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A. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija pod nazivom ,,Uporedno hemijsko i farmakoloSko ispitivanje
liofilizovanih infuza cvasti predstavnika roda Filipendula Miller u Srbiji” napisana je na

184 strane, sadrzi 83 slike i 28 tabela. Pregled literature sadrzi 239 navoda.

Tekst disertacije je podeljen na sedam poglavlja: Uvod, Cilj, Materijali i metode,
Rezultati 1 diskusija, Zakljucak, Literatura i Dodatak. Na pocetku rada je prilozen
Sazetak/Abstract. Na kraju rada u okviru Dodatka nalazi se Biografija kandidata, Izjava o
autorstvu, Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada i Izjava o
koris¢enju.

Uvod je napisan na 27 strana (1-27) 1 sastoji se iz 11 celina. U okviru ovog poglavlja
doktorske disertacije predstavljene su botanicke karakteristike i1 areali rasprostranjenja
familije Rosaceae, roda Filipendula Miller i vrsta Filipendula vulgaris Moench i Filipendula
ulmaria (L.) Maxim. Dati su podaci o hemijskim karakteristikama 1 biosintezi sekundarnih
metabolita zastupljenih u vrstama F. vulgaris 1 F. ulmaria. Obradeni su sastojci polifenolne
prirode (flavonoidi, tanini, fenolkarboksilne kiseline) i komponente isparljive frakcije
dobijene destilacijom biljnog materijala vodenom parom. Iznet je literaturni pregled
ispitivanja antiinflamatorne, antimikrobne, citotoksicne, antitumorske, antioksidantne,
hepatoprotektivne, renoprotektivne, gastroprotektivne i diureticke aktivnosti ekstrakata
pomenutih vrsta. Navedeni su podaci o zabelezenoj etnomedicinskoj primeni F. ulmaria 1 F.

vulgaris, zvani¢noj primeni F. ulmaria 1 oficinalnim biljnim drogama F. u/maria.

Cilj rada je napisan na jednoj strani (27). Jasno je definisan i obuhvata preliminarnu

procenu:

1) opravdanosti tradicionalne primene i novih moguénosti za primenu cvasti F. vulgaris i F.
ulmaria,

2) farmakoloSke aktivnosti pojedinih sastojaka cvasti F. vulgaris 1 njihovog znacaja za
definisanje specificnog kvaliteta biljnih droga Filipendulae vulgaris flos 1 Filipendulae
ulmariae flos,

3) mogucnosti da vrste F. vulgaris 1 F. ulmaria budu bioloski izvori potencijalno oficinalne

biljne droge Filipendualae flos.

Poglavlje Materijali i metode napisano je na 31 strani (28-58). U ovom delu su
prikazani podaci o prikupljanju biljnog materijala 1 postupku izrade ispitivanih ekstrakata
(liofilizovanih infuza cvasti, LIC). Date su metode izolovanja i odredivanja strukture
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sekundarnih metabolita cvasti F. vulgaris. Takode su navedeni uslovi hromatografske (HPLC-
UV) analize hemijskog sastava LIC. Opisani su principi, postupci, procedure i oprema koji su
koriS¢eni za ispitivanje antioksidantne, antiinflamatorne, antiagregacione, antihiperalgezijske,
antiedematozne, gastroprotektivne i citotoksi¢ne aktivnosti, kao i akutne toksi¢nosti LIC.

Sve koris¢ene metode su odgovarajuée i u skladu sa zahtevima savremenog
naucnoistrazivackog rada, pa su njihovom primenom dobijeni rezultati na osnovu kojih je

moguce doneti relevantne zakljucke.

Rezultati i diskusija su prikazani na 98 strana (59-156) sa osam tabela i 70 slika. Tekst
je jasan i direktno povezan sa prikazanim rezultatima. Kroz diskusiju dobijenih rezultata
kandidat je uporedio svoje rezultate sa rezultatima drugih autora. Na osnovu toga, kandidat je
izneo svoje zakljucke 1 hipoteze, koji objasnjavaju rezultate ove doktorske disertacije u skladu

sa rezultatima ve¢ine drugih autora koji imaju isti nau¢ni interes.

