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IZVESTAJ

1. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija mag. farm. Violete M. Miluwvi¢ pod nazivom |spitivanje
sekundarnih metabolita i farmakoloSke aktivnosti odbranih vrsta roda Hieracium L.
(Asteraceae) sa Balkanskog poluostrvasastoji se iz sled#h poglavlja: Uvod, Cilj, Materijal i
metode, Rezultati i diskusija, Zakdici, Literatura i Prilozi. Na p&etku, doktorska disertacija
sadrzi saZzetak na srpskom i engleskom jeziku Zsqda na kraju spisak publikovanih i saopsStenih
radova kojicine deo doktorske disertacije, kratku biografijun#alatkinje, kao i potpisane izjave
kandidatkinje o autorstvu, istovetnosti Stampanelektronske verzije i koré&&nju doktorske
disertacije.

Doktorska disertacija je napisana na 182 strangdi@ostrukim proredom: Uvod (36 strana),
Cilj (jedna strana), Materijal i metode (23 strgnBpzultati i diskusija (102 strane), Zakii
(Cetiri strane) i Literatura (16 strana); sadrzi kas(24 u Uvodu, jednu u Materijalu i metodama i
51 u Rezultatima i diskusiji), 47 tabela (pet u dup 13 u Materijalu i metodama i 29 u
Rezultatima i diskusiji) i 316 literaturnih navod@rilozi doktorske disertacije su izZieni na 29
strana i sadrze tri tabele i 74 slike.

U Uvodu su najpre date opSte karakteristike rétileracium L. (Asteraceae). Zatim su prikazani
taksonomska pripadnost, boté&ni opis i rasprostranjenje 28 ispitivanih vrsta gvmda, koje
ukljucuju 12 nehibridogenih vrstdd. gymnocephalum Griseb. ex PantH. orieni A. Kern., H.
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blecicii Niketi¢, H. paratrichum Niketi¢, H. spirocaule Niketi¢, H. mokragorae (Nageli & Peter)
Nageli & PeterH. pannosum Boiss. s.l.,H. plumulosum A. Kern., H. villosum Jacqg.,H. pilosum
Schleich. ex FroelH. pseudoschenkii (Rohlena & Zahn) Niketii H. naegelianum Pargi¢; kao i 16
hibridogenih vrsta:H. anastrum (Degen & Zahn) Nike#i, H. calophyllum R. Uechtr., H.
scheppigianum Freyn, H. durmitoricum (Rohlena & Zahn) Nikeé, H. guentheri-beckii Zahn,H.
mirificissimum Rohlena & ZahnH. coloriscapum Rohlena & ZahnH. pyricephalum Niketi¢, H.
albopellitum (Zahn) Niketé, H. glabratum Willd., H. scorzonerifolium Vill. s.l., H. dentatum
Hoppe s.l.,H. valdepilosum Vill. s.l., H. nelreichii Beck, H. tommasinianum K. Maly i H.
macrodontoides (Zahn) Zahn.

Pregled do sada ispitivanih sekundarnih metabdbiijaka rodaHieracium s. str. dat je kroz
odeljke: fenolkarboksilne kiseline, flavonoidi, kegerpenski laktoni, triterpeni i kumarini. U
sledéem odeljku predstavljena je primena vrsta ratlaracium s. str. u narodnoj medicini i
homeopatiji. U zavrSnom odeljku uvodnog dela dader disertacije prikazani su rezultati
prethodnih ispitivanja farmakoloSke aktivnosti {aeksidantne, antiedematozne, gastroprotektivne,
citotoksine, antimikrobne, antt-glukozidaznei anti-a-amilazne) ekstrakata raglih organa ili
delova biljaka ovog roda.

Ciljevi istrazivanja su jasno definisani. Prvi cilj je hemijska karakiacija 28 vrsta roda
Hieracium: izolovanje seskviterpenskih laktona iz odabram@ganolnog (MeOH) ekstrakta cvasti i
utvrdivanje njihove strukture; kvalitativna i kvantitatia analiza seskviterpenskih laktona u
odabranim MeOH ekstraktima podzemnih organa (gomia i korena) i MeOH ekstraktima
nadzemnih delova u cvetu (herbi) svih 28 vrstatorzanje fenolkarboksilnih kiselina iz odabranog
MeOH ekstrakta podzemnih organa i divanje njihove strukture; kvalitativna i kvantitatia
analiza fenolkarboksilnin kiselina u odabranim MeOgkstraktima podzemnih organa i
fenolkarboksilnih kiselina i flavonoida u MeOH efaditima herbi svih 28 vrsta; kvalitativna i
kvantitativna analiza triterpena u dihlormetansK@H.Cl,) ekstraktima herbi svih 28 vrsta, kao i
multivarijantna statistka analiza rezultata hemijskih ispitivanja herbi cillu procene
hemosistematskog zfega analiziranih sekundarnih metabolita. Drugi j@ljskrining farmakoloske
aktivnosti odabranih izolata ispitivanih vrsta rddigracium: ispitivanje antioksidantnog potencijala
MeOH ekstrakata herbi svih 28 vrsta; ispitivanjeiraikrobne i citotoksine aktivnosti odabranih
MeOH i CHCI> ekstrakata herbi i izolovanih seskviterpenskihtdak; ispitivanje sposobnosti
MeOH ekstrakata herbi svih 28 vrsta i odabranihal@ita (flavonoida, fenolkarboksilnih kiselina i
seskviterpenskih laktona) da inhibiraju enzime ilmdinesterazu i butirilholinesterazu, kao i
ispitivanje antinociceptivne i antiedematozne aktisti, uticaja na motornu spretnost
eksperimentalnih Zivotinja i akutne to&sosti odabranih MeOH i Ci€l» ekstrakata herbi.

U poglavljuMaterijal i metode najpre je navedena aparatura ki@ita za: pripremu ekstrakata,
izolovanje seskviterpenskih laktona i fenolkarbbkhi kiselina (semipreparativnim LC-MS
metodama), dobijanje frakcija bogatih triterpenitheomatografijom u koloni na stubu silikagela),
strukturnu karakterizaciju izolovanih seskvitergehs laktona, fenolkarboksilnih kiselina
[metodama LC-MS, LC-Q-TOF-MS/MS, kao i 10H, ¥*C) i 2D (HSQC, HMBC, COSY,
NOESY/ROESY) NMR spektroskopije i/ili refraktometnin] i triterpena (metodama GC-FID-MS i
1D i 2D NMR spektroskopije), kvalitativnu i kvardativnu analizu seskviterpenskih laktona,
fenolkarboksilnih kiselina, flavonoida (LC-MS metoda) i triterpena (GC-FID-MS metodom),
kao i aparatura za ispitivanje farmakoloske aktsthodabranih izolata.

Zatim su dati podaci o sakuplienom biljnom matéuijabiljnim organima ili delovima
(podzemni organi u sbaju H. scheppigianum i H. naegilianum i herbe u sltaju svih 28 ispitivanih
vrsta), datumima i lokalitetima sakupljanja, ka&olektorski brojevi. Opisan je postupak izrade
suvog MeOH ekstrakta cvasii calophyllumi njegovog frakcionisanja, kao i izrade suvih £Chp i
MeOH ekstrakata podzemnih organa (dve vrste) iil{eviih 28 vrsta); dati su i prinosi ekstrakcija.

U okviru odeljkaHemijska analiza u poglavljuMaterijal i metode detaljno su opisane LC-MS
metode kori&ene za semipreparativnho razdvajanje liofilizovaoeene frakcije MeOH ekstrakta
cvasti H. calophyllum, u cilju izolovanja seskviterpenskih laktona, i esgvMeOH ekstrakta
podzemnih organél. scheppigianum, u cilju izolovanja fenolkarboksilnih kiselina, kaanetode
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njihove stukturne karakterizacije. Opisan je poskupazdvajanja suvog CGBIl> ekstrakta herbe
H. gymnocephalum primenom hromatografije u koloni na stubu silikiage! cilju dobijanja frakcija
bogatih triterpenima i njihova identifikacija. Zatisu dati eksperimentalni uslovi kvalitativne i
kvantitativne LC-MS analize seskviterpenskih lalkton suvim MeOH ekstraktima podzemnih
organa K. scheppigianum i H. naegilianum) i herbi (svih 28 vrsta), fenolkarboksilnih kigedi u
suvim MeOH ekstraktima podzemnih orgakh ¢cheppigianum i H. naegilianum) i herbi (svih 28
vrsta), i flavonoida u suvim MeOH esktraktima hefsvih 28 vrsta). Takie, prikazani su
eksperimentalni uslovi kvalitativne i kvantitativiegC-FID-MS analize triterpena u suvim &>
ekstraktima herbi (svih 28 vrsta). Opisane su mailijantne statistke metode kori&ene u cilju
evaluacije hemosistematskog #am seskviterpenskih laktona, fenolkarboksilnih ekig,
flavonoida i triterpena identifikovanih u herbamaihs 28 ispitivanih vrsta: analiza glavnih
komponenti (PCA), nemetiko multidimenzionalno skaliranje (nMDS) i klasteradiza (UPGMA).
Na kraju odeljka naveden je i postupak spektrof@tisiskog odrdivanja ukupnih polifenola u
suvim MeOH ekstraktima herbi 28 vrsta.

U okviru odeljkaFarmakoloSka ispitivanja u poglavljuMaterijal i metode detaljno su opisane
metode ispitivanja farmakoloSkih aktivnosti.

Antioksidantna aktivnost suvih MeOH ekstrakata hestah 28 vrsta ispitivana jeén vitro
spektrofotometrijskim testovima. Ukupan antioksiaié@motencijal procenjivan je testovima FRAP
(engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) i CUPRAC (engl.Cupric Reducing Antioxidant
Capacity). Sposobnost neutralizacije slobodnih radikal@iisgna je DPPH testom (u cilju procene
sposobnosti neutralizacije 1,1-difenil-2-pikrilnédil, tj. DPPH radikala), 2-dezoksiriboza testom
(za procenu sposobnosti neutralizacii@H radikala) i ABTS testom (za procenu sposobnosti
neutralizacije 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolirs@fonska kiselina, tj. ABTS radikala).

