,26%).
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Slika 33. Spazmolittka aktivnost hloroformskog ekstrakta: uticaja nargpne kontrakcije
izolovanog ileuma pacova. Aktivhost ekstrakta ierez je kao % maksimalnog
spazmolittkog efekta koji je ostvario atropin u koncentrac#i,4 pM (100%).

Koncentracije ekstrakta prikazane na apscisi pagtflaju finalne kumulativhe
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koncentracije. Svaka dka predstavlja srednju vrednost + SD efekata dolhijenerenjem
na 5 preparata.

Efekat hloroformskog ekstrakta na kontrakcije il@uzazvane ACh

Hloroformski ekstrakt primenjen u koncentracijam0 i 100 ug/ml smanjio je i
kontraktilne efekte ACh. U koncentraciji od 80/ml, ekstrakt nije umanjio efekat najee
primenjene koncentracije ACh (4,44/ml). U koncentraciji od 10Qug/ml ekstrakt je
redukovao efekte ACh u svim primenjenim koncenjamea i smanjio maksimalni efekat
ACh na 48,53%+16,68%. Maetim, porelenjem sa kontrolnom grupom nijedan od

postignutih efekata nije ispoljio statiku zna&ajnost (Slika 34).
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Slika 34. Spazmolittka aktivnost hloroformskog ekstrakta: uticaj na tkakcije
izolovanog ileuma pacova izazvane ACh. Na grafibupsedstavljene krive kontraktilne
aktivnosti ACh u odsustvu (trougao) i prisustvu | 8§ml ekstrakta (romb) i 10Qg/ml
ekstrakta (kvadrat). Aktivnost ekstrakta izrazepakpo % maksimalnog kontraktilnog
efekta koji je ostvario ACh i kome je dodeljenadmest 100%. Svaka dka predstavlja
srednju vrednost + SD efekata dobijenih merenjer thaviSe preparata.
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Efekat hloroformskog ekstrakta na kontrakcije il@izazvane KCI

Uticaj hloroformskog ekstrakta na kontrakcije izaze KCI (80 mM) ispitivan je u
istom opsegu kao i uticaj na spontanu kontraktin@l — 1,3 mg/ml). Ekstrakt je
statistéki znatajno i koncentraciono-zavisno uticao na efekte KCkoncentraciji od 0,3
mg/ml, smanijio je kontraktilni efekat KCI na 13,2%t79%, dok je u koncentraciji od 1,3
mg/ml doveo do pada tonusa ileuma ispodetmih vrednosti (Slika 35). Hloroformski
ekstrakt (0,1 — 1,3 mg/ml) je tak® delovao relaksantno i na kontrakcije glatkin gasi
traheje pacova izazvane KCI (80 mM). U manjim konccijama, ekstrakt je
koncentraciono-zavisno inhibirao kontrakcije dokuj&oncentraciji od 1,3 mg/ml potpuno
ponistio efekat KCI (Slika 35).

160 -
140 -
120 -
100
80 -
60 -
40 +
20 +
0 ‘ ‘ ‘ ‘
200 0,2 0,4 0,6 0,8 1 12 1,4
-40 -
-60 -

% kontrakcija izazvanih KCI

¢ (ug/ml)

Slika 35. Spazmolittka aktivnost hloroformskog ekstrakta: uticaj na tkakcije
izolovanog ileuma (romb) i traheje (kvadrat) pac@azvanim KCI (80 mM). Na krivoj su
prikazani koncentracijski-zavisni efekti ekstrakéakoncentracije na apscisi predstavljaju
finalne kumulativne koncentracije ulja. Svaka&kia predstavlja srednju vrednost + SD

efekata dobijenih merenjem na 4 ili viSe preparata.
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7.3. Spazmolitéka aktivnost metanolnog ekstrakta
Efekat metanolnog ekstrakta na spontanu aktiviksiria

U koncentracijama od 10 — 1Q@/ml MeOH ekstrakt je koncentraciono-zavisno i
statistEki znatajno uticao na spontanu kontraktilnost ileuma B6). V&€ u koncentraciji
od 30 pg/ml ekstrakt je ostvario 60,39+7,37% efekta atnapi(6,4 M), dok je u
koncentraciji od 10Qug/ml ispoljio snazniji efekat od efekta atropin24157+21,39%).
Metanolni ekstrakt je u podenju sa hloroformskim ekstraktom u nizem opsegu
koncentracija ostvario spazmatito delovanje.
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Slika 36. Spazmolittka aktivhost metanolnog ekstrakta: uticaj na spuntkontrakcije
izolovanog ileuma. Aktivhost ekstrakta izrazenakgm % maksimalnog spazmaotikiog
efekta koji je ostvario atropin u koncentraciji gy (100%). Koncentracije ekstrakta
prikazane na apscisi predstavljaju finalne kumufei koncentracije. Svaka cta
predstavlja srednju vrednost + SD efekata dobijem#nenjem na 5 preparata.
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Efekat metanolnog ekstrakta na kontrakcije ileurg@vane ACh

Uticaj metanolnog ekstrakta na kontrakcije izazvah@h ispitivan je u dve
koncentracije: 60 i 12Qug/ml. U nizoj testiranoj koncentraciji ekstrakt enijostvario
znaajan relaksantni efekat, dok je u koncentraciji 12D pg/ml ekstrakt zné&jno i
koncentraciono-zavisno inhibirao kontrakcije smagiji maksimalan efekat ACh na
26,35+23,69% (Slika 37).
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Slika 37. Spazmolittka aktivhost metanolnog ekstrakta: uticaj na kdija izolovanog
ileuma pacova izazvane ACh. Na grafiku su predsagl krive kontraktilne aktivnosti
ACh u odsustvu (romb) i prisustvu @@/ml ekstrakta (kvadrat) i 12(g/ml ekstrakta
(trougao). Aktivnost ekstrakta izrazena je kao %ksmaalnog kontraktilnog efekta koji je
ostvario ACh i kome je dodeljena vrednost 100% .k&uaka predstavlja srednju vrednost

+ ili - SD efekata dobijenih merenjem na 6 ili vig@parata.

Ispoljeni efekat je bio reverzibilan, poSto se &b oporavio nakon ispiranja
vodenog kupatil@yrod-ovim rastvorom.
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Efekat metanolnog ekstrakta na kontrakcije ileurgvane KCI

Uticaj metanolnog ekstrakta na kontrakcije izazvaK€l takaie je bio
koncentraciono-zavisan i statidi znatajan. Aktivnost ekstrakta testirana je u opsegu
koncentracija 10 — 6Qg/ml, pri cemu je u koncentraciji od 6@0g/ml ekstrakt redukovao
efekat KCl na 44,42+11,26% (Slika 38).
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Slika 38. Spazmolittka aktivnost metanolnog ekstrakta: uticaja na kakaife izolovanog

ileuma pacova izazvane KCI (80 mM). Na krivoj sikazani koncentracijski-zavisni efekti
ekstrakta, a koncentracije na apscisi predstavifagalne kumulativhe koncentracije
ekstrakta. Svaka &&a predstavlja srednju vrednost + SD efekata dolbijenerenjem na 7

preparata.

7.4. Spazmolittka aktivnost metabolita
U cilju pronalazenja jedinjenja koja makar delom pdieose pokazanom

spazmolittkom delovanju hloroformskog i metanolnog ekstrakggijtivan je uticajcetiri
metabolita: latifolonaX), dzamirona4), (2S¢,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-
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2,3-dihidro-7-hidroksi-2,3-dimetilfuro[3,2}kumarin(6) i hlorogenske kiselin€l(l) u istim
modelima koji su primenjeni za ispitivanje aktiviicekstrakata.

Efekat metabolita na spontanu aktivnost ileuma

Jedinjenjal (1 — 6 ug/ml), 6 (1 — 10ug/ml ) i 11 (1 — 10pug/ml) dovela su do
relaksacije spontanih kontrakcija izolovanog ileud@dinjenjel je u koncentraciji od 6
ug/ml (28,8 uM) ostvarilo statistiki znatajan efekat (93,2626,57%) priblizan efektu
atropina (6,4.M). Jedinjenjell je takaie pokazalo zrimjan relaksantni efekat ostvarivsi u
koncentraciji od 1Qug/ml (28,2uM) efekat koji je iznosio 95,95+31,90% efekta atnap
dok je jedinjenje6 u koncentraciji od 1Qug/ml (26,2 uM) ostvarilo relaksaciju koja je
iznosila 46,13+21,50% (Slika 39). Aktivnost jedimj@4 ispitivana je samo u koncentraciji
od 8ug/ml (22,5uM) 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. Vdst testiranih jedinjenja izrazena je
kao % maksimalnog spazmaotiiog efekta koji je ostvario atropin u koncentraog 6,4
uM (100%). Koncentracije testiranih jedinjenja pakae na apscisi predstavljaju finalne
kumulativne koncentracije. Svakacka predstavlja srednju vrednost £ SD izmerenih
efekata dobijenih merenjem na 4 ili viSe preparata.

Efekat metanolnog ekstrakta na kontrakcije ileurz@vane ACh

Sva cetiri testirana jedinjenja inhibirala su kontrakcijleuma izazvane ACh.
Aktivnost jedinjenjal ispitivana je u koncentracijama odg/ml i 4 pg/ml. U koncentraciji
od 2ug/ml (9,6 uM) ovo jedinjenje je relativno malo smanjilo maksiim efekat ACh (na
89,34+19,92%), ali je zato stati&ki znatajno redukovalo efekte nizih koncentracija ACh.

Nasuprot tome, u ¥ej koncentraciji jedinjenj& nije ostvarilo spazmolitki efekat.
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Jedinjenjeb u koncentraciji od §g/ml (20,9uM) dovelo je do statistki znatajnog
smanjenja spazmogenog efekta ACh na 52,91+17,7%ka ).
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Slika 40. Spazmolittka aktivnost jedinjenjd i 6: uticaj na kontrakcije izolovanog ileuma
pacova izazvane ACh. Na grafiku su predstavljeneekkontraktilne aktivnosti ACh u
odsustvu (krst) i prisustvu gg/ml jedinjenjal (kvadrat) i 8ug/ml jedinjenja6 (romb).
Aktivnost testiranih jedinjenja izrazena je kao %ksimalnog kontraktilnog efekta koji je
ostvario ACh i kome je dodeljena vrednost 100%.k8wuaka predstavlja srednju vrednost

+ ili - SD efekata dobijenih merenjem na 4 ili vigeparata.

