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MorfoloSka, hemijska i farmakoloSka karakterizacija odabranih vrsta roda

Veronical. (Plantaginaceae)

Rezime

U okviru doktorske disertacije izvrSeno je morf&ko, hemijsko i farmakolosko
ispitivanje tri taksona rod®eronical.: V. urticifolia Jacq.,V. jacquinii Baumg. iV.
teucriumL., Siroko rasprostranjenih na teritoriji Srbif@dabrane vrste su do sada samo
delimicno hemijski ispitivane, dok nema podataka o njilmvdarmakoloSkom
delovanju.

Sa ciljem utwdivanja mikromorfoloskih obelezja kao i anatomskeadgr
sprovedena je mikroskopska analiza spraSene hedogreEnih preseka lista i stabla
odabranih Veronica vrsta. Histohemijska analiza ukazala je na pnguslipida,
alkaloida, skroba i fenolnih jedinjenja u ispitiven vrstama, dok je primenom
fluorescentne mikroskopije pokazano da su fenoledinjenja lokalizovana u
kutikularnom sloju, trihomima i lignificiraniméelijskim zidovima ksilema listova i
stabla.

Analizom sadrzaja teSkih metala primenom plamet@mske apsopcione
spektrometrije (FAAS) i atomske apsorpcione spekaiije sa grafitnom kivetom
(GF-AAS) u biljnim uzorcima nije pokazana zaa razlika izméu testiranih
Veronicavrsta sa istog lokaliteta, ukazgjuna to da obrazac preuzimanja teskih metala
nije karakteristika vrste. Na osnovu sadrzaja @etbi vrstaV. jacquiniii V. urticifolia
raslih na serpentinskom zemljiStu, zakBuno je da one predstavljaju potencijalne
hiperakumulatore ovog teSkog metala.

U okviru preliminarne hemijske analize, primenowidkimetrijskin metoda, u
metanolnim, vodenim i 70%-nim acetonskim ekstraktimadzemnih delova ispitivanih
biljaka u cvetu odrden je sadrzaj ukupnih polifenola, fenilpropanoidaridoida.
Obzirom da je spektrofotometrijska analiza izdwoji0%-ne acetonske ekstrakte kao
najbogatije pomenutim klasama sekundarnih metabhobii su odabrani za dalju
hemijsku i farmakoloSku analizu.

Tenikama visokoefikasne daee hromatografije (HPLC) i visokoefikasne
tankoslojne hromatografije (HPTLC), uz primenu si@mnih supstanci, odten je
sadrzaj aukubina i akteozida u 70%-nim acetonskistraktima ispitivanih taksona. Za
razliku od akteozida koj je prisutan u sve tri isg@ne vrste, aukubin je identifikovan
samo u ekstraktu nadzemnog dela vigteurticifolia. Prime&ena razlika u sadrzaju
jedinjenja odréenih primenom HPLC-DAD i HPTLC tehnika nije imal&atssticku
znaajnost.

Kvantitativna analiza ispitivanih taksona rodWaronicaizvrSena je primenom
tecnog hromatografa kuplovanog sa detektorom sa dwdnizom i masenim
spektrometrom. U ekstraktima hehi urticifolia i V. teucriumglavnu frakcijucinili su
flavoni (derivati apigenina, luteolina i izoskutedaa), dok su pored njih bili zastupljeni
i derivati hidroksicimetnih kiselina (kafengy-kumarinske i protokatehinske). U
ekstraktu herbe/. jacquinii dominirali su derivati fenolkarbonskih kiselinaaf&ne i
protokatehinske kiseline, a osim njih bili su ptisu flavonoli (derivati kvercetina) i
flavoni (derivati luteolina i izoskutelareina). D& akteozdi najzastupljenije jedinjenje



u ekstraktu vrstd. jacquiniii V. urticifolia, u herbiV. teucriumje to izoskutelarein 7-
O-(6""-O-acetil)-p-alozil-(1"" —2')- B-glukopiranozid.

Dodatna saznanja o hemijskom sastavu herbi ispitivarrsta dobijena su
kvantifikacijom odabranih fenolnih jedinjenja (1énblnih kiselina, 25 flavonoida, 3
kumarina i 2 lignana) i hina kiseline u 70%-nim taceskim ekstraktima primenom
visoko selektivne i specifne t&ne hromatografije sa trostrukim kvadrupolom masenim
spektrometrom sa elektrosprej jonizacijom. Fendomponente prisutne u ztggnijoj
koli¢ini su hlorogenska kiselina, bajkalin, izokvereitri hiperozid, kao i derivat
cikloheksana hina kiselina. lako u tragovima, gemisje po prvi put identifikovan u
familiji Plantaginaceae, dok je u rodderonica po prvi put utvdeno prisustvo
kumarina.

U okviru farmakoloSke karakterizacije ispitivana jeantioksidantna,
neuroprotektivna, antiinflamatorna, antitumorskantibakterijska aktivnost 70%-nih
acetonskih ekstrakata testiraMBaronicavrsta.

In vitro antioksidantna aktivnost acetonsko-vodenih ekateakerbi odabranih
Veronicavrsta odrdena je primenom FRAP i DPPH testa. Ispitivani elddtrpokazali
su zng&ajnu dozno-zavisnu inhibiciju DPPH radikala, kaawkupnu antioksidantnu
aktivnost. Najvéa redukciona sposobnost i antiradikalski efekatgaki su za ekstrakt
herbeV. teucrium dok je najniza aktivnost zabeleZzena za ekstraiidV. urticifolia.

Antioksidantna aktivnosin vivo ispitivana je na modelu hepatotaksosti
indukovane primenom Cglkod pacova. Péenjem nivoa enzimskih i neenzimskih
antioksidanasa pokazano je da ispitivani ekstraktaju zastitnu ulogu. Prema
rezultatima sadrzaja GSH i TBARS nivoa za&§no je da u oksidativhom stresu vrste
V. jacquiniii V. teucriumpokazuju skni antioksidantni efekat koji je neSto izrazeniji o
efekta vrsteV. urticifolia, Sto je u saglasnosti sa rezultatimaitro testova.

Neuroprotektivni efekat acetonsko-vodenih ekstralatabraniiVeronicavrsta
ispitivan je u kulturi humane neuroblastomsiadijske linije SH-SY5Y gde je testom
kisele fosfataze péan uticaj ekstrakata na prezivljavanje ovifelija nakon
kombinovanog tretmana stresora (SNP O i odgovarajdeg ekstrakta. Ispitivani
ekstrakti su ispoljili blagu protektivhu aktivhosto se manifestovalo posemjem
prezivljavanjacelija izlozenih SNP (9,7-12,0%) ili 4D, (17,0-18,3%). Najjéu zastitu
kod primene SNP je pokazao ekstrakt vrste jacquini, dok je najefikasniji u
prezivljavanju ¢elija tretiranih sa b, bio ekstrakt vrsteV. teucrium Praenjem
produkcije superoksid jona 0), kao i intenziteta lipidne peroksidacije zakgmo je
da je za ispoljeno neuroprotektivno delovanje akstta kod primene SNP kao stresora
odgovoran mehanizam "hvatanja” slobodnih radikadak kod primene pD, to nije
bio slwtaj.

Antiinflamatorni efekat acetonsko-vodenih ekstrakatréen je primenomex
vivo metode zasnovane na ¢gaju produkcije metabolita 12-HHT, TXB2 i PGE2 kao
proizvoda ciklooksigenaznog puta i 12-HETE kao proda lipooksigenaznog puta
metabolizma arahidonske kiseline. Ekstrakt hevbeurticifolia je pokazao zn@jno
ve¢i potencijal inhibicije COX-1 enzima, dok je najgmgu inhibiciju 12-LOX
aktivnosti postigao ekstrakt vrsi& jacquinii Obzirom da su svi ispitivani ekstrakti
pokazali i snazno antioksidantno delovanje, mozepr&tpostaviti da takva njihova
aktivnost delom doprinosi ispoljenom antiinflamaiom efektu.

Antitumorska svojstva ispitivanih ekstraktata pmgogna su kod misSeva sa
Erlihovim ascitnim tumorom ptgnjem zapremine ascitesa, broja tumorsiehja i
njihove vijabilnosti. Svi primenjeni ekstrakti stagsticki znatajno smanijili zapreminu



ascitesa, dok je stati&ki znaajno smanjenjetelijske vijabilnosti priméeno samo
nakon aplikacijeV. urticifolia ekstrakta. Takde, u grupama Zzivotinja koje su primale
ekstrakte doSlo je do blage redukcije broja tumibrgklija u poréenju sa kontrolnom
grupom (bez statistkog zn&aja), ukazujdi na njihov onkostatski efekat.

Antibakterijska aktivhost 70%-nih acetonskih ekisata odabranih taksona roda
Veronicatestirana je bujon mikrodilucionim testom premgesimacetiri Gram (+) i tri
Gram (-) bakterije. Ispitivani ekstrakati su isfloljumerenu do slabu aktivnost.
Najizrazeniji efekat prema vimi testiranih mikroorganizama ispoljio je ekstrdidrbe
V. teucrium

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske diserfacptvaraju put daljim
istrazivanjima u cilju primene ispitivanih vrsta fitoterapiji kao prirodnih lekovitih
sirovina.

Klju ¢ne refi: Veronica jacquinij V. teucrium V. urticifolia, morfolosSka
karakterizacija, hemijska karakterizacija, farmai&ik karakterizacija

Naucna oblast Farmacija

UZa nauwna oblast Farmakognozija
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Morphological, chemical and pharmacological charaatrization of selected
Veronical. species (Plantaginaceae)

Abstract

Morphological, chemical and pharmacological chamazation of three taxa
from genus Veronica LV. urticifolia Jacq.,V. jacquinii Baumg. iV. teucriumL., was
performed. The selected species were only scardeiynically investigated so far,
while there is no information regarding their phaowological effects.

To determine micromorphological and anatomicalrabiristics, microscopic
analysis of pulverized aerial parts was conductegbther with cross-sections of leaf
and stem of selectederonicaspecies. Histochemical analysis revealed the poesef
lipids, alkaloids, starch and phenolic compounds s&lected species, while the
application of fluorescence microscopy demonstrétet phenolic compounds are
located in cuticle, tirchomes and lignified cell lisan xylem of leaves and stems of
investigated species.

Analysis of heavy metal contents by flame and tedtfoermal absortion
spectroscopy techniques after microwave-assisteddigestion of samples showed no
significant differences in heavy metal concentraidetween the tested plant species
from the same location, indicating that their heawstal uptake pattern was not species
specific. The results of Cr content in aerial paft¥. jacquiniiandV. urticifolia grown
on serpentine soil confirmed that these speciespasenising Cr hyperaccumulator
plants.

In the preliminary chemical analysis of methanoli©®% aqueous acetone and
water extracts of flowering aerial parts of invgated plant species, total contents of
phenolics, phenylethanoids and iridoids have beeterthined using colorimetric
methods. Since the spectrophotometric analysisatedehat aqueous acetone extracts
are the richest with abovementioned classes ofnnslecg metabolites, they were
selected for further chemical and pharmacologivatstigation.

The content of aucubin and acteoside in agueousrazextracts of investigated
taxa was determined using high performance lighidmatography (HPLC) and high
performance thin layer chromatography (HPTLC). Camyt to acteoside which was
detected in all of the investigated extracts, auctwas identified only irV. urticifolia
extract No significant differences between the conductethwmds were observed.

Phenolic compounds in test&teronica species were tentatively identified by
HPLC-DAD-ESI/MS. InV. urticifolia and V. teucriumextracts flavones (apigenin,
luteolin and isoscutellarein derivatives) providedominant fraction and derivatives of
hydroxycinnamic acids were also observed (caffpicoumaric and prorocatechuic
acid). Derivatives of caffeic and protocatechuimagrevailed in extract &f. jacquinii
aerial parts, while flavonols (quercetin derivasiveand flavones (luteolin and
isoscutellarein derivatives) were also present. |gVacteoside was the most abundant
compound inV. jacquinii and V. urticifolia extracts, inV. teucriumextract it was
isoscutellarein 7-O-(6""-O-acetylp-allosyl-(1"" —2'")- B-glucopiranoside.

Further information on qualitative composition efected species was obtained
using liquid chromatograph coupled with tripl quihdem mass spectrometer with
electrospray ion source. The content of quinic acid 44 selected phenolic compounds



(14 phenolic acids, 25 flavonoids, 3 coumarins @ntignans) was investigated in
agueous acetone extracts. Compounds present iifigh quantities were baicalin,
hyperoside, isoquercetine, chlorogenic acid andiquacid. Although in traces, the
presence of isoflavonoid genistein was recordedtlier first time in Plantaginaceae
family, while this is the first report of the prese of coumarins in genderonica

As the part of pharmacological investigation agueacetone extracts of tested
Veronica species were evaluated for their antioxidant, ognatective, anti-
inflammatory, antitumour and antibacterial activity

Antioxidant potential of 70% aqueous acetone eidraf selectedveronica
species were estimated using two different vitro assays: FRAP assay (total
antioxidant activity) and DPPH assay (antiradiazlhvaty). All of the extracts exhibited
strong free radical scavenging activity, as weltaal antioxidant activity. The highest
reducing power as well as free-radical scavengapgacity were shown fov. teucrium
extract.

The results obtained fronm vitro analysis were confirmed witim vivo tests
using CCl-induced hepatotoxicity model in rats. Based on résults from multiple
assay systems (TBA-RS, GSH, GR, GSHPx, XOD, CAT Rrgafter treatment with
tested extracts in combination with GGlke demonstrated their protective role in
oxidative stress. According to the results obtaifedhe values of TBA-RS and GSH
content it can be concluded that antioxidant effextV. jacquinii and V. teucrium
species were similar to each other and higher thah of V. urticifolia, which is in
accordance with the results framvitro tests.

Neuroprotective effect of 70% aqueous acetone estravas evaluated on
human neuroblastoma SH-SY5Y cell line. The infleeraf extracts on survival of
stressed cells was assessed by acid phosphatase ABsextracts exhibited modest
protective activity by increasing cell survival aells stressed with SNP (9-12%) and
H.O, (16-21%), compared to non-treated cells. The ggshprotection against SNP-
induced cellular damage was achieved withjacquinii extract, while the highest
survival rate after exposure of cells toQ4 was noticed after treatment witii.
teucriumextract. Neuroprotection on cells stressed with S accompanied by the
reduction in amount of superoxide radicals andxnafelipid peroxidation, while in the
case of HO, application this was not the case.

The anti-inflammatory potential of 70% acetone amse extracts was
determined usingx vivomethod based on monitoring of the production ofHEZT,
TXB2 i PGE2 and 12-HETE as main arachidonic acidamaites formed by enzymes
COX-1 and 12-LOX.V. urticifolia extract exerted the strongest COX-1 inhibition,
while V. jacquiniiextract exhibited the highest ability to inhibit-L®X activity. Since
all of the tested extracts exhibited also strorigpaidant activity, it can be assumed that
showed antioxidant properties contributed to obsganti-inflammatory activity.

Antitumour activity of investigated extracts wassessed in Ehrlich ascites
carcinoma (EAC) model by parameters such as asoiesne, tumour cell count and
cell viability. All of the investigated extractsasistically significantly decreased the
ascites volume, while statistically significant dease of cell viability was observed
only after administration o¥. urticifolia extract. Also, application of tested extracts led
to slight but insignificant reduction of number toimour cells as compared to control
group, demonstrating oncostatic activity.

Antibacterial activity of 70% aqueous acetone etfraof selectedveronica
species was investigated using microbroth diluiegay against four G (+) and three G



(-) bacterial strains. Investigated extracts exggdslow to moderate activityV.
teucrium extract showed the most pronounced inhibitory atflegainst most of the
tested microorganisms.

The results obtained within the framework of theciral dissertation suggest
the areas for further research aiming to implenmargstigated species as phytotherapy
medicines.

Keywords: Veronica jacquinii V. teucrium V. urticifolia, morphological
characterisation, chemical charactersation, phastogical characterisation.

Academic expertise Pharmacy
Major in : Pharmacognosy
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1. Polozaj roda Veronica L. u sistemu klasifikacije,

rasprostranjenje i opis

Red Lamiales u okviru cvetnica obuhvata nekolikdikite i dobro poznatih
familija. Dugo se smatralo da je kosmopolitska fgan5crophulariaceae najg@ meiu
njima, meiutim odsustvo zajedékih karakteristika za taksone koji joj pripadaju
ukazalo je na mogmost njenog polifiletskog porekla (Olmstead, 2001hrzo nakon
pojave ove hipoteze, roderonicg familije Scrophulariaceae, postao je predmetege
broja taksonomskih studija u cilju njegovog odg@yareg pozicioniranja.

Na osnovu molekularnih istrazivanja, familija Sdnofariaceae je podeljena i
jedan broj rodova preban je u familiju Plantaginaceae (Albach i sar., 24)0
PredloZzena je i nova klasifikacija rodéeronica prema kojoj je podeljen na 13
podrodova i koja se znajno razlikuje od prethodne zasnovane isklja na
morfoloSkim karakterima (Albach 1 sar., 2004). |zu#ati hemotaksonomskih
istrazivanja su potvrdili odnose uspostavljene mowklasifikacijom. Primenjivani su
razliciti hemotaksonomski karakteri iz grupe flavonoidnglikozida i iridoidnih
glukozida (Grayer-Barkmeijer, 1973; Grayer-Barkreeij1978; Taskova i sar., 2002;
Taskova i sar., 2004). Dakle, prema poslednjoj ikkaxiji skrivenosemenica
(Angiosperm Phylogeny Group, 2003) rateronica sa oko 450 vrsta predstavija
najveti rod familije Plantaginaceae. Vrste rodaronicasu rasprostranjene Sirom sveta
sa centrima diverziteta u zapadnoj Aziji, na Novdelandu (Albach i Meudt, 2010),
centralnoj i juznoj Evropi i Turskoj (Albach i saR003). RodVeronicacine biljne vrste
razlicitih Zivotnih formi (od jednogodisnjih zeljastih duskog drvéa) i staniSta (od
polupustinjskih do vodenih; tropskih do polarnilbd nadmoskih visina bliskih nivou
mora do alpskih) (Albach i Meudt, 2010). Nekolikosta roda, kao kosmopolitski
korovi, poseduje i ekonomski zteg (Albach i Chase, 2001).

Na osnovu molekularnih istrazivanja rdtéronicapodeljen je na 13 podrodova
(Albach i sar., 2004):

- Veronicasubg.Veronicg

- Veronicasubg.Beccabunga

- Veronicasubg.Pseudolysimachium



- Veronicasubg.Synthyris

- Veronicasubg.Cochlidiosperma
- Veronicasubg.Pellidosperma

- Veronicasubg.Stenocarpon

- Veronicasubg.Pocilla;

- Veronicasubg.Pentasepalae

- Veronicasubg.Chamaedrys

- Veronicasubg.Derwentig

- Veronicasubg Hebe

- Veronicasubg.Triangulicapsula

Predstavnici rod&eronicasu jednogodisnje ili viSegodiSnje zeljaste biljkaie
poluzbunovi. Stabljika je uspravna, puzi po zentljse izdize. Listovi su naspramni,
retko u prsljenovima. Cvetovi su zigomorfni, pojeatni, nalaze se u pazuhu listova ili
su slozeni u vrdne ili kme grozdaste ili klasaste cvadiiaSica je naje¥e duboko
deljena na 4-5 reznjeva, dok je krunica sa sraktumicnim listicima. Kruniéna cev je
valjkasta, kratka ili skoro neprimetna; otvor kremije tanjirast ili zvonast, duboko
deljen na 4-5 reznjeva, reznjevi se podialimalo razlikuju. Dva su praSnika, pra&kii
konci su wvr&eni za kruninu cev, krai ili duzi od krunice, praSnica je sa dve
paralelne, razdvojene ili na vrhu spojene polupcasrStubt je razltite duzine, Zig je
glavicast. Plod jetaura sa dva okca, uglavhomc¢ho spljoStena, e je naduvena, na
vrhu je ¢esto viSe ili manje duboko usna, sa stubem u urezu, gola ili pokrivena
dlakama, glatka ili sa istaknutim, mrezasto povemamervima. Seme mozZe biti
razlicitih oblika i veline (Dikli¢, 1974). Osnovne razlike vrsta rodéeronica
podrazumevaju zivotnu formu (viSegodisnje ili jedndisnje; zeljaste ili poluzbunaste),
polozaj cvasti (lateralno ili terminalno postavigdn laminu lista (velika ili mala;
linearna, nedeljena ili deljena), v@hu krunice, oblik semena (ravno ili izdubljeno) i

indumentum (struktura dlaka, glandularne ili nediaarne).



1.1. Zastupljenost vrsta rodaVeronica u Flori Evrope i Flori Srbije

Prema Waltersu i Webbu (1972), u Flori Evropi zabehe su 62 vrste roda

Veronicau okviru 5 sekcijaTabela 1).

Tabela 1 RodVeronicau Flori Evrope (Walters i Webb, 1972)

Sekcija Veronica

. allionii Vill.

. aphyllaL.

. aragonensistroh.

. austriacal.

. baumgarteniRoem. & Schult.

. chamaedrys.
. dabneyHochst.

. melissifoliaPoiret

. micranthaHoffmanns. & Link

. montand..
. multifidaL.

. officinalisL.

. pectinatal.

. pedunculariBieb.

. prostratal.

. rhodopaedVelen.) Degen
. roseaDesf.

. scutellatal.

. tenuifoliaAsso

\Y

\Y

\Y

\Y

\Y

\Y

\Y

\Y

Y,

\Y,

Y,

\Y,

V. orientalisMiller
\Y

\Y

\Y

\Y

\Y

\Y

\Y

V. thessalicdBentham

V. thymifoliaSibth & Sm.

V. turrilliana Stoj. & Stefanov
\Y,

. urticifolia Jacq.

Sekcija Pocilla

V.
V.

. arvensid..

Sekcija Pseudolysimachium
V.
V.
V.
V.

< K K <K<K KKK KKK KK KKL

acinifoliaL.

agrestid_.

. aznavouriiDérfler
. chamaepithyoiddsam.
. cymbalariaBodard
. dillenii Crantz

. filiformis Sm.

. glaucaSibth. & Sm.
. grisebachiWalters

. hederifolialL.

opacaFries

. peregrinal.
. persicaPoiret
. politaFries
. praecoxAll.
. triphyllosL.

.vernalL.

bachofeniHeuffel
longifoliaL.
paniculatal.

spicatal.

Sekcija Veronicastrum
. alpinalL.
. bellidioidesL.

Vv
\Y,
Y,
V. fruticansJacq.

V. fruticulosalL.

V. gentianoide¥/ahl.
V. fruticulosalL.

V. nummalariaGouan.
V. ponaeGouan.

Y,

. saturejoide¥/is.

Sekcija Beccabunga
V. anagallis-aquaticd..
V. anagalloideg>uss.
V. beccabungé.

V. catenatePennell

V. scardiacaGriseb.

. erinoidesBoiss. & Sprunen



U spontanoj flori Srbije zabelezene su M8ronica vrste u okviru 5 sekcija
(Dikli ¢, 1974) Tabela 2.

Tabela 2.RodVeronicau Flori Srbije (Diklic, 1974)
Sekcija Diplophyllum

Sekcija Pseudolysimachion

V. agrestid.. V. andrasovszkylav.
V. hederifoliaL. V. crassifoliaWierzb.
V. opacaFr. V. incanal.
V. persicaPoir. V. longifoliaL.
V. politaFr. V. orchideaCrantz
V. spicatal.
Sekcija Beccabunga V. spuriaL.

V. anagallis-aquatica..

V. anagalloides5uss.

Sekcija Veronicastrum

V. aquaticaBernh. V. acinifoliaL.
V. beccabungé. V. alpinalL.
V. scardicaGris. V. arvensid

V. balcanicaVel.

Sekcija Veronica V. bellidioidesL.

V. aphyllaL. V. dillenii Crantz
V. austriacal. V. fruticansJacq.
V. baumgarteniRoem & Scult. V. peregrinal.
V. chamaedrys. V. praecoxAll.
V. crinita Kit. V. satureoide¥isiani
V. jacquiniiBaumg. V. serpyllifoliaL.
V. montand.. V. triphyllosL.
V. officinalisL. V. vernaL.
V. orsinianaTen.
V. prostratal.
V. scutallatalL.
V. teucriumL.
V. urticifolia Jacq.




1.2. Odabrane vrste rodaVeronica

U okviru ove doktorske disertacije, ispitane suwurste rodaVeronicg Siroko
rasprostranjene na teritoriji Srbij€: urticifolia Jacq.,V. jacquiniiBaumg.,V. teucrium
L.

1.2.1. Veronica urticioliaJacq.(syn.V. latifolia L.)

Vrsta V. urticifolia (velicje) (Slika 1) je viSegodiSnja biljka sa razgranatim,
puze&im rizomom. Stabljika je visine 10-50 (70) cm, wspra ili se izdize,
nerazgranata, sa svih strana ravnomerno pokriveat&itk dlakama ili gola, e je u
gornjem delu pokrivena zlezdanim dlakama. Listavinespramni, Siroko jajasti, duz
oboda grubo ostro nazubljeni, na licu i na ¢alproreieno pokriveni dlakama. Doniji
listovi su mali, okruglasti i na vrhu Siljati saadtkom lisnom drSkom, pri osnovi
zaokrugljeni, dok su sredniji i gornji listovi znatwé&di, duzine 4-8 cm, Sirine 2-5 cm,
pri osnovi skoro asimetmi i plitko srcasto urezani, sefiena vrhu Siljati. Cvetovi su
sloZzeni u 2-5 naspramnih, rastresitih grozdastistiydrSke cvasti su kose i polaze iz
pazuha gornjih listova stabla. Priperci su landetds linearni, 1,5-3 puta kéa od
cvetnih drski. Cvetne drSke su srazmerno dkega2-3 puta duze odaSice, kao i
osovina cvasti pokrivene su zlezdanim dlakama,emer plodonoSenja nanize savijene.
Casica je deljenja u 4 nejednaka, lancetasta repujarivena duZ oboda Zlezdanim
dlakama. Krunica je tanjirasta, Siroka 4-7 mm, bledZicasta, vrlo retko bela, deljena
na nejednake reznjeve pokrivene duz oboda trepljéraara je skoro okrugla, Boo
spljoStena, na vrhu plitko usna, dugéka oko 3 mm, pokrivena prateno Zlezdanim
dlakama. Seme je gkiasto, Stitastog oblika, dugjeo oko 1 mm.

Cveta od juna do avgusta.

Raste u Sumama i Sikarama, na stenama, u planinslsubalpijskom pojasu.
Pripada alpsko-balkanskm vrstama.

U Srbiji je Siroko rasprostranjena, i zabelezena janogim vilaznim li&arskim i

cetinarskim Sumama (Dildj 1974).



Slika 1. Veronica urticifolia



1.2.2. Veronica jacquinii Baumg. (syn. V. multifida Kern, Scop., Vel.,
Petrovt; V. pinnatifidaAndrae;V. austriacal. subspJacquini(Baumg.) Maly)

Vrsta V. jacquinii (Slika 2) je viSegodiSnja zeljasta biljka sa kosim, valfkas
rizomom. Stabljike mogu biti mnogobrojne, ili sapedna, uspravna, visine (10) 30-70
cm, raie izdignuta. Stabljika je pokrivena sivim dlakarkatkad manje ili viSe gola.
Listovi su okruglasti ili Siroko lancetasti, perass&eni, perasto ili dvojno perasto
deljeni, reznjevi su uzani, linearni ili linearnanketasti, duz oboda nenazubljeni ili
nazubljeni, viSe ili manje uvijeni, pokriveni dlaka ili rede goli. Listovi sterilnog dela
izdanka na vrhu stabljike su manje deljeni ili skoeli. Cvetovi su slozeni u 2-4 &ee,
naspramne, u kasnijem stadijumu razvoja izduZeoedgiste cvastiije drSke polaze iz
pazuha gornjih listova stabldaSica je deljena u 4, de 5 linearno lancetastih,
nejednakih reznjeva. Krunica je tanjirasta, Sirird0 mm, intenzivno plave boje,
reznjevi krunice su nejednaki, jajasflaura je spljostena, okruglasto, obrnuto srcasta,
na vrhu uséena, Siroka 4-5 mm, dugjea kao icaSica ili malo duza, pri osnovi je
zaokrugljena, pokrivena dlakama ili gola, stujg skoro 2 puta duzi othure. Seme je
spljosSteno, skoro okruglo.

Cveta od juna do jula.

Raste na oswenim, suSnim mestima, na kamenjarima, pasnjacingljacima.
Najce&e westvuje u izgradnji kserofilnih biljnih zajednicaa kre&njaku i serpentinu.
Pripada pontsko-balkansko-kavkavskim vrstama.

U Srbiji je rasprostranjena vrsta (Dikli1974).



Slika 2. Veronica jacquinii



1.2.3. Veronica teucriumL. (syn.V. latifolia Parti¢; V. pseudochamedrykacq.;

V. teucriumL. subsppseudochamaedry{dacq.) Nym.)

Vrsta V. teucrium (Slika 3) je viSegodiSnja zeljasta biljka sa valjkastim,
¢vornovatim, puzém i razgranatim rizomom. Stabljika (manji brojdeesamo jedna)
visine 30-70 (100) cm, je uspravna, ili se izdipekrivena manje viSe pratenim
dlakama, sterilni izdanci su uspravni. Listovi sdei, okruglasto jajasti, jajasti do
lancetasti, duzine 3-5,5 cm, Sirine 1,5-2,5 cm,gamovi su zaobljeni ili odgeni do
plitko srcasto urezani, tako da skoro obuhvatagblgku, na vrhu su Siljati, duz oboda
grubo tupo testerasto nazubljeni. Na licu su pamiproréenim priljubljenim dlakama
ili skoro goli, dok su na najju, nar@ito duz nerava, pokriveni kovrdzavim dlakama.
Listovi sterilnog dela izdanka su na vrhu stabljike i testerasto nazubljeni. Cvetovi su
slozeni u bone, naspramne, u Petku zbijene, a kasnije jako izduzene cvasti, dubin
15 cm; dr8ke cvasti polaze iz pazuha gornijih ligtetablaCasica je gola ili pokrivena
proreienim dlakama, deljena je u 5 nejednakih, lineaamcétastih reznjeva, duzine 3-4
mm. Krunica je tanjirasta, Sirine 10-13 mm, azuplave boje, reznjevi krunice su
nejednaki, donji je najmaniji i najtanflaura je obrnuto srcasta ili okruglasta, na vrhu je
plitko urezana, pri osnovi je viSe manje zaokrugjegola ili pokrivena dlakama. Seme
je Stitastog oblika.

Cveta od maja do jula.

Raste na padinama pokrivenim Zbunjem, u Sikar&serptermnim Sumama, na
livadama, od nizila do subalpijskog pojasa. Pripadaroazijskim vrstama,
rasprostranjena je u srednjoj i juznoj Evropi, revkazu, Sibiru, Armeniji.

U Srbiji je zabeleZzena u &em broju Sumskih i livadskih zajednica (Dikli
1974).
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Slika 3. Veronica teucriunt.

(http://www.actaplantarum.org/acta/gallerial.php3di33
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2. Tradicionalna upotreba vrsta roda Veronica

Medu vrstama rodd/eronicanajpoznatija i n&e&e kori€ena u tradicionalnoj
medicini je kosmopolitska vrste. officinalis (¢estoslavica, razgon, trava od usljeme,
propinjaia, ljudska vernost, zmijinaestoslavica, verolim&)Jo§ u XVI i XVII veku
ova vrsta primenjivana je kod renalne litijaze,ika) poreméaja gastrointestinalnog i
respiratornog trakta (Grindemann i sar., 20€8jkanovi (1985) u ,Reéniku srpskih
narodnih verovanja o biljkama“ pominje razgon kdek,od glavobolje (privija se
pelenom), kao i za ranu kada se podljuti“. Danasnfgz pripremljen od osuSenog
nadzemnog delacestoslavice u Bugarskoj upotrebljava kao apetizamtitusik,
antiinflamatorni ekspektorans u terapiji astmerinfgitisa, a u Italiji kao diuretik i za
umirenje koznih iritacija (Leporatti i lvanchevap@3). U tradicionalnoj medicini
Spanije ova biljka koristi se udenju ekcema (Pardo De Santayana i sar., 2005), kao
laksans (Rigat i sar., 2007) i ekspektorans (Rigaar., 2013), a u Rumuniji kod
renalnih i respiratornih poreré@a, kao i spolja u enju rana (Grindemann i sar.,
2013) U oblasti crnogorskih Prokletija herbastoslavice primenjuje se interno kod
bronhitisa i reumatskih bolova, a spolja kod ranaziictin koznih oboljenja (Menkovi
i sar., 2011). U Srbiji je zabeleZena njena primkaa ekspektoransa u kombinaciji sa
drugim biljnim vrstama, kao blagog diuretika i kbdlova u stomaku (Jdrii sar.,
2007). U Austriji seV. officinalis koristi interno u oblikutaja kod oboljenja nervnog,
respiratornog i kardiovaskularnog sistema, kaod goreméaja metabolizma (Vogl i
sar., 2013).

U Tabeli 3 navedena je primena i nekih drugih vrsta ovog radaarodnoj
medicini.

Za biljke koje predstavljaju predmet ove doktorsksertacije nisu rieni podaci

o tradicionalnoj upotrebi.

! Konjevi¢ i Tati¢, 2006 — Rénik naziva biljaka
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Tabela 3. Primena nekih vrsta rodéeronicau narodnoj medicini

Vrsta Zemlja Deo Oblik primene Primena Referenca
biljke
V. anagallis- Iran Herba  Dekokt Kod opekotina Mosaddegh i
aquatical. sar., 2012
Juznoafrika List - Kod karcinoma i bolova u déna; kao kupka De Beer i Van
Republika kod umornih stopala Wyk, 2011
Turska Herba  Suva bilkase Kod reumatskih bolova Harput i sar.,
kuva u mleku i 2004
primenjuje kao
obloga
Kina Kod prehlade i trbusne kile Kilpelii sar.,
2005
V. austriacal. Bosna i Herba, - Kod tuberkuloze, glavobolje, bolova u Sari-Kundali¢
Hercegovina cvet, stomaku, opstipacijedireva i sar., 2011
list
Spanija Herba - Kod glavobolje Agelet i
Vallés, 2001
V. beccabunga. Italija Herba  Dekokt, sveza  Diuretik Pieroni i sar.,
biljka 2004
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V. cephaloides Butan Herba - Za zaustavljanje krvarenja, ublazgsareva Wangchuk i
Pennell I obnavljanje oSt&enih¢elija. sar., 2011
Za snizavanje temperature udruZzene sa
ranama
V. chamaedrys. Bosna i Herba, - Kod tuberkuloze, glavobolje, bolova u Sari-Kudali¢ i
Hercegovina cvet, stomaku, opstipacijedireva sar., 2011
list
Austrija Herba Kod oboljenja nervnog, respiratamo Vogl i sar.,
kardiovaskularnog sistema, kao i kod 2013
poremeéaja metabolizma
V. cymbalaria Italija Herba  Dekokt Antimalarik De Natale i
Bodard Pollio, 2007
V. incanalL. Mongolija, Herba Kod oboljenja kardiovaskularnog sistema, Gusev i
Rusija digestivnog trakta, bubrega, poreiag Nemereshina,
metabolizma, i neuroza. 2005
Spolja kod akni, apscesa, dermatitisa i
opekotina
Ukrajina Herba Kod prehlade i poviSenog krvnodgigka
V. kotschyana Nigerija Koren - Kod dijareje Etuk i sar.,
Benth. 2009
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V. orientalisMiller Turska Herba Infuz Kod kamena u bubregagpiratornih Altundag i
oboljenja Ozturk, 2011
V. peregrinal. Kina Kod dismenoreje, raéltih krvarenja i Kwak i sar.,
preloma 2009
Koreja Kodcira na zelucu Jeon, 2012
V. serpyllifoliaL.  Spanija Herba  Dekokt Kod infekcije oka Rigaar.s
2007
V. undulatawall.  Kina Cela Dekokt

biljka

Za zaustavljanje krvarenja, kod zapuSenog Weckerle i

nosa i menstrualnih bolova sar., 2009
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3. Sekundarni metaboliti vrsta roda Veronica

Medicinski zn#&aj i interes za taksonomiju rodéeronicabili su podstrek za
njegova intenzivna fitohemijska ispitivanja. Moid8ka raznovrsnost, ragli ekoloski
faktori i hibridizacija uslovili su veliku raznowmsst u strukturi sekundarnih metabolita
prisutnih u vrstama ovog roda. Dosadasnja fitohghaijispitivanja ukazala su na
prisustvo iridoidnih glukozida, feniletanoidnih la¥onoidnih glikozida (Chari i sar.,
1981; Harput i sar., 2002a; Harput i sar., 2002brpdt i sar., 2002c; Harput i sar.,
2003; Saracoglu i sar., 2002; Taskova i sar., 1988kova i sar., 2002).

3.1. Flavonoidi

Flavonoidi predstavljaju naj¢a grupu polifenola biljaka. U osnovi molekula
aglikona kod ove grupe jedinjenja nalazi se 2-tbeihzoy-piron (flavon) Slika 4). Do
danas je opisano viSe od 8000 r&th flavonoida (Kunté i sar., 2014) koji se, u
zavisnosti od stepena oksidacije centralnog piragoprstena, mogu Kklasifikovati u
nekoliko grupa: flavoni, flavonoli, flavanoni, izafoni, flavanoli i antocijani (Anand i
Singh, 2013). Flavonoidi s&esto koriste kao markeri u hemosistematici zahpaiju
njihovoj hemijskoj stabilnosti (moze se koristitherbarski, ne samo zivi materijal),
velikom strukturnom diverzitetu, relativno lakojeidtifikaciji i gotovo univerzalnom

prisustvu u viSim biljkama (Pavlasi2008).

o o]
c|

O

Slika 4. Struktura flavona
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3.1.1. Flavonoidni aglikoni

Aglikoni flavonoida kao lipofilna jedinjenja imajwgrantenu distribuciju u
biljkama u pordenju sa njihovim hidrosolubilnim glikozidima kojuskarakteristini za
vecinu angiospermi. Ovi aglikoni ofmo su akumulirani na povrSini listova i drugih
nadzemnih organa, u obliku eksudata ili su rastviandipofilnom matriksu. Smatra se
da je njihova distribucija na povrsini lista uslevia hemo-ekoloskom funkcijom
(zaStita od zagrevanja i UV zenja, antimikrobna i alelopatska aktivnost, kao i
odbijanje insekata) (Nikolova i sar., 2005). Ovgavrdeno i u okviru roda/eronica
Naime, u uzorcima sakupljenim na ¢ue nadmorskim visinama dena je
kompleksnija smeSa aglikona u pédeeju sa uzorcima sa nizih nadmorskih visina.
Takaie, zng&ajna akumulacija ovih jedinjenja pridena je kod kserofitnih vrsta
(Nikolova i sar., 2005).

Slobodni aglikoni izolovani iz vrsta rodderonicauglavnom su flavonski, uz
zna&ajan broj metilovanih derivata flavonolagbela 4. Apigenin i luteolin su n&p&i
povrsinski aglikoni, préeni metilovanim derivatima: apigenin 4’-metilestroapigenin
7,4’-dimetilestrom i luteolin-3’-metilestrom. NeStedi u Veronicavrstama su luteolin-
7,4’-dimetil estar, kao i 6-metoksi flavoni skutelm 6,7,4’-trimetil estar i 6-hidroksi
luteolin 6,7,3'-trimetil estar (Nikolova i sar., @D).

