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za ocenu i odbranu zavrSene doktorske disertacieé pazivom [Farmakognozijsko
ispitivanje podzemnih organa srpske velestikeFerula heuffelii Griseb. ex Heuffel
(Apiaceae), kandidata dipl. farm. lvana N. Pavléa, istrazivéa-saradnika na realizaciji
projekata 173021 Ministarstva prosvete, nauke na@iskog razvojaClanovi Komisije su
pregledali prilozenu disertaciju i podnose Nastama@nom veu Univerziteta u Beogradu -
Farmaceutskog fakulteta sléde

IZVESTAJ

1. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija dipl. farm. Ivana N. Pavi@vipod nazivom Farmakognozijsko
ispitivanje podzemnih organa srpske velestikeFerula heuffelii Griseb. ex Heuffel
(Apiaceae) sastoji se od sledin poglavlja: Rezime na srpskom i engleskom jezikupd,
Cilj, Materijal i metode, Rezultati i diskusija, Kaucci, Literatura i Prilozi.

Disertacija je napisana na 274 strane i sadrZi |2 ¢5 u Uvodu, 2 u Materijalu i
metodama, 43 u Rezultatima i diskusiji i 32 u Ryup 28 tabela (7 u Uvodu, 4 u Materijalu i
metodama i 17 u Rezultatima i diskusiji) i 277riteeirnih navoda.

U Uvodu su date informacije o rodéerula L.: botanéki opis vrsta ovog roda i
ispitivanje bilo predmet ove doktorske disertaggedetaljno opisana i navedeno je njeno
rasprostranjenje u Evropi. Nakon toga prezentoeaprikaz klasa sekundarnih metabolita
izolovanih i/ili detektovanih u predstavnicima ovogda. Pregled sekundarnih metabolita
vrsta rodaFerula prikazan je na sledenain: kumarini, hromoni, jedinjenja sa sumporom,
fenilpropani, seskviterpeni i seskviterpenski esttarska ulja. U okviru svake klase dati su
kratak pregled biosinteze i farmakoloSke aktivnostiodgovarajtim tabelama navedena su
jedinjenja koja su do sada izolovana i/ili idekiiivana u vrstama ovog roda. Kumarini, kao
najrasprostranjeniji sekundarni metaboliti predsiie® rodaFerula, detaljno su obrkeni, pri
¢emu su prikazane i sve podgrupe kumarina prisutiestama ovog roda: seskviterpenski



umbeliferil (7-hidroksikumarin) etri, seskviterpdmngtri derivati izofraksidina, prenilovani 4-
hidroksikumarini, seskviterpeni prenil-furokumatog tipa, i monoterpenski kumarini.
Zatim je, kao posebno poglavlje u Uvodu, prikazémaalicionalna primena pojedinih vrsta
roda Ferula. U zavrSnom poglavlju, dat je pregled dosadasfgitmakoloskih ispitivanja

predstavnika ovog roda

Cilj doktorske disertacije je jasno definisan i predgafarmakognozijsko ispitivanje
podzemnih organa srpske velestike, heuffelii, koje ¢e obuhvatiti njihovu hemijsku i
farmakoloSku karakterizaciju. Hemijska analiza podnih organa ove vrstena za cil]
izolovanje i strukturnu karakterizaciju sekundarmietabolita od zr@ja za medicinu i
farmaciju. Dalji cij je odrdivanje sadrzaja najzastupljenijih sekundarnih maitb u
hloroformskom i metanolnom ekstraktu, kao i upoeedwalitativna i kvantitativha analiza
etarskih ulja podzemnih organa ove vrste prikujjera razléitim lokalitetima u Republici
Srbiji. FarmakoloSka karakterizacija obuhvata amaliantioksidantnog, spazmoaotitiog,
antiinflamatornog, gastroprotektivnhog, antimikrogno citotoksénog delovanja izolata
podzemnih organa (etarskih ulja, ekstrakata iablovanih sekundarnih metabolita). Ova
biljna vrsta do sada nije ispitivana u pogledu hskoig sastava i farmakolosSke aktivnosti.

U poglavlju Materijal i metode dati su podaci o uzorcima ispitivanog biljnog nngeéa
(vreme i mesto sakupljanja podzemnih organa). Pabregled aparature i instrumentalnih
metoda koje su korg&ne u odréivanju strukture izolovanih jedinjenja: HR-MS
spektrometrija i jednodimenzionaln®(i **C) i dvodimenzionalna (gHMBC, COSY) NMR
spektroskopija, kao i aparata kéesih u ispitivanju farmakoloSke aktivnosti. Opisau
postupak izolovanja etarskih ulja u aparaturi @evengetu i uslovi GC-FID i GC-MS
analize izolovanih etarskih ulja. Prikazan j&inaizrade suvih hloroformskih i metanolnih
ekstrakata, i dati su prinosi ekstrakcije. Opisamipostupci hromatografskih razdvajanja i
izolovanja jedinjenja iz hloroformskog ekstrakta dpemnih organaF. heuffelij
kombinovanjem hromatografije na koloni silikageemipreparativhe HPLC hromatografije.
Nakon toga, prikazani su uslovi HPLC analize hlorofskog i meanolnog ekstrakta, tj.
kvalitativna i kvantitativna analiza najzastupljémi sekundarnih metabolitaNakon toga
naveden je i postupak spektrofotometrijskog dhanja sadrzaja ukupnih polifenola u
metanolnom ekstraktu.

Antioksidantna aktivnost metanolnog i hloroformskekstrakta podzemnih orgaria
heuffelii ispitivana jein vitro, razlicitim testovima. Ukupna antioksidantna aktivnosttespa
je FRAP testom, dok je antiradikalska aktivnosttesgpa na osnovu sposobnosti neutralizacije
'OH radikala i sposobnosti neutralizacije 2,2-difdnpikrilhidrazil (DPPH) radikala.
Antiradikalska aktivnost etarskih ulja ispitivana fakaie in vitro na osnovu sposobnosti
neutralizacije DPPH radikala. Spazmaki aktivnost izolata (etarskog ulja, ekstrakata i
izolovanih metabolita) ispitivana je, tad@in vitro, na izolovanom ileumu pacova primenom
tri eksperimentalna modela: ispitivanjem uticajalata na spontane kontrakcije ileuma, kao i
ispitivanjem uticaja na kontrakcije izazvane abetihom i kalijum-hloridom. Ispitivana je,
takade, i relaksantna aktivnost hloroformskog ekstrakéa kontrakcije izolovane traheje
pacova izazvane kalijum-hloridom. Za procenu afiimatornog delovanja hloroformskog i
metanolnog ekstrakta koésn jein vivo model karageninom izazvanog edema Sapica pacova.
Antiinflamatorna aktivnost utdena je merenjem razlike u masi Sapica tretiranitietiranih
Zivotinja, kao i analizom histoloskih preparatai§apGastroprotektivni potencijal ekstrakata
ispitivan jein vivo u eksperimentalnom modelu akutnog stres-ulkusakioeanog oralnom
primenom apsolutnog etanola u pacova. Efekat edattmaprocenjivan je makroskopskom
analizom (uz pomblupe) sluzokoze Zeludaca tretiranih i netretiranitotinja. Antimikrobna
aktivnost izolata (etarskih ulja, ekstrakata iolovanin metabolita i hlorogenske kiseline),
ispitana jein vitro bujon mikrodilucionim testom prema standardnim giop@ Sest Gram (+)



bakterija Gtaphylococcus aureu$. epidermidis Micrococcus luteusM. flavus Bacillus

subtilisi Enterococcus faecalistri Gram () bakterijeEscherichia coli dva sojaKlebsiella

pneumoniae Pseudomonas aerugingsatri soja kvasnic&€Candida albicans uporeiivana sa
aktivnoZu referentnih supstanci (ampicilin, amikacin, cffpksacin, streptomicin, nistatin
i/ili amfotericin). Citotokstna aktivnost hloroformskog i metanolnog ekstrakjadinjenja

izolovanih iz hloroformskog ekstrakta odieana je kolorimetrijski,in vitro, MTT (3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliumbromid) estom prema tricelijske linijje humanih

karcinoma: imortalizovane linije dobijene ogklija karcinoma gria materice (HelLa),
karcinoma dojke (MCF7) i mijeloidne leukemije (K562stim testom, u cilju procene
selektivnosti citotok$hog delovanja testiranih metabolita, ispitivan jeefiekat prema
¢elijskim linijama humanih fetalnih fibroblasta (MR%).