U poglavlju Zakljuécei (157-160) navedeni su najznacajniji zakljucci koji su u skladu sa

dobijenim rezultatima i navedenim ciljevima istrazivanja.

U poglavlju Literatura (161-184) navedeno je 239 referenci koje su citirane

harvardskim stilom.

Poglavlje Dodatak sadrzi administrativne delove: Biografiju kandidata, Izjavu o
autorstvu, Izjavu o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada i Izjavu o

koris¢enju.

B) OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

Cilj istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije je ispitivanje dve biljne vrste koje

pripadaju rodu Filipendula (Rosaceae), a koje su zastupljene u flori Srbije.

Vrsta F. ulmaria je najznacajniji predstavnik ovog roda. Javlja se u spontanoj flori
Srbije. Prema monografijama Evropske agencije za lekove, cvast i herba F. ulmaria se koriste
kao sirovine za izradu tradicionalnih biljnih lekovitih proizvoda. Vrsta F. vulgaris je
samonikla viSegodiSnja zeljasta biljka ¢ija je primena u tradicionalnoj medicini takode

zabeleZena.

Istrazivanje se moze podeliti u dve celine. U okviru prvog dela opisan je postupak
izolovanja sekundarnih metabolita iz cvasti F. vulgaris i uradena je hemijska analiza LIC F.

vulgaris 1 F. ulmaria. Drugu celinu predstavlja farmakolosko ispitivanje LIC ispitivanih
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Filipendula vrsta 1 pojedinih sastojaka cvasti F. vulgaris. U okviru ovog dela, ispitana je
njihova antioksidantna, antiinflamatorna, antiagregaciona, antihiperalgezijska,

antiedematozna, gastroprotektivna i citotoksic¢na aktivnost, kao i akutna toksi¢nost.

Dobijeni rezultati hemijskog i farmakoloskog ispitivanja uporedeni su medusobno, kao i

sa literaturnim podacima koji su dostupni za obe ispitivane biljne vrste.

Iz cvasti F. vulgaris je primenom tecno-teCne ekstrakcije, stubne hromatografije,
preparativne tankoslojne hromatografije i reverzno-fazne visokoefikasne te¢ne hromatografije
izolovano 13 polifenolnih jedinjenja ¢ija je struktura odredena poredenjem literaturnih i
snimljenih NMR ('H i °C), MS i UV spektralnih podataka. Izolovano je osam flavonolnih
heterozida (kemferol 4'-O-glukozid, kvercetin 4'-O-glukozid, astragalin, astragalin 2"-O-
galat, izokvercitrin, izokvercitrin 2"-O-galat, hiperozid, hiperozid 2"-O-galat), dva elagna
tanina (telimagrandin I, telimagrandin II), jedna fenolkarboksilna kiselina (galna kiselina),

njen derivat (metilgalat) i jedan fenolni heterozid (gaulterin).

Kvalitativna i kvantitativna analiza LIC F. wulmaria 1 F. vulgaris je izvrSena
visokoefikasnom te¢nom hromatografijom sa UV detekcijom, metodom eksternog standarda.
Odreden je sarzaj 11 flavonoida, dva tanina, tri fenolkarboksilne kiseline i jednog fenolnog
heterozida. Spireozid je bio kvantitativno dominantan flavonoid u svim ispitivanim uzorcima
(55,67 mg/g LIC F. vulgaris; 56,27 mg/g LIC F. ulmaria, Zlatibor 2014. god.; 46,17 mg/g
LIC F. ulmaria, Kopaonik 2016. god.). Pored ovog jedinjenja, takode su detektovani drugi
glikozidi kvercetina 1 kemferola. Uocena je znaCajna slicnost flavonoidnih profila, medutim
galoilovani heterozidi hiperozida, izokvercitrina 1 astragalina nisu detektovani u uzorcima F.
ulmaria, ve¢ samo u uzorku F. vulgaris. Sadrzaj telimagrandina I je bio relativno visok (98,86
mg/g LIC F. vulgaris; 124,43 mg/g LIC F. ulmaria, Zlatibor 2014. god.; 157,75 mg/g LIC F.
ulmaria, Kopaonik 2016. god.), dok je telimagranin II bio prisutan u manjoj koli¢ini. Galna
kiselina (10,22 mg/g LIC F. vulgaris; 10,96 mg/g LIC F. ulmaria, Zlatibor 2014. god.; 11,15
mg/g LIC F. ulmaria, Kopaonik 2016. god.) je bila najzastupljenija fenolkarboksilna kiselina.
Takode su detektovane elagna i salicilna kiselina. SadrZaj gaulterina iznosio je 36,65 mg/g
LIC F. vulgaris, 60,22 mg/g LIC F. ulmaria (Zlatibor 2014. god.) i 91,62 mg/g LIC F.
ulmaria (Kopaonik 2016. god.).

