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Farmaceutskog fakulteta sléde

IZVESTAJ

1. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija dipl. farm. Jelert@ Zivkovi¢ pod nazivom Worfolo3ka,
hemijska i farmakoloSka karakterizacija odabranih vrsta roda Veronica L.
(Plantaginacea€), napisana je na 220 stramabuhvata slede celine: Uvod, Cilj rada,
Materijal i metode, Rezultati i diskusija, Zakipi i Literatura. Na poetku doktorske

disertacije navedeni su sadrzaj prema poglavljimaime i kljine r&i na srpskom i



engleskom jeziku. Rad sadrzi 47 slika, 38 tabefl0 literaturnin navoda koji secti
razmatrane problematike.

U Uvodu je pruZzen sveobuhvatan pregled dosadasnjih sazmahgnaaja za temu
doktorske disertacije. Prikazan je polozZaj radonica L. u sistemu Klasifikacije i dat je
pregled zastupljenosti vrsta ovog roda u Flori @rbFlori Evrope. Za vrste koje su predmet
doktorske disertacije dati su detaljan opis i raspanjenje. U sledem odeljku prikazana je
tradicionalna upotrebu vrsta rodronica. Pregled sekundarnih metabolita karaktenmski
za ovaj rod dat je kroz slegke poglavlja: flavonoidi (flavonoidni aglikoni i fleonoidni
glikozidi), iridoidi i feniletanoidni glikozidi. Zam su navedeni rezultati dosadasnjeg
prowavanja sadrzaja teskih metala u vrstama ovog rkda,i njihovog farmakoloskog
delovanja. U zavrSnom poglavlju Uvoda posebna pajmjposvéena ulozi oksidativhog
stresa u razvoju neurodegenerativnih bolesti, imélaije | kancerogeneze.

Cilj rada je jasno definisan i obuhvata morfoloSku, ifgkm i farmakoloSku
karakterizaciju tri vrste rod&eronica: Veronica jacquinii Baumg.,Veronica teucrium L. i
Veronica urticifolia Jacq. U skladu sa ciliem definisani su neposrediaci istrazivanja.
MorfoloSka karakterizacija podrazumevala je analmpre&nih preseka nadzemnih delova
ispitivanih vrsta, kao i spraSenog biljnog matéaijgprimenom histohemijskih metoda i
svetlosne mikroskopije. U okviru hemijske karaktadije odrden je sadrzaj teSkih metala
(Cu, Zn, Fe, Mn i Cr) nakon mikrotalasne digestijporaka u kiseloj sredini primenom
tehnika plamene i elektrotermalne atomske apsompcgpektroskopije u uzorcima odabranih
Veronica vrsta i1 odgovarajgeg zemljiSta. Dalji cilj bio je uporedna kvalitatiz i
kvantitativna analiza ekstrakata herbi kombinovamjeazIcitih hromatografskih tehnika.
FarmakoloSka karakterizacija podrazumevala jeiigpife antioksidantne, antiinflamatorne,
antibakterijske, neuroprotektivne i antitumorskéatosti.

U poglavlju Materijal i metode dati su podaci o uzorcima ispitivanog biljnog
materijala (vreme i mesto sakupljanja)¢ina izrade suvih metanolnih, vodenih i acetonsko-
vodenih ekstrakata, navedena je kimita aparatura i opisane su metode primenjene u
eksperimentalnom radu. Opisani su spektrofotons&trijpostupci odrdivanja sadrzaja
ukupnih fenola, fenilpropanoida i iridoida. Dati eslovi HPLC i HPTLC analize 70%-nih
ekstrakata, kao i uporedne kvalitativne i kvantita# LC-DAD-ESI/MS i LC-MS/MS
analize. Detaljno su opisane sve eksperimentaloeedure primenjene u farmakoloSkoj
karakterizaciji odabranih taksona. Antioksidantnktivemost 70%-nih ekstrakata herbi
odabranihVeronica vrsta odrdena jein vitro testovima na osnovu sposobnosti redukcije

kompleksa F&-tripiridiltetrazin i sposobnosti neutralizacije 2-difenil-1-pikrilhidrazil



(DPPH) radikala. Antioksidantna aktivnast vivo ispitivan je na modelu hepatotoksosti
indukovane primenom Cglkod pacova, ptenjem biohemijskih parametara oksidativnog
stresa. Neuroprotektivni efekat 70%-nih acetonsékstrakata odabraniNeronica vrsta
ispitivan je u kulturi humane neuroblastomsiatijske linije SH-SY5Y gde je testom kisele
fosfataze préen uticaj ekstrakata na prezivljavanje o@lija nakon kombinovanog tretmana
stresora (SNP ili bD,) i odgovarajdeg ekstrakta. Antiinflamatorni efekat 70%-nih
acetonskih ekstrakata odem je primenonex vivo metode zasnovane na ¢eaju produkcije
metabolita 12-HHT, TXB i PGE kao proizvoda ciklooksigenaznog puta i 12-HETE kao
proizvoda lipooksigenaznog puta metabolizma aratskle kiseline. Antitumorska svojstva
ispitivanih ekstraktata procenjivana su kod missx&rlihovim ascitnim tumorom pi@njem
parametara kao Sto su zapremina ascitesa, brojrskihocelija i njihova vijabilnost.
Antibakterijska aktivnost ekstrakata testirana jgoh mikrodilucionim testom preméetiri
Gram (+) i tri Gram (-) bakterije.

