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Na osnovu analize prilozene dokumentacije, Komisija podnosi sledecCi

IZVESTAJ

A. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija dipl. farm. Relje V. Surugi¢a pod nazivom ,Hemijska i
farmakoloska karakterizacija etarskih ulja biljnih vrsta Seseli gracile Waldst. &
Kit. i Seseli pallasii Besser (Apiaceae)“ napisana je na 209 strana i sadrzi 61 sliku,
24 tabele i 272 navoda literature. Tekst disertacije je podelien u slede¢a poglavija:
Uvod, Cilj, Materijal i metode, Rezultati, Diskusija, Zakljugci, Literatura i Prilog. Pored
navedenog, doktorska disertacija sadrzi. Zahvalnicu, sazetak na srpskom |
engleskom jeziku, Sadrzaj doktorske disertacije, dok se na kraju nalaze Biografija
kandidata, Izjava o autorstvu, Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije

rada i Izjava o kori§éenju, i te strane nisu numerisane.



U Uvodu su predstavljene informacije o rodu Seseli L., vrstama ovog roda,
njihovoj rasprostranjenost i vrstama koje su zastupliene u flori Evrope i Srbije.
Botani¢ki su, detaljnije, opisane dve vrste koje su i bile predmet ispitivanja u okviru
ove doktorske disertacije: S. gracile Waldst. & Kit. i S. pallasii Besser. Dat je prikaz
najznadajnijih sekundarnih metabolita koji su izolovani iz razliéitih vrsta ovog roda
(kumarini, hromoni, seskviterpenska jedinjenja, poliacetileni, fenilpropani, flavonoidi i
etarska ulja). Uvodni deo disertacije se zavr$ava sa detaljnim prikazom bioloskih i
farmakologkih aktivnosti ekstrakata i etarskih ulja biljaka ovog roda. Ovo poglavlje
napisano je na 69 strana i sadrzi 8 slika i 3 tabele.

Cilj doktorske disertacije je hemijska i farmakoloska karakterizacija etarskih ulja
dve Seseli vrste rasprostranjene u flori Srbije, koje do sada nisu bile detaljno
ispitivane. Hemijska karakterizacija obuhvata kvalitativnu i kvantitativnu analizu
etarskih ulja izolovanih iz razli¢itih delova/organa ispitivanih biljnih  vrsta.
Farmakolodka karakterizacija obuhvata skrining odabranih aktivnosti i to:
antiradikalske, antimikrobne, spazmoliticke, vazorelaksantne i inhibitorne aktivnosti
angiotenzin-konvertujuéeg enzima (ACE). Ovo poglavlje je napisano na 1 stranici.

U poglaviju Materijal i metode dati su detaljni podaci o prikupljenom biljnom
materijalu. Takode, opisane su teorijske osnove, procedure, oprema, analiticki
protokoli i materijali koji su analizirani, odnosno koji su testiran na odabrane
farmakoloske aktivnosti. Pored detaljnog predstavijanja eksperimentalnog dela, u
ovom poglavlju su nabrojane i opisane primenjene metode statisticke analize. Ovo
poglavlje je napisano na 8 strana i sadrZi 1 sliku.

Rezultati analiza i eksperimenata uradenih u okviru ove disertacije predstavljeni
su u poglavlju Rezultati na 62 strane. Ovo poglavlje sadrzi 19 tabela i 18 slika.

U poglavlju Diskusija Kandidat je svoje rezultate uporedio sa odgovarajucim
relevantnim literaturnim navodima drugih autora. Diskusija je napisana na 30 strana i
sadrzi 12 slika.

Poglavlje Prilog obuhvata 29 stranica, sadrzi 22 slike i 2 tabele i predstavija
dopunu rezultata.

U poglaviju Zakljuéci detalino su navedeni zakljudci koji su proistekli iz
rezultata eksperimentalnog rada; napisani su na 6 stranica.

U poglavlju Literatura dat je spisak literaturnih navoda (272) prema pravilima

vankuverskog stila navodenja.




B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

U okviru ove doktorske disertacije, kandidat Relja Suruci¢ je uradio detaljnu
analizu etarskih ulja izolovanih iz dve vrste roda Seseli koje su zastupljene u istoénoj
Srbiji, S. pallasiii S. gracile. Etarska ulja su izolovana klasi¢nom metodom destilacije
vodenom parom iz osu$enog biljnog materijala.