In vitro bujon mikrodiluciona metoda koééna je za ispitivanje antimikrobne aktivnosti suvih
MeOH ekstrakata herl. calophyllum, H. coloriscapum, H. pseudoschenkii, H. valdepilosum i
H. glabratum i suvog CHCI> ekstrakta herbél. scheppigianum, kao i aktivnosti dva izolovana
seskviterpenska laktona, 8-epi-ikserisamina A pkriela E. Antibakterijska aktivnost ekstrakata
ispitivana je prema standardnim sojevima po tritevi&ram-pozitivnih faphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes i Micrococcus flavus) i Gram-negativnih bakterija Sélmonella
typhimurium, Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa), kao i prema klinikim izolatima po
jedne vrste Gram-pozitivneéBgcillus cereus) i Gram-negativne bakterijeEfterobacter cloacae).
Antifungalna aktivnost ekstrakata ispitivana je rpee standardnim sojevima Sest vrsta plesni
(Aspergillus versicolor, A. ochraceus, A. niger, Trichoderma viride, Penicillium funiculosum,

P. ochrochloron) i jedne vrste kvasniceCandida albicans), zatim prema klirikim izolatima po
jedne vrste plesnfA. fumigatus) i kvasnice C. krusel), kao i prema izolatu iz hrane jedne vrste
plesni @. verrucosum var. cyclopium). Aktivhost seskviterpenskih laktona testirangpjema dve
bakterije B. cereus i M. flavus) i ¢etiri mikromicete A. ochraceus, P. funiculosum, C. albicans i

C. krusai).

In vitro spektrofotometrijki MTT (engl.Microculture tetrazolium test) test korisen je za
utvrdivanje citotoksine aktivnosti odabranih izolata (istih onih za k@esprovedeno ispitivanje
antimikrobne aktivnosti) prema tri humane tumoréikske linije: HelLa ¢elijska linija karcinoma
grlica materice), LS174¢¢€lijska linija adenokarcinoma debelog creva) i A5é8lijska linija
nesitn@elijskog karcinoma pla), a dodatno, u cilju ispitivanja selektivnostiogvefekta, i prema
jednoj normalnogelijskoj liniji MRC-5 (¢elijska linija fetalnih fibroblasta pta).

Sposobnost suvih MeOH ekstrakata herbi svih 2&yksto i odabranih sekundarnih metabolita,
tj. flavonoida (luteolina, apigenina, njihovihQ-glukozida i 7©-glukuronida, kao i diosmetina),
fenolkarboksilnih kiselina (hlorogenske, 1,3- i-8lj50-kafeoilhina kiseline), kao i seskviterpenskih
laktona (8-epi-ikserisamina A i krepizida E), dahibiraju enzime acetilholinesterazu i
butirilholinesterazu, ispitivana je pomwin vitro spektrofotometrijske modifikovane Ellman-ove
metode.

Antihiperalgezijska i antiedematozna aktivnost BuMeOH ekstrakata herli. glabratum i
H. calophyllum i suvog CHCI, ekstrakta herbed. scheppigianum, ispitivane su nakon oralne
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primene, u modelu lokalizovane inflamacije u pac@azvane intraplantarnon.gl.) injekcijom
karagenina. Antihiperalgezijska aktivnost ispitigge kori€enjem elektidnog Von Frey uredaja,
merenjem mehatke sile kojom se deluje na Sapu i koja izaziva cgakzivotinje (povi&enje
Sape). Antiedematozna aktivnost ispitivana je memrzapremine Sape pletizmometrom. Rotarod
testom procenjivan je uticaj suvog MeOH ekstrakegbbH. glabratum i suvog CHCI, ekstrakta
herbe H. scheppigianum na motornu spretnost pacova i validirani su regulispitivanja
antihiperalgezijske aktivnosti. Akutna to&sost ova dva ekstrakta ispitana je na miSevimagmak
jednokratne primene velike doze ekstrakata.

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske diserfagoregledno su prikazani i diskutovani u
poglavlju Rezultati i diskusija na 102 strane teksta, kroz 51 sliku i 29 tabelao Q@oglavlje
dopunjeno jePrilozima na 29 strana, koji sadrze tri tabele i 74 slikean#idatkinja je svoje
rezultate detaljno uporedila sa odgovaé¢ajurezultatima drugih autora.

U poglavlju Zaklju éci navedeni su najztiajniji zaklju¢ci koji su doneti na osnovu rezultata
eksperimentalnog rada, kao i njihovog [@m@a sa odgovarajim relevantnim literaturnim podacima.

U poglavljuLiteratura dat je spisak literaturnih navoda (316) citirandrvardskim stilom.

2. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

U okviru ove doktorske disertacije ispitivano je 26&ta rodaHieracium s. str., odéega 12
nehibridogenih vrsta (osam iz sekcigannosa, dve iz sekcijeMillosa i po jedna iz sekcija
Drepanoidea i Naegeliana) i 16 hibridogenih vrsta (nastalih ukrStanjem argt sekcijaPannosa,
Naegeliana, Drepanoidea, Prenanthoidea, Villosa, Glauciformia, Hieracium i/ili Italica). Herbe 28
vrsta, a u skeju H. scheppigianum i H. naegelianum i podzemni organi sakupljeni su na
karakteristtnim lokalitetima u Crnoj Gori i Srbiji (naj¥e broj uzoraka na planini Durmitor).
Hemijski sastav 19 vrsta i farmakoloSka aktivno6t \2sta (od 28 vrsta koje su predmet ove
doktorske disertacije) ispitivani su po prvi put.

Iz MeOH ekstrakta cvasti. calophyllum, semipreparativnom ¢eom hromatografijom (LC-MS),
izolovana swetiri seskviterpenska laktona i strukturno okarmagéma primenom tandem masene
spektrometrije (Q-TOF-MS/MS), 1D i 2D NMR spektrogije i refraktometrije. Izolovani konjugati
sa prolinom: eudezmanolidni glukozid kalofilamin Byajanolid kalofilamin A i gvajanolidni
glukozid 8-epi-ikserisamin A predstavljaju nova, siida neopisana jedinjenja, dok je gvajanolidni
glukozid krepizid E izolovan po prvi put iz vrstedaHieracium.

Izolovana jedinjenja koré&na su kao eksterni standardi za uporednu kvatitati kvantitativnhu
LC-MS analizu seskviterpenskih laktona u suvim Me@kstraktima podzemnih organa dve vrste
(H. scheppigianum i H. naegdianum), kao i suvim MeOH ekstraktima herbi svih 28 vrsth
ekstraktima podzemnih orgaih scheppigianum i H. naegelianum ustanovljeno je prisustvo samo
krepizida E i to u kodini (126,88 i 116,58 mg/g suvog ekstrakta) kojaija zn&ajno v&a ne samo
u odnosu na sadrzaj ukupnih seskviterpenskih laktoekstraktima herbi ove dve vrste (u kojima su
identifikovani i kalofilamin A i 8-epi-ikserisaminA), ve¢ i u odnosu na sadrzaj ukupnih
seskviterpenskih laktona u ekstraktima herbi s@lviata (u kojima je identifikovano od dva &etiri
seskviterpenska laktona; ukupni sadrzaj seskvitsiple laktona kretao se od tragova waju jedne
vrste do 28,90 mg/g). Naj¥ie sadrzaj ukupnih seskviterpenskih laktona u ekstrea herbi
ustanovljen je uH. valdepilosum, H. calophyllum, H. gymnocephalum, H. pyricephalum, H.
coloriscapum, H. blecicii, H. scheppigianum, H. guentheri-beckii i H. anastrum (19,94-28,90 mg/q).
U ekstraktima herbi krepizid E je identifikovan @ 2rsta (u kokini od 0,26 mg/g WH. pilosum do
18,23 mg/g WH. coloriscapum), od ¢ega je u 21 vrsti bio i nazastupljeniji, a u 13targa je bilo u
znaajnoj koli¢ini (8,68-18,23 mg/g). 8-Epi-ikserisamin A i kalafnin A identifikovani su u svih 28
vrsta (bili su prisutni u tragovima u pet istih tarsdo najviSe 11,14 mg/g . guentheri-beckii,
odnosno 5,31 mg/gH. anastrum). 8-Epi-ikserisamin A je bio najzastupljeniji wBste, a u zn&jnoj
koli¢ini ga je bilo u devet vrsta (8,19-11,14 mg/g), g@kkalofilamin A bio najzastupljeniji samo u
H. pilosum, a u zna&ajnoj kolicini ga je bilo u pet vrsta (4,53-5,31 mg/g). Kdifnin B je
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identifikovan u 14 vrsta i u svima je bio zastupljeveoma malim kalinama (u tragovima u siaju
dve vrste do najvisSe 0,88 mg/dHucalophyllum).

U suvim MeOH ekstraktima podzemnih orgahascheppigianum i H. naegelianum ispitivane su i
fenolkarboksilne kiseline. Semipreparativnomtnm hromatografijom (LC-MS), iz ekstrakta
H. scheppigianum izolovane su hlorogenska i 3,5@kafeoilhina kiselina, koje su identifikovane
pomau komercijalnih standarda, kao i 1,3-, 3,4- i lif2ekafeoilhina kiselina, koje su strukturno
okarakterisane primenom ESI/SQ-MS spektrometrijé, LD i 2D NMR spektroskopije. 1,3-0D-
kafeoilhina kiselina identifikovana je po prvi putvrstama rodddieracium u okviru ove doktorske
disertacije. Navedenih 5 fenolkarboksilnih kiselikarigenih kao eksterni standardi, identifikovano
je LC-MS metodom i u ekstrakid. naegelianum. LC-MS analiza omodgiila je detekciju joS jedne
dikafeoilhina kiseline u oba ekstrakta i pokazak €U ovi ekstrakti bili sthi i u pogledu
kvantitativnog sastava (sadrzaj ukupnih fenolkasidolh kiselina 139,77 i 156,62 mg/g suvog
ekstrakta): u oba je bila dominantna 3,32dkafeoilhina kiselina (62,01 i 72,86 mg/g), a po
zastupljenosti je sledila hlorogenska kiselina§35,36,90 mg/g).