Aktivnost jedinjenjad je takaie ispitivana u dve koncentracije;ug/ml i 8 pg/ml.
U nizoj koncentraciji ovaj metabolit je ostvaritals spazmolitki efekat, dok je u
koncentraciji od 8ug/ml (22,5 uM) efekat bio j& Sto je rezultovalo smanjenjem
maksimalnog efekta ACh na 68,09+11,50% (Slika 41).
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Slika 41. Spazmolittka aktivnost jedinjenjd i atropina: uticaj na kontrakcije izolovanog
ileuma pacova izazvane ACh. Na grafiku su predsagl krive kontraktilne aktivnosti
ACh u odsustvu (romb) i prisustvu i &/ml jedinjenja4 (trougao) i 0,1ug/ml atropina
(krst). Aktivnost testiranih jedinjenja izrazenak@o % maksimalnog kontraktilnog efekta
koji je ostvario ACh i kome je dodeljena vredno80%. Svaka t&ka predstavlja srednju

vrednost + SD izmerenih efekata dobijenih meremerd ili viSe preparata.

Aktivnost jedinjenjall ispitivana je u koncentracijama odu@&/ml i 16 ug/ml. U
koncentraciji od 8ug/ml mogao se uiti relaksantni efekat prema kontrakcijama
izazvanim svim koncentracijama ACh osim négiedok je u koncentraciji od 16g/ml
doSlo i do smanjenja maksimalnog efekta ACh naZ#8,2,35% uz statistku zna&ajnost

rezultata ostvarenih prema efektima nizih konceijaaACh (Slika 42).
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Slika 42. Spazmolittka aktivnost jedinjenjd 1: uticaj na kontrakcije izolovanog ileuma
pacova izazvane ACh. Na grafiku su predstavljeneekkontraktilne aktivnosti ACh u
odsustvu (romb) i prisustvu Bg/ml (trougao) i 16ug/ml jedinjenjall (krst). Aktivnost
testiranog jedinjenja izrazena je kao % maksimalkagfraktiinog efekta koji je ostvario
ACh i kome je dodeljena vrednost 100%. Svak&dgpredstavlja srednju vrednost + ili -

SD izmerenih efekata dobijenih merenjem na 4 gevpreparata.

U ovom eksperimentalnom modelu atropin je ks kao referentna supstanca.
Efekti atropina ispitivani su za dve koncentraced1 pg/ml i 0,1 ug/ml. U koncentraciji
od 0,1ug/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 izazvand KC

Jedinjenjal i 6 su takde statisttki znatajno inhbirala kontrakcije ileuma izazvane
KCI. Najsnazniju aktivnost ispoljilo je jedinjenje(1 — 6ug/ml) koje je u koncentraciji od
6 pg/ml (28,8 uM) smanjilo efekat KCI na 43,53+7,78% (p<0,01). idgehje 6
(3 — 10 pg/ml) ostvarilo skan efekat, redukuju efekat KCl na 45,11+14,10% u
koncentraciji od 1Qug/ml (26,2 uM) (p<0,05). Jedinjenja& (1 — 6 ug/ml) i 11 (1 — 10
ug/ml) ostvarila su slab relaksantni efekat koji argdenju sa kontrolom nije imao
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statisttki znataj. U najviSim testiranim koncentracijama ova dedifjenja su smanjila
tonicke kontrakcije izazvane KCI, jedinjenjé na 81,14+4,56, a jedinjenjdl na

61,73+26,78%. Sva testirana jedinjenja su pokazdddiju aktivhost u podenju sa
alverinom (1 — 14ug/ml), jedinjenjem koje je korée&no kao referentni lek. Alverin je
spazmolitik koji inhibira osetljivost kontraktilniproteina prema Ga(Hayase i sar., 2007).
U koncentraciji od 4ug/ml ovaj agens je doveo do skoro kompletne imijdbi
kontraktilnog efekta KCI (1,75+2,96%) (Slika 43).
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Slika 43. Spazmolittka aktivnost jedinjenjd (romb), 4 (trougao),6 (kvadrat),11 (krug) i
alverina (krst): ispitivanje uticaja na kontrakciglovanog ileuma pacova izazvane KCI
(80 mM). Na krivoj su prikazani koncentracijski-zsn efekti metabolita, a koncentracije
na apscisi predstavljaju finalne kumulativhe konije metabolita. Svaka dea
predstavlja srednju vrednost = SD izmerenih efelddhijenih merenjem na 4 ili viSe
preparata. Statiska zn&ajnost (*p < 0,05, **p < 0,01) oddévana je Mann-Whitney

testom u pordenju sa kontrolnom grupom (tretiranom rastéars).
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Etarsko ulje ostvarilo je potentnu inhibitornu akibst u sva tri eksperimentalna
modela, pricemu je najjae inhibiralo kontrakcije izazvane ACh. Ovejenica navodi na
zakljwak da etarsko ulje svoje efekte ostvaruje pre s\wkegaantagonista muskarinskih
receptora, preemu se ovaj spazmoliki efekat ne moze pripisati samo antiholinékgim
delovanju, posto ispoljava relaksantne efekte sp@ntane, i na kontrakcije izazvane KCI.
Prethodna ispitivanja su pokazala da najzastufljenetaboliti ovog etarskog ulja,
elemicin i miristicin, ostvaruju antiholinektko delovanje (McKenna i sar., 2004), a da se
spazmolittko delovanje ploda perSuna moze makar déhmiobjasniti spazmolitkim
delovanjem miristicina (Czygan i Hiller, 2002).

Oba ispitivana ekstrakta su ispoljila 2amo relaksantno delovanje u sva tri
eksperimentalna modela pa se moze pretpostavigkdtrakti svoj spazmolitki efekat
ostvaruju razliitim mehanizmima. Inhibitorni efekat prema spontankontrakcijama i
kontrakcijama izazvanim KCl mogao bi da se objasiskadom C& kanala, odnosno
otvaranjem K kanala, jer je poznato da do kontrakcija izolovgileuma dolazi usled
pove&tanja koncentracije Gajona u citoplazmi. Relaksantni efekat prema kdwijama
indukovanim ACh najverovatnije predstavlja posledidokade muskarinskih receptora.
Poznato je da su u gastrointestinalnom traktu sajpdeniji M, i M3z podtipovi
muskarinskih receptora, piemu je M podtip 3 — 4 puta zastupljeniji od podtipa.Npak,
ACh izaziva kontrakcije na izolovanom ileumu prega preko M receptorskog puta koji
podrazumeva hidrolizu fosfoinozitola i mobilizacifl&* jona (Ehlert i sar., 1999)

Moze se zakljtiti da je metanolni ekstrakt ostvario¢g@spazmolitko delovanje
prema spontanim kontrakcijama, kao i prema kontfak@ izazvanim KCI u odnosu na
hloroformski ekstrakt, dok je njihov efekat premaniakcijama izazvanim ACh bio
medusobno uprediv. Jedinjenjfai 6 koja su ostvarila relaksantni efekat u sva tri n@de
prisutna su u oba testirana ekstraktaé¢pmu je njihova zastupljenost bila visestrukéare
u hloroformskom nego u metanolnom ekstraktu. Amaljaci dobijene rezultate i
zastupljenost ovih jedinjenja u hloroformskom eddktu (6,84% i 10,92%, redom), moze se
pretpostaviti da su upravo ova dva jedinjenja uem&tin (ije je prisustvo takide
potvrdeno u hloroformskom ekstraktu) u 2afgoj meri odgovorna za aktivnost ekstrakta.

Metanolni ekstrakt je, kao Sto je &vexteno, pokazao fa spazmolittku aktivnost u kojoj
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ucestvuju svacetiri identifikovana metabolita. Uz vespomenuta jedinjenjd i 6, i
jedinjenje 11 je relaksiralo izolovani ileum u sva tri eksperirt@dna modela, dok su
prethodna ispitivanja pokazala da jedinjetieostvaruje snazan spazmaiki efekat (Trute
i sar., 1997).

Prethodno je pokazano da i izolati drugih vretada Ferula ostvaruju zn&ajnu
spazmolittku aktivnost. Etarsko ulje, vodeno-alkoholni, dtgrdbenzinski i metanolni
ekstrakt oleogumirezine dobijene EZ gummosasu koncentraciono-zavisno inhibirali
kontrakcije izolovanog ileuma pacova izazvane K@O (mM) i ACh u istom
eksperimentalnom modelu. Najja aktivnost pokazao je etarski ekstrakt, a kvalitet
slican efekat ostvarili su i benzinski i metanolni e&kt, dok su slabiju aktivnost ostvarili
vodeno-alkoholni ekstrakt i etarsko ulje. EtarskjOg — 2,1ug/ml), benzinski (0,3 — 10
ug/ml) i metanolni ekstrakt (1,5 — 24g/ml) su u poréenju sa testiranim ekstraktima
podzemnih organd. heuffelii u nizem opsegu koncentracija inhibirali spazmogeno
delovanje KCI, dok su efekti vodeno-alkoholnog eddsia (10 — 32Qug/ml) i etarskog ulja
(10 — 360ug/ml) ostvareni u sthom opsegu koncentracija kao i efekti testirandlataF.
heuffelii. Etarski i benzinski ekstralt. gummosau takde ostvarili snaznije delovanje od
testiranih ekstrakatg. heuffeliii na kontrakcije izazvane Ach. U koncentracijamal®di
20 ug/ml etarski ekstrakt smanjuje maksimalni efekathA@ 57% i 92%, a i benzinski na
77% i 100%. Metanolni ekstrakE. gummosaje takaie u pordenju sa metanolnim
ekstraktomF. heuffelii u nizim koncentracijama (24g/ml) ostvario inhibitorni efekat
prema kontrakcijama izazvanim ACh. Efekat etarsibg F. gummosge, meiutim, bio
slabiji od testiranog etarskog ulia heuffeliii tek u koncentraciji od 36Qg/ml doveo do
kompletne inhibicije efekata ACh. Bitno je tale ist&i da, za razliku od testiranog
etarskog uljaF. heuffelii u opsegu koncentracija od 10 — 3p@/ml etarsko uljeF.
gummosanije ostvarilo nikakav efekat prema spontanim kakdtijama izolovanog ileuma
(Sadrei i sar., 2001).

