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Uporedna analiza hemijskog sastava, antimikrobne, antioksidantne i citotoksi¢ne
aktivnosti biljnih vrsta roda Geranium L. iz jugoisto¢ne Srbije

Sazetak

U okviru doktorske disertacije izvrSena je hemijska karakterizacija 1 skrining
farmakoloske aktivnosti podzemnih i nadzemnih delova osam vrsta roda Geranium
(G. macrorrhizum, G. robertianum, G. phaeum, G. palustre, G. sanguineum, G. columbinum,
G. pyrenaicum i G. lucidum) poreklom sa Vlasinske visoravni.

Isparljive frakcije izolovane destilacijom vodenom parom analizirane su gasnom
hromatografijom sa plameno-jonizacionim i masenim detektorom (GC-FID/MS). Seskviterpeni
su bili dominantni u isparljivoj frakciji podzemnog dela G. macrorrhizum, kao i u frakcijama
nadzemnih delova svih ispitivanih vrsta osim G. phaeum i G. columbinum gde su preovladali
diterpeni. U isparljivim frakcijama podzemnih delova svih ispitivanih vrsta osim
G. macrorrhizum preovladavale su masne kiseline i njihovi derivati.

Spektrofotometrijskom analizom utvrdeno je da su metanolni ekstrakti bogati
polifenolnim jedinjenjima, kao i da su tanini dominantni polifenoli u gotovo svim uzorcima.

Iz metanolnog ekstrakta nadzemnog dela G. palustre, primenom hromatografije u koloni,
izolovana su dva jedinjenja koja su na osnovu UV-Vis, MS i NMR spektara identifikovana kao
elagni tanin korilagin i flavonoid astragalin-2"-O-galat.

Primenom teéne hromatografije sa masenom spektrometrijom (LC-MS) u metanolnim
ekstraktima utvrdeno je prisustvo i odreden sadrzaj ukupno sedam fenolkarboksilnih kiselina
(clagne, galne, galoilhina, galoilSikiminske, protokatehinske, hlorogenske i brevifolin
karboksilne kiseline), 12 flavonoidnih jedinjenja (kvercetina, kemferola, njihovih heterozida i
galoilovanih derivata heterozida, kao i metilovanih derivata kemferola) i 14 taninskih jedinjenja,
ukljucujuci elagne tanine (geraniin i njegov izomer, Korilagin, telimagrandin | i jedinjenja
izomerne strukture, telimagrandin Il i hebulaginska kiselina) i galne tanine (galoilglukoza,
digaloilglukoza, trigaloilglukoza i pentagaloilglukoza).

Ispitivanjem redukcione sposobnosti u FRAP testu i antiradikalskog delovanja DPPH
testom, utvrdeno je da ekstrakti poseduju znacajan in vitro antioksidantni potencijal, uporediv sa
L-askorbinskom kiselinom kao poznatim antioksidansom. Ispitivanjem uticaja na parametre
oksidativnog stresa u humanom serumu, utvrdeno je da ekstrakti dovode do znac¢ajnog povecanja
antioksidantnog kapaciteta humanog seruma, pri ¢emu je efekat vecine ekstrakata bio bolji ili
uporediv sa efektom troloksa, kao pozitivne kontrole.

Antimikrobna aktivnost ekstrakata testirana je mikrodilucionom metodom na sedam
standardnih sojeva Gram pozitivnih i Gram negativnih bakterija, standardnom soju gljivice
Candida albicans, deset klini¢kih izolata Escherichia coli i sedam klini¢kih izolata Klebsiella
pneumoniae. Vecina ekstrakata ispoljila je aktivnost prema svim standardnim sojevima.
Znacajna antimikrobna aktivnost prema svim klini¢kim izolatima E. coli utvrdena je za ekstrakte
nadzemnih delova G. robertianum i G. columbinum, dok je aktivnost prema klinickim izolatima
K. pnaeumoniae bila slabija.

In vitro citotoksi¢na aktivnost ekstrakata, geraniina i elagne kiseline ispitana je MTT
testom na celijskim linijama humanog karcinoma prostate (PC-3), kolona (HT-29), grli¢a
materice (HeLa) 1 melanoma (Hs 294T). Selektivnost testa utvrdena je ispitivanjem na zdravim
¢elijama — humanim fibroblastima plu¢a (MRC-5). Svi ekstrakti ispoljili su citotoksi¢no
delovanje prema celijama karcinoma grlica materice (HelLa), a ekstrakt nadzemnog dela
G. lucidum i na HT-29 ¢elijsku liniju karcinoma kolona. Geraniin je najjacu aktivnost ispoljio



prema HeLa celijskoj liniji, uz izrazenu selektivnost, dok je citotoksi¢na aktivnost elagne
kiseline bila slabija, uz nisku selektivnost.

Kljuéne re¢i: vrste roda Geranium, isparljive frakcije, flavonoidi, fenolkarboksilne kiseline,
elagni tanini, GC-FID/MS, LC-MS, antimikrobna aktivnost, antioksidantna aktivnost,

citotoksic¢na aktivnost.
Naucna oblast: Farmacija
UZa naucna oblast: Farmakognozija



Comparative analysis of chemical composition, antimicrobial, antioxidant and cytotoxic
activity of plant species of the genus Geranium L. from southeastern Serbia

Abstract

The subject of this doctoral dissertation was the chemical characterization and screening
of the pharmacological activity of the underground and aerial parts of eight species of the genus
Geranium (G. macrorrhizum, G. robertianum, G. phaeum, G. palustre, G. sanguineum,
G. columbinum, G. pyrenaicum and G. lucidum), originating from the Vlasina Plateau.

The volatile fractions isolated by hydrodistillation were analyzed by gas chromatography
with flame ionization detector and mass detector (GC-FID/MS). Sesquiterpenes dominated in the
volatile fraction of the underground parts of G. macrorrhizum as well as in the fractions of the
aerial parts of all species studied except G. phaeum and G. columbinum, where diterpenes
predominated. Fatty acids and their derivatives predominated in the volatile fractions of the
underground parts of all examined species except G. macrorrhizum.

Spectrophotometric analysis showed that the methanolic extracts were rich in
polyphenolic compounds and that tannins were the dominant polyphenols in almost all samples.

Two compounds were isolated from the methanolic extract of the aerial parts of
G. palustre by column chromatography and identified as the ellagitannin corilagin and the
flavonoid astragalin-2"-O-gallate by UV-Vis, MS - and NMR spectra.

In the methanolic extracts, liquid chromatography with mass spectrometry (LC-MS) was
used for identification and quantification of seven phenolic acids (ellagic, gallic, galloylquinic,
galloylshikimic, protocatechuic, chlorogenic and brevifolincarboxylic acid), 12 flavonoid
compounds (quercetin, kaempferol, their heterosides, galloylated derivatives of heterosides and
methylated derivatives of kaempferol) and 14 tannin compounds, including ellagitannins
(geraniin and its isomer, corilagin, telimagrandin | and isomeric compounds, telimagrandin I,
and chebulagic acid) and gallotannins (galloylglucose, digalloylglucose, trigalloylglucose, and
pentagalloylglucose).

By studying the reducing power in the FRAP assay and the antiradical activity in the
DPPH assay, the extracts were found to have significant antioxidant potential in vitro,
comparable to L-ascorbic acid as a known antioxidant. When the effect on human serum
oxidative stress parameters was examined, it was found that the extracts led to a significant
increase in the antioxidant capacity of human serum, and the effect of most of the extracts was
better than or comparable to the effect of Trolox as a positive control.

The antimicrobial activity of the extracts was tested by the microdilution method on
seven standard strains of Gram-positive and Gram-negative bacteria, one standard strain of the
yeast Candida albicans, ten clinical isolates of Escherichia coli, and seven clinical isolates of
Klebsiella pneumoniae. Most of the extracts showed activity against all standard strains.
Significant activity against all clinical isolates of E. coli was observed for the extracts of the
aerial parts of G. robertianum and G. columbinum, while activity against clinical isolates of
K. pnaeumoniae was weaker.

The in vitro cytotoxic activity of the extracts, geraniin and ellagic acid was tested by
MTT assay on human prostate (PC-3), colon (HT-29), cervical (HeLa) and melanoma (Hs 294T)
cell lines. The selectivity of the assay was determined by testing on healthy cells - human lung
fibroblasts (MRC-5). All extracts showed cytotoxic activity against cervical cancer cells (HeLa)
and the extract from the aerial parts of G. lucidum also against the HT-29 colon cancer cell line.



Geraniin showed the strongest activity against the HelLa cell line, with pronounced selectivity,
whereas the cytotoxic activity of ellagic acid was weaker and with lower selectivity.

Keywords: Geranium species, volatile fractions, flavonoids, phenolic acids, ellagitannins, GC-
FID/MS, LC-MS, antimicrobial activity, antioxidant activity, cytotoxic activity.

Scientific field: Pharmacy

Scientific subfield: Pharmacognosy
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UvOoD

Priroda je neiscrpan izvor bioloSki aktivnih jedinjenja sa potencijalnom terapijskom
primenom. Postoje podaci da je vise od polovine postojecih terapeutika prirodnog porekla ili da
su nastali modifikacijom jedinjenja prirodnog porekla, a S§to je posebno izrazeno kod
antiinfektivnih lekova i antineoplastika (Newman i Cragg, 2016; Khazir i sar., 2013). U tom
kontekstu ispitivanje sastojaka biljnih vrsta koje do sada nisu prou¢avane ima znacaj, jer pruza
potencijalnu moguénost pronalazenja novih lekovitih biljnih sirovina i farmakoloski aktivnih
molekula. Pored toga, jedan od mogucih pristupa nau¢nom istrazivanju u oblasti farmakognozije
ukljucuje primenu savremenih analitickih tehnika u cilju hemijske analize biljnih vrsta koje se
koriste u tradicionalnoj medicini i potpuno odredivanje hemijske strukture sastojaka ovih biljaka,
zatim povezivanje hemijskih struktura sa odredenim farmakoloskim efektima i terapijskim
mogucnostima, kao i potvrdu njihove terapijske efikasnosti.

Poslednjih decenija rezistencija na antibiotike predstavlja globalnu pretnju. Prema
procenama, do 2050. godine broj smrtnih slucajeva usled rezistencije na antibiotike bice 10
miliona godisnje (O’Neill, 2014). Sa druge strane, karcinom je drugi glavni uzrok smrti, nakon
ishemijskih bolesti srca, a smatra se da ¢e do 2060. godine verovatno biti na prvom mestu
(Mattiuzzi i Lippi, 2019). U skladu sa tim, sve je veéi broj istrazivanja usmerenih ka otkrivanju
novih potencijalnih antimikrobnih i antitumorskih sto je i jedan od ciljeva ovog istraZivanja.

Biljke roda Geranium (fam. Geraniaceae) imaju znacajnu primenu i veoma su cenjene u
tradicionalnoj medicini Balkanskog poluostrva (Tucakov, 1997; Menkovi¢ i sar., 2014
Menkovi¢ i sar., 2011; Zivkovié i sar., 2020; Papovi¢ i sar., 2021; Savi¢ i sar., 2019; Mateji¢ i
sar., 2020; Zivkovié i sar., 2021, Ivancheva i Stantcheva, 2000). S obzirom na to da pojedine
vrste ovog roda nisu ispitivane ili su delimi¢no ispitane u pogledu hemijskog sastava i/ili
farmakoloSke aktivnosti, poslednjih godina postoji interes za njihovo proucavanje.

1. Familija Geraniaceae Juss.

Familija Geraniaceae Juss. broji oko 830 vrsta rasporedenih u sedam rodova (Xu i Deng,
2017). Predstavlja kosmopolitsku familiju, rasprostranjenu od hladnih do tropskih podrucja.
Biljke ove familije su Siroko rasprostranjene u Evropi, Aziji, severnoj, isto¢noj 1 juznoj Africi,
vec¢em delu Severne Amerike, krajnjem zapadu 1 jugu Juzne Amerike i krajnjem jugu Australije
(Nikoli¢, 2013).

U flori Evrope zastupljena su tri roda ova familije: Geranium L. sa 39 vrsta, Erodium
L’Her. sa 34 vrste i Biebersteinia Stephan sa jednom vrstom, dok se u flori Srbije navode dva
roda ove familije: Geranium L. sa 23 vrste i Erodium L’Her. sa dve vrste (Jankovi¢, 1973;
Webb, 1968).

Biljke familije Geraniaceae su uglavnom visegodisnje, rede jednogodisnje, zeljaste, a
vrlo retko poluzbunovi, sa Sapastim ili reznjevito useCenim listovima i nezlezdanim ili Zlezdanim
dlakama. Cvetovi su hermafroditni, aktinomorfni, pojedinacni ili po par na cvetnoj stabljici,
crvene ili plavicaste boje. Cagi¢nih i kruni¢nih listi¢a ima po pet (retko po &etiri), prasnika je
deset, od kojih je pet spoljasnjih ¢esto bez prasnica (sterilni). Plodnik je nadcvetan sa pet plodnih
listica koji su kruzno rasporedeni oko osovine i sadrze jedan do dva semena zametka. Plod je
Sizokarpijum koji se raspada na pet jednosemenih plodica (karpidija) od kojih svaki ima dugacak
Kljun koji se zrenjem odvaja od osovine i uvija lu¢no ili spiralno (Jankovi¢, 1973).



2. Rod Geranium L.

Rod Geranium L. obuhvata preko 350 vrsta (Aedo i Pando, 2017). To su jednogodi$nje
ili visegodisSnje zeljaste biljke, retko poluzbunovi ili zbunovi koji naseljavaju umerenu zonu
pretezno severne hemisfere, dok su u tropskim oblastima zastupljene samo u planinskim
podru¢jima. Uglavnom su visine 0,5 do 4 m sa naspramnim ili rede naizmeni¢nim, dlanasto
okruglastim ili reznjevito use¢enim listovima. Donji listovi su sa zaliscima i obrazuju rozetu.
Izdanak je vecinom dlakav od nezlezdanih ili Zlezdanih dlaka, retko go. Cvetne drske su
pazu$ne, sa po dva cveta, retko jednocvetne. Cvetovi su aktinomorfni sa po pet ¢asi¢nih i
kruni¢nih listi¢a. Nektarija ima takode pet, a prasnika deset. Prasnici su slobodni ili pri osnovi
donekle srasli, duzi sa spoljne strane; svi prasnici su fertilni. Gineceum je od pet oplodnih listi¢a
(karpela). Karpele su na vrhu izvucene u kljunast izrastaj i svi zajedno formiraju stubic¢ na ¢ijem
vrhu je pet Zigova. Semenih zametaka ima po dva u svakom okcu. Plod je jednosemen. Karpidije
su sa ledne strane zaokrugljene, sa kljunom Kkoji je sa unutrasnje strane gladak, a pri zrenju lu¢no
savijen (Jankovi¢, 1973).

U flori Srbiji zastupljene su 23 vrste ovog roda: G. macrorrhizum L., G. robertianum L.,
G. phaeum L., G. palustre Torn., G. sanguineum L., G. pyrenaicum Burm., G. columbinum L.,
G. lucidum L., G. villosum Ten., G. molle L., G. divaricatum Ehrh., G. bohemicum Torn., G.
pusillum Burm, G. dissectum Jusl., G. striatum Jusl., G. sylvaticum L., G. asphodeloides Burm,
G. nodosum L., G. purpureum Vill., G. reflexum L., G. subcaulescens L’Her., G. rotundifolium
L. i G. coeruleatum Schur (Jankovi¢, 1973; Dikli¢, 1977).

Veci broj vrsta ovog ovog roda zastupljen je u flori Vlasinske visoravni koja se svrstava u
potencijalne centre biljnog diverziteta Srbije (Stevanovi¢ i sar., 1995; Randelovi¢ i Zlatkovic,
2010).

3. Ispitivane vrste roda Geranium

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije je osam vrsta roda Geranium rasporedenih
na osnovu osobina ploda u Sest sekcija prema Klasifikaciji Yeo (1984): G. macrorrhizum (sect.
Unguiculata), G. robertianum (sect. Robertium), G. phaeum (sect. Erodioideae), G. palustre,
G. sanguineum i G. columbinum (sect. Geranium), G. pyrenaicum (sect. Batrachioides) i
G. lucidum (sect. Lucida), poreklom sa Vlasinske visoravni.

3.1.  Geranium macrorrhizum L.

Geranium macrorrhizum (Slika 1) je visegodiSnja, zeljasta ili ¢ak poluzbunasta biljka sa
horizontalnim, debelim rizomom, gusto pokrivenim ljuspastim zaliscima. Citava biljka je
dlakava, karakteristicnog prijatnog mirisa. Stabljike su uspravne sa velikim brojem listova u
rozeti. Donji, rozetni listovi su na brazdastim, tankim peteljkama. Liska je okrugla, sa mrezastom
nervaturom, duboko podeljena na sedam reznjeva (Slika 1B). Cvetovi su upadljivi sa ¢asi¢nim
listicima jajastog i kruni¢nim listicima objajastog oblika, tamnocrvene ili ljubicaste boje (Slike
1C i 1D). Plod je Zutomrk, karpidije su duge, popreéno naborane i ponekad gole, a seme je
glatko (Jankovi¢, 1973).

Raste u svetlim listopadnim Sumama, na vlaznim mestima, kao 1 na kre¢njackim terenima
brdskih i planinskih krajeva (Tasi¢ i sar., 2009).



Rasprostranjena je u juznoj i srednjoj Evropi, a u Srbiji je zastupljena u brdskim
predelima. Takode se gaji i kao bastenska biljka (Jankovié, 1973).
Ova vrsta je u narodu poznata kao zdravac.

. ~;’ e 2 . |
Slika 1. Geranium macrorrhizum: A - habitus, B - list, C i D — cvet

3.2.  Geranium robertianum L.

Geranium robertianum je jednogodiSnja zeljasta biljka sa slabim, ali razgranatim
korenom. Stabljika je uspravna ili uzlazeca, dugacka 15-40 (70) cm, razgranata, so¢na, lako
lomljiva i prekrivena dugim strée¢im dlakama. Listovi su trouglasti, podeljeni na tri do pet
perasto deljenih reznjeva od kojih je vr$ni rezanj na peteljci, a bo¢ni skoro sede¢i (Slika 2A).
Listovi su sa obe strane prekriveni dlakama. Cvetovi su na dugackim drSkama, petoclani.
Kruniéni listi¢i su objajasti, svetlocrvene do ljubicaste boje, dvostruko duzi od ¢asiénih (Slika
2B). Plod je sizokarpijum. Cela biljka je obrasla Zlezdanim dlakama, jakog i specifiénog mirisa.
Cveta od maja do avgusta, a plodonosi od juna do oktobra (Jankovié¢, 1973; Tasi¢ i sar., 2009).

Naseljava tamne listopadne, Cetinarske 1 meSovite Sume, stene u senovitim 1 vlaznim
mestima u planinskoj i subalpskoj zoni sve do 1800 m nadmorske visine.

Rasprostranjena je u gotovo citavoj Evropi, osim krajnjeg severa, u Africi juzno od
Ugande, isto¢no od Kanarskih ostrva, Severnoj i Juznoj Americi (Jankovi¢, 1973).

Narodni naziv za ovu vrstu je ziva trava ili pastirska iglica.



Slika 2. Geranium robertianum: A - list, B - cvet
3.3.  Geranium phaeum L.

Geranium phaeum (Slika 3) je viSegodis$nja, zeljasta biljka sa rizomom usadenim
vertikalno u zemlju, debljine oko 1 cm. Stabljika je jednostavna, ka vrhu razgranata, visine 30-70
cm, pokrivena razbacanim, dugim i odstoje¢im dlakama, a pri vrhu i Zlezdanim dlakama.
Prizemni listovi u rozeti, kao i listovi u donjem delu stabljike su na golim peteljkama dugim 10-
30 cm, Cesto upola osusSeni. Liska je bubrezasto-okruglog oblika, Siroka 5-10 cm, urezana na 5-7
reznjeva, $iroko klinasto-rombi¢nih i u gornjem delu krupno nazubljenih. Nervatura je mrezasta,
na licu pokrivena dugim priljubljenim dlakama, a na nali¢iju gola ili samo u uglovima nerava
maljava od kratkih dlaka.

Slika 3. Geranium phaeum: A i B - habitus, C i D - cvet
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Listovi na stablu su naizmeni¢no rasporedeni, manji i na kra¢im dr§kama, ve¢inom samo
donji podeljeni na tri do pet reznjeva. Gornji listovi su sede¢i, manje izdeljeni. Zalisci su jajasto-
lancetastog oblika, zao$treni, dlakavi i mrki. Cai¢ni listiéi su izduZeno jajastog ili eliptinog
oblika, dugi 6-7 mm, sa kratkim zao$trenim vrhom i 3 nejasna nerva. Po obodu i na osnovi su
prekriveni dugim dlakama. Krunica je okrugla, svetlo do tamnoljubicasta ili ljubi¢asto mrka
(Slike 3C i 3D). Kruni¢ni listi¢i su objajastog oblika, po obodu talasasti. Plod je dugacak 2-2,5
cm, a semena su glatka, svetlomrke boje. Cveta i plodonosi od maja do avgusta, a na ve¢im
visinama od jula do oktobra (Jankovi¢, 1973).

Naseljava svetle, Sirokolisne Sume i Zbunaste zajednice, Sumske obode i proplanke,
mezofilne livade, uglavnom brdskog i subalpskog pojasa.

Rasprostranjena je isklju¢ivo u Evropi i to pre svega u juznom i srednjem delu (Jankovié,
1973).

U narodu je G. phaeum poznat kao vilino oko ili zdravinjak.
3.4.  Geranium palustre Torn.

Geranium palustre (Slika 4) je visegodiSnja, zeljasta biljka sa koso poloZenim rizomom
pokrivenim ostacima zalistaka, sa 1-3 stabljike i malobrojnim listovima koji rano odumiru.
Stabljika je visoka 30-40 cm, slaba, sa dugackim internodijama i izrazito zadebljalim nodusima,
viSestruko razgranata, prekrivena velikim brojem neZlezdanih dlaka. Donji listovi su sa
dlakavim, dugackim peteljkama, Sirokom liskom, podeljenom na 7 deltoidnih reznjeva, dlakavi
sa obe strane. Listovi na stablu su petodelni. Gornji listovi su skoro sedeéi, Cesto trodelni. Zalisci
su jajasto-lancetastog oblika, crvenomrke boje, goli. Cvetovi su krupni, sa jajastim, dlakavim i
po obodu beli¢astim ili crvenkastim ¢aSi¢nim listi¢cima. Kruniéni listi¢i su rozeljubicaste boje,
duzi od ¢asi¢nih, u donjem delu dlakavi (Slika 4C).

Slika 4. Geranium palustre: Ai B - habitus, C - cvet
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Karpidije ploda su mestimi¢no dlakave, kao i seme. Cveta u junu i julu, plodonosi u
avgustu i septembru (Jankovi¢, 1973).

Naseljava vlazna mesta kao $to su vlazne livade i doline, Sumske obode, svetle, vlazne do
umereno suve listopadne Sume, mocvarne livade, Zbunjake, planinske livade, uglavnom u
nizijama i brdskom pojasu, ali i na nadmorskim visinama do 1400 m.

Rasprostranjena je u zapadnoj, srednjoj i isto¢noj Evropi, zapadnom Sibiru i Kavkazu
(Jankovi¢, 1973).

3.5.  Geranium sanguineum L.

Geranium sanguineum (Slika 5) je visegodiSnja, zeljasta biljka sa jakim, horizontalnim,
¢vornovatim rizomom, debljine 5-8 mm i stabljikom visine 20-50 cm, koja je ¢esto od osnove
slabo razgranata ili jednostavna, pokrivena dugim dlakama. Stabljika pri osnovi i donji listovi
Cesto krajem vegetacione sezone dobijaju intenzivnu crvenu boju. Listovi su sa dugim
peteljkama, liska je podeljena na pet do sedam reznjeva koji su opet podeljeni na pet do sedam
uzanih reznji¢a, zao$trenih i prekrivenih dlakama koje su na nali¢ju lista bele. Zalisci su jajasti
do lancetasti, crvenomrke boje. Cvetne drske su dugacke 2 do 10 cm, uglavnom sa jednim
cvetom (retko dva) sa po dve jajaste brakteje. Casicni listi¢i su Siroko elipti¢ni sa $picastim
vrhom i dugackim dlakama. Krunié¢ni listi¢i su crvene do ljubicaste boje, objajasti, duzine 13-20
mm i klinasto suzeni. Karpidije su 4-5 mm duge, dlakave, semena glatka ili fino tackasta. Cveta
od maja do jula, a plodonosi od jula do septembra.

Naseljava suve livade, kamenita mesta naroCito na juznim padinama, svetle 1 suve
listopadne i borove Sume, kre¢njacke terene u severnim delovima aerala do 1000 m nadmorske
visine, ali ponekad i znatno vise (Jankovié¢, 1973).

Rasprostranjena u najve¢em delu Evrope, severno do Irske, Engleske i juZne
Skandinavije, isto¢no do moskovskog podru¢ja, Kavkaza i Jermenije, juzno do Krima, Gréke,
Italije, Francuske, Spanije i Portugalije (Jankovi¢, 1973).

Geranium sanguineum je u narodu poznat kao devojacko oko.

Slika 5. Geranium sanguineum

3.6.  Geranium columbinum L.

Geranium columbinum (Slika 6) je jednogodi$nja ili dvogodiSnja zeljasta biljka sa
mnogobrojnim razgranatim stabljikama, visine 10-60 cm, pokrivenim dlakama. Donji listovi u
rozeti su na dugim drskama (10-20 cm), u konturi okruglo petougaoni, skoro do osnove duboko
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useceni na pet do sedam jednostavnih ili duplo perasto deljenih linearnih reznjeva. Gornji listovi
na stablu podeljeni su na tri do pet jo§ uzih reznjeva. Liske na nali¢ju duz nerava i po obodu su
obrasle ostrim dlakama. Zalisci su lancetasti, ¢esto crveni. Zajednicke cvetne drske su dugacke,
sa linearnim braktejama i sa po dve cvetne peteljke. Casi¢ni listiéi su jajasti do lancetasti, bez
dlaka. Kruni¢ni listi¢i su objajasto srcasti, ljubicasto ili bledo crveni. Karpidije su gole, , a seme
fino mreZasto tackasto. Cveta i plodonosi tokom maja 1 juna (Jankovi¢, 1973).

Naseljava zatravljena mesta, njive, susne livade, Sumske proplanke, zbunjake, toplo i
mineralno zemljiste u brdskom i planinskom pojasu sve do 1500 m nadmorske visine.

Ova vrsta je rasprostranjena u ve¢em delu Evrope 1 Azije, prevashodno u Sredozemlju, na
Balkanskom poluostrvu, istocnom 1 srednjem Sibiru, Kavkazu i Iranu (Jankovié, 1973).

Geranium columbinum je u narodu poznat kao golubija noga ili krvavac.

Slika 6. Geranium columbinum
3.7.  Geranium pyrenaicum Burm.

Geranium pyrenaicum (Slika 7) je dvogodisnja do viSegodis$nja zeljasta biljka sa kratkim,
vertikalnim i viSeglavim rizomom sa ostacima zalistaka i lisnih peteljki. Stabljika je uglavnom
nekoliko (dve do pet), uspravnih ili ustajuéih, ka vrhu razgranatih, duzine 20-80 cm, pokrivenih
kratkim dlakama, kao i dugackim mekim dlakama, ka vrhu ¢esto zlezdanim. Listovi u rozeti su
mnogobrojni, na peteljkama dugackim 5-20 cm. Liska je Sirine 3-5 cm, bubrezasto okrugla,
veé¢inom do polovine ili jo§ dublje use¢ena na sedam do devet Sirokih klinastih ili objajastih
reznjeva koji su obi¢no S$iroki koliko i dugacki, na vrhu ve¢inom zatupasti i urezani na pet do
devet zubaca.

Slika 7. Geranium pyrenaicum



Listovi na stabljici su naspramno rasporedeni, na kratkim dr§kama, dok su gornji listovi
sitni 1 sede¢i. List je sa obe strane dlakav, a zalisci su jajasto-lancetasti, suvi, kozasti. Cvetne
drske su u pazuhu lista, tanke, duze od svojih listova, sa Zlezdanim dlakama. Cvetne peteljke
posle cvetanja su oborene sa plodovima uspravljenim uvis. Cvetovi su dugacki 7-10 mm. Cagi¢ni
listi¢i su jajasto-elipi¢nog oblika, zatupasti, sa nejasnom nervaturom, gusto dlakavi od kratkih
zlezdanih dlaka 1 mnogobrojnih kratkih nezlezdanih dlaka. Krunicni listi¢i su priblizno dva puta
duzi od c¢asi¢nih (7-11 mm), obrnuto srcastog oblika, duboko i usko useceni, svetloljubicaste
boje (Slika 6B). Plod je sa vrlo kratkim ostatkom stubi¢a. Karpidije su gole ili pokrivene
jednostavnim prileglim dlakama. Semena su potpuno glatka, crvenomrke boje. Cveta od maja do
septembra, a plodonosi od juna do novembra (Jankovié, 1973).

Raste na senovitim mestima, u zbunjacima, na pas$njacima i oranicama, u vrtovima, na
zaSticenim mestima, u subalpskom i alpskom pojasu, naj¢es¢e do 1000 m, ali i preko 2000 m
nadmorske visine.

Iako se prvobitno smatralo da je rasprostranjena samo u mediteranskom podruciju i u
Italiji, kao i od Atlasa do Kavkaza i Libana, ova vrsta je zastupljena u vecem delu Evrope,
severno sve do Irske, jugozapadne Engleske, Danske, juznih delova Skandinavije i u srednjoj
Rusiji (Jankovi¢, 1973).

Narodni naziv za ovu vrstu je carevo oko.
3.8.  Geranium lucidum L.

Geranium lucidum (Slika 8) je jednogodisnja biljka, sa slabo razgranatim korenom. Cela
biljka je gola i sjajna. Stabljika je visine 10-40 cm, gola, pri osnovi mrka, kasnije postaje
crvenkasta. Donji listovi su u rozeti, na dugackim peteljkama i rano odumiru. Listovi na stabljici
su sa kra¢im i naspramnim peteljkama koje su u donjem delu dlakave. Lisna ploca je okruglo
bubreZzasta, duboko urezana na 5 objajastih Sirokih reZnjeva koji su u gornjem delu zaokrugljeni 1
plitko nazubljeni, sjajna, a kasnije postaje crvenkasta. Cvetovi su sitni, sa jajasto lancetastim
¢asi¢nim listi¢ima koji su obodom opnasti, na lednoj strani hrapavi i sa pukotinama i naborima
sa obe strane nerava. Kruni¢ni listi¢i su svetlocrvene boje, objajasto izduzeni, na vrhu zaobljeni.
Karpidije ploda su mreZasto naborane sa ledne strane, a seme je glatko. Cveta aprila i maja,
plodonosi od maja do avgusta (Jankovié, 1973).

Naseljava senovita i vlazna, ali topla mesta, stene, senovite sume i Zbunjake, uglavnom u
brdskim i planinskim predelima, a juznije i u subalpskom pojasu.

Rasprostranjena u zapadnoj, srednjoj,isto¢noj i jugoisto¢noj Evropi, zapadnom i istoénom
Mediteranu i Maloj Aziji (Jankovi¢, 1973).

Narodni naziv za G. lucidum je ilja crvena.

Slika 8. Geranium lucidum
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4. Sekundarni metaboliti biljaka roda Geranium

Vrste roda Geranium su bogate polifenolnim jedinjenjima. Dominantna grupa
polifenolnih sekundarnih metabolita su tanini medu kojima su najzastupljeniji elagni tanini kao
podgrupa hidrolizujucih tanina. Elagni tanin geraniin, karakteristican je za biljke roda Geranium.
Pored tanina, znacajni fenolni sastojci u Geranium vrstama su flavonoidi i fenolkarboksilne
kiseline (Harborne i Williams, 2002). Fenolna jedinjenja identifikovana u vrstama ovog roda
koje su predmet istrazivanja doktorske disertacije data su u Tabeli 1.

Vrste ovog roda sadrze i male koli¢ine etarskog ulja (Harborne i Wiliams, 2002).
Dosadasnja ispitivanja hemijskog sastava isparljivih frakcija/etarskih ulja uglavnom su bila
usmerena na analizu nadzemnih delova, dok su isparljivi sastojci podzemnih organa rede bili
predmet proucavanja.

Tanini

Tanini predstavljaju dominantnu grupa polifenolnih jedinjenja prisutnih u biljkama
familije Geraniaceae, odnosno roda Geranium (Bate-Smith, 1972).

Haslam i Cai (1994) su klasifikovali ova polifenolna jedinjenja u dve grupe: (i) estri
galne i heksahidroksidifenske kiseline i njihovi derivati i (ii) kondenzovani proantocijanidini.
Prva grupa je dalje podeljena na (1) jednostavne estre, (2) depside, (3) estre
heksahidroksidifenske i dehidroheksahidroksidifenske kiseline i (4) dimere i viSe oligomere koji
nastaju oksidativnim kuplovanjem monomera (pre svega jedinjenja iz podgrupe 3).

Tanini se generalno dele na hidrolizujuce, koji podlezu hidrolizi pod uticajem enzima
tanaza ili zagrevanjem u vodi i kondenzovane, koji ne podlezu hidrolizi (Gross, 1999).
Hidrolizujuéi mogu biti galni ukljucuju¢i meta-depside i elagni. Ipak, usled velikog broja
novoidentifikovanih jedinjenja, Okuda i saradnici (2000) su predloZili novu klasifikaciju
hidrolizujucih tanina na osnovu nacéina njihove razgradnje i stepena oksidacije estarskih galoil
grupa. Po ovoj klasifikaciji, I grupu ¢ine galni tanini 1 predstavljaju estre galne kiseline 1 poliola
(uglavnom D-glukoze, ali i ksiloze, fruktoze, saharoze i dr.). Elagni tanini koji u svom sastavu
imaju  heksahidroksidifensku  kiselinu (HHDP) ¢ine grupu I, dok oni sa
dehidroheksahidroksidifenskom kiselinom (DHHDP) ¢ine grupu III. Grupu IV ¢ine elagni tanini
koji su podlegli dodatnim hemijskim transformacijama. Medutim, i pored ove klasifikacije,
potrebno je wuzeti u obzir i druge monomerne elagne tanine koji nastaju hemijskim
transformacijama koje ukljucuju otvaranje D-glukopiranoznog jezgra, formiranje C-aril
glukozidnih veza i reakcije kondenzacije na C1 polozaju glukoze. Ovako nastali elagni tanini
poseduju strukturne karakteristike sliéne onima iz grupa I1-1V i u skladu sa tim se klasifikuju kao
tip H-1V+.

Kondenzovani tanini su oligomerni i polimerni proantocijanidini nastali povezivanjem
jednog molekula katehina na polozaju C-4 sa molekulom slede¢eg katehina na polozaju C-8 ili
C-6.

Treba pomenuti i kompleksne tanine koji se sastoje od gradivnih jedinica katehina i
galnih ili elagnih tanina (Khanbabaee i Van Ree, 2001).

Vrste roda Geranium se karakteriSu, pre svega, prisustvom elagnih tanina. Njihov sadrzaj
u biljkama ovog roda je razlicit i prema literaturnim podacima u listovima G. sanguineum iznosi
20%, G. sylvaticum 13%, dok je nesto nizi u listovima G. lucidum (4-5%), G. nodosum (3-7%),
G. robertianum (5%) i G. phaeum (2%) (sadrzaj je izrazen preko heksahidroksidifenilglukoze,
HHDPG) (Bate-Smith, 1972).

Geraniin, elagni tanin prvi put izolovan iz vrste Geranium thunbergii Sieb. et Zucc, je
karakteristicno jedinjenja za vrste familije Geraniaceae. Pripada trecoj grupi tanina prema
prethodno navedenoj klasifikaciji i sastoji se od centralnog molekula glukoze supstituisanog sa
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po jednim molekulom heksahidroksidifenske, dehidroheksahidroksidifenske i galne kiseline
(Slika 9) (Okuda, 1976). Najzastupljeniji je u listovima, u stabljikama je prisutan u znatno
manjoj koncentraciji, a takode je detektovan i u tucku i ¢asi¢nim listi¢ima vrsta roda Geranium
(Harborne i Williams, 2002; Okuda i sar., 1980; Tuominen i sar., 2013). Sadrzaj geraniina u
biljkama je najveci tokom cvetanja (Okuda i sar, 1980).

Geraniin je zastupljen i u biljkama familije Euphorbiaceae, kao i u vrsti Erythroxylon
coca (Erythroxylaceae) (Okuda, 2005).

Slika 9. Geraniin

Takode, iz listova G. thunbergii izolovan je askorgeraniin ili eleokarpusin — jedinjenje
koje pripada grupi IV tanina i Kkoje nastaje reakcijom kondenzacije izmedu
dehidroheksahidroksidifenske kiseline geraniina i askorbinske kiseline (Slika 10) (Okuda i sar.,
1986).

Slika 10. Askorgeraniin (eleokarpusin)

Pored geraniina u do sada ispitivanim vrstama roda Geranium utvrdeno je prisustvo i
drugih elagnih tanina.

U listovima G. pratense i G. sylvaticum nadene su male kolicine korilagina, jedinjenja iz
grupe Il tanina, koji se sastoji iz glukoze, galne i heksahidroksidifenske kiseline (Slika 11).
Takode, u obe vrste, utvrdeno je i prisustvo geraniinske kiseline koja se razlikuje od geraniina po
oksidovanoj DHHDP jedinici (Slika 11) (Moilanen i sar., 2015).

Telimagrandin Il, koji pripada grupi Il tanina, i koji se sastoji iz molekula glukoze, tri
molekula galne kiseline i HHDP jedinice (Slika 11), izolovan je iz tucka i caSi¢nih listica
G. sylvaticum (Tuominen i sar., 2017).
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Slika 11. Strukture elagnih tanina prisutnih u vrstama roda Geranium

Iz kruni¢nih listica G. sylvaticum izolovan je elagni tanin karpinusin strukturno slican
geraniinu (Tuominen i sar., 2013), kao i silvatiini A, B, C i D, koji sadrze ostatke acetilglukoze
vezane za galoilglukoze ili hebulinsku kiselinu (Slika 12) (Tuominen i sar., 2015).

Pored elagnih, vrste roda Geranium sadrze i galne tanine, kao grupu I tanina, i to mono-,
di-, tri-, tetra-, penta-, heksa- i heptagaloil derivate glukoze (Tuominen i sar., 2013).

Od Geranium vrsta koje su predmet izu¢avanja ove doktorske disertacije, G. robertianum
je do sada najviSe ispitana vrsta u pogledu hemijskog sastava. U prethodnim ispitivanjima,
utvrdeno je prisustvo galnih tanina (mono-, di-, tri- i tetragaloilheksozidi) koji prema prethodno
datoj klasifikaciji pripadaju grupi | tanina, zatim kastalagina i veskalagina, di- i trigaloil-
heksahidroksidifenoilheksozida, mono- i trigaloil-bis(heksahidroksidifenoil)-heksozida i izomera
galoil-heksahidroksidifenoilglukozida ukljucujuéi korilagin koji pripadaju grupi II tanina, kao i
repandusidinske kiseline, izomera geraniina i filantusina B i C koji se klasifikuju kao grupa Ill
tanina (Graca i sar., 2016a; Graca i sar., 2017; Sekowski i sar., 2014; Catarino i sar., 2017;
Mavlyanov i sar., 1997).

Pored G. robertianum detaljnije je ispitan i hemijski sastav G. pyrenaicum. U razli¢itim
ekstraktima nadzemnog dela ove biljke utvrdeno je prisustvo galoil derivata heksoza i elagnih
tanina, i to izomera geraniina, korilagina, pedunkulagina | i telimagrandina | (Swiatek i sar.,
2021).
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Slika 12. Silvatiini

Flavonoidi

Kao drugu najzastupljeniju grupu polifenolnih jedinjenja, vrste roda Geranium sadrze
flavonoide.

Flavonoidi su derivati benzo-y-pirona, a u biljkama mogu biti prisutni kao slobodni
aglikoni ili u obliku heterozida. U osnovi aglikona svih flavonoida je benzenov prsten
kondenzovan sa Sesto¢lanim prstenom koji je u polozaju 2 supstituisan fenil grupom (Slika 13).
Sesto¢lani prsten je najéesée piron (flavoni i flavonoli) ili njegov dihidroderivat (flavanoni i
flavanonoli). U slucaju izoflavonoida, Sesto¢lani prsten je supstituisan fenil grupom u polozaju 3.
Razlika izmedu flavona i flavonola je u prisustvu hidroksilne grupe u polozaju 3, dok se
dihidroderivati razlikuju od navedenih jedinjenja po prisustvu jednostruke veze u polozaju 2.
Flavonoidi ¢esto sadrze hidroksilne grupe u polozaju 3,5,7,3,4" i 5. U prirodi su zastupljeni i
metil etri i acetil estri flavonoida. Heterozidi nastaju vezivanjem SeCera najéesce za polozaje
3,7,3"ili 4° (Narayana i sar., 2001; Harsten, 1983).
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Slika 13. Klase flavonoida

Flavonoli kvercetin, kemferol i miricetin i njihovi derivati su najzastupljenija jedinjenja
iz grupe flavonoida u biljkama roda Geranium. Osim toga, identifikovani su i luteolin i njegovi
derivati (Leucuta i sar., 2005; Ivancheva i Petrova, 2000; Swiatek i sar., 2021). Pregled
identifikovanih jedinjenja iz grupe flavonoida u ispitivanim vrstama roda Geranium prikazan je
u Tabeli 1.