Antioksidantna aktivnost LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria i kvantitativno dominantnog
flavonoida spireozida je procenjena in vitro koriS¢enjem DPPH, FRAP i 2-dezoksiriboza
testa. U cilju potpunijeg sagledavanja antioksidantnog potencijala takode je testirana njihova
sposobnost da in vitro umanje oksidativni stres u serumu indukovan dodatkom ferc-
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butilhidroperoksida (egzogene prooksidantne supstance). Testirani preparati su pokazali
znacajnu sposobnost neutralisanja DPPH radikala (ICso = 8,45-10,20 pg/mL) i redukcije
kompleksa feri jona (FRAP vrednost = 4,46—7,72 mmol Fe’'/g), uporedivu sa delovanjem
referentne supstance L-askorbinske kiseline. Ispitivani ekstrakti nisu dostigli 50% inhibicije
produkcije OH® radikala. Spireozid je ispoljio zna¢ajnu aktivnost (DPPH test, ICso = 19,54
png/mL; 2-Dezoksiriboza test, ICso = 5,1 pg/mL; FRAP test, FRAP vrednost = 15,02 mmol
Fe*'/g). LIC F. vulgaris i F. ulmaria i spireozid su smanjili indukovani oksidativni stres u
humanom serumu (povecali su vrednosti parametra totalni antioksidativni status, a smanjili
vrednost parametra prooksidativno-antioksidativni balans), medutim, ispoljeni efekat je
naj¢eS¢e bio manje izrazen od delovanja dobro poznatog antioksidansa Trolox-a
(hidrosolubilnog ekvivalenta vitamina E). Nasuprot tome, pri ve¢im koncentracijama LIC i
spireozida je doSlo do povecanja vrednosti parametra totalni oksidativni status. DonoSenje
zakljuc¢ka o antioksidantnom delovanju biljnih izolata u humanom serumu zahteva dodatna
istrazivanja.

Antiinflamatorna aktivnost i antiagregacioni potencijal preparata F. vulgaris 1 F.
ulmaria 1 izolovanih flavonoidnih heterozida su utvrdeni ex vivo pradenjem inhibicije
produkcije eikozanoida (prostaglandina E,, PGE,; 12-hidroksieikozatetraenske kiseline, 12-
HETE; tromboksana B,, TXB;) u humanim trombocitima. Aktivnost ekstrakata (ICsy =
0,961-4,401 mg/mL LIC F. vulgaris, 1Csy = 3,415-6,768 mg/mL LIC F. ulmaria) je bila
manja od aktivnosti kontrolnih supstanci (acetilsalicilne kiseline i kvercetina). Medu
jedinjenjima, najizraZeniju sposobnost inhibicije produkcije PGE, je pokazao astragalin 2"-O-
galat (ICso = 141,1 pg/mL), dok je spireozid najpotentnije suprimirao sintezu 12-HETE (ICs,
=4,69 ng/mL).

Antihiperalgezijska i antiedematozna aktivnost LIC F. vulgaris i F. ulmaria ispitana je
in vivo u modelu inflamacije Sape pacova indukovane intraplantarnim injektovanjem
karagenina. Oralno primenjeni ekstrakti (100-300 mg/kg) su statisticki znacajno i dozno-
zavisno smanjili bolnu preosetljivost: EDsy + SEM vrednosti su pri maksimalnom efektu
iznosile 172,2 + 6,2 mg/kg za LIC F. vulgaris i 164,8 + 15,4 mg/kg za LIC F. ulmaria.
Testirani biljni izolati su bili efikasni u dozama koje odgovaraju tradicionalno kori§¢enim
dozama za humanu primenu. Nasuprot tome, antiedematozno dejstvo LIC F. vulgaris i F.
ulmaria (100-300 mg/kg) nije uoceno. Dobijeni rezultati podrzavaju zabelezenu

etnomedicinsku primenu F. vulgaris i F. ulmaria za ublazavanje bola.