Dobijeni rezultati su prikazani i diskutovani u pegju Rezultati i diskusija na98
stranica teksta, kroz 39 slika i 22 tabele. Kandjealetaljno povezao dobijene sa postiope
rezultatima drugih autora, na tajéiradonoséi odgovarajée zakljueke.

U poglavljuZaklju ¢ci navedeni su najzdajniji zakljucci koji su izvedeni iz rezultata
istrazivanja i njihove analize.

U poglavljuLiteratura dat je spisak 310 referenci citiranih vankuverskiifom.

2. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

U okviru doktorske disertacije izvrSeno je morfdoS hemijsko i farmakolosko
ispitivanje tri taksona roda/eronica: V. urticifolia, V. jacquinii, V. teucrium, Siroko
rasprostranjenih na teritoriji Srbije.

Sa ciljem utvdivanja mikromorfoloskih obelezja, kao i anatomskadg, sprovedena
je mikroskopska analiza sprasene herbe i gopinepreseka lista i stabla odabraMéeronica
vrsta. Analizom spraSenog biljnog materijalacemo je prisustvo sleddn zajednékih
karakteristika: stoma anomocitnog tipa, nezlezdarige elijskih dlaka i Zlezdanih dlaka tipa
kapitatnih. Rezultati histohemijske analize ukazalina prisustvo lipida, alkaloida, skroba,
fenolnih jedinjenja i méu njima flavonoida u ispitivanim vrstama. Fluorestt®m
mikroskopijom utvdeno je da su fenolna jedinjenja lokalizovana u Kuléirnom sloju,

trihomima i lignificiranim¢elijskim zidovima ksilema listova i stabla.



Sadrzaj teskih metala (Cu, Zn, Fe, Mn i Cr) u ugnecodabraniiVeronica vrsta i
odgovarajdeg zemljiSta odiden je primenom tehnika plamene i elektrotermalramake
apsorpcione spektroskopije. Rezultati analize piskazali zn&ajne razlike izméu testiranih
vrsta sa istog lokaliteta, ukazgjuna to da obrazac preuzimanja tesSkih metala nije
karakteristika vrste. Na osnovu sadrzaja Cr u hetaV. jacquinii i V. urticifolia raslih na
serpentinskom zemljiStu, zak§eno je da predstavljaju potencijalne hiperakumuéatmvog
teSkog metala. Sadrzaj odneanih metala u uzorcima zemljiSta je bio ¢ekivanom opsegu
za odgovarajéu geolosku podlogu.

U okviru preliminarne hemijske analize u metanolnimodenim i 70%-nim
acetonskim ekstraktima ispitivaniMeronica vrsta odrden je sadrzaj ukupnih polifenola,
fenilpropanoida i iridoida primenom kolorimetrijékitehnika. Sadrzaj ukupnih fenola u
ekstraktima varirao je od 116,0 do 201,0 mg GAEAnhajvéim sadrzajem zabeleZzenim u
ekstraktima vrst&. jacquinii. Sadrzaj ukupnih fenilporopanoida kretao se o@ #ib,38,0 mg
akteozida/g, prtemu su ekstrakti vrste. teucrium bili najbogatiji jedinjenjima ove grupe.
SadrZaj ukupnih iridoida kretao se od 94,3 do 322g%aukubina/g suvog ekstrakta, a najve
sadrzaj zabeleZzen je u ekstraktima vrSteurticifolia. Spektrofotometrijska analiza je
izdvojila 70%-ne acetonske ekstrakte kao najbagapipmenutim klasama sekundarnih
metabolita, zbogega su oni odabrani za dalju hemijsku i farmakalcghalizu.

Sadrzaj aukubina i akteozida u 70%-nim acetonskistraktima ispitivanih taksona
odreien je primenom HPLC-DAD i HPTLC tehnika uz k@e$je standardnih supstanci. Dok
je aukubin prisutan samo u ekstraktu hevbarticifolia, akteozid je zastupljen u sve tri vrste.
Statisttkom analizom potdeno je da nema razlika u sadrzaju ddranih jedinjenja
dobijenih primenom HPLC-DAD i HPTLC tehnika.

