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Uporedno hemijsko i farmakoloSko ispitivanje liofilizovanih infuza cvasti

predstavnika roda Filipendula Miller u Srbiji

Sazetak

Uvod: Filipendula ulmaria i F. vulgaris se tradicionalno koriste kod peptickog ulkusa i

bolnih stanja.

Cilj: Liofilizovani infuzi cvasti (LIC) ovih vrsta i1 izolovana jedinjenja F. vulgaris su
podvrgnuti hemijskim 1 farmakoloskim ispitivanjima u cilju preliminarne procene

terapijskog potencijala i opravdanosti zabelezene etnomedicinske primene.

Metode: Sastav LIC je utvrden HPLC-UV metodom. Antioksidantna i citotoksi¢na
aktivnost je procenjena in vitro, antiinflamatorno dejstvo i antiagregacioni potencijal ex
vivo u humanim trombocitima, dok su antihiperalgezijska, antiedematozna,

gastroprotektivna aktivnost i akutna toksicnost ispitani in vivo.

Rezultati i diskusija: LIC su se karakterisali visokim sadrzajem polifenola, izrazenom
antioksidantnom aktivnos$¢u, slabom sposobnos¢u inhibicije biosinteze eikozanoida i
citotoksi¢nos¢u. Antihiperalgezijsko dejstvo LIC (100-300 mg/kg) je bilo statisticki
znacajno 1 dozno-zavisno: EDso + SEM vrednosti u trenutku maksimalnog efekta su
iznosile 164,8 £ 15,4 mg/kg (F. ulmaria) 1 172,2 + 6,2 mg/kg (F. vulgaris). LIC (100-
300 mg/kg), telimagrandin I (40 mg/kg) 1 spireozid (50 mg/kg) su redukovali intenzitet
gastri¢nih lezija indukovanih etanolom. Nakon akutne primene velikih doza LIC, nisu
uoceni znaci toksicnosti u Zivotinja. U sprovedenim eksperimentima je pokazano da

flavonoidi, galna kiselina i telimagrandin II doprinose farmakoloskim efektima LIC.

Zakljuéak: Dobijeni rezultati podrzavaju primenu cvasti F. ulmaria i F. vulgaris u
tradicionalnoj medicini. Polifenoli su aktivni sastojci, $to ih ¢ini potencijalnim
markerima kvaliteta. Znacajna sli¢nost hemijskih 1 farmakoloskih profila ispitivanih
LIC ukazuje da bi vrste F. ulmaria i F. vulgaris mogle da budu ravnopravni bioloski

izvor biljne droge Filipendulae flos.

Kljucne reci: Filipendula vulgaris, Filipendula ulmaria, tradicionalna primena,

liofilizovani infuzi cvasti, flavonoidi, tanini, farmakoloska aktivnost.
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Comparative chemical and pharmacological investigation of lyophilized flower

infusions of the representatives of the genus Filipendula Miller in Serbia

Abstract

Introduction: Filipendula ulmaria and F. vulgaris are traditionally used in the

treatment of peptic ulcer and pain.

Aim of the study: Lyophilized flower infusions (LFIs) of these species and isolated
compounds of F. vulgaris were subjected to chemical and pharmacological
investigations with the goal to preliminary assess therapeutic potential and validity of

the recorded ethnomedicinal use.

Methods: Chemical composition of LFIs was analyzed by HPLC-UV method.
Antioxidant and cytotoxic activities were assessed in vitro, anti-inflammatory effect and
anti-aggregation potential were studied ex vivo in human platelets, whereas
antihyperalgesic, antiedematous, gastroprotective activities and acute toxicity were

investigated in vivo.

Results and discussion: LFIs were characterized by high polyphenolic content,
pronounced antioxidant activity, low capacity to inhibit biosynthesis of eicosanoids and
cytotoxicity. Antihyperalgesic effect of LFIs (100-300 mg/kg) was statistically
significant and dose-dependent: EDso = SEM values, obtained at the time of peak
effects, were 164.8 + 15.4 mg/kg (F. ulmaria) and 172.2 + 6.2 mg/kg (F. vulgaris). LFIs
(100-300 mg/kg), tellimagrandin II (40 mg/kg) and spiraeoside (50 mg/kg) reduced
intensity of gastric lesions induced by ethanol. After acute application of high LFIs
doses, signs of toxicity in animals were not observed. In performed experiments, it was
shown that flavonoids, gallic acid and tellimagrandin II contributed to the

pharmacological actions of LFIs.

Conclusion: The obtained data support use of F. ulmaria and F. vulgaris flowers in
traditional medicine. Polyphenols are active constituents, and hence potential quality
markers. Significant similarity of chemical and pharmacological profiles of tested LFIs
suggests that F. ulmaria and F. vulgaris could be equivalent biological sources of herbal

drug Filipendulae flos.
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1. UVOD

1.1. Familija Rosaceae — Ruze

Familija ruza obuhvata oko 3300 wvrsta rasprostranjenih u celom svetu,
dominantno na severnoj hemisferi. Njeni pripadnici su zeljaste biljke (jednogodisnje ili

visegodisnje), zbunovi i drvece (listopadno ili zimzeleno) (Janci¢ 1 Lakusi¢, 2017).

Listovi su naizmeni¢ni, prosti ili slozeni, sa zaliscima. Perijant je petoclan.
Krunica je horipetalna i aktinomorfna. Andreceum ¢ini veliki broj prasnika, dok
gineceum moze biti apokarpan, sinkarpan ili monokarpan. Plod je zbirni, koStunica ili
pomum. Neke vrste imaju trnove izdanackog porekla ili trnove nastale od epidermisa i
subepidermalnog tkiva. U flori Republike Srbije prisutni su predstavnici 26 rodova
(Janci¢ 1 Lakusi¢, 2017). Vrste ove familije imaju znacaj kao vocée, ukrasne i lekovite

biljke (ESCOP, 2003; Janci¢ i Lakusi¢, 2017).

Familija ruZa obuhvata cetiri podfamilije: Spiracoideae, Rosoideae, Maloideae i
Prunoideae (Ball, 1968; Janci¢ i Lakusi¢, 2017). U nekim sistemima klasifikacije (Flora

Srbije) navedene podfamilije imaju status samostalnih familija (Josifovi¢, 1972).

Podfamiliji Rosoideae pripadaju zeljaste ili drvenaste vrste sa cvetovima koji se
karakteriSu apokarpnim gineceumom i plodovima koji su naj¢es$¢e zbirna koStunica ili

oraSica (Janci¢ i Lakusi¢, 2017).

1.2. Rod Filipendula Miller

Rod Filipendula pripada podfamiliji Rosoideae (Ball, 1968). Obuhvata 16 vrsta,
preteZno rasprostranjenih u umerenoj 1 subarktickoj zoni severne hemisfere, narocito u
oblasti severoistocne Azije ukljucujuci Koreju, Japan, severoistocnu Kinu i isto¢ni Sibir
(Lee 1 sar., 2009; The Plant List, 2013). Pripadnici ovog roda su viSegodi$nje zeljaste
biljke sa rizomom. Listovi su perasto deljeni, perasti ili reznjeviti, sa zaliscima.
Cimoznometlicastu cvast ¢ini puno dvopolnih, belih, ruzi€astih ili purpurnih cvetova.
Casicnih listi¢a je 5 ili 6, isti je broj kruni¢nih listi¢a. Pra$nika je 20-40. Karpela je 6—
12. Plodi¢i su kozasti, jednosemeni, ne otvaraju se. Ime roda je nastalo od latinskih reci
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filum (konac) 1 pendulus (viseci), jer se na koncastim ograncima korena nalaze krtolasta

zadebljanja koja izgledaju kao da vise (Gaji¢, 1972).

U flori Evrope 1 Republike Srbije zastupljene su dve vrste ovog roda Filipendula

vulgaris Moench 1 Filipendula ulmaria (L.) Maxim (Ball, 1968; Gaji¢, 1972).

1.3. Filipendula vulgaris Moench (F. hexapetala Gilib., Spiraea
filipendula L.)

VisegodiSnja zeljasta biljka (narodni nazivi: suru€ica, koncara, mali paprat),
visine 30-80 cm, sa ¢vornatim, kosim rizomom. Na adventivnim korenovima rizoma
javljaju se karakteristicne duguljasto vretenaste do skoro loptaste krtole. Stabljika je
uspravna ili retko ustajuca, gola, retko u gornjem delu granata, okruglasta ili slabo
izbrazdana, sa veoma razmaknutim listovima, tanka. Listovi su isprekidano perasti, sa
825 pari vecih 1 duzih listi¢a. Sa lica su goli i tamnije zeleni, dok na nali¢ju mogu biti
goli ili slabo dlakavi u regionu lisnih nerava. Izmedu parova vecih listova se nalazi par
sasvim malih listova koji mogu biti perasto reznjeviti ili perasto nazubljeni. Zalisci koji
se nalaze na listovima rozete su smedi 1 kozasti, dok su zalisci gornjih listova zeljasti i
nazubljeni. Cvetovi su Sestoclani, relativno veliki, zuckastobeli, spolja bledoruZzicasti,
organizovani u metlicasto cimozne cvasti (Slika 1.1.). Prasnici su priblizno iste duZine
kao kruni¢ni listi¢i. Karpela je 9-12. Stubi¢ je zadebljao. Plod je sede¢a 3—4 mm

dugacka ahenija sa kratkim dlakama. Nije spiralno uvijen. Cveta u periodu maj—jul.

Najcesce raste na suvim do prilicno vlaZznim travnim mestima, dok se rede moze
sresti u suvim proredenim Sumama. Naseljava Evropu, Sibir, Kavkaz 1 Malu Aziju.
Pripada subborealnom flornom elementu. U Republici Srbiji je rasprostranjena (Ball,

1968; Gaji¢, 1972).



Slika 1.1. Cvast F. vulgaris.

1.4. Filipendula ulmaria (L.) Maxim. (Spiraea ulmaria L.)

VisegodiSnja zeljasta biljka (narodni nazivi: suruica, medunika, svinjurak),
visine do 2 m, sa simpodijalnim, horizontalno postavljenim rizomom. Adventivni
korenovi su koncasti. Stabljika je uspravna, uglasta, sa velikim brojem listova, u
gornjem delu je granata. Listovi su isprekidano perasti, kruti, sa 2—5 pari listi¢a. Listi¢i
su na licu goli, tamnozeleni, dok su na nalicju svetlozeleni ili belo pustenasto dlakavi,
razli¢ito nazubljeni ili plitko reZnjeviti. Cvetovi su organizovani u cimozno metlic¢aste
5-25 cm duge cvasti (Slika 1.2.). Zuékastobeli¢astih kruni¢nih listi¢a je najéesée 5-6.
Mirisavi su 1 do 6 mm dugacki. Prasnici dvostruko duzi od kruni¢nih listi¢a. Karpela je
6—-10. Stubi¢ je kratak. Plod je oko 2 mm dugacka, gola, smeda, spiralno uvijena

ahenija. Cveta od juna do avgusta.



Naseljava vlazna mesta, livade, mezofilne Sume. Rasprostranjena je u Evropi i
Aziji. Pripada evroazijskom flornom elementu. U Republici Srbiji je rasprostranjena

(Ball, 1968; Gaji¢, 1972).

Postoje tri podvrste koje se medusobno razlikuju po indumentumu i nazubljenosti

listi¢a: 1) subsp. denudata, 2) subsp. ulmaria 3) subsp. picbaueri (Gaji¢, 1972).

Slika 1.2. Cvast F. ulmaria.

1.5. Sekundarni metaboliti familije ruza (Rosaceae)

Uobicajeni sastojci biljaka familije Rosaceae su: flavoni, flavonoli, antocijanidini,
fenolkarboksilne kiseline (Cs-C3 1 Cs-C1 tipa), leukoantocijanidini i katehini (Challice,
1974).



1.6. Sekundarni metaboliti F. ulmaria i F. vulgaris

Sastojci F. ulmaria i F. vulgaris su bili predmet proucavanja vise naucnih studija.
Ustanovljeno je da pripadaju grupi polifenola i isparljivih jedinjenja (Tabela 1.1; Slika
1.3., Slika 1.4., Slika 1.5., Slika 1.6., Slika 1.7.) (ESCOP, 2003; Olennikov i Kruglova,
2013).

Flavonoidi predstavljaju znaCajne sekundarne metabolite cvasti F. ulmaria 1 F.
vulgaris: njihov udeo u svezoj cvasti F. ulmaria moze dosti¢i 6%, dok je u vrSnim
delovima u cvetu sadrzaj manji i krece se u rasponu 3-4%. Strukturno se mogu
definisati kao O-heterozidi kvercetina ili kemferola u kojima je najceS¢e monosaharidna
jedinica vezana za aglikon preko hidroksilne grupe u polozaju 3 ili 4. Spireozid
(kvercetin 4'-O-glukozid) je kvantitativno dominantni sastojak ove grupe jedinjenja

(ESCOP, 2003; HMPC, 201 1a; Olennikov i Kruglova, 2013).

Monomerni (telimagrandnini I i II; rugozini A i1 B) 1 dimerni tanini (rugozini D i
E) elagnog tipa su takode u znacajnoj meri prisutni u F. wulmaria 1 F. vulgaris.
Predstavljaju poliestre centralno postavljenog molekula glukoze sa galnom kiselinom i
njenim derivatima. Sadrzaj tanina u cvastima pomenutih vrsta iznosi priblizno 10-20%.
Prema literaturnim podacima, rugozin D je najzastupljenije jedinjenje ove grupe

metabolita (ESCOP, 2003; Fecka, 2009; HMPC, 2011a; Olennikov i Kruglova, 2013).

Neisparljivi salicilati su zastupljeni u relativno maloj koli€ini (0,5%) u F. ulmaria,
dok podaci o njthovom sadrzaju u F. vulgaris nisu dostupni. Vazniji predstavnici ove
grupe detektovani u F. ulmaria su gaulterin (primeverozid metilsalicilata) 1 spirein

(primeverozid salicilaldehida) (ESCOP, 2003).

Destilacijom vodenom parom razliCitih delova F. ulmaria 1 F. vulgaris dobija se

isparljiva frakcija bogata derivatima salicilne kiseline.

Isparljiva frakcija (0,05-0,2%) osuSene cvasti F. ulmaria sadrzi znac¢ajnu koli¢inu
derivata salicilne kiseline. Dominantno jedinjenje je salicilaldehid (35,7-75%). U
zastupljenije komponente takode spadaju metilsalicilat 1 benzilsalicilat (ESCOP, 2003;
Olennikov 1 sar., 2016). Udeo salicilaldehida u isparljivoj frakciji svezih cvetnih vrhova

F. ulmaria je 36% (ESCOP, 2003). Smatra se da tokom susenja i skladiStenja droge



dolazi do hidrolize fenolnih heterozida, oslobadanja aglikona i porasta udela isparljive

frakcije u ukupnoj masi biljnog materijala (ESCOP, 2003).

Dominantno jedinjenje isparljive frakcije lista F. wvulgaris (0,05%) je
salicilaldehid (68,6%), a prisutan je 1 metilsalicilat (2,4%) (Radulovi¢ 1 sar., 2007).
Nadzemni deo F. vulgaris, nakon destilacije vodenom parom, daje malu koli¢inu
zuckaste te¢nosti (0,1%) u kojoj je najzastupljenije jedinjenje ugljovodonik n-trikozan
(17,9%). Derivati salicilne kiseline su prisutni u manjoj koli¢ini (salicilaldehid, 13,7%;

benzilsalicilat, 6,8%; metilsalicilat, 6,7%) (Pavlovi¢ i sar., 2007).

Tabela 1.1. Polifenolni sastojci cvasti F. ulmaria (Fu) i F. vulgaris (Fv).

Jedinjenje Fu Fv Literatura

Fenolkarboksilne kiseline i njihovi derivati

Salicilna kiselina + 1,245,111
Metilsalicilat + - 1
Salicin - 4
Spirein (salicilaldehid-(6-(5-D-ksilozil)-f-D-glukozid) - 8
Monotropitin (gaulterin, metilsalicilat 2-O-primeverozid) + - 9
[zosalicin (2-hidroksifenilmetil-f#-D-glukozid) + -9
o-Anizinska kiselina - 1
p-Hidroksibenzoeva kiselina +t - 1
Protokatehinska kiselina + - 5

Galna kiselina +  +  1,2,511
Siringinska kiselina +  +  1,2,11
5-O-Galoilhina kiselina +  + 1
Elagna kiselina +  +  1,2,511
Kafena kiselina +  + 1
p-Kumarna kiselina +  + 1
Cimetna kiselina + - 1
3-O-Kafeoilhina kiselina (hlorogena kiselina) + +F 1,2
4-O-Kafeoilhina kiselina +  + 1
1-O-Kafeoilglukoza S




Jedinjenje Fu Fv Literatura
Fenolkarboksilne Kkiseline i njihovi derivati

3,4-di-O-Kafeoilhina kiselina + 1
3,4,5-tri-O-Kafeoilhina kiselina + 1
Flavonoidi

(-)-Epikatehin -2
(+)-Katehin - + 11
(-)-Epigalokatehin +  + 211
Apigenin + - 1,5
Kvercetin +  +  1,2,3,6,11
Kvercetin 3-O-glukozid (izokvercitrin) +  + 1,35
Kvercetin 3-0-galaktozid (hiperozid) +  +  1,2,56,11
Kvercetin 3-O-ramnozid (kvercitrin) +  + 1,35
Kvercetin 3-O-arabinozid (avikularin) +  +  1,3,6
Kvercetin 3-O-glukuronid (mikvelianin) +  + 1,3
Kvercetin 3-O-rutinozid (rutin) +  + 1,2,5,6
Kvercetin 4'-O-glukozid (spireozid) + o+ 1,2,3,5,6,7,11
Kvercetin 4’-O-rutinozid (ulmariozid) + o+ 1
Kvercetin 3-O-(2"'-O-galoil-4-D-galaktozid) -t 12
Kemferol +  +  1,2,56,11
Kemferol 3-O-glukozid (astragalin) +  +  1,2,511
Kemferol 3-O-rutinozid (nikotiflorin) +t - 1,5
Kemferol 3-O-ramnozid + - 1,3
Kemferol 4'-O-glukozid +  +  1,3,6
Tanini

Telimagrandin [, +  + 1,35
Telimagrandin I + o+ 1,3,5
Telimagrandin II + o+ 1,3,5
Rugozin A +t - 5




Jedinjenje Fu Fv Literatura

Tanini

Metil estar rugozina A - 10
Rugozin B; +  + 135
Rugozin B; + + 1,35
Rugozin D +  + 135
Rugozin E; +  + 135
Rugozin E» +  + 135

+, prisutan; -, nije detektovan; 1, Olennikov i Kruglova, 2013; 2, Gniewosz 1 sar., 2014;
3, Olennikov i sar., 2016; 4, Blazics i sar., 2010; 5, Fecka, 2009; 6, Pemp i sar., 2007; 7,
Bukreeva 1 Shukhobodskii, 1987; 8, Thieme, 1965; 9, ESCOP, 2003; 10, Nitta i sar.,
2013; 11, Baczek i sar., 2012; 12, Pukalskiené i sar., 2015.

X _-COoH N\ _-COOH HO X\ _-COOoH
HO Ho
cimetna kiselina  p-kumarna kiselina kafena kiselina

Ho\\“\‘

Slika 1.3. Fenolkarboksilne kiseline (C¢-Cs tipa) 1 njihov derivat.



COOH COOCH; COOH

% OH OH OCH3

salicilna kiselina metilsalicilat  o-anizinska kiselina

CH,OH OH P
O—Glu /G|U O——Glu—Xyl
0
salicin izosalicin spirein
COOH COOH COOH
OH H3CO OCH3
OH OH OH
p-hidroksibenzoeva protokatehinska siringinska kiselina
kiselina kiselina
O
COOH HO o
HO OH
HO OH g o
OH 0
galna kiselina elagna kiselina

Slika 1.4. Fenolkarboksilne kiseline (C¢-C; tipa) 1 njihovi derivati.



OH

OH

HO o

OH

OH (o]
kvercetin

O——Glucur

OH o OH 0 OH 0
izokvercitrin hiperozid mikvelianin

: 0 0
rutin kvercitrin avikularin

OH

OH OH
O0—Glu O0—Gluw Rha
HO o HO (o}
OH OH
OH (0] OH
spireozid ulmariozid

Slika 1.5. Kvercetin i njegovi heterozidi.
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OH 0—Glu

HO (0] HO (0]

OH OH

OH

o OH (0]
kemferol kemferol 4'-O-glukozid

OH o) . OH ¢} OH o
astragalin nikotiflorin kemferol 3-O-ramnozid
OH OH
OH OH
HO (0] o HO (0] o
OH “on
OH OH
(+)-katehin (-)-epikatehin
OH
OH
HO (0] W
OH
&N

OH
(—)-epigalokatehin

Slika 1.6. Kemferol, heterozidi kemferola i flavan-3-oli.
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OH
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HO
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OH
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HO

OH

rugozin B (R, = H, R, = OH, R, = H)
rugozin D (R, = O-Gall, R, = H, R, = CH,)
OH metil estar rugozina A (R, = O-Gall, R, = H, R, = H)

HO
HO O
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OH
O

HO HO
(0]
: : 0
HO OH
OH o OH Ho
rugozin D (R, = O-Gall, R, = H) O
rugozin E (R, = H, R, = OH) HO o

OH HO

OH

OH

Slika 1.7. Elagni tanini.
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1.7. Biosinteza sekundarnih metabolita F. ulmaria i F. vulgaris

Farmakoloski aktivni sastojci (flavonoidi, salicilati, tanini) F. wulmaria i F.
vulgaris u biljkama nastaju u Sikimatnom (fenilpropanskom) i acetatnom biosintetskom

putu.

Intermedijeri glikolize i1 ciklusa pentoza fosfata (fosfoenolpiruvat i D-eritroza-4-
fosfat) su polazna jedinjenja fenilpropanskog biosintetskog puta. Iz njih se, enzimski
posredovanim reakcijama, formira 3-dehidroSikiminska kiselina ¢ijom daljom
redukcijom nastaje Sikiminska kiselina. 3-Dehidrosikiminska kiselina nakon oksidacije i
enolizacije daje aromati¢nu galnu kiselinu. Esterifikacijom hidroksilnih grupa poliola
galnom kiselinom formiraju se galni tanini. Ukoliko se galoil ostaci taninskog molekula
povezu procesom oksidativnog kuplovanja nastaju elagni tanini koji sadrze ostatak
heksahidroksidifenske kiseline (Slika 1.8.). B-Glukogalin, aktivna jedinica u sintezi

tanina, ima funkciju supstrata za esterifikaciju 1 donora galoil grupa (Dewick, 2009).

Inkorporiranjem molekula fosfoenolpiruvata u molekul Sikiminske kiseline dobija
se horizminska kiselina (sa enoletarskim boc¢nim lancem). Njenom izomerizacijom
nastaje prefenska kiselina sa C¢-C3 strukturom. Formiranju aromati¢nih aminokiselina,
L-tirozina 1 L-fenilalanina, prethodi dekarboksilacija, aromatizacija i uvodenje azota
reakcijom transaminacije. Tako nastao L-fenilalanin, procesom dezaminacije prelazi u
cimetnu kiselinu, koja u daljim reakcijama hidroksilacije 1 metilacije daje
fenolkarboksilne kiseline C¢-Cs tipa. Hidroksilacija cimetne kiseline u polozaju 2 prvi je
korak ka derivatima salicilne kiseline. Tako nastala 2-kumarna kiselina, nakon cepanja
bo¢nog lanca (reverznom aldolnom ili reverznom Klajzenovom kondenzacijom), daje
salicilnu kiselinu (Dewick, 2009). Alternativni nain biosinteze podrazumeva direktnu
hidroksilaciju benzoeve kiseline koja je dobijena cepanjem bocnog lanca cimetne
kiseline (Hayat i sar., 2007). Daljim transformacijama, npr. metilacijom pomocu S-
adenozil metionina dobija se metilsalicilat. Redukcijom karboksilne grupe nastaje
salicilaldehid. Kada se Seceri (koji su prethodno prevedeni u aktivnu formu tj. UDP-

Secer) vezu za ove molekule nastaju salicilni glikozidi (Slika 1.9.) (Dewick, 2009).
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COOH OH

OH
OH
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HO o
HO OH OH OH
OH

o B-glukogalin
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OH
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OH

OH
(0]
OH
0]
gluko galin m/o
OH OH
(@]
1,6-digaloilglukoza

OH

OH

telimagrandin 11

OH

Slika 1.8. Biosinteza elagnog tanina telimagrandina II (Dewick, 2009).
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COOH COOH CO,Me

hidroksilacija
0, oy mMetilacija oH
NADPH SAM
—_— —_—

benzoeva salicilna kiselina metilsalicilat
kiselina

cepanje bo¢nog lanca

CO,H CO,H
OH
hidroksilacija
—_—
cimetna kiselina 2-kumarna kiselina
cepanje

boc¢nog lanca

CHO CHO CH,OH
oH glukozilacija OGlu OGlu
UDPGlu redukcija
_— —_—
salicilaldehid salicin

Slika 1.9. Biosinteza salicilne kiseline 1 nekih njenih derivata (Dewick, 2009).

Derivat cimetne kiseline, 4-kumarna kiselina, sluzi kao osnova sa kojom se,
tokom biosinteze flavonoida, kondenzuju tri molekula malonil-CoA (gradivna jedinica
acetatnog biosintetskog puta). Tom prilikom nastaje poliketidni proizvod koji nakon
aldolne ili reakcije slicne Klajzenovoj kondenzaciji formira halkon. U slede¢em koraku,
nukleofilnim napadom fenolne grupe na o,B-nezasi¢eni keton, nastaje Sestoclani
hetrocikl flavanona (Slika 1.10.). Iz flavanona se oksidacijom/redukcijom centralnog
prstena dobijaju flavoni, flavonoli 1 katehini. Dalje transformacije uklju¢uju metilaciju,

hidroksilaciju, glikozilaciju i dr. reakcije (Dewick, 2009).
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Slika 1.10. Biosinteza flavonoidnih aglikona (Dewick, 2009).
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1.8. Farmakoloska aktivnost F. ulmaria i F. vulgaris

Delovanje F. ulmaria i F. vulgaris je proucavano u prethodnom periodu, medutim
nedostaju istrazivanja u kojima su ispitivani efekti tradicionalno koris¢enog preparata —

infuza.

1.8.1. Farmakoloska aktivnost F. ulmaria

Antiinflamatorna aktivnost

Etilacetatni ekstrakt cvasti F. wulmaria inhibirao je klasi¢ni put aktivacije
komplementa in vitro (ICso = 5,4 pg/mL). Opisana aktivnost pripisana je prisutnim
taninima i sastojcima koji ne pripadaju grupi flavonoida i salicilata. Eksperimentalno je
utvrdeno da isti ekstrakt smanjuje produkciju reaktivnih kiseoni¢nih jedinjenja u
humanim polimorfonuklearnim leukocitima i suprimira proliferaciju T limfocita in vitro
(Halkes 1 sar., 1997a, 1997b). Sli¢no, precis¢eni vodenoacetonski ekstrakt nadzemnog
dela F. ulmaria je smanjio nivo reaktivnih kiseoni¢nih jedinjenja u humanim

neutrofilima in vitro nakon stimulacije razli¢itim agensima (Denev i sar., 2014).

U novijem ispitivanju je pokazano da polisaharidi cvasti F. u/maria ispoljavaju

antikomplementnu aktivnost (Olennikov i sar., 2016).

Vodeni ekstrakt nadzemnog dela F. wu/maria redukovao je produkciju
proinflamatornih citokina (TNF-a, IL-1B, IL-6) u stimulisanim humanim THP-1

makrofazima in vitro (Drummond i sar., 2013).

Nakon inkubacije vodenog ekstrakta herbe F. ulmaria sa uzorcima humanog
fecesa (ex vivo) formirani su urolitini A, B 1 C. Ovi metaboliti poseduju znacajan
antiinflamatorni potencijal, s obzirom da je utvrdena njihova sposobnost da smanje
produkciju TNF-a u humanim THP-1 makrofazima in vitro. Dodatno, urolitin C je

redukovao nivo IL-6 (Piwowarski i sar., 2014).

Liofilizovani vodeni ekstrakt lista F. ulmaria (0,2 mg/mL) slabo je inhibirao
produkciju prostaglandina u mikrozomima govedih semenih vezikula (36%).
Indometacin (kontrolna supstanca, u koncentraciji 1 pg/mL tj. 2,8 uM) je bio znatno

efikasniji (88%). Isti ekstrakt (0,25 mg/mL) je veoma izrazeno inhibirao egzocitozu
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elastaze (93%) indukovanu faktorom aktivacije trombocita u humanim neutrofilima
izolovanim iz periferne krvi (Tundn i sar., 1995). U skladu sa ovim podacima su
rezultati Piwowarski-og 1 saradnika (2011) kojima je pokazano da vodeni ekstrakt herbe

F. ulmaria inhibira oslobadanje elastaze iz stimulisanih humanih neutrofila in vitro.

Metanolni ekstrakt cvasti F. u/maria je inhibirao ksantin oksidazu in vitro (ICso =
6,2 ng/mL). ICso vrednost referentne supstance alopurinola je iznosila 2,6 pg/mL

(Kazazi i sar., 2009).

Dihlormetanski ekstrakt cvasti F. ulmaria iz kog je uklonjen hlorofil je povecao
aktivnost o i y podtipova receptora aktiviranih proliferatorom peroksizoma, dok su
razli¢iti ekstrakti nadzemnog dela inhibirali aktivaciju nuklearnog faktora kB (NF-kB)
(Vogl isar., 2013).

Antimikrobna aktivnost

Razliciti ekstrakti F. ulmaria su ispoljili antimikrobno delovanja protiv slede¢ih
mikroorganizama: Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli,
Shigella flexneri, Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis, Helicobacter pylori,
Campylobacter jejuni, Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis,
Proteus vulgaris, Enterococcus faecalis, Penicillium cyclopium, Fusarium oxysporum
(Barros 1 sar., 2013; Csedo 1 sar., 1993; Cwikla i sar., 2010; Denev 1 sar., 2014; Katani¢
isar., 2015a).

Citotoksi¢na i antitumorska aktivnost

Dugotrajna oralna primena dekokta cvasti F. ulmaria je smanjila incidencu
nastanka malignih tumora nakon izlaganja eksperimentalnih Zivotinja radioaktivhom
zraCenju (Bespalov i sar., 2017a). Isti ekstrakt je smanjio incidencu nastanka tumora
centralnog nervnog sistema prouzrokovanih transplacentalnom izloZenoS¢u

etilnitrozourei 1 produzio latentni period (Bespalov 1 sar., 2017b).

Vodenometanolni ekstrakt polena F. ulmaria ispoljio je antiproliferativnu i
apoptotsku aktivnost protiv C26 kolorektalne tumorske ¢elijske linije misa (Margdoan i

sar., 2016).
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Dekokt cvasti F. ulmaria je delovao antiproliferativno na tumorske ¢elijske linije

plu¢a (NCI-H460) (Lima i sar., 2014).

Nepolarne frakcije (heksanska i hloroformska) dobijene iz herbe F. ulmaria su

ispoljile citotoksi¢nu aktivnost protiv B16 ¢elija melanoma (Calliste 1 sar., 2001).

Vodenoetanolni ekstrakt cvasti F. ulmaria je pokazao znacajnu citotoksic¢nu
aktivnost protiv humanih Raji ¢elija limfoblastoma. Primeceno je da testirani ekstrakt
ometa proces citokineze, §to dovodi do nastanka ,,dzinovskih” poliploidnih ¢elija

(Spiridonov i sar., 2005).

Lokalna primena dekokta cvasti F. ulmaria je inhibirala kancerogenezu u miseva,
indukovanu intravaginalnom aplikacijom 7,12-dimetilbenz[a]antracena. Oralno davanje
istog preparata je suprimiralo rast transplantiranih tumora (sarkoma-180 1 ,,Lewis”

karcinoma) u miSeva (ESCOP, 2003).

Rugozin D, primenjen i.p. u dozi 10 mg/kg, produzio je prezivljavanje miSeva
kojima su injektovane celije sarkoma-180. Predlozeni mehanizam antitumorske

aktivnosti ovog jedinjenja je stimulacija imunskog sistema (ESCOP, 2003).

Antioksidantna aktivnost

Metanolni 1 vodeni ekstrakti herbe F. ulmaria, dobijeni sukcesivnom ekstrakcijom
rastvaraima rastuce polarnosti, pokazali su sposobnost neutralisanja superoksidnog

anjona, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil 1 hidroksilnog radikala (Calliste i sar., 2001).

Vodeni ekstrakt cvasti F. ulmaria ispoljio je znacajnu sposobnost neutralisanja

elektrogenerisanog broma (Abdullin i sar., 2002).

Etilacetatni ekstrakt cvasti F. wulmaria ispoljio je znacajnu sposobnost

neutralisanja vodonik-peroksida (Sroka i Cisowski, 2005).

PreciS¢eni vodenoacetonski ekstrakt nadzemnog dela F. wulmaria ispoljio je

antioksidantnu aktivnost u ORAC, TRAP i HORAC testu (Denev i1 sar., 2014).

Metanolni ekstrakt nadzemnog dela F. ulmaria ispoljio je znacajnu sposobnost
,hvatanja” slobodnih radikala (superoksidnog anjona, DPPH i ABTS®' radikala)
(Katani¢ i sar., 2015a).
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Hepatoprotektivna i renoprotektivna aktivnost

Vodenoetanolni ekstrakt nadzemnog dela F. u/maria je smanjio oSteCenje jetre u

eksperimentalnih Zivotinja izazvano ugljentetrahloridom (Shilova i sar., 2006).

Metanolni ekstrakt nadzemnog dela F. u/maria je ublazio oksidativni stres u jetri i
bubrezima pacova i redukovao ostecenja tkiva koja nastaju kao posledica primene

cisplatina (Katani¢ i sar., 2017).

Gastroprotektivna aktivnost

Oralno primenjeni dekokti cvasti F. ulmaria (1:10, 0,5 mL/100 g; 1:20, 2,5
mL/100 g) su redukovali nastanak gastricnih lezija indukovanih fiksiranjem,
imobilizacijom 1 supkutanom injekcijom rezerpina u eksperimentalnih Zivotinja,
prevenirali su oSte¢enje gastricne sluzokoZe izazvano acetilsalicilnom kiselinom i

ubrzali zaceljenje lezija nastalih pod uticajem etanola (ESCOP, 2003).

Dekokt cvasti F. ulmaria je potencirao ulcerogeno delovanje histamina u

zamoraca (HMPC, 2011a).

Efekat na glatku muskulaturu

U in vitro 1 in vivo eksperimentima na razli¢itim Zivotinjskim vrstama je pokazano
da vodeni 1 etanolni ekstrakti cvasti F. u/maria povecavaju intestinalni, bronhijalni 1

uterusni tonus (HMPC, 2011a).

1.8.2. Farmakoloska aktivnost F. vulgaris

Antiinflamatorna aktivnost

Dihlormetanski i metanolni ekstrakti cvasti F. vulgaris su smanjili ekspresiju
proinflamatornih molekula, E-selektina 1 interleukina-8, u humanim endotelnim
¢elijama nakon stimulacije faktorom nekroze tumora a (TNF-a) ili lipopolisaharidom

(Vogl i sar., 2013).
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Metanolni ekstrakt cvasti F. vulgaris je znacajno inhibirao ksantin oksidazu (ICso
= 8,9 ng/mL). ICs¢ vrednost kontrolne supstance (alopurinola) u istom testu je iznosila

2,6 ng/mL (Kazazi i sar., 2009).

Antioksidantna aktivnost

Metanolni ekstrakt cvasti F. vulgaris je ispoljio znacajnu antioksidantnu aktivnost
in vitro u DPPH 1 FRAP testu, kao 1 testu inhibicije lipidne peroksidacije (Maksimovic i
sar., 2007).

Metanolni ekstrakt nadzemnog dela F. vulgaris je neutralisao slobodne radikale

(DPPH, ABTS*" katjon i superoksidni anjon) (Katani¢ i sar., 2015c).

Hepatoprotektivna i renoprotektivna aktivnost

Metanolni ekstrakt cvasti F. vulgaris je ispoljio protektivna svojstva in vivo u
modelu hepatotoksicnosti izazvane ugljentetrahloridom, zahvaljuju¢i dozno-zavisnom
smanjenju lipidne peroksidacije i pove¢anju sadrzaja redukovanog glutationa (Cebovié i

Maksimovi¢, 2012).

Metanolni ekstrakt nadzemnog dela F. vulgaris je smanjio oksidativni stres

uzrokovan cisplatinom u tkivima bubrega i jetre pacova (Katani¢ i sar., 2015b).