U suvim MeOH ekstraktima herbi svih 28 vrsta izm&eje uporedna LC-MS analiza
fenolkarboksilnih kiselina i flavonoida. U ekstreka herbi identifikovane su ukupno 3
fenolkarboksilne kiseline i 13 flavonoida (a deteldne su joS 2 fenolkarboksilne kiseline i 6
flavonoida). Kvalitativna analiza, sprovedena naocesi UV i masenih spektara (ESI/SQ-MS), i
pomcdu standardnih supstanci, pokazala je da su hlosbger8,5- i 1,5-dB-kafeoilhina kiselina,
luteolin 7-O-glukoksilozid, luteolin 7©-glukozid i apigenin 1-glukozid zastupljeni u ekstraktima
svih 28 vrsta, luteolin i apigenin u 27 vrsta, alie 7-O-glukuronid, apigenin 1-glukuronid i
apigenin 7©-rutinozid u 26 vrsta, luteolin @-rutinozid u 24 vrste, luteolin4-glukozid, luteolin
4'-O-glukuronid i diosmetin u 23 vrste, a kverceti®©3jlukozid u 19 vrsta. Kvantitativha analiza je
pokazala da je sadrzaj ukupnih fenolkarboksilngekna u ekstraktima herbi svih 28 vrsta (20,17-
64,17 mg/g suvog ekstrakta) bio Zago nizi u odnosu na ekstrakte podzemih orgaha
scheppigianum i H. naegelianum; najzastupljenije su bile hlorogenska (od 10,63gmgH. blecicii
do 34,65 mg/g uH. glabratum) i 3,5-di-O-kafeoilhina kiselina (od 4,48 mg/ghL. gymnocephalum
do 33,13 mg/g U. neilreichii). Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima hergit&o se od 31,48-
205,19 mg/g suvog ekstrakta. Osim u ekstraktu hetheglreichii, u ekstraktima herbi ostalih 27
vrsta flavonoidi su bili zastupljeniji polifenoli adnosu na fenolkarboksilne kiseline. N@jv&adrzaj
flavonoida (205,19 mg/g), a ujedno i ukupnih paidka (269,36 mg/g) utden je za ekstrakt herbe
H. glabratum. Medu flavonoidima, u ekstraktima najgeg broja (25) vrsta, dominantni su bili
luteolin i njegovi heterozidi (34,16-173,52 mg/g)tim Sto je sadrzaj pojedirah jedinjenja méu
vrstama znéjno varirao. Na primer, sadrzaj luteolirOfglukozida i 70-glukoksilozida kretao se
od 2,18 4,71 mg/g #. mokragorae do 49,20 i 34,82 mg/g H. naegdianum; sadrzaj luteolin -
glukuronida od tragova (getiri vrste) do 118,94 mg/g H. glabratum; a sadrzaj luteolin '4O-
glukuronida od tragova (etiri vrste) do 41,20 mg/g . valdepilosum.

U odgovarajdim frakcijama suvog CCl» ekstrakta herbEl. gymnocephalum, dobijenim t€nom
hromatografijom u koloni na stubu silikagela, dédelano je pet triterpena primenom gasne
hromatografije (GC-FID-MS). Na osnovu masenih i 12D NMR spektara ova jedinjenja su
identifikovana kaog-amirin, f-amirin-acetat,a-amirin, a-amirin-acetat i lupeol-acetat. Uporedna
kvalitativha i kvantitativna GC-FID-MS analiza &ipena u suvim CHl> ekstraktima herbi svih 28
vrsta izvrSena je ponda standardnih supstanci. Najvesadrzaj ukupnih triterpena detektovan je u
ekstraktuH. durmitoricum (148,59 mg/g suvog ekstrakta), a najmanji u ekairék glabratum
(31,78 mg/g). U ekstraktima svih vrsta najzastunglige bio a-amirin (22,72-88,92 mg/g), a po
koli¢ini ga je sledion-amirin-acetat (4,38-51,35 mg/g). Ostali triterpeuni bili zastupljeni u znatno
manjim kolcinama, i top-amirin (1,42-10,40 mg/g)A-amirin-acetat (0,86-8,63 mg/g)po 27 vrsta,

a lupeol-acetat u svega 10 vrsta (2,83-10,14 mg/qg).

Hemosistematski ziaj seskviterpenskih laktona, flavonoida, fenolk&dimih kiselina i
triterpena identifikovanih u ekstraktima herbi Zitivanih vrsta procenjen je multivarijantnim
statisttkim metodama (PCA, nMDS i UPGMA). Kao najpouzdarigmosistematski markeri
pokazali su se flavonoidi i fenolkarboksilne kiseli Statistika analiza sadrzaja ovih polifenola u
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ekstraktima pokazala je jasno odvajanje pripadméaicitihn sekcija i neformalnih grupa, kao i
pozicioniranje hibridogenih vrsta uglavnom iztneoditeljskih vrsta. Statigtkom analizom sadrzaja
seskviterpenskih laktona i triterpena konstatovamoaizvesna preklapanja grupa, ali rezultati
prevashodno PCA i nMDS analiza, generalno podraagiégrencijaciju izméu glavnih grupa i u
skladu su sa trenutno prilkemom taksonomskom klasifikacijom roderacium. Kalofilamin B i
lupeol-acetat mogli bi biti dobri hemosistematskirkeri za pojedine ispitivane grupe: kalofilamin B
za vrste koje pripadaju ili nastaju ukrStanjemaviigtsectVillosa (osimH. neilreichii), kao i za vrste
koje nastaju ukrStanjem vrsta iz se@auciformia i sect. Italica (H. tommasinianum grupa), a
lupeol-acetat za ¥&u nehibridogenih vrsta koje pripadaju sePannosa, kao i za pojedine
hibridogene vrste koje nastaju ukrStanjem vkstgymnocephalum iz ove sekcije sa vrstama drugih
sekcija.

Za suve MeOH ekstrakte herbi svih 28 vrsta fddaacium, in vitro spektrofotometrijski, utden
je zna&ajan ukupni antioksidantni potencijal FRAP (1,0882,mmol Fé'/g suvog ekstrakta) i
CUPRAC (1,20-3,40 mmol Trolox/g suvog ekstraktagtdm i pokazana snazna koncentraciono
zavisna sposobnost neutralizacije DPPESGo=14,20-60,00 pg/mL), ABTS (SG¢=5,58-
18,74 pg/mL) i'OH radikala (S€=12,11-24,45 pg/mL; svegéetiri ekstrakta nisu postigla 50%
inhibicije "OH radikala). Rezultati su bili u korelaciji sa sajem ukupnih polifenola odtenim uz
kori&enje FC reagensa (54,62-168,85 mg &§Buvog ekstrakta). Naime, najvsadrzaj ukupnih
polifenola utviden je za ekstraktd. glabratum, H. mirificissmumi H. naegelianum (168,85; 105,12 i
102,30 mg GAE/g suvog ekstrakta), najbolija ukupmdioksidantna aktivhost za ekstrakte
H. glabratumi H. mirificissmum (FRAP vrednosti 2,65 i 2,09 mmol ¥4 suvog ekstrakta; CUPRAC
vrednosti 3,33 i 3,40 mmol Trolox/g suvog ekstrakia najsnaznija antiradikalska aktivnost za
ekstrakteH. glabratum i H. naegelianum (SGso vrednosti 14,20 i 20,19 pg/mL prema DPPatikalu,
558 i 6,84 pg/mL prema ABTSradikalu, odnosno 12,11 i 15,18 pg/mL pref@dd radikalu).
Prime&ena su i izvesna odstupanja od ovog pravila kojadila da se objasne sadrzajem pojedinih
jedinjenja (npr. ekstrakd. macrodontoides je ispoljio nizu antiradikalsku aktivnost odekivane usled
nizeg sadrzaja flavonoidnih aglikona né&ua heterozida koji su manje aktivni).

Antimikrobna aktivnost na osnovu hemijskog sastagtabranih suvih ekstrakata herbi (£€CHb
ekstrakta H. scheppigianum i MeOH ekstrakataH. calophyllum, H. coloriscapum, H.
pseudoschenkii, H. valdepilosum i H. glabratum), kao i izolovanih seskviterpenskih laktona 8-epi-
ikserisamina A i krepizida E, ispitanaijevitro bujon mikrodilucionim testom. Ekstrakti su inhidira
rast svih osam testiranih vrsta bakterija (MH&,68 mg/mL; MBK>3,36 mg/mL) i deset vrsta plesni
i kvasnica (MIK>2,48 mg/mL; MFKe4,96 mg/mL). Najbolju aktivhost ekstrakti su isgblprema
bakterijamaS. typhimurium (MIK=1,68-6,80 mg/mL; MBK=3,36-10 mg/mL) P. aeruginosa
(MIK=2,52-19,84mg/mL; MBK=5-39,68 mg/mL), kao i kvasnican@a albicans (MIK=2,48-3,74
mg/mL; MFK=4,96-7,48 mg/mL) C. krusei (MIK=4,96-7,48 mg/mL; MFK=9,92-14,96 mg/mL).
Generalno, najbolju antimikrobnu aktivnost pokapaMeOH ekstrakH. valdepilosum, a sledio ga
je CHCl.> ekstraktH. scheppigianum. Utvrdena antimikrobna aktivnost moze se barem delom
objasniti prisustvom pojedinih triterpena (ucslju CHCI, ekstrakta) i polifenola (u staju MeOH
ekstrakata), za koje je aktivnost prema nekim gqutivenih bakterija i mikromiceta prethodno
pokazana. Aktivhost MeOH ekstrakata prema plesnAnacchraceus i P. funiculosum, kao i
kvasnicamaC. albicansi C. krusel, moze se dodatno objasniti i prisustvom seskwiesgih laktona,
8-epi-ikserisamina A i krepizida E, za koje je aktst prema ovim mikromicetama pokazana u
okviru ove doktorske disertacije (MIK=0,15-0,4 md/mVIFK=0,3-0,8 mg/mL, osim u staju
8-epi-ikserisamina A prem@a ochraceus).

Citotokstna aktivnost odabranih suvih ekstrakata herbih(s#i koje je ispitivana i antimikrobna
aktivnost), kao i 8-epi-ikserisamina A i krepiziHaspitivana jan vitro spektrofotometrijskim MTT
testom. Ekstrakti su bili aktivni prema svim temtim tumorskim¢elijskim linijama: karcinoma

1 SGy - koncentracija izolata koja dovodi do neutralig]80% slobodnih radikala
2 GAE - ekvivalent galne kiseline
3 MIK - minimalna inhibitorna koncentracija; MBK/MFKminimalna baktericidna/fungicidna koncentracija



grlica materice (HelLa; 16£'=148,12-303,22ug/mL), karcinoma debelog creva (LS174;sdC
=308,86-689,70 pg/mL) i nesitégijskog karcinoma pita (A549; 1Go=294,04-869,64 ug/mL), pri
cemu je HelLatelijska linija bila najosetljivija. Najbolji efekata sve tricelijske linije pokazao je
CH2Cl> ekstraktH. scheppigianum, Sto se moze barem delom objasniti prisustvom eaiggLtih
triterpena za koje je prethodno pokazan efekat @remakim od navedenih tumorskitelija.
Citotokstna aktivnost MeOH ekstrakata nije bila u korelaggisadrzajem ukupnih polifenola, ali je
aktivnost na HelL&elije bila u korelaciji sa sadrzajem krepizida Eepizid E je pokazao bolji
citotoksini efekat na ovéelije u odnosu na 8-epi-ikserisamin A §vrednosti 46,19 i 100 pg/mL,
redom). Ispitivani ekstrakti (I£>249,81ug/mL) i jedinjenja (16>92,23 ug/mL) su vrlo slabo
inhibirali rast zdravihéelija fetalnih fibroblasta plia (MRC-5), Sto je ukazalo na potencijalnu
bezbednost primene ovih izolata.