Rezultati uporedne kvalitativne i kvantitativne IDAD/ESI-MS analize ekstrakata
herbi odabraniVeronica vrsta ukazali su na njihove hesobne razlike.

a) U ekstraktu herb&. urticifolia glavnu frakcijucinili su flavoni (derivati apigenina i
luteolina), a pored njih su bili prisutni i derivaidroksicimetnih kiselina (kafene i p-
kumarinske kiseline). Najzastupljeniji sekundarretaboliti u ispitivanom ekstraktu
bili su akteozid (14,92 mg/g suvog ekstrakta) edalin-7-O-glukuronid (14,22 mg/g
suvog ekstrakta).

b) Glavnu frakciju u ekstraktu herbé teucrium ¢inili su flavoni (derivati apigenina i
izoskutelareina), a pored njih su bili prisutni eriyati hidroksicimetnih kiselina

(kafene i protokatehinske kiseline). Dominantnanghje u ispitivanom ekstraktu je



bio izoskutelarein 7-O-(6""-O-acetilp-alozil-(1"" —2')- B-glukopiranozid (26,33

mg/g suvog ekstrakta).

C) U ekstraktu herbeV. jacquinii glavnu frakciju ¢inili su derivati fenolkarbonskih
kiselina, kafene i protokatehinske kiseline. Osifih rsu bili prisutni i flavonoli
(derivati kvercetina) i flavoni (derivati luteolina izoskutelareina). Dominantno
jedinjenje u ekstraktw. jacquinii bio je feniletanoid akteozid (5,00 mg/g suvog
ekstrakta).

Dodatna saznanja o hemijskom sastavu herbi ispitivavrsta dobijena su
kvantifikacijom odabranih fenolnih jedinjenja (14nblnih kiselina, 25 flavonoida, 3
kumarina i 2 lignana) i hina kiseline u 70%-nim taceskim ekstraktima primenom visoko
selektivne i specifine t&ne hromatografije sa trostrukim kvadrupol masenpektrometrom
sa elektrosprej jonizacijom. Komponente za kojepgkazano da se nalaze u &maijoj
koli¢ini u ispitivanim ekstraktima su: hlorogenska kiisal bajkalin, izokvercitrin, hiperozid i
hina kiselina. lako u tragovima, genistein je povipput identifikovan u familiji
Plantaginaceae, dok je u rodderonica po prvi put utvdeno prisustvo kumarina
(umbeliferon, eskuletin i skopoletin).

Antioksidantna aktivnost 70%-nih acetonskih eksitakherbi odabranilVeronica
vrsta ispitivana jen vitro odrefivanjem ukupnog antioksidantnog potencijala FRARa® i
testom neutralizacije DPPH radikala. N&ueedukcionu sposobnost i antiradikalski efekat
ispoljio je ekstrakt herb¥. teucrium, dok je najniZza aktivnost zabelezena za ekstrakid)V.
urticifolia. Antioksidantni efekat ekstrakata herbi pdem je i in vivo na modelu
hepatotoksinosti indukovane primenom Cg{kod pacova. Prema rezultatima sadrzaja nivoa
glutationa i intenziteta lipidne peroksidacije a&éno je da u oksidativnom stresu ekstrakti
vrsta V. jacquinii i V. teucrium pokazuju skian antioksidantni efekat koji je izraZeniji od
efektaV. urticifolia, Sto je u saglasnosti sa rezultatimaitro testova.

Neuroprotektivni efekat 70%-nih acetonskih eksttakadabranihVeronica vrsta
ispitivan je u kulturi humane neuroblastomsigdijske linije SH-SY5Y gde je testom kisele
fosfataze préen uticaj ekstrakata na prezivljavanje o¢@lija nakon kombinovanog tretmana
stresora (SNP ili bD,) i odgovarajdeg ekstrakta. Ispitivani ekstrakti su ispoljili gla
protektivnu aktivnost Sto se manifestovalo p@argem prezivljavanjaelija izlozenih SNP
(9,7-12,0%) ili HO, (17,0-18,3%). Najj& zastitini efekat u kulturi SH-SY5¥elija tretiranih
SNP-om je pokazao ekstraktjacquinii, dok je najefikasniji u prezivljavanitelija tretiranih
sa HO, bio ekstraktV. teucrium. Praenjem produkcije superoksid jona {Q, kao i

intenziteta lipidne peroksidacije zakigno je da je za ispoljeno neuroprotektivno delowan]



ekstrakata kod primene SNP kao stresora odgovorahamizam “hvatanja” slobodnih
radikala, dok kod primeneZB; to nije sl&aj.