Diuretiéki efekat

Preparati vrhova u cvetu F. vulgaris (metanolni ekstrakt, infuz) su ispoljili
znaajnu diureticku aktivnost pracenu povecanim izluCivanjem jona natrijuma i

kalijjuma (Rebuelta i sar., 1988).

Antimikrobna aktivnost

Isparljiva frakcija dobijena destilacijom vodenom parom listova F. vulgaris
inhibirala je rast gljivica (Aspergillus niger 1 Candida albicans), Gram (+)
(Staphylococcus aureus) 1 Gram (-) bakterija (Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella enteritidis). Utvrdeno je da njeni pojedini
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sastojci mogu delovati sinergisticki (salicilaldehid 1 linalol) i1 antagonisticki

(salicilaldehid i metilsalicilat) (Radulovi¢ i sar., 2007).

Metanolni ekstrakt nadzemnog dela F. vulgaris je ispoljio antimikrobnu aktivnost
protiv Escherichia coli, Enterococcus faecalis 1 Phialophora fastigiata (Katani¢ 1 sar.,

2015c¢).

Citotoksi¢na aktivnost

Vodenoetanolni ekstrakt cvasti F. vulgaris je delovao citotoksi¢no na humane

Raji ¢elije limfoblastoma (Spiridonov i sar., 2005).

1.9. Tradicionalna primena F. ulmaria i F. vulgaris

Koris¢enje biljnih vrsta F. vulgaris 1 F. ulmaria u tradicionalnoj medicini mnogih
naroda je dobro dokumentovano (Tabela 1.2., Tabela 1.3.). Najcesc¢e se infuz ili dekokt
cvasti primenjuje interno radi ublazavanja simptoma inflamatornih bolesti, prehlade i
zeludacnih tegoba. F. ulmaria i F. vulgaris se takode mogu koristiti kao hrana. Listom
F. ulmaria se aromatizuju ¢ajni napici (Papp i sar., 2008), dok se mladi listovi F.
vulgaris upotrebljavaju kao salata (Guarrera i Savo, 2016; Vracari¢ i sar., 1990).
Korenske krtole F. vulgaris su slatko-nagorkog ukusa. Konzumiraju se presne ili nakon
obrade. U kombinaciji sa drugim krtolastim biljkama koriste se za spravljanje kaSa i

hleba (Vracaric€ 1 sar., 1990).

Tabela 1.2. Upotreba F. vulgaris u tradicionalnoj medicini.

Deo biljke Primena Oblik primene Zemlja Literatura
cvast reumatizam interno (¢aj) Austrija (Vogl 1 sar.,
giht 2013)
infekcije
groznica
nadzemni deo  reumatizam eksterno, infuz  Italija (Cappelletti 1
za natapanje sar., 1982)
obloga
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Deo biljke Primena Oblik primene Zemlja Literatura
cvast prehlada ¢aj Bosna i (Sari¢-Kundali¢
Hercegovina i sar., 2010)
cvast groznica interno Bosna i (Sari¢-Kundali¢
reumatizam Hercegovina i sar., 2011)
prehlada
cvast, artritis infuz, Rusija (Stryamets i sar.,
list kozne bolesti tinktura 2015)
bolesti srca
antiseptik
cvast adstringens ¢aj Srbija (Jari¢ 1 sar.,
tonik 2007)
hipotenziv
cvast, antitusik infuz, Rumunija (Tita i sar.,
koren adstringens dekokt 2009)
diuretik
antiseptik
astma
edem
dijareja
hemoroidi
dizenterija
koren proliv — Srbija (Tucakov, 1984)
srdobolja
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Tabela 1.3. Upotreba F. u/maria u tradicionalnoj medicini.

Deo biljke Primena Oblik primene Zemlja Literatura
nadzemni deo  antireumatik macerat Bugarska (Leporatti i
diuretik Ivancheva, 2003)
vrhovi u cvetu  reumatski bol  infuz Italija (Leporatti i
giht Ivancheva, 2003)
nefritis
edem
list, reumatizam infuz Srbija (Jari¢ i sar.,
vrhovi u cvetu 2007)
cvast prehlada infuz Bosna i (Sari¢-Kundali¢ i
Hercegovina  sar., 2010)
cvast reumatizam — Crna Gora (Menkovi¢ i sar.,
groznica 2011)
prehlada
kasSalj
bronhitis
cvast reumatizam interno Bosna i (Sari¢-Kundali¢ i
groznica Hercegovina  sar., 2011)
prehlada
cvast reumatizam interno (¢aj) Austrija (Vogl 1 sar.,
nadzemni deo  giht 2013)
groznica
infekcije
cvast analgetik infuz Italija (Dei Cas 1 sar.,
antiinflamator 2015)
antipiretik
(artritis,
osteoartritis,

prehlada, grip i

celulit)
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Deo biljke Primena Oblik primene Zemlja Literatura
nadzemni deo  artritis infuz Spanija (Cavero i Calvo,
u cvetu 2015)
list reumatizam infuz Srbija (Tucakov, 1984)
vrhovi u cvetu  gojaznost

giht

dijaforetik

diuretik

adstringens

tonik

1.10. Zvani¢na primena F. ulmaria

Relevantne institucije i udruzenja (Evropska agencija za lekove, Evropsko nau¢no

udruzenje za fitoterapiju — ESCOP, Komisija E nemackog ministarstva zdravlja) su u

prethodnom periodu objavile monografije kojima je uredena primena biljnih lekovitih

proizvoda na bazi F. ulmaria (Tabela 1.4.) (Blumenthal i sar., 1998; ESCOP, 2003;

HMPC, 2011b, 201lc): odgovaraju¢im biljnim lekovitim proizvodima na bazi

herbe/cvasti F. ulmaria dodeljen je status tradicionalnih biljnih lekova (HMPC, 2011b,

2011c). Nadlezni organi Evropske unije i evropskih zemalja do danas nisu odobrili

upotrebu proizvoda na bazi F. vulgaris.
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Tabela 1.4. Primena biljnih lekovitih proizvoda na bazi F. ulmaria.

Biljna Doziranje Primena
droga
EMA? Filipendulae Usitnjena biljna droga 1) suportivni tretman prehlade
ulmariae (DDY, 2,5-6 g) kao infuz, 2) ublazavanje bola manjeg
flos podeljeno u 1-3 PD¢. intenziteta u zglobovima
EMA? Filipendulae Indikacija 1 1) suportivni tretman prehlade
ulmariae a) Usitnjena biljna droga, 2) ublazavanje bola manjeg
herba kao infuz: intenziteta u zglobovima
PD° 1,5-6 g, DDY2-18 g.
b) SpraSena biljna droga:
PD® 250-500 mg,
DD 250-1500 mg.
Indikacija 2
a) Preparati i doze koji se
koriste za indikaciju 1.
b) Tinktura (1:5, 45%
etanol):
PD°®2-4 mL, DD 6-12 mL.
ESCOP®  Filipendulae DD 1-6 g biljne droge, kao 1) suportivna terapija
ulmariae infuz. prehlade
herba 2) pospesivanje renalne
eliminacije vode
Kom. E¢  Spiraeae DD 2,5-3,5 g cvasti, 1) suportivna terapija
flos/herba odnosno 4-5 g herbe, kao prehlade

infuz.

“* EMA, Evropska agencija za lekove; ®° ESCOP, Evropsko nau¢no udruZenje za

fitoterapiju; © Kom. E, Komisija E nemackog Ministarstva zdravlja; ¢ DD, dnevna doza;

¢ PD, pojedinac¢na doza.
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1.11. Oficinalne droge F. ulmaria

Vrsta F. ulmaria je bioloski izvor oficinalnih biljnih droga Filipendulae ulmariae

herba (EDQM, 2013) i Spiraeae flos (DAC/NRF-Kommission, 2013).

Specifi¢ni kvalitet Filipendulae ulmariae herba se izrazava kroz sadrzaj isparljive
frakcije dobijene destilacijom vodenom parom (minimalno 1 mL/kg, racunato u odnosu
na osuSenu biljnu drogu), dok je parametar specificnog kvaliteta Spiraeae flos sadrzaj
ukupnih flavonoida (minimalno 1,8%, izrazeno kao hiperozid u odnosu na osusenu

biljnu drogu) (DAC/NRF-Kommission, 2013; EDQM, 2013).

2. CILJ

Cilj doktorske disertacije je preliminarna procena:

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

b) farmakoloske aktivnosti pojedinih sastojaka cvasti F. vulgaris 1 njthovog znacaja za
definisanje specificnog kvaliteta biljnih droga Filipendulae vulgaris flos 1 Filipendulae
ulmariae flos,

¢) mogucénosti da vrste F. vulgaris 1 F. ulmaria budu bioloski izvori potencijalno

oficinalne droge Filipendualae flos.

Realizacija postavljenog cilja obuhvatice:

1. izolovanje 1 odredivanje strukture polifenolnih jedinjenja cvasti F. vulgaris,

2. kvalitativnu i1 kvantitativnu analizu liofilizovanih infuza cvasti (LIC) F. vulgaris i F.
ulmaria,

3. ispitivanje farmakoloSke aktivnosti LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria, i pojedinih
izolovanih metabolita cvasti F. vulgaris,

4. komparaciju hemijskog (HPLC) i farmakoloskog profila LIC F. vulgaris i F. ulmaria,
kao 1 vrednosti parametara opSteg i1 specificnog kvaliteta biljnih droga Filipendulae

ulmariae flos 1 Filipendulae vulgaris flos.
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3. MATERIJALI Il METODE

3.1. Biljni materijal

Cvasti F. vulgaris 1 F. ulmaria su sakupljene na prirodnim staniStima na teritoriji
Republike Srbije po suncanom vremenu. Prof. dr Branislava LakuSi¢ (Katedra za
botaniku, Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet) je identifikovala biljni
materijal pomocu kljuca za odredivanje Flore Republike Srbije (volumen IV). Herbarski

primerci su deponovani u Herbarijumima Univerziteta u Beogradu (Tabela 3.1.).

Tabela 3.1. Biljni materijal.

Vrsta Lokalitet StaniSte Kolektorski broj
i vreme sakupljanja
F. ulmaria Zlatibor livada 42083BEOU
jul 2014. god.
Kopaonik livada 3872HFF
jul 2016. god.
F.vulgaris selo Loc¢ika livada 3713HFF

(centralna Srbija)

maj 2013. i maj 2014. god.

BEOU, Herbarijum Instituta za botaniku i Botanicke baste ,,Jevremovac”, Univerzitet u
Beogradu; HFF, Herbarijum Katedre za botaniku, Univerzitet u Beogradu -

Farmaceutski fakultet.

3.2. Preliminarna makroskopska, mikroskopska i hemijska analiza

cvasti F. ulmaria i F. vulgaris

U cilju preliminarne procene slicnosti i opravdanosti uporedne analize ispitivanih
biljnih droga (cvast F. ulmaria, Zlatibor 2014. god.; cvast F. vulgaris Loc¢ika 2013.
god.) izvrSena je njihova makroskopska, mikroskopska i hemijska analiza prema

monografiji Spiraeae flos Nemackog kodeksa lekova i propisu Evropske farmakopeje
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za odredivanje sadrzaja tanina (DAC/NRF-Kommission, 2013; EDQM, 2013). Dobijeni

rezultati su uporedeni.

Pocetni korak analize biljnih droga je bio ispitivanje njihovih organoleptickih
osobina i mikroskopsko posmatranje sprasenih droga u rastvoru hloralhidrata, pri ¢emu

je utvrdivano prisustvo karakteristi¢nih elemenata (DAC/NRF-Kommission, 2013).

TLC analiza je izvrSena hromatografijom na tankom sloju silikagela, koris¢enjem
rastvora salicilne kiseline (poredbeni rastvor) i gvozde(Ill)-hlorid reagensa (sredstvo za
derivatizaciju). Mobilnu fazu je predstavljala smesa rastvaraca (toluol/aceton/mravlja
kiselina, 60/39/1 v/v/v). Polozaj i boja zona na hromatogramima su posmatrani na

dnevnoj svetlosti nakon derivatizacije (DAC/NRF-Kommission, 2013).

Ukupni pepeo je odreden Zarenjem na temperaturi tamnocrvenog usijanja za 1 g
usitnjenog materijala, dok je gubitak suSenjem odreden na temperaturi 100-105 °C za 1

g usitnjene droge (DAC/NRF-Kommission, 2013).

Sadrzaj ukupnih flavonoida u osusenoj drogi (izrazeno kao hiperozid) je odreden
spektrofotometrijskom metodom uz koriS¢enje AlCls kao sredstva za derivatizaciju.
Apsorbancija nastalih helatnih kompleksa flavonoida i1 jona aluminijuma je merena na

465 nm (DAC/NRF-Kommission, 2013).

Sadrzaj tanina u osuSenoj drogi (izraZeno kao pirogalol) je odreden
spektrofotometrijskom metodom u kombinaciji sa adsorpcijom tanina na koZni prah,
prateci propis Evropske farmakopeje (br. poglavlja: 2.8.14.). Apsorbancija je merena na

760 nm (EDQM, 2013).

3.3. Pripremanje ekstrakata

Biljni materijal je osuSen u hladu na sobnoj temperaturi, usitnjen i preliven
kipuéom vodom (1:20, m/v). Ekstrakcija je vrSena tokom narednih 30 minuta uz
povremeno meSanje. LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria su dobijeni sledstvenim filtriranjem,
hladenjem 1 suSenjem zamrzavanjem pripremljenih ekstrakata. Upotrebljeni biljni
materijal, prinos ekstrakcije 1 cilj koriS¢enja liofilizata u farmakoloskim ispitivanjima su

dati u Tabeli 3.2.
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Tabela 3.2. Prinos liofilizovanih infuza cvasti F. vulgaris i F. ulmaria

i njihovo kori§¢enje u farmakoloskim ispitivanjima.

Vrsta Lokalitet i vireme Prinos Ispitivanja
sakupljanja (%, m/m)

F. ulmaria  Zlatibor, 28,14% - antioksidantna aktivnost?
jul 2014. god. - antihiperalgezijska aktivnost

- antiedematozna aktivnost
- akutna toksi¢nost

- citotoksi¢na aktivnost

Kopaonik, 23,80% - antioksidantna aktivnost
jul 2016. god. - inhibicija sinteze eikozanoida

- gastroprotektivna aktivnost

F.vulgaris  selo Loc¢ika 31,22% - antioksidantna aktivnost®
(centralna Srbija) - inhibicija sinteze eikozanoida
maj 2014. god. - antihiperalgezijska aktivnost

- antiedematozna aktivnost
- gastroprotektivna aktivnost
- akutna toksi¢nost

- citotoksi¢na aktivnost

2 DPPH test, FRAP test, 2-dezoksiriboza test; ® DPPH test, FRAP test, 2-dezoksiriboza

test, odredivanje parametara oksidativno-stresnog statusa u humanom serumu.

3.4. Izolovanje sekundarnih metabolita iz cvasti F. vulgaris

3.4.1. Materijali i instrumenti

U postupku izolovanja koriS¢eni su sledeci adsorbensi za stubnu hromatografiju:
silikagel (0,063—-0,200 mm, Merck, Germany), oktadecilsilika gel (Sigma-Aldrich,
USA) i1 Sefadeks LH-20 (GE Healthcare Bio-Science, Sweden). Finalno prec¢iS¢avanje
vrseno je na plocama sa tankim slojem celuloze (Merck, Germany), kertridzima za
ekstrakciju na ¢vrstoj fazi (Bakerbond SPE, C18 Polar+ 1000 mg/6 mL, J.T.Baker,

Netherlands) ili pomoc¢u Agilent 1260 te€nog hromatografa opremljenog automatskim
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frakcionim kolektorom 1364C i semipreparativnom Zorbax SB-C18 kolonom (9,4 X

250 mm, dijametar Cestica 5 pm).

3.4.2. Dobijanje frakcija koriS¢enih u procesu izolovanja

Pripremanje frakcija Al 1 A2

Osusena 1 usitnjena cvast F. vulgaris (178 g, Locika, 2013. god.) je podvrgnuta
postupku bimaceracije na sobnoj temperaturi, sukcesivhom primenom rastvaraca
rastuce polarnosti: n-heksana (48 + 24 h), dihlormetana (48 + 24 h) i metanola (48 + 24
h). Odnos mase biljne droge i zapremine upotrebljenih ekstrakcionih sredstava je bio
konstantan (1:10). Dobijeni tecni ekstrakti su profiltrirani i upareni pomocu rotacionog
vakuum uparivaca. Suvi metanolni ekstrakt (56 g, prinos: 31,46%) je zatim podeljen.
Veci deo (47 g) je suspendovan u vodi i ekstrahovan etilacetatom u levku za odvajanje.
Nakon uklanjanja organskog rastvaraca pod snizenim pritiskom, dobijena je etilacetatna
frakcija bogata flavonoidnim sastojcima (Al, 4,7 g, prinos: 10%). Manji deo suvog
metanolnog ekstrakta (9 g) je suspendovan u vodi i ekstrahovan etrom u levku za
odvajanje. Uparavanje ekstrakcionog sredstva je rezultovalo dobijanjem 0,332 g frakcije

A2 (prinos: 3,7%).

Pripremanje frakcije A3 1 A4

Frakcija A3 je prethodno dobijena (Cebovi¢ i Maksimovi¢, 2012). Osusena i
usitnjena cvast F. vulgaris (100 g, Zlatibor, 2008. god.) je obezma§c¢ena u aparaturi po
Soksletu koris¢enjem petroletra i hloroforma. U narednom koraku, biljni materijal je
podvrgnut postupku perkolacije pomocu metanola. Nakon filtriranja 1 uklanjanja
organskog rastvaraca, dobijen je suvi metanolni ekstrakt (40 g) koji je sledstveno
suspendovan u etilacetatu (500 mL) i1 ostavljen da se meSa tokom no¢i na magnetnoj
mesalici. Frakcija A3 (35 g, prinos: 35%) je pripremljena odvajanjem, ispiranjem i

suSenjem dela metanolnog ekstrakta koji se nije rastvorio u etilacetatu.

Osam g frakcije A3 je razdvojeno hromatografijom na stubu silikagela (6 x 38
cm) koriS¢enjem sistema rastvaraca rastuce polarnosti (CH>Clo/MeOH/H>O/CH3COOH,
90/10/0,4/0,1—70/30/1,2/0,3 v/v/v). Prikupljeno je 40 frakcija (100 mL). Frakcije 21—
36 (A4, 2,6 g) su spojene na osnovu sli¢nosti sastava (utvrdeno pomo¢u HPLC-DAD

tehnike).
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3.4.3. Postupak izolovanja sekundarnih metabolita

Razdvajanje na stubu sefadeska (1)

Smesa frakcije Al (700 mg) i A4 (650 mg) je hromatografisana na stubu
Sefadeksa LH-20 (3 x 52 cm) koriste¢i apsolutni etanol za eluiranje. Prikupljeno je

ukupno 16 frakcija (B1-B16 x 50 mL) ¢iji je kvalitativni sastav analiziran pomocu

HPLC-DAD tehnike.

Precis¢avanje frakcije B3 (145,4 mg) vakuum tecnom hromatografijom na stubu
oktadecilsilika gela (1,5 x 26 cm, mobilna faza: 20% acetonitril) rezultovalo je

izolovanjem 9,3 mg jedinjenja 1 (gaulterin).

Nakon separacije frakcije B10 (40,2 mg) semipreparativnom HPLC (mobilna
faza: 30% acetonitril, protok mobilne faze: 3,3 mL/min), dobijeno je 5,3 mg jedinjenja 2

(kemferol 4'-O-glukozid).

Jedinjenje 3 (spireozid) je precipitiralo tokom stajanja B12—-B14 u frizideru na +4
°C (150,1 mg). Supernatant je dekantovan, uparen do suvog ostatka (20,8 mg) i
razdvojen na tankom sloju celuloze u sistemu rastvaraca CH3COOH:H>O (30:70).
Jedinjenje 4 (astragalin 2''-O-galat, 4,2 mg) je izdvojeno na hromatogramu u vidu zone

sa Rf vrednos$¢u 0,67.

Dodatne koli¢ine spireozida, potrebne za ispitivanje farmakoloSke aktivnosti,
dobijene su ponavljanjem opisanog postupka uz male izmene. Tom prilikom
detektovana je frakcija (56,1 mg) bogata jedinjenjem 5 (astragalin), pa je u cilju
njegovog 1izolovanja u Cistom stanju izvrSena separacija pomenute frakcije
hromatografijom na stubu oktadecilsilika gela (1,5 x 24 cm) pod sniZenim pritiskom.

Eluiranje je sprovedeno izokratski 30% acetonitrilom. Dobijeno je 11,2 mg astragalina.
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Razdvajanje na stubu sefadeksa (1)

Smesa frakcije Al (1,6 g) i A4 (0,65 g) je razdvojena na stubu Sefadeksa LH-20
(3 x 52 cm). Eluiranje je vrSeno smeSom etanola i metanola (80/20—0/100 v/v),
smeSom metanola, acetona i vode (80/14/6 v/v/v) i kona¢no 70% acetonom. Prikupljeno

je 40 frakcija (C1-C40 x 50 mL). Tok razdvajanja je pracen pomo¢u HPLC-DAD.

Zbog znacCajne sliCnosti sastava, frakcije B9 i C10 su spojene i razdvojene na
stubu oktadecilsilika gela (1,5 x 26 cm). Kretanje mobilne faze (30% acetonitril) je
olakSano vakuumom. Ovim postupkom je izdvojeno 10,6 mg smeSe jedinjenja 6

(hiperozid) 1 jedinjenja 7 (izokvercitrin).

Spojene frakcije C14—C15 (39,5 mg) su preciSéene na ploCama sa celulozom u
30% CH3COOH. Nakon razvijanja hromatograma, zona sa Rf vrednos¢u 0,57 je
sastrugana, ekstrahovana i ekstrakciono sredstvo upareno, tako da je dobijeno 17,8 mg

smese jedinjenja 8 (hiperozid 2"'-O-galat) 1 jedinjenja 9 (izokvercitrin 2''-O-galat).

Iz dela spojenih frakcija C31-C32, pomocu semipreparativne HPLC (mobilna
faza: 20% acetonitril, protok: 3,3 mL/min), izdvojeno je 6,1 mg jedinjenja 10
(telimagrandin II). Dodatna koli¢ina ovog tanina, potrebna za izvodenje in vivo
eksperimenata, dobijena je iz frakcija C29-C30 i1 C33-C34 (ukupno 262,9 mg)
uzastopnim preciS¢avanjem vakuum hromatografijom na stubu oktadecilsilika gela (1,5
x 26 cm). Mobilnu fazu su ¢inili acetonitril 1 voda (20:80 v/v). Ovim postupkom je
takode dobijena frakcija (19,4 mg) bogata jedinjenjem 11 (telimagrandin I). Njenim
dodatnim preciS€avanjem, koriS¢enjem semipreparativne HPLC uz gradijentno eluiranje
(10-39% acetonitrila (0—9 min), protok mobilne faze: 3,3 mL/min), dobijeno je 8 mg

telimagrandina 1.

Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi

Razdvajanje frakcije A2 (0,332 g) na stubu Sefadeksa LH-20 (1,5 x 36 cm)
pomocu metanola, pri ¢emu je prikupljeno 7 frakcija (D1-D7 x 10 mL), je prethodilo

ekstrakciji na ¢vrstoj fazi.

Frakcija D3 je uparena, suspendovana u vodi 1 naneta na prethodno kondicionirani
kertridz za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi. Nakon eluiranja 40% metanolom, izdvojeno je
jedinjenje 12 (metilgalat).
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Frakcija D4 je takode uparena, suspendovana u vodi i naneta na kertridz za
ekstrakciju na Cvrstoj fazi. Eluat prikupljen tokom koriS¢enja vode kao mobilne faze
sadrzao je jedinjenje 13 (galna kiselina, 12,2 mg). Dodatna koli¢ina jedinjenja 12
dobijena je tokom sledstvenog eluiranja metanolom. Ukupna masa metilgalata dobijena

iz frakcija D3 i D4 je bila 22,7 mg.

3.5. Utvrdivanje strukture sekundarnih metabolita cvasti F. vulgaris

Sa ciljem da se identifikuju izolovana jedinjenja snimljeni su njihovi UV, MS i
NMR spektri.

Ultraljubicasti 1 maseni spektri izolovanih jedinjenja su dobijeni LC-PDA-MS
analizom koriste¢i Agilent 1260 tecni hromatograf. Razdvajanje je vrSeno na
reverzno-faznoj analitickoj koloni (Zorbax SB-C18, 4,6 x 250 mm, dijametar Cestica 5

pm) primenom programa eluiranja predstavljenih u Tabeli 3.3., pri temperaturi kolone

25 °C. Mobilnu fazu su ¢inili acetonitril 1 0,1% HCOOH.

Tabela 3.3. Programi eluiranja.

Program A? Program BP Program C¢
t MeCN »p t MeCN »p t MeCN p
0 10 0,8 0 10 0,8 0 10 0,8
30 90 0,8 5 20 0,8 25 25 0,8
20 20 0,8 30 25 0,8
30 70 0,8 35 10 0,8

t, vreme (min); MeCN, acetonitril (% v/v); p, protok (mL/min); * koriS¢en za jedinjenja:

2, 4; ® koris¢en za jedinjenja: §, 8, 9, 10, 12, 13; € koriS¢en za jedinjenja: 1, 3, 6, 7, 11.

Maseni spektri su snimljeni jednostrukim kvadrupol masenim detektorom
(Agilent 6130) pri opsegu masa 100—1000 m/z. Elektrosprej jonizacija u negativnom
rezimu pod atmosferskim pritiskom se odvijala u slede¢im uslovima: protok gasa za
suSenje 9 L/min (N2), pritisak rasprSivaca 40 psig, temperatura gasa za suSenje 350 °C,

napon kapilare 3500 V i napon fragmentora 100, 200 1/ili 250 V. U navedenim uslovima
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dolazi do raspada izolovanih jedinjenja i pojave signala kvazimolekulskog i drugih

fragmentnih jona znacajnih za strukturna odredivanja.

Ultraljubicasti spektri (oblast 190—-640 nm) su dobijeni pomocu G4212B PDA
detektora.

NMR spektri (*H, 400 MHz; '3C, 100 MHz; COSY; HSQC; HMBC) su snimljeni
na Bruker Ascend™ 400 instrumentu. Svi uzorci su, neposredno pre analize, rastvoreni
u deuterisanom metanolu (MeOH-ds). Hemijska pomeranja (8) su izrazena u ppm, a

konstanta sprezanja (J) u Hz. Tetrametilsilan je koriS¢en kao interni standard (6 = 0

ppm).

3.6. Analiza hemijskog sastava LIC F. wulmaria i F. vulgaris

visokoefikasnom teénom hromatografijom

LIC F. vulgaris (Locika, maj 2014. god.) 1 F. ulmaria (Zlatibor, jul 2014. god.;
Kopaonik, jul 2016. god.) su analizirani HPLC-DAD 1 HPLC-PDA metodom.

Standardne supstance

Astragalin, izokvercitrin, mikvelianin, rutin 1 elagna kiselina su komercijalni
proizvod firme Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Salicilna kiselina, galna kiselina 1
hiperozid su nabavljeni od firme Roth (Karlsruhe, Germany). Spireozid je dobijen iz
vrste Anthemis triumfetti (L.) DC. (Pavlovi¢ i sar., 2006). Ostala jedinjenja koriS¢ena u

kvantitativnoj analizi izolovana su iz cvasti F. vulgaris (Rezultati 1 diskusija 4.2.).

Priprema uzoraka za analizu

Ispitivani  liofilizati su pre injektovanja rastvoreni u destilovanoj vodi
(koncentracija 2,5 i/ili 5 mg/mL) 1 profiltrirani kroz membranske filtre 0,45 pm

(Econofilter, Agilent Technologies, Germany).
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Identifikacija sastojaka LIC

Identifikacija sekundarnih metabolita u analiziranim uzorcima je izvrSena
poredenjem retencionih vremena i UV spektara nepoznatih jedinjenja i1 standarda,
odnosno nepoznatih jedinjenja i izolovanih jedinjenja ¢ija je struktura prethodno

utvrdena.

Qdredivanje sadrzaja HPLC-DAD metodom

HPLC analiza je izvrSena pomoc¢u Agilent 1100 tecnog hromatografa opremljenog
manuelnim injektorom, binarnom pumpom i detektorom sa nizom dioda (DAD).
Razdvajanje je vrSeno na koloni Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 250 mm, dijametar
Cestica 5 um) na temperaturi kolone 25 °C. Zapremina injektovanja je iznosila 20 pL.
Binarna mobilna faza se sastojala iz faze A1 (0,03% H3POs) i faze Bi (faza A; :
acetonitril = 10 : 90 v/v). Koris¢ena su dva programa eluiranja (Tabela 3.4): program
eluiranja 1 za kvantifikaciju spireozida (3), astragalina (5) 1 salicilne kiseline; 1 program
eluiranja 2 prilikom odredivanja sadrzaja hiperozida (6), izokvercitrina (7), galne

kiseline (13) i elagne kiseline.

Tabela 3.4. Programi eluiranja.

Program eluiranja 1 Program eluiranja 2
vreme fazaB;  protok vreme faza B1  protok
(min) (% v/v) (mL/min) (min) (% v/v) (mL/min)

0 10 0,8 0 10 0,8
5 25 0,8 5 15 0,8
15 25 0,8 15 20 1,7
20 30 0,8 19 24 1,2
25 50 0,8 25 54 0,8
30 70 0,8 28 70 0,8
35 10 0,8 30 10 0,8
38 10 0,8 32 10 0,8

Kalibracione krive su pripremljene injektovanjem rastvora standarda ili izolovanih
jedinjenja razli¢itih koncentracija:
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Analiza je izvrSena na talasnoj duzini 210 nm u slucaju galne kiseline
(koncentracioni opseg 0,008-0,131 mg/mL; y = 202385x-293,76; R? = 0,9992) i
salicilne kiseline (0,002—0,066 mg/mL; y = 318761x+84,572; R? = 0,9999); i na 350 nm
u slucaju hiperozida (0,006-0,090 mg/mL; y = 23450x-20,696; R?> = 0,9993),
astragalina (0,009-0,140 mg/mL; y = 39970x; R? = 0,9999), izokvercitrina (0,01-0,66
mg/mL; y = 19482x-10,686; R? = 1), spireozida (0,015-0,24 mg/mL; y = 13213x +
45,692; R? = 0,9979) i elagne kiseline (0,008—0,130 mg/mL; y = 14063x+62,467; R? =
0,999).

Qdredivanje sadrzaja HPLC-PDA metodom

Sadrzaj je odreden koriS¢enjem te¢nog hromatografa Agilent 1260 opremljenog
automatskim injektorom, kvaternernom pumpom i1 PDA detektorom. Separacija je
postignuta na Zorbax SB-CI18 koloni (4,6 x 250 mm, dijametar Cestica 5 pm) pri
temperaturi kolone 25 °C. Mobilnu fazu su ¢inili faza A, (0,1% HCOOH) 1 faza B>
(acetonitril). Prilikom odredivanja sadrzaja gaulterina (1), kemferol 4'-O-f-D-glukozida
(2), hiperozid 2"'-O-galata (8), izokvercitrin 2"'-O-galata (9), telimagrandina II (10),
telimagrandina I (11), metilgalata (12), rutina i mikvelianina, eluiranje je sprovedeno
prema programu eluiranja 3 (Tabela 3.5.), dok je za kvantifikaciju sadrzaja astragalin

2""-0-galata (4) koriS¢en program eluiranja 4 (Tabela 3.5.).

Tabela 3.5. Programi eluiranja.

Program eluiranja 3 Program eluiranja 4
vreme fazaB,  protok vreme faza B>  protok
(min) (% v/v) (mL/min) (min) (% v/v) (mL/min)

0 10 0,8 0 10 0,8
25 25 0,8 45 25 0,8
30 25 0,8
35 10 0,8

Kalibracione krive su pripremljene injektovanjem razli¢itih zapremina osnovnog

rastvora jedinjenja (standarda ili izolovanih sekundarnih metabolita).

37



Apsorbancija je merena na 210 nm prilikom odredivanja sadrzaja gaulterina
(opseg injektovane mase jedinjenja 0,48-9.6 ug, y = 1470,6x+283,1, R = 0,9994); na
270 nm prilikom kvantifikacije telimagrandina I (0,85-21,25 pg, y = 1485,5x-512,23,
R? = 0,9995) i telimagrandina II (0,58-11,6 ug, y = 1697x-97,92, R? = 0,9999); dok je
sadrzaj smeSe hiperozid 2''-O-galata i izokvercitrin 2'"-O-galata (0,44-13,2 ng, y =
750,42x+139,19, R? = 0,9975), kemferol 4'-O-f-D-glukozida (0,35-8,75 ng, y =
827,83x+85,585, R? = 0,9995), rutina (0,16-9,6 ug, y = 878,78x+157,45, R*> = 0,9984)
mikvelianina (0,5-15 pg, y = 870,49x+7,2115, R? = 1) i astragalin 2""-O-galata (1-15
ug, y = 459,95x+44,949, R? = 0,999) odreden merenjem apsorbancije jedinjenja na 350

nm.

Statisti¢ka analiza

Statisticka obrada podataka je vrSena u programu SPSS (verzija 20.0) primenom
jednofaktorske ANOVA-e 1 post hoc Tukey testa. Postojanje statisticki znacajne razlike

srednjih vrednosti sadrzaja sastojaka LIC je prihvaceno za kriterijum p < 0,05.
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3.7. Ispitivanje antioksidantne aktivnosti

Antioksidantni kapacitet LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria 1 izolovanog flavonoida
(spireozida) je procenjen in vitro ispitivanjem njihove sposobnosti da neutraliSu DPPH i
OH* radikal, i redukuju kompleks feri-jona (Fe**) i 2,4,6-tripiridil-s-triazina. U cilju
potpunijeg sagledavanja antioksidantnog potencijala takode je testirana njihova
sposobnost da in vitro umanje oksidativni stres u humanom serumu indukovan
dodatkom egzogene prooksidantne supstance. Eksperimenti u kojima se koristi bioloski
materijal, poput humanog seruma, omogucuju bolji uvid u realni protektivni kapacitet
testiranih ekstrakata/supstanci, jer se na taj na¢in odreduje njihova sposobnost da zastite
bioloski relevantne molekule (npr. proteine). Rezultati ovih analiza mogu biti znacajni
za objasnjenje mehanizama koji se nalaze u osnovi farmakoloskih efekata cvasti F.
vulgaris 1 F. ulmaria. Aktivnosti ispitivanih biljnih izolata su uporedene sa aktivnoséu
kontrolnih supstanci (askorbinska kiselina, kvercetin, Trolox — hidrosolubilni ekvivalent

vitamina E).
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3.7.1. Test neutralisanja DPPH radikala

Zasniva se na spektrofotometrijskom prac¢enju promene boje do koje dolazi kada
ispitivani uzorci redukuju stabilni ljubicasti 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal
do zuto obojenog proizvoda (DPPH-H) (Slika 3.1.) (Cuendet i sar., 1997).

N(CeHs)2 N(CeHs)2
il N~
O,N NO, O,N NO,
NO, NO,

Slika 3.1. Redukcija DPPH radikala pod uticajem antioksidanasa (Popovi¢, 2013).

Intenzitet neutralizacije DPPH radikala (I) je dobijen koriS¢enjem izraza:
I(%) = (Ak-Aa)/Ak x 100, gde je
Ak — apsorbancija kontrole,

Aa — apsorbancija analize.

Rezultati su izrazeni kao ICso vrednost tj. koncentracija ekstrakta/jedinjenja kojom

se neutraliSe 50% DPPH radikala.

Postupak (Kuki¢ 1 sar., 2006) je predstavljen u Tabeli 3.6.

Tabela 3.6. Postupak izvodenja testa neutralisanja DPPH radikala.?

Analiza Kontrola
LIC/spireozid® 100 pL -
Metanol do 2 mL 2 mL
DPPH (0,5 mM) 0,5 mL 0,5 mL

? Nakon dodavanja DPPH reagensa, uzorci su snazno promuckani i inkubrani tokom
trideset minuta u mraku na sobnoj temperaturi. Zatim je merena njihova apsorbancija na

517 nm u odnosu na slepu probu (metanol).

b Rastvori razli¢itih koncentracija liofilizovanih infuza cvasti (LIC) ili spireozida.
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3.7.2. Test neutralisanja OH® radikala (2-dezoksiriboza test)

Hidroksilni (OH®) radikal je najreaktivniji radikal in vivo i1 verovatno je finalni
medijator vec¢ine tkivnih oSte¢enja koja nastaju pod uticajem slobodnih radikala. Lako
stupa u reakcije sa gotovo svim molekulima, kao S§to su npr. ugljeni hidrati,
aminokiseline, lipidi i nukleotidi (Pham-Huy i sar., 2008; Young i Woodside, 2001).
Test neutralisanja OH* radikala se zasniva na degradaciji 2-dezoksiriboze do koje dolazi
pod njegovim uticajem. Proizvodi raspadanja reaguju sa tiobarbiturnom kiselinom pri
¢emu se formiraju ljubicasti kompleksi sa maksimumom apsorbcije na 532 nm.
Intenzitet nastale boje je obrnuto srazmeran sposobnosti uzoraka da neutraliSu OH*
radikal koji nastaje u Fentonovoj reakciji u prisustvu askorbata:

Fe** + H,0, — Fe** + OH* + OH™ (Lee i Lim, 2000).