Kada se radi o S. pallasii, najvi§i prinos etarskog ulja dobijen je iz uzoraka
ploda (1,1-1,3%). Prinosi etarskog ulja iz herbe (0,1-0,3%), korena (0,1-0,2%) i
rizoma (0,1%) znacajno je maniji.

Najdominantnija komponenta etarskog ulje iz uzoraka ploda S. pallasii je a-pinen
(82,2-87,4%), dok u uljima herbe dominiraju B-pinen (1,1-4,6%) i limonen (1,6-3,8%),
odnosno seskviterpenska jedinjenja kariofilen oksid (3,2-5,6 %), spatulenol (1,1-3,1%) i
kariofilen (1,4-2,7%). Sadrzaj nekih seskviterpenskih jedinjenja (npr. germakren D) varira u
razli¢itim uzorcima etarskih ulja, a sli¢no je i sa prisustvom poliacetilen falkarinola (0-7,6%).
U etarskim uljima koja su izolovana iz podzemnih organa S. pallasii, znac¢ajno je manje
monoterpenskih jedinjenja (5-20%) nego u plodu i herbi, a najzastuplieniji sastojci su
n-undekan (16,5-29,8%), n-oktanal (2,2-10,4%), decenal (0,9-4%) i falkarinol (0,7-11,2%).

Klaster analiza je pokazala vecu sli¢nost etarskih ulja dobijenih iz nadzemnih
delova (ploda i herbe) u odnosu na etarska ulja izolovano iz podzemnih biljnih
organa (rizoma i korena). PCA analiza uzoraka etarskih ulja izolovanih iz S. pallasii
preko redukovanog prostora od dve glavne komponente, objasnila je 94,68%
varijacija u hemijskom sastavu svih testiranih uzoraka etarskih ulja. Na biplot grafiku
PCA analize, jasno je uocljivo grupisanje uzoraka etarskih ulja prema biljnim
organima iz kojih su izolovani. Na dendogramu UPGMA analize vidi se odvajanje
testiranih uzoraka na dva velika klastera od kojih jedan sadrze uzorke nadzemnih, a
drugi podzemnih biljnih organa. Dalje razvrstavanje uzoraka etarskih ulja, dobijeno je
u odnosu na biljni organ iz koga su izolovana i fenofazu biljnog razvoja.

U slu&aju druge ispitivane vrste, najvedi prinos etarskog ulja S. gracile je dobijen iz
ploda (4,03%), potom slede cvast (2-2,09%), herba (0,37-1,56%) i koren (0,66-0,89%).

U etarskom ulju nadzemnih delova S. gracile dominiraju monoterpenski
ugljovodonici (45-93%). Najzastupljenije pojedinatne komponente etarskog ulja herbe i
cvasti S. gracile su: terpinolen (6,1-57,5%), y-terpinen (3,3-24,2%) i p-cimen (1,3-25,2%).
U etarskom ulju ploda, najzastupljeniji su terpinolen (26,8%) i y-terpinen (24,2%), ali
u pribliznom odnosu. Etarsko ulje ploda u znacajnom procentu sadrzi i sledec¢a
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jedinjenja: B-pinen (7,6%), 0 -kadinen (5,9%), limonen (4,5%) i p-cimen (4,1 %).
U etarskom ulju podzemnih organa S. gracile najzastupljenije je poliacetilensko jedinjenje
falkarinol (38,8-87%), a u znacajnijim procentima jo§ su zastupliena sledeéa jedinjenja:
n-oktanal (0,5-10,1%), (E,E)-2,4 dekadienal (0,5-8,8%), ar-kurkumen (1,5-6,2%),
(E.2)-2,4 dekadienal (0,2-4,2%) i B-kurkumen (2,1-3,2%).

Klaster analiza je pokazala vecu sli¢nost sastava etarskih ulja izolovanih iz
nadzemnih delova u odnosu na podzemne biljne delove S. gracile.

U okviru ove disertacije ispitivana je i in vitro antimikrobna, antiradikalska,
spazmoliticka, vazorelaksantna i ACE-inhibitorna aktivnost etarskih ulja obe vrste.
ACE inhibitorna aktivnosti sastojaka testiranih etarskih ulja procenjena je i in silico
metodom molekularnog dokinga, koja je dala uvid u moguéi doprinos pojedinaénih
komponenti ukupnoj aktivnosti testiranih uzoraka ulja.