Antiinflamatorni efekat 70%-nih acetonskih ekstri@kadregen je primenonex vivo
metode zasnovane na feaju produkcije metabolita ciklooksigenaznog (129HHXB; i
PGE) i lipooksigenaznog puta (12-HETE) kao proizvodetaolizmna arahidonske kiseline.
Na osnovu dobijenih rezultata zakigno je da je m#u ispitivanim taksonimd/. urticifolia
pokazala zn&jno veéi potencijal inhibicije COX-1 enzima (Kg<0,4 mg/ml), dok je
najsnazniju inhibiciju produkcije 12-LOX enzima pigao ekstrakt vrsteV. jacquinii
(ICs0=1,7 mg/ml). Obzirom da svi ispitivani ekstraktihaauju snazan antioksidantni efekat,
moze se pretpostaviti da takva njihova aktivnostlome doprinosi ispoljenim
antiinflamatornim efektima.

Antitumorska svojstva ispitivanih ekstraktata pmgo@ana su kod misSeva sa
Erlihovim ascitnim tumorom pégnjem zapremine ascitesa, broja tumorsiala i njihove
vijabilnosti. Primenjeni ekstrakti su statidti znafajno smanijili zapreminu ascitesa, i to
ekstrakti V. teucrium i V. urticifolia jednako efikasno kao pozitivna kontrola N-acetil-L
cistein, dok je ekstrak¥. jacquinii ostvario nesto slabiji efekat. Taley u grupama Zivotinja
koje su primale ekstrakte doslo je do blage redekdiroja tumorskiktelija u por@enju sa
kontrolnom grupom (bez stati&@tiog zn&aja), ukazujdi na njihov onkostatski efekat, dok je
statistéki znatajno smanjenjecelijske vijabilnosti priméeno samo nakon aplikacij¥.
urticifolia ekstrakta.

Takade, ispitivani ekstrakati su ispoljili umerenu datsl antibakterijsku aktivnost
premacetiri Gram (+) i tri Gram (-) bakterije. Prirdeno je da su G (+) sojevi generalno
Enterococcus faecalis, najizrazeniji efekat prema primenjenim sojevirspoljio je ekstrakt
herbe V. teucrium. Njegova najvéa aktivnost je bila prema bakterijan&aphylococcus
aureus, Bacillus cereus i Listeria monocytogenes (MIK 7,5 mg/ml), dok je najslabiju
aktivnost ovaj ekstrakt pokazao prema bakt&spudomonas aeruginosa (MIK 22,5 mg/ml).

ekstraktaV. jacquinii to bio sojE. faecalis.

3. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA SA PODACIMA IZ LITERA TURE

Prema poslednjoj Klasifikaciji skrivenosemenica giasperm Phylogeny Group,

2003) rodVeronica sa oko 450 vrsta predstavlja najveod familije Plantaginaceae. U Flori



Evrope zabelezene su 62 vrste, dok je u Flori &rmjyvedeno njih 43. Brojne vrste ovog roda
cesto se koriste u tradicionalnoj medicini, ali j@almmpodataka o njihovom farmakoloskom
delovanju. Sa druge strane, interes za taksonawudjaVeronica bio je podstrek za intenzivha
fitohemijska ispitivanja.

Dosadasnja ispitivanja sekundarnih metabolita Metanica ukazala su na prisustvo
iridoidnih glukozida, feniletanoidnih i flavonoidmiglikozida (Chari i sar., 1981; Harput i
sar., 2002a; Harput i sar., 2002b; Harput i s@0Q22; Harput i sar., 2003; Saracoglu i sar.,
2002; Taskova i sar., 1998; Taskova i sar.,2008uRati hemijske analize dobijeni u okviru
ove doktorske disertacije potiuju podatke iz literature.

Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima herbi tri tales ispitivana u okviru ove
doktorske disertacije iznosi od 116,0 do 201,0 m@EE suvog ekstrakta i shn je
utvrdenom sadrzaju u metanolnim ekstraktima herbi drifgionica vrsta (40,90-200,20 mg
GAE/g suvog ekstrakta) (Harput i sar., 2011). Tdskgrema rezultatima ispitivanja koja je
sprovela Nikolova (2011) sadrzaj ukupnih fenola etanolnim ekstraktima herbi pojedinih
Veronica vrsta (méu kojima su i taksoni ispitivani u ovoj doktorskdigertaciji) iznosio je od
23,12 do 79,93 mg GAE/g ekstrakta, Sto je znatde od vrednosti dobijenih u ovom radu i
moze se objasniti razltim ekstrakcionim procedurama. Pregledom literatutvideno je da
nema podataka o sadrzaju ukupnih fenilpropanoid@oida uVeronica vrstama. Najvé
sadrzaj ukupnih fenola, fenilpropanoida i iridoidaovom radu dobijen je primenom smeSe
acetona i vode kao ekstrakcionog sredstva, Sto @& mbjasniticinjenicom da prisustvo
organskog rastvata olakSava penetraciju ekstrakcionog sredstuzelije biljke, ¢ime se
ubrzava rastvaranje fenolnih jedinjenja u vodenegsi (Moure i sar. 2001).