Intenzitet neutralizacije OH® radikala (I) je dobijen primenom formule:
I(%) = (Ak-Aa)/Ak x 100, gde je
Ak — apsorbancija kontrole,

Aa — apsorbancija analize.

Rezultat je izrazen kao ICso vrednost tj. koncentracija ekstrakta/jedinjenja koja

redukuje nivo nastalog OH* radikala za 50%.

Postupak: Uzorci, pripremljeni na nacin prikazan u Tabeli 3.7., su inkubirani
tokom jednog sata na 37 °C. Nakon toga su im dodati 1 mL 2,8% rastvora
trihlorsiréetne kiseline i 1 mL 1% rastvora tiobarbiturne kiseline u 0,05M NaOH. U
slede¢em koraku je vrSeno zagrevanje tokom 15 min na 100 °C. Uzorci su ohladeni 1
njihova apsorbancija je odmah merena na 532 nm (u odnosu na slepu probu) (Kuki¢ 1

sar., 2000).
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Tabela 3.7. Priprema uzoraka za 2-dezoksiriboza test (Kuki¢-Markovi¢, 2013).

Analiza Kontrola Slepa proba

FeCls (0,004 M) 100 pL 100 uL -
EDTA (0,004 M) 100 uL 100 pL -
2-Dezoksiriboza (0,05 M) 200 uL 200 uL 200 uL
LIC/spireozid? 10 uL - -
Metanol - 10 uL 10 uL
L-Askorbinska kiselina (0,004 M) 100 pLb 100 pLb -
H202 (1,5%) 20 pL 20 uL -
Fosfatni pufer (pH=7,4; 1=0,1) do 4 mL do 4 mL do 4 mL

 Rastvori razli¢itih koncentracija liofilizovanih infuza cvasti (LIC) ili spireozida.

3.7.3. Ukupna antioksidantna aktivnost (FRAP test)

Redukciona sposobnost ispitivanih preparata F. ulmaria i F. vulgaris i njihovog
kvantitativno dominantnog flavonolnog heterozida (spireozida) procenjena je FRAP
(eng. Ferric Reducing Antioxidant Power) testom koji se zasniva na promeni boje:
Fe**-2,4,6-tripiridil-s-triazin (Fe**-TPTZ) kompleks se redukuje do plavo obojenog
Fe?*-TPTZ kompleksa (Slika 3.2.) (Luximon-Ramma i sar., 2002; Prior i sar., 2005;
Sz06116si1 1 SzO116si Istvanné Varga, 2002). Rezultat je izrazen kao FRAP vrednost (mmol
Fe?*/g ispitivanog LIC/spireozida) koja predstavlja broj mmol Fe?" jona koji ima istu
redukcionu sposobnost kao 1 g ispitivanog ekstrakta ili jedinjenja.

Postupak: Uzorci, pripremljeni na nacin prikazan u Tabeli 3.8., su inkubirani
tokom pet minuta na sobnoj temperaturi, a zatim je merena njihova apsorbancija na 593

nm. FRAP vrednost je dobijena koriS¢enjem kalibracione krive zavisnosti apsorbancije

od koncentracije gvozde(Il)-sulfata (100—1000 uM) (Kukic€ 1 sar., 2006).

42



g™ ™
S

Slika 3.2. Fe**-TPTZ + redukciono sredstvo — Fe**-TPTZ (intenzivno plavo obojen
kompleks) (Prior 1 sar., 2005).

Tabela 3.8. FRAP test.

Analiza Standardni rastvor Slepa proba

LIC/spireozid® 150 uL - -
Rastvor Fe(II)-sulfata® - 150 pL -
Rastvara¢ (HO/MeOH) - - 150 pLL
FRAP reagens® 4,5 mL 4,5 mL 4,5 mL

?Vodeni rastvor liofilizovanog infuza cvasti (LIC) ili metanolni rastvor spireozida.
b Rastvor Fe(II)-sulfata (100—1000 uM).

¢ FRAP reagens se izraduje meSanjem 25 mL acetatnog pufera (300 mM, pH 3,6), 2,5
mL TPTZ rastvora (10 mM TPTZ u 40 mmol/L HCl) i 2,5 mL vodenog rastvora FeCl3
(20 mM).
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3.7.4. Odredivanje parametara oksidativno-stresnog statusa u serumu

Antioksidantna aktivnost LIC F. wvulgaris 1 F. ulmaria i kvantitativno
dominantnog flavonoida ovih ekstrakata (spireozida) je procenjena in vitro u humanom
serumu nakon indukovanja oksidativnog stresa egzogenim oksidansom ferc-
butilhidroperoksidom (TBH). U ispitivanju je kori$¢en serumski pul dobijen spajanjem i
mesanjem seruma zdravih dobrovoljaca. Cuvan je na -20 °C, najduze tokom dve
nedelje. Sema oglednog protokola je predstavljena u Tabeli 3.9. Svi uzorci su
postavljeni u triplikatu. Testirani preparati i jedinjenja (LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria,
spireozid, hidrosolubilni ekvivalent vitamina E — Trolox) su dispergovani u pogodnom
solvensu (vodi, metanolu ili etanolu). Dvadeset pet pL pripremljenih rastvora rastucih
koncentracija (200-3200 pg/mL) je dodato u 450 pL humanog seruma i intenzivho
promeSano. Uzorci su dalje inkubirani na 37 °C tokom jednog sata na vodenom
kupatilu. Naredni korak je podrazumevao aplikovanje 25 uL. 0,5 mM rastvora TBH, a
zatim je nastavljena inkubacija jo$ sat vremena. Odmah po zavrsetku ovog koraka,
spektrofotometrijski su odredeni parametri oksidativno-stresnog statusa (totalni
antioksidativni  status, TAS; totalni oksidativni status, TOS; prooksidativno-
antioksidativni balans, PAB) pomoc¢u ELISA citaca (ELISA Microplatereader with
processor LKB 5060-006, LKB Vertriebs GmbH, Austria) 1 izraCunat je parametar
antioksidativni indeks (AI). Vrednosti parametara su dobijene koriS¢enjem prethodno
konstruisanih kalibracionih krivih (TAS, y = -0,00052x - 0,0198; TOS, y = 0,0083x +
0,022; PAB, y = 0,015x - 0,657). Rezultati su izrazeni u procentima u odnosu na

kontrolne uzorke, primenom formule:

TAS/PAB/TOS/AI (%) = (Srednja vrednost parametra analiziranih uzoraka
iste koncentracije preparata ili jedinjenja / srednja vrednost parametra kontrolnih

uzorka) x 100.

Statisticka obrada je vrSena u programu SPSS (verzija 20.0) primenom
jednofaktorske ANOVA-e i post hoc Tukey testa. Postojanje statisticki znacajne razlike
izmedu vrednosti parametra ispitivanih uzoraka i vrednosti istog parametra kontrolnih

uzoraka je prihvaceno za kriterijum p < 0,05.
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Tabela 3.9. Priprema uzoraka prilikom odredivanje parametara oksidativno-stresnog

statusa u humanom serumu.

Uzorak 450 pL 25 pLL 25 pLL

3,2 mg/mL LIC¥/S®
1,6 mg/mL LIC?%/SP

Analizirani
. Serum | 0,8 mg/mL LIC%S® | TBH®
uzorcl 07 oL LGS spektrofotometrijsko
,4 mg/m .
0.2 mg/mL LICYS” odredivanje

|:> parametara

3,2 mg/mL Trolox-a S
oksidativno-stresnog

1,6 mg/mL Trolox-a‘
Referentni statusa
Serum | 0,8 mg/mL Trolox-a¢ | TBH®

uzorci
0,4 mg/mL Trolox-a‘
0,2 mg/mL Trolox-a
Kontrolni
‘ Serum Rastvarac TBH®
uzorci

 Rastvor liofilizovanog infuza cvasti (LIC) F. vulgaris ili F. ulmaria.
® Rastvor spireozida.
¢ Rastvor terc-butilhidroperoksida (0,5 mM).

d Rastvor Trolox-a (hidrosolubilnog ekvivalenta vitamina E).

Totalni antioksidativni status (TAS)

Odredivanje totalnog antioksidativnog statusa ili kapaciteta se zasniva na osobini
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS) da menja boju u
zavisnosti od svog oksidacionog stanja (Erel, 2004). ABTS" katjon je intenzivno
plavozelene (smaragdne) boje u kiseloj sredini (acetatni pufer, pH=3,6) u prisustvu
vodonik-peroksida, dok je redukovani molekulski oblik bezbojan. Po dodatku reagensa
koji sadrzi ABTS" katjon u serum, dolazi do smanjenja intenziteta boje srazmernog
koli¢ini ukupnih antioksidanasa prisutnih u uzorku. Rezultati su izraZeni kao broj mmol
Trolox ekvivalenata/L, na osnovu standardne krive koja opisuje zavisnost merene
apsorbancije od koncentracije Troloxa. Postupak odredivanja TAS je prikazan u Tabeli

3.10.
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Tabela 3.10. Postupak odredivanja totalnog antioksidativnog statusa (Barali¢, 2012).%

Analiza Standardi Slepa proba

Serum 12,5 uL - -
Reagens 1° 200 uL 200 uL 200 uL
Reagens 2°¢ 37,5 uL 37,5 uL 37,5 uL
Rastvor standarda‘ - 12,5 uL -
Dejonizovana voda - - 12,5 uL

? Nakon S§to su dodati svi reagensi, vrSena je inkubacija tokom 10 min na sobnoj
temperaturi i merena apsorbancija (A = 660 nm).

® Acetatni pufer (0,4 mol/L; pH = 5,8). Stabilan je Sest meseci na +4 °C.

¢ Rastvor ABTS. Stabilan je Sest meseci na +4 °C. Dobijen je rastvaranjem 0,549 g
ABTS u 100 mL smeSe (30 mL acetatnog pufera (30 mmol/L, pH = 3,6) + 70 mL
rastvora vodonik-peroksida (2 mmol/L)) i sledstvenim inkubiranjem tokom jednog sata

na sobnoj temperaturi, pri ¢emu je formiran plavozeleni ABTS" katjon.

4 Rastvor Trolox-a (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilne kiseline —
hidrosolubilnog ekvivalenta vitamina E). Supstanca je rastvorena u fosfatnom puferu

(30 mmol/L, pH = 7,4) tako da koncentracija bude u opsegu 0,125-2 mmol/L.

Totalni oksidativni status (TOS)

Odredivanje totalnog oksidativnog statusa ili potencijala vrsi se u cilju procene
koli¢ina ukupnih prisutnih oksidacionih molekula (vodonik-peroksida 1 lipidnih
hidroperoksida) u serumu. U osnovi ovog ispitivanja nalazi se molekulom glicerola
olak3ana konverzija fero jona (Fe*'-orto-dianizidnog kompleksa) u feri jon (Fe*"), do
koje dolazi pod uticajem oksidanasa. Nastali feri jon gradi narandZasti kompleks sa
ksilenol-oranZom u kiseloj sredini. Intenzitet dobijene boje se meri spektrofotometrijski
na 560 nm i srazmeran je koli¢ini ukupnih oksidanasa u serumu. Rezultat se izrazava u
umol H>O/L, na osnovu standardne krive vodonik-peroksida (c(H202) = 10-200
pmol/L) (Erel, 2005). Postupak odredivanja TOS je prikazan u Tabeli 3.11.
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Tabela 3.11. Postupak odredivanja totalnog oksidativnog statusa (Barali¢, 2012).%

Analiza Standard  Slepa proba

TOS 1° 450 uL 450 uL 450 uL
TOS 2° 22 ulL 22 uL -
Serum 70 uL - -
Dejonizovana voda - - 70 uL
Standard - 70 uL -

& Uzorci, pripremljeni na nacin prikazan u tabeli, inkubirani su tokom tri minuta i

odmah zatim je merena njihova apsorbancija na 560 nm.

® TOS 1. Pripremljen je rastvaranjem 114 mg ksilenol-oranza i 8,18 g NaCl u 900 mL
sumporne kiseline (¢ = 25 mM) i dodavanjem 100 mL glicerola. pH Vrednost je

podesena tako da iznosi 1,75.

¢TOS 2. 1,96 g Feroamonijumsulfata i 3,17 g o-dianizidin dihidrohlorida je rastvoreno

u 1000 mL H,SO4 (¢ = 25 mM).

Prooksidativno-antioksidativni balans (PAB)

Koncentracija vodonik-peroksida u antioksidativnom okruZenju je odredena
zahvaljujuéi osobini 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) da menja boju u zavisnosti od
svog oksidacionog stanja: redukovani molekulski oblik je bezbojan, dok je katjon plavo
obojen. Po dodatku rastvora TMB™ katjona serumu, plava boja je intenzivnija §to je
koncentracija oksidanasa veca. Rezultati predstavljaju koncentraciju vodonik-peroksida
(%) u uzorku. Dobijeni su pomocu standardne krive konstruisane kori§¢enjem rastvora
sa razli¢itim odnosom mokraéne kiseline 1 vodonik-peroksida (udeo vodonik-peroksida
0-100%). Ove dve supstance su izabrane kao predstavnici antioksidanasa odnosno
oksidanasa, jer ne reaguju medusobno i stupaju nezavisno u reakciju sa hromogenom. U
prisustvu enzima peroksidaze, vodonik-peroksid oksiduje TMB do plavo obojenog
katjona. Nasuprot tome, reakcija mokracne kiseline i TMB™ katjona, tokom koje dolazi
do obezbojavanja, nije enzimski katalizovana (Alamdari i sar., 2007). Postupak

odredivanja PAB (Barali¢, 2012) je prikazan u Tabeli 3.12.
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Tabela 3.12. Postupak odredivanja prooksidativno-antioksidativnog balansa.

analiza  standard slepa proba

Serum 10 uL - -
Standardni rastvor® - 10 uL -
Destilovana voda - - 10 uL
Radni rastvor® 180 uL 180 puL 180 uL
HCI (2 mol/L) 40 uL 40 uL 40 uL

? Nakon dodavanja HCI, boja uzoraka je promenjena iz plave u Zzutu.

Spektrofotometrijsko merenje je vrSeno na 450 nm.

® Standardni rastvor. U eksperimentu su kori$¢ene razli¢ite koncentracije standardnog
rastvora izradene meSanjem 1 mmol/L vodonik-peroksida i 6 mmol/L mokraéne

kiseline u slede¢im odnosima: 0:100, 25:75, 50:50, 75:251100:1.

¢ Radni rastvor. Pripremljen je neposredno pred upotrebu Sestominutnim meSanjem (u
mraku na sobnoj temperaturi) rastvora dobijenog spajanjem 1 mL rastvora TMB"

katjona i 10 mL TMB II rastvora.

Rastvor TMB" katjona. Sme$a 50 mL acetatnog pufera (0,05M, pH =4,5), 1 mL TMB I
rastvora (TMB/DMSO) 1 175 pL rastvora hloramina T (100 mmol/L) je inkubirana

jedan sat na tamnom mestu pri temperaturi 37 °C uz stalno meSanje. Nakon toga je

dodat enzim peroksidaza (25U). Cuvan je na -20 °C.
TMB Il rastvor. 200 uL. TMB I rastvora je rastvoreno u 10 mL acetatnog pufera (0,05M,

pH = 5,6). Cuvan je na 4 °C, ne duZe od dva dana.

TMB 1 rastvor. 60 mg TMB je rastvoreno u 10 mL dimetilsulfoksida. Cuvan je na -20
°C.

Antioksidativni indeks (Al)

Vrednosti Al su dobijene deljenjem vrednosti TAS odredenog uzorka sa
vrednos¢u TOS dobijenom =za isti uzorak. Vecée vrednosti Al indikuju bolju

antioksidativnu zastitu.
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3.8. Ispitivanje uticaja na biosintezu eikozanoida

Sposobnost LIC F. ulmaria i F. vulgaris, kao 1 pojedinih izolovanih jedinjenja
cvasti F. vulgaris, da utiCu na produkciju eikozanoida ispitana je ex vivo koristeci
humane trombocite neposredno nakon isteka njihovog roka za humanu upotrebu (Beara
1 sar., 2015; Lesjak i sar., 2013). Pracen je efekat ispitivanih ekstrakata/jedinjenja na
sintezu:

e prostaglandina E> (PGE),

e tromboksana B, (TXB>),

e i 12-hidroksieikozatetraenske kiseline (12-HETE).
Formiranje navedenih medijatora je inicirano dodatkom kalcijumove jonofore. Njihova
koncentracija je odredena LC-MS/MS tehnikom. Inhibicija produkcije eikozanoida, I, je
dobijena primenom izraza:

1(%) = (Pk-Pa)/Pk x 100, gde je
Pk — povrsina pika praéenog metabolita u kontrolnoj reakciji/povrSina pika internog
standarda (prostaglandina B»),

Pa — povrSina pika praenog metabolita u analizi/povrSina pika internog standarda

(prostaglandina By).

Rezultati, dobijeni analizom u Origin softveru (verzija 8), su izrazeni kao ICso,
odnosno koncentracija LIC/jedinjenja koja smanjuje nastanak pracenog eikozanoida za
50%. Dati su kao srednja vrednost tri merenja + standardna devijacija. Podaci su
statisticki  analizirani koriS¢enjem SPSS softvera (verzija 20.0), primenom
jednofaktorske ANOVA-e i post hoc Tukey testa. Postojanje statisticki znacajne razlike

srednjih vrednosti ICso je prihvaceno za kriterijum p < 0,05.

Postupak (Beara 1 sar., 2015; Lesjak i sar., 2013): Humani trombociti (2 mL) su
izloZeni delovanju rastvora ekstrakta/jedinjenja u dimetilsulfoksidu (0,1 mL) i rastvora
kalcijumove jonofore A23187 (0,1 mL; ¢ = 125 pmol/L) tokom 2 minuta na 37 °C uz
blago mesanje. U slede¢em koraku, uzorcima je dodan vodeni rastvor CaClz (0,3 mL; ¢
= 16,7 mmol/L) 1 nastavljena je inkubacija tokom 5 min na 37 °C. Inicirana reakcija je
zaustavljena podesavanjem pH vrednosti na 3 pomoc¢u 1% mravlje kiseline. Nakon toga,

uzorcima je dodano 50 pL rastvora internog standarda prostaglandina B, (¢ = 6 pg/mL).
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Sledstvena petnaestominutna ekstrakcija je izvrSena koriste¢i 0,8 mL smeSe hloroforma
1 metanola (1:1) uz intenzivno meSanje. Uzorci su zatim centrifugirani (7012 x g; 15
min, 4 °C), sloj organskih rastvaraca je odvojen, uparen do suva i rastvoren u 0,5 mL
metanola. Dobijeni rastvori su analizirani LC-MS/MS tehnikom u modu ,,multiple
reactions monitoring” i negativnoj jonizaciji. Uslovi analize su bili podeSeni na sledeci
nacin:
e za TXB:> (napon fragmentora: 120V; signal jona prekurzora: m/z 369; energija
kolizije: 15V; signal fragmentnog jona m/z 169; retenciono vreme: 0,23 min),
e za PGE: (napon fragmentora: 120V; signal jona prekurzora: m/z 351; energija
kolizije: 15V; signal fragmentnog jona m/z 271; retenciono vreme: 0,24 min),
e za PGB; (napon fragmentora: 120V; signal jona prekurzora: m/z 333; energija
kolizije: 13V, signal fragmentnog jona m/z 315; retenciono vreme: 0,31 min)
e i za 12-HETE (napon fragmentora: 120V; signal jona prekurzora: m/z 319;
energija kolizije: 7V; signal fragmentnog jona m/z 301; retenciono vreme: 0,96

min).

3.9. In vivo farmakoloSka ispitivanja

3.9.1. Eksperimentalne Zivotinje

U ogledima su koriS¢eni muzjaci Wistar pacova (180-220 g) 1 Swiss Webster
miSeva (20-30 g) nabavljeni na Odeljenju za uzgoj laboratorijskih 1 eksperimentalnih
Zivotinja, Instituta za medicinska istrazivanja, Vojnomedicinske akademije, Beograd.
Pacovi su koriS¢eni za procenu antihiperalgezijske, antiedematozne i gastroprotektivne
aktivnosti, dok su miSevi kori§¢eni za ispitivanje akutne toksi¢nosti. Zivotinje su, po
dopremanju u prostorije Vivarijuma Farmaceutskog fakulteta, smestene u kaveze od
pleksiglasa sa zi¢anim poklopcem i dato im je dovoljno vremena za adaptaciju na nove
uslove sredine. U kavez je smeStano 5-6 pacova, odnosno 5-6 miSeva. Sterilisana
strugotina je koriS¢ena kao prostirka. Hrana (specijalni briketi, Vetzavod, Subotica) i
pijaca voda su bili dostupni ad [libitum, osim u periodu pred eksperiment i tokom
eksperimenata. Zivotinje su ¢uvane u standardnim laboratorijskim uslovima (vlaznost
vazuha: 60%; ambijentalna temperatura: 20-25 °C; ciklus svetlost/mrak: 12/12 h).

Zdravstveno stanje zivotinja je kontrolisano svakodnevno. Bihejvioralni eksperimenti su
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sprovedeni u slepom maniru uvek u isto vreme, izmedu 8:00 i 16:00 h, da bi se izbegle
diurnalne varijacije. Zivotinje su u eksperimentima koriiéene samo jednom. Nakon
zavrSetka ogleda, Zivotinje su zrtvovane u komori sa rastu¢om koncentracijom CO», a
nakon toga su odloZzene na propisan nacin do finalnog otpremanja koje sprovodi Javno
komunalno preduzeée ,,Veterina Beograd”. Ministarstvo poljoprivrede, Sumarstva i
vodoprivrede (Uprava za veterinu) Republike Srbije i Eticki komitet Univerziteta u
Beogradu — Farmaceutskog fakulteta su odobrili ispitivanja na Zivotinjama (br. dozvole:
323-07-1253/2018-05). Ogledi su sprovedeni postujuci eticke principe Pravilnika za rad
sa eksperimentalnim zivotinjama Univerziteta u Beogradu — Farmaceutskog fakulteta,
Vodi¢ za ¢uvanje i upotrebu laboratorijskih zivotinja americkog Nacionalnog instituta
zdravlja (eng. National institute of health guide for the care and use of laboratory

animals, 2011) 1 Direktive 2010/63/EU Evropskog parlamenta i Saveta Evrope.

3.9.2. Ispitivanje antihiperalgezijske i antiedematozne aktivnosti

Antihiperalgezijska 1 antiedematozna aktivnost LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria je

ispitana u eksperimentalnom modelu inflamacije Sape pacova indukovane karageninom.

Indukcija inflamacije i primenjeni tretmani

Inflamacija zadnje desne Sape pacova je izazvana intraplantarnom (i.pl.)
injekcijom karagenina (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Germany) (0,1 mL/Sapi; 1%
m/v; dispergovan u fizioloSkom rastvoru) (Morris, 2003; Stepanovié-Petrovié¢ i sar.,
2012). Karageninska inflamacija karakteriSe se crvenilom, edemom 1 bolnom
preosetljivoséu (hiperalgezijom) (Morris, 2003; Stepanovic¢-Petrovi¢ 1 sar., 2012;
Vivancos 1 sar., 2004). Opisani model je iskoriS¢en za testiranje antihiperalgezijske i
antiedematozne aktivnosti LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria. Acetilsalicilna kiselina (Bayer

Bitterfeld GmbH, Germany) je bila referentna supstanca.

Zivotinje, kojima su prethodno uskraéeni hrana i voda, su tretirane suspenzijom
LIC ili acetilsalicilne kiseline u destilovanoj vodi (u zapremini od 2 mL/kg, p.o.). LIC
su aplikovani oralnom sondom 30 min pre injektovanja karagenina, dok je
acetilsalicilna kiselina primenjena oralno 30 min nakon injektovanja karagenina.

Sematski prikaz oglednog dizajna je predstavljen u Tabeli 3.13.
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Tabela 3.13. Ogledni dizajn ispitivanja antihiperalgezijske i antiedematozne aktivnosti.

Animalni model Grupe Tretman

Vehikulum (peroralno)

Model akutne Kontrola 1 + 1% rastvor karagenina
inflamacije Sape (100 pL, supkutano u Sapu)
pacova LIC F. vulgaris
Inflamatorni somatski Test grupe (peroralno, 100-300 mg/kg)
bol i otok su izazvani 1-4 + 1% rastvor karagenina
intraplantarnom (100 pL, supkutano u Sapu)
injekcijom karagenina. LIC F. ulmaria
Razvoj mehanicke Test grupe (peroralno, 100-300 mg/kg)
hiperalgezije je pracen 5-8 + 1% rastvor karagenina
upotrebom elektri¢nog (100 pL, supkutano u Sapu)
Von Frey aparata, dok Acetilsalicilna kiselina
je razvoj edema pracen Kontrola 2 (peroralno, 400 mg/kg)
pletizmometrom. (referentni lek) + 1% rastvor karagenina

(100 pL, supkutano u Sapu)

LIC, liofilizovani infuz cvasti.

Procena antihiperalgezijske aktivnosti

Nakon injektovanja  karagenina, razvoj mehani¢ke hiperalgezije 1
antihiperalgezijski efekat LIC ili acetilsalicilne kiseline bili su procenjeni merenjem
praga povlacenja Sape (eng. paw withdrawal threshold — PWT) pomocu elektri¢nog Von
Frey anesteziometra (IITC Life Science, Woodland Hills, CA) (Vivancos 1 sar., 2004).
Pacovi su smeSteni u transparentne, plasticne kutije, na povrSini metalne reSetke.
Dozvoljeno im je da se aklimatizuju 30 min pre pocetka eksperimenta. Mehanicki
stimulus je primenjen pomocu plasticnog, semi-fleksibilnog filamenta: vrh filamenta je
aplikovan pod pravim uglom na plantarnu povr§inu zadnje desne Sape sa postepenim
povecanjem pritiska. Sila (u gramima) neophodna da izazove brzo povlacenje Sape je
automatski beleZzena na digitalnom ekranu. Prosecna vrednost Cetiri merenja PWT je

koriS¢ena prilikom daljeg racunanja.
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Bazalne PWT vrednosti su merene pre tretmana (karagenin + vehikulum ili
karagenin + LIC/acetilsalicilna kiselina). Vrednosti PWT nakon tretmana su merene u
sedam vremenskih tacaka, tokom perioda od 300 min nakon injektovanja karagenina.
Rezultati su izrazeni kao razlika (df) izmedu bazalnih i post-tretmanskih PWT koristeci

slede¢u formulu (Vivancos i sar., 2004):

df = bazalna PWT pre indukcije inflamacije (g) - PWT nakon indukcije

inflamacije (g).

Antihiperalgezijska aktivnost (%AH) je dobijena primenom sledece formule

(Stepanovi¢-Petrovi¢ i sar., 2012):

%AH = [(srednja vrednost df kontrolne grupe - df pojedinacne Zivotinje u

test grupi) / (srednja vrednost df kontrolne grupe)] x 100.

Ukoliko je df vrednost dobijena za pojedinac¢nu zivotinju u test grupi veca od

srednje vrednosti u kontrolnoj grupi, AH (%) je dodeljena vrednost 0.

Procena antiedematozne aktivnosti

Antiedematozna aktivnost je procenjena pomocu pletizmometra (UgoBasile,
Comerio, Italy), odredivanjem povecanja zapremine Sape nakon injektovanja karagenina
(Stepanovic¢-Petrovi¢ 1 sar., 2012). Uredaj za merenje ¢ine dva povezana vertikalno
postavljena cilindra, ispunjena vodenim rastvorom elektrolita 1 sredstva za kvaSenje.
Nakon uranjanja Sape pacova do tibio-tarzalnog zgloba u ve¢i cilindar, zapremina
istisnute te¢nosti (jednaka zapremini Sape) se meri i1 direktno ocitava na digitalnom
displeju. Bazalni volumen Sape je meren pre tretmana (karagenin + vehikulum ili
karagenin + LIC/acetilsalicilna kiselina). Zapremina Sape nakon tretmana je merena u
sedam vremenskih tacaka, tokom perioda od 300 minuta nakon injektovanja karagenina.
Rezultati su izrazeni kao razlika (dV) izmedu zapremine Sape nakon tretmana i1 bazalne

zapremine Sape, primenom sledece formule:

dV = zapremina inflamirane Sape (mL) nakon tretmana - bazalni volumen

Sape (mL).

Merenje je ponovljeno dva puta u svakoj vremenskoj tacki i prose¢na vrednost dV

svake zivotinje je koriS¢ena u daljem ra¢unanju.
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Procenat antiedematozne aktivnosti (%AE) je izraCunat primenom sledece

formule (Stepanovi¢-Petrovi¢ i sar., 2012):

%AE = [(srednja vrednost dV kontrolne grupe - dV pojedinacne Zivotinje u

test grupi) / (srednja vrednost dV kontrolne grupe)] x 100.

Ukoliko je dV vrednost pojedinacne Zivotinje u test grupi bila veca od prosecne

dV vrednosti u kontrolnoj grupi, AE (%) je dodeljena vrednost 0.

Statisticka obrada rezultata

Program Pharm PCS (Pharmacological Calculation System) (Micro-Computer
Specialists, Philadelphia, PA, USA) je koriS¢en za farmakoloSka izrac¢unavanja. EDso
vrednosti (doze koje ostvaruju 50 %AH odnosno %AE) sa 95% intervalom poverenja su
dobijene linearnom regresijom iz odgovarajuce krive odnosa doze i efekta u vreme
postizanja maksimalnog efekta (izrazene kao %AH, odnosno %AE) (Tallarida 1 Murray,

1986).

Statisticka analiza je vrSena u programu SigmaPlot 11 (Systat Software Inc.,
Richmond, California, USA). Rezultati ispitivanja antihiperalgezijske i antiedematozne
aktivnosti su predstavljeni kao srednje vrednosti u grupi + SEM (standardna greska).
Razlika izmedu srednjih vrednosti odgovaraju¢ih grupa je testirana primenom
dvofaktorske ANOVA-e sa ponovljenim merenjima i Tukey HSD post hoc testa.

Vrednost p < 0,05 je smatrana statisticki zna¢ajnom.

3.9.3. Ispitivanje akutne toksi¢nosti

Cetiri sata pre podetka eksperimenta, Zivotinjama su bili uskraéeni hrana i voda.
Toksi¢nost, nakon jednokratne peroralne primene velikih doza LIC (F. vulgaris 2000
mg/kg, F. ulmaria 2000 mg/kg, u zapremini od 10 mL/kg), je preliminarno ispitana u
mieva. Sematski prikaz oglednog dizajna je predstavljen u Tabeli 3.14. Nakon
aplikacije ekstrakata, praceni su znaci koji mogu ukazati na promenjeno zdravstveno
stanje (npr. piloerekcija, letargija, vokalizacija, osetljivost na zvuk i dodir, smanjena ili
povecana pokretljivost, tremor, agresija, iscedak iz nosa ili oka i1 dr.) i mortalitet.

Posmatranje je vrSeno u kontinuitetu prvih 30 min nakon davanja LIC, periodi¢no
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tokom prvog dana, a zatim ujutru i uveCe narednih 14 dana. Sve vreme trajanja

eksperimenta, hrana i voda su bili dostupni ad libitum.

Tabela 3.14. Ogledni dizajn ispitivanja akutne toksi¢nosti.

Ogled Grupe Tretman

Nakon aplikovanja Vehikulum
ispitivanih ekstrakata, zivotinje Kontrola (VO da. 10 mL /kg peroralno)

su posmatrane u cilju otkrivanja

eventualnih znakova toksi¢nosti. LIC F. vu lgaris

teni Sai tela i Test grupa 1
Praceni su polozaj tela i repa, (2000 mg/kg, peroralno)

nakostresenost dlake, sekrecija iz

nosa i oka, unosenje hrane i

LIC F. ulmaria
vode, ponasanje, vokalizacija i Test grupa 2
(2000 mg/kg, peroralno)

mortalitet.

3.9.4. Ispitivanje gastroprotektivnog delovanja

Sposobnost ekstrakata cvasti F. vulgaris 1 F. ulmaria i izolovanih metabolita
cvasti F. vulgaris da zastite zeludacnu sluzokozu ispitana je u modelu akutnog
ulkusa/gastritisa pacova izazvanog apsolutnim etanolom. Ispitivanje je sprovedeno na
muzjacima Wistar pacova (6—8 nedelja starosti, prosetna masa 220 g). Nakon
dopremanja u laboratoriju, zivotinjama je dozvoljeno da se aklimatizuju tokom perioda
od dve nedelje. Dvadeset sati pre pocetka eksperimenta, pacovima je uskra¢ena hrana,
dok su tokom tog perioda imali slobodan pristup pija¢oj vodi. Gastricne lezije su
indukovane apsolutnim etanolom (5 mL/kg, p.o.). Testirani LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria
(100-300 mg/kg, p.o.) 1 izolovana jedinjenja spireozid (50 mg/kg, p.o.) 1 telimagrandin
IT (40 mg/kg, p.o.) su aplikovani jedan sat pre izazivanja lezija, u zapremini od 1 mL/kg
(Tabela 3.15.). Zivotinje u kontrolnim grupama su tretirane ranitidinom (20 mg/kg, p.o.;

Zdravlje Actavis, Srbija) ili vehikulumom (voda, 1 mL/kg, p.o.).
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Tabela 3.15. Ogledni dizajn ispitivanja gastroprotektivne aktivnosti.

Animalni model

Grupe

Tretman

Model akutnog
gastritisa/ulkusa Zeluca
Ostecenje sluzokoze Zeluca

izazvano je peroralnom

aplikacijom apsolutnog

etanola. Intenzitet nastalih
lezija izrazen je kao
gastri¢ni skor prema
Adamijevom

modifikovanom sistemu

nakon makroskopske

analize sluzokoze.

Kontrolna grupa

Vehikulim (p.o) +
apsolutni etanol (5 mL/kg, p.o.)

LIC F. vulgaris

Ogledne grupe
3 (100-300 mg/kg, p.o.) +
apsolutni etanol (5 mL/kg, p.o.)
LIC F. ulmaria
Ogledne grupe
46 (100-300 mg/kg, p.o.) +
apsolutni etanol (5 mL/kg, p.o.)
Spireozid (50 mg/kg, p.o.) +
Ogledna grupa 7 .
apsolutni etanol (5 mL/kg, p.o.)
Telimagrandin II (40 mg/kg, p.o.) +
Ogledna grupa 8

apsolutni etanol (5 mL/kg, p.o.)

Kontrolna grupa

koja prima lek

Ranitidin (20 mg/kg, p.o.) +
apsolutni etanol (5 mL/kg, p.o.)

LIC, liofilizovani infuz cvasti.

Jedan sat nakon aplikovanja apsolutnog etanola, Zivotinje su Zrtvovane u komori

sa rastu¢om koncentracijom ugljen-dioksida. Zatim je iz njih uklonjen Zeludac, otvoren

duz vece krivine 1 ispran fizioloskim rastvorom. Lezije su posmatrane pomocu lupe (3x)

na osvetljenom postolju. Intenzitet oSte¢enja sluzokoze je izrazen kao skor gastri¢nog

oste¢enja (eng. Gastric Damage Score, GDS) 1 bodovan prema modifikovanoj

Adamijevoj skali (Tabela 3.16.).

StatistiCka znacajnost razlike (*, p < 0,05; **, p <0,01) izmedu srednjih vrednosti

GDS oglednih i kontrolnih grupa je testirana primenom Mann-Whitney U-testa u SPSS

softveru, verzija 20.0 (Pordevi¢ i sar., 2012).
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Tabela 3.16. Modifikovana Adamijeva skala za ocenjivanje intenziteta gastri¢nih lezija

(Pordevi¢ i sar., 2012).