Antimikrobna aktivnost etarskih ulja izolovanih iz korena, herbe i ploda S. pallasii,
odnosno etarskih ulja izolovanih iz korena, herbe i cvasti S. gracile, testirana je
mikrodilucionom metodom na devet standardnih sojeva bakterija (S. aureus,
S. epidermidis, M. luteus, M. flavus, E. faecalis, B. subtilis, E. coli K. pneumoniae i
P. aeruginosa) i dva soja gljivica C. albicans.

Osetljivost testiranih mikroorganizama je ve¢a na delovanje uzoraka etarskog
ulja izolovanog iz S. pallasii; testirani uzorci etarskih ulja su pokazali aktivnost na
sledece mikroorganizme: S. aureus, S. epidermidis, M. luteus, B. subtilis, E. coli,
K. pneumoniae, P. aeruginosa i oba soja C. albicans. Najbolju antimikrobnu
aktivnost su pokazali uzorci etarskog ulja ploda na S. aureus (MIK=6,25 ug/ml) i
M. luteus, kao i etarsko ulje herbe na B. subtilis. Etarsko ulje korena je ispoljilo
umerenu antimikrobnu aktivnost na S. aureus (MIK=50 pg/ml), na Gram (-) E. coli
(MIK=50 pg/ml) i P. aeruginosa (MIK=50 pug/ml); antifungalna aktivnost je bila slaba
(MIK=100 pg/ml). Kada se radi o S. gracile, najbolju aktivnost je ispoljilo etarsko ulje
korena na S. aureus (MIK=62,5 pg/ml).

Antiradikalska aktivnost etarskin ulja korena, herbe i ploda S. pallasii i
S. gracile je testirana DPPH metodom. U poredenju sa standardom L-askorbinskom
kiselinom, svi testirani uzorci etarskih ulja su pokazali slabiju antiradikalsku aktivnost.
Veci kapacitet za neutralizaciju slobodnih radikala su pokazali uzorci etarskog ulja

izolovani iz S. gracile. Uzorci ulja iz korena i herbe su doveli do 50% neutralizacije
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radikala u koncentracija 72,9 i 78,6 pg/ml navedenim redom, dok je aktivnost etarskog
ulja ploda bila nesto slabija (ICso = 204,5 pg/ml). Etarska ulja izolovana iz S. pallasii su

pokazala slab antiradikalski potencijal sa ICso vrednostima od 10,47-39,83 mg/ml.

Testirana je spazmoliticka aktivnost etarskih ulja korena i herbe S. paliasii i
S. gracile, u eksperimentalnom modelu na izolovanom ileumu pacova kontrahovanog
dodatkom rastvora KCI (80 mM). Testirani uzorci etarskih ulja izolovanih iz herbe obe
biline vrste su ispoljili dozno-zavisnu spazmolitiéku aktivnost. Vrednost ICso za
etarsko ulje herbe S. gracile iznosila je 271,4 nl/ml. Etarska ulja korena su ispoljila
slabiju moguénost za relaksaciju kontrahovanog ileuma, pa je tako 50% efekta
relaksacije etarsko ulje korena S. pallasii uzrokovalo u koncentraciji od 719,75 nl/ml,
dok je uzorak korena S. gracile u maksimalnoj testiranoj koncentraciji (1000 nl/ml)
uzrokovalo tek 36,33% relaksantnog efekta. Moze se zakljuéiti da su testirani uzorci
etarskih ulja koji su sadrzali viSe monoterpenskih jedinjenja, obe ispitivane vrste,
ispoljili bolju spazmoliticku aktivnost.

Vazorelaksantna aktivnost etarskih ulja herbe i korena obe ispitivane vrste je
testirana na eksperimentalnom modelu na mezentericnoj arteriji pacova
kontrahovanom fenilefrinom (106 M). Etarska ulja izolovana iz S. pallasii su ispoljila
dobru vazorelaksantnu aktivnost, pa je tako etarsko ulie herbe 50% relaksantnog
efekta uzrokovalo u koncentraciji od 3,10 nl/ml, a etarsko ulje iz korena u
koncentraciji od 26,53 nl/ml. Etarska ulja izolovana iz S. gracile su ispoljila daleko nizi
potencijal za vazorelaksaciju. Etarsko ulje herbe je u koncentraciji od 466,96 nl/ml
uzrokovalo 50% efekta vazorelaksacije, a etarsko ulije korena u maksimalnoj
testiranoj koncentraciji (1000 nl/ml) je, u kori§éenom model sistemu, uzrokovalo
47,5% efekta vazorelaksacije.