U okviru ove disertacije prisustvo aukubina je mimom HPLC-DAD tehnike
pokazano samo u ekstraktu nadzemnog délaurticifolia. Medutim, prema dostupnim
literaturnim podacima koji se odnose na ispitiveaskone, aukubin je identifikovan u sve tri
vrste (Taskova i sar., 2002). Razlika u odnosuatkizgj dobijen u ovom istrazivanju moze se
objasniti primenom metanola kao ekstrakcionog $wadsHPTLC metodom potieni su
rezultati HPLC analize. Studentovim t-testom kog kori¥en za procenu statigkie
znaajnosti razlike izméu vrednosti dobijenih HPTLC i HPLC metodama, pokexzge da su
one ekvivalentne. Isti zakkfak izveli su Jankovii sar. (2010) za oddevanje sadrzaja
aukubina uPlantago vrstama primenom HPLC i HPTLC tehnika. Feniletarns&terozidi
karakteristéni su za vrste rod®leronica i iz njih je izolovan veliki broj jedinjenja oveldse.
Neka od njih kao Sto je akteozid Siroko su raspaogtna u biljnom svetu. Prema dostupnim

literaturnim podacima, akteozid je i ranije idettivan uVeronica vrstama (Crisan i sar.,



2007), ali do sada nije kvantifikovan. Prema regtutta ovog istrazivanja ovaj feniletanoid
najzastupljeniji je u ekstraktima hendi urticifolia i V. jacquinii. Njegov sadrzaj pretanat
po gramu suve biljne sirovine za vrdfuurticifolia uporediv je sa sadrzajem u viBtantago
lanceolata koja je oficinalna prema va&g Evropskoj farmakopeji (Ph. Eur. VII).
Dominantno feniletanoidno jedinjenje u ekstraktublee/. teucrium je planatmajozid¢ije je
prisustvo ranije pokazano u vrstifuhsi (Ozipek i sar., 1999).

DosadaSnja analiza flavonoidnog profM@ronica vrsta pokazala je da su flavoni
dominantna klasa flavonoidnih jedinjenja (Albactsar., 2003). U okviru ove doktorske
disertacije flavoni su jedini detektovani flavonioid ekstraktima herbV. teucrium i V.
urticifolia, dok su u ekstraktu herbé jacquinii pored flavona prisutni i flavonoli. Bitha
karakteristika flavonskih heterozidéronica vrsta je prisustvo hidroksil grupe na polozaju C-
6 ili C-8 aglikona. Za razliku od 6-hidroksi flavan8-hidroksi flavoni su de zastupljeni u
biljlnom svetu (prondeni su kod predstavnika rodoveeronica, Sachys, Sderitis i
Teucrium), pa se mogu koristiti kao markeri u hemotaksongoilbach i sar., 2005).
Takaie, acilovanje Sgrne komponente je joS jedna karakteristika oviinjenja u rodu
Veronica. Medu taksonima koji su predmet ove doktorske disgeaid nadzemnog dela vrste
V. teucrium ranije su identifikovani 8-hidroksi flavon glikadii (Albach i sar., 2005). Nasi
rezultati su potvrdili njihovo prisustvo, obzirona ge dominantno jedinjenje u ekstraktu ove

vrste izoskutelarein ©-(6""- O-acetil)$-alozil (1" —2')- B-glukopiranozid. Za vrsteV.
jacquinii i V. urticifolia nema podataka o prisustvu flavonoid glikozida.

U okviru ove disertacije primenom spe¢ife LC-MS/MS tehnike sa trostrukim
kvadrupol masenim spektrometrom sa elektrosprag@zijom pokazano je da je bajkalin
dominantan flavonoid u ekstraktu vr&teurticifolia. Prethodna ispitivanja (Samuelsen, 2000)
ukazala su na prisustvo bajkalin@lantago vrstama u okviru familije Plantaginaceae, ali je
ovo prvi takav podatak za&/eronica vrste. lako u tragovima, interesantno je prisustvo
izoflavona genisteina u ekstraktu vrste jacquinii. Ovo je prvi podatak o identifikaciji
izoflavonoida u familiji Plantaginaceae. Njihovagustvo je gotovo u potpunosti ogréemo
na familiju Fabaceae, ali su predstavnici ove klaperadino detektovani i u nekoliko
desetina drugih familija, nde njima i u familiji Scrophulariaceae (Mackova ir.s&2006).
Kako je rod Veronica premesten iz familije Scrophulariaceae u famillantaginaceae,
prisustvo genisteina u njemu svédo njihovoj bliskoj vezi. NaSa prethodna ispitiyan
pokazala su prisustvo derivata genisteina i u krat®. montana, V. polita i V. spuria
(Barreira i sar., 2014).