Skor Stepen oStecenja
0 nema uocljivih lezija
0,5 blaga hiperemija ili <5 petehija
1 <5 erozija < 5 mm u duzini
1,5 <5 erozija < 5 mm u duZini i puno petehija
2 6—10 erozija < 5 mm u duzini
2,5 1-5 erozija > 5 mm u duzini
3 > 5-10 erozija > 5 mm u duZini
3,5 > 10 erozija > 5 mm u duZini
4 1-3 erozije < 5 mm u duzini i 0,5—1 mm u Sirini
4,5 4-5 erozija <5 mm u duzini i 0,5-1 mm u Sirini
5 1-3 erozije > 5 mm u duZini i 0,5-1 mm u Sirini
6 4-5 lezija kategorije 5
7 > 6 lezija kategorije 5
8 kompletna lezija sluzokoze sa hemoragijom

3.10. Ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti

Citotoksi¢nost LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria, kao 1 jedinjenja cvasti F. vulgaris
(spireozida, hiperozida, galne kiseline), ispitana je MTT testom (eng. Microculture
Tetrazolium Test) — modifikovanom metodom po Mosmanu (Ohno i1 Abe, 1991;
Pavlovi¢, 2015). U eksperimentu su koriS¢ene tumorske celijske linije grlica materice
(HeLa), kolona (LS) i pluca (A549) i zdrave ¢elije — fetalni fibroblasti plu¢a (MRC-5).
Test je zasnovan na redukciji zute hidrosolubilne soli 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolijum bromida do plavoljubicastog liposolubilnog formazana pod uticajem
mitohondrijalne sukcinat dehidrogenaze (Slika 3.3.). Intenzitet nastale plavoljubicaste
boje je meren spektrofotometrijski na 570 nm i srazmeran je broju zivih, metabolicki
aktivnih ¢elija u eksponencijalnoj fazi rasta u ¢elijskoj kulturi. Rezultati su izrazeni kao
ICso koncentracija — koncentracija testiranih preparata/jedinjenja koja smanjuje

vijabilnost ¢elija za 50% (Pavlovi¢, 2015).
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Slika 3.3. Redukcija MTT reagensa do plavoljubicastog formazana (Popovi¢, 2013).
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Rezultati preliminarne makroskopske, mikroskopske i hemijske

analize cvasti F. ulmaria i F. vulgaris

Organoleptickom analizom je utvrdeno da ispitivane biljne droge poseduju blag
slatkast miris, koji podseéa na metilsalicilat. Ukusa su gorkog i adstringentnog. Cvast F.
ulmaria karakteriSe se sferinim, zuckastobelim cvetnim pupoljcima, brojnim
pojedina¢nim petalama krem ili bele boje 1 mnoStvom fragmenata prasnika. Cvast F.
vulgaris ¢ine nesto krupniji cvetni pupoljci, takode loptastog oblika 1 Zu¢kasto bele boje
(mada se mogu primetiti i pupoljci beloruzicaste boje), a uoc¢ava se i puno belih do krem

kruni¢nih listi¢a i fragmenata prasnika.

U pulverizovanim biljnim drogama (cvasti F. vulgaris 1 F. ulmaria) su uoceni
slede¢i fragmenti: delovi epidermisa kruni¢nih i caSicnih listia sa anomocitnim
stomama, jednocelijski 50—150 um dugi trihomi zadebljalih zidova, antere sa fibroznim
slojevima, mnogobrojna polenova zrna glatke egzine i loptastog oblika precnika 16-20

pm.

Nakon razvijanja hromatograma, sledstvenog suSenja i1 derivatizacije Fe(Ill)-
hloridom, zone na plo€ama su posmatrane na dnevnoj svetlosti. U skladu sa
monografijom Spiraeae flos Nemackog kodeksa lekova, na drugoj trecini
hromatograma ispitivanih preparata uo€ena je zona ljubicaste boje koja po polozaju (Rf
= 0,65) 1 boji odgovara zoni na hromatogramu poredbenog rastvora salicilne kiseline.
Neposredno ispod ove zone, javile su se oblasti zelenozute boje (Rf = 0,55). Na prvoj
tre¢ini hromatograma uocene su dve zone (Rf = 0,33 i Rf = 0,15) tamnoplave boje. TLC

profili ispitivanih biljnih droga su sli¢ni u znacajnoj meri (Slika 4.1.).

Ukupni pepeo, gubitak suSenjem, sadrzaji flavonoida i tanina su dati u Tabeli 4.1.
Dobijeni parametri, osim sadrzaja flavonoida u cvasti F. ulmaria, su bili u skladu sa
zahtevima navedenim u monografiji Spiraeae flos Nemackog kodeksa lekova. Ukupni
pepeo, kao 1 sadrzaji flavonoida i tanina su bili vis$i u cvasti F. vulgaris u odnosu na

cvast F. ulmaria, dok je gubitak suSenjem bio nizi.
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Slika 4.1. TLC hromatogram preparata cvasti F. ulmaria i F. vulgaris.

Fv — Filipendula vulgaris, Fu — Filipendula ulmaria, S — salicilna kiselina.

Tabela 4.1. Parametri opsteg i specifi¢nog kvaliteta cvasti F. ulmaria 1 F. vulgaris.

%
cvast F. ulmaria cvast F. vulgaris
Ukupni pepeo 5,29+ 0,12 6,15+0,10
Gubitak susenjem 7,77 +£0,10 7,38 £ 0,05
Sadrzaj flavonoida 1,67 2,58
Sadrzaj tanina 8,68 9,08

Rezultati ispitivanja kvaliteta su pokazali znaajnu slicnost ispitivanih biljnih

droga i1 opravdali sprovodenje dalje uporedne hemijske i farmakoloske analize.
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4.2. Odredivanje strukture sekundarnih metabolita izolovanih iz cvasti

F. vulgaris

Primenom razli¢itih hromatografskih tehnika razdvajanja (Materijali 1 metode,
sekcija 3.4.) iz cvasti F. vulgaris je izolovano 13 jedinjenja: jedan fenolni heterozid
(jedinjenje 1), osam flavonoidnih heterozida (jedinjenja 2—5, smesa jedinjenja 6 i 7,
smesa jedinjenja 8 1 9), dva tanina (jedinjenja 10, 11), jedan derivat fenolkarboksilne
kiseline (jedinjenje 12) 1 jedna fenolkarboksilna kiselina (jedinjenje 13) (Slike 4.2.—
4.14.).

Strukture izolovanih metabolita su utvrdene poredenjem dobijenih UV, MS, 'H i
3C NMR spektralnih podataka sa literaturnim podacima i izraGunatim molekulskim

masama.

Jedinjenje 1 identifikovano je kao gaulterin (metilsalicilat A-primeverozid,
metilsalicilat 2-O-f-D-ksilozil-(1—6)-f-D-glukopiranozid) (Cong i sar., 2015; Moon i
sar., 1996; Wang i sar., 2011), 2 kao kemferol 4'-O-f-D-glukozid (Lim 1 sar., 2004;
Scheer 1 Wichtl, 1987), 3 kao spireozid (kvercetin 4'-O-f-D-glukozid) (Bukreeva i
Shukhobodskii, 1987; Fossen i sar., 1998; Lim i sar., 2004; Pavlovi¢, 2008), 4 kao
kemferol 3-O-(2""-O-galoil-f-D-glukozid) (astragalin 2"-O-galat) (Isobe 1 sar., 1980;
Ochir i sar., 2013), 5 kao astragalin (kemferol 3-O-f-D-glukozid) (Han i sar., 2004; Lee
1 sar., 2007; J. H. Lee 1 sar., 2004; Slimestad 1 sar., 1995), smeSa 6 1 7 (~ 1:3 m/m, na
osnovu integracije 'H NMR spektra i HPLC-UV hromatograma) kao smesa hiperozida
(kvercetin 3-O-f-D-galaktozida) 1 izokvercitrina (kvercetin 3-O-f-D-glukozida) (Cota 1
sar., 2012; He 1 sar., 2010; Lee i sar., 2007; Wen 1 sar., 2017; Wu i sar., 2012; Zduni¢,
2012), smesa 8 i 9 (~ 1:2 m/m, na osnovu integracije '"H NMR spektra i HPLC-UV
hromatograma) kao smesa hiperozid 2""-0-galata (kvecetin
3-0-(2""-O-galoil-f-D-galaktozida) 1 izokvercitrin 2""-0-galata (kvecetin
3-0-(2""-O-galoil-p-D-glukozida) (Isobe 1 sar., 1979; Kawakami 1 sar., 2011; Kim 1 sar.,
1998; Ochir 1 sar., 2013; Pakulski 1 Budzianowski, 1996; Yazaki i sar., 1989), 10 kao
telimagrandin II (eugenin, 1,2,3-trigaloil-4,6-heksahidroksidifenoil-$-D-glukozid) (Chen
i sar., 2014; Feldman i Sahasrabudhe, 1999; Lee i sar., 2005; Wilkins i Bohm, 1976), 11

kao telimagrandin I (Chen i sar., 2014; Fecka, 2009; Hatano i sar., 1988; Wilkins i
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Bohm, 1976), 12 kao metilgalat (Cheng i sar., 2009; Gudej, 2003; Sohretoglu 1 sar.,
2009) i 13 kao galna kiselina (Chandramohan Reddy i sar., 2010; Cheng i sar., 2009;
Faried i sar., 2007; Shen i sar., 2013). Sva navedena jedinjenja su ranije identifikovana
u F. vulgaris (Baczek 1 sar., 2012; Olennikov i Kruglova, 2013; Pukalskien¢ i sar.,
2015), sa izuzetkom jedinjenja 1,4, 91 12.

4.2.1. Spektri flavonoidnih heterozida
Jedinjenja 2-9 su identifikovana kao flavonoidni heterozidi (glikozidi kvercetina 1

kemferola) na osnovu snimljenih UV, MS i NMR spektara.

Ultraljubicasti spektri dobijeni LC-PDA analizom su karakteristi¢ni za flavonolne
heterozide. U saglasnosti su sa literaturnim podacima prema kojima ovaj tip
sekundarnih metabolita daje dve apsorbcione trake: traku I u oblasti 352-385 nm (osim
kada je hidroksilna grupa u polozaju 3 supstituisana, pa je traka hipsohromno pomerena
ka oblasti 328-357 nm) i traku II u oblasti 250—270 nm. Dodatno, ukoliko je prsten B
supstituisan hidroksilnim grupama u polozaju 3’ i 4’, na traci Il se uocavaju dva
maksimuma ili maksimum i ,,rame” (jedinjenja 3, 6-9), dok traka II glikozida sa
hidroksilnom grupom u polozaju 4’ poseduje jedan maksimum (jedinjenja 2, 4 i 5)

(Mabry i sar., 1970).

Masa molekula je izracunata zahvaljujuéi signalima kvazimolekulskih jona [M-
H] koji su se javili u masenim spektrima snimljenim pri naponu fragmentora 100 V.
Nakon povecanja napona fragmentora (250 V) primeceni su signali koji poticu od

aglikonskog dela molekula.

U 'H NMR spektrima izolovanih flavonoidnih heterozida signali aromati¢nih
protona uoceni su u oblasti 68,2 ppm. Signali protona prstena B heterozida kvercetina
(Jedinjenje 3, smesa jedinjenja 6 1 7, smeSa jedinjenja 8 1 9) javili su se u obliku singleta
ili dubleta sa daljinskom konstantom sprezanja 2,1 Hz (H-2"), kao dublet (J ~ 8,5 Hz) ili
dvostruki dublet (J = 8,5, 2,1 Hz) (H-6'), odnosno u obliku dubleta sa vicinalnom
konstantom sprezanja ~ 8,5 Hz (H-5"). Heterozidi kemferola (jedinjenja 2, 4, 5), za
razliku od heterozida kvercetina, u prstenu B poseduju po dva hemijski ekvivalentna
protona, pa se kod ovih jedinjenja mogu uociti dva dubleta sa vicinalnom konstantom
sprezanja ~ 8-9 Hz koja poticu od H-2',6" 1 H-3',5". Signali protona H-8 i H-6 javili su
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se kao singleti ili dubleti sa daljinskom konstantom sprezanja ~ 2 Hz. Anomerni protoni
Sec¢era (H-1"") dali su dublet u oblasti sa hemijskim pomeranjem 4,9-5,25 ppm (J = 5,4—
7,8 Hz), dok su se ostali signali protona Secera nalazili u oblasti 3—4 ppm (jedinjenja 2,
3, 5, smesa jedinjenja 6 i 7). Medutim, u slucaju jedinjenja 4 i smeSe jedinjenja 8 1 9,
signali protona H-1"" (d, J ~ 8 Hz) i H-2" (t, J] ~ 9 Hz) su se nalazili na ve¢im hemijskim
pomeranjima u odnosu na odgovarajuce signale flavonoida ¢ije hidroksilne grupe u
polozaju 2" nisu acilovane. Dodatno, '"H NMR spektre jedinjenja 4 i smese jedinjenja 8
1 9 karakterisalo je prisustvo singleta (6 = 7,12 ppm) koji poti¢e od protona galne

kiseline (estarskom vezom povezana sa C-2'’ Seéera).

Signali ugljenika aglikonskog dela molekula izolovanih flavonoida nalazili su se u
oblasti 178,13-93,08 ppm, dok su se signali glikona javili u oblasti 104,04-60,56 ppm
13C spektara.

Identitet glikozidnih jedinica utvrden je poredenjem snimljenih '*C spektara i

odgovarajucih literaturnih podataka.

Polozaj vezivanja glikozidnih jedinica utvrden je na osnovu znacajnih korelacija u
HMBC spektrima. U slucaju jedinjenja 4 1 smeSe jedinjenja 8 1 9, mesto vezivanja galne
kiseline za Secernu komponentu flavonoidnih molekula utvrdeno je koris¢enjem HMBC
1 COSY spektara. Pojava da su signali C-1" 1 C-3" u acilovanim jedinjenjima
(jedinjenje 4, smesa jedinjenja 8 1 9) pomereni ka viSem magnetnom polju u odnosu na
signale odgovarajuc¢ih atoma u neacilovanim analozima (jedinjenje 5, smesa jedinjenja 6

17) u saglasnosti je sa literaturnim podacima (Pakulski 1 Budzianowski, 1996).

4.2.2. Spektri elagnih tanina
Jedinjenja 10 1 11 su identifikovana kao elagni tanini na osnovu snimljenih UV,

MS 1 NMR spektara.

UV spektri dobijeni LC-PDA analizom poseduju dva maksimuma ¢iji je polozaj u
skladu sa literaturnim podacima. Naime, UV spektre elagnih tanina koji u svojoj
strukturi sadrze esterifikovanu galnu kiselinu karakteriSu dva maksimuma, u oblastima

~210-220 nm i ~ 270-280 nm (Jourdes i sar., 2012).
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MS spektri (napon fragmentora 100 V) su omoguc¢ili utvrdivanje molekulske mase

na osnovu signala kvazimolekulskog jona [M-H] .

Aromatic¢ni protoni jedinjenja 10 1 11 dali su signale (singlete) u oblasti 6,46—7,05
ppm u '"H NMR spektrima. Signali protona centralno postavljene glukoze uoceni su na
relativno visokim hemijskim pomeranjima (3,83—6,11 ppm), §to je oCekivano s obzirom

da su hidroksilne grupe Secerne komponente acilovane.

Signali ('3C) koji poti¢u od fenolkarboksilnih kiselina koje ulaze u sastav
izolovanih elagnih tanina su uoceni u oblasti 168,39-106,85 ppm, dok su signali

glikonskog dela ovih molekula detektovani u oblasti 95,73—-62,33 ppm.

COSY, HSQC i HMBC spektri su u skladu sa utvrdenim strukturama.

4.2.3. Spektri fenolnog heterozida, fenolkarboksilne kiseline i njenog derivata
Na osnovu snimljenih UV, MS i NMR spektara, jedinjenje 1 je identifikovano kao
fenolni heterozid, jedinjenje 13 kao fenolkarboksilna kiselina, dok je utvrdeno da

struktura jedinjenja 12 odgovara derivatu fenolkarboksilne kiseline.

UV spektri su pokazali dva maksimuma apsorbcije. Prema literaturnim podacima,
derivati benzoeve kiseline daju apsorbcione maksimume u oblasti 200-290 nm

(Robbins, 2003).

MS spektri (napon fragmentora 100 V) su omogucili utvrdivanje molekulske mase
izolovanih metabolita na osnovu signala kvazimolekulskog jona [M-H]". Pri naponu
fragmentora 250 V, uoceni su signali fragmentih jona poreklom od aglikonskog dela

molekula (jedinjenje 1) ili signali nastali cepanjem molekula (jedinjenja 12 1 13).

Protonski spektri jedinjenja 12 1 13 su najjednostavniji medu odgovaraju¢im
spektrima izolovanih sekundarnih metabolita cvasti F. vulgaris. Jedinjenje 12 dalo je
dva singleta: jedan u aromati¢nom regionu na hemijskom pomeranju 7,04 ppm i jedan
poreklom od protona metil grupe na hemijskom pomeranju 3,81 ppm. U slucaju
fenolkarboksilne kiseline 13 uocen je jedan signal (8 = 7,06 ppm). '"H NMR spektar
fenolnog heterozida 1 karakterisali su signali aromati¢nih protona (6 = 7,12—7,76 ppm),
anomernih protona (6 = 4,87 1 4,33 ppm), neanomernih protona Se¢erne komponente (&

= 3,10-4,13 ppm) i protona metil grupe (6 = 3,89 ppm) koji su dali singlet. Polozaji
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vezivanja saharidnog dela molekula i metil grupe za aglikon utvrdeni su na osnovu

karakteristi¢nih korelacija u HMBC spektru.

Aromati¢ni ugljenikovi atomi i ugljenik karbonilne grupe jedinjenja 1 dali su
signale u oblasti 167,13—-117,83 ppm !’C spektra. Signali glikona su se javili u
saharidnoj oblasti (6 = 104,09-65,49 ppm), dok je na najnizem hemijskom pomeranju
uocen signal ugljenikovog atoma (C-8) metil grupe (6 = 51,39 ppm). Sli¢no, u spektru
derivata fenolkarboksilne kiseline 12 su uoceni signali poreklom od ugljenika metil
grupe (0 = 50,86 ppm), aromati¢nih (145,10—108,66 ppm) i karbonilnog (& = 167,63
ppm) ugljenika. Uzevsi u obzir izostanak signala metil grupe, '3*C NMR spektar

jedinjenja 13 je pokazao veliku sli¢nost sa odgovaraju¢im spektrom jedinjenja 12.

4.2.4. Spektralni podaci izolovanih jedinjenja

Jedinjenje 1 (gaulterin, metilsalicilat [-primeverozid, metilsalicilat

2-0-B-D-ksilozil-(1—>6)-£-D-glukopiranozid)

UV Amax: 232, 286 nm.
ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 100 V): 491,1 [M+HCOOH-H] .

ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 250 V): 151 Y, , 445,10 [M-HJ,
891,1 [2M-H]".

'H NMR (400 MHz, MeOD): & 7,76 (1H, dd, J = 7,8, 1,4 Hz, H-6), 7,60-7,53 (1H, m,
H-4), 7,45 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-3), 7,12 (1H, ¢, J = 7,5 Hz, H-5), 4,33 (1H, d, J = 7,4
Hz, H-1"), 4,13 (1H, 4, J = 11,6 Hz, H-6'B), 3,89 (3H, s, H-8), 3,84 (1H, dd, J = 11,5,
5,3 Hz, H-5"B), 3,78 (1H, dd, J = 11,7, 6,4 Hz, H-6'a), 3,70-3,10 (8H, H-2'-H-5', H-
2"-H-4", H-5"a).

13C NMR (101 MHz, CD3OD): 8 167,13 (C-7), 157,23 (C-2), 133,96 (C-4), 130,63
(C-6), 122,3 (C-5), 120,94 (C-1), 117,83 (C-3), 104,09 (C-1"), 102,54 (C-1"), 76,31
(C-3"), 76,24 (C-5"), 76,05 (C-3"), 73,58 (C-2"), 73,55 (C-2'), 69,93 (C-4"), 69,8 (C-4""),
68,49 (C-6'), 65,49 (C-5""), 51,39 (C-8).
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Jedinjenje 2 (kemferol 4’-O-f-D-glukozid)

UV Amax: 266, 320, 364 nm.
ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 100 V): 447,1 [M-H], 895,1 [2M-H]".

ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 250 V): 284 [Y.-H]", 447 [M-H],
895,1 [2M-H]".

TH NMR (400 MHz, CD;0D): § 8,18 (2H, d, J = 8,4 Hz, H-2' i H-6"), 7,22 (2H, d, J =
8,4 Hz, H-3' i H-5"), 6,40 (1H, s, H-8), 6,18 (1H, s, H-6), 5,03 (1H, d, J = 5,4 Hz, H-1""),
3,92 (1H, d, J = 12,0 Hz, H-6"a), 3,72 (1H, dd, J = 12,0, 5,5 Hz, H-6"p), 3,38-3,54
(4H, H-2""-H-5").

13C NMR (101 MHz, CD;OD): § 176,10 (C-4), 164,69 (C-7), 161,16 (C-5), 158,81
(C-4), 156,99 (C-9), 145,75 (C-2), 136,34 (C-3), 128,98 (C-2', C-6'), 125,22 (C-1"),
116,07 (C-3', C-5"), 103,15 (C-10), 100,49 (C-1"), 98,08 (C-6), 93,20 (C-8), 76,89
(C-5""), 76,62 (C-3"), 73,50 (C-2"), 70,00 (C-4"), 61,15 (C-6").

Jedinjenje 3 (spireozid, kvercetin 4'-O-£-D-glukozid)

UV Amax: 252, 268 (sh), 366 nm.
ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 100 V): 463 [M-H], 927,1 [2M-H]".

ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 250 V): 301,1 Y, , 463 [M-H], 927,1
[2M-H]".

IH NMR (400 MHz, CDsOD): § 7,75 (1H, s, H-2"), 7,69 (1H, d, J = 8,7 Hz, H-6'), 7,28
(1H, d, J = 8,7 Hz, H-5'), 6,37 (1H, s, H-8), 6,18 (1H, s, H-6), 4,92 (1H, d, J = 6,9 Hz,
H-1"), 3,94 (1H, d, J = 12,0 Hz, H-6""w), 3,74 (1H, dd, J = 12,0, 5,2 Hz, H-6"p), 3,59~
3,40 (4H, m, H-2"-H-5").

13C NMR (101 MHz, CD30D): & 176,06 (C-4), 164,35 (C-7), 161,12 (C-5), 156,87
(C-9), 146,70 (C-2), 146,51 (C-3"), 145,48 (C-4"), 136,54 (C-3), 126,25 (C-1'), 119,88
(C-6'), 116,30 (C-5"), 115,14 (C-2'), 103,19 (C-10), 102,08 (C-1"), 97,95 (C-6), 93,08
(C-8), 77,01 (C-5""), 76,18 (C-3"), 73,44 (C-2""), 69,95 (C-4""), 61,06 (C-6").
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Jedinjenje 4 (kemferol 3-O-(2''-O-galoil-$-D-glukozid, astragalin 2"'-O-galat)

UV Amax: 268, 296 (sh), 348 nm.
ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 100 V): 599,1 [M-H] .
ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 250 V): 285 Y, , 599,1 [M-H]".

TH NMR (400 MHz, CD;OD): § 7,95 (2H, d, J = 8,6 Hz, H-2' i H-6"), 7,12 (2H, s,
H-2"" i H-6""), 6,84 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-3' i H-5"), 6,35 (1H, s, H-8), 6,17 (1H, s,
H-6), 5,73 (1H, d, J= 7,9 Hz, H-1""), 5,10 (1H, ¢, J = 8,7 Hz, H-2""), 3,78 (1H, d, J =
11,8 Hz, H-6"), 3,65 (1H, ¢, J = 9,0 Hz, H-3"), 3,58 (1H, dd, J = 11,6, 5.5 Hz, H-6"),
3,41 (1H, £, J=9,3 Hz, H-4").

13C NMR (101 MHz, CD;0D): & 177,80 (C-4), 166,28 (C-7""), 164,32 (C-7), 161,74
(C-5), 160,02 (C-4"), 156,97 (C-9), 156,93 (C-2), 144,94 (C-3""", C-5"""), 138,42 (C-4'"),
133,43 (C-3), 130,69 (C-2, C-6'), 121,39 (C-1"), 120,16 (C-1""), 114,81 (C-3', C-5"),
109,19 (C-2"", C-6"), 104,50 (C-10), 99,13 (C-6), 98,34 (C-1"), 93,20 (C-8), 77,35
(C-5'"), 74,98 (C-3""), 74,58 (C-2""), 70,28 (C-4"), 61,14 (C-6").

Jedinjenje 5 (astragalin, kemferol 3-O-f-D-glukozid)

UV Amax: 266, 348 nm.

ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 100 V): 447 [M-H]", 985,1 [2M-H]".
ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 250 V): 284 [Y.-H] ", 447 [M-H]".

TH NMR (400 MHz, MeOD): & 8,05 (2H, d, J = 8,9 Hz, H-2' i H-6"), 6,88 (2H, d, J =
8,9 Hz, H-3' 1 H-5"), 6,39 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-8), 6,20 (1H, d, J = 2 Hz, H-6), 5,25
(1H, d, J = 17,3 Hz, H-1"), 3,69 (1H, dd, J = 11,9, 2,2 Hz, H-6"a), 3,53 (1H, dd, J =
11,9, 5,4 Hz, H-6"'B), 3,48-3,18 (4H, H-2""-H-5"").

13C NMR (101 MHz, CDsOD): § 178,13 (C-4), 164,58 (C-7), 161,67 (C-5), 160,16
(C-4"), 157,72 (C-9), 157,11 (C-2), 134,1 (C-3), 130,88 (C-2', C-6"), 121,41 (C-1"),
114,68 (C-3', C-5'), 104,36 (C-10), 102,77 (C-1"), 98,5 (C-6), 93,37 (C-8), 77,00
(C-5"), 76,66 (C-3"), 74,35 (C-2""), 69,99 (C-4""), 61,27 (C-6"").
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Jedinjenje 6 (hiperozid, kvercetin 3-O-8-D-galaktozid)

UV Amax: 256, 266 (sh), 354 nm.
ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 100 V): 463 [M-H]", 927,1 [2M-H]".

ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 250 V): 300 [Y.-H]", 463 [M-H]",
927,1 [2M-H] .

IH NMR (400 MHz, CDsOD): & 7,84 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-2"), 7,58 (1H, dd, J = 8,5,
2,1 Hz, H-6'), 6,86 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5"), 6,38 (1H, d, J= 2,1 Hz, H-8), 6,2 (1H, d, J
=2,0 Hz, H-6), 5,16 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1""), 3,65 (1H, dd, J = 11,1, 6,0 Hz, H-6"0),
3,87-3,32 (~5H, H-2"-H-5", H-6"p).

13C NMR (101 MHz, CD;OD): § 178,13 (C-4), 164,65 (C-7), 161,59 (C-5), 157,41
(C-2), 157,03 (C-9), 148,54 (C-4'), 144,4 (C-3"), 134,39 (C-3), 121,55 (C-6'), 121,49
(C-1"), 116,4 (C-5"), 114,68 (C-2"), 104,23 (C-10), 104,04 (C-1"), 98,5 (C-6), 93,32
(C-8), 75,78 (C-5""), 73,71 (C-3"), 71,79 (C-2""), 68,63 (C-4""), 60,56 (C-6").

Jedinjenje 7 (izokvercitrin, kvercetin 3-O-$-D-glukozid)

UV Amax: 256, 266 (sh), 354 nm.
ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 100 V): 463 [M-H]", 927 [2M-H]".

ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 250 V): 300 Y, , 463 [M-H]", 927
[2M-H]".

IH NMR (400 MHz, CD;0D): § 7,71 (3H, d, J = 2,1 Hz, H-2"), 7,58 (3H, dd, J = 8.5,
2,1 Hz, H-6"), 6,87 (3H, d, J = 8,5 Hz, H-5"), 6,38 (3H, d, J= 2,1 Hz, H-8), 6,2 3H, d, J
=2,0 Hz, H-6), 5,25 BH, d, J=7,5 Hz, H-1"), 3,72 (3H, dd, J = 11,9, 2,2 Hz, H-6" ),
3,23 (3H, ddd, J=9,5; 5,2; 2,3 Hz, H-3""), 3,87-3,32 (~8H, H-2", H-4", H-5", H-6"'B).
13C NMR (101 MHz, CDsOD): § 178,1 (C-4), 164,61 (C-7), 161,64 (C-5), 157,64
(C-2), 157,07 (C-9), 148,45 (C-4"), 144,5 (C-3'), 134,24 (C-3), 121,8 (C-6"), 121,69
(C-17), 116,19 (C-5"), 114,61 (C-2"), 104,3 (C-10), 102,97 (C-1""), 98,5 (C-6), 93,32
(C-8), 76,98 (C-5""), 76,73 (C-3""), 74,34 (C-2""), 69,84 (C-4""), 61,18 (C-6"").
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Jedinjenje 8 (hiperozid 2''-O-galat, kvecetin 3-O-(2''-O-galoil-S-D-galaktozid)

UV Amax: 258 (sh), 266, 358 nm.

ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 100 V): 615 [M-H] .

ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 250 V): 301 Y, , 615 [M-H] .

TH NMR (400 MHz, CD30OD): 6 7,63 (1H, s, H-2"), 7,48 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-6"), 7,12
(s, 2H), 6,77 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5"), 6,33 (1H, s, H-8), 6,16 (1H, s, H-6), 5,65 (1H, d,
J=8,0 Hz, H-1"), 5,44 (1H, ¢, J= 8,9 Hz, H-2""), 3,95-3,33 (~5H, H-3""-H-6"").

13C NMR (101 MHz, CD;0OD): & 177,79 (C-4), 166,76 (C-7""), 164,30 (C-7), 161,70
(C-5), 156,88 (C-2), 156,69 (C-9), 148,33 (C-4"), 144,91 (C-3"", C-5"""), 144,52 (C-3"),
138,42 (C-4"""), 133,77 (C-3), 121,75 (C-6"), 121,62 (C-1"), 120,22 (C-1""), 115,77
(C-5"), 114,83 (C-2"), 109,23 (C-2"", C-6""), 104,44 (C-10), 99,93 (C-1"), 98,33 (C-6),
93,16 (C-8), 76,06 (C-5""), 73,17 (C-3"), 72,06 (C-2""), 69,18 (C-4""), 60,68 (C-6"").

Jedinjenje 9 (izokvercitrin 2''-0O-galat, kvecetin 3-0O-(2''-O-galoil-$-D-glukozid))

UV Amax: 258 (sh), 266, 358 nm.

ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 100 V): 615 [M-H] .

ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 250 V): 301 Y, , 615,1 [M-HJ .

'TH NMR (400 MHz, CDsOD): 8 7,56 (2H, s, H-2"), 7,52 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-6"), 7,12
(s, 4H), 6,82 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-5"), 6,33 (2H, s, H-8), 6,16 (2H, s, H-6), 5,72 (2H, d,
J=28,0 Hz, H-1"), 5,13 (2H, t, J = 8,7 Hz, H-2""), 3,95-3,33 (~10H, H-3"-H-6"").

13C NMR (101 MHz, CD;0D): 8 177,72 (C-4), 166,41 (C-7'""), 164,30 (C-7), 161,70
(C-5), 156,90 (C-2), 156,85 (C-9), 148,28 (C-4"), 144,91 (C-3"", C-5'""), 144,56 (C-3"),
138,45 (C-4""), 133,63 (C-3), 121,97 (C-6), 121,75 (C-1"), 120,12 (C-1"""), 115,68
(C-5"), 114,75 (C-2"), 109,23 (C-2"", C-6"""), 104,48 (C-10), 99,28 (C-1""), 98,33 (C-6),
93,16 (C-8), 77,30 (C-5"), 75,04 (C-3""), 74,65 (C-2""), 70,20 (C-4""), 61,11 (C-6").
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Jedinjenje 10 (telimagrandin II, eugenin)

UV Amax: 218, 280 nm.
ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 100 V): 468,2 [M-2H]*", 937 [M-H]".

ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 200 V): 169 [galna kiselina-H] ", 468,2
[M-2H]*", 767 [M-galna kiselina]~, 937,1 [M-H]".

TH NMR (400 MHz, CD:0OD): § 7,05 (2H, s, galoil-H), 6,95 (2H, s, galoil-H), 6,92 (2H,
s, galoil-H), 6,62 (1H, s, HHDP-H), 6,49 (1H, s, HHDP-H), 6,11 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-
1), 5,76 (1H, t, J = 9,6 Hz, H-3), 5,54 (1H, ¢, J = 8,8 Hz, H-2), 5,38 (1H, dd, J = 13,4,
6,3 Hz, H-6), 5,23 (1H, 1, J = 9,9 Hz, H-4), 4,43 (1H, dd, J = 9.4, 6,9 Hz, H-5), 3,92
(1H, d, J = 13,2 Hz, H-6).

13C NMR (101 MHz, CD;OD): 5§ 168,17, 167,79, 166,17, 165,51, 164,79 (5 x -COO),
145,19, 145,00, 144,85, 144,49, 143,65, 139,40, 138,91, 138,70, 136,36, 124,84,
124,34, 119,05, 118,92, 118,35, 115,38, 109,23, 109,15, 109,03, 107,22, 106,86, 92,77
(C-1), 72,65 (C-3), 72,22 (C-5), 71,06 (C-2), 69,86 (C-4), 62,33 (C-6).

Jedinjenje 11 (telimagrandin I. anomer o + anomer 3)

UV Amax: anomer a ili B (216, 274 nm); anomer a ili (218, 274 nm).

ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 100 V): 392 [M-2H]* (anomer a ili
B), 392,1 [M-2H]* (anomer a ili B), 785 [M-H] ™ (anomer o/p).

'H NMR (400 MHz, CD30D) (anomer o + anomer B): & 7,02 (2H, s, galoil-Ha), 7
(1,2H, s, galoil-Hp), 6,93 (2H, s, galoil-Ha), 6,89 (1,2H, s, galoil-HP), 6,61 (1,6H, s,
HHDP-Ho, HHDP-H), 6,5 (1H, s, HHDP-Ha), 6,46 (1H, s, HHDP-Hp), 5,83 (1H, ¢, J
=9,9 Hz, H-3a), 5,59 (0,6H, t, /= 9,7 Hz, H-3B), 5,49 (1H, d, J = 3,7 Hz, H-1a), 5,38—
5,27 (1,6H, H-6a, H-6pB), 5,19 (0,6H, m, H-2P), 5,15-5,11 (1,6H, H-4a, H-4p), 5,09
(1H, dd, J= 6,1, 3,9 Hz, H-2a), 4,96 (0,6H, d, J = 8 Hz, H-1P), 4,64 (1H, dd, J = 10, 6,5
Hz, H-5a), 4,21 (0,6H, dd, J = 9.8, 6,6 Hz, H-5B), 3,9 (0,6H, d, J = 13,2 Hz, H-6'p),
3,83 (1H, d, J=12,3 Hz, H-6'a).

13C NMR (101 MHz, CD3;0D) (anomer o + anomer B): & 168,39, 168,28, 167,92,
167,83, 166,55, 166,31, 166,09, 165,72 (4C, COO"), 145,01, 144,99, 144,83, 144,8 (4C,
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2 x C-3,5 Gal), 144,53, 144,46, 143,48, 143,45 (4C, C-4,4',6,6' HHDP), 138,7, 138,54
(2C, 2 x C-4 Gal), 136,24 (2C, C-5,5' HHDP), 124,96, 124,92, 124,56, 124,5 (2C,
C-2,2' HHDP), 119,56, 119,41, 119,22, 119,2 (2C, 2 x C-1 Gal), 115,33, 115,28,
115,09, 115,05 (2C, C-1,1' HHDP), 109,08, 109,03, 108,98 (4C, 2 x C-2,6 Gal), 107,27,
107,23, 106,87, 106,85 (2C, C-3,3' HHDP), 95,73 (C-1B), 90,4 (C-1a), 73,43 (C-2p),
72,94 (C-3B), 72,21 (C-20), 71,36 (C-5p), 70,61 (C-4a), 70,59 (C-3a), 70,29 (C-4B),
66,2 (C-50), 62,89 (C-601), 62,81 (C-6P).

Jedinjenje 12 (metilgalat)

UV Amax: 218, 274 nm.
ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 100 V): 183 [M-H], 367 [2M-H] .
'TH NMR (400 MHz, CD30D): 7,04 (2H, s, H-2, H-6), 3,81 (3H, 5, COOCH3).

13C NMR (101 MHz, CD:OD): § 167,63 (COOCH3), 145,10 (C-3, C-5), 138,36 (C-4),
120,08 (C-1), 108,66 (C-2, C-6), 50,86 (COOCHs3).

Jedinjenje 13 (galna kiselina)

UV Amax: 216, 272 nm.

ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 100 V): 169 [M-H]", 339 [2M-H]".
ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentora 100 V): 125 [M-COz]", 169 [M-H]".
'"H NMR (400 MHz, CD;0D): § 7,06 (2H, s, H-2, H-6).

