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Hemijska i farmakoloSka karakterizacija Stachys anisochila, S. beckeana,
S. plumosa i S. alpina subsp.dinarica (Lamiaceae)

Rezime

U okviru doktorske disertacije izvrSeno je hemijskarmakolosko ispitivanjéetiri
taksona rod&®achys L.: S anisochila Vis. et Pati¢, S beckeana Dorfler & Hayek,
S plumosa Griseb. i S alpina subsp.dinarica Murb., endentinin za Balkansko
poluostrvo. Odabrane vrste ro@achys bile su do sada samo delimo hemijski i
farmakoloSki ispitivane, dok podvrsta alpina subsp.dinarica do sada nije bila
predmet farmakognozijskih préavanja.

Preliminarnim hemijskim ispitivanjima u nadzemninelavima biljaka u cvetu
utvrdeno je prisustvo tanina, flavonoida, antocijananofkarboksilnih kiselina i
alkaloida i odréen njihov sadrzaj.

Iz osuSenih herbB plumosa i S alpina subsp.dinarica destilacijom vodenom
parom izolovana su etarska ulja. Prinos etarsk@nhib je nizak: 0,15%\Wm) i 0,03%
(mYm), redom. Analiza etarskog ulfa plumosa pokazala je da su njegovi glavni sastojci
diterpeni (74,3%), dok su monoterpeni i seskvitargisutni u znatno manjoj keéini
(8,7 i 3,2%, redom). Glavna komponenta ovog etaysia je diterpen dehidroabietan
(=ar-abietatrien) (61,2%). U etarskom ulualpina subsp.dinarica najzastupljeniji su
seskviterpeni (60,5%) i to pretezno ugljovodonii,0%). Glavne komponente ovog
etarskog ulja suE)-kariofilen i germakren D (13,4 i 12,3%, redongpitivano etarsko
ulje karakteriSe i visok sadrzaj alif&tih jedinjenja (19,4%).

Iz metanolnog ekstrakta herl®ealpina subsp dinarica, tehnikama hromatografije
na koloni i tankom sloju silikagela, izolovana st flavonska heterozida: ©-
metilizoskutelarein 7-O-[6"-acef-D-alopiranozil-(1-2)]-B-D-glukopiranozid (jedinjenje
1),  3'-hidroksi-4'-O-metilizoskutelarein  7-O-[6'¢etil-3-D-alopiranozil-(2-2)]-p-D-
glukopiranozid (jedinjenj@) i izoskutelarein 7-O-[6"-acefl-D-alopiranozil-(1-2)]-p-D-
glukopiranozid (jedinjenje3). Strukture ovih jedinjenja utdene su na osnovu analize
njihovih UV, MS,*H NMR i **C NMR spektralnih podataka. Prisustvo ovih jedifgen
ranije je utvdeno u nekim drugim vrstama rod&iachys, ali su ona u okviru ove
doktorske disertacije po prvi put identifikovan&.walpina subspdinarica.

HPLC-UV i HPLC-MS analizom metanolnih ekstrakatabhelobijena su dodatna
saznanja o kvalitativnom sastavu heBbanisochila, S beckeana i S plumosa, dok je
za S alpina subspdinarica ova analiza sprovedena po prvi put. Tdkge za ekstrakte
herbi svacetiri odabrana taksona metodom HPLC-UV prvi putr§ena i njihova
kvantitativna analiza. U svim ekstraktima dominirdjavonoidni heterozidi, a pored
njih zastupljeni su i feniletanski heterozidi i t#karboksilne kiseline.

Flavonoidni kompleks ekstrakata hefianisochila, S beckeana i S alpina subsp
dinarica u kvalitativnom smislu je veoma &in: najzastupljeniji su heterozidi
8-hidroksiflavona, tj. 7-O-biozidi izoskutelareinia hipolaetina i njihovih 4'-metil
derivata. Dodatno, u ekstraktu he®elpina subspdinarica prisutna su jo$ i dva 7-O-
diheksozida luteolina. U ekstraktu herBe plumosa zastupljeni su iskljgivo 7-O-
biozidi hrizoeriola i monozidi apigenina, dok hei#di 8-hidroksiflavona izostaju.
Distribucija flavonoidnih heterozida u ispitivanitaksonima u skladu je sa njihovom
taksonomskom pripadné@$. Naime, najvéa sliénost u pogledu kompozicije
flavonoidnih heterozida wena je izméu ekstrakata herbiS anisochila i
S beckeana, koje pripadaju istoj sekciji§ sect.Olisia) i istoj grupiS recta. Ove vrste



su u pogledu kompozicije flavonoidnih heterozidacrsje S alpina (S sect.
Eriostomum), negoS plumosa (S. sect.Swainsoniana).

Od fenolkarboksilnih kiselina, prisustvo hlorogeaskvideno je u svim ispitivanim
ekstraktima (zastupljena je u opsegu koncentracijd,17% u ekstraktu herlgealpina
subsp.dinarica do 12,57% u ekstraktu herl® anisochila). Dikafeoilhina kiselina je
detektovana samo u ekstraktu heBeanisochila. U ekstraktu herb& alpina subsp.
dinarica, osim hlorogenske kiseline, detektovan je i jedanvat ferula kiseline. Od
feniletanskih heterozida u svim ispitivanim ekstiala prisutni su akteozid i
lavandulifoliozid. U ekstraktima herb& beckeana, S alpina subsp. dinarica i
S plumosa identifikovana su, pored ova dva, j@&tiri jedinjenja iz ove grupe:
martinozid u sva tri ekstrakta; izoakteozid u eldstima herbiS beckeanai S plumosa,

a betoniozid E i leukoskeptozid A u ekstraktu he®balpina subspdinarica. Akteozid
je najzastupljeniji feniletanski heterozid u svirkswaktima (prisutan je u opsegu
koncentracija od 1,09% u ekstraktu he®eanisochila do 9,07% u ekstraktu herbe
S beckeana).

U suvim metanolnim ekstraktima herbi odabranih ¢ales roda Stachys
spektrofotometrijskim postupkom, uz kamhje Folin-Ciocalteu reagensa, uten je
sadrzaj ukupnih polifenola (iznosio je od 65,63 kagehin/mg suvog ekstrakta herbe
S plumosa do 192,16 g katehin/mg suvog ekstrakta h&amisochila).

Antioksidantni potencijal suvih metanolnih ekstrigkaerbi svih odabranih taksona
procenjivan je pomau razliitih in vitro testova: FRAP test (ukupna antioksidantna
aktivnost), DPPH i TLC-DPPH test (neutralizacija@HPradikala), 2-dezoksiriboza test
(neutralizacija OH radikala) i TBA test (inhibicijadukovane lipidne peroksidacije).
Rezultati antioksidantnih testova bili su u &amoj korelaciji sa sadrzajem ukupnih
polifenola, flavonoida i feniletanskih heterozidelkkupna antioksidantna aktivnost
metanolnih ekstrakata bila je oko pet puta manjakio/nosti vitamina C. Svi ekstrakti
koncentraciono zavisno su neutralisali DPPH radikali cemu ekstrakti herbi
S anisochila, S beckeana i S alpina subsp.dinarica ispoljavaju visoku anti-DPPH
aktivnost (SGe<50 pg/ml). TLC-DPPH testom je dokazano da su glavniigmsove
aktivnosti flavonoidni heterozidi i fenolkarboks@rkiseline. U 2-dezoksiriboza testu svi
ekstrakti su koncentraciono zavisno neutralisali @idikal, a u opsegu koncentracija
6,25-50 ug/ml inhibicija razgradnje 2-dezoksiriboze iznasje preko 40%. Inhibicija
lipidne peroksidacije takie je bila koncentraciono zavisna, a najvaktivnost ispoljili
su ekstrakti herb& beckeana i S alpina subsp.dinarica (IC55=25,07 i 49,00ug/ml,
redom).

Na modelu karageninom izazvanog edema Sapice pacisyggano je
antiinflamatorno delovanje suvih metanolnih eksttakherbi svih odabranih taksona
roda Sachys. Svi ekstrakti su ispoljili dozno zavisnu aktivihoa maksimalni efekti
postignuti su primenom najée testirane doze (200 mg/kg). Najbolji efekat udoresa
efektom referentnog leka indometacina u dozi odg2km pokazali su ekstrakti herbi
S beckeana i S anisochila: edem je umanjen za 54,04, donosno 53,30%. Ekdteake
S plumosa je ispoljio neSto nizu aktivnost (46,52%), doknajslabiji efekat ispoljio
ekstrakt herb& alpina subspdinarica (37,17%).

Za ispitivanje hepatoprotektivhog delovanja kéei$ je model ugljen-tetrahloridom
indukovanog oSt&nja jetre pacova. Ekstrakti su primenjivani nakigten-tetrahlorida,
¢ime je omogtena procena njihovog reparativnog (terapijskogktafeNa osnovu
promene nivoa enzima jetre (AST, ALT i AP) u serynkao i na osnovu
patohistoloSkih promena u tkivu jetre, W&no je da je najbolji i dozno zavistan efekat



ispoljio ekstrakt herb& alpina subsp.dinarica: u dozi od 200 mg/kg ostenje jetre
smanjeno je za oko 50%. Hepatoprotektivni efekaalibs ekstrakata je takie bio
evidentan, pricemu izméu primenjenih doza (200 i 100 mg/kg) nije bilo tektki

zna&ajnih razlika. Efekti ekstrakata her8ianisochila i S. beckeana maiusobno su bili
sli¢ni i bolji u odnosu na efekte ekstrakta hefplumosa.

MozZe se zakljtiti da je ispoljeno antiinflamatorno i hepatoprdteko delovanje
ispitivanih ekstrakata delom i posledica njihoveti@gksidantne i antiradikalske
aktivnosti.

Delovanje suvih metanolnih ekstrakata herbi odahraaksona rode&achys na
aktivnost mikrozomalne MAQpraceno jein vitro preko stepena razgtiaanja *‘C-
serotonina (supstrat za MAO-A)*{C-fenil-etil-amina (supstrat za MAO-B). Rezultati
ukazuju na odsustvo MAO-inhibitorne aktivnosti tsgnih ekstrakata.

Bihejvioralna karakterizacija metanolnih ekstrakaprovedena je kok&njem
standardnih testova: ponaSanje u uzdignutom plugirau (EPM), test spontane
lokomotorne aktivnosti (SLA) i test e stiska. Rezultati ispitivanja pokazuju
izostanak jasnog anksioliiog ili miorelaksantnog delovanja. Ipak, uteno je da
ekstrakt herb&. beckeana u dozi od 400 mg/kg ispoljava izvestan anksioggakat u
EPM testu, dok parametri vezani za aktivnost unistiestu ukazuju na sedativno
delovanje ekstrakata herli alpina subsp.dinarica i S plumosa. Test lokomotorne
aktivnosti (SLA), potvrdio je sedativni potencijal alpina subsp.dinarica. Dobijeni
rezultati ukazuju da ispoljena bihejvioralna aktsh ekstrakata herl8 alpina subsp.
dinarica i S plumosa ne ukljituje predominantno populaciju GABAeceptora sa;-
podjedinicom, a indirektno da su za ispoljene hiloealne efekte odgovorni i odteni
mehanizmi koji ne ukljéuju GABA-ergicku neurotransmisiju.

Antimikrobna aktivnost etarskih ulja herSi plumosa i S. alpina subsp.dinarica,
kao i metanolnih ekstrakata herbi sietiri odabrana taksona rodsachys ispitana je
agar difuzionim testom. Kow&ni su standardni ATCC sojevetiri Gram-(+) i tri
Gram-(-) bakterije i jedan soj gljivicEandida albicans. Etarsko ulje herb& plumosa
pokazalo je aktivnhost prema svim testiranim mikgaorizmima. Ono je bilo
najaktivnije premadacillus subtilis i Pseudomonas aeruginosa, dostiziéi aktivnost véu
od aktivnosti referentnih antibiotika (ampicilinegnosno amikacina). Nasuprot tome,
etarsko ulje herb& alpina subspdinarica nije dovelo do inhibicije rasta nijednog od
ispitivanih mikroorganizama. Suvi metanolni ekstrakerbi svih odabranih taksona
inhibirali su rast véne testiranih mikroorganizmima, osim ekstraktablee® alpina
subsp.dinarica koji nije uticao na rasEnterococcus faecalis i C. albicans. U sluaju
Klebsiella pneumoniae aktivnost ekstrakata bila je napeei uporediva sa aktivneg
ampicilina.

Klju éne reti: Sachys anisochila, S. beckeana, S. plumosa, S. alpina subsp.dinarica,
hemijska karakterizacija, farmakoloSka karakteiijaac

Naucna oblast: Farmacija.
UZa nauna oblast: Farmakognozija.

UDK broj: 581.182:582.949.27(043.3)
615.322(043.3)



Chemical and Pharmacological Characterisation ofstachys anisochila,
S. beckeana, S. plumosa and S. alpina subsp.dinarica (Lamiaceae)

Abstract

Chemical and pharmacological characterisation of faxa from genuStachys L.:

S anisochila Vis. et Pani¢, S beckeana Dorfler & Hayek, S. plumosa Griseb. and
S alpina subsp. dinarica Murb., endemic for Balkan peninsula, was performed
Selected species of gen8gachys were just partly chemically and pharmacologically
investigated so far, while subspec&slpina subspdinarica has never been subjected
to any pharmacognostic investigation.

Preliminary chemical analysis showed presence ofnits, flavonoids,
anthocyanins, phenolic acids and alkaloids in a@aats of investigated plants in full
blossom. The content of these secondary metabaoldesalso determined.

From dried aerial parts @& plumosa andS alpina subsp.dinarica, by means of
hydrodistillation, essential oils were isolated.eNi of both essential oils was low:
0.15% §/m) and 0.03% rfYym), respectively. In essential oil dd plumosa main
constituents were diterpens (74.3%), while mon@tespand sesquiterpens were present
in much lower amount (8.7 and 3.2%, respectivéllite main component of this oil was
diterpen dehidroabietane=dr-abietatriene) (61.2%). Irs. alpina subsp. dinarica
essential oil sesquiterpens were the most abunqé0tb%), mainly hydrocarbons
(41.0%). Main components of this essential oil wecaryophyllene and germacrene
D (13.4 and 12.3%, respectively). This oil was atbaracterised by high amount of
aliphatic compounds (19.4%).

From methanol extract o alpina subsp dinarica, by means of colon and thin
layer chromatography on silica gel, three flavorgcasides were isolated: @-
methylisoscutellarein-7-O-[6"-acet@D-allopyranosyl-(1-2)]-B-D-glucopyranoside
(compound 1), 3'-hydroxy-4'-O-methylisoscutellareine-7-O-[&ctetyl$-D-
allopyranosyl-(32)]-B-D-glucopyranoside (compoun@) and isoscutellareine-7-O-
[6™-acetylf-D-allopyranosyl-(3-2)]-B-D-glucopyranoside (compourf). Structure of
these compounds was determined according analiygigio UV, MS,*H NMR and**C
NMR spectral data. Presence of these compoundpreasusly determined in some
other Stachys species, but in this doctoral dissertation theyewdentified for the first
time inS alpina subspdinarica.

HPLC-UV and HPLC-MS analysis of methanol herb extsaof selectedachys
taxa provided further information on qualitative ngmosition of S anisochila,

S beckeana andS plumosa. For S alpina subspdinarica this analysis was performed
for the first time. Also, for the first time all fo selected taxa were subjected to
guantitative analysis. In all investigated extradisvonoids, phenolic acids and
phenylethanoid glycosides were detected, with fiewds being predominant.

Flavonoid composition o6 anisochila, S beckeana andS. alpina subsp dinarica
herb extracts qualitatively was very similar: thesnabundant were 8-hydroxyflavone
glycosides, namely 7-O-biosides of isoscutellareind hypolaetine and their 4'-methyl
derivatives. Further, in herb extract &falpina subsp.dinarica were also present two
luteolin-7-O-dihexosides. I8 plumosa herb extract were present only 7-O-biosides of
chrysoeriol and apigenin monosides, while 8-hydflaxypne glycosides were absent.
Distribution of flavonoid glycosides in selectedkdawas in accordance with their
taxonomy. According to flavonoid composition, thesnsimilar wereS anisochila and



S beckeana, which belong to the same sectidd §ect.Olisia) and the same group
S recta. These two species are more similar v8tlalpina (S sect.Eriostomum) than
with S plumosa (S sect.Svainsoniana).

Presence of chlorogenic acid was characteristiafiomvestigated extracts (from
3.17% inS alpina subsp.dinarica herb extract up to 12.57% & anisochila herb
extract). Dicaffeoylchinic acid was detected $n anisochila herb extract only. In
S alpina subsp.dinarica herb extract, except chlorogenic acid, one feraad
derivative was detected. Among phenylethanoid gliges in all investigated extracts
acteoside and lavandulifolioside were presen§. loeckeana, S alpina subsp.dinarica
andS plumosa herb extracts, beside these two, further four cmmps were identified:
martinoside in all three extracts; isoacteosideSirbeckeana and S plumosa herb
extracts, and betonioside E and leucosceptosida & alpina subsp.dinarica herb
extract. Acteoside was main phenylethanoid glyasidall investigated extracts (from
1.09% inS. anisochila herb extract up to 9.07% B beckeana herb extract).