Za razliku od sekundarnin metabolita, malo je pakiat o neorganskim
komponentama/eronica vrsta, ili 0 odnosu neorganskih komponenti u biljgemljiStu na
kojem je ona rasla. Zurayk i sar. (2001) pokazalize&aj pojedinihVeronica hidrofita u
fitoremedijaciji vode zahvaljujii mogutnosti hiperakumulacije hroma u korenu ovih biljaka
uz minimalnu translokaciju u nadzemne delove. Uikave disertacije na osnovu sadrzaja
Cr u herbi vrstd/. jacquinii i V. urticifolia raslih na serpentinskom zemljiStu, zak§no je da
one predstavljaju potencijalne hiperakumulatoregoteskog metala. Take, sadrzaj Mn u
ispitivanim biljnim uzorcima (25,38-89,25 mg/kg s)nodgovara sadrZaju ovog elemeta u
nadzemnom delu vrsié officinalis (52,30 mg/kg s.m.) do kog su dosli Mezyk i Wieclstw
(1999).

Za procenu antioksidantnog potencijala odabrarkbdiaa roda/eronica kori&ena su
dvain vitro testa (FRAP i DPPH). Svi ekstrakti koncentraciaawisno su neutralisali DPPH
radikal sa IGy vrednostima manjim od 50 pg/ml. 8li rezultati su ranije dobijeni i za
ekstrakte nekih drugih vrsta ovog roda. Harputri €011) pokazali su visoku antiradikalsku
aktivnost za vodeni ekstrakt vrsté officinalis (ICso iznosi 40,93 pug/ml), dok je ekstrakt
herbe V. polita pokazao anti-DPPH aktivhost @&14,1 ng/ml) uporedivu sa aktivnog
koris¢enog standarda BHT-a (§612,3) (Harput i sar., 2002a). Rezultati dobijemivitro
analizom potwieni suin vivo testom na modelu hepatotoksdsti indukovane ugljen
tetrahloridom (CCJ). Za akteozid koji je prisutan u sva tri ekstrakéaije je utvdeno da
ispoljava hepatoprotektivan efekat na istom modetlukovanjem nivoa lipidne peroksidacije
na nivo zabelezen u kontrolnoj grupi eksperimeifati/otinja (Lee i sar., 2004).

U literaturi nema podataka o neuroprotektivnom dahpu Veronica vrsta. Sa druge
strane, pojedine nde dominantnim komponentama ispitivanih taksonae@kid, aukubin,
bajkalin) testirane su u pogledu neuroprotektiviteovanja. Akteozid je antagonizovao
apoptozu SH-SY5¥elija indukovanu primenom 1-metil-4-fenil-2,3-dinggiridina (MPP)
(Deng i sar., 2008). Na istagelijskoj liniji pokazao je neuroprotektivno deloyannakon
oSteenja indukovanog primenoframiloidnih plakova (Wang i sar., 2009). Xu i sg013)
utvrdili su da bajkalin Stiti SH-SY5¥elije od oStéenja indukovanih primenom_8, (Gao i
sar., 2001)Za aukubin je pokazano da ispoljava zastitnu ulegd neurodegenerativnih
oboljenja indukovanih oksidativnim stresom. Kod @zt sa streptozocin indukovanim
dijabetesom, aukubin je ostvario neuroprotektivetodanje redukovanjem sadrzaja lipidnih
peroksida, regulisanjem aktivnosti antioksidantarfizima i smanjenjem aktivnosti sintetaze
azotnog oksida (NOS) (Xue i sar., 2009).