13C NMR (101 MHz, CD;OD): § 169,07 (COOCH3), 144,99 (C-3, C-5), 138,16 (C-4),
120,69 (C-1), 108,94 (C-2, C-6).
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4.2.5. Strukture i NMR spektri izolovanih jedinjenja
o)
CH,

o

o

oll////OH
Slika 4.2. Struktura jedinjenja 1 (gaulterin, metilsalicilat f-primeverozid,

metilsalicilat 2-O-f-D-ksilozil-(1—6)-f-D-glukopiranozid)

HO (@)

OH

OH (0]

Slika 4.3. Jedinjenje 2 (kemferol 4'-O-f-D-glukozid).

OH

QO
T

HO

OH

OH 0

Slika 4.4. Jedinjenje 3 (spireozid, kvercetin 4'-O-f-D-glukozid)
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HO OH

OH
Slika 4.5. Jedinjenje 4 (kemferol 3-O-(2""-O-galoil-$-D-glukozid),

astragalin 2"'-O-galat)

OH
Slika 4.6. Jedinjenje 5 (astragalin, kemferol 3-O-f-D-glukozid).
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OH
:,,////

HO™

Slika 4.7. Jedinjenje 6 (hiperozid, kvercetin 3-O-f-D-galaktozid)

Slika 4.8. Jedinjenje 7 (izokvercitrin, kvercetin 3-O-f-D-glukozid).
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Slika 4.9. Jedinjenje 8
(hiperozid 2""-O-galat, kvecetin 3-O-(2"'-0-galoil-f-D-galaktozid).

HO OH

OH
Slika 4.10. Jedinjenje 9

(izokvercitrin 2"'-O-galat, kvecetin 3-O-(2"'-O-galoil-$-D-glukozid).
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HO
OH
HO

OH
OH
OH
OH
o) o)
o)
o) o)
HO OH
o) OH
o) o)
0 o
HO
o OH
OH
HO

OH

Slika 4.11. Jedinjenje 10 (telimagrandin II, eugenin,
1,2,3-trigaloil-4,6-heksahidroksidifenoil-f-D-glukozid).

OH
HO OH
OH OH
HO OH
O O
O

O O
HO OH

OH
Slika 4.12. Jedinjenje 11 (telimagrandin I).
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HO CHs

HO

OH

Slika 4.13. Jedinjenje 12 (metilgalat).

COOH

HO OH

OH

Slika 4.14. Jedinjenje 13 (galna kiselina).
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4.3. Rezultati analize hemijskog sastava LIC F. ulmaria i F. vulgaris

visokoefikasnom te¢cnom hromatografijom

LIC F. ulmaria poreklom sa dva lokaliteta (Zlatibor 2014. god; Kopaonik 2016.
god.) 1 LIC F. vulgaris poreklom sa jednog lokaliteta (Lo¢ika 2014. god.) analizirani su
HPLC-DAD i HPLC-PDA metodom. Utvrdeno je da ispitivani LIC sadrze sastojke
polifenolne prirode: flavonoide, fenolkarboksilne kiseline, tanine i fenolni heterozid.
Uocena je slicnost hromatografskih profila ispitivanih ekstrakata 1 sadrzaja
identifikovanih sekundarnih metabolita (Tabela 4.2, Slike 4.52.—4.55.), medutim, takode

su primecene izvesne razlike.

Flavonoidi, koji su detektovani u analiziranim uzorcima, pripadaju heterozidima
kvercetina ili kemferola. Seéerna komponenta ovih jedinjenja ostvaruje vezu sa
aglikonom preko hidroksilne grupe u polozaju 3 ili 4’. Glikon je monosaharid (npr.
glukoza ili galaktoza), acilovani monosaharid (glukoza ili galaktoza ¢ija je hidroksilna
grupa u polozaju 2" esterifikovana galnom kiselinom) ili disaharid (rutinoza). U svim
ispitivanim ekstraktima kvantitativno dominantni flavonoid je bio spireozid sa
sadrzajem 55,67 mg/g (LIC F. vulgaris, Loc¢ika 2014. god.), 56,27 mg/g (LIC F.
ulmaria, Zlatibor 2014. god.) i 46,17 mg/g (LIC F. ulmaria, Kopaonik 2016. god.).
Pored ovog metabolita, u LIC F. vulgaris su bili prisutni hiperozid, hiperozid 2"-O-
galat, izokvercitrin, izokvercitrin 2"-O-galat, astragalin, astragalin 2"-O-galat 1 kemferol
4'-0-p-D-glukozid. LIC F. ulmaria (Zlatibor, 2014. god.) je, pored spireozida, takode
sadrzao izokvercitrin, astragalin, kemferol 4'-O-f-D-glukozid i rutin, dok hiperozid i
navedeni galoilovani glikozidi nisu detektovani. Spireozid, kemferol 4'-O-f-D-glukozid,
mikvelianin  (kvercetin 3-O-f-D-glukuronid), rutin 1 heterozid kemferola su
identifikovani u LIC F. wulmaria (Kopaonik 2016. god.), medutim, nije utvrdeno
prisustvo hiperozida, izokvercitrina, astragalina i1 njihovih 2"”-O-galoilovanih derivata.
Na osnovu dobijenih podataka, moze se zakljuciti da su ispitivani ekstrakti F. ulmaria
delimi¢no sli¢ni: zajedniCki flavonoidni sastojci u oba ispitivana uzorka su bili
spireozid, kemferol 4'-O-f-D-glukozid 1 rutin, astragalin 1 izokvercitrin su detektovani
samo u LIC — Zlatibor, 2014. god., dok su mikvelianin i nepotpuno definisan heterozid

kemferola identifikovani jedino u LIC — Kopaonik, 2016. god. Najvaznija kvalitativna
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razlika u sastavu LIC F. vulgaris 1 LIC F. ulmaria ogledala se u tome $to su galoilovani

flavonoidni heterozidi prisutni samo u ekstraktu F. vulgaris.

Najzastupljenija fenolkarboksilna kiselina u svim analiziranim uzorcima je bila
galna kiselina: 10,22 mg/g (LIC F. vulgaris, Locika 2014. god.), 10,96 mg/g (LIC F.
ulmaria, Zlatibor 2014. god.) i 11,15 mg/g (LIC F. ulmaria, Kopaonik 2016. god.). U
manjoj koli¢ini u LIC F. vulgaris (Lo¢ika, 2014. god.) i F. ulmaria (Zlatibor 2014. god)
su detektovane elagna i salicilna kiselina. LIC F. u/maria (Kopaonik, 2016. god.) je
sadrzao salicilnu kiselinu, medutim, prisustvo elagne kiseline nije utvrdeno. Sadrzaj
gaulterina (metilsalicilat 2-O-primeverozida) u analiziranim preparatima se kretao u

rasponu 36,65-91,62 mg/g.

Znacajne koli¢ine telimagrandina I, elagnog tanina, su odredene u sva tri uzorka:
98,86 mg/g (LIC F. vulgaris, Locika 2014. god.), 124,43 mg/g (LIC F. ulmaria,
Zlatibor 2014. god.) i 157,75 mg/g (LIC F. ulmaria, Kopaonik 2016. god.).
Telimagrandin II je bio manje zastupljen (7,87—40,56 mg/g).

Dobijeni rezultati pokazuju da su analizirani ekstrakti veoma bogati polifenolnim
jedinjenjima 1 u saglasnosti su sa ranijim studijama u kojima su ispitivani sastojci cvasti
F. ulmaria 1 F. vulgaris (Baczek i sar., 2012; ESCOP, 2003; Gniewosz i sar., 2014;
Olennikov 1 Kruglova, 2013; Pukalskien¢ 1 sar., 2015). Po prvi put je utvrdeno prisustvo

1zokvercitrin 2"-0-galata 1 astragalin 2"-O-galata u ekstraktima F. vulgaris.
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Tabela 4.2. Hemijski sastav liofilizovanih infuza cvasti (LIC) F. ulmaria i F. vulgaris.

Jedinjenje Sadrzaj (mg/g)
LIC F. ulmaria LIC F. ulmaria LIC F. vulgaris

Kopaonik Zlatibor Lo¢ika

2016. god. 2014. god 2014. god.
Flavonolni heterozidi
Spireozid 46,17+ 1,67 56,27 +1,03Y 55,67 £ 1,82
Hiperozid nd* nd* 5,12+0,177
Hiperozid 2"-O-galat nd* nd* 7,09 £ 0,15%7
Izokvercitrin nd* 38,44 + 0,667 13,24 + 0,337
Izokvercitrin 2"-O-galat nd* nd* 11,17 £0,27%Y
Mikvelianin 45,55 £0,12% nd¥ nd¥
Rutin 1,02 +0,19* 5,51 +£0,36Y nd*
Astragalin nd* 7,99 £ 0,07¥ 11,22 + 0,357
Astragalin 2"-0O-galat nd* nd* 16,10 = 0,09¥
Kemferol 4'-O-f-D-glukozid 11,77 £ 0,17* 14,23 +£ 0,18 7,53 +£0,117
Heterozid kemferola 7,37 + 0,335 % nd¥ nd¥
Fenolkarboksilne kiseline i njihovi derivati
Galna kiselina 11,15 +£0,13* 10,96 + 0,08* 10,22 £ 0,28
Elagna kiselina nd* 5,35+0,35Y 3,8+0,18”
Salicilna kiselina 1,55+ 0,03% 6,57 +0,05Y 3,5+0,127
Gaulterin 91,62+ 047 60,22 +0,30¥ 36,65 £ 0,14”
Tanini
Telimagrandin | 157,75 £ 0,05* 124,43 +0,28" 98,86 + 0,88
Tellimagrandin 11 7,87 £ 0,04% 10,78 £ 0,177 40,56 + 0,69

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost = SD, n = 3; nd, jedinjenje nije
detektovano; ? izrazeno kao smesa hiperozid 2"-O-galata i izokvercitrin 2"-O-galata (1:2
m/m); ° izraZeno kao astragalin. Srednje vrednosti obeleZene razli¢itim slovima (x, y, z)

u superskriptu se statisticki znacajno razlikuju (p < 0,05).
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Slika 4.52. HPLC hromatogram liofilizovanog infuza cvasti F. vulgaris, Lo¢ika 2014. god. (A =210 nm). 1 — galna kiselina; 2 —
telimagrandin [; 3 — gaulterin; 4 — telimagrandin II; 5 — elagna kiselina; 6 — hiperozid; 7 — izokvercitrin; 8 — hiperozid 2”-O-galat;

9 — izokvercitrin 2"-O-galat; 10 — astragalin; 11 — spireozid; 12 — kemferol 4'-O-f-D-glukozid; 13 — salicilna kiselina.
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Slika 4.53. HPLC hromatogram liofilizovanog infuza cvasti F. ulmaria, Kopaonik 2016. god.(A =210 nm).
1 — galna kiselina; 2 — telimagrandin I; 3 — gaulterin; 4 — telimagrandin II; 5 — rutin; 6 — mikvelianin; 7 — derivat kemferola; 8 — spireozid;

9 — kemferol 4'-O-f-D-glukozid; 10 — salicilna kiselina.
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Slika 4.54. HPLC hromatogram liofilizovanog infuza cvasti F. ulmaria, Zlatibor 2014. god. (A = 210 nm).
1 — galna kiselina; 2 — telimagrandin I; 3 — gaulterin; 4 — telimagrandin II; 5 — rutin; 6 — elagna kiselina; 7 — izokvercitrin;

8 — astragalin; 9 — spireozid; 10 — kemferol 4'-O-f4-D-glukozid; 11 — salicilna kiselina.
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Slika 4.55. HPLC hromatogrami liofilizovanih infuza cvasti F. ulmaria (Zlatibor, 2014. god.; Kopaonik, 2016. god.)
1 F. vulgaris (Lo¢ika, 2014. god.) (A =210 nm).
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4.4. Antioksidantna svojstva

4.4.1. DPPH, 2-dezoksiriboza i FRAP test
LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria i njihov kvantitativno dominantni flavonolni
heterozid spireozid ispoljili su znaCajnu antioksidantnu aktivnost uporedivu sa

aktivnosc¢u kontrolnih supstanci (Tabela 4.3.).

Ispitivani biljni izolati su koncentraciono-zavisno neutralisali DPPH radikal. ICso
vrednosti testiranih ekstrakata kretale su se u rasponu 8,45-10,20 pug/mL, dok je
odgovarajuc¢a vrednost spireozida (19,54 pg/mL) bila veéa. Ovakav rezultat se moze
objasniti strukturnim karakteristikama spireozida. Naime, poznato je da visoki anti-
DPPH efekat ispoljavaju flavonoidi koji poseduju o-dihidroksilni sistem, dvostruku
vezu (C>=C3) i1 okso grupu u polozaju C4, i da se glikozilovanjem ili metilovanjem
najcesce snizava aktivnost (Burda i Oleszek, 2001; Yokozawa i sar., 1998). S obzirom
da je kateholna grupa u prstenu B spireozida glukozilovana, moze se pretpostaviti da je
ovo razlog umanjenja antioksidantnog efekta ovog jedinjenja u DPPH testu. Dobijeni
rezultati su u saglasnosti sa prethodnim ispitivanjima u kojima je pokazano da spireozid
ispoljava antiradikalsku aktivnost, odnosno redukuje nivo superoksidnog anjona, DPPH
1 OH’ radikala (Gao i sar., 2010; Miliauskas 1 sar., 2004; Ramos i sar., 2006; Suh i sar.,
1999).

FRAP vrednosti, pokazatelj redukcione sposobnosti ispitivanih uzoraka, bile su u
rasponu 4,46—7,72 mmol Fe*'/g za preparate F. vulgaris i F. ulmaria, odnosno iznosila
je 15,02 mmol Fe*'/g spireozida. Testirani flavonoid je ispoljio jacu aktivnost od
ekstrakata 1 standardnog jedinjenja — askorbinske kiseline (FRAP vrednost = 13,29

mmol Fe*'/g).

LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria nisu dostigli 50% neutralizacije OH* radikala u 2-
dezoksiriboza testu. Spireozid je bio aktivan (ICso = 5,1 ug/mL), medutim, manje od

standardne supstance (kvercetin, [Cso = 3,1 pg/mL).
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Tabela 4.3. Antioksidantna aktivnost liofilizovanih infuza cvasti (LIC) i spireozida.

DPPH OH* FRAP vrednost®
ICso* (ug/mL)  ICse® (ug/mL)  (mmol Fe**/g)

F. vulgaris L1C (Locika, 2014. god.) 9,10+ 0,09 ne 7,72 + 0,04
F. ulmaria LIC (Zlatibor, 2014. god) 10,20 + 0,26 ne 6,76 + 0,32
F. ulmaria LIC (Kopaonik, 2016. god.) 8,45+ 0,06 ne 4,46 +0,1
Spireozid 19,54 £ 0,23 5.1 15,02 + 0,64
L-askorbinska kiselina 4,09° nt 13,29 + 0,26
Kvercetin nt 3,1¢ nt

nt, nije testiran; ne, nije efektivan — ICso > 16,67 pg/mL;  izraZeno kao srednja vrednost

+ SD (n = 3); ® podatak dobijen iz tri nezavisna eksperimenta; ¢ Kuki¢ i sar., 2006.

Pokazana dobra anti-DPPH i Fe**-redukujuéa svojstva LIC su u saglasnosti sa
prethodno publikovanim studijama u kojima su ispitivani drugaciji tipovi ekstrakata
vrsta roda Filipendula. Naime, metanolni ekstrakt cvasti F. vulgaris je efikasno smanjio
koncentraciju DPPH radikala (ICso = 8,25 pg/mL) i ispoljio znacajnu redukcionu
sposobnost u FRAP testu (FRAP vrednost = 7,20 mmol Fe?*/mg), dok je dekokt cvasti
F. ulmaria znaajno neutralisao DPPH (ICso = 10,43 pug/mL) i ABTS™" radikal (ICso =
5,74 pg/mL) (Maksimovi¢ i sar., 2007; Olennikov i sar., 2016). IzloZeni rezultati
predstavljaju prvo ispitivanje antioksidantne sposobnosti preparata (infuza) relevantnog

sa aspekta tradicionalne primene.

Flavonoidi 1 tanini su dobri antioksidansi koji svoj efekat ostvaruju direktnim
neutralisanjem slobodnih radikala, aktivacijom antioksidantnih enzima, heliranjem jona
prelaznih metala, inhibiranjem oksidaza, povecanjem nivoa mokra¢ne kiseline
(Koleckar 1 sar., 2008; Prochazkova i sar., 2011). Dobijeni rezultati sugeriSu da
spireozid participira u ukupnom antioksidantnom efektu LIC. Uzimajuéi u obzir
sprovedenu  HPLC analizu (Tabela 4.2.) moZe se pretpostaviti da je znacajan
antioksidantni kapacitet posledica prisustva razli¢itih polifenolnih jedinjenja. Ovu
hipotezu podrzavaju eksperimentalni dokazi antioksidantne aktivnosti mnogih sastojaka
LIC. Astragalin, hiperozid, izokvercitrin, astragalin 2''-O-galat, hiperozid 2''-O-galat,
izokvercitrin 2"'-O-galat, mikvelianin, telimagrandin I, telimagrandin II, galna kiselina 1
elagna kiselina (Bi 1 sar., 2016; Calis 1 sar., 1999; Chen i sar., 2014; Fukuda i sar., 2003;
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Gao 1 sar., 2010; Kato 1 sar., 2016; B.-H. Kim 1 sar., 2013; M. H. Kim 1 sar., 2013;
Miliauskas i sar., 2004; Miyajima i sar., 2004; Nazemiyeh i sar., 2010; Wang i sar.,
2005; Yoshimura i sar., 2008; Zheleva-Dimitrova 1 sar., 2012) mogu da neutraliSu
DPPH radikal. Redukcione osobine mikvelianina, izokvercitrina, hiperozida 1 hiperozid
2""-0-galata potvrdene su u FRAP testu (Bi i sar., 2016; Zheleva-Dimitrova i sar.,
2012). Mikvelianin, izokvercitrin 1 hiperozid su takode pokazali sposobnost redukcije
nivoa OH® i ABTS*" radikala (Marzouk i sar., 2006; Zheleva-Dimitrova i sar., 2012).
Astragalin 2"'-O-galat i izokvercitrin 2''-O-galat su ispoljili aktivnost u ORAC testu, kao
i sposobnost da redukuju Cu®** do Cu!" jona (Luyen i sar., 2014b). Smesa hiperozida i
izokvercitrina, kao 1 smesSa njihovih derivata (2''-O-galata), sprecila je narusavanje
endotel-zavisne relaksacije izolovane aorte pacova indukovano slobodnim radikalima
(Akdemir i sar., 2001). Na osnovu navedenih podataka, ¢ini se vrlo verovatnim da je

aktivnost LIC posledica sinergistickog delovanja viSe razli¢itih polifenolnih sastojaka.

4.4.2. Uticaj na parametre oksidativno-stresnog statusa u humanom serumu

Antioksidantna aktivnost LIC F. vulgaris i F. ulmaria, flavonolnog heterozida
spireozida i1 hidrosolubilnog analoga vitamina E (referentna supstanca, zastieni naziv:
Trolox) ispitana je in vitro u humanom serumu nakon indukovanja oksidativnog stresa
terc-butilhidroperoksidom (TBH). Testirani ekstrakti 1 jedinjenja su primenjeni u
koncentracionom opsegu 10-160 pg/mL. Protektivna sposobnost uzoraka je procenjena
pracenjem njihovog uticaja na vrednosti parametara totalnog antioksidativnog statusa
(TAS), prooksidativno-antioksidativnog balansa (PAB), totalnog oksidativnog statusa
(TOS) 1 antioksidativnog indeksa (Al).

Vrednosti TAS analiziranih uzoraka su bile srazmerne aplikovanoj koncentraciji
ekstrakata/supstanci, tj. pokazana je koncentraciona-zavisnost antioksidantnog efekta.
Statisticki znacajno (p < 0,05) povecanje ovog parametra uoceno je za LIC F. vulgaris i
F. ulmaria (40-160 pg/mL), spireozid (80—160 pg/mL) i Trolox (20-160 pg/mL). Pri
najvecoj testiranoj koncentraciji (160 pg/mL), kada su 1 vrednosti TAS bila najvece,
antioksidantni efekat referentne supstance (400%) je bio najizrazeniji, LIC F. vulgaris
je delovo manje potentno (266%), dok su LIC F. ulmaria (194%) i spireozid (190%)
ispoljili najslabiju aktivnost. Zavisnost vrednosti TAS (%) od koncentracije
primenjenog preparata/jedinjenja je prikazana na Slici 4.56.
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Slika 4.56. Zavisnost vrednosti totalnog antioksidativnog statusa, TAS (%), od
koncentracije primenjenog ekstrakta/jedinjenja. Vrednost TAS (%) dobijena je
primenom formule: TAS (%) = (srednja vrednost TAS analiziranih uzoraka iste
koncentracije preparata ili jedinjenja / srednja vrednost TAS kontrolnih uzoraka) % 100.
LIC, liofilizovani infuz cvasti. Vrednosti TAS (%) statisticki znacajno razliite od

odgovarajuce vrednosti kontrolne grupe (p < 0,05) su na grafiku oznacene simbolom *.

Ispitivani uzorci su uticali na vrednosti parametra prooksidativno-antioksidativni
balans (PAB) (Slika 4.57.). Ekstrakti su ispoljili statisti¢ki znac¢ajnu aktivnost (p < 0,05)
samo u vec¢im koncentracijama (LIC F. ulmaria, 80—-160 ng/mL; LIC F. vulgaris, 160
pg/mL), dok su Trolox i spireozid delovali u Sirem koncentracionom opsegu (40—160
pg/mL). Pri najveéoj ispitivanoj koncentraciji (160 pg/mL), efekat Trolox-a je bio
najizrazeniji (13%), aktivnost spireozida (55%) i LIC F. ulmaria (57%) je bila slabija,
dok je LIC F. vulgaris (78%) delovao najmanje potentno.
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Slika 4.57. Zavisnost vrednosti prooksidativno-antioksidativnog balansa, PAB (%), od
koncentracije primenjenog ekstrakta/jedinjenja. Vrednost PAB (%) dobijena je
primenom formule: PAB (%) = (srednja vrednost PAB analiziranih uzoraka iste
koncentracije preparata ili jedinjenja / srednja vrednost PAB kontrolnih uzoraka) x 100.
LIC, liofilizovani infuz cvasti. Vrednosti PAB (%) statisticki znacajno razliite od

odgovarajuce vrednosti kontrolne grupe (p < 0,05) su na grafiku oznacene simbolom *.

Ekstrakti testiranih Filipendula vrsta nisu ispoljili statisticki znacajan efekat na
vrednosti parametra TOS (%), iako je primecen trend blagog porasta vrednosti ovog
parametra sa porastom koncentracije LIC. Spireozid (80-160 pg/mL) je znacajno (p <
0,05) povecao vrednosti TOS (117-121%), Sto je u saglasnosti sa osobinom flavonoida
da u veé¢im koncentracijma mogu delovati prooksidantno (Prochézkova i sar., 2011).

Jedino je Trolox (80 pg/mL) statisticki znacajno smanjio vrednost TOS (59%).

Vrednosti Al Trolox-a (40-160 pg/mL), LIC F. vulgaris (80—160 pg/mL) 1
spireozida (160 pg/mL) su se znacajno razlikovale od vrednosti Al kontrolne grupe.
Nasuprot tome, LIC F. ulmaria u testiranom koncentracionom opsegu (10-160 pg/mL)
nije statisticki znacajno delovao na vrednosti Al, iako je primecen trend porasta ovog
parametra sa povecanjem koncentracije ekstrakta (Slika 4.58.). NajizraZeniji efekat je
postignut dodatkom Trolox-a, LIC F. vulgaris je bio manje aktivan od koriS¢enog

standarda, dok je spireozid ispoljio najslabiji uticaj na vrednosti Al
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Slika 4.58. Zavisnost vrednosti antioksidativnog indeksa, Al (%), od koncentracije
primenjenog ekstrakta/jedinjenja. Vrednost Al (%) dobijena je primenom formule: Al
(%) = (srednja vrednost Al analiziranih uzoraka iste koncentracije preparata ili
jedinjenja / srednja vrednost Al kontrolnih uzoraka) x 100. LIC, liofilizovani infuz
cvasti. Vrednosti Al (%) statisticki znacajno razlicite od odgovarajuc¢e vrednosti

kontrolne grupe (p < 0,05) su na grafiku oznacene simbolom *.

Ispitivani LIC 1 spireozid su povecali antioksidantni kapacitet humanog seruma
Sto se manifestovalo povecanjem vrednosti TAS 1 Al, odnosno smanjenjem vrednosti
PAB. Na osnovu predstavljenih rezultata, moze se zakljuciti da, pored spireozida i drugi
sastojci doprinose ukupnoj aktivnosti ekstrakata. Porast vrednosti TOS nakon aplikacije
ispitivanih preparata i flavonoida je ukazao na njihov prooksidatni potencijal, koji je u
slu¢aju najvisih koncentracija spireozida bio i statisticki znacajan. Ovaj podatak navodi
na zakljucak da je primenjena koncentracija vazna determinanta kvaliteta ispoljenog
efekta. DonoSenje konacnog zakljucka o in vitro antioksidantnoj aktivnosti spireozida 1

LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria v humanom serumu zahteva dodatna istraZivanja.
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4.4.3. Antioksidantni potencijal cvasti F. ulmaria i F. vulgaris

Reaktivna kiseoni¢na 1 azotna jedinjenja obuhvataju slobodne radikale sa
nesparenim valentnim elektronima (superoksid, O»*"; azot oksid NO®; azot-dioksid
NO>*, hidroksil, OH*; peroksil ROO®*, lipidni peroksil LOO®) i oksidanse (hidrogen-
peroksid, H>O»; ozon, O3; kiseonik, O»; hipohlorastu kiselinu, HOCI; azotastu kiselinu,
HNO»; peroksinitrit, ONOO™; azot(Ill)-oksid, N>Os; lipidni peroksid, LOOH). U
humanom organizmu imaju dvojaku ulogu: mogu biti korisna u izvesnim procesima
(npr. imunskom odgovoru), medutim, takode mogu ispoljiti toksi¢ne efekte. Formiraju
se kao sporedni produkti u metabolickim procesima ili nastaju pod uticajem egzogenih
faktora (dim cigarete, radijacija, lekovi). Njihova potencijalna Stetnost ogranicena je
endogenim sistemima antioksidantne zaStite 1 egzogeno unetim antioksidansima.
Medutim, pri poveéanoj produkciji reaktivnih jedinjenja odbrambeni mehanizmi mogu
biti nedovoljni da ih neutraliSu i dolazi do pojave oksidativnog stresa. Slobodni radikali
1 oksidansi mogu ostetiti lipide, reagovati sa proteinima pri ¢emu dolazi do promene
njihove strukture ili gubitka enzimske aktivnosti, izazvati promene na molekulima
dezoksiribonukleinskih kiselina (npr. mutacije) (Pham-Huy i sar., 2008). Tokom
inflamatornih procesa, fagocitne ¢elije (npr. neutrofili, monociti, makrofazi, eozinofili)
generiSu reaktivna kiseoni¢na jedinjenja koje mogu ostetiti tkivo direktnim dejstvom na
Celijske strukture ili indirektnim uticajem na ravnotezu proteaza/antiproteaza u
intersticijalnom prostoru. Takode iniciraju 1/ili amplifikuju inflamatorni odgovor
stimulacijom ekspresije proinflamatornih citokina i adhezivnih molekula. U osnovi ovih
efekata se nalazi aktivacija transkripcionih faktora (npr. NF-kB) (Conner i Grisham,
1996). Reaktivna kiseoni¢na i1 azotna jedinjenja imaju ulogu u patogenezi mnogih
oboljenja (npr. kardiovaskularnih, neurodegenerativnih, autoimunskih i reumatskih)

(Carocho i Ferreira, 2013; Pham-Huy i sar., 2008).

Povecan unos povréa i voa povezuje se sa smanjenjem rizika za javljanje
hroni¢nih bolesti u ¢ijem nastanku ucestvuje oksidativni stres. Pozitivni efekti
konzumacije navedenih namirnica se pripisuju prisutnim antioksidantnim supstancama
(Zhang 1 sar., 2015). Imaju¢i u vidu ove podatke, jedan od pristupa koji se moze
predloziti za umanjenje posledica oksidativnog stresa jeste i suplementacija egzogenim

antioksidansima.
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Ispitivani ekstrakti i spireozid poseduju znacajan in vitro antioksidantni potencijal
koji u buduénosti treba podrobnije ispitati. Dobijeni rezultati, saglasno prethodnim
studijama, ukazuju da je primenjena koncentracija preparata/jedinjenja jedan od
kljucnih faktora koji odreduje prirodu efekta. Naime, uoceno je da LIC F. vulgaris i F.
ulmaria 1 spireozid u odredenim koncentracijama deluju antioksidantno, dok u ve¢im
koncentracijama mogu ispoljiti ¢ak i prooksidantno delovanje. Antioksidantni kapacitet
testiranih ekstrakata je samo delom posledica prisustva spireozida. Ukupnoj aktivnosti
doprinose 1 drugi sastojci koji verovatno pripadaju grupi polifenolnih jedinjenja (npr.
flavonoidima, taninima, fenolkarboksilnim kiselinama). Dobra sposobnost ispitivanih
izolata da neutraliSu slobodne radikale, zastite komponente seruma od oksidacije i
redukuju kompleks jona gvozda opravdavaju nastavak ispitivanja i sprovodenje in vivo
eksperimenata. Ogledi na Zivotinjama pruzili bi odgovor na pitanje da li
farmakokineti¢ka sudbina sastojaka ekstrakata uti¢e na in vitro demonstriranu aktivnost
i da li sastojci Stite relevantne biomolekule od oksidacije. Predstavljeni rezultati su
relevantni za objaSnjenje aktivnosti LIC u animalnim modelima koriS¢enim za
ispitivanje antihiperalgezijskih 1 gastroprotektivnih svojstava (Materijali 1 metode,
sekcije 3.9.2 13.9.4.), jer je pokazano da antioksidansi mogu da moduliraju zapaljenjski
proces izazvan intraplantarnom primenom karagenina 1 preveniraju nastanak gastricnog
ulkusa indukovanog peroralnom aplikacijom etanola (Pordevi¢ i sar., 2012; Morris,

2003; Wang i sar., 2004).
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4.5. Inhibicija biosinteze eikozanoida

Hipoteza da je antiinflamatorni efekat cvasti ispitivanih vrsta roda Filipendula
posledica smanjene produkcije eikozanoida je testirana kori§¢enjem stimulisanih
humanih trombocita (ex vivo model sistem). Nakon izlaganja trombocita LIC ili
izolovanim jedinjenjima F. vulgaris, merena je koncentracija nastalih eikozanoida
(PGE2, TXB> 1 12-HETE). Vecina analiziranih uzoraka je smanjila nivo pracenih
medijatora u primenjenim koncentracijama (0,25-10 mg/mL LIC; 0,4-200 pg/mL
kemferol 4’-O-f-D-glukozida, astragalin 2"-O-galata i smeSe izokvercitrin 2"-O-galata i
hiperozid 2"-0-galata; 2—-160 pg/mL spireozida) (Slike 4.59.—4.67., Tabela 4.4.).

Dobijene ICso vrednosti su bile u opsegu 0,961-4,401 mg/mL 1 3,415-6,768
mg/mL za LIC F. vulgaris i F. ulmaria, redom, i bile su veée od odgovaraju¢ih
vrednosti kontrolnih supstanci (acetilsalicilne kiseline i kvercetina). LIC F. vulgaris je
efektivnije inhibirao produkciju svih pracenih medijatora u poredenju sa LIC F.
ulmaria. Ispitivani ekstrakti su najpotentnije redukovali sintezu 12-HETE, slabiju
aktivnost su ispoljili prilikom supresije formiranja PGEz, dok je samo LIC F. vulgaris
smanjio nivo generisanog TXB: za vise od 50%.

Kapacitet izolovanih flavonoida da utic¢u na nivo eikozanoida je znacajno varirao.
Testirana jedinjenja nisu dostigla 50% supresije formiranja TXB>. U pogledu inhibicije
produkcije PGE,, astragalin 2"-0-galat je bio najefektivniji medu ispitivanim sastojcima
(ICso = 141,1 pg/mL). SmeSa hiperozid 2"-O-galata i izokvercitrin 2"-O-galata (1:2
m/m) i spireozid su snizili nivo PGE> za viSe od 50%, ali efekat nije bio
koncentraciono-zavisan. Spireozid je vrlo potentno inhibirao produkciju 12-HETE (ICso
= 4,69 pg/mL), uporedivo sa kvercetinom (ICso = 7,44 ng/mL). Astragalin 2”-O-galat 1
smeSa hiperozid 2"-O-galata 1 izokvercitrin 2"-O-galata su bili manje aktivni sa ICso
vrednostima 90,21 i 121,8 pug/mL, redom. Cini se da glukozilovanje hidroksilne grupe
na poloZaju 4’ ne umanjuje potencijal jedinjenja da inhibiraju produkciju 12-HETE.
Nasuprot tome, verovatno je da prisustvo galoilovanih glikozil grupa na poziciji 3
aglikona 1/ili odsustvo hidroksilne grupe u polozaju 3’ ne uti¢u povoljno na o€uvanje
aktivnosti. Kemferol 4'-O-f-D-glukozid nije uticao na sintezu pracenih medijatora u

testiranom koncentracionom opsegu.
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Smanjena produkcija PGE> verovatno je posledica inhibicije enzima (fosfolipaze
A, ciklooksigenaze-1 i/ili PGE sintaze) ukljuc¢enih u njegovu biosintezu. Pretpostavka
da su testirana jedinjenja mogla da deluju nekim od pobrojanih mehanizama osnazena je
zapazanjima iz prethodnih studija u kojima su flavonoidi suprimirali formiranje
eikozanoida blokiraju¢i razliCite etape njihove biosinteze. Tako su npr. kvercetin,
ginketin i bilobetin inhibirali fosfolipazu A». Flavoni i flavonoli (galangin, apigenin,
luteolin, kemferol, kvercetin), prenilovani flavonoidi 1 biflavonoidi su razli¢itom
potentnoS¢u snizili aktivnost COX-1 (Kim 1 sar., 2004). Heterozidi kvercetina
(kvercetin 4'-O-a-L-ramnopiranozil-3-O-B-D-alopiranozid, izokvercitrin) i kemferola
(kemferol  7-O-B-6'-acetilglukopiranozid, kemferol 7-O-B-glukopiranozil-3-O-f-
glukopiranozid, kemferol 3-0-a-L-ramnopiranozil-(1—4)-B-D-glukopiranozid,
astragalin) su takode prijavljeni kao inhibitori COX-1, §to je od znacaja s obzirom da su
navedena jedinjenja strukturno sli¢na ispitivanim flavonoidima — poseduju isti aglikon
(Dongmo i sar., 2007; Francis i sar., 2004; Li i sar., 2008; Vanisree i sar., 2008; Vareed
i sar., 2007). Rutin, izokvercitrin, hiperozid i kvercitrin su inhibirali 12-LOX dobijenu
iz pluca pacova (Schneider 1 Bucar, 2005). Ovaj podatak podrzava uocenu aktivnost
spireozida (potentan inhibitor formiranja 12-HETE), jer su svi navedeni sekundarni
metaboliti heterozidi kvercetina koji se razlikuju po mestu vezivanja Secerne

komponente 1/ili njenoj prirodi.
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Slika 4.59. Zavisnost inhibicije produkcije 12-HETE od koncentracije LIC F. ulmaria.
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Slika 4.60. Zavisnost inhibicije produkcije PGE: od koncentracije LIC F. ulmaria.
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Slika 4.61. Zavisnost inhibicije produkcije 12-HETE od koncentracije LIC F. vulgaris.
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Slika 4.62. Zavisnost inhibicije produkcije PGE: od koncentracije LIC F. vulgaris.
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Slika 4.63. Zavisnost inhibicije produkcije TXB:> od koncentracije LIC F. vulgaris.
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Slika 4.64.

Zavisnost inhibicije produkcije 12-HETE od koncentracije

astragalin 2"'-O-galata.
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Slika 4.65. Zavisnost inhibicije produkcije PGE: od koncentracije

astragalin 2"'-O-galata.
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Slika 4.66. Zavisnost inhibicije produkcije 12-HETE od koncentracije

smese hiperozid 2''-O-galata i izokvercitrin 2"'-O-galata (1:2, m/m).
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Slika 4.67. Zavisnost inhibicije produkcije 12-HETE od koncentracije spireozida.
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Tabela 4.4. Sposobnost liofilizovanih infuza cvasti (LIC) i jedinjenja izolovanih iz

cvasti F. vulgaris da inhibiraju produkciju eikozanoida.