Etarsko ulje oleogumirezind-. assa-foetidaje snazno inhibiralo kontrakcije
izolovanog ileuma pacova indukovane KCI| (80 mM)s(5,8+£1,1 nl/ml) i neSto slabije

kontrakcije izazvane ACh i 5-HT (Sadrei i sar., 3DPrethodno je taki® pokazano da i
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vodeni ekstrakt oleogumirezine dobijeneFzassa-foetidd.. ostvaruje relaksantni efekat
prema spontanim kontrakcijama, kao i prema kontjaka izazvanim ACh, histaminom i
KCI. Ovi efekti su ostvareni u ztajno visSim testiranim koncentracijama (1 — 7 mg/ml)
poreienju sa ispitivanim izolatimg. heuffelii Bitno je, méutim, ist&i da je za ispitivanje
efekta vodenog ekstrakfa assa-foetidana kontrakcije izazvane ACh koégn drugadiji
eksperimentalni model, kao i da su eksperimentowseni na izolovanom ileuma
zamoraca, a ne pacova (Fatehi i sar.,, 2004). Voadsirakt (2, 5 i 10 mg/ml)
oleogumirezine i#. assa-foetidabstvario je relaksantno delovanje i prema kontjakca
izolovane traheje zamoraca izazvanim metaholinoje k@ bilo uporedivo sa efektom
teofilina (0,25, 0,5 i 0,75 mM). Ekstrakt je u kemtraciji od 10 mg/ml gotovo potpuno
ponistio kontraktilni efekat metaholina (91,43+283 Ispitivanja potencijalnog
mehanizma kojim ovaj ekstrakt relaksira glatku nuiaturu traheje su pokazala da je
efekat najverovatnije ostvaren uglavnom preko misgkih receptora uz veoma mali

doprinos efekata koji patii od histaminskih receptora (Gholamnezhad i s@f.1p
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8. Antiinflamatorna aktivnost ekstrakata

Hloroformski i metanolni ekstrakt podzemnih organaheuffeliisu u opsegu doza
od 10-100 mg/kg.o. ostvarili dozno-zavisno i statigki znatajno smanjenje edema Sapica
pacova izazvanop. injekcijom karagenina. Antiedematozni efekat metaag ekstrakta je
u dozi od 50 mg/kg iznosio 77,28+23,72% i ovaj efele bio uporediv sa efektom
indometacina (8 mg/kpg.o) koji je koriZen kao referentni lek (76,00£19,32%) (Slika 44).
Primenjen u véoj dozi (100 mg/kgp.0) MeOH ekstrakt je ostvario jos gaefekat
(84,00+22,03%). Efekat hloroformskog ekstrakta ife eSto slabiji. Primenjen u dozama
od 50 i 100 mg/kgp.o. ekstrakt je ostvario slan efekat (62,78+13,42% i 64,71+17,98%,

redom).

1205 @ Metanolni ekstrakt
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Slika 44. Antiedematozno delovanje hloroformskog i metanglrekstrakta podzemnih
organaF. heuffeliiu modelu karageninom izazvanog edema Sapica pactafsttka
zna&ajnost (**p < 0,01) odrdéivana je Mann-Whitneytestom u pordenju sa kontrolnom

grupom (tretiranom rastvaram).
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Analizom histoloSkih preparata Sapica u kontrolgoypi ud@eno je prisustvo
izraZzene inflamacije koja se karakteriSe prisustemt®ma telijskih infiltrata (Slika 45 A),
dok navedene inflamatorne promene nisu detektouagreipi koja je tretirana metanolnim
ekstraktom u dozi 100 mg/kg (Slika 45 B). Na osndwstoloSkog nalaza potiena je

antiinflamatorna aktivnost ispitivanih ekstrakata.

Slika 45. Histologija Sapica pacovaHématoksilin-eozinbojenje, uvéanje 100x).

A — kontrolna grupa; B — grupa tretirana metanolekatraktom (100 mg/kg.0).

Rezultati prethodnih ispitivanja pokazuju da hla@ogka kiselina, jedan od
metabolita prisutnih u ispitivanom metanolnom ekstn, ostvaruje antiinflamatornu
aktivnost inhibicijom produkcije azot-monoksida (N® ekspresije ciklooksigenaze 2
(COX-2) i inducibilne NO-sintaze (iNOS). Pokazare tpkate da hlorogenska kiselina
inhibira biosintezu proinflamatornih citokina (I3l TNF-a i IL-6) u monocitima
tretiranim LPS, kao i da inhibira translokacijurtsitripcionog faktora NkeB u jedro (Shi i
sar., 2013; Hwang i sar., 2013). | 3,5-dikafeoithikiselina, druga identifikovana
fenolkarboksilna kiselina u metanolnom ekstraktelupgt antiinflamatorno, i to tako Sto
inhibira produkciju PGE Pokazano je takie i da izolati koji su sadrzali smeSu 3,5- and
3,4-dikafeoilhina kiselina dovode do supresije CARGE i INOS/NO puteva (dos Santos
i sar., 2010; Puangpraphant i sar., 2011). Nekisespenski kumarini (fukanefuromarini
E, F, G, H, I, J, Kil), koji su strukturno &fi jedinjenjima6 i 9, ostvaruju takde

antiinflamatornu aktivnost inhibiraguprodukciju NOin vitro (Nazari i Iranshahi, 2011).
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Makrofage igraju vaznu ulogu u imunskom odgovopudcesu inflamacije. Nakon
aktivacije, makrofage iniciraju produkciju citokinkiseonénih i azotnih vrsta, kao i
eikozanoida. Bakterijski lipopolisaharid (LPS), sdimu kombinaciji sa rekombinantnim
miSjim interferonomy (IFN-y), najpoznatiji je stimulus koji dovodi do indukeij
transkripcije gena za proinflamatorne proteine. Kavastimulus rezultuje oslobanjem
citokina i sintezom enzima, kao npr. COX-2 i INOO je radikal koji igra vaznu ulogu u
imunskom odgovoru, kao i u procesu inflamacije ditem, prevelika produkcija NO moze
dovesti do oStenja tkiva. Tako je npr. kod nekih inflamatornihldxsii, kao Sto je
reumatoidni artritis, potdeno da dolazi do prevelike produkcije NO.

Prethodna ispitivanja pokazala su da jedinjdrijeizolovano iz podzemnih organa
F. heuffelij inhibira produkciju NO stimulisanu LPS/IFN-i efekat ovog jedinjenja
(IC50=10,7 uM) bio je j&i od efekta kvercetina koji je kotién kao referentna supstanca
(IC50=26,8 uM). Dalja ispitivanja su pokazala da jedinjerfj® ne dovodi do inhibicije
ekspresije INOS te je pretpostavljeno da ovo jedjg svoj efekat ostvaruje inhibicijom
enzima (Motai i Kitanaka, 2005a). Isti autori spitivali i aktivnost jedinjenja3 i 4,
izolovanih iz korend. fukanensiskoja su takde u okviru ove disertacije izolovana i iz
vrste F. heuffelii Ovi metaboliti su inhibirali produkciju NO kao ekspresiju INOS u
RAW264.7¢elijskoj liniji, stimulisanu LPS/IFNy, ali su u istim koncentracijama ostvarili i
citotokstan efekat. Smanjenjem koncentracija (na M) dosSlo je do smanjenja
citotokstnog efekta, ali i antiinflamatorne aktivnosti (Motditanaka, 2006). Jedinjenf
i 8 u istom modelu, u koncentracijama od 10 ii@@ml, redom, nisu inhibirala produkciju
NO (Motai i Kitanaka, 2004 i 2005Db).

Pokazano je da su i drugi seskviterpenski kumaseskviterpenski fenilpropani i
seskviterpenski hromoni izolovani iz vrste fukanensisinhibirali u istom modelu
produkciju NO. Fukanefuromarini E, F i G, izolovanikorenaF. fukanensisnhibirali su
produkciju NO prevencijom ekspresije NO-sintaze ¢elijskoj liniji sli¢noj miSjim
makrofagama (RAW264.7)n vitro. Pored toga, fukanefuromarin E, kao i joS neki
seskviterpenski kumarini vrsta rodieerula (fukanemarin B), dozno-zavisno su nishodno
regulisali ekspresiju IRNK transkripta INOS u poratm) ¢elijskoj liniji. RT-PCR (Lartana

reakcija polimerizacije kojoj prethodi reverznanshripcija) eksperimenti pokazali su da
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inkubacija ¢elija LPS/IFNy dovodi do porasta nivoa iNOS i da faukanefuromdin
fukanemarin B inhibiraju ovaj porast (Motai i Kitaka, 2004). Fukanefuromarini H-K,
izolovani iz iste vrste, inhibirali su u jednoj r@wstudiji produkciju NO nakon indukcije
LPS/IFNy. Ova jedinjenja su svoj efekat ostvarila u niskimikromolarnim
koncentracijama, a RT-PCR analiza je nakon togsapalk da fukanefuromarin H i K
nishodno reguliSu ekspresiju iIRNK iNOS, IL-6, ka®NF-o i da je ova inhibicija dozno-
zavisna. Pomrenjem strukture i aktivnosti ovih jedinjenja doste do zanimljivih
zakljuaka. Fukanefuromarin H delovao jecga od fukanefuromarina |, kao i
fukanefuromarin J u podenju sa fukanefuromarinom K, Sto navodi na za&kljuda je
konfiguracija dimetildihidrofuranskog prstena Zaga za inhibitornu aktivnost ovih
kumarina. Fukanefuromarin H je jakocsin jedinjenju6 izolovanom iz hloroformskog
ekstrakta podzemnih orgaka heuffelij a razlikuju se samo u pogledu prisustva OH grupe
na atomu C-9’ ugljovodotinog lanca (Motai i sar., 2013). JoS jedan metalstditkturno
veoma skan jedinjenju6, 2,3-dihidro-7-metoksi-&,3R*-dimetil-2-[4,8-dimetil-3E),7-
nonadienil]-furo[3,2elkumarin, koji se od jedinjenjé razlikuje samo po prisustvu OGH
umesto OH grupe na polozaju C-7 kumarinskog jezgtabirao je produkciju NO, kao i
eksresiju IRNK iNOS u istom eksperimentalnom mod@otai i Kitanaka, 2006). lako
postoj€i podaci pokazuju da jedinjenjé ne inhibira produkciju NO, zbog njegovog
visokog sadrzaja u hloroformskom ekstraktu (10,92%)pokazane aktivnosti njemu
strukturno veoma sinih jedinjenja, u perspektivi bi trebalo sprovedidatna ispitivanja
kako bi se ispitala njegova potencijalna uloga (etim koncentracijama od 10g/ml) u
antiinflamatornoj aktivnosti ekstrakafa heuffelii