Struktura nekih flavonoidnih aglikona izolovanihnadzemnih delova vrsta
rodaVeronicadata je urabeli 4.
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Tabela 4 Flavonoidni aglikoni vrsta rodderonica

Aglikon Podrod Biljna vrsta Referenca
Apigenin Pentasepale V. turrilliana, V. teucrium ssp. teucriumV. Nikolova i sar., 2005
teucrium ssp. crinitéy. austriacassp jacquinii,
(R1=Rs=Re¢=0OH, . . .
V. austriaca ssp. tenuissiana, V. multifida
R=Rs=Rs=R7= H)
V. prostrata Nikolova i sar., 2002
Pocilla V. persica, V. polita, V. triphyllos, V.gecox Nikolova i sar., 2005
Chamaedrys V. chamaedrys, V. vindobonensis, Vlicab¥ .
krumovii, V. arvensis, V. verna
Stenocarpon V. fruticulosa, V. fruticans, V. kedlar
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Cochlidiosperma

V. hederifolia, V. sublobata, Motra, V.
cymbalaria,

Veronica V. alpine, V. bellidioides, V. officinals
urticifolia
Beccabunga V. beccabunga, V. scardica, V. serphdlif

V. acinifolia

Pseudolysimachium

V. spicata

Gusev i sar., 1978

Apigenin 4’-metil etar - akaceti

(Ri=Rs=OH, R=Rs= Rs=R;=H,
Rs=OCHg)

nPentasepale

V. turrillianay. austriacassp jacquinii, V.

multifida
Pocilla V. persica, V. polita, V. praecox
Chamaedrys V. chamaedrys, V. vindobonensis, Vlicab¥ .

krumovii, V. arvensis, V. verna

Cochlidiosperma

V. hederifolia, V. sublobata, Motra

Veronica

V. bellidioides, V. officinalis

Beccabunga

V. beccabunga, V. scardica, V. serphdlif

Nikolova i sar., 2005

Apigenin 7,4’-dimetil etar

(Ri=OH, R=Rs= Rs=Ry=H,

Pentasepale

V. austriacassp jacquinii

Pocilla

V. persica, V. polita

Nikolova i sar., 2005
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R3=Rs=0OCH;) Chamaedrys V. vindobonensis, V. krumovii, V. angens
verna
Veronica V. urticifolia, V. officinalis
Skutelarein 6,4’-dimetil etar Chamaedrys V. vindobonensis Nikolova i sar., 2002

(R]_:Rg:OH, R2:R6:OCH3, R4:
R5:R7:H)

Skutelarein 6,7,4’-trimetil etar

Pentasepale

V. teucriumssp teucrium

Nikolova i sar., 2005

Pocilla V. polita, V. praecox
(Ri=OH, R=Rs=Rs=0Ctb, Ru= Chamaedrys V. vindobonensis, V. krumovii, V. aigeis
Rs=R7=H)
verna
Stenocarpon V. fruticans
Cochlidiosperma V. hederifolia
Beccabunga V. acinifolia
Luteolin Pentasepale V. multifida Nikolova i sar., 2005
(R1=R3=Rs=R¢=0OH, R= Pocilla V. persica, V. polita,V. triphyllos, V. meox
Rs=R;=H) Chamaedrys V. vindobonensis, V. orbelica, V. kruimndy
arvensis, V. verna
Stenocarpon V. fruticulosa, V. fruticans, V. kedlar
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Cochlidiosperma

V. hederifolia, V. sublobata, VYiltda, V.
cymbalaria

Veronica V. alpine, V. bellidioides, V. officinalis Nikolova i sar., 2005
V. urticifolia Nikolova i sar., 2002
Beccabunga V. beccabunga, V. serpyllifolia, V. éaiia Nikolova i sar., 2005

Pseudolysimachium

V. spicata

Gusev i sar., 1978

Luteolin 3’-metil etar - Chamaedrys V. chamaedrys, V. vindobonensis, V.duiiynv. | Nikolova i sar., 2005
hrizoeriol arvensis, V. verna

(R1=R3=Rs=0OH, R= R=R;=H, | Pocilla V. praecox

Rs==CH)

Luteolin 7,4’-dimetil etar Pocilla V. persica, V. praecox Nikolova i sar., 2005
(R1=Rs=0OH, R= R;=R7=H, Chamaedrys V. arvensis, V. verna

Ry=Re=OCH,

Luteolin 7,3’-dimetil etar

Pentasepale

V. austriacassp jacquinii

Nikolova i sar., 2005

(R1=R¢=OH, R= R=R=H, Pocilla V. polita
R3=Re=0OCHb) Veronica V. bellidoides, V. officinalis
Beccabunga V. serpyllifolia
6-hidroksiluteolin 6,7,3'-trimetil| Pocilla V. persica, V. polita, V. praecox Nikolova i sar., 2005
etar Chamaedrys V. verna
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(R1=Rs=OH, R=R3=Rs=0CH,
R4:R7:H)

Kvercetin Pocilla V. francispetae, V. siaretensishmann Mehrvarz i sar.,
(R1=R3=Rs=Rs=R7=0H, 2008

R2=R4=H)

Kvercetin 3',4',5’,7'-tetrametil| Pocilla V. persicaV. polita Mehrvarz i sar.
etar 2008
(Ri1=R3=Rs=Rs=OCH;, R;=H,

R;=0H)

5,4’-dihidroksi-6,7,3'-

trimetoksiflavon (circilineol)

(Ri= R=R;=H,
R3:R4:R5:OCH3, RGZOH)

Pentasepalae

V. pectinata var. glandulosa

Pocilla

V. persica

Saracoglu i sar.,
2004a

22



3.1.2. Flavonoidni glikozidi

Flavonski heterozidi su najzastupljeniji tip flawoda u vrstama rod¥eronica
NajceXe se radi o heterozidima luteolina i apigenina, cstio njihovih derivata.
Njihova bitna karakteristika je prisustvo hidrokgjfupe na polozaju C-6 ili C-8
aglikona. Prisustvo 6-hidroksi flavona (flavona@H grupama u polozajima 5, 61 7 u
prstenu A je karakteristho za red Lamiales i to za familije Plantaginaceae,
Globulariaceae, Lamiaceae, Valerianaceae i Scraphakae (Tomas-Barberan, 1988).
Za razliku od njih, 8-hidroksi flavoni (flavoni saH grupama u polozajima 5, 7 i 8
prstena A) su ke zastupljeni, prormieni su kod predstavnika rodowderonica
(Plantaginaceae),Stachys Sideritisi Teucrium(Lamiaceae), pa se mogu koristiti kao
markeri u hemotaksonomiji (Albach i sar., 2005b)ok¥iru rodaVeronicado sada su
identifikovani u podrodovimaPocilla, Pentasepalaei Hebe U vrstama Severne
hemisfere podrodovéPocilla i Pentasepalaeprisustvo 6-hidroksiflavon glikozida
iskljucuje prisustvo 8-hidroksiflavon glikozida i obrnutlzuzetak je vrsta/. persica
gde su prisutne obe grupe jedinjenja. Kod vrstaduiemisfere podrod@entasepalae
prisustvo jedinjenja obe grupe ¢esto, Sto ukazuje na alipoliploidno poreklo predaka
ove grupe (Taskova i sar., 2008).

Luteolin 4’- i 3'- glikozidi zastupljeni su u vrstaa Severne hemisfere i
sporadéno su prisutni u vrstama Juzne hemisfere. Dodaghkgzidi luteolin 3’-metil
etra (hrizoeriola) karakterigtii su za vrste Severne hemisfere, dok u vrstamaelJuz
hemisfere do sada nisu identifikovani (Taskova i, 2008).

Glikozilovanje kod flavonoid glikozida n&g&e se deSava na polozajima C-5 i
C-7 (Saracoglu i sar., 2004a), a acilovanjeegge komponente je joS jedna
karakteristika ovih jedinjenja u rodderonica (Albach i sar., 2003). Struktura nekih
flavonoidnih heterozida izolovanih iz hadzemnihod@l vrsta rod&/eronicaprikazana
je uTabeli 5.

Ostali tipovi flavonoidnih heterozida u vrstama gvmda su retki. Flavonolni
heterozidi (derivati kemferola) su spor&uh zastupljeni u podrodRocilla (Mehrvarz i
sar., 2008).

Antocijani su odgovorni za plavu i réastu boju cvetova rod&eronica

NajceXe su zasnovani na delfinidinu kao aglikonu (Gragarkmeijer, 1978). U
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cvetovima vrsteV. persicaidentifikovani su visoko glikozilovani flavonoidielfinidin
3-0-(2-0O-(6-O-p-kumaroil-glukozil)-6O-p-kumaroil glukozid)-50-glukozid (Ono |
sar., 2010), kao i poliacilovani antocijani 3gkumaroilzoforozid-5-malonil glukozid i
demalonil derivat (Mori i sar., 2009).
Medu taksonima koji su predmet ove doktorske disgga@ nadzemnog dela

V. teucriumdo sada su identifikovani 8-hidroksi flavon glikhz dok 6-hidroksi flavon
glikozidi nisu ndeni (Albach i sar., 2005). Za vrsté jacquiniii V. urticifolia nema
podataka o prisustvu flavonoid glikozida.

Struktura nekih flavonoidnih glikozida izolovanin madzemnih delova vrsta roda

Veronicadata je urabeli 5.
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Tabela 5.Flavonoidni glikozidi vrsta rodsleronica

Jedinjenje Podrod Vrsta Referenca
HO
HO
HO Q
HO
Pocilla V. francispetae, V.Mehrvarz i

Kemferol-7-Of-G-glukopiranozid

siaretensis,
polita
V. persica

V| sar., 2008
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HO
HO

OH O
Luteolin-7-Of-D-glukozid (cinarozid) Veronica V. officinalis Gusev i sar.
1975
Pentasepalae V. fuhsii Ozipek [
sar., 1999

HOOC
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Hrizoeriol-7-O-glukuronid Beccabunga V. peregrina Kwak i sar.,
2009
HO
HO Q
HO
O
Jof
He o ©
OH
OtoH
Izoskutelarein 7-O-(6""-O-acetilp-alopiranozil-(1"-2")- B-glukopiranozid | Pocilla V. intercendens Albach i
(R=H) sar., 2003
Izoskutelarein 4’-metil etar-7-O-(6""-O-acetif}-alopiranozil-(1'’-2")- B- | Pentasepalae V. orientalis Albach [
glukopiranozid Pocilla V. intercendens sar., 2003

(R=CHp)
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OR X o
HO HO
HO

OH O

6-hidroksiluteolin 7-(6”-(E)-kafeoilglukozid) (sgbzid A) Pseudolysimachium V. longifolia, V. | Albach [

(R=H) orchidea, V. ovata, | sar., 2005a
V. spicata, V.
spuria

6-hidroksiluteolin 7-(6”-feruloilglukozid) (spikad B) Pseudolysimachium V. spicata, [MAlbach [

(R=CH) spuria sar., 2005b

Pentasepalae V. thymoides ssp| Saracoglu i

pseudocinerea sar., 2004b
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R1
@)
HO
R,0O Ho

OH O
6-hidroksiluteolin 7-(6"-p-hidroksibenzoilglukozjdspikozid C) Pseudolysimachium V. spicata Albach [
(Ri= R=H) sar., 2005b
6-hidroksiluteolin 7-(6"-protokatehuoilglukozidypikozid D) Pseudolysimachium V. orchidea, V. | Albach [
(R1=OH, R=H) spicata, V. spuria | sar., 2005b
Pentasepalae V. thymoides ssp| Saracoglu i
pseudocinerea sar., 2004b
6-hidroksiluteolin 7-(6-vaniloilglukozid) (spikad E) Pseudolysimachium V. spicata, V. Albach [
(R1=0OCHs, R=H) spuria sar., 2005b
6-hidroksiluteolin 7-(6"-veratroilglukozid) (spikod F) Pseudolysimachium V. spicata Albach [
(R1=OCH; Ry= CHg) sar., 2005b
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Pentasepalae V. pectinata var. | Saracoglu |
3’-hidroksi-4’-O-metilskutelarein-7-O-[2”-Qx-L-ramnopiranozil-3”-O- glandulosa sar., 2004a
(6""-O-acetil- B-D-glukopiranozil)]$-D-glukopiranozid (sarahozid)
4’-O-metilizoskutelarein-7-O-2"-0O-(6""-O-acetiB-D-glukopiranozid) Pocilla V. persica Saracoglu |
(Ri=H, R=OCHy) sar., 2004a
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Izoskutelarein-7-0O-2"-O-(6"""-O-acetilp-D-alopiranozil)$-D- Pocilla V. persica Saracoglu |
glukopiranozid sar., 2004a
(R1=H, R:=0H) Pentasepalae V. multifida Ozipek [
sar., 2002
3’-hidroksi-4’-O-metilizoskutelarein-7-0O-2"-O-(6-O-acetil3-D- Pocilla V. persica Saracoglu i
sar., 2004a

alopiranozil)p-D-glukopiranozid
(R1=OH, R=0OCH)
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3.2. Iridoidi

Iridoidi su biciklicna, monoterpenska jedinjenja. U biljnim tkivima degfe su
vezani za Sgere. Do sada je u biljkama identifikovano preko @&@doidnih jedinjenja
medusobno raztiitih po stepenu i tipu supstitucije na osnovnomlapkntanskom
prstenu §lika 5) (Marin, 2003).

Slika 5. Struktura iridana

Iridoidi su do sada izolovani samo iz grupe diledtnih biljaka, uglavhom su
prisutni  u familjama Apocynaceae, Lamiaceae, Ladgeene, Rubiaceae,
Scrophulariaceae, Gentianaceae i Verbenaceae i nsegwspesSno koristiti kao
hemotaksonomski markeri (Marin, 2003). Iridoidnaifgenja karakteristha za rod
Veronicasu aukubin i katalpol, kao i estri katalpola sevdgima cimetne (verminozid i
minekozid) i benzoeve kiseline (veronikozid, katedil, verprozid, amfikozid)Slika
6). Dodatno, u brojnimVeronica vrstama identifikovani su karboksilovani iridoidi:
epiloganinska kiselina, gardozid, musaenozidingkalika, arboreskozidinska kiselina,
genipozidinska kiselina, kao i njihovi est8lika 7).

Musaenozid, estar musaenozidinske kisline, karskitgan je za podrod
Veronicg ali nije ogranten samo na njega (Jensen i sar., 2005). U okvidroga
Pocilla utvrdeno je prisustvo ajugola i 5-hidroksilovanih iridai melitozida i
globulorifolina. Ova jedinjenja karakterigtia su za familiju Lamiacae, ali se

sporadéno mogu néi i u familiji Plantaginaceae (Jensen i sar., 2005)
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H
HO O-Glu

Aukubin

O
HO
O H
HO

O

Verprozid
O
O/Mo H

H

Veronikozid

O
HO
wo H
MeO
HO
Minekozid

Slika 6. Iridoidni glukozidi karakteristini za rodVeronica

O-Glu HO

H
HO O-Glu
Katalpol
O
HO
Ty
HO

HO

Verminozid

O
jog X
HO

HO
Katalpozid

@)
MeO
@)
HO

Amfikozid




COOH COOH
~N ~N N
0 O O
HO
OGlu OGlu OGlu
Epiloganinska kiselina Gardozid Musaenozidinska kiselina
COOH
COOH COOH N
@]
X AN
@] @] 0O OGlu
HO OGlu HO OGlu He,C/&
Genipozidinska kiselina Arboreskozidingiselina Alpinozid

Slika 7. Karboksilovani iridoidni glukozidi prisutni u bnejm vrstama rod&eronica
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U pojedinim vrstama roda/eronica identifikovani su iridoidni heterozidi
specifene struktureTabela 7).

Iridoidni sastav vrsta koje su predmet ove dokterdisertacije je w«eispitivan
(Tabela 6. Za herbuV. teucriumkarakteriséino je prisustvo aukubina, katalpola i
estara katalpola sa derivatima benzoeve kiseliaglfozid, verprozid, amfikozid, 6-
veratroilkatalpozid), dok estri katalpola sa detiivea cimetne kiseline nisu
identifikovani (Taskova i sar., 2002).

Pored aukubina i katalpola, za her\du jacquinii karakteriséino je prisustvo
estara katalpola sa derivatima benzoeve kiselieeofikozid, katalpozid, verprozid,
amfikozid, 6O-izovaniloilkatalpol, 6©-veratroilkatalpozid), dok je spidozid jedini
identifikovan estar katalpola sa derivatom cimetiseline (Taskova i sar., 2002).

Od iridoidnih heterozida u herM. urticifolia detektovani su aukubin, katalpol,
musaenozid, estri katalpola sa derivatima benz&esetine (veronikozid i katalpozid),
kao i estri katalpola sa derivatima cimetne kiseliminekozid) (Taskova i sar., 2002).

Tabela 6. Iridoidni heterozidi identifikovani u vrstamé teucrium V. jacquiniii

V. urticifolia
Iridoidni heterozid
Vrsta 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
V. teucrium * ook * *
V. jacquinii ooR Rk ok kX * *
V. urticifolia ook ¥ * * *

Legenda: 1-katalpol, 2-veronikozid, 3-katalpozid,-vetprozid, 5-amfikozid, 6-&®-
izovaniloilkatalpol, 7-60-veratroilkatalpozid, 8-verminozid, 9-minekozid, -4fidozid, 11-
velozid, 12-aukubin, 13-genipozidinska kiselina;midsaenozid, 15-alpinozid.

Uloga iridoida u billkama nije u potpunosti razjgdra. Obzirom na veliku
raznovrsnost ove grupe jedinjenj&injenicu da se nalaze u tkivima sa intenzivnhom
metabolékom aktivnogu, jasno je da je teo jedinjenjima od velikog ziaja za biljku.
Zahvaljujiei svom gorkom ukusu predstavljaju dgva odbrane biljaka od herbivora.
Takaie, mnogi iridoidi sluze kao prekursori drugih tipoedinjenja (Marin, 2003).

Iridoidni glukozidi su bioloSki aktivha jedinjenjdDo sada je poznato viSe
razlicitih aktivnosti iridoida, kao Sto su: antimikrobremtidijabeténa, antiinflamatorna,
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antinociceptivna, antihiperlipidemijska, hepatopktivna, antitumorska i
imunostimulatorna. Taki®, deluju kao inhibitori osteoporoze, humane néilrieo

elastaze i melanogeneze (Dinda i sar., 2007).

36



Tabela 7.Iridoidni glikozidi speciféne strukture identifikovani u pojedinim vrstamaaderonica

Jedinjenje Podrod Vrsta Referenca
COOR;
AN
R,0O
O
OGilc
Lavaudiozid A Hebe V. lavaudiana Taskova i sar., 2011
(R:=1-manitil; R=kafeoil)
COOR,
X
R,0O
O
OGilc
Lavaudiozid B Hebe V. lavaudiana Taskova i sar., 2011

(R1=1-manitil; R=kafeoil)
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RO

N
HO
@)
HO
HO OGlu

Asistaziozid E
(R=H)

Longifoliozid A
(R=3,4-dihidroksibenzoil)

Longifoliozid B
(R=kafeaoil)

Urfozid B

(R=vaniloil)

Pseudolysimachior

V. longifolia

Jensen i sar., 2010

OR

HO

HO
HO OGlu

Urfozid A
(R=vaniloil)

Pentasepalae

V. pectinataar.
glandulosa

Harput i sar., 2003
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COOH
I

0O O
O
R

HO

Akvatikozid A Beccabunga V. anagalis- Harput i sar., 2004
(R=H) aquatica
Akvatikozid B
(R=0OH)

COOH

AN
HO o o

@]

D

Akvatikozid C Beccabunga V. anagalis- Harput i sar., 2004
aguatica
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RO COOH

HO O
O
HO OGlu
Pikurozid Cochlidiosperma V. hederifolia Harput i sar., 2002c
(R=vaniloil)
RO
X
@)
HO OGlu

Dervenciozid A
(R=benzoil)

Dervenciozid B
(R=p-OH-benzoil)

Dervenciozid C

(R=vaniloil)

Hebe

V. derwentiana

Jensen i sar., 2008
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RO

X

O

HO OGlu
Spidozid Veronicastrum V. alpina, V. Taskova i sar., 2002

(R=4"-O-Glu-kafeoil) bellidioides
Veronica V. officinalis, V. | Taskova i sar., 2002
austriaca

Velozid Veronicastrum V. bellidioides Taskova i sar., 2002

(R=4’-O-Glu-feruloil)
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3.3. Feniletanoidni glikozidi

Feniletanski glikozidi su Siroko rasprostranjeriljnom carstvu. Ovi sekundarni
metaboliti karakteristni su za red Lamiales a na§vebroj njih je identifikovan u
taksonima familija Scrophulariaceae, Plantaginace&¥eaceae, Lamiaceae i
Orobanchaceae. Do sada je poznato viSecizliaktivnosti feniletanskih heterozida
kao Sto su: antioksidantna, antiinflamatorna, ahdierijska, antivirusna, antitumorska,
imunomodulatorna, hepatoprotektivna i neuroprotekti(Kukic-Markovi¢, 2013).

Feniletanski heterozidi karakterigti su i za vrste rod&eronicai iz njih je
izolovan veliki broj jedinjenja ove klase. Neka iogth kao Sto su akteozid, martinozid i
kornozid su Siroko rasprostranjena u biljnom carstliok su druga identifikovana samo
u vrstama ovog roda (turiliozid A i B).

Kafeoil feniletanoidni glukozidi sa 33-glukozil supstituentom zabelezeni su
samo u rodovim®&lantagoi Veronicafamilije Plantaginaceae (Jensen i sar., 2011).

Obzirom da je kornozid prisutan samo u podr@&@hamaedrysovaj feniletanski
glikozid moZze biti zn&ajan hemotaksonomski marker rodfaronica (Jensen i sar.,
2005).

Stuktura do sada identifikovanih feniletanskih heteda u rodweronicadata je
u Tabeli 8.
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Tabela 8.Feniletanski heterozidi identifikovani u pojedinurstama rod&/eronica

Jedinjenje Podrod Vrsta Referenca
OH
Salidrozid Chamaedrys V. arvensis Jensen i sar., 2005
Hebe V. raoulii Taskova i sar., 2012
Beccabunga V. beccabunga | Jenseni sar., 2011
GlcO
HO
O
Kornozid Chamaedrys V. arvensis, V. | Jensen i sar., 2005

dillenii, V.
micans, V. verna,

V. vindobonensis
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4
R o&@vo RS
R,0
OR,

R6
Akteozid Pocilla V. persica Harput i sar., 2002b
(R:1=H; R,=Rha; R=kafeoil; R=H; Rs=Rs=0H) Chamaedrys V. dillenii, V. Jensen i sar., 2005
micans, V.
vindobonensis
Hebe V. pentasepalae | Taskovai sar., 2012
V. brachysiphon,| Johansen i sar., 200
V. odora
V.stenophylla, V.| Pedersen i sar., 200
topiaria
Izoakteozid Pocilla V. persica Harput i sar., 2002b
(R1=H; R;=Rha; R=H; Rs;=kafeoil; R=Rs=0OH) Veronica V. officinalis Crisan i sar., 2007
Kalceolariozid C Pentasepalae V. teucrium Taskova i sar., 2002
(R1=H; R,=H; Rs=kafeoil; Ri=Xyl; Rs=Rs=0H)
Persikozid Pocilla V. persica Harput i sar., 2002b
(R1=Glu; R=Glu; Rs=kafeoil; Ry=H; Rs=Rz=0OH) Hebe V. hulkeana Taskova i sar., 2012

7
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V. pulvinaris Taskova i sar., 2010
Izopersikozid Hebe V. pulvinaris Taskova i sar., 2010
(R1=Glc; R=Glc; Rs=0OH; Ry;=kafeoil; R=Rs=0OH) V. thomsonii Taskova i sar., 2010
Lavandulifoliozid Pocilla V. persica Harput i sar., 2002b
(R1=H; R=Glu(2—1)Ara; Rs=kafeoil; Ri=H; Rs=Rs=0H)
Verpektozid A Pentasepalae V. multifida Ozipek i sar., 2002
(R1=Ara; R=Rha; R=feruloil; Ry=H; Rs=R¢=0H) V. pectinata Saracoglu i sar,

2002
Verpektozid B Chamaedrys V. micrantha Jensen i sar., 2005
(R1=Glu; R=Rha; R=kafeoil; R=H; Rs=Rs=0H) Pentasepalae V. pectinata Saracoglu i sar,
2002

Poliumozid Hebe V. odora Johansen i sar., 200
(R1=H; R,=Rha; R=kafeoil; R=Rha; R=Rs=0H)
Angarozid A Hebe V. elliptica Johansen i sar., 200
(R1=H; R,=Rha; R=kafeoil; R=Ara; R==Rs=0H)
Martinozid Beccabunga V. anagallis- Harput i sar., 2004
(R1=H; R;=Rha; R=feruloil; R4=H; Rs=OH; Rs=0CH;) aguatica
Plantamajozid Beccabunga V. beccabunga | Jensen i sar., 2011
(R1=H; R=Glu; Rs=kafeoil; Ri=H; Rs=Rs=0OH) Pentasepalae V. fuhsii Ozipek i sar., 1999
FuSiozid Pentasepalae V. fuhsii Ozipek i sar., 1999
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(R1=R,=R3=H; Ry=kafeolil; R=Rs=0OH)

Hebeozid Hebe V. cupressoides | Pedersen i sar., 200
(R1=Xyl; R,=Rha; R=kafeoil; R=H; Rs=Rs=0H)
Parahebeozid Hebe V. hookeriana Maggi i sar., 2009
(R1=H; R=Glu(2—1)Xyl; Rs=kafeoil; Ri=H; Rs=Rs=0H)
Kuprozid Hebe V. cupressoides | Pedersen i sar., 200
(R1=Xyl; R,=Rha; R=kafeoil; Ri=Glc; R=Rs=0H)
Aragozid Hebe V. thomsonii Taskova i sar., 2010
(R1=Ara; R=CGlc; Rs=kafeoll; R=H; Rs=Rs=0H) V. lavaudiana Taskova i sar., 2011
V. raoulii, V. Taskova i sar., 2012
pentasepalae
Izoaragozid Hebe V. raoulii, V. Taskova i sar., 2012
(R1=Ara; R=CGlc; Rs=0H; R;=kafeoil; R=Rs=0H) pentasepalae
V. thomsonii Taskova i sar., 2010
Hionozid A Hebe V. raoulii Taskova i sar., 2012
(R1=Ara; R=Glc; Rs=feruloil; Ry=H; Rs=Rs=0H) V. thomsonii Taskova i sar., 2010
Izohionozid A Hebe V. thomsonii Taskova i sar., 2010
(R1=Ara; R=Glc; Rs=0H; Rs=feruloil; Rs=Rs=0H)
Hionozid B Hebe V. thomsonii Taskova i sar., 2010

(R1=Ara; R=Glc; Rs=feruloil; Ry=H; Rs=OH; Re=OCHg)
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Izohionozid B Hebe V. thomsonii Taskova i sar., 2010
(R1=Ara; R=Glc; Rs=0H; Ry=feruloil; Rs=OH; Re=0OCH)

Hionozid C Hebe V. thomsonii Taskova i sar., 2010
(R1=Ara; R=6-Fer-Glc; R=kafeolil; Ri=H; Rs=Rs=0OH)

Hionozid D Hebe V. lavaudiana Taskova i sar., 2011
(R1=Ara; R=Glc; Rs=kafeoil; Ri=Glc; R=Rs=0H) V. thomsonii Taskova i sar., 2010
Hionozid E Hebe V. thomsonii Taskova i sar., 2010
(R1=Ara; R=Glc; Ry=feruloil; R=Glc; R=Rs=0H)

Hionozid F Hebe V. thomsonii Taskova i sar., 2010
(R1=Ara; R=Glc; Rs=kafeoil; R=Rha; R=Rs=0H)

Hionozid G Hebe V. pulvinaris Taskova i sar., 2010
(R1=Glc; R=GClc; Rs=kafeoil; R=H; Rs=OH; Re=OCH)

Izohionozid G Hebe V. pulvinaris Taskova i sar., 2010
(R1=Glc; R=Glc; R=0OH; Ry=kafeoil; R=0OH; Re=OCHg)

Hionozid H Hebe V. pulvinaris Taskova i sar., 2010
(R1=Glc; R=Glc; Rs=feruloil; Ry=H; Rs=Rs=0H)

Izohionozid H Hebe V. pulvinaris Taskova i sar., 2010
(R1=Glc; R=Glc; Rs=0H; Ry=feruloil; Rs=Rs=0OH)

Hionozid | Hebe V. pulvinaris Taskova i sar., 2010
(R1=Glc; R=Glc; Rs=feruloil; R=H; Rs=OH; Re=0OCH) V. thomsonii Taskova i sar., 2010
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Izohionozid | Hebe V. pulvinaris Taskova i sar., 2010
(R1=Glc; R=Glc; Rs=0OH; Ry=feruloil; Rs=0OH; Re=OCHg) V. thomsonii Taskova i sar., 2010
Izohionozid J Hebe V. thomsonii Taskova i sar., 2010
(R1=H; R=Glc(2—1); Rs=H; Ry=kafeoil; R=Rs=0H)
Izohionozid K Hebe V. thomsonii Taskova i sar., 2010
(R1=Ara; R=Glc; R=0OH; Ri=kafeoil; R= OH; Re=OCHg)
Ehrenozid Pentasepalae V. pectinata Saracoglu i sar.
(Ri=Ara; R=Rha; R=kafeoil; R=H; Rs=Rs=0H) 2002
Hebe V. thomsonii Taskova i sar., 2010

Lagotozid Hebe V. raoulii Taskova i sar., 2012
(Ri=Ara; R-=Rha; R=feruloil; R;=H; Rs=OH; Re=OCHs) V. pulvinaris Taskova i sar., 2010

V. thomsonii Taskova i sar., 2010
Heliozid A Hebe V. lavaudiana Taskova i sar., 2011
(R1=Ara; R=CGlc; Rs=kafeolil; R=Xyl; Rs=Rs=0OH) V. raoulii, V. Taskova i sar., 2012

hulkeana, V.

pentasepalae
Heliozid C Hebe V. lavaudiana, V| Taskova i sar., 2011
(R1=Ara; R=Glc; Rs=feruloil; Ry=Xyl; Rs=Rs=0H) pentasepalae
Heliozid F Hebe V. hulkeana Taskova i sar., 2012

(Ri=Xyl; R2=Glc; Rs= kafeoil; Ri=Glc; Re=Rs=OH)
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Turiliozid A Pentasepalae V. turrilliana Kostadinova i sar.
(R1=H; R=K; Rs= kafeoil; R=Glc(1—4)Rha; R=Rs=0H) 2007
Turiliozid B Pentasepalae V. turrilliana Kostadinova i sar.

(R1=H; R;=H; Rs= kafeoil; R=6-O-feruloil-Glc(:—4)Rha;
R5:R6:OH)

2007
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3.4. Ostale grupe jedinjenja rodaVeronica

Iz vrsta rodaVeronicaizolovani su steroidni saponozidi. Oni su u prirgetki i
karakteristika su monokotiledonih biljaka familij@ioscoreaceae, Liliaceae i
Amaryllidaceae. Sporatho se javljaju u biljkama familija Fabaceae i S¢ralariaceae
(Kovacevic, 2000). Iz vrsteV. chamaedrysL. izolovani su steroidni saponozidi
spirostan tipa (hamedrozidi C i,)C furostan tipa (hamedrozidi E i) kao i
furospirostan tipa (hamedrozidi,G E;) (Marchenko i sar., 2012). U metanolnom
ekstraktu herb®. turriliana Stoj. & Stef. utvdeno je prisustvo steroidnog saponozida
spirostan tipa - turilianozida (Kostadinova i s&007). Steroidni saponozid nautigenin
tipa, multifidozid, izolovan je iz vrst&. multifidai V. fuhsij dok je akuleatizid A
identifikovan u vrstV. fuhsii(Ozipek i sar., 2002).

U pojedinim Veronicavrstama pokazano je i prisustvo acetofenona ilailka
(Taskova, 1998). Manitol je &erna komponenta karakterista za tribus Veroniceae
(Taskova i sar., 2006).

Iz vrsteV. turrilliana izolovani su arbutin i 6-O-E-kafeoilarbutin (Kodiaova i
sar., 2007).

4. DosadasSnja prowavanja sadrzaja teskih metala u vrstama roda

Veronica

Teski metali su sve prisutniji u okolini, posebnandustrijalizovanim drustvima.
Kontaminacija tla metalima se zZf@no razlikuje od zaginja vazduha ili vode po
tome Sto se teSki metali u zemljiStu zadrZzavajurmmauze u odnosu na ostale delove
biosfere. Remedijacija zemljiSta zdgaog metalima obno ukljuCuje njihovu
imobilizaciju ili ekstrakciju primenom skupih fi#o-hemijskih tehnika kojetesto
imaju negativan uticaj na biolosku aktivnost, plogini strukturu zemljiSta. Tokom
poslednih nekoliko decenija sve je popularnija ema billaka za uklanjanje
kontaminenata iz zemljiSta procesom poznatim ksmrdmedijacija (DalCorso i sar.,
2013).
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Sve biljke imaju mogénost da iz tla ili vode akumuliraju metale esernngaza
njihov rast. Neke biljke sposobne su da preuzimajiuge metale i metaloide koji
nemaju odréenu fiziolosku funkciju i toksini su za samu biljku. TeSki metali preko
biljaka dospevaju u lanac ishrane, i u prekomerekiitinama predstavljaju opasnost
po ljudsko zdravlje. Sa druge strane, sposobngstdpoh biljaka da akumuliraju teSke
metale u korenu i/ili nadzemnim delovima, moZe skoiistiti za regeneraciju
kontaminiranog tla (DalCorso i sar., 2013).

Za razliku od sekundarninh metabolita, malo je pakiat o neorganskim
komponentam&/eronicavrsta, ili 0 odnosu neorganskih komponenti u bilgemljiStu
na kojem je ona rasla. Zurayk i sar. (2001) pokazal zn&aj pojedinih Veronica
hidrofita u fitoremedijaciji vode zahvaljuju mogucnosti hiperakumulacije hroma u
korenu ovih biljaka uz minimalnu translokaciju udaamne delove. Za vrsijeronica
didydimapokazana je visoka akumulaciona sposobnost zaN&amg i sar., 2005), dok
je meiu pet testiranih makrohidrofita/eronica anagallis-aquaticgpokazala najwe
sadrzaj F& jona (Abu Ziada i sar., 2008). Dodatno, Bayoun@i1(?) je utvrdio da.
anagallis-aquaticapredstavlja potencijalnu biljnu vrstu za fitorenjadiju sredine sa
radioaktivnim otpadom, posebno ukoliko je kontamana radiaktivnim cezijumom ili
kobaltom.

Sadrzaj teSkih metala u biljakama koje su predm@biivanja u okviru ove

doktorske disertacije do sada nije ispitivan.
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5. Dosadasnja farmakoloSka prodavanja vrsta roda Veronica

Nakon pregleda literaturnih podataka moze se z&kljda iako su dosadasnja
fitohemijska ispitivanja pojediniNeronicavrsta pokazala da su izvor bioloski aktivnih
jedinjenja, véina predstavnika ovog roda nije farmakoloski okseakana.

Na razltitim linijama malignih c¢elija (Hep-2, RD i L-20B) pokazan je bifazan
(citotokskan i citostattan) efekat iridoidnih jedinjenja izolovanih iz Weronicavrste
(V. anagallis-aquaticaV. persicai V. thymoidesu zavisnosti od hemijske strukture i
tipa karcinomskih¢elija (Saracoglu i sar., 2012), kao i citotaksi efekat vodenih
ekstrakata vrst®. cuneifoliasubspcuneifoliai V. cymbalaria(Saracoglu i sar., 2011).
Iridoidna jedinjenja izolovana iz metanolnog ekktaa vrste V. americana
(amerikanozid i 1@@-protokatehuil-katalpol) ispoljila su selektivno tatbksino
delovanje prema HF-6 i PCéglijskim linijama (Moreno-Escobar i sar., 2013).

In vitro testovima za pojedingeronicavrste i za jedinjenja izolovana iz nijih,
pokazana je snazna sposobnost hvatanja slobodhkala (DPPH, SO i NO) (Harput i
sar., 2011; Jensen i sar., 2010; Kwak i sar., 200Rplova, 2011, Saracoglu i sar.,
2002). Kwak i saradnici (2009) su pokazali &jau antioksidantnu aktivnost EtOAc
frakcije MeOH ekstrakta cele biljke. peregrinaORAC testom. Izolovana jedinjenja
koja su ispoljila najvéu aktivnost u istom testu su luteolin, minekozigedozid,
amfikozid, 6O-cis-p-kumaroilkatalpol i hrizoeriol-7-glukuronid. Antigkdantnu
aktivnost uporedivu sa sintetskim antioksidansornlokom pokazala su jedinjenja
verminozid i protokatehinska kiselina.

Za vrstuV. officinalis pokazano je da smanjuje nivo holesterola i tregicta u
serumu Zivotinj&ija je ishrana bogata holesterolom. Efekat nij@ligm kod Zivotinja
¢ija je ishrana oslohtena holesterola (Crisan i sar., 2007).

Za istu vrstu, Grindemann i sar. (2013) pokazakmstiinflamatorno delovanje u
humanim epitelnim¢elijama pléa (A549 celijama). Kao mehanizmi kojima se
ostvaruje pokazana aktivnost predloZzeni su inljdigenske i proteinske ekspresije
hemokina eotaksina, kao i inhibicija osldaaja proinflamatornog medijatora P&t

TNF-o aktiviranim¢elijama.
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Pokazana jein vitro antiinflamatorna aktivnost za peferonica vrsta V.
cymbalarig V. hederifolia V. pectinatavar. glandulosa V. persicai V. polita) putem
procene inhibitornog efekta na produkciju NO u nodkgama peritoneuma miSa
stimulisanim lipopolisaharidima, kao i cioto&sa aktivnost prema KB epidermoidnom
karcinomu i B16 melanomu (Harput i sar., 2002a).

Kupeli i sar. (2005) pokazali su snazno antiinfleonao delovanje metanolnog
ekstrakta vrste/. anagallis-aquatica.. u karageninskom testu inflamacijskog edema
Sapice miSa, kao i antinociceptivho delovanje uutgsbenzohinonom indukovanih
abdominalnih kontrakcija. Utdeno je da su za ispoljenu aktivnost ekstrakta odgov
derivati katalpola verprozid i katalpozid.

Gusev i sar. (2012) analizirali su antibakterijskelovanje pojediniiveronica
vrsta i pokazali su da najizrazeniji efekat ispadja ekstrakti herbV. officinalisi V.
spicata prema bakterijiStaphylococcus aureudutori su ispoljeni efekat pripisali
visokom sadrzaju fenolkarboksilnih kiselina u is@him ekstraktima.

Za biljke koje predstavljaju predmet ove doktorsksertacije nema podataka o

farmakoloSkom delovaniju.

6. Slobodni radikali i oksidativni stres

Slobodni radikali nastaju tokom aerobnih metaiah procesa u organizmu. Oni
predstavljaju atome, jone ili molekule sa jedniinvite nesparenih elektrona u svojoj
strukturi, a mogu nastati prenosom jednog elektroa neradikalsku vrstu, ili
homolitickim cepanjem kovalentne veze (Cadenas i Davies))26@o posledica teznje
da spare nesparen(e) elektron(e) u poslednjojadirstobodni radikali se ponaSaju kao
snazni elektrofili, odnosno jaki oksidacioni ageriBuki¢, 2008). Reaktivhe vrste
kiseonika (RO9 obuhvataju kiseonikove radikale (superoksid rabik G, hidroksil
radikal - ‘OH) i neradikalske vrste koje predstavljaju oksida sredstva i lako se
prevode u radikale (HOCI, HOBr, s0i Hy0O,). Pored ROS, zriajnu grupu
slobodnoradikalskih jedinjenjaine i reaktivne vrste hlora (RG)S broma (RBY) i

2 ROS - reactive oxygen species.

¥ RCS - reactive chlorine species.
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azota (RN® (Lesjak, 2011)Celijska odbrana od ovih reaktivnih molekula, ukljje
enzimske sisteme (katalazu, superoksid dismutakuatmpn peroksidazu, glutation
reduktazu) i antioksidantne neenzimske komponemte &o su glutation (GSH),
ksantin, koenzim Q-10 i mokiéaa kiselina.

U celiji, mitohondrijalni respiratorni lanac, aktivriognzima citohrom P450 u
mikrozomima, flavoprotein oksidaze, kao | metabmiiz masnih kiselina u
peroksizomima su glavni izvori produkcije ROS (Wangar., 2010). U fizioloSkim
uslovima, ROS imaju vaznu ulogu u regulisanju i procesa weliji kao Sto su
proliferacija, diferencijacija, agregacija, pokjetst i apoptoza (Filippin i sar., 2008).
Takaie, kao sekundarni glasnici onikastvuju u transdukciji signala u procesima
aktiviranja imunog odgovora. Kada se nart8igska homeostaza i redoks status dolazi
do poveéane produkcije ROS, Sto vodi u oksidativni stres.

Pokazano je da je oksidativni stres povezan saopték razlkitin oboljenja, bilo
kao njihov uzrok ili kao posledica (Poljsak i s&013).

6.1. Oksidativni stres i neurodegenerativne bolesti

Usled velike metabalke aktivnosti i visokog sadrzaja polinezasiih masnih
kiselina osetljivih na peroksidaciju, a sa drugarst usled slabe antioksidantne zastite
(nizak nivo katalaze i glutation peroksidaze), niogapogodan za stvaranje slobodnih
radikala i osetljiv je na njihovo delovanje (Jovaitg 2011). ROS i RNS predstavljaju
glavni uzrok oksidativnog stresa u centralnom nemrsistemu (Emerit i sar., 2004).

Proces oksidativne fosforilacije u mitohondrijaneagjavni izvor ROS. Kada nivo
formiranih ROS prekoka kapacitet ¢elija i mitohondrija za njihovo uklanjanje,
aktiviraju se tranzicione pore mitohondrijalne mearte. Otvaraju se kanali, i
omoguava slobodna difuzija malih molekula izdwe matriksa i1 citosola. Ovo
posledéno vodi do kolapsa trans-membranskog elektrohewgjsgradijenta, gubitka
tecnosti u matriksu, oticanja mitohondrija i osldbaja faktora koji indukuju apoptozu

neurona (Emerit i sar., 2004).

* RBS - reactive bromine species.

® RNS — reactive nitrogen species.
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Glutamat je ekscitatorni neurotransmiter prisutad k&ine ekscitatornih sinapsi u
CNS sisara. U velikim koncentracijama glutamat g neurotoksino delovanje.
Jedan od mehanizama neurotokssti glutamata je i oksidativha to&sost nezavisna
od glutamatnih receptora (Lee i sar., 2003). Visékacentracija ekstracelularnog
glutamata inhibira preuzimanje cisteina u neur@te posledino dovodi do razgradnje
cisteina u njima i do gubitka glutationa (GSH). Bembdevanj&elija glutationom,
formiraju se velike kotine ROS Sto vodteliju u apoptozu. Takie, poznato je da
glutamat deluje na svoje receptore putem NO mehamipa prekomerena stimulacija

ovih receptora moze dovesti i do akumulacije RN@h{&ram i sar., 2012).