12-HETE PGE: TXB:
1Cso (ng/mL)
LIC
F. vulgaris LIC 961 + 83* 4241 + 67* 4401 + 62?2
F. ulmaria LIC 3415 + 294 6768 + 108° ne
Izolovana jedinjenja F. vulgaris
Kemferol 4'-O-f-D-glukozid na na na
Spireozid 4,69 + 0,4° nkz ne
Astragalin 2"-O-galat 90,21 £7,76° 141,1 £2,24° ne
Smesa hiperozid 2"-O-galata 121,8 + 10,47¢ nkz ne
i izokvercitrin 2”-O-galata (1:2 m/m)
Kontrolne supstance (Lesjak i sar., 2013)
Acetilsalicilna kiselina na 5,58 +£0,53¢ 4,98 + 0,06°
Kvercetin 7,44 +0,65° 12,75+ 0,26° 53,69 +2,47°

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost =+ SD (n = 3); nt, nije testiran; na, nije aktivan; ne, nije
efektivan — nije dostigao 50 % inhibicije; nkz, inhibicija ve¢a od 50%, ali nije koncentraciono-zavisna.
Srednje vrednosti ICso obelezene razli¢itim slovima u superskriptu se statisticki znacajno razlikuju (p <

0,05).

Povec¢ana produkcija eikozanoida je sastavni deo inflamatornog procesa, pa
supresija njihove biosinteze predstavlja klini¢ki zna€ajan terapijski pristup. Inhibicija
sinteze prostaglandina je mehanizam dejstva nesteroidnih antiinflamatornih lekova

(NSAIL), najSire koriS¢enih lekova protiv bola i otoka nastalih usled inflamacije.

Eikozanoidi se u organizmu formiraju enzimski katalizovanim transformacijama
polinezasi¢ene arahidonske kiseline. U prvom koraku, kao posledica stimulacije Celije,
dolazi do oslobadanja arahidonske kiseline iz fosfolipida celijske membrane pod
uticajem fosfolipaze A ili zahvaljujuéi zdruZenoj aktivnosti fosfolipaze C i
diacilglicerol lipaze. Slobodni arahidonat se zatim moze ukljuciti u nekoliko razlicitih
metabolickih puteva, najces¢e u ciklooksigenazni ili lipooksigenazni metabolicki put.
Inicijalna reakcija ciklooksigenaznog metabolickog puta je oksidacija slobodne
polinezasi¢ene masne kiseline (uvodenje dva molekula kiseonika) pri ¢emu nastaju
endoperoksidi PGG2 1 PGH;. Ovi veoma nestabilni produkti se pod dejstvom enzima

sintaza ili izomeraza dalje brzo prevode u tromboksan (TXA>) i prostaglandine (PGEz,
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PGL, PGD., PGF2,). Brzom neenzimskom spontanom transformacijom fizioloski
aktivnog TXA:» nastaje njegov neaktivni metabolit TXB. Kljucni enzim ovog
metabolickog puta koji katalizuje prvu reakciju prisutan je u organizmu u dve izoforme,
kao ciklooksigenaza-1 (COX-1) ili ciklooksigenaza-2 (COX-2). Smatra se da je COX-1
konstitutivan enzim ¢ija je uloga dominantno vezana za adekvatno odvijanje fizioloskih
procesa i odrzavanje homeostaze organizma. COX-2 je, nasuprot tome, inducibilni
enzim koji ima vaznu ulogu u inflamatornim procesima. Ipak, ovakvo videnje stvari je
pojednostavljeno, jer COX-1 moze imati znacaj u zapaljenjskim reakcijama, bas kao Sto
1 COX-2 moze biti znacajan za odrzavanje homeostaze. Npr., pokazano je da su u
ki¢menoj mozdini u bazalnim uslovima prisutne obe izoforme enzima (COX-1 i COX-
2) i da obe reaguju na periferne bolne stimuluse produkcijom prostaglandina koji

sledstveno dovode do hiperalgezije i alodinije (Rang 1 sar., 2012; Smyth i sar., 2011).

Lipooksigenaze (LOX) su enzimi koji katalizuju pocetni korak lipooksigenaznog
metaboli¢kog puta tj. prevodenje polinezasi¢enih masnih kiselina u odgovarajuce
nestabilne hidroperoksi derivate. U zavisnosti od toga na koji ugljenikov atom je
uvedena hidroperoksi grupa, dele se na 5(S5)-LOX, 12(S5)-LOX, 12(R)-LOX, 15(S)-
LOX-1 1 15(S5)-LOX-2. Nastali produkti su dominantno S konfiguracije, osim u slucaju
kada se metabolicka transformacija odvija pod dejstvom epidermalne 12(R)-LOX, kada
nastaju hidroperoksidi R konfiguracije. Dalja transformacija do odgovaraju¢ih
hidroksiderivata se moze odvijati enzimski ili spontano (Rang i sar., 2012; Smyth i sar.,

2011).

Koji ¢e eikozanoidi nastati zavisi od tipa ¢elije odnosno prisutnih enzima. Tako
npr. trombociti dominantno sintetiSu TXA», PGI; je glavni produkt endotelnih celija,
dok makrofazi, neutrofili i mastociti sintetiSu viSe razlicitih prostaglandina. Takode,
trombociti sadrze samo 12(S5)-LOX, dok npr. leukociti sadrze i 12(S)-LOX i 5(S)-LOX
(Rang i sar., 2012; Smyth i sar., 2011).

Biosintetski putevi eikozanoida, zna¢ajni za razumevanje izlozenih rezultata, su

predstavljeni na Slici 4.68. (Rang i sar., 2012; Simin i sar., 2013; Smyth i sar., 2011).
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Slika 4.68. Biosinteza eikozanoida.
PLA,, fosfolipaza A,; COX-1, ciklooksigenaza-1; TXS, tromboksan sintaza;
PGES, prostaglandin E» sintaza; 12(S)-LOX, 12(S)-lipooksigenaza.
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Eikozanodi imaju mnogobrojne funkcije u humanom organizmu. PGE; smanjuje
sekreciju hlorovodoni¢ne kiseline i stimuliSe produkciju mukusa u Zelucu. Ovaj
medijator takode dovodi do kontrakcije glatkih miSi¢a uterusa, Sto je vazno za
otpocinjanje porodaja, a ovo dejstvo stoji 1 u osnovi nastanka bola kod dismenoreje. Sa
aspekta istrazivanja tradicionalne primene Filipendula vrsta, relevantna su njegova
vazodilatatorna, hiperalgezijska 1 pirogena svojstva. Tokom akutnog inflamatornog
procesa, lokalno tkivo i krvni sudovi generiSu PGl i PGE>. U hroni¢nom zapaljenju
monociti/makrofazi oslobadaju PGE>. PGE> je mo¢ni vazodilatator prekapilarnih
arteriola koji deluje sinergisticki sa drugim medijatorima (npr. histaminom i
bradikininom) i povecava dotok krvi u oblast zahvacenu zapaljenjem. Takode, potencira
povecanje permeabilnosti postkapilarnih venula do kog dolazi pod uticajem nekih
endogenih supstanci (npr. histamina 1 bradikinina) 1 na taj nacin dopinosi nastanku
edema. Utvrdeno je da PGE> vr$i senzitizaciju aferentnih C vlakana na delovanje drugih
supstanci (npr. serotonina), a na nivou ki¢mene mozdine vrsi facilitaciju prenosa bolnih
signala prema viSim nervnim centrima. Ova pojava je od posebnog znacaja, jer se
smatra da je analgetska efikasnost NSAIL posledica njihove sposobnosti da smanje
povecanu osetljivost nociceptora tokom inflamacije i smanjenja facilitacije bola u
centralnom nervnom sistemu. PGE», sintetisan u hipotalamusu, je finalni posrednik
pirogenog efekta citokina. Opisani mehanizmi doprinose razvoju lokalnih znakova 1
simptoma akutne inflamacije (otoka, crvenila, toplote i bola), kao i1 nastanku pireksije

(Rang i sar., 2012; Smyth i sar., 2011).

Iako se smatra da je 12-HETE vaZna u procesu agregacija trombocita, njena
fizioloska funkcija jo$ uvek nije u potpunosti razjasnjena. 12-HETE je identifikovana
kao hemotaksin neutrofila. Dodatno, znacaj ovog eikozanoida u razli¢itim stanjima (npr.

kanceru 1 hipertenziji) je sve viSe prepoznat (Porro i sar., 2014).

Tromboksan A (TXA:) deluje kao vazokonstriktor 1 stimulator agregacije
trombocita (Rang i sar., 2012). Efekat ispitivanih uzoraka na biosintezu TXA> pracen je
indirektno, merenjem koncentracije njegovog inaktivnog metabolita TXB,. Direktno
odredivanje TXA2 nije pogodno, jer se ovaj prostanoid brzo i spontano konvertuje u

TXB: (Rang i sar., 2012).
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Uzevsi u obzir navedene Cinjenice i prezentovane rezultate, moze se pretpostaviti
da testirana jedinjenja doprinose ispoljavanju antiinflamatornih svojstava cvasti
ispitivanih Filipendula vrsta. U tom pogledu, otkri¢e da spireozid, astragalin 2"-O-galat
1 smeSa flavonoida (izokvercitrin 2"”-0-galata 1 hiperozid 2"-O-galata) smanjuju sintezu
PGE; znac¢ajno je za objasnjenje tradicionalne primene za ublazavanje inflamatornih i
bolnih stanja. Izrazita sposobnost spireozida da suprimira produkciju 12-HETE
predstavlja potencijal koji zahteva detaljnije istrazivanje u budu¢nosti. Mala efektivnost
LIC 1 izolovanih flavonoida u inhibiciji formiranja TXB: indikuje da ispitivani uzorci
ne moduliraju efekte posredovane TXA:. In vivo studije su neophodne da bi se utvrdilo
da li farmakokineticka sudbina testiranih flavonoida i ekstrakata uti¢e na demonstriranu

aktivnost.

LIC su se karakterisali visokim sadrzajem polifenola (Tabela 4.2.) i izrazitim
antioksidantnim svojstvima (Tabela 4.3.). Stoga bi njihov mehanizam dejstva barem
delom mogao biti baziran na neutralizaciji slobodnih radikala, znac¢ajnih medijatora u
biosintetskim putevima eikozanoida (Schneider i sar., 2007). Izolovana jedinjenja
mozda deluju u slicnom maniru, usled generalno dobre antiradikalske aktivnosti

polifenola (Lesjak i sar., 2013).

Astragalin, izokvercitrin, galna, elagna 1 salicilna kiselina, koji su takode prisutni
u LIC (Tabela 4.2.), su inhibirali jedan od kljuénih enzima odgovornih za generisanje
prostaglandina — ciklooksigenazu-1 (Chandramohan Reddy i sar., 2010; Grosser 1 sar.,
2011; Li 1 sar., 2008; Vanisree i sar., 2008; Vareed i sar., 2007; Zhang i sar., 2004).
Pored testiranih jedinjenja, navedeni flavonoidi i fenolkarboksilne kiseline mogli bi da
doprinesu kapacitetu LIC da uti¢u na produkciju PGE>. Cini se da vise razli¢itih

sastojaka participira u antiinflamatornom efektu ispitivanih preparata.

U prethodnim in vitro studijama, sprovedenim na izolovanim ciklooksigenazama
(COX-1 1 COX-2) ili mikrozomima semenih vezikula goveda, nekoliko razli¢itih
ekstrakata F. ulmaria je inhibiralo biosintezu PGE, (ESCOP, 2003; Katani¢ 1 sar.,
2016). Efekat F. vulgaris na formiranje PGE,, 12-HETE i TXA: do danas nije ispitan.
Analgeticka 1 antiedematozna svojstva odredenih preparata F. ulmaria su pokazana u
studijama na Zivotinjama (Katani¢ 1 sar., 2016), medutim, njihovi mehanizmi delovanja

1 aktivni sastojci jo§ uvek nisu precizno definisani. Nedostaju podaci koji se ticu
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tradicionalno koriS¢enog preparata (infuza). Izlozeni eksperiment je sproveden na
intaktnim ¢elijama, Sto omogucuje bolje predvidanje in vivo aktivnosti u poredenju sa
testovima u kojima su koriS¢eni izolovani enzimi ili subcelularne strukture. U
prezentovanoj studiji je dokumentovana antiinflamatorna aktivnost infuza cvasti —
preparata relevantnog za zabelezenu etnomedicinsku primenu (HMPC, 2011b).
Dodatno, prvi put je pokazano da flavonoidi prisutni u LIC predstavljaju aktivne

principe koji mogu da suprimiraju produkciju eikozanoida.

4.6. Antihiperalgezijski i antiedematozni efekat

LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria (100-300 mg/kg, p.o.) su ispoljili znacajnu i dozno-
zavisnu antihiperalgezijsku aktivnost u modelu inflamatorne hiperalgezije indukovane
karageninom (Slika 4.69., A i B). Maksimalni efekat je uoc¢en 60 min nakon indukcije
inflamacije 1 bio je u rasponu 38,3-59,9% (LIC F. vulgaris) 1 31,8-63,7% (LIC F.
ulmaria) (manji grafici na Slici 4.69., A 1 B). Odgovaraju¢e EDso + SEM vrednosti LIC
(sa 95% intervalom poverenja), dobijene u trenutku maksimalnog efekta, bile su 172,2 +
6,2 mg/kg (147,4-201,3 mg/kg) i 164,8 £ 15,4 mg/kg (110,3-246,3 mg/kg) za F.
vulgaris 1 F. ulmaria, redom. Acetilsalicilna kiselina (400 mg/kg, p.o.) je proizvela
maksimalno antihiperalgezijsko dejstvo (61,8%) 90 min nakon izazivanja inflamacije

(Slika 4.69., A i B).

S obzirom da detaljni podaci o tradicionalnoj upotrebi cvasti F. vulgaris
nedostaju, eksperimentalni in vivo tretman je osmi$ljen vode¢i se doznim reZimom za
cvast F. ulmaria koji je definisala Evropske agencija za lekove: preporucena dnevna
doza je 2,5-6 g cvasti (za pripremanje €aja za internu primenu), podeljeno u 1-3
pojedina¢ne doze (HMPC, 2011b). Doza za pacova (PD) koja odgovara tradicionalnoj
dozi za humanu primenu (HD) je dobijena koriS¢enjem izraza: PD = HD x 37/6
(Reagan-Shaw 1 sar., 2008) 1 iznosila je 72,30—-173,53 mg/kg (LIC F. ulmaria) i 80,22—
192,52 mg/kg (LIC F. vulgaris), uz pretpostavku da je prosecna telesna masa odraslog
coveka 60 kg i1 uzevsi da je prinos ekstrakcije iznosio 28,14% (LIC F. ulmaria) i
31,22% (LIC F. wvulgaris) m/m. Dobijeni rezultati podrzavaju zabeleZenu

etnomedicinsku primenu F. u/maria 1 F. vulgaris za ublazavanje bola, jer su ispitani
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LIC ispoljili znacajan dozno-zavisni antihiperalgezijski efekat u dozama koje

odgovaraju tradicionalno koris¢éenim dozama za humanu primenu.

LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria (100-300 mg/kg, p.o.) nisu proizveli znaCajan
antiedematozni efekat (Slika 4.70., A 1 B). Prilikom dodatnog ispitivanja ve¢ih doza
LIC F. vulgaris (600 mg/kg, p.o., n = 3) takode nije uoCena sposobnost redukcije otoka
Sape pacova izazvanog karageninom. Acetilsalicilna kiselina (400 mg/kg; p.o.) je
proizvela maksimalno dejstvo (64,8%) 60 min nakon indukcije inflamacije (Slika 4.70.,

AiB).

Ispitivani preparati u testiranim dozama, koje odgovaraju tradicionalno
koriS¢éenim dozama za humanu primenu, nisu ispoljili znacajnu antiedematoznu
aktivnost u koriS¢enom modelu inflamacije. Na osnovu dobijenih rezultata, moze se
pretpostaviti da je korist primene cvasti F. vulgaris 1 F. ulmaria kod inflamatornih

oboljenja dominantno vezana za njihovu sposobnost da umanje bol.

U ranijim studijama je demonstrirana analgetska efikasnost nekoliko jedinjenja
prisutnih u ispitivanim LIC. Naime, galna kiselina (30 mg/kg, Trevisan i sar., 2014),
astragalin (150-600 mg/kg, Wang i sar., 2014), elagna kiselina (0,1-100 mg/kg,
Rogerio i sar., 2006), gaulterin (200 mg/kg, Zhang 1 sar., 2006), smeSa hiperozid 2''-O-
galata 1 izokvercitin 2''-O-galata (100 mg/kg, Kiipeli i sar., 2007), kao i smeSa
hiperozida 1 izokvercitrina (97,31 mg/kg (2:1, m/m), Erdemoglu i sar., 2008; 100
mg/kg, Kiipeli 1 sar., 2007) su ispoljili antinociceptivni efekat nakon oralne primene u
animalnim modelima hemijski indukovanog bola. Treba naglasiti da su doze navedenih
jedinjenja, sa izuzetkom doze elagne kiseline, za koje je pokazano da poseduju
analgetska svojstva znacajno vece od njihovog unosa putem LIC. Ove €injenice navode
na zakljucak da sastojci LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria stupaju u sinergisticku interakciju i

na taj nacin proizvode antihiperalgeziju (Williamson, 2001).
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Slika 4.69. Efekat liofilizovanih infuza cvasti (LIC) F. vulgaris (A) 1 F. ulmaria (B) na
hiperalgeziju izazvanu karageninom (KAR), izraZen kao razlika u gramima (df) izmedu
bazalnog praga povlacenja Sape i praga povlacenja Sape nakon indukcije inflamacije
(ve¢i grafici) ili kao procenat antihiperalgezijske aktivnosti (%AH) (manji grafici).
Legenda se odnosi na oba grafika. LIC su primenjeni p.o. 30 min pre injekcije
karagenina, dok je acetilsalicilna kiselina (ASK) aplikovana p.o. 30 min nakon
indukcije inflamacije (oznaceno strelicama). Svaka tacka na graficima predstavlja
srednju vrednost + SEM df (g) ili AH(%). Statisti¢ka znacajnost (*p < 0,05, **p < 0,01;
dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima, Tukey HSD test) je odredena

komparacijom sa krivom kontrolne grupe. i.pl. = intraplantarno; p.o. = oralno.
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Slika 4.70. Efekat liofilizovanih infuza cvasti (LIC) F. vulgaris (A) i F. ulmaria (B) na
edem Sape izazvan karageninom (KAR), izraZzen kao razlika (dV) u mililitrima izmedu
zapremine Sape nakon 1 pre injektovanja karagenina (ve¢i grafici) ili kao procenat
antiedematozne aktivnosti (%AE) (manji grafici). Legenda se odnosi na oba grafika.
LIC su primenjeni p.o. 30 min pre injektovanja karagenina, dok je acetilsalicilna
kiselina (ASK) aplikovana p.o. 30 min nakon indukcije inflamacije (oznaceno
strelicama). Svaka taCka na graficima predstavlja srednju vrednost £ SEM dV (mL) ili
%AE. StatistiCka znacajnost (**p < 0,01; dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim
merenjima, Tukey HSD test) je odredena komparacijom sa krivom kontrolne grupe. i.pl.

= intraplantarno; p.o. = oralno.
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Inflamatorni odgovor u pacova iniciran karageninom je akutni, visoko
reproducibilni i dobro prouceni trifazni proces (Di Rosa i sar., 1971; Morris, 2003).
Prva faza (0—1,5 h nakon injekcije karagenina) se karakteriSe oslobadanjem histamina 1
serotonina, druga faza (1,5-2,5 h) je posredovana kininima, dok se tre¢a faza (2,5-6 h)
moze pripisati delovanju prostaglandina (Di Rosa i sar.,, 1971). Pored pomenutih
medijatora, ulogu imaju komponente sistema komplementa (C5a produkt), reaktivna
kiseoni¢na (superoksidni anjon) i azotna jedinjenja, kao 1 proinflamatorni citokini
(TNF-a, IL-1pB, IL-6) (Morris, 2003; Ting i sar., 2008; Verri i sar., 2006; Wang 1 sar.,
2004). Neutrofili migriraju u inflamirano tkivo, oslobadaju PGE: i biogene amine, te na
taj nacin dovode do senzitizacije nociceptora i razvoja inflamatorne mehanicke

hiperalgezije (Cunha i sar., 2008; Verri i sar., 2006).

S obzirom da su ispitivani LIC delovali antihiperalgezijski tokom celog
eksperimentalnog perioda, moze se pretpostaviti da su njihovi sastojci modulirali efekte
viSe razli¢itih medijatora zapaljenja. U tom pogledu, ve¢ je opisano da izokvercitrin i
galna kiselina redukuju oslobadanje histamina (Kim 1 sar., 2006; Shimoda i sar., 2008).
Inhibicija ciklooksigenaza je pokazana za galnu kiselinu i salicilnu kiselinu
(Chandramohan Reddy i sar., 2010; Grosser i sar., 2011), dok su astragalin, hiperozid,
galna kiselina 1 elagna kiselina suprimirali indukciju ciklooksigenaze-2 (EI-Shitany i
sar., 2014; Hsiang 1 sar., 2013; H. H. Kim 1 sar., 2013; Kim 1 Kim, 2011). Dodatno,
hiperozid, izokvercitrin i astragalin su smanjili produkciju PGE> (Hammer 1 sar., 2007;
Lee i sar., 2011; S. Lee 1 sar., 2004). KoriS¢enjem humanih trombocita (Sekcija 4.5.),
kao ex vivo model sistema, takode je pokazano da astragalin 2''-O-galat koncentraciono-
zavisno suprimira produkciju PGE2, dok spireozid i smeSa hiperozid 2'-O-galata 1
izokvercitrin 2"-O-galata (1:2, m/m) redukuju nivo pomenutog prostaglandina, ali ne
koncentraciono-zavisno (Tabela 4.4.). U prethodnim istraZzivanjima je pokazano da neki
sastojci LIC (elagna kiselina, galna kiselina, hiperozid, astragalin, gaulterin, astragalin
2"-0-galat, hiperozid 2"-O-galat, izokvercitrin 2''-O-galat) smanjuju nivo
proinflamatornih citokina (TNF-a, IL-1B, IL-6) (El-Shitany 1 sar., 2014; B. H. Kim i
sar., 2007; H. H. Kim 1 sar., 2013; Kim 1 sar., 2006, 2011; Lee i sar., 2011, 2014; Luyen
i sar., 2014a; Yoon i sar., 2013; Zhang i sar., 2011). Inhibitorni uticaj fenolnih sastojaka
(galne kiseline, hiperozida, izokvercitrina, spireozida, astragalin 2''-O-galata, hiperozid

2"-O-galata, izokvercitrin 2'"-O-galata, telimagrandina [, telimagrandina II,
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mikvelianina) cvasti F. vulgaris 1 F. ulmaria na generisanje superoksidnog anjona i/ili
njihova sposobnost da ga neutraliSu takode su opisani (B.-H. Kim i sar., 2013, 2007; H.
H. Kim i sar., 2013; M. H. Kim 1 sar., 2013; Y. Kim i sar., 2000; Kroes i sar., 1992; Liu
1 sar., 2005; Marzouk i sar., 2006; Soberén 1 sar., 2010; Suh 1 sar., 1999). Dodatno,
izokvercitrin i astragalin su suprimirali hemotakticku migraciju neutrofila (Vongsak i
sar., 2013), dok je izokvercitrin 2"-O-galat inhibirao klasi¢ni put aktivacije
komplementa (Park i sar., 1999). Navedeni podaci ukazuju da sastojci LIC mogu
ostvariti svoju aktivnost velikim brojem razli¢itih mehanizama koji su relevantni za

koris¢eni animalni model akutne inflamacije.

Izostanak antiedematozne efikasnosti LIC nije bio ocekivan s obzirom da je
pregled literature sugerisao da nekoliko razli¢itih sastojaka ispitivanih Filipendula vrsta
(galna kiselina, elagna kiselina, astragalin i smeSa hiperozida i izokvercitrina) moze
umanjiti karageninom-indukovani otok (Erdemoglu i sar., 2008; Hammer 1 sar., 2007;
Kim 1 sar., 2006; Lee i sar., 2011; Rogerio i sar., 2006; Trevisan i sar., 2014; Wang i

sar., 2014). Potrebna su dodatna istrazivanja da bi se utvrdio uzrok ove pojave.

Saznanje da LIC smanjuju hiperalgeziju usled lokalne periferne inflamacije je u
saglasnosti sa Monografijom Filipendulae ulmariae flos Evropske agencije za lekove u
kojoj je navedeno da se ¢aj (infuz) cvasti surucice koristi za ublazavanje bola u
zglobovima slabijeg intenziteta (HMPC, 2011b), kao 1 sa zabelezenom tradicionalnom

primenom cvasti F. vulgaris.
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4.7. Akutna oralna toksi¢nost

Bezbednosni profil ispitivanih preparata je preliminarno procenjen dvonedeljnim
pra¢enjem pojave znakova toksi¢nosti, nakon jednokratne peroralne primene velikih
doza LIC F. ulmaria i F. vulgaris (2000 mg/kg) u miSeva. U eksperimentu je kori§¢eno
ukupno Sest zivotinja, od kojih su dve pripadale kontrolnoj grupi, a Cetiri test grupama.
Prilikom inicijalnog posmatranja, jedan mis tretiran LIC F. vulgaris je ispoljio znake
blage sedacije tokom prva dva sata posle aplikovanja ekstrakta. Kod ostalih Zivotinja
nisu primeéene promene u ponaSanju, znakovi toksiCnosti, niti je zabeleZen letalni
ishod. Na osnovu iznetih podataka se moze pretpostaviti da je srednja letalna doza

(LDso) testiranih LIC u miSeva nakon peroralne primene veca od 2000 mg/kg.

Dobijeni rezultati su u skladu sa prethodnim istrazivanjima u kojima je pokazano
da su preparati F. wulmaria relativno bezbedni za primenu. LDso intraperitonealno
primenjenog 5% vodenog rastvora poluc¢vrstog etanolnog ekstrakta F. ul/maria iznosila
je 1770 mg/kg. Isti rastvor, primenjen intravenski u kunica, karakterisala je niza LDso
(75,7 mg/kg). Sli¢ni rezultati su dobijeni za dekokt (1:20) F. ulmaria: LDso iznosile su
535 mg/kg (i.p., muzjaci misa), 1050 mg/kg (i.p., Zenke misa) i 141,5 mg/kg (i.v.,
kuni¢i). ToksikoloSka ispitivanja na pacovima i kuni¢ima su pokazala da preparati
cvasti F. ulmaria ne uti¢u na funkciju jetre (ESCOP, 2003). U eksperimentu na larvama
musice Drosophila melanogaster je pokazano da metanolni ekstrakti korena 1
nadzemnog dela F. vulgaris 1 korena F. ulmaria ne deluju genotoksicno, dok je ekstrakt
nadzemnog dela F. ulmaria, zavisno od koncentracije, ispoljio slabu genotoksi¢nu

aktivnost (Mati¢ i sar., 2015).

Predstavljeni rezultati 1 dugotrajna tradicionalna primena bez prijavljenih
nezeljenith efekata (HMPC, 2011b, 2011c) sugeriSu da ispitivane vrste poseduju

povoljan bezbednosni profil.

147



4.8. Gastroprotektivna aktivnost

Gastroprotektivni efekat svih testiranih doza (p < 0,05) LIC F. vulgaris 1 F.
ulmaria, sa izuzetkom najmanje doze LIC F. vulgaris (100 mg/kg), je demonstriran u
animalnom modelu gastricnog ulkusa izazvanog etanolom (Tabela 4.5.). Prosecan skor
gastriCnog ostecenja (eng. Gastric Damage Score, GDS) u grupama pacova tretiranih
LIC F. vulgaris ili F. ulmaria kretao se u opsegu 3,44 i 1,4-2,9, redom. lako su
vrednosti GDS bile najnize u grupama zivotinja koje su primile najvece doze ispitivanih
ekstrakata (300 mg/kg), odnos doze i efekta nije bio statisticki znacajan. Stepen
ozbiljnosti formiranih lezija takode je smanjen nakon oralne primene izolovanih
jedinjenja, spireozida (50 mg/kg, GDS 3,6, p < 0,05) 1 telimagrandina II (40 mg/kg,
GDS 3,7, p < 0,05). Ranitidin je zastitio gastricnu mukozu (GDS 2,5, p < 0,01).
Najintenzivnija oSte¢enja zeludacne sluzokoze (GDS 6) su nastala u kontrolnoj grupi

Zivotinja (tretirane vehikulumom tj. vodom).

Prema raspolozivim literaturnim podacima, predstavljeni rezultati su prvi
eksperimentalni dokaz kapaciteta F. vulgaris da prevenira oSteéenje zeludacne
sluzokoze indukovano etanolom. Utvrdena aktivnost LIC F. ulmaria je u saglasnosti sa
prethodnim studijama u kojima su ispitivani razli¢iti preparati ove biljne vrste. Naime,
pokazano je da su dekokti cvasti F. ulmaria efikasni u razli¢itim animalnim modelima
gastri¢nog ulkusa (ESCOP, 2003).

Demonstrirano protektivno dejstvo izolovanog tanina telimagrandina II je
podrzano ¢injenicom da su molekuli sa relativnom strukturnom sli¢no$¢u, pri aplikaciji
u slicnim dozama (pedunkulagin, 50 mg/kg, i.g.; korilagin, 30 mg/kg, p.o.), ispoljili
aktivnost u miSeva tretiranih apsolutnim alkoholom (de Jesus 1 sar., 2012; Khennouf 1
sar., 2003; Klein-Junior 1 sar., 2017). Efektivnost spireozida je u skladu sa prethodno
prime¢enom osobinom nekih flavonoidnih heterozida da preveniraju oStecenja

zeludacne sluzokoze (de Lira Mota i sar., 2009).

148



Tabela 4.5. Prosecan skor gastricnog oStecenja (GDS) u grupama zivotinja tretiranim

liofilizovanim infuzima cvasti, izolovanim jedinjenjima, referentnim lekom ili

vehikulumom.
GDS
Liofilizovani infuzi cvasti
F.vulgaris 100 mg/kg 392+2)5
200 mg/kg 4+1,76"
300 mg/kg 3,42+2,11"
F. ulmaria 100 mg/kg 2,6 +2,38"
200 mg/kg 2,9+1,95"
300 mg/kg 1,4+2,01"
Izolovana jedinjenja F. vulgaris
Telimagrandin II 40 mg/kg 3,67 £2,04"
Spireozid 50 mg/kg 3,58+£22°
Referentni lek
Ranitidin 20 mg/kg 2,5+1,87"
Kontrola
Vehikulum (voda)? 6+ 1,26

Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost = SD (n = 5-6); statisticki znacajno razlic¢it
u odnosu na kontrolnu grupu (*, p < 0,05; ™, p < 0,01); ® primenjen u istoj zapremini kao

testirani uzorci (1 mL/kg).

Ranije je pokazano da, osim testiranih jedinjenja, i drugi peroralno primenjeni
metabolitt LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria smanjuju oSteCenje sluzokoze zeluca
eksperimentalnih zivotinja indukovano razli¢itim agensima (Tabela 4.6.). Moze se
uociti da su ispitivane doze najceS¢e znacajno vece od koli¢ina jedinjenja unetih putem
LIC. Ipak, doprinos pomenutih sastojaka ukupnom efektu testiranih ekstrakata je
verovatan ukoliko se pretpostavi postojanje sinergisticke interakcije, jer se time

smanjuju njihove efikasne doze.
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Tabela 4.6. Gastroprotektivni efekat oralno primenjenih jedinjenja

F. ulmaria i F. vulgaris.

Eksperimentalni

Jedinjenje

model

Efekat

Literatura

Elagna kiselina

Gastri¢ni ulkus indukovan

Elagna kiselina (3, 10, 30 mg/kg) je

Beserra i sar.,

u pacova

(mm) za 34%.

75% etanolom (10 mL/kg) smanjila povrsinu oStec¢enja gastri¢ne 2011
u pacova sluzokoze (59, 79 1 70%, redom).
Galna kiselina Gastriéni ulkus indukovan Galna kiselina (25 1 50 mg/kg) je Abdelwahab,
95% etanolom (5 mL/kg) u redukovala povrsinu gastri¢ne 2013
pacova sluzokoze zahvaéenu ulcerativnim
promenama (52,5 1 60, 5%).
Izokvercitrin Gastri¢ni ulkus indukovan Izokvercitrin (990 mg/kg) je smanjio Yesilada i
apsolutnim etanolom ulkusni indeks (59,1%). sar., 2014
(1 mL/zivotinji) u pacova Ulkusni indeks: zbir duzina (mm)
indukovanih lezija gastri¢ne sluzokoze.
Astragalin Gastri¢ni ulkus indukovan Astragalin (30 mg/kg) je redukovao Klein-Junior i
etanolom u razblazenoj ukupnu povrsinu gastri¢nih lezija sar., 2013
HCI1 (60%/0,3 M; 0,2 (67,6%).
mL/Zivotinji) u miSeva
Mikvelianin Gastriéni ulkus indukovan Mikvelianin (3 mg/kg) je redukovao Yani sar.,
indometacinom (40 mg/kg) erozivne lezije gastri¢ne sluzokoze 2011

Slobodni radikali su uklju¢eni u nastanak oStecenja sluzokoZe prouzrokovanog

nekrotiziraju¢im agensom etanolom (Pordevi¢ i sar., 2012), pa izrazena antioksidantna
aktivnost testiranih LIC 1 izolovanih jedinjenja (Rezultati i diskusija; Tabela 4.3.) (Chen
1 sar., 2014) verovatno doprinosi oCuvanju integriteta gastricne sluzokoze. Dodatno,
kapacitet telimagrandina II i izokvercitrin 2''-O-galata da in vitro inhibiraju histidin
dekarboksilazu takode moze biti odgovoran za smanjenje formiranja lezija (Nitta i sar.,

2009, 2013).
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DosadaSnja ispitivanja gastroprotektivnih svojstava flavonoida 1 tanina su
pokazala da zastitni efekti ovih jedinjenja mogu biti ostvareni razli¢itim mehanizmima.
Flavonoidi ispoljavaju dejstvo zahvaljujuéi: antisekretornom (smanjenje oslobadanja
histamina iz gastri¢nih ¢elija, inhibicija protonske pumpe), citoprotektivnom (povecanje
koli¢ine prostaglandina, stimulisanje produkcije mukusa, povecanje protoka krvi u
zeluda¢noj mukozi), antioksidantnom (neutralisanje slobodnih radikala, heliranje jona
prelaznih metala, inhibicija oksidacionih enzima, redukcija lipidne peroksidacije,
povecanje kapaciteta proteinskih i neproteinskih antioksidanasa) i anti-Helicobacter
pylori efektu (de Lira Mota i sar., 2009). Tanini, kao adstringentni molekuli, reaguju sa
proteinima sluzokoze i na taj nadin formiraju barijeru koja Sstiti tkivo od delovanja
agresivnih hemijskih 1 mehanickih faktora. Oni takode mogu stimulisati regeneraciju
tkiva, inhibirati sekreciju hlorovodoni¢ne kiseline, delovati antioksidantno 1 ispoljiti

anti-Helicobacter pylori aktivnost (Borrelli 1 Izzo, 2000; de Jesus i sar., 2012).

Na osnovu predstavljenih rezultata, pozitivan u¢inak primene LIC F. ulmaria i F.
vulgaris se delom moze povezati sa spireozidom i telimagrandinom II. Uprkos tome $to
ispitivani preparati sadrze salicilate (salicilnu kiselinu, gaulterin) koji su agresivni
prema sluzokozi zeluca, jedinjenja LIC sumirano deluju zastitno. Istovremeno prisutne
analgetske 1 gastroprotektivne osobine (Rezultati i diskusija; sekcija 4.5., sekcija 4.6.)
¢ine farmakoloSki profil ispitivanih preparata jedinstvenim, imajué¢i u vidu da su

naj¢eSc¢a nezeljena dejstva NASAIL upravo dejstva na nivou gastrointestinalnog trakta.
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4.9. Citotoksi¢na aktivnost

U cilju procene terapijskog potencijala cvasti F. ulmaria i F. vulgaris ispitana je
njihova in vitro citotoksi¢na aktivnost kolorimetrijskim MTT testom. Dobijeni rezultati
su pokazali da ekstrakti pomenutih biljnih droga smanjuju vijabilnost ¢elija tumora
grlica materice (HeLa), kolona (LS) i pluca (A549), dok u istom koncentracionom
opsegu ne utiCu na prezivljavanje zdravih celija — fetalnih fibroblasta plu¢a (MRC-5)
(Tabela 4.7.). ICso vrednosti su bile slicne i kretale su se u rasponu 45,82—-54,17 pg/mL
(LIC F. vulgaris) 1 41,73-59,44 pg/mL (LIC F. ulmaria). Aktivnosti testiranih
jedinjenja su se medusobno znatno razlikovale (Tabela 4.7.): ICso vrednosti spireozida
su prevazilazile 200 pg/mL, dok su galna kiselina i hiperozid bili znatno efektivniji.
Ispitivani sekundarni metaboliti nisu uticali na prezivljavanje zdravih ¢elija. Galna
kiselina je ispoljila ja¢u aktivnost nego ispitivani ekstrakti (ICso = 3,91-17,76 pg/mL),
naroCito prema Celijskoj liniji HeLa. Flavonoid hiperozid je delovao citotoksi¢no,
medutim, dobijene vrednosti ukazuju na slabije dejstvo od ispitivanih LIC (ICs0 =
0,63-3,58

ng/mL) je bila izraZenija od aktivnosti testiranih biljnih izolata (Kolundzija i sar., 2014).