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske diserfacprikazani su i diskutovani u
poglavlju Rezultati i diskusija na86 stranica teksta, kroz 17 tabela i 43 slike. Poglavlje
dopunjeno je Prilozima sa 32 slike. Kandidat je jsveezultate detaljno uporedio sa
odgovarajdim rezultatima drugih autora.

U poglavlju Zaklju ¢ci navedeni su najzdajniji zakljucci koji su doneti na osnovu
rezultata eksperimentalnog rada, kao i njihovogegpema sa odgovarajim relevantnim
literaturnim podacima.

U poglavljuLiteratura dat je spisak literaturnih navoda (277) citirastlom amertke
asocijacije psihologa (APA).

2. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

U okviru doktorske disertacije izvrSena je analsekundarnih metabolita i ispitivanje
farmakoloSkih aktivnosti izolata podzemnih organ@ske velestike,Ferula heuffelii
etarskih ulja, hloroformskog i metanolnog ekstrakiéli izolovanih metabolita i
hlorogenske kiseline.

Etarska ulja podzemnih orgaia heuffelii izolovana su iz uzoraka prikupljenih na tri
razli¢ita lokaliteta u Republici Srbiji. Ulja su izolovammetodom destilacije vodenom parom i
hemijski okarakterisana metodama GC-FID i GC-MSr&ko ulje izolovano iz podzemnih
organa prikupljenin u $evalkoj Kklisuri (Fl1), bilo je bogato seskviterpenskim
ugljovodonicima i fenilpropanskim jedinjenjima, géagni sastojak bio je elemicin (12,5%).
Etarsko ulje izolovano iz podzemnih organa prikemplp u Derdapskoj Klisuri (F2)
karakterisao je visok sadrzaj fenilpropanskih jezhifa, od kojih su najzastupljeniji bili
elemicin (35,4%) 1 miristicin (20,6%). Etarsko uljzolovano iz podzemnih organa
sakupljenih u klisuri Peka (F3) bilo je tai@ bogato fenilpropanima, ptemu su elemicin
(16,8%) i miristicin (12,9%) bili najzastupljenij@mponente. Na osnovu uporedne hemijske
analize sastava ovih etarskih ulja konstatovanalgesu razlike izm#u njih pre svega
kvantitativne prirode. U sva tri analizirana etarshkilja, elemicin je predstavljao
najzastupljeniju komponentu.

Iz hloroformskog ekstrakta podzemnih orgamsapske velestike, kombinovanjem
odgovarajdih hromatografskih tehnika za razdvajanje i izolgeasekundarnih metabolita
(hromatografija na koloni silikagela i semiprepanaa HPLC) i instrumentalnih metoda za
odrativanje njihove strukture (jedno- i dvodimenzionahBiR spektroskopija i HR-MS ESI
spektrometrija), izolovano je i okarakterisano dgsédinjenja: dva fenilpropana [latifolori)

i elemicin @)], dva seskviterpena prenil-benzoil tipaEjél-(2,4-dihidroksfenil)-3,7,11-
trimetil-3-vinildodeka-6,10-dien-1-on 3] i dzamiron 4)], dva seskviterpena prenil-



benzoilfuranonskog tipa §,4R*,5R*)-3-(2,4-dihidroksibenzoil)-5-[(&,7E)-4,8-dimetil-
nona-3,7-dien-1-ilJtetrahidro-4,5-dimetilfuran-2-¢5) i fukanedon B §)], dva seskviterpena
prenil-furokumarinskog tipa &,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-
hidroksi-2,3-dimetilfuro[3,2]kumarin 6) i bajgen C 9)], jedan seskviterpen prenil-
dihidrofurohromonskog tipa &,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-
hidroksi-2,3-dimetilfuro[2,3]hromon (@0) i jedan seskviterpenski umbeliferil etar
[samarkandin aceta¥)]. Metodom eksternog standarda, u frakciji hloraiskog ekstrakta
rastvorljivoj u metanolu, odden je sadrzajetiri izolovana metabolita: latifolond), (6E)-1-
(2,4-dihidroksfenil)-3,7,11-trimetil-3-vinildodek&;10-dien-1-ona 3J), dzamirona 4) i
(28+,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-higksi-2,3-dimetilfuro[ 3,2-
clkumarina 6). Kao standardne supstance késiga su prethodno izolovana jedinjenja, a
nakon toga je pretanat njihov sadrzaj u sirovom hloroformskom ekdtnak

HPLC analizom u metanolnom ekstraktu identifikovanacetiri jedinjenja: latifolon
D, (25,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hioksi-2,3-dimetilfuro
[3,2-clkumarin @), hlorogenska kiselinall) i 3,5-dikafeoilhina kiselina12). Zatim su
metodom eksternog standarda u metanolnom ekstkadentifikovana jedinjenjdl, 6 i 11
Sadrzaj ukupnih polifenola, odien u reakciji s&olin-Ciocalteureagensom, iznosio je 0,112
mg ekvivalenata galne kiseline/mg suvog metanobiagrakta.

Ukupni antioksidantni potencijal ekstrakata ismtv je FRAP testom, dok je
antiradikalska aktivnost ispitivana testovima naligacije "OH i DPPH radikala. Ukupna
antioksidantna aktivnost metanolnog i hloroformslabgtrakta iznosila je 0,98 i 0,idnol
Fe?*/mg suvog ekstrakta, redom. Metanolni esktraktgkaie, ostvario umeren antiradikalski
efekat prema DPPH radikalu (§&rednost iznosila je 62 g/ml). Hloroformski ekstrakt je
ostvario slabu anti-DPPH aktivnost ($€145,5 ug/ml). Metanolni ekstrakt je u opsegu
koncentracija od 5-2Qug/ml ostvario koncentraciono-zavisan efekat neuztnalle OH
radikala, ostvarivSi u koncentraciji od 2@/ml 49,54+3,16% inhibicije. U koncentracijama
vecim od 20 ug/ml, uaeno je da dolazi do smanjenja ove antiradikalske/absti Sto je
objasnjeno prisustvom supstanci sa pro-oksidanta&tivnogu. Hloroformski ekstrakt u
testiranom opsegu koncentracija (3,75-100,08/ml) nije neutralisao "OH radikal.
Sposobnost neutralizacije DPPH radikala ispitivema za etarska ulja i sva tri uzorka su
pokazala zadovoljavaju antiradikalsku aktivnost, pdemu se S€ vrednost nalazila u
opsegu koncentracija od 22,43-47dknl.

Spazmolittka aktivnost izolata (etarskog ulja, ekstrakatay kanetabolital, 4, 6 i 11),
ispitivana jein vitro na izolovanom ileumu pacova u tri eksperimentaimadela: prema
spontanim kontrakcijama, i kontrakcijama izazvaicetilholinom (ACh) i kalijum-hloridom
(KCI). Etarsko ulje, izolovano iz podzemnih orggr@eklom izberdapske Klisure, ostvarilo
je zn&ajno i koncentraciono-zavisno spazmokt delovanije u sva tri modela. Etarsko ulje je
koncentraciono-zavisno relaksiralo spontanu komitredst izolovanog ileuma i u
koncentraciji od 375ug/ml ostvarilo 92,91+19,45% efekta koji je ostvaatropin (14,44
ug/ml). Ovo ulje je u opsegu koncentracija od 15+Bml ostvarilo jak efekat prema
kontrakcijama izazvanim ACh. Naime, u koncentramii75ug/ml, efekat ulja je bio takav da
gotovo da nije doSlo do koncentracijski zavisnogzspogenog efekta nakon dodavanja
rasttih koncentracija ACh, a maksimalni efekat ACh jeasiien na 12,75+12,66%. Ulje je u
koncentracijskom opsegu od 25-2p@/ml takaie koncentraciono-zavisno inhibiralo efekat
80 mM KCI, a u koncentraciji od 2503/ml efekat KCI je bio gotovo u potpunosti ponisten
(10,01+23,35%). Hloroformski ekstrakt je prema dpaim kontrakcijama ostvario
koncentraciono-zavisan spazmahii efekat i u koncentraciji od 30Qug/ml ostvario
109,1%28,26% efekta atropina. Spazmahkii efekat prema kontrakcijama izazvanim ACh je,
u poretenju sa etarskim uljem, bio neSto manjeg intereitBkstrakt je u koncentraciji od