Heterozidi kvercetina (kvercitrin, izokvercitrin, rutin i hiperozid) su $iroko zastupljeni u
biljkama ovog roda (Miliauskas i sar., 2004; Fodorea i sar., 2004; Leucuta i sar., 2005;
Ivancheva i Petrova, 2000; Pantev i sar., 2006; Abarova i sar., 2020; Fodorea i sar., 2005a;
Fodorea i sar., 2005b; Graca i sar., 2016a; Graca i sar., 2017; Catarino i sar., 2017; Tuominen i
sar., 2015). Kvercetin i kemferol identifikovani su u vrstama G. macrorrhizum i G. sanguineum
(Miliauskas i sar., 2004; Leucuta i sar., 2005; Fodorea i sar., 2004; Pantev i sar., 2006; Abarova i
sar., 2020). Prisustvo kvercetina i luteolina detektovano je i u G. pyrenaicum (Swigtek i sar.,
2021). Pored navedenih aglikona G. sanguineum sadrzi i apigenin, miricetin i morin (Pantev i
sar., 2006; Abarova i sar., 2020; Leucuta i sar., 2005). O-heterozidi luteolina identifikovani su u
vrstama G. lucidum i G. columbinum (lvancheva i Petrova, 2000). U listovima G. phaeum
identifikovani su C-heterozidi: viteksin, izoviteksin, orientin, izoorientin i vicenin (Harborn i
Williams, 2002).

Razlike u zastupljenosti flavonoida su u odredenoj meri povezane sa geografskim
poreklom vrsta ovog roda. Smatra se da je miricetin zastupljeniji u vrstama koje rastu u
centralnoj Evroaziji, dok je u mediteranskim 1 ameri¢kim vrstama u visokim koncentracijama
prisutan kemferol (Harborn i Williams, 2002).

Kao i u slucaju tanina, G. robertianum je vrsta koja je do sada najvise ispitana u pogledu
flavonoidnog sastava. Pored navedenih jedinjenja, identifikovani su i deoksiheksozilheksozidi,
dideoksiheksozilheksozidi [ deoksiheksozilglukuronidi kemferola i kvercetina,
deoksiheksozilpentozid kvercetina, diheksozid i diglukuronidi kemferola, kao i ramnozid i
rutinozid kemferola i naringenin-7-O-glukozid (Graca i sar., 2016a; Graca i sar., 2017).
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Kemferol-3-O-ramnozid identifikovan je i u vrstama G. macrorrhizum i G. columbinum,
kao i miricetin-3-O-ramnozid. Kemferol-O-glukozid prisutan je i u vrstama G. palustre i G.
pyrenaicum (lvancheva i Petrova, 2000; Swigtek i sar., 2021), a kvercetin-4-O-glukozid
(spireozid) u G. macrorrhizum (Milliauskas 2004). Utvrdeno je prisustvo kemferol-3-O-
rutinozida i heterozida kvercetina u G. pyrenaicum (Swigtek i sar., 2021). U vrstama G.
sanguineum i G. macrorrhizum detektovan je i flavan-3-ol (katehin) (Pantev i sar., 2006; Nasti¢ i
sar., 2018; Abarova i sar., 2020).

Biljke roda Geranium sadrZe i metilovane derivate aglikona. Ova lipofilna jedinjenja su
pre svega zastupljena u zlezdanim trihomima. Ivancheva i Petrova (2000) su u acetonskim
ekstraktima nadzemnih delova identifikovale 22 jedinjenja, i to aglikona i metilovanih derivata
luteolina, kemferola, kvercetina i miricetina (Tabela 1). Razlike u distribuciji navedenih
jedinjenja izmedu ispitivanih vrsta mogu imati hemotaksonomski znacaj, odnosno mogu
posluziti kao potencijalni hemotaksonomski karakteri za razlikovanje ovih vrsta.

Galoilovani derivati heterozida kvercetina i kemferola identifikovani su u vrsti G.
sylvaticum i G. pyrenaicum (Tuominen i sar., 2013; Swiatek i sar., 2021).

Fenolkarboksilne kiseline

Pored tanina i flavonoida, fenolkarboksilne kiseline su polifenolna jedinjenja prisutna u
vrstama roda Geranium (Tabela 1).

Prema hemijskoj strukturi dele se na hidroksibenzoeve i hidroksicimetne Kkiseline.
Hidroksibenzoeve Kkiseline, detektovane u biljkama ovog roda su galna, elagna salicilna,
gentizinska, siringinska, vanilinska i protokatehinska. p-Kumarna, kafeoilSikiminska,
rozmarinska, kaftarna, kafena, ferulinska, sinapinska, cihorijumska i hlorogenska kiselina su
derivati hidroksicimetne kiseline identifikovani u ispitivanim vrstama (Miliauskas i sar., 2004;
Fodorea i sar., 2005a; Fodorea i sar., 2005b; Graca i sar., 2016a; Catarino i sar., 2017; Fodorea i
sar., 2004; Pantev i sar., 2006; Abarova i sar., 2020; Swie}tek 1 sar., 2021; Nasti¢ i sar., 2018;
Salih, 2019).

Tabela 1. Prethodno identifikovana fenolna jedinjenja u ispitivanim Geranium vrstama

Vrsta?
Jedinjenje Gmac|Gph|Grob|Gpal|Gsan|Gpyr|Gcol|Gluc| Literatura
Fenolkarboksilne kiseline
Catarino i sar., 2017; Pantev i
hina kiselina + + + sar., 2006; Swigtek i sar.,
2021
Graca i sar., 2016a; Graca i
i .. sar., 2017; Nasti¢ i sar., 2018;
3r;|o'rkafer?'ll<h”|l? k;isﬁlma + + + | Salih, 2019; Leucuta i sar.,
(hlorogenska kiselina) 2005 Pantev i sar., 2006;
Abarova i sar., 2020
5-O-kafeoilhina kiselina +
3-p-kumaroilhina kiselina +
— — Graga i sar., 2017
3-O-feruloilhina kiselina +
kafeoilsikiminska kiselina +
galoilsikiminska kiselina + Swigtek i sar., 2021
protokatehinska kiselina + + Grigoraviciute i sar., 2018
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Vrsta?

Jedinjenje Gmac|Gph|Grob|Gpal|Gsan|Gpyr|Gcol|Gluc| Literatura
- . Graca i sar., 2017; Nasti¢ i
vanilinska kiselina + + sar., 2018
. Graca i sar., 2017; Leucuta i
p-kumarna kiselina + + + sar.. 2005
Miliauskas i sar., 2004;
Sharopov i sar., 2017,
galna kiselina + + + Catarino i sar., 2017; Nastic i
sar., 2018; Swiatek i sar.,
2021
Miliauskas i sar., 2004;
Fodorea i sar., 2005a;
Fodorea i sar., 2005b; Graga i
T sar., 2016a; Catarino i sar.,
elagna kiselina * * Tt 2017; Fodorea i sar., 2004;
Pantev i sar., 2006; Abarova i
sar., 2020; Swiatek i sar.,
2021
brevifolin karboksilna Catarino i sar., 2017; Swigtek
L + + )
kiselina i sar., 2021
rozmarinska kiselina + Miliauskas i sar., 2004
Miliauskas i sar., 2004;
galoilhina kiselina + + + Catarino i sar., 2017; Swigtek
isar., 2021
Fodorea i sar., 20053;
T Fodorea i sar., 2005b;
kaftarna kiselina + * * + Fodorea i sar., 2004; Leucuta
i sar., 2005
Fodorea i sar., 2004; Leucuta
kafena kiselina + + i sar., 2005; Pantev i sar.,
2006; Abarova i sar., 2020
Nastié i sar., 2018; Leucuta i
ferulinska kiselina + + + sar., 2005; Swigtek i sar.,
2021
siringinska kiselina +
. T Salih, 2019
salicilna kiselina +
sinapinska kiselina +
cihorijumska kiselina + Leucuta i sar., 2005
gentizinska kiselina +
Flavonoidi
. Abarova i sar., 2020; Pantev i
(-)-katehin + sar.. 2006
Nasti¢ i sar., 2018; Pantev i
(+)-katehin + + sar., 2006; Abarova i sar.,
2020
Abarova i sar., 2020; Pantev i
apigenin + sar., 2006; Leucuta i sar.,
2005
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Vrsta?

Jedinjenje Gmac|Gph|Grob|Gpal|Gsan|Gpyr|Gcol|Gluc| Literatura
Grigoraviciute i sar., 2018;
Miliauskas i sar., 2004; Paun
i sar., 2011; Leucuta i sar.,
kvercetin + + + + + 2005; Pantev i sar., 2096;
Abarova i sar., 2020; Swigtek
i sar., 2021; Ivancheva i
Petrova, 2000
Miliauskas i sar., 2004;
Fodorea i sar., 2004; Fodorea

. . i sar., 2005a; Fodorea i sar.,
k_verli:etlrn??r—_g—glukomd + + + |+ + + | 2005b; Graga i sar., 2016a;
(izokvercitrin) Graca i sar., 2017; Leucuta i

sar., 2005; lvancheva i
Petrova, 2000

Miliauskas i sar., 2004;
Fodorea i sar., 2004; Fodorea

- . i sar., 2005a; Fodorea i sar.,
kr:/_ercetlr_](-jS-O-galaktOZId + + + + 2005b; Leucuta i sar., 2005;
(hiperozid) lvancheva i Petrova, 2000;

Pantev i sar., 2006; Abarova i
sar., 2020
kvercetin-O-glukuronid +
kvercetin-O-heksozid + Swiatek i sar., 2021
kvercetin-O-galoilglukozid +
lvancheva i Petrova, 2000;
kvercetin-3-O-ramnozid + + + + + + Fodorea i sar., 2004; Leucuta
(kvercitrin) i sar., 2005; Fodorea i sar.,
2005b
Graca i sar., 2016a; Catarino
isar., 2017; Fodorea i sar.,

. . . 2004; Leucuta i sar., 2005;
kvet_rcetln—B—O—rutlnozld + + + + | Fodorea i sar., 2005b;
(rutin) Ivancheva i Petrova, 2000;

Abarova i sar., 2020; Graga i
sar., 2017
3 -metl_letar kvercetin-3-O- + Ivancheva i Petrova, 2000
glukozida
kvercetin-4'-O-glukozid | Miliauskas i sar., 2004
(spireozid)
kvercetin-O- + Graca i sar., 2016a; Graca i
dideoksiheksozilheksozid sar., 2017
kvercetin-O- +
deoksiheksozilheksozid
kvercetin-O- :
. . . + G ., 2017
deoksiheksozilglukuronid ragalsar
kvercetin-O- +
deoksiheksozilpentozid
6-metoksikvercetin + Leucuta i sar., 2005
(patuletin)
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Vrsta?

Jedinjenje Gmac|Gph|Grob|Gpal|Gsan|Gpyr|Gcol|Gluc| Literatura
Grigoraviciute i sar., 2018;
Fodorea i sar., 2004; Paun i

kemferol + + + + sar., 2014; Pantev i sar.,
2006; Leucuta i sar., 2005;
Ivancheva i Petrova, 2000

kemferol-3-O-glukozid Kartnig i Bucar-Stachel,

. + + + 1991; lvancheva i Petrova,
(astragalin) 2000; $wigtek i sar., 2021
kemferol-3-O-ramnozid + + + Ivancheva i Petrova, 2000

A A A Graga i sar., 2016a; Graga i
ke_mfe_rol 3 O-rutinozid + + sar., 2017; Swiatek i sar.,
(nikotiflorin) 2021
kemferol-O-
acetilglukuronil-O- + Graga i sar., 2017
malonilglukuronid
kemferol-O-galoilglukozid + Swiatek i sar., 2021
kemferol-O- +
(acetilpentozil)pentozid
kemferol-O-diglukuronid +
1) Graga i sar., 2017
kemferol-O-diglukuronid

+
2
kemferol-O-diheksozid +
kemferol-O- + Graga i sar., 2016a; Graca i
dideoksiheksozilheksozid sar., 2017
kemferol-O- .

i . . + :
deoksiheksozilglukuronid Gragasar., 2017
kemferol-O- + Graga i sar., 2016a; Graca i
deoksiheksozilheksozid sar., 2017
miricetin + Pantev i sar., 2006; Abarova i

sar., 2020
miricetin-3-O-ramnozid + + Ivancheva i Petrova, 2000
morin + Pantev i sar., 2006; Abarova i

sar., 2020
naringenin-7-O-glukozid + Graga i sar., 2017;

. Leucuta i sar., 2005; Swiatek
luteolin + + i sar., 2021
luteolin-7-O-glukozid + |+
luteolin-3'-O-ramnozid + Ivancheva i Petrova, 2000
luteolin-4'-O-ramnozid +
viteksin (apigenin-8-C-

. +
glukozid) Harborn i Williams, 2002
izoviteksin (apigenin-6-C- +
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Vrsta?

Jedinjenje Gmac|Gph|Grob|Gpal|Gsan|Gpyr|Gcol|Gluc| Literatura
glukozid)
orientin (luteolin-8-C- +
glukozid)
izoorientin (luteolin-6-C- +
glukozid)
vicenin (apigenin-6,8-C- +
diglukozid)
Metilovani flavonoidi
kemferol-3-metiletar + + +
kemferol-3’-metiletar + +
kemferol-4'-metiletar + + + +
kemferol-3,7-dimetiletar + +
(kumatakenin)
kemferpl—3,4 -dimetiletar + + | Ivancheva i Petrova, 2000
(ermanin)
kemferol-7,4'-dimetiletar +
kemferol-3,7,4'-trimetiletar | + + +
kvercetin-3-metiletar + +
kvercetin-3'-metiletar +
(izoramnetin)
kverceﬂ_n-?-metlletar + Abarova i sar., 2020
(ramnetin)
kvercetin-3,7-dimetiletar + + + Harborn i Williams, 2002
kvercetin-3,3’-dimetiletar + + + +
kvercetin-3',4'-dimetiletar +
(ramnazin)
kvercetin-7,3’-dimetiletar + Ivancheva i Petrova, 2000
kvercetin-3,7,3'-trimetiletar | + + +
kyercgtln-7,3',4’- + +
trimetiletar
kvercetin-3,7,3' 4'- Abarova i sar., 2020; Pantev i
. . + + +
tetrametiletar (retusin) sar., 2006
miricetin + +
miricetin-7,3' 4'-trimetiletar | + + Ivancheva i Petrova, 2000
miricetin-3,7,3",4'-
, + +
tetrametiletar
Tanini
Grigoraviciute i sar., 2018;
galoilheksoza + + + Catarino i sar., 2017; Swiatek
i sar., 2021
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Vrsta?

Jedinjenje Gmac|Gph|Grob|Gpal|Gsan|Gpyr|Gcol|Gluc| Literatura
. . Graga i sar., 2016a; Graga i
digaloilglukoza + + sar.. 2017
o Catarino i sar., 2017; Swigtek
digaloilheksoza + i sar., 2021
. . . . Graca i sar., 2016a; Graca i
trigaloilglukoza (izomeri) + sar.. 2017
tetragaloilglukoza + Graga i sar., 2016a; Graca i
(izomeri) sar., 2017
pentagaloilglukoza + Graga i sar., 2017
Graga i sar., 2016a; Graga i
geraniin (izomeri) + + sar., 2017; Catarino i sar.,
2017; Swiatek i sar., 2021
. Graca i sar., 2017; Swiatek i
galoil-HHDP-glukoza + + sar.. 2021
. i ) Graca i sar., 2016a; Graca i
digaloil-HHDP-glukoza + + sar., 2017; Swiatek i sar.,
(izomeri)
2021
trigaloil-HHDP-glukoza + Mavlyanov i sar., 1997
(izomeri)
trigaloil-HHDP-heksoza + Catarino i sar., 2017
pentozid elagne kiseline + Graga i sar., 2016a
. . Graca i sar., 2016a;
kastalagin/veskalagin + .
g g Graga i sar., 2017
- Graca i sar., 2017; Swiatek i
galoil-bis-HHDP-glukoza + + sar.. 2021
trigaloil-bis-HHDP- + Mavlyanov i sar., 1997;
glukoza Sekowski i sar., 2014
trigaloil-bis-HHDP- + Catarino i sar., 2017
heksoza
. . - Graga i sar., 2017; Catarino i
diheksozid elagne kiseline + sar.. 2017
filantusiin B (izomeri) +
filantusiin C +
korilagin * Catarino i sar., 2017
repandusinska kiselina A +
p-kumaroilheksozid elagne +
kiseline

& Gmac - G. macrorrhizum, Gph - G. phaeum, Grob - G. robertianum, Gpal - G. palustre, Gsan - G.

sanguineum, Gpyr - G. pyrenaicum, G.col - G. columbinum, Gluc - G. lucidum
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Etarska ulja/isparljiva jedinjenja

Generalno, vrste roda Geranium se smatraju siromasnim u pogledu sadrzaja etarskog
ulja. Sadrzaj isparljivih jedinjenja je razli¢it u zavisnosti od biljne vrste, kao i od biljnog organa.
Krecée se u opsegu od 0,006% u nadzemnim delovima vrste G. robertianum do 0,09% u korenu
vrste G. columbinum. U isparljivim frakcijama biljaka ovog roda dominantnu klasu jedinjenja
najéeScée predstavljaju masne kiseline i njihovi derivati (Radulovic¢ i sar., 2010; Radulovi¢ i sar.,
2011; Radulovi¢ i sar., 2012; Radulovi¢ i sar., 2013).

Nadzemni delovi vrste G. macrorrhizum se u Bugarskoj koriste za dobijanje etarskog ulja
koje je komercijalno dostupno i koristi se u kozmeticke svrhe. Kao dominanto jedinjenje u ovom
etarskom ulju navodi se seskviterpen germakron (Chalchat i sar., 2002; Radulovi¢ i sar., 2010).
Rezultati ispitivanja sastava etarskih ulja G. robertianum su razli¢iti. Radulovi¢ i sar. (2012)
navode masne kiseline i njihove derivate kao dominantnu grupu jedinjenja u etarskim uljima
nadzemnog i podzemnog dela ove vrste, dok drugi autori navode linalol kao glavni sastojak
etarskog ulja nadzemnog dela (Gebarowska i sar., 2017; Pedro i sar., 1992). Ovo jedinjenje se
navodi i kao jedan od glavnih sastojaka etarskog ulja izolovanog iz cvetova G. sanguineum
(Hammami i sar., 2011). Prema Radulovi¢ i sar. (2012), dominantna jedinjenja u etarskom ulju
izolovanom iz cele biljke G. sanguineum su heksadekanska kiselina, heksahidrofarnezilaceton i
fenilacetaldehid. Renda i sar. (2016) su identifikovali heksadekansku kiselinu, germakren D i
(E)-kariofilen kao glavne sastojke ulja nadzemnog dela G. pyrenaicum. Chalchat i sar. (2002)
navode znacCajan sadrzaj piperitona u etarskom ulju nadzemnog dela G. phaeum, dok su prema
Radulovi¢ i sar. (2013) masne kiseline i njihovi derivati dominantni sastojci etarskih ulja
podzemnog i nadzemnog dela ova vrste. Heksadekanska kiselina je najzastupljenija i u etarskom
ulju izolovanom iz cele biljke G. lucidum (Radulovi¢ i sar., 2011). Pored ove kiseline, u
etarskom ulju nadzemnog dela G. columbinum u znacajnoj koli¢ini zastupljen je i
heksahidrofarnezilaceton (Radulovic¢ i sar., 2011).

4.1. Biosinteza sekundarnih metabolita biljaka roda Geranium

Prekursori sekundarnih metabolita sa aromati¢cnom strukturom nastaju biosintetskim
putem preko Sikiminske kiseline. Sikimatni put podinje kondenzacijom i ciklizacijom
fosfoenolpiruvata i eritroza-4-fosfata pri ¢emu preko 3-dehidrohina kiseline nastaje Sikiminska
kiselina.

Hidrolizujuéi tanini nastaju iz 3-dehidrosikiminske kiseline koja se formira oksidacijom
Sikiminske kiseline pod uticajem Sikimat-dehidrogenaze. U slede¢em koraku, enolni tautomer
dehidrosikiminske kiseline podeleze oksidaciji pod uticajem dehidrosikimat-dehidrogenaze pri
¢emu nastaje galna kiselina (Slika 14) (Ossipov i sar., 2003).

COOH COOH COOH COOH
NADP NADP‘
OH HO OH HO OH
Sikiminska kiselina 3-dehidrosikiminska  3-dehidrogikiminska kiselina, galna kiselina
kiselina enolni oblik

Slika 14. Sinteza galne kiseline iz Sikiminske kiseline (Ossipov i sar., 2003) (1 — Sikimat-
dehidrogenaza, 2 — dehidrosikimat-dehidrogenaza)
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Esterifikacijom hidroksilne grupe glukoze galnom kiselinom nastaje B-glukogalin koji
ima dvostruku ulogu — kao supstrat za dalju esterifikaciju i kao donor galoil jedinica. Ovo
jedinjenje se kroz niz specificnih reakcija prevodi u penta-O-galoilglukozu (B-PGG) koja
predstavlja klju¢no intermedijerno jedinjenje u sintezi galnih i elagnih tanina. Galni tanini
nastaju daljim galoilovanjem B-PGG i karakteriSu se prisustvom jednog ili vise meta-depsidnih
digaloil ostataka (npr. 2-O-digaloil-1,3,4,6-tetra-O-galoil-B-D-glukopiranoza). Sa druge strane,
B-PGG podleze reakcijama oksidativnog kuplovanja pri ¢emu dolazi do stvaranja kovalentnih
veza izmedu dve prostorno bliske galoil grupe. Na ovaj nacin nastaje HHDP-biaril jedinica koja
¢ini strukturnu osnovu elagnih tanina (Slika 15). Tanini sa HHDP-biaril grupom se klasifikuju u
grupu Il tanina (npr. telimagrandin I i Il). Oksidacijom HHDP jezgra nastaje DHHDP jedinica
koja je u osnovi tipa III hidrolizuju¢ih tanina (npr. geraniin). Kao $to je ve¢ pomenuto, tanini IV
grupe nastaju dodatnim promenama koje ukljucuju i esterifikaciju DHHDP jedinice (Ky i sar.,
2016).
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HOH,C
+ UDP-glukoza HO Q o
—_—
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HO' OH
OH
o OH

oH
f—glukogalin
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GO S
Go 06
o . .
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OH OH
o
HO HO. l +4 G
oH l
o
’ 0 |
HO o

OH
[s] 0.
heksagaloilglukoza o 0 OH
HO P ¢
Okuda tip | 0 o I o
OH

. o
y oH
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- HO
-f OH
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f(-pentagaloilglukoza
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N

HO OH

hidroliza
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Fenolkarboksilne kiseline nastaju takode biosintetskim putem preko Sikiminske kiseline.
Od sikiminske kiseline nizom metaboli¢kih reakcija nastaju aromati¢ne aminokiseline, L-
fenilalanin i L-triptofan. L-fenilalanin pod uticajem fenilalaninske amonijak-lijaze (deaminaze)
podleze deaminaciji do trans-cimetne Kiseline koja se dalje reakcijom hidroksilacije prevodi u p-
kumarnu kiselinu. Hidroksilacijom i oksimetilovanjem p-kumarne kiseline nastaju kafena i
ferulinska kiselina. Ovako nastali metaboliti imaju C6-C3 strukturu i predstavljaju prekursore
drugih fenolnih jedinjenja. Gubitkom 2 C atoma, trans-cimetna kiselina se prevodi u benzoevu
kiselinu koja reakcijama hidroksilacije i oksimetilovanja daje druge fenolkarboksilne kiseline
(salicilna, vanilinska i dr.) (Slika 16) (Kougan i sar., 2013; Kumar i Goel, 2019).
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Slika 16. Biosinteza fenolkarboksilnih kiselina (Kougan i sar., 2013; Kumar i Goel, 2019)

Biosinteza flavonoida pocinje od p-kumaroil-CoA koji nastaje iz fenilalanina i koji u
kondenzaciji sa malonil-CoA pod uticajem enzima halkon-sintaze daje halkon. Nastali halkon se
pod uticajem enzima izomeraza, reduktaza, hidroksilaza i dioksigenaza dalje transformise do
odredenih klasa flavonoida. Na kraju, pod uticajem odgovarajucih transferaza nastaju heterozidi,
acil ili metil derivati flavonoida (Slika 17) (Falcone i sar., 2012).
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Slika 17. Biosinteza flavonoidnih aglikona (Burbulis i Winkel-Shirley, 1999; Falcone i sar.,
2012)

Terpeni nastaju iz izoprenskih jedinica sastavljenih od 5 atoma ugljenika. Pocetno
jedinjenje u sintezi terpena je acetil-CoA pri ¢emu kondenzacijom 3 molekula ovog jedinjenja
nastaje mevalonska kiselina koja predstavlja prekursor gradivnih jedinica terpena:
izopentenilpirofosfata (IPP) i dimetilalilpirofosfata (DMAPP). Kondenzacijom IPP i DMAPP
nastaje skelet od 10 ugljenikovih atoma geranilpirofosfat (GPP) iz koga dalje nastaju
monoterpeni. Spajanjem GPP i dodatne jedinice od 5 C atoma nastaje farnezilpirofosfat (FPP) —
prekursor seskviterpena, dok ugradnjom jo$ jedne 5 C jedinice nastaje geranilgeranilpirofosfat
(GGPP) kao prekursor diterpena. Tri- i tetraterpeni nastaju dimerizacijom FPP, odnosno GGPP
(Habtemariam, 2019).

Sinteza germakrona kao dominantog jedinjenja u etarskom ulju podzemnog dela G.
macrorrhizum je predstavljena na slici 18. Iz FPP nastaje germakril katjon koji se dalje
konvertuje do germakrena A i germakrena B. Daljim metabolizmom germakrena A nastaju
seskviterpeni S-elemen i a- i J-gvajen, dok se germakren B dalje transformise do germakrona i
y-elemena (Radulovu¢ i sar., 2010).
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5. Etnomedicinska primena biljaka roda Geranium

Vrste roda Geranium imaju znaCajnu etnomedicinsku primenu na Balkanu gde se
smatraju simbolom opsteg zdravlja. Naj¢es¢a primena ovih biljaka je za ublazavanje simptoma
inflamatornih bolesti i digestivnih tegoba.

Zdravac (G. macrorrhizum) i ziva trava (G. robertianum) su vrste Cija je primena najvise
dokumentovana. Rizom zdravca se smatra narodnim lekom za leCenje upala sluznice organa za
varenje (Tucakov, 1997). Pored toga, navodi se primena kod uznemirenosti, hipertenzije, gréeva
i slabosti sréanog mis$i¢a (lvancheva i Stantcheva, 2000). Nadzemni delovi ove biljke se takode
koriste kod gastrointestinalnih tegoba, hipertenzije i kolika, ali i kod zapaljenskih promena na
kozi i sluzokozi, za jaCanje imuniteta i dr. (Menkovi¢ i sar., 2014; Menkovi¢ i sar., 2011;
Zivkovié i sar., 2020; Papovic¢ i sar., 2021; Savic¢ i sar., 2019; Mateji¢ i sar., 2020). Koren zive
trave (G. robertianum) ima tradicionalnu upotrebu kod neplodnosti (Zivkovi¢ i sar., 2021), dok
se nadzemni delovi koriste kod gastrointestinalnih tegoba, bolesti bubrega, dijabetesa, kolika,
hormonskih poremecaja, za zarastanje rana i dr. (Zinovié i sar., 2021; Menkovi¢ i sar., 2014;
Menkovié i sar., 2011; Bnouham i sar., 2002).

Koren G. sanguineum (narodni naziv devojacko oko) se u narodu primenjuje kod
hipertenzije, inflamatornih i infektivnih stanja (lvancheva i Stantcheva, 2000; Pantev i sar.,
2006).

Pregled etnomedicinske primene ispitivanih vrsta na Balkanskom poluostrvu dat je u
Tabeli 2.

Tabela 2. Etnomedicinska upotreba ispitivanih biljaka roda Geranium

Vrsta Deo biljke | Upotreba Ophk Zemlja Literatura
primene
. . intestinalni N .. Tucakov,
G. macrorrhizum | rizom mukozitis - Srbija 1997
Qézzzfsnzua’ Ivancheva i
G. macrorrhizum | rizom o - Bugarska Stantcheva,
kardiotonik,
. 2000
spazmolitik
Menkovié i
. nadzemni | inflamacija koze i sar., 2014;
G. macrorrhizum . ¥ - Crna Gora L
delovi sluzokoze Menkovi¢ |
sar., 2011
. . . . . Zivkovié i
G. macrorrhizum | list i cvet digestivne tegobe | infuz Srbija sar., 2020
hipertenzija,
dijabetes,
. Parkinsonova . Papovic i
G. macrorrhizum | - bolest, bronhitis, | Srbija sar., 2021
“Za
podmladivanje”
. nadzemni gastrointestinalne . . Savic i sar.,
G. macrorrhizum delovi tegobe infuz BiH 2019
.| za jaCanje .
. nadze_mnl imuniteta, infekcije 'Uf“Z’ " Matejic i
G. macrorrhizum | delovi, . tinktura, | Srbija
; oka, bolovi u sar., 2020
cvet, list L obloga
stomaku, znojenje,
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Oblik

Vrsta Deo biljke | Upotreba . Zemlja Literatura
primene
bubrezne kolike,
nesanica
dijareja, gastritis,
upala Zuéne kese i Menkovi¢ i
. nadzemni | zu¢nih puteva, sar., 2014;
G. robertianum delovi bubrega i besike, Crna Gora Menkovi¢ i
za zarastanje rana i sar., 2011
kod blagih osipa
) . . . Said i sar.,
G. robertianum koren, list | hipoholesterolemik | dekokt Izreal 2002
hipoglikemik,
. list, cvet, tonik, spazmolitik, | . Bnouham i
G. robertianum stabljika kod kancera i infuz Maroko sar., 2002
bolesti bubrega
G. robertianum nadze_mnl p_robl_eml sa i Crna Gora Menkovi¢ i
delovi sinusima sar., 2014
. nadzemni | hormonski . . Zivkovic i
G. robertianum . . infuz Srbija
delovi poremecaji sar., 2021
: dekokt, . Zivkovié i
G. robertianum koren neplodnost finktura Srbija sar., 2021
nadzemni intestinalne bolesti Jarié i sar
G. robertianum delovi kod svinja dekokt Srbija 2007
. . . Breuss,
G. robertianum list kancer infuz - 1955
. nadzemni . . " Matejié i
G. robertianum delovi ritualne svrhe infuz Srbija sar., 2020
nadzemni . " Matejié i
G. phaeum delovi ritualne svrhe - Srbija sar., 2020
hipertenzija, Ivancheva i
G. sanguineum koren antivirotik i liofilizat | Bugarska Stantcheva,
imunostimulans 2000
. . vodeni i )
. inflamatorna i . Pantev i
G. sanguineum koren . . . alkoholni | Bugarska
infektivna stanja . sar., 2006
ekstrakti
. . .. Jordanov i
G. sanguineum - svrab, kozne lezije | - Bugarska sar.. 1973

* - podaci nisu dostupni
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6. Farmakolo$ka aktivnost biljaka roda Geranium

Vrste roda Geranium bile su predmet brojnih ispitivanja razli¢itih farmakoloskih
aktivnosti kao Sto su: antioksidantna, antimikrobna, citotoksi¢na, antiinflamatorna i dr.
(Radulovi¢ i sar., 2012; Sharopov i sar., 2017; Amaral i sar., 2009; Neagu i sar., 2010; Neagu i
sar., 2017; Paun i sar., 2011; Catarino i sar., 2017; Ben Jemia i sar., 2013; Sokmen i sar., 2005;
Pavlova i sar., 2019; Swiatek i sar., 2021; Wafa i sar., 2017; Nikolova i sar., 2010; Khavrona i
sar., 2018; Ozcelik i sar., 2010; Lima, 2009; Hammami i sar., 2011; Radulovié i sar., 2010;
Radulovi¢ i sar., 2011; Radulovi¢ i sar., 2014; Renda i sar., 2016; Graca i sar., 2016a; Paun i sar.,
2014; Georgiev i sar., 2022). Do sada najviSe ispitane vrste su G. macrorrhizum i G.
robertianum i to u pogledu antioksidantne i antimikrobne aktivnosti (Radulovi¢ i sar., 2012;
Sharopov i sar., 2017; Amaral i sar., 2009; Neagu i sar., 2010; Neagu i sar., 2017; Paun i sar.,
2011; Catarino i sar., 2017; Ben Jemia i sar., 2013; Graca i sar., 2016a; Ozgelik i sar., 2010;
Lima, 2009; Radulovi¢ i sar., 2010; Radulovi¢ i sar., 2012; Radulovi¢ i sar., 2014). Ipak,
nedostaju podaci o farmakoloskoj aktivnosti pojedinih vrsta koje su predmet proucavanja ove
doktorske disertacije, naro¢ito u pogledu aktivnosti podzemnih organa, koje su rede ispitivane.

6.1. Antioksidantna aktivnost

Dosadasnja ispitivanja farmakoloske aktivnosti vrsta roda Geranium najve¢im delom se
odnose na ispitivanje antioksidantnog delovanja u in vitro testovima, u kojima je utvrden njihov
znacajan antioksidantni potencijal.

Metanolni ekstrakti nadzemnog i podzemnog dela G. macrorrhizum ispoljili su znacajnu
sposobnost neutralizacije DPPH (178,7+1,8 i 1064,4+1,8 mg troloks ekvivalenata/g) i ABTS™"
radikala (323,3+1,2 i 169,5+1,1 mg troloks ekvivalenata/g). Ekstrakt nadzemnog dela je takode
pokazao izrazenu redukcionu sposobnost u FRAP (1347,9+46,7 pmol Fe?'/g) i CUPRAC testu
(466,0£0,1 mg troloks ekvivalenata/g) (Radulovi¢ i sar., 2012). Znacajnu antioksidantnu
aktivnost metanolnih ekstrakata nadzemnog i podzemnog dela ove vrste u DPPH (ICs0=14,1 i
IC50=5,5 pg/mL), ABTS (ICs0=21,2 i ICs50=4,7 pug/mL) i FRAP testu (2419,8 i 2566,4 umol
Fe2*/mg) uvrdili su Sharopov i sar. (2017).

Vodenoetanolni ekstrakt lista G. robertianum ispoljio je znacaju sposobnost
neutralizacije DPPH (8,11+0,27 umol DPPH/umol fenola) i ABTS™" radikala (4,87+0,17 umol
L-askorbinska kiselina ekvivalenata/umol fenola) (Amaral i sar., 2009). Vodeni ekstrakti lista
ove biljke prec¢is¢eni procesom ultrafiltracije, takode su ispoljili antioksidantnu aktivnost u
DPPH (464,40 i 216,39 umol troloks ekvivalenata/g) i ABTS testovima (2609,00 i 1286,96 umol
troloks ekvivalenata/g) (Neagu i sar., 2010; Neagu i sar., 2017). Vodeni ekstrakt nadzemnog dela
G. robertianum preciS¢en procesom nanofiltracije pokazao je vecu sposobnost neutralizacije
DPPH radikala u poredenju sa troloksom (92,9% DPPH radikala neutralisano) (Paun i sar.,
2011). Antioksidantna aktivnost acetonskih, metanolnih i vodenih ekstrakata nadzemnog dela G.
robertianum uvrdena je u DPPH (ECs0=54-65 pg/mL), fericijanid (ECs0=40,4-61 pg/mL), B-
karoten/linolna kiselina testu (110-145 pg/mL) i TBARS testu (0,36-7,3 pg/mL) (Graga i sar.,
2016a). Dekokti listova i stabljika su pored neutralizacije DPPH (I1C50=7,6%0,6 i 1C50=17,3+0,3
pug/mL), ABTS (IC50=3,9+0,6 i 1C50=5,8+0,5 pg/mL) i hidroksi radikala (1Cs50=45,1£2,4 i
1C50=59,8+8,4 pg/mL), ispoljili i inhibitorno delovanje na lipidnu peroksidaciju u TBARS testu
(IC50=115,8+16,1 i 1C50=210,4+38,6 pg/mL) i visok redukcioni potencijal u FRAP testu
(IC50=63,3+5,4 i 1C50=93,5+5,5 pg/mL) (Catarino i sar., 2017). Dalje, metanolni ekstrakt
nadzemnog dela ove vrste pokazao je izrazenije antioksidantno delovanje u f-karoten/linolna
kiselina testu (1C50=6,8+1,32 pg/mL) wu poredenju sa sintetskim antioksidansom
butilhidroksitoluenom (BHT) (ICs50=85+0,11 upg/mL). Isti ekstrakt ispoljio je snaZniju

27



redukujucu sposobnost (ICs0=20+4,53 pg/mL) u testu po Oyaizu (1986) u poredenju sa
askorbinskom kiselinom (1Cs0=40+£1,31 pg/mL) (Ben Jemia i sar., 2013).

Metanolni ekstrakt korena G. sanguineum je ispoljio snaznu antioksidantnu aktivnost u
DPPH testu (1C50=13,86+0,84 pg/mL), p-karoten-linolna kiselina testu (inhibicija stvaranja
hidroperoksida i isparljivih organskih jedinjenja od 88-89%) i testu neutralizacije superoksidnog
anjona (ICs0=26,0 pg/mL) (Sokmen i sar., 2005). Polifenolni kompleks G. sanguineum je
ispoljio naglasenu Fe?" helirajucu aktivnost (Pavlova i sar., 2019).

Vodeni i metanolni ekstrakti nadzemnog dela G. pyrenaicum ispoljili su visok redukcioni
kapacitet u FRAP (364,10+£1,71 i 294,54+4,00 mg troloks ekvivalenata/g) i CUPRAC
(613,27+4,64 i 514,79+15,17 mg troloks ekvivalenata/g) testu, visok potencijal uklanjanja
radikala u ABTS (469,82+0,34 i 448,84+3,67 mg troloks ekvivalenata/g) i DPPH (191,20+0,18 i
199,26+0,13 mg troloks ekvivalenata/g) testu kao i sposobnost heliranja metala i visok ukupan
antioksidantni kapacitet (52,39+0,15 i 36,53+1,10 mg EDTA ekvivalenata/g) (Swiatek i sar.,
2021).

Metanolni ekstrakti nadzemnih delova G. lucidum i G. columbinum pokazali su manju
sposobnost neutralizacije DPPH radikala (ICs50>50 pg/mL) u poredenju sa ekstraktima G.
macrorrhizum, G. sanguineum, G. pyrenaicum i G. robertianum (1Cs50=10,58, 1C50=11,93,
ICs50=13,61 i 1C50=14,93 pg/mL, redom) (Wafa i sar., 2017; Nikolova i sar., 2010). Sa druge
strane, Wafa i sar. (2017) su u istom testu utvrdili snaznu antiradikalsku aktivnost metanolnog
ekstrakta nadzemnog dela G. lucidum (ICs0=1,86+0,22 pug/mL).

Vodeni ekstrakt nadzemnog dela G. palustre je takode ispoljio anti-DPPH delovanje
(I1C50=5,80 pg/mL) (Khavrona i sar., 2018).

G. phaeum je vrsta koja do sada nije ispitana u pogledu antioksidantnog delovanja, dok
za ostale ispitivane vrste, osim za G. macrorrhizum i G. sanguineum, ne postoje podaci 0
antioksidantnoj aktivnosti podzemnih organa.

Pored toga, do sada nije sprovedeno ispitivanje antioksidantne aktivnosti ovih biljaka u
bioloski relevantnoj sredini (serum) ¢ime se obezbeduju verodostojnije informacije o njihovoj
potencijalnoj terapijskoj primeni.

6.2. Antimikrobna aktivnost

Antimikrobna aktivnost pojednih vrsta roda Geranium ispitivana je in vitro, pre svega
prema Gram-pozitivnim i Gram-negativnim bakterijama i gljivicama, primenom disk difuzione
ili mikrodilucione metode. Za procenu rezultata dobijenih u ispitivanjima antimikrobne
aktivnosti Alves i sar. (2000) navode da se kod disk difuzione metode aktivnim i veoma
aktivnim smatraju uzorci sa zonom inhibicije od 13-18 mm, odnosno zonom ve¢om od 18 mm.
U mikrodilucionoj metodi, smatra se da uzorci sa minimalnim inhibitornim koncentracijama
(MIK) manjim od 100 pg/mL poseduju znacajnu antimikrobnu aktivnost (Rios i Recio, 2005).

U dosadasnjim ispitivanjima, metanolni ekstrakti lista i rizoma G. macrorrhizum ispoljili
su inhibitornu aktivnost prema razli¢itim bakterijama i gljivicama Candida albicans i Aspergillus
niger (MIK=15,6-500 pug/mL za ekstrakt listova i MIK=15,6-5000 pg/mL za ekstrakt rizoma).
Najbolju aktivnost ekstrakt lista pokazao je prema Staphylococcus aureus, a ekstrakt rizoma
prema Bacillus subtilis (Radulovi¢ i sar., 2012). Etanolni ekstrakti herbe i korena G. pyrenaicum
sojevi vrsta Enterococcus faecalis, C. albicans i Candida parapsilosis (Ozcelik i sar., 2010).