6.2. Oksidativni stres i inflamacija

Razvoj zapaljenske, odnosno imune reakcije u orgami je posledica
odbrambenog odgovora organizma na napad patogakeai€l i sam odgovor moze da
prouzrokuje oSiEenje i na taj ndn doprinese procesu razvoja oboljenja. ZasStita
organizma od patogena posredovana je ranim reakxijaraienog i kasnijom
reakcijom adaptivhog imunog odgovora. @eai (nespecifini) imuni odgovor se
aktivira neposredno nakon infekcije, usmerava odgodomaina na infektivni
organizam i Salje polawjuci signal za st&eni (adaptivni) imuni odgovor (Rang, 2004).
Nakon aktivacije celije uraienog imunog sistema sekretuju proinflamatorne ok
kao Sto su interferop-(IFN-y), interleukini (IL) i faktor nekroze tumora (TNd)- koji
na mestu ostenja indukuju i stvaranje ROS/RNS. | TNH ROS aktiviraju redoks-
osetljivi transkripcioni faktor NReB koji reguliSe ekspresiju razltinh gena uklj@genih u
procese inflamacije, imunog odgovora i karcinogene2ksidativni stres moze i na
indirektan nain da wWwestvuje u aktivaciji NReB i to putem regulisanja aktivnosti
protein kinaza koje fosforiliSu NkB i na taj n&in omoguavaju migraciju ovog
transkripcionog faktora iz citoplazme u jedro, kaovezivanje za promotere
odgovarajdih gena (Mantena i Katiyar, 2006).

Ukoliko tokom akutnog inflamatornog odgovora organa ne dde do uklanjanja
egzogenog stimulusa, odgovor mozecpne hronini i posledéno moze biti uzrok
razlicitih oboljenja. Hrontna inflamacija weliji pokazuje svoje nezeljene efekte kroz

poveanje produkciju slobodnih radikala i razgradnju ickdidanasa. Tokom
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inflamacije slobodni radikali mogu reagovati sa ekollom DNK u mitotskiméelijama
I na taj n&in dovesti do stalnih genetskih mutacija ¢ki@ste mutacije, delecije gena ili
njihovo premestanje). Na ovajdia hronicna inflamacija ubrzava transformacijalija

| postaje prekursor za formiranje kancera (Khanssati., 2009).

6.3. Oksidativni stres i kancerogeneza

Kancer je viSestepeni procege formiranje prate tri fazéelijske transformacije:
inicijacija, promocija i progresija. Svaka od nj# povezana sa oksidativnim stresom.
Tokom faze inicijacije, slobodni radikali dovode drukturnin promena DNK |
posledénih genskih mutacija. U fazi promocije, oni blolirakomunikaciju méu
¢elijama Sto rezultuje po¢anjem proliferacije i/ili smanjenjem apoptoze uciranoj
¢elijskoj populaciji. Na kraju, oksidativni strestearuje efekat i na fazu progresije
kancera, uzrokovanjem dodatnih DNK izmena u¢ vieansformisanojéelijskoj
populaciji. Reaktivne vrste kiseonika mogu péatei stopu migracijeelija uticuci tako
na invazivnost i metastaze tumora (Todoép2i013).

U poretenju sa normalnindelijama, jedna od Klgnih karakteristikaelija kancera
je njihova povéana sposobnost prezivljavanja. Slobodni radikali s®atraju
kancerogenim zahvaljujusposobnosti da po¥aju stepen proliferacije i migracije ovih
¢elija. Ostéenjem DNK nastaju genske lezije koje za posledimaju inicijaciju i
progresiju tumora. Sa druge strane, gewe produkcija ROS vodi do starenja i smrti
tumorskihcelija, pa se oni mogu smatrati i antikancerogengangima. Na koji nan
¢e ROS delovati zavisi od vrstelija i tkiva, koncentracije ROS, kao i od aktivtios
antioksidantnog sistema (Todoréy2013).
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CILJ
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lako je upotreba nekih taksona roda@ronica poznata u narodnoj medicini,
vecina delovanja nije zabeleZzena i razjaSnjena, aowijilsekundarni metaboliti nisu
dovoljno prodeni.

Cilj ovog rada je morfoloska, hemijska i farmakdasSkarakterizacija tri
odabrana taksona rod¥eronical.:

- Veronica urticifoliaJacq.,

- Veronica jacquiniiBaumg,

- Veronica teucriunt.

Ove vrste su do sada samo detina hemijski ispitane, dok podataka o njihovoj
farmakoloskoj aktivnosti nema. Tokom terenskih tispnja koja smo izvrSili, nije
ustanovljena njihova tradicionalna primena.

MorfoloSka karakterizacija podrazumeva analizu pémh preseka nadzemnih
delova vrstaV. teucrium V. jacquiniii V. urticifolia, kao i spraSenog biljnog materijala,
primenom histohemijskih metoda i svetlosne mikrqsjeo

Naredni cilj disertacije je oddévanje sadrzaja teSkih metala (Cu, Zn, Fe, Mn i
Cr) nakon mikrotalasne digestije uzoraka u kisetedini primenom tehnika plamene i
elektrotermalne atomske apsorpcione spektroskapijezorcima odabranilVeronica
vrsta i odgovarajteg zemljiSta. Takde, u okviru hemijske karakterizacije primenom
kolorimetrijskih metoda IBe odr@en sadrzaj sekundarnih metabolita od ¢aje za
farmaciju u metanolnim, 70%-nim acetonskim i vodergkstraktima herbi odabranih
taksona rodaVeronica Uporedna kvalitativna i kvantitativna analiza bdnih
ekstrakata ispitivanih vrsta d@ sprovedena primenom ra&#lih hromatografskih
tehnika. Sadrzaj aukubina i akteozida u njimébdreen primenom visokoefikasne
tecne hromatografije (HPLC) i visokoefikasneitte hromatografije na tankom sloju
(HPTLC).

FarmakoloSka karakterizacija podrazumeva ispitanjantioksidantne,
antiinflamatorne, antimikrobne, neuroprotektivnatotoksine aktivnosti metanolnih i

70%-nih acetonskih ekstrakata taks®hgacquinii V. teucriumi V. urticifolia.
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1. Biljni materijal

Biljni materijal kori¥en za analizu predstavljaju nadzemni delovi u cvetu
ispitivanih vrsta rodaVeronica prikupljeni na odgovarafim staniStima planinskih
regiona Srbije Tabela 9. Determinacija biljnog materijala i taksonomska
nomenklatura istrazivanih taksona deaa je prema Flori SR srbije VI (1974).
Herbarski materijal je deponovan na Farmaceutskakultetu Univerziteta u Beogradu,
na Katedri za botaniku, kao i u Institutu za paanje lekovitog bilja ,Dr Josif
Partic¢".

Veci deo biljnog materijala je osuSen prirodnim putam promajnom mestu u
hladu, dok je za morfoloSku karakterizaciju kées svez biljni materijal u 50%
etanolu. Neposredno pre pripreme odgovdrhjekstrakata osusen biljni materijal je

usitnjen mlevenjem.

Tabela 9.Lokaliteti i vreme sakupljanja

Vrsta Lokalitet i vreme Kolektorski broj
sakupljanja

V. jacquinii Vrsatke planine Leg. Zivkovi¢ J. VR 159
jun 2008. godine
Gos Leg.Zivkovi¢ J. VR 213
Jun 2009. godine
Stol* Leg. Zivkovic J. &
10.06. 2009. godine Arsenijevi J., HFF 3219
Zlatibor** Leg. Zivkovi¢ J. HFF 3536
jun 2011. godine

V. teucrium Vrsatke planine Leg. Zivkovi¢ J. VR 157
jun 2008. godine
Stol* Leg. Zivkovi¢ J. &
10.06. 2009. godine Arsenijevi J., HFF 3218
Zlatibor**
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jun 2011. godine

V. urticifolia Goe Leg. Zivkovi¢ J. VR 165
9.06. 2009. godine

Zlatibor**

jun 2011. godine

Legenda: * - bilini materijal kori&en za ispitivanje neorganskog sastava; ** - biljni
materijal korigen za morfoloSku analizu

Sa lokaliteta na kojima je sakupljen biljni materiga odrdivanje sadrzaja teskih
metala sakupljeni su i uzorci zemljiSteapela 10. Za ove lokalitete birane su oblasti
sa najgu@m vegetacionim pokriveem. ZemljiSte je sakupljeno sa povrSine udaljenosti
do 10 m u odnosu na odgovarajuiljku. Pre pdetka analize biljni i uzorci zemljiSta

su osuSeni na sobnoj temperaturi i nakon toga seemile
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Tabela 10.Lista biljnih uzoraka i lokaliteta sakupljanja

Lokalitet Vrsta Staniste Koordinate Geoloska podloga
N 43° 33'39.2" Serpentinit
1. Ga Veronica urticifolia Livada E 20° 44' 24.8"
H 870 m
N 43° 33'29.5" Serpentinit
2 Ga Veronica urticifolia Pilana E 20° 44' 53.3"
H 840 m
_ N 43° 33' 28.6" Serpentinit
_ S Livada pored
3. Ga Veronica urticifolia E 20° 44' 53.3"
sportskog terena
H 858 m
N 43° 33'32.8" Serpentinit
4. Ga Veronica urticifolia Livada E 20° 45' 04.4"
H 844 m
N 43° 33'39.2" Serpentinit
5. Ga& Veronica jacquinii Livada E 20° 44' 24.8"
H 870 m
o N 45° 07" 11.7" Gnajs
Vrsacke _ _ Planinski put
6. . Veronica teucrium . E21°19'47.1"
planine (umeren saobta,))
H 293 m
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. Vrsacke
" planine
Vrsatke

8. _
planine
Vrsatke

9. .
planine

10. Stol

11. Stol

Veronica teucrium

Veronica teucrium

Veronica jacquinii

Veronica jacquinii

Veronica teucrium

Sumska staza

Sumska staza

Planinarski dom

Suma

Planinarski dom

N 45° 07' 10.5"
E 21°19'57.6"
H291 m
N 45° 07' 18.5"
E 21°21'10.0"
H 418 m
N 45° 07" 37.7"
E 21° 20' 31.9"
H357m
N 44° 10' 08.3"
E 22° 07'41.8"
H831m
N 44° 10' 19.6"
E 22° 07' 30.0"
H 855 m

Gnajs

Gnajs

Gnajs

Kre¢njak

Krec¢njak

“Markovié¢ i sar., 1984
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2. Instrumenti i operativni uslovi

Za morfoloSku, hemijsku i farmakoloSku analizu is@inih taksona kor&&ne su
razlicite instrumentalne metode i aparati.

Za histohemijsku analizu kotién je LEICA DCML svetlosni mikroskop opremljen
digitalnom kamerom i softverom IM 1000.

Za fluorescentnu mikroskopiju biljnih preseka kées je epifluorescentni mikroskop
LEICA DMLS opremljen HBO 50 W zivinom lampom i ragpom filter blokova (A: BP 340
- 380, I13: BP 450-490 i N2.1: BP 515-580).

Aktivna i potencijalna kiselost zemljisSta merenagepHM 240 Radiometer anatitiom
pH-metru.

Za mikrotalasnu digestiju biljnih i uzoraka zentfiSu kiseloj sredini kortena je
mikrotalasna p&ica CEM MDS-2000.

Odretivanje sadrzaja Cu, Zn, Mn i Fe u biljnim i uzoragnzemljiSta vrSeno je na
atomskom apsorpcionom spektrofotometru Perkin-Elmerdel 5000 sa Supljom katodnom
lampom. Za odrdéivanje Cr korigen je takde atomski apsorpcioni spektrofotometar Perkin-
Elmer, model 5000, ali sa grafithnom¢pelGA 400 sa automatskim kontrolorom sagorevanja
I piroliti ¢ckim grafitnim kivetama.

Spektrofotometrijsko odidevanje sadrzaja ukupnih iridoida, fenola i fenilpamoida je
uraieno na UV/VIS spektrofotometru Hewlett-Packard, elddP 8543.

Visokoefikasna téna hromatografija (HPLC) izvedena je na aparatuleigi 1200
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) opremmij; detektorom sa diodnim nizom
(DAD) model G1315B, binarnom pumpom model G1312Aiiosemplerom model G1313A,
na koloni Agilent Zorbax SB — C18, véie cestica 5 um i dimenzija 150 x 4,6 mm.

Visokoefikasna tankoslojna hromatografija (HPTL@yadena je na Camag aparatu
(Svajcarska) opremljenom Linomat 5 aplikatorom,osdtskom komorom za razvijanje
ploce ADC2, Scanner 3 spektrodensitometrom i Repr@sastemom za dokumentaciju.

Za LC-DAD-ESI/MS analizu ispitivanih herbi koésn je Agilent 1100 aparat kuplovan
sa kvaternernom pumpom i DAD detektorom. Kontrolstrumenata, prikupljanje i obrada
podataka vrSeni su primenom HPChem Station softfeea A. 05. 04). Primenjena je
Waters Spherisorb S3 ODS-2 C18 kolona,duedi cestica 3um i dimenzija 150 x 4,6 mm.
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Za MS detekciju primenjen je API 3200 Qtrap opremlESI izvorom i tripl — kvadrupol
analizatorom mase koji je kontrolisan primenom Agsgab.1. softvera.

Za LC-MS/MS analizu odabranih fenolnih jedinjenj@kstraktima odabranih taksona,
kao i za kvantitativhu analizu metabolita arahid@nkiseline, koriéen je Agilent 1200 aparat
kuplovan sa 6410B trostrukim kvadrupolom maseninekspmetrom sa elektrosprej
jonizacijom (ESI). Kontrola instrumenata, prikuplja i obrada podataka vrSeni su primenom
Agilent softvera ,MassHunter“ (ver. B.03.01).

3. Priprema ekstrakata

OsusSen i sprasen biljni materijal ekstrahovan jamnim bocama tokom 48 h uz
povremeno mesSanje. Odnos droge i ekstrakcionogstsi@ede iznosio 1:20n{/v). Nakon
zavrSene ekstrakcije, pod istim uslovima izvrSema je-ekstrakcija. Dobijeni ekstrakti su
sjedinjeni, a rastvatge uklonjen uparavanjem pod sniZzenim pritiskomstEkkti su dodatno
osusSeni do konstantne mase u vakuum-eksikatorisobaoj temperaturi. Kako razlike u
polaritetu odabranog ekstrakcionog sredstvduutia rastvorljivost sekundarnih metabolita
prisutnih u uzorku, svaka od tri ispitivaN@ronicavrste ekstrahovana je posebno sa vodom,
metanolom i 70%-nim acetonom. Prinos dobijenihrakstta prikazan je u Tabeli 11.

Dobijeni suvi ekstrakti sduvani u vakuum eksikatoru i neposredno pre henfijski
farmakoloskih ispitivanja rastvarani su u odgovat@an rastvaréu primenom ultrazvtnog

kupatila i nakon toga su filtrirani.

Tabela 11.Prinos ekstrakata odabranieronicavrsta dobijenih procesom maceracije uz
primenu metanola, vode i 70%-nog acetona kao éstnaog sredstva

Prinos nakon Prinos nakon _
. . Prinos nakon
Vrsta maceracije maceracije 70% .
maceracije vodom
metanolom acetonom
(%)
(%) (%)

V. urticifolia 18,52 26,18 26,22
V. teucrium 26,32 41,34 34,21
V. jacquinii 26,78 36,74 37,01
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4. MorfoloSko-anatomska karakterizacija

4.2. Mikroskopska analiza

Mikroskopska analiza spraSenog biljnog materijaléerénicae jacquinii pulvis
Veronicae teucrium pulvis Veronicae urticifoliae pulvisizvrSena je primenom opSteg
reaktiva. OpsSti reaktiv za mikroskopiranje sadrkdete reagense: anilin sulfat (boji
odrvenjene elemente zlatnozuto), feri-amonijum atu(boji tanine plavocrveno ili zeleno),
sudan Il (boji masna i etarska ulja, smole, subekutin i vosak crveno) i jod (boji skrob
plavoljubicasto).

Anatomska grda stabla i lista istrazivanih biljaka analizirana pa trajnim
preparatima pravljenim standardnom parafinskom dweto (debljine 5-10um) i dvojno
obojenim primenom alcian plavog i safranina (1% @%05etanolu) primenom svetlosne

mikroskopije.

4.3. Histohemijska analiza

Za sva histohemijska ispitivanja kai&h je svez biljni materijal. Pophei preseci stabla
I lista ispitivanih vrsta su fmo pravljeni. Korigeni su sled&@ reagensi: Lugol za skrob
(Johansen, 1940), Sudan IIl (Johansen, 1940; Lis@80)), fero sulfat i feri hlorid za fenolna
jedinjenja (Johansen 1940), aluminijum-trihloridflevonoide (Guerin i sur., 1971), gue
sulfat i gvode-hlorid (Clark, 1981; Johansen, 1940) za taninelfea jedinjenja, Wagner-ov i
Dittmar-ov reagens za alkaloide (Furr i Mahlber@81) i antimon-trihlorid za steroide
(Hardman i Sofowora, 1972). Standardni kontrolnstppci u svim testovima su wdeni

istovremeno.

4.4, Fluorescentna mikroskopija

Nebojeni preseci su posmatrani na epifluorescemtnokroskopu pod UV svetlom
(340-380 nm), kako bi se ispitala prisutnost fenkdgi autofluoresciraju na ovim talasnim
duzinama (Ruzin, 1999). Ispitivani uzorci su t@&dretirani aluminijum trihloridom u cilju

ispitivanja prisustva flavonoida (Guerin i sar.,719.
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5. Hemijska analiza

5.1. Odradivanje sadrzaja teSkih metala u biljnim i uzorcimazemljista

5.1.1. Odrdivanje kiselosti zemljiSta

Kiselost uzoraka zemljiSta merena je u supernatasuspenzije zemljiSta. Za
odrefivanje aktivne (stvarne) kiselosti suspenzija jebigma meSanjem zemljiSta i
destilovane vode u odnosu 1 : 2,5. Isti odnos pmjere je i kod odréivanja potencijalne
kiselosti, ali je umesto destilovane vode kégis 1 M rastvor KCI kako bi postali dostupni i

H* joni adsorbovani za koloidriestice zemljita.

5.1.2. Mikrotalasna digestija

Za razaranje materijala koégna je mikrotalasna digestija u kiseloj srediniOl3 g
uzorka (suva masa) dodato je 2 miGd (30% v/v) i 7 ml HNQ, a zatim je izvrSeno
spaljivanje po zadatom temperaturnom programu. Naigaljivanja, uzorci su hieni i
razblazivani redestilovanom vodom do zapremine 5dn2 Uporedo je pripremana i slepa

proba.

5.1.3. Atomska apsorpciona spektrometrija

Odreiivanje sadrzaja Cu, Zn, Mn i Fe izvrSeno je metodptamene atomske
apsorpcione spektrometrije (FAAS) uz primenu Sagi@atodnih lampi. Signali su mereni uz
primenu deuterijumske lampe za pozadinsku korelarijoptimalnoj visini plamena.

Odretivanje sadrzaja Cr izvrSeno je metodom atomskerppgme spektrometrije sa
grafitnom kivetom (GF-AAS) uz primenu sledg temperaturnog programa: 110, 1650, 2500
I 2650°C, za suSenje, pirolizu, atomizacijistenje.

U Tabeli 12 prikazane su radne talasne duzine za svaki odzaaalh elemenata, kao i

limiti detekcije za primenjenu metodu.

67



Tabela 12.Radni uslovi za atomsku apsorpcionu spektroskopiju

Element A% [nm] A° [nm] MDL [mg/kg] Radni opseg
[ma/kg]

Cu 324,7 - 0,05 4

Fe 248,3 - 0,05 10

Mn 279,5 - 0,05 2

Zn 213,9 - 0,05

Cr - 357,6 0,005 0,2

3FAAS, "GF-AAS, MDL — detekcioni limit metode.

Tacnost metode je poti#ena analizom ispitivanih teSkih metala u uzorcitaadardnih
referentnih materijala (NIST SRM 1547 — Peach Leav&lIST SRM 2711 — Montana Il
Soil) (Tabela 13.

Kvantifikacija je izvrSena eksternom kalibracijonakon regresione i korelacione

analize.

Tabela 13 Sadrzaj teSkih metala u uzorcima standardnilveateih materijala

NIST SRM 1547 — Peach Leaves NIST SRM 2711 — Montana Il Soil
Element| Dobijeni Sertifikovana Tacnost | Dobijeni Sertifikovana Tacnost

sadrzaj vrednost (%) sadrzaj g/g) vrednost (%)

(no/9) (no/9) (no/9)
Cu 42 +0,5 3,704 1135 120,0 +3,0 114,0+2,6 95,0
Fe 199,0+12,0 218,0+14,0 91,2 27+#01 29+0,7F 92,4
Mn 113,0+8,0 98,0+ 3,0 115,3 685,0 + 30,0638,0 + 28,0 107,4
Zn 19,6 £0,5 179+04 109,5 325,1+%3,2350,4+4,8 92,8
Cr 0,9 1,0 89,0 51%0 47,G 108,35

2_ug/ml;® - %,
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5.2. VIS spektrofotometrijske metode

5.2.1. Odréivanje sadrzaja ukupnih fenola

SadrZzaj ukupnih fenola wodenim, metanolnim i 70%-nim acetonskim ekstraftim
odabranih vrsta rod&eronicaje odrelivan spektrofotometrijski na bazi reakcije sa Folin
Ciocalteu (FC) reagensom (Velioglu i sar., 1998pitlvani suvi ekstrakti su rastvoreni u 25
ml odgovarajdeg ekstrakcionog sredstva. Sto mikrolitara dobigenenog ekstrakta je
dodato u 750ul razblazenog (1:10) FC reagensa. Pet minuta lgsdpdato je 75Qul
natrijum-karbonata (60 mg/ml). Nakon 90 min inkupaoa sobnoj temperaturi, izmerena je
apsorbancija na 725 nm. Za kalibraciju standardnes korigena je galna kiselina (0-100
mg/l). Rezultati su izrazeni kao ekvivalenti gakigeline po gramu suvog ekstrakta. Dobijeni
rezultati predstavljaju srednju vrednost tri ativanja.

5.2.2.0dreiivanje sadrzaja ukupnih fenilpropanoida

Sadrzaj ukupnih fenilpropanoida u ekstraktima odaibr vrsta rod&/eronicaodreiivan
je spektrofotometrijskom metodom, po proceduri ap@ u Evropskoj farmakopeji 6.0 za
droguBallotae nigrae herb&Ph. Eur. 6.0., 2007). Suvi ekstrakt rastvoren gglgovarajtem
ekstrakcionom sredstvu (metanol, voda ili 70%-retan). Dobijeni téni ekstrakt prenet je
odmernu tikvicu od 100 ml, i nakon toga dopunjamisekstrakcionim sredstvom. Jedan ml
dobijenog osnovnog rastvora prenet je u odmernuictik od 10 ml, dodata su 2 ml
hlorovodonéne kiseline (0,5 M), i 2 ml rastvora nastalog rastmjem 10 g natrijum nitrita i
10 g natrijum molibdata u 100 ml vode. Nakon togadpdato i 2 ml rastvora natrijum
hidroksida (2 M) i dopunjeno je vodom do crte. Slgpoba dobijena je prenoSenjem 1 mi
osnovnog ekstrakta u odmernu tikvicu od 10 ml, dadgem 2 ml hlorovodorine kiseline
(0,5 M), a zatim i 2 ml rastvora natrijum hidroksid2 M) i dopunjavanjem do crte.
Apsorbancija uzorka merena je uz slepu probu narB5Dobijeni rezultati predstavljaju
srednju vrednost tri oddevanja. Sadrzaj fenilpropanoida izrazen je kao Za@dderivata

hidroksicimetne kiseline, prema formuli:
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% akteozida = (A x 1000 / m x 185)

A - apsorbancija uzorka

m - masa ekstrakta u g.

5.2.3. Odrdivanje sadrzaja ukupnih iridoida

SadrZzaj ukupnih iridoida u metanolnim, vodenim Pa48im acetonskim ekstraktima
odabranih vrsta rodderonicaodreiivan je spektrofotometrijskom metodom, na bazi cgak
sa Trimm-Hill reagensom (Jankévi sar., 2012). Suvi ekstrakt (5 mg), rastvorenuje
odgovarajdem ektrakcionom sredstvu (metanol, voda, 70%-nitoee Sto mikrolitara
dobijenog ténog ekstrakta pomesano je sa 1 ml Trim-Hill reaggisscetna kiselina: 0,2%
bakar (1) sulfat: koncentrovana hlorovodéma kiselina/ 10:1:0.5). Uzorak je grejan 5 min na
100°C. Ohlaenom rastvoru merena je apsorbancija na 609 nnkalhraciju standardne
krive korigen je aukubin (0,1-1 mg/ml). Rezultati su izrazkao ekvivalenti aukubina po

gramu suvog ekstrakta. Dobijeni rezultati predgsgvisrednju vrednost tri odtvanja.

5.3. Kvantitativha HPTLC analiza aukubina i akteozida

Za HPTLC analizu 70%-nih acetonskih ekstrakataihspitivanih vrsta rod&eronica
po 40 mg suvog ekstrakta je ekstrahovano sa 2 ndmok. Ovako dobijeni ekstrakti su pre
injektovanja filtrirani kroz membranski filter (GG4um).

Za analizu je kori@&na HPTLC silika gel 60k, staklena plda (Merk, Nemaka),
dimenzija 20 x 10 cm. Pée su razvijane u mobilnoj fazi etilacetat: mraWjselina: sitetna
kiselina: voda u odnosu 90: 15: 15: 20 (v/v/vivautomatskoj komori koja je prethodno
zastena parama mobilne faze u trajanju od 20 min umemu filtar papira. Ekstrakti su
naneti na pldu u zapremini 1-4ul, dok su rastvori aukubina koncentracije 2p@ml i
akteozida koncentracije 5Q@/ml naneti u zapremini od 0,5 —dt Svi rastvori su naneti u
vidu trake duzine 9 mm, na visini 8 mm od iviceg@@omaeu Sprica Hamilton (zapremine
100ul). Plcta je razvijana do visine od 80 mm od iviceqalo

Nakon razvijanja, plée su osuSene na 120 °C tokom 10 min. Posthroméskgra

derivatizacija ploée izvrSena je njenim uranjanjem na par sekundi w@gems
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anisaldehid/sumporna kiselina, nakaga je plda osuSena na 105 °C tokom 5 min. Posto je
vizuelizacija omogéena, pléa je skenirana na 520 nm, a evaluacija je izvrSena

polinomijalnom regresionom analizom preko povriia.

5.4. Kvantitativha HPLC analiza aukubina i akteozida

Za HPLC analizu ispitivani ekstrakti rastvoreni sueluentu A (1%-na ortofosforna
kiselina u vodi), a zatim profiltrirani kroz memimski filter (0,45um).

Kao mobilna faza koréena je 1%-na ortofosforna kiselina u vodi (fazai Agetonitril
(faza B). Injekciona zapremina uzorka je bilau5 a eluiranje je vrSeno gradijentom po
sled€oj Semi: 0 — 5 min, 2 — 10% B; 5 — 10 min, 10 — 1B%10 — 30 min, 15% B, 30 — 32
min, 15 — 18% B; 32 — 42 min, 18% B; 42 — 50 mi@,-125% B; 50 — 55 min, 25 — 40% B;
55 — 60 min, 40 — 70% B; 60 — 63 min, 70 — 100% B.

Brzina protoka iznosila je 1 ml/min, a UV apsorbignfe merena na 204, 270 i 330 nm.

Statisttka analiza

Podaci su obreni u programu Origin, verzija 8,0. Za procenu ¢ajaosti razlike
vrednosti aukubina dobijenih primenom HPLC i HPTigBinika korigen je Studentov t-test.

Nivo znaajnosti je postavljen na 0,05

5.5. HPLC-DAD/ESI-MS analiza

Jedan g droge ekstrahovan je sa 30 ml 80%-nog wiataa sobnoj temperaturi, tokom
1 h uz neprekidno meSanje. Dobijeni ekstrakt jdilrican, dok je ostatatak reekstrahovan sa
2 puta po 30 ml istog ekstrakcionog sredstva. Bkstsu spojeni, upareni do suva i potom
rastvoreni u 80% metanolu do koncentracije 5 mg/ml.

Kao mobilna faza koréeni su 0,1%-na mravlja kiselina u vodi (faza A)cesonitril
(faza B). Injekciona zapremina uzorka jeus a eluiranje je vrSeno gradijentom po skegje
Semi: 0 — 5 min, 15% B; 5 — 10 min, 15 — 20% B=120 min, 20 — 25% B; 20 — 30 min, 25 —
35% B; 30 — 40 min, 35 — 50% B, nak&gga sledi re-ekvilibracija kolone.
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Brzina protoka iznosila je 0,5 ml/min, a UV apsarbga je merena na 280 i 370 nm.
Pritisak noséeg gasa (B iznosio je 20 psi, dok je pritisak raspr&igebio 40 psi na 400 °C.
Za elektrosprej jonizaciju primenjen je negativaodipri kapilarnom naponu od 4500 V.

Identifikacija jedinjenja je izvSenaanosnovu krakteristicnog izgled UV spektn i
molekulske formule izitunate iz preciznih msa kvazimolekulskih jom u ESI masenim
spektrima. UV spektri, MS spektri i retenciona vesra identifikovanih jedinjenja su potom
uporeieni sa odgovarafim podacima za standardna jedinjenja, ili sa Iltteram podacima.
Za kvantitativhu analizu fenolnih jedinjenja kaefie su kalibracione krive dobijene nakon
injektovanja poznatih koncentracija (1-106/ml) razlcitih standardnih jedinjenja: luteolin-
7-O-glukozida, apigenin-B-glukozida, hlorogenske kiseline, kafene kiselipdcumarinske

kiseline.

5.5. Kvantitativna LC-MS/MS analiza odabranih fenohih jedinjenja

Odabrane fenolne komponente u 70%-nim acetonskstradatima kvantifikovane su
primenom LC-MS/MS tehnike i metode prethodno opésandoktorskoj disertaciji Marije
Lesjak (2011).

Za hromatografsko razdvajanje je kodaBa reverzno fazna kolona Zorbax Eclipse
XDB-C18 RR, veléine ¢estice 1,8 um i dimenzija 50 x 4,6 mm (Agilent Tealogies, Palo
Alto, CA, USA). Binarna mobilna faza se sastojalh @05%-ne mravlje kiseline (A) i
metanola (B). Injekciona zapremina je iznosila 5auéluiranje je vrSeno gradijentom po
sled€oj Semi: 0-6 min 30-70% B, 6-9 min 70-100% B, 9+hth 100% B, uz post-vreme od 3
min, pri protoku od 1 ml/min i temperaturi od 45 °C

Protok noséeg gasa (B je bio 9 I/min, pritisak rasprSi¢a 40 psi a temperatura
noséeg gasa 350°C. Za elektrosprej jonizaciju (ESI)menjeni su negativna jonska
polarnost i kapilarni napon 4000 V.

Sva jedinjenja su kvantifikovana genjem viSestrukih reakcija (MRM rezim).
Optimizirani MS/MS parametri su dati Tabeli 14. Ispitivani ekstrakti su rastvoreni u
mobilnoj fazi do koncentracije 0,2 mg/ml, a stambar jedinjenja u DMSO do koncentracije
10 mg/ml. Pripremljena je smeSa ovih rastvoraépmu je koncentracija svakog standarda u
smesi iznosila 10Qg/ml. Za izradu kalibracione krive napravljena grig razblazenja pri
cemu je opseg koncentracija standardnih jedinjemf@sio od 0,0015 do 2hg/ml. Iz
povrSine pikova primenom jed¢iae za linearnu regresionu analizu dobijene primeno
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kalibracionih krivih (f>0,995) odrdena je njihova koncentracija u ispitivanim ekstirakt

Identifikacija jedinjenja je izvSenaanosnovu molekulske formule itunate iz preciznih

masa kvazimolekulskih jom u ESI masenim spektrima. MS spektri i retenciona vremena

identifikovanih jedinjenja su potom updeni sa odgovarafim podacima za standardna

jedinjenja.

Svi kori¥eni standardi nabavljeni su od proizasa Sigma-Aldrich Chem (Steinheim,
Germany), Fluka Chemie GmBH (Buchs, SwizerlandriromaDex (Santa Ana, USA).

Tabela 14.LC-MS/MS podaci za standardna jedinjenja (LespiK,1)

Jedinjenje Prekursor jon Produktjon  Napon Koliziona Retenciono

m/z m/z fragmentora energija vreme
V) V) (min)

Hina kiselina 191 85 150 20 0.52

Galna kiselina 169 125 90 10 0.58

Katehin 289 245 150 10 0.74

Protokatehinska 153 109 105 9 0.79

kiselina

Hlorogenska 353 191 100 10 0.80

kiselina

Epigalokatehin 457 169 165 16 0.81

galat

Epikatehin 289 245 150 10 0.95

2,5- 153 109 100 9 1.03

dihidroksibenzoeva

kiselina

p-hidroksibenzoeva 137 93 80 10 1.08

kiselina

Eskuletin 177 133 105 15 1.13

Kafena kiselina 179 135 100 10 1.18

Vanilinska kiselina 167 108 100 15 1.24

Siringinska kiselina 197 182 90 7 1.31

p-kumarinska 163 119 90 9 1.69
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kiselina

Umbeliferon 161
Skopoletin 191
Ferulna kiselina 193
Viteksin 431
Sinapinska kiselina 223
Luteolin-7-O- 447
glukozid

(Cinarozid)
Kvercetin-30- 463
galaktozid

(Hiperozid)
Kvercetin-30O- 463
glukozid

(Izokvercetin)
Kvercetin-30O- 609
rutinozid

(Rutin)

Apiin 563
o-kumarinska 163
kiselina

Miricetin 317
Kvercetin-30- 447
ramnozid

(Kvercitrin)
Kempferol-3O- 447
glukozide

(Astragalin)
Apigenin-7-O- 431
glukozid

(Apigetrin)
Sekoizolaricirezinol 361
3,4- 207

133
176
134
311
193
285

300

300

300

269

119

179

300

284

268

165
103

120
80
90
200
100
230

200

210

135

250

100

150

190

190

135

130
110

19

11
22

17
30

30

30

42

36

20
27

30

41

26

1.73
1.77
1.90
1.90
1.92
2.13

2.16

2.25

2.33

2.60

2.62

2.67

2.67

2.80

2.81

2.90
2.99
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dimetoksicimetna
kiselina

Bajkalin
Daidzein
Matairezinol
Kvercetin
Naringenin
Cimetna kiselina
Luteolin
Genistein
Kemferol
Apigenin
lzoramnetin
Hrizoeriol
Bajkalein

Amentoflavon

445
253
357
301
271

147

285
269
285
269
315

299
269
537

269
208
122
151
151
103
133
133
285
117
300
284
269
375

140
145
130
130
130
100
135
145
130
130
160
125
165
220

22
31
24
15
16

25
32

25

21

20

35

3.40
3.43
3.66
3.43
3.87
3.91
4.03
412
4.55
4.71
4.79
4.82
5.15
5.78
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6. FarmakolosSka analiza

6.1. Ispitivanje antioksidantne aktivnosti

6.1.1.In vitro ispitivanje antioksidantne aktivnosti

Za in vitro ispitivanje antioksidantne aktivnosti 70%-nih acetkih ekstrakata herbi
odabranih taksona rod&eronicaprimenjena su dva testa:
- FRAP test za oddevanje ukupne antioksidantne aktivnosti i

- DPPH test za oddévanje sposobnost neutralizacije DPPH radikala.

6.1.1.1. Ispitivanje ukupne antioksidantne aktitn(FSRAP test)

FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) test primge se za odrivanje ukupnog
antioksidantnog potencijala uzorka, a zasnovarajeedukciji F&" - 2,4,6,-tripiridil-S-triazin
(F€" - TPTZ) kompleksa do plavo obojenog?FeTPTZ kompleksa pri niskoj pH vrednosti
¢iji se intenzitet boje meri na 593 nm (Pellegringar., 2003). Reagens za FRAP test je
dobijen meSanjem 2,5 ml rastvora TPTZ (10 mmoMl,&tripiridil-s-triazina u 40 mmol/l
hlorovodonéne kiseline), 2,5 ml rastvora Fe&X 6 H,O (20 mmol/l u destilovanoj vodi) i 25
ml acetatnog pufera (300 mmol/l, pH = 3,6). U egtevje sipano 3 ml FRAP reagensa, 100
ul ekstrakta odgovaraje koncentracije rastvorenog u smesi acetona i voaleoncega je
sadrzaj inkubiran 30 min na 37 °C. Apsorbancijav@s je zatim merena na 593 nm. Za
kalibraciju su korigeni vodeni rastvori FeS{poznate koncentracije (u rasponu od 100-1000
mmol/l). Ukupna antioksidantna aktivnost ekstrakat&zrazena kao pmol Fémg. Dobijeni

rezultati predstavljaju srednju vrednost tri ativanja.

6.1.1.2. Ispitivanje sposobnosti neutralizacije BIRBRdikala

Sposobnost ekstrakata herbi odabranih vrsta Yetanicada neutraliSu 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) radikal je ispitivana po melioCuendet-a i saradnika (1997). Usled
prisustva nesparenog elektrona DPPH snazno apsoubvidljivom delu spektra na talasnoj
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duzini od 517 nm (ljuldiasta boja). Nakon sparivanja elektrona boja prelazutu, Sto
predstavlja merilo intenziteta antiradikalske aktsti i odr@uje se spektrofotometrijski.
Na paetku testa napraviljena je serija razblazenja ispith ekstrakata u 70%-nom
acetonu. Po 4 ml dobijenih¢teh ekstrakata je pomeSano sa 1 ml 0,5 mM rast@&BH u
70%-nom etanolu i ostavljeno u mraku 30 min. Apaodija rastvora je zatim merena na 517

nm. Procenat neutralizacije DPPH radikala jedurat kori€enjem sledé formule:

| (%) = [(A-As) / A x 100

gde je A apsorbancija negativne kontrole (koja umesto caatekstrakta sadrzi 4 mi
odgovarajdeg rastvaréa), a A je apsorbancija uzoraka.

Koncentracija ekstrakata potrebna za neutraliza&fio DPPH radikala (Ef
vrednosti) je odréena iz grafika zavisnosti procenta neutralizacij®PBl radikala od
koncentracije ekstrakta, primenom algoritma nelinea regresije. Dobijeni rezultati

predstavljaju srednju vrednost tri odreanja.

6.1.2.In vivoispitivanje antioksidantne aktivnosti

In vivo ispitivanje antioksidantne aktivnosti 70%-nih eikata odabranih vrsta roda
Veronica sprovedeno je primenom postupka opisanog u dddprdisertaciji Tatjane
Cebovi (2006).

6.1.2.1. Eksperimentalne Zivotinje

Postupak rada sa eksperimentalnim Zzivotinjama, kawimenjeni eksperimentalni
protokoli u skladu su sa Pravilnikom o radu i kéei§ju laboratorijskih Zivotinja koji utkije
Eticka komisija pri Univerzitetu u Novom Sadu. Ka@e#i su pacovi soja Spargue Dawley
dobijeni iz laboratorije Samostalnog odseka zadnofu Instituta za laboratorijsku medicinu,
Klini¢kog centra Novi Sad (Novi Sad, Vojvodina, Srbijafivotinje su ¢uvane u
odgovarajdim kavezima, u strogo kontrolisanim uslovima tenapare (25 °C) i vlaznosti
vazduha (30-50%), pri rezimu svetlo - tama 12h:12h,slobodan pristup odgovarépi
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standardnoj hrani za pacove (PA sa 20% proteingervarski zavod Subotica, Vojvodina,

Srbija) i vodi. Pacovi kori&ni u ispitivanju bili su oba pola, telesne mase-280 g.

6.1.2.2. Postupaik vivoispitivanja

Eksperimenti su udeni sa pripremljenim 70%-nim acetonskim ekstraktiotdpranih
taksona. Sve zivotinje su jednakrotno intraperigbne (.p.) primale odgovaraje ekstrakte,
odnosno fizioloSki rastvor (kontrolna grupa).

Ispitivanja na Spargue Dawley pacovima su sprovadeplanirana prema protokolu
prikazanom uTabeli 15 Na kraju eksperimenta zivotinje su izmerene, t@z@®ne
izofluranom i dekapitovane. Uzorci krvi za bioheskg analize dobijeni su iz donje Suplje
vene, a masa jetre je izmerena nakon uklanjanjaeziese. Uzorci tkiva jetre mase 1 g su
homogenizovani u TRIS-HCl/saharoznom medijumu (3@,r.25M, pH 7.40) odnos 1:3,
4°C, primenom Potter-Elvehjem-ovog seta za homagernu. Dobijeni homogenat je
centrifugiran na 3000 o/min tokom 10 min, a koncaeija proteina odi@ena je biuretskom
metodom primenom bovinog serum albumina kao stalad@Vood, 1989). Eksperiment je
ponovljen za svaki ispitivani ekstrakt. Uzorci krvijetre kori€eni su za odidvanje

biohemijskih parametara oksidativnog stresa.
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Tabela 15.Protokol tretmana eksperimentalnih zivotinja
Grupe Zivotinja:

1 2 3 4 5 6 7 8
kontrolna grup|  negativna
CTRL kontrolna grupé A B C A-CCly, B-CCl4 C-CCly4
CTRL-CCL 4
8
g z fizioloSki |fizioloSki rastvor ispitivani ispitivani ispitivani ispitivani | ispitivani ispitivani
o [ rastvor 2,0 mL/kg ekstrakt ekstrakt ekstrakt ekstrakt | ekstrakt ekstrakt
> - 2,0 mL/kg I.p. 1,0% 2,0% 5,0% 1,0% 2,0% 5,0%
L.p. 2,0mL/kg | 2,0mL/kg | 2,0 mL/kg | 2,0 mL/kg | 2,0 mL/kg| 2,0 mL/kg
I.p. I.p. I.p. I.p. I.p. I.p.
g
© CClLy - - - CCLy CCL CCLy
- 2,0 mL/kg 2,0 mL/kg | 2,0 mL/kg| 2,0 mL/kg
I.p. I.p. I.p. I.p.
(=
_S Zrtvovanje
(e0)




6.1.2.3. Biohemijska ispitivanja

In vivo ispitivanje antioksidantnih svojstava 70%-nih aocskih ekstrakata odabranih
Veronicavrsta podrazumevalo je @enje biohemijskih parametara (iz homogenata jetre i
hemolizata krvi) oksidativnog stresa. Ovi biohekiijsestovi ukljwivali su odréivanje
aktivnosti nekoliko antioksidantnih enzima: ksanbhksidaze (XOD) (Bergmayer, 1970),
katalaze (CAT) (Beers i Sizer, 1950), peroksidaPe&) ((Simon i sar., 1974), glutation
peroksidaze (GSHPx) (Chin, 1976), glutation redeé&téGR) (Goldberg i Spooner, 1983),
kao i sadrzaja redukovanog glutationa (GSH) (Bewthl1983), i intenziteta lipdne
peroksidacije (LPx) (Buege i Aust, 1978).