Preliminarnim ispitivanjem akutne toksi¢nosti u miseva je pokazano da tokom perioda
pracenja od dve nedelje, nakon oralne primene velikih doza (2000 mg/kg) LIC F. vulgaris i F.

ulmaria, ne dolazi do promena u ponasanju Zivotinja koje bi indikovale postojanje toksi¢nosti.

Gastroprotektivana aktivnost LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria je ispitana u modelu
gastricnog ulkusa/gastritisa indukovanog apsolutnim etanolom. OSte¢enje Zeludacne
sluzokoze je izrazeno gastricnim skorom (GDS, engl. gastric damage score). Pokazano je da
testirani ekstrakti (100-300 mg/kg, p.o.) smanjuju nastanak mukoznih lezija (GDS = 3,44,
LIC F. vulgaris; GDS = 1,4-2,9, LIC F. ulmaria). Spireozid (50 mg/kg, p.o., GDS = 3,6) i
telimagrandin II (40 mg/kg, p.o., GDS = 3,7) su takode ispoljili aktivnost, pa se moze

zakljuciti da su ova jedinjenja barem delom odgovorna za opisani zastitni efekat LIC.

LIC F. vulgaris (ICsy = 45,82-54,17 pg/mL) i LIC F. ulmaria (ICsy = 41,73-59,44
pg/mL) su delovali citotoksicno na Celijske linije tumora grli¢a materice (HeLa), kolona (LS)
i pluc¢a (A549). Spireozid u testiranim koncentracijama nije bio aktivan. Hiperozid je delovao
slabije od ispitivanih ekstrakata (ICsp = 83,95-97,35 pg/mL), dok je galna kiselina ispoljila
jace citotoksi¢no delovanje (ICsp = 3,91-17,76 pg/mL).

Dobijeni rezultati opravdavaju tradicionalno koriSéenje cvasti F. vulgaris 1 F. ulmaria
kod bolnih stanja i gastri¢nog ulkusa. Povoljan bezbednosni profil, ustanovljen preliminarnom
procenom akutne toksi¢nosti, takode podrzava zabeleZzenu etnomedicinsku upotrebu.
Dodatno, pokazano citotoksi¢no delovanje otvara nove moguénosti za primenu, medutim,
neophodna su dalja ispitivanja da bi se precizno definisao potencijal cvasti F. vulgaris 1 F.
ulmaria u ovoj oblasti. Testirani ekstrakti imaju sposobnost neutralizacije slobodnih radikala i
inhibicije sinteze eikozanoida, pa se moze pretpostaviti da su ovi mehanizmi barem delom u
osnovi dokumentovanih farmakoloskih efekata. Utvrdeno je da aktivnost ispoljavaju
flavonoidi (spireozid, hiperozid, astragalin 2"-O-galat, smeSa hiperozid 2"-O-galata i
izokvercitrin 2"-O-galata), fenolkarboksilna kiselina (galna kiselina) i tanin (telimagrandin
II), Sto ukazuje da su ova jedinjenja potencijalni markeri specificnog kvaliteta ispitivanih
biljnih droga. Uzevsi u obzir slicnost hemijskih i farmakoloskih profila testiranih preparata,
opravdan je nastavak istrazivanja sa ciljem da se proceni moguc¢nost da biljna droga
Filipendulae flos dobije status oficinalne biljne droge ¢iji bi bioloski izvor bile dve vrste, F.

ulmaria 1 F. vulgaris.



C) UPOREDNA ANALIZA REZULTATA KANDIDATA SA PODACIMA 1Z
LITERATURE

Iz cvasti F. vulgaris primenom razli¢itih hromatografskih tehnika izolovano je osam
flavonolnih heterozida (glikozida kvercetina i kemferola), dva elagna tanina (telimagrandini I
i II), jedna fenolkarboksilna kiselina (galna kiselina), njen derivat (metilgalat) i jedan fenolni
heterozid (gaulterin). Sva jedinjenja (sa izuzetkom astragalin 2'-O-galata, izokvercitrin
2""-O-galata, metilgalata i gaulterina) su ranije identifikovana u F. vulgaris (Baczek 1 sar.,

2012; Olennikov i1 Kruglova, 2013; Pukalskiené i sar., 2015).