Vodeni ekstrakt cele biljke G. robertianum bio je aktivan prema Streptococcus mutans
(MIK=12,99 pg/mL) i Streptococcus sobrinus (MIK=19,70 ug/mL) (Lima, 2009).

Metanolni ekstrakt nadzemnog dela G. lucidum ispoljio je antimikrobnu aktivnost u disk
difuzionom testu na S. aureus (zona inhibicije 16,37+0,22 mm) i B. subtilis (zona inhibicije
13,51+0,10 mm) (Wafa i sar., 2017).
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Razliciti ekstrakti cveta G. sanguineum ispoljili su najvecu aktivnost prema Gram-
negativnoj bakteriji Agrobacterium vitis (MIK i MBK 0,25-2,0 mg/mL) (Hammami i sar., 2011).

Zabelezena je i znaCajna antibakterijska aktivnost vodenog ekstrakta nadzemnog dela G.
palustre protiv razli¢itih Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija primenom agar difuzione
metode (zona inhibicije 12-22 mm) (Khavrona i sar., 2018).

U literaturi postoje i podaci o antimikrobnom delovanju etarskih ulja dobijenih iz
razlicitih delova biljaka ovog roda.

Etarska ulja nadzemnog i podzemnog dela G. macrorrhizum pokazala su veoma visoku
aktivnost prema B. subtilis disk difuzionog (zone inhibicije od 33 i 38 mm) i bujon
mikrodilucionog tests (MIK=1,0 i MIK=0,4 pg/mL, redom) (Radulovi¢ i sar., 2010; Radulovi¢ i
sar., 2014).

Etarska ulja nadzemnog i podzemnog dela G. robertianum ispoljila su aktivnost prema
klinickom izolatu Escherichia coli (MIK=0,312 i MIK=0,156 mg/mL, MBK=0,312 i
MBK=0,625 mg/mL) i gljivici Aspergillus fumigatus (MIK=MBK=0,312 mg/mL) (Radulovi¢ i
sar., 2012).

Za etarsko ulje dobijeno iz cele biljke G. sanguineum takode je zabelezen efekat prema
gljivici A. fumigatus, kao i prema bakteriji Micrococcus flavus (MIK=MBK=0,312 mg/mL).
Sli¢na aktivnost ovog ulja uoena je prema klinickom izolatu E. coli (MIK=0,312 mg/mL,
MBK=0,625 mg/mL) (Radulovi¢ i sar., 2012). Takode, etarsko ulje nadzemnog dela ispoljilo je
slabu antimikrobnu aktivnost prema Mycobacterium smegmatis (MIK=1887 ug/uL), C. albicans
(MIK=3775 pg/mL), Saccharomyces cerevisiae (MIK=3775 pg/mL) i Bacillus cereus
(MIK=3775 pg/mL) (Renda i sar., 2016).

Etarsko ulje izolovano iz cele biljke G. lucidum ispoljilo je aktivnost prema bakterijama
P. aeruginosa (MIK=MBK=0,837 mg/mL) i klinickom izolatu Klebsiella pneumoniae
(MIK=0,837 mg/mL, MBK=1,675 mg/mL) (Radulovi¢ i sar., 2011).

| etarsko ulje podzemnog dela G. columbinum pokazalo je inhibitorno delovanje prema
klini¢kom izolatu K. pneumoniae (MIK=0,75 mg/mL). Sa druge strane, etarsko ulje nadzemnog
dela ove biljke pokazalo je najvecu inhibitornu aktivnost prema Clostridium perfringens
(MIK=0,437 mg/mL), kao i prema Pseudomonas aeruginosa i klinickom izolatu E. coli
(MIK=0,875 mg/mL) (Radulovi¢ i sar., 2011).

Etarsko ulje nadzemnog dela G. pyrenaicum ispoljilo je slabu aktivnost prema S. aureus
(MIK=335 pg/mL), B. cereus (MIK=167 pug/mL), Mycobacterium smegmatis (MIK=335 pg/mL)
i C. albicans (MIK=335 pg/mL) (Renda i sar., 2016).

Antivirusno delovanja biljaka roda Geranium ispitivano je u vrlo malom broju studija.
Vodeni ekstrakt korena G. sanguineum ispoljio je zna¢ajnu inhibitornu aktivnost na replikaciju
Herpes simplex virusa tip 1 i 2 (ECs0=3,6-6,2 pg/mL) (Serkedjieva i sar., 1998). Polifenolni
kompleks izolovan iz korena ove vrste je pokazao aktivnost protiv influenca A virusa u
koncentracijama ve¢im od 200 pg/mL (Serkedjieva i Hay, 1998a).

Geranium phaeum je vrsta za koju do sada ne postoje podaci o antimikrobnom delovaniju,
dok se za G. columbinum navodi antimikrobna aktivnost etarskog ulja, ali ne i ekstrakata
podzemnih i nadzemnih organa. Takode, za vecinu ispitivanih vrsta ne postoje podaci 0
antimikrobnom delovanju podzemnih organa sa izuzetkom G. macrorrhizum i G. pyrenaicum.

6.3. Citotoksi¢na aktivnost

Citotoksi¢na aktivnost ekstrakata biljaka roda Geranium ispitivana je prema razlicitim
¢elijskim linijama upotrebom kolorimetrijskih testova, MTT testom (engl. Microculture
tetrazolium test) i sulforodamin B testom.

U ispitivanju Sharopova i saradnika (2017) u MTT testu zabelezeno je citotoksi¢no
delovanje metanolnih ekstrakata lista i korena G. macrorrhizum na celije humane leukemije
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CCRF-CEM (IC50=22,4 i 1C50=112,3 pg/mL, redom) i CEM/ADR 5000 (IC50=98,3 i 1C50=154,2
pg/mL, redom).

Citotoksi¢na aktivnost vodenog ekstrakta lista G. robertianum pre¢i§¢enog procesom
ultrafiltracije utvrdena je na ¢elijama karcinoma larinksa (Hep-2) u MTT testu. Uoceno je dozno
1 vremenski zavisno smanjenje vijabilnosti ¢elija karcinoma (procenat ¢elijske vijabilnosti 60,0-
2,8%) u prisustvu ekstrakta (100-2000 pug/mL) (Neagu i sar., 2017). Takode, nepolarni i vodeni
ekstrakti cele biljke pokazali su odredenu aktivnost prema c¢elijskim linijama karcinoma dojke
(MCF-7), plu¢ca (NCI-H460), grlica materice (HelLa) i hepatocelularnog karcinoma (HepG2).
Acetonski ekstrakt ispoljio je ujednaceno citotoksi¢no delovanje prema svim ¢elijama karcinoma
(IC50=59-71 pg/mL) pri ¢emu su Celije karcinoma grlica materice bile najosetljivije. Infuz i
dekokt pokazali su veéu aktivnost prema celijama hepatocelularnog (ICs0=45,68 pg/mL i
1C50=52,2 pg/mL, redom) i karcinoma dojke (ICs0=74 pg/mL i ICs50=64 pg/mL, redom) (Graca i
sar., 2016a).

Swiatek i saradnici (2021) ispitivali su citotoksi¢ni potencijal razli¢itih ekstrakata
nadzemnog dela G. pyrenaicum prema celijama karcinoma hipofarinksa (FaDu), karcinoma
grlica materice (HeLa) i karcinoma kolona (RKO) u MTT testu. Za etilacetatni ekstrakt
zabeleZene su niske 1Cso vrednosti (ICs0=32,34-39,49 pg/mL), ali i niska selektivnost u odnosu
na zdrave celije. Sa druge strane, polarniji ekstrakti pokazali su selektivnije delovanje prema
¢elijama kancera. VVodeni ekstrakt pokazao je citotoksi¢no delovanje prema ¢elijama karcinoma
hipofarinksa (1Cs0=40,22 pg/mL) i najveéu selektivnost (Swiatek i sar., 2021).

Od osam wvrsta ispitivanin u okviru ove doktorske disertacije, postoje podaci o
citotoksi¢noj aktivnosti tri vrste, G. macrorrhizum, G. robertianum i G. pyrenaicum, dok ostale
do sada nisu ispitane.

6.4. Antiinflamatorna aktivnost

U pogledu testiranja antiinflamatornog potencijala ispitivanih vrsta roda Geranium, u
literaturi postoje podaci o aktivnosti ekstrakata G. robertianum i G. lucidum u razli¢itim in vitro
testovima.

Amaral i sar. (2009) su utvrdili sposobnost vodenoetanolnog ekstrakta lista G.
robertianum da neutraliSe hipohlorastu kiselinu (ICs0=111,94+2,53 uM), ali slabiju u poredenju
sa kvercetinom kao pozitivnom kontrolom (1Cs0=34,22+0,72 puM). Takode, utvrdeno je da
urolitini, produkti mikrobiotskog metabolizma elagnih tanina prisutnin u G. robertianum,
poseduju antiinflamatornu aktivnost koja se ogleda u inhibiciji produkcije medijatora
inflamacije. Urolitin A (0,625 pM) je potentan inhibitor produkcije TNF-a (29,2+6,4%), dok
urolitin C u istoj koncentraciji sprecava stvaranje IL-6 (13,9+2,2%) u celijskoj liniji THP-1
humanih makrofaga (Piwowarski i sar., 2014).

Catarino i sar. (2017) su ispitivali antiinflamatornu aktivnost dekokta lista i stabljike G.
robertianum u testovima inhibicije 5-LOX i neutralizacije NO®, kao i u ¢elijskom testu u kome
se procenjuje sposobnost inhibicije stvaranja NO® radikala i ekspresije INOS. Oba ekstrakta
ispoljila su snazno antiradikalsko delovanje (ICs0=20,0£0,9 i 1C50=24,2+8,0 pug/mL) protiv NO*
radikala, ¢ak deset puta jace od L-askorbinske kiseline (1C50=285,7+15,4 pug/mL). Sa druge
strane ekstrakti nisu imali uticaja na 5-LOX. Za ekstrakt stabljike (100 ug/mL) uocena je
statisticki znacajna inhibicija produkcije nitrita (18,7+1,1 uM), ali ne i uticaj na ekspresiju iINOS
(Catarino i sar., 2017).

30



6.5. Ostale farmakoloSke aktivnosti

Postoje podaci i o ispitivanju drugih farmakoloskih aktivnosti vrsta ovog roda.

U in vivo testovima ispitano je hepatoprotektivno delovanje G. macrorrhizum i
antidijabeticno delovanje G. robertianum (Radulovi¢ i sar., 2012; Ferreira i sar., 2010).
Antiulkusna aktivnost G. robertianum, hipoglikemijska aktivnost G. pyreanicum, antiesterazna
aktivnost obe vrste, kao i imunomodulatorna aktivnost G. sanguineum procenjene su u in vitro
testovima (Paun i sar., 2014; Lima, 2009; Swiatek i sar., 2021; Georgiev i sar., 2022).

Hepatoprotektivna aktivnost metanolnih ekstrakata nadzemnog i podzemnog dela G.
macrorrhizum ispitana je in vivo u animalnom modelu ugljen-tetrahloridom indukovane
hepatotoksi¢nosti. Intraperitonealna primena ekstrakata u dozi od 120-480 mg/kg dovela je do
dozno zavisnog smanjenja nivoa enzima jetre (AST, ALT, y-GT, PCHE) i ukupnih bilurubina $to
ukazuje na pozitivne efekte ekstrakata na smanjenje ostecenja jetre. Navedeni efekti su u skladu
sa histoloskom analizom koja pokazuje normalizaciju strukture i funkcije hepatocita u sluéaju
primene ekstrakata (Radulovi¢ i sar., 2012).

Ferreira i sar. (2010) ispitali su antidijabeti¢no delovanje dekokta lista G. robertianum na
dijabeti¢nim pacovima. Utvrdeno je da oralna primena dekokta ja¢ine 1:8 u dozi od 29 ml
dnevno dovodi do znac¢ajnog smanjenja glikemije od 35% u poredenju sa kontrolnom grupom.

Vodeni ekstrakt G. robertianum prec¢iséen procesom ultrafiltracije u visokom procentu
(~92%) je inhibirao ureazu, enzim iz grupe proteaza koju produkuje Helicobacter pylori i koji
ima znacajnu ulogu u razvoju ulkusa. S druge strane, u manjem procentu (~50%) ekstrakt je
inhibirao aktivnost a-himotripsina (<54%) koji ima ulogu u razgradnji proteina i polipeptida
(Paun i sar., 2014).

Lima (2009) navodi inhibitorno delovanje dekokta cele biljke G. robertianum na
acetilholin-esterazu (ICso 765,88 pg/mL) i potencijalnu primenu u terapiji Alchajmerove bolesti.
Slicno tome, Swiatek i sar. (2021) navode visoku anti-AChE (4,49 mg galantamin
ekvivalenata/g) 1 anti-BChE aktivnost (12,26 mg galantamin ekvivalenata/g) etilacetatnog
ekstrakta nadzemnih delova G. pyrenaicum. Isti ekstrakt inhibirao je aktivnost a-amilaze (1,04
mmol akarboza ekvivalenata/g), dok je metanolni ekstrakt smanjio aktivnost a-glukozidaze (2,04
mmol akarboza ekvivalenata/g). Inhibicija navedenih enzima usporava razgradnju ugljenih
hidrata u tankom crevu 1 posledi¢no smanjuje nivo glukoze u krvi nakon obroka §to je znacajno
sa aspekta kontrole glikemije kod pacijenata sa tip 2 dijabetesom.

Metanolni ekstrakt herbe G. robertianum inhibirao je tirozinazu (121,42 mg ekvivalenata
koji¢ne kiseline/g) Sto ukazuje na potencijalnu primenu u farmaceutskim i kozmeti¢kim
proizvodima za zastitu koZe i prevenciju hiperpigmentacije (Swiatek i sar., 2021).

Georgiev i sar. (2022) ispitivali su imunomodulatorno delovanje polisaharidnog
kompleksa listova i korena G. sanguineum ex vivo u humanim leukocitima nakon inflamacije.
Utvrdeno je da oba ekstrakta dovode do povecanja broja monocita i granulocita, s tim da
polisaharidni kompleks korena uzrokuje i porast broja T i B limfocita, a takode uti¢e i na
produkciju NO i IL-6 u vecoj meri u odnosu na polisaharidni kompleks listova (Georgiev i sar.,
2022).
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CILJ

Vrste roda Geranium imaju znacajnu etnomedicinsku primenu i veoma su cenjene u
tradicionalnoj medicini na Balkanu. U spontanoj flori Republike Srbije rastu 23 vrste roda
Geranium, od kojih je znacajan broj zastupljen na Vlasinskoj visoravni i okolini.

Cilj ove doktorske disertacije je ispitivanje podzemnih i nadzemnih delova osam
samoniklih biljnih vrsta roda Geranium, sakupljenih na Vlasinskoj visoravni (jugoisto¢na
Srbija), 1 to: G. macrorrhizum, G. robertianum, G. phaeum, G. palustre,
G. sanguineum, G. columbinum, G. pyrenaicum i G. lucidum u pogledu:

1. Hemijske karakterizacije ispitivanih vrsta:

utvrdivanja Kkvalitativnog i kvantitativnog sastava isparljivih frakcija podzemnih i
nadzemnih delova

 utvrdivanja hemijskog profila ekstrakata podzemnih i nadzemnih delova i odredivanja
sadrzaja najznacajnijih sekundarnih metabolita i

izolovanja i odredivanja strukture odredenih sastojaka ekstrakata.

2. Skrininga farmakoloskih aktivnosti ispitivanih vrsta, i to ispitivanjem:
antioksidantnog potencijala
antimikrobne aktivnosti i
citotoksicne aktivnosti.

Rezultati ispitivanja hemijskog sastava i farmakoloskih aktivnosti navedenih Geranium

vrsta ukazaée na moguénosti njihove primene i daljih istrazivanja ovih biljaka kao potencijalno
novih lekovitih biljnih sirovina.
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MATERIJAL | METODE

1. Biljni materijal

Podzemni i nadzemni organi (herba) osam vrsta roda Geranium sakupljeni su u periodu

cvetanja na prirodnim staniStima na Vlasinskoj visoravni (jugoisto¢na Srbija).

Biljni materijal su identifikovali prof. dr Branislava Lakusi¢ (Katedra za Botaniku,
Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski fakultet) i prof. dr Bojan Zlatkovi¢ (Katedra za Biologiju
i ekologiju, Univerzitet u NiSu - Prirodno-matematicki fakultet). Herbarijumski primerci
deponovani su u Herbarijumu Katedre za Biologiju i ekologiju, Univerzitet u Nisu - Prirodno-
matematicki fakultet (Herbarium Moesiacum Nis, HMN) i Herbarijumu Katedre za Botaniku,
Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski fakultet (HFF).

Biljni materijal je osusen na senovitom, provetrenom mestu, na sobnoj temperaturi, i
¢uvan na hladnom i tamnom mestu do destilacije, odnosno ekstrakcije.

Podaci o sakupljenom biljnom materijalu sa datumima, lokalitetima sakupljanja, tipom
podloge i staniSta, kao i kolektorskim brojevima prikazani su u Tabeli 3.

Tabela 3. Podaci o sakupljenom biljnom materijalu

Vrsta Lokalitet Datum | Nad. Geografska Geografska |Podloga Staniste
. . visina Sirina duZina
kolektorski bro
( ) (m)
Dojéinova | 27.06.2017. | 1251 | 42°45'44.34"N | 22°18'42.33"E | skriljci | . ’
(HMN 13964) mahala mocvarna mesta
G. robertianum i i
Jabukovik, | g 06 9017, | 554 | 42°5441.04°N | 22°2048.47"E | skriljci | StENE U bUKOVO]
(HMN 13965) Sastav Reka Sumi
G. pyrenaicum L
by Crna Trava, | 46 062017, | 1205 | 42°46'43.77"N | 22°1848.87"E | skriljci | PIanInski
(HMN 13966) Rakinci pasnjaci i livade
G. columbinum ; :
Jabukovik, | g 06 9017, | 554 | 42°5441.04°N | 22°2048.47"E | skriljei | |VAde: pored
(HMN 13967) Sastav Reka puteva
Velkova | 08.06.2017. | 1233 | 42°44'39.77"N | 22°19'34.29"E | tkriljci | bukova Suma
G. macrorrhizum .
Cma(}ra"a’ 08.06.2017. | 963 | 42°49'41.01"N | 22°17'26.43"E | tkriljci | StEN® U Pukovoj
(HMN 13969) Pudine Sumi
G. sanguineum Okruglica, < -
dolina | 27.06.2017. | 1155 | 42°38'9.91"N | 22°22'49.87"E | tkriljci Sgrrnszkevp?fhﬁi
(HMN 13970) Dejanove reke 1 brezovey su
G. lucidum Jabukovik vlazna mesta u
' 1 08.06.2017. | 552 | 42°54'40.21"N | 22°20'46.85"E | skriljci

(HMN 13971)

Sastav Reka

bukovoj Sumi
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2. Izolovanje i analiza hemijskog sastava isparljivih frakcija

2.1.  lzolovanje isparljivih frakcija

Za izolovanje isparljivih jedinjenja biljni materijal je neposredno pre destilacije usitnjen
do konzistencije praska. Isparljive frakcije podzemnih i nadzemih delova odabranih vrsta roda
Geranium izolovane su destilacijom vodenom parom u aparaturi po Clevenger-u, u skladu sa
procedurom Evropske farmakopeje 10.2 uz primenu n-heksana kao rastvaraca (1 mL), tokom 2,5
h. Nakon izolovanja, isparljive frakcije su ¢uvane na 4 °C do analize.

2.2. Kvalitativna i kvantitativna analiza isparljivih frakcija

Kvalitativna i kvantitativna analiza isparljivih frakcija podzemnih i nadzemnih delova
izvrSena je gasnom hromatografijom sa plameno-jonizacionim (FID) i masenim detektorom
(MSD), pomocu Agilent 6890N gasnog hromatografa (Agilent Technologies, SAD) i Agilent
5975C MS detektora pri slede¢im eksperimentalnim uslovima:

— temperatura split-splitless injektora 200 °C;

— kapilarna kolona HP-5MS (Agilent; 30 m x 0,32 mm, debljina filma stacionarne faze 0,25
Hm);

— gas nosac: helijum;

— brzina protoka gasa nosaca 1,0 mL/min;

— temperaturni program 60-280 °C sa promenom od 3 °C/min i zadrzavanjem Kkrajnje
temperature tokom 5 min;

— temperatura transfer linije od 300 °C za FID i 250 °C za MS detektor;

— energija elektronske jonizacije 70 eV;

— zapremina injektovanog uzorka 1 pL u split modu (1:10).

Identifikacija komponenata isparljivih frakcija izvrSena je poredenjem njihovih
retencionih vremena (Rt), linearnih retencionih indeksa (RI) i masenih spektara sa
odgovaraju¢im podacima za referentne supstance i/ili jedinjenja iz kompjuterske datoteke (Wiley
8th Edition, NIST/NBS 05), literature (Adams, 2007; Zhao Zeng i sar., 2007; Custers, 2009;
Cardeal i sar., 2006; Kuki¢ i sar., 2006; Stojanovi¢ i sar., 2000; Lazari i sar., 2000; Leffingwell i
Alford, 2005; Jerkovi¢ i sar., 2010; Andriamaharavo, 2014; Zhao i sar., 2006; Zaikin i Borisov,
2002; Ruther i sar., 1998; Flamini i sar., 2006; Radulovi¢ i sar., 2010). Linearni retencioni
indeksi odredeni su u odnosu na homologi niz n-alkana (Cs-Ca0) (Fluka, Svajcarska) analiziranih
pod identi¢nim hromatografskim uslovima (Van den Dool and Kratz, 1963).

Procentualni sadrzaj komponenata odreden je metodom normalizacije integrisanih
povrsina pikova detektovanih pomocu FID detektora.

Statisti¢ka klaster analiza

Rezultati kvalitativne i kvantitativne analize sastava isparljivih frakcija ispitivanih biljaka
statisticki su obradeni primenom UPGMA (eng. Unweighted Pair-Group Arithmetic Averages
clustering) metode hijerarhijske klaster analize, tj. metode spajanja na osnovu Pearson-ovih
distanci, pomocu softvera Statistica 5.1. (StatSoft Inc.).
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UPGMA je metoda multivarijantne klaster analize koja grupise objekte na osnovu
njihovih sli¢nosti ili razlika i ¢iji rezultat je graficki prikaz — dendrogram, koji na osnovu
razdaljine izmedu pojedinih uzoraka prikazuje ukupnu sli¢nost ili razlike izedu njih (Marcetic,
2014). Klaster analiza je obuhvatila sve komponente isparljivih frakcija i njihove relativne

procente.

3. Priprema metanolnih ekstrakata

Osuseni podzemni i nadzemni organi (herba) ispitivanih vrsta roda Geranium, najpre su
usitnjeni do konzistencije praska i obezmasceni petroletrom, postupkom maceracije tokom 24 h
na sobnoj temperaturi (odnos droga:rastvara¢ iznosio je 1:6), a potom ekstrahovani metanolom
procesom bimaceracije (24 h, odnos droga:rastvara¢ iznosio je 1:10) uz kontinuirano me$anje na
sobnoj temperaturi pomoc¢u KS 15 A sejkera (Edmund Bihler GmbH, Bodelshausen). Nakon
filtriranja, metanol je uklonjen uparavanjem pod snizenim pritiskom pomocu rotacionog
vakuum-upariva¢a (Biichi Rotavapor R-Il, Flawil, Svajcarska), a masa dobijenih suvih ekstrakata
izmerena i izraCunat prinos ekstrakcije (Tabela 4).

Suvi metanolni ekstrakti ¢uvani su u zamrzivac¢u na temperaturi od -18 °C do hemijske
analize, odnosno ispitivanja farmakoloske aktivnosti.

Tabela 4. Prinos suvih metanolnih ekstrakata ispitivanih Geranium vrsta

Prinos (%, m/m)
Vrsta
podzemni delovi nadzemni delovi
G. palustre 28,83 19,13
G. robertianum 4,67 9,54
G. pyrenaicum 20,42 7,20
G. columbinum 4,82 9,08
G. phaeum 17,05 7,37
G. macrorrhizum 25,48 11,95
G. sanguineum 23,94 16,53
G. lucidum 4,20 5,95
4, Spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola i tanina

u metanolnim ekstraktima

Sadrzaj ukupnih polifenola u suvim metanolnim ekstraktima podzemnih i nadzemnih
delova ispitivanih Geranium vrsta odreden je spektrofotometrijski na osnovu bojene reakcije sa
fosfomolibdovolframovom kiselinom (Folin-Ciocalteu reagens, FC) (Velioglu i sar., 1998).
Reakcija se zasniva na redukciji FC reagensa od strane polifenolnih jedinjenja pri ¢emu nastaje
kompleksno jedinjenje plave boje (Slika 19) ¢ija se apsorbancija meri.
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Slika 19. Princip reakcije oksidoredukcije galne kiseline i molibdena iz FC reagensa (Martono i
sar., 2019)

100 pL metanolnog rastvora suvog ekstrakta (0,2 mg/mL) pomesano je sa 750 uL FC
reagensa (Sigma-Aldrich) razblazenog 10 puta. Nakon inkubacije od 5 min na sobnoj
temperaturi, dodato je 750 pL NaxCOs (60 g/L) i promuckano. Nakon 90 min inkubacije u
mraku, izmerena je apsorbancija na 725 nm. Slepa proba je pripremljena na isti nacin
koris¢enjem metanola umesto uzorka.

Sadrzaj tanina u ispitivanim ekstraktima je odreden nakon njihove adsorpcije na kozni
prah, prema propisu datom u Ph. Eur. 10. Suvi ekstrakti su najpre rastvoreni u metanolu (0,2
mg/mL), a zatim je u 10 mL rastvora ispitivanog ekstrakta dodato 100 mg koznog praha. Nakon
meSanja tokom 1 sata, smesa je filtrirana 1 u filtratu je odreden sadrzaj netaninskih polifenolnih
jedinjenja na nacin koji je prethodno opisan za odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola. Sadrzaj
tanina je izra¢unat kao razlika sadrzaja ukupnih i netaninskih polifenola.

Sva ispitivanja su radena u triplikatu, a rezultati su izraZzeni u miligramima ekvivalenata
galne kiseline po gramu suvog ekstrakta (mg GAE/g) koriste¢i kalibracionu krivu galne kiseline
(1-10 mg/mL; y=0,0642x-0,1326; R?=0,9902).

5. Izolovanje 1 utvrdivanje strukture sekundarnih metabolita iz
metanolnog ekstrakta nadzemnog dela G. palustre

5.1.  lzolovanje sekundarnih metabolita

Za izolovanje sekundarnih  metabolita iz metanolnog ekstrakta  herbe
G. palustre primenjena je hromatografija u koloni. Kao stacionarne faze koris¢eni su adsorbensi:
Sefadeks LH-20 (GE Healthcare Bio-Science, Svedska) i oktadecilsilikagel (Sigma-Aldrich,
SAD).

Suvi metanolni ekstrakt (1,52 g) suspendovan je u apsolutnom etanolu (3 mL) i razdvajan
na stubu Sefadeksa LH-20 (3 x 24 cm) primenom sledecih eluenata: apsolutni etanol, smesa
apsolutnog etanola i 70% acetona (50/50, V/V) i na kraju 70% acetona.

Prikupljeno je 38 frakcija, zapremine 50 mL (Al-A38), a njihov sastav je pracen
primenom visokoefikasne te¢ne hromatografije upotrebom Agilent 1100 tecnog hromatografa sa
detektorom sa nizom dioda (HPLC-DAD). Razdvajanje je vrSeno na Zorbax Sb-C18 koloni (4,6
x 250 mm, dijametar Cestica 5 um) pri temperaturi kolone od 25 °C. Zapremina injektovanog
uzorka iznosila je 20 pL. Binarna mobilna faza sastajala se od 0,33% HsPO4 u vodi (A) i
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acetonitrila (B). Brzina protoka mobilne faze bila je 0,8 mL/min, uz gradijentni program
eluiranja dat u Tabeli 5.

Tabela 5. Program eluiranja (HPLC analiza za pracenje sastava frakcija)

Vreme (min) % B (acetonitril)
0 8
40 30
50 10

Na osnovu sli¢nog sastava, frakcije od A22 do A26 su spojene (0,23 g). Deo dobijene
frakcije A22-A26 (0,15 g) suspendovan je u apsolutnom etanolu i razdvojen hromatografijom u
koloni na stubu oktadecilsilikagela (1,2 x 17 ¢cm) primenom smeSe acetonitrila i vode (10/90-
50/50, V/IV). Prikupljeno je 27 frakcija (B1-B27) zapremine 10 mL, ¢iji je sastav je praen
primenom HPLC-DAD, sa programom eluiranja datim u Tabeli 5. Iz frakcije B15 dobijeno je 4,5
mg jedinjenja 1 (korilagin), a iz spojenih frakcija B24 i B25 5,4 mg jedinjenja 2 (astragalin-2"-
O-galat).

5.2.  Utvrdivanje strukture izolovanih sekundarnih metabolita

Za utvrdivanje strukture izolovanih jedinjenja snimljeni su njihovi UV-Vis, ESI-MS i
NMR spektri.

UV-Vis i maseni spektri dobijeni su LC-MS analizom korisé¢enjem Agilent 1260 te¢nog
hromatografa sa Zorbax Sh-Aqg kolonom (3 x 150 mm, dijametar ¢estica 3,5 um) i mobilne faze
koja se sastojala iz smese 0,1% HCOOH (A) i acetonitrila (B). Brzina protoka mobilne faze bila
je 0,35 mL/min. Eluiranje je vrSeno na temperaturi od 25°C, a program eluiranja prikazan je u
Tabeli 6.

Tabela 6. Program eluiranja (LC-MS analiza izolovanih jedinjenja)

Vreme (min) % B (acetonitril)
0 10
35 30
45 70
55 10

UV-Vis spektri (oblast 190-640 nm) snimljeni su pomo¢u G4212B PDA detektora
(detektora sa nizom fotodioda), dok je za snimanje ESI-masenih spektara koris¢en jednostruki
kvadrupol maseni detektor Agilent 6130. Opseg masa je podesen na 100-1200 m/z, a elektrosprej
jonizacija u negativnom modu odvijala se 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 fragmentatora 70, 100, 200 i/ili 250 V.

Jednodimenzionalni (*H, 400 MHz; *3C, 101 MHz) i dvodimenzionalni (COSY; HSQC;
HMBC) NMR spektri dobijeni su upotrebom Bruker Ascend™ 400 uredaja. Neposredno pre
snimanja, uzorci su rastvoreni u deuterisanom metanolu (MeOH-ds). Hemijska pomeranja ()
izrazena su u ppm, a konstanta sprezanja (J) u Hz. Kao interni standard koris¢en je
tetrametilsilan (6=0 ppm).
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6. Analiza hemijskog sastava metanolnih ekstrakata

Kvalitativni i kvantitativni sastav metanolnih ekstrakata podzemnih i nadzemih delova
ispitivanih vrsta utvrden je primenom tecne hromatografije sa masenom spektrometrijom (LC-
MS).

Priprema uzorka za analizu

Ispitivani, suvi metanolni ekstrakti su neposredno pre analize rastvoreni u metanolu (u
koncentraciji 5 mg/mL) i profiltrirani kroz membranski filter (0,45 um) (Econofilter, Agilent
Technologies, Nemacka).

Uslovi izvodenja LC-MS analize

Analiza je izvrSena pomocu Agilent 1260 tecnog hromatografa sa kvadrupol masenim
detektorom Agilent 6130 i PDA detektorom (G4212B). Parametri masenog detektora bili su isti
kao u postupku snimanja MS spektara izolovanih jedinjenja (navedeni su u prethodnom odeljku).
Razdvajanje je vrSeno na Zorbax Sb-Aq koloni (3 x 150 mm, dijametar Cestica 3,5 pm) pri
temperaturi kolone od 25 °C. Zapremina injektovanog uzorka je iznosila 5 L. Binarna mobilna
faza sastajala se od 0,1% HCOOH (A) i acetonitrila (B). Program eluiranja prikazan je u Tabeli
6.

Identifikacija sekundarnih metabolita

Identifikacija razdvojenih sekundarnih metabolita u ispitivanim ekstraktima izvrSena je
poredenjem njihovih retencionih vremena, UV-Vis i masenih spektara sa odgovaraju¢im
podacima dobijenih analizom poredbenih supstanci (komercijalni standardi i izolovana jedinjenja
¢ija je struktura prethodno utvrdena) pod istim hromatografskim uslovima, kao i sa
odgovaraju¢im literaturnim spektralnim podacima (Catarino i sar, 2017; Clifford i sar, 2007;
Swiatek i sar., 2021; Balazs i sar., 2011; Fang i sar., 2007; Falc3o i sar., 2013; Catarino i sar,
2017; Zengin i sar., 2021; Alvarez-Fernandez i sar., 2015; Graca i sar., 2017; Tuominen i
Salminen, 2017; Wu i sar., 2012).

Odredivanje sadrzaja sekundarnih metabolita

Kvantitativna LC-MS analiza ispitivanih ekstrakata izvrSena je metodom kalibracione
krive uz primenu eksternih standarda. Opseg koncentracija poredbenih supstanci za izradu
kalibracionih krivih, jednadine kalibracionih krivih, vrednosti koeficijenta korelacije, limita
detekcije (eng. limit of detection, LOD) i limita kvantifikacije (eng. limit of quantification, LOQ)
kao i talasne duzine na kojim je merena povrSina odgovarajucih pikova dati su u Tabeli 7. Limit
detekcije (LOD) 1 limit kvantifikacije (LOQ) odredeni su u skladu sa smernicama Medunarodne
konferencije za harmonizaciju (ICH, 2005).

Sadrzaj sekundardnih metabolita u metanolnim ekstraktima izraZzen je u mg/g suvog
ekstrakta i predstavlja srednju vrednost 3 ponavljanja.
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Tabela 7. Parametri kvantitativne analiza ispitivanih ekstrakata

Poredbena Opseg Jednacina Koeficijent | LOD LOQ Merna

supstanca koncentracija | kalibracione korelacije | (mg/mL) (mg/mL) talasna
za pripremu | krive duZzina
kalibracione
krive

Protokatehinska | 0,002-0,02 y=37686x+8,0338 | R?=0,9996 | 0,001 0,002 250 nm

kiselina mg/mL

Elagna kiselina | 0,007-0,12 y=138296x-287,46 | R?=0,0998 | 0,002 0,007 250 nm
mg/mL

Galna kiseli - =42795x+163,83;

Iselina 1 0,00035-0.5 1Y X R?=0,9987 | 0,001 0,005 270 nm

mg/mL

Hlorogenska 0,01-0,1 y=29141x+17,71; B

iseling —y R?=0,9999 | 0,002 0,005 320 nm

Geraniin 0,06-1 mg/mL | y=19118x-762,48; | R?=0,9977 | 0,063 0,192 270 nm

Korilagin 0,04-0.4 y=13011x-46,677; | R?2=0,9995 | 0,010 0,031 270 nm
mg/mL

Kvercetin 0004-012 |\ _13999x-20,771; | R2=0,0999 | 0,002 0,006 350 nm
mg/mL

Kemferol 0,008-0,1 y=51080x+12,596; | R2=0,9996 | 0,001 0,003 350 nm
mg/mL

Astragalin-2"'- 0,012-0,14 _ . .

O-galar — y=13244x-10,974; | R?=1 0,011 0,032 350 nm

Poredbene supstance

Kao poredbene supstance za identifikaciju 1 kvantitativnu analizu koriS¢eni su
komercijalni standardi elagne kiseline (Sigma-Aldrich, SAD), galne kiseline (Roth, Nemacka),
protokatehinske kiseline (Sigma-Aldrich, SAD), hlorogenske kiseline (Roth, Nemacka),
geraniina (Phytolab, Nemacka), kemferola (Fluka, Svajcarska), kvercetina (Sigma-Aldrich,
SAD), hiperozida (Roth, Nemacka), izokvercitrina (Sigma-Aldrich, SAD), astragalina (Sigma-
Aldrich, SAD), kao i izolovana jedinjenja ¢ija je struktura prethodno utvrdena: telimagrandin I i
telimagrandin 11 iz cvasti Filipendula vulgaris (L.) (Samardzi¢ i sar., 2018) i korilagin i
astragalin-2"-O-galat izolovani i identifikovani u ovom radu iz metanolnog ekstrakta nadzemnog
dela G. palustre, prethodno opisanim postupkom.

Statisti¢ka klaster analiza

Rezultati kvalitativne i kvantitativne LC-MS analize hemijskog sastava ispitivanih
metanolnih ekstrakata statisticki su obradeni primenom klaster analize UPGMA (Unweighted
Pair-Group Arithmetic Averages clustering) metode pomocu softvera Statistica 5.1 (StatSoft
Inc.), na isti nac¢in kao i kod klaster analize sastava isparljivih frakcija. Klaster analiza
ukljucivala je sadrzaj svih polifenolnih jedinjenja u ispitivanim ekstraktima.
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7. Ispitivanje antioksidantne aktivnosti metanolnih ekstrakata

Antioksidantni potencijal metanolnih ekstrakata podzemnih i nadzemnih delova svih
ispitivanih Geranium vrsta utvrden je in vitro testovima, kao i ispitivanjem njihovog uticaja na
parametre oksidativnog stresa u humanom serumu.

Ukupan antioksidantni potencijal ekstrakata procenjen je ispitivanjem njihove
sposobnosti  da redukuju Fe3*-2,4,6-tripiridil-s-triazin  kompleks (FRAP test), dok je
antiradikalska aktivnost ispitana testom neutralizacije DPPH radikala.

Aktivnost ispitivanih ekstrakata uporedena je sa aktivnoS¢u poznatih antioksidanasa, L-
askorbinske kiseline i troloksa (hidrosolubilni ekvivalent vitamina E).

7.1.  Ukupna antioksidantna aktivnost (FRAP test)

Ukupna antioksidantna aktivnost, tj. redukciona sposobnost metanolnih ekstrakata
procenjena je FRAP testom (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power) koji se zashiva na
promeni boje: Fe®'-2,4,6-tripiridil-s-triazin (Fe**-TPTZ) kompleks se redukuje do plavo
obojenog Fe?*-TPTZ kompleksa (Slika 20) (Luximon-Ramma i sar., 2002; Prior i sar., 2005;
Sz6116si i Varga, 2002).
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Slika 20. Redukcija Fe**-TPTZ kompleksa do plavo obojenog Fe?*-TPTZ kompleksa pod
uticajem antioksidanasa (Prior i sar., 2005).

FRAP reagens je dobijen mesanjem 25 mL acetatnog pufera (300 mmol/L, pH 3,6) sa 2,5
mL TPTZ rastvora (rastvor 10 mmol/L TPTZ u 40 mmol/L HCI) i 2,5 mL vodenog rastvora
FeClz (20 mmol/L). Uzorci su pripremljeni meSanjem 3 mL FRAP reagensa i razli¢itih
zapremina (10 pL, 25 pL ili 50 pL) metanolnih rastvora ispitivanih ekstrakata koncentracija 0,5,
1 ili 2 mg/mL, u zavisnosti od samog ekstrakta. Slepa proba i pozitivna kontrola su pripremljene
na isti na¢in kori§¢enjem metanola, odnosno rastvora L-askorbinske kiseline (koncentracije 0,1
mg/mL) umesto rastvora ispitivanog ekstrakta. Nakon inkubacije na 37 °C tokom 30 min,
izmerena je apsorbancija na 593 nm. Ispitivanja su vrSena u triplikatu, a rezultati su izrazeni kao
FRAP vrednost koja predstavlja broj mmol Fe?* jona koji ima istu redukcionu sposobnost kao
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1 g suvog metanolnog ekstrakta. Ova vrednost dobijena je koriS¢enjem kalibracione krive
(y=0,864x+0,0165, r’=0,9979) koja prikazuje zavisnost apsorbancije od koncentracije
gvozde(Il)-sulfata (100-1000 umol/L) (Kuki¢ i sar., 2006).

7.2.  Test neutralizacije DPPH radikala

DPPH-test se zasniva na redukciji 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikala, u
prisustvu antioksidanasa, do Zuto obojenog proizvoda (DPPH-H) ¢ija se apsorbancija meri (Slika
21) (Cuendet i sar., 1997).

N(CgHs). N(CgHs)2
+,/ 7
H;N HN
O,N NO, O;N NO,
—_—
NO, NO,

Slika 21. Redukcija DPPH radikala pod uticajem antioksidanasa (Popovi¢, 2013)

Razli¢ite zapremine rastvora ispitivanih suvih ekstrakata u metanolu (koncentracije 1,0
mg/mL u sluCaju ekstrakta nadzemnog dela G. phaeum ili 0,5 mg/mL u slucaju ostalih
ekstrakata) razblazene su do 2,0 mL metanolom. Nakon dodatka 0,5 mL rastvora DPPH (0,5
MM) uzorci su snazno promuckani i posle 30 min inkubacije na sobnoj temperaturi u mraku,
merena je apsorbancija na 517 nm u odnosu na metanol kao slepu probu. Kao pozitivna kontrola
koriS¢ena je L-askorbinska kiselina. Ispitivanja su vr$ena u triplikatu.