Ksantin oksidaza (XOD)

Sadrzaj ksantin oksidaze (XOD) odem je spektrofotometrijski merenjem promene
apsorbancije na 293 nm, pri transformaciji ksantimaokranu kiselinu (Bergmayer, 1970).

U uzorak homogenata jere zapremine 2Q:b@odato je 3 ml rastvora EDTA i ksantina
(2 mol/l) u fosfatnom puferu (pH 7,5). Nakon odlteog vremena reakcija je zaustavljena, a
reakciona smeSa je centrifugirana na 3000 o/mioku L0 min. Apsorbancija reakcionog
proizvoda je izmerena na 293 nm. Rezultati swiamati na osnovu speaifiog apsorpcionog
koeficijenta mokréne kiseline ¢=1,2x1d I/molicm) i izraZeni u nmol moktae kiseline

koji nastaje tokom 1 min po 1 mg proteina homogefette.

Katalaza (CAT)

SadrZaj katalaze odten je primenom vodonik peroksidafbb) kao supstrata (Beers i
Sizer, 1950).

Uzorak homogenata jetre zapremine 2Qib0odat je u 3 ml rastvora, u fosfatnom
puferu (pH 7) pripremljenog meSanjem 0,075 ml 30%@4a puferom (0,05 mol/l; pH 7) i
dopunjen do 50,0 ml. Nakon odenog vremena reakcija je zaustavljena, a reak@omesa
je centrifugirana na 3000 o/min tokom 10 min. Izem je apsorbancija na 240 nm, a

rezultati su izraZeni u nmol/mg proteirz4,36x10 L/molCicm).
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Peroksidaza (Px)

Sadrzaj peroksidaze (Px) odem je primenom vodonik peroksida kao supstrata ¢8im
i sar., 1974).

Na uzorak homogenata jetre zapremine 2Q@#58odato je 3 ml fosfatnog pufera (0,1
mol/l, pH 7), 50ul rastvora gvajakola (0,02 mol/l) i 40 rastvora vodonik peroksida (0,14 ml
30% HO, u 100 ml HO). Nakon odréenog vremena reakcija je zaustavljena, a reakciona
smeSa centrifugirana je na 3000 o/min tokom 10 riMerena je apsorbancija reakcionog

proizvoda na 436 nm, a rezultati su izraZeni u timglproteinag=2,3x1d I/mollcm).

Glutation peroksidaza (GSHPXx)

SadrZaj glutation peroksidaze (GSHPXx) déreje primenom kumol hidroperoksida (
dimetil-benzilhidroperoksid) kao supstrata (Chif7&).

SmeSa uzorka homogenata jetre zapremine 20:-500,75 ml TRIS/HCI pufera (0,05
mol/l, pH=7,6) je termostatirana 10 min na tempertal 37°C, a potom je dodato 0,1 ml
rastvora GSH koncentracije 0,0021 mol/l i 0,1 mkanelnog rastvora kumol hidroperoksida
(1:200). Dobijena smeSa je termostatirana 5 miB/haC. Za zaustavljanje reakcije dodat je 1
ml 20%-nog rastvora TCA. Reakciona smesSa je cegirdna na 3000 o/min tokom 10 min.
Potom je u 2 ml TRIS/HCI pufera pH vrednosti 8,8fgr 11) koncentracije 0,4 mol/L dodat 1
ml supernatanta i 0,1 ml rastvora Elmanovog reagéd®2 g 5,5'-ditidsis-(2-nitrobenzoeve
kiseline) DTNB (0,02 g u 5 ml pufera IlI). Merenagpsorbancija reakcionog proizvoda na
412 nm. Rezultati su izraZeni u nmol/mg proteigl(36x1¢ L/molicm).

Glutation reduktaza (GR)

Sadrzaj glutation reduktaze odem je préenjem enzimske reakcije redukcije
oksidovanog gutationa (GSSG) u prisustvu NADPH {Belg i Spooner, 1983).

Reakciona smesa je pripremljena od 2Qt6Bomogenata jetre, 0,2 ml 2%-nog rastvora
GSSG, 0,3 ml rastvora NADPH (0,001 mol/l) i 2 mkfianog pufera (pH=7,6). Nakon
odreienog vremena reakcija je stopirana, a reakcion&aneecentrifugirana na 3000 o/min
tokom 10 min. Apsorbancija nastalog proizvoda maremna 340 nm. Rezultati su izrazeni u

nmol/mg poteinag=6,22x10°I/mollcm).
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Redukovani glutation (GSH)

Sadrzaj redukovanog glutationa (GSH) aidre je na osnovu sadrzaja neproteinskih
sulfhidrilnih ostataka odtenog poméu Ellman-ovog reagensa (Beuthler, 1984).

Nakon centrifugiranja smeSe homogenata jetre zdapeeth ml i 2 ml rastvora 4%-ne
sulfosalicilne kiseline tokom 10 min na 3000 o/msaopernatant je pomesan sa Ellman-ovim
reagensom u odnosu 1:40. Apsorbancija dobijenogymda merena je na 412 nm. Sadrzaj
GSH izr&unat je iz molarnog apsorpcionog koeficijenta, erg@iunat na masu (mg) proteina

preko ukupnih proteina.

Odredivanje koncentracije ukupnih proteina

Ukupni proteini odréeni su biuretskom metodom (Wood, 1989).

Na uzorak homogenata jetre zapremine 2Q:60dodato je 3 ml rastvora biuretskog
reagensa (CuS®5H,0 — 0,15%,; K, Na tartarat — 0,6%; rastvor Kl — 0,129,85 mol/l
NaOH i deoksiholat — 1,5%) i nakon 30 min merenageorbancija nastalog proizvoda na
540 nm. SadrZzaj proteina oden je preko kalibracione krive dobijene merenjerzlitde

koncentracje albumina godeg seruma - BSA (5-50 mg/l).

Intenzitet lipidne peroksidacije (LPx)

Intenzitet lipdne peroksidacije odien je spektrofotometrijski na osnovu reakcije
tiobarbiturne kiseline (TBA) sa TBA-reaktivnim vasha (TBARS) (Buege i Aust, 1978).
TBARS podrazumevaju karbonilne produkte peroksjddipida celijske membrane.

Smesa 20-5Q1 homogenata jetre i 3 nilinidle rastvora izréenog od 3,75 g TBA, 15 g
CCI;COOH, 20,72 ml 37% HCI i jedne do dve kapiokoferola na 1 | rastvora, zagrevana je
tokom 15 min na kljtalom vodenom kupatilu. Rastvor je zatim centrifugi® min na 3000
o/min. Apsorbancija supernatanta merena je na 385 Rezultati su izrazeni u nmol/mg

proteina £=1,56x1G1/molxcm).
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6.1.2.4. Statistka analiza

Statisttki znaajne razlike ispoljene antioksidantne aktivnosstitanin ekstrakata i
odgovarajdih kontrola izrgunate su primenom jednofaktorske analize varijgA$¢OVA)
uz Bonferoni-jevu korekciju za viSestruka pdeaja (Origin 8.0). Statistki znaajna razlika
odreiivana je nakon potienja sa kontrolnim grupama za slégl@ivoe znéajnosti: %<0,05;
** p<0,01; ***p<0,001.

6.2. Ispitivanje neuroprotektivne aktivnosti

Neuroprotektivna aktivnost 70%-nih acetonskih elisita ispitivana je u kultudelija
humanog neuroblastoma SH-SY5Y atlvanjem vijabilnosti ¢elija, indeksa lipidne
peroksidacije, i produkcije superoksid jona (Pprimenom postupaka opisanih u doktoratu
Gordane Tovilow (2012).

Za ovu svrhu, ekstrakti su rastvoreni u dimetifekdidu (DMSO) i potom razblazeni u
odgovarajgem medijumu. Kongna DMSO koncentracija iznosila je 0,5 % (v/v), $0

unutar opsega u kom se ne ostvaruj&ajaa uticaj ovog rastvata na rezultat.

6.2.1. Celijska linija

U testu ispitivanja neuroprotektivne aktivnosti iKéene su celije humanog
neuroblastoma (SH-SY5¥elije), acelijska linija dobijena je iz ATCC kolekcije (Amean
Type Culture Collection). Ovéelije su kultivisane u medijumu nastalom meSanjedmnakih
zapremina modifikovanog Eagle medijuma i F12 medguobogéenog neesencijalnim
amino kiselinama (1%), 2mM L-glutaminom, fetalninovgdim serumom (FBS) (10%) i
smeSom antibiotik/antimikotik (1%)Celije su, u cilju procene vijabilnosti i produkcije
superoksid jona, zasejavane udglcsa 96 bunara (20x10elija po bunaru). Za MDA test
¢elije su rasle u sudovima zapremine 25 mL. Nakorh 2Z¥ediferenciranéelije su tretirane
stresorima natrijum nitroprusidom (SNP) i vodonilergksidom (HO,) i/ili razlicitim
ekstraktima. Celijska vijabilnost odréivana je 24 h nakon tretmana. Za procenu
neuroprotektivne aktivnosti ekstrakata kaalija izlozenih oksidativhom stresu, ekstrakti su

primenjeni kao pretretman, 30 min pre dodatka 1 8MWP ili 200uM H,0..
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6.2.2. Odralivanje vijabilnosticelija testom kisele fosfataze

Za procentcelijske vijabilnosti korigen je test kisele fosfataze (Connolly i sar., 1986)
Nakon perioda inkubacije, medijum je uklonjen, alaoje 10 mMp-nitrofenil fosfat kao
supstrat za kiselu fosfatazu. Reakcija je zaustasljposle 1 h inkubacije dodatkom 0,1 M
NaOH na 37 °C. Razvoj boje koji je u korelacijilm@jem zivih, metabotki aktivnih ¢elija,
praen je na 405 nm uz primenu ELIS&taca (Multiscan spectrum, Thermo Electron
Corporation). Nakon oduzimanja pozadinskog sigfsdano NaOH), rezultati su izraZeni kao

procenat vijabilnosti netretiranielija koje su 100% vijabilne.

6.2.3. Odreiivanje indeksa lipidne peroksidacije

Indeks lipidne peroksidacije odiigan je spektrofotometrijski, kao nivo TBARS. SH-
SY5Y celije tretirane su sa SNP#B, i/ili razli¢itim ekstraktima i sakupljane su primenom
tripsinizacije uz dodatak tripsina/EDTA. Nakon cdngiranja, supernatanti su odimmi i
¢elije su lizirane dvostrukim zamrzavanjem i odmeagem u dejonizovanoj vodi. SadrzZaj
sponatno formiranih TBARS je meren nakon tretirangoraka ohldenim reagensom
tiobarbiturne kiseline (10%-na trinloréatna kiselina, 0,6%-na tiobarbiturna kiselina) i
zagrevanja nastale smeSe na 100 °C (Rehncrona 1980). Apsorbancija je merena na 520

nm.

6.2.4. Merenje produkcije superoksidnih jona

Kolicina superoksidnih jona merena je putem redukcty® mlavih tetrazolijum soli po
prethodno opisanoj metodi (Song i sar., 2011). @tidormazan proizvod koji tom prilikom
nastaje kvantifikovan je spektrofotometrijski. Rkdia nitro plavog tetrazolijuma merena je
na 560 nm uz primenu ELIS&taca (Multiscan spectrum, Thermo Electron Corporation)

6.2.5. Statisttka analiza

Statisttki znatajne razlike ispoljene neuroprotektivne aktivndsstiranin ekstrakata i

odgovarajde negativne kontrole odrelene su primenom jednofake analize varijanse
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(ANOVA) uz Bonferoni-jevu korekciju za viSestrukeongienja (Origin 8.0). Statisiki
zn&ajna razlika odrdéivana je u poréenju sa kontrolnim grupama za slédenivoe
zna&ajnosti: %<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001.

6.3. Ispitivanje antiinflamatorne aktivnosti

Antiinflamatorna aktivnost 70%-nih acetonskih e&kata vrstaV. jacquinii, V.
urticifolia i V. teucriumodreiena je primenonex vivo metode zasnovane na odikanju
sposobnosti inhibicije produkcije medijatora inflacije i to: 12-HHT, TXB, PGE koji
nastaju delovanjem enzima ciklooksigenaze-1 i 12-HIoji se formira delovanjem enzima
12-lipooksigenaze. Proces inflamacije je indukovdelovanjem kalcijumove jonofore
A23184 (kalcimicinom) (Lesjak, 2011). Optimizacijavalidacija ove metode detaljno su
opisane u doktorskoj disertaciji Ivane Beare (201Dgksperimentu su primenjeni trombaociti
kao intaktartelijski sistem i izvor ovih enzima, kao i visokoetiiva i speciftna LC-MS/MS
tehnika za odidvanje glavnih metabolita arahidonske kiseline fwamih u njihovom

prisustvu.
6.3.1. Priprema uzoraka

Alikvot humanih trombocita sa 4x1@elija suspendovan je u puferu (0,137 mol/l NaCl,
2,7 mmol/l KCI, 2,0 mmol/l KHPQy, 5,0 mmol/l NaHPO, i 5,0 mmol/l glukoze, pH 7,2) do
konane zapremine 2 mL. Tokom narednih 5 min smeSagania meSana na 37 °C. Nakon
toga dodati su ekstrakti i standardna jedinjengviiaena u DMSO (koncentracioni opseg
iznosio je od 10,0 do 300,0; od 0,156 do 5,0 i @il @o 0,6 mg/ml za ekstrakte, kvercetin i
aspirin), kao i 0,1 ml kalcimicina (12bmol/l u DMSO). Tokom naredna 2 min smesa je
inkubirana na 37 °C uz umereno meSanje. Ekstrakoniroli i kalcimicin u slepoj probi
zamenjeni su rastvatram (DMSQO). Smesi je potom dodato 0,3 ml vodenotvoas CaCj
(16,7 mmol/l) ili vode (slepa proba), nakéaga je inkubirana narednih 5 min na 37 °C uz
meSanje. Reakcija je stopirana zakiSeljavanjem2gandm mravljom kiselinom do pH 3 (5,8
ml). Interni standard prostaglandina B0 ul rastvora u DMSO koncentracije |&/ml) je
dodat i ekstrakcija proizvoda reakcije je izvrSenaesom hloroforma i metanola (1:1, 8,0 ml)
uz snazno mikanje tokom 15 min. Nakon centrifugiranja na 701@ tokom 15 min na 4 °C,
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organski sloj je odvojen, uparen do suva. Nakotvaaanja u metanolu i filtriranja kotién

je za dalju LC-MS/MS analizu. Sve analizéene su u triplikatu.

6.3.2. LC-MS/MS analiza

Za razdvajanje je kortgna reverzno fazna kolona Zorbax Eclipse XDB-C18, RR
velicine ¢estice 3,5 um i dimenzija 30 x 2,1 mm (Agilent Tealogies, Palo Alto, CA,
USA). Injekciona zapremina je iznosila 5 pl. Kao bitwa faza A je kori&ena 0,6%-na
sircetna kiselina, a kao mobilna faza B metanol. Raamy@ komponenti je izvrSeno prema
sledéem gradijentnom programu: 0-2 min 65-100% B, 28i6 100% B, sa post-vremenom
od 3 min, pri protoku mobilne faze od 1 ml/minmieeraturi od 65 °C.

Nakon razdvajanja, eluat je usmeravan na ESI joaskr. Protok nos&eg gasa (B je
iznosio 9 I/min, pritisak rasprsSiva 30 psi a temperatura nésg gasa 350 °C. Za elektrosprej
jonizaciju (ESI) primenjeni su negativna jonskagsobst i kapilarni napon od 4000 V.

Sva jedinjenja su kvantifikovana u negativnom MR&2imu, a optimizovani parametri
za kvantifikaciju prikazani su Tlabeli 16. Metoda internog standarda je primenjena kako bi
se izbegla potreba za izradom kalibracionih krizéhsvako pojedirtmo jedinjenje. Za sve

prera&une korigen je odnos povrSina pika analita i internog stestala

Tabela 16.0ptimizovani parametri za kvantifikaciju 12-HHTXB,, PGE, 12-HETE i
PGB; (Lesjak, 2011)

Jedinjenje Rezim Polaritet Jonska Jon Jon Koliziona Napon
jona vrsta  prekursor proizvod energija fragmentora
(m/z) (m/iz) (V) V)
12-HHt MRM NI [M-H]" 279 261 5 120
TXB: MRM NI [M-H]~ 369 169 15 120
PGE MRM NI [M-H]" 351 271 15 120
12-HETE MRM NI [M-H] 319 310 7 120
PGB MRM NI [M-H] "~ 333 315 13 120

86



6.3.3. Statisttka analiza

Procenat inhibicije COX-1 1 12-LOX enzima ostvargorimenom razhitih
koncentracija ispitivanih ekstrakata izuaat je primenom slede jednéine: | (%)=100x(RO0-
R)/RO, gde RO i R predstavljaju nivo odgovora (Suova pika metabolita/povrSina pika
internog standarda) u kontrolnoj i u reakciji isgnhih uzoraka. Vrednosti R i RO su
korigovane za vrednost slepe probe. Primenom gsaft@rigin verzija 8.0 napravljene su
odgovarajde inhibiciono-koncentracione krive i sa njih su aigme I1Gy vrednosti
(koncentracija ekstrakta koja inhibira formiranj©X-1 i 12-LOX metabolita). Rezultati su
izrazeni kao srednja vrednost za tri merenja. S8tékta obrada rezultata izvrSena je primenom
jednofaktorske analize varijanse (ANOVA). Statistiznatajnim su smatrane razlike srednjih

vrednosti za p<0,05.

6.4. In vivo ispitivanje citotoksiéne aktivnosti

Rukovanje Zivotinjama i svi eksperimentalni protlbksprovedeni su u skladu sa
Pravilnikom o radu i kori&nju laboratorijskih zivotinja koji utkije Eticka komisija pri
Univerzitetu u Novom Sadu. Za ispitivanje citotaksig efekta kori&ni su miSevi soja
Hannover National Medical Institute (Hann:NMRI).eSkivotinje dobijene su iz laboratorije
Samostalnog odseka za biohemiju Instituta za laboysku medicinu, Klinkkog centra Novi
Sad (Novi Sad, Vojvodina, SrbijaCuvane su u odgovardjm kavezima, u strogo
kontrolisanim uslovima temperature (25°C) i vlazngazduha (30-50%), pri rezimu svetlo-
tama 12 h:12 h, uz slobodan pristup standardnajitma misSeve (LM sa 19% proteina,
Veterinarski zavod Subotica, Vojvodina, Srbija)oidv. Za ispitivanje citotok&ne aktivnosti
koris¢eni su NMRI miSevi oba pola, starosti 7-8 neddgesne mase 200-250q9.

Eksperimenti su izwieni sa 70%-nim acetonskim ekstraktima odabravidmonica
vrsta. Sve Zivotinje jednokratno su primale intrépeealno (p.) odgovarajdi ekstrakt,
odnosno fizioloSki rastvor (kontrolna grupa).

MiSevi soja NMRI podeljeni su stajnim izborom u grupe od po 6 jedinki i tretirane s
po sledéem protokolu Cebovi, 2008):

Grupa EAC - Zivotinje sa implantiraniréeliiama Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma

(EAC) tretirane sa po 2 ml/kg fizoloSkog rastvara,, (n=6)
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Grupa PRETRETMAN - Zivotinje su pretretirane sal&gispitivanog ekstrakta, i.p.,
tokom 7 dana (n=6)

Nakon 14 dana od dana implementacije EAC, sve ihjosu Zrtvovane i ascites je
sakupljen za dalje biohemijske analize. Eksperinjenponovljen za svaki od ispitvanih
ekstrakata. Da bi se proverila hipoteza da se jutkstrakata na rast i razvoj tumora zasniva
na promeni antioksidantnog statusacelijama EAC, isti postupak sproveden je i sa
antioksidansom, N-acetil-L-cisteinom (Sigma, 5 mM).

Dozna zavisnost primene ekstrakata je ispitanagrom 5 doza rastvora ekstrakata
(1,5 ml/kg, 1 ml/kg, 0,5 ml/kg, 0,2 mi/kg i 0,1 kdf). U ovom delu ispitivanja péan je
procenat osteenih ¢elija. Nastavak ogleda sproveden je primenom dakz2,0 ml/kg telesne

mase.

6.4.1. Statisttka analiza

Statisttka obrada rezultata izvrSena je primenom jednofak& analize varijanse
(ANOVA) (Origin 8.0). Statistiki znatajnim su smatrane razlike srednjih vrednosti za
p<0,05.

6.5. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti

Za ispitivanje antibakterijskog delovanja 70%-ndetonskih ekstrakata herbi odabranih
vrsta rodaveronicaprimenjen je bujon mikrodilucioni test (Hanel i Riaer, 1988).

U eksperimentalnom radu koféeéni su standardni mikroorganizmi iz kolekcije ATCC
(American Type of Culture Collection). Svi sojevabavljeni su iz Instituta za bioloSka
istrazivanja "SiniSa Stanko¥t u Beogradu.

Ispitivanje antibakterijske aktivnosti sprovedeaamp sedam sojeva bakterija:

G (-) bakterije:

1. Escherichia colATCC 35210

2. Pseudomonas aeruginosd CC 27853

3. Enterobacter cloacabumani izolat

G (+) bakterije:
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1. Staphylococcus auredsTCC 6538
2. Bacillus cereut©iumani izolat

3. Micrococcus flavus\TCC 10240

4. Listeria monocytogenddCTC 7973

Za procenu aktivnosti ekstrakata kao standardmbnjgnje korigen je antibiotik
streptomicin (Sigma P 7794) (0,05- 3mg/ml).

6.5.1. Kultivacija mikroorganizama

Bakterije korigene u ispitivanju kultivisane su na TBS (TrypticyS8roth) medijumu
na 37 °C. Nakon 18h formirana je bakterijska susperuz dodatak sterilnog fizioloSkog
rastvora, pricemu je kona&na koncentracija bakterijskog inokuluma iznosil@®x1L® u

zapremini od 10@l. Dobijeni inokulum jeuvan na +4°C do dalje upotrebe.

6.5.2. Bujon mikrodilucioni test

Minimalna koncentracija ispitivanih ekstrakata kojanhibira vidljivi rast
mikroorganizama oddena je primenom bujon mikrodilucionog testa u mikracionim
plo¢ama sa ravnim dnom i 96 mesta.

Uzorci za testiranje pripremljeni su razblazivanjam5%-nom vodenom rastvoru
DMSO. Serijska razblazenja ispitivanih ekstrakaidata su @asSice sa hranljivom podlogom
(Mueller Hinton) sa 1Qul bakterijske suspenzije (1CFU/mI), tako da je finalna zapremina
iznosila 100ul. Nakon dodavanja uzorakacaSice, mikrotitarske pt@ su inkubirane na 37
°C tokom 24 h. Najniza koncentarcija pri kojoj nigwSlo do vidljivog rasta bakterija
(posmatrano na binokularnom mikroskopu) definisgea kao minimalna inhibitorna
koncentracija (MIC). Minimalna baktericidna koncewija (MBC) ozn#&ava najnizu
koncentraciju koja ubija 99,9% bakterija.

DMSO je korig€en kao kontrola, dok je streptomicin kées kao pozitivha kontrola.

89



6.5.3. Statisttka analiza
Jednofaktorska analiza varijanse kéeisa je za statistku obradu dobijenih podataka i

utvrdivanje zngajnosti razlike izméu srednjih vrednosti (Origin 8.0). Statidti znatajnim

su smatrane razlike srednjih vrednosti za p<0,05.
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1. MorfoloSka analiza

Sa ciljem utvdivanja mikromorfoloskih obelezja, kao i anatomskadg, u okviru ove
disertacije sprovedena je mikroskopska analizaSspmeaherbe, kao i pogreh preseka lista i
stabla odabranileronicavrsta.

1.1.Mikroskopska analiza sprasenog biljnog materijala

Mikroskopska analiza sprasene herbe iéterticifolia pokazala je prisustvo sledle
elemenata:
- fragmenata epidermisa sa stomama anomocitnog tipa,
- brojnih nezlezdanih, vigelijskih, uniserijatnih, dlaka,
- retkih, Zlezdanih dlaka, tipa kapitatnih koje sestege od viSéelijske drSke i
sekretorne glave od 1, 2 ilicglije (Slika 8).

Slika 8. Morfoloski elementi u prasku herbe urticifolia
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Mikroskopska analiza spraSenog materijala vkétgacquinii pokazala je prisustvo
sledeih elemenata:
- fragmenti epidermisa sa stomama anomocitnog tipa,
- brojne nezlezdane vigelijske, uniserijatne, negranate meltéeidlake,
- Zlezdane dlake tipa kapitatnih,
- grupe brahisklereides(ika 9).

Slika 9. Morfoloski elementi u prasku herle jacquinii

Mikroskopska analiza spraSenog materijala vk&téeucriumpokazala je prisustvo sletle
elemenata:

- fragmenti epidermisa sa stomama anomocitnog tipa,

- brojne nezlezdane vigelijske, uniserijatne dlake,

- Zlezdane dlake tipa kapitatnih,

- fragmenti traheja i traheid&lika 10).
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Slika 10. MorfoloSki elementi u prasku herbe teucrium

1.2. Anatomsko-morfoloSka analiza popré€nih preseka

1.2.1.Veronica urticifolia

Grada lista: List je dorzoventralne gda (Slika 11). Na povrSini je jednoslojan epidermis.
Celije epidermisa lica su znatno krupnije 6elija epidermisa nalja lista. Mezofil lista
diferenciran je na palisadno i sierasto tkivo. Palisadni parenhim je jednoslojan, a
sunderasto tkivo je formirano oéelija loptastog oblika, izn@ kojih se mogu usti krupni

intercelulari. Dominira provodni snapglavnog nerva, dok su ostali snégnatno maniji.
Grada stabla: Stablo je na poptmom preseku okruglo. Ispod jednoslojnog epiderrsesa

retkim nezlezdanim dlakama nalazi se 5-6 slojevarenhima. U centralnom cilindru

dominira ksilem. Najvé deo stabla zauzimaju krupne parenhim&kige srzi(Slika 12).
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Slika 11 V. urticifolia — popreéni presek lista
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Slika 12.V. urticifolia — popreéni presek stabla
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1.2.2.Veronica jacquinii

Grada lista: List je sa blago savijenim ivicama liske prema galilista (Slika 13). Na
povrsini jednoslojnog epidermisa je debeo slojKulé. Celije epidermisa lica krupnije su od
¢elija epidermisa nalja. U epidermisu lica i natja lista se nalaze stome — amfistordeti tip
lista. Mezofil lista je diferenciran na palisadnsurderasto tkivo. Ispod epidermisa lica lista
prisutna su dva do tri sloja palisadnog tkiva, tatak mezofilacini sunierasto tkivo. Oko
provodnih snogia je parenhimska sara od krupi#iija. Od trihoma vidljivi su nezlezdani i
Zlezdani kapitatni trihomi.

Grada stabla: Stablo je na poptmom preseku okrugloS{ika 14). Ispod jednoslojnog
epidermisa sa retkim nezlezdanim dlakama nala#-8eslojeva hlorenhima. U centralnom
cilindru floem i ksilem su u cilindrima — tip stabbez provodnih snofa, a u centru stabla je

srz od parenhimskiéelija koja je raskinuta, tako da se formira reksm8upljina.

1.2.3Veronica teucrium

Grada lista: List je dorzoventralne gda. Na povrSini lista nalazi se jednoslojni epidermi
Mezofil lista je diferenciran na palisadno i genasto tkivo. Palisadni parenhitmi sloj
izduzenih, gusto zbijenilgelija ispod epidermisa lica, dok je ispod epideamsgltja manje
ili viSe rastesito suterasto tkivo. U centralnom delu lista prisutan lgvgi, izrazen, zatvoren
kolaterni provodni snopj dok su boni provodni snogii slabije razvijeni. Od trihoma vidljivi

su glandularni kapitatni trihom&(ika 15).

Grada stabla Stablo je na poptaom preseku okrugloS{ika 16). Razlikuju se tri zone:
epidermis, primarna kora i centralni cilndar. Jeslomi epidermis je sa prisutnim
nezlezdanim i zlezdanim dlakama. Ispod epidermas@-§$ slojeva parenhimskitelija koje
sadrze hloroplaste, Sto ukazuje da u izvesnoj m&ju fotosintettku ulogu. Posledniji sloj
primarne koreine krupne parenhimskelije raspordene u obliku prstena. Centralni cilindar
sastoji se od provodnih elemenata floema i ksilé&wjaformiraju cilindre. U centru stabla

dominira srz od krupnih parenhimsldélija.
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Slika 13.V. jacquinii— popreéni presek lista i detalj lista
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Slika 14. Veronica jacquinii- popréni presek stabla i detalj stabla
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Slika 15. V. teucrium- popreéni presek lista i detalji lista
100



Slika 16. V. teucrium- popreéni presek stabla i detalj stabla

101



1.3. Histohemijska analiza

Rezultati histohemijske analiz&4dbela 17 su ukazali na prisustvo lipida, alkaloida,
skroba, fenolnih jedinjenja i ida njima flavonoida u ispitivanim vrstama rodaronica

Lipidi su detektovani u epidermisu lista vrtejacquinii (Slika 17), kao i u epidermisu
stabla, i to u spoljasSnjem zidu - kutikularnom glefabla sva tri takson&l{ka 18).

Nakon bojenja Lugolovim reagensom pokazano je ptiguskroba u hlorenhimu stabla
ispitivanih vrsta §lika 19).

U Zlezdanim trihomima na povrsini lista vra&teteucriumnakon primene Wagner-ovog
reagensa utdeno je prisustvo alkalod&lika 20). Dittmar-ovim reagensom detektovani su
alkaloidi u trihomima i floemu stabla sva tri igpéna taksona, kao i u poslednjem sloju kore
stablaV. teucrium(Slika 21). Do sada, prisustvo alkaloida pokazano je u Wstfficinalis
(Hultin i Torssell, 1965).

Prisustvo alkaloida u Zlezdanim trihomima demo je i u rodovimalippia
(Argyropolou i sar, 2010)Cannabis(Furr i Mahlberg, 1981)Nicotiana (Zador i Jones,
1968),CamptothecqValleta i sar., 2013) lsodon(Liu i Liu, 2012), dok su u rod&rythrina
(Da Silva i sar., 2013) pored glandularnih, alkdi@astupljeni i u tektornim trihomima, kao i
u parenhimskingelijama stabla.

Slika 17. Lipidi u epidermisu list®/. jacquinii
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Slika 18. Lipidi u kutikularnom sloju -V. urticifolia

)

Slika 19. Skrob u hlorenhimu stabla% urticifolia
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Slika 20. Alkaloidi u zlezdanim trihomima ¥. teucrium

Slika 21 Alkaloidi u poslednjem sloju parenhima kore ieeimu —V. teucrium
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Tabela 17.Ispitivana grupa metabolita, histohemijski reagenszultati primene na tkivu lista i stabla odabihVeronicavrsta

List Stablo

Procedura bojenja Ciljna Prime&ena boja V. jacquinii V. teucrium V. urticifolia V. jacquinii V. teucrium V. urticifolia
jedinjenja

Sudan llI Lipidi Crvena + + + +

Nadi Etarska ulja  Plavo-ljubasta - - - -
Smolne Crvena - - - -
kiseline

Lugol Skrob Tamno-plava do - + + +

crvena

Feri sulfat Fenolna Tamno-plava + + + +
jedinjenja

Feri hlorid Fenolna Tamno-zelena + + + +
jedinjenja

Wagner-ov Alkaloidi Crveno-braon - - - -

reagens

Dittmar-ov Alkaloidi Crveno-braon - + + +

reagens

Antimon hlorid Steroidi Crvena - - - -
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1.4. Fluorescentna mikroskopija

Fenolna jedinjenja imaju zdajnu funkciju u interakciji biljaka i njihove Zivoe
sredine. Ona mogu privdai insekte opraSivée a odbijati herbivore, destvovati u
alelopatskim interakcijama, ili u interakcijama iafao biljaka i simbiotskih, ili patogenih
organizama. Ovi sekundarni metaboliti akumuliraguwusrazI€itim biljnim tkivima i ¢elijama,
tokom ontogeneze pod radtim uticajima spoljasnje sredine. Utlivanje lokalizacije
fenolnih jedinjenja obezldeje neophodnu osnovu za razumevanje njihove ekelashkcije
(Hutzler i sar., 1998).

Autofluorescencija u UV delu spektra ukazuje naystvo fenolnih jedinjenja (Ruzin,
1999). Pojedine klase fenolnih jedinjenja (hidroksietne kiseline, kumarini i stilbeni)
shazno autofluoresciraju pod UV svetlom. Dakleprfescentna mikroskopija je zZfana
tehnika u ispitivanju lokalizacije ovih klasa jepinja. U okviru ove disertacije, na
ispitivanim presecima listova i stabla utene su intenzivna svetlo plava autofluorescencija
na 340-380 nm, kao i slabe svetlo zuta fluores¢genoa 450-490 nm i svetlo crvena
autofluorescencija na 515-580 nm. Pokazano je darsaina jedinjenja prisutna u ksilemu,
trihomima i kutikularnom sloju (posebno izrazenmad glavnog nerva) listova sva tri
ispitivana taksonaSlika 22). U stablu su fenolna jedinjenja detektovana tikkilarnom
sloju, trihomima, i u ksilemuSJika 23). Na presecima se jasno vidi da je fluorescencija
¢elijama provodnih snopa vezana isklj€ivo za lignificiranecelijske zidove ksilema. Lignin
kao nage&i polimer sekundarnittelijskih zidova ksilema (Alberts i sar., 2002) psta/lja
heterogeni polimer kojtine tri tipa monomernih jedinica (monolignoli) i:tp-kumaraoil,
koniferil i sinapil alkoholi. Nakon biosinteze mdigmoli se moraju transportovati ¢elijske
zidove gde podlezu oksidaciji i polimerizaciji pgremu dolazi do formiranja lignina (Li i
Chapple, 2010).
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Slika 22 Fluorescencija fenolnih jedinjenjdistu V. jacquinii
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Slika 23. Fluorescencija fenolnih jedinjenja u stabujacquinii
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Tabela 18.Ispitivana jedinjenja, histohemijski reagensizukati primene na tkivu listova i stabla odabravidgronicavrsta

List Stablo
Procedura bojenja  Ciljna Primeena V. jacquinii V. teucrium V. urticifolia V. jacqui V.teucrium V. urticifolia
jedinjenja boja
Autofluorescencija Lignini i Svetlo-plava + + + + + +
neobojenih fenolna do beltasta
preseka A: BP jedinjenja
340-380
Autofluorescencija Lignini i Svetlo-zuta + + + + + +
neobojenih fenolna
preseka 13: BP jedinjenja
450-490
Autofluorescencija Fenolna Svetlo-crvena + + + + + +
neobojenih jedinjenja
preseka N2.1: BP
515-580
Aluminijum Flavonoidi Plavo-zelena + + + + + +

trihlorid u UV
oblasti A: BP 340-
380
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2. Hemijska analiza

2.1. Analiza sadrzaja teSkih metala u biljnim i uzocima zemljista

Primarni zn&aj zemljiSta za biljke lezi dginjenici da je ono izvor mineralnih elemenata
neophodnih za osnovne Zzivotne funkcije, sintezuawsgih jedinjenja, rast i produkciju
biljaka. Biljke korenovim sistemom apsorbuju jediama neorganska jedinjenja, katjone i
anjone iz okolnog zemljista (Stevanévi Jankové, 2001). Mineralni elementi su u tlu
prisutni u rastvorenom ili vezanom obliku (kao kdeksi sa neorganskim ili organskim
ligandima). Apsorpcijom od strane biljaka hemijgtémenti se distribuiraju i ugtaju u
bilino tkivo, a preko lanca ishrane stizu i do dhugrganizama. Osim toga, razlaganjem
odbaenih biljnih delova, ovi hemijski elementi se @ nazad u spoljasSnju sredinu
(Stevanou i Jankove, 2001).

Kontaminacija zemljiSta teSkim metalima jedan jenagzn&ayjnijih ekoloskih problema
danas. U poslednje vreme, razvojem industrije enmiviranjem poljoprivrede doSlo je do
primene raznih materija koje dovode do p&aee koncentracije teSkih metala u zemljiStu.
Obzirom da nisu biorazgradivi, i da imaju dugo po&ume zivota u zemljiStu, oni mogu
ostvariti zng&ajnu toksénost kod svih zivih organizama (Del Bubba i sad13).

Primena viSih biljaka kao indikatora zd@gaosti zemljiSta zasnovana je na njihovoj
sposobnosti da apsorbuju metale i druge tokssupstance iz zemljiSta, transportuju ih kroz
organizam, ili ih na oddenom mestu akumuliraju. ¢ma biljaka osetljiva je i na minimalne
kolicine teSkih metala u podlozi, ipak izvestan brohng u stanju da akumulira velike
kolicine teskih metala, a da pri tom fizioloSke funkdjgke ne budu ugrozene. Takve biljke
su, tokom evolucije, razvile brojne adaptivhe meéhae kojima savladavaju nepovoljne

uslove stanista (StevanoviJankové, 2001).

2.1.1. Analiza teSkih metala u biljnim uzorcima

U manjim koncentracijama pojedini teSki metali (@n, Fe i Mn) neophodni su za
optimalan rast i razvoj biljaka, dok drugi fOrpokazuju Stetno dejstvo i pri veoma niskim
koncentracijama, pa se definiSu kao zigai (Ali i sar., 2013a). Biljke ne pokazuju visoku

selektivnost za usvajanje metala,¢vereuzimaju i one koji nemaju poznatu funkciju u
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bilinom svetu, i koji na taj n@n, dospevaju u lanac ishrane. U ljudskom organiomiumaju
kumulativna svojstva, tj. nakupljaju se u pojedirtkivima i organima, gde ispoljavaju svoje
Stetno delovanje (JakSisar., 2013).

Hrom, tj. njegova Sestovalentna forma, je danaaremt glavnih kontaminanata Zivotne
sredine. Poslednjih decenija doSlo je docajrrog povéanja njegove primene u rastim
industrijskim granama kao Sto su: elektrohemijskivina, kao i u industrijama koze i boja
(Choppala i sar., 2013). Njegova raspolozivoskskmost zavise od oksidacionog stanja. U
Zivotnoj sredini dominantan je kao Cr(lll) i Cr(VIZa razliku od Cr(lll) koji je u malim
kolicinama (50-20Qug/ml) esencijalan za ljude, Cr(VI) je tokan, mutagen i teratogen. Osim
toga Cr(VI) minerali su rastvorljiviji i mobilniju odnosu na Cr(lll) vrste. Hrom je tokan za
biljke i moze indukovati promene u brojnim fiziolad procesima u njima. Dezorganizacija
ultrastrukture hloroplasta i inhibicija procesak#tenskog transporta moge su objasnjenje
za Cr-indukovano smanjenje nivoa fotosinteze (ABar., 2013b). U herbama ispitivanih
Veronicasadrzaj hroma je iznosio 0,44-0,59 mg/Raglfela 22. Najnizi sadrzaj pokazan je u
uzorcima sa Vr3«kih planina (0,44-0,59 mg/kg), dok je najveadrzaj utwien u uzorku 3 sa
Goca. Prema rezultatima Zurayk-a i saradnika (2008)eW. beccabungaV. lysimachioides
i V. anagalloidespredstavljaju bioindikatore zadgnja hromom. Takde, isti autori pokazali
su da se Cr naj¢an delom akumulira u korenu ovih biljaka. Transloka hroma od korena
do izdanka je izuzetno ogr&ena, i njegov sadrzaj u korenu je @tm oko 100 puta & u
odnosu na izdanak, bez obzira na ispitivanu viBrema Chaney-u i saradnicima (1997)
svaka biljna vrst&iji je sadrzaj u nadzemnom deluéveod 5 mg/kg, od interesa je kao
potencijalni hiperakumulator. Na osnovu rezultadaipbnih pri izradi ove disertacije, ovakav
zakljucak izvodi se za vrst&/. urticifolia i V. jacquinii koje su rasle na serpentinskom
zemljistu.

Joni mangana aktiviraju brojne enzime u biljnggliji. Najznaajnija uloga ovog
elementa u zelenim biljkama je funkcija u razgradmlekula vode uz osloldanje kiseonika
(Prasad i Hagemeyer, 1999). Za obavljanje met&hblifunkcija, Mn je biljci neophodan u
malim koncentracijama (20 mg/kg s%n. U ispitivanim biljnim uzorcima, njegova
koncentracija je bila relativno uniformna (od 25@849,50 mg/kg s.m.), uz izuzetak uzorka
8 (89,25 mg/kg) kod kojeg je i zemljiSte na komb#ka rasla bilo sa zr@jno veim
sadrzajem ovog elementaabela 22. Dobijene vrednosti odgovaraju koncentraciji Mn u
nadzemnom del¥. officinalis (52,3 mg/kg) do koje su dosli Mezyk i Wieckowski©09).