100 pg/ml smanijio efekte ACh i na kraju doveo do smajajerjegovog maksimalnog efekta
na 48,53+16,68%. Spazmotiti efekat prema kontrakcijama izazvanim KCI biogk&an
efektu koji je ostvarilo etarsko ulje. U koncentjiaod 300 pg/ml, ekstrakt je doveo do
smanjenja efekta KCI na 13,19+26,79%. Ovaj eksti@kioncentraciono-zavisno relaksirao i
kontrakcije izolovane traheje pacova izazvane K&l ;M) i u koncentraciji od 1,3 mg/ml
potpuno ponistio efekat KCI. Metanolni ekstrakt ggneralno, ostvario §a spazmolitko
delovanje od hloroformskog ekstrakta. U koncenfrad 100ug/ml, ekstrakt je ostvario §a
efekat (124,57+£21,39%) od efekta atropina (@) sa kojim je upordivan. Ovaj ekstrakt je
takade, koncentraciji od 12Qg/ml snazno, zr@jno i koncentraciono-zavisno inhibirao
kontrakcije ileuma izazvane ACh i doveo do smamjenpaksimalnog efekta na
26,35+23,69%. Aktivnost ovog ekstrakta prema kdwifama izazvanim KCI testirana je u
opsegu koncentracija od 10—-@@/ml, i u koncentraciji od 6@g/ml ekstrakt je doveo do
smanjenja efekta KCI na 44,42+11,26%. Testiranajedjal (1-6 pg/ml), 6 (1-10pg/ml ) i
11 (1-10 pg/ml) ostvarila su relaksantni efekat prema spantakontrakcijama ileuma.
Jedinjenjal (28,8 uM) i 11 (28,2 uM) su u gotovo identnim koncentracijama ostvarila
uporediv spazmolitki efekat, koji je iznosio 93,226,57% (za jedinjenj&) i 95,95+31,90%
(za jedinjenjell) efekta atropina (6,4M). Jedinjenje6 je ostvarilo nesto slabiji efekat i u
koncentraciji od 26,2M ostvarilo efekat od 46,13+21,50% efekta atropkfekat jedinjenja
4 testiran je samo u koncentraciji od 2281 i iznosio je 37,03+21,86% efekta atropina.
Testirana jedinjenja ostvarila su relaksantni efekprema kontrakcijama izazvanim ACh.
Jedinjenjel testirano je u dvema koncentracijama (9,6 i 19VP i pokazalo spazmolitki
efekat samo u niZoj koncentraciji, koji je ujedno kzrazeniji prema nizim koncentracijama
ACh. Nasto jai efekat ostvarilo je jedinjenjé koje je u koncentraciji od 22oM dovelo do
smanjenja maksimalnog efekta ACh na 68,09+11,508s\h testiranih metabolita, najja
efekat prema kontrakcijama izazvanim ACh ostvamgedinjenje6. Ovo jedinjenje (20,9
uM) ostvarilo je ujednéeno delovanje prema svim primenjenim koncentra@jafCh i
dovelo do smanjenja maksimalnog efekta na 52,9158, Aktivhost jedinjenjd 1 takaie je
ispitivana u dve koncentracije: 22,5 i gbl. U nizoj primenjenoj koncentraciji ovo jedinjenje
je ostvarilo relaksantni efekat prema nizim, aliipegema viSim koncentracijama ACh, dok je
u vetoj koncentraciji efekat ostvaren prema svim konaaijama ACh, a maksimalni efekat
ACh je redukovan na 68,22+11,35%. Ipak, uzevsi uirolvisoku koncentraciju ovog
jedinjenja, moze se zakiiti da jedinjenjell ostvaruje slab spazmoliki efekat prema
kontrakcijama izazvanim ACh. Atropin, koji je i wam modelu kori&en kao referentna
supstanca, ostvario je viSestrukeijafekat od svih testiranih metabolita i u konceaiji od
0,14 uM doveo do smanjenja maksimalnog efekta ACh na8ta,%2%. Od svih testiranih
metabolita, samo su jedinjenja i 6 ostvarila snazan, stati&ti zna&ajan i meusobno
uporediv relaksantni efekat prema kontrakcijamazvaaim KCI. Jedinjenjel je u
koncentraciji od 28,8M dovelo do smanjenja efekta KCI na 43,53+7,78% j@gedinjenje

6 u koncentraciji od 26,2M dovelo do smanjenja efekta na 45,11+14,10%. jeaim4
(16,88 uM) i 11 (28,2 uM) dovela su do smanjenja efekta KC|I na 81,14+4|56
61,73+26,78%, redom. Kao i u prethodnom eksperimetastirana jedinjenja ostvarila su
viSestruko slabije delovanje u pdemju sa referentnim lekom. U ovom eksperimentalnom
modelu u ove svrhe kotign je alverin koji je u koncentraciji od 8#M ponistio efekat KCI
(1,75+2,96%). Efekti testiranih izolata u svim e&smentalnim modelima bili su reverzibilni
i gubili su se nakon ispiranja preparata ileufgeod-ovim rastvorom.

Antiinflamatorna aktivnost ekstrakata ispitivana i@ vivo u modelu karageninom
izazvanog edema Sapica pacova, kao i analizomlIds&ib preparata Sapica pacova. Oba
ekstrakta ostvarila su dozno-zavisan i st&kstznatajan antiedematozni efekat. Primenjen u
dozi od 50 mg/kgp.o. metanolni ekstrakt je ostvario efekat (77,28+2%yiporediv sa
efektom indometacina (8 mg/lgo), koji kori&en kao referentni lek (76,00£19,32%), dok je



u dozi od 100 mg/kg ovaj ekstrkat ostvario efek8#,Q0+22,03%) j& od efekta
indometacina. Hloroformski ekstrakt je ostvario toeslabiji efekat u podenju sa
metanolnim. Primenjen u dozama od 50 i 100 mg/Kkgtrakt je ostvario slan efekat
(62,78+13,42% i 64,71+£17,98%, redom). Analizom dimsikih preparata Sapica pacova u
kontrolnoj grupi udeno je prisustvo izrazene inflamacije koja se k@made prisustvom
edema Kelijskih infiltrata, dok navedene inflamatorne prme nisu detektovane u grupi koja
je tretirana metanolnim ekstraktom u dozi 100 mg#tg je u skladu sa rezultatima dobijenim
prilikom ispitivanja antiedematozne aktivnosti.

Gastroprotektivna aktivnost hloroformskog i metaogl ekstrakta ispitivana ja vivo u
modelu akutnog ulkusa pacova indukovanog oralnomerom apsolutnog etanola (akutni
stres-ulkus). Hloroformski ekstrakt ostvario je jakatisttki znatajan efekat, préemu je vé
u dozi od 25 mg/kg.o.ispoljio efekat uporediv sa efektom ranitidina (@9/kgp.o.), koji je
koris¢en kao referentni lek. Efekat metanolnog ekstrékbaje nesSto slabiji, tj. ovaj ekstrakt
je tek u dozi od 100 mg/kg.o.ostvario protektivni efekat uporediv sa efektomitidima.

Antimikrobna aktivnost izolata podzemnih orgafhaheuffelii (etarskih ulja, ekstrakata i
metabolital, 3, 4, 6 i 11), ispitivana jein vitro, bujon mikrodilucionim metodom, prema
standardnim sojevima Sest Gram (+) i tri Gram étbrije, kao i tri soja kvasniggandida
albicans a rezultati su izrazavani kao minimalne inhibi®r koncentracije (MIK).
Najsnazniju antimikrobnu aktivnost etarska uljavagta su prema Gram (+) bakterijama
Staphylococcus epidermidiglK=10,2-25,0 ug/ml), Micrococcus flavus(MIK=6,8-28,2
ug/ml) i M. luteus(MIK=10,2-13,7 ug/ml), dok je efekat prema Gram (-) bakterijama bio
generalno slabiji. Sva tri etarska ulja ostvarila mar@ito jako antifungalno delovanje
inhibirajuéi rast tri soja kandide u opsegu koncentracija @16,7 ug/ml. Hloroformski i
metanolni ekstrakt ostvarili su umereno antimikrololelovanije, a najia efekat oba ekstrakta
ostvarila su prema bakterijanta aureugMIK=12,5 pg/ml) i M. luteus(MIK=50,0 pg/ml i
12,5 ug/ml, redom). Od svih testiranih metabolita, samojedinjena3, 4 i 6 ostvarila
zna&ajno antimikrobno delovanje. Jedinjega 3 snazno su inhibirala rast bakterja luteus
(MIK=2 pug/ml i 4 ug/ml, redom), iS. epidermidis(MIK=4 pg/ml i 8 pg/ml, redom).
Jedinjenja3 i 4 ostvarila su jak antimikrobni efekat i prema baiiteB. subtilis (MIK=4
ug/ml i 8 ug/ml, redom). Jedinjenjai 11 nisu pokazala antimikrobno delovanje u testiranom
opsegu koncentracija (2-¢dy/ml).