Primenom modifikovane Elmann-ove metoifeyitro spektrofotometrijski pokazano je da su suvi
MeOH ekstrakti herbi 27 od 28 ispitivanih vrsta &entraciono zavisno inhibirali viSe od 50%
aktivnosti enzima acetilholinesteraze (AChEpdehe=0,64-1,39 mg/mL), dok su ekstrakti samo
sedam vrsta postigli viSe od 50% inhibicije enzitmatirilholinesteraze (BChE; Kgsche=0,56-
1,30 mg/mL). Istom metodom ispitivana je i anti-Ahanti-BChE aktivnost odabranih metabolita i
to sedam flavonoida (luteolina i apigenina, njiioviO-glukozida i 7O-glukuronida i diosmetina),
tri fenolkarboksilne kiseline (hlorogenske kiseling5- i 1,3-diO-kafeoilhina kiseline) i dva
seskviterpenska laktona (8-epi-ikserisamina A ipkaida E). Flavonoidni aglikoni apigenin
(ICs0ache=47,12 pg/mL; 1Csoeche=18,40 ug/mL), luteolin (1IGoache=58,82 pg/mL; 1Csosche=20,12
ng/mL) i diosmetin (IGoache=89,89ug/mL; 1Csosche=73,44pg/mL) pokazali su zréajnu aktivnost
prema oba enzima, koja je bila neSto bolja prem&aBCSa druge strane, flavonoidni heterozidi
pokazali su znatno slabiju aktivhost u odnosu H&kawe, koja je u ovom stiaju bila nesto bolja
prema AChE. U koncentraciji 160g/mL, apigenin 7-glukuronid pokazao je najbolju aktivhost
prema AChE (38,47%), a apigeninOfglukozid prema BChE (31,74%). Od fenolkarbokilnih
kiselina, zn&ajniju inhibiciju enzimske aktivnosti pokazala je34i-O-kafeoilhina kiselina prema
AChE (41,00% u koncentraciji 160,0@/mL). Meiu ostalim ispitivanim jedinjenjima viSe od 50%
inhibicije enzimske aktivnosti pokazao je 8-epigiisamin A u sltiaju AChE (1Gc=80,01ug/mL).
Krepizid E je pokazao slabiju aktivhost prema obairaa, inhibirajéi 19,32% aktivnosti AChE i
22,79% aktivnosti BChE u koncentraciji 1600§/mL.

U modelu lokalizovane inflamacije Sape pacova imdake karageninom, ispitane su
antihiperalgezijska i antiedematozna aktivnost g, osnovu hemijskog sastava odabrana, suva
ekstrakta vrsta rodBlieracium. CHCl, ekstraktH. scheppigianum i MeOH ekstraktH. glabratum
(50-200 mg/kgp.o.) pokazali su statistki znaajnu i dozno zavisnu antihiperalgezijsku aktivnost
(26,9-56,2% i 25,3-51,6%, redom, 60-90 min naketmtana; ER® vrednosti 163,0 + 26,5 211,6 +
70,6 mg/kg, redom), uporedivu sa referentnim lekionprofenom (100 mg/kg.o.; 61,1%, 90 min
nakon primene), koja barem delom moze da se obpssustvom identifikovanih triterpena u
CHCl> ekstraktu, odnosno polifenola (fenolkarboksilnikdtina i flavonoida) u MeOH ekstraktu. U
skladu sa tim, MeOH ekstrakt. calophyllum (200 mg/kgy.0.), koji je u odnosu na MeOH ekstrakt
H. glabratum imao nizi sadrzaj polifenola, pokazao je i nizitilaiperalgezijski efekat (38,1%,
60 min nakon tretmana). Ispitivani ekstrakti uitasim dozama nisu pokazali staii&ii znatajan
antiedematozni efekat. Bezbednost primene eks&akascheppigianum i H. glabratum, koji su
pokazali znaajnu antihiperalgezijsku aktivnost, pokazana jenad testom u pacova (200 mg/kg,
p.o.) i testom akutne tok&nosti u miSeva (pojeditaa doz&2000 mg/kgp.o.).

41Cso - koncentracija izolata koja inhibira prezivljayas0%¢elija
5 1CsoachdICsosche- koncentracija izolata koja dovodi do inhibic§8% aktivnosti enzima AChE/BChE.
5 EDso - doza koja ispoljava 50% antihiperalgezijske \aktisti.



3. UPOREDNA ANALIZA POSTIGNUTIH REZULTATA SA PODACI MA 1IZ
LITERATURE

Hieracium s. str. je jedan od najsid i sistematski najslozenijih rodova skrivenoseroakoji, u
zavisnosti od taksonomskog koncepta, uklje razltiti broj vrsta, od 500 do 5000 (Mraz i
Zdvorak, 2019). Prema novijim klasifikacijama, ovaj raduzem smislu viSe ne ukfuje neke
taksone koji su bili u rangu podrodova ili sekgi@ni se sada vode kao nezavisni rodeNosella
Hill, Stenotheca Monnier i Schlagintweitia Griseb., i zajedno sa rodoidieracium pripadaju
podtribusu Hieraciine (Greuter 2006+; Kilian i s@016; Sennikov i lllarionova, 2002). Rod
Hieracium je autohton na teritoriji Evroazije, severne A&ik Severne Amerike, sa centrima
najveteg diverziteta u Alpima i zapadnim delovima Evrogap i na Balkanskom poluostrvu i
Srednjem Istoku (Kilian i sar., 2009). Kao sekumil@entar diverziteta, Balkansko poluostrvo je
takade i najbogatije u pogledu zastupljenosti drevnisiadnih vrsta (Niketid sar., 2006). Najwe
diverzitet taksona konstatovan je u Dinaridimapagino na planini Durmitor (Crna Gora), sa vise
od Sezdeset vrsta (u uzem smislu) (Nikésar., 2003). Na ovom lokalitetu radte vrste obino
koegzistiraju na istom stanistu, sa istim tipomss$tgia, Sto je posebno pogodno za komparativna
hemosistematska ispitivanja. Stoga je za potretvazisanja u okviru ove doktorske disertacije
vedna vrsta (24 od 28) prikupljeno na planini Durmito

Pojedine vrste rodBlieracium s. str. koristile su se ili se koriste u narodmgdicini. Od vrsta
koje su ispitivane u ovoj doktorskoj disertacijgbeleZzena je primena osuSenog soka iz korena
H. pannosum u Turskoj (zapadna Anadolija) u cilju prevencijgojenja usne duplje i odrzavanja
njene higijene, kao i primerfgerbeH. plumulosum u Crnoj Gori (oblast Prokletija) kao sredstva za
lecenje rana (Arii sar., 2015; PetréyL996).

Vrste rodaHieraciums. str. su do sada samo delimo hemijski i farmakoloSki praiavane.

Seskviterpenski laktoni su do sada identifikovaame u 2 vrste roddieraciums. str. Iz MeOH
ekstrakta podzemnih orgaia murorum L. izolovan je germakranolid (351)-4-D-glukopiranozil
estar germakraeH-1(10)E,4Z,11(13)-trien-12¢80lid-15-karboksilne kiseline. 1z hloroformskog
(CHCIs) ekstrakta nadzemnih delovid. bectauatensis Kupr. izolovana su dva gvajanolida
dezacilcinaropikrin i 11,13-dihidro-8-dezoksilakitnc(Adenekov, 2015; Kanafin i sar., 2015;
Zidorn i sar., 2001).

U okviru ove doktorske disertacije, iz MeOH eksteakvastiH. calophyllum, izolovana su tri
nova, tj. do sada neopisana, konjugata seskvitekgeraktona sa prolinom: eudezmanolidni
glukozid kalofilamin B, gvajanolid kalofilamin A gvajanolidni glukozid 8-epi-ikserisamin A.
Prisustvo navedena dva nova gvajanolida zatim yeiemo u MeOH ekstraktima herbi svih 28
vrsta, a prisustvo sva tri nova seskviterpenskdofek u MeOH ekstraktima herbi 14 vrsta.
Konjugati seskviterpenskih laktona sa prolinom do vetki u prirodi i do sada su identifikovani
samo u nekoliko vrsta drugih rodova familije Asterae (Cha i sar., 2012; Labed i sar., 2019;
Perveen i sar., 2018; Yang i sar., 2016; Zaima,i Z214). Na primer, ikserisamin Aiji je 8-epi-
ikserisamin A epimer, prethodno je izolovan iz Me®kstrakta cele biljkéxeris dentata (Thunb.
ex Thunb.) Nakai (Cha i sar., 2012). Iz MeOH ekgaacvastiH. calophyllum izolovan je i
gvajanolidni glukozid krepizid E, i to po prvi pit vrste rodaHieracium. Njegovo prisustvo je
zatim utvdeno i u MeOH ekstraktima podzemnih org&hascheppigianum i H. naegelianum, kao
i MeOH ekstraktima herbi 26 ispitivanih vrsta. Kiagd E je prethodno identifikovan samo u Sest
vrsta familije Asteraceae: u nepolarnom ekstrakdikopheksan:E0O:H.O 1:1:1, VIVIV) herbe
Crepis incana Sibth. & Sm., MeOH ekstraktu cele biljRéoungia japonica (L.) DC.’, vodenom
ekstraktu (dekoktu) sveze biljkéabalus acerifolius Maxim 8, acetonskom ekstraktu nifeog soka
Lapsana communis L. subsp.communis, EtOH ekstraktu (95%V/V) cele biljke Ainsliaea
macrocephala (Mattf.) Y.C. Tseng, i EtOH ekstraktu koreBbephantopus scaber L. (Barda i sar.,
2018; Lee i sar., 2015; Wu i sar., 2011; Zidorm&0

7 Autori su za ovu vrstioristili sinonimCrepisjaponica (L.) Benth. (Hassler, 2019).
8 Autori su za ovu vrstu koristili sinonifrenanthes acerifolia Benth.(Hassler, 2019).