Uzimajuéi u obzir postojée literaturne podatake moze se zaktjuda jedinjenja3,
4i 10 svakakodoprinose antiinflamatornom delovanju hloroformsledgtrakta podzemnih
organaF. heuffelii Antiinflamatorna aktivhost metanolnog ekstraki@dpemnih organa
ove biljke moze se makar delom objasniti aktivleoprisutnih fenolkarboksilnih kiselina
(jedinjenjalli 12).
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9. Gastroprotektivna aktivhost ekstrakata

Hloroformski i metanolni ekstrakt podzemnih orgdnhaheuffeliisu nakon oralne
(p.0) primene ostvarili dozno-zavisni gastroprotektiefekat u eksperimentalnom modelu
akutnog ulkusa pacova indukovanog oralnom primemapsolutnog etanola (akutni stres-
ulkus)in vivo,

Hloroformski ekstrakt ostvario je snazan i statlgtizna’ajan efekat u sve tri
primenjene doze (25, 50 i 100 mg/kg). Gastroprotakefekat hloroformskog ekstrakta je
u dozama od 25 i 50 mg/kg.o. (gastréni skor je u oba sliaja iznosio 0,5+0,45) bio
uporediv sa efektom 20 mg/lgo. ranitidina (0,58+0,49), koji je primenjen kao nefatni
lek. Gastréni skor je u grupi tretiranoj hloroformskim eksttak u dozi od 100 mg/kg.o.
iznosio 0,25+0,42 (p<0,01), te se moze zalkjuda je u ovoj dozi hloroformski ekstrakt
ostvario j&i efekat od referentnog leka (Slika 46).

Metanolni ekstrakt je u istim dozama ostvario nedabiju aktivnost, a efekat je
takade bio dozno-zavisan. Nakon primene maksimalneréesti doze od 100 mg/kgo.
metanolni ekstrakt je ostvario protektivni efekgagtreni skor iznosio je 0,5+0,55) koji je

bio uporediv sa efektom ranitidina.
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O Metanolni ekstrakt

B Hloroformski ekstrakt
ODMSO

471 ORanitidin (20 mg/kg)

Gastriéni skor

25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg Ranitidin DMSO

Slika 46. Gastroprotektivni efekat hloroformskog i metangnekstrakta podzemnih
organa F. heuffelii ispitivan u modelu akutnog ulkusa pacova izazvambgnolom;
statisttka zn&ajnost (*p < 0,05, **p < 0,01) oddé&vana je Mann-Whitneytestom u

poratenju sa kontrolnom grupom (tretiranom rast¢ar).

Prethodna ispitivanja pokazala su da hlorogenssalika deluje gastroprotektivno.
U eksperimentalnim modelima ulkusa izazvanim smegtemola (60%) i HCI (0,03M),
(100 /10 g telesne mase), kao i nesteroidnim antiinfllomim lekom piroksikamom
(100 mg/kgp.o), hlorogenska kiselina je ostvarila gastroprotaiitiefekat inhibirajdi
migraciju neutrofila, i vréajuti nivoe katalaze, superoksid dismutaze, glutation
peroksidaze, glutationa na miSevima kod kojih jkuslizazvan rastvorom etanol/HCI.
Pored toga, hlorogenska kiselina je inhibirala pbkoncentracije TN i LTB4, ali nije
dovela do normalizacije smanjenog hivao prostagiendi modelu ulkusa izazvanog
primenom piroksikama. Na osnovu navedenih podatakditerature moze se dakle
pretpostaviti da hlorogenska kiselina, makar deimj doprinosi gastroprotektivnom

delovanju metanolnog ekstrakta (Shimoyama i s@d.32Klein-Junior, 2012).
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Istrazivanje sprovedeno 2011. god. je ukazalo nstrgarotektivni potencijal
koloidnog rastvora oleogumirezine. assa-foetidaU dozi od 50 mg/kgp.o. koloidni
rastvor asafetide ostvario je zagan efekat u nekolikin vivo modela ulkusa: izazvanog
imobilizacijom i potapanjem eksperimentalne ziv@inm hladnu vodu u toku 2 hqgld
restraint stres9, primenom aspirina (200 mg/kg, u toku 4 h) i pedivanjem pilorusa u
toku 4 h (Iranshahi i Iranshahi, 2011). Tdkp hloroformski, etilacetatnin-butanolni
ekstrakti oleogumirezineF. sinkiangensis kao i ostatak nakon ekstrakcije ove
oleogumirezine vodom odnosno destilacije vodenororpaostvarili su gastroprotektivno
delovanje kod pacova u modelu indometacinom (3 g)glc) izazvanog ulkusa. U dozi
od 1,3515 g/kg hloroformski i etilacetatni ekstrgktmenjeni intragasttno ispoljili su
efekat uporediv sa efektom kontrolnog leka famatad{0,003 g/kg) koji je primenjen na
isti n&in. n-Butanolni ekstrakt je u istoj dozi ostvario nestabiji efekat, dok je ostatak
nakon ekstrakcije i destilacije u istoj dozi ostwaza oko 50% j& delovanje od

kontrolnog leka (Teng i sar., 2013).

10. Antimikrobna aktivnost etarskih ulja, ekstrakata i metabolita

10.1. Antimikrobna aktivnost etarskih ulja

Gotovo sve aromatne biljke, kao i izolovana etarska ulja ostvardpbge ili jace
antimikrobno delovanje. Komponente etarskih ulja zehvaljuj¢i lipofilnom karakteru,
nagege inkorporiraju ucelijsku membranu mikroorganizama i na taj¢inainhibiraju
transport elektrona u procesu oksidativne fosfoijga Visoke koncentracije etarskih ulja
takade su u stanju da dovedu do lizelijske membrane i denaturacije citoplazmatskih
proteina. Veomdesto je dezinfekcijski efekat etarskih ulja i nyito komponenti uporediv
(ili ¢ak i prevazilazi) efekat fenola koji se koristi kamens za podenje (fenolni
koeficijent predstavlja vrednost koja upduge baktericidnu aktivnost etarskih ulja i fenola)
(Teuscher, 2006).
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Antimikrobna aktivnost izolata (etarskih ulja, hdéosrmskog i metanolnog
ekstrakta, kao i izabraniistin metabolita podzemnih organa vrgteheuffeli) ispitivana
je bujon mikrodilucionim testom. Eksperimentalniofmkol opisan je u poglaviju 12.4.
Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti iSpénih izolata i odgovarafuh antibiotika i
antimikotika prema standardnim sojevima dati stabélama 24 i 25.

Sva tri etarska ulja su pokazala izrazenu antinbiktoaktivnost prema Gram (+)
bakterijamaS. epidermidigMIK=10,2-25,0 ug/ml), M. flavus(MIK=6,8-28,2 ug/ml) i M.
luteus (MIK=10,2-13,7 pg/ml), dok je efekat prema Gram (-) bakterijama femeralno
slabiji, sa izuzetkom ulja F1 koje je snazno iralirrast soj&. pneumoniadTCC 13883
(MIK=6,2 ug/ml). Sva tri etarska ulja su tad® snazno inhibirala rast sva tri soja kvasnice
C. albicans a MIK vrednosti su se nalazile u opsegu od 6 25-1g/ml.

Prethodna ispitivanja pokazala su da elemicin,rjedd glavnih sastojaka sva tri
etarska ulja, poseduje snazno antibakterijskoadgitar antifungalno delovanjérossi et al.,
2007; Marston i sar., 1995Medutim, u ispitivanju antimikrobne aktivnosti (metado
bioautografije) petroletarskog ekstrakta korenatevis. communisprema Gram (+)
bakterijama, ovaj fenilpropan se nalazio u neakfjvinakciji (Al-Yahya i sar., 1998).
Takade, postoje rezultati koji ukazuju da i miristicikgo i a-pinen, koji su zastupljeni u
testiranim uljima u zn&jnim koli¢inama, deluju antibakterijski i antifungalno (Narakan
i Dhake, 2006; Marston et al., 1995; Andrews i,sH980) Dakle, pokazana antimikrobna
aktivnost testiranih etarskih ulja moze se, baresiord, objasniti prisustvom pomenutih
metabolita, uzimajéi u obzir njihovu zastupljenost.

Prethodno je ispitivan uticaj vremena prikuplja@jsafetide na hemijski sastav i
farmakolosSku aktivnost etarskog ulja dobijenog itBesfom ove oleogumirezine. Uzorci
prikupljeni u junu i julu pokazali su ztajnu antimikrobnu aktivnost, ptiemu je najjée
delovanje ostvario uzorak prikupljen u julu (MIK=85 pg/ml). Ovaj uzorak je j&
inhibirao rastE. coli od ulja F2 i F3, ali slabije od ulja F1. InhibicifastaS. aureus
(MIK=65,0£9,3 ng/ml) bila je j&a od inhibicije koju su ostvarila sva tri etarsKga uF.
heuffelii Aktivnost prema sojB. subtilisbila je uporediva sa aktivné$ uzoraka F2 i F3,
dok je antifungalna aktivhost prema kvasr@icialbicans(MIK=18+28 ug/ml) bila slabija

od aktivnosti sva tri etarska uljg. heuffelii Etarsko ulje asafetide inhibiralo je rast i
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Salmonella typh{MIK=58x7,1 ug/ml) i Aspergillus nige(MIK=22+3,9 pg/ml) (Kavoosi i
Rowshan, 2013).