Izolati podzemnih organi. heuffelii(ekstrakti i metaboliti, 3, 4, 6, 8 9), testirani su u
pogledu citotoksine aktivnosti prema tréelijske linije kancera: karcinoma dgrdi materice
(HeLa), karcinoma dojke (MCF7) i mijeloidne leukgeni(K562), dok je selektivhost
citotoksine aktivnosti metabolita ispitana prema liniji huntnafetalnih fibroblasta (MRC-5).
Ovo ispitivanje sprovedeno jen vitro MTT testom. Ekstrakti su ispitivani u opsegu
koncentracija od 12,5-200,@/ml i pokazali su snazno citotoksb delovanje. Hloroformski
ekstrakt je ostvario viSestruko snaznije delovamgemetanolnog, prtemu su IGy vrednosti
prema svimeelijskim linijama kancera bile nize od 1@/ml. Najja&u citotoksénu aktivnost
ovaj ekstrakt ostvario je prema MCEglijskoj liniji (IC50=6,09+£0,52ug/ml). Metanolni
ekstrakt je ostvario slabije delovanje prema s\detijskim linijjama kancera, a najja
delovanje ispoljio je, takie, prema liniji MCF7 (IG=47,57+1,49ug/ml). Svi metaboliti
ostvarili su uglavnom snazno delovanje prema tastin ¢elijskim linjjama kancera. Najia
efekat ostvarili su prema liniji K562 i njihove dg&vrednosti varirale su od 8,01+0,dK (za
jedinjenje3), do 10,56+1,19M (za jedinjenje9). Cisplatin, koji je korien kao referentni
lek, ostvario je neSto ¢a aktivnost od testiranih metabolita {£5,54+1,03uM). Prema
HeLa celijskoj liniji svi metaboliti, osim jedinjenjal (IC50=86,81+1,21uM), ispoljili su
snaznu citotokgnu aktivnost, préemu je médu njima najsnazniji efekat ostvarilo jedinjerge
(IC50=6,54+0,07uM), a najslabiji jedinjenje9 (ICs0=14,42+0,39). Cisplatin je prema ovoj



liniji ostvario oko tri puta j&e delovanje u odnosu na najaktivniji metabolits¢#2,1+0,2
uM). Testirana jedinjenja ostvarila su najslabijutvakost prema liniji MCF7. Naime,
jedinjenjali 3 u testiranom opsegu koncentracija nisu dovela db Hthibicije rasta ove
linije (IC50>200 uM). Medu ostalim testiranim metabolitima, najgdelovanje ostvarilo je
jedinjenje 6 (IC50=22,32+1,32uM) i njegov efekat bio je uporediv sa efektom cadila
(IC50=18,67+0,75uM). Vazno je, meutim, naglasiti da nijedan od metabolita nije, u
testiranom opsegu koncentracija, doveo do 50% iaifebrasta normalnih humanih fetalnih
fibroblasta (MRC-5). 1z ovoga je izveden zakhk da, za razliku od cisplatina
(IC50=41,56£1,72uM za linijju MRC-5), testirani metaboliti ostvarujcitotoksan efekat
selektivno preméelijskim linijjama kancera.

3. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA KANDIDATA SA PODACIMA Iz
LITERATURE

Rod Ferula L. pripada familiji Apiaceae, i obuhvata oko 170ster Ciji se centar
diverziteta nalazi u zapadnoj i centralnoj Azijiq®nie i sar., 2000; Drude, 1898). U Flori
Evrope (Tutin, 1968) opisano je 8 predstavnika onamta. Pojedine vrste ovog rokariste se
u tradicionalnoj medicini naroda azijskih zema§janeiu njima se svakako moze izdvojti
assa-foetidaL. Zasecanjem podzemnih organa ove (ali i joS mekugih vrsta ovog roda),
dobija se oleogumirezina koja se tradicionalno rgifava kao antibakterijski agens,
spazmolitik, diuretik, antihelmintik, karminativnaepileptik i laksativ, a pripisuju joj se i
afrodizijatna svojstva (Iranshahy i Iranshahi, 2011). Hemigslstav i farmakoloska aktivnost
su do sada detaljno ispitani za veliki broj predstea ovog roda, natito u poslednjih
dvadesetak godina. Sekundarni metaboliti ovog smdepituju joS od 60-ih godina XX veka.
Najzastupljeniju grupu sekundarnih metabolita utams roda Ferula predstavljaju
seskviterpenski kumarini i oni za ovaj rod imajueliki hemotaksonomski zgaj. Do danas
je iz vrsta ovog roda izolovano i identifikovanoSeiod 130 seskviterpenskih kumarina,
uglavnom seskviterpenski umbeliferil etri, seskwpgnski etri derivati izofraksidina,
prenilovani 4-hidroksikumarini i seskviterpeni pileiarokumarinskog tipa. U vrstama ovog
roda ¢esto su u zr@jnim kolicinama prisutni i monoterpenski kumarini, seskviegrgki
hromoni, jedinjenja sa sumporom i daukanski e&lisgczyiska i Brodelius, 2012, Iranshahy
i Iranshahi, 2011).

Iz hloroformskog ekstrakta podzemnih organa visteeuffeliiizolovano je 10 jedinjenja
koja pripadaju raztitim grupama sekundarnih metabolita. Od fenilpragba@m derivata iz
ovog ekstrakta izolovani su latifolon, prethodnmlawan iz vrstaF. sinaica Boiss., F.
ugamicaKorovin ex BaranofAl-Hazimi, 1986) iF. communid.. (De Pasqual i sar. 1986), i
elemicin, prethodno identifikovan u etarskim uljirk@renaF. communigDe Pasqual i sar.,
1986),F. persicaWilld. (Javidnia i sar., 2005, Iranshahi i sar., 2066)glaucal. (Maggi i
sar., 2009) i nadzemnih delowa foetida Regel (Kanani i sar., 2011). Iz ovog ekstrakta
izolovana su i dva seskviterpena prenil-benzoila:tigee)-1-(2,4-dihidroksfenil)-3,7,11-
trimetil-3-vinildodeka-6,10-dien-1-on, prethodnoolavan iz korena vrsteé=. ferulioides
(Steud.) Korovin (Kojima i sar., 1998) i dzamirgorethodno izolovan iz korena vrska
ferulioides(Kojima i sar., 1998)F. mongolicaV. M. Vinogr. & Kamelin iF. dshaudshamyr
Korovin (Choudhary i sar., 2001). Dva seskviterpemanil-benzoilfuranonskog tipa
(3$,4R*,5R*)-3-(2,4-dihidroksibenzoil)-5-[ (&, 7E)-4,8-dimetil-nona-3,7-dien-1-
iltetrahidro-4,5-dimetilfuran-2-on i fukanedon Byethodno izolovana iz korena vrska
ferulioides (Kojima i Isaka, 1999) F. fukanensiK. M. Shen (Motai i Kitanaka, 2005),



redom, takde su izolovana iz hloroformskog ekstrakta podzenurgana srpske velestike.
Najzastupljeniji sekundarni metabolit izolovan itohoformskog ekstrakta, &,3R*)-2-
[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hioksi-2,3-dimetilfuro[3,2e]kumarin,

koji pripada klasi seskviterpena prenil-furokumakiag tipa, prethodno je izolovan iz korena
vrste F. ferulioides(lsaka i sar., 2001). Njegov stereoizomer bajgeriakaie izolovan iz
ispitivanog ekstraktaF. heuffelij prethodno je izolovan iz korena vrsie mongolica
(Choudhary i sar., 2001). 1z ispitivanog ekstraiktalovani su i jedan seskviterpen prenil-
dihidrofurohromonskog tipa, (2S*,3R*)-2-[(3E)-4,8xtktiinona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-
hidroksi-2,3-dimetilfuro[2,3-b]hromon, prethodnoolavan iz korena vrst&. ferulaeoides
(Nagatsu i sar., 2002), kassamarkandinacetat, seskviterpenski umbelifedt,eprethodno
izolovan iz korena vrstk. persica, F. pseudooreoselinunpsky, F. teterrimaKar. i Kir. i F.
lipskyi Korovin (Saidkhodzhaev i sar., 1991; Sokolova i.,s4078; Bagirov i sar., 1977;
Kir'yalov i Bukreeva, 1972).