ACE inhibitorni potencijal etarskih ulja korena, herbe i ploda ispitivan je
in silico i in vitro metodom. Metodom molekularnog dokinga je ispita potencijal sastojaka
etarskih ulia da sa ACE grade snaznije komplekse od standardnih supstanci
(kaptoprila), na osnovu ¢ega je procenjena i mogucnost odabranih uzoraka etarskih ulja
da inhibiraju aktivnost ACE. Rezultati analize molekularnog dokinga su pokazali da 26

sastojaka etarskog ulja izolovano iz S. pallasii, ima sposobnost da gradi komplekse sa
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ACE; ovi kompleksi su podjednake stabilnosti ili stabilniji od onih koje postize kaptopril.
Prema udelu tih sastojaka u uzorcima etarskog ulja koji su odabrani za dalju in vitro
analizu, otekivani redosled ACE inhibitorne aktivnosti etarskih ulja u odnosu na biljni
organ iz koga su izolovani je sledeéi: herba > koren > plod. Rezultati analize
molekularnog dokinga, izdvojila su 11 sastojaka etarskih ulja S. gracile koji imaju
sposobnost da grade komplekse sa ACE; ovi kompleksi su iste stabilnosti ili su
stabilniji koje postize kaptopril. Oé&ekivani redosled ACE inhibitornih aktivnosti
odabranih etarskih ulja S. gracile prema bilinom organu iz koga su izolovani je
sledeci: herba > koren > plod. Rezultati analize molekularnog dokinga, preko
stabilnosti kompleksa koje sastojci grade sa ACE i hemijskih interakcija koje se pri
tome javljaju, posebno izdvajaju seskviterpenska jedinjenja zbog njihovog
potencijalnog ACE inhibitornog delovanja.

ACE inhibitorna aktivnost ispitivana in vitro metodom je pokazala da testirani
uzorci etarskih ulja S. pallasii mogu dovesti do dozno-zavisne inhibicije ACE.
Najizrazeniju ACE inhibitornu aktivnost je ispoljilo etarsko ulje korena sa ICs0=0,18 mg/ml,
a zatim etarska ulja herbe (ICs0=0,33mg/ml) i ploda (ICs0=0,75mg/ml). U in vitro testu
ACE inhibitorne aktivnosti, ispitivani uzorci S. gracile su ispoljili slab ACE inhibitorni
potencijal. Nijedan od testiranih uzoraka nije doveo do 50% inhibicije aktivnosti enzima.
Najvisi stepen inhibicije je registrovan kod etarskog ulja ploda (36,4%), a zatim slede
etarska ulja korena (25,7%) i herbe (21,0%).

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA KANDIDATA SA
PODACIMA IZ LITERATURE

Rod Seseli je jedan od najvecih rodova u okviru familije Apiaceae i obuhvata
izmedu 125 i 140 vrsta rasprostranjenih Sirom sveta. Biljke roda Seseli rastu na svim
kontinentima sa umerenom kontinentalnom klimom i povolino rasporedenim
padavinama u toku godine (1). Za mnoge vrste ovog roda ima podataka sastojcima i
njinovoj farmakoloskoj aktivnosti, odnosno potencijalima za primenu u terapiji (2-8).
Cilj ove disertacije je bio da detaljnije proudi dve vrste zastupljene u flori Istogne

Srbije u pogledu sastava i farmakoloskog delovanja etarskih ulja.



Uporedna analiza hemijskog sastava etarskih ulja izolovanih iz nadzemnih
bilinih delova S. gracile i S. pallasii, pokazala je slinosti u smislu dominantne
hemijske klase (monoterpenski ugljovodonici), ali i razlike kada su u pitanju
pojedinane najzastuplienije komponente (terpinolen, odnosno a-pinen). U tom
smislu, vece su sliénosti ispitivanih vrsta sa drugim Seseli vrstama nego
medusobno. Prema kvalitativnom profilu, etarsko ulie nadzemnih delova S. pallasii
pokazuje sliénosti sa S. rigidum i S. campestre; a-pinen je najzastupljenija
komponenta njihovih etarskih ulja (9, 10). Dominantni sastojci etarskog ulja
S. gracile su terpinolen, y-terpinen i p-cimen. U znaéajnijem procentu y-terpinen je
zastuplien i u nadzemnim delovima S. petraeum i S. globiferum (11, 12). Terpinolen
je, uglavnom, manje prisutan u etarskom ulju Seseli vrsta: S. gracile je jedina vrsta
ovog roda kod koje je ovaj monoterpen najzastupljenija komponenta etarskog ulja
nadzemnih delova. | pored ovih ogiglednih razlika u glavnim komponentama etarskih
ulja ispitivanih vrsta, postoji njihova povezanost preko biosintetskih puteva. Otkrice
Rohmera i Arigonija da izoprenske jedinice pored mevalonatnim mogu biti
sintetisane i drugim nezavisnim i prostorno odvojenim biosintetskim putem
(metileritritol  fosfatnim putem), ukazala je na veéu povezanost pojedinih
monoterpenskih jedinjenja.