Sposobnost neutralizacije DPPH radikala (IC) dobijena je primenom slede¢e jednacine:
IC%) =100 x (Ao — As)/Ao, pri ¢emu je
Ao — apsorbancija kontrole,

As— apsorbancija analize.

Rezultati su izrazeni kao ICso vrednost — koncentracija ekstrakta/pozitivne kontrole koja

neutralise 50% DPPH radikala i predstavljaju srednju vrednost tri odredivanja.

7.3. Odredivanje parametara oksidativnog stresa u humanom serumu

Antioksidantna aktivnost metanolnih ekstrakata podzemnih i nadzemnih delova osam
ispitivanih vrsta roda Geranium procenjena je odredivanjem parametara oksidativnog stresa in
vitro u humanom serumu nakon indukovanja oksidativnog stresa terc-butilhidroperoksidom
(TBH). Serumski pul je dobijen spajanjem seruma zdravih dobrovoljaca sakupljenih prilikom
njihovih redovnih kontrola na VVojnomedicinskoj akademiji u Beogradu i uz njihov informisani
pristanak za upotrebu seruma u navedene svrhe. U ispitivanju su kori$¢eni isklju¢ivo serumi sa
referentnim osnovnim biohemijskim parametrima. Serumski pul je podeljen, a alikvoti ¢uvani u
zamrzivacu na -80 °C do analize, najduze 2 nedelje.

Priprema uzoraka

Postupak pripreme uzoraka predstavljen je u Tabeli 8. Jednake zapremine (25 pL)
rastvora ekstrakta u dimetilsulfoksidu (DMSO) rastu¢ih koncentracija (0,25, 0,5 i 1 mg/mL) i
terc-butilhidroperoksida (0,25 mmol/L) pomeSane su sa 450 pL seruma tako da su koncentracije
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uzoraka bile u opsegu 12,5-50 pg/mL. Nakon intenzivnog mesanja na Vortex mesalici, smesa je
inkubirana na temperaturi od 37 °C tokom dva sata. Svi uzorci su postavljeni u duplikatu.
Troloks (hidrosolubilni ekvivalent vitamina E) kori§¢en je kao pozitivna kontrola, a slepa proba
je pripremljena upotrebom rastvaraca (DMSO).

Tabela 8. Priprema uzoraka za odredivanje parametara oksidativnog stresa

<RIt ANITIZG Ak Kontrolni uzorak
0,25 mg/mL 0,5 mg/mL 1 mg/mL
Serum 450 pL 450 pL 450 pL 450 L
Rastvor ekstrakta u DMSO 25 pL 25 pL 25 pL -
Rastvara¢ (DMSO) - - - 25 pL
TBH 25 pL 25 pL 25 uL 25 uL

Nakon pripreme uzoraka, pomocu ELISA ¢itaca (Pharmacia LKB, Wien, Austria)
spektrofotometrijski, na odgovaraju¢im talasnim duzinama, odredeni su parametri oksidativnog
stresa: totalni antioksidantni kapacitet (TAK), totalni oksidantni potencijal (TOP),
prooksidantno-antioksidantni balans (PAB) i ukupne sulfhidrilne grupe (SHG).

Totalni antioksidantni kapacitet (TAK)

Odredivanje totalnog antioksidantnog kapaciteta ili statusa se zasniva na ¢injenici da je
2,2 -azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS) razli¢ite boje u zavisnosti od
oksidacionog stanja (Erel, 2004; Kotur-Stevuljevi¢, 2015).

ABTS" katjon je u kiseloj sredini (acetatni pufer, pH = 3,6) u prisustvu vodonik-
peroksida plavozelene (smaragdne) boje za razliku od redukovanog oblika koji je bezbojan.
Antioksidansi prisutni u uzorku dovode do smanjenja intenziteta boje katjona proporcionalno
njihovoj koli¢ini u uzorku.

Postupak odredivanja TAK prikazan je u Tabeli 9.

Tabela 9. Odredivanje totalnog antioksidantnog kapaciteta (TAK)

Analiza Standard Slepa proba
Uzorak? 12,5 uL - -
Reagens 1° 200 pL 200 pL 200 pL
Reagens 2° 37,5 uL 37,5 uL 37,5 uL
Standard¢ - 12,5 uL -
Dejonizovana voda - - 12,5 uL

2 Prethodno pripremljeni uzorci (Tabela 8)

® Acetatni pufer (0,4 mol/L, pH = 5,8)

¢ Rastvor ABTS-a: pripremljen je rastvaranjem 0,549 g ABTS-a u 100 mL smeSe acetatnog pufera (30
mmol/L, pH = 3,6) i rastvora vodonik-peroksida (2 mmol/L) u odnosu 3:7. Rastvor je inkubiran tokom
jednog sata na sobnoj temperaturi pri ¢emu je doslo do formiranja ABTS" katjona karakteristicne
smaragdne boje.

d Rastvor troloksa: pripremljen je rastvaranjem troloksa u fosfatnom puferu (30 mmol/L, pH = 7,4) u
rastu¢im koncentracijama (0,125-2 mmol/L).

Nakon dodavanja reagenasa i inkubacije na sobnoj temperaturi tokom 10 min izmerena je
apsorbancija na 660 nm uz dejonizovanu vodu kao slepu probu.

Rezultati su izrazeni kao broj mmol troloks ekvivalenata/L na osnovu kalibracione krive
(y=0,0004x +0,0512, R?=0,9915) koja prikazuje zavisnost apsorbancije od koncentracije troloksa.
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Totalni oksidantni potencijal (TOP)

Odredivanje totalnog oksidantnog potencijala ili statusa se zasniva na oksidaciji fero jona
Fe2*-o-dianizidinskog kompleksa do feri jona (Fe®**) pod uticajem oksidanasa (Erel 2005; Kotur-
Stevuljevi¢ 1 sar., 2015). Nastali feri jon sa ksilenol-oranzom u kiseloj sredini gradi kompleks
narandzaste boje. Intenzitet boje srazmeran je koliCini oksidanasa. Na ovaj nacin se vr$i procena
koli¢ine ukupnih oksidacionih molekula (vodonik-peroksida i lipidnih hidroperoksida).

Postupak odredivanja prikazan je u Tabeli 10. Rezultati su izrazeni kao broj umol H2O2/L
na osnovu Kkalibracione krive (y=0,0064x+0,0584, R?=0,9965) koja prikazuje zavisnost
apsorbancije od koncentracije vodonik-peroksida (10-200 pmol/L).

Nakon pripreme, uzorci su inkubirani tokom 3-4 min, a zatim je izmerena apsorbancija
na 560 nm uz dejonizovanu vodu kao slepu probu.

Tabela 10. Odredivanje totalnog oksidantnog potencijala (TOP)

Analiza Standard Slepa proba
Uzorak? 35 uL - -
Reagens 1° 225 pL 225 pL 225 pL
Reagens 2° 11 pL 11 uL -
Standard® - 35 pL -
Dejonizovana voda - - 35 uL

2 Prethodno pripremljeni uzorci (Tabela 8)

b TOS 1: pripremljen rastvaranjem 114 mg ksilenol-oranza i 8,18 g natrijum-hlorida u 900 mL sumporne
kiseline (25 mmol/L) i dodavanjem 100 mL glicerola, a pH vrednost je podesena na 1,75

¢ TOS 2: pripremljen rastvaranjem 1,96 g gvozde(II)-amonijumsulfata i 3,17 g o-dianizidin-dihidrohlorida
u 1000 mL sumporne kiseline (25 mmol/L)

d Rastvor vodonik-peroksida (10-200 pmol/L)

Prooksidantno-antioksidantni balans (PAB)

Ispitivanje prooksidantno-antioksidantnog balansa podrazumeva odredivanje koli¢ine
vodonik-peroksida u prisustvu antioksidanasa i zasniva se na promeni boje 3,3',5,5'-
tetrametilbenzidina (TMB) u zavisnosti od oksidacionog stanja (Alamdari i sar., 2007; Kotur-
Stevuljevi¢ 1 sar., 2015). TMB katjon je plave boje, dok je redukovani, molekulski oblik
bezbojan. TMB spontano reaguje sa vodonik-peroksidom i antioksidansima pri ¢emu je reakcija
sa vodonik-peroksidom enzimski katalizovana za razliku od reakcije sa antioksidansima.
Intenzitet plave boje TMB" katjona proporcionalan je koli¢ini oksidanasa u uzorku.

Postupak odredivanja prikazan je u Tabeli 11. Rezultati su izrazeni kao koncentracija (%)
vodonik-peroksida u uzorku, a dobijeni su primenom Kkalibracione krive (y=0,015x-0,657,
R?=0,993) konstruisane kori$éenjem smese vodonik-peroksida i mokraéne kiseline u razli¢itom
odnosu (udeo vodonik-peroksida 0-100%). Vodonik-peroksid i mokraéna kiselina su uzeti kao
jedinjenja sa oksidantnom, odnosno antioksidantnom aktivnosc¢u koja ne reaguju medusobno, a u
reakciju sa hromogenom stupaju nezavisno. Vodonik-peroksid stupa u reakciju oksidacije sa
hromogenom u prisustvu enzima peroksidaze pri ¢emu nastaje plavo obojeni TMB™ katjon. S
druge strane, reakcija izmedu mokra¢ne kiseline i TMB™ katjona nije enzimski katalizovana.
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Tabela 11. Odredivanje prooksidantno-antioksidantnog balansa (PAB)

Analiza Standard Slepa proba
Uzorak? 10 pL - -
Standard® - 10 pL -
Dejonizovana
voda ) ] 1opL
Radni rastvor® 180 pL 180 pL 180 pL
HCI (2 mol/L) 40 pL 40 pL 40 pL

2 Prethodno pripremljeni uzorci (Tabela 8).

b Standardni rastvor: pripremljen meSanjem vodonik-peroksida (1 mmol/L) i mokra¢ne kiseline (6
mmol/L) u slede¢em odnosu: 0:100, 25:75, 50:50. 75:25 1 100:0.

¢ Radni rastvor: pripremljen neposredno pre upotrebe meSanjem 1 mL rastvora TMB* katjona i 10 mL
TMB Il rastvora.

Rastvor TMB™ katjona pripremljen je meSanjem 50 mL acetatnog pufera (0,05 mol/L, pH
=4,5), 1 mL TMB I rastvora i 175 pL rastvora hloramina T (100 mmol/L). Smesa je inkubirana
na tamnom mestu na temperaturi od 37 °C tokom jednog sata uz neprekidno mesanje nakon ¢ega
je dodat enzim peroksidaza (25U). Rastvor je ¢uvan u zamrzivacu na -20 °C.

TMB Il rastvor pripremljen je rastvaranjem 200 uL TMB | rastvora u 10 mL acetatnog
pufera (0,05 mol/L, pH = 5,6). Rastvor je ¢uvan u frizideru na +4 °C, ne duze od dva dana.

TMB 1 rastvor pripremljen je rastvaranjem 60 mg TMB u 10 mL dimetilsulfoksida.
Rastvor je ¢uvan u zamrzivacu na -20 °C.

Nakon mesanja ispitivanog uzorka/standardnog rastvora/slepe probe i radnog rastvora
vrSena je inkubacija na 37 °C. Nakon 10 min reakcija je prekinuta dodavanjem hlorovodonicne
kiseline i merena je apsorbancija na talasnoj duzini od 450 nm.

Qdredivanje sadrzaja ukupnih sulfthidrilnih grupa (SHQG)

Odredivanje sadrzaja ukupnih sulfidrilnih grupa se zasniva na reakciji 2,2’-dinitro-5,5-
ditiobenzoeve kiseline (DTNB) sa alifati¢nim tiolnim jedinjenjima u baznoj sredini (pH = 9,0) ,
pri ¢emu nastaje jedan mol p-nitrofenol anjona po jednom molu tiola (Ellman, 1959; Kotur-
Stevuljevi€ i sar., 2015). Nastali anjon je Zute boje 1 njegova apsorbancija se meri.

Postupak odredivanja prikazan je u Tabeli 12.

Tabela 12. Odredivanje sadrzaja ukupnih sulthidrilnih grupa (SHG)

Analiza Standard Slepa proba
Uzorak?® 15 uL - -
Standard® - 15 pL -
Dejonizovana voda - - 15 pL
Pufer® 270 pL 270 pL 270 pL
DTNB® 10 pL 10 puL 10 pL

2 Prethodno pripremljeni uzorci (Tabela 8).
®\/odeni rastvor redukovanog glutationa (0,1-1 mmol/L)

¢ Fosfatni pufer (0,2 mol/L, pH = 9,0)
d Rastvor DTNB (10 mmol/L) u fosfatnom puferu (50 mmol/L, pH = 7,0)

Nakon dodavanje reagenasa i inkubacije smeSe tokom 25 min na sobnoj temperaturi u

mraku, izmerena je apsorbancija na talasnoj duzini od 412 nm.




Rezultati su izrazeni kao broj mmol/L na osnovu jednacine kalibracione krive
(SHG=A*2,45) konstruisane koriS¢enjem vodenog rastvora redukovanog glutationa kao
standarda.

Oksi skor

Na osnovu dobijenih rezultata za TAK, TOP, PAB i SHG izracunat je oksi skor koji
predstavlja razliku izmedu prooksi 1 antioksi skora. Prooksi i antioksi skor predstavljaju srednju
vrednost Z skorova oksidantnih (TOP i PAB) i antioksidantnih (TAK i SHG) parametara. Z skor
je racunat kao razlika vrednosti dobijene za ispitivane i kontrolne uzorke, podeljena sa
standardnom devijacijom kontrolnih uzoraka. S obzirom na to da distribucija parametara nije
normalna, rezultati su izrazeni u vidu medijana i percentila (25 i 75). Dobijeni rezultati su
uporedeni sa rezultatima dobijenim za troloks kao poredbenu supstancu.

7.4.  Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza je izvrSena koriS¢enjem SPSS 18.0 softvera (SPSS, INC. Chicago,
lllinois USA). Da bi se utvrdilo da li postoje statisticki znacajne razlike u pogledu ukupne
antioksidantne i antiradikalske aktivnosti ispitivanih ekstrakata, koris¢en je Kruskal-Wallis-ov
test sa Bonferroni korekcijom. Vrednosti oksi skorova ispitivanih ekstrakata poredene su
Friedman-ovim testom, nakon iskljuéenja uticaja razli¢itih koncentracija. Postojanje statisti¢ki
znacajne razlike prihvaceno je u slu¢aju p < 0,05.
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8. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti metanolnih ekstrakata
8.1.  Testirani mikroorganizmi

Antimikrobna aktivnost metanolnih ekstrakata podzemnih i nadzemnih organa ispitivanih
Geranium vrsta testirana je na standardnim sojevima Gram-pozitivnih bakterija: Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) i Bacillus subtilis (ATC 6633),
Gram-negativnih bakterija: Escherichia coli (ATCC 10536), Klebsiella pneumoniae (ATCC
13883), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) i Salmonella abony (NCTC 6017), deset
klini¢kih izolata E. coli i sedam klini¢kih izolata K. pneumoniae, kao i na standardnom soju
gljivice Candida albicans (ATCC 10231).

Standardni sojevi mikroorganizama nabavljeni su u liofiliziranoj formi -KWIK-STIK™
od referentnog proizvodaca Microbiologics, a klini¢ki izolati iz Klini¢kog centra Srbije (KCS) i
Klinicko-bolni¢kog centra (KBC) Zvezdara. Podaci o klinickim izolatima predstavljeni su u
Tabeli 13.

Tabela 13. Poreklo klinickih izolata E. coli i K. pneumoniae i demografski podaci o pacijentima.

Soj Poreklo Bioloski uzorak Pol (Zf)azjri(r)lset)
E. coli
1129 KCS aspirat nazofarinksa zenski 2
6317 KBC Zvezdara hemokultura zenski 65
1566 KCS bris rane zenski 26
1511 KCS bris lohija zenski 33
7 KCS bris rane muski 61
60 KBC Zvezdara bris rane zenski 74
2152 KCS bris lohija zenski 29
1592 KCS bris farinksa muski 1
6992 KBC Zvezdara aspirat bronha muski 82
836 KCS bris farinksa muski 1
K. pneumoniae

217 KBC Zvezdara hemokultura muski 72
194 KBC Zvezdara hemokultura muski 84
6825 KBC Zvezdara urinokultura muski 65
447 KBC Zvezdara peritonealna tecnost muski 66
KCS hemokultura muski 42
4 KCS hemokultura zenski 58
KCS hemokultura muski 78
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8.2.  Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije

Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) tj. najnize koncentracije koje inhibiraju
vidljiv rast mikroorganizama, utvrdene su bujon mikrodilucionom metodom (CLSI, 2015) uz
koris¢enje sterilnih mikrotitarskih ploca sa 96 bunari¢a (Sarstedt AG & Co. KG, Nemacka).

Sveze kulture mikroorganizama pripremljene su inkubacijom na tripton soja agaru (TSA;
Torlak, Srbija) tokom 24 h na 37 °C. Nakon toga, pojedinane kolonije sa Cistih kultura
suspendovane su u fizioloskom rastvoru do priblizne gustine od 1,5 x 108 CFU/mL $to je
izmereno DEN-1 McFarland denzitometrom (Biosan, Litvanija). Od navedene, pocetne
suspenzije testiranih mikroorganizama, pripremljen je inokulum, tj. radna suspenzija. Suspenzije
bakterija su razblazene Muller-Hinton bujonom do reda veli¢ine 2 x 10° CFU/mL, a suspenzija
gljivice C. albicans Sabouraud dekstroza bujonom do 2 x 10° CFU/mL. Suspenzije su zatim
nanete u bunari¢e u zapremini od 100 pL. U istoj zapremini, dodata su razblazenja metanolnih
rastvora ekstrakata u bujonu, tako da je finalna koncentracija ekstrakata u bunari¢ima bila u
opsegu od 12,5 do 200 ug/mL. Smesa je inkubirana 24 h na 37 °C za bakterijske sojeve i 48-72 h
na 26 °C za C. albicans. Nakon toga je izvrSeno o¢itavanje rezultata.

Rezultati su izraZzeni kao minimalne inhibitorne koncentracije (MIK), tj. najmanje
koncentracije ispitivanih ekstrakata u kojima nije uocen vidljiv rast mikroorganizama. Kao
indikator rasta koris¢en je 2,3,5-trifenil-2H-tetrazolijum-hlorid (TTC; Sigma-Aldrich, SAD) u
finalnoj koncentraciji od 0,05%. Ovo jedinjenje se pod uticajem dehidrogenaza bakterijskih
¢elija redukuje do 1,3,5-trifenilformazana crvene boje. Crvena boja u bunaréima se tumaci kao
vidljiv rast bakterija. Sve probe su postavljene u duplikatu, a kao negativna kontrola koris¢en je
metanol umesto ispitivanih ekstrakata. Kao pozitivna kontrola rasta mikroorganizama, u
poslednjim kolonama mikrotitracione ploce, koriS¢ene su suspenzije mikroorganizama u
medijumu.

Dobijene vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija ekstrakata uporedene su sa
MIK vrednostima dobijenim za standardne antibiotike koji su koris¢eni kao pozitivna kontrola:
ampicilin, amikacin i vankomicin i antimikotik nistatin (Sigma-Aldrich, SAD).

9.  Ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti metanolnih ekstrakata

Citotoksi¢na aktivnost metanolnih ekstrakata podzemnih i nadzemnih organa isptivanih
vrsta, kao i geraniina i elagne Kiseline testirana je spektrofotometrijski MTT testom
(Microculture Tetrazolium Test) koji se zasniva na redukciji Zute, hidrosolubilne soli 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum-bromida (MTT reagens) do nerastvornog, ljubicasto
obojenog formazana pod uticajem mitohondrijalne sukcinat dehidrogenaze vijabilnih celija

(Slika 22) (Mosmann, 1983).
N N NH
e /I — .
N s N/ =
\(\%(

Slika 22. Redukcija MTT reagensa do ljubicasto obojenog formazana
47



Intenzitet ljubiCaste boje proporcionalan je broju vijabilnih, metabolicki aktivnih ¢elija u
eksponencijalnoj fazi rasta u ¢elijskoj kulturi.

Rezultati su izrazeni kao ICsp - koncentracija ekstrakta/jedinjenja koja smanjuje
vijabilnost celija za 50%. Aktivnost ekstakata uporedena je sa aktivnoS¢u hemoterapeutika
doksorubicina koji je koris¢en kao kontrolna supstanca.

9.1.  Celijske linije

Citotoksicna aktivnost testirana je na ¢elijskim linijama humanog karcinoma prostate
(PC-3), kolona (HT-29), grlica materice (HeLa) i melanoma (Hs 294T). Selektivnost
citotoksi¢nog delovanja utvrdena je ispitivanjem na zdravim ¢elijama — humanim fibroblastima
plu¢a (MRC-5).

Celijske kulture su gajene u jednom sloju u hranljivom medijumu DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) (Sigma-Aldrich, Germany) u koji je dodat 10% fetalni govedi serum
(FBS), L-glutamin (2 mmol/L), penicilin (100 1U/mL) i streptomicin (100 pg/mL). Sve ¢elijske
linije odrzavane se u sudovima za kulturu (Thermo Scientific - Nunc & Samco, 25 cm?) na 37
°C, u atmosferi sa 100% vlage i 5% CO (Heraeus).

S obzirom na to da PC-3, HelLa, HT-29, Hs 294T i MRC-5 ¢elije rastu u jednom sloju,
neophodno je presadivanje po postizanju konfluencije od 80% do 90%. Jednocelijske suspenzije
su dobijene dodavanjem 0,5% rastvora tripsina i inkubacijom tokom 5 minuta na 37 °C.
Enzimska reakcija je zaustavljena dodavanjem medijuma, pri cemu komponente seruma vrse
inaktivaciju tripsina. Celijska suspenzija je zatim centrifugirana 10 minuta na 1500 o/min, a
¢elijski talog resuspendovan u sveZzem medijumu. Nakon toga odreden je broj ¢elija i njihova
vijabilnost testom odbacivanja boje. U eksperimentima su kori$¢ene ¢elije u logaritamskoj fazi
rasta izmedu treceg 1 desetog presadivanja.

9.2.  Odredivanje broja ¢elija i vijabilnosti

U ispitivanju su koris¢ene iskljucivo zive, vijabilne Celije. Broj ¢elija i njihova vijabilnost
odredeni su testom odbacivanja boje sa tripan plavim (Phillips, 1973). Test se zashiva na
¢injenici da boja ulazi u ¢eliju u slu¢aju naruSenog integriteta membrane te se mrtve Celije, za
razliku od Zivih boje plavo. Celijska suspenzija (50 pL) razblaZena je sa 200 pL rastvora tripan
plavog (0,5 %) i €elije su brojane pomocu invertnog mikroskopa sa hemocitometrom. Uzimajuci
u obzir dimenzije komore i razblazenje, broj ¢elija u 1 mL suspenzije dobijen je primenom
sledec¢e jednacine:

N = Np x 10* x 5, pri ¢emu je:

N — ukupan broj zivih ¢elija u 1 mL suspenzije,
No — broj zivih ¢éelija izbrojan po kvadratu komore hemocitometra,
5 — faktor razblazenja i
10* — korekcioni faktor (dubina komore i zapremina u mL).
Vijabilnost ¢elija je izracunata prema sledecoj formuli:

V(%) = (No/(No + Mo)) x 100, pri ¢emu je:
Mo — broj mrtvih ¢elija izbrojan po kvadratu komore hemocitometra.

Vijabilnost ¢elija koriS¢enih u eksperimentu je bila veca od 90%.
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9.3.  Tretman ¢elijskih linija

Ispitivanje je vrSeno u mikrotitarskim plocama sa 96 bunari¢a (Biologix, China), a sam
postupak je predstavljen u Tabeli 14. Devedeset L medijuma sa 5 x 102 éelija je posejano u
bunarice i ostavljeno na 37 °C, sa 5% CO2 naredna 24 sata. Nakon toga, u bunari¢e su dodati
rastvori ispitivanih ekstrakata/jedinjenja u dimetilsulfoksidu (DMSO) rastu¢ih koncentracija u
zapremini od 10 pL i inkubacija je nastavljena pod istim uslovima u narednih 48 h. Finalne
koncentracije ispitivanih ekstrakata/jedinjenja bile su 1, 10, 25, 50 i 100 pg/mL. Za pripremu
kontrolnih uzoraka i slepe probe, umesto rastvora ispitivanih ekstrakata/jedinjenja, odnosno
¢elija, koris¢en je medijum.

9.4. Odredivanje Celijskog prezivljavanja MTT testom

Nakon 48 h, u bunarice je dodato 10 pL MTT reagensa rastvorenog u fosfatnom puferu
(koncentracije 5 mg/mL) i nastavljena je inkubacija naredna 3 h pod prethodno navedenim
uslovima. Po isteku perioda inkubacije, u svaki bunari¢ dodato je 100 pl rastvora hlorovodoni¢ne
kiseline u izopropanolu (0,04 mol/L) kako bi se nastali formazan rastvorio. Ispitivanje je vr§eno
u Cetiri ponavljanja.

Apsorbancija je merena na citacu za mikrotitar ploce (Multiscan, MCC/340) na test
talasnoj duzini od 540 nm i referentnoj talasnoj duzini od 690 nm. Citotoksi¢nost je izrazena
procentom prema formuli:

Cl (%) = (1 - AJ/Ax) x 100, pri ¢cemu je:
Ak — apsorbancija kontrole

As — apsorbancija uzoraka.
Na osnovu dobijenih rezultata, izra¢unata je ICso koncentracija.

Tabela 14. Ispitivanje citotoksi¢nosti MTT testom

Analiza Kontrola Slepa proba
Medijum sa
éelijjamaa 0 uL 0 uL ]
Uzorak® 10 pL - 10 pL
MTT reagens® 10 pL 10 uL 10 uL
Medijum - 10 L 90 pL
HCl u
izopropanolu? 100 pL 100 pL 100 pL

2 Broj ¢elija 5 x 10°

® Rastvor ispitivanog ekstrakta/jedinjenja u DMSO
¢ Rastvor MTT u fosfatnom puferu (5 mg/mL)

d Koncentracije 0,04 mol/L

Kontrola

U ispitivanju su koriS¢ene Celije u logaritamskoj fazi rasta i u koncentraciji koja je
obezbedivala logaritamski rast ¢elija tokom trajanja testa. Vijabilnost posadenih ¢elija, odredena
testom sa tripan plavim, bila je ve¢a od 90%. Koeficijent varijacije u eksperimentalnim i
kontrolnim uzorcima je bio manji od 15%, a za najveéi deo 1 manji od 10%. Apsorbancija
kontrole bila je bar 3 puta veca od apsorbancije slepe probe.
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REZULTATI | DISKUSIJA

1. Hemijski sastav isparljivih frakcija

Kvalitativna i kvantitativna analiza isparljivih frakcija podzemnih i nadzemnih organa
osam ispitivanih Geranium vrsta, dobijenih destilacijom vodenom parom, izvr§ena je primenom
gasne hromatografije sa plameno-jonizacionim i masenim detektorom (GC-FID/MS).

Hemijski sastav isparljivih frakcija G. palustre i isparljive frakcije podzemnog dela
G. pyrenaicum ispitan je po prvi put u okviru ovog rada. Takode, za vrste G. sanguineum i
G. columbinum ne postoje podaci 0 hemijskom sastavu frakcija dobijenih posebno iz nadzemnih
i podzemnih delova.

U ispitivanim uzorcima identifikovano je ukupno 129 jedinjenja (Tabela 15). Broj
identifikovanih jedinjenja bio je najnizi u isparljivoj frakciji podzemnog dela G. columbinum (9),
a najveci u frakciji dobijenoj iz nadzemnog dela G. palustre (84). Identifikovana jedinjenja Cinila
su preko 95% koli¢ine frakcija sa izuzetkom nadzemnog dela G. lucidum (84,9%). Rezultati
kvalitativne i kvantitativne analize prikazani su u Tabeli 15.

U zavisnosti od ispitivane vrste kao i od dela biljke, glavne grupe jedinjenja u ispitivanim
frakcijama bili su seskviterpeni (29,0-94,6%), diterpeni (41,1-43,0%) i masne kiseline i njihovi
derivati (70,3-95,7%). Seskviterpeni su bili dominantni (29,0-94,6%) u isparljivim frakcijama
nadzemnih delova svih ispitivanih vrsta osim G. phaeum i G. columbinum, kao i u isparljivoj
frakciji podzemnog dela G. macrorrhizum (92,3%). U isparljivim frakcijama podzemnih delova
svih ostalih ispitivanih vrsta preovladavale su masne kiseline i njihovi derivati (70,3-95,7%), a
kao glavni sastojak izdvojila se heksadekanska Kkiselina (35,1-79,2%). Isparljive frakcije
nadzemnih delova G. phaeum i G. columbinum bile su bogate diterpenima (41,1 i 43,0%,
redom).

Najve¢i deo isparljive frakcije nadzemnog dela G. macrorrhizum ¢inio je germakron
(73,3%), a pratio ga je germakren B (8,5%). U isparljivoj frakciji podzemnog dela ove vrste kao
glavni sastojak izdvojio se d-gvajen (o-bulnezen) (76,8%), a u znacajnoj koli¢ini bio je prisutan i
a-gvajen (10,7%). Navedeni rezultati uglavhom su u skladu sa prethodnim ispitivanjima
isparljivih frakcija ove vrste (Chalchat 1 sar., 2002; Radulovi¢ 1 sar., 2010). Iako Radulovi¢ 1 sar.
(2010) navode germakron kao drugo najzastupljenije jedinjenje u isparljivoj frakciji podzemnog
dela (11,5%), sadrzaj ovog jedinjenja u ispitivanom uzorku bio je znacajno manji (0,8%).
Dobijeni rezultati idu u prilog tvrdnji da se sinteza germakrona pre svega odvija u nadzemnom, a
sinteza gvajena u podzemnom delovu biljke (Radulovi¢ i sar., 2010).

Seskviterpeni su Cinili i najveci deo isparljivih frakcija nadzemnih delova G. sanguineum,
G. robertianum, G. pyrenaicum, G. palustre i G. lucidum, iako su heksadekanska kiselina (6,6-
21,1%) i fitol (9,9-19,3%) bili medu najzastupljenijim jedinjenjima. Od seskviterpena
najzastupljenija jedinjenja prisutna u svim navedenim frakcijama bila su (E)-kariofilen (3,9-
15,7%) i germakren D (3,7-15,4%). Osim njih utvrdeno je i prisustvo heksahidrofarnezilacetona
(2,2-4,8%) i kariofilen-oksida (tragovi-10,2%). Treba napomenuti da su se isparljive frakcije G.
sanguineum i G. palustre razlikovale od ostalih ispitivanih po prisustvu g-bisabolena (5,2% i
1,5%, redom). Ovo jedinjenje bilo je jo§ u tragovima prisutno u nadzemnom delu G. phaeum.
Takode, isparljiva frakcija G. palustre je bila karakteristicna po prisustvu f-selinena kao
dominantnog jedinjenja (18,6%). Prisustvo ovog seskviterpenskog ugljovodonika nije uoceno ni
u jednoj od ispitivanih frakcija osim u frakcijama G. macrorrhizum, ali u znacajno manjoj
koli¢ini. U ispitivanju Radulovi¢ i sar. (2012) u isparljivoj frakciji cele biljke G. sanguineum
dominantnu grupu jedinjenja Cinile su masne kiseline 1 njihovi derivati (36,6%), a kao glavna
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jedinjenja navode se heksadekanska kiselina (9,6%) i heksahidrofarnezilaceton (9,6%), dok su
germakren D, (E)-kariofilen i p-bisabolen takode bili prisutni, ali u manjim koli¢inama. U
prethodnom ispitivanju (Hammami i sar., 2011), u etarskom ulju izolovanom iz cvetova G.
sanguineum kao jedan od glavnih sastojaka navodi se linalol (8,4%) koji je takode prisutan u
frakciji nadzemnog dela ove vrste ispitane u ovom radu (2,4%).

Isparljiva frakcija nadzemnog dela G. robertianum razlikuje se pre svega u
kvantitativnom sastavu u poredenju sa rezultatima prethodnih ispitivanja (Ggbarowska 1 sar.,
2017; Pedro i sar., 1992; Radulovi¢ i sar., 2012). U etarskim uljima nadzemnog dela ove biljke
poreklom iz Poljske i Holandije kao dominantno jedinjenje identifikovan je linalol (13,4% i
22,9%, redom) pracen germakrenom D (8,6%) u ulju poreklom iz Poljske i y-terpinenom
(13,9%) u ulju poreklom iz Holandije. Sadrzaj linalola u uzorku ispitivanom u ovom radu bio je
nizi (5,0%), a dominirali su fitol (19,3%) 1 heksandekanska kiselina (12,5%). Radulovi¢ 1 sar.
(2012) navode masne Kkiseline i njihove derivate kao dominantne sastojke (49,2%), a
heksadekansku Kkiselinu (16,6%) kao glavno jedinjenje u isparljivoj frakciji dobijenoj iz
nadzemnog dela G. robertianum sa Suve Planine. Sa druge strane, sadrzaj fitola u prethodnim
studijama bio je znatno nizi (0,3-3,8%) (G¢barowska i sar., 2017; Pedro i sar., 1992; Radulovic i
sar., 2012).

Veéi deo isparljive frakcije nadzemnog dela G. pyrenaicum ¢inili su heksadekanska
kiselina (15,4%), germakren D (15,4%), (E)-kariofilen (10,6%), fitol (10,4%) i kariofilen-oksid
(10,2%). Sli¢an sastav ulja nadzemnog dela G. pyrenaicum dobijenog destilacijom vodenom
parom saopstili su Renda i sar. (2016). Heksadekanska kiselina (15,1%), germakren D (11,8%),
(E)-kariofilen (10,7%) i kariofilen-oksid (3,8%) su jedinjenja koja ¢ine najveéi deo ulja, sli¢no
kao 1 u ispitivanom uzorku, dok prisustvo fitola nije utvrdeno.

Fitol (13,2%), (E)-kariofilen (9,5%), pentadekanal (7,6%) i germakren D (7,2%) bili su
dominantni sastojci isparljive frakcije nadzemnog dela G. lucidum. U prethodnom ispitivanju G.
lucidum poreklom sa Suve planine, sastav isparljive frakcije dobijene destilacijom cele biljke bio
je drugaciji (Radulovi¢ i sar., 2011). Najzastupljenije jedinjenje bila je heksadekanska Kiselina
(32,3%), koja je u velikom udelu zastupljena i u uzorku G. lucidum ispitivanom u ovom radu, ali
u isparljivoj frakciji podzemnog dela (64,0%). Uocene razlike u sastavu mogu se objasniti
razli¢itim geografskim poreklom biljaka, ali i razlikama u delovima biljaka iz kojih su dobijene
isparljive frakcije.

Najzastupljeniju grupu jedinjenja u isparljivim frakcijama nadzemnih delova G. phaeum i
G. columbinum ¢inili su diterpeni sa fitolom kao dominantnim sastojkom (41,5% i 29,5%,
redom). Pored fitola, u oba uzorka, u znaCajnom procentu bili su zastupljeni
heksahidrofarnezilaceton (15,7% i 4,1%, redom) i heksadekanska kiselina (7,3% i 14,5%,
redom). U isparljivoj frakciji G. phaeum u vec¢oj koli¢ini bio je prisutan je n-trikozan (9,7%), dok
su pentadekanal (12,5%) i neofitadien (10,5%) zastupljeni u ve¢em procentu u nadzemnom delu
G. columbinum.

U literaturi postoje podaci o hemijskom sastavu etarskih ulja G. phaeum razli¢itog
porekla (Radulovi¢ i sar., 2013; Chalchat i sar., 2002). U etarskim uljima nadzemnih delova sa
Suve Planine sakupljenih tokom dve uzastopne godine uocena je razlika u sadrzaju fitola. U
jednom fitol je bio dominantan (25,9%), sli¢no kao u uzorku ispitivanom u ovom radu, dok u
drugom nije ni detektovan. Dalje, Chalchat i sar. (2002) kao dominanti sastojak ulja nadzemnog
dela G. phaeum sa planine StreSer navode piperiton, jedinjenje iz grupe monoterpena koje u
ispitivanom uzorku nije bilo prisutno.