®s.m. — suva masa
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Uniformnost koncentracije Mn u biljnim uzorcima kps njenih velikih variranja u zemljiStu
moze se oObjasniti unutrasnjim mehanizmima ispitivanVeronica vrsta da
kontroliSu/preveniraju preuzimanje Mn u korenj iZbegavaju translokaciju Mn u nadzemne
delove biljke. Ovi mehanizmi su kontrolisani njilmw potrebom za mikronutritientima i
kapacitetom da apsorbuju ili eliminiSu tokse elemente.

Cink je zn&ajan kao komponenta enzima kofegtvuju u sintezi proteina i proizvodnji
energije, kao i za odrzavanje strukturnog intetait@oloskih membrana (Hansch i Mendel,
2009). Granice toksnosti za biljku zavise od biljne vrste i faze ragg&d0-400 mg/kg)
(Kabata-Pendias i Pendias, 2001). Za lekovite difketska zdravstvena organizacija jos nije
ustanovila gragne vrednosti za Zn. Prema Allaway-u (1968) kon@aijm ovog elementa u
poljoprivrednim proizvodima treba da iznosi izitnel5 i 200 ppm. U ispitivanim uzorcima
Veronicavrsta njegova koncentracija varirala je od 27,668,001 mg/kgTabela 22.

Bakar je esencijalan za procese fotosintezeelijskog disanja u mitohondrijama,
metabolizam ugljenika i azota, zaStitu od oksidaity stresa, kao i za sintezu komponenti
¢elijskog zida (Hansch i Mendel, 2009). Njegov saflt biljnim uzorcima kretao se od 6,04
do 12,8 mg/kg, u zavisnosti od lokaliteta na konmugarci sakupljeniTabela 29. Srednje
vrednosti iznosile su 10,17, 6,64 i 12,49 mg/kguzarke sakuplijene na planinama &0
Vrsatke planine i Stol, redom. Najniza koncentracijad@lbijena je u uzorcima sa Vidah
planina, gde je zabelezena i ndj@eoncentracija Fe. Ovo je u saglasnosti sa lileman
podacima koji ukazuju na to da bioraspolozivostm@ze biti redukovana visokim sadrzajem
Fe u rastvoru zemljiSta (Mallick i sar., 2010). Bktresitim zemljiStima, Fe se uglavhom
nalazi u formi Fe(lll)-oksida ili hidroksida (Lindg i Schwab, 1982), koji predstavljaju
efikasne adsorbense za neorganske jone {Rabiogo, 2010). Prema Allaway-u (1968)
koncentracija Cu u poljoprivrednim proizvodima teba iznosi od 4-15 ppm, Sto je u
saglasnosti sa dobijenim rezultatima.

Gvozie je jedan od kljgnih elemenata za normalno funkcionisanje enzimaglpoo
onih ukljucenih u redoks procese, kao Sto su sinteza porfiredukcija nitrita i sulfata, i N
fiksacija (Prasad i Hagemeyer, 1999). Sadrzaj Hepitivanim uzorcimaVeronica vrsta
iznosio je od 35,53 do 563,26 mg/kg, sa néjvekoncentracijama zabeleZenim u uzorcima
sa planine Gb(Tabela 22. Kako su i Fe i Mn ukljéeni u metabotike procese, za adekvatan
rast biljaka potrebno je da njihov odnos bude dmé,5 i 2,5 (Kabata-Pendias i Pendias,
2001). U naSem ispitivanju zadmu ispitivanih uzoraka (uz izuzetak uzoraka 1 ), ldvaj

odnos nije bio u ¢&ekivanom opsegu.
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Generalno, nisu pokazane Zape razlike izméu testiranihVeronica spp. sa istog

lokaliteta, ukazujti na to da obrazac preuzimanja teSkih metala @jakteristika vrste.

2.1.2. Analiza teSkih metala u zemljiStu

Sadrzaj tesSkih metala u zemljiStu zavisi od priibdm antropogenih izvora u
ekosistemima. U nezad@anim zemljiStima oni su prisutni u relativno niskkancentracijama
I rezultat su raspadanja matog supstrata. Pod uticajem antropogenog faktalaljinskog
transporta polutanata ove prirodne koncentracijggunee znéjno poveéati i premasiti
kriticne ili toksine koncentracije za odfeni ekosistem (Belana¥i sar., 2004).

PonasSanje teskih metala u zemljiStu uslovljeno j@gobrojnim faktorima koji mogu
uticati na njihovu mobilnost i akumulaciju od steabiljaka, a najzr@jniji su kiselost
zemljiSta, sadrzaj organske materije i koloidnengliKiselost zemljiSta indirektno t& na
raspolozivost i tokgnost teSkih metala, izazivajunjihov minimalan ili maksimalan efekat, u
zavisnosti od pH opsega (Wong, 2003). Mobilnoskitesnetala u zemljiStu je generalno
mala, posebno pri alkalnim pH vrednostima. Dobijghe vrednosti stvarne i potencijalne
kiselosti za ispitivane uzorake zemljiSta iznose&dtht do 7,43 i od 4,09 do 7,0Babela 19,
pri ¢emu srednje pH vrednosti za uzorke zemljiSta séaGd@rs&kih planina i Stola iznose
6,62, 5,911 6,97. Uz izuzetak uzorka 4, uzorci néta sa Vrs&kih planina imaju nesto nize
pH vrednosti u pokenju sa ostalim lokalitetima. Planina Stol nalaziusKarpatskoj oblasti
isto¢ne Srbije, u blizini grada Bor. Prerada rude bakradarsko topiogarskom basenu Bor
dovodi do masivnog zadanja vazduha sumpor dioksidom. Visoke koncentraoyeg
polutanta vode do formiranja kiselih kiSa. Njihofeleat na zivotnu sredinu u velikoj meri
zavisi od sposobnosti zemljiSta da ih neutraliSkkalha zemljiSta, kao Sto su ona bogata
kre¢njakom (CaC@ mogu da neutraliSu kiselinu direktno. Ovo mozg bbjasSnjenje za
nesto viSe pH vrednosti uzoraka zemljiSta sa p&arttol gde je zastuplieno krgacko

zemljiste.
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Tabela 19.Kiselost uzoraka zemljista

Uzorak Lokalitet pH
Stvarna kiselost Potencijalna kiselost

Z1 Ga 6,77 5,44
z2 Ga 6,39 5,28
Z3 Ga 7,43 7,09
Z4 Ga 5,87 4,74
Z5 Ga 6,77 5,44
Z6 Vrsake planine 6,09 4,87
Z7 Vrsake planine 6,14 5,43
Z8 Vrsake planine 6,18 5,41
Z9 Vrsake planine 5,24 4,09
Z10 Stol 7,18 6,45
Z11 Stol 6,76 5,80

Hrom se veomaesto veze u zemljiStima bogatim glinom i organskoaterijom. Kao
takav slabo je pokretljiv i adsorbovan u povrSimeksloju dubine 5-10 cm. Kdiina hroma u
zemljiStu krée se u intervalu od 5 do 100 mg/kg, ali &®sto mogu na i mnogo veée
koncentracije, posebno kod zemljiSta formiranih sespentinitima (Ubavi i Bogdanow,
1995). U ispitivanim uzorcima zemljiSta izmerenan&entracija hroma iznosi od 36,18 do
115,15 mg/kg, préemu su najveée vrednosti zabelezene u uzorcima s&a5@®5,74-115,15
mg/kg) (Tabela 22, Sto je u saglasnosti sa postije literaturnim podacima za isti lokalitet
(Obratov-Petkowd i sar., 2008). Planina Gopredstavlja jednu od serpentinskih oblasti
centralne Srbije (Dudii sar., 2007), a visoke koncentracije potencifalfitotoksicnih
elementa (Ni, Cr i Co) predstavljaju karakteristdaog tipa zemljiSta (Kazakou i sar., 2008).

U uzorcima zemljiSta nivo Cu varirao je od 12,38 46,77 mg/kg Tabela 22.
Poveane koncentracije Cu u uzorcima sa Stola udmmg sa drugim lokalitetima, mogu biti
posledica emisije tokom industrijsko-tehnoloskibgasa rudnika Bor.

Prema velikom broju autora (Kabata-Pendias i Pendl@01; Adriano, 1986) sadrzaj
ukupnog cinka u zemljiStu kée se od 10-300 mg/kg. Na ispitivanim lokalitetimzanerene
koncentracije variraju od 62,78 do 138,00 mg/kd, g@mu proséan sadrzaj iznosi 95,47
mg/kg (Tabela 22. Na lokalitetima sa Vr&&ih planina sadrzaj Zn bio je §eu uzorcima 6 i
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9 u odnosu na uzorke 7 i 8, ukaziljma mogudi uticaj antropogenih aktivnosti. Naime,
lokalitet 9 je u blizini planinarskog doma, doklsualiteti 7 i 8 u Sumskoj oblasti, bez uticaja
antropogenih aktivnosti.

Prema Adrianu (1986)c¢ekivani sadrzaj Mn za @ tipova zemljiSta iznosi od 500-
1000 mg/kg. Kabata-Pendias i Pendias (2001) prédkz “kriti cnu” koncentraciju 1500
mg/kg pri kojoj se mogu javiti tok&ni simptomi na biljkama. Katina za biljke pristupénog
Mn u zemljiStu je utoliko véa ukoliko su redoks potencijal i pH vrednost maoginosno, Sto
su uslovi za redukcione procese u zemljiStu poyjoljKadovi¢ i sar., 2005). U okviru ove
disertacije, sadrzaj Mn u uzorcima zemljiSta varij@a od 517,58 do 1675,78 mg/kg i bio je
najvei na stanistima sa Vr8kih planina Tabela 22.

Gvozde je najzastuplieniji teski metal u ispitivani uzorcima zemljiSta sa
koncentracijom od 13,57 g/kg do 35,92 g/Ralfela 22. Veta koncentracija zabeleZzena je u
uzorcima sa Vr3&ih planina (22,1 do 35,92 g/kg). Dobijeni rezultatogu se objasniti
¢injenicom da zemljiSta formirana na geoloskoj padtmajs sadrze visok nivo ovog metala.

Za potencijalno tokgne elemente (Cu, Zn i Cr) iznanati su biokoncentracioni faktori,
kao odnos koncentracija odgovarkagyg elementa u biljci i zemljiStd @ébela 20. Uz izuzetak
vrednosti BCF faktora za Cr u uzorku 3, koji je Ibiizu dozvoljenog limita, za sve ostale
uzorke BCF factor bio je nizi u odnosu na maksirealrednosti predlozene od strane Idaho
National Engineering and Environmental LaboratoryBCk:,~=0,80; BCFE=1,50;

BCFc=0,19) ukazujti na odsustvo zriajnog zagdenja.

2.1.3. Korelaciona analiza

Korelaciona analiza primenjena je za procenu odrteskih metala u ispitivanim
bilinim i uzorcima zemljiSta Tabela 21). Name&e se nekoliko zaklgaka. Izuzev u skaju
Mn (r=0,694, p<0,05), nije prindéena direktna korelacija iznde koncentracije analiziranih
teSkih metala u uzorcima zemljiSta i ispitivaniijrbh vrsta. Sadrzaj hroma je u snaznoj
pozitivnoj korelaciji sa sadrzajem Fe u biljnim wama (r=0,721, p<0,001). Ovakav rezultat
je u saglasnosti sa literaturnim podacima koji sxed sinergistikoj interakciji izmeiu ova
dva metala (Kabata-Pendias i Pendias, 2001).

Dodatno, pokazana je visoka korelacija (r=0,7210,pS) sadrzaja Zn i Cu u uzorcima
zemljista, ukazujéi na mogdu kontaminaciju na pojedinim lokalitetima koja mobéi
posledica saobéaja, ili industrijskih aktivnosti.
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Tabela 20.Prer&unate BCF vrednosti za Cu, Cri Zn

Uzorak Cu Cr Zn

1 0,34 0,03 0,52
2 0,51 0,04 0,33
3 0,34 0,19 0,35
4 0,33 0,03 0,35
5 0,42 0,07 0,63
6 0,22 0,01 0,23
7 0,58 0,01 0,44
8 0,46 0,01 0,92
9 0,26 0,01 0,25
10 0,25 0,03 0,29
11 0,44 0,16 0,45
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Tabela 21.Korelaciona analiza - koncentracija elemenateronicavrstama i zemljistu

Uzorak | Element| Biljka Zemljiste
Cu Fe Mn Zn Cr Cu Fe Mn Zn
Biljka Fe 0,172 | - - - - - - - -
Mn -0,383 | -0,001 - - - - - - -
Zn -0,028 | -0,238 0,558 | - - - - - -
Cr 0,442 | 0,928 | -0,077| -0,060] - - - - -
ZemljiSte| Cu 0,601 | 0,011 -0,436-0,154|-0,442| - - - -
Fe -0,728 | -0.281] -0,076] -0,397] -0,558| -0,189
Mn -0,512 | -0,368 0,694 | 0,307| -0,519-0,327| 0,448 | - -
Zn 0,147 | -0,158 -0,554/ -0,283| -0,085| 0,727 | 0,328 | -0,199 -
Cr 0,194 | 0,355 -0,1640,183 | -0,491 -0,022| -0,511| -0,574| 0,081
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Tabela 22.Sadrzaj teSkih metala u biljnim i uzorcima zemdist

- Cr Zn Cu Fe Mn
Biljka Zemljiste Biljka Zemljiste Biljka Zemljiste Biljka Zemljiste Biljka Zemljiste
1 3,55 111,33 46,69 88,87 8,40 24,41 102,73 13974,2 49,5 517,58
2 5,18 115,15 34,53 105,15 11,17 21,91 182,82 1826 30,47 665,97
3 18,96 97,13 31,41 91,06 10,83 31,36 563,26 13064, 43,33 536,22
4 2,48 95,74 33,04 94,98 10,10 30,40 100,95 17667,2 38,55 750,38
5 7,43 111,33 55,76 88,87 10,33 24,41 175,55 12874, 27,88 517,58
6 0,59 54,19 31,66 112,43 6,64 29,53 158,29 33880,0 34,21 803,53
7 0,53 48,86 27,66 63,29 7,17 12,38 143,44 26560,0032,27 927,37
8 0,44 48,93 58,01 62,78 6,69 14,63 98,18 22100,0089,25 1675,78
9 0,48 65,86 31,61 125,87 6,04 22,97 97,62 35920,0033,00 980,20
10 1,62 53,08 39,59 138,00 12,18 47,77 35,53 20069, 25,38 923,57
11 3,84 36,18 35,45 78,84 12,80 29,05 118,16 13035, 36,43 639,00
Min 0,44 36,18 27,66 62,78 6,04 12,38 35,53 13574,2 25,38 517,58
Max 18,96 115,15 58,01 138,00 12,80 47,77 563,26 92830 89,25 1675,78
Xsr 4,10 76,16 38,67 95,47 9,30 26,26 161,50 20997,4440,02 812,47
Sd 5,420 30,040 10,312 23,668 2,407 9,427 139,770876,856 17,707 332,371
max/min 43,09 3,18 2,10 2,20 2,12 3,86 15,85 2,65 52 3 3,24
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2.2 Analiza sadrzaja aktivnih komponenti odabranih Veronicavrsta

2.2.1 Kolorimetrijske tehnike

Na osnovu kvalitativnog i kvantitativnog sastavatedkta mogée je pretpostaviti koji
tip bioloSke aktivnosti bi on mogao ispoljavatip $hoze biti smernica za dalje farmakoloske
analize (Kuké-Markovic, 2013).

Kolorimetrijske tehnike se kao brze i jednostaviee izvaienje najeXe koriste za

preliminarnu analizu biljnih sirovina i njihovih deata.

2.2.1.1. Sadrzaj ukupnih fenola

Fenolna jedinjenja predstavljaju jednu od najSmeprostranjenih grupa sekundarnih
metabolita biljaka. Pored uloge u rastu i reprodukova jedinjenja destvuju i u zastiti
biljaka od predatora i patogena. Dodatno, fenoétinjenja ispoljavaju €itav niz bioloskih
aktivnosti (antialergijska, antiarterogena, antirabkna, antioksidantna, antitrombotska,
kardioprotektivha, vazodilatatorna) koje mogu doeti auvanju ljudskog zdravlja
(Balasundram i sar., 2006).

Sadrzaj ukupnih fenola u metanolnim, vodeno-acéiomsi vodenim ekstraktima
ispitivanih taksona je oddevan spektrofotometrijski na bazi bojene reakcig Bolin-
Ciocalteu (FC) reagensom, a rezultati su izrazemiligram ekvivalentima galne kiseline po
gramu suvog ekstrakta (mg GAE/g suvog ekstrakta).

Sadrzaj ukupnih fenola varirao je od 116 do 201®G#d=/ g suvog ekstraktal Abela
23). Najveii sadrzaj detektovan je u ekstraktima hekbeacquinii dok je najnizi sadrzaj
zabelezen u ekstraktima hertde teucrium NajniZe vrednosti ukupnih fenola dobijene su sa
vodom kao ekstrakcionim sredstvom, dok se smeSwrae vode pokazala kao najbolji
rastvarg za ekstrakciju fenolnih jedinjenja. Ovo se mozgashiti cinjenicom da prisustvo
organskog rastvata olakSava penetraciju ekstrakcionog sredst«zelije biljke, ¢ime se
ubrzava rastvaranje fenolnih jedinjenja u vodenegimi (Moure i sar., 2001).

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske diseifacslicni su utvidenom sadrzaju
ukupnih fenola u metanolnim ekstraktima herbi dnugista rodaveronica (40,90 - 200,20
mg GAE/g suvog ekstrakta) (Harput i sar., 2011enfa rezultatima ispitivanja koje je

sprovela Nikolova (2011) sadrzaj ukupnih fenola etanolnim ekstraktima herbi pojedinih
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Veronicavrsta (méu kojima su i taksoni ispitivani u okviru ove disagije) iznosio je od
23,12 do 79,93 mg GAE/g ekstrakta, pemu su vrednosti 2€. jacquinii V. teucriumi V.
urticifolia iznosile oko 30 mg GAE/g ekstrakta, Sto je znatike od vrednosti dobijenih u

ovom radu i moZe se objasniti r&#iim ekstrakcionim procedurama.

Tabela 23.Sadrzaj ukupnih fenola u metanolnim, vodeno-aciiom i vodenim ekstraktima
odabranih vrsta rodderonica

Ukupni fenoli
(mg GAE/Q)
Biljna vrsta _ Vodeno- _
Metanolni ) Vodeni
acetonski
ekstrakt ekstrakt
ekstrakt
V. urticifolia 167,6 +1,3 171,5+2,2 143,6 +0,9
V. jacquinii 1954+1,5 201,4 £3,1 174,7+1,5
V. teucrium 156,7 £ 0,9 172,1 +1,5 116,4+£0,8

2.2.1.2. Sadrzaj ukupnih fenilpropanoida

Fenilpropanoidni glikozidi su Siroko rasprostranjeekundarni metaboliti u biljnom
svetu. | pored interesantnih svojstava ove klagmjenja, nizak sadrZaj u biljkama (manje od
5% w/w) ograndio je njihovu izolaciju i komercijalnu primenu (Lép-Munguia i sar., 2011).

Rezultati odrdivanja ukupnih fenilpropanoida u metanolnim, vodeni 70%-nim
acetonskim ekstraktima odabranih vrsta ragEonica prikazani su uTabeli 24. NajviSi
sadrzaj je izmeren u 70%-nim acetonskim ekstraktid@k je najnizi zabelezen nakon
primene vode kao ekstrakcionog sredstva. dakaneiu ispitivanim taksonima vrst¥.
teucrium najbogatija je ovom grupom sekundarnih metabolig&ko su fenilpropanoidni
derivati Siroko rasprostranjeni u vrstama rodaronicg ne postoje literaturni podaci o

odreadivanju njihovog ukupnog sadrzaja u njima.

120



Tabela 24. Sadrzaj ukupnih fenilpropanoida u metanolnim, vadacetonskim i vodenim

ekstraktima odabranih vrsta rodaronica

Ukupni fenilpropanoidi
(mg akteozida/g)

Biljna vrsta Vodeno-
Metanolni ) Vodeni
acetonski
ekstrakt ekstrakt
ekstrakt
V. urticifolia 13,4+0,2 350+0,6 11,2+£0,2
V. jacquinii 18,7+0,3 31,504 11,8+0/4
V. teucrium 26,3+0,5 38,0+0,6 179+0,5

2.2.1.3. Sadrzaj ukupnih iridoida

Sadrzaj iridoida u ispitivanim ekstraktima odirean je spektrofotometrijski na bazi
reakcije sa Trimm-Hill reagensom. Rezultati alivanja iridoidnih jedinjenja u nadzemnim
delovima u cvetu odabranWeronicavrsta prikazani su rabeli 25. Sadrzaj ovih jedinjenja
bio je najveéi u ekstraktima herb¥. urticifolia, dok je najnizi sadrzaj zabelezen u ekstraktima
herbeV. jacquinii Takaie, na osnovu rezultata moze se zakjula je najbolje ekstrakciono
sredstvo za iridoidna jedinjenja 70%-ni aceton, @®kiajnizi prinos ove grupe jedinjenja

postignut primenom vode kao ekstrakcionog sredstva.

Tabela 25. Sadrzaj ukupnih iridoida u metanolnim, vodeno-acskim i vodenim

ekstraktima odabranih vrsta rodaronica

Ukupni iridoidi
(mg aukubina/g)
Biljna vrsta . Vodeno- i
Metanolni _ Vodeni
acetonski
ekstrakt ekstrakt
ekstrakt
V. urticifolia 270,245 359,7+4,8 187,6 £4,3
V. jacquinii 167,8 £ 3,2 249,6 + 3,6 94,3+2,5
V. teucrium 231,0+£51 3229+6,1 124,6 + 3,7
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SadrZaj odréivanih grupa sekundarnih metabolita u suvim metasingl vodenim i
70%-nim acetonskim ekstraktima je radi bolje prdgtesti prikazan i grafki (Slika 25).
Kod ve&iine ispitivanih ekstrakata, dominantna klasa jesmhjg su iridoidi. lzuzetak
predstavljaju metanolni i vodeni ekstrakt vrgtgacquinii gde su fenoli zastupljeniji.

Obzirom da je spektrofotometrijska analiza izdwji0%-ne acetonske ekstrakte kao
najbogatije ukupnim fenolima, ukupnim fenilpropatima i ukupnim iridoidima, oni su
primenjivani kod dalje hemijske i farmakoloSke anal

400

300

200 H Fenilpropanoidi
H Fenoli

100
dlridoidi

Slika 25.0dnos ukupnih fenilpropanoida, iridoida i fenolaspitivanim ekstraktima

2.2.2 Odrdlivanje sadrzaja sekundarnih metabolita primenom hranatografskih
metoda

2.2.2.1. Odréivanje sadrzaja aukubina i akteozida primenom HPHETLC metoda

Medu analittkim metodama koje se koriste u ispitivanju lekogitobilja,
hromatografske tehnike imaju zZf@nu ulogu i uvedene su u sve savremene farmakopeje
NajceXe primenjivane hromatografske metode u fitohemjjskoalizi su tankoslojna
hromatografija (TLC), visokoefikasnactea hromatografija (HPLC) i gasna hromatografija

(GC) (Waksmundzka-Hajnos i Sherma, 2011).
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HPLC je nateXe kori&ena tehnika za razdvajanje, kvalitativnu i kvaititau analizu
polifenolnih jedinjena. Njena visoka efikasnost rmasana je na primeni reverzno-fazne
stacionarne faze u kombinaciji sa raim sistemima detekcije. N&gZe korigen tip
detekcije je UV/VIS detekcija uz primenu detektora principu fotodioda (Waksmundzka-
Hajnos i Sherma, 2011).

U okviru ove disertacije sadrzaj aukubina i aktdazndréen je HPLC-DAD tehnikom.
Njihova kvantifikacija vrSena je preko povrSine @ia dobijenih integracijom sa
odgovarajdih hromatograma uz primenu eksternog standard&nReina vremena aukubina
| akteozida iznose 5,42 i 26,90 min sa standardiemjacijama od 0,01 i 0,46. U UV spektru
akteozida udavaju se apsorpcioni maksimumi karaktetistiza feniletanoidna jedinjena na
246, 290 i 330 nm, dok je u UV spektru aukubingytan samo jedan apsorpcioni maksimum
na 210 nm. Rezultati odiivanja aukubina i akteozida prikazani su Tabeli 26, a

odgovarajdi HPLC profili dati su n&Slikama 31-33

Tabela 26 Sadrzaj aukubina i akteozida u 70%-nim acetonsiustraktima odiden

primenom HPLC tehnike

Uzorak Sadrzaj aukubina (mg/g Sadrzaj akteozida (mg/g
suvog ekstrakta) suvog ekstrakta)

V. jacquinii n.d. 30,93 + 0,58

V. teucrium n.d. 33,29+ 0,40

V. urticifolia 10,15+0,86 90,62 £ 2,20

n.d. — nije detektovan

U odnosu na sadrzaj aukubina i akteozida, ispigvdnljne vrste do sada nisu
analizirane.

Aukubin je prisutan uglavnom u biljkama familijarSphulariaceae, Plantaginaceae i
Rubiaceae, gde igra ztenu ulogu kao hemotaksonomski marker (Marin, 2008&govo
prisustvo je takde pokazano u brojninVeronica vrstama (Cgan i sar., 2010). Zbog
bioloSkih aktivnosti aukubina pokazanih tokom pdsiéh decenija, interes za biljkama
bogatim ovim sekundarnim metabolitom raste. U akwvve studije aukubin je identifikovan
samo u ekstraktu herbeé urticifola, gde njegov sadrzaj iznosi 10,15 mg/g suvog ekistra

Sto prerdunato po gramu suve biljne sirovine iznosi 5,24 mg.
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SadrZzaj aukubina do sada je ativan primenom raztitih metoda: LC-MS (Xu i sar.,
2012; Jankow i sar., 2010), HPLC-DAD (Jankavi sar., 2010; Luo i sar., 2004), HPTLC
(Jankové i sar., 2010; Hajimehdipoor i sar., 2011; Biringreni sar., 2006; Rischer i sar.;
1998), kapilarne hromatografije (MECC) i kapilaredektroforeze (Li i sar., 2008). U
Veronicavrstama aukubin je kvantifikovan samo primenom M6&/(Crisan i sar., 2010) i
MECC-MS metoda (Suomi i sar., 2001). Sadrzaj aukalodréen primenom LC/MS tehnike
varirao je od 0,69 do 12,80 mg/g s.m., ggmu je u vrstiV. urticifolia iznosio 10,66 mg/g
(Crisan i sar., 2010). Razlika u odnosu na sadrzaj dohij okviru ove doktorske disertacije
moze se objasniti primenom metanola kao ekstrakg@redstva. U vrstani. spicata V.
longifolia i V. chamaedryssadrzaj aukubina oditen primenom MECC-MS metode, je
iznosio 4-24 mg/g s.m. (Suomi i sar., 2000; Suosair., 2001).

SadrZzaj akteozida u herbi. urticifolia je priblizno tri puta v&é u odnosu na njegov
sadrzaj u herbam&. jacquiniii V. teucrium(Tabela 26. Njegov sadrzaj do sada je odiran
primenom LC-MS (Wu i sar., 2006), HPTLC (Deepak artda, 2000; Biringanine i sar.,
2006; Umek i sar., 2005) i HPLC-UV (Deepak i Han8800) metoda. Prema dostupnim
literaturnim podacima, do sada nije kvantifikovanvaronica vrstama. Sadrzaj akteozida
prera&unat po gramu suve biljne sirovine Xa urticifolia (23,80 mg/g) uporediv je sa
njegovim sadrzjem u vrstlantago lanceolat&oja je oficinalna prema vag@ Evropskoj
farmakopeji (Ph. Eur. VII), gde on iznosi 21,71 mm@lankow i sar., 2012).

Distribucija i sadrzaj aukubina i akteozida u is@ihim taksonima rodd/eronicau
skladu je sa njihovom taksonomskom pripadnoSNajveta slinost u@dava se izméu
ekstrakata herb¥. jacquiniii V. teucriumkoje pripadaju istom podrod®entasepalaedokV.
urticifolia spada u podroderonica

Visokoefikasna tankoslojna hromatografija (HPTL@& sbog svoje ekonowmosti,
brzine, jednostavnosti izdenja, moguanosti testiranja viSe uzoraka istovremeno, kao i
primene véeg broja rastvata u sastavu mobilne faze, u poslednje vreme seekaisti kao
tehnika izbora za kvalitativnu i kvantitativnu aizal aktivninh komponenti u biljnim uzorcima
(Srivastava, 2011). Zbog toga je u okviru ove dmte disertacije HPTLC metoda kaeha
za kvantifikaciju aukubina i akteozida u 70%-nimetmnskim ekstraktima odabranih vrsta
rodaVeronica

Rezultati odréivanja aukubina i akteozida primenom HPTLC tehnikékazani su u
Tabeli 27, a odgovarajtéi HPTLC profili dati su naSlikama 27-30 Na HPTLC pl@i
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crvenoljubtaste zone sa Rf vrednostima 0,24 i 0,72 odgovaaubinu, odnosno akteozidu
(Slika 26).

Tabela 27 Sadrzaj aukubina i akteozida u 70% acetonskintraisma odrden
HPTLC metodom

Uzorak Sadrzaj aukubina (mg/ Sadrzaj akteozida (mg/g
suvog ekstrakta) suvog ekstrakta)

V. jacquinii n.d. 29,28 £ 1,60

V. teucrium n.d. 32,80 +1,42

V. urticifolia 11,04 + 0,33 88,37 + 4,58

n.d. — nije detektovan

Primena dva nezavisna metoda sa ¢dieh mehanizmima razdvajanja pozeljna je za
precizno odrédivanje sadrzaja biljnih metabolita (Jankévisar., 2010). HPTLC metodom
potvideni su rezultati HPLC analize. Studentovim t-test&oji je kori€en za procenu
statisttke zn#&ajnosti razlike izméu vrednosti dobijenih HPTLC i HPLC metodama,
pokazano je da su one ekvivalentne. Predlozena BPibmatografska metoda moze biti
pogodna za rutinsku identifikaciju i kvantifikacifukubina i akteozida eronicavrstama, i

moze biti deo protokola za procenu autémisti biljnog materijala.

» -

Slika 26. HPTLC hromatogram akteozida u ispitivar¥eronicavrstama
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Slika 27. HPTLC hromatogram ekstrakta heNdeurticifolia (metoda za odtévanje akteozida)
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Slika 28 HPTLC hromatogram ekstrakia urticifolia (metoda za oddévanje aukubina)
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Slika 29. HPTLC hromatogram ekstrakta jacquinii(metoda za odtivanje akteozida)
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Slika 30. HPTLC hromatogram ekstrakta heNdeteucrium(metoda za odtvanje akteozida)
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Slika 31 HPLC hromatogram ekstrakta heNdgjacquinii(A=204 nm); AK — akteozid.
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Slika 32 HPLC hromatogram ekstrakta heNdeteucrium(A=204 nm); AK — akteozid.

131



mAUE AK
600

500 -
400 -

300 -

200 | AU

100 -

mi

n
Slika 33.HPLC hromatogram ekstrakta heNseurticifolia (A\=204 nm); AU — aukubin, AK — akteozid.
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2.2.2.2. Analiza fenolnih jedinjenja primenom LC-DASI-MS metode

Detaljna kvalitativna hemijska analiza fenolnihijgenja u herbi vrstd/. jacquinii, V.
teucrium i V. urticifolia izvrSena je primenom HPLC-DAD-ESI/MS metode. HPLC
hromatogrami dobijeni u uslovima optimizovanim zzdvajanje fenolnih jedinjenja na
detekcionoj talasnoj duzini 280 nm dati suSikama 34-36

Identifikacija jedinjenp je izvrSem na osnovu krakteristicnog izgled UV spekta i
molekulske formule izitunate iz preciznih masa kvazimolekulskih jom u ESI masenim
spektrima. @itane vrednosti retencionih vremena, talasnih duzimolekulske mase
pseudomolekularnih jona, i glavnih fragmentnih jotate su rabelama 28-30

UV i maseni spektri dobijeni HPLC-DAD-ESI/MS analin pokazali su da je profil
ispitivanih ekstrakata okarakterisan prisustvonofiei kiselina (derivati hidroksibenzoeve i
cimetne kiseline), flavonoida i iridoida. AnalizaS¥fragmenata ukazala je na prisus®ei
C- glikozida flavonoida, i to: flavanola (derivativércetin) i flavona (derivati apigenina,

luteolina, izoskutelareina i hrizoeriola).

a) Veronica urticifolia

U ekstraktu herbé/. urticifolia glavnu frakcijucinili su flavonoidi (oko 61%), i to
flavoni kao jedini detektovani flavonoidi. Pikovi b 12 identifikovani su kao derivati
apigenina, dok su pikovi 9 i 13 identifikovani kderivati luteolina na osnovu njihovih UV i
MS spektralnih karakteristika. Analizom masenih kipe jedinjenja 5 i 12 utdeno je
prisustvo kvazi molekulskih jona na/z 621 i 445, redom, koji predstavljaju molekulsku
masu umanjenu za jedinicu. Kod oba jedinjenjaustig fragmentnog jona ma/z269 ([M-
176] i [M-176-176]) ukazuje na prisustvo glukuronil ostataka. MSlianen za jedinjenja 5 i
12 utvidene su molekulske mase 622 i 48&mnu odgovaraju molekulske formulg/8260:7 1
C21H18011, redom. U oba stiaja molekulska masa aglikona iznosi 270. Jedinjénjal2
prvobitno su identifikovana kaapigenin-O-diglukuronid i apigenin-O-glukuronid. Na
osnovu pojave signala fragmentnog jonama445 kod jedinjenja 5 zakljgno je da je svaki
glukuronidni ostatak lociran na ragtim polozajima apigenin aglikona.

Kod jedinjenja9 uctava se prisustvo kvazi molekulskog jona ndz 461 Koji
predstavlja molekulsku masu umanjenu za jediniciHM kao i fragmentnog jona ma/z
285 ([M-H-176]) Sto odgovara gubitku jedne glukuronil jediniceadd aglikona iznosi 286
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Sto odgovara luteolinu, pa je jedinjeryedentifikovano kaduteolin-7-O-glukuronid . Kod
jedinjenja 13 je prisutan isti kvazi molekulski joam/z461, ali i fragmentni jon ne/z299
(IM-H-162]) koji ukazuje na prisustvo molekula heksoze, kd@agmentni jon nan/z 285
koji sved@i o prisustvu metil grupe (-14 masenih jedinicagkl2, ovo jedinjenje je derivat
luteolina, i to hrizoeriol (3-metil-luteolin) ilidiosmetin (4’-metil-luteolin). Na osnovu
navedenih karakteristika jedinjenf8 je prvobitno identifikaovano kametil-luteolin-O-
glukuronid. Eluiranje nakon luteolin-©-glukuronida je u saglasnosti sa smanjenjem
polarnosti usled prisustva dodatne metil grupediMeavedenim flavonima dominantan je
luteolin-7-O-glukuronidc¢ija koncentracija u analiziranom ekstraktu inosi2ldg/g.

Pored flavona u herl). urticifolia prisutni su i derivati hidroksicimetnih kiseliniato
kafene (jedinjenja 1-4, 6-8 i 10) p-kumarinske kiseline (jedinjenje 11). Jedinjerfie
identifikovano je kao3-O-kafeoilhina kiselina na osnovu prisustva fragmentnog jona
deprotonovane hina kiseline (m/z na 179) kao osogwika i drugog fragmentnog jona na
m/z 179 ([kafena kiselina-H), intenziteta véeg od polovine intenziteta osnovnog pika. Ovo
predstavlja fragmentacioni model karaktet@siti za 3-acilhlorogenske kiseline (Clifford i sar.,
2005). Kod jedinjenja 2 i 3 prisutan je isti kvamplekulski jon [M-H] nam/z 487, kao i
slican fragmentacioni model koji ukazuje na gubitak 30&senih jedinica (heksozil i
deoksiheksozil jedinice), ptiemu nastaju osnovni pik ma/z179 ([kafena kiselina-H) i dva
fragmentna jona nan/z 161 ([kafena kiselina-H-¥D,]") i nam/z 135 ([kafena kiselina-H-
COy]). Cinjenica da nema fragmentnih jona koji bi ukazaliaiternativni gubitak heksozil (-
162 masene jedinice) i deoksiheksozil (-146 masgdmica) ostataka ukazuje na to da su
ove dve Séerne komponente deo disaharida (npr. rutinozaetihesperidoza). Ipak, prava
priroda Séernog ostatka ne moze se utvrditi na osnovu MSzmndk tog razloga, jedinjenja
2 i 3 su prvobitno identifikovana kadafeoil deoksiheksozil-heksozidi I i Il

Jedinjenje4 identifikovano je kadkafena kiselina na osnovu potenja retencionog
vremena, UV i MS spektara sa odgovaéaju retencionim vremenom i spektrima
komercijalno dostupnog standardnog jedinjenja.

Jedinjenja 6, 7, 8 i 10 sa kvazi molekulskim jon@tH] na m/z 477 i m/z 453,
oznaena su kao derivati kafene kiseline na osnovu sivsufragmentnih jona na m/z 179,
161 i 135. UV spektri jedinjenja 7 i 10 pokazaliapsorpcione maksimume na 234 i 330 nm,
karakteristine za feniletanoidne glikozide. HPLC-DAD/ESI-MSalipa jedinjenja 7 je
pokazala prisustvo deprotonovanog molekulskog jivieH] ™ na m/z 623 koji moze biti

pripisan akteozidu. Ovo je potteno i putem dostupnih literaturnih podataka o U¥kspu i
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MS? fragmentacionom modelu akteozida (Li i sar., 200&) osnovu M3spektra jasno je da
od molekulskog jona nm/z623 nastaje glavni fragmentni jon na m/z 461 duanit kafeoil
grupe ([M-H-161]), kao i slabiji jon na m/z 315 koji ukazuje na gak ramnoze, i joni na
m/z 161 i m/z 135 koji svede o prisustvu kafeoil ostatka. Jedinjenjeprvobitno je
identifikovano kaoakteozid u skladu sa podacima do kojih su dosli Li i sarad(®005).
Sadrzaj akteozida u herby. urticifolia (14,9 mg/g)¢ini je zn&ajnim izvorom ovog
bioaktivhog jedinjenja. Jedinjenj® prvobitno je identifikovano kazomer akteozida

Za jedinjenjell pokazano je prisustvo molekulskog jona [M-H& m/z 437 koji dalje
fragmentacijom daje MSosnovni pik na m/z 163 ([kumarinska kiselina)H]3to u
kombinaciji sa UV spektrom\fax na 312 nm) potduje da je u pitanjuerivat kumarinske

kiseline.

b) Veronica teucrium

U ekstraktu herb¥. teucriumglavnu frakcijucinili su flavonoidi (oko 61%) i to flavoni
kao jedini detektovani flavonoidi. Pikovi 3 i 11leidtifikovani su kao derivati apigenina, dok
su pikovi 10 i 12 identifikovani kao derivati izaglelareina na osnovu njihovih UV i MS
spektralnih karakteristika. Osim flavonoida prisigu i derivati fenolkarbonskih kiselinaiji
sadrzaj u ispitivanom ekstraktu iznosi 39%.

lako je na osnovu UV spektra jasno da je u pitatguvat apigenina, u MS spektru
jedinjenja 3 u herbV. teucriumnema fragmentnog jona na m/z 269 koji bi ukazaagi&on
apigenina. Ovo jedinjenje identifikovano je ka&oglikozilovani derivat. Pored niskog
retencionog vremena, ovaj tip jedinjenja okaraksari je gubitkom karakterisitiih
fragmenata nastalih cepanjem pirano prsterd@rdeveltine 120 i 90 masenih jedinica u
slweaju heksozida. U masenom spektru jedinjenja S&aua se prisustvo kvazi molekulskog
jona [M-H] na m/z 593, kao i karakteri&tih fragmentnih jona na m/z 503 (-90 masenih
jedinica), 473 (-120 masenih jedinica), 383 (-120+9asenih jedinica) i 353 (-120-120
masenih jedinica). Fragmentacioni model jedinjeBjau saglasnosti je sa literaturnim
podacima zaapigenin-6,8-di-C-glukozid (vicenin 2) (Grayer i sar., 2000). Na osnovu
podataka iznetih za LC-MS/ESI-MS analizu he¥beurticifolia jedinjenjell identifikovano
je kaoapigenin-7-O-glukuronid .