Kada se govori o sastavu etarskog ulja izolovanog iz plodova obe ispitivane
vrste, uocliiva je dominacija sastojaka monoterpenske prirode (>90 %). Po sastavu
etarskih ulja ploda, S. pallasii je sli¢an sa vrstama S. campestre i S. rigidum kod
kojih je a-pinen, takode, najzastupljenija komponenta. Etarska uljla S. globiferum,
S. libanotis, S. resinosum i S. tortuosum karakterige prisustvo monoterpenskih
ugljovodonika, ali sa drugim dominantnim komponentama. U etarskom ulju ploda
S. gracile najzastupljeniji su terpinolen (26,8 %) i y-terpinen (24,2%), ali u pribliznom
odnosu. Kao i u slu¢aju herbe ove vrste, u literaturi nema podataka da plod neke
Seseli vrste ima terpinolen kao glavnhu komponentu etarskog ulja, ali je y-terpinen
prisutan u znacajnoj koli¢ini i u etarskom ulju plodova S. petrasum, S. globiferum i
S. rigidum (9, 11, 12).

O sastavu etarskih ulja izolovanih iz rizoma i korena Seseli vrsta nema puno
podataka. Cinjenica je da ova ulja sadrze najvecu koli¢inu neterpenskih sastojaka.
Poliacetilen falkarinol predstavija glavnu komponentu etarskog ulja podzemnih organa
S. gracile, kao $to je slugaj i kod vrste S. rigidum iz Bugarske i Srbije (13, 14).



Statisticka analiza je ukazala da, na sastav etarskog ulja, najveci uticaj imaju
organi biljaka iz kojih je ulje izolovano. Takode, najveca varijabilnost sastava u
razliCitim uzorcima ispitivanih etarskih ulja, povezana je sa njihovim glavnim
komponentama. Ovakvi rezultati su uobicajeni kada se radi o aromati&nim biljkama,
pa su zato i bili oekivani i za vrste ispitivane u okviru ove disertacije.

Kada govorimo o istrazivanja sprovedenih za procenu antioksidativhog
kapaciteta etarskih ulja izolovanih iz razligitih predstavnika roda Seseli, najéesce je
ispitivana njihova sposobnost neutralizacije DPPH radikala. Etarska ulja izolovana iz
vrsta ovog roda, uop$teno, poseduju nisku antiradikalsku aktivnost. Bolju DPPH
antiradikalsku aktivnost pokazali su uzorci sa vigim sadrzajem monoterpena, pa je
tako najvisu aktivnost pokazalo etarsko ulje ploda S. rigidum (I1Cs0=217,84 mg/ml) sa
82,8% sadrZaja monoterpenskih jedinjenja, dok je najniza aktivnost zabeleZzena za
etarsko ulje korena S. rigidum (/Cs0=302,40 mg/ml) sa svega 22,9% monoterpenskih
jedinjenja i zna€ajnim prisustvom poliacetilena falkarinola (15).

Sto se ti¢e dve vrste koje su bile predmet ispitivane u okviru ove disertacije, a
naroCito posle analize sadrzaja etarskog ulja, o&ekivani su bolji rezultati i veca
antiradikalska aktivnost. Ipak, potvrdeno je pravilo da ulja bogata monoterpenima
ispoljavaju bolju antioksidativnu aktivnost. Rezultati izvedenih eksperimenata su
pokazali da etarsko ulje izolovano iz nadzemnih delova vrste S. gracife pokazuje
bolju DPPH antiradikalsku aktivnost i u odnosu etarskog ulja izolovanog iz korena
iste vrste, ali i u odnosu na uzorke etarskih ulia S. pallasii. Ve¢ je ranije potvrdena
antiradikalska aktivnost cikliéni monoterpeni, terpinolen i y-terpinen, a kako su oni
dominantni sastojci etarskih ulja izolovani iz nadzemnih delova S. gracile ovakvi

rezultati su i o&ekivani (16).