HPLC-UV analiza je pokazala da su LIC F. ulmaria 1 F. vulgaris bogati polifenolnim
jedinjenjima (flavonoidima, taninima, fenolkarboksilnim kiselinama). Ovi rezultati su u
saglasnosti sa ranijim studijama u kojima su ispitivani razliiti ekstrakti cvasti F. ulmaria i F.
vulgaris (Baczek 1 sar., 2012; ESCOP, 2003; Gniewosz i sar., 2014; Olennikov i Kruglova,
2013; Pukalskiené i sar., 2015). Izokvercitrin 2”-O-galat i astragalin 2"”-O-galat su po prvi put

detektovani u ekstraktu F. vulgaris.

Pokazana dobra anti-DPPH i Fe’*-redukujuéa svojstva LIC F. ulmaria i F. vulgaris
odgovaraju literaturnim podacima. Naime, pokazano je da razliCiti ekstrakti F. u/maria mogu
neutralisati superoksidni jon, vodonik-peroksid, DPPH, hidroksilni i ABTS"" radikal (Calliste
i sar., 2001; Katani¢ i sar., 2015; Olennikov i sar., 2016; Sroka i Cisowski, 2005); dok je za
metanolni ekstrakt cvasti F. vulgaris demonstrirana znacajna antioksidantna aktivnost u
DPPH i FRAP testu, kao i testu inhibicije lipidne peroksidacije (Maksimovi¢ i sar., 2007).
Izlozeni rezultati predstavljaju prvo ispitivanje antioksidantne sposobnosti preparata (LIC)
relevantnog sa aspekta tradicionalne primene. Utvrdena aktivnost kvantitativno dominantnog
flavonolnog heterozida spireozida podrzana je eksperimentalnim rezultatima drugih autora
(Gao isar., 2010; Miliauskas i sar., 2004; Ramos i sar., 2006; Suh i sar., 1999). Zastitni efekat
testiranih biljnih izolata, nakon indukovanja oksidativnog stresa u humanom serumu
egzogenim oksidansom terc-butilhidroperoksidom, prvi put je ispitan u okviru ove doktorske

disertacije.

Sposobnost LIC F. vulgaris i F. ulmaria da inhibiraju produkciju eikozanoida (PGE,,
12-HETE, TXB,) u humanim trombocitima bila je manja od aktivnosti kontrolnih supstanci
(acetilsalicilne kiseline i kvercetina). U prethodnim in vitro studijama, sprovedenim na
izolovanim ciklooksigenazama (COX-1 i1 COX-2) ili mikrozomima semenih vezikula goveda,

nekoliko razlicitih ekstrakata F. ulmaria je inhibiralo biosintezu PGE, (ESCOP, 2003;
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Katani¢ 1 sar., 2016). Efekat ekstrakata F. u/maria na formiranje 12-HETE 1 TXB,, i
ekstrakata F. vulgaris na sintezu PGE,, 12-HETE 1 TXB; nije ranije ispitivan. Pokazana
sposobnost testiranih flavonoida da inhibiraju produkciju PGE; podrzana je literaturnim
navodima prema kojima su heterozidi kvercetina (kvercetin 4'-O-a-L-ramnopiranozil-3-O-f3-
D-alopiranozid, izokvercitrin) i kemferola (kemferol 7-O-B-6'-acetilglukopiranozid, kemferol
7-0-B-glukopiranozil-3-O-B-glukopiranozid, kemferol 3-O-o-L-ramnopiranozil-(1—4)-p-D-
glukopiranozid, astragalin) inhibitori COX-1, s obzirom da su navedena jedinjenja strukturno
slicna ispitivanim flavonoidima — poseduju isti aglikon (Dongmo i sar., 2007; Francis i sar.,
2004; Li 1 sar., 2008; Vanisree i sar., 2008; Vareed i sar., 2007). Rutin, izokvercitrin,
hiperozid i kvercitrin su inhibirali 12-LOX dobijenu iz plu¢a pacova (Schneider i Bucar,
2005). Ovaj podatak je u skladu sa uocenom aktivnoSéu spireozida (potentan inhibitor
formiranja 12-HETE), jer su svi navedeni sekundarni metaboliti heterozidi kvercetina koji se

razlikuju po mestu vezivanja Secerne komponente i/ili njenoj prirodi.