UV spektri jedinjenja 10 i 12 karakteri&ti su za izoskutelarein derivate i pokazuju
AmaxNa 278, 302 i 333 nm, Sto je u saglasnosti sdpdeb objavljenim podacima za derivate
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izoskutelareina prisutne Weronica vrstama (Saracoglu i sar., 2004b). U MS spektrima
jedinjenja 9 i 10 prisutni su kvazi molekulski ([M}) na m/z 651 i fragmentni jon ([M-H-42-
162-162]) na m/z 285 koji predstavlja molekulsku masu amik umanjenu za jedan.
Takade, prisutni su i fragmentni jon na m/z 609 koji de®& o prisustvu acetil grupa kod oba
jedinjenja, kao i [(M-H-42-162) koji sveda@i o gubitku obe heksozil grupe. Fragmentni jon
([IM-H-42-180]) na m/z 429 kod jedinjenja 11 ukazuje na prisusiwetil grupe na molekulu
terminalne heksoze (Karioti i sar., 2010). Glawagimentni jon na m/z 285 nastaje gubitkom
jedinice od 324 Da, Sto ukazuje na O-glikozilovafgaolne grupe diheksozom (Ferreres i
sar., 2004). Fragmentni jon [M-H-180ja m/z 429 ukazuje na-42 glikozidnu vezu izmdu
Seternih komponenti (Ferreres i sar., 2004; Petreskari, 2011). Na osnovu prethodnih
podataka o derivatima izoskutelareina/eronicavrstama (Albach i sar., 2005b), kao i na
osnovu zastupljenosti pojedinih fragmentnih jon@ré@ta i sar., 2012), jedinjenjg0 je
prvobitno identifikovano kaazoskutelarein 7-O-[alozil-(1—2)]-glukopiranozid. Njegovo
prisustvo prethodno je pokazano u biljkama famlliganiaceae, i to u okviru rodov&deritis
Stachysi Lamium (Perreira i sar., 2012). Jedinjen]2 prvobitno je identifikovano kao
izoskutelarein  7-O-(6"-O-acetil)-p-alozil-(1"” —2")- B-glukopiranozid. Saracoglu i
saradnici (2004bpokazali su prisustvo jedinjenja 12 i u vrsteronica thymoidesubsp
pseudocinerea

Pored flavona u herlf. teucriumprisutna je i protokatehinska kiselina (jedinjetje
kao i derivati hidroksicimetnih kiselina, i to kak (jedinjenja 2, 5, 6, 7, 8 i 9) i
protokatehinske kiseline (jedinjenje 4). Jedinjehjaentifikovano je kagrotokatehinska
kiselina poreienjem UV spektra i retencionog vremena sa istinrampatrima standardnog
jedinjenja. Na sian ndin, jedinjenje2 identifikovano je kadb-O-kafeoilhina kiselina na
osnovu poréenja sa auteritnim standardom, kao i na osnovu MS fragmentacianodela.
Jedinjenje4, saUV spektrom karakteristhim za benzojeve kiselingdentifikovano je kao
derivat protokatehinske kiseline na osnovu kvazi molekulskog jona [M-Hja m/z 497 i
fragmentacionog modela koji nastaje cepanjem hékgaimice (- 162 masene jedinice), kao
i dva fragmentna jona na m/z 153 ([protokatehinkiselina-H]) i 109 ([protokatehinska
kiselina-H-CQJ).

UV spektri jedinjenja 5, 6,7, 8 i 9 pokazali su aqxione maksimume na 234 i 330 nm,
karakteristtne za feniletanoidne glikozide. ¥ea feniletanoidnih glukozida ukljuje
supstituente kao Sto su feruloil, ili kafeoil gruk@e su vezane ng&e za hidroksilnu grupu

polozZaja 4 ili 6 centralnog molekula¢g&ea. Za njihov MS spektar karakteréstd je prisustvo
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fragmentnih jona na m/z 179, 161 i 135, koji ukazuja cepanje kafeoil grupe,
anhidroglukoze i anhidrofenetanola. Na osnovu mddaiznetih za LC-DAD/ESI-MS analizu
herbeV. urticifolia jedinjenje7 identifikovano je ka@kteozid. Slicne karateristike pokazuje i
pik 8, Sto ukazuje na to da su ova dva jedinjezganieri. Na osnovu redosleda eluiranja, kao i
prema literaturnim podacima do kojih su dosli lgar. (2008) jedinjenj& identifikovano je
kaoizoakteozid Jedinjenja 5 i 9 imaju isti kvazi molekulski joa m/z 771. U njihovom MS
spektru prisutni su fragmentni jon ([M-H-162]na m/z 609 koji ukazuje na gubitak
kafeoil/heksozil jedinice, ([M-H-162-133]koji nastaje gubitkom dodatne pentozil jedinice
na m/z 477 i ((M-H-162]) na m/z 315 koji je rezultapanja jos jedne kafeoil/heksozil grupe.
Detektovan je i fragmentni jon na m/z 161 kao keeaktika kafeoil ostatka kao i kod
prethodnih feniletanoidnih glikozida. Jedinjenfai 9 su prvobitno identifikovana kao
aragozid i izoaragozid Njihovo prisustvo i ranije je pokazanoMeronicavrstama, i to u
herbi V. lavaudiana(Taskova i sar., 2011; Taskova i sar., 2032)pentasepala V. raoulii
(Taskova i sar., 2012). Za jedinjerjepokazane su sine karakteristike. Na osnovu kvazi
molekulskog jona na m/639 i fragmentnih jona na &v®, m/z 161 i m/z 135, kao i nakon
poraeienja sa dostupnim literaturnim podacima (Qi i s2d12), ovo jedinjenje je prvobitno
identifikovano kaoplantamajozid. Na osnovu njegovog sadrZaja u ekstraktuteucrium
moze se zaklgiti da je dominantno feniletanoidno jedinjenje uopwiljnoj vrsti. Njegovo
prisustvo je ranije pokazano i u vrsti fuhsii(Ozipek i sar., 1999).

c) Veronica jacquinii

U ekstraktu herb¥. jacquiniiglavnu frakcijucinili su derivati fenolkarbonskih kiselina
(oko 63%), kafene i protokatehinske kiseline. Pamgh prisutni su i flavonoidi (37%) i to
flavonoli i flavoni kao jedini detektovani flavordii Pikovi 1, 4, 9-11 identifikovani su kao
derivati kvercetina, pik 6 kao derivat luteolinagkdsu pikovi 14 i 15 identifikovani kao
derivati izoskutelareina na osnovu njihovih UV i Mfektralnih karakteristika.

Jedinjenje 10 identifikovano je kaokvercetin-3-O-glukozid na osnovu porenja
retencionog vremena, MS i UV spektara sa retengiomemenima i spektrima komercijalnog
standarada. Jedinjenjel sa UV spektrom karakterigtim za derivate kvercetina, kvazi
molekulskim jonom na m/z 463 identifikovano je Kagercetin heksozid U njegovom MS
spektru prisutan je fragmentni jon na m/z 301 kijazuje na jedinicu heksoze vezanu za

atom kiseonika. Jedinjenjhi 4 identifikovana kadvercetin diheksozidi I i Il ([M-H] na
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m/z 625). Njihova identifikacija vrSena je na osaayihovih kvazi molekulskih jona, kao i
fragmentnih jona koji nastaju cepanjem jednogvk theksozil ostatka (162 masene jedinice).
Ni kod jednog od ovih jedinjenja nije mogri utvrditi identitet Sé&erne komponente, kao ni
poloZaj supstituenta samo na osnovu MS analize.asemom spektru jedinjenja 10¢eo je
fragmentni jon ([M-H-42) na m/z 625 koji odgovara gubitku acetil grupep kdragmentni
joni na ([M-H-42-162])) na m/z 463 i ([M-H-42-162-163] na m/z 301 koji ukazuju na
prisustvo dva molekula heksoze. Jedinjefijge prvobitno identifikovano kadkvercetin
acetil-di-heksozid Kvercetin i njegovi derivati do sada su identilani samo u podrodu
Pocilla. Mehrvarz i sar. (2008) pokazali su da je kvercetisutan u vrstamd. franisetae

V. siaretensisdok u vrstamaV. polita i V. persicaon predstavlja prekursor za sintezu
kvercetin 3',4’,5,7-tetrametiletra.

Kao jedinjenje6 na hromatogramu prisutan gerivat luteolina sa kvazi molekulskim
jonom na ([M-H]) na 623, kao i M&fragmentnim jonima na ([M-133]na m/z 489, ([M-
134-162]) na m/z 327 i ([M-134-126-439]na m/z 285. Dok poreklo prvog e njima nije
utvrdeno, druga dva pa@ti od gubitka heksozil i acetil grupa, redom.

UV spektri jedinjenja 13 i 14 karakteri&ti su za izoskutelarein derivate. Na osnovu
kvazi molekulskog jona ([M-H] na m/z 651, i fragmentnih jona ([M-H-324-22ha m/z 285
koji ukazuje naD-acetil glikozilovanje fenolne hidroksilne grupgpohna ([M-H-42-180]) na
m/z 429 koji ukazuje na prisustvo acetil grupeerainalnoj Séernoj komponenti, jedinjenje
13 je prvobitno identifikovano kao izoskutelarein 70-(6-O-
acetilalozil)(1—2)glukopiranozid. Jedinjenje 14 je prvobitno identifikovano kao
izoskutelarein 7-0-(6"'- O-acetil)-§-alopiranozil-(1" —2"")- p-glukopiranozid.

Pored flavona u herbf. jacquinii prisutni su i derivati hidroksicimetnih kiselinato
kafene (jedinjenja 3, 5, 7, 8, 12 i 13) i protokatske kiseline (jedinjenje 2). Jedinjerfe
identifikovano je kaaderivat protokatehinske kiseline na osnovu kvazi molekulskog jona
[M-H] " na m/z 335 i dva fragmentna jona na m/z 153 (fxatehinska kiselina-H]i 109
([protokatehinska kiselina —H-GD). Jedinjenja3, 5i 7 na osnovu fragmentnih jona na m/z
179 ([kafena kiselina-H), m/z 161 ([kafena kiselina-H4@]) i m/z 135 ([kafena kiselina-H-
CO;]) prvobitno su identifikovana kadlerivati kafene kiseline 1, Il i lll . Seerne
komponente&ine heksoza, deoksiheksoza, disaharidi i glukuip8id se moze zakliti na
osnovu gubitka 162 Da, 146 Da, 308 Da i 176 Da.

Jedinjenje8 identifikovano je kaoakteozid. Na osnovu UV spektra jedinjenja 13 i

njegovog kvazi molekulskog jona koji je za 14 Danna odnosu na kvazi molekulski jon
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akteozida, ukazuijii na prisustvo metil grupe, jasno je da je u pitamjegov derivat. U M$
spektru ovog jedinjenja prisutni su fragmentni joai m/z 461 i 315, Sto ukazuje na gubitak
feruloil grupe, kao i feruloil i ramnozil grupe,dem. Priméeni su fragmentni joni [ferulna
kiselina-H-] na m/z 193 i [ferulna kiselina-H-8]. Prema ovim podacima, kao i prema
rezultatima do kojih je doSao Innocenti sa saradrdc(2006) jedinjenjel2 prvobitno je
identifikovano kaoeukovozid Ovo jedinjenje do sada je identifikovano u bitjka familija
Verbenaceae (Dawoud i EI-Morsy, 2012; Quirante®Pisar., 2009), Orobanchaceae (Shuya
i sar., 2004) i Scrophulariaceae (Emam, 2010),@je\prvi podatak o njegovom prisustvu u

familiji Plantaginaceae i rodderonica
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Tabela 28.Prvobitna identifikacija i kvantifikacija fenolniledinjenja u ekstraktu herbé urticifolia

Amax [M-H]" o L Kvantifikacija
Pik Rt (min) MS?(m/2) Prvobitna identifikacija

nm) (m/2 (mg/g ekstrakta)
1 5,56 324 353 191(100), 179(75), 173(7), 135(8Ap-kafeoilhina kiselina 0,160+0,010
2 5,74 330 487 179(100), 161(11), 135(56), 119K3foil deoksiheksozil-heksozid I  0,048+0,005
3 6,04 330 487 179(100), 161(24), 135(76Kafoil deoksiheksozil-heksozid Il 0,031+0,001
4 14,51 326 179 135(43) Kafena kiselina 0,050+0,010
5 15,47 268/328 621 445(65), 269(60) Apigenin-O-diglukuronid 2,100+0,010
6 18,06 330 477 315(2), 179(13), 161(76), 135(THrivat kafene kiseline 0,090+0,010
7 18,50 330 623 461(43), 315(4), 161(29), 135(2Akteozid 14,923+0,101
8 19,57 328 453 341(27), 281(26), 251(29), 221(349(100), 161(22), 135(34perivat kafene kiseline 0,171+0,011
9 21,32 348 461 285(100) Luteolin-7-O-glukuronid 14,210+0,100
10 21,59 326 623 461(55), 315(5), 161(14), 135(2Azomer akteozida 0,760+0,021
11 24,85 312 437 265(92), 235(36), 163(100), 145(#19(36) Derivatp-kumarinske kiseline 0,082+0,012
12 26,04 330 445 269(100), 175(7), 113(18Apigenin-O-glukuronid 2,080+0,043
13 27,35 348 461 299(37), 285(16)Metil-luteolin-O-glukuronid 6,610+0,041
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Tabela 29 Prvobitna identifikacija i kvantifikacija fenolmijedinjenja u ekstraktu herbé jacquini

~ Amax Molekulski jon ) o _ Kvantifikacija
Peak Rt (min) MS“(m/2 Prvobitna identifikacija
(nm) [M-H] " (m/23 (mg/g ekstrakta)

1 8,6 356 625 463(47), 301(52) Kvercetin di-heksozid I  0,622+0,002
2 14,1 264 497 335(25) ,221(22), 153(29), 109(11) Derivat protokatehinske kiseline 0,555+0,002
3 15,1 332 539 377(36), 341(36), 281(18), 251(149(45), 161(18), 135(18) Derivat kafene kiseline |  0,280+0,008
4 15,9 344 625 463(8), 301(56) Kvercetin di-heksozid Il 0,654+0,004
5 16,6 334 433 323(86),179(24),161(100),135(14) Derivat kafene kiseline Il 0,779+0,001
6 17,3 350 623 489(4), 327(22), 285(100) Derivat luteolina  1,420+0,009
7 17,8 330 477 179(14), 161(56), 135(13) Derivat kafene kiseline Il 1,712+0,046
8 18,5 330 623 461(28), 315(2), 161(16), 135(3) Akteozid 5,000+0,015
9 19,7 352 667 625(43), 463(6), 301(51) Kvercetin acetil-di-heksozid  0,614+0,003
10 21,0 350 463 301(100) Kvercetin 3-O-glukozid  0,314+0,005
11 21.4 350 463 301(100) Kvercetin heksozid  1,342+0,023
12 23,4 330 637 491(4), 461(54), 315(2), 193(5), 175(8), 161(55(23 Eukovozid  1,679+0,006

Izoskutelarein -(6-O-acetilalozil) 0,144+0,004
13 27,1 268/298/328 651 609(6), 429(22), 285(86) ) .

(1—2)-B-glukopiranozid

Izoskutelarein 1-(6""- O-acetil)$- 0,386+0,005

14 28,5 280/306/328 651 609(4), 447(4), 429(17), 285(80)

alozil (1" =>2™)- B-glukopiranozid
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Tabela 3Q Prvobitna identifikacija i kvantifikacija fenolmijedinjenja u ekstraktu herle teucrium

Rt Amax Molekulski jon ) ~ Kvantifikacija
Peak MS“(m/2 Prvobitna identifikacija
(min) (nm) [M-H]™ (m/2 (mg/g extract)
1 6,4 258 153 109(100) Protokatehinska kiselina 0,169+0,006
2 8,7 326 353 191(100), 179(3), 173(3), 161(59H(4B 5-O-Kafeoil-hina kiselina  1,199+0,029
3 11,9 330 593 503(4), 473(16), 383(11), 353(26) Apigenin-C-heksozid€-heksozid  0,040+0,000
4 14,1 264 497 335(38), 221(34), 153(41), 109(17) Derivat protokatehinske kiseline I 0,570+0,013
5 154 328 771 609(50), 477(33), 315(4), 161(7) Aragozid 1,663+0,007
6 16.4 328 639 477(41), 315(5), 179(2), 161(31H(3B Plantamajozid 10,060+0,033
7 18.5 330 623 461(42), 315(2), 161(25), 135(3) Akteozid 5,240+0,007
8 19.3 326 623 461(20), 315(2), 161(18) Izoakteozid  0,317+0,004
9 21,4 330 771 609(18), 477(14), 315(3), 161(3) Izoaragozid n.k.
10 22,6 330 609 447(4), 429(20), 285(100) Izoskutelarein-7-alozil-glukozid 3,239+0,032
11 26,1 336 445 269(100) Apigenin-7-O-glukuronid 0,978+0,003
Izoskutelarein ©-(6""- O-acetil)$-alozil  26,326+0,117
12 28,4 278/306/326 651 609(7), 447(9), 429(33%(2@0)

(1™ =>2")- B-glukopiranozid
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2.2.2.3. Kvantitativha LC-MS/MS analiza odabrarendInih jedinjenja

Dodatna saznanja o hemijskom sastavu herbi ispitivavrsta dobijena su
kvantifikacijom odabranih jedinjenja u 70%-nim ametkim ekstraktima primenom visoko
selektivne i specitne LC-MS/MS tehnike sa trostrukim kvadrupolom masen
spektrometrom sa elektrosprej jonizacijom. Fitohskniskrining obuhvatio je analizu 1
cikloheksan karboksilne kiseline, 14 fenolnih kiise] 25 flavonoida, 3 kumarina i 2 lignana
od kojih je véina detektovana po prvi put u ispitivaniferonica vrstama. Odgovaraju
hromatogami ispitivanih ekstrakata prikazani su Slkama 37-39 Sadrzaj odrdéivanih
fenolnih jedinjenja je dat d'abeli 31 i zna&ajno se razlikuje u zavisnosti od ispitivane
Veronicavrste.

Rezultati analize pokazuju da je duekiselinama u 70%-nom acetonskom ekstraktu
vrsteV. teucriumdominantna hlorogenska kiselina (749,4flg suve mase ekstrakta), dok je
hina kiselina dominantna u ekstraktima vrgtgacquiniii V. urticifolia (310,03 i 38,441g/g
s.m. ekstrakta). U podenju sa ostalim fenolnim kiselinama, galna kiseljpasutna samo u
ekstraktu vrsteV. jacquini) i siringinska kiselina prisutne su u najmanjimlikmama. U
ispitivanim ekstraktima nije pokazano prisusteekumarinske, cimetne, sinapinske i 3,4
dimetoksicimetne kiseline. Sadrzaj hlorogenske likisezna&ajno varira méu ispitivanim
vrstama (749,71; 195,63 i 7,3@/g s.m. u ekstraktima vrsé. teucrium V. jacquiniii V.
urticifolia). Uz izuzetak hlorogenske i hina kiseline, sadmstalih ispitivanih kiselina je
uglavhom ujedn&n. Ekstrakt herbe/. jacquinii ima najvéi procenat fenolkarbonskih
kiselina, dok je taj procenat najman;ji u ekstrahdubeV. urticifolia.

DosadaSnja analiza flavonoidnog profiéeronica vrsta pokazala je da su flavoni
dominantna klasa flavonoidnih jedinjenja (Albackar., 2003). Nasi rezultati pokazuju da je
bajkalin dominantan flavonoid u ekstraktima vrata urticifolia (779,05ug/g s.m.) iV.
teucrium (347,02ug/g s.m.), dok u ekstraktu vrsté jacquinii nije detektovan. Prethodna
ispitivanja (Samuelsen, 2000) ukazala su na prsusgjkalina i uPlantagovrstama, ali je
ovo prvi takav podatak z&eronica vrste. Apigenin, apigenin-©O-glukozid, viteksin i
hrizoeriol prisutni su u tragovima, i to apigeniapigenin-7©-glukozid, i hrizoeriol
detektovani su u svim ispitivanim ekstraktima, dekviteksin prisutan samo u ekstraktima
vrstaV. jacquiniii V. urticifolia. Sli¢éna situacija je i sa luteolinom i luteoling-glukozidom
u ekstraktu vrst®/. teucrium dok su nesto e koncentracije zastupljene u ekstraktima vrsta

V. jacquinii i V. urticifolia (11,73-37,33ug/g s.m.). Dakle, rezultati pokazuju da vrste
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teucriumi V. urticifolia mogu biti klasifikovane u flavon hemotip. Za r&ziod fenolnih
kiselina, ukupan sadrzaj analiziranih flavona @aajveéi u ekstraktuV. teucrium dok je u
ekstraktu herbé&/. jacquiniion zanemarljiv u potenju sa druge dve vrste. U okviru ovog
ispitivanja ndinjen je pokuSaj za detektovanjem prisustva drikgaisa flavonoida kao Sto su
flavanoni, flavanoli, izoflavoni i flavanoli. Kemfel-3-O-glukozid dominantan je flavonol
medu analiziranim ekstraktima. lako u tragovima, ies&antno je prisustvo izoflavona
genisteina u ekstraktu vrsté jacquinii Ovo je prvi podatak o identifikaciji izoflavonaadu
familiji Plantaginaceae. Njihovo prisustvo je godou potpunosti ograéeno na familiju
Fabaceae, ali su predstavnici ove klase spamadiletektovani i u nekoliko desetina drugih
familija, meiu njima i u familiji Scrophulariaceae (Mackova ir$a2006). Kako je rod
Veronica premesSten iz familije Scrophulariaceae u famililantaginaceae, prisustvo
genisteina u njemu svedioo njihovoj bliskoj vezi. NaSa prethodna ispitiyarpokazala su
prisustvo derivata genisteina i u vrstamamontanaV. politai V. spuria(Barreira i sar.,
2014). Sto se &k drugih klasa flavonoida, u ispitivanom ekstrakitste V. teucrium
detektovan je flavanon naringenin u tragovima (O2g suve mase), dok je prisustvo
flavanola priméeno samo u ekstraktu vrsté. urticifolia gde je odréen katehin u
koncentraciji 2,6819/g s.m.

Po prvi put utvdeno je i prisustvo tri kumarina u rodderonica umbeliferona,
skopoletina i eskuletina. U nag@ koncentraciji kumarini su prisutni u ekstrakttste V.
jacquinii, dok je u ekstraktu vrsté. teucriumzastupljen samo eskuletin. U vr$ti urticifolia
umbeliferon i eskuletin su prisutni u tragovima.

Lignan sekoizolaricirezinol detektovan je u ispatiom ekstraktu vrst¥. urticifolia
(6,94u9/g s.m).

Fenolni profil odabranih vrsta rod&eronicabio je predmet malobrojnih ispitivanja, a
pregled dostupnih podataka dat je u Uvodu. U naviedepublikacijama postoje samo
rezultati o kvalitativnhom sastavu ovih jedinjenja.

Uopsteno, fenolne komponente koje se nalaze wapmppj kolic¢ini u ekstraktima
odabranih Veronica vrsta su hlorogenska kiselina, bajkalin, kverc&t@-glukozid i
hiperozid, kao i derivat cikloheksana hina kiselimajwi u vidu da ova jedinjenja poseduju
veliki bioloski potencijal i ispoljavaju aktivhoskiao Sto su antioksidantna, neuroprotektivna,
antiinflamatorna, antitumorska, antimikrobna, sa@rovih jedinjenja u ispitivanim
ekstraktima ukazuje nam na njihovo potencijalnoodahje i usmerava dalja ispitivanja

njihovih farmakoloskih efekata.
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Dobijeni rezultati fitohemijskog skrininga su izime vazni za karakterizaciju roda
Veronicg obzirom da predstavljaju nove podatke o fenolsastavu tri ispitivane vrste, pa se

mogu smatrati i potencijalnim hemotaksonomskim rearka.

Tabela 31 Koncentracije odabranih fenolnih jedinjenja u itispnim 70%-nim
acetonskim ekstraktima

Jedinjenje Sadrzaj fenolnih jedinjenja u ispitivasivieronica

ekstraktima {g/g suvog ekstrakta)

V. teucrium V. jacquinii V. urticifolia
Fenolne kiseline
p-Hidroksibenzoeva 53,06 + 0,10 25,08 + 0,04 17,08 + 0,06
kiselina
2,5 31,37 +0.33 53,48 + 0.84 6,10 + 0,08
Dihidroksibenzoeva
kiselina
Protokatehinska 28,93 + 0,31 53,57 + 0,99 5,93+ 0,04
kiselina
Vanilinska kiselina 17,39 + 0,77 46,14 + 0,74 9,07 £ 0,32
Galna kiselina 1,05 + 0,08 n.cP n.d®
Siringinska kiselina 0,56 + 0,06 0,90 + 0,03 0,30 + 0,08
Cimetna kiselina n.d. n.d. n.d.
o-Kumarinska n.d. n.d. n.d.
kiselina
p-Kumarinska 14,36 + 0,11 13,62 + o,oh 11,32 + 0,14
kiselina
Kafena kiselina 39,52 +0,1% 28,15+ 0,18 11.67 £ 0,13
Ferulna kiselina 5,50 + 0,18 7,20 + 0,26 4,59 + 0,08
3,4- n.d. n.d. n.d.

Dimetoksicimetna
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kiselina

Sinapinska kiselina n.d. n.d. n.d.
Hlorogenska kiselina 749,71 +1,12 195,63 + 0,57 7,32+0,16
Hina kiselina 310,91 + 3,78 310,03 + 2,87 38,44 + 0,53
Flavonoidi
Apigenin 3,27 +0,08 4,25+ 0,33 10,19 + 0,07
Apigenin-7-0- 1,39 + 0,04 5,17 + 0,02 4,43 + 0,08
glukozid
Apiin n.d. n.d. n.d.
Viteksin n.d? 0,06 + 0,08 2,72 +0,08
Amentoflavon n.d. n.d. n.d.
Bajkalein n.d. n.d. n.d.
Bajkalin 347,02 + 0,48 9,66 + 0,25 779,10 + 0,47
Daidzein n.d. n.d. n.d.
Genistein n.d? 3,37 + 0,08 n.d2
Isoramnetin 0,16 + 0,02 0,11 + 0,04° 0,05 + 0,00
Kemferol n.d. n.d. n.d.
Kemferol-30O- 4,76 + 0,02 19,89 + 0,08 1,00 + 0,01
glukozid
Hrizoeriol 1,90 + 0,08 0,38 + 0,0Q 7,70 +0,04
Luteolin 2,39 +0,03 24,30 + 0,08 11,73+ 0,16
Luteolin-7-O- 2,18 + 0,02 37,33 0,0a 33,54 + 0,0%
glukozid
Kvercetin n.d. n.d. n.d.
Kvercitrin n.d2 0,81+ 0,03 0,25+ 0,0%
Kvercetin-3-O-

) 5,39 + 0,04 377,08 + 0,08 1,98 + 0,04
glukozid
Hiperozid 5,83 + 0,04 362,37 + 0,41 2,25+ 0,04
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Rutin 4,91 + 0,02 14,61 + 0,03 22,72 + 0,03
Mircetin n.d. n.d. n.d.
Naringenin n.d? 0,22 +0,0% n.d?
Epikatehin n.d. n.d. n.d.
Katehin n.d? n.d? 2,68+0,13
Epigalokatehin galat n.d. n.d. n.d.
Kumarini

Umbeliferon n.d? 14,30 + 1,42 0,74 + 0,04
Eskuletin 2,46 + 0,08 1,70 + 0,04 1,03 + 0,08
Skopoletin n.d? 0,13+0,0% n.d?
Lignani

Matairezinol n.d. n.d. n.d.
Sekoizolaricirezinol n.a. n.d? 6,94 + 0,29

n.d. — nije detektovano.
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Slika 37. LC/MS-MS hromatogram ekstrakta heMsejacquinii: 1: galna kiselina, 2: katehin, 3: epigalokatehitagad: protokatehinska
kiselina, 5: hlorogenska kiselina, 6: epikatehin,2/5-dihidroksibenzoeva kiselina, p:hidroksibenzoeva kiselina, 9: eskuletin, 10: kafen
kiselina, 11: vanilinska kiselina, 12: siringinskeelina, 13:p-kumarinska kiselina, 14: skopoletin, 15: umbebfer 16: ferula kiselina, 17:
viteksin, 18: sinapinska kiselina, 19: luteolirO7glukozid, 20: hiperozid, 21: kvercetin@-glukozid, 22: rutin, 23: apiin, 24-kumarinska
kiselina, 25: apigenin B-glukozid, 26: mircetin, 27: kvercitrin, 28: kemé13-O-glukozid, 29: sekoizolaricirezinol, 30: 3,4-dimkstcimetna
kiselina, 31: bajkalin, 32: daidzein, 33: matainestj 34: kvercetin, 35: naringenin, 36: cimetnaekisa, 37: luteolin, 38: genistein, 39: kemferol,

40: apigenin, 41: izoramnetin, 42: hrizoeriol, B3jkalein, 44: amentoflavon, 45: hina kiselina.
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Slika 38 LC/MS-MS hromatogram ekstrakta heMseteucrium:1: galna kiselina, 2: katehin, 3: epigalokatehitaga: protokatehinska
kiselina, 5: hlorogenska kiselina, 6: epikatehin,2/5-dihidroksibenzoeva kiselina, p:hidroksibenzoeva kiselina, 9: eskuletin, 10: kafen
kiselina, 11: vanilinska kiselina, 12: siringinskeelina, 13:p-kumarinska kiselina, 14: skopoletin, 15: umbebfer 16: ferula kiselina, 17:
viteksin, 18: sinapinska kiselina, 19: luteolirO7glukozid, 20: hiperozid, 21: kvercetin@-glukozid, 22: rutin, 23: apiin, 24-kumarinska
kiselina, 25: apigenin B-glukozid, 26: mircetin, 27: kvercitrin, 28: kemé13-O-glukozid, 29: sekoizolaricirezinol, 30: 3,4-dimkstcimetna
kiselina, 31: bajkalin, 32: daidzein, 33: matainestj 34: kvercetin, 35: naringenin, 36: cimetnaekisa, 37: luteolin, 38: genistein, 39: kemferol,

40: apigenin, 41: izoramnetin, 42: hrizoeriol, B3jkalein, 44: amentoflavon, 45: hina kiselina.
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Slika 39. LC/MS-MS hromatogram ekstrakta heMeurticifolia: 1: galna kiselina, 2: katehin, 3: epigalokatetyat, 4: protokatehinska
kiselina, 5: hlorogenska kiselina, 6: epikatehin,2/5-dihidroksibenzoeva kiselina, p:hidroksibenzoeva kiselina, 9: eskuletin, 10: kafen
kiselina, 11: vanilinska kiselina, 12: siringinskeelina, 13:p-kumarinska kiselina, 14: skopoletin, 15: umbebfer 16: ferula kiselina, 17:
viteksin, 18: sinapinska kiselina, 19: luteolirO7glukozid, 20: hiperozid, 21: kvercetin@-glukozid, 22: rutin, 23: apiin, 24-kumarinska
kiselina, 25: apigenin B-glukozid, 26: mircetin, 27: kvercitrin, 28: kemé13-O-glukozid, 29: sekoizolaricirezinol, 30: 3,4-dimkstcimetna
kiselina, 31: bajkalin, 32: daidzein, 33: matainestj 34: kvercetin, 35: naringenin, 36: cimetnaekisa, 37: luteolin, 38: genistein, 39: kemferol,

40: apigenin, 41: izoramnetin, 42: hrizoeriol, B3jkalein, 44: amentoflavon, 45: hina kiselina.
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Slika 40. LC/MS hromatogram smeSe standarda: 1: galnaikéseR: katehin, 3: epigalokatehin galat, 4: pratekinska kiselina, 5:
hlorogenska kiselina, 6: epikatehin, 7: 2,5-dihkdibenzoeva kiselina, §-hidroksibenzoeva kiselina, 9: eskuletin, 10: kafdmselina, 11:
vanilinska kiselina, 12: siringinska kiselina, I8kumarinska kiselina, 14: skopoletin, 15: umbebfer 16: ferula kiselina, 17: viteksin, 18:
sinapinska kiselina, 19: luteolin @-glukozid, 20: hiperozid, 21: kvercetin@-glukozid, 22: rutin, 23: apiin, 24-kumarinska kiselina, 25:
apigenin 70©-glukozid, 26: mircetin, 27: kvercitrin, 28: kem&r3-O-glukozid, 29: sekoizolaricirezinol, 30: 3,4-dimksicimetna kiselina, 31.:
bajkalin, 32: daidzein, 33: matairezinol, 34: kwdna, 35: naringenin, 36: cimetna kiselina, 37:edblin, 38: genistein, 39: kemferol, 40:

apigenin, 41: izoramnetin, 42: hrizoeriol, 43: l@gin, 44. amentoflavon, 45: hina kiselina.
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3. FarmakoloSka aktivnost

3.1.Ispitivanje antioksidantne aktivnosti

Organizam se od o&tenja slobodnim radikalima Stiti antioksidantnim iemma
(superoksid dizmutaza, katalaza, ksantin oksidaglatation zavisni enzimi), kao i
jedinjenjima poput askorbinske kiselirefokoferola i glutationa (Datta i sar., 2000). Kako
ovi mehanizmi zasStite mogu biti naruSeni kod razh patoloSkih procesagesto su
antioksidantni suplementi esencijalni za borbu desidativnim oStéenjima. Tokom
poslednjih decenija raste interes istraZavaza prirodne antioksidanse, kao posledica

ustanovljene karcinogenosti sintetskih (Valyovarn.,s2009).

3.1.1.In vitro ispitivanje antioksidantne aktivnosti

Acetonsko-vodeni ekstrakti odabranfleronicavrsta testirani su u pogledu antiradikalske
aktivnosti testom sposobnosti neutralizacije DPPadlikala, kao i u pogledu ukupne
antioksidantne aktivnosti FRAP testom. Ispoljenaivalost ekstrakata i butil hidroksitoluena
(BHT) kori&enog za pordenje, data je abeli 32

DPPH je slobodni organski radikal koji se korisdi @adrelivanje sposobnosti "hvatanja”
slobodnih radikala antioksidanasa zahvaljupjegovoj velikoj osetljivosti (Zou i sar., 2004).

lako su ispitivani ekstrakti pokazali zZtegnu dozno-zavisnu inhibiciju DPPH radikala,
njihova aktivnost nije bila snaznija od aktivnodHT. Koncentracija neophodna za
"hvatanje” 50% prisutnih DPPH radikala varirala pd 12,58 do 25,2dg/ml, dok je 1Go
vrednost za BHT iznosila 9,58/ml.

FRAP test je jednostavan i brz metod koji meri kagilonu sposobnost antioksidanasa.
FRAP vrednosti ispitivanih ekstrakata kretale suode2,10 do 4,85 mmol Edg. Najvea
redukciona sposobnost pokazana je za eksWfakeéucriumsto je u saglasnosti sa njegovim
antiradikalskim efektom, dok je najniZa aktivnoabeleZena za ekstrakt urticifolia.

Dobijeni rezultati pokazuju da su ispitivaieronicavrste snazni antioksidantni agensi
koji mogu da utiu na spréavanje slobodnoradikalskih procesa zasnovanih aasfieru

elektrona.
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Tabela 32 Antioksidantna aktivnost ispitivanMeronicavrsta uin vitro testovima

Uzorak DPPH 1Go vrednost FRAP vrednosti
(ng/ml) (mmol Fé/g)

V. jacquinii 25,24 3,74

V. teucrium 12,58 4,85

V. urticifolia 22,70 2,10

BHT 9,57 10,58

Prethodnim ispitivanjima je za pojedifveronicavrste, kao i za neka iz njih izolovana
jedinjenja, pokazano da ispoljavaju zago antioksidantno delovanje. Harput i sar. (2011)
pokazali su visoku antiradikalsku aktivnhost za vodekstraktV. officinalis ciji je efekat
(ICs0 iznosi 40,93 pg/ml) uporediv sa efektom ekstrakestiraninh u okviru ove doktorske
disertacije. U istom ispitivanju, ekstrakti drugispitivanih vrsta pokazali su slabiju
antioksidantnu aktivnost (kg se kretala od 53,96 do 390,09 pg/ml). Osim togajewi
ekstrakt nadzemnog déla cuneifoliasubsp.cuneifoliau zna&ajnoj meri neutralisao je DPPH
radikal (1G¢=32,9 pug/ml), dok je aktivnost ekstrak¥a cymbalaria(IC5,=153,6 pg/ml) bila
znatno niza (Saracoglu i sar., 2011). Snaznu aRfBD aktivhost (16=14,1 ug/ml),
uporedivu sa aktivnés BHT-a (IGo=12,3) ispoljava V. polita(Harput i sar., 2002a).

DosadaSnja istrazivanja ukazuju da su najajmgi antioksidansi biljnog porekla raziii
polifenoli (flavonoidi, fenolkarbonske kiselineli)s lako veoma raznovrsna, ova jedinjenja u
osnovi sadrze jednu ili viSe fenolnih grupa, kajedenori vodonik&ime neutraliSu slobodne
radikale (Kuké-Markovi¢, 2013).

Antioksidantna aktivnost flavonoidnih jedinjenjavisa od broja i polozaja hidroksilnih
grupa u prstenovima A, B i C, kao i od prisustvastwke veze izn# polozaja C2 i C3
(Balasundram i sar., 2006). &ebroj hidroksilnih grupa (nakato u prstenu B) zra i vecu
sposobnost flavonoida za hvatanje slobodnih radikbke i Kim (2010) pokazali su da
antioksidantna aktivnost opada sléde redom: flavanolil flavanonil flavoni. Visoka
antiradikalska aktivnost kvercetina najia delom je posledica prisustva 1,2
dihidroksibenzen (katehol) grupe u prstenu B. Ipako je kvercetin snazan antioksidans, za
najveti broj njegovih derivata pokazano je da ispoljavajidu aktivnost u podenju sa
slobodnim aglikonom, Sto je posledica blokiranjarbksilnih grupa Se&ernim ili alkoksil

substituentima (Materska, 2008). Za hiperozid kvaycetin, dominantne derivate kvercetina
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u vrstiV. jacquinii Sukito i Tachibana (2014) pokazali séwenti-DPPH aktivnost u odnosu
na askorbinsku kiselinu i kvercetin @&21,6 i 27,5 i mM za izokvercitrin i hiperozid i B7i
32,2 mM za askorbinsku kiselinu i kvercetin). Sagdr strane, za glikozilovane kvercetin
derivate pokazana je smanjena sposobnost redukeijgl) do Fe(ll) jona u FRAP testu
(Prochazkova i sar., 2011).

Na osnovu strukture bajkalina moze se pretpostdeitie aktivan antioksidans. Njegova
anti-DPPH aktivnost bila je slabija u odnosu naocasksku kiselinu, mé&utim, snaznija u
odnosu na BHT (Peng-Fei i sar., 2013). Srednjg W&dnost u DPPH testu za bajkalin iznosi
16,4 pg/ml, dok je FRAP testom ufeno da je njegova ukupna redukciona sposobnost
shaznija u odnosu na askorbinsku kiselinu i BHT.

Tehnikom elektrospin rezonancije (ESR) aldnea 1G, vrednost izoskutelarein 7-O-[6"-
O-acetilB-D-alopiranozil-(1->2)]-p-D-glukopiranozida iznosila je 66 pg/ml. Anti-DPPH
aktivnost ovog jedinjenja bila je ¥& u odnosu na BHT, odnosno jednak&okoferolu
(Saracoglu i sar., 2004a). Visok sadrzaj ovog jedia u ekstraktl/. teucriummoze biti
odgovoran za najée ispoljenu aktivnost nal ispitivanim ekstraktima.

Fenolkarbonske kiseline prisutne u ispitivanim amsd takde pokazuju snaznu
antiradikalsku aktivnost. Hidroksicimetne kiselingje su i zastupljenije u analiziranim
ekstraktima, ostvaruju snazniju aktivnost u odnoswdgovarajée hidroksibenzoeve kiseline
zahvaljujuei prisustvu boénog propeinskog lanca. Konjugovana dvostruka veaaam lancu
moze stabilisati fenoksil radikal rezonantnim ebekt na taj néin snazéi antioksidantnu
aktivnost aromatnog prstena (Natella i sar., 1999). Efekat hidraksetnih kiselina u
odnosu na sintetske antioksidanse opada &laderedom: kafena>hlorogenska>
tokoferol>ferula>BHT (Chen i Ho, 1997). Za hlorogkn kiselinu 1@, vrednost u DPPH
testu iznosi 9,3 uM (Akihisa i sar., 2013), dolhjena FRAP vrednost za 44%d¢aeu odnosu
na FRAP vrednost akteozida (Georgiev i sar., 2011).

Razlitim in vitro testovima pokazano je da fenilpropanoidni glikozidluju kao snazni
inhibitori oksidacije lipoproteina male gustine euot razléitih mehanizama kao Sto su
hvatanje slobodnih radikala i heliranje metalningpa zahvaljuijéi fenilpropanoidnoj grupi u
njihovoj strukturi (LOpez-Munguia i sar., 2011).a Akteozid prisutan u sva tri ispitivana
ekstrakta utwena je snazna antiaradikalska aktivnost, uporedsa aktivno&u
butilhidroksitoluena (BHT) i zn@mjno ve&a od aktivnostia-tokoferola (Kuké-Markovic,
2013). Delazar i sar. (2008) pokazali su dg Hkteozida u DPPH testznosi 7,9ug/ml. U

vrstama Plantago depressaWilld. i Plantago medial., dominantna fenilpropanoidna
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jedinjenja akteozid i plantamajozid ujedno su i ifgehja odgovorna za izraZzenu
antiradikalsku aktivnost ovih biljnih vrsta (Oleoik i sar., 2011). Upravo ova dva jedinjenja
dominantni su fenilpropanoidi u ekstraktu vr§teteucriumkoji je pokazao i najzriajniji
antioksidantni efekat u oba vitro testa.

Sadrzaj ukupnih fenola u ispitivanim ekstraktimakgmao je slabu korelaciju sa
pokazanom antioksidantnom aktividaS Slaba povezanost moze biti posledica &aitli
faktora: npr. samo flavonoidi sa odezmiom strukturom polozajem hidroksil supstituenata u
molekulu mogu delovati kao proton donori i ispoljgntiradikalsku aktivnost. Dodatno,
merenje ukupnih fenola primenom Folin-Ciocalteuaase mora nuzno biti dobar indikator
antioksidantne aktivnosti usled magwsti interferencije (Ghimre i sar., 2011). Osingap
jos jedan od razloga slabe korelacije moze bitiinergizam polifenolnih jedinjenja
medusobno, kao i sinergizam sa drugim komponentamsuimim u ekstraktu. Prethodna
ispitivanja pokazala su da i iridoidi prisutni Meronica vrstama pokazuju snaznu

antiradikalsku aktivnost.