In dry methanol herb extracts of all select&dchys taxa spectrophotometrically
with Folin-Ciocalteu reagent, was determined t@iaénolics content (from 65.63 g
catechin/mg dry extract i plumosa herb extract up to 192.16 pg catechin/mg dry
extract inS anisochila herb extract).

Antioxidant potential of dry herb methanol extraofsselectedStachys taxa was
estimated using several differemt vitro tests: FRAP test (total antioxidant activity),
DPPH and TLC-DPPH test (neutralisation of DPPH cal)j 2-deoxyribose test
(neutralisation of OH radical) and TBA test (intibn of induced lipid peroxidation).
Results of these antioxidant tests were in sigaificcorrelation with total phenolics
content, flavonoids and phenylethanoid glycosid&stal antioxidant activity of
methanol extracts was. five times lower compared to L-ascorbic acid. &Mtracts
neutralised DPPH radical in concentration dependeanner, withS anisochila,

S beckeana and S alpina subsp.dinarica herb extracts expressing very high activity
(SG50<50 pg/ml). TLC-DPPH test showed that main compoundgansible for
expressed activity were flavonoid glycosides andngltic acids. In 2-deoxiribose test
neutralisation of OH radical was concentration dej@at, with inhibition over 40% in
concentrations 6.25-50g/ml. Inhibition of lipid peroxidation was in cotegion with
applied extract concentrations, wigh beckeana and S alpina subsp.dinarica herb
extracts being the most active ones;25.07 and 49.00g/ml, respectively).

Anti-inflammatory activity of dry methanol herb extts of selecte&achys taxa was
investigated in carrageenan-induced paw edematsn aa experimental model of acute
inflammation. All extracts exhibited dose-dependwetivity, with maximal effect achieved
with the highest dose applied (200 mg/kg). The béistt, comparable with the effect of
reference drug indomethacin at dose of 2 mg/kgyell& beckeana andS anisochila herb
extracts: edema was decreased for 54.04 and 53.30%spectively.
S plumosa herb extract has shown less-pronounced anti-infiatory activity (46.52%),
while S alpina subspdinarica herb extract had the lowest efficiency (37.17%).

The influence of methanol extracts of selected f&achys taxa on carbon
tetrachloride induced hepatotoxicity in rats wagestigated. Extract were applied after
the carbon tetrachloride, thus their reparativer@peutic) effect was estimated. Based
on alteration of biochemical parameters (liver eneg AST, ALT and AP in the
serum), as well as through histopathological changehe liver (liver damage score,
LDS), it was concluded that the best dose-depereféattt achieved b$. alpina subsp.
dinarica herb extract: at 200 mg/kg liver damage was siggeie by 50%.



Hepatoprotective effect of other investigatdchys extracts was also evident, though
differences between applied doses (200 and 100 ghg#kere not statistically
significant. Effects ofS anisochila and S beckeana herb extracts were similar with
each other, and better than thaSogplumosa herb extract.

It could be concluded that showed anti-inflammatang hepatoprotective activity
of investigated extracts is partly due to theii@atlant and antiradical activity.

Effects of dry herb extracts of select&dchys taxa on activity of microsomal MAO
was investigateth vitro trough degradation dfC-serotonine (MAO-A substrate}iC-
phenyl-ethyl-amine (MAO-B substrate). Results shdwe MAO-inhibitory activity of
investigated extracts.

Behavioural characterisation of herb extracts wasdacted in the elevated plus
maze (EPM), spontaneous locomotor activity (SLA)d ayrip strength tests, mainly
predictive of anxiolytic, sedative and myorelaxaations, respectively. Results showed
that all investigated®achys extracts lacked clear anxiolytic or myorelaxanti\étoes.
However, these extracts were not devoid of behaviactivity: S. beckeana at 400
mg/kg exerted an anxiogenic-like effect in the EPMhile the activity-related
parameters from the same test suggested a sedativiey of S. alpina subspdinarica
and S plumosa herb extracts. The locomotor activity test condnthe sedative
potential of S alpina subsp.dinarica. Obtained results suggest that the observed
behavioral activity ofS alpina subsp.dinarica andS plumosa herb extracts does not
predominantly involve thetl-containing population of GABAreceptors responsible
for sedation induced by benzodiazepine-like agemtst indirectly suggest the
involvement of some other, non-GABA mechanisms ediating the behavioral effects
of the examined extracts.

Antimicrobial activity of S plumosa and S alpina subsp.dinarica herb essential
oils, as well as of dry methanol herb extracts Ibffaur selectedSachys taxa, was
investigated using agar diffusion test, againshddad ATCC strains of four Gram-
positive and three Gram-negative bacteria and dm&nsof Candida albicans.

S plumosa herb essential oil expressed activity againsttedted microorganisms,
showing the best growth inhibitory activity agaimstcillus subtilis and Pseudomonas
aeruginosa, reaching activity better than reference antib®ampicillin and amikacin,
respectively). On contrang. alpina subsp.dinarica herb essential oil did not inhibit
growth of any tested microorganism. Investigatettraexs inhibited growth of most
tested strains, excef@@ alpina subsp.dinarica extract which didn’t inhibit growth of
Enterococcus faecalis and Candida albicans. As for Klebsiella pneumoniae, inhibitory
activity of all investigated extracts was the mpsdminent and comparable with the
activity of ampicillin.

Keywords: Sachys anisochila, S beckeana, S plumosa, S alpina subsp.dinarica,
chemical characterisation, pharmacological charaeton.

Academic expertise:Pharmacy.
Major in: Pharmacognosy.
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Mentoru, prof. dr Silvani Petrovié, igragavam velikn abvalnost na ukazanom poverenju, strpljenju i
podrsci tokom izrade ovog rada.

Prof. dr Petru Marinn, zabvaljujem na korisnin savetima i sugestijama u toku pisanja ovog rada.

Prof. dr Silvi Dobrié, zabvaljujem na  dragocenoj pomodi pri izvodenjn  eksperimenata 3a procenn
antiinflamatorne i hepatoprotektivne aktivnosti i savetima pri pisanju ovog rada.

Prof. dr Marini Milenkovié dugnjem ahvalnost za pomoc oko ispitivanja antimikrobne aktivnosti i za

savete 7 sugestije tokom pisanja rada.

Prof. dr Miroslavu Saviin igragavam zabvalnost ga  svestranu pomol u  igvodenjn  bibejvioralnih
eksperimenata i savetima u pisanju ovog rada.

Dr sc. Vesni Jacevié (Nacionalni centar 3a kontrolu trovanja, Vojnomedicinska akademija, Beograd)
zabvaljujem na pomoli oko eksperimenata 3a procenu hepatoprotektivne aktivnosts.

Prof. dr Aleksandri Topi¢ (Katedra za medicinsku biohemijn, Univergitet n Beogradn — Farmaceutski
Jakulter) zabvaljujem na pomoli oko eksperimenata a procenn hepatoprotektivne aktivnosti i tumalenju
rezultata.

Dr sc. Anastasia Karioti i prof. dr Anna Rita Billia (Institut 2a farmacentske nanke, Univeritet n
Firenci) zabvaljujem na neprocenjivej pomodi prilikom izvodenja HPLC analize ekstrakata i strukturne
analize izolovanib jedinjenja.

Dr se. Marjanu Niketicu, kustosn Prirodnjalkog muzea n Beogradu, dugnjem velifu zahvalnost za
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1. Rod Stachysl.

Subkosmopolitski rod@achys L. obuhvata oko 300 veoma varijabilnih vrsta, Sto
gacdini najvetsim rodom podfamilijeLamioideae i jednim od najvéih rodova familije
Lamiaceae (Salmaki i sar., 2011).

Rod obuhvata viSegodisnje ili jednogodiSnje zedjdsitike, sa nerazgranatom ili
razgranatom stabljikom. Izdanak je go, do gustorigek svilastim ili vunastim
dlakama. Listovi su sedeili sa lisnom drSkom, w@nom pravilno nazubljeni, te
nenazubljeni. Cvetovi seéldli sa vrlo kratkom drskom, po 2 ili viSe sloZergtinom
u guste prividne prsljenove u pazuhu listova stalblpriperaka, svi zajedno grade
veéinom guste prividne klasoveCaSica cevasta ili zvonasta, sa 5 ili 10 nerava,
vecinom pravilno nazubljena, sa 5 zubacatersu 3 gornja zupca meki ili neznatno
trnoliko produzeni i srasli u gornju usnu. Krunidaousnata, + crvena, bledozuta ili
bela, krunéna cev prava ili neznatno savijena, u vrSnom dsta sirine ili malo
proSirena, dugika kaocasSica ili znatno duza od iste; gornja usna celogdabili
dvoreznjevita, malo ispdgna ili ravna, prava ili naviSe savijena, spoljpaakrivena
dlakama, donja proSirena ili nanize oborena, tmgedta, sa vém, celim ili
dvoreznjevitim srednjim reznjem. PraSnika 4, predeginom duzi od unutrasnjih,
uzdizu se paralelo sa gornjom usnom krunicéjngem napolje savijeni. Poluantere
odvojene, paralelne iltexe stoje pod v@m ili manjim uglom. Diskus pravilan.
Stub na vrhu sa Zigom deljenim u 2 kratka reznja. Rlodbrnuto jajasti ili
izduZzeni, trouglasti, spreda zaobljeni, suvi (QiklL974).

Najveli broj vrsta raste na kéajackim kamenjarima. Srodne vrste ro@eachys

obi¢no zive na stinim, ali geografski izolovanim stanistima (Bhattagbe, 1980).

Billke ovog roda rasprostranjene su u toplim kligk&ih delovima Mediterana i
jugozapadne Azije, u Severnoj i Juznoj Americi savernoj Africi. Ne naseljavaju
Australiju i Novi Zeland.

Glavni centri diverziteta su:

- jugozapadna Azija (juzna i istoa Anadolija, Kavkaz, severozapadni delovi
Irana i severni delovi Iraka) i

- Balkansko poluostrvo.
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Azijski centar obuhvata dva regiona: mediteranskamo-turanski, i u njemu raste
najveli broj vrsta (oko 95); evropski centar¢ggavaju mediteranski i evro-sibirski
(Bhattacharjee, 1980).

Rod Sachys je bio predmet weg broja taksonomsih i morfoloskih studija u cilju
odgovarajdeg pozicioniranja, kako samog roda, tako i velikmgja taksona koje
obuhvata. P&vsi od 1827. godine, kada Dumortier deli rod nadkcije (1827), pa
do danas, predlozeno je nekoliko klasifikacija. Kaeki od kriterijuma kori&ni su:
broj cvetova, vetiina brakteola, boja i velina krunice, oblikcaSice, jednogodisnje ili
viSegodisnje biljke, anatomija lista i dr. (Salmakar., 2011).

U Flori Evrope (Ball, 1972) se u okviru ro@achys navodi 58 vrsta, svrstanih u
cetiri sekcije: S sect. Sachys, S sect. Olissa Dumort., S. sect. Eriostomum
(Hoffmanns. et Link) Dumort. & sect.Betonica (L.) Bentham (Tabela 1).

Medutim, mnogobrojna anatomsko-morfoloska, mikromardtla i hemijska
ispitivanja vrsta ovog roda idu u prilog misljergla taksonestachys i Betonica L.
treba posmatrati kao dva odvojena podroda ili rd@ankova i sar., 1999;
Bhattacharjee,1980; Grujé-Jovanowé, 2009). Prema Kklasifikaciji koju je dao
Bhattacharjee (1980) ceo r&hchys je podeljen na dva podrod&: subgenSachys,
koji obuhvata 19 sekcija,$. subgenBetonica (L.) R. Bhattacharjee, sa dve sekcije
(Tabela 2).

U daljem tekstu ldie primenjen taksonomski koncept Bhattacharjee (1989

izuzetkom S anisochila Vis. et Pati¢ koju autor pogresno ukkiuje u S sect.
Swainsoniana R. Bhattacharjee. U skladu sa ovom klasifikaciova vrsta bi zapravo
pripadalaS sect.Olisia subsectRectae R. Bhattacharjee. Na to ukazuju i mnoge
klasifikacije i taksonomske studije pre Bhattackar{1980), kao i Lenherr (1983),
Lenherr i saradnici (1984a), Baltisberger i Lenl{&@84), Greuter i saradnici (1986) i
Chrtek (1992), koj&. anisochila uklju¢uju u grupu (agregat) vrst recta L. koja je i
tipska vrsta pomenute podsekciesubsectRectae. Prema Lehnerr-u (1983) grupa
S recta obuhvata 10 vrstaS recta, S. atherocalyx K. Koch, S subcrenata Vis.,
S baldaccii (K. Maly) Hand.-Mazz.S. anisochila, S. labiosa Bertol., S. leucoglossa
Griseb., S beckeana Dorfler & Hayek, S parolinii Vis. i S tetragona Boiss. &
Kotschy.

Vecina njih su balkanski endemiti, osifrecta, S atherocalyx i S. labiosa.
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Tabela 1. Sekcije i vrste rod&achys prema Flori Evrope (Ball, 1972)

Sekcija Stachys Sekcija Eriostomum

S. decumbens Pers.

S. canescens Bory & Chaub.
S anisochila Vis. & Parti¢
S menthifoila Vis.

S plumosa Griseb.

S gylvatica L.

S palustris L.

S recta L.

S. beckeana Dérfler & Hayek
S paralinii Vis.

S atherocalyx K. Koch

S iberica Bieb.

S virgata Bory & Chaub.

S angustifolia Bieb.

S tetragona Boiss. & Heldr.
S leucoglossa Griseb.

S. mucronata Sieber ex Sprengel
S. spruneri Boiss.

S. swansonii Bentham.

S. ionica Halascy

S euboica Rech. fil.

S circinata L'Hér.

S glutinosa L.

S gpinosa L.

S iva Griseb.

S. chrysantha Boiss. & Heldr.
S. candida Bory & Chaub.
S. spreitzenhoferi Heldr.

S maritima Gouan.

S pubescens Ten.

S arenaria Vahl.

S. balansae Boiss. & Kotschy
S alpina L.

S germanica L.

S tymphaea Hausskn.

S tournefortii Poiret

S. sericophylla Halacsy

S thirkei C. Koch

S. cassia (Boiss.) Boiss.

S cretica L.

S. byzantina K. Koch

S heraclea All.

S acutifolia Bory & Chaub.
S obliqua Waldst. & Kit.

Sekcija Olisia

S corsica Pers.

S. ocymastrum (L.) Briq.

S marrubiifolia Viv.

S annua (L.) L., Sp.

S. spinulosa Sibth. & Sm.

S milanii Petrovi

S arvensis (L.) L.

S brachyclada De Noé ex Cosson
S serbica Pargi¢

Sekcija Betonica

S. alopecuros (L.) Bentham

S. monieri (Gouan) P. W. Ball.
S officinalis (L.) Trevis.

S balcanica P. W. Ball

S scardica (Griseb.) Hayek
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Tabela 2. Klasifikacija rodaSachys koju je dao Bhattacharjee (1980)

Podrod Stachys

1. Sect. Eriostomum (Hoffmanns.& Link)
Dum.

SubsectGermanicae R. Bhattacharjee
S acutifolia Link

S alpina L.

S. balansae Boiss.

S germanica L.

S ehrenbergii Boiss.

S. floccosa Bentham

S heraclea All.

S hissarica Regel

S. huber-monarthii Bhattacharjee
S ischatkalensis Knorr.

S libanotica Boiss

S obligua Waldst. & Kit.

S persica Gmel.

S. pinetorum Boiss.

S rizeensis Bhattacharjee

S sericantha Davis

S sericophylla Hal.

S sihirica Link

S tournerifortii Poiret
SubsectCreticae R. Bhattacharjee
S. byzantina K. Koch.

S cretica L.

S. macrotricha Rech. fil.

S thirkei K. Koch.

S tmolea Boiss.

SubsctSpectabiles R. Bhattacharjee

S bayburtensis Bhattacharjee & Hub.-Mor.

S huetii Boiss.

S. longispicata Boiss.
S gpectabilis Choisy
S viticina Boiss.

2. Sect. Mucronata R. Bhattacharjee
S. mucronata Sieber.

3. Sect. Infrarosularis R. Bhattacharjee
S amanica P. H. Davis

S. cataonica Bhattacharjee & Hub.-Mor.
S citrina Boiss.

S. petrocosmos Rech. fil.

S pumila Banks & Sol.

S rupestris Montbret & Aucher.