83,95-97,35 pg/mL). Aktivnost kontrolne supstance (cisplatin, ICsp =

Tabela 4.7. Koncentracija jedinjenja/liofilizovanog infuza cvasti (LIC), ICso,
koja je dovela do 50% inhibicije prezivljavanja Celijskih linija

HeLa, LS, A549 1 MRC-5 nakon 72 h inkubacije.

ICso (ng/mL)
HelLa LS A549 MRC-5
Spireozid >200 >200 >200 >200
LIC F. vulgaris  45,82+1,89 51,22+0,77 54,17+2,31 >200
LIC F. ulmaria 42,26 +0,37 41,73+ 1,65 59,44+ 1,73 >200
Galna kiselina 3,91 +0,15 11,48+ 0,91 17,76 £1,42 >200
Hiperozid 83,95+2,44 88,26+1,48 97,35+2,56 >200
Cisplatin 0,63 £0,06* 1,66+0,31* 3,58+0,66" 4,26+ 0,46

ICso vrednosti testiranih izolata predstavljaju srednju vrednost £ SD (n = 2). *?

KolundZija i sar., 2014.
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Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa zapazanjima iz prethodnih studija (Tabela
4.8.). Naime, pokazano je da preparati F. ulmaria in vitro deluju citotoksicno ili
antiproliferativno na C26 ¢elije kolorektalnog karcinoma misa (Margaoan i sar., 2016),
B16 ¢elije melanoma misa (Calliste i sar., 2001), humanu tumorsku ¢elijsku liniju pluca
NCI-H460 (Lima i sar., 2014) i humane Raji ¢elije limfoblastoma (Spiridonov i sar.,
2005), dok u zivotinja antagonizuju kancerogeno dejstvo radioaktivnog zraenja,
etilnitrozouree, 7,12-dimetilbenz[a]antracena i1 suprimiraju rast transplantiranih tumora
(sarkoma-180 1 ,,Lewis” karcinoma) (Bespalov i sar., 2017a, 2017b; ESCOP, 2003).
Vodenoetanolni ekstrakt cvasti F. vulgaris je delovao citotoksi¢no na humane Raji

¢elije limfoblastoma (Spiridonov i sar., 2005).

Tabela 4.8. Citotoksic¢ni i antiproliferativni efekat preparata cvasti F. ulmaria

(Fu) ili F. vulgaris (Fv).

In vitro Celijska

Testirani
kultura/in vivo Delovanje Literatura
preparat/i
model
Frakcije dobijene  Celije melanoma misa Hloroformska frakcije (0,1 mg/mL) je Calliste i sar.,
sukcesivnom (B16) inhibirala >75% proliferaciju éelija 2001
perkolacijom melanoma, etilacetatna frakcija (0,1
vrhova u cvetu mg/mL) >50% , dok su heksanska,
Fu, rastvara¢ima metanolna i vodena frakcija u istoj
rastuée polarnosti koncentraciji ispoljile slabu
antiproliferativnu aktivnost.
Vodenoetanolni Humane Raji ¢elije U koncentraciji 10 pg/mL ekstrakt je Spiridonov i
ekstrakt cvasti Fu limfoblastoma delimi¢no (47%) suprimirao rast ¢elija, sar., 2005
dok je u vecoj koncentraciji
(501 200 pg/mL) supresija bila potpuna
(100%).
Dekokt cvasti Fu Humana tumorska U koncentraciji 70 pg/mL ekstrakt je Lima i sar.,
¢elijska linija pluca ostvario 50% inhibicije rasta. 2014

NCI-H460
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In vitro Celijska

Testirani
kultura/in vivo Delovanje Literatura
preparat/i
model
Vodenometanolni C26 celije Antiproliferativni efekat, postignut pri Margaoan i
ekstrakt polena kolorektalnog koncentraciji ekstrakta 1 mg/mL, iznosio sar., 2016
Fu karcinoma misa je priblizno 60-70% inhibicije.
Dekokt cvasti Fu Karcinogeneza Dekokt cvasti (dnevna doza odgovarala 1 Bespalov i
indukovana g osusene cvasti/kg), dat umesto pijace sar., 2017a
jonizujuc¢im zrac¢enjem vode, smanjio je incidencu nastanka
u pacova malignih tumora 1,5 puta nakon 16
meseci primene.
Neurokarcinogeneza Dekot cvasti (dnevna doza odgovarala 1 Bespalov i
indukovana g osusene cvasti/kg), dat umesto pijace sar., 2017b
transplacentalnom vode, smanjio je broj zivotinja kod kojih
izlozenoscu su se javili tumori (1,2 puta) i incidencu
etilnitrozourei u pacova javljanja CNS tumora. Ucestalost
renalnih tumora i tumora perifernog
nervnog sistema nije redukovana.
Dekokt cvasti Fu Karcinogeneza Lokalna aplikacija dekokta je smanjila ESCOP, 2003
indukovana aplikacijom incidencu (39%) nastanka karcinoma
7,12- skvamoznih ¢elija cerviksa i vagine.
dimetilbenz[a]antracena
u miseva
Transplantirani tumori Oralno primenjen dekokt je suprimirao
(sarkom-180 i ,,Lewis” rast transplantiranih tumora.
karcinom) u miSeva
Vodenoetanolni Humane Raji ¢elije U koncentraciji 10, 50 i 200 pg/mL Spiridonov i

ekstrakt cvasti Fv limfoblastoma

ekstrakt je suprimirao rast ¢elija 15, 62 i

100%, redom.

sar., 2005

Iako se u prezentovanom eksperimentu spireozid moZe smatrati neaktivnim, u
ranijim istrazivanjima je ispoljio aktivnost protiv humanih celijskih linija karcinoma
kolona (HCT116) (Park 1 sar.,, 2014), oralnog skvamoznog karcinoma (SCC-9)

(Browning i sar., 2005) 1 inhibirao rast ¢elija mijeloma miSa (sp2/0-Agl4) (Furusawa i
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sar., 2006). Ova nekonzistentnost je verovatno posledica razli¢itih osobina tumorskih
¢elija koje su koris¢ene u ispitivanjima. Pokazana aktivnost galne kiseline je u
saglasnosti sa rezultatima drugih autora, prema kojima je navedeno jedinjenje delovalo
protiv humanih ¢elija glioma, nazofaringealnog karcinoma, karcinoma grli¢a materice,
karcinoma pluca, kolorektalnog i renalnog adenokarcinoma. Opisani efekti su
posredovani razli¢itim mehanizmima kao $to su supresija proliferacije ¢elija, invazije i
angiogeneze (Loizzo 1 sar., 2009; Lu 1 sar., 2010; Pang i sar., 2017; Zhao 1 Hu, 2013).
Prethodno prijavljeno inhibitorno dejstvo hiperozida na celije kancera pluca i
kolorektalnog kancera je posledica njegove apoptotske aktivnosti (Lii, 2016; Zhang i
sar., 2017).

Sastojci LIC, koji nisu ispitani u prezentovanom eksperimentu, verovatno
doprinose ukupnom delovanju ekstrakata. U tom pogledu, ranije je pokazano da
telimagrandin I deluje citotoksi¢no na humane ¢éelijske linije karcinoma dojke (MCF-7,
MDA-MB-231) (Al-Sayed i sar., 2012; Le i sar., 2014), jetre (Hep G2) (Al-Sayed i sar.,
2012), prostate (LNCaP) (M. H. Kim 1 sar., 2013) i grlica materice (HeLa) (Le 1 sar.,
2014); astragalin 2''-O-galat na humane ¢elijske linije leukemije (HL-60) (Kakumu i
sar., 2014); kemferol 4'-O-glukozid na humane Ccelijske linije karcinoma kolona
(HCT116) (Yim 1 sar., 2015); elagna kiselina na humane celijske linije karcinoma
kolona (Caco-2), dojke (MCF-7, Hs 578T) i prostate (DU 145) (Losso i sar., 2004);
mikvelianin na humane ¢elijske linije karcinoma jetre (HepG2), dojke (MCF-7) (Ahmed
1 sar., 2016) 1 leukemije (HL-60, Jurkat) (Smolarz 1 sar., 2008). Telimagrandin II je
ispoljio citotoksi¢ni efekat protiv humanih ¢elijskih linija kancera dojke (MCF7, MDA -
MB-231) (Le i sar., 2014), prostate (LNCaP) (M. H. Kim 1 sar., 2013), grli¢a materice
(HeLa) (Le i sar., 2014) i melanoma (RPMI-7951) (Kashiwada i sar., 1992), dok nije
bio aktivan protiv humanih celijskih linija karcinoma plu¢a (A549), ileocekalnog
adenokarcinoma (HCT-8), epidermoidnog karcinoma nazofarinksa (KB) 1
rabdomiosarkoma (TE-671) (Kashiwada i sar., 1992). Telimagrandin II je suprimirao
invazivnost Celija fibrosarkoma HT1080 1 inhibirao matriksne metaloproteinaze-2/-9
(Tanimura 1 sar., 2005). Nakon intraperitonealne primene u dozi od 5 mg/kg,
telimagrandin II je ispoljio aktivnost protiv intraperitonealno inokulisanih Ccelijja

sarkoma-180 u miSeva (Miyamoto i sar., 1987).
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Predstavljeni rezultati ukazuju da su cvasti F. ulmaria i F. vulgaris biljne sirovine
sa citotoksi¢nim potencijalom koji treba dodatno istraziti i da galna kiselina ucestvuje u
utvrdenoj aktivnosti LIC in vitro. Preparati F. vulgaris 1 F. ulmaria, kao 1 testirana
jedinjenja, nisu uticali na prezivljavanje zdravih ¢elija Sto indikuje da poseduju dobar
bezbednosni profil. Ovo zapazanje je u skladu sa podatkom da do sada nisu prijavljeni
nezeljeni efekti tradicionale primene biljnih lekovitih proizvoda na bazi pomenutih vrsta

(HMPC, 2011b, 2011c).
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5. ZAKLJUCCI

Sprovedena ispitivanja su omogucila ispunjenje postavljenih ciljeva.

1. Preliminarno ispitivanje cvasti F. vulgaris 1 F. ulmaria, prema monografiji
Spiraeae flos Nemackog kodeksa lekova 1 opStem propisu za odredivanje tanina
Evropske farmakopeje, je pokazalo znacajnu slicnost pomenutih biljnih droga u pogledu
organoleptickih osobina, mikroskopskih karakteristika praskova, TLC profila,
parametara opsSteg (gubitak suSenjem, ukupni pepeo) i specificnog kvaliteta (sadrzaj
flavonoida 1 tanina), te je time opravdalo dalju uporednu hemijsku i farmakolosku

analizu ovih biljnih sirovina.

2. Iz cvasti F. wvulgaris je primenom te¢no-teCne ekstrakcije, stubne
hromatografije, preparativne tankoslojne  hromatografije 1  reverzno-fazne
visokoefikasne te¢ne hromatografije izolovano 13 polifenolnih jedinjenja &ija je
struktura odredena poredenjem literaturnih i snimljenih NMR ('H i *C), MS i UV
spektralnih podataka. Izolovano je 8 flavonolnih heterozida (kemferol 4'-O-glukozid,
kvercetin 4’-O-glukozid, astragalin, astragalin 2"-O-galat, izokvercitrin, izokvercitrin
2"-O-galat, hiperozid, hiperozid 2"-O-galat), dva elagna tanina (telimagrandin I,
telimagrandin 1II), jedna fenolkarboksilna kiselina (galna kiselina), njen derivat

(metilgalat) 1 jedan fenolni heterozid (gaulterin).

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

4. Antioksidantna aktivnost LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria 1 njihovog kvantitativno
dominantnog flavonoida spireozida je procenjena in vitro koris¢enjem DPPH, FRAP i
2-dezoksiriboza testa, kao i odredivanjem parametara oksidativno-stresnog statusa u
serumu koji je prethodno izlozen delovanju egzogenog oksidansa terc-
butilhidroperoksida. Testirani preparati su pokazali znacajnu sposobnost neutralisanja
DPPH radikala (ICso = 8,45-10,20 pg/mL) i redukcije kompleksa feri jona (FRAP
vrednost = 4,46-7,72 mmol Fe?'/g), uporedivu sa delovanjem referentne supstance L-
askorbinske kiseline. Ispitivani ekstrakti nisu dostigli 50% inhibicije produkcije OH*
radikala. Spireozid je ispoljio znacajnu aktivnost (DPPH test, ICso = 19,54 pg/mL; 2-
Dezoksiriboza test, ICso = 5,1 pg/mL; FRAP test, FRAP vrednost = 15,02 mmol Fe**/g).
LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria 1 spireozid su pokazali sposobnost da smanje indukovani
oksidativni stres u humanom serumu (povecali su vrednosti totalnog antioksidativnog
statusa, a smanjili vrednosti prooksidativno-antioksidativnog balansa), medutim,
ispoljeni efekat je najCeS¢e bio manje izrazen od delovanja dobro poznatog
antioksidansa Trolox-a. Nasuprot tome, pri ve¢im koncentracijama LIC i spireozida je
doslo do povecanja vrednosti totalnog oksidativnog statusa. DonoSenje zakljucka o
antioksidantnom delovanju biljnih izolata u humanom serumu zahteva dodatna
istraZivanja.

5. Antiinflamatorna aktivnost i antiagregacioni potencijal preparata F. vulgaris i
F. ulmaria 1 izolovanih flavonoidnih heterozida su utvrdeni ex vivo pra¢enjem inhibicije
produkcije eikozanoida (prostaglandina E», PGE»; 12-hidroksieikozatetraenske kiseline,
12-HETE; tromboksana B>, TXB2) u humanim trombocitima. Aktivnost ekstrakata (ICso
=0,961-4,401 mg/mL LIC F. vulgaris, ICso = 3,415-6,768 mg/mL LIC F. ulmaria) je
bila znacajno manja od aktivnosti kontrolnih supstanci (aspirina i kvercetina). Medu

jedinjenjima, najizrazeniju sposobnost inhibicije produkcije PGE> je pokazao astragalin
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2"-0-galat (ICso = 141,1 pg/mL), dok je spireozid najpotentnije suprimirao sintezu 12-
HETE (ICso = 4,69 pg/mL).

6. Antihiperalgezijska i antiedematozna aktivnost LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria
ispitana je in vivo u modelu inflamacije Sape pacova. Oralno primenjeni ekstrakti (100—
300 mg/kg) su statisticki znacajno i1 dozno-zavisno smanjili bolnu preosetljivost
uzrokovanu intraplantarnim injektovanjem karagenina: EDso + SEM vrednosti (sa 95%
intervalom poverenja) su pri maksimalnom efektu iznosile 172,2 + 6,2 mg/kg (147,4—
201,3 mg/kg) za LIC F. vulgaris 1 164,8 = 15,4 mg/kg (110,3-246,3 mg/kg) za LIC F.
ulmaria. Testirani biljni izolati su bili efikasni u dozama koje odgovaraju tradicionalno
koriséenim dozama za humanu primenu. Nasuprot tome, antiedematozno dejstvo LIC F.
vulgaris 1 F. ulmaria (100-300 mg/kg) nije bilo statisticki znacajno. Dobijeni rezultati
podrzavaju zabelezenu etnomedicinsku primenu F. vulgaris 1 F. ulmaria za ublazavanje

bola.

7. Preliminarnim ispitivanjem akutne toksi¢nosti u miSeva je pokazano da tokom
perioda pracenja od dve nedelje, nakon oralne primene velikih doza (2000 mg/kg) LIC
F. vulgaris 1 F. ulmaria, ne dolazi do promena u ponasanju zivotinja koje bi indikovale

postojanje toksi¢nosti.

8. Gastroprotektivna aktivnost LIC F. vulgaris 1 F. ulmaria je ispitana u modelu
gastri¢nog ulkusa indukovanog aposlutnim etanolom. Oste¢enje Zeludacne sluzokoze je
izrazeno gastricnim skorom (eng. Gastric Damage Score, GDS). Pokazano je da su
testirani ekstrakti (100300 mg/kg, p.o.) sposobni da smanje nastanak mukoznih lezija
(GDS 3,44, LIC F. vulgaris; GDS 1,4-2,9, LIC F. ulmaria). Spireozid (50 mg/kg, p.o.,
GDS 3,6) 1 telimagrandin II (40 mg/kg, p.o., GDS 3,7) su takode ispoljili aktivnost, pa
se moze zakljuciti da su ova jedinjenja barem delom odgovorna za opisani zastitni

efekat LIC.

9. LIC F. vulgaris (1Cso = 45,82-54,17 ng/mL) i LIC F. ulmaria (ICso = 41,73—
59,44 ng/mL) su delovali citotoksi¢no na ¢elijske linije tumora grlica materice (HeLa),
kolona (LS) i plu¢a (A549). Spireozid u testiranim koncentracijama nije bio aktivan.
Hiperozid je delovao slabije od ispitivanih ekstrakata (ICso = 83,95-97,35 nug/mL), dok
je galna kiselina ispoljila jace citotoksi¢no delovanje (ICso = 3,91-17,76 pg/mL).
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10. Dobijeni rezultati opravdavaju tradicionalno koris¢enje cvasti F. vulgaris i F.
ulmaria kod bolnih stanja i gastriénog ulkusa. Povoljan bezbednosni profil, ustanovljen
preliminarnom  procenom akutne toksiCnosti, takode podrzava zabelezenu
etnomedicinsku upotrebu. Dodatno, pokazano citotoksi¢no delovanje otvara nove
mogucénosti za primenu, medutim, neophodna su dalja ispitivanja da bi se precizno
definisao potencijal cvasti F. vulgaris 1 F. ulmaria u ovoj oblasti. Testirani ekstrakti
imaju sposobnost neutralizacije slobodnih radikala i inhibicije sinteze eikozanoida, pa
se moze pretpostaviti da su ovi mehanizmi barem delom u osnovi dokumentovanih
farmakoloskih efekata. Utvrdeno je da aktivnost ispoljavaju flavonoidi (spireozid,
hiperozid, astragalin 2"-O-galat, smeSa hiperozid 2"-O-galata i izokvercitrin 2"-O-
galata), fenolkarboksilna kiselina (galna kiselina) i tanin (telimagrandin II), §to ukazuje
da su ova jedinjenja potencijalni markeri specificnog kvaliteta ispitivanih biljnih droga.
Uzevsi u obzir slicnost hemijskih i farmakoloskih profila testiranih preparata, opravdan
je nastavak istrazivanja sa ciljem da se proceni moguénost da biljna droga Filipendulae
flos dobije status oficinalne biljne droge ¢iji bi bioloski izvor bile dve vrste, F. ulmaria 1

F. vulgaris.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

Motnucanu-a _CTesaH Camapyuh

6poj ynuca 15111

UsjaBrbyjem

Aa je AoKTopcka avcepTaLuja Nof HacroBoM

, YNOpeaHo XemMuicko 1 chapMakonowWwKo UCMUTUBaHE NModunmnsoBaHux Hdysa
uBacTu npeacTasHuka poaa Filipendula Miller y Cp6ujun ”

e pesynTaT COMCTBEHOr UCTPaXMUBaYKOr paaa,

e [a npeanoxeHa guceprauuja y uenuHu HY y aenosuma Huje 6una npeanoxeHa
3a pobujarbe Guno koje gunnome npeMa CTyAUCKUM nporpammuma Apyrux
BUCOKOLLKOMCKUX YCTaHOBA,

e Ja Cy pe3yntaTu KOpeKTHO HaBeneHU u

e [a HUCaMm Kplumo/na ayTopcka npaBa U KOPUCTUO MHTEMNeKTyamnHy CBOjUHY
ApYrux nuua.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, 8.6.2018.

Cuneto o cau%wﬂ; :




Mpunor 2.

MUsjaBa 0 UCTOBETHOCTU LWUTAMNAHEe U €eNEKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOpPCKOr paga

Wme u npeaume aytopa CtesaH Camapuuh

Bpoj ynuca 15/11

Ctyavjcku nporpam JOKTOpCKe akagemcke cTyauvje us papmMakordosuje

» YNOpeaHo XeMmjcko u (bapmMakornowko ucnutusame
Hacnos paga _nvodunusosaHux WHdysa LBacTu NpeacTaBHuka poaa Filipendula Miller y Cp6uju

Mentop _Ipod. ap 3opaH Makcumosuh

MoTtnvcann CresaH Camapuuh

u3jaBrbyjeM Aa je wramnaHa Bep3uja Mor AOKTOPCKOr paja WUCTOBETHa eNEeKTPOHCKO]
Bep3vju Kojy cam npefao/na 3a objaBrbuBawe Ha noprtany [urutanHor
penosutTopujyma YHuBep3uterta y Beorpapay.

JlossorbaBam ga ce ofjaBe Moju NMUYHWM nojauy BesaHu 3a Aobujawe akagemckor
3Batba [OKTOpa Hayka, Kao LITO Cy MMe U npesumMe, roaMHa u MecTto pofjera u gatym
onbpaHe papa.

OBu nuyHM nogauuM Mory ce o06jaBuUTM Ha MPEXHWM CTpaHuuama aururande
6ubnuoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory v y nybnukauvjama YHusepauteta y beorpagy.

. Nornuc pokTopaHaa

Y Beorpagy, 8.6.2018.

Cebau Cauaw;«uﬁl



Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHusepauteTcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y [Aurutantu
penosutopujym YHusepauteta y Beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nop
HacroBom:

, YNopeaHo XeMUjcKo U hapMaKosIoLWKO UCUTUBaH-E NUOGUNU30BaHMX MHAY3a

uBacTu npeactasHuka poaa Filipendula Miller y Cpbuju ”

Koja je Moje ayTopcko aeno.

JucepTauujy ca cBUM Npunosuma npegao/na cam y enekTpoHCKOM (hopmaTy norogHoMm
3a TpajHO apXuBUpPaHLE.

Mojy pokTopcky aucepTauujy noxpameHy y QurutanHu penosutopujym YHusepsauteTa
y Beorpagy Mory aa kopucte cBU Koju nowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajeqHuue (Creative Commons) 3a kojy caM ce ogny4uo/na.

1. AytopcTso
@AyTopCTBO - HeKomepuujanHo
3. AytopcTBo — HekomepLuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLIMjanHo — AenuTU NoA UCTUM YCroBuUMa
5. Aytopcteo — 6e3 npepage
6. AyTopcTBo - OennuTy nog UCTUM ycnosuma

(Monumo fa 3aokpyxuTe camo jedHy oA wecT MoHyfeHux nuueHuu, Kpatak onuc
nvueHUu aaT je Ha nonefuHu nucta).

MoTnuc gokTopaHaa

A\ Eeorpany, 8.6.2018.
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1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBak-e, AUCTpUbyuLujy U jaBHO caonwTaBake
fAena, u npepage, ako ce HaBede WUMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH of cTpaHe ayTopa
unu aasaola nuueHue, Yak M y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnobofdHuWja o cBUX
nuueHum.

2. AytopcTBO — HekoMmepumjanHo. [lo3BorbaBaTte YyMHOXaBawe, AUCTpUBYLUjy U jaBHO
caonwitasawe fena, u npepage, ako ce HaBefde MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOrbaBa KomepuujanHy
yrnoTpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake,
AvcTpubyumjy v jaBHo caonwTaBakwe fAena, 6e3 npomeHa, npeobrnvkoBaka UMM
ynotpebe fdena y cBoM Jeny, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauvH oapefleH of
CTpaHe ayTopa unu aasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOMbaBa KoMmepuujanyy
ynotpeby fena. Y ogHocy Ha cBe ocrane nuueHLe, OBOM MULEHLOM Ce orpaHuyaBa
Hajsehn obum npasa kopuwhera gena.

4. AyTOopCTBO - HeKkoMepuujanHo — JenuTy nod WUCTUM ycnosuma. [osBorbasarte
yMHOXaBahe, AUCTpubyumjy 1 jaBHO caonwTaBake aena, U npepaae, ako ce Hasene
“UMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH of CTpaHe ayTopa UNnu OaBaoua NUUEHLE U ako ce
npepaja AucTpubyvpa nod WCTOM WnW ChnyHoMm nuueHuoM. OBa nuUeHuUa He
A03BOMbaBa KoMepumjanHy ynotpeby aena v npepaaa.

5. AytopctBo — 6e3 npepape. [JosBorbaBate yMHOXaBahe, AUCTPUOYLMjy U jaBHO
caonwrasame fena, 6e3 npomeHa, npeobnvkosaksa Unu ynotpebe aena y ceBoMm aeny,
ako ce Hasefe vMe ayTopa Ha HauuH ogpefleH o cTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue. Osa nuueHUa Ao3BorbaBa kKomepuujanHy ynoTtpeby gena.

6. AyTtopctBO - pgenutu noAg wucTUM  ycrioBuma. [losBorbaBaTe yMHOXaBake,
AncTpubyumjy 1 jaBHO caonwiTaBamwe gena, u npepaje, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha
HauuMH opgpefieH o cTpaHe aytopa wnv Aasaoua fMUEHUEe UM ako ce npepaga
Auctpubyupa noa UCTOM UMW CAMYMHOM  nuueHuoM. OBa nuvueHua [o3BorbaBa
KomepuujanHy ynotpeby aena v npepaga. CnuyHa je codTBEpCKUM nuLieHLama,
OHOCHO NuUeHLamMa OTBOPEHOT Koaa.
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Ethnopharmacological relevance: Meadowsweet (Filipendula ulmaria (L.) Maxim.) and dropwort (Filipendula vul-
garis Moench) are herbaceous perennials employed in folk medicine for their antirheumatic, antipyretic and anti-
ulcer properties.

Aim of the study: To assess ethnomedicinal claims through investigation of antioxidant, anti-inflammatory and
gastroprotective effects of F. ulmaria and F. vulgaris lyophilized flower infusions (LFIs) as well as the F. vulgaris
isolated flavonoids spiraeoside, kaempferol 4’-O-glucoside, astragalin 2’-O-gallate, mixture of hyperoside 2’-O-
gallate and isoquercitrin 2’-O-gallate, and a tannin tellimagrandin II.

Materials and methods: Free radical scavenging activity of the tested samples was determined by examining their
ability to neutralize DPPH and OH radicals in vitro, whereas reducing properties were assessed in Ferric Reducing
Antioxidant Power (FRAP) assay. Anti-inflammatory activity was studied ex vivo in human platelets by mon-
itoring the effect on eicosanoid biosynthesis. Gastroprotective action was estimated in animal model of acute
gastric injury induced by ethanol.

Results: LFIs and spiraeoside exerted activities comparable to those of positive control in DPPH-radical
scavenging and FRAP antioxidant assays, whereas notable hydroxyl radical scavenging ability was demonstrated
only for spiraeoside (ICso = 5.1 pg/mL). Among tested samples, astragalin 2”-O-gallate (ICso = 141.1 pg/mL)
and spiraeoside (ICso = 4.69 pg/mL) the most markedly inhibited production of pro-inflammatory prostaglandin
E, and 12(S)-hydroxy-(5Z,8Z,10E,14Z)-eicosatetraenoic acid in human platelets, respectively. Examination of
LFIs (100-300 mg/kg, p.0.) gastroprotective action in rats revealed their capacity to preserve mucosal integrity.
In addition, spiraeoside (50 mg/kg, p.o.) and tellimagrandin II (40 mg/kg, p.o.) showed ulcer preventive ability.
Conclusion: Current study supports documented traditional use of investigated herbs and indicates that flavonoid

and tannin components are partially responsible for the demonstrated pharmacological activities.

1. Introduction

Meadowsweet (Filipendula ulmaria (L.) Maxim., syn. Spiraea ulmaria
L.; Rosaceae) and dropwort (Filipendula vulgaris Moench, syn.
Filipendula hexapetala Gilib.; Rosaceae) are herbaceous perennial plants
which can be found in Europe (Ball, 1968). Their flowers are employed
in traditional medicine with reputed beneficial effects in various ail-
ments, such as rheumatism, gout, common cold, fever, infections and
peptic ulcer disease (HMPC, 2011a; Jari¢ et al., 2007; Sari¢-Kundali¢
et al., 2011; Vogl et al., 2013). European Medicines Agency approved
use of meadowsweet flowers, Filipendulae ulmariae flos, for preparation
of the traditional herbal medicinal products (HMPC, 2011b).

* Corresponding author.
E-mail address: stevans@pharmacy.bg.ac.rs (S. Samardzic).
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Previous animal studies revealed that Filipendula species counter-
acted inflammatory processes and reduced pain (Katanic et al., 2016;
Samardzi¢ et al., 2016). A limited number of mechanistic in vitro ex-
periments indicated that Filipendula extracts inhibited the classical
pathway of the complement system (ESCOP, 2003), production of pro-
inflammatory cytokines (Drummond et al., 2013) and expression of
adhesion molecules (Vogl et al., 2013). Gastroprotection was to some
extent explored earlier in meadowsweet (ESCOP, 2003), whereas re-
spective data concerning dropwort are not available. However, scien-
tific basis for folkloric applications of Filipendula species in the treat-
ment of inflammatory conditions and peptic ulcer is not firmly
established and additional investigations could considerably contribute
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to the estimation of reported use in traditional medicine.

Phytochemical analysis showed that Filipendula species contain
significant amount of polyphenolics, among which flavonol glycosides
and ellagitannins are the most prominent (Olennikov and Kruglova,
2013). Despite the quite thorough characterization of the corre-
sponding herbal drugs, the active constituents are not sufficiently de-
fined and their role in the medicinal effects of meadowsweet and
dropwort flowers is still not fully known.

The current study was designed with the aim to provide scientific
evidence that supports ethnomedicinal claims through the investigation
of the relevant pharmacological properties of two Filipendula species
and their active constituents. Anti-inflammatory activity of F. vulgaris
isolated compounds and F. vulgaris and F. ulmaria lyophilized flower
infusions (LFIs) was examined ex vivo in human platelets by monitoring
the effects on eicosanoid production. Gastroprotective activity was
tested using the ethanol-induced acute mucosal injury in rats and an-
tioxidant activity was investigated because free radicals scavenging and
reducing properties may contribute to the tested biological effects.

2. Materials and methods
2.1. General

All solvents used were of analytical grade, except those employed
for high pressure liquid chromatography which were of HPLC or LC-MS
quality. Reagents and substances required for chemical analysis of LFIs
and pharmacological activities investigation were purchased from
Sigma-Aldrich (Germany and USA), Carl Roth (Germany), Acros
(Belgium), Fluka (Switzerland) and Zdravlje Actavis (Serbia).
Spiraeoside, used for HPLC analysis, was isolated from Anthemis tri-
umfetti (L.) DC. (Pavlovi¢ et al., 2006). Platelets concentrates were
obtained from the Institute for Blood Transfusion of Vojvodina (Novi
Sad, Serbia) immediately after expiry date for human use.

Five flavonoids and one tannin were isolated from the F. vulgaris
flowers by column chromatography (using silica gel and Sephadex LH-
20 as adsorbents), C18 vacuum liquid chromatography, preparative
TLC on cellulose-coated plates and RP-C18 semi-preparative HPLC. In
order to elucidate their structures, UV, MS and NMR (*H and '3C)
spectra were recorded. Detailed description of employed procedures
and instruments is given in the Supplementary material.

2.2. Plant material and preparation of lyophilized flower infusions

Dropwort flowers were collected in May 2013 and 2014 near Loéika
village (Central Serbia), whereas meadowsweet flowers were harvested
at Mt. Kopaonik (Central Serbia) in July 2016. Plant material was
identified by Professor Branislava Lakusi¢ (Department of Botany,
University of Belgrade — Faculty of Pharmacy) and voucher specimens
(F. vulgaris voucher number: 3713HFF; F. ulmaria voucher number:
3872HFF) were deposited in the Herbarium of the Department of
Botany, University of Belgrade — Faculty of Pharmacy.

Lyophilized flower infusions (LFIs) were obtained in accordance
with traditional method of preparation. Namely, boiling water was
poured over comminuted dried plant material (drug-solvent 1:20), the
mixture was allowed to steep for 30 min with occasional stirring and
filtered. The resulting extracts were freeze-dried. LFIs were obtained as
fine powders with 31.22% and 23.80% yield, for F. vulgaris and F. ul-
maria, respectively.

2.3. HPLC analysis of F. vulgaris and F. ulmaria lyophilized flower
infusions

Analyses of LFIs were performed on an Agilent 1100 Liquid chro-
matograph coupled to a DAD detector and equipped with Zorbax
Eclipse XDB-C18 analytical column (4.6 x 250 mm, 5 um, Agilent). The
aqueous solutions of LFIs were filtered through a 0.45 pm membrane
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filter and manually injected (20 pL). Separation was achieved at 25 °C
by using a mixture consisting of solvent A (H3PO,4 in H,0, pH 2.75) and
solvent B (solvent A: acetonitrile, 10: 90 v/v). Gradient composition of
the binary mobile phase is presented in Table 1S (Supplementary ma-
terial). LFIs constituents were identified by matching their retention
times and UV spectra with the data of standards obtained under the
same chromatographic conditions. Contents of detected substances
were determined from calibration curves of gallic acid (y = 202385x-
293.76, R> = 0.9992, concentration range 0.008-0.131 mg/mL), sal-
icylic acid (y = 318761x + 84.572, R? = 0.9999, 0.002-0.066 mg/
mL), hyperoside (y = 23450x-20.696, R = 0.9993, 0.006-0.090 mg/
mL), astragalin (y 39970x, R2 0.9999, 0.009-0.140 mg/mL),
isoquercitrin (y = 19482x-10.686, R> 1, 0.01-0.66 mg/mL), spir-
aeoside (y = 13213x + 45.692, R? = 0.9979, 0.015-0.240 mg/mL)
and ellagic acid (y = 14063x + 62.467, R> = 0.999, 0.008-0.130 mg/
mL). For the purpose of quantification, detection was set at 210 nm for
gallic acid and salicylic acid and at 350 nm for other compounds.

2.4. Antioxidant assays

In vitro antioxidant activity of spiraeoside and LFIs was determined
using spectrophotometric methods as previously described (Kukic et al.,
2006). Briefly, DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and 2-deoxyr-
ibose assays were used to estimate free radical scavenging capacity of
the tested samples. Results are expressed as ICsy, i.e. concentration of
extract or compound causing 50% of DPPH or hydroxyl radical neu-
tralization, respectively, and they were determined by regression ana-
lysis. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) assay, which is based
on the ability of a sample to convert Fe®* —2,4,6-tris-(2-pyridyl)-s-
triazine (Fe>*-TPTZ) to Fe?*-TPTZ complex, was applied to examine
reducing properties. Results are expressed as FRAP value, i.e. mmol/g
Fe?" in the tested extract or compound.

2.5. Inhibition of eicosanoid biosynthesis

Anti-inflammatory activity of isolated flavonoids and LFIs was stu-
died ex vivo in human platelets by monitoring the inhibition of synthesis
of pro-inflammatory mediators prostaglandin E, (PGE,), thromboxane
B, (TXB,) and 12(S)-hydroxy-(5Z,8Z,10E,14Z)-eicosatetraenoic acid
(12-HETE) (Lesjak et al., 2013). The formation of mediators was in-
duced by addition of calcium ionophore A23187 and their concentra-
tions were measured by LC-MS/MS. Inhibition of mediator production, I
(%), was calculated according to the equation: I(%) = 100 X (Ro-R)/
Ro. Response ratios (metabolite peak area/internal standard peak area)
in the control reaction and tested samples were designated Ry and R,
respectively. The results were expressed as ICso values (obtained in
Origin software, version 8.0), i.e. concentration of extract or compound
leading to 50% inhibition of mediator synthesis.