Ispitivana etarska ulja F1, F2 i F3 pokazala satu pktivnost prema bakterijang&
aureus B. subtilis E. faecalis E. coli i kvasnici C. albicansod etarskog ulja korenkg.
glaucacije su se MIK vrednosti kretale od 7&/ml (zaB. subtili9 do 1250ug/ml (zaS.
aureusi C. albicany (Maggi i sar., 2009). Etarsko ulje oleogumirezife gummosa
pokazalo je zadovoljavaju aktivnost prema Gram (+) bakterijarfa aureus Listeria
moonocytogenegMIK=1,56 pl/ml), dok je aktivhost prema Gram (-) bakterijarhda
slabija. Autori pretpostavljaju da bi antimikrobmétivnost mogla biti u velikoj meri

posledica aktivnosti monoterpenai p-pinena(Abedi i sar., 2008).

10.2. Antimikrobna aktivnost ekstrakata i metabolita

Ekstrakti podzemnih organ&. heuffelii pokazali su osrednju antimikrobnu
aktivnost. Oba ekstrakta su snaznije inhibiralda aisam (+) bakterija, a najja dejstvo
hloroformski i metanolni ekstrakt ostvarili su prarbakterijamaStaphylococcus aureus
(MIK=12,5 pg/ml) i Micrococcus luteugMIK=50,0 i 12,5ug/ml, redom).

Testirana je i aktivnost 5 metabolita (u opseguckmtracija 2-64.g/ml) prisutnih u
testiranim ekstraktima: latifolona 1), (6E)-1-(2,4-dihidroksfenil)-3,7,11-trimetil-3-
vinildodeka-6,10-dien-1-ona3), dzamirona 4), (2S*,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-
dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi-2,3-dimetilfuro[2-clkumarina(6) i hlorogenske kiseline
(11).

Jedinjenjal i 11 nisu inhibirala rast nijjednog mikroorganizma u itestom opsegu
koncentracija. Jedinjenjgje snazno inhibiralo rast Gram (+) bakterijd: luteus(MIK=4
ug/ml; 11,2uM), B. subtilis(MIK=4 pug/ml; 11,2uM) i S. epidermidigMIK=8 pg/ml; 22,5
uM). Jedinjenje6 je takale snazno inhibiralo rast Gram (+) baktefja luteus(MIK=2
ug/ml; 5,2 uM) i S. epidermidigMIK=4 pg/ml; 10,5uM), dok je jedinjenjed najjate
delovanje ostvarilo prema bakteli subtilis(MIK=8 pg/ml; 22,5uM).
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AktivnoXu jedinjenja3, 4 i 6 moZe se objasniti antimikrobni efekat hloroformskog
ekstrakta prema bakterijanM. luteus(MIK=50 pg/ml), B. subtilis(MIK=100 pug/ml) i S.
epidermidis(MIK=50 pg/ml). Naime, efekat ekstrakta je&jgprema bakterijaml. luteusi
S. epidermidigiji je rast snazno inhibiralo i jedinjenfg najzastupljenije u ovom ekstraktu.
Aktivhost ovog ekstrakta prema bakterifs. aureus najverovatnije je posledica
antibakterijskog delovanja nekih drugih metabolj&, je jedino jedinjenjel, i to samo u
najvetoj testiranoj koncentraciji (64ig/ml), inhibiralo njen rast. Aktivnost metanolnog
ekstrakta ne mozZe se objasniti aktivio&lentifikovanih metabolita, s obzirom da je jealin
jedinjenje6, prisutno u procentu od 1,39%, ostvarilo antimidmo aktivnost, dok jedinjenja
1i 11, prisutna u ukupnom procentu od 4,61%, nisu u wstim opsegu inhibirala rast
nijedne bakterije. Moze se, dakle, za&lfuda jedinjenje6, makar delimtno, doprinosi
antimikrobnom delovanju metanolnog ekstrakta, sulaeophodna dalja ispitivanja u cilju
identifikovanja metabolita odgovornih za pokazaetodanje ovog ekstrakta.

Prethodno je ispitivana antifungalna aktivnost itéizth ekstrakata korenéeF.
hermonis prema sojevimaAlternaria solanj Cladosporium sp., Colletotrichum sp.,
Fusarium oxysporumMucor sp., Penicillium italicum Pythium sp., Rhizoctonia solani
Rhizopus stolonifer, Stemphylium solanii Verticilium dahliae Medu testiranim
ekstraktima najjéu aktivnost ostvario je etilacetatni ekstrat. Zajau aktivnost ostvarili su
i petroletarski, vodeno-etilacetatni i benzinsksteikt, dok je najslabiju aktivnost ostvario
vodeni ekstrakt (Al-Mughrabi i Aburjai, 2003).

Prethodna ispitivanja pokazala su da brojna jedjajezolovana iz vrsta roda
Ferula ostvaruju zn&ajno antimikrobno delovanje. Iz petroletarskog eida korenaF.
communis izolovana su tri aktivha jedinjenja. Daukanski esta14-(-
hidroksicinamoiloksi)-dauka-4,8-dien, ostvario jeeqmma sojevimaS. aureus B. subtilis
Streptococcus durans E. faecalisinhibitornu aktivnost (MIK= 6,83uM) uporedivu sa
aktivnogu streptomicin sulfata.

Ferulenol je ostvario joS ¢a aktivnost prema pomenutim sojevima
(MIK=1,72 uM), pri ¢emu je ovaj seskviterpenski kumarin ostvario snadelmvanje i
prema nekoliko Mycobacteriumsp. sojeva pa bi se ovaj metabolit mogao smatrati

potencijalnim kandidatom u terapiji infekcija patmgm Mycobacteriumsojevima (Al-
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Yahya i sar., 1998 injenica je mdutim da je ferulenol ipak najslabiju aktivnost cato
prema najpatogenijem soM. tuberculosiscak i u kombinaciji sa izoniazidom (Nazari i
Iranshahi, 2011). Strukturne modifikacije na molekierulenola su pokazale da uiemje
hidroksi ili acetoksi grupe na ;& dovodi do smanjenja antimikrobne aktivnosti, dok
prisustvo benzoiloksi supstituenta na istom polofajja&ava aktivnost

El-Bassuony i saradnici ispitivali su antibaktedijspotencijal feruzinola i
dijastereocizomera samarkandina prema Gram Bt) cereusi S. aureus i Gram (-)
(Serratia sp., Pseudomonassp i E. coli) bakterijama. Feruzinol je ostvario snazan
inhibitorni efekat i prema Gram (+) i prema Gram lfakterijama, dok je samarkandin
ostvario efekat samo prema Gram (+) bakterijamasgGiyiska i Brodelius, 2012).
Galbanéna kiselina pojgava antimikrobnu aktivnost penicilina G i cefalelesipremas.
aureus Dalja ispitivanja su pokazala da u koncentracgakoje su zn&jno nize od
citotoksinih ovaj kumarin dovodi do smanjenja MIK vrednazsti sve antibiotike prema
meticilin-, tetraciklin- i ciprofloksacin-rezistembm sojuS. aureuspa se danas razmatra i
njena potencijalna primena kao adjuvansa u teraggktivnih stanja (Nazari i Iranshahi,
2011).
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Tabela 24.Antimikrobna aktivnost etarskih ulja podzemnihamg srpske velestikg, heuffeliii referentnih antibiotika.

Rezultati su izrazeni kao minimalne inhibitorne &entracije (MIK).

Mikroorganizam Etarsko ulje (pg/ml) Ampicilin  Amikacin  Streptomicin*  Ciprofloksacin  Nis tatin Amfotericin
F1 F2 F3 (wg/ml) (ng/mil) (ng/mil) (ng/ml) (ng/ml)
MIK MIK MIK MIK MIK MIK MIK MIK MIK
S. aureus ATCC 25923 100,00 226,50 138,12 0,50 2,00 n.t. n.t n.t. n.t.
S. epidermidisATCC 12228 | 25,00 17,60 10,25 0,25 n.t. 100,00 n.t n.t. n.t.
M. luteus ATCC 3341 n.t. 13,70 10,25 n.t. n.t. n.t. 0,10 n.t. n.t.
M. flavus ATCC 10240 12,50 28,20 6,80 3,00 n.t n.t. n.t. n.t. n.t.
E. faecalis ATCC 29212 25,00 11320 82,625 0,50 n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
E. coli ATCC 25922 25,00 113,20 221,00 2,00 4,00 50,00 n.t. n.t. n.t.
K. pneumoniae ATCC 13883 | 6,25 169,88 221,00 2,00 n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
K. pneumoniae NCIMB 9111 n.t. n.t. n.t. 2,00 n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
B. subtilisATCC 6633 n.t. 21,15 13,77 n.t. n.t. n.t. 0,30 n.t. n.t.
P. aeruginosa ATCC 27853 | 50,00 >226,50 >221,00 3,00 0,50 n.t. n.t. n.t. n.t.
C. albicans ATCC 10259 6,25 7,00 6,80 n.t. n.t n.t. n.t. 3,00 0,25
C. albicans ATCC 10231 n.t. 13,70 6,80 n.t n.t n.t. n.t. n.t. 0,50
C. albicans ATCC 24433 6,25 n.t n.t n.t. n.t n.t. n.t. n.t. 0,50

* - rastvor streptomicina pripremljen je rastvasnjl ml aktivhe supstance u 1 ml rastéardDMSO)

n.t. — nije testirano
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Tabela 25. Antimikrobna aktivnost ekstrakata i metabolita peihnih organa srpske velestike, heuffelij i referentnih

antibiotika. Rezultati su izrazeni kao minimaln&ibitorne koncentracije (MIK).

Mikroorganizam Ekstrakt Metabolit ( pg/ml) Ampicilin  Ciprofloksacin  Amfotericin
CHCl; MeOH 1 3 4 6 11 (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
MIK MIK MIK MIK MIK MIK MIK MIK MIK MIK

S aureus ATCC 25923 1250 1250 >64,00 >64,00 64,00 >64,00 >6400 050 nt nt.

S epidermidisATCC 12228 | 5000 50,00 >64,00 800 3200 400 >6400 025 nt n.t.