Fenolkarboksilne kiseline i flavonoidi su do sadentifikovani u viSe od 50 taksona roda
Hieracium s. str., uglavhom u polarnim ekstraktima nadzenuordgana ili delova (u stiaju dve
vrste dodatno i u ekstraktima podzemnih organajiuMenolkarboksilnim kiselinama nme su
identifikovane razliite kafeoilhina kiseline (uglavnhom hlorogenska, - 3,54,5-di-O-kafeoilhina
kiselina, a samo u Sest vrsta 1,5akafeoilhina kiselina, i u dve vrste izohlorogenska4-di-O-
kafeoilhina kiselina). Od flavonoida, age su detektovani flavoni apigenin i luteolin i mgin
heterozidi (monozidi i biozidi). Metil derivati lablina, diosmetin i hrizoeriol, identifikovani su u
svega dve, odnosno u jednoj vrsti, a flavonolnehetid kvercetin 3-glukozid u samo dve vrste
ovog roda (Giner i sar., 1992; Gokbulut i sar., Z0Retrové i sar., 1999a; Sareedenchai i Zidorn,
2010; Svehlikova i sar., 2002; Zidorn i sar., 2002)

Od 28 vrsta rodaHieracium, koje su predmet ove doktorske disertacije, da gadu pogledu
kvalitativnog i/ili kvantitativnog sastava fenolkaksilnih kiselina i flavonoida ispitivano samo wsa
MeOH ekstrakti herbiH. gymnocephalum, H. blecicii, H. guentheri-beckii, H. coloriscapum i H.
naegelianum, MeOH ekstrakti korena, listova i cvalsti pannosum, i polarni (MeOH:aceton:voda 3:1:1,
VIVIV) ekstrakti cvastH. villosumi H. pilosum (Gokbulut isal.] 2017; Petlovi( i sal.] 1999a; Zidon i sal]
2002). U preostalih 20 vrsta, kompozicija ovih selarnih metabolita do sada nije ispitivana.

U okviru ove doktorske disertacije, od fenolkarhtkh kiselina, iz MeOH ekstrakta
podzemnih organBl. scheppigianum izolovano je pet kafeoilhina kiselina (hlorogensg#®-, 1,5-,
1,3- i 3,4-diO-kafeoilhina kiselina), koje su zatim identifikovanu MeOH ekstraktu podzemnih
organaH. naegelianum. Dodatno, u oba ekstrakta podzemnih organa detekoye joS jedna
dikafeoilhina kiselina. 1,3-DB-kafeoilhina kiselina identifikovana je po prvi putvrstama roda
Hieracium u okviru ove doktorske disertacije.

U MeOH ekstraktima herbi svih 28 vrsta identifikoeasu u okviru ove doktorske disertacije
hlorogenska, 3,5- i 1,5-dD-kafeoilhina kiselina; u 27 vrsta detektovana jeS jgedna
monokafeoilhina kiselina, a u osam vrsta i dikdféoa kiselina koja je registrovana i u
podzemnim organima. U MeOH ekstraktima hefbigymnocephalum, H. blecicii, H. guentheri-
beckii, H. coloriscapum i H. naegelianum (Petrovici sar., 1999a), pored tragova kafene kiseline,
prethodno su, kao i u okviru ove doktorske dis@daddentifikovane hlorogenska i 3,5-Qi-
kafeoilhina kiselina, a u ekstraktimd. gymnocephalum, H. blecicii, H. guentheri-beckii i
H. naegelianum i 1,5-di-O-kafeoilhina kiselina. U okviru ove doktorske diseije,1,5-diO-
kafeoilhina kiselina detektovana je i u ekstraticol oriscapum.

U prethodno ispitivanim polarnim ekstraktima cvastivillosum i H. pilosum (Zidorn i sar.,
2002), pored 4,5-dd-kafeoilhina kiseline, detektovane su, kao i u Me€@kstraktima herbi ovih
vrsta u okviru ove doktorske disertacije, hlorogens3,5-diO-kafeoilhina kiselina. U okviru ove
doktorske disertacije, u ekstraktima herbi idektifiana je dodatno i 1,5-d)-kafeoilhina kiselina.
Kao i u MeOH ekstraktu herbd. pannosum ispitivanom u okviru ove doktorske disertacije, u
prethodno ispitivanim MeOH ekstraktima listova iasti ove biljke takde je identifikovana
hlorogenska kiselina (pored kafene kiseline) (Gékbusar., 2017). U ekstraktu herbe su, u okviru
ove doktorske disertacije, dodatno identifikovarte 81,5-di-O-kafeoilhina kiselina.

Sto se tie flavonoida, u okviru ove doktorske disertacijeMeOH ekstraktima herbi svih 28
vrsta detektovano je ukupno 19 jedinjenja iz ovas&| i to luteolin i 9 njegovih heterozida,
apigenin icetiri njegova heterozida i diosmetin i dva njegdweterozida, kao i kvercetin G-
glukozid. Aglikoni, luteolin i apigenin identifik@ani su u 27 vrsta, a diosmetin u 23 vrste.
Heterozidi, luteolin 7@-glukoksilozid, luteolin 7©-glukozid i apigenin 1-glukozid bili su
prisutni u svim ispitivanim vrstama, luteolinQ-glukuronid, apigenin ©-glukuronid i apigenin
7-O-rutinozid u po 26 vrsta, luteolin @-rutinozid u 24 vrste, luteolin’-glukozid i luteolin 4
O-glukuronid u 23 vrste, a kvercetinG-glukozid u 19 vrsta.

U MeOH ekstraktima herbiH. gymnocephalum, H. blecicii, H. guentheri-beckii,

H. coloriscapum i H. naegelianum prethodno su identifikovani luteoin@-glukozid, luteolin 70-
rutinozid, luteolin 70-glukoksilozid i luteolin, a u ekstraktimd. gymnocephalum, H. blecicii,
H. guentheri-beckii i H. coloriscapum takaie i apigenin 7-glukozid (Petrovic sar., 1999a). U
okviru ove doktorske disertacije, apigeninO7glukozid je detektovan i u ekstrakt.
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naegelianum, a dodatno, identifikovani su i luteolin G-glukuronid i apigenin ©-rutinozid (u
svih pet navedenih vrsta), luteolin@glukuronid, apigenin i diosmetin (&etiri vrste; izuzewH.
naegelianum), apigenin 70-glukuronid (ucetiri vrste; izuzeH. blecicii), luteolin 4'O-glukozid (u
H. blecicii, H. guentheri-beckii i H. coloriscapum) i kvercetin 30-glukozid (uH. gymnocephalum,
H. blecicii i H. naegelianum).

Zidorn i sar. (2002) su u polarnim ekstraktima ¢vas villosum i H. pilosum identifikovali
luteolin, luteoin 70O-glukozid, luteolin 7©-glukuronid i luteolin 40O-glukozid, ¢ije prisustvo je
potvrdeno i u okviru ove disertacije u MeOH ekstraktimeali ovih biljaka. U ekstraktima herbi
obe biljke dodatno su identifikovani apigenin, dretin, luteolin 70-glukoksilozid, luteolin 40O-
glukuronid, apigenin B-rutinozid, apigenin ©-glukozid, apigenin ©®-glukuronid i kvercetin 3-
O-glukozid, a u ekstraktu herth& villosum i luteolin 7-O-rutinozid. Sa druge strane, Zidorn i sar.
(2002) su u ekstraktima cvasti obe vrste identifldd i izoetin 4'O-glukuronid, koji nije
detektovan u ekstraktima herbi u okviru ove dolterdisertacije.

Kao i u sl#éaju MeOH ekstrakta herbEl. pannosum ispitivanom u okviru ove doktorske
disertacije, u prethodno ispitivanim ekstraktimatdva i cvasti ove biljke identifikovani su
apigenin, luteolin i luteolin B-glukozid (Gokbulut i sar., 2017). U okviru ove doiske
disertacije, u ekstraktu herbe ove biljke dodatmoidentifikovani luteolin 79©-glukoksilozid,
luteolin 7-O-glukuronid, luteolin 4©-glukozid, apigenin ©-rutinozid, apigenin ©-glukozid,
apigenin 70©-glukuronid i kvercetin 32-glukozid.

Do sada su u pogledu sastava triterpena ispitiveingaksona rodaHieracium. U CHCk
ekstraktima herbi identifikovano je ukupno Sesinghja triterpenske strukture, i to: lupeol-acetat
i f-amirin uH. plumulosum, a- i f-amirin i 21o-hidroksi-taraksasterol H. gymnocephalum, kao i
a- | f-amirin, taraksasterol i lupeol . umbellatum subspumbellatum (Hooper i Chandler, 1984;
Petrovt i sar., 1996; 1999b). U okviru ove doktorske diefe, u ekstraktimal. gymnocephalum
i H. plumulosum dodatno su identifikovana dva triterpena, acetatif-amirina.

Hemosistematski zkaj flavonoida i fenolkarboksilnih kiselina (ubikainih klasa sekundarnih
metabolita) i naréito seskviterpenskih laktona zastupljenih u ne talaikom broju familija
skrivenosemenica, do sada je pokazan ditarcza biljke iz familije Asteraceae (Sareedenchai
Zidorn, 2010; Zidorn i sar., 2002; Zidorn, 2008)tdksonima rod&lieraciumss. str., seskviterpenski
laktoni i triterpeni prethodno su sporéald ispitivani, zbogéega do sada nije ¢ana njihova
hemosistematska evaluacija. Sa druge strane, prethge pokazan hemosistematski ¢aja
flavonoida i fenolkarboksilnih kiselina u studijamiaje su obuhvatile sekcij@®repanocidea,
Hieracium, Italica, Pannosa, Prenanthoidea i Villosa (koje su predmet i ove doktorske disertacije),
kao i 11 drugih sekcija ovog roda (Pettovsar., 1999a; Sareedenchai i Zidorn, 2010; Ske¥d i
sar., 2002; Zidorn i sar., 2002). Doprinos ove ddie disertacije se ogledacinjenici da je po prvi
put ispitivan hemosistematski zta flavonoida i fenolkarboksilnih kiselina za naeeth 28 vrsta,
kao i seskviterpenskih laktona i triterpena po pivi za vrste roddieracium.