U metanolnom ekstraktu podzemnih org&ndneuffeliiidentifikovana su 4 jedinjenja, od
kojih su latifolon i (&*,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-higksi-
2,3-dimetilfuro[3,2elkumarin prethodno izolovani iz hloroformskog ek&tia podzemnih
organa iste vrste. ldentifikovane su i dve fendikdssilne kiseline: hlorogenska i 3,5-
dikafeoilhina kiselina. Pregledom literature uteno je da je hlorogenska kiselina, koja je
ubikvitarno rasprostranjena u biljnom svetu, u réekrula do sada identifikovana samo u
podzemnim organimaF. plurivittata Korovin (Berdymuradov i sar., 1972), dok 3,5-
dikafeoilhina kiselina do sada nije identifikovam@redstavnicima ovog roda.

U okviru ove doktorske disertacije ispitivan jearhijski sastav etarskih ulja podzemnih
organaF. heuffeliiprikupljenih na tri lokaliteta u Republici SrbijRezultati ovog ispitivanja
pokazali su da u testiranim etarskim uljima donajurfenilpropanska jedinjenja. Glavni
sastojak sva tri etarska ulja bio je elemicin (1254%), dok je i miristicin bio zastupljen u
znaajnim kolicinama (4,5-20,6%). Fenilpropani su u visokom proedsili zastupljeni i u
etarskom ulju izolovanom iz korera glauca(16,4%), a glavni sastojci u ovom ulju,éslo
uljima testiranim u okviru ove disertacije, bili slemicin (9,0%) i miristicin (7,4%) (Maggi i
sar., 2009). Takie, u etarskom ulju korerfa oopodaBoiss.i F. persicaWilld. var. persica
potvrdeno je zn&ajno prisutvo miristicina (11,2 i 8,9%, redom) (shahi i sar., 2006; Al-
Ja'fari i sar., 2011). Seskviterpeni su td&opredstavljali grupu jedinjenja koja je u
zna&ajnom procentu bila prisutna u ispitivanim etarskipma. U ulju iz korena sakupljenog
u Sicevakoj klisuri oni su predstavljali dominantnu frakgjju kojoj su najzastupljeniji bifi-
kopaen (9,5%) ip-gurjunen (7,5%). Seskviterpenski ugljovodonici suedstavljali
najzastupljeniju klasu i u etarskom ulju izolovanam korena F. glauca (56,1%), a
najzastupljeniji u ovom ulju bili suE)-p-farnezen (10,0%)epizonaren (7,1%) y-kadinen
(6,8%) (Maggi i sar., 2009). U etarskim uljima rrekirstarodaFerula, pored seskviterpena,
fenilpropana i/ili monoterpena, &@no je i prisustvo jedinjenja sa sumporom koja su u
nekima od njih bila prisutna u z&gnim kolicinama, zbogega se sva etarska ulja izolovana
iz vrsta rodaFerula mogu podeliti u dve grupeta ona u kojima ima i ha ona u kojima nema
jedinjenja sa sumporom. U uljima izolovanih iz koa€. persicai F. latisectaova jedinjenja
su predstavljala najzastupljeniju grupu metabo(8,6 i 75,5%, redom). Talke, sadrzaj
ovih jedinjenja bio je visok i u uljima dobijeninmestilacijom oleogumirezin&. fukanensis
F. sinkiangensis F. assa-foetidaNajéce&i predstavnici jedinjenja sa sumporom u etarskim
uljima vrsta ovog roda bili ssecbutil-(2)-propenil disulfid isecbutil-(E)-propenil disulfid
(Sahebkar i Iranshahi, 2011). U testiranim etarskiljjma podzemnih organa srpske
velestike F. heuffelii nije uaeno prisustvo jedinjenja sa sumporom.

Antioksidantna aktivnost izolata vrsta roBarula do sada je malo ispitivana, a néto
su retki podaci o antioksidantnoj aktivnosti izalatjihovih podzemnih organa. Anti-DPPH



aktivnost metanolnog ekstrakia heuffelii (SGy=62,5 pg/ml) bila je jga od anti-DPPH
aktivnosti vodeno-etanolnog ekstrakta koreRa gummosa (SGe=579,6£19,4 ug/ml)
(Ebrahimzadeh i sar., 2011). Taley aktivnost ispitivanog metanolnog ekstrakta jalgca i

od aktivnosti metanolnog ekstrakta hefbeassa-foetidgSG=380+12 ug/ml) (Dehpour i
sar., 2009), vodeno-etanolnih ekstrakata stabla 5065€5,9+26,4 ng/ml), lista
(SGs50=192,5+8,6 ug/ml) i cveta (SG=471,6£19,4ug/ml) vrste F. feotida (Nabavi i sar.,
2010), kao i vodeno-metanolnog ekstrakta hérberientalis(SGe= 99,1+0,5ug/ml) (Kartal

i sar., 2007). Anti-DPPH aktivnost hloroformskogselakta moze se okarakterisati kao slaba
(SGs5p=145,5 pg/ml), ali je u pordenju sa neaktivhim heksanskim ekstraktom heffbe
orientalis, kao i acetonskim (S&=310+0,5ug/ml) i deodorisanim acetonskim ekstraktom
herbeiste vrste (S=118%0,8 ug/ml), ekstraktF. heuffeliiipak ostvario jau aktivnost.
Testirana etarska ulj&. heuffelii ostvarila su jau anti-DPPH aktivnost u patenju sa
etarskim uljem herb€&. orientalis (SG=423,0+0,8ug/ml). Pretragom literature nisu deni
podaci o ispitivanju sposobnosti izolata vrsta rbdaulada neutraliSu "OH radikal.