4. Sect. Roseostachys R. Bhattacharjee
S rosea Desf.

5. Sect. Setifolia R. Bhattacharjee
S iragensis Bhattacharjee

S menthoides Kotschy & Boiss.

S setifera C. A. Meyer

6. Sect. Stachys

SubsectSylvaticae (Knorr. ex Omel‘chuk-
M'yakushko) R. Bhattacharjee

S. hydrophila Boiss.
S palustrisL.
S sylvatica L.

SubsectCircinatae R. Bhattacharjee
S circinata L'Hérit

S. durandiana Coss.

S. guyoniana Noé

S mialhesii Noé

7. Sect. Candida R. Bhattacharjee

S candida Bory & Chaub

S chrysantha Boiss.

S iva Griseb.

S. maweana Bal.

S saxicola Coss. & Bal.

S spreitzenhoferi Heldr.

8. Sect. Swainsoniana R. Bhattacharjee
SubsectSwainsonianeae R. Bhattacharjee
S euboica Rech. fil.

S. ionica Hal.

S spruneri [Boiss. ex] Bentham

S swainsonii Bentham
SubsectDecumbentes R. Bhattacharjee
S. anisochila Vis.?

S canescens Bory & Chaub

S decumbens Pers.

S menthifolia Vis.

S. panagea Phitos

S. plumosa Griseb.

& Prema taksonomskom konceptu
koji je primenjen u ovQj
doktorskoj disertaciji, vrst&.
anisochila ne pripada sekcifs.
sect.Swainsoniana, vet sekciji S.
sect.Olisa.

9. Sect. Fragilicaulis R. Bhattacharjee

SubsectMultibracteolatae R.
Bhattacharjee

S asterocalyx Rech. fil.

S ballotiformis Vatke

S. benthamiana Boiss.

S brantii Bentham

S fragillima Bornm.

S. graveolens Nab.

S kurdica Boiss.

S laetivirens[Kotschy ex] Rech. fil.
S lanigera Rech. fil.

S mardinensis (Post) R. Mill

S megalodonta Hausskn. & Bornm. ex P.
H. Davis

S. subnuda [Montbret & Aucher ex]
Bentham

S. viscosa [Montbret & Aucher ex]
Bentham

SubsectFragiles[Boiss. ex] Rech. fil.
S buttleri R. Mill

S euadenia P. H. Davis

S longiflora Boiss.

S pinardii Boiss.

S pseudopinardii Bhattacharjee & Hub.-
Mor.
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10. Sect. Olisia Dum.
SubsectRectae R. Bhattacharjee

S. albanica Markgraf

S angustifolia Bieb.

S arenaria Vahl.

S atherocalyx K. Koch.

S. beckeana Dérfler & Hayek

S fontqueri Pau.

S iberica Bieb.

S leucoglossa Griseb.

Srectal.

S. sparsipilosa Bhattacharjee & Hub.-Mor.
S tetragona Boiss.

S virgata Bory & Chaub.
SubsectDistantes R. Bhattacharjee
S aleurites Boiss.

S. bombycina Boiss.

S distans Bentham
SubsectAnnuae R. Bhattacharjee
S annual.

S maritima Gouan

S mouretii Batt. & Pit.

S parolinii Vis.

S talyschensis Kapeller
SubsectRosulatae R. Bhattacharjee
S diversifolia Boiss.

S inanis Hausskn. & Bornm.

S munzurdagensis Bhattacharjee
SubsectSpinosae R. Bhattacharjee
S spinosa L.

11. Sect. Campaniastrum (Habrl.) Reichb.

SubsectOcymastrum R. Bhattacharjee
S brachyclada Noé

S duriaei Noé

S ocymastrum (L.) Brig.
SubsectArvenses R. Bhattacharjee

S arabica Hornem.

S arvensis(L.) L.

S marrubiifolia Viv.

S milanii Petr.

S spinulosa Sm.

12. Sect. Corsica R. Bhattacharjee

S corsica Pers.

13. Sect. Sideritopsis R. Bhattacharjee
S. obscura Boiss.

S pseudosideritis Bhattacharjee & Hub.-
Mor.

S. zoharyana Eig.

14. Sect. Neurocalyx R. Bhattacharjee
S neurocalycina Boiss.

15. Sect. Satueroides R. Bhattacharjee
S burgsdorffioides (Bentham) Boiss.
S melampyroides Hand.-Mazz.

S ramosissima Montbret & Aucher

S satureoides Montbret & Aucher

16. Sect. Thamnostachys Kapeller
SubsectFruticulosae R. Bhattacharjee
S araxina Kapeller

S fruticulosa Bieb.

S. grosshemii Kapeller

S sosnowskyi Kapeller
SubsectPaulinae R. Bhattacharjee
S paulii Grossh.

17. Sect. Aucheriana R. Bhattacharjee
S acerosa Boiss.

S aucheri Bentham

S glutinosa L.

S ixoides Boiss.

S multicaulis Bentham

S pilifera Bentham

18. Sect. Zietenia (Gled.) Bentham
S lavandulifolia Vahl.

19. Sect. Ambleia Bentham

S. aegyptiaca Pers.

S. demawendica Bornm.

S inflata Bentham

S. kotschyi Boiss.

S laxa Boiss.

S nivea Labill.

S. obtusicrena Boiss.

S palaestina L.

S tomentosa Bentham

S trinervis Aiton

S. turcomanica Trautv.

Podrod Betonica (L.)
Bhattacharjee

20. Sect. Betonica

S alopecuros (L.) Bentham

S macrantha (W. Koch) Stearn
S monieri (Gouan) P. W. Ball
S officinalis (L.) Trev.

S serbica Parti¢

21. Sect. Macrostachya R. Bhattacharjee

S betonicifolia Rupr.

S discolor Bentham

S. macrostachya (Wend.) Brig.
S. scardica (Griseb.) Hayek
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Prema Flori Srbije, na teritoriji Srbije raste 17sta roda Stachys (Dikli¢, 1974):
S. alopecuros (L.) Benth.,S alpina L., S. anisochila Vis. et Pani¢,? S annua L., S. atherocalyx
K. Koch, S cassia (Boiss.) Boiss.S germanica L., S leucoglossa Griseb.,S. milanii Petrovi,”
S officinalis (L.) Trevis, S. palustris L., S plumosa Griseb.2 S recta L., S reinertii Heldr.,
S scardica Griseb.? S serbica Pari¢,®i S sylvatica L.

Treba napomenuti da se dve prethodno navedeneizptiepeS. recta: S subcrenata i
S baldaccii (Lenherr, 1983) u Flori Srbije vode kao podvrSteecta: S r. subsp.subcrenata
(Vis.) Brig. i S r. subspbaldaccii (K. Maly) Hayek (Dikli¢, 1974).

& Endemit Balkanskog poluostrva
® Endemit isténog dela Balkanskog poluostrva
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2. Sekundarni metaboliti vrsta rodaStachys

Vrste rodaStachyssu intenzivno pratavane u poslednjih 20 godina. Velika morfoloska
raznovrsnost, raziiti ekoloski faktori, hibridizacija, poliploidija dr., uslovili su i veliku
strukturnu raznovrsnost sekundarnih metabolita ovoda. NajeXe su prodavani:
flavonoidi, feniletanski heterozidi, iridoidi, tezpoidi, etarska ulja i fenolkarboksline
kiseline (Buchwald i Czapska, 1995; Bankova i SE899; Meremeti i sar., 2004; Piozzi i
Bruno, 2009, 2011). Pojava sofisticiranih tehni@alacije i analize biljnih sastojaka dovela
je i do moginosti identifikacije velikog broja struktura, S@doprinelo i njihovoj upotrebi

kao hemotaksonomskih markera na subfamilijarnotet-inintraspecijskom nivou.

2.1. Flavonoidni aglikoni

Aglikoni flavonoida se nalaze na povrSini listovalrugih nadzemnih organa, ili u
obliku eksudata ili rastvoreni u lipofilnom matnikéTomas-Barberan i Gil, 1992). Slobodni
aglikoni izolovani iz vrsta rodeStachysuglavnom su flavonski, uz z&gan broj

metilovanih derivata flavonola (Tabela 3).

Tabela 3.Flavonoidni aglikoni vrsta rod&tachys

Aglikon Vrsta
Apigenin S. aegyptiacd,S. officinalis’
OH (R=H) S. neglectd,S. ionica®
O S. byzanting,S. ocymastrurh
Ho ° R Luteolin S. aegyptiaca
| (R=OH) S. neglectd
S. ocymastrurh
OH O Hrizoeriol S. aegyptiaca
(R=OMe) S. candida, S. chrysantfia
S

Bajkalein . annud
o =
RO (6]

| Negletein S. neglectd
(R=Me)
HO
OH O
OR Skutelarein S. inflata®
S
HO o
| 4'-O-Metilskutelarein S. annud
(R=Me)
HO
OH O
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o OR Izoskutelarein S. inflata®
s
HO o
| 4'-O-Metilizoskutelarein S. inflata®
(R=Me)
OH o©
or  Cirzimaritin S.schtschegleevif 2
(R=H)
MeO Q
O‘ Salvigenin S. ionica’
MeO (R=Me)
OH (6]
OMe 7-O-Metiltricin S. officinalis’
OH
MeO o ‘
O | OMe
OH O
Ksantomikrol S. aegyptiaca
(Ri=R,=H) S. candida, S. chrysantfia
ove ORy S. ionica’ S.schtschegleevit’
eo - O Sideritiflavon (R=H, R,=OH) S. aegyptiaca
O‘ R2 4 5-dihidroksi, 3',6,7,8- S. aegyptiaca
Ve tetrametoksi flavon (RH,
R,=OMe)

OH [¢] - - -
5-hidroksi, 3',4',6,7,8- S. aegyptiaca
pentametoksi flavon
(Ri=Me, R=0OMe)

R, 5- hidroksi, 4',3,6,7-tetrametoksiS. ionica®
‘ flavon (R=R,=H)
Meo ° R, Hrizosplenetin S. gegyp}iacé
(Ri=H, R=0OMe) S. ionica
MeO OWe Kasticin S. ionica’
oH 0 (R;=Me, R=0H)
Kalikopterin S. aegyptiaca
(Ri=R,=H) S. candida, S. chrysantfia
or; 5- hidroksi, 4',3,6,7,8- S. aegyptiaca
OMe O pentametoksi flavon
Meo 0 R, _(Ri=Me, R=H)
3',4',5-tri hidroksi, 3,6,7,8- S. aegyptiaca
MeO OMe tetrametoksi flavon (RH,

OH © R,=OH)

4' 5-di hidroksi, 3',3,6,7,8- S. aegyptiaca

pentametoksi flavon
(RJ_:H, RZZOMe)
LEl-Ansari i sar., 199172Kobzar i Nikonov 1986° Zinchenko, 1969* Meremeti i sar., 2004:Asnaashari i sar2010

6 Lakhal i sar., 20117 Skaltsa i sar., 2000F Sheremet i Komissarenko, 1972:Komissarenko i sar 1979
¥Nazemiyeh i sar., 2006.

&sinonim z&S. inflatavar. caucasica
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2.2. Flavonoidni heterozidi

Flavonski heterozidi su najzastupljeniji tip flawoda u vrstama rod&tachys
NajceXe se radi o heterozidima apigenina, luteolina zdetiola, odnosno njihovih
derivata. Pored monozida veoma &sti i biozidi. Najzastupljeniji monosaharidi su
glukoza i aloza, a talde su prisutni manoza i glukuronska kiselina. Glakigzgotovo uvek
direktno vezana za aglikon, tege za fenolnu grupu u polozaju C-7 aglikona, dok se
ostali Séeri vezuju za glukozu :2) acetalnom vezom.

Bitna karakteristika vrsta roda Stachys je prisustvo alozilglukozida
8-hidroksiflavona. Ova jedinjenja se javljaju urfordiacetilovanih, monoacetilovanih i
neacetilovanih heterozida. Ovaj tip heterozida adede javlja i kod biljaka rodova
Sideritis L., GaleopsisL. (Tomas-Barberan i Gil, 1992)/eronicalL. i TeucriumL.
(Petreska i sar., 2011).

Struktura nekih flavonoidnih heterozida izolovaiehnadzemnih delova vrsta roda
Stachyglata je u Tabeli 4.

Tabela 4.Flavonoidni heterozidi vrsta rod&achys

Jedinjenje Vrsta

CH,OH OH S. alopecuro$

o}
HO 0.
HO
OH

OH O
Izoskutelarein 7-Q3-D-glukopiranozid

CH,OH S. aegyptiaca

0 S. ionica®
HOMO S. byzantin& ?
OH oy S. ocymastrum
o
HO\M
CH,OH

Izoskutelarein 7-Of-D-alopiranozil-(1- 2)]-B-D-
glukopiranozid

&sinonimS. lanata

10
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S. aegyptiac3 S. anisochild®’
S. atherocalyx, S. beckeana,
CH,OH S. baldaccii, S. labiosa, S. subcrenata,
Q S. leucoglossa, S. parolinii, S. tetragona,
HOho S. menthifolia, S. annua, S. angustifblia
OH o S. sieboldif
° S. corsica
HO o S. ionica®
CH,0Ac S. mialhes{koren)*
Izoskutelarein 7-O-[6"-acetp-D-alopiranozil-(1- 2)]-8-D- ~ S. plumoséa
glukopiranozid S. recta® !
Ho o CH,OH S. inflata® -
OH S. spectabili$®
NC\:H ,OH
OH O
Izoskutelarein 4'-Of-D-manopiranozil-(L. 2)]-B-D-
glukopiranozid (izostahiflazid)
CH,OH S. annud*
0 S. inflata ™®
HO ho S. atherocalyX™ *®
S. spectabili$®
CH,OH o]
OH
(6}
HOho
Skutelarein 7-Of}-D-manopiranozil-(L 2)]-B-D-
glukopiranozid (stahiflazid)
chon ocH, S. anisochild'®
0 OH S. atherocalyx, S. baldaccii, S. labiosa,
HOY o 0 0 O S. subcrenata, S. leucoglossa,
OH op O | S. menthifolia, S. annua, S. angustif§lia
o S. recta®®
HOM on g S. plumosa, S. germanica, S. sylvatica,
CH,0AC S. thracica’
, . . . . S. ionica®
4'-O-Metilizoskutelarein 7-O-[6""-acefd-D-alopiranozil- S. byzantin&
(1- 2)]-B-D-glukopiranozid S. corsice
OH S. anisochild
v B
% |
ol o

CH,OAc

Hipolaetin 7-O-[6"-aceti-D-alopiranozil-(1- 2)]-B-D-
glukopiranozid

11
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S. anisochild
CH,0AC
\ o)
HO HO
OH  on
O
HOM
CH,0AC
Hipolaetin 7-O-[6", 6"'-diacet{f-D-alopiranozil-(1- 2)]-B-
D-glukopiranozid
OH S. anisochild"
CH,0H o OCHj S. byzantin&
0 o H O S. annua, S. atherocalyx, S. subcrenata,
HOHo 0 S. labiosa, S. beckeana, S. baldaccii,
OH ah O \ S. parolinii, S. leucoglossa
° S. recta® !
HO 0 I
OH O

4'-O-Metilhipolaetin 7-O-[6""-acetiB-D-alopiranozil-
(1- 2)]-B-D-glukopiranozid

OCHs . bombycin&®

. spinosa&’®

. swainsonisubspmelangavic&®
. swainsonisubspscyronica®

. swainsonisubspswainsoni®

T
o
T T
o
@]
T
@]
(_p
@)
T
(NN ORON)]

Hrizoeriol 7-O-[6""-acetiB-D-alopiranozil-(1- 2)]-B-D-
glukopiranozid (stahispinozid)

Marin i sar., 2004? El-Ansari i sar., 1992 Meremeti i sar., 2004;Murata i sar., 2008;Lakhal i sar., 20128 Lenherri

sar., 19844, Lenherr i Mabry, 19878 Takeda i sar., 1988:Serrilli i sar., 2005'° Laggoune i sar., 20115 enherr i sar

1984b;*? Komissarenko i sar., 1974 Derkach i sar., 1986¢ Sheremet i Komissarenko, 197 aKomissarenko i sa

1976;® Kostyuchenko i sar., 198%:Bankova i sar., 1999° Delazar i sar., 2005&° Kotsos i sar., 200° Skaltsa i say.
2007.

Izostahiflazid i stahiflazid su retki flavonoididijoj strukturi je umesto aloze prisutna
manoza (Tabela 4). Neki autori smatraju da manadentifikovana u strukturi
stahiflazida i izostahiflazida zapravo nastaje sfarmacijom aloze prilikom kisele
hidrolize, tj. da je artefakt nastao prilikom odifanja stukture flavonoida
(Wollenweber i Jay, 1988).