Ako se pogledaju literaturni podaci, najveéi broj istraZivanja biolo$kog delovanja
etarskih ulja izolovanih iz vrsta roda Seseli, odnosi se na proveru antimikrobne
aktivnosti. Etarska ulja razli¢itih organa vrsta ovog roda, pokazuju antimikrobno
delovanje. Tako, ulje izolovano iz korena S. rigidum pokazalo je znacajnu
antimikrobnu aktivnost prema S. aureus, S. epidermidis, M. luteus i E. faecalis
(MIK = 6,25-25,00 pg/ml), a zabeleZen je i znagajan antimikrobni efekat i na meticilin-
rezistentne sojeve S. aureus (MIK = 6,25-50,00 pg/ml). S obzirom da se etarsko ulje
korena skoro u potpunosti sastoji od falkarinola (88,8%), smatra se da ovaj

poliacetilen najvise doprinosi dokazanom antimikrobnom delovanju (9). Etarska ulja
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herbe S. gummiferum subsp. corymbosum i S. gummiferum subsp. gummiferum
pokazala su dobru antimikrobnu aktivnost na sojeve S. aureus, B. subtilis i B. cereus.
U istom istrazivanju potvrdena je i dobra antimikrobna aktivnost etarskog ulja
S. resinosum na S. aureus (17). Sliéni su i podaci o delovanje etarskih ulja herbe
S. montanum subsp. tommasinii, S. annuum, S. globiferum, S. andronakii i
S. libanotis (18).

Ispitivanja antimikrobne aktivnosti etarskih ulia u okviru ove doktorske
disertacije, ukazuju na bolju aktivnost etarskih ulja S. pallasii, testirani uzorci etarskih
ulja su pokazali aktivnost na sledece mikroorganizme: S. aureus, S. epidermidis,
M. luteus, B. subtilis, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa i oba soja C. albicans.
Najbolju antimikrobnu aktivnost su pokazali uzorci etarskog ulja ploda
(najzastuplieniji sastojak je a-pinen) na S. aureus (MIK=6,25 ug/ml) i M. luteus, kao i
etarsko ulje herbe (najzastupljeniji sastojak je a-pinen) na B. subtilis. Etarsko ulje
korena (najzastuplieniji sastojci su neterpenske prirode) ispoljilo je umerenu
antimikrobnu aktivnost na S. aureus (MIK=50 pg/ml), na Gram (-) E. coli (MIK=50 pg/ml)
i P. aeruginosa (MIK=50 pg/ml). Kada se radi o S, gracile, najbolju aktivnost je
ispoljilo etarsko ulje korena (najzastupljeniji sastojak je neterpen; falkarinol) na
S. aureus (MIK=62,5 pg/ml). Ovakvo delovanje podseta na podatke o aktivnosti
etarskog ulja korena S. rigidum (9).

Nema literaturnih podataka o ispitivanju spazmolitiénog delovanja etarskih ulja
izolovanih iz vrsta Seseli, ali postoje podaci o potvrdenom spazmolitickom delovanju
monoterpenskih jedinjenja, kao $to je a-pinen koji je ¢esto glavna komponenta
etarskih ulja Seseli vrsta, pa i S. pallasii (19). Takode, pokazano je da terpinolen
(najzastupljenija komponenta etarskog ulja herbe S. gracile) poseduje sposobnost
inhibicije serotonin-indukovane kontrakcije izolovanog ileuma pacova (20). Dostupni
su i podaci o aktivnosti y-terpinen (druge najzastupljenija komponenta etarskog ulja
herbe S. gracile); ovo jedinjenje je ispoljilo antispazmotsku aktivnost u eksperimentu
na izolovanom jejunumu zeca (21). Jo§ jedan od glavnih sastojaka etarkog ulja
S. gracile, p-cimen, je pokazao dobru spazmoliticku aktivhost na karbahol-
indukovanim kontrakcijama sa /Cse vredno$éu od 9,85 pg/ml (22).