U disertaciji je testirana i spazmotitia aktivnhost izolata podzemnih orgaRaheuffelii
etarskog ulja izolovanog iz podzemnih organa pamkiz Derdapske klisure, hloroformskog
i metanolnog ekstrakta, kao i izabranih metabdla&folona, dzamirona, &,3R*)-2-[(3E)-
4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidrek2,3-dimetilfuro[3,2e]kumarina i
hlorogenske kiseline). Spazmalka aktivnost izolata testirana jen vitro u tri
eksperimentalna modela: prema spontanim kontrakeijakao i prema kontrakcijama
izazvanim acetilholinom (ACh) i kalijum-hloridom (). Etarsko ulje ostvarilo je snazan,
koncentraciono-zavisan i statidti znatajan spazmolitiki efekat u sva tri modela. Aktivhost
testiranog ulja se makar delidino moze objasniti prisustvom elemicina (35,4%) fisticina
(20,6%), jer su prethodna ispitivanja pokazala dea adva fenilpropana ostvaruju
antiholinergéko delovanje (McKenna i sar., 2004), a da se spaudim delovanje ploda
perSuna moze talde objasniti spazmolitkim delovanjem miristicina (Czygan i Hiller,
2002). Efekat testiranog etarskog Ufjaheuffeliiprema kontrakcijama izazvanim ACh bio je
jaci od efekta ulja oleogumirezinE. gummosakoje je tek u koncentraciji od 36@gy/ml
dovelo do kompletne inhibicije efekata ACh. Tdkpza razliku od uljd&. heuffelij etarsko
ulle F. gummosau opsegu koncentracija od 10-3@@/ml nije ostvarilo efekat prema
spontanim kontrakcijama izolovanog ileuma. Nasupovhe, etarsko uljd=. gummosage
ispoljilo nesto jai efekat prema kontrakcijama izazvanim KCI (80 miM) koncentraciji od
180 pug/ml gotovo ponistilo efekat KCI (Sadrei i sar.,02Q. Etarsko ulje oleogumirezirte
assa-foetidatakaie je snazno inhibiralo kontrakcije izolovanog ileumpacova indukovane
KCI (80 mM) (1Gs0=5,8+1,1 nl/ml), dok je efekat ovog ulja prema kaktijama izazvanim
ACh (320 nM) i 5-HT (1,28M) bio nesto slabiji (16=20,1+2,8 i 14,3+0,9 nl/ml, redom).
Bitno je naglasiti da su Sadrei i sar., za razlddi modela ispitivanja uticaja izolafa
heuffelii prema kontrakcijama izazvanim ACh ka@e#im u okviru ove disertacije, koristili
model gde su kontrakcije izazvane jednom konceljwracACh (slicno modelu ispitivanja
uticaja na kontrakcije izazvane KCI) (Sadrei i s2003). Etarski (0,6-2,1g/ml) i benzinski
(0,3-10ug/ml) ekstrakt oleogumirezine podezemnih orggngummosasu, u poréenju sa
hloroformskim ekstraktonk. heuffelii u nizem opsegu koncentracija inhibirali kontrgkci
izolovanog ileuma pacova izazvane KCI (80 mM) i AGketanolni ekstrakt oleogumirezine
iste vrste je takide jae relaksirao kontrakcije ileuma izazvane KCI i AGhpreienju sa
metanolnim ekstraktom podzemnih orgdnaheuffelii Relaksantni efekat vodeno-etanolnog
ekstrakta oleogumirezinE. gummosgprema kontrakcijama izazvanim KCI i ACh bio je
uporediv sa efektom testiranog metanolnog ekstriakteeuffelii(Sadrei i sar., 2001). Vodeni
ekstrakt oleogumirezind-. assa-foetidaostvario je relaksantni efekat prema spontanim
kontrakcijama, kao i prema kontrakcijama izazva@i@h, histaminom i KCI. Ovi efekti su
ostvareni u zn#&jno visSim testiranim koncentracijama (1-7 mg/mpareienju sa izolatima



F. heuffelii ali je vazno napomenuti da su kéeggi drugéiji eksperimentalni modeli, kao i
da je ispitivanje izvedeno na izolovanom ileumu aeawa (Fatehi i sar., 2004).

Ekstrakti podzemnih organa. heuffelii pokazali su snazno, dozno-zavisno i stasti
zna&ajno antiinflamatorno delovanje. Rezultati prethbdnispitivanja pokazuju da
hlorogenska kiselina, jedinjenje prisutno u isg@itiem metanolnom ekstraktu, ostvaruje
antiinflamatornu  aktivnost inhibicijom produkcije z@-monoksida (NO), ekspresije
ciklooksigenaze 2 (COX-2) i inducibilne NO-sintaéNOS), da inhibira biosintezu
proinflamatornih citokina (IL-g, TNF-o i IL-6) u monocitima tretiranim LPS, kao i da
inhibira translokaciju transkripcionog faktora NB-u jedro (Shi i sar., 2013; Hwang, Kim,
Park, Lee i Kim, 2013). Druga fenolkarboksilna kisg identifikovana u metanolnom
ekstraktu, 3,5-dikafeoilhina kiselina, tale deluje antiinflamatorno, i to tako Sto inhibira
produkciju PGE. Izolati koji su sadrzali smesSu 3,5- and 3,4-dékdhina kiselina dovodili su
takaie do supresije COX-2/PGEINOS/NO puteva (dos Santos i sar., 2010; Puammant i
sar., 2011). Seskviterpenski kumarini (fukanefuromeE, F, G, H, I, J, K i L), strukturno
sli¢ni jedinjenjima6 i 9, ostvarili su takde antiinflamatornu aktivnost vitro inhibirajuci
produkciju NO (Nazari i Iranshahi, 2011). Jedingeh, izolovano iz podzemnih orgara
heuffelii inhibiralo je produkciju NO stimulisanu LPS/IFN-ali ne i ekspresiju iNOS.
Jedinjenja3i 4, izolovana iz podzemnih orgaia heuffelij inhibirala su produkciju NO, kao
i ekspresiju INOS u RAW264.aelijskoj liniji, stimulisanu LPS/IFNy, dok jedinjenj& i 8, u
koncentracijama od 10 i 3@y/ml, redom, nisu inhibirala produkciju NO (MotaKitanaka,
2004, 2005 i 2006).

U disertaciji je ispitivana i gastroprotektivna i@kibst hloroformskog i metanolnog
ekstrakta podzemnih orgafa heuffelii Prethodno je pokazano da koloidni rastvor asideti
u dozi od 50 mg/kgp.o, ostvaruje gastroprotektivni efekat u nekoliko lir&th
eksperimentalnin modela (lranshahy i Iranshahi, 1201Hloroformski, etilacetatni,n-
butanolni ekstrakt oleogumirezingé. sinkiangensiskao i ostatak nakon ekstrakcije ove
oleogumirezine vodom, odnosno destilacije voden@rom, ostvarili su gastroprotektivno
delovanje u modelu indometacinom (3 mg/kg;) izazvanog ulcera u pacova. U dozi od
1,3515 g/kg hloroformski i etilacetatni ekstrakttvasili su efekat uporediv sa efektom
referentnog leka famotidina (0,003 g/kg), dok jekat butanolnog ekstrakta bio nesto slabiji
(Teng i sar., 2013). lako je ulkus izazvan drugmeressom i uprdvan sa drugim kontrolnim
lekom, moZe se zakkiti da su testirani ekstraktr. heuffelii u nizim koncentracijama
ostvarili gastropretektivni efekat uporediv sa refgnim lekom.

Etarska ulja, ekstrakti i tri izolovana metabofsadzemnih organg. heuffeliipokazala su
antimikrobno delovanjén vitro. Prethodna ispitivanja antimikrobne aktivnosti etacs ulja
asafetide su pokazala da uzorci prikupljeni u jungulu u Iranu pokazuju zrajnu
antimikrobnu aktivnost. Uzorak prikupljen u julu (K&15-65 ug/ml) je jae inhibirao rask.
coli od ulja F. heuffelii F2 i F3, ali slabije od ulja F1. Inhibicija rasta. aureus
(MIK=65,0%9,3 png/ml) bila je j&a od inhibicije koju su ostvarila sva tri etarskipa UF.
heuffelii Aktivnost prema sojiB. subtilisbila je uporediva sa aktivné$ uzoraka F2 i F3,
dok je antifungalna aktivnost prema kvasrticialbicans(MIK=18+28 pg/ml) bila slabija od
aktivnosti sva tri etarska ulfa. heuffelii Etarsko ulje asafetide inhibiralo je ragalmonella
typhi (MIK=58x7,1 ng/ml) i Aspergillus nige(MIK=22+3,9 ug/ml), bakterija n&iji rast nije
ispitivan uticaj etarskih ulj&. heuffelii(Kavoosi i Rowshan, 2013). Ispitivana etarska Elja
F2 i F3 pokazala suda aktivhost prema bakterijana aureusB. subtilis E. faecalisE. coli
i kvasniciC. albicansod etarskog ulja korena. glauca ¢ije su se MIK vrednosti kretale od
78 ng/ml (zaB. subtilig do 1250ug/ml (zaS. aureud C. albican3 (Maggi i sar., 2009).
Ispitivanje antimikrobne aktivnosti etarskog uljea@gumirezine~. gummosgokazalo je da
ono snazno inhibira rast Gram (+) bakteBjaaureus Lysteria moonocytogenéMIK=1,56
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wl/ml) (Abedi i sar., 2008). Do sada je pokazandodgini sekundarni metabolit. heuffelii
pokazuju izrazito antimikrobno delovanje. Daukanglstar, 14-¢-hidroksicinamoiloksi)-
dauka-4,8-dien, i seskviterpenski kumarin feruleostvarili su prema sojevinta aureusB.
subtilis Streptococcus duransk. faecalisjaku inhibitornu aktivnost (MIK=6,83/M i 1,72
uM). Antimikrobna aktivnost ovih jedinjenja prenta aureusB. subtilisi E. faecalisbila je
jaca od svih metabolit&. heuffeliitestiranih u okviru ove disertacije (Al-Yahya rsd 998).
Feruzinol i dijastereoizomer samarkandina ostvatlprema Gram (+) bakterijamB. (cereus

i S. aureup snazan inhibitorni efekat. Feruzinol je tdkoostvario snazan efekat i prema
Gram (-) bakterijamaSerratia sp., Pseudomonasp. i E. coli) (Gliszczyiska i Brodelius,
2012). Galbarina kiselina potencira antimikrobnu aktivnost pdimiei G i cefaleksina prema
S. aureusa istovremena primena ovog seskviterpenskog knmaa antibioticima dovodi do
smanjenja njihovih MIK vrednosti prema meticilimetraciklin- i ciprofloksacin-rezistentnom
sojuS. aureugNazari i Iranshahi, 2011).