Takade, neki autori smatraju da u vrstama ovog roda mssutni heterozidi
4'-metilskutelareina, e heterozidi njegovog izomerd-ehetilizoskutelareina. Naime,
pretpostavlja se da tokom kisele hidrolize kojagevodi u cilju odréivanja strukture

12
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jedinjenja dolazi do Wessely-Moser premestamnjaastaje aglikon dmetilskutelarein
(Tomas-Barberan i sar., 1988).

Ostali tipovi flavonoidnih heterozida u vrstama gvooda su retki. Flavonolni
heterozidi su sporagho zastupljeni - u vrstam&. officinalis S. sylvaticaS. glutinosa
(Tomas-Barberan i sar., 1988), palustrigGruji¢c-Jovanowt, 2009), kao i C-heterozidi
— u vrstama:S. officinalis (Toméas-Barberan i sar., 1988; Géujiovanovt, 2009),
S. scardica S. palustris(Gruji¢c-Jovanowt, 2009). Interesantno je da u ovim vrstama
nije zabelezeno prisustvo karaktetisth 7-O-alozilglukozida 8-hidroksiflavona.

Flavonoidi poput izostahiflazides( inflata Komissarenko i sar., 1979, spectabilis
Derkach i sar., 1980), kod kojih se glikozidna vestvaruje preko OH grupe u poloZaju
C-4, veoma su retki.

Iz nadzemnog dela vrste S. ehrenbergii izolovapifjavonoid hrizoeriol 7-OB-D-
glukuronopiranozid-(4'-O-4")-hrizin-7"-@-D-glukuronopiranozid (Slika 1) (Cincinelli
i sar., 2011).

COOH
o)

OH O O OH
Slika 1. Hrizoeriol 7-O$-D-glukuronopiranozid-(4'-O-4")-hrizin-7"-@-D-glukuronopiranozid

Estri flavonoida sap-kumarnom kiselinom su take sporadino zastupljeni u
vrstama ovog rodap-Kumarna kiselina estarsku vezu uglavhom ostvasgeC-6

hidroksilnom grupom odgovarajeg Séera, najeke glukoze (Tabela 5).

® Kod flavona i flavanona sa neza&hom G-OH grupom dolazi do otvaranja heterociklusa i njey
ponovnog zatvaranja, ptemu nastaje izomerno jedinjenje:

OR

Derivat izoskutelareina Derivat skutelareina

13
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Tabela 5.Najzastupljenijip-kumaroil derivati flavonoida vrsta ro&tachys

Jedinjenje Vrsta

. officinalis S. alopecuros

. scardicaS. anisochila

. germanicaS. sylvatica

. palustrisS. plumosa

. bombycing, S. ionica®

. schtschegleevi

. byzantind, S. ocymastrurfy
. mialhesf, S. rectd

o
N
o o)
HO o
HO HO—"Ho
OH

Apigenin 7-O-(6"p-kumaroil)$-D-glukopiranozid

. byzantind
. rectd®

(R EONONORONONONON]

o H
- HO o
HO
HO'
OH O

Apigenin 7-O-(3"p-kumaroil)$-D-glukopiranozid

. schtschegleevii
. swainsonisubspargolica®
. chrysanth&s. candidd®

nunnm

OH o
Hrizoeriol 7-O-(6"p-kumaroil)$-D-glukopiranozid

S. aegyptiacd

O
y 4
HOHO
HO o

o &
Izoskutelarein 8-O-(61-kumaroil)$-D-glukopiranozid

CH,OH S. annud®
0
0
| HO o
x
0 o)
OH
o
HO

HOho

Stahanoacizid

! Marin i sar., 20042 Delazar i sar., 20054 Meremeti i sar., 2004 Nazemiyeh i sar., 2008;Murata i sar., 2008;
5 Lakhal i sar., 20117 Laggoune i sar., 20118Karioti i sar., 20107 Skaltsa i sar., 2007° Skaltsa i sar., 2000;
1 Sharaf, 19982Sheremet i Komissarenko, 1971b.
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Iz nadzemnih delov&. aegyptiacdEl-Ansari i sar., 1995) $. byzantina(Murata i

sar., 2008) izolovan je stahizetin, koji je strukiu diestar dikarboksilnep,p'-

dihidroksitruksilne kiseline i apigenin 7-glukozi@@lika 2).

OH

OH
O O
NSl |

*L“w‘

Slika 2. Stahizetin (diapigenin 7-glukoziglp'-dihidroksitruksilna kiselina)

2.3. Feniletanski heterozidi

Feniletanski heterozidi su Siroko rasprostranjeilpnom carstvu. Izolovani su iz
razlicitih biljnih organa (npr. iz korena, kore, listoy&ao i iz ¢elijskih kultura nekih
biljaka (kalus, suspenzija). Nagie broj je izolovan iz biljaka familija
Scrophulariaceage Oleaceae Plantaginaceag Lamiaceae i Orobanchaceae
Feniletanski heterozidi ispoljavaju raznovrsne di&k aktivnosti: neuoroprotektivnu,
antioksidantnu i antiradikalsku, imunomodulatorn@ntitumorsku, antivirusnu,
antibakterijsku, deluju kao hepatoprotektivni iisritamatorni agensi (Fu i sar., 2008).
Utvrdeno je da su u okviru familijeamiaceaejedinjenja ovog tipa ograieéna na
podfamilije sa heksakolpatnfrpolenovim zrnima (Lamioideagl) (Pedersen, 2000).

Produkcija feniletanskih heterozida je karaktetisi za vrste rod&tachys iz njih
je izolovan veliki broj jedinjenja ove klase. Nelal ovih jedinjenja su veoma
rasprostranjena u biljnom carstvu (akteozid, fozd B, martinozid), dok su neka za

sada identifikovana samo u vrstama ovog roda (‘Babel

¢ SinonimS. lanata
4 Polenovo zrno naijoj se povrsini nalazi $est nabora (colpa).
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Tabela 6.Feniletanski heterozidi vrsta ro&achys

Jedinjenje

Vrsta

Q CH,OH
HO X Q
OH
HO

OH

Akteozid

. sieboldit>*4

. lavandulifolia> ®

. macranthd, S. rieder?

. officinalis” *°

.[“Betonicd] bulgarica®®
.[“Betonicd] scardica'®

. germanica, S. sylvatica,

. plumosa, S. thracica

. byzantind™ *?

. iberica®®, S. schtschegleeVfl

L/

1
HO
"o
o
HO HO G\ A\ 0
Me
HO 0
HO
OH

|Izoakteozid

. byzantind®
. iberica®™®

DL ununnmnmumnunuom

CH,OH

HO
OH

Martinozid

. sieboldii* > *

. macranthd

.[“Betonicd] bulgarica®®
.[“Betonicd] scardica®™

. officinalis,

. germanica, S. sylvatica,
. plumosa, S. thracica

. byzantind*

CH,OH

OH
o)
MeO N 0
" o
OH
HO "
e
HO %
HO N \ 0
NN
OH
HO

Betoniozid F

\/\©iOH

OH
OMe
O\/\©iOH
OH

. officinalis’
. schtschegleevit

DO nnnuunnnnon

o CH,0-Api
HO NN Q o
07 o OH
OH
HO
Me OH

Forzitozid B

S. officinalis’
S.[“Betonicd] bulgarica®
S.[“Betonicd] scardica®
S. sylvatica, S. officinalis,
S. plumosa, S. thracica
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o CH,OH
HO Q
S O/o%/o OH
T
HO
ud¥ o OMe
HO
OH
Leukoskeptozid A

. sieboldif >4
. macranthd
. lavandulifolig®

nonwn

CH20-Api

(0]
MeO N 0O
07 g (o) OH
OH
HO
Me
HO (0] OMe

HO

S. officinalis®

OH
Leukoskeptozid B
e A0, 6
0 CH,0H S. Iallvandg.llfg)lla
Ho . o S. sieboldif- *
o OH
"o S. macranthd
OH ; 8
HO S. riederi
Me o OH
HO
HO
oH 9
HO %
OH

Lavandulifoliozid

CH,0H

MeO:@/\/\
MeO
HO
H oﬂ\\%

Lavandulifoliozid B

o)
| ° . on
0" o
OH
Me o OMe
HO
on ©
o
OH

S. lavandulifolig®

CH,OH
MeO 0
o o OH
OH
HO
OMe
o

H
HO\M

Stahisozid D

(o]
NS
O
Me o
HO
oH 9
(e]
OH

S. sieboldit*
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: 1
‘o CH,OH S. byzantina
HO 0
SR

OH
"o oH
Hd'" o
HO
OH

Cistanozid F

S. byzantind®

Kampneozid |

! Takeda i sar., 1985;Yamahara i sar., 1998;Miyase i sar., 1990 Nishimura i sar., 1992 Basaran i sar.,
1988;%Delazar i sar., 2011 Calis i sar., 1992 Ikeda i sar., 1994':Miyase i sar., 19964°Bankova i sar., 1999
" Murata i sar., 20082 Asnaashari i sar., 2018 Tepe i sar., 20114 Nazemiyeh i sar., 2006.

2.4. Fenolkarboksilne kiseline

Fenolkarboksilne kiseline su veoma rasprostrangakiundarni biljni metaboliti.
Predstavljaju derivate hidroksicimetne i hidroksibeeve kiseline. Mogu biti slobodne
ili (¢eXe) u obliku estara (sa & ima ili drugim kiselinama), amida ili heterozida.
Fenolkarboksilne kiseline ispoljavaju raté farmakoloSke efekte (Ghasemzadeh i
Ghasemzadeh, 2011).

Kafena kiselina i njeni konjugati smatraju se heakebnomski zn@jnim
markerima familijeLamiaceae(Grayer i de Kok, 1998; Janicsak i sar., 1999;yéra
sar., 2003). Kafena kiselina je prisutna dema broju vrsta rod&tachysa neki njeni
depsidi, naréito hlorogenska kiselina, su joS zastupljeniji (€kb7).

Rozmarinska kiselina je identifikovana u viSe vrstaoda Stachys
(Tabela 7), ali u vrlo niskoj koncentraciji.

p-Kumarna kiselina je kao slobodna retko zastupljgnastama ovog roda, dok su
p-kumaroil derivati flavonoida znatn@®&i (Tabela 5). Druge fenolkarboksilne kiseline

Su znatno manje zastupljene (Tabela 8).
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Tabela 7.Kafena kiselina i njeni depsidi zastupljeni u vrstarodaStachys

Jedinjenje

Vrsta

. _COOH

HO

OH Kafena kiselina

. foliosa’ S. betonicaeflora?

. officinalis®* * °S. palustris? °

. atherocalyx

. alpina S. annuas. arvensisS. germanica
. rectaS. sylvatica' °

HO, COOH

HO™ 0

OH
OH
Hlorogenska kiselina (3-kafeoilhina kiselina)

foliosa!

. betonicaeflora ?

. officinalig® * > 8

. atherocalyX,S. palustris” ® 8

. alping S. sylvatica"®

. annuas. arvensisS. germanicaS. recta
. rectasubspsubcretica, S. salviifoli&

. iberica®

COOH

HO,,

HO™

OH

OH
OH
Izohlorogenska kiselina

NILLOLLLOLLL | I OOLOOLOO!

. officinalis’

HO, COOH

(o}

OH
OH

OH
Neohlorogenska kiselina (5-kafeoilhina kiselina)

(ONONONON0)]

. foliosa

. betonicaeflora 2
. palustri¢®

. atherocalyx

. officinalis”

OH
(o] COOH
NN
(e} OH
HO

Rozmarinska kiselina

nuunuununnom

. alpina, S. arvensi3,

. annua $. byzantina, S. grandiflora,

. macranthd®

. germanica, S. officinalis, S. palustris, S.agct
. sylvatica' *°

! Litvinenko i Aronova, 1968 Aronova i Litvinenko, 1970° Gstirner i Schiemenz, 1969Kobzar, 1986° Buchwald i
Czapska, 1995° Ross i Zinchenko, 1975; Kostyuchenko 1975’ Bilusi¢ Vunda: i sar., 20057 Tepe i sar., 2011;

0 czigle i sar., 2007.
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Tabela 8.0stale fenolkarboksilne kiseline vrsta rdgtachys

Jedinjenje Vrsta

X _COOH S. atherocalyx
/@N S. officinalis?
HO S. rectaS. sylvatica

p-Kumarna kiselingp-hidroksicimetna kiselina)

COOH S. alping S. annua$S. arvensisS. germanica
S. officinalis S. palustrisS. rectaS. sylvatica

OH
OH

Protokatehinska kiselina

Ho, COOH S. atherocalyx
Ho " j “OH

OH

Hina kiselina
COOH S. alping S. annuaS. arvensisS. germanica
= S. officinalis S. palustrisS. rectaS. sylvatica
MeO OMe
OH

Sinapinska kiselina

! Kostyuchenko, 197%;Kobzar, 1986 Buchwald i Czapska, 1995.

2.5. Iridoidi

Iridoidi su biciklicna, monoterpenska jedinjenja. U vrstama ro8gachys
identifikovan je véi broj ovih jedinjenja i njihovih heterozida. Iridb nastaju
»izoprenskim biosintetskim putem®, iz geranilpirsfata. Pri tome nastaje iridodial, koji
se ciklizuje u loganin, a iz njega daljim metabwlam ostali iridoidi.

Iridoidi su zastupljeni u ,izvedenijim®* redovima familijama simpetalnih grupa
biljaka i mogu se uspesno koristiti kao hemotaksaski markeri. U okviru familije
Lamiaceaebilijke sa trikolpatnifi dvojedarnim polenovim zrnima.@mioideae s.).
uvek sadrze iridoide, dok ih biljke sa heksakolpatirojedarnim polenovim zrnima
(Nepetoideae s)Iine sadrze (Marir2003).

¢ Polenovo zrno néijoj se povrsini nalaze tri nabora (colpa).
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Smatra se da u biljkama iridoidi imaju funkcijuoileksina. lIzrazito su gorkog
ukusa, a deluju antimikrobno, antiinflamtorno, piméticno i spazmoliino (Kovaevic,
2000). Biljke koje sadrze iridoide aimio su otporne na gljiviciPuccinia menthae
(Marin, 2003).

Harpagid i acetilharpagid su najzastupljeniji ifdld heterozidi u vrstama roda

Stachysacesti su i ajugol, ajugozid, reptozid, aukubin, realid i katalpol (Slika 3).

HO  oH HQ oOH

H

HO
\

H L H : :

HO Me O-Glu OAc Me O-Glu HO ve" ol OAc Me” oGl
Harpagid Harpagid-acetat Ajugol Ajugozid
HQ  oH HQ  o-Glu
) X A

N 7
OAc MeH 0O-Glu H H 0O-Glu H H O-Glu HO/\ O-Glu
Reptozid Aukubin Melitozid Katalpol

Slika 3. Iridoidni heterozidi identifikovani u mnogim vrstamodaStachys

U pojedinim vrstama ovog roda identifikovani sudaidni heterozidi specifne
strukture (Tabela 9):

Tabela 9. Iridoidni heterozidi specifne strukture identifikovani u pojedinima vrstamalao

Stachys
Jedinjenje Vrsta
i OAc S. officinalis*
H S. glutinosd

: H
HO Me o0-Glu o _
Acetilmioporozid

S. officinalis®

Q 0-Ab
S. glutinos&
AN
O
HC Hog

u
Alobetonikozid
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. FooH S. spinosd
X
AcO
o)
Me  H S ani - sali
7-O-Acetil-epiloganinska kiselina
COOH S. ionica
H
X
H(r-
o)
Me H o—au . -
Loganinska kiselina
COOH S. ionica
H
X
H
S. macrantha
MeO
MeO

Markantozid

HQ  0.Alb

HO O-Glu

S. glutinos&
S. lavandulifolia®

5-O-B-Alopiranoziloksiaukubin (89-B-alopiranozilmonomelitozid)

HO
(e}
HO
NS e}
(o]
o
OH
HO

H
HO O-Glu
Stahisozid E

S. byzantind
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% S. byzantina

HO

H O-Glu
Stahisozid F
S. byzantind
\
O
HO
§\:!io‘/\Gu
Stahisozid G
HO S. byzantina
HO
_ o %
O Ho
X
o)
H
HO O-Glu
Stahisozid H

L Jeker i sar., 198%;Serrilli i sar., 2006° Kotsos i sar., 200T;Meremeti i sar., 200£:Calis i sar., 1992 Delazar i
sar., 20117 Murata i sar., 2008.

2.6. Diterpeni

Diterpeni nastaju ,izoprenskim biosintetskim putem®geranilgeranilpirofosfata.
Njihov molekul izgra@uje 20 C atoma, a broj ragkih moguih struktura iznosi preko
90. Diterpeni su vazni hemotaksonomski markeria dike familije Lamiaceaeoni su
tipicni sekundarni metaboliti (Vestri Alvarenga i s@001).