Zbog svega navedenog, u okviru ove doktorske disertacije, proveravana je
spazmolititka aktivnost odabranih uzoraka etarskih ulja herbe i korena S. palfasii i

S. gracile na modelu izolovanog ileuma pacova, prekontrahovanog dodatkom
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rastvora KCI (80 mM). Testirani uzorci etarskih ulja izolovanih iz herbe obe biljine vrste
ispoljili su dozno-zavisnu spazmolititku aktivnost sa vrednostima 1Cs0=271,4 nl/ml
(S. gracile). Etarska ulja korena su ispoljila slabiju moguénost za relaksaciju
kontrahovanog ileuma (S. pallasii 1Cs=719,75 nlml). MoZe se zakljuéiti da su testirani
uzorci etarskih ulja koji su sadrzali vise monoterpenskih jedinjenja, obe ispitivane vrste,
ispoljili bolju spazmoliticku aktivhost: ovo se moglo i pretpostaviti na osnovu literaturnih
podataka.

IstraZivanja su pokazala da neka etarska ulia, koja relaksiraju glatku
prekontrahovani glatki migi¢ digestivnog trakta, mogu iste efekte ostvariti i na
prekontrahovanu glatku muskulaturu krvnih sudova, uzrokujuci vazorelaksaciju (23).
Takode, mnogi monoterpeni su pokazali znacajne kardiovaskularne efekte koji se
delimi¢no dovode u vezu sa efektom vazorelaksacije. p-Cimen, mirtenol i a-terpineol
primenjeni intravenski imali su hipotenzivni efekat kod ne-anesteziranih pacova (7).

Vazorelaksantna aktivnost etarskih ulja herbe i korena obe ispitivane vrste
testirana je na eksperimentalnom modelu na mezenteri¢noj arteriji pacova
kontrahovanom fenilefrinom (106 M). Etarska ulja izolovana iz S. pallasii su ispoljila
dobru vazorelaksantnu aktivnost, pa je tako etarsko ulje herbe 50% relaksantnog
efekta uzrokovalo u koncentraciji od 3,10 nl/ml. Svi ostali testirani uzorci ispoljili su
znatno slabiji efekat vazorelaksacije.

U literaturi se mogu naéi podaci o umerenoj ACE inhibitornoj aktivnosti
etarskog ulja ploda crnog bibera (Piper guineense) koje u svom sastavu, kao glavne
komponente, sadrzi monoterpene B-pinen (41,24%), 1,8-cineol (17,22%), a-pinen
(13,63%), y-terpinen (5,68%). Ovo etarsko ulie se tradicionalno koristi u terapiji
dijabetesa i hipertenzije (24). Sli¢an efekat, umerenu ACE inhibitornu aktivnost
(IC50=150,00 pg/ml), ispoljilo je i etarsko ulje izolovano iz Thymus algeriensis;
dominantni sastojci (74,34%) ovog etarskog ulja su monoterpenska jedinjenja (25).
Takode, in vivo testovima potvrdeno je da etarsko ulje nadzemnih delova S. sibiricum
uzrokuje pad krvnog pritiska, vazokonstrikciju i stimulaciju disanja. Ovo etarsko ulje
inhibira aktivnost glatkih misi¢éa, a na sréani migié deluje negativno inotropno i
hronotropno (6).

Zbog ovakvih podataka, u okviru ove doktorske disertacije izvr$en je skrining
ACE inhibitorne aktivnosti odabranih uzoraka etarskih ulia S. gracile i S. pallasii.

Konkretnoj analizi prethodila je in silico analiza primenom metode molekularnog
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dokinga. Utvrdeno je da etarska ulia obe ispitivane vrste sadrze znacajan broj
sastojaka koji imaju sposobnost da grade kompleks sa ACE: ovi kompleksi su
podjednake stabilnosti ili stabilnije od onih koje postize kaptopril su (26 sastojaka u
etarskim uljima S. pallasii, 11 sastojaka u etarskim uljima S. gracile). U nastavku,
ACE inhibitorna aktivnost ispitivana in vitro metodom pokazala je da testirani uzorci
etarskih ulja S. pallasii mogu dovesti do dozno-zavisne inhibicije ACE. Najizrazeniju
ACE inhibitornu aktivnost ispoljilo je etarsko ulje korena sa IC50=0,18 mg/ml, a zatim
etarska ulja herbe (ICs0=0,33 mg/ml) i ploda (ICs0=0,75 mg/ml). U in vitro testu ACE
inhibitorne aktivnosti, ispitivani uzorci S. gracile su ispoljili slab ACE inhibitorni
potencijal.
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Suruéi¢ Relja, Kovagevié Nada, Laku$i¢ Branislava, Milenkovi¢ Marina, Krivokuca Marija,
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E. ZAKLJUCAK - OBRAZLOZENJE NAUCNOG DOPRINOSA DOKTORSKE
DISERTACIJE