Antihiperalgezijska aktivnost oralno primenjenih LIC F. vulgaris i F. ulmaria je
potvrdena u modelu inflamacije Sape pacova indukovane karageninom. Literaturni podaci o
sposobnosti F. ulmaria da smanje bolnu preosetljivost i otok su oskudni, dok u slucaju F.
vulgaris potpuno nedostaju. Pokazano je da metanolni ekstrakti nadzemnog dela i korena F.
ulmaria ispoljavaju analgeticko (4ot plate test) 1 antiedematozno delovanje (test karageninom

indukovane akutne inflamacije) (Katani¢ i sar., 2016).

Preliminarnim ispitivanjem akutne toksi¢nosti u miSeva je pokazano da nakon oralne
primene velikih doza (2000 mg/kg) LIC F. vulgaris i F. ulmaria ne dolazi do promena u
ponasanju zivotinja koje bi indikovale postojanje toksi¢nosti. Dobijeni rezultati su u skladu sa
prethodnim istrazivanjima u kojima je pokazano da su preparati F. ulmaria relativno bezbedni
za primenu. LDs intraperitonealno primenjenog 5% vodenog rastvora polucvrstog etanolnog
ekstrakta F. ulmaria iznosila je 1770 mg/kg. Isti rastvor, primenjen intravenski u kunica,
karakterisala je niza LDsy (75,7 mg/kg). Slicni rezultati su dobijeni za dekokt (1:20) F.
ulmaria: LDsg iznosile su 535 mg/kg (i.p., muzjaci misa), 1050 mg/kg (i.p., Zenke misa) i
141,5 mg/kg (i.v., kuniéi). ToksikoloSka ispitivanja na pacovima i kuni¢ima su pokazala da
preparati cvasti F. ulmaria ne utiCu na funkciju jetre (ESCOP, 2003). U eksperimentu na
larvama muSice Drosophila melanogaster je pokazano da metanolni ekstrakti korena i
nadzemnog dela F. vulgaris 1 korena F. ulmaria ne deluju genotoksi¢no, dok je ekstrakt
nadzemnog dela F. ulmaria, zavisno od koncentracije, ispoljio slabu genotoksi¢nu aktivnost

(Mati¢ i sar., 2015).



Gastroprotektivna aktivnost LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria 1 izolovanih jedinjenja
(spireozida, telimagrandina II) je demonstrirana u modelu gastricnog ulkusa/gastritisa
indukovanog apsolutnim etanolom. Prema raspolozivim literaturnim podacima, predstavljeni
rezultati su prvi eksperimentalni dokaz kapaciteta F. vulgaris da prevenira oStecenje
zeludacne sluzokoze indukovano etanolom. Utvrdena aktivnost LIC F. ulmaria je u
saglasnosti sa prethodnim studijama u kojima su ispitivani razli¢iti preparati ove biljne vrste.
Naime, pokazano je da su dekokti cvasti F. ulmaria efikasni u razli¢itim animalnim modelima
gastricnog ulkusa (ESCOP, 2003). Demonstrirano protektivho dejstvo izolovanog tanina
telimagrandina II je podrZano ¢injenicom da su molekuli sa relativhom strukturnom slicnoséu
(pedunkulagin, korilagin), pri aplikaciji u slicnim dozama, ispoljili aktivnost u miSeva
tretiranih apsolutnim alkoholom (de Jesus 1 sar., 2012; Khennouf i sar., 2003; Klein-Jinior i
sar., 2017). Efektivnost spireozida je u skladu sa prethodno primecenom osobinom nekih
flavonoidnih heterozida da preveniraju oStecenja zeludacne sluzokoze (de Lira Mota 1 sar.,

2009).

LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria su delovali citotoksi¢no na celijske linije tumora grlica
materice (HeLa), kolona (LS) i plué¢a (A549). Spireozid u testiranim koncentracijama nije bio
aktivan. Hiperozid je delovao slabije od ispitivanih ekstrakata, dok je galna kiselina ispoljila
jace citotoksicno delovanje. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa zapazanjima iz prethodnih
studija u kojima je pokazano da preparati F. ulmaria in vitro deluju citotoksicno i/ili
antiproliferativno na C26 ¢elije kolorektalnog karcinoma miSa (Margaoan i sar., 2016), B16
¢elije melanoma misa (Calliste i sar., 2001), humanu tumorsku ¢elijsku liniju plu¢a NCI-H460
(Lima i sar., 2014) i humane Raji ¢elije limfoblastoma (Spiridonov i sar., 2005), dok u
zivotinja antagonizuju kancerogeno dejstvo radioaktivnog zrafenja, etilnitrozouree, 7,12-
dimetilbenz[a]antracena i suprimiraju rast transplantiranih tumora (sarkoma-180 1 , Lewis”
karcinoma) (Bespalov i sar., 2017a, 2017b; ESCOP, 2003). Vodenoetanolni ekstrakt cvasti F.
vulgaris je delovao citotoksicno na humane Raji ¢elije limfoblastoma (Spiridonov i sar.,
2005). U prezentovanom eksperimentu spireozid se moze smatrati neaktivnim, medutim u
ranijim istrazivanjima je ispoljio aktivnost protiv humanih ¢elijskih linija karcinoma kolona
(HCT116) (Park i sar., 2014), oralnog skvamoznog karcinoma (SCC-9) (Browning i sar.,
2005) i inhibirao rast ¢elija mijeloma miSa (sp2/0-Agl4) (Furusawa i sar., 2006). Pokazana
aktivnost galne kiseline je u saglasnosti sa rezultatima drugih autora, prema kojima je
navedeno jedinjenje delovalo protiv humanih ¢elija glioma, nazofaringealnog karcionoma,

karcinoma grli¢a materice, karcinoma pluca, kolorektalnog i renalnog adenokarcinoma



(Loizzo i sar., 2009; Lu i sar., 2010; Pang i sar., 2017; Zhao i Hu, 2013). Takode, prethodno je
prijavljeno inhibitorno dejstvo hiperozida na ¢elije kancera pluca i kolorektalnog kancera (Lii,

2016; Zhang i sar., 2017).
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D) OBJAVLJENI I SAOPSTENI REZULTATI KOJI CINE DEO DOKTORSKE
DISERTACIJE

Radovi publikovani u nau¢nim ¢asopisima medunarodnog znacaja (M20)

Samardzié, S., Arsenijevi¢, J., Bozi¢, D., Milenkovi¢, M., Tesevi¢, V., Maksimovi¢, Z.,
2018. Antioxidant, anti-inflammatory and gastroprotective activity of Filipendula
ulmaria (L.) Maxim. and Filipendula vulgaris Moench. J. Ethnopharmacol. 213, 132—
137.

Samardzié, S., Tomi¢, M., Pecikoza, U., Stepanovié¢-Petrovi¢, R., Maksimovi¢, Z., 2016.
Antihyperalgesic activity of Filipendula ulmaria (L.) Maxim. and Filipendula vulgaris
Moench in a rat model of inflammation. J. Ethnopharmacol. 193, 652—-656.

E) ZAKLJUCAK - OBRAZLOZENJE NAUCNOG DOPRINOSA DOKTORSKE
DISERTACIJE

Doktorska disertacija pod nazivom ,,Uporedno hemijsko i farmakoloSko ispitivanje
liofilizovanih infuza cvasti predstavnika roda Filipendula Miller u Srbiji”, kandidata dipl.
farm. Stevana SamardZi¢a poseduje sve odlike naucnoistrazivackog rada. Kroz terenski rad i
laboratorijski eksperimentalni rad, prikupljeni su podaci, obradeni odgovaraju¢im statisti¢kim
metodama, sto je omogucilo izvodenje odgovarajucih zakljucaka. Dobijeni podaci i izvedeni

zakljucci su uporedeni sa podacima iz literature.