Ekstrakti i izabrani sekundarni metaboliti podzemorganaF. heuffeliitestirani su i u
pogledu citotoksine aktivnosti. Prethodna isptivanja citot@k&lg potencijala razlitih
ekstrakata nadzemnih delova vrdta persicavar. persica i F. hezarlalehzaricaAjani,
pokazala su da samo heksanski i hloroformski ekistvatvaruju citotoksian efekat prema
¢elijskim linijama kancera jetre (HepG2), dojke (MCF; kolona (HT29) i plaa (A549).
Medutim, aktivnost ovih ekstrakata prema liniji MCFKoja je korigena i u ispitivanjima u
okviru ove disertacije, bila je slabija od metamgnekstrakta i viSestruko slabija od
hloroformskog ekstrakt&. heuffelii (Hajimehdipoor i sar., 2012). Seskviterpenski kumar
ferulenol ostvario je snazno citotokso delovanje prema ragiiim c¢elijskim linijama
kancera (MCF-7, SKOV-3, HL-60). Prema liniji MCFayaj kumarin je ostvario delovanje u
nanomolarnim koncentracijama, pa se moze zéikiljda je njegova aktivnost bila visestruko
veca u pordenju sa metabolitimg. heuffeliitestiranim u okviru ove disertacije (Bocca i sar.,
2002). Veoma snazan citotoksi efekat (snazniji od testiranih metabolaheuffeli), prema
ovoj ¢elijskoj liniji ostvario je i bicikli¢ni seskviterpenski kumarin konferol @&3,4 pg/ml,
odnosno 8,9 uM), koji je strukturno &in samarkandinacetatu prisutnom u Jstheuffelii
(¢ija aktivnost nije testirana u okviru ove diserfagiKonferol je ostvario snazno citoto&so
delovanje i prema dve linije hepatocelularnog kasma (HepG2 i Hep3B). Ispitivanje
citotokstne aktivnosti raztitih sekundarnin metabolita prisutnih u vrstamaardekerula
(umbeliprenina, 7-izopenteniloksikumarina, hermari stilozina, ¢imgina, galbanine
kiseline, farneziferola A, diverzina, konferona,aalifozida E i mogoltadona) néelijske
linije karcinoma ovarijuma (CH1), pta (A549) i melanoma (SK-MEL-28) koje su 2013.
god. sproveli Valiahdi i saradnici, pokazalo je d&a jedinjenja ostvaruju osrednji
citotoksiéni efekat i autori smatraju da bi ih mozda trebalosmatrati pre svega kao
hemopreventivne agenase, odnosno hemosenzitizahalfdi i sar., 2013).
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5. ZAKLJU CAK - OBRAZLOZENJE NAU CNOG DOPRINOSA DOKTORSKE
DISERTACIJE

U okviru doktorske disertacije kandidata dipl. farivana N. Pavlo\ia sprovedena je
analiza sekundarnih metabolita i farmakoloSke aldsti izolata podzemnih organa srpske
velestike, Ferula heuffelii Griseb. ex Heuffel. Ova vrsta naseljava dsto Srbiju,
jugozapadnu Rumuniju i zapadnu Bugarsku i do sa@apnowavana u pogledu hemijskog
sastava i farmakoloSke aktivnosti, Sto je predgivinawtnu osnovu za njeno ispitivanje.

Hemijski sastav etarskih ulja izolovanih iz podzémarganaF. heuffeliiporeklom sa
tri lokaliteta u Republici Srbiji (F1-8evatka klisura; F2berdapska klisura i F3-klisura
Peka), ispitivan je metodama GC-FID i GC-MS. Analfiz sastava etarskog ulja F1
utvrdeno je da, generalno, najzastupljeniju grupu médi@bdine seskviterpeni, ali je
glavni sastojak ipak bio elemicin, koji pripada gréienilpropanskih jedinjenja. Analizom
sastava etarskog ulja F2 i F3 utgno je da najzastupljeniju grupu metaboldime
fenilpropani, pricemu je i u ovim uljima elemicin bio zastupljen ujvegoj koli¢ini, a
pratio ga je joS jedan fenilpropan — miristicin. Nanovu hemijske analize sastava ovih
etarskih ulja zakljgeno je da su razlike iznda njih pre svega kvantitativne prirode.

U okviru ove doktorske disertacije prvi put je puiglieno hemijskoj karakterizaciji
podzemnih organa srpske velestike. Kombinovanjegowearajiéih hromatografskih tehnika
za razdvajanje i izolovanje sekundarnih metabolitsstrumentalnih metoda za odreanje
njihove strukture, iz hloroformskog ekstrakta padméh organaF. heuffelij izolovano je i
okarakterisano deset jedinjenja: dva fenilpropatatif¢lon (1) i elemicin @)], dva
seskviterpena prenil-benzoil tipa HB1-(2,4-dihidroksfenil)-3,7,11-trimetil-3-vinildaeka-
6,10-dien-1-on J) i dzamiron 4)], dva seskviterpena prenil-benzoilfuranonskoga tip
(3s,4R*,5R*)-3-(2,4-dihidroksibenzoil)-5-[ (B, 7E)-4,8-dimetil-nona-3,7-dien-1-
iltetrahidro-4,5-dimetilfuran-2-on 5) i fukanedon B §)], dva seskviterpena prenil-
furokumarinskog tipa &,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-
hidroksi-2,3-dimetilfuro[3,2]kumarin 6) i bajgen C 9)], jedan seskviterpen prenil-
dihidrofurohromonskog tipa &,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-
hidroksi-2,3-dimetilfuro[2,3]hromon (@0) i jedan seskviterpenski umbeliferil etar
[samarkandin acetat7)]. U frakciji hloroformskog ekstrakta rastvorljivau metanolu,
metodom eksternog standarda gde su kao standardse&sce kori®ena prethodno izolovana
jedinjenja, odrden je sadrzagetiri metabolita: latifolona 1), (6E)-1-(2,4-dihidroksfenil)-
3,7,11-trimetil-3-vinildodeka-6,10-dien-1-ona&)( dZzamirona 4) i (2S*,3R*)-2-[(3E)-4,8-
dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi2dimetilfuro[3,2¢lkumarina  6). U
metanolnom ekstraktu HPLC metodom je demo prisustvcietiri jedinjenja: latifolona
(1), (25,3R*)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hioksi-2,3-dimetilfuro
[3,2c]lkumarina 6), koji su prethodno izolovani iz hloroformskog tk&ta, i dve
fenolkarboksilne kiseline: hlorogenskaly i 3,5-dikafeoilhina kiselina 12). Zatim je u
metanolnom ekstraktu, metodom eksternog standaditaien sadrzaj jedinjenja, 61 11. Po
prvi put je spektrofotometrijski odden i sadrzaj ukupnih polifenola u metanolnom ekstra
podzemnih organa.

Veliki broj predstavnika rodderula koristi se u tradicionalnoj medicini (pre svega u
Aziji), Sto je uslovilo brojna ispitivanja kojimaej potviden njihov lekoviti potencijal.
Medutim, kao Sto je e napomenuto, vrst&. heuffeliido sada nije ispitivana u pogledu
farmakoloSke aktivnosti. Tako je u okviru ove dokie disertacije po prvi put ispitana
farmakoloSka aktivnost podzmenih organa ove biljke.

Ispitivanjem antioksidantne aktivnosti ufeno je da metanolni ekstrakt posedujéive
antioksidantni potencijal u patenju sa hloroformskim. Ovakvi rezultati su u sklasia
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razultatima ispitivanja hemijskog sastava ovih eMsita. Naime, metanolni ekstrakt sadrzi
vecu kolicinu polifenolnih jedinjenja. U njemu su identifikane hlorogenska i 3,5-
dikafeoilhina kiselina, koje poseduju snazan argidéntni potencijal. M&u testiranim
etarskim uljima najjeu aktivnost ostvarila su ona sac¢wm sadrzajem fenilpropanskih
jedinjenja.