M. luteus ATCC 3341 50,00 12,50 >64,00 4,00 6400 200 >6400  nt 0,10 nt.

E faecalis ATCC 20212 200,00 200,00 >64,00 32,00 >64,00 >64,00 >64,00 00,5 nt. nt

E. coli ATCC 25922 200,00 >200,00 n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. 2,00 n.t. ton

E. coli ATCC 10536 nt Nt >64,00 >64,00 >64,00 >64,00 >64,00 2,00 ton nt.

K. pneumoniae ATCC 13883 | N nt  >64,00 >6400 >64,00 >64,00 >64,00 2,00 t n. n.t.

K. pneumoniae NCIMB 9111 200,00 >200,00 n.t n.t n.t n.t n.t 2,00 n.t. n.t.

B. subtilis ATCC 6633 10000 50,00 >64,00 400 800 32,00 >6400  nt 0,30 n.t.

P. aeruginosa ATCC 27853 | 100,00  >20000 >64,00 >64,00 >64,00 >64,00 >64,00 ,003 n.t. nt.

C. albicans ATCC 10231 50,00 100,00 >64,00 >64,00 >64,00 >64,00 >64,00 . n.t nt. 0,50

n.t. — nije testirano
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11. Citotoksiéna aktivnost

11.1. Citotoksina aktivnost ekstrakata

Hloroformski i metanolni ekstrakt ispitivani su psegu koncentracija od 0-20g/mli
i oba ekstrakta su pokazala snazno citotoksidelovanje. Rezultati su izrazeni kaosdC
vrednosti (koncentracija koje inhibira 508lijskog rasta) i prikazani su u Tabeli 26, dok su
grafici prezivljavanja malignil€elija i PMBC prikazani na Slikama 47 i 48. Hlorafoski
ekstrakt je ostvario nekoliko puta¢g delovanje od metanolnog id€vrednosti su za sve
¢elijske linije bile manje od 1ig/ml, a najj&u aktivnost pokazao je prema MCE®&lijskoj
liniji (IC 50=6,09+0,52 pg/ml). Metanolni ekstrakt je najaaktivnost takde ostvario prema
MCF7 ¢elijskoj liniji i ovaj efekat je bio oko 1,5 putaj u poreienju sa druge dvéelijske

linije.

Tabela 26. Koncentracije hloroformskog i metanolnog ekstrak@dzemnih organd-.
heuffelii koje su dovodile do 50% inhibicije prezivljavanjalijskih linija HeLa, MCF7 i
K562 nakon inkubacije tokom 72 h. JCvrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SD
izratunate 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 vrsteoda Ferula ispitivane u cilju procene njihovog
citotoksiénog delovanja. Hajimehdipoor i saradnici ispitivau citotoksini potencijal
razlicitih ekstrakata nadzemnih delova vrd$ta persicavar. persicai F. hezarlalehzarica
MTT testom nacelijskim linijama kancera jetre (HepG2), dojke (MCJ; kolona (HT29),
plu¢a (A549), kao i zdravildelija bubrega goweta (MDBK). Rezultati su pokazali da samo
heksanski i hloroformski ekstrakt nadzemnih delov& dve vrste ostvaruju citotokan
efekat prema pomenutindelijskim linijama u testiranom opsegu koncentragigio 100
ug/ml). Ekstrakti vrsteF. persicavar. persicasu ostvarili jge delovanje (16=22,3-71,8
ug/ml) od ekstrakat&. hezarlalehzaricdICs=76,7-105,3ug/ml). Prema liniji MCF-7, koja
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je kori&ena i u ispitivanjima u okviru ove disertacije, elk&ti obe vrste pokazali su ne samo
viSestruko slabiji efekat od hloroformskog eksteakt heuffelij vet je citotoksénost bila
slabija i od metanolnog ekstrakka heuffeliii (Hajimehdipoor i sar., 2012Prethodno je
pokazano da i deo metanolnog ekstrakta oleogumeexisteF. assa-foetidaastvorljiv u

hloroformu ostvaruje jak citotoksii efekat prema linijama humnih kanceragg<20 ug/ml).

11.2. Citotoksina aktivnost metabolita

U cilju identifikacije metabolita odgovornih za pa@ano citotoksho delovanje
ekstrakata, testirano je 6 izolovanih jedinjenjatifblon (1), (6E)-1-(2,4-dihidroksfenil)-
3,7,11-trimetil-3-vinildodeka-6,10-dien-1-on(3), dzamiron 4), (2S%,3R*)-2-[(3E)-4,8-
dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi2dimetilfuro[3,2€]kumarin ©),
fukanedon B §) i bajgen C 9), u opsegu koncentracija 0-2Q0M, a kao referentni lek
korisen je cisplatin. Svih Sest jedinjenja izolovanazjdaloroformskog ekstrakta podzemnih
organa F. heuffelij a prisustvo jedinjenjadl i 6 potvideno i u metanolnom ekstraktu
podzemnih organa iste vrste.

Jedinjenjel je pokazalo snazan citotokri efekat samo preméelijskoj liniji K562
(IC5=8,87+0,56 uM). Efekat prema Heléelijskoj liniji je bio slab, dok prema linijama
MCF7 i MRC5 ovo jedinjenje nije dostiglo 50% inlghe ¢elijskog rastatak ni u najveéoj
primenjenoj koncentraciji (20QM). Jedinjenja3 i 4 su ostvarila jak i m#usobno gotovo
identican efekat prema linijjama HelLa @&10,21+0,31uM i 10,65+0,98uM, redom) i K562
(IC56=8,01+0,77uM i 9,56+1,02uM, redom). Jedinjenjé je ostvarilo i slab inhibitorni efekat
prema liniji MCF7, za razliku od jedinjenja koje u testiranom opsegu koncentracija nije
dovelo do 50% inhibicij€elijskog rasta. Bitno je istada oba jedinjenja nisu inhibirala rast
linje MRC-5, pa bi se moglo zakijiti da je citotokstan efekat koji ostvaruju ova dva
metabolita selektivan prema tumorskiglijskim linijama. Jedinjenj& i 9 (koja predstavljaju
stereoizomere), ostvarila su tdeosnazan i ndusobno uporediv citotok&ii efekat prema
linijama Hela i K562. Jedinjenjé je ostvarilo najjai efekat od svih testiranih metabolita
prema liniji HeLa sa vrednés ICso od 6,54+0,074uM, dok je aktivnost jedinjen;8 bila dva
puta slabija (1G;=14,42+0,39uM). Jedinjenje6 je takaie ostvarilo viSestruko §a efekat
prema liniji MCF7 (1Go=22,32+1,32 uM) u porelenju sa njegovim stereocizomerom
(IC5=169,23+2,04 uM). Oba stereocizomera nisu u testiranom opsegu edracija

inithibirala rast linije MRC-5, zbogega se moze zakljii da i oni ostvaruju selektivan
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citotoksiéni efekat. Jedinjenj@ je ostvarilo zn&ajnu i selektivhu citotoks8hu aktivnost
prema sve tri testirane tumorskelijske linije, a efekat je, siho ostalim testiranim
metabolitima, bio j& prema linjjama Hela i K562 (1§=10,54+1,61 i 8,49+0,21M,
redom). Cisplatin je ostvario da citotoksini efekat prema svim kodénim celijskim
linijama kancera, ali je koncentracija u kojoj jematin inhibirao prezivljavanje 50%elija
linije K562 bila svega dva puta niza od koncenjeaonetabolita sa najslabijim delovanjem
(jedinjenje9), te se moze zaklfiti da su testirani metaboliti ostvarili snaznootitksino
delovanje prema ovdjelijskoj liniji. Takode, efekat jedinjenj&, najzastupljenijeg metabolita
u hloroformskom ekstraktu, prema liniji MCF7 bio jgporediv sa efektom cisplatina
(IC5=22,32+1,32uM i 18,67%0,75uM, redom). Bitno je naglasiti da je cisplatin inindo
rast i humanih fetalnih fibroblastéelijske linije MRC-5 (1Gy=41,56+1,72uM), te da je
selektivnost citotokghog delovanja cisplatina znatno manje izraZzena tedpoju sa
metabolitima izolovanim iz podzemnih orgaia heuffelii. ICso vrednosti citotoksinog
delovanja metabolita izolovanih iz podzemnih org&naeuffeliidati su u Tabeli 27, dok su
grafici prezivaljavanja maligniltelija i MRC-5 prikazani na Slikama 47, 48, 49 i 98.
prikazanih rezultata se mozZe zaklju da svi testirani metaboliti izolovani iz podzaih
organaF. heuffelii doprinose citostatskom delovanju hloroformskog relat prema liniji
K562. Takae, svi testirani metaboliti izuzev jedinjen]a najverovatnije u zr&@jnoj meri
doprinose citostatskom efektu hloroformskog eks&rgikrema liniji HeLa. Nasuprot tome,
efektu hloroformskog ekstrakta prema liniji MCF7pdoose samo jedinjeng 8 i narcito
jedinjenje 6. Metanolni ekstrakt je, kao Sto je vemapomenuto, ostvario znatno slabije
delovanje od hloroformskog, a iz prikazanih rezaltae moze zakliiti da jedinjenje6
doprinosi delovanju ekstrakta prema svecdtlijske linije, dok jedinjenjel naverovatnije

doprinosi samo efektu ostvarenom prema liniji K562.
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Slika 47. Grafik prezivljavanja HeL&elija (%) u funkciji koncentracije testiranih metdita
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Slika 48. Grafik prezivljavanja MCFtelija (%) u funkciji koncentracije testiranih metdita
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Tabela 27. Koncentracije testiranih metabolifia 3, 4, 6, 8 i 9 koje su dovodile do 50%
inhibicije prezivljavanjatelijskih linijja HeLa, K562, MCF7 i MRC-5 nakon inkacije tokom
72 h

1C 50 (MM)
Jedinjenje
Hela 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-o(8) 10,21+0,31  8,01%0,77 >200 >200
Dzamiron(4) 10,65+0,98 9,56+1,02  62,52+1,23 >200
(25,3R*)-2-[(3E)-4,8-Dimetilnona-3,7-
dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi-2,3- 6,54+0,07 8,85+0,84  22,32+1,32 >200
dimetilfuro[3,2c]kumarin(6)
Fukanedon Bg) 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  5,54+#1,03 18,67+0,75 41,56+1,72

ICs0 vrednosti su izrazene kao srednja vrednost = &dunate iz rezultata tri nezavisna
eksperimenta MTT testa.