Poredenjem sa sastavom etarskog ulja nadzemnog dela G. columbinum sa Suve Planine
(Radulovi¢ i sar., 2011), uocavaju se izvesne sli¢nosti, ali i razlike. Glavna jedinjenja u
prethodno ispitanom etarskom ulju bila su heksadekanska kiselina (17,6%) i
heksahidrofarnezilaceton (11,6%), koja su prisutna i u frakciji ispitanoj u ovom radu (14,5% i
4,1%, redom). Sa druge strane, fitol je u uzorku sa Suve Planine bio prisutan samo u tragovima,
dok je u ispitivanoj frakciji predstavljao dominantno jedinjenje (29,5%).
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Sto se ti¢e isparljivih jedinjenja u podzemnim organima ispitivanih vrsta, masne kiseline i
njihovi derivati ¢inili su najve¢i deo isparljivih frakcija podzemnih delova svih ispitivanih
biljaka (70,3-95,7%) osim G. macrorrhizum. Heksadekanska kiselina bila je najzastupljenije
jedinjenje u ovim frakcijama (35,1-79,2%) S$to je u skladu sa prethodnim zapaZanjima.
Literaturni podaci ukazuju na visok procenat ove kiseline u etarskim uljima korena G.
columbinum (60,8%) (Radulovi¢ i sar., 2011), G. phaeum (55,2%) (Radulovi¢ i sar., 2013) i G.
robertianum (45,3%) (Radulovi¢ i sar., 2012). Takode, visok procenat ove kiseline utvrden je i u
etarskim uljima izolovanim iz celih biljaka G. lucidum (32,3%) (Radulovi¢ i sar., 2011) i G.
sanguineum (9,6%) (Radulovi¢ i sar., 2012). U literaturi ne postoje podaci o isparljivim
frakcijama podzemnih organa G. lucidum, G. sanguineum, G. pyrenaicum i G. palustre.
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Tabela 15. Hemijski sastav isparljivih frakcija ispitivanih vrsta roda Geranium (%)

Rlek® Rli®  Jedinjenje G. macrorrhizum  G. sanguineum G. phaeum G. robertianum  G. pyrenaicum G. palustre G. columbinum G. lucidum
n p n p n p n p n p n p n p n p
850 846 2E-heksenal tr - 0,5¢ - tr tr tr - tr - 0,5 - tr - tr -
902 901 heptanal tr tr tr - tr 0,7 tr tr tr tr tr tr 0,6 - tr -
953 947 2E-heptenal tr - 0,4 - tr tr tr - tr - tr - tr - tr -
961 952 benzaldehid tr tr 1,1 1,0 0,4 1,3 tr tr tr tr tr 0,8 0,6 tr tr tr
991 984 2-pentilfuran tr tr 0,7 1,3 tr 0,7 tr tr tr 0,4 tr 0,3 tr tr tr tr
1002 1001 2E-2-pentenilfuran tr - 0,5 - tr - tr - tr - tr - tr - tr -
1020 1020 3-etil-4-metilpentan- tr - - - - tr - - tr - tr - 0,5 - - -
1-ol
1029 1021 limonen tr tr tr - tr tr 0,6 - tr - tr - tr - tr tr
1035 1032  1,8-cineol - - - - - - - - - - - 0,3 - - - -
1044 1036 benzenacetaldehid tr - 0,3 - tr tr tr - tr - tr - tr - tr -
1045 1044 E-B-ocimen 0,5 - tr - - - tr - - - tr - - - tr -
1059 1054 y-terpinen 0,4 tr - - - - 1,0 tr tr - tr - - - tr -
1090 1086 terpinolen 0,5 - tr - - - tr - tr - tr - - - tr -
1101 1095 linalol 0,4 tr 2,4 - tr tr 5,0 - 0,5 - 31 - tr - 1,6 2,4
1105 1100 n-nonanal tr tr 0,9 tr tr 0,5 0,8 tr 0,3 tr tr tr 0,5 - 0,7 tr
1154 1150 2E,6Z-nonadienal - - 0,7 - tr - tr - tr - tr - tr - tr -
1160 1157 2E-nonenal tr - 0,5 tr tr tr tr - tr tr tr tr tr - tr -
1166 1165 borneol - - - - - - - tr - 0,7 - tr - - - -
1178 1176 izo-verbanol - 0,1 - - - tr - - - - - - - - - -
1193 1186 a-terpineol 0,5 tr 0,6 - - tr 0,7 19 - 1,8 0,6 0,7 - - tr 54
1198 1194 mirtenol tr 0,1 - - - - tr - tr tr - - tr - tr -
1206 1201 n-dekanal tr tr tr - tr tr 0,6 tr tr 0,2 tr - tr - tr -
1229 1223 citronelol 0,2 - tr - - - - - tr - tr - tr - tr -
1230 1235 izobornilformat - - - - - tr tr - - - - - - - - -
1255 1249 geraniol tr - tr - - tr 0,7 - tr - 0,5 - tr - tr -
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Rlek  Rli®  Jedinjenje G. macrorrhizum  G. sanguineum G. phaeum G. robertianum  G. pyrenaicum G. palustre G. columbinum G. lucidum

n¢ pd n p n p n p n p n p n p n p
1262 1267 nonanska kiselina - - - tr - - - tr - - - 0,6 - - - -
1295 1292 2E,4Z-dekadienal - tr tr tr - 0,7 tr - tr - tr tr tr - tr -
1308 1305 undekanal tr tr tr - tr 0,7 tr - tr tr tr tr tr - tr -
1317 1315 2E,4E-dekadienal tr tr tr tr tr 1,2 tr - tr tr tr tr tr - tr -
1346 1345 silfinen - - - - - - tr - tr - 0,5 - tr - - -
1364 1357 2E-undecenal - - tr - tr - 0,6 - tr - tr - tr - tr -
1369 1369 ciklosativen - 0,1 - - - - - - - - - - - - - -
1371 13687  dekanska kiselina - - - 2,0 - - - tr - tr - tr - - - -
1373 1373 a-ilangen - 0,4 - - - - - - tr - - - - - tr tr
1378 1374 a-kopaen tr tr tr - tr tr - - tr - 1,9 - tr - tr tr
1383 1382 2-modhefen - - - - - - - - - - 0,4 - - - - -
1386 1387 S-burbonen tr - 0,6 - tr tr tr - 0,9 - tr - tr - 0,8 -
1391 1387 S-kubenen - tr - - - - - - 0,5 - tr - tr - tr -
1393 1389 S-elemen 0,4 tr 0,7 - - - 1,2 - tr - 0,6 - tr - tr -
1423 1417 E-kariofilen tr 0,4 3,9 - tr tr 8,0 - 10,6 tr 15,7 - 1,3 - 9,5 -
1435 1437 y-elemen 0,6 - - - - - - - tr - - - - - - -
1445 1440 a-gvajen - 10,7 tr - - - - - - - - - - - - -
1457 1454 a-humulen tr 0,4 1,2 - tr tr 2,7 - 2,7 - 0,8 - tr - 0,4 -
1457 1456 E,E-p-farnezen tr - - - tr tr 0,3 - tr - tr - tr - 35 -
1462 1464 2E-dodecenal tr - 0,7 - tr - 0,6 - tr - 0,6 - 0,6 - 0,5 -
1462 1464 9-epi-E-kariofilen tr - 0,3 - tr tr - - tr - tr - - - tr -
1480 1478 y-murolen - 0,7 tr - tr tr tr - tr - tr - tr - tr -
1483 1481 y-kurkumen 14 - tr - - - - - - - - - - - - -
1485 1484 germakren D 0,4 - 52 - 0,4 tr 3,7 - 15,4 - 9,7 - 2,2 - 7,2 -
1488 1487 E-B-jonon - - 1,6 - 1,3 tr 1,8 - tr - - - 2,0 - 1,0 -
1494 1489 p-selinen tr 1,0 - - - - - - - - 18,6 - - - - -
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Rlek  Rli®  Jedinjenje G. macrorrhizum  G. sanguineum G. phaeum G. robertianum  G. pyrenaicum G. palustre G. columbinum G. lucidum

n¢ pd n p n p n p n p n p n p n p
1497 1493 a-zingiberen - - 2,1 - - - - - - - - - tr - - -
1499 1498 a-selinen tr 09 - - - - - - - - 2,2 - - - - -
1500 1500 biciklogermakren - - tr - - - - - 0,9 - tr - 0,2 - tr -
1508 1508 izodaucen tr - - - - - - - - - - - 1,9 - - -
1508 1508 germakren A tr - tr - - - 1,3 - - - - - - - - -
1509 1505 E,E-a-farnezen 0,7 - - - - tr - - 0,8 - - - - - 1,6 -
1511 1505  p-bisabolen - - 52 - tr - - - - - 15 - - - - -
1515 1514 S-kurkumen - - tr - - - - - - - 1,4 - - - - -
1519 1514 Z-y-bisabolen tr - - - - - - - - - 15 - - - - -
1525 1510  a-bulnezen (o- tr 76,8 - - - - - - - - - - - - - -

gvajen)

1527 1522 J-kadinen tr 0,5 1,0 tr tr tr tr - 0,8 - 0,3 - tr - 1,4 tr
1535 1529 E-y-bisabolen - - - - - - tr - - - 0,7 - - - - -
1545 15409  Z-a-bisabolen - - tr - - - tr - - - 0,6 - - - - -
1548 1544 a-kalakoren - 0,2 tr - - tr - - tr - - - - - - tr
1562 1559 germakren B 8,5 tr tr - - - 0,7 - 0,4 - tr - - - tr -
1565 1561 E-nerolidol - - 0,5 - - - tr - - - tr - tr - tr -
1568 1564  p-kalakoren - 0,1 - - - - - - - - - - - - - -
1568 1568 dodekanska kiselina - - tr 2,1 - 2,0 tr 3,1 - 0,8 tr 0,6 - - tr -
1580 1575 germakren D-4-ol - - - - - - - - 0,6 - - - - - - -
1582 1577 spatulenol - - - - 0,4 - - - 1,0 - - - - - - -
1587 1583 kariofilen-oksid tr tr 2,0 - 1,2 0,7 7,4 - 10,2 0,5 1,3 - tr - tr -
1608 1601 trans-p-elemenon 0,6 - - - - - - - - - - - - - - i,
1612 1608 humulen-epoksid 11 - 0,1 0,3 - tr - 2,5 - 1,7 - tr - - - - -
1612 1611 tetradekanal - - - - - 0,8 - - - tr - - 11 - 0,8 -
1617  1624"  selin-6-en-4a-ol - 0,1 - - - - - - - - - - B, B, . }
1630 1630 y-eudezmol - - - - - - - - - - - 1,0 - - - -



Rlek  Rli®  Jedinjenje G. macrorrhizum  G. sanguineum G. phaeum G. robertianum  G. pyrenaicum G. palustre G. columbinum G. lucidum
n¢ pd n p n p n p n p n p n p n p
1630 1627 1-epi-kubenol - tr tr - - - - - - - tr - - - 0,9 -
1644 1644 epi-a-murolol - 0,2 tr - tr tr tr - 0,5 - tr - tr - tr -
1652 1649  p-eudezmol - - - - - - - - - - - 0,4 - - - -
1654 1652 a-eudezmol - - - - - - - - - - - 0,5 - - - -
1657 1654 a-kadinol - tr tr - tr tr tr - 0,8 - tr - tr - tr -
1656 1658 selin-11-en-4a-ol - 0,6 - - - - - - - - - - - - - -
1668 1674 Z-a-santalol - 0,2 - - - - - - - - - - - - - -
1668 - derivat geraniola - - - - - - - - - - - - - - 4,3 -
1674 1668 14-hidroksi-9-epi- - tr tr - - - tr - 0,3 - tr - - - tr -
kariofilen
1676 1675 kadalen - tr - - - - - - - tr - - - - 0,5 tr
1677 1671 tetradekanol - - tr - tr 2,4 tr - tr - tr - tr - - -
1699 1694 germakron 73,3 0,8 tr - - - tr - tr - - - - - - -
1714 1715 pentadekanal - 0,4 2,3 tr 0,8 1,7 4.4 - 0,8 tr 0,5 tr 12,5 - 7,6 -
1744 1746 selina-1,3,7(11)- 3,3 0,3 - - - - - - - - - - - - - -
trien-8-on epoksid
1767 1769  tetradekanska - - 0,5 45 - 41 2,2 59 0,3 3,6 tr 1,7 0,7 - 3,0 -
kiselina
1776 1773 a-kostol 2,8 - - - - - - - - - - - - - - -
1779 1773 pentadekanol tr tr tr - tr 1,3 tr - tr tr tr - tr - tr -
1808 1793 izovalencenol 0,3 - tr - - - - - - - - - - - - -
1808 1789 oktadecen 0,1 - tr - tr tr tr - tr - tr - tr - tr -
1839  1840'  neofitadien tr - tr - 1,0 - tr - 2,4 - 8,9 - 10,5 - - -
1846 18461 heksahidrofarnezil- 0,1 tr 4.8 2,1 15,7 0,8 45 2,4 2,2 2,3 3,2 0,5 4,1 20,7 2,7 -
aceton
1857 - 14-pentadecenska - - - 1,4 - - - - - 2,0 - - - - - -
kiselina
1865 1865%  pentadekanska tr tr tr - - 1,6 tr - tr - tr tr tr - - tr
kiselina
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Rlek  Rli®  Jedinjenje G. macrorrhizum  G. sanguineum G. phaeum G. robertianum  G. pyrenaicum G. palustre G. columbinum G. lucidum
n¢ pd n p n p n p n p n p n p n p
1880 1874 heksadekanol tr tr tr - tr 1,3 tr - tr - tr - tr - tr -
1894 - heptadekatrienal 04 tr - - - - 15 - - - tr - 0,6 - 3,2 -
1899 1900 n-nonadekan tr tr tr - tr tr 0,8 - tr - tr - 0,6 - tr -
1921 1913 5E,9E-farnezilaceton tr - 1,4 - 0,6 tr 15 - tr 1,3 1,0 - 11 - 1,7 -
1948 1945 izofitol tr - 1,6 - 0,5 - tr - tr - 0,5 - 11 - 0,6 -
1949 1948'  9-heksadecenska - - - - - 6,9 - - - - - 0,4 - - - -
kiselina
1977 1959  heksadekanska 0,7 0,6 21,1 71,6 7,3 351 12,5 68,8 15,4 71,8 6,6 679 145 79,2 6,9 64,0
kiselina
1995 1992 etilheksadekanoat - - - - 0,6 49 - - - - - - - - - -
2030 2026 E,E-geranil-linalol tr tr 0,8 - tr tr - - - - - - - - 1,0 tr
2059 2060™  9Z-oktadecen-1-ol - - - - - 0,7 - - - - - - - - - -
2082 2077 oktadekanol tr tr tr - tr tr tr - tr - tr - tr - 2,0 -
2099 2100 n-heneikozan tr 0,3 2,8 - 2,9 tr 4,9 - 0,9 0,6 tr - 0,8 - 11 -
2118 2118 fitol 0,9 - 17,8 - 415 tr 19,3 - 10,4 - 9,9 - 29,5 - 13,2 -
2140 2132 linolna kiselina tr tr tr 10,8 tr 9,7 0,9 17,9 3,1 12,8 tr 16,4 1,3 tr tr 6,3
2163 2163"  etillinoleat - - - - tr 7,0 - - - - tr - - - - -
2170 2173°  etillinolenat - - - - 1,0 3,5 - - - - - - - - - -
2198 2200 n-dokozan tr 0,2 tr - tr - tr - tr - tr - tr - tr -
2254 2269 sandarakopimarinol tr 0,1 - - - - - - - - - - - - - -
2263 2265P  2-metildokozan - - 15 - 0,9 - - - - - 0,5 - - - - -
2273 22719 9-trikozen - tr - - 0,6 - tr - tr - - - - - tr -
2301 2300 n-trikozan tr 0,2 34 - 9,7 0,7 4,7 - 7,2 - 1,7 - 1,9 - 1,2 -
2373 - CasHs0 tr - tr - 2,7 - - - 1,2 - 0,3 - - - - -
- nije identifikovano - - - - - - - - - - - - - - 8,5 -
2474 2473%  9-pentakozen tr - - - 1,6 - tr - tr - - - - - - -
2492 24927 1-pentakozen tr - - - 1,4 - - - 1,1 - tr - - - - -
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Rlek  Rli®  Jedinjenje G. macrorrhizum  G. sanguineum G. phaeum G. robertianum  G. pyrenaicum G. palustre G. columbinum G. lucidum
n p n p n p n p n p n P n P n P

2499 2500 n-pentakozan tr - 0,8 - 1,6 2,4 1,0 tr 0,9 - 0,4 - 0,5 tr 0,7 tr
2699 2700 n-heptakozan tr tr 19 tr 1,7 1,2 0,9 tr 14 tr 1,0 - 0,8 tr 1,0 tr
2830 2833°  skvalen - tr tr - tr 1,3 tr - tr - tr tr tr - tr -
2900 2900 n-nonakozan 0,3 tr 2,0 tr 1,4 tr tr - 2,6 13 0,4 - 2,2 tr 1,6 4,6
3100 3100 untriakontan tr tr tr tr tr tr 0,7 tr 0,4 tr tr - 2,8 tr 2,9 16,9

monoterpeni 25 0,2 2,9 - tr tr 8,0 1,9 0,5 25 4,2 1,0 tr - 59 7.8

monoterpenski 14 tr tr - tr tr 1,6 tr tr - tr - tr - tr tr

ugljovodonici

oksidovani . 11 0,2 2,9 - tr tr 6,4 1,9 0,5 2,5 42 1,0 tr - 5,9 7,8

monoterpeni

seskviterpeni 92,3 94,6 29,0 21 18,4 15 33,6 2,4 50,1 4,1 61,8 25 10,8 20,7 30,3 tr

seskviterpenski 11,9 92,2 20,0 tr 0,4 tr 17,7 - 32,9 tr 56,4 - 57 - 24,9 tr

ugljovodonici

oksidovani 80,4 2,4 9,0 2,1 18,0 15 15,8 2,4 17,2 4,1 54 2,5 51 20,7 53 -

seskviterpeni

diterpeni 0,9 0,1 20,2 - 43,0 tr 19,3 - 12,9 - 19,3 - 41,1 - 14,8 tr

diterpenski tr - tr - 1,0 - tr - 2,4 - 8,9 - 10,5 - - -

ugljovodonici

oksidovani diterpeni 0,9 0,1 20,2 - 42,0 tr 19,3 - 10,4 - 10,4 - 30,6 - 14,8 tr

masne kiseline i 0,7 0,6 21,6 92,4 8,9 76,6 15,6 95,7 18,8 91,0 6,6 87,5 16,4 79,2 9,9 70,3

njihovi derivati

drugo 0,8 11 22,6 2,3 27,0 17,7 23,2 tr 16,7 2,4 6,0 1,0 28,7 tr 24,1 21,5

ukupno 97,3 96,5 96,4 96,7 97,3 95,8 99,6 98,1 98,9 100 97,8 92,0 97,0 99,9 84,9 99,6

3 Retencioni indeksi na HP-5MS koloni ra¢unati u odnosu na homologi niz n-alkana (Ce-Cao). ® Retencioni indeksi iz literature (Adams, 2007). ¢ Nadzemni delovi. ¢ Podzemni
delovi. ¢ Relativni udeo jedinjenja u isparljivoj frakciji. f Zhao Zeng i sar. (2007). ¢ Custers (2009). " Cardeal i sar. (2006). ' Kuki¢ i sar. (2006). ! Stojanovié i sar. (2000). ¥ Lazari i
sar. (2000). ' Leffingwell i Alford (2005). ™ Jerkovi¢ i sar. (2010). ™ Andriamaharavo (2014). ° Zhao i sar. (2006). P Zaikin i Borisov (2002). 9 Ruther i sar. (1998). " Flamini i sar.
(2006). * Radulovi¢ i sar. (2010).
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Statisti¢ka klaster analiza

Rezultati analize sastava isparljivih frakcija ispitivanih biljaka statisticki su obradeni
primenom UPGMA (Unweighted Pair-Group Arithmetic Averages clustering) metode, pri cemu
je analiza ukljucivala relativne procente svih komponenata prisutnih u isparljivim frakcijama.

Na dobijenom dendrogramu (Slika 23) uocena je podela ispitivanih frakcija u dve grupe.

Prvu grupu ¢inile su frakcije G. macrorrhizum koje su se izdvojile zbog visokog sadrzaja
germakrona (73,3%) u isparljivoj frakciji nadzemnog, odnosno 8-gvajena (76,8%) u isparljivoj
frakciji podzemnog dela.

U okviru druge grupe izdvojile su se dve glavne podgrupe u okviru kojih su se frakcije
dalje grupisale.

Prva podgrupa je zbog visokog sadrzaja heksadekanske kiseline obuhvatila isparljive
frakcije podzemnih, a druga podgrupa isparljive frakcije nadzemnih organa svih ostalih vrsta
usled znacajne koli¢ine terpenskih jedinjenja (seksviterpena i diterpena). U okviru prve podgupe
izdvojila se frakcija G. phaeum zbog ne$to nizeg sadrzaja heksadekanske kiseline, a zbog
visokog sadrzaja heksahidrofarnezilacetona iz preostalih frakcija izdvojila se ona dobijena iz G.
columbinum. Dalje, iz ostatka izdvojila se frakcija G. lucidum koja se karakteriSe visokim
sadrzajem untriakontana. Na kraju, grupisale su se frakcije G. palustre i G. robertianum sa jedne
I G. pyrenaicum i G. sanguineum sa druge strane, a kao posledica razli¢itog sadrzaja linolne
kiseline. lzomeri eudezmola prisutni u frakciji G. palustre odvajaju je od frakcije G.
robertianum. Razlika izmedu frakcija G. pyrenaicum i G. sanguineum ogleda se u prisustvu
monoterpenskih jedinjenja.

Iz druge podgrupe, koja je obuhvatala frakcije nadzemnih organa svih ispitivanih vrsta,
sukcesivno su se izdvojile frakcije nadzemnih delova G. palustre (zbog visokog sadrzaja -
selinena), G. pyrenaicum (zbog visokog sadrzaja germakrena D) i G. lucidum (zbog prisustva
jedinjenja koje nije identifikovano). U okviru ostalih frakcija izvrSeno je grupisanje G.
columbinum i G. phaeum i G. robertianum i G. sanguineum, a na osnovu veéeg sadrZaja fitola u
prve dve frakcije. Razlika izmedu G. columbinum i G. phaeum ogleda se u znacajno vecem
sadrzaju pentadekanala i neofitadiena u frakciji G. columbinum. Prisustvo S-bisabolena razlikuje
frakciju G. sanguineum od frakcije G. robertianum.

Na osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da se G. macrorrhizum kao jedini
predstavnik sekcije Unguiculata izdvaja od svih ostalih ispitivanih vrsta u pogledu hemijskog
sastava isparljivih frakcija.

Isparljive frakcije podzemnih organa ostalih ispitivanih Geranium vrsta donekle su sli¢ne
jer kao dominantno jedinjenje sadrze heksadekansku kiselinu, a razlike izmedu vrsta potiu pre
svega od razlika u sastavu isparljivih frakcija nadzemnih delova. Grupisanje ostalih vrsta na
osnovu sastava isparljivih frakcija nije u skladu sa njihovom taksonomskom klasifikacijom.

59



GmackK

GmacH
GeolH

GrobH

-l

GlucH

GpyrH

GpalH

Gpalk

GrobK

GpyrK

GsankK

Gluck

GeolK

Gphak

Similarity

Slika 23. Klaster analiza sastojaka isparljivih frakcija Geranium vrsta na osnovu Pearson-ovih
distanci u UPGMA metodi spajanja
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2. Hemijska analiza metanolnih ekstrakata

2.1.  Sadrzaj ukupnih polifenola i tanina

Sadrzaj ukupnih polifenola i tanina u suvim metanolnim ekstraktima podzemnih i
nadzemnih delova ispitivanih Geranium vrsta odreden je spektrofotometrijski na osnovu bojene
reakcije sa fosfomolibdovolframovom kiselinom (Folin-Ciocalteu reagens, FC). Rezultati su
izrazeni u miligramima ekvivalenata galne kiseline po gramu suvog ekstrakta (mg GAE/Q)
(Tabela 16).

Utvrdeno je da su ekstrakti i nadzemnih i podzemnih organa veoma bogati polifenolnim
jedinjenjima, sa sadrzajem ukupnih polifenola u opsegu od 170,64 do 636,321 mg GAE/g suvog
ekstrakta.

Sadrzaj ukupnih polifenola bio je visi u ekstraktima podzemnih organa u odnosu na
ekstrakte nadzemnih delova, sa izuzetkom G. robertianum, G. sanguineum i G. lucidum.

Tabela 16. Sadrzaj ukupnih polifenola i tanina u ispitivanim uzorcima

Ukupni Ukupni tanini

polifenoli (mg GAE/g)

(mg GAE/g)

. macrorrhizum n? 523,96+2,28° 372,66+6,92
pP 553,40+8,72 414,02+9,46

. robertianum 425,31+3,37 270,72+3,67
p 390,29+6,10 233,00+3,12

. phaeum n 170,64+1,08 37,80+1,33
p 586,34+6,14 376,32+5,33

. sanguineum n 547,3845,83 398,36+5,47
p 523,52+5,60 295,87+2,71

. palustre n 515,24+1,15 371,73+1,35
p 636,32+7,51 389,77+8,87

. pyrenaicum n 298,73+6,47 161,14+6,34
p 397,69+4,00 266,33+0,72

. lucidum n 413,45+5,85 257,53+7,08
p 388,19+5,24 253,74+4,52

. columbinum n 400,57+4,99 239,88+4,82
p 441,93+3,87 261,19+2,80

3 Ekstrakt nadzemnog dela; ® Ekstrakt podzemnog dela; ¢ Rezultati su
izrazeni kao srednje vrednosti tri odredivanja + standardna devijacija (SD).
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Najveci sadrzaj polifenola utvrden je u ekstraktima podzemnih organa G. palustre
(636,32 mg GAE/g), G. phaeum (586,34 mg GAE/g), G. macrorrhizum (553,40 mg GAE/g), kao
I u ekstraktu nadzemnog dela G. sanguineum (547,38 mg GAE/g), dok je sadrzaj polifenolnih
jedinjenja bio najnizi u ekstraktima nadzemnih delova G. pyrenaicum (298,73 mg GAE/Q) i
G. phaeum (170,64 mg GAE/Q)

Udeo tanina u ukupnim polifenolima prikazan je na Slici 24. Tanini su ¢inili dominantu
grupu polifenolnih jedinjenja u svim uzorcima (161,14-414,02 mg GAE/g), osim u ekstraktu
nadzemnog dela G. phaeum (37,80 mg GAE/Q).
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Slika 24. Sadrzaj ukupnih polifenola i tanina
(beli deo kolone predstavlja sadrzaj tanina u okviru fenolnih jedinjenja; n - ekstrakt
nadzemnog dela; p - ekstrakt podzemnog dela; TPC — sadrzaj ukupnih polifenola;
DE — suvi ekstrakt.

Dobijeni rezultati su u skladu sa prethodnim istraZzivanjima koja pokazuju da su vrste
roda Geranium bogate fenolnim sastojcima medu kojima su dominantna jedinjenja taninske
prirode (Bate-Smith, 1973; Graca i sar., 2016a).

U poredenju sa dobijenim rezultatima, Radulovi¢ 1 sar. (2012) utvrdili su nizi sadrzaj
ukupnih fenola u ekstraktima lista i rizoma G. macrorrhizum (160,2 i 85,7 mg GAE, redom).
Nizi sadrzaj ukupnih polifenola prethodno je utvrden i u ekstraktu nadzemnog dela G. lucidum
(Wafai sar., 2017).

2.2. Rezultati utvrdivanja hemijske strukture sekundarnih metabolita izolovanih iz
metanolnog ekstrakta nadzemnog dela G. palustre

Iz metanolnog ekstrakta nadzemnog dela G. palustre, primenom hromatografije u koloni
izolovana su dva jedinjenja, i to jedan hidrolizujué¢i tanin (jedinjenje 1) i jedno flavonoidno
jedinjenje (jedinjenje 2).

Strukture izolovanih jedinjenja utvrdene su interpretacijom dobijenih UV-Vis, ESI-MS i
NMR spektara, kao i njihovim poredenjem sa literaturnim podacima.
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Jedinjenje 1

UV-Vis spektar jedinjenja 1 karakteriSu dva maksimuma apsorpcije, na 220 nm i 276 nm
(Slika 25) sto odgovara spektru elagnih tanina. UV-Vis spektri elagnih tanina koji sadrze galoil
grupe sli¢ni su odgovaraju¢im spektrima galoil-glukoza. Obe grupe jedinjenja daju maksimume
na gotovo istim talasnim duzinama (oko 218 nm i oko 280 nm), s tim da je u slucaju elagnih
tanina kriva izmedu dva maksimuma manje strma (Salminen i sar., 1999; Moilanen i sar., 2013).
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Slika 25. UV-Vis spektar jedinjenja 1

Na osnovu masenog spektra u kome je signal kvazimolekulskog jona [M-H]", snimljen u
negativnom modu pri naponu fragmentora 100 V, bio pozicioniran na vrednosti m/z 633 utvrdeno
je da molekulska masa jedinjenja 1 iznosi 634. Pove¢anjem napona fragmentora na 250 V,
uoceni su dodatni signali; signal na m/z 463 koji potice od ostatka nastalog odvajanjem molekula
galne kiseline [M-170-H] i signal na m/z 301 koji potice od fragmenta nastalog cepanjem
ostatka galoilglukoze [M-332-H] (Slika 26).
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Slika 26. Maseni spektar jedinjenja 1
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Dobijeni razultati su u skladu sa literaturnim podacima i podudaraju se sa profilom
fragmentacije elagnih tanina (Zhu i sar., 2015).

U H NMR spektru jedinjenja 1 (Slika 27) uoeni su signali u vidu singleta sa
pomeranjem od 6,65-7,05 ppm Kkoji poticu od aromaticnih vodonika galoil i
heksahidroksidifenoil ostataka. U oblasti 3,97-6,36 ppm nalaze se signali poreklom od protona
centralnog molekula glukoze, s tim da signal vode pokriva signale H-3 i H-6a. Tacan polozaj
signala koji poticu od ovih protona utvrden je pomoc¢u dvodimenzionalnog HSQC spektra (Slika
29).
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Slika 27. *H NMR spektar jedinjenja 1

U BC NMR spektru jedinjenja 1 (Slika 28) signali koji poticu od galoil i
heksahidroksidifenoil ostataka detektovani su u opsegu 106,89-169,73 ppm, dok se signali
molekula glukoze nalaze u oblasti od 61,08-93,61 ppm.

Eksperimentalne vrednosti pomeranja protona i ugljenikovih atoma dobijene analizom H
NMR i $3C NMR jedinjenja 1 u saglasnosti su sa literaturnim podacima za korilagin (Sudjaroen i
sar., 2012; Moreira i sar., 2013; Yakubu i sar., 2019).

Na osnovu dvodimenzionalnog NMR HSQC spektra jedinjenja 1 utvrden je polozaj
signala koji poti¢u od protona H-3 i H-6a, a koji su u *H NMR spektru bili prekriveni signalom
vode. U HSQC spektru uoceno je sprezanje C-6 atoma glukoze na 63,63 ppm sa protonom
metilenske grupe, H-6a na 4,95 ppm, odnosno sprezanje C-3 atoma glukoze (70,29 ppm) sa
protonom metilenske grupe, H-3 na 4,80 ppm (Slika 29).
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Slika 28. *C NMR spektar jedinjenja 1
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Spektralni podaci jedinjenja 1 (korilagin; 1-O-galoil-3,6-heksahidroksidifenoil-D-glukoza):

UV Amax: 276 nm, 220 nm.
ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentatora 100 V): 633 [M-H]

ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentatora 250 V): 633 [M-H], 463 [M-170-H]", 301 [M-
332-HJ-.

IH NMR (400 MHz, CDsOD): § 7,05 (2H, s, galoil-H), 6,68 (1H, s, HHDP-H), 6,65 (1H, s,
HHDP-H), 6,36 (1H, d, H-1), 4,51 (1H, t, J=9,6 Hz, H-5), 4,46 (1H, dd, H-4), 4,15 (1H, dd,
J=8,2 Hz, 10,5 Hz, H-6b), 3,97 (1H, d, H-2).

13C NMR (150 MHz, CDsOD): & 168,73, 167,14, 165,29 (3 x ~COO), 145 (C-3, C-5 Gal),
144,63, 144,23, 143,97, 143,87 (C-4, C-4', C-6, C-6' HHDP), 139,01 (C-4 Gal), 136,80, 136,31
(C-5, C-5' HHDP), 124,07, 124,05 (C-2, C-2' HHDP), 119,21 (C-1 Gal), 115,82, 115,35 (C-1, C-
1' HHDP), 109,53 (C-2, C-6 Gal), 108,73, 106,89 (C-3, C-3' HHDP), 93,61 (C-1 Glu), 74,82(C-
5 Glu), 70,29 (C-3 Glu), 68,1 (C-2 Glu), 63,63 (C-6 Glu), 61,08 (C-4 Glu).

Na osnovu UV-Vis spektra, masenog spektra, *H, **C i HSQC NMR spektara jedinjenje 1
identifikovano je kao elagni tanin korilagin (1-O-galoil-3,6-heksahidroksidifenoil-D-glukoza)
(Slika 30) (Sudjaroen i sar., 2012; Moreira i sar., 2013; Zhu i sar., 2015; Yakubu i sar., 2019).

OH

OH

OH OH
Slika 30. Jedinjenje 1
(korilagin; 1-O-galoil-3,6-heksahidroksidifenoil-D-glukoza)

Jedinjenje 2

U UV-Vis spektru jedinjenja 2 (Slika 31) uocavaju se dve apsorpcione trake sa
maksimumima karakteristicnim za flavonoidna jedinjenja koja daju traku I u opsegu 300-380 nm
i traku 11 u opsegu 240-280 nm (Mabry i sar., 1970). Maksimum trake | jedinjenja 2 nalazio se na
350 nm $to odgovara flavonolima sa supstituisanom hidroksilnom grupom u polozaju 3 (Santos-
Buelga i sar., 2003; Alonso-Salces i sar., 2004). Apsorpcioni maksimum trake Il nalazio se na
268 nm. U UV-Vis spektru jedinjenja 2 uoceno je i ,,rame* na 296 nm S$to ukazuje na postojanje
galoil grupe vezane za heterozid, koja daje ovakav izgled UV-Vis spektru (Collins i sar., 1975).
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Slika 31. UV-Vis spektar jedinjenja 2

U masenom spektru jedinjenja 2, snimljenom u negativhom modu pri naponu
fragmentora od 100 V, kvazimolekulski jon [M-H] je dao signal na vrednosti m/z od 599.
Dodatni signal na vrednosti m/z od 285 detektovan je nakon povecanja napona fragmentora na
200 V i potice od flavonolnog aglikona kemferola (Slika 32).
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Slika 32. Maseni spektar jedinjenja 2

U 'H NMR spektru jedinjenja 2 (Slika 33) uoceni su signali koji poti¢u od aromati¢nih
protona sa pomeranjem od 6,12-7,95 ppm ukljucujuci i vodonikove atome galne kiseline (6 7,12
ppm) kojom je esterifikovan molekul Secera. Protoni Sec¢erne komponente dali su signale u
opsegu od 3,41-5,75 ppm.

U 3C NMR spektru jedinjenja 2 (Slika 34) signali koji poti¢u od flavonoidnog dela

aglikona dali su pomeranja u opsegu od 93,21-177,77 ppm, a signali galne kiseline i Se¢ernog
dela u opsegu od 109,16-166,28 ppm, odnosno 61,15-98,36 ppm.
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Slika 33. *H NMR spektar jedinjenja 2
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Slika 34. 13C NMR spektar jedinjenja 2
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Spektralni podaci jedinjenja 2 (astragalin-2""-O-galat (kemferol-3-O-(2"-O-galoil-5-D-glukozid):

UV Amax: 350 nm, 296sh nm, 268 nm.
ESI-MS m/z (negativni mod, napon fragmentatora 100 V): 599 [M-H]

ESI-MS m/z (negativhi mod, napon fragmentatora 200 V): 599 [M-H], 285 [M-H-
galoilglukoza].

IH NMR (400 MHz, CDsOD): & 7,95 (2H, d, J=8.3 Hz, H-2'i H-6"), 7,12 (2H, s, H-2"" i H-6""),
6,85 (2H, d, J=8.5 Hz, H-3' i H-5"), 6,34 (1H, s, H-8), 6,16 (1H, s, H-6), 5,75 (1H, d, J=8 Hz, H-
1", 5,10 (1H, t, J=8,7, H-2"), 3,78 (1H, d, J=12,1 Hz, H-6"), 3,65 (1H, t, J=8,9, H-3"), 3,60 (1H,
dd, J=11,5 Hz, 5,4 Hz, H-5"), 3,41 (1H, t, J=9,3 Hz, H-4").

13C NMR (150 MHz, CDsOD): & 177,77 (C-4), 166,28 (C-7""), 164,46 (C-7), 161,75 (C-5),
160,02 (C-4"), 156,98 (C-9), 156,89 (C-2), 144,95 (C-3"" i C-5""), 138,44 (C-4"), 133,37 (C-3),
130,70 (C-2' i C-6'), 121,49 (C-1), 120,15 (C-1""), 114,79 (C-3' i C-5'), 109,16 (C-2"" i C-6"),
104,45 (C-10), 99,05 (C-6), 98,36 (C-1"), 93,21 (C-8), 77,36 (C-5"), 74,98 (C-3"), 74,57 (C-2"),
70,28 (C-4"), 61,15 (C-6").

Na osnovu UV-Vis, MS i 'H, 13C i HMBC NMR spektara jedinjenje 2 identifikovano je
kao astragalin-2"-O-galat (kemferol-3-O-(2"-O-galoil-5-D-glukozid)) (Slika 35). Dobijeni
podaci su takode bili u skladu sa literaturnim podacima (Ochir i sar., 2013; Samardzi¢ i sar.,
2018).

HO OH
OH
Slika 35. Jedinjenje 2
(astragalin-2"-galat; kemferol-3-O-(2"-O-galoil-$-D-glukozid))
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2.3.  Hemijski sastav metanolnih ekstrakata

Kvalitativni i kvantitativni sastav metanolnih ekstrakata podzemnih i nadzemnih delova
ispitivanih vrsta utvrden je primenom te¢ne hromatografije sa masenom spektrometrijom (LC-

MS).

Identifikacija je izvrSena poredenjem retencionih vremena, UV-Vis i masenih spektara
razdvojenih jedinjenja sa odgovaraju¢im podacima za referentne supstance (komercijalni
standardi 1 izolovana jedinjenja Cija struktura je prethodno utvrdena), kao i sa odgovaraju¢im
literaturnim podacima. U Tabeli 17 dati su UV-Vis i ESI-MS spektralni podaci jedinjenja
prisutnih u ispitivanim ekstraktima, a za jedinjenja za koja nisu bile dostupne referentne
supstance i ¢ija je identifikacija izvrSena poredenjem sa odgovaraju¢im literaturnim podacima,
dati su i literaturni navodi.

Sadrzaj jedinjenja u ekstraktima utvrden je metodom kalibracione krive uz primenu
eksternih standarda. Sadrzaj je izrazen u mg/g suvog ekstrakta i predstavlja srednju vrednost tri
ponavljanja.

LC-MS analizom utvrdeno je da ispitivani ekstrakti sadrze fenolkarboksilne kiseline,
tanine i flavonoidna jedinjenja.

Osim G. robertianum i G. pyrenaicum, ostale vrste do sada nisu detaljno ispitane u
pogledu profila polifenolnih sastojaka, a posebno tanina.

Identifikovana jedinjenja kao i njihov sadrzaj u ispitivanim ekstraktima dati su u Tabeli
18.

Tabela 17. UV-Vis i ESI-MS spektralni podaci jedinjenja prisutnih u ispitivanim ekstraktima

Jedinjenje UV-Vis (Amax) | ESI-MS (m/z) Literatura
galna kiselina 216, 272 nm 169 [M-H], 339 [2M-H] Standard
elagna kiselina 254, 368 nm 301 [M-H] Standard

) Catarino i sar, 2017
343 [M-H], 191 [M-galoil ostatak], 169

galoilhina kiselina 216, 274 nm L i Clifford i sar, 2007
[galna kiselina-H] .

Swiatek 1 sar., 2021
protokatehinska kiselina 260, 294 nm 153 [M-H], 109 [M-H-CO,] Standard
galoilsikiminska kiselina 216, 276 nm 325 [M-H], 169 [galna kiselina-H] Swigtek i sar., 2021
hlorogenska kiselina 236, 326 nm 353 [M-H], 191 [hina kiselina-H] Standard

ifoli i Catarino i sar, 2017
brevifolin karboksilna 276,356 nm | 291 [M-H]", 247 [M-H-CO,] .
kiselina Wu i sar., 2012

. 254, 270sh, }

kvercetin 370 nm 301 [M-H] Standard
kvercetin-galoil-heksozid gggs:r,nzes, 615 [M-H], 301 [M-galoilheksoza] Swigtek i sar., 2021
kvercetin-pentozid ggi,rﬁg&h, 433 [M-H], 301 [M-pentoza] Balazs i sar., 2011
kvercetin-pentozid ggi’nzrleSh’ 433 [M-H], 301 [M-pentoza] Balazs i sar., 2011
kvercetin-deoksiheksozid gig iquSh’ 447 [M-H], 301 [M-deoksiheksoza] Fang i sar., 2007
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Jedinjenje UV-Vis (Amax) | ESI-MS (m/z) Literatura
. . 256, 266sh, ; .
hiperozid 354 nm 463 [M-H], 301 [M-galaktoza] Standard
. I 256, 266sh, } .
izokvercitrin 354 nm 463 [M-H], 301 [M-glukoza] Standard
266, 320sh, .
kemferol 366 nm 285 [M-H] Standard
astragalin 264, 346 nm 447 [M-H], 285 [M-glukoza] Standard
astragalin-2-galat ggg’nzrz&h’ 599 [M-H]', 285 [M-galoilglukoza] I1zolovano jedinjenje
kemferol-metiletar ggilnzra&h, 299 [M-H]', 284 [M-H-CHs] Falcéo i sar., 2013
kemferol-dimetiletar gig’nﬁ&h’ 313 [M-H], 283 [M-2H-2CHjs] Falcdo i sar., 2013
951 [M-H], 613 [M-H-HHDPT, 301 [M-
geraniin 220, 276 nm H-DHHDP-galoilglukoza]-, 169 [galna Standard
kiselina-H]
- i i 951 [M-H], 613 [M-H-HHDPTJ, 301 [M-
galol HHDP DHHDP.. 220, 276 nm H-DHHDP-galoilglukoza]-, 169 [galna Catarino i sar, 2017
glukoza, izomer geraniina - .
kiselina-H]
oo 633 [M-H], 463 [M-H-galna kiselina]", S
korilagin 220,276 nm 301 [M-H-galoilglukoza] I1zolovano jedinjenje
; . . Swiatek i sar., 202;
galoilglukoza 216,278 nm 331 [M-H], 169 [M-H-glukoza] Zengin i sar., 2021
- Catarino i sar, 2017
digaloilglukoza 216 276 nm 483 [M-H], 313 [M-H-galna kiselina], Al Ferndndez i
) 169 [M-H-glukoza]- varez-Fernandez 1 sar.,
2015
trigaloilglukoza 216, 280 nm 635 [M-HJ, [M-2H]* Graca i sar., 2017
. 939 [M-H], 769 [M-H-galna kiselina]", .
pentagaloilglukoza 216,278 nm 169 [galna Kiselina-H] Graca i sar., 2017
. . i . I1zolovano jedinjenje
telimagrandin I, anomer 1 | 216, 274 nm 785 [M-HJ, 392 [M-2H]? o
(Samardzi¢ i sar., 2018)
) . I1zolovano jedinjenje
telimagrandin I, anomer 2 | 218, 274 nm 785 [M-H], 392 [M-2H]* .
(Samardzi¢ i sar., 2018)
?Zlgamlg:liHHDP-glukoza, 216, 274 nm 785 [M-H]-, 301 [M-H-digaloilglukoza]- | Graga i sar., 2017
?Zlgamlg:léHHDP-glukoza, 216, 274 nm 785 [M-H]-, 301 [M-H-digaloilglukoza]- | Gragca i sar., 2017
-HT -H- iselinal’ 1zol jedinjenj
telimagrandin 2 218, 280 nm 937 [M-H] ,2?67 [M-H-galna kiselina], Z0 ovanq!g Injenje
468 [M-2H] (Samardzié i sar., 2018)
953 [M-H], 783 [M-H-galna kiselina], Tuominen i Salminen
hebulaginska kiselina 222,276 nm 476 [M-2H]%, 301 [elagna kiselina-H], ’

169 [galna Kiselina-H]

2017
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Tabela 18. Hemijski sastav metanolnih ekstrakata ispitivanih vrsta roda Geranium

SadrzZaj (mg/g suvog ekstrakta + sd)

G. macorrhizum G. robertianum G. phaeum G. sanguineum G. palustre G. pyrenaicum G. columbinum G. lucidum
Jedinjenje
nd p° n p n n p n n p n p n p
Fenolkarboksilne kiseline i derivati
galna kiselina 2,330,01 2,31+0,10 1,43+0,02 0,82+0,06 6,86+0,04 | 0,50+0,05 1,28+0,03 <LOQ* <LOQ 3,79+0,07 <LOQ 3,67+0,07 <LOQ <LOQ 0,92+0,06
elagna kiselina 10,26+0,05 3,20£0,09 9,08+0,07 6,39+0,47 2,03+0,05 3,91+0,08 10,14+0,09 - 7,42+0,05 7,09+0,03 1,36+0,02 9,14+0,02 - 21,25+0,15 4,15+0,72
galoilhina kiselina® 3,29+0,04 4,84+0,19 4,23+0,06 0,38+0,05 - 3,12+0,13 2,50+0,07 2,31+0,08 1,460,09 0,31+0,07 3,64+0,05 <LOQ <LOQ -
protokatehinska
o 2,86+0,02 - 3,88+0,08 3,78+0,44 - - - 3,37+0,01 4,40+0,01 <LOQ 1,87+0,32 - - -
kiselina
galoilgikiminska
o - - - - - 8,99+0,10 - - - - - - - -
kiselina?
hlorogenska
o 16,27+0,28 - - - 4,09+0,03 - - 22,14+0,01 - - - - 2,97+0,03 -
kiselina
brevifolin
karboksilna - - 1,6610,11 1,44+0,01 - - - - 0,73+0,03 - 0,81 +0,03 - 2,28 0,02 1,08+0,02
kiselina®
Flavonoidi i derivati
kvercetin 2,87+0,01 - 6,47+0,04 - - <LOQ - - - - <LOQ - 2,25+0,00 -
kvercetin-galoil-
- - - - - - - 3,73+0,00 1,64+0,02 - - - - -
heksozid®
kvercetin-pentozidf - - - - - - - - - - 1,65+0,00 - - -
kvercetin-pentozidf - - - - - - - - - - 6,28+0,01 - - -
kvercetin-
. i - - - - - - - - - - 5,33+0,00 - - -
deoksiheksozid'
hiperozid® 2,16+0,01 - - - - <LOQ - <LOQ 4,99+0,01 - - - - -
izokvercitrin® 1,48+0,01 - - - - 1,06+0,00 - 2,65+0,00 3,36+0,01 - - - - -
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SadrzZaj (mg/g suvog ekstrakta + sd)

G. macorrhizum G. robertianum G. phaeum G. sanguineum G. palustre G. pyrenaicum G. columbinum G. lucidum
Jedinjenje
n? p° n p n n p n p n p n p n p
kemferol 1,49+0,03 - 8,71+0,06 - - - - - - - - - - 7,00+0,01 -
astragalind - - - - - - - 1,63+0,00 - 2,20+0,00 - - - - -
astragalin-2"-O-
- - - - - - - 28,75+0,01 - 7,14+0,02 - - - - -
galat
kemferol-metietar9 3,86+0,02 - - - - - - - - - - - - - -
kemferol-
2,7420,00 - - - - - - - - - - - - - -
dimetietar?
Tanini
geraniin <LOQ <LOQ 89,93+4,15 | 83,59+2,12 - 160,84+2,50 - - - 52,44+0,39 | 21,91+0,07 | 83,47+5,22 - 69,99+2,26 | 20,16+0,55
galoil-HHDP-
DHHDP-glukoza, - - - - - - - 175,81+0,67 - - - - - - -
izomer geraniina"
korilagin 22,05+0,15 - 30,08+0,43 | 12,93+0,67 - 65,31+1,09 - 76,76+1,40 - 44,42+0,29 <LOQ 47,12+4,93 - 17,20+0,65 6,75+0,05
galoilglukoza® 1,27+0,03 1,83+0,08 1,16+0,02 0,20+0,02 1,61+0,03 | 0,86+0,05 0,73+0,03 <LOQ <LOQ <LOQ | 0,76%0,01 0,59+0,04 1,32+0,01 | 1,59+0,01 | 1,78+0,03 0,54+0,02
digaloilglukoza® 9,63+0,09 - 0,22+0,00 - 1,37+0,02 4,23+0,89 - <LOQ - 1,05+0,03 - 3,59+0,46 - 1,90+0,15 0,59+0,07
trigaloilglukoza® - - - - - - - - - - - - - - 3,57+0,06
pentagaloilglukoza® | 4,31+0,03 7,55+0,22 4,37+0,09 - 1,26+0,04 7,28+0,09 - <LOQ - <LOQ - - - - -
telimagrandin 1, 7084023
- - - - - - - - - i s - - - -
anomer 1¢ <LoQ
telimagrandin 1,
5,18+0,04 13,52+0,22 - - - - - - - 22,23+0,33 <LOQ - - - -
anomer 2¢
digaloil-HHDP-
. 12,15+0,04 | 22,97+0,71 - - - - - - - - - - - - <LOQ
glukoza, izomer 1¢
digaloil-HHDP-
; 17,450,22 - - - - - - - - - - - - - -
glukoza, izomer 2¢
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SadrzZaj (mg/g suvog ekstrakta + sd)

G. macorrhizum . robertianum G. phaeum G. sanguineum G. palustre G. pyrenaicum G. columbinum G. lucidum
Jedinjenje

n? p° p n n p n n p n p p
digaloil-HHDP-

7,99 0,05 - - - - - - - - - - -
glukoza, izomer 3¢
telimagrandin 2¢ - - - 10,61+0,36 - - - - - - - 6,87+0,03
hebulaginska®
iseli - - - - - - 22,70+0,16 5,46+0,11 - - - -
iselina

2 Nadzemni delovi. ® Podzemni delovi. ¢ Koli¢ina manja od limita kvantifikacije. ¢ IzraZeno kao galna kiselina. © IzraZeno kao elagna kiselina. f IzraZeno kao kvercetin. 9 Izrazeno

kao kemferol. " Izrazeno kao geraniin.