Ispitivanjem spazmolitke aktivnosti izolata podzemnih orgaka heuffelii (ekstrakata,
etarskog ulja F2 i odabranih metabolitay vitro, utvrdeno je da svi oni ostvaruju
spazmolittko delovanje Metanolni ekstrakt i etarsko ulje su u svim ekspentalnim
modelima ispoljili snazno, koncentraciono-zavisno statistéki znatajno delovanje.
Hloroformski ekstrakt je taki® ostvario snazan, koncentraciono-zavisan spazthkokfekat,
pri cemu samo uticaj na kontrakcije izolovanog ileumaziane ACh nije imao statisku
znaajnost. Dobijeni rezultati su ukazali na veliki gpwoliticki potencijal podzemnih organa
F. heuffelii,zbogc¢ega se oni mogu posmatrati kao potencijalno nolp@absirovina koja bi
mogla n&i primenu u terapiji gfeva u digestivnom traktu. U okviru ove disertagie prvi
put je ispitivan i spazmolitki potencijal latifolona 1), dzamirona4), (2S*,3R*)-2-[(3E)-4,8-
dimetilnona-3,7-dien-1-il]-2,3-dihidro-7-hidroksi2 dimetilfuro[3,2€]kumarina 6) i
hlorogenske kiseline 1Q), jedinjenja koja predstavljaju najzastupljenijeetabolite u
podzemnim organim&. heuffelii Jedinjenjal, 6 i 11 inhibirala su koncentraciono-zavisno
kontrakcije izolovanog ileuma u sva tri eksperinaémha modela, prcemu jedino efekat
jedinjenjal na spontanu kontraktilnost i efekat jedinjehjana kontrakcije izazvane KCI nisu
imali statisttku zn&ajnost. Jedinjenjd je ostvarilo slabije spazmolitto delovanje. Efekat
testiranih metabolita upaten je sa efektima standardnih lekova: atropina vieraia.
Testirana jedinjenja su ispoljila slabije spaznéhid delovanje od standardnih lekova, a
najbolji efekat ostvarila su jedinjenjai 11 prema spontanim kontrakcijama ileuma. Ova dva
jedinjenja su ostvarila isti efekat kao i atropati, u koncentracijama koje su bile oko 4 puta
vece od koncentracije atropina.

Metanolni i hloroformski ekstrakt podzemnih orgafaheuffeliiispitivani su po prvi
put i u pogledu antiinflamatornog delovanija vivo, nakon p.o. primene u modelu
karageninomi(pl.) izazvane inflamacije Sapica paco@ba ekstrakta pokazala su dozno-
zavisno i statistki znaajno antiinflamatorno delovanje uporedivo sa efakto
indometacina. Ovi rezultati su potieni histoloSkom analizom preparata Sapica
netretiranih zZivotinja, kao i Zivotinja tretiranifajveéiom dozom metanolnog ekstrakta.

Gastroprotektivni potencijal metanolnog i hlorof@kog ekstrakta podzemnih organa
F. heuffeliiispitivan je po prvi putjn vivo, nakonp.o. primene u modelu akutnog ulkusa
pacova izazvanog oralnom primenom apsolutnog etafaddutni stres-ulkus). Oba ekstrakta
ostvarila su dozno-zavisno i statésdi znatajno delovanje uporedivo sa delovanjem
ranitidina koji je korigen kao referentni lek, ptiemu je hloroformski ekstrkat u najag
testiranoj dozi ostvario ¢ efekat od ranitidina.

Dobijeni rezultati ispitivanja antiinflamatorne agtroprotektivne aktivnosti ekstrakata
podzemnih organa ukazuju da ovi ekstrakti, a sammmi podzemni organF. heuffelii
predstavljaju nove prirodne sirovine koje mogu bfikasne u smanjivanju edema nastalih
u razlcitim zapaljenskim reakcijama (i uopSte u terapijflamacije), kao i u terapiji
gastrtnog ulkusa. Ovakva kombinacija efekata ekstrakaagzeljna, naroto ako se zna
da odréeni antiinflamatorni lekovi kao nezeljena dejstvenaju gastrointestinalne
nezeljene dogtaje i da jecak primena nekih od n&g&e korig€enih antiinflamatornih
lekova kontraindikovana kod pacijenata sa gastm ulkusom.

Izolati podzemnih organk. heuffeliiispitivani su prvi put i u pogledu antimikrobne
aktivnosti in vitro. Etarska ulja, kao i metanolni i hloroformski akdit, ostvarili su
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umeren antimikrobni efekat koji je bio izrazenifigpna Gram (+) bakterijama. U okviru
ove doktorske disertacije ta&e je po prvi put ispitivan antimikrobni potencijabhbranih
sekundarnih metabolita (jedinjenj, 3, 4, 6 i 11) podzemnih organd. heuffelii.
Jedinjenja 3, 4 i 6 ostvarila su antimikrobni efekat prema pojedinimaf@r (+)
bakterijama, prtemu je najjai efekat ostvarilo jedinjenjé prema bakterijM. luteus

Citotoksicno delovanje izolata podzemnih orgaRa heuffelii ispitivano jein vitro
MTT testom prema tri tumorskeelijske linije: HeLa, K562 i MCF7. Hloroformski ekakt
je ispoljio viSestruko jée citotokstno delovanje u odnosu na metanolni, a najboljwakit
oba ekstrakta pokazala su preéedijskoj liniji MCF7. U okviru ove disertacije pory put je
ispitivan i citotokstni potencijal jedinjenjal, 3, 4, 6, 8 i 9. Generalno, ova jedinjenja su
ostvarila najjdu aktivnost prema liniji K562. Najve citotoksikni potencijal mdu
testiranim jedinjenjima ispoljilo je jedinjenjé. Efekat ovog jedinjenja premé&elijskim
linjama K562 i MCF-7 bio je uporediv sa efektomsglatina. Vazno je naglasiti da
nijedan od testiranih metabolita nije ostvario tksicno delovanje prema liniji humanih
fetalnih fibroblasta (MRC-5), za razliku od cisptet. Na osnovu rezultata ispitivanja
citotoksicne aktivnosti moze se zakdjiti da podzemni organi srpske velestike predstavlja
prirodnu sirovinu bogatu sekundarnim metabolitimgetencijalno selektivnim citotoksiim
delovanjem.

Doktorska disertacija pod nazivorfrgrmakognozijsko ispitivanje podzemnih organa
srpske velestike,Ferula heuffelii Griseb. ex Heuffel (Apiacea€) kandidata dipl. farm.
Ivana N. Pavlovia predstavlja nawno delo od izuzetnog zwtaja. Ona u velikoj meri
doprinosi poznavanju sekundarnih metabolita podazenorgana srpske velestikés.
heuffelii a poseban ziaj ogleda se u izolovanju retkih jedinjenja. Reatilispitivanja
farmakoloSke aktivnosti izolata ukazuju na njihakdviti potencijal i time na zriaj
podzemnih organa ove biljke kao potencijalno noreodne lekovite sirovine.

Iz rezultata koji predstaviljaju deo ove doktorskeedtacije publikovana su 2 rada u
casopisima mdéunarodnog zn@ja: jedan rad u vrhunskom tearodnomcasopisu
(M21) i jedan rad u istaknutom menarodnom c¢asopisu (M22). Prikazana su tri
saopsStenja na manarodnim skupovima Stampana u izvodu (M34) i daapstenja na
skupovima nacionalnog zéaa Stampana u izvodu (M64).
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Na osnovu svega izloZenog, Komisija sa velikim zadovoljstvom predlaze Nastavno-
nauénom vecu. Univerziteta u Beogradu - Farmaceutskog fakulteta da prihvati pozitivan
izveStaj o zavrSenoj doktorskoj disertaciji pod nazivom ,Farmakognozijsko ispitivanje
podzemnih organa srpske velestike, Ferula heuffelii Griseb. ex Heuffel (Apiaceae)” i
kandidatu dipl. farm. Ivanu N. Pavlovié¢u odobri javau odbranu po dobijanju saglasnosti Veéa
nau¢nih oblasti medicinskih nauka Univerziteta u Beogradu.
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