Od vrsta koje su predmet ove doktorske disertaaigpksidantni potencijal je do sada ispitivan
za nepolarni ekstrakt herbEl. gymnocephalum (pored antiedematozne i gastroprotektivhe
aktivnosti) (Petrovt i sar., 2008) i za polarne ekstrakte korena, cvabstova H. pannosum
(GOkbulut i sar., 2017). Nepolarni, suvi &> ekstrakt herbéd. gymnocephalum pokazao je, u
skladu sa hemijskim sastavom, umerenu sposobnasiatizacije’OH radikala u 2-dezoksiriboza
testu (maksimalnih 39,3% neutralizacije u konceamiira2,5% m/V), i slabu sposobnost
neutralizacije DPPHradikala (S@=60 mg/mL) i inhibicije lipidne peroksidacije u 6gomima
(12,9% inhibicije u najvisoj testiranoj koncentjati0% nvV). Sa druge strane, ovaj ekstrakt bogat
triterpenima ispoljio je dozno-zavisan antiedematozfekat u modelu inflamacije Sape pacova
indukovane karageninom, kao i zagan gastroprotektivni efekat u modelu akutnog rgamsig
ulkusa u pacova izazvanog indometacinom (Peirogar., 2008). Suvi MeOH ekstrakti korena,
cvasti i listovaH. pannosum pokazali su, u skladu sa hemijskim sastavom¢ana sposobnost
neutralizacije DPPHradikala (S@ vrednosti 0,455, 0,767 i 0,776 mg/mL) i ABTSadikala
(SGso vrednosti 0,101, 0,258 i 0,240 mg/mL) (Gokbulusar., 2017). U okviru ove doktorske
disertacije ustanovljene su Zagna ukupna antioksidantna aktivnost (FRAP i CUPRA§Som) i
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sposobnost neutralizacije DPRABTS™ i "OH radikala polarnih, suvih MeOH ekstrakata hei®i 2
vrsta rodaHieracium. Dobijeni rezultati su u skladu sa utenim hemijskim sastavom ovih
ekstrakata. Naime, rda jedinjenjima identifikovanim u ispitivanim eksktana, prethodno je
snazna antiradikalska aktivnost pokazana za lutea@pigenin, 3,5-d®-kafeoilhina kiselinu,
kvercetin 30-glukozid i luteolin 70-glukozid (SGo=2,17-5,18 pg/mL) prema DPPkadikalu,
kao i za luteolin i kvercetin &-glukozid (SGo vrednosti 2,60 i 3,80 pg/mL) prema ABTS
radikalu (Yener i sar., 2020; Zheleva-Dimitrovaar.s2017).

Antimikrobna aktivhost vrsta rodalieracium prethodno je ispitivana za nepolarne, tj.
n-heksanske ekstrakte korena, lista i stablikeimbellatum prema bakterijam&&. coli, S. aureus,
Klebsiella pneumoniae i P. aeruginosa i kvasnici C. albicans bujon mikrodilucionom i/ili disk
difuzionom metodom (Kuluev i sar., 2019; Shvetsar.,s2019). Mdutim, ovi ekstrakti nisu
pokazali zn&ajnu inhibiciju rasta navedenih mikroorganizama.raaiku od prethodnih studija, u
okviru ove doktorske disertacije bujon mikrodilucton metodom ustanovljena je antimikrobna
aktivnost odabranih suvih ekstrakata herbi {CH ekstraktaH. scheppigianumi MeOH ekstrakata
H. calophyllum, H. coloriscapum, H. valdepilosum, H. pseudoschenkii i H. glabratum), koja je bila
u skladu sa njihovim hemijskim sastavom. Od sak&oj@HCl» ekstraktaH. scheppigianum, do
sada je za smeSe i f-amirina (1:2), kao ia- 1 p-amirin-acetata pokazana aktivnost prema
kvasnicamaC. albicans i C. krusei (MIK=0,03-0,250 mg/mL), dok je za-amirin pokazana
aktivnost prema bakterijam& aureus, S typhimurium i E. coli (MIK=0,37 mg/mL; MBK=
0,75 mg/mL) (Ekalu i sar., 2019; Johann i sar., D0@Za pojedine polifenole detektovane u
ispitivanim MeOH ekstraktima takde je pokazana antimikrobna aktivnost u prethodniudigma.
Luteolin  70-glukozid i hlorogenska kiselina pokazali su aktish prema bakterijama
S typhimurium, E. coli i S aureus (MIK=0,1-0,15 mg/mL; MBK=0,1-0,2 mg/mL) i plesnima
T. viride, A. niger, A. ochraceus, P. funiculosum i P. ochrochloron (MIK=0,05-0,1 mg/mL;
MFK=0,1 mg/mL), dok je 3,5-dB-kafeoilhina kiselina ispoljila aktivhost prema akjama
S aureus i P. aeruginosa i plesni A. niger (MIK=0,1-0,2 mg/mL). Ove dve fenolkarboksilne
kiseline zn&ajno su inhibirale i rast kvasnig@ albicans (MIK=0,05-0,2 mg/mL) (Kuké i sar.,
2008; Zhu i sar., 2004). Ustanovljena aktivnost Me€kstrakata prema plesninda ochraceus i
P. funiculosum, kaoi kvasnicamaC. albicans i C. krusei moze se dodatno objasniti i prisustvom
seskviterpenskih laktona, 8-epi-ikserisamina A epizida E, za koje je aktivhost prema ovim
mikromicetama pokazana u okviru ove doktorske thsge. Za krepizid E je 1 prethodno
evaluirana antimikrobna aktivnost i to prema peta/patogenih bakterija i Sest vrsta mikromiceta.
Krepizid E je ispoljio znéajnu aktivnost prema bakterijankater ococcus faecalis, P. aeruginosa i
B. cereus, i mikromicetamaA. versicolor i T. viride (MIK=0,045 mg/mL; MFK=0,3 mg/mL)
(Barda i sar., 2018). Dodatno, za dezacilcinarapiki mg/mL), jedinjenje koje predstavlja
aglikon krepizida E je, u disk difuzionom testutamovljen efekat prema bakterijargacoli (9-10
mm) i S aureus (16 mm) (Ndom i sar., 2006). Take je | za pojedine konjugate seskviterpenskih
laktona i aminokiselina (jedinjenja strukture¢sk 8-epi-ikserisaminu A) antimikrobna aktivnost
prethodno pokazana. Na primer, centaureolidi A k&j su izolovani iz MeOH ekstrakta cvasti
C. pungens, ispoljili su aktivnost prema bakterijanBa cereus, Listeria innocua, P. aeruginosa i P.
fragi (MIK 0,1-1 mg/mL) (Labed i sar., 2019).

Citotoksina aktivnost vrsta roddieracium prethodno je ispitivanan vitro MTT testom samo
za n-heksanske, dihlormetanske i vodene frakcije MeXdtrakta, kao i za vodeni ekstrakt
nadzemnih delova u cvetd. umbellatum prema kancerskindelijskim linijama: HelLa (karcinom
grlica materice), A-431 (epitelni epidermoidni karcin&ovze) i MCF7 (epitelni adenokarcinom
dojke). Navedeni ekstrakt i frakcije u ispitivankoncentracijama (koje su bile niske i iznosile
maksimalno 1Qug/mL) nisu postigle 50% inhibicije rasta ouiblija (Csupor-Loffler i sar., 2009).
Sa druge strane, u okviru ove doktorske disertacgabrani ekstrakti (isti oni koji su ispitivanui
pogledu antimikrobne aktivnosti) testirani su uimiskoncentracijama (takie u MTT testu) i
pokazali citotoksinu aktivnost na sve tri tumorskelijske linije: HeLa, LS174 (karcinom debelog
creva) i A549 (nesitneelijski karcinom plida). Sposobnost suvog @El> ekstrakta herbed.
scheppigianum da inhibira rast HeL&elija moZe se bar delom objasniti prisustvgramirina,cija
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je citotokséna aktivnost prema ovdjelijskoj liniji prethodno ustanovljena (k=19,72 pg/mL)
(Anburaj i sar., 2020). Od jedinjenja koja su idigavana u ispitivanim MeOH ekstraktima,
prethodno je pokazana antiproliferativna aktiviagolin 7-O-glukozida i apigenin 1-glukozida
prema HelL&elijama (IGo vrednosti 59,60 i 66,80 pg/mL), kao i luteolinapigenina prema HelLa
(ICs0 vrednosti 4,41 i 8,99 pg/mL) i A54&lijama (IGo vrednosti 16,91 i 12,55 pg/mL) (Kim i
sar., 2014; Li i Yang, 2015; Mamadalieva i sar.1 20 Pored navedenih polifenola, ustanovljenoj
citotoksinoj aktivnosti ispitivanin MeOH ekstrakata premalHeelijskoj liniji, barem delom,
doprineli su i 8-epi-ikserisamin A i krepizid Eja je aktivhost prema ova@glijskoj liniji pokazana

u okviru ove doktorske disertacije. Citotoksi efekat krepizida E je i prethodno ispitivan i to
prema humaningelijskim linijjama melanoma (SK-MEL-2), kolorektalp@denokarcinoma (HCT-
15) i A549in vitro SRB testom. Mé&utim, u opsegu testiranih koncentracija (koje da bna&ajno
nize u odnosu na koncentracije testirane u okvire doktorske disertacije; maksimalno 12,73
ug/mL) krepizid E nije postigao 50% inhibicije rastah celija (Lee i sar., 2015).