74




Fenolkarboksilne kiseline

U ispitivanim ekstraktima bile su zastupljene sledece fenolkarboksilne kiseline: elagna,
galna, galoilhina, galoilsikiminska, protokatehinska, hlorogenska i brevifolin karboksilna
kiselina. Sadrzaj pojedinih fenolkarboksilnih kiselina u ekstraktima bio je razlicit i kretao se u
opsegu od <LOQ-22,14 mg/g suvog ekstrakta.

Galna, elagna i galoilhina kiselina bile su najéesce prisutne u ispitivanim ekstraktima.

Najzastupljenija fenolkarboksilna kiselina u vecini ispitivanih ekstrakata, narocito
nadzemnih delova, bila je elagna kiselina (1,36-21,25 mg/g). U najvecoj koncentraciji nalazila se
u ekstraktima nadzemnih delova G. lucidum (21,25 mg/g), G. macrorrhizum (10,26 mg/g) i
G. sanguineum (10,14 mg/g), dok u ekstraktima podzemnih delova G. sanguineum, G. palustre i
G. columbinum nije detektovana.

Prethodna istrazivanja pokazala da je elagna kiselina zastupljena u vrstama
G. macrorrhizum (Miliauskas i sar., 2004; Fodorea i sar., 2004), G. robertianum (Fodorea i sar.,
2005b; Graga i sar., 2016a; Catarino i sar., 2017), G. sanguineum (Pantev i sar., 2006; Abarova i
sar., 2020) i G. pyrenaicum (Fodorea i sar., 2005a; Swiatek i sar., 2021), dok je prisustvo ovog
jedinjenja u vrstama G. phaeum, G. palustre, G, lucidum i G. columbinum po prvi put utvrdeno u
ovom radu. Inace, elagna kiselina nije genuini sastojak same biljke, ve¢ nastaje spontanom
laktonizacijom heksahidroksidifenske kiseline (HHDP) koja se oslobada nakon hidrolize elagnih
tanina (Graca i sar., 2016b).

Hlorogenska kiselina bila je prisutna u ekstraktima nadzemnih delova Cetiri ispitivane
vrste, pri ¢emu je visok sadrzaj odreden u ekstraktima nadzemnih delova G. palustre (22,14
mg/g) i G. macrorrhizum (16,27 mg/g), u kojima je bila i najzastupljenija fenolkarboksilna
kiselina, dok su manje koli¢ine odredene u ekstraktima nadzemnih delova G. phaeum (4,09
mg/g) i G. lucidum (2,97 mg/g). Dobijeni rezultati se uglavnom razlikuju od prethodnih prema
kojima je hlorogenska kiselina prisutna u G. robertianum (Graca i sar., 2016a; Graca i sar., 2017,
Nasti¢ i sar., 2018), G. sanguineum (Leucuta i sar., 2005; Pantev i sar., 2006; Abarova i sar.,
2020) i G. lucidum (Salih, 2019), sto je u ovom radu potvrdeno samo za G. lucidum. Sa druge
strane, po prvi put je pokazano prisustvo i odreden sadrzaj hlorogenske kiseline u vrstama
G. palustre, G. macrorrhizum i G. phaeum.

Galna kiselina nalazila se u svim ispitivanim uzorcima (<LOQ-6,86 mg/g), osim u
ekstraktu podzemnog dela G. palustre, ali uglavnom u niZim koncentracijama u odnosu na
elagnu i hlorogensku kiselinu. Najvece koncentracije odredene su u ekstraktima nadzemnih
delova G. phaeum (6,86 mg/g) gde je bila dominantna fenolkarboksilna Kiselina, a zatim
G. pyrenaicum (3,79 mg/g) i G. columbinum (3,67 mg/g). Sa izuzetkom G. macrorrhizum i
G. lucidum, sadrzaj galne kiseline bio je vi$i u nadzemnim u odnosu na podzemne delove.

Pored galne kiseline, u ispitivanim uzorcima utvrdeno je i prisustvo njenih depsida.
Galoilhina kiselina detektovana je u svim ekstraktima (<LOQ-4,84 mg/g, izraZzeno kao galna
kiselina) osim u ekstraktima G. phaeum i ekstraktima podzemnih delova G. palustre i
G. lucidum. Najve¢i sadrzaj ovog jedinjenja utvrden je u ekstraktu podzemnog dela
G. macrorrhizum (4,84 mg/g), gde je ujedno bila i najzastupljenija kiselina, a zatim u
ekstraktima nadzemnih delova G. robertianum (4,23 mg/g) i G. columbinum (3,64 mg/g).

U literaturi postoje podaci o prisustvu galne i galoilhina Kkiseline u vrstama
G. macrorrhizum (Miliauskas i1 sar., 2004), G. robertianum (Catarino i sar., 2017) |
G. pyrenaicum (Swiatek i sar., 2021).

lako Swiatek i sar. (2021) navode prisustvo galoilsikiminske kiseline u metanolnom
ekstraktu nadzemnog dela G. pyrenaicum, pomenuto jedinjenje se u ovom ispitivanju nalazilo
jedino u ekstraktu nadzemnog dela G. sanguineum (8,99 mg/g, izrazeno kao galna kiselina).

Protokatehinska kiselina bila je zastupljena u ekstraktima nadzemnih delova
G. pyrenaicum (4,40 mg/mL), G. robertianum (3,88 mg/g), G. palustre (3,37 mg/g),
G. macrorrhizum (2,86 mg/g) i G. columbinum (1,87 mg/g), kao i u ekstraktima podzemnih
delova G. robertianum (3,78 mg/g) i G. pyrenaicum (<LOQ). Geranium macrorrhizum
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(Grigoraviciute i sar., 2018) i G. robertianum (Graga i sar., 2017; Nasti¢ i sar., 2018) su jedine
dve od vrsta ispitivanih u ovom radu u kojima je prethodno utvrdeno prisustvo ovog jedinjenja.

U svim ekstraktima G. robertianum (1,66 mg/g za ekstrakt nadzemnog i 1,44 mg/g za
ekstrakt podzemnog dela, izrazeno kao elagna kiselina) i G. lucidum (2,28 mg/g za ekstrakt
nadzemnog i1 1,08 mg/g za ekstrakt podzemnog dela) i ekstraktima nadzemnih delova G.
columbinum (0,81 mg/g) i G. pyrenaicum (0,73 mg/g) bila je prisutna brevifolin karboksilna
kiselina. Do sada je bilo poznato da je ova kiselina prisutna u vrstama G. robertianum i
G. pyrenaicum (Catarino i sar., 2017; Swiatek i sar., 2021), dok je njeno prisustvo po prvi put
pokazano u vrstama G. lucidum i G. columbinum.

Ekstrakti nadzemnih organa bili su bogatiji fenolkarboksilnim kiselinama u odnosu na
ekstrakte podzemnih organa, a najve¢i ukupan sadrzaj odreden je u ekstraktima nadzemnih
delova G. palustre i G. macrorrhizum (35,24 mg/g i 35,01 mg/g, redom). Za ova dva ekstrakta
utvrdena je slinosti i u kvalitativnom sastavu fenolkarboksilnih kiselina. U oba ekstrakta bile su
prisutne iste fenolkarboksilne kiseline (hlorogenska, galna, elagna, galoilhina i protokatehinska),
pri ¢emu je hlorogenska kiselina bila najzastupljenija (22,14 mg/g i 16,27 mg/g, redom).

Jedino u ekstraktu podzemnog dela G. palustre nije detektovano prisustvo nijedne
fenolkarboksilne kiseline.

Za razliku od prethodnih ispitivanja odabranih vrsta roda Geranium, u analiziranim
uzorcima nije utvrdeno prisusutvo drugih fenolkarboksilnih kiselina kao §to su hina, 5-O-
kafeoilhina, kumaroilhina, feruloilhina, kafeoil$ikiminska, vanilinska, p-kumarna, rozmarinska,
kafena, ferulinska, siringinska, salicilna, sinapinska, cihorijumska i gentizinska Kiselina
(Catarino i sar., 2017; Pantev i sar., 2006; Swiatek i sar., 2021; Graga i sar., 2017; Grigoraviciute
i sar., 2018; Leucuta i sar., 2005; Miliauskas i sar., 2004; Fodorea i sar., 2005a; Fodorea i sar.,
2005b; Fodorea i sar., 2004; Abarova i sar., 2020; Salih, 2019).

Flavonoidna jedinjenja

U ekstraktima nadzemnih delova ispitivanih vrsta, osim G. phaeum, utvrdeno je prisustvo
I odreden sadrzaj flavonolnih aglikona kvercetina, kemferola i metilovanih derivata kemferola,
heterozida kvercetina i kemferola kao i galoilovanih derivata heterozida kvercetina i kemferola.

U ekstraktima podzemnih organa nisu bila prisutna flavonoidna jedinjenja.

Sadrzaj flavonoidnih jedinjenja u ispitivanim ekstraktima bio je razliCit 1 kretao se u
opsegu 1,06-28,75 mg/g suvog ekstrakta.

Sadrzaj slobodnih aglikona, kemferola i kvercetina odreden je u ekstraktima nadzemnih
delova G. robertianum (8,71 i 6,47 mg/g, redom), G. lucidum (7,00 i 2,25 mg/g redom), gde su
bili dominani flavonoidi, kao i u G. macrorrhizum (1,49 mg/g i 2,87 mg/g, redom). Pored toga,
kvercetin je detektovan (<LOQ) i u ekstraktima nadzemnih delova G. sanguineum i
G. columbinum.

U prethodnim istrazivanjima, kvercetin je identifikovan u vrstama G. macrorrhizum
(Grigoraviciute i sar., 2018; Miliauskas i sar., 2004;), G. robertianum (Paun i sar., 2011),
G. sanguineum (Leucuta i sar., 2005; Pantev i sar., 2006; Abarova i sar., 2020; lvancheva i
Petrova, 2000), G. pyrenaicum (Swiatek i sar., 2021) i G. columbinum (lvancheva i Petrova,
2000). Sadrzaj kvercetina prethodno je odreden u G. sanguineum (0,82 mg/g suve herbe)
(Leucuta i sar., 2005). U ovom radu nije detektovan kvercetin u ekstraktu nadzemnog dela
G. pyrenaicum, ali je po prvi put utvrdeno prisustvo i odreden sadrzaj ovog jedinjenja u ekstraktu
nadzemnog dela G. lucidum.

Literaturni podaci navode da je kemferol zastupljen u vrstama G. macrorrhizum
(Grigoraviciute i sar., 2018; Fodorea i sar., 2004), G. robertianum (Paun i sar., 2014; Ivancheva i
Petrova, 2000;), G. sanguineum (Pantev i sar., 2006; Leucuta i sar., 2005; Ivancheva i Petrova,
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2000), G. pyrenaicum (lvancheva i Petrova, 2000) i G. columbinum (lvancheva i Petrova, 2000).
U prethodnim ispitivanjima, sadrzaj kemferola u herbi G. macrorrhizum iznosio je 9,92 ug/100
mg suve herbe (Fodorea i sar., 2004), dok je u ekstraktu nadzemnog dela G. sanguineum bio
zastupljen u koncentraciji od 0,19 mg/g (Leucuta i sar., 2005). U ovom istrazivanju, kemferol
nije pronaden u ekstraktima G. pyrenaicum, ali je sa druge strane po prvi put detektovan i
odreden je njegov sadrzaj u nadzemnom delu G. lucidum.

Pored slobodnih aglikona, u pojedinim ekstraktima utvrdeno je i prisusutvo heterozida
kvercetina i kemferola, i to hiperozida (kvercetin-3-O-galaktozid), izokvercitrina (kvercetin-3-O-
glukozid) i astragalina (kemferol-3-O-glukozid).

Hiperozid i izokvercitrin nalazili su se u ekstraktima nadzemnih delova G. pyrenaicum u
koli¢inama od 4,99 mg/g i 3,36 mg/g, redom (izrazeno kao kvercetin), G. macrorrhizum (2,16
mg/g i 1,48 mg/g, redom), G. palustre (<LOQ i 2,65 mg/g, redom) i G. sanguineum (<LOQ i
1,06 mg/g, redom). Astragalin je bio zastupljen u ekstraktima nadzemnih delova G. palustre
(1,63 mg/g, izrazeno kao kemferol) i G. pyrenaicum (2,20 mg/qg).

U literaturi postoje podaci o zastupljenosti hiperozida u vrstama G. macrorrhizum
(Miliauskas i sar., 2004; Fodorea i sar., 2004), G. robertianum (Fodorea i sar., 2005b),
G. sanguineum (Leucuta i sar., 2005; Ivancheva i Petrova, 2000; Pantev i sar., 2006; Abarova i
sar., 2020) i G. pyrenaicum (Fodorea i sar., 2005a). lako se hiperozid navodi kao flavonolni
heterozid prisutan u G. robertianum, u naSem istrazivanju to nije potvrdeno, ali je po prvi put
utvrdeno prisusutvo ovog jedinjenja u nadzemnom delu G. palustre.

Izokvercitrin je prema dostupnim podacima identifikovan u vrstama G. macrorrhizum
(Miliauskas i sar., 2004; Fodorea i sar., 2004; Ivancheva i Petrova, 2000), G. robertianum
(Fodorea i sar., 2005b; Graga i sar., 2016a; Graca i sar., 2017; Ivancheva i Petrova, 2000),
G. palustre (lvancheva i Petrova, 2000), G. sanguineum (Leucuta i sar., 2005), G. pyrenaicum
(Fodorea i sar., 2005a; Ivancheva i Petrova, 2000) i G. lucidum (lvancheva i Petrova, 2000). U
ovom radu nije utvrdeno prisustvo izokvercitrina u ekstraktima G. robertianum i G. lucidum.

Za razliku od istrazivanja Kartnig i Bucar-Stachel (1991), astragalin nije detektovan u
ekstraktu nadzemnog dela G. robertianum. Sa druge strane, dobijeni rezultati o prisustvu
astragalina u ekstraktima nadzemnih delova G. palustre i G. pyrenaicum su u skladu sa
literaturnim podacima (Ivancheva i Petrova, 2000; Swiatek i sar., 2021).

Za ekstrakte nadzemnih delova G. palustre i G. pyrenaicum bilo je karakteristi¢no
prisustvo galoilovanih heterozida kemferola i kvercetina i to astragalin-2"-O-galata (28,75 mg/g
I 7,14 mg/g, redom) i kvercetin-galoilheksozida (3,73 mg/g i 1,64 mg/g, redom, izrazeno kao
kvercetin). Astragalin-2"-O-galat je od svih flavonoidnih jedinjenja bio zastupljen u najvecoj
koli¢ini od 28,75 mg/g i to u ekstraktu nadzemnog dela G. palustre. Navedena jedinjenja nisu
detektovana ni u jednom drugom analiziranom uzorku, $to ukazuje na izvesnu slinost u
hemijskom sastavu izmedu ove dve vrste. Dobijeni rezultati potvrduju literaturne podatke o
prisusutvu galoilovanih glukozida kemferola i kvercetina u nadzemnim delovima G. pyrenaicum
(Swiatek i sar., 2021). Zastupljenost ovih jedinjenja u nadzemnim delovima G. palustre je po
prvi put pokazana u ovom istrazivanju.

Ekstrakt nadzemnog dela G. columbinum razlikovao se od ostalih po prisustvu dva
pentozida kvercetina (1,65 mg/g i 6,28 mg/g, izrazeno kao kvercetin) i deoksiheksozida
kvercetina (5,33 mg/g, izrazeno kao kvercetin), koji su po prvi put detektivani i odredeni u
G. columbinum u ovom radu.

Metilovani derivati kemferola bili su prisutni samo u ekstraktu nadzemnog dela
G. macrorrhizum, i to kemferol-metiletar (3,86 mg/g, izrazeno kao kemferol) i kemferol-
dimetiletar (2,74 mg/qg).

Vrste roda Geranium karakteriSsu se prisusutvom zlezdanih trihoma pre svega na
listovima u kojima se pored terpenskih jedinjenja, nalaze i flavonoidi, i to metilovani derivati
flavonola. Ivancheva i Petrova (2000) navode prisustvo mono-, di-, tri- i tetrametil derivata
kemferola, kvercetina 1 miricetina u ekstraktima dobijenim ispiranjem listova razli¢itih vrsta
ovog roda acetonom. Najve¢i broj metilovanih flavonoida identifikovan je u ekstraktima
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G. macrorrhizum i G. lucidum. Sa druge strane, prisusutvo ovih jedinjenja nije uoceno u vrstama
G. phaeum i G. columbinum (lvancheva i Petrova, 2000; Abarova i sar., 2020; Harborn i
Williams, 2002). Manja zastupljenost metilovanih derivata u ispitivanim ekstraktima u odnosu
na literaturne podatke moze se objasniti pre svega razli¢itom polarnoscu rastvaraca koji su
koriSeni za ekstrakciju kao i razli¢itim postupcima ekstrakcije.

U pogledu sadrzaja flavonoida od ispitivanih vrsta isticu se nadzemni delovi
G. macrorrhizum, G. palustre i G. pyrenaicum. Najveéi broj flavonoidnih jedinjenja utvrden je u
ekstraktu nadzemnog dela G. macrorrhizum, koji je jedini sadrzao metilovane derivate
kemferola. Ekstrakti nadzemnih delova G. palustre i G. pyrenaicum su ispoljili slicnosti u
sastavu flavonoidnih jedinjenja. U obe vrste bili su prisutni hiperozid, izokvercitrin i astragalin,
ali i galoilovani derivati (kvercetin-galoilheksozid i astragalin-2”-O-galat) po kojima se
navedene vrste razlikuju od svih ostalih. Sli¢an profil u pogledu prisustva flavonoida pokazali su
i ekstrakti nadzemnih delova G. robertianum i G. lucidum u kojima su bili dominatni kvercetin i
kemferol.

Tanini

LC-MS analizom u ispitivanim ekstraktima utvrdeno je prisustvo i odreden sadrZaj
elagnih tanina: geraniina i njegovog izomera, korilagina, telimagrandina I i jedinjenja izomerne
strukture, telimagrandina II i hebulaginske kiseline. Pored elagnih, identifikovani su i odreden je
sadrzaj galnih tanina i to: galoilglukoze, digaloilglukoze, trigaloilglukoze i pentagaloilglukoze.

U vecini analiziranih uzoraka kao dominantni medu svim polifenolnim sastojcima
izdvojili su se elagni tanini. Geraniin je odreden u znacajnim koli¢inama i bio je dominantno
jedinjenje u ekstraktima nadzemnih delova G. sanguineum (160,84 mg/g), G. robertianum
(89,93 mg/g), G. columbinum (83,47 mg/g), G. lucidum (69,99 mg/g) i G. pyrenaicum (52,44
mg/g), kao i u ekstraktima podzemnih delova G. robertianum (83,59 mg/g), G. pyrenaicum
(21,91 mg/g) i G. lucidum (20,16 mg/g). Uglavnom je bio prisutan u veéim koli¢inama u
ekstraktima nadzemnih u odnosu na ekstrakte podzemnih delova, sa izuzetkom G. robertianum
gde je njegov sadrzaj u oba ekstrakta bio slican. U tragovima (<LOQ) je bio prisutan u
ekstraktima G. macrorrhizum, dok nije detektovan u ekstraktima G. phaeum i G. palustre i
ekstraktima podzemnih delova G. sanguineum i G. columbinum. Od ispitivanih vrsta, jedino za
G. robertianum i G. pyrenaicum postoje podaci o sadrzaju geraniina i njegovih izomera (Graga i
sar., 2016a; Graga i sar., 2017; Catarino i sar., 2017; Swiatek i sar., 2021).

U ekstraktu nadzemnog dela G. palustre, za razliku od svih ostalih uzoraka, utvrdena je
znacajna koli¢ina (175,81 mg/g, izrazeno kao geraniin) galoil-HHDP-DHHDP-glukoze,
jedinjenja koje se moze smatrati izomerom geraniina.

Sledec¢i po zastupljenosti bio je korilagin. U znacajnim koli¢inama (17,20-76,76 mg/qg)
nalazio se u svim ekstraktima nadzemnih delova sa izuzetkom ekstrakta G. phaeum u kome nije
detektovan. Najveci sadrzaj ovog jedinjenja odreden je u ekstraktima nadzemnih delova
G. palustre (76,76 mg/g), G. sanguineum (65,31 mg/g), G. columbinum (47,12 mg/g),
G. pyrenaicum (44,42 mg/g), G. robertianum (30,08 mg/g), G. macrorrhizum (22,05 mg/g) |
G. lucidum (17,20 mg/g). U nesto manjim koli¢inama nalazio se u ekstraktima podzemnih
delova, i to G. robertianum (12,93 mg/g) i G. lucidum (6,75 mg/g), kao i u ekstraktu
G. pyrenaicum (<LOQ). Catarino i sar. (2017) navode prisustvo korilagina u nadzemnom delu
G. robertianum. Swiatek i sar. (2021) navode prisustvo jedinjenja korilaginske strukture (galoil-
HHDP-glukoza) u ekstraktu nadzemnog dela G. pyrenaicum. U ovom radu, po prvi put je
utvrdeno prisustvo 1 odreden sadrzaj korilagina u nadzemnim delovima G. palustre,
G. sanguineum, G. columbinum, G. macrorrhizum i G. lucidum kao i u podzemnim delovima
G. robertianum, G. lucidum i G. pyrenaicum.
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U pojedinim ekstraktima nalazili su se i elagni tanini telimagrandin 1 i Il. Prisustvo oba
anomera telimagrandina | utvrdeno je u ekstraktu nadzemnog (7,08 i 22,23 mg/g, izrazeno kao
galna kiselina) i podzemnog dela G. pyrenaicum (<LOQ). Telimagrandin | anomer 2 bio je
prisutan i u ekstraktima G. macrorrhizum (5,18 mg/g ekstrakta nadzemnog i 13,52 mg/g
ekstrakta podzemnog dela). Telimagrandin Il bio je zastupljen samo u ekstraktima nadzemnog
dela G. phaeum (10,61 mg/g, izrazeno kao galna kiselina) i podzemnog dela G. lucidum (6,87
mg/g). Catarino i sar. (2017) navode prisustvo istog ili sli¢nog jedinjenja u G. robertianum.

U ekstraktima G. macrorrhizum utvrdeno je i prisustvo tri izomera digaloil-HHDP-
glukoze, jedinjenja strukturno sli¢nih telimagrandinu 1. Prvi izomer bio je prisutan u ekstraktima
nadzemnog (12,15 mg/g, izrazeno kao galna kiselina) i podzemnog dela (22,97 mg/g) G.
macrorrhizum, a detektovan je (<LOQ) i u ekstraktu podzemnog dela G. lucidum. Druga dva
izomera nalazila su se jedino u ekstraktu nadzemnog dela G. macrorrhizum (17,45 mg/g i 7,99
mg/g, redom). Izomeri digaloil-HHDP-glukoze su u prethodnim istrazivanjima identifikovani u
vrstama G. robertianum i G. pyrenaicum (Graga i sar., 2016a; Graga i sar., 2017; Swiatek i sar.,
2021).

Iz grupe elagnih tanina, identifikovano je i prisustvo hebulaginske kiseline, i to samo u
ekstraktima nadzemnih delova G. palustre (22,70 mg/g, izrazeno kao galna kiselina) i
G. pyrenaicum (5,46 mg/g), sto dodatno ukazuje na sli¢nosti u hemijskom sastavu nadzemnih
delova ove dve vrste.

U svim analiziranim uzorcima utvrdeno je prisusutvo galoil derivata glukoze.
Monogaloilglukoza bila je prisutna u svim ekstraktima (<LOQ-1,83 mg/g, izrazeno kao galna
kiselina). Ekstrakti nadzemnih organa svih ispitivanih vrsta sadrzali su digaloilglukozu (<LOQ-
9,63 mg/g), kao i ekstrakt podzemnog dela G. lucidum (0,59 mg/g). Geranium macrorrhizum,
G. sanguineum i G. columbinum su vrste sa najvi$im sadrzajem ovog jedinjenja u ekstraktima
nadzemnih delova (9,63 mg/g, 4,23 mg/g i 3,59 mg/g, redom). Trigaloilglukoza bila je
zastupljena jedino u ekstraktu podzemnog dela G. lucidum (3,57 mg/g). Prisustvo
pentagaloilglukoze utvrdeno je u ekstraktu podzemnog organa G. macrorrhizum (7,55 mg/g) i
ekstraktima nadzemnih delova G. sanguineum (7,28 mg/g), G. robertianum (4,37 mg/g),
G. macrorrhizum (4,31 mg/g) i G. phaeum (1,26 mg/g), kao i u ekstraktima nadzemnih delova
G. palustre i G. pyrenaicum (<LOQ). Literaturni podaci pokazuju da su galoilovani derivati
heksoza zastupljeni u vrstama G. macrorrhizum, G. robertianum i G. pyrenaicum
(Grigoraviciute i sar., 2018; Catarino i sar., 2017; Graca i sar., 2016a; Graca i sar., 2017; Swiatek
i sar., 2021).

Najvec¢i broj razli¢itin tanina identifikovan je u ekstraktima nadzemnih delova
G. macrorrhizum i G. pyrenaicum. Odsustvo jednog anomera telimagrandina | i hebulaginske
kiseline, kao i prisusutvo tri izomera digaloil-HHDP-glukoze i zna¢ajno nizi sadrzaj geraniina
razlikovao je ekstrakt G. macrorrhizum od ekstrakta G. pyrenaicum.

Generalno, u ekstraktima nadzemnih delova G. robertianum, G. sanguineum,
G. pyrenaicum, G. columbinum i G. lucidum, kao i u ekstraktu podzemnog dela G. robertianum
geraniin i korilagin su bili dominantni tanini. U ekstraktima nadzemnog dela G. phaeum i
podzemnog dela G. lucidum je, pored ova dva jedinjenja, bio prisutan i telimagrandin I1. Ekstrakt
nadzemnog dela G. palustre je, za razliku od svih ostalih ekstrakata, sadrzao izomer geraniina.
Oba anomera telimagrandina | bila su prisutna istovremeno jedino u ekstraktima G. pyrenaicum.
Prisustvo hebulaginske kiseline uoceno je samo u ekstraktima nadzemnih delova G. palustre i
G. pyrenaicum.

Statistiéka klaster analiza

Rezultati kvalitativne 1 kvantitativne analize metanolnih ekstrakata podzemnih i
nadzemnih organa ispitivanih vrsta statisticki su obradeni primenom UPGMA (Unweighted
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Pair-Group Arithmetic Averages clustering) metode. Klaster analiza ukljucivala je sadrzaj svih
polifenolnih jedinjenja prisutnih u ispitivanim ekstraktima.

Na dobijenom dendrogramu (Slika 36) moze se uociti da su se ispitivani uzorci grupisali
u dve velike grupe uz odvajanje ekstrakta podzemnog dela G. lucidum od svih ostalih ispitivanih
uzoraka na osnovu prisustva trigaloil-glukoze.

G. macrorrhizum n

G. macrorrhizum p

G. sanguineum p

G. phaeum n

G. phaeum p

G. palustre p

G. columbinum p
G. robertianum n -
G. sanguineum n

G. columbinum n

G. robertianum p

G. pyrenaicum p

G. lucidum n

G. palustre n

G. pyrenaicum n

G. lucidum p

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Linkage Distance

Slika 36. Klaster analiza polifenolnih sastojaka ekstrakata Geranium vrsta na osnovu
Pearson-ovih distanci u UPGMA metodi spajanja

U okviru prve grupe izvrSeno je grupisanje ekstrakata nadzemnog i podzemnog dela
G. macrorrhizum i podzemnog dela G. sanguineum u jednu i ekstrakata nadzemnog i podzemnog
dela G. phaeum i podzemnih delova G. palustre i G. columbinum u drugu podgrupu. Ekstrakti
G. macrorrhizum se od ekstrakta podzemnog dela G. sanguineum razlikuju po znac¢ajno veéem
sadrzaju tanina i1 fenolkarboksilnih kiselina. Za razliku od ekstrakta podzemnog dela, ekstrakt
nadzemnog dela G. macrorrhizum je sadrzao flavonoide. U drugoj podgrupi odvojio se ekstrakt
nadzemnog dela G. phaeum usled viseg sadrzaja tanina. Nakon toga doslo je do odvajanja
ekstrakta podzemnog dela G. phaeum od ekstrakata podzemnih delova G. palustre i
G. columbinum na osnovu sadrzaja galne i elagne kiselina. Razlika izmedu ekstrakata podzemnih
delova G. palustre i G. columbinum poti¢e od veceg sadrzaja galoilglukoze i prisustva galne i
galoilhina kiseline u tragovima.

U okviru druge grupe izdvojili su se, medusobno hemijski sli¢ni, ekstrakti nadzemnih
delova G. palustre i G. pyrenaicum, a usled prisustva astragalina, galoilovanih derivata
astragalina 1 heterozida kvercetina, kao i hebulaginske kiseline. Razlika izmedu ova dva
ekstrakta ogleda se u prisusutvu hlorogenske kiseline i izomera geraniina u ekstraktu G. palustre,
odnosno brevifolin karboksilne Kiseline, geraniina i anomera telimagrandina | u ekstraktu
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G. pyrenaicum. Ostatak grupe podeljen je na dve podrupe usled razlika u sadrzaju tanina pri
¢emu su u jednoj bili ekstrakti nadzemnih delova G. robertianium, G. sanguineum i
G. columbinum, a u drugoj ekstrakti podzemnih delova G. robertianum i G. pyrenaicum i
nadzemnog dela G. lucidum. Ekstrakt nadzemnog dela G. columbinum razlikovao se od ostalih
ekstrakata prve podgrupe po prisusutvu dva pentozida i deoksiheksozida kvercetina. Razlika
izmedu ekstrakata nadzemnih delova G. robertianium i G. sanguineum ogleda se u prisusutvu
protokatehinske i brevifolin karboksilne kiseline i kemferola u prvom, odnosno galoilSikiminske
kiseline, hiperozida i izokvercitrina u drugom ekstraktu. U drugoj podgrupi odvojio se ekstrakt
nadzemnog dela G. lucidum zbog prisustva flavonolnih aglikona kvercetina i kemferola i
hlorogenske kiseline. Ekstrakti podzemnih delova G. robertianum i G. pyrenaicum razlikuju se u
prisustvu brevifolin karboksilne kiseline u prvom, odnosno anomera telimagrandina | u drugom.

Izvesna sli¢nost u sastavu 1 koli¢ini polifenolnih sastojaka se moze uociti u ekstraktima
nadzemnih delova G. robertianum, G. sanguineum i G. columbinum, u ekstraktima podzemnih
delova G. robertianum i G. pyreneicum i ekstraktu nadzemnog dela G. lucidum u kojima je
odreden visok sadrzaja geraniina. lako je geraniin prisutan u znacajnoj koli¢ini 1 u ekstraktu
nadzemnih delova G. pyreneicum, navedeni ekstrakt je grupisan sa ekstraktom nadzemnog dela
G. palustre zbog sadrzaja flavonoida (kvercetin-galoil-heksozid, astragalin i astragalin-galat)
koji u ostalim ekstraktim nisu bili prisutni.

81



3. Farmakoloska aktivnost metanolnih ekstrakata

U cilju farmakoloS8ke karakterizacije, metanolni ekstrakti ispitani su u pogledu
antioksidantne, antimikrobne i citotoksi¢ne aktivnosti.

3.1. Antioksidantna aktivnost

Oksidativni stres predstavlja stanje neravnoteze izmedu pro- i antioksidantnih agenasa i
nastaje kao posledica prekomerne produkcije reaktivnih jedinjenja i/ili smanjenih antioksidantnih
kapaciteta. Reaktivna jedinjenja obuhvataju kiseoni¢ne, azotne i sumporne slobodne radikale 1
oksidanse. Slobodni radikali su atomi, molekuli ili joni koji sadrze jedan ili viSe nesparenih
elektrona u spoljasnjoj orbitali, a u organizmu nastaju tokom metabolickih procesa ili pod
uticajem spoljasnih faktora kao Sto su zraCenje, ozon, duvanski dim, zagadenje i dr. (Bagchi i
Puri, 1998).

lako organizam poseduje endogeni antioksidantni sistem koji se sastoji od enzima kao $to
su superoksid dismutaza, katalaza i1 glutation reduktaze, peroksidaze i transferaze, Cesto
produkcija ovih reaktivnih jedinjenja prevazilazi antioksidantne kapacitete te u organizmu dolazi
do ostecenja nukleinskih kiselina, lipida i1 proteina. Hidroksilni radikal ima sposobnost
reagovanja sa svim gradivnim jedinicama molekula DNK ostecujuéi pritom i purinske i
pirimidinske baze, kao i dezoksiribozu (Halliwell i Gutteridge, 1999). Oksidativno oStecenje
genetskog materijala predstavlja pocetnu tatku mutageneze, karcinogeneze i starenja. Dalje,
slobodni radikali dovode do lipidne peroksidacije 1 nastanka toksi¢nih proizvoda
malonildialdehida, 4-hidroksi-2-nonenala i F2-izoprostana (Mas-Bargues i sar., 2021). Pod
uticajem slobodnih radikala moze do¢i do oStecenja proteina usled oksidativne modifikacije

specificne aminokiseline, cepanja peptida ili formiranja transverzalno vezujucih proteina (Lobo i
sar., 2010).

Smatra se da oksidativni stres ima ulogu u patogenezi razli¢itih kardiovaskularanih,
neurodegenerativnih, metaboli¢kih i autoimunih bolesti (Carocho i sar., 2018). Sa druge strane, u
odredenim stanjima reaktivna jedinjenja mogu imati korisne efekte. Istrazivanja poslednjih
godina pokazuju da reaktivne kiseoni¢ne vrste mogu potencirati efikasnost antikancerske terapije

(Kim i sar., 2019). Takode, ova jedinjenja imaju ulogu u imunoloskoj odbrani organizma (Herb i
sar., 2021).

Antioksidantni potencijal metanolnih ekstrakata nadzemnih i podzemih organa
ispitivanih vrsta utvrden je in vitro testovima. Ukupna antioksidantna aktivnost ispitana je u
FRAP testu, dok je antiradikalska aktivnost procenjena DPPH testom. Takode antioksidantni
potencijal ekstrakata procenjen je ispitivanjem njihovog uticaja na parametre oksidativnog stresa
u humanom serumu.

3.1.1. FRAP test

Ukupna antioksidantna aktivnost ekstrakata, odnosno njihova redukciona sposobnost,
procenjena je na osnovu njihove sposobnosti da redukuju Fe3*-2,4,6-tripiridil-s-triazin kompleks.
U Tabeli 19 prikazani su rezultati odredivanja ukupne antioksidantne aktivnosti
ispitivanih ekstrakata i L-askorbinske kiseline kao jedinjenja koje ima potvrdenu antioksidantnu
aktivnost. Rezultati su izrazeni kao FRAP vrednost (broj mmol Fe?* jona koji ima istu
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redukcionu sposobnost kao 1 g suvog metanolnog ekstrakta) i predstavljaju srednju vrednost tri
odredivanja.

U pogledu ukupne antioksidantne aktivnosti, izmedu ispitivanih ekstrakata i L-
askorbinske kiseline nije uocena statisticki znacajna razlika $to ukazuje na izrazen antioksidantni
potencijal ekstrakata. Dobijene FRAP vrednost bile su u opsegu 1,13-8,80 mmol Fe?*/g suvog
ekstrakta.

Kao §to je i o¢ekivano, ekstrakti podzemnih delova G. palustre i G. phaeum, koji su imali
najvisi sadrzaj ukupnih polifenola, ispoljili su najvecu redukcionu sposobnost, odnosno za njih
su zabeleZene najvise FRAP vrednosti (8,80 i 7,02 mmol Fe?*/g suvog ekstrakta), koje su bile
vise od FRAP vrednosti za L-askorbinsku kiselinu (6,55 mmol Fe?*/g).

Visoku ukupnu antioksidantnu aktivnost, sliénu aktivnosti L-askorbinske kiseline,
pokazali su i ekstrakti nadzemnih delova G. palustre (6,64 mmol Fe?*/g) i G. sanguineum (6,32
mmol Fe?*/g), kao i ekstrakt podzemnog dela G. macrorrhizum (6,33 mmol Fe?*/g). Sa druge
strane, ekstrakt nadzemnog dela G. phaesum pokazao je najmanju aktivnost (1,13 mmol Fe?*/g
suvog ekstrakta), sto je u skladu sa najnizim sadrzajem ukupnih polifenola u ovom ekstraktu.

3.1.2. DPPH test

Visok sadrzaj polifenolnih jedinjenja i naglasena redukciona sposobnost utvrdena u
FRAP testu ukazali su i na potencijalno znacajnu antiradikalsku aktivnost ekstrakata, $to je i
potvrdeno u DPPH testu.