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

U poslednje dve decenije se veliki Zap pridaje citotoksinim efektima koje
ostvaruju hidrokiskumarini, a samim tim i seskysenski kumarini. U dve nezavisne studije
iz 1997. god., Miglietta i saradnici su pokazali glgedina jedinjenja kumarinske strukture
(kao npr. geipraverin), interaguju sa sistemom atikoula u razliitim celijskim linijjama
kancera i na taj & inhibiraju rast i proliferacijitelija. Nakon toga, u istrazivanju koje su
sproveli Saleem i saradnici pokazano je da feru)erenilovani 4-hidroksikumarin, prisutan
u vrsti F. communisostvaruje antikancerogeno delovanje i delujegktdtno protiv bolesti
posredovanih slobodnim radikalima (Nazari i Irarishd011). Do slinih zakljutaka doSli su
Bocca i saradnici 2002. god. identifikgjuferulenol kao citotoksni agens koji bi mogao
imati farmakolosSki znéaj. Njihova istrazivanja su potvrdila citotoksd delovanje ovog
kumarina prema nekoliko raziiih celijskih linija kancera (MCF-7, SKOV-3, HL-60) u

koncentraciji od 10 nM, 100 nM i &M i takode potvrdila da ferulenol svoje delovanje

205



ostvaruje interakcijom sa mikrotubulima tako StonsliSe polimerizaciju tubulinan vitro,
inhibira vezivanje kolhicina za tubulin i dovodi deorganizacije mikrotubula u kratka i tanka
vlakna. Pored toga ferulenol je uticao na morfglodielija linije MCF-7, dovodé do
oticanja jedra u kome su secavale zone nalik vezikulama (Bocca i sar., 2002sW\prot
tome, rezultati istrazivanja iz 2007. god. pokazsli da izméu ferulenola i sistema
mikrotubula ne postoji ziajna interakcija (Gertsch i sar., 2007). Iste gedLahouel i
saradnici su fokusirali svoje istrazivanje na miobrijalne efekte ferulenola u cilju
identifikovanja t&nog mehanizma njegovog citotoksog delovanja. Rezultati njihovih
eksperimenata ukazali su #mjenicu da bi ovaj kumarin svoje delovanje mogatvariti
inhibicijom procesa oksidativhe fosforilacije u ohbndrijama. Utwieno je takde da
ferulenol u nizim koncentracijama inhibira sinteAIP-a inhibiraj¢i aktivnost adenin-
nukleotid translokaze, a da u viSim koncentracijari& na preuzimanje kiseonika (Lahouel
i sar., 2007). Umbeliprenin, 7-preniloksikumarimisptan u nekoliko vrstaoda Ferula (F.
sastojaka ovog roda. Nekoliko studija je¢vwokazalo da ovaj kumarin ostvaruje aao
citotoksiéno delovanje. Antiproliferativni efekat umbelipraaj kao i efekat na prezivljavanje
¢elija, ispitivan je resazurin redukcionim testonem@a nekolikocelijskih linija kancera
kolona (DLD1), dojke (MCF7), jajnika (PAl), prosafPC3), plda (A549), na primarnim
fibroblastima i ¢eljama metastaziranog malignog melanoma (M4Beunbgliprenin je
inhibirao proliferaciju svih pomenutitelijskih linija, a najsnazniji efekat Gaod cisplatina)
ostvario je prema M4Bectelijskoj liniji (12,5 uM), dok sucelije linija MCF7 i DLD1 bile
najmanje osetljive na delovanje umbeliprenina (Barieuf i sar., 2008). Valiahdi i saradnici
su 2013. god. ispitivali citotok&ni potencijal metabolita prisutnih u vrstamada Ferula
MTT testom i doSli do nesto drugph rezultata. Naime, u ovoj studiji testiranodelovanje
prenilovanih  kumarina  (umbeliprenina, 7-izopenteksikumarina i herniarina),
monoterpenskih estara (stilozinac¢imgina izolovanih izF. oving, i monoterpenskih i
seskviterpenskih kumarina (galb&me kiseline, farneziferola A, diverzina, konferona,
akantrifozida E i mogoltadona, izolovanih iz vrEtaszowitsianaF. persica F. diversivittata

F. flabelliloba F. gummosai F. persica,redom), nacelijske linije karcinoma ovarijuma
(CH1), plkta (A549) i melanoma (SK-MEL-28). Rezultati ovogiis@nja su dati u Tabeli 28
(Valiahdi i sar., 2013).
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Tabela 28. Koncentracije testiranih metabolita izolovanih vesta rodaFerula koje su
dovodile do 50% inhibicije prezivljavanjzelijskih linija CH1, A549 i SK-MEL-28 (Valiahdi

i sar., 2013)
Jedinjenje IC 50 (LM)
CH1 A549 SK-MEL-28
Konferon 38,8+7,0 63,8+30,0 7,79+3,49
Farneziferol A 53,7+7,1 213+17 25,7+1,2
Stilozin 79,945,9 44,345,4 24,1+4,3
Diverzin >250 >250 >62,5
Herniarin >250 >250 >62,5
Galbanéna kiselina 89,1+4,4 76,145,4 46,3+2,8
Mogoltadon 86,0£18,2 159429 21,04£3,1
7-1zopenteniloksikumarin >250 >250 >62,5
Cimgin 46,6x1,8 44,620,7 38,4+0,8
Akantrifozid E >250 >250 >62,5
Umbeliprenin 13346 58,1+15,2 37,2+£2,7
Cisplatin 1,340,3 2,2+0,05 0,2+0,03

Autori su zaklj&ili da testirani metaboliti (navedeni u Tabeli 2B)ema izabraninéelijskim
linijama kancera ostvaruju osredniji citotaksiefekat i da bi ih mozda trebalo posmatrati pre
svega kroz prizmu hemopreventivnih agenasa, odnesmmsenzitizera.

Nasprot tome, nasa ispitivanja su pokazala daraestmetaboliti izolovani iz vrste
F. heuffelii (koji do sada nisu ispitivani u pogledu citotaks aktivnosti) ostvaruju snazno
citotoksino delovanje prema linijama HelLa i K562, dok jedimg 6 ovaj efekat ostvaruje i
prema liniji MCF7. Takde, veoma snhazan citotoksi efekat prema ovogelijskoj liniji
(IC56=3,4 ug/ml, odnosno 8,9 uM), kao i prema joS dve linigpatocelularnog karcinoma
(HepG2 i Hep3B), ostvario je i bicikini seskviterpenski kumarin konferol, strukturn@ati

samarkandinacetatu prisutnom u vFstheuffelii.
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. Srpska velestikal-. heuffelij je endemska vrsta koja do sada nije farmakogstazij
prowavana.U doktorskoj disertaciji ispitivani su podzemrgani ove biljke: hemijski
sastav i farmakoloSka aktivnost izolata (etarskdjg, uekstrakata i sekundarnih
metabolita)

. Etarska ulja, izolovana destilacijom vodenom param podzemnih organa
prikupljenih na tri raztiita lokaliteta u Republici Srbiji, hemijski su okéterisana
primenom metoda gasne hromatografije: GC-FID i G&:M

. Analizirana etarska ulja kvalitativno su bilaésia, ali su udene znaajne razlike u
koli¢ini pojedinih sastojaka. Dok su u etarskim uljinzraka poreklom iDerdapske
klisure i klisure reke Pek, najzastupljeniji biérfilpropani, u ulju uzorka poreklom iz
Sicevake klisure dominirali su seskviterpenski ugljovoamnnGlavni sastojak sva tri
ulja bio je elemicin (12,5-35,4%). Po kbhi je u uzorcima poreklom iPerdapske
klisure i klisure reke Pek sledio miristicin (20i612,9%), a u ulju poreklom iz
Sicevake klisurep-kopaen (9,5%) B-gurjunen (7,5%).

. Hromatografijom na stubu silikagela i semipreparasim HPLC, iz hloroformskog
ekstrakta podzemnih orgama heuffeliiizolovano je deset jedinjenja: latifolod)(
elemicin @), 1-(2,4-dihidroksfenil)-3,7,11-trimetil-3-vinil{&),10-dodekadien-1-on
(3), dzamiron 4), 3S*(2,4-dihidroksibenzoil)-4R* 5R*-dimetil-5-[8-dimetil-
3(E),7(E)-nonadien-1-il]tetrahidro-2-furanon 5)( 2,3-dihidro-7-hidroksi-2S*,3R*-
dimetil-2-[4,8-dimetil-3(E),7-nonadienil]-furo[3,2}kumarin  ©), samarkandinacetat
(7), fukanedon B §), bajgen C9) i 2,3-dihidro-7-hidroksi-2S*,3R*-dimetil-2-[4,8-
dimetil-3(E),7-nonadienil]-furo[2,3-b]hromon1Q). Struktura izolovanih jedinjenja
odrativana je NMR spektroskopijom i HR-MS EShasenom spektrometrijom.

. U hloroformskom ekstraktu je HPLC metodom, kéeigiem izolovanih jedinjenja kao
eksternih standarda, oden sadrzaj jedinjenja (6,84%),3 (4,16%),4 (1,74%) i6
(10,92%).

. HPLC analizom, uz koré&nje standardnih supstanci, u metanolnom ekstraktu
utvrdeno je prisustvo hlorogenske kiselirfel), 3,5-dikafeoilhina kiselinel@), kao i
jedinjenja 1 i 6. Metodom eksternog standarda u ekstraktu je desresadrzaj
jedinjenjall, 6i 1iiznosio je 3,46, 1,39 1,15%, redom.

. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u metanolnom stedktu, odréen
spektrofotometrijskim postupkom koégnjem FC reagensa, iznosio je 0,112 mg
ekvivalenata galne kiseline/mg suvog ekstrakta.
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8. Antioksidantna aktivnost metanolnog i hloroformsleadgtrakta odidena je raztitim
in vitro testovima: ispitivanjem njihove ukupne antioksidaemnaktivnosti i sposobnosti
neutralizacije DPPH i 'OH radikala. Ukupna antidlesitna aktivnost metanolnog
ekstrakta bila je nekoliko puta & od hloroformskog. Metanolni ekstrakt je td&o
ostvario umeren antiradikalski efekat prema ob#kedal, dok je hloroformski ekstrakt
ostvario samo slab anti-DPPH efekat.