In vitro ustanovljena sposobnost ispitivanih ekstrakatebi@tah 28 vrsta rod&lieracium da
inhibiraju AChE i BChE (primenom modifikovane Ellm@ve metode) moze se, makar delom,
objasniti prisustvom oddenih sastojaka, koji su tafte testirani u okviru ove doktorske
disertacije. Najbolja anti-AChE i anti-BChE aktistoustanovljena je za flavonoidne aglikone
apigenin i luteolin, Sto je u saglasnosti sa prétim ispitivanjima drugih autora. Nesto slabija
antiholinesterazna aktivnost diosmetina (metil\dgt luteolina), kao i zgajno slabija aktivnost
heterozida (7M-glukozida i 7©O-glukuronida luteolina i apigenina) moze se, bardeiom,
objasniti prisustvom manjeg broja slobodnih fenolgrupa, koje su neophodne za vezivanje za
aktivno mesto navedenih enzima i njihovu inhibicijiiestirane fenolkarboksilne kiseline
(hlorogenska, 3,5- i 1,3-dd-kafeoilhina kiselina) takie su pokazale slabiju inhibiciju aktivnosti
AChE i BChE. Utvdena aktivnost hlorogenske kiseline je u skladu esaltatima prethodnih
istrazivanja (IGoache/sche>672,10ug/mL) (Yener i sar., 2020). U okviru ove disertacigstirani
8-epi-ikserisamin A i krepizid E pokazali su slabigntiholinesteraznu aktivnost u odnosu na
prethodno ispitivane seskviterpenske laktone andderlflCsoache=0,21 ug/mL; ICsosche=0,15
ug/mL) i lipidiol (ICsoache=0,14 pg/mL), izolovane iz vrsté/olutaria abyssinica (A. Rich.) C.
Jeffrey (Asteraceae). Aktivnost amberboina i lipldibila jecak izrazenija u odnosu na aktivnost
galantamina, standardnog inhibitora ovih enzimadBai i sar., 2018). Amberboin i lipidiol imaju
vrlo slicnan gvajanolidni skelet kao i seskviterpenski laktestirani u ovoj doktorskoj disertaciji.
Razlika u aktivnosti izm# prethodno i u ovoj doktorskoj disertaciji ispamnvh jedinjenja bi
mogla, barem delom, da se objasni &abm njihovih molekula. Naime, molekulska masa &-ep
ikserisamin A i krepizida E je ¥a zbog prisustva glukoze. Nepovoljan uticaj molskeal mase
inhibitora na njegov afinitet vezivanja za aktivmesto enzima prethodno je pokazam witroi in
silico studijama (Yener i sar., 2020).

U okviru ove doktorske disertacije, u modelu lokaliane inflamacije Sape pacova izazvane
karageninom, pokazana je antihiperalgezijska aksvroralno primenjenih odabranih ekstrakata:
suvog CHCI, ekstrakta herbél. scheppigianum i suvih MeOH ekstrakti herld. calophyllum i
H. glabratum. Ustanovljen antihiperalgezijski efekat suvog 2CH ekstraktaH. scheppigianum
moze se, barem deligmo, objasniti prisustvom pojedinih identifikovanihiterpena. Naime,
prethodno je za smes$d i f-amirina, kao B-amirin i lupeol-acetat utdena aktivnost u animalnim
modelima inflamatorne hiperalgezije. U modelu infkije Sape pacova indukovane karageninom,
koji je kori&en i u okviru ove doktorske disertacije, antihipgeaijski efekat pokazala je smega
i p-amirina (30 mg/kgi.p.). U inflamatornoj fazi formalinskog testa istaessa ispoljila je inhibiciju
bolnog ponasanja pacova (5-100 mg/kg. i 10-100 mg/kg;j.p.) i miSeva (0,1-10 mg/kg;p.)
(Otuki i sar., 2005; Pinto i sar., 2008). U istoestu analgetki efekat u miSeva utden je i zap-
amirin (51 10 mg/kgj.p.), kao i lupeol-acetat (10-50 mg/kigp.) (Chen i sar., 2012; Murade i sar.,
2017). Antihiperalgezijski efekti suvih MeOH ekd&tataH. glabratum i H. calophyllum mogu se,
barem delimino, objasniti prisustvom apigenind-glukuronida, luteolina i hlorogenske kiseline,
koji su u prethodnim ispitivanjima pokazali analgkit efekat u inflamatornoj fazi formalinskog
testa. U sltaju apigenin 7-glukuronida (10 i 20 mg/kgp.o.) i luteolina (10 mg/kgp.o.), efekat
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je pokazan u miSeva (Feng i sar., 2019; Ghosh, 2at3), a u skaju hlorogenske kiseline (10, 50
i 100 mg/kg;p.0.) u pacova (dos Santos i sar., 2006).

Odabrani testirani ekstrakp.p.) nisu ispoljili statisitki znatajan uticaj na inflamatorni edem (u
modelu inflamacije Sape pacova indukovane karageminiako su neka od jedinjenja koja su
identifikovana u ovim ekstraktima u prethodnim ts@njima pokazala antiedematoznu aktivnost.
Naime, u sldaju triterpena, utden je uticaj smeSe- i f-amirina na edem Sape indukovan
karageninom nakon primene u misSeva (25 i 50 mg/kg), i pacova (100 mg/kgp.o.) (Aragao i
sar., 2008), kao i lupeol-acetata u miSeva (2-5kgd.p.) (Lucetti i sar., 2010) i pacova (100
mg/kg; i.p.) (Chen i sar., 2012). Sto sedipolifenola, nakorm.o. primene pokazan je efekat na
edem Sape indukovan karageninom wau luteolina (1-100 mg/kg), luteolin @-glukozida i
apigenin 70©-glukozida (u slgaju oba jedinjenja po 200 mg/kg) u miSeva (Li i.sa011; Tatli i
sar., 2008; Ziyan i sar., 2007) i hlorogenske km&(10, 50 i 100 mg/kg) u pacoydos Santos i
sar., 2006). Dodatno, u modelu inflamacije Sap®ymindukovane karageninom, prethodno je i za
suvi CHCI. ekstrakt herbeH. gymnocephalum (25-200 mg/kgp.0.) ustanovljen antiedematozni
efekat od 5,9-44,1% (Petraéwvi sar., 2008). Odsustvo statéli znatajnog antiedematoznog efekta
ekstrakata ispitivanih u okviru ove doktorske digeife se moZze pripisati ragiim primenjivanim
dozama (izolovana jedinjenja su pokazivala antieatemni efekat oldho u dozama vém od onih
prisutnin u ekstraktima), damima primene i/ili testiranim Zivotinjima (kok&ne su Zivotinje
razlicite vrste i/ili pola), kao i raztitim koncentracijama karagenina kojima je indukoealem (u
sliéaju ekstrakta herbél. gymnocephalum bio je primenjen rastvor karagenina dvostruko nize
koncentracije u odnosu na ispitivanje sprovedenkwviru ove doktorske disertacije.
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5. ZAKLJUCAK - OBRAZLOZENJE NAUCNOG DOPRINOSA DOKTORSKE
DISERTACIJE

U okviru doktorske disertacije kandidatkinje mag. farm. Violete M. Milutinovi¢ izvrSena je
hemijska i1 farmakoloska karakterizacija 28 vrsta roda Hieracium s. str. sa Balkanskog poluostrva.

Seskviterpenski laktoni su u svih 28 vrsta identifikovani po prvi put. Iz MeOH ekstrakta cvasti
H. calophyllum izolovana su cetiri seskviterpenska laktona: gvajanolid krepizid E 1 tri do sada
neopisana konjugata sa prolinom - eudezmanolid kalofilamin B i gvajanolidi kalofilamin A i 8-epi-
ikserisamin A. Konjugati seskviterpenskih laktona sa prolinom su inace vrlo retki u prirodi i do
sada su identifikovani samo u nekoliko vrsta drugih rodova familije Asteraceae. Sto se tie
krepizida E, on je u okviru ove doktorske disertacije identifikovan po prvi put u vrstama roda
Hieracium. IzvrSena je 1 kvalitativna i kvantitativna LC-MS analiza seskviterpenskih laktona u
MeOH ekstraktima podzemnih organa H. scheppigianum 1 H. naegelianum, 1 herbi svih 28
ispitivanih vrsta. Dva nova gvajanolida identifikovana su u herbama svih 28 vrsta, a sva tri nova
seskviterpenska laktona u herbama 14 vrsta, dok je krepizid E detektovan u herbama vecine (tj. 26)
ispitivanih vrsta. U podzemnim organima H. scheppigianum 1 H. naegelianum, od seskviterpenskih
laktona identifikovan je samo krepizid E, ali su se oni ujedno pokazali kao bogati izvori ovog
gvajanolida.

Od 28 vrsta koje su predmet ove doktorske disertacije, analiza fenolkarboksilnih kiselina i
flavonoida sprovedena je po prvi put za 20 vrsta. Za preostlih osam vrsta, podaci o sastavu ove dve
klase sekundarnih metabolita su znacajno upotpunjeni (u njima je dodatno identifikovano od sedam
do deset jedinjenja).

Pet fenolkarboksilnih kiselina izolovano je iz suvog MeOH ekstrakta podzemnih organa
H. scheppigianum: hlorogenska, 3,5-, 1,5- 1 3,4-di-O-kafeoilhina kiselina, a po prvi put iz vrste
roda Hieracium, 1 1,3-di-O-kafeoilhina kiselina. IzvrSena je 1 uporedna kvalitativna 1 kvantitativna
LC-MS analiza fenolkarboksilnih kiselina u suvim MeOH ekstraktima podzemnih organa
H. scheppigianum 1 H. naegelianum, 1 zaklju¢eno da su oba znacajni izvori ove klase sekundarnih
biljnih metabolita. Sprovedena je 1 uporedna kvalitativna i1 kvantitativna LC-MS analiza
fenolkarboksilnih kiselina i flavonoida u suvim MeOH ekstraktima herbi svih 28 vrsta, koja je
ukazala na njihovu medusobnu kvalitativnu sli¢nost, ali i na odgovarajuce razlike. U ekstraktima
herbi detektovano je ukupno pet fenolkarboksilnih kiselina i 19 flavonoida, i konstatovano da
ve¢ina predstavlja znaajne izvore heterozida luteolina, Sto je u saglasnosti sa prethodnim
istrazivanjima vrsta ovog roda.

Kvalitativna i1 kvantitativna GC-FID-MS analiza triterpena u suvim CH,Cl, ekstraktima herbi 26
vrsta roda Hieracium izvrSena je po prvi put, dok su u slu¢aju dve prethodno ispitivane vrste
dodatno identifikovana dva triterpena. Nepolarni CH,Cl, ekstrakti pojedinih vrsta pokazali su se
kao naroCito bogati izvori triterpenskih jedinjenja (Sto je takode u saglasnosti sa prethodnim
istrazivanjima vrsta ovog roda).

Poseban naucni doprinos ove doktorske disertacije ogleda se u tome S§to je multivarijantnim
statistickim metodama (PCA, nMDS i UPGMA) pokazan hemosistematski znacaj seskviterpenskih
laktona, flavonoida, fenolkarboksilnih kiselina i triterpena identifikovanih u ekstraktima herbi svih 28
vrsta. Rezultati dobijeni za sve ispitivane klase sekundarnih metabolita podrzavaju diferencijaciju
izmedu glavnih grupa i u skladu su sa trenutno prihva¢enom taksonomskom klasifikacijom roda
Hieracium. Kao najpouzdaniji hemosistematski markeri pokazali su se flavonoidi i fenolkarboksilne
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kiseline. Naime, statisticka analiza ovih polifenola dodatno je pokazala izdvajanje hibridogenih vrsta
1 njihovo pozicioniranje uglavnom izmedu roditeljskih vrsta.