Podaci o tradicionalnoj primeni pojedinieronica vrsta kod razliitin zapaljenja koze
I sluzokoze (Leporatti i Ivancheva, 2003; Pardo $amtayana i sar., 2005; Menkévisar.,
2011) bili su povod za ispitivanje antiinflamatoraktivnosti odabranih taksona. lako su
Veronica vrste ¢esto primenjivane u tradicionalnoj, orijentalnoj dieni kod razltitih
inflamatornih stanja, farmakoloski efekti ovih \astisu bili predmet ispitivanja veg broja
studija. Ipak, neki rezultati pokazali su potvrduakvog delovanja. Rezultati dobijeni u
okviru ove doktorske disertacije u skladu su sagesm literaturnim podacima koji svede
0 zna&ajnoj antiinflamatornoj aktivnosti vrsta ovog rodadinjenja izolovanih iz njih. Kipeli
I sar. (2005) ispitivali su antiinflamatorni efekabdenog i metanolnog ekstrakta vrite
anagalis-aquatica, kao i izolovanih jedinjenja u testu karagenin@azivane inflamacije Sape
u pacova. Za razliku od vodenog, metanolni ekstualbzi od 500 mg/kg per os ispoljio je
zn&ajnu antiinflamatornu aktivnost uporedivu sa efektaeferentnog NSAIL. Méu
izolovanim jedinjenjima, iridoidi verprozid i kafabzid ispoljili su najsnazniju
antiinflamatornu aktivnost bez indukovanja vidljiskutne toksinosti i gastidnog ostéenja.
Metanolni ekstrakt vrste/. peregrina inhibirao je lipopolisaharidima (LPS) indukovanu
produkciju NO u peritonealnim makrofagama miSa (BI5&) putem supresije ekspresije
inducibilne NO sintaze. Dodatno, ovaj ekstrakt gzrib zavisno umanjio ekspresiju COX-2
(Jeon, 2012). Sian efekat na NO produkciju pokazali su i Harpuri $2002a) za metanolne
ekstrakte vrsta/. cymbalaria, V. hederifolia, V. pectinata var. glandulosa, V. persica i V.
polita. Ispoljeni antiinflamatorni efekat posledica jeospbnosti neutralizacije slobodnih
radikala (NO*) proizvedenih u makrofagama. Vodetenelni ekstrakt herb®. officinalis
zn&ajno snizava citokinima indukovano osldbaje PGE u humanim epitelningelijama
pluéa (A549¢elijama) putem inhibicije ekspresije COX-2 u MB-signhalnom putu. Kao
glavne komponente ovog ekstrakta identifikovani isigoidni glikozidi verprozid i
verminozid (Grindemann i sar., 2013). U okviru de&torske disertacije ztajna korelacija
pokazana je izn# stepena COX-1 inhibicije i sadrzaja bajkalinaestitanim ekstraktima.
Bajkalin se u Japanu, Kini i Koreji koristi u terapnflamatornih stanja kao Sto su bronhitis,
nefritis, hepatitis, astma i atopijski dermatitis { sar., 2000). Njegova antiinflamatorna
aktivnost povezuje se sa NIB faktorom, 5to je i pokazano u razlim akutnim i hronénim
inflamatornim modelima (Guo i sar., 2013). Liu ir.s#2006) pokazali su da tretman
bajkalinom snizava nivo serumskog TNFR-IL-6 kod C57BL/6J pacova sa hiperlipidemijom
indukovanom dijetom, kod kojih je inflamacija izana infekcijom bakterijonChlamydopila

pneumoniae.



Pojedine vrste rod&eronica tradicionalno se koriste kod karcinoma. U okvineo
doktorske disertacije ispitivanje antitumorskogad@inja odabranih taksonéronica ukazalo
je na njihov onkostatski efekat kod Zzivotinja sarliEh-ovim ascitnim tumorom usled
smanjenja zapremine ascitne€rtesti koja predstavlja izvor hrane za rast tumdrsialija
(Agrawal i sar., 2011). Pretrazivanjem literatuigumaieni podaci o ispitivanju antitumorske
aktivnosti Veronica vrsta, ali su u prethodnim istrazivanjima biljkeog roda pokazale
shaznu citotokshu aktivnost na razlitim celijskim linijama. Metanolni ekstrakt vrste.
americana ispoljio je citotoksinu aktivnost prema HF-6 i PC<glijskim linijjama humanih
karcinoma kolona i prostate (Moreno-Escobar i s#013). Osim toga, Saracoglu i Harput
(2012) utvrdili su da iridoidi prisutni ¥eronica vrstama, u zavisnosti od strukture, deluju
citostatski ili citotoksino na c¢elijskoj liniji humanog epidermoidnog karcinoma (2),
humanog rabdomiosarkoma (RD), kao id&dijskoj liniji transgenih murinskih Léelija (L-
20B).

Umerena do slaba antibakterijska aktivhost 70%-elstrakata herbi ispitivanih
Veronica vrsta pokazana u okviru doktorske disertacije ladik je rezultatima ispitivanja
antibakterijske aktivnosti metanolnog ekstrakta bkerV. montana gde je rast
mikroorganizama u potpunosti inhibiran tek pri kentacijama 7,5-22,5 mg/ml, pfemu je
najveta aktivnost ispoljena prema sdtaphylococcus aureus (Stojkovié i sar., 2013). Stho
delovanje u okviru ove disertacije pokazali su eltdt herbiV. teucriumi V. urticifolia sa
najveim efektom prema sojevim&. aureus, B. cereus, L. monocytogenes. Gusev i sar.
(2012) analizirali su antibakterijsko delovanje gubpih Veronica vrsta i pokazali su da
najizrazeniji efekat ispoljavaju ekstrakti hekbiofficinalisi V. spicata takaie prema bakteriji
S aureus. Autori su ispoljeni efekat pripisali visokom sadj fenolkarboksilnih kiselina u
ispitivanim ekstraktima. Za akteozid prisutan u gvaspitivana ekstrakta je ranije pokazano
umereno antimikrobno delovanje. Njegova antibajgieai aktivnost prema sojf aureus je
posledica inhibicije preuzimanja leucina, pemu se inhibira sinteza proteina (Avila i sar.,
1999). Za bajkalin koji je prisutan u ekstraktintataV. urticifolia i V. jacquinii je pokazan
sinergistéki efekat sa tetraciklinom i oksitetraciklinom udpiji infekcija izazvanih visoko

rezistentnim sojevim&. aureus (Novy i sar., 2011).
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3. ZAKLJU CAK — OBRAZLOZENJE NAU CNOG DOPRINOSA DOKTORSKE
DISERTACIJE