Diterpeni su uglavnom izolovani iz podzemnih orgarede iz nadzemnih delova
vrsta rodaStachysTo su naje&e diterpeni tipanecklerodana (Vestri Alvarenga i sar.,
2001; Harley i sar., 2004). Take sucesti i diterpeni labdanskog tipa (Piozzi i sar.,
2002; Paternostro i sar., 2000), kao i deriattkaurana (Piozzi i Bruno, 2011). Iz
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vrsta ovog roda do sada je izolovano oko 30 ditepedcega je 25 predstavljalo nova

jedinjenja (Piozzi i Bruno, 2011). Na&g&e zastupljeni su prikazani u Tabeli 10.

Tabela 10.Neki diterpeni zastupljeni u vrstama rad8chyqPiozzi i Bruno, 2011)

Diterpen Vrsta
Labdan tip (+)-Dezoksiandaluzol S. plumosd
S. ionica, S. distarfs
(+)-Epijabugodiol S. plumosd
(+)-Plumosol S. plumosa
Ribenol S. mucronatd
Ribenon S. mucronatd
Kauran tip Stahizinska kiselina S. sylvaticd
6-Hidroksikaur-16-en S. sylvaticd
6,8-Dihidroksikaur-16-en  S. sylvaticd
3-Acetoksi-19-kaur-16-enska S. byzantina®
kiselina
3-hidroksi-19-kaur-16-enska S. byzantingd
kiselina
3, 19-dihidroksikaur-16-en  S. byzantina®
Klerodan tip Stahizolon S. annud
S. aegyptiaca
Stahizolon-13-acetat S. annud
S. aegyptiacd
S. recta®
Stahizolon-7-acetat S. annud®
S. rectd®
Stahizolon-7,13-diacetat S. annud
S. rectd®
Anuanon S. annud
S. atherocalyx, S. balansae, S. iber
S. inflata, S. palustris,S. sylvatith
Stahilon S. annud
S. atheroalyx, S. balansae, S. iberic
S. inflata, S. palustris, S. sylvatith
Stahon S. annud
S. atherocalyx, S. balansae, S. iber
S. inflata, S. palustris, S. sylvatith
Roseostahenon S. rosed!
Roseostahon S. rosed"
13-epi-Sklareol S. rosed?
Roseostahenol S. rosed”
Roseotetrol S. rosed*
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o Betolid S. officinalis*®
S.[“Betonicd] scardica®
S.[“Betonicd] bulgarica®
Betonikolid S. officinalis™
Betonikozid A-D S. officinalis®®

WOH Fitol nonadekanoat S. byzanthin&

! paternostro i sar., 200tPiozzi i sar., 2002 Fazio i sar., 19944Popa i Pasechnik, 197Riozzi i sar., 198¢:Orgiyan i
Popa, 1969’ Melek i sar., 20022 Adinolfi i sar., 1984 Orgiyan, 1970%° Piozzi i Bruno, 2011 Fazio i sar., 1992;
12 Fazio i sar., 199482 Bankova i sar., 1994 Miyase i sar., 1996b.

Diterpenski lakton betolid (Slika 4a) prvi put jeolovan iz koren&s. officinalis
(Tkachev i1 sar., 1987). Zatim je identifikovan i ekstraktima korena vrsta
S. ["Betonicd] bulgaricai S. [*Betonicd] scardicg ali ne i u drugim ispitivanim
vrstamarodaStachyssto ukazuje na njegov hemotaksonomskianaa nivou podroda
(Bankova i sar., 1999).

Citotokskni diterpenski hinon horminon (Slika 4b) izolovanig nadzemnog dela

alzirske endendne vrsteS. mialhesde Noé (Laggoune i sar., 2011b).

Slika 4. Betolid (a), Horminon (b)

Neki isparljivi diterpeni u okviru vrsta rod&tachys su identifikovani kao
komponente njihovih etarskh ulja. Do sada je us&tar uljima viSe od 30 vrstenda
Stachysdentifikovano oko 45 diterpena, uglavnom deriviatadana, abietana, kaurana

i pimarana (Tabela 13) (Piozzi i Bruno, 2009).
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2.7. Etarska ulja

Vrste rodaStachyssu siromasSne etarskim uljem (0,01-0,5%) (Raddlosar., 2007,
Goren i sar., 2011), Sto je karaktekiat i za ostale rodove podfamilijamioideae s.I.
Na osnovu pregleda literaturnih podataka moze sdiuelika varijabilnost etarskih
ulja vrstaovog roda, kako u kvantitativnom, tako i u kvaltabm smislu. Ove razlike
suceste i méu uljima istih vrsta ovog roda. One su najvero\jatpiosledica raztitih
ekoloskih uslova, staniSta, zatim ¢ izolovanja etarskih ulja i metodologije
identifikacije i odréivanja sadrzaja komponenti.

Najveli broj etarskih ulja vrsta rod8tachyge bogat seskviterpenima (Tabela 11).
Glavnu frakciju ¢ine ugljovodonici, dok su oksidovani seskviterpedominantne
komponente manjeg broja etarskih ulja. Najzastapijseskviterpeni su: (E)-kariofilen,
germakren D i kariofilen-oksid (Goren i sar., 2011)

U manjem broju etarskih ulja vrsta rod&tachys dominiraju monoterpeni.
Oksidovani monoterpeni su zastupljeniji u odnosunmanoterpenske ugljovodonike
(Tabela 12). Najzastupljeniji monoterpeni su pinni ), linalol i linalilacetat (Goren
i sar., 2011).

U etarskim uljima viSe od 30 vrsta ro8&achysdentifikovano je oko 45 diterpena,
uglavnom derivata labdana, abietana, kaurana inainaa Diterpenska jedinjenja su u
ovim etarskim uljima n&g&e zastupljena u malim kélnama ili u tragovima. Neki od
izuzetaka su navedeni u Tabeli 13 (prema PiozriinB, 2009).

U etarskim uljima nekih vrsta rodatachysu zn&ajnom procentu su zastupljena
alifaticna i aromatina jedinjenja (Tabela 14).
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Tabela 11.Vrste rodaStachyau ¢ijim etarskim uljima dominiraju seskviterpeni

Vrsta Sadrzaj (%) Seslfviterpens_ki Oksiqlovani _
ugljovodonici seskviterpeni

S. alopecuro$ 81,1 47,6 33,5

S. alpina’ 45,6 41,9 3,7

S. alpina® 38,7 10,7 28,0

S. antalyensi$ 82,0 55,8 26,2

S. aucher? 65,1 1,9 63,2

S. balansasubsp balansaé 85,9 67,2 16,7

S. bayburtensis 81,5 58,8 22,7

S. benthamian& 60,1 45,6 14,5

S. byzanting 81,2 55,0 26,2

S. candid& 65,4 46,6 18,8

S. chrysanthd 65,5 18,2 47,3

S. creticg® 10 1112 1. 14 30,0-96,3 21,3-92,3 2,9-44.1

S. euboicd* 63,7 50,4 13,3

S. germanicd® *¢ 42,6-59,1 20,6-37,8 4,8-24,9

S. germani(:zﬂ;ubspbithynica6 82,4 58,9 23,5

S. germaniczsubspheldreichii6 82,7 53 29,7

S. germanicaubspheldreichii’ 67,6-81,6 55,6-67,7 12,0-23,5

S. germanicaubspheldreichii®’ 75,6 35,4 40,2

S. huber-morathif 78,7 57,1 21,6

S. huetii® 83,4 63,6 19,8

S. ionica’ 55,4-69,5 15,9-21,5 55,4-69,5

S. laxa®™ 60,0 46,1 13,9

S. laxa®™ 78,6 67,3 11,3

S. longispicatd 71,2 51,4 19,8

S. menthifolig® 52,6-60,3 1,4-6,4 48,4-58,9

S. obliqué® 76,3 72,2 4,1

S. officinalis*® ! 65,7-89,1 51,0-71,1 7,7-18,7

S. pinardii* 59,6 24,6 59,6

S. pinetorunf 76,0 53,7 22,3

S. rectasubsprecta® 51,8-82,7 43,3-78,3 4,4-8,5

S. rectasubspserpentinf? 79,5-80,7 51,0-52,6 28,1-28,5

S. rectasubspsubcrenata 70,9 46,5 24,4

S. salviifolia® 73,3 58,4 14,9

S. scardicd® " 74,6-92,6 55,8-69,3 5,3-23,3

S. schtschegleevi 56,7 47,2 9,5

S. sericeg’ 87,8 79,1 8,7

S. spectabili§ 74,1 60,8 13,3

S. sylvaticd® 82,3 70,8 11,5

S. thirkei® 75,9 57,2 18,7

S. tmoled 80,3 58,4 21,9

S. viticina® 72,3 65,4 6,9

! Skaltsa i sar., 2003 Haznagy-Radnai i sar., 20FBilusi¢ Vunda: i sar., 2006° Fakir i sar., 201d;Javidnia i sar., 2008;
SGoren i sar., 201fRustaiyan i sar., 2006Khanavi i sar., 2004, Skaltsa i sar., 1998Skaltsa i sar., 2008 0zkan i sar.,
2006; ! Oztiirk i sar., 20092 Conforti i sar., 2009 Serbetci i sar., 2013? Gruijic-Jovanov i sar., 2004 Gruiji¢-
Jovanowu i sar., 2008 Radulovt i sar., 20072 Morteza-Semnani i sar., 2008 Sajjadi, Mehregan, 200%! Cavar i sar.,
2010;*Chalchat i sar., 2002 Giulinai i sar., 2008*Rezazadeh i sar., 2008 8isht i sar., 2008.
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Tabela 12.Vrste rodaStachyau ¢ijim etarskim uljima dominiraju monoterpeni

Vrsta Sadrzaj (%) Monotrepen_ski Oksidovani_
ugljovodonici monoterpeni

S. acerosa 79,3 1,4 77,9

S. acerosa 85,7 22,4 63,3

S. atherocalyx 50,7 16,5 34,2

S. balansaé 64,1 51,2 12,9

S. glutinosa 48,9-61,1 7,9-15,6 41,0-45,5

S. glutinos& 70,6 42,8 27,8

S. ibericasubsp stenostachyé 87,1 2,0 85,1

S. inflata® 77,5 9,1 68,4

S. inflata’ 60,1 2,0 58,1

S. inflata’® 79,9 73,1 6,8

S. ixoides"! 65,2 8,6 56,6

S. lavandulifolia*> ** * 51,8-81,1 47,2-80,4 0,2-4,6

S. milanii*® 88,1 - 88,1

S. obliqua'® 63,5 14,8 48,7

S. pilifera®’ 56,7 5,6 50,1

S. pilifera®™ 78,2 30,9 47,3

S. recta 43,5 1,6 41,9

S. schtschegleev 62,6 55,2 7,4

S. schtschegleevi 72,4 67,7 2,7

S. setiferasubsp iranica* 84,6 3,3 81,3

S. yemenensfs 54,1 53,7 0,4

Masoudi i sar., 2003:Salehi i sar., 2007Rezazadeh i sar., 2009&akir i sar., 1997 Pintore i sar., 2006Mariotti i sar.,
1997;" Kaya i sar., 2002 Omidbaigi i sar., 2006-Ebrahimabadi i sar., 201¥Norousi-Arasi i sar., 20081 Sefidkon i sar.,
2003;*? Feizbakhsh i sar., 2005 Javidnia i sar., 2004*Meshkatalsadat i sar., 2007BPali i sar., 2006*® Harmandar i
sar., 1997% Sefidkon, Shaabani, 2004Masoudi i sar., 2003?Skaltsa i sar., 2003 Sonboli i sar., 2005+ Norouzi-Arasi
i sar., 20042 Javidnia i sar., 20083 Ali i sar., 2010.

Tabela 13.Najzastupljeniji diterpeni u etarskim uljima vrstaaStachys

Diterpen Vrsta Sadrzaj (%)
Abietatrien S. plumosa 45,5

S. plumoséa 11,9

S. menthifolig 13,7

S. menthifolid 11,8-21,1

S. sprunert 6,9-7,6
13-epimanool S. macranthg 25,8
Fitol S. laetivireng 17,9
Izofilokladen S. germanicaubsp heldreichii® 14,2
Kaur-16-en S. menthifolia 9,0
Kleroda-2,4(18),14-trien-13-ol S. glutinosé 12,3
Manoiloksid S. candida 12,1

S. swainsonsubsp swainsonir 7,7

S. menthifolid 75
Pimaradien S. creticd® 18,6

1 Radulovt i sar., 20072 Grujic-Jovanou i sar., 2001 Skaltsa i sar., 2003;Cavar i sar., 201C Skaltsa i sar.,
2001;® Haznagy-Radnai i sar., 200uman i sar., 2008;Mariotti i sar., 1997° Skaltsa i sar., 1999.
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Tabela 14. Vrste rodaStachysu ¢ijim etarskim uljima zn&jnu frakciju ¢ine alifaticna
I arom&ma jedinjenja

Vrsta Sadrzaj (%) Vrsta Sadrzaj (%)
S. bombycina 67,1% S. alpina®® 10,5-47,8
S. persicd 44,2-58,6 S.inflata’ 26,2
S. palustris’ 24,9 S. macranthd 26,1
S. palustrig’ 40,1 S. germanicd 25,5
S. palustris 50,9 S. swainsonisubsp argolica™ 21,5
S. laetivireng 38,2 S. athorecalyX* 21,0
S. lavandulifolia’ 32,9 S. balansaé' 19,5
S. byzantind 31,4 S. rectg” > 12 13 14 15,7-40,2
S. annud 31,0 S. spinulos&® 19,9
S. creticasubsp vacillans® 30,2 S. swainsonsubsp swainsonit®  10,5-17,3

1Kucukbay i sar., 201%;Khanavi i sar., 2004Haznagy-Radnai i sar., 2007Senatore i sar., 2007Bilusi¢ Vunda: i
sar., 2006° Duman i sar., 2005;Morteza-Semnani i sar., 2006Conforti i sar., 2009° Gruji¢-Jovanou i sar., 2004;
10 Skaltsa i sar., 2001 Rezazadeh i sar., 2009%Cakir i sar., 19973 Chalchat i sar., 20034 Giuliani i sar., 2008;
15 Skaltsa i sar., 2003.

2.8. Alkaloidi

Ispitivanja alkaloida u vrstama rodatachysuglavnom su vrSena 70-ih godina
proslog veka. Prema ovim literarnim podacima alkilsu sporadino zastupljeni, npr.
u vrstamasS. atherocalyX. Koch. (Kostyuchenko, 1972%. betonicaeflora(Aronova,
1969; Pulatova, 1969%. hissaricaRegel (Pulatova, 1969§. sylvatical. (Hegnauer,
1966), S. turcomanicalrautv. (Allayarov i sar., 1965), i to u vrlo malikolicinama
(0,03-0,74%). Uglavhom se radi o jedinjenjima pirolidinske stuld, a najeXe je

zastupljen stahidrin (Slika 5).

Me_+_Me

CN; .CO0

Slika 5. Stahidrin (1,1-dimetilpirolidinijum-2-karboksilat)

Stahidrin-hlorid daje pozitivne talozne reakcije sa
- fosforvolframovom kiselinom (beo talog)

- fosformolibdenskom kiselinom (Zut talog)
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- BiJs/KJ (crveni talog)

- KJ; (mrk talog, ne formira se u alkalnoj sredini).

Sa taninskom kiselinom se ne talozi; sa pikrinskaselinom se talozi samo iz
veoma koncentrovanog rastvora, a iz razblazendgkseakon duzeg stajanja izdvajaju
iglicasti kristali (Schulze i Trier, 1911).

Stahidrin, kao i betonicin (3-hidroksistahidrin,vdgiri enantiomer) 1 turicin
(desnogiri enantiomer 3-hidroksistahidrina; nijengi@i sastojak, e nastaje prilikom
izolovanja), neki autori smatraju hemotaksonomskiarkerima ne samo rod&tachys

vec i biljaka tribusaStachyeaéHegnauer, 1966).
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3. Upotreba vrstaroda Stachys

Vrste rodaStachysse veomaesto primenjuju u narodnoj medicini. Kosmopolitske
vrste, poputS. officinalis, S. palustris S. recta,koriste se u raalitim kulturama na
veoma skan n&in, dok se neke druge primenjuju samo u podnebljraakoja su
specifine (npr.S. lavandulifoliau Turskoj i Iranu).

Mozda najpoznatija i najviSe koésna vrsta ovog roda jeanilist, ranjenik,
betonika? bukvica - Stachys officinalis (L.) Trevis. (sinonimBetonica officinalis..).

Ova biljka je kao lekovita poznata joS od &kith vremena. Antonius Musa, glavni
lekar rimskog imperatora Avgusta, koristio ju jelegenjecak 47 bolesti. U Srednjem
veku su joj pripisivane mnogobrojne lekovite i mag mai, pa je sluzila za zastitu od
vradzbina i zlih duhova, a mnogi su je nosili okata poput amajlije. Gajena je i kao
lekovita biljka, uglavhom u manastirima. Lekar Radb&arner (XIX vek) navodi 30
indikacija za upotrebu ranilista (Grieve, 1971).