U okviru ove doktorske disertacije po prvi put je ispitana antioksidantna aktivnost suvih MeOH
ekstrakata herbi odabranih 28 vrsta roda Hieracium. Dobijeni podaci bili su u korelaciji sa
sadrzajem ukupnih polifenola, kao i sa sadrzajem pojedinih fenolkarboksilnih kiselina i flavonoida
u ovim ekstraktima. Moze se zakljuciti da svih 28 vrsta predstavljaju nove izvore jedinjenja koja su
poznati snazni antioksidansi.

Antimikrobna aktivnost na osnovu hemijskog sastava odabranih suvih ekstrakata herbi (CH,Cl,
ekstrakta H. scheppigianum 1 MeOH ekstrakata H. calophyllum, H. coloriscapum,
H. pseudoschenkii, H. valdepilosum 1 H. glabratum), kao i 8-epi-ikserisamina A ispitana je po prvi
put, dok su postojeci podaci o antimikrobnoj aktivnosti krepizida E znacajno upotpunjeni u okviru
ove doktorske disertacije. Dobijeni podaci za ova dva seskviterpenska laktona (tj. ustanovljena
sli¢na aktivnost za jedinjenja koja se razlikuju samo po prisustvu prolina u strukturi 8-epi-
ikserisamina A) predstavljaju znacajan doprinos ispitivanju konjugata seskviterpenskih laktona sa
prolinom kao potencijalnih prodrug oblika.

Osim u slucaju krepizida E, citotoksic¢na aktivnost odabranih suvih ekstrakata herbi (istih onih
za koje je ispitivana i antimikrobna aktivnost), kao 1 8-epi-ikserisamina A je po prvi put ispitana u
okviru ove doktorske disertacije. Krepizid E je u odnosu na 8-epi-ikserisamin A pokazao bolji
citotoksi¢ni efekat, Sto je u saglasnosti sa njihovom strukturom, tj. prisustvom prolina kod 8-epi-
ikserisamina A umesto aktivne a-metilenske grupe na y-laktonu krepizida E. Rezultati dobijeni
ispitivanjem citotoksi¢nosti prema normalnim MRC-5 ¢elijama ukazali su na potencijalnu
bezbednost primene ovih izolata.

Po prvi put je ispitana i antiholinesterazna aktivnost izolata vrsta roda Hieracium. Utvrdena
aktivnost suvih MeOH ekstrakata herbi svih 28 ispitivanih vrsta ovog roda moze se, makar delom,
objasniti prisustvom odabranih testiranih jedinjenja (flavonoida, fenolkarboksilnih kiselina i
seskviterpenskih laktona). Ustanovljene znacajne razlike u antiholinesteraznoj aktivnosti ovih
sekundarnih metabolita, kao i razlike u aktivnosti pojedinacnih jedinjenja prema AChE i BChE,
daju dobru osnovu za dalja in silico istrazivanja odnosa njihove strukture i aktivnosti.

Ispoljavanje antihiperalgezijskog uz izostanak antiedematoznog efekta moze ukazivati na to da
ispitivani suvi CH,Cl, ekstrakt H. scheppigianum 1 MeOH ekstrakti H. glabratum 1 H. calophyllum
u ispitivanom rasponu doza uglavnom uti¢u na centralne mehanizme transmisije/modulacije bola,
Sto je prethodno pokazano i za pojedine triterpene i flavonoide identifikovane u ovim ekstraktima.
Moze se zakljuciti da ispitivani ekstrakti predstavljaju nove izvore jedinjenja sa
antihiperalgezijskom aktivno$¢u. Bezbednost primene ekstrakata H. scheppigianum i H. glabratum,
koji su pokazali znacajnu antihiperalgezijsku aktivnost, pokazana je rotarod testom u pacova i
testom akutne toksi¢nosti u miseva.

Generalno se moze zakljuciti da su rezultati ispitivanja sprovedenih u ovoj doktorskoj disertaciji
omogucili uvid u kompoziciju sekundarnih metabolita od znacaja za farmaciju - seskviterpenskih
laktona, flavonoida, fenolkarboksilnih kiselina i triterpena, u odgovaraju¢im ekstraktima svih 28
vrsta roda Hieracium. Za najveci broj (19) vrsta hemijska karakterizacija je sprovedena po prvi put,
dok su za one prethodno hemijski ispitivane podaci o kompoziciji sekundarnih metabolita znacajno
upotpunjeni. Posebno treba ista¢i da su u okviru ove doktorske disertacije izolovana tri nova, tj. do
sada neopisana seskviterpenska laktona - konjugata sa prolinom. Konjugati seskviterpenskih
laktona sa prolinom su vrlo retki u prirodi 1 do sada su identifikovani samo u nekoliko vrsta drugih
rodova familije Asteraceae. Multivarijantna statisticka analiza rezultata hemijskih ispitivanja
omogucila je utvrdivanje sistematskog poloZaja ispitivanih taksona razliitog ranga na osnovu
kompozicije analiziranih sekundarnih metabolita, tj. utvrdivanje hemosistematskog znacaja
analiziranih metabolita. Rezultati dobijeni ispitivanjem farmakoloSke aktivnosti (antioksidantne,
antimikrobne, citotoksi¢ne, antiholinesterazne, antihiperalgezijske i antiedematozne), kao i rezultati
ispitivanja bezbednosti primene za odabrane, prethodno hemijski okarakterisane ekstrakte i/ili
sekundarne metabolite vrsta roda Hieracium ukazali su na njihov lekoviti potencijal i opravdanost
daljih istrazivanja u cilju iznalazenja novih biljnih lekovitih sirovina.
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6. MISLJENJE I PREDLOG KOMISIJE

Na osnovu pregleda doktorske disertacije mag. farm. Violete M. Milutinovi¢ pod nazivom
LHIspitivanje sekundarnih metabolita i farmakoloSke aktivnosti odabranih vrsta roda
Hieracium L. (Asteraceae) sa Balkanskog poluostrva®“ mozZe se zakljuditi da je kandidatkinja
ispunila postavljene ciljeve i da rezultati prikazani u disertaciji predstavljaju originalan i znagajan
naucni doprinos. 1z rezultata koji predstavljaju deo ove doktorske disertacije publikovana su dva
rada u vrhunskim medunarodnim &asopisima (M21) i jedan rad u istaknutom medunarodnom
¢asopisu (M22) i prikazan vedi broj saop$tenja na skupovima medunarodnog i nacionalnog znadaja
Stampanih u izvodu.

Na osnovu svega izloZenog, Komisija sa velikim zadovoljstvom predlaZze Nastavno-nau¢nom
vecu Univerziteta u Beogradu - Farmaceutskog fakulteta da prihvati pozitivan Izve$taj i da po
dobijanju saglasnosti Ve¢a nauénih oblasti medicinskih nauka Univerziteta u Beogradu odobri
mag. farm. Violeti M. Milutinovi¢ javnu odbranu doktorske disertacije.

Beograd, 07.05.2021. god.

Zo’ C/ : il
Dr sc. Silvana Petrovi¢, redovni profesor, mentor
Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski fakultet

Clanovi Komisije:

S

Dr sd/1 Marjan Niketi¢, nau¢ni i muzejski savetnik,
Prirodnjacki muzej, Beograd

L ]u\yﬂs u 3|f\
Dr sc. Ljubo$ Usjak, nau¢ni saradnik
Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski fakultet

n' )m\m

Dr sc. Milo$ Petkovié, vanredni profesor
Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski fakultet

Mofo, ] Owwb

Dr sc\Maja Tomi¢, redovni profesor
Univerzitet u{Bepgradu - Farmaceutski fakultet
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OCENA IZVESTAJA O PROVERI ORIGINALNOSTI DOKTORSKE DISERTACIJE

Na osnovu Pravilnika o postupku provere originalnosti doktorskih disertacija koje se brane na
Univerzitetu u Beogradu i nalaza u izves$taju iz programa iThenticate kojim je izvrSena provera
originalnosti doktorske disertacije ,Ispitivanje sekundarnih metabolita i farmakoloSke
aktivnosti odabranih vrsta roda Hieracium L. (Asteraceae) sa Balkanskog poluostrva”, autora
Violete M. Milutinovié, konstatujem da utvrdeno podudaranje teksta (Similarity Index) iznosi 11%
(ukupno 689 podudaranja sa 195 izvora).

Ovaj stepen podudarnosti preteZzno je posledica prethodno publikovanih rezultata doktorandovih
istraZivanja koji su proistekli iz ove doktorske disertacije (sa 3 publikovana naucna rada
ustanovljeno je poklapanje 2%, 1% i <1%, redom), upotrebe uobifajene terminologije za ovu
nau¢nu oblast istraZivanja (npr. latinski nazivi biljaka, nazivi jedinjenja ili delovi ovih naziva), u
nekim slu€ajevima sli¢ne ili iste aparature i sli¢cne metodologije (npr. utvrdeno je poklapanje po 1%
sa dve doktorske disertacije iz iste nau¢ne oblasti), navodenja citirane literature u tekstu doktorske
disertacije i tzv. opStih mesta i podataka (npr. zvanja ¢lanova komisije, nazivi ustanova, gradova i
drzava), $to je u skladu sa ¢lanom 9. Pravilnika. Sa izuzetkom &etiri gore navedena izvora, u slu¢aju
svih ostalih izvora poklapanje iznosi po <1%.

Na osnovu svega iznetog, a u skladu sa ¢lanom 8. stav 2. Pravilnika o postupku provere
originalnosti doktorskih disertacija koje se brane na Univerzitetu u Beogradu, izjavljujem da
izveStaj ukazuje na originalnost doktorske disertacije, te se propisani postupak pripreme za njenu
odbranu moZe nastaviti.

Sa rezultatom provere originalnosti doktorske disertacije upoznati su ostali ¢lanovi Komisije za
ocenu i odbranu zavrSene doktorske disertacije.

Beograd, 07.05.2021. god.

Mentor

d/\ Zaﬂa tC/ZjSZ& g,z/g'

. 4 iy :
Dr sc. Silvana Petrovi¢, redovni profesor

Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski fakultet