9. Antiradikalska aktivnost etarskih ulja podzemnilgamaF. heuffeliisakupljenih sa sva
tri lokaliteta u Republici Srbiji, ispitivana jed®m sposobnosti neutralizacije DPPH
radikala. Etarska ulja poreklom Berdapske klisure i klisure reke Pek ostvarila su
skoro dvostruko jé efekat u poréenju sa uljem poreklom iz Gvake klisure.

10. Spazmolittka aktivnost izolata podzemnih organa srpske vikkst. heuffelii
(etarskog ulja uzorka poreklom Eerdapske klisure, ekstrakata i metabolif@, 6 i
11), ispitivana jein vitro na izolovanom ileumu pacova u tri eksperimentalmal@ha
(ispitivan je uticaj na spontane kontrakcije i kakcije izazvane ACh i KCI).

11.Etarsko ulje ostvarilo je koncentraciono-zavisastatisttki znatajan efekat u sva tri
modela. Ekstrakti su talde ostvarili koncentraciono-zavisnu spazmekiti aktivnost
u sva tri modela, pdemu je spazmolitki efekat metanolnog ekstrakta bio i statisiti
zn&ajan. Metanolni ekstrakt je, u odnosu na hlorof&imsnaznije relaksirao
spontane kontrakcije i kontrakcije izazvane KCI,kdpe efekat ekstrakata na
kontrakcije izazvane ACh bio riesobno uporediv.

12.Jedinjenjal i 11 su snazno relaksirala spontane kontrakcije ileudak, je efekat
jedinjenja4 i 6 bio neSto slabiji. Svaetiri metabolita su inhibirala kontrakcije
izazvane ACh, dok su jedinjen]a 6 znatajno redukovala i spazmogeni efekat KCI.

13.U modelu edema Sapice pacazazvanog karageninom, ekstrakti su pokazali dozno-
zavisan i statistki znatajan antiedematozni efekat, pamu je metanolni ekstrakt bio
nesto efikasniji u odnosu na hloroformski. Efekattamolnog ekstrakta (50 mg/kg
p.o), bio je uporediv sa efektom indometacina (8 mgdkgy), koji je kori&en kao
referentni lek. Analizom histoloSkih preparata Sapipacova tretiranih MeOH
ekstraktom (100 mg/kg.o), potviden je antiinflamatorni efekat ispitivanog ekstrakta

14.U eksperimentalnom modelu akutnog stres ulkusaatm\pma izazvanog oralnom
primenom apsolutnog etanola, ekstrakti su pokadalzno-zavisan i statiski
zn&ajan gastroprotektivni efekat, péemu je efekat hloroformskog ekstrakta bio

izraZeniji u odnosu na metanolni. Efekat hlorofdkots (25 mg/kgp.o0) i metanolnog
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ekstrakta (100 mg/kg.o), bio je uporediv sa efektom ranitidina (20 mggkg), koji
je kori¥en kao referentni lek.

15.Sva tri uzorka etarskog ulja ostvarila su snazdmbitorni efekat prema Gram (+)
bakterijama: Staphylococcus epidermidi8ficrococcus flavusi M. luteus Efekat
prema Gram (-) bakterijama je bio slabiji, sa izkaen etarskog ulja podzemnih
organa poreklom iz 8evake klisure, koje je snazno inhibiralo rast séjeebsiella
pneumoniaeSva tri uzorka su takke snazno inhibirala rast tri soja kvasnicandida
albicans

16. Hloroformski i metanolni ekstrakt podzemnih orgd&naeuffeliisu snaznije inhibirali
rast Gram (+) bakterija u odnosu na Gram (-) bgktelNajjace dejstvo hloroformski
ekstrakt ostvario je prema baktemil. luteus dok je metanolni ekstrakt najsnaznije
inhibirao rast bakterij&taphylococcus aureud/. luteus

17. Od 5 testiranih metabolita (jedinjenja 3, 4, 6 i 11), jedino su jedinjenj&, 4 i 6
ostvarila antimikrobnu aktivnost i to samo premaeddnim sojevima Gram (+)
bakterija. Jedinjenj8 je najsnaznije inhibiralo rast bakterlj& luteus S. epidermidis
B. subtilis jedinjenje6 rast bakterijaM. luteusi S. epidermidisa jedinjenje4 rast
bakterijeB. subtilis

18. Hloroformski i metanolni ekstrakt ostvarili su didzsican efekat prema tri tumorske
c¢elijske linije: HeLa, K562 i MCF7. Hloroformski ekakt je ispoljio viSestruko &
citotokséno delovanje u odnosu na metanolni. Najbolju aktstnoba ekstrakta
pokazala su premzelijskoj liniji MCF7.

19.Ispitivanje citotkstne aktivnosti jedinjenjal, 3, 4, 6, 8 i 9 pokazalo je da ona
ostvaruju snazan efekat prema liniji K562, a daasian jedinjenjal ostvaruju snazan
efekat i prema liniji HelLa. Ova aktivhost bila g3 puta slabija od cisplatina.
Jedinjenje6 je ostvarilo najjai efekat prema liniji MCF7 koja je bila uporediva s
cisplatinom, 2-3 puta @ od jedinjenjad4 i 8, i nekoliko puta j&a od njegovog
stereoizomera jedinjenj8. Jedinjenjal i 3 nisu pokazala aktivhost prema ovoj
¢elijskoj liniji. Vazno je naglasiti da, za razlikod cisplatina, nijedno od testiranih
jedinjenja nije delovalo citotok&mo prema liniji humanih fetalnih fibroblasta (MRC-
5).

20.Jedinjenje6 (2S+,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-higksi-
2,3-dimetilfuro[3,2€e]kumarin), ostvarilo je snazan, statili zna&ajan |
koncentraciono-zavisan spazmakii efekat, selektivni citotoksni efekat koji je

prema c¢elijskoj liniji MCF-7 bio uporediv sa efektom cigtlna, kao i izrazeno
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antimikrobno delovanje prema bakterijanhd luteusi S. epidermidis Dobijeni
rezultati predstavljaju dobru osnovu za dalja ispitja ovog metabolita, kako
farmakoloSka, tako i hemijska (QSAR studije i stamke modifikacije). S obzirom da
je ovaj metabolit u hloroformskom ekstraktu prisutavelikoj kol¢ini (109,16 mg/g
suvog ekstrakta), podzemni organi srpske velestkkemogu posmatrati kao bogat
izvor ovog potencijalno lekovitog jedinjenja.

21.Hemijskim ispitivanjem podzemnih organa srpske stéte, F. heuffelii dobijene su
informacije o strukturi i sadrzaju sekundarnih rbelda, a poseban z&aj ogleda se u
izolovanju retkih jedinjenja. Rezultati ispitivanjiarmakoloSke aktivnosti izolata
ukazuju na zn#jan lekoviti potencijal ove biljke, a samim tilma njen zné&j kao

potencijalno nove biljne lekovite sirovine.
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exp development.3.fid

Sample: Fraction 87, Rt = 15 min

Solvent: CDCI3

Standard Survey 1-D Proton NMR Spectrum
Bruker AVANCE-400 NMR. Spectrometer
July (18,2011 f-A- Krunic
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NMR.33.fid

Sample: IP025

Solvent: CDCI3

Standard Survey 1-D Proton NMR Spectrum
Bruker AVANCE-400 NMR. Spectrometer
January 25, 2013 / A. Krunic
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MNMR.35.fid

Sample: IP026

Solvent: CDO3

Standard Survey 1-D Proton NMR Spectrum
Bruker AVANCE-400 NMR. Spectrometer
January 25, 2013 / A. Krunic
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NMR.34.fid

Sample: IP026

Solvent: CDCI3

DEFT-Q with multiplicity selection using gradients
Bruker AV400 NMR. Spectrometer

February 12, 2013 | A. Krunic
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exp development.28.fid

Sample: F120-137 Fr. 90-111 B (rt = 18.2)
Solvent: CDCI3

Standard Survey 1-D Proton NMR Spectrum
Bruker AVANCE-400 NMR Spectrometer
August 10, 2012 J A. Krunic
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1. TOF MS ES+
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NMR.16.fid

Sample: Ferula 3 B70-90

Solvent: CDCI3

Standard Survey 1-D Proton NMR Spectrum
Bruker AVANCE-400 NMR Spectrometer
Octaber 28, 2011/ A Krunic
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exp development.18.fid F
Sample: Ferula 2 B76-90

Solvent: CDCI3

Standard Survey 1-D Proton NMR Spectrum
Bruker AVANCE-400 NMR Spectrometer I 50000
October 28, 2011 /|A. Krunic r
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exp development.21.fid

Sample: FR 149-163 pik 4 (rt=11.54 min}
Solvent: CDCI3

Standard Survey 1-D Proton NMR Spectrum
Bruker AVANCE-400 NMR Spectrometer
January 13, 2012 / A, Krunic
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NMR.25.fid [F£4N
Sample: F164-178 D104-111 A

Solvent: CDCI3

Standard Survey 1-D Proton NMR Spectrum
Bruker AVANCE-400 NMR Spectrometer
August 9, 2012 / A. Krunic
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exp development.29.fid 20000
Sample: F164-178 D104-111 A
Solvent: CDCI3

Standard Survey 1-D Proton NMR Spectrum 10000
Bruker AVANCE-400 NMR. Spectrometer
August 9, 2012 / A. Krunic
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NMR.37.fid L
Sample: IPD24 750
Solvent: CDC3 i
Standard Survey 1-D Proton NMR Spectrum 700
Bruker AVANCE-400 NMR. Spectrometer
March 6, 2013 / A. Krunic
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exp development.22.fid

Sample: FR 149-163 pik 4 (t=11.54 min)
Solvent: CDCI3

Standard Survey 1-D Proton NMR Spectrum
Bruker AVANCE-400 NMR Spectrometer
January 13, 2012 / A, Krunic
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