3.1.2.In vivoispitivanje antioksidantne aktivnosti

Rezultati dobijeniin vitro analizom pokazali su da su ispitivani ekstraktikasni
antioksidansi. Ipak, ove rezultate neophodno jevrplit i in vivo testovima. lzmene u
strukturi polifenolnih jedinjenja tokom metahidih procesa mogu zgajno uticati na
njihovu bioloSku aktivnost, uklgujuci i redoks potencijal (Santos i sar., 2008). Osigat
prooksidantni efekti fenolnih jedinjenja mogu pdistanaajni uin vivo uslovima ukoliko su
slobodni tranzicioni metali uklteni u oksidacione procese (Prochazkova i sar.,)204ddel
hepatotoksinosti indukovane ugljen tetrahloridom (GXl¢esto se koristi za procenu
antioksidantnog delovanja biljnih ekstrakata | @@nih jedinjenja (Kaurinovii sar., 2011).

Mehanizam hepatotoksiosti CC) je slozen i zasnovan je na stvaranju reaktivnih
metabolita trihlormetil (CGl) i trihlormetil peroksi radikala (C@D,) nakon aktivacije
enzima citohroma P450. Ove reaktivne vrste su dpesaa se kovalentno vezu &lijske
makromolekule. Napadom na polineZasie masne kiseline delijskoj membrani, ovi
slobodni radikali zap®inju proces lipidne peroksidacije i posl&du lartanu reakciju.
Posledice toga su promena permeabilngsijske membrane, kao i membrana mitohondrija i
endoplazmatskog retikuluma. Usled naruSenog irt#grimembrana dolazi do izlaska
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mikrozomalnih enzima i porendgja sekvestracije kalcijuma delijske homeostaze, Sto
zna&ajno doprinosi osteenjucelije (Kuki¢-Markovi¢, 2013).

Efekat ispitivanih ekstrakata na nekoliko biohekiljsparametara oksidativnog stresa
procenjivan je u homogenatu jetre pacova tretirasahCCJ kao generatotom slobodnih
radikala. Analizirani su intenzitet lipidne peratacije (LPx), sadrzaj glutationa (GSH), kao i
nivo aktivnosti glutation peroksidaze (GSHPXx), gtidn reduktaze (GR), peroksidaze (Px),
ksantin oksidaze (XOD) i katalaze (CAT). Dobijepzultati prikazani su Tabelama 33 i
34. Intraperitonealna primena ekstrakata je odabram&sto oralne primene kako bi se
izbegle mogte hemijske izmene nakon oralne primene ekstrakbtaporeienju sa
kontrolnom grupom, kod zivotinja kod kojih je primjen CCk pokazana je z®ajna
redukcija CAT, Px i GR aktivnosti, kao i nivoa G$HPx. Nije prim&ena zn&ajna izmena
XOD aktivnosti.

Ksantin oksidaza je enzim koji koristi ksantin Hipoksantin kao supstrat i,Ckao
kofaktor za proizvodnju superoksid jon®%) i mokra:ne kiseline (Chung i sar., 1997). SluZi
kao zngajan bioloski izvor slobodnih radikala koji doprge oksidativnom ostenju zivih
tkiva. Rezultati dobijeni u okviru ove disertacpetvrdili su da CCJ ne dovodi do izmena u
aktivnosti XOD (ebovi i sar., 2006). Stni rezultati dobijeni su i u grupama Zivotinja
tretiranih ispitivanim ekstraktima.

Katalaza katalizuje razgradnju,®, do vode i kiseonika i Stitéelije od oksidativhog
oSteenja indukovanog putem B, (Preethi i sar., 2006). Kod Zivotinja koje su pitersamo
ekstrakte nije dosSlo do stati&i znatajnih izmena u aktivnosti CAT. Talle, povéanje
koncentracije primenjenog rezima nije dovelo do ema ovog parametra. Nakon primene
CCl, doslo je do skoro trostrukog pada aktivnosti ergzirdok je kombinovana primena
ekstrakata i CGlrezultovala dozno zavisnim paanjem aktivnosti enzima. Svi ispitivani
ekstrakti primenjeni u dozi 100 mg/kg thznasajno su redukovali efekat CObdrzavajéi
aktivnost CAT na fizioloSkom nivou zabelezenom untkolnoj grupi. Nije pokazana
statisttki znatajna razlika u efektima ekstrakata u zavisnostoigde vrste.

Peroksidaza katalizuje redukciju hidroperoksida&udjijuci i H.O, i na taj ndin Stiti
¢elije od peroksidativnog o&tenja (Sandhir i Gill, 1999). Intraperitonealna peima 2 ml/kg
t.m. CC}, izazvala je smanjenje aktivnosti Px u homogenetrej Sto ukazuje na paianje

produkcije BO,. Svi ispitivaniVeronicaekstrakti u kombinovanom tretmanu sa C@dveli

"t.m. — telesna masa
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su do dozno zavisnog padanja aktivnosti Px. Primenjeni u dozi 100 mg/kg éaj@o su
redukovali hepatotok&nost CCJ vracajujci nivo Px na nivo blizak fizioloSkom.

Glutation je ¢elijski neenzimski antioksidans sa Zapom ulogom u zastitéelija od
oksidativnog stresa. Smanjenje nivoa GSH u jetrvegano je sa tok&mo&u brojnih
hemijskih supstanci, uklfwjuci i CCl, (Tirmenstein i sar., 2000). Kod grupe zZivotinjadko
koje je primenjen samo CgdoSlo je do velikog smanjenja nivoa GSH, Sto uj@ana
zn&ajno osStéenja celija jetre. EkstraktiV. jacquinii i V. teucriumprimenjeni u dozi 100
mg/kg redukovali su efekat C{ha GSH sadrzaj, véajuéi ga na nivo zabelezen u kontrolnoj
grupi. Povéanje nivoa GSH u jetri moze biti posledide novoGSH sinteze ili GSH
regeneracije.

Glutation peroksidaza katalizuje redukciju hidrapesida putem GSH. Dakle njena
glavna funkcija je zastitéelija od Stetnog efekta endogeno formiranih hidroksida (Preethi
I sar., 2006). Samostalna primena ekstraktarticifolia u dozi 100 mg/kg t.m. zgdajno je
redukovala GSH-Px aktivnost ukazéijuna smanjenu produkciju .. Tretman Zivotinja sa
CCl, doveo je povéanja aktivnosti ovog enzima, dok je kombinovanangna sa ekstraktima
dozno zavisno smanjila aktivnost GSH-Px u homogeneatre. Samo 70%-ni acetonski
ekstraktV. teucriumuspeo je da u potpunosti zastiti hepatocite o#dgmnerene produkcije
slobodnih radikala izazvane primenom ¢;Glo je u saglasnosti sa njegovim efektom na nivo
GSH.

Osnovna funkcija glutation reduktaze je odrzavangokog nivoa GSH i niskog nivoa
glutation disulfida (GSSG) (Kulinsky i Kolesnichemk2009). Ovaj enzim redukuje potrebe
za GSH sintezom. Nakon pojedéme doze CGCl dolazi do snaznog pada aktivnosti
pomenutog enzima. Ztano smanjenje nivoa GSH u korelaciji je sa redokei GR
aktivnosti. Simultana primena ispitivanih ekstrakatCCl, dovela je do dozno zavisnog
poveanja GR aktivnosti, ali i dalje je taj nivo bio ssscki znafajno razléit u odnosu na
kontrolni. lako su odgovaraje vrednosti ostale nize u pdemju sa bazalnom GR
aktivnoZu, zastitni efekaVeronicaekstrakata bio je nesumnjiv. Prema nasim ispifinaan
nije bilo zn&ajnih razlika u efektu ispitivanih ekstrakata uisawsti od biljne vrste.

Pojatana lipidna peroksidacija merilo je membranskogdes$tja, kao i izmene u strukturi
i funkciji ¢elijske membrane. Smatra se da je jedan od osnawuritka CCJ indukovanog
oksidativnog stresa upravo lipidna peroksidacijgepuslobodnih radikala izvedenih iz GCI
(Recknagel i sar., 1989). U okviru ove disertamjenzitet LPx meren je kao nivo formiranja

reaktivnih vrsta tiobarbiturne kiseline (TBARS). &wivo je bio statistki znatajno nizi kod
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grupa Zzivotinja koje su primale samderonica ekstrakte u razitim koncentracijama u
odnosu na kontrolnu grupu. Pokazani efekat bicgjerazeniji kod zivotinja koje su primale
V. jacquiniiekstrakt. Intraperitonealna primena ¢€azno je indukovala formiranje TBARS
u poretenju sa kontrolom. U grupama Zivotinja koje su m@en kombinovan tretman,
ekstraktiV. jacquiniii V. teucriumprimenjeni u dozi 100 mg/kg smanijili su nivo foramih
TBARS do nivoa zabelezenog u kontrolnoj grupi ifipsi znatajan hepatoprotektivan efekat.

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske diserfacpokazuju da ispitivani ekstrakti
imaju zastitnu ulogu u oksidativnom streSeronicaekstrakti redukovali su nivo slobodnih
radikala odrzavaijti fizioloSki nivo enzimskih i neenzimskih antioksitlasa, kao i lipidne
peroksidacije. Prema rezultatima sadzaja GSH i TBAIR/oa zakljgeno je daVv. jacquiniii
V. teucriumpokazuju skni antioksidantni efekat koji je nesto izrazenipdnosu na efekat.
urticifolia u oksidativnom stresu. Ovakav rezultat u saglasp@ssa prethodno prikazanim
rezultatimain vitro testova.

Prethodna ispitivanja su pokazala da oralna primalkaholnog ekstrakta herb¥.
officinalis statistéki znaajno smanjuje intenzitet lipidne peroksidacije u dalo
hepatotoksinosti indukovane primenom Cglali ne ostvaruje efekat na nivo GSH (Kiss i
sar., 2009).

O antioksidantnoj aktivnosti jedinjenja prisutnihigpitivanim taksonima postoje brojni
literaturni podaci.

U modelu hepatotok&nosti indukovane brombenzenom kod miSeva, bajkalimokazao
visok stepen zastite hepatocita od lipidne per@ajd. Njegov efekat bio je veod efekta
polifenola zelenog@aja, ili vitamina E. Efekat bajkalina na serumskionalanin transaminaze
(ALT) kod zivotinja koje su primile brombenzen patio je hepatoprotektivho delovanje
ovog jedinjenja (Zhang i Shen, 1997). Osim togabagkalin je pokazano da ima viSestruku
ulogu u oksidativnom stresu ukdjujuci hvatanje slobodnih radikala, inhibiciju enzima
uklju¢enih u produkciju slobodnih radikala (ksantin i NRB oksiadaza), povanje
aktivnosti enzima koji ¢estvuju u antioksidantnoj odbrani organizma (SODheliranje
metalnih jona (F€ i Ci**) (Cheng i sar., 2013).

Utvrdeno je da su 7-OB{D-alopiranozil-(3»2)-pB-D-glukopiranozil derivati 5,8-
dihidroksiflavona relativno snazni antioksidan&ja je aktivnost uporediva sa aktiviios
kvercetina (Kuké-Markovi¢, 2013). M@u njima je i izoskutelarein 7-GB{D-alopiranozil-
(1—2)]-B-D-glukopiranozil, dominantno jedinjenje u hekhiteucrium
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Hiperozid, jedan od dva dominantna derivata kvameeai ekstraktly. jacquinii u modelu
CCl; indukovanog akutnog oSienja kod miSa ispoljio je zastitni efekatcaamjem
antioksidantnih odbrambenih sistema organizma risuganjem inflamatornog odgovora
(Choi i sar., 2011). Silva i sar. (2009) pokazali da izokvercitrin, drugi glikozilovani
kvercetin zastupljen uV. jacquinii zna&ajno povéava toleranciju eukariotskog
mikroorganizmaSaccharomyces cerevisia HO, i menadion, generatore superoksidnog
jona. Snazan antioksidantan efekat izokvercitrirpg&azao i u modelu Gt indukovane
toksinosti kod miSeva Stite od lipidne peroksidacije i oksidativhog o&@ja proteina u jetri
i bubrezima (Li i sar., 2011).

Za akteozid koji je prisutan u sva tri ispitivankseakta ranije je utdeno da ispoljava
hepatoprotektivan efekat na modelu ¢£@dukovanog oStenja jetre kod miSeva (Lee i sar.,
2004). Primenjen kao pretretman u koncentracijind@kg i.p. akteozid vréa nivo GSH
nakon intoksikacije CGlna nivo zabelezen u kontrolnoj grupi eksperimenitakivotinja.
Osim toga dozno zavisno redukuje nivo lipidne perdécije jetre Sto se ogleda zamim
smanjenjem nivoa malondialdehida u serumu. Aktedakbie inhibira apoptozu i dalja
oSteenja jetre izazavana D-galaktozaminom i LPS-om.v@&@ayvatniji mehanizam je
neutralizacija slobodnih radikatdje stvaranje indukuje TNk; koji je centralni medijator u
ovim modelima hepatotoksiosti (Xiong i sar., 1999).

Aukubin primenjivan intraperitonealno u dozi 5 mgtm. tokom 15 dana kod pacova sa
streptozocin indukovanim dijabetesom &amjao je povéao aktivhost CAT, GPx i SOD (Jin i
sar., 2008). U humanoj fibroblastnéglijskoj liniji HS68, pretretman aukubinom (ig/ml)
umanjio je produkciju slobodnih radikala u oksigabm stresu indukovanom UVB
zraenjem za 34% (Ho i sar., 2005). Osim toga, u iststrazivanju, aukubin je pokazao
znaajno smanjenje nivoa lipidne peroksidacije i piarge sinteze GSH.

Zastitni efekat hlorogenske kiseline u modelu aona@tafenom indukovanog osienja
jetre zasnovan je povanju ekspresije katalitke jedinice glutamat cistein ligaze (GCI2Ch
samim tim i biosinteze GSH (Ji i sar., 2013). Preku hlorogenske kiseline, hina kiselina,
zastupljena u ekstraktimd. jacquiniii V. teucrium ostvaruje svoj antioksidantni efekiat
vivo stimulisanjem sinteze triptofana i nikotinamid@astrointestinalnom traktu (Pero i sar.,
2009).

8 Prvi korak u biosintezi GSH katalizovan je enzimghitamat cistein ligaza (GCL) koji se sastoji iz
kataliticke (GCLC) i regulatorne (GCLM) subjedinice (Lu rs2013).
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Na osnovu iznetih podataka jasno je da su jediajeizj grupe flavonoidnih i
fenilpropanoidnih heterozida, kao i fenolkarbonklezline nosioci antioksidantnog delovanja
ispitivanih biljaka. Obzirom da su ekstrakti vr&tajacquiniii V. teucriumispoljili nesto visi
antioksidantni potencijal, moze se zaklfuda su heterozidi izoskutelareina, kvercetina i

hlorogenska kiselina bar delom odgovorni za pokazieiovanje.
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Tabela 33 Efekat ispitivanih ekstrakata i CCha aktivhost XOD, CAT i Px u

homogenatu jetre pacova

Uzorak Grupa XOD CAT Px
Kontrola 1,93+0,17 9,56 +2,25 10,77 £ 1,89
Kontrola+ 1,89+0,20 3,35+1,88  492+1,03
CCl,
E: 2,02+0,27 9,55+1,97 9,29 + 0,78
E, 1,79+0,23 10,29 + 1,92 10,56 + 1,44
Veronica  Ej 2,03+0,24 10,79 +1,74 10,66 + 1,49
jacquinii E,+ CCl 1,79+0,14 4,10+248  462+0,768"
E,+CClL  1,93+0,20 658+2f8" 7,57+09%
Es+CCL  2,02+0,24 834+281 9,93+148"
E: 1,87+0,13 9,71 +2,00 10,29 + 2,24
E, 1,99+0,12 11,08 + 2,77 11,29 + 1,58
Veronica  E; 2,02+0,26 10,76 +2,17 11,75 + 3,05
urticifolia E;+CCL  1,86+003 4,95+27 4,19+1,79
E,+CClL 1,78+0,12 599+1,68 6,12+1,43"
Es+CCl, 1,79+0,21 754+180 10,56 +2,28"
E: 1,94+0,09 9,30+ 1,97 11,12 + 2,85
E, 1,81+0,11 10,88 + 2,37 11,74 + 1,65
Veronica  E; 1,77+0,17 10,76 + 2,22 12,61 + 2,41
teucrium E:+CCL  1,90+0,12 3,81+2,07  4,09+0,98"
E,+CClL  1,79+0,23 579+1,63"" 499+148"
Es+CClL  1,72+0,24 8,98+4,27 8,49 + 2 5¢

Legenda: Rezultati su prikazani kao srednja vretda&D. za 6 Zivotinja. Aktivnost XOD, CAT i

Px izraZena je u nmol/mg proteina mifiStatistitka razlika u odnosu na kontrolnu grup8tatistitka

razlika u odnosu na negativnu kontrolnu grupu (445p<0,05;” p<0,001.
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Tabela 34 Efekat ispitivanih ekstrakata bi CGla biohemijske parametre u homogenatu jetre pagova GSH, intenzitet LPx, aktivnost

GSHPx i GR)
Uzorak Grupa GSH GSHPx GR LPx

Kontrola 4,97 £1,37 8,50 £ 1,27 6,10 £ 1,60 219881
Kontrola ~ + 0,73+0,46" 21,27 + 6,67 1,23+ 0,58~ 9,66 + 1,4%"
cCl,
E: 4,26 + 0,53 8,43+ 1,05 6,00 + 0,35 1,98 + 6,59
E, 4,35+ 0,80 8,64 + 0,81 6,63 + 0,69 1,83 + 6,45

Veronica Es 4,18 + 0,37 7,26 +1,80 6,60 + 1,24 1,78 + 078

jacquinii E.+ CCl, 0,70 + 0,22 27,28 +2,64" 1,24 +0,58" 7,18 + 2,48
E, + CCl 1,74 + 0,50 22,07 +1,98" 2,84 +1,07" 4,57 +2,08"
Es+ CCly 3,74 +0,3%" 15,77 +1,36" 4,40 +1,18"" 2,03+0,88"
E: 5,67 + 0,87 8,79+1,11 6,16 + 1,40 3,10+ 0,29
E, 6,51 +1,11 9,57 + 1,67 6,88 +1,17 2,90 + 0,48

Veronica Es 7,61+0,52 6,42 + 1,68 7,16 £ 1,01 2,83 £0,36

urticifolia Ei+ CCl 0,54 +0,22" 21,87 +2,58" 1,12+ 0,60 8,01+ 0,98
E, + CCl, 1,73 + 0,28 20,07 +1,88" 1,17 +0,827 6,21 +1,1F"*"
Es+ CCly 3,21+0,69" 14,25 + 2,407 2,62+0,76™" 4,03+0,78""

Veronica = 511 +£0,70 8,70+£1,04 6,01 +£1,68 3,01+£0,73

165



teucrium E> 4,57 +£0,39 7,69 +1,57 6,99 + 0,91 2,93+0,13

Es 3,81+0,75 7,15+ 1,47 7,14+ 1,75 2,89 +0,21
E.+ CCl, 0,51 +0,28" 24,08 + 2,88" 1,20 + 0,487 8,19 +2,29"
E, + CCl 1,70 + 0,38™"" 20,57 +1,98" 2,00 +0,97" 5,62 +0,56™""
Es+ CCly 4,63 +0,3%" 9,30 +3,1% 3,62+ 0,88 3,11+ 1,08"

Legenda: Rezultati su prikazani kao srednja vredfioS.D. za 6 Zivotinja. Nivo reaktivnih vrsta tebiturne kiseline (TBA-RS) izraZzen je u nmol
MDA ®/mg proteina; SadrZaj redukovanog glutationa (Gigk?en je u nmol GSH/mg proteina. Aktivnost GSHIBR izraZena je u nmol/mg proteina fmin

*Statistitka razlika u odnosu na kontrolnu grup8tatistitka razlika u odnosu na negativnu kontrolnu grup@Ch); “p<0,05;” p<0,001.

® Malondialdehid
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3.2. Ispitivanje neuroprotektivne aktivnosti

Centralni nervni sistem (CNS) je veoma osetljivokaidativha oSteenja posredovana
reaktivnim oblicima kiseonika i azota zbog veliketaboltke aktivnosti, znéajne koltine
polinezasienih masnih kiselina, a sa druge strane slabe ksndi@ntne zastite (Jovanayi
2011). Pored niske aktivnosti antioksidantnih ergirkrvno-mozdana barijera redukuje
preuzimanje pojedinih antioksidanasa kao Sto jenvih E u neurone i glijéelije (Shukla i
sar., 2011). Usled pajanog oksidativnog stresa u mozgu se nakupljaju ¢ceste
biomakromolekuli: karbonilovani i nitrirani protejnlipidni peroksidi, kao i 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin, marker oksidacije DNK molekula (ifai ¢, 2012).

Terminom neuroprotektivnost definiSe se homeostats&hanizam unutar centralnog
nervnog sistema koji Stiti neurone od apoptozeddigeneracije kao posledice akutnog
oSteenja mozga ili hrognih neurodegenerativnin oboljenja. Terapija neurtgktivnim
agensima danas se koristi kod Parkinsonove i Atcaggve bolesti i multiple skleroze (Kim,
2010).

Neuroprotektivni efekat acetonsko-vodenih eksti@kadabranihVeronica vrsta
ispitivan je testom kisele fosfataze u kulturi hum@aneuroblastomskéelijske linije SH-
SY5Y. Ova linija setesto koristi kao model zéelije slicne neuronima, jer poseduje mnoge
biohemijske i funkcionalne osobine neurona (Xiear.s 2010). Ispitivani ekstrakti su
rastvoreni u DMSO, préemu je najvéa finalna koncentracija ekstrakta pri kojoj DMSO ne
ostvaruje uticaj n&elijsku vijabilnost iznosila 5ug/ml. Uticaj ekstrakata na prezivljavanje
¢elija ispitivan je nakon kombinovanog tretmana stra (1 mM natrijum nitroprusida/100
uM H20») i najvete pripremljene koncentracije ekstrakata.

Kod neurodegenerativnih oboljenja zapazeno je n@ajp azot monoksida (NO) koiji
proizvode aktivirani astrociti i mikroglijalnéelije u koncentracijama viSim od fizioloskih.
Posledica ovoga je nitrozativni stres koji se ktaake nastankom reaktivnih azotnih vrsta i
koji moze biti uzrok smrti neurona. Smatra se dajawolekul toksine efekte ispoljava
inhibicijom komponenti transportnog lanca elektromamitohondrijama, Sto dovodi do
gubitka potencijala membrane mitohondrija i ostisbga citohroma u citosol. Citohront
zatim aktivira kaspaze, koje nizom kat&kih reakcija razaraju sadrzéglija, dovodéi do
fragmentacije DNK molekula i smrti neurona apoptaz@ ovilovi¢, 2012). Kao donor NO u

ovom ispitivanju primenjen je natrijum nitroprusi®NP), koji na dozno-zavisan dia
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smanjuje vijabilnost SH-SY5¥elija u kulturi. Lim i sar. (2009) pokazali su daap stresor
smanijuje vijabilnost SH-SY5¥elija humanog neuroblastoma.

lako je HO, slab oksidans i lako se neutraliSe u prisustvu CAISH-PX, u prisustvu
unutacelijskin metalnih jona kao Sto su joni Fe i Cu donldo formiranja visoko toksnih
hidroksil radikala iz HO, koji posledéno dovode do ostenja makromolekula uklfiwjuci
DNK, proteine i lipide membrane (Okuda i sar., 1996

Rezultati ispitivanja neuroprotektivne aktivnoststrakata herbi odabranih taksona roda
Veronica dati su uTabeli 35 Ekstrakti su ispoljili blagu protektivnhu aktivrio§to se
manifestuje powanjem prezivljavanjatelija izlozenih SNP (9,7-12,0%) ili D, (17,0-
18,3%). Najjai zastitini efekat u kulturi SH-SY5Xelija tretiranin SNP-om je pokazao
ekstrakt V. jacquinii dok je najefikasniji kodéelija tretiranih sa BD, bio ekstraktV.
teucrium Prethodna ispitivanja pokazala su da metanolsiraktV. peregrinainhibira NO

produkciju putem supresije inducibilne azot oksidetaze (iINOS) (Jeon, 2012).

Tabela 35 Poveéanje SH-SY5Y celijske vijabilnosti nakon pretretmana ispitivanim
ekstraktima

Ekstrakt Veronica jacquinii ~ Veronica teucrium  Veronica urticifolia
70%-ni acetonski 70%-ni acetonski 70%-ni acetonski

ekstrakt ekstrakt ekstrakt
Pove&anje celijske 12,0+2,6 9,7+3,8 11,0+£3,5
vijabilnosti (%}
Poveanje celijske 17,0+4,6 18,3+4,9 17,0£3,6

vijabilnosti (%)

Testirani ekstrakti primenjivani su kao pretretma0, min pre dodatkdSNP ili °H,0,. Poveanje
¢elijske vijabilnosti predstavljeno je kao procebatalnog nivoa vijabilnosti (100%) pridenog kod
netretiranihéelija. Rezultati su izraZeni kao srednja vrednoSCttri nezavisna merenja.

Da bi utvrdili da li mehanizam zasStitnog dejstvaitivanih ekstrakata uklguje i
neutralisanje slobodnih radikala u kulturi neurgbdana tretiranih stresorima, pema je i

produkcija superoksid jona 0), kao i intenzitet lipidne peroksidacije.
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Slika 41 Uticaj ispitivanih ekstrakata na kéinu superoksidnog radikala éelijama
izlozenim SNP stresoru
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Slika 42 Uticaj ispitivanih ekstrakata na kéilnu superoksidnog radikala éelijama
izloZzenim HO, kao stresoru
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Slika 43 Uticaj ispitivanih ekstrakata na ké&itiu TBARS ucelijama izlozenim SNP kao
stresoru
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Slika 44. Uticaj ispitivanih ekstrakata na kéilnu TBARS ucelijama izloZenim HO, kao
stresoru

Intenzitet lipidne peroksidacije kvantifikovan jerafenjem nivoa reaktivnih vrsta
tiobarbiturne kiseline (TBARS). Nakon primene sbr@sSNP i HO, doSlo je do statistki
znaajnog poveéanja nivoa TBARS u odnosu na kontrolu. Preinkulaai@jija sa ispitivanim
ekstraktima zn&jno je inhibirala produkciju TBARS indukovanu penom SNP, ali nije
ostvaren statistki znaajan efekat na nivo TBARS indukovan primenogOpl Statisttkom

analizom nije pokazana razlika u efektu ispitivaeiistrakata u zavisnosti od biljne vrste.
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U uslovima primene odabranih stresora zapazili staodolazi do pouw&nja sinteze
superoksidnog anjona 0. Pretretman SH-SY5Y¥elija ispitivanim ekstraktima smanijio je
produkciju @~ nakon izlaganja SNP, ali nije ostvaren stafistiznatajan efekat na
produkciju ovog radikala indukovanu primenomQd kao stresora. Zgajniju inhibiciju
produkcije superoksidnih jona indukovanu SNP st@so postigli su acetonsko vodeni
ekstrakti nadzemnog dela jacquinii (54,0%) iV. urticifolia (56,3%)ciji je efekat uporediv.
Statsittkom analizom pokazano je da je u istom testu ispaljaktivhost vrst®. teucrium
nesto slabija.

Vecu neuroprotektivnu aktivnost ispitivani ekstrakbkazali su kod oStenja neurona
indukovanog oksidativnim u odnosu na nitrozativines, pricemu nema statiski znatajnih
razlika u efektu ispitivaninh vrsta. Dobijeni reatlt svedée da je za ispoljeno
neuroprotektivno delovanje kod primene SNP kaaset@odgovoran mehanizam "hvatanja”
slobodnih radikala, dok kod primene,®} to nije sl&aj. Prema mehanizmu delovanja
neuroprotektivni agensi mogu biti grupisani u nétmkategorija: hvaté slobodnih radikala,
antiekscitotoksini agensi, inhibitori apoptoze, neurotrofni agansiodulatori jonskih kanala
(Kim, 2010). Osim toga, moge je da ovi neuroprotektivni agensi indukuju ushodn
regulaciju endogenih antioksidantnih enzimavivo, i na taj ndin ostvaruju "indirektan”
antioksidantni efekat (Stevenson i Hurst, 2007).

Neuroprotektivni efekat velikog broja polifenolnidinjenja rezultat je njihovog prolaska
kroz krvno-mozdanu barijeru nak@ega direktno &estvuju u hvatanju ROS i RNS, kao i u
heliranju tranzicionih metala (Kovacsova i sar.1@0 Najve&i broj prirodnih proizvoda sa
neuroprotektivnim delovanjem pripada klasi flavateii fenilpropanoida (Kim, 2010). Od
dominantnin komponenata ispitivanih ekstrakata stayr do sada su akteozid, bajkalin,
aukubin, izokvercitrin i hiperozid testirani u pedu neuroprotektivnhog delovanja. Deng i sar.
(2008) pokazali su da akteozid antagonizuje apap8id-SY5Y ¢elija indukovanu primenom
1-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridina (MPB. U njihovom ekperimentu, tretmaselija sa MPP
tokom 24h indukovao je porast procenta apoptoz83)8%, dok je pretretman akteozidom
tokom 12h u koncentracijama 0,1; 1,0 i 10,0 mgluievao ovaj procenat na 29,5; 15,3 i 8,6.
Dodatno, akteozid izolovan iz listozallicarpa dichotomaRaeuschel (Verbenaceae) ispoljio
je zna&ajan neuroprotektivan efekat u modelu glutamatodukovane neurotok&nosti u
primarnoj kulturi kortikalnincelija pacova (Koo i sar., 2006). Primenjen u kon@mjama 1
i 10 uM redukovao je nivo oslokienog NO sa 64,9 na 29,2 i 1984, Sto je odgovaralo

kontrolnom nivou (18,2uM). Osim toga, u pomenutim koncentracijama redukoya
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formiranje peroksida sa 483,8 na 331,1 i 219,5tnih jedinica (AU) (kontrolni nivo
iznosio je 217,4 AU). Autori zakljtuju da je akteozid smanjio produkciju ROS obnaygan
antioksidativnhog odbrambenog sistema (nivo GSHya&st enzima SOD, GPx | GRjja je
inhibicija indukovana primenom glutamata kao strasékteozid ispoljava neuroprotektivho
delovanje i na SH-SY5¥elijama kod kojih je oSteenje indukovano primenofiramiloidnih
plakova (Wang i sar., 2009). Primenjen u koncen@am 20 i 30ug/ml kao pretretman
redukovao je produkciju ROS i indukovanu mitohojadinu disfunkciju uklj@uju¢i smanjen
membranski potencijal, povan odnos proteina Bax/Bg¢loslob@anje citohroma c i cepanje
kaspaze-3. Akteozid primenjen kao pretretman u &otraciji 10, 20 i 40 mg/l tokom 6 h
statistéki znaajno je indukovao osloldanje laktat dehidrogenaze nakon primene rotenona
(0,5 puM/l) (Gao i Pu, 2007). Esposito i sar. (201f9kazali su da je u osnovi
neuroprotektivnog efekta akteozida nishodna regaladnflamacije. Preinkubacija
akteozidom (10-10@g/ml) u modelu inflamacije CNS-a indukovane primenbakterijskog
endotoksina/citokina (lipopolisaharid/interferor) na dozno zavisan #ia inhibirala je
ekspresiju proinflamatornih enzima iNOS i COX-2.

Za brojne flavonoide pokazano je da ispoljavajuroprotektivno delovanje telijskim i
Zivotinjskim modelima putem razitih mehanizama kao Sto su ublaZzavanje oksidativhog
stresa, ekscitotok&uosti i apoptoze neurona. Pojedini flavonoidi intaju enzim acetilholin
esterazu, ciljno mesto delovanja u terapiji Alchajave bolesti. Flavonoidi inhibiraju i
neurinflamatorne procese koji doprinose patogenearodegenerativnih oboljenja (Romano i
sar., 2013). Xu i sar. (2013) pokazali su da bajkatahvaljujéi sposobnosti hvatanja
peroksinitrit radikala, ispoljava neuroprotektivndelovanje kod povreda nastalih u
cerebralnoj ishemiji. Primenjen u koncentraciji 200, bajkalin je kod HO, indukovanog
oSte&enja primarnih neuronm vitro zna&ajno poveéao celijsku vijabilnost i aktivnost SOD
(Cheng i sar., 2013). Dodatno, pretretman bajkatiid00 mg/kg, i.p.) inhibirao je potanje
nivoa lipidne peroksidacije, sadrzaj NO i smanjealdivhosti GSH u modelu epilepsije
indukovane pilokarpinom (Liu i sar., 2012a). Gaear. (2001) pokazali su da bajkalin u
koncentraciji 10 UM znmmjno Stiti SH-SY5Y ¢elije od oStéenja indukovanih primenom
H,O,. Ovaj flavonoid antagonizuje pos@nje koncentracije Ga unutaréelije indukovano
primenom HO..

| za glikozilovane derivate kvercetina postoje brdjteraturni podaci koji ukazuju na
njihovo neuroprotektivno delovanje. Welijskom modelu Parkinsonovog oboljenja

indukovanog primenom 6-hidroksidopamina u PG&Hjama pacovskog feohromocitoma,
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primenjen kao pretretman (1QM) izokvercitrin je pokazao zkajan zastitni efekat
stimulacijom antioksidantnih enzima (SOD, CAT i GRXGSH (Magalingam i sar., 2014).
Liu i sar. (2012b) pokazali su da hiperozid Stitinparnu kulturu kortikalnin neurona od
oSteenja indukovanog liSavenjetelija kiseonika i glukoze, Sto je @eno reperfuzijom. U
ovom ispitivanju hiperozid primenjen u koncentrat)-100uM smanijio je INOS ekspresiju
putem inhibicije NF<B aktivacije.

Najsnazniji efekat ekstrakte. jacquinii na intenzitet lipidne peroksidacije indukovane
primenom SNP, moZe se objasniti i prisustvom hlernsie kiseline u naj¢gem procentu.
Oboh i sar. (2013) pokazali su da ova fenolna kiaelzn&ajno redukuje formiranje
malondialdehida u mozgu pacova nakon izlaganja 8K&e stresoru.

Iridoidi takade ispoljavaju neuroprotektivno delovanje. Za aukule pokazano da
ispoljava zastitnu ulogu kod neurodegenerativnitoljenja indukovanih oksidativnim
stresom. Primenjen u dozama 5 i 10 mg/kg kod pacgevastreptozocin indukovanim
dijabetesom, aukubin ostvaruje neuroprotektivnoowkehje putem redukovanja sadrzaja
lipidnih peroksida, kao i regulisanjem aktivnosttiaksidantnih enzima i smanjenjem
aktivnosti sintetaze azotnog oksida (NOS) (Xueri,s2009). Osim toga, Xue i sar. (2012)
pokazali su da pri koncentraciji 0,1 mM aukubin sjuge procenat apoptozéelija linije
PC12 pacovskog feohromocitoma tretiranibOpisa 31,0 + 3,0 na 23,1 £ 1,1. Aukubin
zn&ajno poveéava njihovu vijabilnost u podenju sa netretiranintelijama i redukuje
oslobatanje ("curenje”) laktat dehidrogenaze iz njifr.

Za sve ispitivane ekstrakte herbi odabranih takgm@azano je da deluju antioksidantno,
pa se moze pretpostaviti da takva njihova aktivndsiom doprinosi i njihovom
neuroprotektivnom delovanju. Dok je u modelu neegeheracije indukovane nitrozativnim
stresom glavni mehanizam neuroprotektivhog delavatirektno “hvatanje” slobodnih
radikala, pri¢emu je najaktivniji bio ekstrakV. jacquinii, u modelu neurodegeneracije
indukovane oksidativnim stresom to moze biti usteodegulacija endogenih antioksidantnih
enzima. Ovo se natio odnosi na ekstrakt herb€. teucrium koji medu ispitivanim
taksonima najsnaznije stimuliSe endogene enzime C&BHPx za koje se zna da mogu

redukovati HO, do molekula HO, a koji ispoljava i najsnazniji efekat u datomdalu.

1% Gubitak intracelularne LDH i njeno oslatsnje u medijum sa&elijama indikator je ireverzibilne

¢elijske smrti kao posledice ogtmnjacelijske membrane (Gémez-Lechén i sar., 2002)
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3.3. Ispitivanje antiinflamatorne aktivnosti

Inflamacija se danas smatra glavnim uzrokoniine hronénih oboljenja kao Sto su
dijabetes, Alchajmerovo oboljenje, astma i ateraiskda (Ayissi Owona i sar., 2013). Tokom
inflamatornog procesa makrofagi i endotekt®dije stvaraju veliku koliinu faktora rasta,
citokina i slobodnih radikala (ROS i RNS) koji momazvati oStéenje DNK molekule. Na
taj n&in hronicna inflamacija predstavlja i uvod u malignitet (Eael-Chirino i sar., 2013).
Brojne epidemioloSke studije pokazale su da prieogedinjenja igraju zr@jnu ulogu u
prevenciji, ublazavanju i &enju hronénih inflamatornih oboljenja (Pan i sar., 2010).

Eikozanoidi, uklj¢uju¢i prostanoide i leukotriene, proizvodi su metabokz
arahidonske kiseline i mogu biti snazni medijatafiamacije. Kao lipidni medijatori oni
igraju kljucnu ulogu kako u fizioloskim, tako i u patoloSkimopesima. Familije enzima
ciklooksigenaza i lipooksigenaza odgovorne su zaabmdizam arahidonske kiseline i
proizvodnju prostaglandina i leukotriena. Ovi enzipnedstavljaju ciljno mesto delovanja
supstanci koje se koriste u terapiji inflamacijeldy astme i alergije (Greene i sar., 2011).

Podaci o tradicionalnoj primeni pojediniferonicavrsta kod razliitin zapaljenja koZe i
sluzokoze bili su povod za ispitivanje antiinflamraie aktivnosti 70%-nih acetonskih
ekstrakata tri ispitivana taksona. U cilju atik@nja antiinflamatornog potencijala ekstrakata i
standardnih jedinjenja aspirina i kvercetina prijean je prethodno opisana (Lesjak, 204x)
vivo metoda zasnovana na ¢gaju potencijala inhibicije enzima ciklooksigenagn@€OX-1)

i lipooksigenaznog (12-LOX) puta metabolizma arahigke kiseline. Kao intaktrielijski
sistem, odnosno izvor COX-1i 12-LOX enzima kéeisi su humani trombociti, a inflamacija
je izazvana dodatkom dvovalentne kalcijumove jor®f823184 (kalcimicin) i kalcijum-
hlorida. Produkcija metabolita (12-HHT, TXBPGE kao proizvoda ciklooksigenaznog puta
i 12-HETE kao proizvoda lipooksigenaznog puta meliama arahidonske kiseline) gena

je primenom visoko osetljive i spedifie LC-MS/MS metode (Lesjak, 2011). Stepen
inhibicije odreten je na osnovu odnosa povrSine pikova pomenutitalbiobta i internog
standarda, a rezultati su prikazaniabeli 36. Dakle, primenom ovex vivotehnike, pored
podataka o ukupnom antiinflamatornom potencijalkbigmo i podatke na osnovu kojih je
mogute pretpostaviti mehanizme delovanja ispitivaninteksta.

Standardi kvercetin i aspirin, kao i testirani eikti herbi odabranih/eronica vrsta
pokazali su dozno zavisnu inhibiciju produkaiggiri pracena metabolitéSlike 45-47)
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Svi ispitani acetonsko-vodeni ekstrakti herbi odalin taksona inhibirali su produkciju
12-HHT metabolita postizi ICso vrednosti od 0,4\(. urticifolia) do 2,033 mg/ml V(.
teucrium). Ove vrednosti bile su ¥e od vrednosti dobijenih za aspirin §£0,001 mg/ml),
dok kvercetin u ispitanom opsegu koncentracija4€Q@0 ug/ml) nije pokazao inhibitornu
aktivnost.

Acetonsko-vodeni ekstrakt vrsié urticifolia jedini je pokazao inhibiciju produkcije
PGE metabolita (1G=2,279), dok su druga dva ekstrakta ostala neaktpum ispitivanim
koncentracijama. Pokazani efekat bio je nizi odktefestandardnih jedinjenja aspirina
(IC50=0,004 mg/mL) i kvercetina (g=0,054 mg/mL).

Pri inhibiciji produkcije TXB metabolita postignute Kg vrednosti iznosile su od 0,4
(V. urticifolia) do 2,779 Y. teucriun). Ove vrednosti bile su ¥e od vrednosti dobijenih za
aspirin (IG¢=0,006 mg/mL) i kvercetin (16=0,013 mg/mL). Na osnovu pokazanih rezultata
zakljweno je da je mi ispitivanim taksonimaV. urticifolia pokazala zn&jno vei
potencijal inhibicije COX-1 enzima. Dobijeni rezafit moze biti zné&jan za budéa
ispitivanja, obzirom da je nivo ovog konstitutivn@gmzima povéan kod razlitih tipova
karcinoma, pa njegovi selektivni inhibitori moguicatti na rast, proliferaciju i apoptozu
karcinomskih ¢elija. COX-1 enzim moZe biti cilino mesto za preei@n i terapiju
epitelijalnog karcinoma jajnika (Daikoku i sar.,08). Dodatno, redukcija rastelija linija
HTB26 i MCF-7 humanog karcinoma dojke u prisustvatekina pokazala je da ovaj
sekundarni metabolit kao i drugi COX-1 inhibitorredstavljaju potencijalne agense za
terapiju karcinoma dojke (McFadden i sar., 2006).