Naucni doprinos doktorske disertacije kandidata je hemijska 1 farmakoloska
karakterizacija LIC F. ulmaria 1 F. vulgaris — preparata relevantnih sa aspekta tradicionalne
primene. Hemijskom analizom je utvrdeno da LIC F. ulmaria i F. vulgaris sadrze znaCajnu
koli¢inu polifenolnih sastojaka, medu kojima dominiraju flavonoidi, tanini i fenolkarboksilne
kiseline. U farmakoloskim ispitivanjima, osmiSljenim tako da pomognu u proceni
opravdanosti zabelezene etnomedicinske upotrebe, pokazano je da testirani preparati deluju
antihiperalgezijski u modelu inflamacije u pacova, gastroprotektivno u modelu gastricnog
ulkusa/gastritisa izazvanog primenom apsolutnog etanola u pacova, takode inhibiraju sintezu
eikozanoida u humanim trombocitima ex vivo 1 ispoljavaju in vitro antioksidantnu aktivnost.
Nakon akutne aplikacije velikih doza LIC F. ulmaria 1 F. vulgaris ne dolazi do pojave

znakova toksi¢nosti u miSeva. Dokumentovanjem citotoksi¢nih svojstava LIC proSirena su
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saznanja o potencijalnim moguénostima primene LIC u medicini. Testiranjem bioloSke
aktivnosti utvrdeno je da neka od izolovanih jedinjenja (spireozid, hiperozid, astragalin
2""-0-galat, smesa hiperozid 2'-O-galata i izokvercitrin 2''-O-galata, telimagrandin II, galna
kiselina) ucestvuju u ukupnom efektu ekstrakata, pa su nabrojani sekundarni metaboliti
predlozeni kao potencijalni markeri specificnog kvaliteta cvasti F. ulmaria 1 F. vulgaris.
Pozivajuéi se na rezultate koji su demonstrirali slicnost hemijskih i farmakoloskih profila
ispitivanih preparata, kandidat je preliminarno izneo predlog da biljna droga Filipendulae flos
dobije status oficinalne biljne droge i da njen bioloski izvor budu vrste F. ulmaria i F.

vulgaris.

Sumirano, eksperimentalni rezultati doktorske disertacije kandidata dipl. farm. Stevana
SamardZzi¢a formiraju bazu preklinickih dokaza koji podrzavaju zabelezenu tradicionalnu
primenu cvasti F. vulgaris 1 F. ulmaria i time doprinose racionalnoj primeni ispitivanih
biljnih vrsta. Predstavljeni podaci takode su znafajni u pogledu definisanja kvaliteta
ispitivanih  biljnih sirovina. Opisani rezultati opravdavaju nastavak 1 produbljivanje

sprovedenih istrazivanja.

Do sada nije proucavan preparat (infuz) F. ulmaria i F. vulgaris Cija je upotreba
zabeleZzena u narodnoj medicini, niti participacija njegovih sastojaka u dokumentovanim
farmakoloskim efektima. Rezultati koji predstavljaju deo ove doktorske disertacije su novi i
prezentovani su nau¢noj javnosti kroz dve publikacije u ¢asopisima medunarodnog znacaja

kategorije M21a i M21.

Kolega Samardzi¢ je, radom u okviru doktorske disertacije, potvrdio da je kompetentan
istraziva¢, sposoban da samostalno, ali i kroz timski rad, definiSe odgovaraju¢i nauc¢ni
problem, odabere i primeni odgovarajuéu, savremenu metodologiju koja moze obezbediti

relevantne i tacne podatke i kriticki proceni njihov nau¢ni znacaj i vrednost.
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Na osnovu svega iznetog, Komisija predlaze Nastavno-nau¢nom vecu Univerziteta u
Beogradu — Farmaceutskog fakulteta da prihvati pozitivan izvesStaj o zavrSenoj doktorskoj
disertaciji pod naslovom ,,Uporedno hemijsko i farmakoloSko ispitivanje liofilizovanih
infuza cvasti predstavnika roda Filipendula Miller u Srbiji” i1 kandidatu dipl. farm.
Stevanu Samardzi¢u odobri javnu odbranu doktorske disertacije po dobijanju saglasnosti

Veca naucnih oblasti medicinskih nauka Univerziteta u Beogradu.
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