Ranilist je nekada smatrana neprikosnovenim lekanswe bolesti glave. Prema
"Medicina Britannicd (1666) dekokt se smatra korisnim u stanjima higteglavobolje
Ciji je uzrok visok krvni pritisak, kod neuralgija @ svim neurotinim stanjima
povezanim sa anksiozrasi napetodu. Takaie se koristi kao aromatik i adstringens, u
kombinaciji sa drugim biljkama kao tonik kod dispge i kao alternativna terapija kod
reumatizma i zacls¢enje krvi". Osusen nadzemni deo biljke se ranijastio zajedno
sa herbom vidéa(Euphrasia officinalisL., Scrophulariaceae) i podb&léTussilago
farfara L., Asteraceae) zadenje glavobolje, u obliku cigara za pusSenje (Grjeng@¥1).

Ova biljka se pod nazivomotprsnicaili betonikaspominje i u ,Hilandarskom
medicinskom kodeksu“ (XII-XV vek) (fototipsko izdgmni prevod, 1989). Navodi se da
je ona ,vria, suva i spada u tiestepen. Njeno se li& se koristi za pripremanje
lekova, ali samo kada je zeleno i suvo®. Koristikeel glavobolje, bolova u stomaku i
da je korisna kod Zene ,koja ima obolelu matergaine moze izneti trudao".

Cajkanovié (1994) u ,Reéniku srpskih narodnih verovanja o biljkama“ pominje
»ranilist, ranjak, betunikd, koji je u narodnoj medicini ,dosta popularan &@ za
rane, takde i za rane od zmijskog ujeda, kojom se prilikoeb& da pije i sok ranilista.

& Simonovi, 1959 — Botarski resnik.

® Od odrvenjenog rizoma su nekad u ruskim Stampaaijpravili laka svetla slova nazvana , litera".
Otuda potie i ruski naziv biljke - gyksuma".

°Dikli¢, 1974 — RodStachyd.., Flora SR Srbije.
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Tej od ranilista je lek od grudne bolesti, groznitada se koristi za vreme mene
meseca), glavobolju, &eve i kao lek od padavice*.

Nadzemni deo biljkeS. officinalis u cvetu upotrebljavao se kao adstringens i
antidijaroik, zbog visokog sadrzaja tanina (Hop@58). U velikim dozama deluje kao
purgativ i emetik. OsuSeni i spraSeni listovi sadstvo za kijanje. U homeopatiji se
koristi kod astme i stanja opSte slabosti, a tirktod svezih listova kao antidijaroik;
dekokt se primenjuje spolja zacémje inficiranih rana i rana kod proSirenih vena
(Hoppe, 1958; Schauenberg i Paris, 1969). Herbahbiyke oficinalna je u nekim
homeopatskim farmakopejama (Netka — HAB 2003, SAD — The Homeopathic
Pharmacopoeia of the United States).

~Jednako tako prepotuje se bukvica Zenama kod menstrualnih smetnjarema
materice, a i kod drugih Zenskih bolesti* (Willfpoit978).

Ulazi u sastaSvajcarskogiaja (Species vulneraridekoji se koristi I¢enje rana,
posekotina, uboja, opekotina, upaljene sluznideins (Tucakov, 1971). Navodi se da
ova meSavina ,jé&a, pospesSuje probavu, suzbija proliv, prevelikuekist u Zelucu,
tegobe Zonog mjehura, disajnih organagied astme, bronhitisa, kaSlja i upale usne
Supljine* (Gursky, 1978).

U tradicionalnoj medicini ranilist se osim kao afaroik, koristi i kao karminativ i
sredstvo protiv upala (Gruenwald, 2004).

U Bugarskoj se koristi ceo nadzemni deo biljkan{list) i u obliku infuza
upotrebljava kao antiseptik kod inficiranih ranaj Haliji se infuz lista upotrebljava kao
diuretik, holagog i hepatoprotektiv (Leporati i haheva, 2003).

U Bosni i Hercegovini ova biljka je poznata pod imam cistag a od nadzemnog
dela bilike se priprem&aj koji se koristi ,zagiséenje krvi* (Saré-Kundalié i sar.,
2010).

U oblasti Golak na Kosovu svezi listovi ranilistsafushg nanose se spolja kod
infekcija koze, sok sveze biljke (2-3 kapi) se uebljava kod bolova u uhu, a infuz
spolja kod rana, a interno kod menstrualnih bolae zaustavljanje krvarenja (Mustafa
i sar., 2011).

Stachys palustris L. (istac barski crveni, blatniistac, vodeni teterljafl)je ranije
bio veoma cenjen zbog svojih lekovitih svojstavaraiito za le€enje rana. Ispoljava

4 Simonovi, 1959 — Botartki regnik.
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antisepténo i spazmoliino delovanje, ublazava bolove kod gihtagege, bolove u
zglobovima i vrtoglavicu. Upotrebljava se joS i lgenje rana, bolova u stomaku,
groznice i menstrualnih tegoba (Grieve, 1971; Gwadd, 2004). Zgnjéeni listovi
sveze biljke spolja se koriste za brzo zaustawjdnyarenja; interno se ta&e koriste
za zaustavljanje krvarenja i kod dizenterije (Geie¥971). Biljka je poznata pod naziv
woundwort iako se to ime odnosi joS i na nadzemne delowta\8. sylvatical.,
Prunella vulgarisL. (Lamiaceae) Achillea millefoliumL. (Asteraceae) (Gruenwald,
2004). Ova biljka se natdo mnogo upotrebljavala u Velikoj Britaniji, gdes §os
nazivana allheal. U Severnoj Americi su je upotrebljavali pripadmptemena Delavare
za leenje venetinih bolesti (Luczaj i sar., 2011).

Stachys recta L. (¢istacf se u narodnoj medicini Koristi za ¢Enje rana,
nazofaringealnog katara, groznice i bunila i kastaagens. Osuseni nadzemni deo ove
biljke (poznat kaoHerba sideritig kori&en je u narodnoj medicini u &&m delu
Evrope protiv epilesije i histerije (Garnier i sat961; Thoms, 1931). U Ukrajini se
obloge odS. rectakuvane u mleku koriste kod reumatizma (Abdel-Moghi-Zahrani,
2005). U ltaliji (Ligurija) se koriste nadzemni r3ni delovi biljke u cvetuS. recta
subsp.recta (erba da poia Kao obloge se nanose na bolna mesta na teludi ko
zubobolje. Dekokt ima magijsko-ritualnu primenu kiagpka ili oblog kod nervoze,
bolova i zubobolje (Cornara i sar., 2009).

U Tabeli 15. navedena je primena i nekih drugihtasrevog roda u narodnoj

medicini.

Neke vrste rod&tachysse koriste u i za &enje zivotinja. U sléaju S. officinalis
primjenjuje se ,u vinu ili jakoj rakiji namtna biljka bukvice u cvatu kao sredstvo za
cis¢enje, za lijgenjecireva i lisSaja kod domah Zivotinja" (Willfort, 1978). U Toskani
(Italija) se svezi, sazvakani listovi ove biljkeyzmate pod nazivorbetonica nanose na
rane kod goveda, konja, pasa idaka, cak i ako su inficirane i zagnojene (Uncini
Manganelli i sar., 2001). Take u lItaliji za I€enje bradavica kod doréia zivotinja

koristi seS. germanica L. (Viegi i sar., 2003).

¢ Simonove, 1959 — Botarki recnik.
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Neke biljke ovog roda se ta#te koriste i u ishrani. Vrst&. palustris je u Italiji
poznata pod imenorarba strega o scabbios@esttija ili Sugava trava). lako je cela
biljka neprijatnog mirisa, u ishrani se mogu katidtoren, list i seme (Senatore, 2007).
Koren ove biljke je krtolast, i moZe se jesti siruvan ili p&en. Iz osuSenog korena se
nakon mlevenja dobija brasno koje se moze upotrehimesSenje hleba (Luczaj i sar.,
2011). Mladi izdanci, iako neprijatnog ukusa, moge koristiti i pripremati kao
asparagus (Grieve, 1971; Senatore, 2007; Luczay.j 8011). U Kini i Japanu se
vekovima gaji i u ishrani koristB. sieboldii Miq. (sin. S. affinis Bunge). Bilika je
poreklom iz sevenih delova Kine i poznata je katekka ili japanska atka (Luczaj |
sar., 2011). U Kini je poznata pod imendisanyungtzudok je u Japanu zov@horogi
(Grieve, 1971). Gomoljasti koren ove sadrzi 15-188tjenih hidrata, i to uglavnom
stahioze, retkog, ali lako svarljivog tetrasahariBdjka se gaji i u Evropi, natito u
Francuskoj i Nem&oj (Luczaj i sar., 2011; Gdj 1980). Listovi i cvetovE. officinalis
su zbog prijatnog arométiog mirisa i ukusa pogodni za pripremu jela od n{€save,
1971).

U severnim delovima Albanije nadzemne del@/a@lpina L. (sierusl) koriste kao

hranu za stoku (Pieroni i sar., 2005).

Nadzemni delovB. palustris su u Skotskoj upotrebljivani za dobijanje Zutdave
tekstilne boje. U kombinaciji sasmjakonh (Potentilla erectaL.) Rauschel, Rosaceae)
dobijana je crvena, a sasenjakom i kampesevindrtHaematoxylon campechianum
Cesalpiniaceae) zuta boja ,hundie” (Luczaj i sabl11).

" Simonové, 1959 — Botariki recnik.
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Tabela 15. Primena nekih vrsta rodgtachyal narodnoj medicini

Vrsta Zemlja Narodno ime Deo biljke Oblik primene Primena
S. aethiopical. Lesoto - Herba Inhalacija dima Kod delirijuma uzrokovanog groznicom
zapaljene herbe
S. albicand.indl. Cile - - - Za poboljSanje varenjalenje apcesa i za
,Gigtenje” krvi?
S. annugL.) L. - - Cvet - Kod nesanice
S. annuasubspannuavar. Turska Dag cayi, Herba Dekokt Kod nazeba, kao antipirétik
lycaonicaR. Bhattacharjee
S. asperteEpl. Peru - - - Za enje rana &ireva i kod stoménih problemd
S. athorecalyX. Koch. Iran sonboleh Herba Infuz Kod infekcija, artritisa i respiratdrroboljenja®
S. balanasasubspbalansae Turska - Cvet Infuz Kao napitak za uZivahje
S. bogotensiKunth. Juzna Amerika - List - Za otklanjanje neprijatnog zadaha iz uUsta
- List, list i herba - Kod menstrualnog krvavljenfa

Peru - - - Za lgenje inficiranih rana i kod pleuritisa
S. byzantin&. Koch. Katalonija orella de gat List - Direktno spolja na bolna mesta

Iran bezalagh List Dekokt, demulcent Oblog za inficirane rane i posekotifie
S. chonoticaHook. Juzna Amerika - - - Lek protiv groznite
S. cretical. Turska Dag cayi Herba Infuz Kod bolova u stomaRu
S. creticasubsp anatolica Turska Caya ¢ceDag cayi Herba Infuz, dekokt Kod nazeba i stami problemd" *°
Rech. fil.
S. creticasubspmersinaea  Turska Caya ¢ceDag cayi Herba Infuz, dekokt Kod nazeba i stamin problemda" *°
(Boiss.) Rech.f.
S. germanica.. Iran tuklijeh List Infuz Kod bola u Zelucu i bolne menstruaéije
S. glutinosd... Sardinija locasubruscadinu List Dekokt Kod nazebd
S. ibericaBieb. subsp. Turska Dag cayi, Herba Dekokt Kod nazeba, kao antipirétik
georgicaRech.
S. ibericasubspstenostachya Turska Dag cayi, Herba Dekokt Kod nazeba, kao antipiretik, kotbba u stomak(

(Boiss.) Rech. fil.
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Vrsta Zemlja Narodno ime Deo biljke Oblik primene Primena
S. inflataBenth. Iran Poulk, Herba (pre Ekstrakt Kod infektivnih, astmainih, reumatskih i drugih
Ghol-e-Argavan, cvetanja) inflamatornih oboljenj& * 13
Sonbeleh Arghavani
S. japonicaMig. Juzna Koreja seokjampul Koren Dekokt Kod ka3lj&’
S. byzantin&. Koch. Brazil - List - Kod infekcija, rana i upsl®
S. lavandulifoliavahl. Iran Marzanjush, tuklijeh, List Infuz, dekokt Kod groznice, &eva, gastrodinije, dispepsije i
Chai alafi nadutosti, kao sedatfv
chaie koohi Herba Infuz Kod stoniih oboljenja i dijareje kao
chai alati spazmolitik i karminativ, diuretik, tonik i stiptik
kao anksiolitik, sedativ i antidepresiv
- Herba - Anksiolitik, kod dijarejé’
Chaye- e-Kohi, Cvet Dekokt Kod infekcija koze, menoragije, kao
lolopashamak antibakterijsko sredstvi
Cahie koohi Herba Dekokt Kao antipiretik, spazitilglisedativ,
antiinflamatorno sredstvid
Iran Kaklikoti Cvet Infuz, u obliku Kod glavobolje i kamena u bubregl
praska
Jordan - - - Kod porendaja varenj&*
Turska Dag cayi, Herba Infuz Kao antipiretik i kod kaslfa
S. lavandulifoliavar. Turska - Herba Infuz Kod astrfie
lavandulifolia
S. leucogloss&riseb. Bugarska ranilist Herba Infuz Kod raka dojke i materite
S. micheliandriq. Amazonija - - - Za kenje dizenterijé
S. obliqguawaldst. & Kit. Turska Dag cayi Herba Infuz Kod nazeba i grip&
S. pusilla(Wedd.) Briq. Bolivija verbena Herba Infuz Kod bolova u stomaku, kamena &nbji kesi i
drugih bolesti z&i 2
S. sylvaticd.. V. Britanija hedge woundwort Herba Siéetni oblog Kod prosirenih vena i otokd
Kod upale pljuvanih Zlezd&®*
Cvet Etarsko ulje Pobolj$ava raspolozéeiije
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Vrsta Zemlja Narodno ime Deo biljke Oblik primene Primena
woundwort Herba - Kao dezinficijens, spazmolitik i lek za@&h

S. schtschegleeviosn. ex  Iran poulk - - Kod bakterijskih infekcija, reumatske groznice,

Grossh. Sonbeleh Arasbarani, respiratornih i drugih inflamatornih oboljerjd™
Sonbeleh Badkonaki 2021

S. thirkeiK. Koch Turska kestere Herba Dekokt Kod gastrointestinalnih tegéba

S. thunbergiBenth. Juzna Afrika -- - - Lenje histerije i nesanice u kombinaciji sa

Valeriana capensis
S. tibeticaVatke Indija (oblast  yakjak Herba Dekokt Kod groznice, mentalnih poréaja i fobija?**
Ladah)
S. turcomanicarautv. Iran sim-kesh Herba Za léenje upala, zubobolje, bronhitisa i gripa u

obliku infuza ili za inhalacij§" **

L Stafford i sar., 2008 Heinrich, 1992,3Hoppe, 1958?'Altundag i Ozturk, 2011% Rezazadeh i sar., ZOOSﬂbzudcgru i sar., 20117 Bonet i sar., 1999 Naghibi i sar., 2005 Polat i
Satil, 2012;° Yesil i Akalin, 2009;* Loi i sar., 20042 Maleki i sar., 2001*3Nazemiyeh i sar., 2007* Kim i Song, 2011}°de Souza i sar., 200%° Ghannadi i Alemdoost, 1996;
Y Naseri i sar., 2011®Pirbalouti i Koohpyeh, 2011° Nabavizadeh i sar., 2018 Ahvazi i sar., 20122,1AbdeI-Mogib i Al-Zahrani, 2005%* Kultur i Sami, 2009%>Macia i sar., 2005;
% Grieve, 1971%° Gruenwald, 20042 Maleki-Dizaji i sar., 20082’ Abichandani i sar., 2016® Unsal i sar., 2016*° Ballabh i Chaurasia, 200¥ Kumar i sar., 2012* Ghorbani 2005.
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4. FarmakoloSka aktivnost vrsta rodaStachys

Savremeni trend ispitivanja tradicionalno kéesih biljaka obuhvatio je i z&ajan
broj vrsta rode&achys, rezultirajii velikim brojem razléitih hemijskih, kao invitro i
in vivo farmakoloskih ispitivanja.