Rezultati dobijeni u DPPH testu za ispitivane ekstrakte izrazeni su kao 1Cso vrednost,
koja predstavlja koncentraciju ekstrakta/pozitivne kontrole koja neutralise 50% DPPH radikala.
Prikazani rezultati predstavljaju srednju vrednost tri odredivanja (Tabela 19).

Svi ekstrakti ispoljili su koncentraciono zavisnu anti-DPPH aktivnost (r?> = 0,9902-0,999)
sa ICso vrednostima u opsegu od 4,24-34,52 pg/mL. Dobijene vrednosti statisticki su bile
uporedive sa aktivnoséu L-askorbinske kiselina (1Cs0=3,68ug/mL) i ukazuju na visoku
sposobnost ekstrakata za uklanjanje DPPH radikala, osim za ekstrakte nadzemnog dela G.
phaeum (I1Cso= 34,52 pg/mL) i podzemnog dela G. columbinum (ICs0=10,45 pg/mL).

Najjaca sposobnost neutralizacije DPPH radikala utvrdena je za ekstrakte podzemnog i
nadzemnog dela G. palustre (ICs0=4,24 pg/mL i IC50=4,34 pg/mL, redom), Sto je u skladu sa
visokim sadrzajem polifenolnih jedinjenja i visokom redukcionom sposobnoscu utvrdenom u
FRAP testu. Znacajna antiradikalska aktivnost zabelezena je i za oba ekstrakta G. macrorrhizum
(IC50=4,92 za ekstrakt nadzemnog i 1C50=5,34 pg/mL za ekstrakt podzemnog dela), ekstrakt
podzemnog dela G. phaeum (ICs0=5,18 pg/mL) i ekstrakt nadzemnog dela G. sanguineum
(ICs0=5,18 pg/mL), $to je takode u skladu sa sadrzajem ukupnih polifenola i rezultatima FRAP
testa. Analogno rezultatima FRAP testa, ekstrakt nadzemnog dela G. phaeum pokazao je najnizu
antiradikalsku aktivnost (ICs0=34,52 pg/mL).
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Tabela 19. Antioksidantna aktivnost metanolnih ekstrakata ispitivanih vrsta i L-askorbinske
kiseline

Ekstrakt FRAP vrednost? DPPH ICs®
(mmol Fe?*/g) (ng/mL)
G. macrorrhizum n° 5,68+0,10 4,92+0,21
p? 6,33+0,02 5,34+0,11
G. robertianum n 5,30+0,23 6,81+0,16
p 4,92+0,14 7,54+0,07
G. phaeum n 1,13+0,03 34,52+0,91
p 7,0240,17 5,18+0,06
G. sanguineum n 6,32+0,19 5,18%0,04
p 5,85+0,18 5,80+0,03
G. palustre n 6,64+0,24 4,34+0,09
p 8,80+0,09 4,24+0,05
G. pyrenaicum n 3,31+0,12 9,20+0,04
p 3,15+0,18 9,15+0,23
G. lucidum n 4,93+0,02 7,7610,24
p 5,19+0,25 5,74+0,10
G. columbinum n 4,03+0,06 10,33+0,31
p 3,88+0,13 10,45+0,32
L-askorbinska kiselina 6,55+0,04 3,68+0,05

2 Broj mmol Fe?* jona koji ima istu redukcionu sposobnost kao 1 g suvog metanolnog ekstrakta, izrazeno
kao srednja vrednost tri ponavljanja + SD. ® koncentracija ekstrakta/pozitivne kontrole koja neutralise
50% DPPH radikala, izrazeno kao srednja vrednost tri ponavljanja + SD. ¢ Nadzemni delovi. ¢ Podzemni
delovi.

3.1.3. Uticaj na parametre oksidativnog stresa

Antioksidantna aktivnost ekstrakata ispitana je i in vitro u humanom serumu nakon
indukovanja oksidativnog stresa terc-butilhidroperoksidom (TBH) i uporedena sa poznatim
antioksidansom, hidrosolubilnim analogom vitamina E (troloks).

Upotreba humanog seruma kao medijuma za ispitivanje antioksidantne aktivnosti
obezbeduje uslove slicne fizioloSkim uslovima u sistemskoj cirkulaciji, a takode uzima u obzir 1
potencijalne uticaje fizioloski relevantne sredine na ispitivane uzorke (na primer vezivanje za
proteine seruma ili interakcija sa drugim biomolekulima prisutnim u serumu).

Ispitivanje antioksidantne aktivnosti ekstrakata Geranium vrsta na ovaj nacin je po prvi
put uradeno u ovoj doktorskoj disertaciji.

Aktivnost ekstrakata je procenjena odredivanjem njihovog uticaja na parametre
oksidativnog stresa u serumu, i to na: totalni antioksidantni kapacitet (TAK), totalni oksidantni
potencijal (TOP), prooksidantno-antioksidantni balans (PAB) i sadrzaj sulfhidrilnih grupa
(SHG). Na osnovu dobijenih vrednosti ovih parametara izraunat je Oksi skor (OS), Cije su
vrednosti, izrazene u vidu medijana i percentila, prikazane u Tabeli 20.
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Vrednosti OS dobijene su racunanjem antioksidantnih (TOP i PAB) i prooksidantnih
parametara (TAK i SHG), §to je od znacaja kada se uzme u obzir moguénost prooksidantnog
delovanja polifenolnih jedinjenja. Naime, istrazivanja poslednjih godina ukazuju da i
antioksidansi mogu ispoljiti prooksidantno delovanje pri visokim koncentracijama, u baznoj
sredini i/ili u prisustvu jona metala (Blokhina i sar., 2003; Zhou i Elias, 2013). Smatra se da
prooksidantna aktivnost fenolnih jedinjenja, izmedu ostalog, potice od njihove sposobnosti da
redukuju jone metala kao §to su Cu?* i Fe** do Cu* i Fe?* koji u Fentonovoj reakciji stimulisu
produkciju radikala. Joni Cu* i Fe?* u slobodnoj ili heliranoj formi se u prisusutvu vodonik-
peroksida oksiduju do Cu?* i Fe*" pri ¢emu nastaje hidroksilni radikal (OH") (Eghbaliferiz i
Iranshahi, 2016; Castaneda-Arriaga i sar., 2018). Utvrdeno je da polifenolna jedinjenja sa
dihidroksilnim grupama u orto polozaju koja inace imaju sposobnost heliranja jona metala
poseduju najizrazeniju prooksidantnu aktivnost (lwasaki i sar., 2011). Pored toga, polifenolna
jedinjenja mogu indirektno stimulisati produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta povecanjem
ekspresije NADPH oksidaza (NOX) (Maraldi, 2013). Sa druge strane, prooksidantna aktivnost
moze doprineti citotoksicnom delovanju polifenolnih jedinjenja indukuju¢i apoptozu celija
kancera, narocito u prisustvu jona bakra (Azmi i sar., 2005).

Tabela 20. Vrednosti OS ispitivanih ekstrakata, troloksa i DMSO*

Ekstrakt Vrednost OS? Statisticki znacajna razlika (p <
0.05) u odnosu na:

G. macrorrhizum 1n®  -5.99 (-10.52 — -4.40)

1p¢ -13.02 (-18.67 — -6.16) 3n, 4n, 6n, 7n, 8n
G. robertianum 2n  -6.86 (-8.05--6.17)
2p  -9.32(-10.57 - -6.71) 8n
G. phaeum 3n -3.24 (-4.02 — -2.36) 1p, 3p
3p  -10.93(-18.43 —-5.84) 3n, 4n, 6n, 8n
G. sanguineum 4n -3.54 (-4.82 — -1.50) 1p, 3p
4p  -5.54 (-14.04 — -3.57)
G. palustre 5n -5.49 (-7.73 —-4.12)
5p -6.25(-12.74 —-5.68) 8n
G. pyrenaicum 6n -2.51 (-5.69 —-0.50) 1p, 3p
6p  -9.31(-12.82 --5.13) 8n
G. lucidum 7n -4.53 (-6.76 — -1.74) 1p
7p  -8.97 (-12.98 — -2.45)
G. columbinum 8n -1.47 (-2.98 — -0.69) 1p, 2p, 3p, 5p, 6p
8p  -6.50 (-8.10--0.72)
Troloks® -7.01 (-7.53 — -6.51)
DMSO 0,05 (-0,4 - 0,6)

*DMSO koris¢en kao rastvarag. ? vrednosti Oksi skora izrazene u vidu medijana i percentila. ® Nadzemni
delovi. ¢Podzemni delovi. ¢ Brbori¢ i sar. (2021).
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Oksi skor svih ispitivanih uzoraka je bio u opsegu od -1,47 do -13,02 pri ¢emu se uticaj
razli¢ite koncentracije ekstrakata nije pokazao statistiCki znacajnim. Negativne vrednosti oksi
skora ukazuju na visok antioksidantni potencijal i suprotno, vise vrednosti oksi skora ukazuju na
slabije antioksidantno, odnosno potencijalno izrazenije prooksidantno delovanje.

Kod svih ispitivanih vrsta, ekstrakti podzemnih organa u odnosu na odgovarajuce
ekstrakte nadzemnih organa dali su negativnije OS vrednosti Sto ukazuje na izrazeniji
antioksidantni potencijal. Ekstrakti podzemnih organa G. macrorrhizum (0S=-13,02), G.
phaeum (0S=-10,93), G. robertianum (0S=-9,32), G. pyrenaicum (0S=-9,31) i G. lucidum
(0S=-8,97) ispoljili su jaci antioksidantni potencijal u poredenju sa troloksom, kao pozitivnom
kontrolom (Slika 37).

Delovanje sli¢no troloksu ispoljili su ekstrakti podzemnih delova G. columbinum (OS=-
6,50), G. palustre (0S=-6,25) i G. sanguineum (OS=-5,54), kao i ekstrakti nadzemnih delova
G. robertianum (0S=-6,86), G. macrorrhizum (0S=-5,99) i G. palustre (0S=-5,49). Nesto
slabija aktivnost uoCena je za eckstrakte nadzemnih delova G. sanguineum (OS=-3,54),
G. phaeum (0S=-3,24), G. pyrenaicum (0S=-2,51) i G. columbinum (OS=-1,47).

Smanjenje vrednosti OS koje ukazuje na povecanje antioksidantnog kapaciteta humanog
seruma 1 bolju antioksidantnu zaStitu u prisustvu ekstrakata posledica su pre svega povecanja
vrednosti TAK seruma pod uticajem antioksidanasa prisutnih u ekstraktima.

2,00
DMSO: 0.05
0,00

GeolH; -1.47
GpyrH: -2.51
2,00 GphaH; -3,24
g -4,00 Gsanti, -3,54 GsanK; -5.54 GeolK: -6.50
a GmacH; -5.99 GpalH; -5.49 GlucH; -4.53
; -6,00 GrobH; -6.86 GpalK; -6.25
o
© -800 GpyiK: -9.31
GrobK; -9.,32
-10,00 GlucK; -8.97
GphaK; -10.93
-12,00
GmacK; -13.02
-14,00

Slika 37. Vrednosti OS ispitivanih ekstrakata i kontrole

Dobijeni rezultati nisu bili u korelaciji sa rezultatima ukupne antioksidantne i
antiradikalske aktivnosti ekstrakata. Za ekstrakt podzemnog dela G. palustre koji je ispoljio
najjacu redukcionu sposobnost i antiradikalsku aktivnost utvrden je nizi antioksidantni potencijal
u humanom serumu u odnosu na gotovo sve ekstrakte podzemnih organa (osim u odnosu na G.
sanguineum), kao i ekstrakt nadzemnog dela G. robertianum. Takode, iako je bilo o¢ekivano da
ekstrakt nadzemnog dela G. phaeum najmanje uzrokuje smanjenje vrednosti OS usled najnizeg
sadrzaja polifenolnih sastojaka i najslabije redukcione i anti-DPPH aktivnosti, ipak najmanji
uticaj na antioksidantnu zaStitu u humanom serumu ispoljili su ekstrakti nadzemnih delova
G. pyrenaicum i G. columbinum. Na osnovu ovoga moze se zakljuéiti da u ispoljavanju
antioksidante zastite u serumu ulogu imaju ne samo koli¢ina polifenolnih jedinjenja u
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ekstraktima nego i drugi faktori koji verovatno ukljucuju i kvalitativni sastav ekstrakata, ali i
medusobne uticaje biomolekula seruma i sastojaka ekstrakata. Znacajan uticaj ispitivanih
ekstrakata na parametre oksidativnog stresa u humanom serumu daje osnov za dalja ispitivanja
koja ¢e detaljnije objasniti ulogu ekstrakata i njihovih sastojaka u antioksidantnoj zastiti.

Ispitivanjem redukcione sposobnosti i antiradikalskog delovanja utvrdeno je da ispitivani
ekstrakti poseduju znacajan in vitro antioksidantni potencijal, uporediv sa L-askorbinskom
kiselinom kao poznatim antioksidansom. Takode je utvrdeno da ispitivani ekstrakti dovode do
znaCajnog povecanja antioksidantnog kapaciteta humanog seruma, $to je po prvi put ispitano u
ovom radu, pri ¢emu je efekat veéine ekstrakata bolji ili uporediv sa efektom troloksa koji je
koris¢en kao pozitivna kontrola.

Dobijeni rezultati ukazuju na veoma snazan antioksidantni potencijal ispitivanih
ekstrakata, a naroCito su se u pogledu antioksidantne aktivnosti izdvojili ekstrakti podzemnih i
nadzemnih delova G. palustre, G. macrorrhizum i G. sanguineum i ekstrakt podzemnog dela G.
phaeum kod kojih je zabelezena najizraZenija redukciona i antiradikalska aktivnost. Ekstrakti
podzemnih delova G. macrorrhizum, G. phaeum, G. robertianum, G. pyrenaicum i G. lucidum
ispoljili su najjaci antioksidantni potencijal u humanom serumu. Visok antioksidantni potencijal
ispitivanih ekstrakata posledica je visokog sadrzaja polifenolnih jedinjenja ukljucujuéi geraniin 1
druge strukturno sli¢cne tanine. Antioksidantna aktivnost polifenolnih jedinjenja ogleda se u
transferu H atoma ili elektrona, heliranju jona metala, kao i u regulaciji oksidoreduktaza
(Leopoldini i sar., 2011; Liu i sar., 2019).

Dobijeni rezultati ispitivanja redukcione i antiradikalske aktivnosti ekstrakata u skladu su
sa prethodnim ispitivanjima antioksidantnog delovanja odabranih vrsta (Radulovi¢ i sar., 2012;
Sharopov i sar., (2017; Amaral i sar., 2009; Neagu i sar., 2010; Neagu i sar., 2017; Paun i sar.,
2011; Graca i sar., 2016a; Catarino i sar., 2017; Ben Jemia i sar., 2013; Sokmen i sar., 2005;
Pavlova i sar., 2019; Swiatek i sar., 2021; Wafa i sar., 2017; Nikolova i sar., 2010; Khavrona i
sar., 2018). Prethodno je utvrdena znacajna anti-DPPH aktivnost geraniina (ICs0=0,6 pM),
korilagina (1Cs0=0,4 puM), galne (ICs0=1,9 uM) i elagne kiseline (ICs0=1,7 uM) (lto, 2011),
jedinjenja koja su prisutna u ekstraktima ispitivanih Geranium vrsta u ovom radu, i koja su
svakako delom odgovorna za utvrden antioksidantni potencijal ispitivanih ekstrakata. Takode je
utvrdeno da geraniin moze ublaziti oksidativni stres uticajem na biomarkere oksidativnog stresa,
antioksidanse seruma 1 redoks balans glutationa, kao i povecanjem aktivnosti superoksid-
dismutaze (Chung i sar., 2018; Thitilertdecha i sar., 2020).

Izrazen antioksidantni potencijal ispitivanih ekstrakata ¢ini ove Geranium vrste
potencijalnim izvorom egzogenih antioksidanasa koji mogu doprineti ublazavanju i/ili
sprecavanju posledica oksidativnog stresa. Takode, sve viSe paznje posvecuje se ispitivanjima
koja za cilj imaju otkrivanje novih, prirodnih aditiva, pri ¢emu biljke i biljni ekstrakti imaju
poseban znacaj. Postoje podaci koji ukazuju na potencijalno Stetne efekte sintetskih aditiva.
Mamur i sar. (2010) navode in vitro genotoksi¢no delovanje antioksidansa natrijum-sorbata. Za
parabene je dokazano da mogu povecati migraciju i invazivnost ¢elija karcinoma dojke in vitro
(Khanna i sar., 2014), dok nitrati i nitriti poseduju kancerogeni potencijal (Said Abasse i sar.,
2022). U skladu sa tim, ispitivani ekstrakti mogu se posmatrati i kao potencijalni antioksidansi u
prehrambenim i drugim proizvodima.
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3.2.  Antimikrobna aktivnost

Antimikrobna aktivnost ispitivanih ekstrakata testirana je bujon mikrodilucionom
metodom na sedam standardnih sojeva bakterija, ukljuc¢ujuc¢i Gram pozitivne bakterije S. aureus,
E. faecalis i B. subtilis, Gram negativne bakterije E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa i
S. abony, jednom standardnom soju gljivice C. albicans, kao i na deset klini¢kih izolata E. coli i
sedam klini¢kih izolata K. pneumoniae.

Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti ekstrakata, izrazeni kao minimalne
inhibitorne koncentracije (MIK) tj. najnize koncentracije koje inhibiraju vidljiv rast
mikroorganizama, prikazani su u Tabeli 21.

Antimikrobna aktivnost ekstrakata uporedena je sa aktivnos¢u standardnih antibiotika
ampicilina, amikacina i vankomicina i antimikotika nistatina (Tabela 22).

Treba napomenuti da prema Rios i Recio (2005), znaajnu antimikrobnu aktivnost
poseduju ekstrakti sa minimalnim inhibitornim koncentracijama manjim od 100 pg/mL.

U okviru ove doktorske disertacije, po prvi put je ispitana antimikrobna aktivnost
ekstrakata G. phaeum i G. columbinum.

Dobijeni rezultati pokazuju da je vecina ispitivanih ekstrakata ispoljila antimikrobnu
aktivnost i inhibirala rast svih standardnih sojeva mikroorganizama sa MIK vrednostima u
opsegu 12,5-200 pg/mL. Minimalne inhibitorne koncentracije nisu utvrdene (MIK>200 pg/mL)
jedino kod ispitivanja aktivnosti ekstrakata podzemnih delova G. sanguineum prema S. aureus,
G. columbinum prema B. subtilis i C. albicans i G. palustre prema C. albicans.

Gram pozitivna bakterija E. faecalis pokazala se najosetljivijom prema ispitivanim
ekstraktima (MIK=12,5-50 pg/mL). Najjacu aktivnost ispoljili su svi ekstrakti G. phaeum i G.
columbinum i ekstrakt podzemnog dela G. pyrenaicum sa MIK vrednos¢u od 12,5 pg/mL.
Pokazana aktivnost moZe se smatrati izrazito zna¢ajnom uzimajuci u obzir da je utvrdena MIK
vrednost f-laktamskog antibiotika ampicilina bila 3,6 pg/mL. Veoma znacajnu antimikrobnu
aktivnost prema E. faecalis sa MIK vrednoséu od 25 pg/mL ispoljili su ostali ispitivani uzorci,
osim ekstrakata nadzemnog dela G. pyrenaicum i podzemnog dela G. lucidum za koje je
zabelezena takode veoma dobra aktivnost, ali sa nesto vis§im vrednostima MIK od 50 pg/mL.

Znacajnu antimikrobnu aktivnost prema S. aureus sa MIK vrednos$éu 50 pg/mL pokazali
su svi ekstrakti G. palustre i G. pyrenaicum i ekstrakti podzemnih delova G. robertianum, G.
phaeum, G. palustre, G. lucidum i G. pyrenaicum. Svi ostali ekstrakti, izuzev ekstrakta
podzemnog dela G. sanguineum za koji MIK vrednost nije utvrdena, takode su pokazali dobru
aktivnost (MIK=100 pg/mL) prema ovoj bakteriji. MIK vrednosti amikacina, ampicilina i
vankomicina prema ispitivanoj bakteriji bile su 2,0 ug/mL, 1,0 pg/mL i 2,2 pg/mL, redom.

Veoma znacajan rezultat predstavlja zabelezena visoka osetljivost standardnog soja Gram
negativne bakterije E. coli prema ekstraktima (MIK=25-100 pg/mL), imaju¢i u vidu
rezistentnost ove bakterije prema antibioticima. Najjace delovanje ispoljili su ekstrakti
nadzemnog dela G. robertianum i podzemnog dela G. palustre sa MIK vrednos¢u od 25 pg/mL.
IzraZena aktivnost prema standardnom soju E. coli (MIK=50 pug/mL) zabeleZena je i za ekstrakte
nadzemnih delova G. macrorrhizum, G. sanguineum, G. palustre, G. lucidum i G. columbinum i
podzemnih delova G. macrorrhizum, G. robertianum, G. phaeum i G. sanguineum. Za oba
ekstrakta G. pyrenaicum, kao i za ekstrakte nadzemnog dela G. phaeum i podzemnih delova G.
lucidum i G. columbinum utvrdene su MIK vrednosti od 100 pg/mL.

Treba pomenuti da su ekstrakti ispoljili inhibitornu aktivnost i prema drugim Gram
negativnim bakterijama pored E. coli. Utvrdene MIK vrednosti od 50 pg/mL za ekstrakte
nadzemnog dela G. phaeum i podzemnog dela G. columbinum prema standardnom soju
K. pneumoniae, ukazuju na njihovu znacajnu antimikrobnu aktivnost. Dobru aktivnost
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(MIK=100 pg/mL) prema ovom soju ispoljili su i ostali ekstrakti, osim ekstrakta podzemnog
dela G. macrorrhizum za koji je utvrdena MIK vrednost od 200 pg/mL. Amikacin i ampicilin
delovali su inhibitorno prema ovom soju u koncentraciji od 8,6 pg/mL i 4,4 pg/mL, redom.

Gram negativna bakterija S. abony pokazala se najosetljivijom prema ekstraktima
nadzemnog dela G. columbinum i podzemnog dela G. lucidum (MIK=50 pg/mL). Antimikrobnu
aktivnost prema ovoj bakteriji, sa MIK vrednostima od 100 pg/mL, ispoljili su i svi ekstrakti
G. macrorrhizum, G. phaeum i G. sanguineum, kao i ekstrakti nadzemnih delova G. palustre i
G. lucidum i ekstrakti podzemnih delova G. robertianum, G. pyrenaicum i G. columbinum.
Utvrdene MIK vrednosti amikacina i ampicilina bile su 3,2 pg/mL i 2,8 pg/mL, redom.

Takode, antimikrobna aktivnost prema P. aeruginosa utvrdena je za sve ispitivane
ekstrakte (MIK=100 pug/mL). Amikacin je u koncentraciji od 6,4 pg/mL zaustavio rast ove Gram
negativne bakterije.

Antimikrobna aktivnost prema Gram pozitivnoj bakteriji B. subtilis, sa MIK vrednostima
od 100 pg/mL, pokazana je za oba ekstrakta G. macrorrhizum, ekstrakte nadzemnih delova
G. palustre i G. lucidum i ekstrakt podzemnog dela G. robertianum. Ampicilin je inhibitorao rast
ove bakterije u koncentraciji od 4,2 pg/mL.

Aktivnost prema gljivici C. albicans ispoljili su svi ispitivani ekstrakti osim ekstrakata
podzemnih delova G. columbinum i G. palustre za koje nisu utvrdene MIK vrednosti. Najjaca
aktivnost utvrdena je za ekstrakt podzemnog dela G. macrorrhizum (MIK=50 pg/mL), a
znacajnu aktivnost (MIK=100 pg/mL) ispoljili su i svi ekstrakti G. robertainum, G. sanguineum
i G. lucidum, ekstrakti nadzemnih delova G. macrorrhizum, G. palustre, G. pyrenaicum i G.
columbinum i ekstrakt podzemnog dela G. phaeum. Aktivnost ekstrakata bila je slabija u
poredenju sa nistatinom (MIK=3,8 pg/mL), polienskim makrolidom koji se koristi u terapiji
gljivi¢nih infekcija.

Antimikrobna aktivnost ekstrakata ispitana je i protiv klinickih izolata Gram negativnih
bakterija E. coli i K. pneumoniae.

Generalno, znacajna inhibicija rasta svih izolata E. coli uocena je za ekstrakte nadzemnih
delova G. robertianum i G. columbinum (MIK=25-100 pg/mL). Ostali ekstrakti, osim ekstrakata
G. palustre i G. lucidum, su u istim inhibitornim koncentracijama delovali na vecinu ispitivanih
izolata ove bakterije. Jaku aktivnost (MIK=25 pg/mL) prema soju E. coli izolovanom iz brisa
lohija pokazali su ekstrakti podzemnih delova G. robertianum i G. phaeum. Istu aktivnost
ispoljili su ekstrakti podzemnih delova G. robertianum i G. columbinum prema jednom soju
E. coli izolovanom iz brisa rane, dok su ekstrakti nadzemnih delova ovih vrsta u istoj
koncentraciji inhibirali drugi soj izolovan takode iz rane.

Naglasena aktivnost ekstrakata prema standardnom soju, ali i klini¢ckim izolatima E. coli
je od posebnog znacaja uzimajuci u obzir da je ova Gram negativna bakterija jedan od naj¢escih
uzro¢nika bakterijskih infekcija.

Antimikrobna aktivnost ekstrakata prema klinickim izolatima K. pneumoniae bila je
slabija (MIK>200 pg/mL). Za sve ispitivane ekstrakte, osim za ekstrakte podzemnih delova
G. macrorrhizum i G. robertianum, utvrdena je minimalna inhibitorna koncentracija od 200
pg/mL prema soju K. pneumoniae izolovanom iz urina. Iste MIK vrednosti prema soju
izolovanom iz krvi utvrdene su za oba ekstrakta G. phaeum i ekstrakte nadzemnih delova
G. macrorrhizum i G. sanguineum.

Poznato je da Gram negativne bakterije generalno pokazuju veéi stepen rezistencije
prema antibioticima u poredenju sa Gram pozitivnim. Za razliku od Gram pozitivnih, kod Gram
negativnih bakterija prisutna je spolja$nja membrana koja sadrzi fosfolipide, lipopolisaharide i
membranske proteine i predstavlja uzrok vecée rezistencije Gram negativnih sojeva prema
antibioticima jer lekovi na putu do ciljnog mesta delovanja moraju prvo pro¢i ovu membranu
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(Breijyeh i sar., 2020). Ipak, u ovom radu, Gram negativni sojevi nisu pokazali ve¢u otpornost
prema ispitivanim ekstraktima u odnosu na Gram pozitivne.

Najjaca aktivnost ekstrakata utvrdena je prema E. faecalis kao Gram pozitivnoj i
standardnom soju E. coli kao Gram negativnoj bakteriji, a posebno treba istaci uoc¢enu znacajnu
antimikrobnu aktivnost vecine ekstrakata prema odredenim klini¢ckim izolatima E. coli. Sa druge
strane, B. subtilis se pokazao najmanje osetljivim na ispitivane ekstrakte.

U literaturi postoje podaci o prethodnim ispitivanjima antimikrobne aktivnost ekstrakata
pojedinih vrsta roda Geranium prema razli¢itim Gram pozitivnim, Gram negativnim bakterijama
i gljivicama.

U poredenju sa rezultatima dobijenim u ovom radu, Radulovi¢ i sar. (2012) navode
slabiju antimikrobnu aktivnost ekstrakata lista i rizoma G. macrorrhizum poreklom sa Svrljiskih
planina prema standardnim sojevima B. subtilis (MIK=250 pg/mL i MIK=150,6 pug/mL, redom),
K. pneumoniae (MIK=500 pg/mL i MIK=620,5 pg/mL, redom), E coli (MIK>500 pg/mL i
MIK=5000 pg/mL, redom) i C. albicans (MIK>500 pg/mL i MIK=310,2 pug/mL, redom). Sa
druge strane, aktivnost ekstrakta lista prema S. aureus je bila bolja (MIK=15,6 pg/mL) u
poredenju sa rezultatima ovog ispitivanja gde je utvrdena vrednost MIK ekstrakta nadzemnog
dela G. macrorrhizum iznosila 100 pg/mL.

Znacajna antimikrobna aktivnost pokazana je za etanolne ekstrakte nadzemnog i
podzemnog dela G. pyrenaicum, poreklom iz Turske, prema razli¢itim standardnim sojevima
bakterija, klinickim izolatima i gljivici C. albicans (MIK=8-128 pg/mL) pri ¢emu su se, kao i u

Wafa i sar. (2017) su u disk difuzionom testu ispitali antibakterijsku aktivnost
metanolnog ekstrakta nadzemnog dela G. lucidum poreklom iz Alzira prema S. aureus (zona
inhibicije 16,37+£0,22 mm), B. subtilis (zona inhibicije 13,51+0,10 mm), P. aeruginosa (zona
inhibicije 6,84+0,14 mm) i E. coli (zona inhibicije 6,76+0,19 mm). Uzimajuci u obzir dijametre
zona inhibicije, ekstrakt se pokazao neaktivnim prema E. coli i P. aeuruginosa (zona
inhibicije<9 mm) $to je u suprotnosti sa rezultatima dobijenim u ovom radu gde je uocena
znacajna aktivnost ekstrakta prema navedenim sojevima (MIK=50 pug/mL i MIK=100 pg/mL,
redom). Ipak, treba naglasiti da su ispitivanja vrsena primenom razlic¢itih metoda. Vodeni
ekstrakt nadzemnog dela G. palustre, poreklom iz Ukrajine, pokazao se aktivnim u disk
difuzionom testu prema E. coli, K. pneumoniae, S. aureus i P. aeruginosa (zona inhibicije 12-18
mm) (Khavrona i sar., 2018). Aktivnost prema navedenim sojevima potvrdena je i u
ispitivanjima u okviru ove doktorske disertacije (MIK=50-100 pg/mL).

Etanolni ekstrakt cveta G. sanguineum, poreklom iz Tunisa, ispoljio je znacajno slabiju
antibakterijsku aktivnost prema Gram pozitivnim i Gram negativnim sojevima (MIK=1-6
mg/mL) u poredenju sa ekstraktom nadzemnog dela G. sanguineum ispitivanim u ovom radu
(Hammami i sar., 2011).

Utvrdena antimikrobna aktivnost ekstrakata Geranium vrsta ispitivanih u okviru ove
doktorske disertacije moze se pripisati visokom sadrzaju polifenolnih jedinjenja. Mehanizam
antimikrobnog delovanja fenolnih jedinjenja moze se objasniti prisustvom fenolne hidroksilne
grupe u strukturi polifenolnih jedinjenja za koju se smatra da moze indukovati smrt celije
razli¢itim mehanizmima ukljucujué¢i oSteCenje integriteta membranskih struktura i curenje
¢elijskog sadrzaja, delokalizaciju elektrona i1 depolarizaciju bakterijske celije 1 smanjenje
gradijenta pH duz membrane i nivoa ATP-a (Bouarab i sar., 2019).

Antimikrobna aktivnost polifenolnih jedinjenja zavisi ne samo od koli¢ine, ve¢ i od
strukture polifenolnih jedinjenja (Vaquero i sar., 2010). Hidrolizuju¢i tanini antimikrobnu
aktivnost ispoljavaju ostecenjem strukture i funkcije celijskog zida i membrane, interakcijom sa
citoplazmom, enzimima (na primer, oksidoreduktazama) i prolinom bogatim proteinima ili
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lipoteihoinskom kiselinom na povrsini ¢elije, kao i inhibicijom glukoziltransferaze (Ekambaram
i sar., 2016).

Ispitivani sojevi mikroorganizama predstavljaju znacajne uzroc¢nike razli¢itih infektivnih
bolesti. Escherichia coli dovodi do enteritisa, infekcija urinarnog trakta, septikemije i drugih
infekcija ukljucuju¢i neonatalni meningitis (Allocati i sar., 2013). Klebsiella pneumoniae je
uslovno patogena bakterija koja izaziva oportunisticke infekcije koje najvise pogadaju osobe sa
oslabljenim imunskim sistemom. lzaziva Sirok spektar infekcija ukljucuju¢i upalu pluca,
infekcije urinarnog trakta, bakterijemije i apsces jetre (Li i sar., 2014; Paczosa i Mecsas, 2016).
Sojevi Klebsiella pneumoniae izolovani iz bolnicke sredine su ¢esto multirezistentni, tako da
lecenje infekcija koje oni izazivaju danas predstavlja znacajan klinicko terapijski problem.
Staphylococcus aureus je uzro¢nik velikog broja infekcija ukljucuju¢i bakterijemiju,
endokarditis, infekcije koze i mekih tkiva, osteomijelitis, septicki artritis, infekcije pacijenata sa
implantatima, gastroenteritis, meningitis, sindrom toksicnog s$oka, urinarne i respiratorne
infekcije (Tong i sar., 2015). Enterococcus faecalis je sastavni deo normalne mikrobiote
gastrointestinalnog trakta, ali moze izazvati urinarne infekcije, infekcije hirurSkih rana,
bakterijemiju i endokarditis (Hunt, 1998; Moellering, 1992; Woodford, 1998). Takode je
utvrdeno da ova bakterija moze biti uzrok neuspeha endodontskog lecenja zuba (Alghamdi i
Shakir, 2020). Pseudomonas aeruginosa je jedan od glavnih izazivaca bolnic¢kih infekcija
prac¢enih pneumonijom i sepsom dok je Salmonella abony, kao i druge bakterije ovog roda,
uzroc¢nik salmoneloze (Parker i sar., 2016). Treba pomenuti da su S. aureus, Salmonella spp. i E.
coli, pored Campylobacter spp. i Listeria monocytogenes, najces¢i kontaminanti hrane
zivotinjskog porekla (Abebe i sar., 2020). Candida albicans je ¢est uzro¢nih infekcija oralne
supljine, genitalnog trakta i koze (Parker i sar., 2016). Tokom 2019. godine, 13,7 miliona
smrtnih slucajeva povezano je sa infekcijama uzrokovanih bakterijama ¢inec¢i 13,6% ukupnog
broja smrtnih sluc¢ajeva. Bakterija S. aureus povezana je sa ¢ak preko milion smrtnih slucajeva i
zajedno sa E. coli, Streptococcus pneumoniae, K. pneumoniae i P. aeruginosa cini grupu od 5
najcescih uzroénika smrtnog ishoda uzrokovanog bakterijskom infekcijom. U vecini slucajeva,
smrt je posledica infekcija donjih partija respiratornog trakta (pneumonije) i septikemije (Ikuta i
sar., 2022). Veliki problem i pretnju javnom zdravlju predstavlja rastuca rezistencija na postojece
antimikrobne lekove. Prema procenama, do 2050. godine, broj smrtnih slucajeva usled
rezistencije na antibiotike bice 10 miliona godisnje (O’Neill, 2014). Razvoj bakterijske
rezistencije prema antibioticima je posledica sposobnosti ovih mikroorganizama da razmenjuju
genetski materijal, uglavnom horizontalnim transferom gena (Poirel i sar., 2018). Mehanizmi
rezistencije uklju¢uju enzimsku inaktivaciju antibiotika, smanjenje permeabilnosti membrane,
aktivaciju efluksa i promenu ciljnog mesta delovanja antibiotika (Pulingam i sar., 2022). Dalje,
sve vise paznje posvecuje se istrazivanjima koja za cilj imaju otkrivanje prirodnih aditiva s
obzirom na to da postoje podaci o stetnom delovanju sintetskih antioksidanasa i konzervanasa
(Bauer i sar., 2001; Carocho i sar., 2013; Khanna i sar., 2014). U skladu sa tim, postoji potreba
za otkrivanjem novih antimikrobnih i antioksidantnih agenasa sto je u osnovi ovog istrazivanja.

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitana je antimikrobna aktivnost metanolnih ekstrakata
podzemnih i nadzemnih organa odabranih vrsta roda Geranium ukljuéujici i vrste G. phaeum i
G. columbinum za koje ne postoje podaci o antimikrobnoj aktivnosti ekstrakata. Niske MIK
vrednosti prema standardnim sojevima, kao i prema odredenim klini¢kim izolatima ukazuju na
njihov potencijalni terapijski znacaj, ali i potencijalnu upotrebu kao sastojaka funkcionalne hrane
ili prehrambenih aditiva, uzimajuéi u obzir i njihov naglaseni antioksidantni potencijal.
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Tabela 21. Antimikrobna aktivnost metanolnih ekstrakata ispitivanih vrsta

S. aureus

100 100 100 50 100 50 100 >200 50 50 50 50 100 50 100 50
ATCC 6538
E. faecalis

25 25 25 25 125 125 25 12,5 25 25 50 12,5 25 50 12,5 12,5
ATCC 29212
B. subtilis

100 100 200 100 200 200 200 200 100 200 200 200 100 200 200 >200
ATCC 6633
E. coli

50 50 25 50 100 50 50 50 50 25 100 100 50 100 50 100
ATCC 10536
K. pneumoniae

100 200 100 100 50 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 50
ATCC 13883
P. aeruginosa

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
ATCC 9027
S. abony

100 100 200 100 100 100 100 100 100 200 200 100 100 50 50 100
NCTC 6017
C. albicans

100 50 100 100 200 100 100 100 100 >200 100 200 100 100 100 >200
ATCC 10231

Klini¢ki izolati E. coli

aspirat nazofarinksa 100 50 50 100 100 50 50 50 100 200 100 50 200 >200 100 100
hemokultura 100 50 100 50 200 100 100 100 200 50 200 100 200 >200 100 100
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Mikroorganizam Minimalna Inhibitorna Koncentracija MIK (pg/mL)

G. macrorrhizum  G. robertianum G. phaeum G. sanguineum G. palustre G. pyrenaicum G. lucidum G. columbinum
n? pP n p n p n p n p n p n p n p

bris rane 100 50 100 100 100 100 50 100 200 >200 100 100 200 100 100 100
bris lohija 100 50 100 25 100 25 100 50 200 50 100 50 200 100 100 50
bris rane 100 50 50 25 50 50 50 50 50 100 50 50 50 50 50 25
bris rane 100 >200 25 >200 50 >200 100 >200 100 >200 50 >200 100 >200 25 >200
bris lohija 100 100 100 100 100 100 100 100 200 >200 100 100 100 200 100 100
bris zdrela 50 50 50 50 100 100 50 100 50 >200 50 100 100 50 50 100
aspirat bronha 200 100 100 100 100 100 200 50 200 >200 100 100 200 200 100 50
bris zdrela 100 100 100 50 100 100 100 100 100 >200 100 100 200 100 100 50

Klini¢ki izolati K. pneumoniae

hemokultura 200 >200 >200 >200 200 200 200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200
hemokultura >200
urinokultura 200 >200 200 >200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200
peritonelna te¢nost >200
hemokultura >200
hemokultura >200
hemokultura >200

3 Nadzemni organi. ® Podzemni organi.
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Tabela 22. Minimalne inhibitorne koncentracije antibiotika i nistatina

Mikroorganizam Minimalna Inhibitorna Koncentracija MIK (ug/mL)
amikacin ampicilin vankomicin nistatin
S. aureus ATCC 6538 2,0 1,0 2,2 n.t.
E. faecalis ATCC 29212 n.t.2 3,6 n.t. n.t.
B. subtilisATCC 6633 n.t. 4,2 n.t. n.t.
E. coli ATCC 10536 2,4 n.t. n.t. n.t.
K. pneumoniae ATCC 13883 8,6 4.4 n.t. n.t.
P. aeruginosa ATCC 9027 6,4 n.t. n.t. n.t.
S. abony NCTC 6017 3,2 2,8 n.t. n.t.
C. albicans ATCC 10231 n.t. n.t. n.t. 3,8

an.t. — nije testirano.

3.3.  Citotoksi¢na aktivnost

In vitro citotoksi¢na aktivnost metanolnih ekstrakata, kao i geraniina i elagne kiseline,
polifenolnih jedinjenja prisutnih u ispitivanim ekstraktima, ispitana je kolorimetrijskim MTT
testom na celijskim linijama humanog karcinoma prostate (PC-3), kolona (HT-29), grli¢a
materice (HeLa) i melanoma (Hs 294T). Kao pozitivna kontrola koris¢en je doksorubicin,
citostatik iz grupe citotoksi¢nih antibiotika koji ima primenu u terapiji velikog broja tumora.
Selektivnost delovanja ekstrakata i jedinjenja utvrdena je ispitivanjem na zdravim celijama —
humanim fibroblastima plu¢a (MRC-5).

Rezultati su izrazeni kao ICsg vrednost koja predstavlja koncentraciju ekstrakta ili
jedinjenja koja smanjuje vijabilnost ¢elija za 50% (Tabela 23).

Prema ameri¢kom Institutu za kancer (eng. National Cancer Institute), citotoksi¢nim se
smatraju ekstrakti sa vredno$¢u 1Cso manjom od 30 pg/mL (Suffness i Pezzuto, 1991).

Uzimajuci u obzir ovaj kriterijum, medu ispitivanim ekstraktima vrsta roda Geranium
uocena je veoma znacajna citotoksi¢nost vecine ekstrakata prema celijama karcinoma grli¢a
materice (HeLa) (ICs0=2,52-28,98 pg/mL), a najefektivniji su bili ekstrakti podzemnih delova
G. sanguineum (I1Cs0=2,52 pg/mL), G. pyrenaicum (ICs=7,73 pg/mL) i G. columbinum
(IC50=7,98 pg/mL). Interesantna aktivnost prema ovim celijama utvrdena je za ekstrakte
nadzemnih delova G. palustre (1C50=45,97 pug/mL) i G. phaeum (1C50=51,29 pg/mL).