Enzim 12-LOX, kao 1 proizvodi njegove aktivnhosti am zn&ajnu Wwlogu u
proliferaciji tumorskihéelija. Zna&ajno ve&i nivo ovog enzima zabelezen je u malignim u
odnosu na benigneelije tumora prostate, pankreasa, dojke tal(Lesjak, 2011). Osim toga,
12-LOX je ukljwen u progresiju raglitih hroniénih oboljenja kao Sto su psorijaza,
ateroskleroza i reumatoidni arthritis (Simin i s&013). Metabolit 12-HETE ukljien je u
modulisanje proliferacije i apoptoze tumorskéiija i jedan je od kljanih parametrara koji se
odnose na njihov metastaski potencijal (Schneid&ucar, 2005). 1z navedenih razloga
pronalazenje potencijalnih inhibitora 12-LOX daf@seoma aktuelno. Ispitivani ekstrakti su
inhibirali i 12-LOX enzim, ali nisu dostigli vredsb kvercetina (16=0.084 mg/ml).
Najsnazniju inhibiciju produkcije 12-HETE metabalipostigao je ekstrakt vrsté jacquinii
(IC50=1,072 mg/ml), dok je najslabija inhibicija pridena za ekstrakt vrsteé. urticifolia
(IC50=3,992 mg/ml).
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Za sve ispitivane ekstrakte nadzemnog dela oddbtaksona rod&eronicapokazano
je da ostvaruju zrajnu antioksidantnu aktivnost, pa se moze pretpiistda ona delom
doprinosi ispoljenim antiinflamatornim efektima.

Rezultati dobijeni u okviru ovog ispitivanja u saghosti su sa podacima o njihovoj
primeni u narodnoj medicini. lako sWeronica vrste ¢esto primenjivane u tradicionalnoj,
orijentalnoj medicini kod razitih inflamatornih stanja, farmakoloski efekti ovilista nisu
bili predmet ispitivanja w&g broja studija. Ipak, neki rezultati pokazalipatvrdu ovakvog
delovanja. Kupeli i sar. (2005) ispitivali su anflamatorni efekat vodenog i metanolnog
ekstrakta vrst&. anagalis-aquaticakao i izolovanih jedinjenja u testu karagenin@azivane
inflamacije Sape u pacova. Za razliku od vodenogtamolni ekstrakt ispoljio je ztajnu
antiinflamatornu aktivnost. U dozi od 500 mg/kger os ovaj ekstrakt suprimirao je
inflamatorni odgovor za 38,9%, Sto je uporedivefaktom referentnog NSAIL indometacina
koji je u dozi od 5 mg/kg suprimirao inflamaciju 28,3%. Meéu izolovanim jedinjenjima,
iridoidi verprozid i katalpozid ispoljili su najshaiju antiinflamatornu aktivnost bez
indukovanja vidljive akutne tok&nosti i gastdnog oStéenja.

Metanolni ekstrakt vrst¥. peregrinainhibirao 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 vrstd/. cymbalaria V. hederifolia V. pectinatavar. glandulosa V. persicai V.
polita. Ispoljeni antiinflamatorni efekat posledica jeospbnosti neutralizacije slobodnih
radikala (NO) proizvedenih u makrofagama.

Vodeno-etanolni ekstrakt herbé officinalis znaajno snizava citokinima indukovano
oslobatanje PGE u humanim epitelniméelijama pléa (A549 ¢elijama) putem inhibicije
ekspresije COX-2 u NkB signalnom putu. Kao glavhe komponente ovog ekidra
identifikovani su iridoidni glikozidi verprozid iarminozid (Grindemann i sar., 2013).

Razliti pro-inflamatorni agensi nastaju metabolizmom atadonske kiseline
reakcijama koje podrazumevaju formiranje slobodrdidikala (Smith, 1989). Moze se
zakljwiti da je visok sadrzaj fenolnih jedinjenja, za &g poznato da su hvaiaslobodnih
radikala, odgovoran za pokazano protivupalno deigvespitivanih ekstrakata.

Za pojedine biljne vrste koje se tradicionalno upbljavaju kod inflamatornih stanja,
pokazano je da kao glavne aktivhe sastojke sadite®Ad i druge feniletanske heterozide

(Kuki¢-Markovi¢, 2013). Akteozid znmmjno i koncentraciono zavisno inhibira osléaaje
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TXB, metabolita u humanim trombocitima, ali ne ispadjaefekat na produkciju PGRI
A23187 stimulisanim makrofagama (Diaz i sar., 20)stojéi literaturni podaci sved& o
ukljucenosti razltitih mehanizama u antiinflamatorno delovanje aki#®z nishodna
regulacija ekspresije intercelularnog adhezionoglefuda (ICAM-1)' na endotelnim
¢elijama (Hayashi i sar., 1996), aktivacija neuteofiAkbay i sar., 2002), influks T limfocita
(Hayashi i sar., 1994), inhibicija 5-lipoksigena@&mura i sar., 1987) i inhibicija protein
kinaze C (Herbert i sar., 1991). Talp akteozid umanjuje produkciju proinflamatornih
citokina, interleukina 10 (IL-10), faktora nekroagmorao (TNF-a), interferonay (IFN-y) i
granulocitno-makrofagnog faktora rasta kolonije (®&@F) i aktivnost mijeloperoksidaze
(MPO) kod akutnog i hrotinog kolitisain vivo (Kuki¢-Markovi¢, 2013).

Jedan od zrgajnih mehanizama antiinflamatornog delovanja flaoida jeste inhibicija
enzima ukljgenih u sintezu eikozanoida: fosfolipaze;, ACOX i 5-lipooksigenaze.
Delovanjem na COX oni smanjuju sintezu prostaglaadi znaajnih medijatora
inflamatornog procesa i na taj d@ moduliraju i sve ¢elijske odgovore u kojima
prostaglandini &estvuju. Samim tim, ublazavaju se i ostali aspaktamacije, kao Sto su
poviSena temperature, bol i oticanje inflamirancgsta (Popov, 2013). Za izoskutelarein 7-
O-(6"-O-acetil)-p-alozil-(1"" —2')- B-glukopiranozid  pokazana je neSto slabija
antiinflamatorna aktivnost u odnosu na akteoziandtelu PGE indukovanog edema Sapice
miSa, primenjen u dozi 100 mg/kg ovaj derivat iagskareina pokazao je maksimalnu
inhibiciju debljine otoka (23,4%) nakon 15 min, dekakteozid svoj maksimalni efekat (25,8
%) ispoljio nakon 30 minuta (Guvenc i sar., 20XD%im toga, Kupeli i sar. (2007) pokazali
su da je ovaj derivat izoskutelareina u smeSi seskiztelarein 7-O-[6"-O-acetiB-D-
alopiranozil-(1-2)]-6"-O-acetil-3-D-glukopiranozid ispoljio zn#&jno antiinflamatorno i
antinociceptivno delovanje bez indukovanja gastg oStéenja. Xu i sar. (2012) su pokazali
da izokvercitrin u LPS-stimulisanim RAW 264,7 mdiagama koncentraciono zavisno
inhibira PGE produkciju i COX-2 ekspresiju sa dEvrednostima 25 uM i 65 uM. Za
hiperozid, drugi derivat kverecetina zastupljen nstivV. jacquinii pokazano je da u
koncentraciji 5 uM ispoljava snazno antiinflamatorno delovanje u igigulisanim
peritonealnim makrofagama misa putem inhibicije dokcije TNFea, IL-6 i NO sa
maksimalnim stepenom inhibicije 32,31, 41,31 i 3043 (Kim i sar., 2011). U istom

ispitivanju hiperozid je inhibirao i NikB aktivaciju, kao i kB-a degradaciju. Lee i sar.

* Na mestu inflamacije oslotieni inflamatorni citokini indukuju ispoljavanje @41 na vaskularnim

endotelniméelijama, Sto je neophodan korak u migraciji leukntia mesto zapaljenja (Selakbvsar., 2002).
177



(2004) su utvrdili da hiperozid z&gno suprimira PGEiI NO produkcijuin vitro sa 1Gyo
vrednostima 24,3 i 32,0M.

Tabela 36 Odretene IGg vrednosti za COX-1 i 12-LOX inhibitornu aktivnost

ispitivani ekstrakata i standardnih jedinjenja

IC 50 (Mmg/ml)
Ekstrakt COX-1 inhibicija 1e-LOX
inhibicija

12-HHT PGE; TXB, 12-HETE
V. urticifolia <0,4 2,279+0,154 <0,4 3,992+0,260
V. jacquinii 1,176+0,069 n.d. 1,337+0,046 1,072+0,018
V. teucrium 2,033+0,109 n.d. 2,779+0,232 2,779+0,232
Aspirin 0,001+0,00008  4,98+0,06 x 0 5,58+0,53 x 10 n.d?
Kvercetin n.d2 53,63+2,47 x 18 12,57+0,26 x 18  0,084+0,007

®Nije dostignuta |G, pri ispitivanim koncentracijama

Budwi da je za vénu fenolnih jedinjenja detektovanih i kvantifikavi& u ispitanim
Veronica vrstama pokazano da su izuzetno potentni antiidtarni agensi, udena je
odgovarajda regresiona analiza u cilju ispitivanja korelacgadrzaja ovih jedinjenja i
pokazane antiinflamatorne aktivnosti. Zapa korelacija pokazana je izdwe stepena
inhibicije produkcije 12-HHT i sadrZzaja bajkalinatestiranim ekstraktima. Bajkalin se u
Japanu, Kini i Koreji koristi u terapiji inflamatoih stanja kao Sto su bronhitis, nefritis,
hepatitis, astma i atopijski dermatitis (Li i sa2000). Njegova antiinflamatorna aktivnost
povezuje se sa NkB faktorom, Sto 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 bakterijon€hlamydopila
pneumoniae.

U modelu karageninom indukovanog edema Sapice padderogenska kiselina je
ispoljila antiedematozno delovanje (Dos Santosri, s2006), dok je u LPS-aktiviranim
makrofagima regulisala produkciju inflamatornihogitha (Shan i sar., 2009).
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Za brojne iridoide pokazano je da deluju antiinfidorno putem inhibicije COX i LOX,
smanjuju ekspresiju i sintezu TNF+ IL-6 putem inhibicije NF<B (Kuki¢-Markovi¢, 2013).
Biljke koje sadrze aukubin se u orijentalnoj mediidioriste za I&enje reumatskih i drugih
zapaljenskih oboljenja. Nakon topikalne primenekudnin u dozi 0,1 mg u modelu 12-O-
tetradekanoliforbol-13-acetatom (TPA) indukovanogdema uva miSa ispoljava
antiinflamatornu aktivnost €ihu indometacinu (83,08 i 71,54% inhibicije edema za
indometacin i aukubin, redom) (Carrillo-Ocampo 1.s2013). Aglikon aukubina pokazuje
umerenu inhibiciju enzima COX-2 (§&=8,83 mM), i znatno nizu inhibiciju enzima COX-1
(IC50=68,90 mM) (Park i sar., 2010). Sam aukubin u nisti@stu nije ispoljio zrijniju
aktivnost. Benito i sar. (2000) pokazali su danhkibicija TX sintaze primarni mehanizam
putem kog iridoidna jedinjenja ispoljevaju svojetianflamatorno delovanje. Naime,
ispitivani iridoidi, meiu kojima je i aukubin, zri@jno su inhibirali oslob#anje TXB iz
humanih trombocita stimulisanih jonoforama Ca,ts@enom inhibicije nesto nizim u odnosu
na ibuprofen. Ovaj literaturni podatak u saglasnessa rezultatima dobijenim u okviru ove
disertacije, gde je naj¢a inhibiciju sinteze TXB postigao ekstrakV. urticifolia u kom je
jedino detektovano prisustvo aukubina. U istomtiganju (Benito i sar., 2000), nijedno od
testiranih iridoidnih jedinjenja nije ostvarilo s&icki znaajan efekat na produkciju PGE

Obzirom da su LOX osetljive na prisustvo antioksi@sa moze se zakf da pokazano
antioksidantno delovanje ispitivanih  ekstrakata odel doprinosi 1 utuwtenom
antiinflamatornom delovanju. Antioksidansi inhijiraformiranje lipidnih hidroperoksida
usled hvatanja lipidoksi- ili lipidperoksi- radikakoji nastaju tokom enzimske peroksidacije.
Na ovaj nain ograntava se raspolozivost lipidnih peroksida kao neopbgdsupstrata za
kataliticki ciklus LOX (Rackova i sar., 2007). Ovo se n#@i@ uocava u sldaju ekstrakata
herbi V. jacquinii i V. teucriumkoji su ispoljili snaznu 12-LOX inhibitornu aktiast, a
pritom i najsnaznije antioksidantno delovanje. $agd strane, obzirom da je ekstrakt
urticifolia pokazao najsnazniju COX-1 inhibiciju, ali i najsifa antioksidantnu aktivnost,
moze se zaklgiti da je neki drugi mehanizam u osnovi njegovodiiaftamatornog

delovanja.

179



1004 ) .

_
] .
—~ 804
g
= ]
I ya
T /
& 604 /
-
2 /
5 ] y
X |
: ol *
‘g 40+
o
o
S
2
= 204
£
o+——F¥r7—7—+—
0 2 4 6 8 10 12
Radna koncentracija VJ AV (mg/mL)
100 [
<4 ///
80
g
o~ 1 /
m /
X 60
2
S . /
3 |/
S 404 “m
o
3
8
E=
€ 201
0 T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
Radna koncentracija VJ AV (mg/mL)
100
I
~ 804
g
w
|_
s
T 60+ /
g /
2
‘S n
= /
32 404 |
< |
o
g J"
8
2 20{m
<
£
0 T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Radna koncentracija VJ AV (mg/mL)
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3.4.1In vivo ispitivanje citotoksiéne aktivnost (antitumorsko delovanje)

Maligna oboljenja su pored kardiovaskularnih bolestieti uzrok smrti Sirom sveta. Pod
karcinomom se podrazumeva grupa od preko 100 ¢it#zlioboljenja okarakterisanih
nekontrolisanim ¢elijskim rastom, lokalnom invazijom tkiva i udaljem metastazama
(Madhusudan i Middleton, 2005). Proces transforppaciormalne celije u tumorsku
(karcinogeneza) je viSefazan proces. Prva faza, ifazijacije, deSava se kada genoetije
pretrpi promene koje nakon toga ostaju neisprajdjeiti bivaju pogresSno ispravijene. ¥ie
broj mutacija potreban je za transformaciju norradelije u malignu, Sto obno zahteva i
duzi vremenski period. U fazi promocije, a&racelija se deli, tako formirajti premaligni
tumor. Pod dejstvom ragltih faktora tumor prelazi u poslednju, ireverzihil fazu
progresije. Nastajdelije — klonovi sa powanim kapacitetom proliferacije, invaziviiosi
sposobno& metastaziranja. Postepeno dolazi i do morfologkibmena u tkivu (Qic¢,
2010). Jedinjenja izolovana iz biljaka imaju vazalogu u otkrivanju i razvoju novih
hemioterapijskih agenasa. Jedan od pristupa pmtifdeaciji antikancerogenih agenasa
prirodnog porekla je izbor biljnih vrsta zasnovam etnomedicinskim podacima, i njihovo
testiranje modernim n&nim metodama. Obzirom da se u tradicionalnoj madizemalja
Azije pojedineVeronicavrste primenjuju u terapiji karcinoma (Harput r.s2002a), u okviru
ove disertacije ispitivan je efekat odabranih vr&tad Zzivotinja sa Erlihovim ascitnim
karcinomom (EAC).

Ovaj karcinom je inicijalno opisan kao spontani ramiearcinom glodara. U pitanju je
brzorastdi karcinom veoma agresivnhog ponaSanja. Njegovaadntptija indukuje lokalnu
inflamatornu reakciju, uz povanje ascitne zapremine i brojglija, Sto je u vezi sa
poveanjem peritonealne vaskularne permeabilnosti (Gareas, 2008).

Uklju¢enost slobodnih radikala u razvoj tumora je dobokuinentovana. Prethodna
ispitivanja su pokazala da su miSevi sa EAC podnveoksidativnim stresom u odnosu na
kontrolne Zzivotinje, Sto za posledicu ima pémeu oksidaciju proteina i lipida, kao i
redukovanje endogenih antioksidanasa u jetri (Al 2012). Ukoliko je oksidativni stres
ukljucen u nastanak EAC, odgovar&guterapija antioksidansom treba da zastiti od ovog
oSteenja. Kako bi ispitali hipotezu da je rast tumohskielija posledica izmene
antioksidantnog statusa u EA€lijama, kao pozitivha kontrola koégn je tiolni antioksidans
i prekursor glutationa N-acetil-L-cistein (NALCJ ébovis, 2008).
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Antitumorska svojstva ispitivanih ekstraktata i NBLprocenjivana su péanjem
parametara kao Sto su zapremina ascitesa, broysiihdelija i njihova vijabilnost.

Ascitna t€nost esencijalna je za rast tumora jer predst@&ijar hrane za rast tumorskih
¢elija (Agrawal i sar., 2011). U kliskim situacijama se formiranje ascite&ssto priméuje
kod pacijenata sa uznapredovalim karcinomom. Raizudobijeni u okviru ove doktorske
disertacije pokazuju da primena NACL Zamo redukuje ascitnu zapreminu kod miSeva sa
implantiranim EAC. Takde, primenjeni ekstrakti su statidti znatajno smanjili zapreminu
ascitesa, i to ekstraki. teucriumi V. urticifolia jednako efikasno kao NACL, dok je ekstrakt

V. jacquiniiostvario nesto slabiji efekat.

Tabela 37.Uticaj ispitivanih ekstrakata i NALC na parameaC

Grupa Broj ¢elija/mnt Zapremina ascites Vijabilnost¢elija (%)
(ml)

EAC kontrolna grupa 120500 £+ 10609 7,24 £ 0,48 & 2471

NALC grupa 110000 + 2280 3,78 £ 0,56 9,87 +1,39

V. jacquinii 137750 + 20934 5,75+ 0,54~ 7,85 + 3,09

V. teucrium 119583 + 19595 3,50 + 1,47 7,47 £2,42

V. urticifolia 107833 + 15512 3,87 +0,85 6,35+0,73"

Akumulacija ascitne taosti deSava se paralelno sa proliferacijom tumbrsielija
(Ozaslan i sar., 2011). Citotoksa aktivnost moze se odrediti kao smanjenje béejga
usledcelijske smrti, dok citostatska ili aktivnost inheje ¢elijskog rasta moze biti odtena
kao supresija povanja ¢elijskog broja, bez indukovanjéeelijske smrti. Primena NALC i
ispitivanih ekstrakata dovela je do blage reduk(yez statistikog zn&aja) broja tumorskih
¢elija u poréenju sa kontrolnom grupom, ukazéijina njihov onkostatski efekat. ANOVA
testom nije pokazana statii znatajna razlika u efektu ispitivanih ekstrakata najbro
tumorskihéelija.

Primena NALC nije pokazala efekat na vijabilnoghtarskih¢elija. U grupama zivotinja
koje su primale ekstrakte, statéli znatajno smanjenjeelijske vijabilnosti priméeno je
samo nakon aplikacij€. urticifolia ekstrakta.

Pretrazivanjem literature nisudeni podaci dn vivo ispitivanju antitumorske aktivnosti

Veronica vrsta, ali su u prethodnim ispitivanjima billke aiv roda pokazale snaznu
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citotoksiénu aktivnost na razlitim ¢elijskim linijjama. Metanolni ekstrakt vrsi. americana
ispoljio je citotoksénu aktivhost prema HF-6 i PCélijskim linijama humanih karcinoma
kolona i prostate, redom (Moreno-Escobar i sarl,320Iridoidna jedinjenja izolovana iz ove
vrste  $-hidroksi-6-O-(p-hidroksibenzoil)-tetrahidrolinarid  10-O-protokatehuil-katalpol
pokazala su aktivnost e od aktivhosti kamptotecina koji je kat&h kao pozitivna kontrola.
Osim toga, Saracoglu i Harput (2012) utvrdili suiddoidi prisutni uVeronicavrstama, u
zavisnosti od strukture, deluju citostatski ili atdkscno na ¢elijskoj liniji humanog
epidermoidnog karcinoma (Hep-2), humanog rabdomkosaa (RD), kao i n&elijskoj liniji
transgenih murinskih kelija (L-20B). Testirana jedinjenja nisu ispolji&otokstnost na ne-
kanceroznogelijskoj liniji bubreznih¢elija africkog zelenog majmuna (Vero). U pomenutom
ispitivanju aukubin primenjen u koncentraciji 0-2Q@@/ml nije pokazao efekat na rast
karcinomskihcelija.

Metanolni ekstrakti vrst&. persicaV. polita V. hederifolia V. pectinatavar. glandulosa
I V. cymbalariaispoljili su dozno-zavisnu citotoksiost prema KB i Bl&elijskim linijjama.
Frakcionisanjem je pokazano da su jedinjenja odgowa pokazanu aktivhost prisutna u
nepolarnoj, hloroformskoj frakciji ekstrakta (Hatpwsar., 2002a).

Malo je podataka an vivo ispitivanju antitumorske aktivnosti jedinjenja gutnih u
vrstama ispitivanim u okviru ove disertacije, ali gvrSena brojnan vitro ispitivanja sa
njima. Akteozid primenjen i.p. u koncentraciji 5@#ig kod C57BL/6 miSeva kao pretretman
tokom 13 dana pre injektovanja B16 melanomsédfija statisttki znatajno je povéao
prezivljavanje bolesnih Zivotinja (Ohno i sar., 2D0Osim toga, un vitro ispitivanjima
akteozid je pokazao snazno citotéksl delovanje prema sleflm tumorskim linijjama:
dRLh-84 ¢elijama hepatoma pacova, S-18fljama sarkoma, P-388/Dielijama limfoidnih
neoplazmi misa, HL-6@elijama humanog promijelocitnog limfoma i Hekalijskoj liniji
humanog epitelijalnog karcinoma (Saracoglu i 895).

Bajkalin, prisutan u ekstraktima vrsé. urticifolia i V. jacquinii, inhibirao je rast
inokuliranih SW62Ccelija kolorektalnog karcinoma kod misa (Chen i,s3012). Nakon 28
dana terapije primenjen u dozi 50 mg/kg bajkalimjgbirao rast tumora za 55%. it vitro
uslovima ovo jedinjenje ispoljava dozno i vremenglavisnu inhibiciju rasta humanih
mukoepidermoidnih Mc3 karcinomskéelija (Chiu i sar., 2011).

Literaturni podaci sved@ o zn&ajnoj antitumorskoj aktivnosti iridoidnih jedinjenkod
Zivotinja sa EAC. Naime, Pikroliv, smesa iridoidrghkozida, primenjerper osu dozi 375

mg/kg tokom deset dana dovodi do &jaog produzetka Zivota Zivotinja sa inokuliranim
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EAC, kao i do zné&ajne redukcije ascitne zapremine (Rajeshkumar.j 8801). Za aukubin
prisutan u vrstV. urticifolia nema podataka im vivo testovima, ali su Galvez i sar. (2005)
pokazali in vitro da aukubin antitumorski efekatvasuje putem inhibicije topoizomeraze I.
Ovaj enzim kontroliSe izmene u DNK strukturi kataln prekidanja i spajanja
fosfodiestarske osnove DNK lanaca tokom normaldedljskog ciklusa. Smatra se da
inhibitori topoizomeraze blokiraju fazu ligacijgme se generiSu jedno i dvotsmi DNK
prekidi, Sto dalje naruSava integritet genoma. &leet tih prekida naknadno dovodi do
apoptoze (Kamler i sar., 2013).

Navedeni podaci ukazuju da su jedinjenja iz grugeohoidnih, feniletanskih heterozida i
iridoidnih  sekundarnih metabolita nosioci pokazaaekostatske aktivnosti ispitivanih
ekstrakata. Ekstrakt herbé urticifolia koji sadrzi i najvéi procenat akteozida, aukubina i
bajkaleina ispoljio je najbolji antitumorski efekaDvakav rezultat nije u saglasnosti sa
rezultatima antioksidantnih testova, Sto ukazuje waosnovi pokazanog onkostatskog

delovanja leze neki drugi mehanizmi.

3.5. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti

Neracionalna primena antibiotika dovela je do pejarezistencije pojedinih
bakterijskin sojeva na njihovo delovanje. U sklask tim, pronalazak novih lekova sa
antibakterijskim delovanjem jedna je od &ajaijih oblasti istrazivanja danas. Prirodni
proizvodi su bogat izvor antimikrobnih agenasa aisksénosti, Sirokog spektra delovanja i
zadovoljavajde farmakokinetike (Cushnie i sar., 2003).

Prema dostupnim literaturnim podacima, odabraséwodaVeronicado sada nisu
ispitivane u pogledu antimikrobne aktivnosti.

Antibakterijska aktivnost 70%-nih acetonskih eakéta herbiV. jacquinii V.
teucrium i V. urticifolia testirana je bujon mikrodilucionim testom premaa@@r (+)
bakterijamaStaphylococcus aureusTCC 6538,Bacillus cereusumani izolatMicrococcus
flavus ATCC 10240, Listeria monocytogenedNCTC 7973, i Gram (-) bakterijama
Escherichia coli ATCC 35210, Pseudomonas aeruginosATCC 27853, Enterobacter
cloacaehumani izolat. Rezultati antibakterijskog delowamjati su uTabeli 38. Ispitivani
ekstrakati su ispoljili umerenu do slabu aktivnpstma svim testiranim sojevima bakterija.

Izuzev u sldaju sojaEnterobacter cloacgenajizrazeniji efekat prema primenjenim sojevima
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delovanje ovog ekstrakta u odnosu na G (-) bakteNjajizrazeniji je bio efekat prenta
aureus B. cereusi L. monocytogene§MIK 7,5 mg/ml), dok je najslabiju aktivhost ovaj
ekstrakt pokazao prenia aeruginosgMIK 22,5 mg/ml). U odnosu na ostale ekstraktebher
ovaj ekstrakt ima «@ sadrzaj derivata izoskutelareina i hrizoeriolaenMa dostupnih
literaturnih podataka o antibakterijskom delovadpminantnog jedinjenja izoskutelarein 7-
O-(6""-O-acetil)-p-alozil (1" —2'")- B-glukozida. Najizrazeniji efekat ekstrakt urticifolia
cloacae

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske diseifjmau skladu su sa rezultatima
ispitivanja antibakterijske aktivnosti metanolndgteakta vrsté/. montanagde je pokazano
da je rast testiranih mikroorganizama potpuno imaib pri koncentracijama od 7,5 do 22,5
mg/ml, pri¢emu je najvéa aktivnost ispoljena prenta. aureugStojkovi i sar., 2013). Sa
druge strane, Abu Ziada i sar. (2008) su pokazgdir alifuzionom metodom da metanolni
ekstrakt herbe/. anagallis-aquaticama najj&i efekat naBacillus subtillis dok je manje
efikasan prema sof8. aureus

O antimikrobnoj aktivnosti jedinjenja prisutnih igpitivanim taksonima postoje
literaturni podaci. Za akteozid koji je prisutarsva tri ispitivana ekstrakta je ranije pokazano
da ispoljava umereno antimikrobno delovanje. Njegawtibakterijska aktivnost prent
aureus je posledica inhibicije preuzimanja leucina, pemu se inhibira sinteza proteina
(Avila i sar., 1999). Vrednost MIK akteozida £ aureusznosi 65ug/ml (Pendota i sar.,
2013). Za bajkalin koji je prisutan u ekstraktinva urticifolia i V. jacquinii je pokazan
sinergistéki efekat sa tetraciklinom i oksitetraciklinom udpiji infekcija izazvanih visoko
rezistentnim sojevim&. aureugNovy i sar., 2011). Sa druge strane, rastvoré0&6%-nom
rastvoru natrijum karbonata (w/v) ili 0,1%-nom arjom hidroksidu (v/v) i primenjen
samostalno u koncentraciji od 1@0 nije pokazao efekat na raSt aureusE. colii P.
aeruginosa(Cushnie i sar., 2003). Za hlorogensku kiselinurdgno je da ne deluje na G (+)
bakterije (Kuké-Markovi¢, 2013).
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Tabela 38.Antibakterijska aktivnost odabraniferonicavrsta

V. jacquinii V. urticifolia V. teucrium Streptomycin
B MIC MIC MIC MIC
Bakterija
MBC MBC MBC MBC
22,5 7,5 7,5 0,030
Staphylococcus aureus
22,5 7,5 7,5 0,060
_ 22,5 22,5 7,5 0,010
Bacillus cereus
22,5 45,0 22,5 0,030
22,5 22,5 15,0 0,006
Micrococcus flavus
22,5 37,5 22,5 0,030
S 15,0 37,5 7,5 0,010
Listeria monocytogenes
22,5 45,0 15,0 0,030
_ 22,5 22,5 22,5 0,050
Pseudomonas aeruginosa
22,5 37,5 22,5 0,100
o _ 15,0 22,5 15,0 0,100
Escherichia coli
15,0 37,5 15,0 0,200
_ 7,5 15,0 15,0 0,050
Enterococcus faecalis
15,0 22,5 22,5 0,100
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ZAKLJU CCI

U skladu sa postavljenim ciljevima ove doktorskeetea na osnovu dobijenih rezultata

mogu se izvesti sledezakljucci:

1. U okviru doktorske disertacije izvrSeno je morfdoS hemijsko i
farmakoloSko ispitivanje tri taksona rod@ronical.: V. urticifolia Jacq.,V. jacquinii
Baumg.,V. teucriumL., Siroko rasprostranjenih na teritoriji Srbi@ve vrste su do
sada samo delifmo hemijski ispitivane, dok nema podataka o njilmvo

farmakoloSkom delovaniju.

2. Sa ciljem utvdivanja mikromorfoloskih obelezja, kao i anatomskeadg,
sprovedena je mikroskopska analiza sprasene hgrbpr&nih preseka lista i stabla
odabraninVeronicavrsta. Analizom sprasenog biljnog materijal&emo je prisustvo
sledé€ih zajednékih karakteristika: stoma anomocithog tipa u epitsu,
nezlezdanih, vigelijskih dlaka i Zlezdanih dlaka kapitatnog tipaikkdskopskom
analizom poprénog preseka lista prilene su jasne razlike samo na nivou broja
slojeva palisadnog tkiva. Dok je u listu vrsta urticifolia i V. teucriumprisutan
jednoslojni palisadni parenhim, u listu vrdfe jacquinii on je viSeslojan. Kod svih
ispitivanih vrsta pokazano je da &elije epidermisa lica krupnije agklija epidermisa
nalicja. Analiza poprénog preseka stabla pokazala je da je ono primamie g da
pripada tipu stabla bez provodnih sré@piRezultati histohemijske analize ukazali su
na prisustvo lipida, alkaloida, skroba i fenolnédinjenja u analiziranim taksonima.
Fluorescentnom mikroskopijom utieno je da su fenolna jedinjenja lokalizovana u
kutikularnom sloju, trihomima i lignificiranimtelijskim zidovima ksilema listova i

stabla.

3. Analiza sadrzaja teSkih metala primenom FAAS i GKSAU biljnim uzorcima

nije pokazala znmjne razlike izméu testiranihVeronica vrsta sa istog lokaliteta,
ukazuj«i na to da obrazac preuzimanja teSkih metala rgjealkderistika vrste. Na
osnovu sadrzaja Cr u herbi vrafa jacquiniii V. urticifolia raslih na serpentinskom

zemljiStu, zakljgeno je da one predstavljaju potencijalne hiperakatote ovog
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teSkog metala. Sadrzaj odreanih metala u uzorcima zemljiSta bio je &ekivanom

opsegu za odgovaraju geolosSku podlogu.

4, U okviru preliminarne hemijske analize u metanolnvodenim i 70%-nim
acetonskim ekstraktima ispitivaniNWeronica vrsta odrden je sadrzaj ukupnih

polifenola, fenilpropanoida i iridoida primenom kadmetrijskih tehnika.

a) Sadrzaj ukupnih fenola varirao je od 116,0 do 20t GAE/g suvog
ekstrakta, preemu je najvé sadrzaj zabelezen u ekstraktima hévbgcquinit

b) Sadrzaj ukupnih fenilporopanoida varirao je od 1dg238,0 mg akteozida/g
suvog ekstrakta. Uzorci vrsté teucriumbili su najbogatiji ovom klasom jedinjenja.

C) SadrZzaj ukupnih iridoida kretao se od 94,3 do 328 aukubina/g suvog

ekstrakta. Najv@ sadrzaj zabelezZen je u ekstraktima vkétarticifolia.

Obzirom da je spektrofotometrijska analiza izdwjl0%-ne acetonske ekstrakte kao
najbogatije pomenutim klasama jedinjenja, oni swbodni za dalju hemijsku i

farmakoloSku analizu.

5. HPLC-DAD i HPTLC tehnikama, uz kodénje standardnih supstanci, oikn
je sadrzaj aukubina i akteozida u 70%-nim acetonsstraktima ispitivanih taksona.
Dok je sadrzaj akteozida u ekstraktu hevbeurticifolia bio priblizno tri puta vé u
odnosu na njegov sadrzaj u herbama vk&tgacquiniii V. teucrium,za aukubin je
pokazano da je prisutan samo u ekstraktu h¥&tbarticifolia. Primetena razlika u
sadrZzaju jedinjenja oddenih primenom HPLC-DAD i HPTLC tehnika nije imala

statistéku zna&ajnost.

6. Kvalitativna i kvantitativha analiza ispitivanihkisona roda/eronicaizvrSena
je primenom LC-DAD/ESI-MS tehnike.

a) U ekstraktu herb¥. urticifolia glavnu frakcijucinili su flavoni (derivati apigenina

i luteolina), a pored njih su bili prisutni i deatr hidroksicimetnih kiselina (kafene

i p-kumarinske kiseline). Dominantna jedinjenja u tispinom ekstraktu bila su
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akteozid (14,92 mg/g suvog ekstrakta) i luteoli@-glukuronid (14,22 mg/g
suvog ekstrakta).

b) U ekstraktu herb¥. teucriumglavnu frakcijucinili su flavoni (derivati apigenina
i izoskutelareina), a pored njih su bili prisutrderivati hidroksicimetnih kiselina
(kafene i protokatehinske kiseline). Dominantndnghje u ispitivanom ekstraktu
je bio izoskutelarein D-(6""- O-acetil)f$-alozil-(1"" —2')- B-glukopiranozid
(26,33 mg/g suvog ekstrakta).

c) U ekstraktu herbd/. jacquinii glavnu frakcijucinili su derivati fenolkarbonskih
kiselina, kafene i protokatehinske kiseline. Osijih su bili prisutni i flavonoli
(derivati kvercetina) i flavoni (derivati luteolinaizoskutelareina). Dominantno
jedinjenje u ekstraktl/. jacquinii bio je feniletanoid akteozid (5,00 mg/g suvog
ekstrakta).

7. Dodatna saznanja o hemijskom sastavu herbi ispitiveaksona dobijena su
kvantifikacijom odabranih fenolnih jedinjenja (1dnlnih kiselina, 25 flavonoida, 3
kumarina i 2 lignana) i hina kiseline u 70%-nim tacskim ekstraktima primenom
visoko selektivne i specifne LC-MS/MS tehnike sa trostrukim kvadrupolom
masenim spektrometrom sa elektrosprej jonizacijéenolne komponente koje se
nalaze u zn&jnijoj koli¢ini u ekstraktima odabraniWeronicavrsta su hlorogenska
kiselina {. teucriun), bajkalin §. urticifolia i V. teucriun), izokvercitrin .
jacquinii) i hiperozid ¥. jacquini), kao i derivat cikloheksana hinka kiselind. (
jacquinii i V. teucriunm. lako u tragovima, genistein je po prvi put idékdvan u
familiji Plantaginaceae. Talle, novina je i prisustvo tri kumarina (umbeliferpna

skopoletina i eskuletina) \deronicavrstama.

8. In vitro antioksidantna aktivnost 70%-nih acetonskih ekstiea herbi
odabranihVeronica vrsta odrdena je spektrofotometrijski, primenom FRAP testa
(ukupna antioksidantna aktivnost) i DPPH testa fiadimacija DPPH radikala). U oba
testa ispitivani ekstrakti pokazali su #ampu dozno-zavisnu aktivnost. Nafee
redukciona sposobnost i antiradikalski efekat pakazsu za ekstrakt herb¥.

teucrium dok je najniza aktivnost zabelezena za ekstraktidV/ . urticifolia.

192



9. In vivo antioksidantna aktivnost je ispitivana na mode&pdiotoksinosti
indukovane primenom Cglkod pacova. Pt@njem biohemijskih parametara
oksidativnog stresa pokazano je da ispitivani ekstr imaju zaStitnu ulogu.
Odrzavajudi fizioloSki nivo enzimskih i neenzimskih antioksidasa, kao i lipidne
peroksidacije, primenjeni u dozi 100 mg/kg t.m. uleovali su nivo slobodnih
radikala. Prema rezultatima sadzaja GSH i TBARSoaiwzakljdeno je da u
oksidativnom stresu vrste. jacquinii i V. teucriumpokazuju skni antioksidantni
efekat koji je neSto izrazeniji od efekta vrate urticifolia, Sto je u saglasnosti sa

rezultatimain vitro testova.

10.  Neuroprotektivni efekat 70%-nih acetonskih eksttakadabranihVeronica
vrsta ispitivan je u kulturi humane neuroblastomé&kjske linije SH-SY5Y gde je
testom kisele fosfataze @en uticaj ekstrakata na prezivljavanje oviija nakon
njihovog kombinovanog tretmana sa stresorom (SNR2{D,). Ispitivani ekstrakti su
ispoljili blagu protektivnu aktivnost Sto se mamifevalo povéanjem prezivljavanja
¢elija izlozenih SNP (9,7-12,0%) ili 40, (17,0-18,3%). Najja zastitini efekat u
kulturi SH-SY5Y ¢elija tretiranin SNP-om je pokazao ekstrakt vigtgacquinii dok
je najefikasniji u prezivljavanjgelija tretiranih sa D, bio ekstrakt vrst&. teucrium
Pratenjem produkcije superoksid jona{Q, kao i intenziteta lipidne peroksidacije
zakljueno je da je za ispoljeno neuroprotektivno delowaglistrakata kod primene
SNP kao stresora odgovoran mehanizam “hvatanjabanih radikala, dok kod

primene HO, to nije slkaj.

11.  Antiinflamatorni efekat 70%-nih acetonskih ekstri@kadreien je primenonex
vivo metode zasnovane na f@eaju produkcije metabolita 12-HHT, TXB PGE kao
proizvoda ciklooksigenaznog puta i 12-HETE kao proda lipooksigenaznog puta
metabolizma arahidonske kiseline. Na osnovu doihijeezultata zakljteno je da je
medu ispitivanim taksonim&/. urticifolia pokazala zn&jno vei potencijal inhibicije
COX-1 enzima (16<0,40 mg/ml) , dok je najsnazniju inhibiciju prodijle 12-HETE
metabolita postigao ekstrakt vrste jacquinii (ICs0=1,07 mg/ml). Obzirom da svi
ispitivani ekstrakti pokazuju zgajnu antioksidantnu aktivnost, moze se pretpostavit
da takva njihova aktivnost delom doprinosi ispafjenantiinflamatornom efektu.
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12. Antitumorska svojstva ispitivanih ekstraktata mogvana su kod miseva sa
Erlihovim ascitnim tumorom ptanjem parametara kao Sto su zapremina ascitesa,
broj tumorskih¢elija i njihova vijabilnost. U dozi od 100 mg/kgimenjeni ekstrakti

su statisttki znatajno smanijili zapreminu ascitesa, i to ekstraksta¥. teucriumi V.
urticifolia jednako efikasno kao pozitivna kontrola NACL, dekekstrakt vrstev.
jacquinii ostvario nesto slabiji efekat. Tale® u grupama zivotinja koje su primale
ekstrakte doslo je do blage redukcije (bez stékis zn&aja) broja tumorskildelija u
poreienju sa kontrolnom grupom, Sto ukazuje na njiholkostatski efekat, dok je
statistéki znatajno smanjenjéelijske vijabilnosti priméeno samo nakon aplikacijé

urticifolia ekstrakta.

13. Antibakterijska aktivnost 70%-nih acetonskih ekisata herbiV. jacquinii V.
teucriumi V. urticifolia testirana je bujon mikrodilucionim testom pretiediri Gram
(+) i tri Gram (-) bakterije. Ispitivani ekstrakatu ispoljili umerenu do slabu aktivnost
prema svim testiranim sojevima bakterija. P je da su G (+) sojevi generalno
soja Enterococcus faecalisnajizrazeniji antibakterijski efekat ispoljio jekstrakt
herbe V. teucrium On je najvéu aktivhost pokazao prema bakterijama
Staphylococcus aureuBacillus cereus Listeria monocytogengiK 7,5 mg/ml). U

kod ekstrakta vrst¥. jacquiniito bio sojE. cloacae

14. Moze se zakljgiti da doktorska disertacija daje doprinos poznavan
sekundarnih metabolita prisutnih u herbi tri vrstela Veronica (V. urticifolia, V.
jacquinii i V. teucrium Sto moze biti od zriaja za dalja hemotaksonomska ispitivanja
kako samog rod&eronica tako i familije Plantaginaceae. Pokazana antaz#ina,
antiinflamatorna, neuroprotektivna i antitumorskaivanost ispitivanih taksona otvara
put daljim istrazivanjima u cilju primene ispitivianvrsta u fitoterapiji kao prirodnih

lekovitih sirovina.
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