Pregled nekih farmakoloskih efekata vrsta r8@ghys dat je u Tabeli 16.
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Tabela 16. FarmakoloSka aktivnost nekih vrsta rddachys

Aktivnost Vrsta Preparat E;ﬁgxg aacij aldoza Test/eksperimentalni model
Antioksidantna S alpina’ MeOH ekstrakt herbe $65,2 g/ml
EtOH ekstrakt herbe SG=46,6ug/ml
S byzantina 2 n-heksanski ekstrakt herbe $€1,66 mg/ml
MeOH ekstrakt herbe SGy=15pg/mi
S schtschegleevii MeOH ekstrakt herbe SG=29,4ug/ml
S officinalis* MeOH ekstrakt herbe SG=10,6ug/ml DPPH test
S palustris*t MeOH ekstrakt herbe SG=2,67ug/ml

S recta subsprecta *

S recta subspsubcrenata *

MeOH ekstrakt herbe
MeOH ekstrakt herbe

SG=1,96ug/ml
SG=5,97ug/ml

S.salviifolia* MeOH ekstrakt herbe SG=10,7ug/ml

S.sylvatica® MeOH ekstrakt herbe SGp=16,1pg/ml

S.mialhes * n-BuOH frakcija 70% MeOH ekstrakta SG=47,0ug/ml DPPH-ESR test

herbe

S.ocymastrum® n-BuOH frakcija MeOH ekstrakta herbe SGg=6,77ug/ml -

S lavandulifolia® Vodeni ekstrakt herbe 15,4 mg VCE/d sd ABTS

S alpina’ IC5=219,4pg/ml

S annua’ IC5=88,8pg/ml

S macrantha ’ IC5=93,0ug/ml -
L MeOH ekstrakt herbe Inhibicija LP

S officinalis IC5=80,6ug/ml

S recta’ IC50=73,6ug/ml

S sylvatica ’ IC50=39,8pg/ml

S byzantina ® MeOH ekstrakt herbe 9,3 FRAP test

&mg vitamin C ekvivalenti/g suve droge
® mmol F&*/100 g suve droge
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Aktivnost Vrsta Prepar at E;ﬁ‘f:gr\w/'pr Zcij aldoza Test/eksperimentalni model

S fruticulosa MeOH ekstrakt herbe 62,1
S inflata® MeOH ekstrakt herbe 31,1
S laxa® MeOH ekstrakt herbe 35,1
S persica® MeOH ekstrakt herbe 61,4
S setifera ® MeOH ekstrakt herbe 11,4
S subaphylla ® MeOH ekstrakt herbe 17,1
S trinervis® MeOH ekstrakt herbe 9,1

S turcomanica ® MeOH ekstrakt herbe 22,6

Antimikrobna

S alpoecuros®

Vodenometanolni ekstrakt herbe

MHD.625-2.5 mg/ml

Helicobacter pylori

S schtschegleevii

n-Heksanski, CHCI, i MeOH ekstrakti

ARSE. coli (NCTC 10418) i

herbe S aureus (NCTC 1803)
S. sylvatica Petroletarska frakcija 70% EtOH ekstraki|C=50 pg/ml
herbe M. tuberculosis Hs/Ra
Vodena frakcija 70% EtOH ekstrakta ~ MIC=200 pg/ml ' ¥
herbe
S aleurites™ PZI°=8-18,8 mm i i
, . Vodenometanolni ekstrakt herbe E. coli, S. aureus, P. aeruginosa,
S pinardii 2 PZI=8-18,8 mm P. wulgaris, B. cereus
S. pseudopinardii * Etanolni ekstrakt herbe MIC=16 pg/ml B. cereus
MIC=32 pg/ml Debaryomyces hansenii
S nivea ® CH,Cl, ekstrakt herbe ICAM 5=15,7pg/ml . o .
.13 Intracelularni amastigotieishmania sp.
S. palaestina Ekstrakt herbe ICAM5,=8,6 ug/mli
S byzantina ** Etarsko ulje herbe MIC=0,25 mg/ml C. albicans (ATCC 10231)

Antiedematozna

S athorecalyx *°

MeOH ekstrakt herbe

100, 200 mgikg

CFA test

¢ Minimalna inhibitorna koncentracija
4 Ampicilin rezistentni sojevi

¢ Preénik zone inhibicije

" Kombinovani Frojdov adjuvans
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. Efektivna ' 3
Aktivnost Vrsta Prepar at koncentr acija/doza Test/eksperimentalni model
S alpina®® Vodeni ekstrakt herbe 5 mg/kgp.o.
S annua *® Vodeni ekstrakt herbe 5 mg/kp.
S balansae MeOH ekstrakt herbe 50, 100, 200 mgiky

S byzanthina *8

S byzanthina *°
S germanica *°
S grandiflora®
S inflata ®

S mialhes *

6

S macrantha '
S officinalis ™
S palustris *®
S persica®
Srecta®

S setifera ®

S schtschegleevii ~
S. schtschegleevii #

S. schtschegleevii 2

S sylvatica '

MeOH ekstrakt herbe
Acetonski ekstrakt herbe
Vodeni ekstrakt herbe
Vodeni ekstrakt herbe
Vodeni ekstrakt herbe
70% MeOH ekstrakt

n-BuOH frakcija 70% MeOH ekstrakta
herbe

Vodeni ekstrakt herbe

Vodeni ekstrakt herbe

Vodeni ekstrakt herbe

MeOH ekstrakt herbe

Vodeni ekstrakt herbe

MeOH ekstrakt herbe
MeOHekstrakt herbe

EtOAc frakcija meoh ekstrakfa
Vodenoalkoholni ekstrakt herlfe
Vodenoalkoholni ekstrakt herlie
CH.Cl,frakcijaekstrakta herbg
EtOAc frakcijaekstrakta herbe
Vodeni ekstrakt herbe

50, 100, 200 mgiky
50, 100, 200 mglkg
5 mg/kgp.o.
5 mg/kgp.o.
5 mg/kgp.o.
50, 100, 200 mg/kg
5 g/kgp.o.

5 mg/kgp.o.
5 mg/kgp.o.
5 mg/kgp.o.
100, 200 mk/kp.
5 mg/kgp.o.
50, 100, 200 mgily
50, 100, 200 mgiky
100, 200, 400 mg/kigp.
100, 200 mg/kg.p.
50, 200 mg/kg.p.
100 mg/kg.p.
100, 200 mg/fig.
5 mg/kgp.o.

Karageninski test

9 Bilika pre cvetanja
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: Efektivna ' .
Aktivnost Vrsta Prepar at koncentr acija/doza Test/eksperimentalni model
Antinociceptivna S balansae MeOH ekstrakt herbe 50, 100, 200 mgiky

S byzanthina *8

MeOH ekstrakt herbe
Acetonski ekstrakt herbe

50, 100, 200 mg/kg
50, 100, 200 mg/kg

S inflata * 70% MeOH ekstrakt herbe 50, 100, 200 mg/kg Formalinski test
S persica® MeOH ekstrakt herbe 50, 200 mg/kp.
S setifera @ MeOH ekstrakt herbe 50, 200 mg/kp.
S. schtschegleevii ' MeOH ekstrakt herbe 50, 100, 200 mgiky
S mialhes * n-BuOH frakcija 70% MeOH ekstrakta 5-10 g/kgp.o. Test sa siretnom kiselinom
herbe
Gastroprotektivna S mialhesi * n-BuOH frakcija 70% MeOH ekstrakta 5 g/kgp.o. Indometacinom indukovan ulkus

S lavandulifolia ®

herbe
Vodeni ekstrakt herbe

100 mg/kg/dan

EtOH indukogastritis

Hepatoprotektivna S floridana ** Polisaharidi rizoma 200, 400 mg/ka. CCl, indukovano ost&enje jetre
Antianoksi¢no S sieboldii ® Metanolni ekstrakt krtole - KCN-indukovana anoksija
Imunomodulatorna S nivea ™ Vodeni, MeOH, CHCI, ekstrakt herbe  ICAM 5,=50-100ug/ml Humani monociti THP1
lantiproliferativna g palaestina *® Vodeni, MeOH, CHCl, ekstrakt herbe  |CAM 5,=50-100ug/ml

S obtusicrena

MeOH ekstrakt herbe

1-100pg/mi

Inhibicija odloZenog tipa reakcije
preosetljivosti, supresija sinteze
antitela, inhibicija proliferacije
humanih limfocita, inhibicija
stvaranje IL-2, indukcija apoptoze u
aktiviranim limfocitima

Citotoksiéna

S recta ¥
S palustris ¥

Vodenometanolni ekstrakt stabljike
Vodenometanolni ekstrakt stabljike

_h Skin epidermoid carcinoma — epidermoidni karcirkoae
' Cervix adenocarcinoma — adenikarcinomégriinaterice
! Breast adenocarcinoma — adenokarcinom dojke

10 pg/ml
10 pg/mi

A431" Held, MCF-7 ¢elijske linije
HelLa, MCF-7¢elijske linije
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: Efektivna ' .
Aktivnost Vrsta Prepar at koncentr acija/doza Test/eksperimentalni model
S germanica ® Etarsko ulje herbe LDs=74,5ug/ml ACHNF ¢elijska linija
S germanica % Etarsko ulje herbe LDs=75 pg/ml C32 ¢elijska linija

Slaxa?®
S. subaphylla *
S turcomanica %

EtOAc frakcija vodenometanolnog
ekstrakta herbe

IC5=18,1ug/ml
IC5=43,4ug/ml
IC5=30,1pg/ml

T47D" éelijska linija

Antimutagena

S lavandulifolia *

Vodeni ekstrakt herbe, iridoidna frakcija,2 mg/ml

feniletanska frakcija, akteozid

Ames-ov test, COMET test

S annula® Vodeni ekstrakt herbe 4-10 mg Ames-ov test
S. petrokosmos * MeOH ekstrakt lista 1,5-6pg/ml CA", SCP testovi
Antialergijska Sachysriederi var. japonica  Vodeni ekstrakt herbe 0,1, 1 mg/ml 48/80 indukovaleagijska reakcija,
3 PCA test, inhibicija osloktanja
histamina, inhibicija sekrecije TNF-
ailL-6
Insekticidna S byzantina? Frakcije MeOH ekstrakta herbe 5-10 mg/ml Oryzaephilus surinamensis
Anksioliti¢na S lavandulifolia * Vodenoetanolni ekstrakt herbe 100 mgiky
S lavandulifolia ® Vodenoetanolni ekstrakt herbe 50 mgiky
Petroletarski) ekstrakt (PE herbe 25 mgl/l
) ( g kg EPM test
EtOAc frakcija PE herbe 25 mg/kgp.
Vodena frakcija PE herbe 25 mg/kp.
S tibetica * Etarsko ulje herbe 25, 50 mg/Re.
Sedativna S lavandulifolia ** Vodenoetanolni ekstrakt herbe 100 mgiky SLA tesf

K Amelanotic melanoma — amelarioti melanom

' Renal cell adenocarcinoma — adenokarcinom renagtija

™ Breast carcinoma — karcinom dojke

" Chromosomal aberration

° Sister chromatid exchanges

P Elevated plus maze — uzdignuti plus lavirint
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. Efektivna ] 3
Aktivnost Vrsta Prepar at koncentr acija/doza Test/eksperimentalni model
S lavandulifolia * n-BuOH frakcija petroletarskog ekstrakta50 mg/kgi.p.
herbe
. . SLA test
Vodena frakcija petroletarskog ekstrakta50 mg/kgi.p.
herbe
Kardioprotektivna S inflata ¥ Vodenometanolni ekstrakt (stabljika pre 1,35-2,70ug/kg/min Okluzija/reperfuzija
cvetanja) standardizovan na 4,5% derivata
kafene kiseline
Spazmoliti¢na S lavandulifolia ® CHClsfrakcija MeOH (90%) ekstrakta  1Cs,=0,126:0,018 mg/ml  Izolovan ileus pacova

herbe

! Bilugi¢c Vunda: i sar., 2007.2 Asnaashari i sar., 201G Abichandani i sar., 2010;Laggoune i sar., 2011B;Lakhal i sar., 2011 Bouayed i sar., 20074;Haznagy-Radnai i sar.,
2006a;2 Khanavi i sar., 2009%Stamatis i sar., 2003° Tosun i sar., 2004 Dulger i sar., 2005 Dulger i Aki, 2009;® di Gorgio i sar., 2008 Duarte i sar., 2005 Rezazadeh i
sar., 2009b’® Haznagy-Radnai i sar., 201 ;Rezazadeh i sar., 200%%:Khanavi i sar., 2005° Maleki i sar., 2001 Sharifzadeh i sar., 200%% Nazemiyeh i sar., 20072 Maleki-
Dizaji i sar., 2008% Nabavizadeh i sar., 201¥;Ma i sar., 2011% Yamahara i sar., 1998 Amirghofran, 2010%" Haznagy-Radnai i sar., 200&;Conforti i sar., 2009*° Khanavi i
sar., 2012 Basaran i sar., 1996' Karakaya i Kavas, 1999° Rencuzogullari i sar., 2011 Shin, 2004.* Rabanni i sar., 2003° Rabanni i sar., 2005° Kumar i sar., 2012;
%" Garjani i sar., 2004 Naseri i sar., 2011.

9 Test spontane lokomotorne aktivnosti
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5. Odabrane vrste rodaStachys

U okviru doktorske disertacije ispitane &etiri vrste rodaSachys, endemine za

Balkansko poluostrvo.

5.1. Stachys anisochila Vis. & Panéi¢

(S anisochila Vis. & Parti¢ 1870. u Mem. Imp. Reale Ist. Veneto Sci. 15: 13.)

ViSegodisnja zeljasta biljka. Stabljika razgrang& od osnove, grane ustégudo
uspravne, gusto pokrivene kovrdZzavim dlakama ijate. Listovi jajasti, eliptini ili
izduzeni, sa kratkom lisnom drSkom, na vrhu zattipdsnji pri osnovi* srcasto
useeni ili ods€eni do zaokrugljeni, gornji klinasto suzeni u drSkuz oboda krupno
tupo nazubljeni, zeleni, i na licu i na rigli pokriveni kovrdzavim dlakama. Brakteje
izduZene, vrSne linearne, na oba kraja suZenezuigjene,+ dugake kao cvetovi. Po 6
cvetova slozeno u prividne prslienove, koji su ggaipi na vrhu stabljike i grana, naéptku u
kratke i zbijene, kasnije u izduzene i pdmee cvastiCaSica dugéka 10-11 mm, duboko
dvousnata, pokrivena gustim do pdaeim dlakama; gornja usna izduzena, samo na vrhu sa
2-3 zupca, donja deljena uejednaka, linearna, na vrhu usiliena reafgatni zupci su ha
vrhu Siljati. Krunica bledozuta, sa crvenkastinkdiema; u kruninoj cevi se nalazi dlakavi
prsten; gornja usna krunice izduzena, na vrhu wgena, donja duplo duza, duga 8-10
mm, troreznjevita, srednji rezanj najyebrnuto srcast, na vrhu usa. Cveta VI-VII.

Raste na kmjackim kamenjarima. Endemit je Balkanskog poluostrva.

U Srbiji je rasprostranjena u zapadnoj Srbiji (Medwik (ocus classicus), Koslane,
Owinske stene (Podrinje), Mokra gora, Krilie, Denger(Pergac, Povlen) (Diki
1974).

U literaturi se navodi da je vrsta rasprostranjendstainoj Srbiji (Stara planina —

MidZor, Tupanar, Zarkovéuka) i na Kosovu (Zljeb — Veprina), ali su ti podsgorni.
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Slika 6. Sachys anisochila (klisura Belog Rzava, zapadna Srbija)

5.2. Stachys beckeana Dorfler & Hayek

(S beckeana Doérfler & Hayek 1918. u Denkschr. Akad. Wiss. Malat. Kl. (Wien)
94:186.)

ViSegodiSnja zeljasta biljka. Stabljika 10-30(4®),austajéa do polegla, pokrivena
rutavim do vunastim dlakama. Listovi jajasti, obgj ili izduZzeno eliptini, pri osnovi
zaobljeni ili srcasti, duz oboda nareckani, na vilpi do zatupasti; donji sa lisnom
drSkom, gornji sed®& pokriveni rutavim do vunastim dlakama. Po 6-1éetova
slozeno u guste prividne prsljenove, koji su jedamad drugog grupisani pri vrhu
stabljike i grana u izduZzene prividne klaso¢@asica duga 7-8 mm, gusto rutava do
vunastagesto i sa Zlezdastim dlakam@&sScni zupci lancetasti, Siljati, kéaod ¢askne
cevi. Krunica duga 15-20 mm, bledozuta; donja whrga 8-10 mm (Hayek, 1917).

Vrsta pripadeé&achysrecta L. kompleksu.

Raste na siparima i kamenjarima u subalpijskoj,zaage&e na krénjaku, rele na
silikatnoj podlozi.

Endeména balkanska vrsta koja se spotadi javlja na planinama Dinarida (juzna
Bosna, Crna Gora, severna Albanija), zapadne Makmgdozapadne Bugarske (Ball,

1972).
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Slika 7. Sachys beckeana (Razana glava, Durmitor, Crna Gora)

5.3. Stachys plumosa Griseb.

(S plumosa Griseb. 1844 u Spic. FI. Rumel. 2: 139.)