Sa druge strane, najveci broj ispitivanih ekstrakata nije ispoljio znacajnu citotoksicnost
prema Celijama humanog karcinoma prostate (PC-3), kolona (HT-29) i melanoma (Hs 294T).
Izuzetak je ekstrakt nadzemnog dela G. lucidum Kkoji je delovao na HT-29 ¢elijsku liniju sa
ICs0=22,54 pg/mL. Slabija aktivnost utvrdena je za ekstrakt nadzemnog dela G. robertainum
prema celijama karcinoma prostate (IC50=76,30 pg/mL) i ekstrakt nadzemnog dela G. lucidum
prema ¢elijama melanoma (IC50=94,66 pug/mL).

Vecina ispitivanih ekstrakata nije u znacajnoj meri delovala na zdrave ¢elije fibroblasta
pluéa (IC50>104,19 pg/mL). Slabiju selektivnost ispoljili su ekstrakti G. lucidum (ICs0=43,75
png/mL za ekstrakt podzemnog i 1Cs50=66,65 pg/mL za ekstrakt nadzemnog dela) i ekstrakt
nadzemnog dela G. palustre (1C50=92,04 pg/mL).
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Geraniin, elagni tanin koji je identifikovan u vedini ispitivanih ekstrakata, takode je
ispoljio najbolje delovanje prema ¢elijama karcinoma grlica materice (ICs0=12,88 pug/mL), a u
odredenoj meri delovao je i na ostale ¢elijske linije (IC50=44,41-80,94 pg/mL). Pokazao je
naglaSenu selektivnost s obzirom na to da nije uticao na prezivljavanje zdravih ¢elija - humanih
fibroblasta plu¢a (MRC-5) (IC50>1000 pg/mL).

Slabija aktivnost (IC50=65,62-221,51 pug/mL), ali i niska selektivnost (ICso=44,75 pg/mL)
utvrdena je za elagnu kiselinu.

Doksorubicin, kao kontrolna supstanca, ispoljio je najizraZenije delovanje prema svim
¢elijskim linijama (ICs0=0,71-20,51 pg/mL), ali i najmanju selektivnost (1Cs0=0,11 pg/mL).

Tabela 23. Citotoksi¢na aktivnost ekstrakata, jedinjenja i kontrolne supstance

Vrsta I1Cs0 (ug/mL)

maligne celije zdrave

Celije
PC-3 HT-29 HelLa Hs 294T MRC-5
G. macrorrhizum n? 329,84 >1000 28,98 134,68 276,67
pP 101,28 669,00 8,94 >1000 104,19
G. robertianum n 76,30 284,35 11,49 156,59 293,86
p >1000 >1000 8,85 >1000 152,69

G. phaeum n >1000 >1000 51,29 266,12 >1000
P >1000 >1000 19,93 >1000 >1000
G. sanguineum n >1000 304,77 27,35 282,38 123,72
p >1000 >1000 2,52 >1000 130,61

G. palustre n >1000 598,36 45,97 180,56 92,04
P >1000 >1000 30,54 286,78 325,64
G. pyrenaicum n 607,21 >1000 19,21 147,51 357,27
P >1000 451,81 7,73 >1000 >1000

G. lucidum n 123,69 22,54 10,28 94,66 66,65
p >1000 >1000 15,7 >1000 43,75

G. columbinum n >1000 >1000 11,42 114,13 >1000
P >1000 >1000 7,98 >1000 288,05

geraniin 44,41 45,58 12,88 80,94 >1000
elagna kiselina 65,62 114,28 77,37 221,51 44,75

doksorubicin 20,51 0,71 0,79 15,60 0,11

aNadzemni delovi. ? Podzemni delovi.
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Rezultati ovih ispitivanja su u skladu sa prethodnim zapazanjima 0 in vitro citotoksi¢nom
delovanju ekstrakata vrsta roda Geranium. U prethodnim ispitivanjima, MTT testom pokazano je
da vodeni ekstrakti listova G. robertianum precis¢eni procesom ultrafiltracije ispoljavaju
citotoksi¢no delovanje prema celijama karcinoma larinksa (Hep-2) (Neagu i sar., 2017). Dalje,
Graca i sar. (2016a) su u sulforodamin B testu utvrdili citotoksi¢no delovanje razli¢itih vodenih i
nepolarnih ekstrakata cele biljke G. robertianum prema c¢elijama karcinoma dojke (MCF-7)
(IC50=60-179 pg/mL), pluéa (NCI-H460) (IC50=66-190 ug/mL), grlica materice (HeLa)
(IC50=57-380 pg/mL) i hepatocelularnog karcinoma (HepG2) (ICs0=45,68-177 pg/mL). Infuz i
dekokt pokazali su veéu aktivnost prema celijama hepatocelularnog (1Cs0=45,68 pg/mL i
ICs50=52,2 pg/mL, redom) i karcinoma dojke (ICso=74 pg/mL i 1Cs0=64 pg/mL, redom).
Acetonski ekstrakt ispoljio je ujednaceno citotoksi¢no delovanje prema svim ¢elijama karcinoma
(IC50=59-71 pg/mL) pri ¢emu su c¢elije karcinoma grlica materice bile najosetljivije, kao i u
slu¢aju ispitivanih metanolnih ekstrakata G. robertianum u okviru ove doktorske disertacije
(ICs0=11,49 pg/mL za ekstrakt nadzemnog i 1C50=8,85 pg/mL za ekstrakt podzemnog dela).

Sharapov i sar. (2017) su MTT testom utvrdili citotoksi¢no delovanje ekstrakata lista i
korena G. macrorrhizum prema celijama humane leukemije CCRF-CEM (1C50=22,4 i
IC50=112,3 pg/mL, redom) i CEM/ADR 5000 (IC50=98,3 i 1C50=154,2 pg/mL, redom).
Doksorubicin kao standardni citostatik je u manjim Kkoncentracijama inhibirao prezivljavanje
¢elija (ICs0=2,3 i 1C50=5,2 pug/mL, redom).

Swiatek i sar., (2021) su istim testom ispitali citotoksi¢nost razliitih ekstrakata
nadzemnog dela G. pyrenaicum prema ¢elijama karcinoma hipofarinksa FaDu (1C50=39,49-75,46
pg/mL), karcinoma grlica materice (HeLa) (ICs0=32,34-132,44 pg/mL) i karcinoma kolona
(RKO) (ICs50=35,27-124,77 pg/mL). Etilacetatni ekstrakt ispoljio je najjau aktivnost prema
HeLa celijskoj liniji. Sa druge strane, za metanolni ekstrakt uvrdena je znatno visa ICsg vrednost
(IC50=132,44 pg/mL) sto je u suprotnosti sa rezultatima dobijenim u ovom radu gde je uocena
znacajna citotoksi¢na aktivnost ekstrakta nadzemnih delova G. pyrenaicum prema celijama
karcinoma grli¢a materice (1C50=19,21 pg/mL).

U ovom radu geraniin je ispoljio citotoksi¢nu aktivnost prema ispitivanim celijskim
(IC50=12,88 ng/mL). Takode, utvrdena je visoka selektivnost ovog jedinjenja prema celijama
karcinoma, s obzirom na to da nije delovao na zdrave Celije fibroblasta pluca (ICs0>1000
pug/mL). Aktivnost geraniina prema koriS¢enim celijskim linijjama karcinoma bila je slabija u
poredenju sa pojedinim ekstraktima, Sto ukazuje da i drugi sastojci ekstrakata doprinose
citotoksi¢nom delovanju. Utvrdeno delovanje geraniina je u skladu sa dosadasnjim zapaZanjima.
U prethodnim ispitivanjima pokazano je da geraniin indukuje apoptozu celija kolorektalnog
adenokarcinoma (Colo205 i Colo320) (Guo i sar., 2018), karcinoma dojke (MCF-7) (Zhai i sar.,
2016), jajnika (OVCAR3 1 SKOV3) (Wang i sar., 2017) i plu¢a (A549) (Li i sar., 2013), a takode
smanjuje migraciju ¢elija karcinoma pluca, invazivnu sposobnost i njihovu otpornost (Ko, 2015).
Citotoksi¢ne 1 antiproliferativne efekte geraniin ostvaruje razli¢itim mehanizmima ukljucujuci
indukciju hromozomske nestabilnosti, inhibiciju NF-«xB, zaustavljanje celijske deobe,
generisanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, naruSavanje membranskog potencijala mitohondrija i
inhibiciju epitelno-mezenhimske tranzicije indukovane faktorom rasta TGF-B1 (Gui i sar., 2018;
Wang i sar., 2017; Zhai 1 sar., 2016; Ko, 2015). Takode, uocena visoka selektivnost geraniina je
u skladu sa prethodnim istrazivanjima (Zhai i sar., 2016; Wang i sar., 2017).

Pokazana aktivnost elagne kiseline (ICs0=65,62-221,51 pg/mL) slabija je u poredenju sa
geraniinom. Prethodna istrazivanja ukazuju na citotoksicni potencijal ove kiseline. Utvrdeno je
selektivno citotoksi¢no i antiproliferativno delovanje elagne kiseline prema celijama tumora
kolona (Caco-2, SW480, HCT-15 i HCT-116) (Losso i sar., 2004; Narayanan i Re, 2001; Larrosa
i sar., 2006; Umesalma i sar., 2015; Zho i sar., 2017), dojke (MCF-7 i Hs 578T) (Losso i sar.,
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2004; Larrosa i sar., 20006), grlica materice (HeLa, SiHa i C33A) (Li i sar., 2018), prostate (DU
145 i PC-3) (Losso i sar., 2004; Lansky i sar., 2005; Malik i sar., 2011), beSike (T24 i
TSGH8301) (Li i sar., 2005; Lin i sar., 2001) i melanoma (1205Lu, WM852c i A375) (Jensen i
sar., 2011). Sli¢cno kao kod geraniina, navedeni efekti su posledica zaustavljanja celijske deobe,
stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, smanjenja nivoa metaloproteinaze-2 i -9, inhibicije
migracije tumorskih ¢elija i inhibicije angiogeneze (Losso i sar., 2004; Umesalma i sar., 2015;
Narayanan i Re, 2001).

Citotoksi¢noj aktivnosti ispitivanih ekstrakata Geranium vrsta doprinose i druga
jedinjenja Cija citotoksi¢nost nije ispitana u ovom istrazivanju. Ranije je utvrdeno da korilagin,
elagni tanin koji je zastupljen u znacajnim koli¢inama u ekstraktima nadzemnih delova svih
ispitivanih vrsta osim G. phaeum, kao i u ekstraktima podzemnih delova G. robertianum i
G. lucidum, deluje izrazito citotoksi¢no na ¢elije tumora jajnika (A2780) (ICs0=1,20 pg/mL),
pluéa (A549) (8,25 pg/mL) (Chen i Ren, 1999), nazofarinksa (KB) (ICs50=0,25 pg/mL),
osteosarkoma (OS-732) (ICso=7,42 pg/mL), kolona (HCT-8) (1C50=9,08 pg/mL), zeluca (MK-1)
(I1C50=8,00 pg/mL) (Liu i sar., 2002) i jetre (SMMC7721) (IC50=23,4 uM) (Ming i sar., 2013).

Takode, pokazano je da telimagrandin I, elagni tanin identifikovan u ekstraktima
G. macrorrhizum i G. pyrenaicum, ispoljava aktivnost prema c¢elijama tumora dojke (MCF-7)
(ICs50=76,66 pg/mL) (Al-Sayed i sar., 2012), grlica materice (HeLa) (Yi i sar., 2006), jetre
(HepG-2) (1C50=66,00 pg/mL) (Al-Sayed i sar., 2012) i prostate (LNCaP) (1C50=66,35 pg/mL)
(Kim i sar., 2013).

Za telimagrandin Il, elagni tanin koji je bio zastupljen u ekstraktima nadzemnog dela
G. phaeum i podzemnog dela G. lucidum, postoje podaci o aktivnosti prema ¢elijama tumora
grlica materice (HeLa) (Le i sar., 2014), prostate (LNCaP) (1C50=43,08 pg/mL) (Kim i sar.,
2013) i dojke (MCF-7) (Le i sar., 2014).

Za galnu kiselinu, koja je bila prisutna u svim ispitivanim ekstraktia, osim u ekstraktu
podzemnog dela G. palustre, u prethodnim studijama zabelezeno je citotoksi¢no delovanje
prema ¢elijama tumora grlica materice (HeLa) (IC50=80 uM) (Park, 2017), plu¢a (SBC-3, EBC-1
I A549) (Ohno i sar., 1999), prostate (DU 145) (ICs0=15,60 pg/mL) (Chen i sar., 2009), jetre
(SMMC-7721) (IC50=22,10 pg/mL) (Sun i sar., 2016), melanoma (A375.S2) (Lo i sar., 2010) i
kolona (HCT-15) (ICs50=740 pM) (Subramanian i sar., 2016) i dojke (MCF-7) (ICs0=18,50
pug/mL) (Rezaei-Seresht i sar., 2019).

Dobijeni rezultati ukazuju da ispitivane biljne vrste poseduju citotoksi¢ni potencijal pre
svega prema ¢elijama karcinoma grli¢a materice (HeLa), kao i prema ¢elijama karcinoma kolona
(HT-29) u slucaju nadzemnog dela G. lucidum. Takode, utvrdeno je da geraniin, elagni tanin
identifikovan u vecini ispitivanih vrsta, doprinosi citotoksi¢nom delovanju ekstrakata. Ispitivani
ekstrakti 1 geraniin selektivno su delovali na ¢elije karcinoma, U znatno manjoj meri uzrokujuci
smrt zdravih ¢elija, Sto ukazuje na njihov povoljan bezbednosni profil 1 ¢ini ith dobrim
kandidatima za dalja ispitivanja.

97



ZAKLJUCCI

1. U okviru ove doktorske disertacije ispitivano je osam vrsta roda Geranium:
G. macrorrhizum, G. robertianum, G. phaeum, G. palustre, G. sanguineum,
G. pyrenaicum, G. columbinum i G. lucidum, sakupljenih u periodu cvetanja na prirodnim
staniStima na Vlasinskoj visoravni (jugoisto¢na Srbija). Ispitivanje je obuhvatilo hemijsku
analizu isparljivih frakcija i metanolnih ekstrakata podzemnih i nadzemnih organa, kao i
farmakoloSku karakterizaciju ekstrakata u pogledu antioksidantne, antimikrobne i
citotoksi¢ne aktivnosti.

2. Imajuéi u vidu da pojedine vrste, koje su predmet proucavanja ove doktorske disertacije,
do sada nisu ispitivane ili su samo delimi¢no proucene, uporedna hemijska analiza
isparljivih frakcija i metanolnih ekstrakata nadzemnih i podzemnih organa omogucila je
upoznavanje njihovog hemijskog sastava 1 unapredenje znanja o sekundarnim
metabolitima biljaka ovog roda.

3. lsparljive frakcije nadzemnih i podzemnih delova izolovane su destilacijom vodenom
parom i analizirane gasnom hromatografijom sa plameno-jonizacionim i masenim
detektorom (GC-FID/MS). Hemijski sastav isparljivih frakcija G. palustre i isparljive
frakcije podzemnog dela G. pyrenaicum ispitan je po prvi put u okviru ovog rada. Takode,
za vrste G. sanguineum i G. columbinum po prvi put ispitan je sastav isparljivih frakcija
dobijenih posebno iz nadzemnih i podzemnih delova.

4.  Seskviterpeni su bili dominantna grupa jedinjenja (29,0-94,6%) u isparljivim frakcijama
podzemnog dela G. macrorrhizum i nadzemnih delova svih ispitivanih vrsta, osim
G. phaeum i G. columbinum, gde su najzastupljeniji bili diterpeni (41,1-43,0%). Najveci
deo isparljivih frakcija podzemnih delova ostalih vrsta Cinile su masne kiseline i njihovi
derivati (70,3-95,7%).

5.  Glavni sastojak isparljive frakcije nadzemnog dela G. macrorrhizum bio je germakron
(73,3%), dok je o-gvajen preovladao u isparljivoj frakciji podzemnog dela ove vrste
(76,8%). Heksadekanska kiselina (6,6-21,1%) i fitol (9,9-41,5%) bili su dominantna ili
medu najzastupljenijim jedinjenjima u isparljivim frakcijama nadzemnih delova svih vrsta,
osim G. macrorrhizum. Pored njih, u isparljivim frakcijama nadzemnih delova izdvojili su
se: heksahidrofarnezilaceton (15,7%) u G. phaeum, germakren D (15,4%), (E)-kariofilen
(10,6%) i kariofilen-oksid (10,2%) u G. pyrenaicum, (E)-kariofilen (9,5%) i pentadekanal
(7,6%) u G. lucidum, dok prisustvo p-selinena (18,6%) kao dominantnog sastojka u
isparljivoj frakciji nadzemnog dela razlikuje G. palustre od ostalih vrsta.

6. U isparljivim frakcijama podzemnih organa svih vrsta, osim G. macrorrhizum, glavno
jedinjenje bila je heksadekanska kiselina (35,1-79,2%).

7. Multivarijantna statisticka klaster analiza (UPGMA\) sastava isparljivih frakcija pokazala je
odvajanje G. macrorrhizum od ostalih vrsta. U okviru ostalih vrsta, posebno su se odvojile
isparljive frakcije podzemnih od frakcija nadzemnih delova. Uocena sli¢nost izmedu
frakcija podzemnih delova potice, pre svega, od prisustva heksadekanske kiseline kao
dominantnog jedinjenja. Razlike izmedu vrsta poticu, pre svega, od razlika u sastavu
isparljivih frakcija nadzemnih delova.

8. Hemijska  karakterizacija  metanolnih  ekstrakata  izvrSena  je  primenom
spektrofotometrijskih i hromatografskih metoda. Spektrofotometrijska analiza je pokazala
da su ispitivani ekstrakti bogati polifenolnim jedinjenjima (170,64-636,321 mg GAE/g

98



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

suvog ekstrakta), kao i da su tanini dominantni polifenoli (161,14-414,02 mg GAE/g) u
svim ekstraktima, izuzev u ekstraktu nadzemnog dela G. phaeum.

Primenom hromatografije u koloni, iz metanolnog ekstrakta nadzemnog dela G. palustre
izolovana su dva jedinjenja Cija je struktura utvrdena interpretacijom njihovih UV-Vis,
ESI-MS i NMR spektara, kao i poredenjem sa literaturnim podacima. Izolovan je jedan
elagni tanin, identifikovan kao korilagin i jedan galoilovani flavonolni heterozid
identifikovan kao astragalin-2"-O-galat.

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza hemijskog sastava metanolnih ekstrakata izvrSena je
primenom te¢ne hromatografije sa masenom spektrometrijom. Osim G. robertianum i
G. pyrenaicum, ostale vrste do sada nisu detaljno ispitane u pogledu polifenolnih sastojaka,
a posebno tanina.

U ekstraktima je utvrdeno prisustvo i odreden sadrzaj ukupno sedam fenolkarboksilnih
kiselina (elagne, galne, galoilhina, galoilsikiminske, protokatehinske, hlorogenske i
brevifolin karboksilne kiseline), 12 flavonoidnih jedinjenja (kvercetina, kvercetin-galoil-
heksozida, dva pentozida kvercetina, kvercetin-deoksiheksozida, hiperozida,
izokvercitrina, kemferola, astragalina, astragalin-2”-O-galata, kemferol-metiletra i
kemferol-dimetiletra) i 14 jedinjenja taninske strukture (geraniina i njegovog izomera,
korilagina, dva anomera telimagrandina | i tri jedinjenja izomerne strukture,
telimagrandina 1, hebulaginske kiseline, galoilglukoze, digaloilglukoze, trigaloilglukoze i
pentagaloilglukoze).

Ekstrakti nadzemnih organa bili su bogatiji fenolkarboksilnim kiselinama u odnosu na
ekstrakte podzemnih organa, a najveé¢i ukupan sadrzaj odreden je u ekstraktima nadzemnih
delova G. palustre i G. macrorrhizum (35,24 mg/g i 35,01 mg/g, redom).

Galna, elagna i galoilhina kiselina bile su prisutne u najve¢em broju ekstrakata, pri ¢emu je
najzastupljenija uglavnom bila elagna kiselina (3,91-21,25 mg/g). Izuzetak su bili ekstrakti
nadzemnih delova G. palustre i G. macorrhizum gde je bila dominantna hlorogenska
kiselina (22,14 mg/g i 16,27 mg/g, redom).

U ekstraktima nadzemnih delova svih vrsta, osim G. pheum, utvrdeno je prisustvo i
odreden sadrzaj flavonoidnih jedinjenja, dok u ekstraktima podzemnih organa nisu bili
prisutni flavonoidi.

Generalno, sadrzaj pojedinacnih flavonoidnih jedinjenja (1,06-8,71 mg/g) bio je nizi u
odnosu na sadrzaj taninskih jedinjenja i fenolkarboksilnih kiselina. Izuzetak je bio ekstrakt
G. palustre sa zna¢ajnom koli¢inom astragalin-2"-O-galata (28,75 mg/g).

U nadzemnom delu G. macrorrhizum utvrdeno je prisustvo najveceg broja razlicitih
flavonoidnih jedinjenja, dok su se po najviSem sadrzaju flavonoida izdvojili
G. macrorrhizum, G. palustre i G. pyrenaicum.

Hidrolizuju¢i tanini bili su dominanta grupa polifenolnih jedinjenja u vecini analiziranih
ekstrakata. Od elagnih tanina, identifikovani su i odreden je sadrZzaj geraniina i njegovog
izomera, korilagina, telimagrandina | i jedinjenja izomerne strukture, telimagrandina Il i
hebulaginske kiseline, a od galnih tanina galoilglukoze, digaloilglukoze, trigaloilglukoze i
pentagaloilglukoze.

U vecini ekstrakata dominantno jedinjenje bio je geraniin (20,16-160,84 mg/g), a pored
njega u nadzemnim delovima svih ispitivanih vrsta, osim G. phaeum, u znac¢ajnoj koli¢ini
nalazio se i korilagin (17,20-76,76 mg/g, izrazeno kao galna kiselina). Najvisi sadrzaj
geraniina odreden je u nadzemnom delu G. sanguineum (160,84 mg/g). Ekstrakt
nadzemnog dela G. palustre razlikovao se po prisustvu i visokom sadrzaju izomera
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geraniina (175,81 mg/g), a ekstrakti G. phaeum izdvojili su se od ostalih zbog manjeg
broja i nizeg sadrzaja taninskih jedinjenja.

U svim ekstraktima bili su prisutni razli¢iti galni tanini u koncentracijama znatno nizim
(0,20-9,63 mg/g) u odnosu na elagne tanine.

Prisustvo pojedinih fenolnih jedinjenja po prvi put je utvrdeno u nekim vrstama: kvercetina
u G. lucidum, kemferola, dva pentozida i deoksiheksozida kvercetina u
G. columbinum, astragalina u G. palustre, astragalin-2”-O-galata i kvercetin-
galoilheksozida u G. palustre, geraniina i njegovog izomera u svim vrstama osim G.
robertianum i G. pyrenaicum, Korilagina u nadzemnim delovima G. palustre, G.
sanguineum, G. columbinum, G. macrorrhizum i G. lucidum kao i u podzemnim delovima
G. robertianum, G. lucidum i G. pyrenaicum, telimagrandina Il u G. lucidum i G. phaeum.

Multivarijantna statisticka klaster analiza (UPGMA) polifenolnih sastojaka ekstrakata
ukazala je na izvesnu medusobnu hemijsku sli¢nost ekstrakata nadzemnih delova
G. robertianum, G. sanguineum i G. columbinum, kao i ekstrakata podzemnih organa
G. robertianum, G. pyrenaicum i nadzemnog dela G. lucidum, dok se ekstrakt podzemnog
dela G. lucidum odvojio od svih ostalih ispitivanih uzoraka.

Antioksidantna aktivnost ekstrakata utvrdena je u in vitro testovima ispitivanjem
redukcione i antiradikalske sposobnosti, kao i ispitivanjem uticaja na parametre
oksidativnog stresa u humanom serumu.

U pogledu ukupne antioksidantne, odnosno redukcione sposobnosti ekstrakata odredene u
FRAP testu, nije uoCena statistiCki znaCajna razlika izmedu ispitivanih ekstrakata i
L-askorbinske kiseline, kao poznatog antioksidansa, $to ukazuje na izrazen antioksidantni
potencijal ekstrakata.

Ekstrakti podzemnih delova G. palustre i G. phaeum, koji su bili najbogatiji polifenolnim
jedinjenjima, pokazali su najjacu redukcionu sposobnost sa FRAP vrednostima (8,80 i 7,02
mmol Fe?*/g suvog ekstrakta, redom) veéim od one za L-askorbinsku kiselinu (6,55 mmol
Fe?*/g). Jaka redukciona sposobnost utvrdena je i za ekstrakte nadzemnih delova
G. palustre (6,64 mmol Fe?*/g) i G. sanguineum (6,32 mmol Fe?*/g), kao i ekstrakt
podzemnog dela G. macrorrhizum (6,33 mmol Fe?*/g).

Najjacu sposobnost neutralizacije DPPH radikala pokazali su ekstrakti podzemnih i
nadzemnih delova G. palustre (ICs0=4,24 pg/mL i 1Cs0=4,34 pg/mL, redom) i
G. macrorrhizum (1Cs0=5,34 pg/mL i 1Cs0=4,92, redom), ekstrakt podzemnog dela
G. phaeum (ICs0=5,18 pg/mL) i ekstrakt nadzemnog dela G. sanguineum (ICs0=5,18
pg/mL), sto je u korelaciji sa sadrzajem ukupnih polifenola i rezultatima FRAP testa.

Znacajan doprinos ove disertacije predstavlja 1 procena antioksidantnog potencijala
ekstrakata ispitivanjem njihovog uticaja na parametre oksidativhog stresa u humanom
serumu, kao bioloski relevantnoj sredini, ¢ime se dobijaju verodostojnije informacije o
potencijalnoj primeni. Ispitivanje antioksidantne aktivnosti ekstrakata Geranium vrsta na
ovaj nacin je po prvi put uradeno u ovoj doktorskoj disertaciji.

Ispitivan je uticaj ekstrakata na parametre oksidativnog stresa u serumu, i to na: totalni
antioksidantni kapacitet (TAK), totalni oksidantni potencijal (TOP), prooksidantno-
antioksidantni balans (PAB) i sadrzaj sulfhidrilnih grupa (SHG). Ekstrakti podzemnih
organa G. macrorrhizum, G. phaeum, G. robertianum, G. pyrenaicum i G. lucidum ispoljili
su jaci antioksidantni potencijal u poredenju sa poznatim antioksidansom troloksom.

Na osnovu sprovedenih ispitivanja antioksidantne aktivnosti izdvojili su se ekstrakti
podzemnih i nadzemnih delova G. palustre, G. macrorrhizum i G. sanguineum i ekstrakt
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podzemnog dela G. phaeum, kod kojih je zabelezena najizrazenija redukciona i
antiradikalska aktivnost, a ekstrakti podzemnih delova G. macrorrhizum, G. phaeum,
G. robertianum, G. pyrenaicum i G. lucidum ispoljili su najjaci antioksidantni potencijal u
humanom serumu.

Antimikrobna aktivnost ispitivanih ekstrakata testirana je mikrodilucionom metodom na
sedam standardnih sojeva Gram pozitivnih i Gram negativnih bakterija, standardnom soju
gljivice C. albicans, deset klinickih izolata E. coli i sedam klini¢kih izolata K. pneumoniae.

Ekstrakti G. phaeum i G. columbinum nisu do sada ispitivani u pogledu antimikrobne
aktivnosti.

Vecina ekstrakata pokazala je efekat prema svim standardnim sojevima mikroorganizama
sa MIK vrednostima u opsegu 12,5-200 pg/m. Svi ekstrakti ispoljili su znacajnu
antimikrobnu aktivnost prema standardnim sojevima Gram pozitivne bakterije E. faecalis
(MIK=12,5-50 pg/mL) i Gram negativnih bakterija E. coli (MIK=25-100 pg/mL) i
P. aeruginosa (MIK=100 pg/mL). Najbolji efekat (MIK=12,5 pg/mL) pokazali su
ekstrakti G. phaeum i G. columbinum i ekstrakt podzemnog dela G. pyrenaicum prema
E. faecalis, dok su prema E. coli najaktivniji (MIK=25 pg/mL) bili ekstrakti nadzemnog
dela G. robertainum i podzemnog dela G. palustre.

Za ekstrakte nadzemnih delova G. robertianum i G. columbinum utvrdena je znacajna
aktivnost prema svim klini¢kim izolatima E. coli (MIK=25-100 pg/mL). Sa druge strane,
aktivnost ektrakata prema klinickim izolatima K. pneumoniae bila je slabija ili nije
utvrdena (MIK>200 pg/mL).

Veoma znaCajan rezultat predstavlja uocena antimikrobna aktivnost ekstrakata prema
standardnom soju i klinickim izolatima Gram negativne bakterije E. coli, koja je jedan od
naj¢es$¢ih uzrocnika bakterijskih infekcija, a pored toga i Cesto rezistentna na delovanje
antimikrobnih lekova.

In vitro citotoksi¢na aktivnost metanolnih ekstrakata, kao i geraniina i elagne Kiselina,
ispitana je MTT testom na celijskim linijjama humanog karcinoma prostate (PC-3), kolona
(HT-29), grlica materice (HeLa) i melanoma (Hs 294T) uz upotrebu doksorubicina kao
pozitivne kontrole. Selektivnost testa utvrdena je ispitivanjem na zdravim celijama —
humanim fibroblastima plu¢a (MRC-5).

Po prvi put je ispitana citotoksi¢nost ekstrakata G. phaeum, G. sanguineum, G. palustre,
G. lucidum i G. columbinum.

Svi ispitivani ekstrakti ispoljili su aktivnost prema celijama karcinoma grlica materice
(HeLa), a najefikasniji su bili ekstrakti podzemnih delova G. sanguineum, G. pyrenaicum,
G. columbinum i G. macrorrhizum (ICs0=2,52-8,94 pg/mL). Sa druge strane, najveci broj
ispitivanih ekstrakata nije ispoljio znacajnu citotoksi¢nost prema celijama humanog
karcinoma prostate (PC-3), kolona (HT-29) i melanoma (Hs 294T) sa izuzetkom ekstrakta
nadzemnog dela G. lucidum koji je delovao na HT-29 ¢elijsku liniju (ICs0=22,54 pg/mL).
Gotovo svi ekstrakti su u znatno manjoj meri uzrokovali smrt zdravih ¢elija fibroblasta
pluc¢a sto ukazuje na njihovu selektivnost u delovanju. Slabiju selektivnost ispoljili su
ekstrakti G. lucidum i ekstrakt nadzemnog dela G. palustre.

Geraniin, elagni tanin prisutan u vecini ispitivanih ekstrakata, takode je ispoljio najbolje
delovanje prema c¢elijama karcinoma grlica materice (1C50=12,88 pg/mL), uz odredenu
aktivnost i prema ostalim ¢elijskim linijama (I1Cs0=44,41-80,94 pg/mL) i veoma izrazenu
selektivnost (IC50>1000 pg/mL). Slabija aktivnost (1Cs0=65,62-221,51 pg/mL) i niska
selektivnost (1Cs0=44,75 pg/mL) utvrdena je za elagnu kiselinu.
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Rezultati hemijske analize doprineli su boljem poznavanju sekundarnih metabolita
odabranih vrsta roda Geranium, ali i flore i biodiverziteta Vlasinske visoravni. Visok sadrzaj
polifenolnih jedinjenja, pre svega tanina, ali i flavonoidnih jedinjenja i fenolkarboksilnih
kiselina, izrazen antioksidantni potencijal i antimikrobna aktivnost prema odredenim sojevima
bakterija, kao i znacajna citotoksi¢na aktivnost prema HeLa celijskoj liniji karcinoma materice
ukazuju na terapijski potencijal ispitivanih vrsta i opravdanost daljih istrazivanja.

Sumiranjem rezultata svih ispitivanja u okviru ove doktorske disertacije moze se
zakljuciti da su se u pogledu hemijskog profila polifenolnih sastojaka nadzemnih delova i
antioksidantne aktivnosti izdvojile vrste G. macrorrhizum i G. palustre, zbog delovanja na
klinicke izolate Gram negativne bakterije E. coli dodatno 1 G. robertianum i
G. columbinum, a u pogledu citotoksi¢ne aktivnosti i podzemni delovi G. sanguineum.
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OBJAVLJENI REZULTATI KOJI CINE DEO DOKTORSKE DISERTACIJE

Rezultati ove doktorske disertacije do sada su objavljeni u dva rada u nauc¢nim
Casopisima medunarodnog znacaja (M20) i saopsteni na jednom medunarodnom i jednom
nau¢nom skupu nacionalnog znacaja.

Radovi objavljeni u nau¢nim ¢asopisima medunarodnog znacaja (M20):

Ili¢ M, Marceti¢ M, Zlatkovi¢ B, Lakusi¢ B, Kovacevi¢ N, Drobac M. Chemical composition of
volatiles of eight Geranium L. species from Vlasina plateau (South Eastern Serbia). Chem
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Polyphenol rich extracts of Geranium L. species as potential natural antioxidant and
antimicrobial agents. Eur Rev Med Pharmacol Sci 2021;25(20):6283-6294. (M22)

SaopStenje sa medunarodnog skupa Stampano u izvodu (M34):

Ili¢ M, Marceti¢ M, Zlatkovi¢ B, Lakusi¢ B, Kovacevi¢ N, Drobac M. Chemical composition of
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Ili¢ M, Drobac M, Marceti¢ M, Milenkovi¢ M, Zlatkovi¢ B, Kovacevi¢ N. Antimicrobial activity
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O6pas3ay, 5.

M3jaBa o ayTtopcTBy

Mme n npeaume aytopa Munan Wnuh

bpoj nHagekca 26/14

N3jaBmbyjem

Aa je JOKTOpPCKa AncepTauuja nog, Hacnosom

ynope.qHa aHanuaa xemujcKkor cacrtasa, aHTMMMKPOﬁHe, @HTUOKCULAHTHE U LIUTOTOKCUYHE aKTUBHOCTY OUILHUX

BpcTa popa Geranium L. u3 jyrouctouHe Cpbuje

e pes3ynTaT CONCTBEHOr UCTPaXMBAYKOr paaa;

e [a aucepTauumja y LenvHN HU Y AenoBrMa Huje 6una npensioxeHa 3a cTuuare
Apyre aunnome npema CTYAWCKUM MNporpamuma Apyrux BUCOKOLLKOMCKMX
yCTaHOBa;

e [la Cy pe3yntatuh KOpeKTHO HaBegeHu n

° [a Hucam Kpluno/na ayTopcka npaBa U KOPUCTWO/Ma WHTEMEKTyarlHy CBOjUHY
ApYyrux nuua.

MoTnuc ayTopa

./é&uw/ ////a A

Y Beorpagy, 12.06.2023.




O6paszal, 6.

3jaBa 0 nctoBeTHOCTU WITaMMNaHe U elIeKTpoHCKe
Bep3uje JOKTOPCKOr paja

Wme 1 npesnme aytopa Munan Unuh

Bbpoj nHgekca 26/14

Cryamjckn nporpam _JIAC monyn Papmakornosuja

Hacnos paaa YnopenHa aHanuza XEMU]CKOI cacrtaBa, aHTHMHKDO6He, AHTHOKCHIAHTHE U

LIMTOTOKCHYHE aKTUBHOCTH OWIBbHUX BpcTa pona Geranium L. W3 jyroncToune Cpbuie

MeHnTop _npod. ap Munuua JIpo6ai, pexosuu npobecop

M3jaBrbyjem Aa je wramnaHa Bepaunja Mor JOKTOPCKOr paja UCTOBETHa eNleKTPOHCKO)]
BEp3uju Kojy cam mnpepao/na pagu noxpareHa y [AurutanHom penosutopujymy
YHusepsuteta y Beorpagy.

HosBorbaBam fJa ce ofjaBe MOjU NWYHM NoJaUM Be3aHU 3a nobujare akagemckor
HasnBa OKTOpa HayKa, Kao WTO Cy Me U Npesnme, rognHa 1 MecTo pohiersa 1 AaTyM
onbpaHe paga.

OBV nuyHM nogaun Mory ce o06jaBuT Ha MpPEXHUM CTpaHuuama gurutanHe
6ubnmoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTamnory uy nybnukaumjama YHvBepauteTa y Beorpagy.

MoTnuc ayTtopa

Y beorpagay, 12.06.2023.
\. %&// ay /(/Wg




O6pazal 7.

3jaBa o kopuwhemy

Osnauwhyjem YHusepauteTcky 6ubnuoteky ,Cetosap Mapkoeuh* ga y [Ourutantu
peno3nTopujym YHusepsuTeTa y beorpagy yHece MoOjy AOKTOpCKY amcepTauujy nog,
HacnoBoOM:

YnopegaHa aHanusa xemujckor cacraBa, aHTUMUKPOGHe, aHTUOKCUAAHTHE U LIUTOTOKCUYHE aKTUBHOCTU BGUrbHUX
BpcTa popa Geranium L. u3 jyrouctouHe Cpbuje

Koja je Moje ayTopcKo gero.

OucepTauujy ca cBuM npunosvma npepao/na cam y enekTpoHCKOM hopMaTy MorogHoOM
3a TpajHO apXuBMpam-e.

Mojy  AmoKTOpCcKy —pAucepTauujy noxpaweHy y  OurutanHoM  pernosutopujymy
YHuBepauTeta y beorpagly u fOCTYnHY y OTBOPEHOM NPUCTYMy MOry [ia KopucTe CBU
Koju nowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTusHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyyno/na.

1. Ayropcteo (CC BY)
@ AyTopcTBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
3. AytopcTBo — HekoMepuujanHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMepLMjanHo — AennuTu nog uctum ycrnosuma (CC BY-NC-SA)
5. Aytopcteo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyrtopcTso — AenuTty nod uctuMm ycrosuma (CC BY-SA)

(Monnmo fa 3a0KpyxuTe camo jefHy oA, WecT NoHyheHnx nuueHum. KpaTtak
Onunc NULLEHLM je cacTaBHU A0 OBE U3jaBe).

MNMoTtnnc aytopa

Y Beorpany, 12.06.2023. // / /( ,
i /(/L//(d# i //U/{/



1. AyrtopctBo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUGYLMjY U jaBHO caonliTaBarbe
Aena, v npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa Unu
AaBaola nuvueHue, Yak u y komepuumjanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja of CBUX
nuueHum.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUBYLM)y |
jaBHO caonwTaBatbe Aena, u npepage, ako ce HaBefe UMe ayTopa Ha HaumH oapeheH
OA, CTpaHe ayTopa wnu fasaoua nuueHue. OBa nuueHua He A03BorbaBa KomepuyjanHy
ynotpeby gena.

3. AytopcTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepapa. [o3BorbaBaTe yMHOXaBarbe,
AUCTPUBYUMjy W jaBHO caonwTaBawe fena, 6e3 npoMeHa, npeobrvkoBarba WUnn
ynotpebe Aenay CBOM Aieny, ako ce HaBe[e Me ayTopa Ha HauvH oapeheH of cTpaHe
ayTopa vnnu aasaoua nuueHue. OBa fmueHua He [03BofbaBa KomepuujanHy ynotpeby
Aena. Y ogHocy Ha cBe ocTane NMueHLe, 0BOM SIULEHLIOM Ce orpaHn4yaBa Hajsehu obum
npaea kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO — HEeKOMepuujanHo — OenuTy Mog WCTMM ycroBuma. [lo3BorbaeaTe
yMHOXaBat-e, ANCTpubyLMjy 1 jaBHO caoniwiTaBare fAena, U npepaje, ako ce HaBede
MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa wnu gaBaola JSMUEHLE M ako ce
npepaga AucTpubyupa Mog WUCTOM WM CAWYHOM nuueHuoM. OBa NuueHUa He
A03BOrbaBa KoMepuujanHy ynotpeby gena u npepaga.

5. AyrtopctBo — 6e3 npepapa. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBatbe, ANCTpnbyunjy n jaBHO
caonwitaBame ferna, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarba Uny ynotpebe gena y cBoM Aeny,
aKo ce HaBefde uMe ayTopa Ha HauuH ogpefleH of cCTpaHe ayTopa wnM AaBaola
nuueHue. OBa nuueHua [o03BorbaBa KoMepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTtopctBO - penuTu moa WUCTUM  ycrnoBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBatbe,
LAMCTpUBYLMjy v jaBHO caonluTaBake Aefa, U npepage, ako ce HaBede umMe ayTopa Ha
HaunH oppefleH of cTpaHe ayTopa uwnn [aBaoua fnMUEHUe W ako ce npepaja
AVCTpuUbynpa nog WUCTOM MMM CrAWYHOM JvueHuom. OBa nuueHUa [03Borbasa
KomepumjanHy ynotpeby pgena u npepaga. CnuuHa je COTBEpPCKMM NULEHLama,
OLHOCHO NnUeHUamMa OTBOPeHOor Koaa.