2.6. Gastroprotective activity

Investigation was conducted on male Wistar rats (6-8 weeks old;
average weight 220 g) obtained from Military Academy Breeding Farm,
Belgrade, Serbia. After delivery to our laboratory, animals were allowed
to acclimatize for two weeks. Twenty hours before the start of the ex-
periment, rats were fasted; meanwhile they had free access to tap water.
Gastric lesions were induced by oral gavage of absolute ethanol (5 mL/
kg, p.o.). Tested F. ulmaria and F. vulgaris LFIs (100-300 mg/kg, p.o.)
and isolated compounds spiraeoside (50 mg/kg, p.o.) and tell-
imagrandin II (40 mg/kg, p.o.) were administered an hour before in-
ducing the lesions. Animals from positive and negative control groups
received ranitidine (20 mg/kg, p.o.) or vehicle (water, 1 mL/kg, p.o.),
respectively. One hour after the treatment with absolute ethanol, ani-
mals were euthanized in atmosphere with high carbon dioxide content.
Next, their stomachs were removed, opened along greater curvature
and rinsed with saline solution. Lesions were examined under a
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magnifying glass (3 x). Damage to mucosa was expressed as gastric
damage score by using modified scoring system of Adami et al.: 0, no
lesions; 0.5, slight hyperaemia or < 5 petechiae; 1, < 5 erosions <
5 mm length; 1.5, < 5 erosions < 5 mm length and many petechiae; 2,
6-10 erosions < 5mm length; 2.5, 1-5 erosions > 5 mm length;
3, > 5-10 erosions > 5 mm length; 3.5, > 10 erosions > 5 mm length;
4, 1-3 erosions = 5 mm length and 0.5-1 mm width; 4.5, 4-5 erosions
< 5mm length and 0.5-1 mm width; 5, 1-3 erosions > 5 mm length
and 0.5-1 mm width; 6, 4-5 grade 5 lesions; 7, = 6 grade 5 lesions; 8,
complete lesion of the mucosa with hemorrhage. Presence of statisti-
cally significant differences (', p < 0.05; ", p < 0.01) between test and
control animal groups was estimated using Mann-Whitney U-test in
SPSS software version 20.0 (Pordevié¢ et al., 2012). Experiment was
approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of the
University of Belgrade — Faculty of Pharmacy (the bioethical allow-
ance number: 323-07-1193/2014-05). All procedures were in ac-
cordance with the Directive 2010/63/EU of the European Parliament
and of the Council of Europe.

3. Results and discussion
3.1. Structure elucidation of the F. vulgaris flowers isolated compounds

Processes of isolation, purification and structure elucidation led to
the identification of five flavonol glycosides (1-5) and one ellagitannin
(6) of the F. vulgaris flowers. UV and NMR (*H, '3C) spectra of the
isolated compounds were in agreement with previous reports
(Supplementary material) and MS data corresponded to the determined
structures. Based on literature, compound 1 was identified as kaemp-
ferol 4’-O-B-D-glucoside; 2 as spiraeoside (quercetin 4’-O-f-D-gluco-
side); 3 as kaempferol 3-O-(2”-O-galloyl)-B-D-glucoside (astragalin 2”-
O-gallate); mixture of 4 and 5 was identified as mixture of quercetin 3-
0-(2”-0-galloyl)-B-D-glucoside (isoquercitrin 2”-O-gallate) and quer-
cetin 3-0-(2”-0-galloyl)-f-D-galactoside (hyperoside 2”-O-gallate) (2:1
w/w, based on HPLC-UV chromatograms and NMR spectra integration),
respectively; and finally, 6 was identified as tellimagrandin II (1,2,3-
trigalloyl-4,6-hexahydroxydiphenoyl-3-D-glucopyranose). Presence of
these constituents, with the exception of kaempferol 3-O-(2”-O-galloyl)-
B-D-glucoside and quercetin 3-O-(2”-O-galloyl)-3-D-glucoside, was de-
monstrated earlier in F. vulgaris (Olennikov and Kruglova, 2013;
Pukalskiené et al., 2015). A recent mass spectral analysis of dropwort
extract showed presence of kaempferol O-galloyl-hexoside, consistent
with our results (Pukalskiené et al., 2015).

Compounds 1, 2 and 3 and mixture 4+ 5 were tested for their anti-
inflammatory activity, whereas the gastroprotective effects were in-
vestigated for the compounds 2 and 6. The antioxidant activity of
compound 2 was also assayed.

3.2. Composition of lyophilized flower infusions determined by HPLC

HPLC analysis of LFIs revealed the presence of flavonol glycosides,
phenolic acids and tannin (Table 1). Both LFIs contained glycosides of
quercetin and kaempferol, but with certain differences in the compo-
sition. The dominant flavonoid constituent in both samples was spir-
aeoside (55.67 *+ 1.82 and 46.17 + 1.67 mg/g in F. vulgaris and F. ul-
maria LFIs, respectively). In addition, the presence of isoquercitrin,
hyperoside, astragalin, isoquercitrin 2”-O-gallate, hyperoside 2”-O-gal-
late, astragalin 2”-O-gallate and kaempferol 4’-O-f-D-glucoside was
unambiguously confirmed in F. vulgaris LFIL. Beside the dominant spir-
aeoside, meadowsweet LFI contained miquelianin (quercetin 3-O-3-D-
glucuronide), kaempferol 4’-O-3-D-glucoside and a kaempferol glyco-
side. However, in contrast to dropwort LFI, hyperoside, isoquercitrin,
astragalin and their respective 2”-O-galloylated derivatives were not
detected in the meadowseet LFI.

Regarding phenolic acids, both LFIs contained gallic acid as the
most abundant, 10.22 + 0.28 mg/g of dropwort LFI, 11.15 = 0.13 mg/
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Table 1
Composition of F. ulmaria and F. vulgaris lyophilized flower infusions (LFIs).

Compound Content (mg/g)

F. ulmaria LFI F. vulgaris LFI
Flavonol glycosides
Spiraeoside 46.17 * 1.67 55.67 + 1.82
Hyperoside nd 5.12 + 0.17
Hyperoside 2”-O-gallate nd 3.8 £0.1%
Isoquercitrin nd 13.24 £ 0.33
Isoquercitrin 2”-O-gallate nd 6.3 + 0.19"
Migquelianin 26.95 * 0.27" nd
Astragalin nd 11.22 £ 0.35
Astragalin 2”-O-gallate nd 4.58 + 0.01°
Kaempferol 4’-O-B-D-glucoside 8.27 + 0.12¢ 4.91 = 0.03°
Kaempferol glycoside 7.37 £ 0.33¢ nd
Phenolic acids
Gallic acid 11.15 £ 0.13 10.22 = 0.28
Ellagic acid nd 3.8+0.18
Salicylic acid 1.55 = 0.03 3.5+0.12
Tannin
Tellimagrandin 1I 11.48 + 0.13¢ 15.80 + 0.46"

Data are presented as means = SD, n = 3; nd, not detected.
@ Calculated as hyperoside.
" Calculated as isoquercitrin.
¢ Calculated as astragalin.
4 Galculated as gallic acid.

g of meadowsweet LFI. Salicylic acid was present in lower amounts in
both samples, whereas ellagic acid was detected only in dropwort LFIL.

Tellimagrandin II, a hydrolysable tannin, occurred in substantial
amounts in investigated extracts of dropwort (15.80 + 0.46 mg/g) and
meadowsweet (11.48 + 0.13 mg/g).

Our results correspond relatively well with the recent studies of F.
vulgaris and F. ulmaria flowers constituents (Baczek et al., 2012;
Gniewosz et al., 2014; Olennikov and Kruglova, 2013).

3.3. Antioxidant activity

In DPPH and FRAP assays, LFIs and their quantitatively dominant
flavonoid glycoside spiraeoside displayed significant antioxidant prop-
erties comparable to those of the control substance (Table 2). Spir-
aeoside surprisingly exhibited lower potency than LFIs in the DPPH
assay, possibly due to the lack of a key structural feature (o-dihydroxy
system) generally required for high flavonoid antiradical effectiveness
(Yokozawa et al., 1998).

On the other hand, hydroxyl radical scavenging of LFIs, determined
by 2-deoxyribose assay, did not reach 50% inhibition. However, spir-
aeoside was active (ICso = 5.1 pg/mL).

Demonstrated good anti-DPPH and Fe®* reducing properties of LFIs
are in agreement with previously published reports on different types of
Filipendula extracts (Maksimovi¢ et al., 2007; Olennikov et al., 2016).
Based on the results of HPLC analysis (Table 1), it could be assumed

Table 2
Antioxidant activity of lyophilized flower infusions (LFIs) and spiraeoside.

DPPH ICso” (ug/ OH ICso” (ug/  FRAP value® (mmol

mL) mL) Fe?*/g)
F. vulgaris LFI 9.10 + 0.09 ne 7.72 = 0.04
F. ulmaria LFI 8.45 + 0.06 ne 4.46 = 0.1
Spiraeoside 19.54 = 0.23 5.1 15.02 = 0.64
L-ascorbic acid ~ 4.09¢ nt 13.29 = 0.26
Quercetin nt 3.1¢ nt

nt, not tested; ne, not effective — ICsp > 16.67 pg/mL.
@ Expressed as mean * SD (n = 3).
b Data from three independent experiments.
¢ Kukié et al. (2006).
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Table 3
Inhibition of eicosanoid production by lyophilized flower infusions (LFIs) and F. vulgaris
isolated compounds.

12-HETE PGE, TXB,
ICsp (ng/mL)
LFIs
F. vulgaris LFI 961 + 83 4241 + 67 4401 + 62
F. ulmaria LF1 3415 + 294 6768 + 108 ne
F. vulgaris isolated
compounds
Kaempferol 4-O-B-D-glucoside  na na na
Spiraeoside 4.69 + 0.4 ned ne
Astragalin 2”-O-gallate 90.21 * 7.76 141.1 = 2.24 ne
Mixture of hyperoside 2”-O- 121.8 £ 10.47 ncd ne
gallate and isoquercitrin
2”-0-gallate (1:2 w/w)
Control substances
Acetylsalicylic acid na 5.58 + 0.53" 4.98 + 0.06"
Quercetin 7.44 = 0.65" 12.75 + 0.26"  53.69 * 2.47°

Results are expressed as means = SD (n = 3); nt, not tested; na, not active — did not
exhibit any activity; ne, not effective — did not reach 50% inhibition; ncd, inhibition
above 50% but not concentration dependent.

@ Lesjak et al. (2013).

that LFIs considerable antioxidant capacity is related to their high
content of polyphenolic compounds. Moreover, it seems likely that
spiraeoside participates in the LFIs total antioxidant effect. Antioxidants
could assist in attenuation of inflammatory response and in prevention
of gastric ulceration (Pordevic et al., 2012), so the data obtained in our
experiment are of relevance for the investigated medicinal plants.

3.4. Inhibition of eicosanoid biosynthesis ex vivo

In this study, hypothesis that diminished eicosanoid formation is
involved in anti-inflammatory effect of flowers of investigated
Filipendula species was checked using stimulated human platelets as an
ex vivo model system. After their exposure to LFIs or F. vulgaris isolated
compounds, the concentrations of generated eicosanoids (PGE,, TXB,
and 12-HETE) were measured. Most of the tested samples, i.e. LFIs and
isolated flavonoids, in the applied concentration ranges (0.25-10 mg/
mL for LFIs; 0.4-200 ug/mL for kaempferol 4’-O-B-D-glucoside, as-
tragalin 2”-O-gallate and mixture of isoquercitrin 2”-O-gallate and hy-
peroside 2”-O-gallate; 2-160 pg/mL for spiraeoside) were able to de-
crease the levels of monitored metabolites (Table 3).

ICso values were in the range of 0.961-4.401 mg/mL and
3.415-6.768 mg/mL for dropwort and meadowsweet LFIs, respectively,
and were higher than the corresponding values of control substances
(acetylsalicylic acid and quercetin). F. vulgaris LFI more effectively in-
hibited production of all monitored mediators compared to F. ulmaria
LFI. Investigated extracts exhibited the greatest potency in attenuation
of 12-HETE synthesis, weaker activity was observed for reduction of
PGE, level, whereas only F. vulgaris LFI was able to reach more than
50% inhibition of TXB, generation.

Capacity of isolated flavonoids to affect concentration of eicosa-
noids varied considerably. Tested compounds did not reach 50% sup-
pression of TXB, formation. Regarding inhibition of PGE, production,
astragalin 2”-O-gallate was the most effective among examined com-
pounds (ICso = 141.1 ug/mL). Mixture of hyperoside 2”-O-gallate and
isoquercitrin 2”-O-gallate (1:2), as well as spiraeoside, decreased PGE,
levels by more than 50%, but the effect was not concentration-depen-
dent. Spiraeoside inhibited production of 12-HETE with notable po-
tency (ICsp = 4.69 ug/mL) comparable to that of quercetin (ICsq =
7.44 ug/mL). Astragalin 2”-O-gallate and mixture of hyperoside 2”-O-
gallate and isoquercitrin 2”-O-gallate were less active with ICso values
of 90.21 and 121.8 pg/mL, respectively. It appears that glycosylation of
quercetin hydroxyl group at the position 4’ does not diminish potential
to inhibit 12-HETE production. On the other hand, galloylated glycosyl

Journal of Ethnopharmacology 213 (2018) 132-137

groups at the position 3 of aglycone and/or lack of hydroxyl group at
the position 3’ seems to be unfavorable. Kaempferol 4’-O-3-D-glucoside
displayed no activity in the tested concentration range.

Elevated eicosanoids production often accompanies inflammatory
processes and suppression of their biosynthesis represents a clinically
useful therapeutic approach. They are derived by enzymatically cata-
lyzed transformation of arachidonic acid. PGE, plays many important
roles in human organism, however, its vasodilating, hyperalgesic and
pyrogenic properties are the most relevant for the current study (Rang
et al., 2012). 12-HETE was identified as a neutrophil chemotaxin. In
addition, involvement of this eicosanoid in different conditions (i.e.
cancer and hypertension) is increasingly recognized (Porro et al.,
2014). Thromboxane A, (TXA,) exerts procoagulatory and proin-
flammatory actions (Rang et al., 2012; Semple et al., 2011). The effect
of studied samples on TXA, biosynthesis was monitored indirectly,
through the measurement of the concentration of its inactive metabolite
(TXB,). Direct determination of TXA, is not suitable as it rapidly and
spontaneously converts to TXB, (Rang et al., 2012).

Taking into account the abovementioned facts and our results, it
could be assumed that examined compounds contribute to the medic-
inal action of the Filipendula flowers. In that regard, current finding that
spiraeoside, astragalin 2”-O-gallate and tested mixture of galloylated
flavonoids attenuated synthesis of PGE, may be important to explain
traditional use for alleviation of inflammatory and painful conditions.
High potential of spiraeoside to suppress 12-HETE production re-
presents considerable therapeutic potential and requires more detailed
investigation. The observed low effectiveness of LFIs and isolated fla-
vonoids in the inhibition of TXB, formation may indicate that studied
samples do not modulate inflammation and coagulation processes
mediated by TXA,. In vivo studies are required to determine whether
the pharmacokinetic fate influences the demonstrated activities of the
tested flavonoids.

LFIs were characterized by high polyphenol content (Table 1) and
prominent antioxidant properties (Table 2). Therefore, their mode of
action may be based in part on neutralizing free radicals, which are
important mediators in the eicosanoid biosynthetic pathways
(Schneider et al., 2007). Isolated compounds may also act in similar
manner due to generally good scavenging ability of polyphenols (Lesjak
et al., 2013).

Gallic and salicylic acid, that are also present in the LFIs (Table 1),
were reported to inhibit COX-1 (one of key enzymes responsible for
prostaglandins generation) (Chandramohan Reddy et al., 2010; Grosser
et al., 2011). In addition to tested compounds, they may contribute to
the LFIs effect on PGE, production. Hence, it seems that several dif-
ferent active constituents contribute to the beneficial anti-inflammatory
effect of investigated LFIs.

In previous in vitro studies, which were carried out by using isolated
cyclooxygenase enzymes or bovine seminal vesicle microsomes, several
extracts of F. ulmaria inhibited PGE, biosynthesis (ESCOP, 2003;
Katani¢ et al., 2016). Investigation of F. vulgaris effect on 12-HETE,
TXA, and PGE, formation has not been conducted so far. Pain relieving
and antiedematous properties of certain meadowsweet and dropwort
extracts (Katani¢ et al., 2016; Samardzi¢ et al., 2016) were demon-
strated in animal studies, nevertheless, their mechanism of action and
active constituents are still not sufficiently defined. Moreover, data
regarding the traditionally used preparations lack.

The present experiment was carried out on the intact cells, enabling
better prediction of the in vivo action when compared with the tests
performed on the isolated enzymes or subcellular structures. More
complete picture of the anti-inflammatory effect of tested samples was
obtained by detecting their influence on 12-HETE and TXA, in addition
to PGE,. The present study revealed the significant anti-inflammatory
activity of flower infusions, preparation relevant for the reported eth-
nopharmacological application (HMPC, 2011b). Moreover, for the first
time it was shown that flavonoids from Filipendula LFIs represented the
active principles responsible for the suppression of the eicosanoids
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Table 4
Average gastric damage scores (GDSs) in animal groups treated with lyophilized flower
infusions (LFIs), isolated compounds, referent drug or vehicle.

GDS
Lyophilized flower infusions
F. vulgaris 100 mg/kg 392+ 25
200 mg/kg 4+1.76
300 mg/kg 3.42 + 211
F. ulmaria 100 mg/kg 2.6 + 2.38
200 mg/kg 29 +1.95
300 mg/kg 1.4 = 2.01
F. vulgaris isolated compounds
Tellimagrandin II 40 mg/kg 3.67 + 2.04
Spiraeoside 50 mg/kg 3.58 £ 2.2
Referent drug
Ranitidine 20 mg/kg 2.5+1.87
Control
Vehicle (water)” 6 = 1.26

Data are presented as means = SD (n = 5-6).
* Statistically significant versus control group for p < 0.05.
** Statistically significant versus control group for p < 0.01.
@ Applied in the same volume as tested samples (1 mL/kg).

production.

3.5. Gastroprotective activity

F. vulgaris and F. ulmaria LFIs gastroprotective effects were de-
monstrated for all tested doses (p < 0.05), with the exception of the
lowest dose of F. vulgairs LFI (100 mg/kg) (Table 4). Average gastric
damage scores (GDSs) in animal groups treated with dropwort and
meadowsweet LFIs were in the range of 3.4-4 and 1.4-2.9, respectively.
Although GDSs of LFIs were the most reduced in animal groups re-
ceiving the highest quantities of the examined extracts (300 mg/kg),
statistically significant dose-response relationship was not observed.
Oral administration of isolated compounds, spiraeoside (50 mg/kg,
GDS 3.6, p <0.05) and tellimagrandin II (40 mg/kg, GDS 3.7,
p < 0.05), also decreased severity of the formed lesions in the present
animal study. Ranitidine, as a positive control, evidently protected
gastric mucosa (GDS 2.5, p < 0.01), whereas control group of animals
which received vehicle (water) developed the most extensive damage of
stomach mucosa (GDS 6).

To the best of our knowledge, this is the first report of dropwort
capability to prevent ethanol-induced mucosal injury. Established ac-
tivity of LFI is in accordance with the literature data regarding mea-
dowsweet preparations. Specifically, it was shown that F. ulmaria
flowers decoctions were effective in some animal models of stomach
ulcerations (ESCOP, 2003).

Demonstrated protective activity of isolated tannin tellimagrandin II
is supported by the fact that molecules with relative structural resem-
blance applied in similar doses (pedunculagin, 50 mg/kg, i.g.; corilagin,
30 mg/kg, p.o.) exerted activity in the mice treated with the same
harmful agent as in the current experiment (de Jesus et al., 2012; Klein-
Junior et al., 2017). Spiraeoside effectiveness is in line with previously
observed capacity of some flavonoid glycosides to prevent stomach
injury in animals (de Lira Mota et al., 2009).

Free radical species are involved in the onset of the mucosal damage
evoked by necrotizing agent ethanol (Pordevi¢ et al., 2012). Hence,
pronounced antioxidant activity of tested LFIs and isolated compounds
(Table 2) (Chen et al., 2014) probably contributed to the preservation
of the stomach mucosal integrity. Furthermore, attenuation of lesions
formation achieved by tellimagrandin II could be related to the recently
demonstrated histidine decarboxylase inhibition in vitro (Nitta et al.,
2013).

Our data strongly suggest that LFIs beneficial effects are associated
with the presence of spiraeoside and tellimagrandin II, but role of other
LFIs components should also be investigated in the future studies.
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4. Conclusion

Lyophilized flower infusions of F. vulgaris and F. ulmaria were rich in
polyphenolics that belong to the classes of flavonol glycosides, phenolic
acids and hydrolysable tannins. These preparations, as well as the F.
vulgaris flowers flavonoids (spiraeoside, astragalin 2”-O-gallate and
mixture of hyperoside 2”-0O-gallate and isoquercitrin 2”-O-gallate), were
able to decrease production of proinflammatory eicosanoids ex vivo in
human platelets. The investigated extracts, along with spiraeoside and
tellimagrandine II, also protected stomach mucosa of the rats from toxic
effects induced by absolute ethanol.

The results obtained in this study support reported traditional use of
meadowsweet and dropwort flowers in the treatment of inflammatory
conditions and peptic ulcer and indicate that examined flavonoid and
tannin compounds are pharmacologically active constituents.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Ethnopharmacological relevance: Meadowsweet (Filipendula ulmaria (L.) Maxim.), and dropwort
Filipendula (Filipendula vulgaris Moench) flowers are traditionally used to treat various ailments, including inflammatory
Meadowsweet conditions. The aim of the present study was to validate the aforementioned ethnomedicinal claim by assessing
grpolf’cwon antihyperalgesic and antiedematous activities and toxicity of orally administered lyophilized flower infusions

Inflammatory pain
Acute toxicity

(LFIs) of F. ulmaria and F. vulgaris in experimental animals.

Materials and methods: The phytochemical analysis of LFIs was performed by HPLC-DAD. Antihyperalgesic
and antiedematous activities were estimated in a rat model of inflammation induced by intraplantar injection of
carrageenan using Von Frey anesthesiometer and plethysmometer, respectively. Moreover, acute oral toxicity of
LFIs in mice was evaluated by observing changes in animal behavior and mortality for a period of 14 days
following the treatment.

Results: HPLC-DAD analysis revealed the presence of phenolic acids and flavonoids in LFIs, among which
spiraeoside was identified as the principal component (56.27 + 1.03 and 55.67 + 1.82 mg/g of LFI in F. ulmaria
and F. vulgaris, respectively). The LFIs of F. ulmaria and F. vulgaris (100-300 mg/kg; p.o.) produced
significant and dose-dependent antihyperalgesic effects: EDso + SEM values were 164.8 + 15.4 mg/kg (110.3—
246.3 mg/kg) and 172.2 + 6.2 mg/kg (147.4-201.3 mg/kg) for F. ulmaria and F. vulgaris, respectively. On the
other hand, LFIs of both species (100-300 mg/kg; p.o.) did not significantly reduce edema. Good safety profiles
were evidenced in the toxicological study. The median lethal dose (LDsg) of the tested extracts is likely to be
greater than 2000 mg/kg.

Conclusion: The results of the present study support the use of F. ulmaria and F. vulgaris flowers in folk

medicine for relieving pain in diseases with an inflammatory component.

1. Introduction

Meadowsweet (Filipendula ulmaria (L.) Maxim.) and dropwort
(Filipendula vulgaris Moench) are medicinal plants belonging to the
Rosaceae family, with flowers that are traditionally used in the
treatment of rheumatism, gout, infections, fever and common cold
(Sari¢-Kundali¢ et al., 2011; Vogl et al., 2013). In line with this,
European Medicines Agency monograph on Filipendulae ulmariae flos
specifies that dried meadowsweet flowers can be employed in the form
of an herbal tea for the relief of minor articular pain and as a supportive
treatment of common cold (HMPC, 2011).

Flavonoid glycosides, phenolic acids and ellagitannins have been
identified as the main constituents of F. ulmaria and F. vulgaris
(Olennikov and Kruglova, 2013). Moreover, it was shown that mea-

* Corresponding author.
E-mail address: stevans@pharmacy.bg.ac.rs (S. SamardZi¢).
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dowsweet and dropwort extracts possess diverse pharmacological
properties (Cebovi¢ and Maksimovié, 2012; ESCOP, 2003; Vogl et al.,
2013). Previous evaluation of anti-inflammatory action of Filipendula
species, including F. ulmaria and F. vulgaris, is limited to a few in
vitro investigations (Drummond et al., 2013; ESCOP, 2003; Vogl et al.,
2013). Thus, the additional evidence from animal studies using
traditionally relevant pharmaceutical forms, administration routes
and doses regimens is required.

The goal of the present study was to evaluate antihyperalgesic and
antiedematous effects of orally administered lyophilized flower infu-
sions (LFIs) of F. ulmaria and F. vulgaris in a rat model of localized
inflammation induced by carrageenan. In order to fully comprehend
and to compare compositions and activities of LFIs, their phytochem-
ical characterization was performed using HPLC-DAD. Finally, acute

Received 24 May 2016; Received in revised form 9 September 2016; Accepted 6 October 2016

Available online 07 October 2016
0378-8741/ © 2016 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/03788741
http://www.elsevier.com/locate/jep
http://dx.doi.org/10.1016/j.jep.2016.10.024
http://dx.doi.org/10.1016/j.jep.2016.10.024
http://dx.doi.org/10.1016/j.jep.2016.10.024
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.jep.2016.10.024&domain=pdf

S. Samardzié et al.

toxicities of LFIs applied orally were studied in mice.
2. Materials and methods

2.1. Plant material, preparation of lyophilized infusions and
phytochemical analysis

The flowers of wild growing Filipendula ulmaria (L.) Maxim. (syn.
Spiraea ulmaria L.; Rosaceae) and Filipendula vulgaris Moench (syn.
Filipendula hexapetala Gilib.; syn. Spiraea filipendula L.; Rosaceae)
(Tutin et al., 1968) were harvested in 2014. (Table 1S in
Supplementary material) and air dried. Voucher specimens of F.
ulmaria and F. vulgaris were deposited at the Herbarium of the
Institute of Botany and Botanical Garden “Jevremovac”, University of
Belgrade (42083BEOU) and at the Herbarium of the Department of
Botany, Faculty of Pharmacy, University of Belgrade (3713HFF),
respectively. The infusions were prepared by pouring boiling water
over comminuted material (1:20, w/v) and letting the samples steep for
30 min. After filtration, infusions were freeze-dried. The obtained
lyophilizates (LFIs) were used for further qualitative and quantitative
analysis by HPLC (Supplementary material) as well as for pharmaco-
logical and toxicological studies.

2.2. Animals

Male Wistar rats (180—-220 g) were used for the assessment of
antihyperalgesic and antiedematous activity. Male Swiss Webster mice
(20-30 g) were used for acute toxicity testing. Animal handling details
are described in Supplementary materials. All experiments were
approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of the
Faculty of Pharmacy, University of Belgrade (bioethical allowance
number 2/11).

2.3. Induction of inflammation, treatment administration and
assessment of antihyperalgesic and antiedematous activity

Inflammation of the rat hind paw was induced by an intraplantar
(i.pl.) injection of carrageenan (Morris, 2003; Stepanovi¢-Petrovi¢
et al., 2012; see Supplementary materials). LFIs or acetylsalicylic acid
(as a reference drug) were applied by oral gavage, 30 min before or
30 min after carrageenan, respectively. Inflammation is followed by the
development of nociceptive hypersensitivity (hyperalgesia) and edema
(Morris, 2003; Stepanovi¢-Petrovic et al., 2012; Vivancos et al., 2004).
Antihyperalgesic and antiedematous activity of the LFIs of F. vulgaris
and F. ulmaria were examined by electronic Von Frey anesthesiometer
(IITC Life Science, Woodland Hills, CA) and plethysmometer
(UgoBasile, Comerio, Italy), respectively.

2.4. Calculations and statistical analysis

The results from antihyperalgesic and antiedematous activity
assessment are presented as mean group values + SEM. The statistical
analysis and pharmacological computations were performed using
SigmaPlot 11 (Systat Software Inc., Richmond, California) and
Pharm PCS (Micro-Computer Specialists, Philadelphia, PA), as de-
scribed in Supplementary materials. Differences between correspond-
ing means were assessed by using a two-way repeated-measures
ANOVA followed by Tukey HSD post hoc test. A P<0.05 was
considered significant.

2.5. Acute oral toxicity study

Fasted mice (3 groups with 2 mice) received a single oral dose
(2000 mg/kg) of the F. vulgaris or F. ulmaria LFI, or an equivalent
amount of vehicle. Animals were observed for changes in behavior
(piloerection, sensitivity to sound and touch, mobility, tremors, aggres-
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sion) and mortality continuously for 30 min and then periodically
during the first 24 h after treatment. They were followed 14 days
afterwards.

3. Results and discussion
3.1. HPLC analysis

The results of HPLC analysis showed that LFIs of F. ulmaria and F.
vulgaris had similar chromatographic profiles (Supplementary materi-
al). Kaempferol glycoside (astragalin), quercetin glycosides (spiraeo-
side and isoquercitrin), as well as phenolic acids (gallic acid, ellagic
acid and salicylic acid), were detected in both species. Spiraeoside
(56.27 +1.03 and 55.67 £ 1.82 mg/g of LFI of F. ulmaria and F.
vulgaris, respectively) and isoquercitrin (38.44 +0.66 mg/g in F.
ulmaria LFI; 13.24 + 0.33 mg/g in F. vulgaris LFI) were the dominant
compounds in both samples. Hyperoside was present only in the LFI of
dropwort, which was also characterized by lower contents of isoquerci-
trin and salicylic acid in comparison with the meadowsweet LFI.

3.2. The antihyperalgesic and antiedematous effects of F. vulgaris and
F. ulmaria LFIs

The LFIs of F. vulgaris and F. ulmaria (100-300 mg/kg; p.o.)
produced significant and dose-dependent antihyperalgesic effects in
the model of inflammatory hyperalgesia (Fig. 1A and B). The peak
effects were achieved 60 min after the induction of inflammation and
were from 38.3% to 59.9% for the F. vulgaris LFI and from 31.8% to
63.7% for the F. ulmaria LFI (smaller graphs in Fig. 1A and B). The
corresponding EDsq + SEM values (95% confidence limits) of the LFIs,
obtained at the time of peak effects, were 172.2 + 6.2 mg/kg (147.4—
201.3 mg/kg) and 164.8 + 15.4 mg/kg (110.3-246.3 mg/kg) for F.
vulgaris and F. ulmaria, respectively. Acetylsalicylic acid (400 mg/
kg; p.o.) produced a maximal antihyperalgesic effect of 61.8%, 90 min
after the induction of inflammation (Fig. 1A and B).

As investigated LFIs produced significant and dose-dependent
antihyperalgesic effect in doses which are in accordance with those
traditionally used by humans (Supplementary material), our results
support ethnomedicinal use of F. ulmaria and F. vulgaris for pain
relief.

The LFIs of F. vulgaris and F. ulmaria (100—300 mg/kg; p.o.) did
not produce a significant antiedematous effect (Fig. 2A and B).
Additionally, we tested the effect of the F. vulgaris LFI in a dose of
600 mg/kg (p.o.) (n=3), and found that there was no tendency toward
greater reduction of carrageenan-induced edema than those produced
with other examined doses (not shown). Acetylsalicylic acid (400 mg/
kg; p.o.) produced a maximal antiedematous effect of 64.8%, 60 min
after the induction of inflammation (Fig. 2A and B).

Therefore, tested doses of LFIs, which correspond to those tradi-
tionally applied (Supplementary material), did not exert valuable anti-
inflammatory activity in our experiment.

Earlier studies demonstrated analgesic efficacy of several com-
pounds present in examined LFIs. Namely, gallic acid (30 mg/kg;
Trevisan et al., 2014), astragalin (150-600 mg/kg; Wang et al., 2014),
ellagic acid (0.1-100 mg/kg; Rogerio et al., 2006), as well as mixture of
hyperoside and isoquercitrin (2:1, w/w) (97.31 mg/kg; Erdemoglu
et al, 2008) exerted antinociceptive effect in animal models of
chemically induced pain after oral administration. It should be noticed
that, with the exception of ellagic acid, the quantity of these phenolics
sufficient to exhibit analgesic properties on its own was considerably
higher than their quantity administered within LFIs. Therefore, it is
likely that these components of F. vulgaris and F. ulmaria LFIs
interact  synergistically in producing the antihyperalgesia
(Williamson, 2001).

Inflammatory response in rats initiated by carrageenan is a three
phase process. First phase (0—1.5h after carrageenan injection) is
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Fig. 1. The effects of F. vulgaris (A) and F. ulmaria (B) lyophilized flower infusions (LFIs) on carrageenan (CAR)-induced hyperalgesia, expressed as the difference in grams (df)
between basal and post-treatment paw withdrawal thresholds (larger graphs) or as the percentage of antihyperalgesic activity (%AH) (smaller graphs). The legend is for both graphs.
The LFIs were administered p.o. 30 min before CAR injection, while acetylsalicylic acid (ASA) was applied p.o. 30 min after the induction of inflammation (denoted by arrows). Each
point represents the mean + SEM of df (g) or %AH. Statistical significance (*P < 0.05, **P < 0.01; two-way repeated measures ANOVA followed by Tukey HSD test) was determined by

comparison with the curve of the control group. i.pl.=intraplantar; p.o.=oral.

characterized by the release of histamine and serotonin, second phase
(1.5-2.5h) is mediated by kinins, whereas third phase (2.5-6 h) is
linked to prostaglandin action (Di Rosa et al., 1971). Since investigated
LFIs exhibited antihyperalgesic effect throughout the entire experi-
mental period, it’s reasonable to assume that their components have
the ability to modulate the effects of various proinflammatory media-
tors. In this regard, it has already been shown that isoquercitrin and
gallic acid are capable of inhibiting the histamine release (Kim et al.,
2006; Shimoda et al., 2008). Furthermore, inhibition of cyclooxygenase
enzymes was demonstrated for salicylic and gallic acids (Grosser et al.,
2011; Reddy et al., 2010), whereas astragalin, gallic and ellagic acids
suppressed cyclooxygenase-2 induction (El-Shitany et al., 2014; Hsiang
et al.,, 2013; Kim and Kim, 2011). Additionally, hyperoside, isoquerci-
trin and astragalin diminished production of prostaglandin E,
(Hammer et al., 2007; Lee et al., 2011).

Lack of LFIs antiedematous effect was unexpected, as literature
survey suggested that the development of edema induced by carragee-
nan could be attenuated by several constituents of investigated
Filipendula species, e.g. gallic acid, ellagic acid, mixture of hyperoside
and isoquercitrin, as well as astragalin (Erdemoglu et al., 2008;
Hammer et al.,, 2007; Kim et al.,, 2006; Lee et al., 2011; Rogerio
et al., 2006; Trevisan et al., 2014; Wang et al., 2014). Further studies
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are needed in order to elucidate the possible causes of these unusual
pharmacological profiles.

Nevertheless, our finding that LFIs could diminish hyperalgesia
caused by localized peripheral inflammation is in accordance with
Medicines Agency monograph of Filipendulae ulmariae flos which
specifies that meadowsweet flowers tea can be used for the relief of
minor articular pain (HMPC, 2011), as well as with reported traditional
use of dropwort flowers.

3.3. Acute oral toxicity of F. vulgaris and F. ulmaria LFIs

During the initial observation, only one mouse treated with the F.
vulgaris LFI appeared to be slightly sedated in the first two hours
following LFI application. All other mice displayed normal behavior
with respect to the control (vehicle-treated) group. No lethality was
observed with the dose of 2000 mg/kg (p.o.) during the 14 days
observation period. So the median lethal dose (LDsg) of the tested
LFIs for the p.o. route is likely to be greater than 2000 mg/kg.

4. Conclusion

Lyophilized flower infusions of F. ulmaria and F. vulgaris were
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Fig. 2. The effects of F. vulgaris (A) and F. ulmaria (B) lyophilized flower infusions (LFIs) on carrageenan (CAR)-induced paw edema, expressed as the difference between paw volumes
in milliliters (dV) after and before CAR injection (larger graphs) or as the percentage of antiedematous activity (%AE) (smaller graphs). The legend is for both graphs. The LFIs were
administered p.o. 30 min before CAR injection, while acetylsalicylic acid (ASA) was applied p.o. 30 min after the induction of inflammation (denoted by arrows). Each point represents
the mean + SEM of dV (mL) or %AE. Statistical significance (**P < 0.01; two-way repeated measures ANOVA followed by Tukey HSD test) was determined by comparison with the curve

of the control group. i.pl.=intraplantar; p.o.=oral.

similar regarding chemical composition and exhibited significant, dose-
related antihyperalgesic activity in a rat model of localized inflamma-
tion. Both species displayed good safety profiles. All together, results
obtained in the present study provided data that support ethnomedic-
inal use of F. ulmaria and F. vulgaris for pain relief in diseases with
inflammation as an underlying mechanism.
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