Na osnovu uvida u dostavljeni materijal, Komisija je zakljuila da doktorska
disertacija pod nazivom .Hemijska i farmakoloska karakterizacija etarskih ulja
biljnih vrsta Seseli gracile Waldst. & Kit. i Seselj pallasii Besser (Apiaceae)*
kandidata dipl. farm. Relje Suruti¢a jeste rezultat rada kandidata i predstavija originalan
naucni doprinos boliem poznavanju hemijske kompozicije i farmakoloskog potencijala
etarskih ulja dve ispitivane biline vrsta: Seseli gracile i Seseli pallasii.

U okviru doktorske disertacije kandidata dipl. farm. Relje V. Surugiéa izvréena je
hemijska i farmakologka karakterizacija dve ispitivane  biline vrste. Hemijska
karakterizacija obuhvatila je kvalitativnu i kvantitativnu analizu etarskih ulja razligitih
bilinih organa S. gracile i S. pallasii (ukupno 22 etarska uljia obe ispitivane vrste, i to 8
etarskih ulja podzemnih organa, 8 etarskih ulja herbi, 4 ulja ploda i 2 ulja cvasti).

Rezultati ispitivanja uradenih u okviru ove doktorske disertacije, potvrdili su da
etarska ulja izolovana iz S. gracile i S. pallasii ispoljavaju znaéajne in vitro farmakoloske
aktivnosti koje se mogu povezati sa tradicionalnom upotrebom razligitih vrsta devesilja u
terapiji  digestivnih i kardiovaskularnih poremecaja. Dobijeni rezultati, takode,
predstavljaju dobar osnov za buduéa Ispitivanja ovih aktivnosti u in vivo modelima, kao i
za detaljnija ispitivanja mehanizama preko kojih se ove aktivnosti odvijaju, te sastojaka
koji su glavni nosioci ovih aktivnosti.

Treba naglasiti da su svi podaci dobijeni za ispitivanje endemiéne vrste S. gracile
potpuno novi za nauku i da izolovana etarska ulja imaju specifi¢an sastav, razli¢it u
odnosu na ostale vrste roda Seseli.

|z rezultata rada u okviru ove doktorske disertacije, do sada su publikovana dva
rada u ¢asopisima kategorije M20, a 4 saopstenja stampana u izvodu predstavljena su
na medunarodnom nauénom skupu (1) i nacionalnim nau&nim skupovima (3).

Provera originalnosti doktorske disertacije dipl. farm. Relje Surugica. izvr§ena je u
Univerzitetskoj biblioteci .Svetozar Markovi¢“. Za proveru originalnosti korigéen je
programa iThenticate. U izvedtaju Biblioteke Je navedeno da je program iThenticate
registrovao 15% preklapanja sa 256 izvora; preklapanja imaju pojedina&ni udeo maniji od
1%. Najvedi broj preklapanja se odnosi na ,crossref “ | registrovan je u delu Literatura. U

delu Rezultati i Diskusija nema obelezenih preklapanja. U skladu sa Pravilnikom o
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postupku provere originalnosti doktorskih disertacija koje se brane na Univerzitetu u
Beogradu, dobijeni rezultati provere ukazuju na originalnost navedene doktorske
disertacije i kada se radi o dobijenim rezultatima, diskusiji o njihovoj Zznacajnosti, kao i
celokupnom tekstu disertacije.

F. MISLJENJE | PREDLOG

Na osnovu svega izlozenog, Komisija je zakljucila da je kandidat dipl. farm Relja V.
Suruci¢ realizovao postavliene cilieve istraZivanja i da dobijeni rezultati imaju naugni
doprinos u oblasti sekundarnih metabolita biljaka i farmakognozije.

Komisija sa velikim zadovoljstvom predlaze Nastavno-nauénom veéu Univerziteta
u Beogradu-Farmaceutskog fakulteta da prihvati pozitivan izvestaj o zavrienoj doktorskoj
disertaciji pod nazivom -Hemijska i farmakoloska karakterizacija etarskih ulja biljnih
vrsta Seseli gracile Waldst. & Kit. i Seselj pallasii Besser (Apiaceae)” i kandidatu
dipl. farm. Relji V. Surugiéu odobri javnu odbranu po dobijanju saglasnosti Ve¢a nauénih
oblasti medicinskih nauka Univerziteta u Beogradu.
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