U okviru ove doktorske disertacije sprovedena mrfoloSka, hemijska i farmakoloska
karakterizacija odabranitferonica vrsta:V. jacquinii Baumg.,V. teucrium L. i V. urticifolia

Jacq. lako su medicinski zteg i interes za taksonomiju rodéeronica bili podstrek za



intenzivna fitohemijska ispitivanja ovog roda, ndeee biljne vrste su do sada samo
delimi¢no okarakterisane u pogledu hemijskog sastavaoithah jedinjenja), dok nema

podataka o njihovoj farmakoloskoj aktivnosti.

U ovom ispitivanju kombinovanjem raglkih hromatografskih tehnika izvrSena je
detaljna kvalitativna i kvantitativna analiza fenibl jedinjenja u ekstraktima ispitivanih
taksona. Dobijeni rezultati, pored toga Sto dajacajan doprinos poznavanju sekundarnih
metabolita u nadzemnim delovima odabranih vrstagjun zn&aj za hemotaksonomska

ispitivanja kako samog rodéeronica, tako i familije Plantaginaceae.

U okviru ove doktorske disertacije prvi put je nzena farmakoloSka karakterizacija
odabranih vrsta. Obzirom naa&e oksidativhog stresa u patogenezi brojnih potafaei
bolesti, kao i na Stetnost sintetskih antioksidanaglika paznja nanika je usmerena ka
identifikovanju novih antioksidanasa prirodnog pdae U ovom istrazivanju primenom
razlicitih in vitro i in vivo testova pokazan je z¥ggan antioksidantni potencijal ispitivanih
taksona. Takde, za sve ispitivane vrste pokazana jetajra antiinflamatorna aktivnost, kao
I umereno neuroprotektivno delovanje. Kod Zivotirga Erlich-ovim ascitnim tumorom,
ekstrakti nadzemnih delova ispitivanih vrsta suoigip onkostatski efekat. Uvid u
farmakolosko delovanje hemijski okarakterisanih teli@ta herbi omogdiava procenu
moguenosti njihove primene kao potencijalnih prirodrekadvitih sirovina.

Doktorska disertacija pod nazivom MgrfoloSka, hemijska i farmakoloSka
karakterizacija odabranih vrsta roda Veronica L. (Plantaginacea€) kandidata dipl. farm.
JeleneC. Zivkovi¢ po svom sadrzaju i formi, dobro napisanom opsteradnom delu, jasno
postavljenim istrazivkim ciljevima, dobro osmisljenoj metodologiji, prego iznetim
rezultatima rada, razloznoj diskusiji i dobro fodmanim zakljgcima ispunjava sve

kriterijume dobro napisanog nénog dela.

Iz rezultata koji predstavljaju deo ove doktorsksertacije publikovana su tri rada u
¢asopisima m@unarodnog zn&ja: jedan rad u vrhunskom tmarodnontasopisu (M21) i
dva rada u miunarodnim c¢asopisima (M23), i prikazana sdetiri saopStenja sa
medunarodnih skupova Stampana u izvodu (M34), jediop&anje sa nieinarodnog skupa
Stampano u celini (M33) i jedno saopstenje sa skgzégonalnog znmja Stampano u izvodu
(M64).



Na osnovu svega izloZzenog, Komisija sa zadovoljstyaedlaze Nastavno-né&om
vecu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradupdhvati pozitivan izveStaj o
zavrsenoj doktorskoj disertaciji pod nazivonMaqrfoloska, hemijska i farmakoloSka
karakterizacija odabranih vrsta roda Veronica L. (Plantaginacea€) i kandidatu dipl.
farm. JeleniC. Zivkovi¢ odobri javnu odbranu po dobijanju saglasnosia/eagnih oblasti
medicinskih nauka Univerziteta u Beogradu.

Clanovi Komisije:

Prof. dr Zoran Maksimoyj vanredni profesor, mentor
Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski fakultet

Dr Teodora Janko¥j viSi nani saradnik, mentor
Institut za prodavanje lekovitog bilja "Dr Josif P&rt", Beograd

Prof. dr Slavica Ragj redovni profesor,
Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski fakultet

Dr TatjanaCebovi, docent,
Univerzitet u Novom Sadu - Medicinski fakultet

Prof. dr Branislava Laku&j vanredni profesor,
Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski fakultet