ViSegodiSnja zeljasta biljka. Stabljika uspravnagrazgranata ili razgranata,
pokrivena kratkim Zlezdastim maljama i prée@o vunastim stréen dlakama. Listovi
relativno nezni, izduzZeno jajasti ili lancetasty, vrhu Siljati, pri osnovi kratko suzeni ili
zaokrugljeni, donji sa lisnom drskom, gornji sédeluz oboda testerasto nazubljeni,
pokriveni kratkim Zlezdastim maljamatiduga&kim dlakama. Po 6-12 cvetova sloZzeno
u guste prividne prsljenove, koji su jedan iznadgg grupisani pri vrhu stabljike i
grana u izduZene prividne klasov@asica je pokrivena kratkim Zlezdastim i é@s
dugakim dlakama;¢asiéni zupci lancetasti, na vrhu bodljasto Siljati, dtlg = kao
¢asicna cev. Cvetovi bledo do prljavo Zuti ili crvenka§iveta VI-VII.

Raste na suSnim povrSinama, zatravljenim mestinaaknenjackoj i silikatnoj
geoloskoj podlozi. Rasprostranjena je u jugd@isim delovima Balkanskog poluostrva.

U Srbiji je rasprostranjena u istwj i jugoist@noj Srbiji (okolina Vranja (Dikk,
1974), okolina Bosilegrada, Stara planina (Nikegrs. comm.).

47



Uvod

Navodi se i za floru okoline NiSa (Dikli 1974), ali dosadasnja istrazivanja nisu
potvrdila njeno prisustvo.

Slika 8. Sachys plumosa

5.4.Stachysalpina L.

(S alpinaL. 1753. u Sp. PI.: 581.)

Sachys alpina je pretezno Sumska vrsta koja nastanjuje brdgianinske predele
(Dikli¢, 1974; Koeva, 1989). Pripada polimorfnom komplekssta S germanica L.
(Ball, 1972; Greuter i sar., 1986; Koeva, 1989; &®en-Eberhardt, 2000). U okviru nje
do sada su opisane tri podvrste (Greuter i saB6)19

- tipska podvrsta nastanjuje centralni i jugaisio deo Evrope (ukljéujudi
Apeninsko i Balkansko poluostrvo) (Ball, 1972; D&l 1974; Greuter i sar., 1986;
Koeva, 1989),

- podvrstamacrophylla (Albov) Bhattacharjee raste na Kavkazu (Greutsati.,
1986),

48



Uvod

- podvrstadinarica Murb. endemit Balkanskog poluostrva (Hrvatska, ri2os
Hercegovina, Kosovo i Metohija i jugozapadna BukaygBjeki¢, 1974; Dikli¢, 1974;
Greuter i sar., 1986; Koeva, 1989; Lovasen-Ebethaf0; Rohlena, 1942)

5.4.1.Stachys alpina subsp dinarica Murb .

Sachys alpina subsp.dinarica Murb. (u Acta Univ. Lund. 27(5): 61. 1891.) je
viSegodiSnja zeljasta, aromata biljka, bez bazalnih rozeta, visine 40-50 cnabfika
u donjem delu skoro vunasto, u gornjenéekie i proreleno Zlezdasto dlakava. Listovi
su na naliju meko pustenasto svilasto do vunasto dlakaviliauaproreteno dlakavi,
jajasti ili izduzeno jajasti, pri osnovi srcastivelovi rasporéeni na vrhu stabljike u
nekoliko gustih (12-20 cvetnih) prividnih prsljeraavBrakteole linearne, she duzine
kao i ¢aSica, vunasteCaSica duga 7-9 mm, afsio crvenkasta, sa zupcima duZzine
2-3 mm. Krunica duga 11-14 mm, ljdbsto-crvenkasta; gornja usna duga 4-6 mm,
donja 7-10 mm, obe dugo belo dlakave ([Xkli974; Koeva, 1989).

Za razliku od tipske podvrste, podvrstiinarica nage&e raste na \@m
nadmorskim visinama, na planinskim pasnjacima inamha. Javlja se u visinskom
dijapazonu od 1200-2000 m, dege u subalpijskom pojasu, na kngackoj geoloskoj
podlozi i na relativno dubokom zemljiStu (Dikli1974; Koeva, 1989).

Ovaj takson je po morfoloSkim svojstvima, dostéasilii apeninsko-balkanskoj vrsti
S tymphaea Hausskn. (Dikk, 1974; Koeva, 1989).
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Slika 9. Sachys alpina subspdinarica (Jahorina, Bosna i Hercegovina)

5.5. Dosadasnja ispitivanja

Odabrane vrste rod&achys su do sada samo deli#nb hemijski i farmakoloSki
ispitivane, dok podvrst& alpina subspdinarica do sada nije bila pr@éavana.

U listu S anisochila od flavonoida identifikovani su: 7-O-[6"'-O-adetopiranozil-
(1- 2)]-glukopiranozidi izoskutelareina, hipolaetina4l-O-metilhipolaetina, njihovi
diacetil analozi (7-O-[6", 6"-O-diacetilalopirail-(1- 2)]-glukopiranozidi), 4'-O-
metilizoskutelarein 7-O-[6"'-O-acetilalopiranofdl-» 2)]-glukopiranozid (Lenherr i sar.,
1984a, b; Lenher i Mabry, 1987), kao i apigeni®-p-kumaroilglukozid (Marin i sar.,
2004). Od iridoida detektovani su melitozid i i tbarpagid (Lenherr i sar., 1984a).

U listu S beckeana od flavonoida identifikovani su take 7-O-[6"-O-
acetilalopiranozil-(L- 2)]-glukopiranozidi  izoskutelareina, hipolaetina i4'-O-
metilhipolaetina, a od iridoida pored melitozidadetilaharpagida, dodatno i harpagid,
ajugol i ajugozid (Lenherr i sar., 1984a).

U herbi i korenu S plumosa identifikovani su flavonski heterozid 4'-O-
metilizoskutelarein 7-O-[6"-O-acetilalopiranozil-- 2)]-glukopiranozid i feniletanski
heterozidi: akteozid (verbaskozid), martinozid iizitozid B (Bankova i sar., 1999). U

herbi je utvdeno i prisustvo 7-O-acetilalozilglukozida hrizodsid izoskutelareina i
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apigenin 7-Op-kumaroilglukozida (Marin i sar., 2004), kao i lsbdanska diterpena:
13-epijabugodiol i dva enantiomera 6-dezoksiandatu@Paternostro i sar., 2000).

Herba S. alpina [subsp. alpina] okarakterisana je u pogledu sadrzaja tanina,
flavonoida i derivata hidroksicimetne kiseline (Hagy-Radnai i sar., 2006a; Bilasi
Vunda 1 sar.,, 2007). U herbi su do sadad flavonoida detektovani 7-O-
acetilalozilglukozidi hipolaetina, izoskutelareinad'-metilhipolaetina (Marin i sar.,
2004), od fenolkarboksilnih kiselina su identifileme kafena, sinapinska,
protokatehinska (Ross i Zinchenko, 1975), hlorogan§Ross i Zinchenko, 1975;
Buchwald i Czapska, 1995; BildSiVund& i sar., 2005) i rozmarinska (RoSS i
Zinchenko, 1975; Czigle i sar., 2007), a od irigoid heterozida je identifikovan
harpagid (Haznagy-Radnai i sar., 2006b).

Za razliku odS. alpina [subsp.alpina], podvrstaS. alpina subspdinarica, predmet
istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije,sdala nije bila hemijski i farmakoloski
ispitivana.

Do sada je ispitivan hemijski sastav etarskih ugj@lovanih iz herbiS alpina
[subsp.alpina] (BiluSi¢ Vund& i sar., 2006; Haznagy-Radnai i sar., 200%) plumosa
(Gruji¢-Jovanowt i sar., 2001, 2004; Radulavi sar., 2007) sa razltih lokaliteta, kao
i hemijski sastav etarskog ulja izolovanog iz hefbanisochila (Gruji¢-Jovanowe i
sar., 2011). Samo je za uzorke etarskog Sllumosa (Gruji¢c-Jovanowt i sar., 2004;
Risti¢ i sar., 2008) do sada publikovana antimikrobna/akst.

Za ekstrakte herb8. alpina [subsp.alpina] ispitivana je antioksidantna aktivnost.
Utvrdeno je da metanolni ekstrakt u izvesnoj miehibira lipidnu peroksidaciju u
homogenizatu mozga gateta (1G=219,4 ug/ml) (Haznagy-Radnai i sar., 2006a).
Takade, Bilusé Vunda i saradnici (2007) su utvrdili da metanolni i eibm ekstrakti u
znaajnoj meri neutraliSu DPPH radikal @&5,2 i 46,6ug/ml, redom), dok je aktivnost
hloroformskog ekstrakta bila znatno slabijasg€112 pug/ml).

Za vodeni ekstrakt herb8& alpina [subsp.alpina] ispitivano je antiinflamatorno
delovanje na modelu karageninom izazvanog edemaceSgpacova. Ekstrakt i
diklofenak-natrijum primenjeni oralnop.) u od 5 mg/kg ispoljili su sian

ntiinflamatorni efekat. Nakon intraperitonealneg.j primene istih doza ekstrakt je bio
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znatno efikasniji od referentnog leka: ekstrakt geprimirao edem oko 80%, a

diklofenak-natrijuma za oko 40% (Haznagy-Radnairi,2011).

Za vrste S anisochila, S beckeana i S plumosa nema podataka o upotrebi u
narodnoj medicini. Z&. alpina subspdinarica je u okviru nasih terenskih istraZivanja
na Jahorini (Bosna i Hercegovina) zabeleZena nj@ucionalna upotreba ,$lo kao

nana“i ,kod upale mokime beSike, za smirenje i kod nesanice®.
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CILJ

Cilj doktorske disertacije je hemijska i farmakdtasarakterizacij&etiri odabrana
taksona rod&tachyd..:

- S. anisochilaVvis. et Pani¢,

- S. beckean®orfler & Hayek,

-  S. plumosd&riseb.

— S. alpinasubspdinarica Murb.

Vrste S. anisochilaS. beckeana, S. plumos&. alpina[subsp.alpina su do sada
bile samo delintino hemijski ispitivane, dok z&. alpina[subsp.alping i S. plumosa
postoji ogranien broj podataka o njihovoj farmakoloSkoj aktivmost

PodvrstaStachys alpinasubsp.dinarica, jedina za koju jeu okviru terenskih
istrazivanja ustanovljenatradicionalna upotreba (kod upale makra beSike, za
smirenje i kod nesanicedp sada nije bila predmet farmakognozijskih gemanja.

Hemijska karakterizacija podrazumeva da se u heatwni odabranih taksona roda
Stachys i njihovim suvim metanolnim ekstraktima odredi s@ sekundarnih
metabolita od znmja za farmaciju, da se izoluju najzastupljenigvihnoidi iz herbe
S. alpina subsp.dinarica i izvrSi njihova identifikacija, da se sprovede ugina
kvalitativna i kvantitativna analiza metanolnih #kkata herbi svéetiri taksona, kao i
kvalitativna i kvantitativha analiza izolovanih etkih ulja.

FarmakoloSka  karakterizacija ~ podrazumeva  ispiti@anj antioksidantne,
antiinflamatorne, hepatoprotektivne i antimikrobaktivnosti, sposobnosti inhibicije
enzima MAO, kao i psihotropnog delovanja suvih metaih ekstrakata herbi svih

odabranih taksona, kao i ispitivanje antimikrobkivaosti izolovanih etarskih ulja.
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1. Biljni materijal i ekstrakcija

Biljni materijal je sakupljen sa karakteristih lokaliteta u Srbiji, Crnoj Gori i Bosni

I Hercegovini (Tabela 17).

Tabela 17 Lokaliteti i vreme sakupljanja biljnog materijala

Vrsta Lokalitet i vreme sakupljanja Kolektorski broj

Klisura Belog Rzava (zapadna Srbija),

S. anisochila

Durmitor (Crna Gora),

avgust 2003. godine BEO - ko820033/6

S. beckeana

JelaSntka klisura (jugoisténa Srbija),

jun 2002. godine BEO - ko320025/6

S. plumosa

Jahorina (Bosna i Hercegovina),

jul 2004. godine BEO - ko720049/83

S. alpinasubspdinarica

Nadzemni delovi biljaka sakupljeni su u periodu @gicvetanja i osuseni na sobnoj
temperaturi. OsuSen biljni materijal je samleveotom preliven hloroformom (1:7) i
macerovan 72 h uz povremeno ¢kanje. Hloroformski ekstrakt je profiltriran, a
ekstrakcija ponovljena istom ksihom hloroforma tokom naredna dva dana. Nakon
filtriranja, biljni materijal je osuSen, a postupaknaceracije ponovljen na isti ¢ia
metanolom. Rastvatasu uklonjeni uparavanjem pod snizenim pritiskom.

Dobijeni suvi metanolni ekstrakti su do anal&erani u vakuum eksikatoru. Njihov
prinos dat je u Tabeli 18.

Tabela 18 Prinos suvih metanolnih ekstrakata herbi odabranih
taksona ro&achys

Herba Prinos ekstrakta (%)
S. anisochila 14,88
S. beckeana 11,66
S. plumosa 12,57
S. alpinasubspdinarica 13,94
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2. Aparatura

Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih polifenola, tanina, flavonoida, antocijana
I derivata hidroksicimetne kiseline deno je na spektrofotometru SPECOL 11 (Carl
Zeiss, Jena).

GC-FID i GC-MS analiza etarskih ulja

GC-FID analiza etarskog uljg. plumosije uraiena na aparatu HP 5890 Il Gas
chromatograph, opremljenim HP-5 kapilarnom kolori@»mmx 0,32 mm; debljina filma
0,52 um) i plameno-jonizujeim detektorom (Flame lonization Detector — FID). -GS
analiza je urdena na aparatu HP G 1800 C GCD Series Il (GC-Edpyemljenim
HP-5MS kapilarnom kolonom (30 m0,25 mm; debljina filma 0,26m) i MS detektorom
(El rezim, 70 eV, opseg m/z 40-450). Nasgas bio je helijum.

GC-FID analiza etarskog ulj&. alpinasubsp dinaricd’ je urafena na aparatu SRI
8610C GC, opremljenim sa DB-5 kapilarnom kolono 8% 0,32 mm; debljina filma
0,25 um) i FID detektorom. GC-MS analiza je dema na aparatu HP 6890-5973
GC-MS sa kapilarnom kolonom HP-5MS (300,25 mm; debljina filma 0,2hm) i
MS detektorom (El rezim, 70 eV). Ndasgas bio je helijum.

Hromatografija na tankom doju (TLC)

Za analittku hromatografiju na tankom slokoriscene su plde sa silikagelom na
aluminijumskoj foliji (DC-Alufolien, Kieselgel 60k4 Merck, Darmstat, Germany;
0,1 mm).

Za preparativhu hromatografiju na tankom slk@ris¢ene su plde sa silikagelom

na aluminijumskoj foliji (Fluka, Switzerland).

Hromatografija na koloni (CC)

Za izvaienje hromatografiju na koloni koéén je silikagel (Kieselgel 60 (0,063-
0,200 mm), Merck, Darmstat, Germany).

PretiS¢avanje izolovanih jedinjenja vrSeno je na kolorfadeksa (Sefadex LH 20,

Sigma).

& Institut za protiavanje lekovitog bilja “Dr Josif P&i¢”, Beograd
® Institut za farmakognoziju i hemiju prirodnih prebda, Farmaceutski fakultet, Univerzitet u Atini
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HPLC-UV i HPLC-MS analiza“

HPLC-UV analiza metanolnih ekstrakaga uraiena na aparatu HPLC 1100 L
opremljen sa HP 9000 data stanicom (Agilent Tedjiely Palo Alto, CA, USA), uz
koris¢enje kolone Phenomenex Luna C-18 (150 x 3 mpmpi DAD detektora.

HPLC-MS analiza je izvedena kofeéhjem opisanog sistema za HPLC koji je
povezan sa udajem HP 1100 MSD API-electrospray (Agilent Techmods, Palo Alto,

CA, USA) sa kvadrupol masenim detektorom.

NMR analiza®
NMR spektri tH NMR, *C NMR, COSY, HSQC, HMBC, ROESY) izolovanih
jedinjenja snimani su na aparatu Bruker DRX-4005(2R). Uzorci su rastvarani u

deuterisanom metanolu (GOD).

Bihejvioralni eksperimenti

Bihejvioralni eksperimenti su izvedeni kai@hjem standardne opreme:

- uzdignuti plus lavirint (eng. elevated plus mazejparatura se sastoji iz po dva
otvorena (50< 10 cm, ivica uzdignuta 0,3 cm) i dva zatvoren&argbOx 10 x 40 cm),
povezana centralnom kvadratnom povrSinomx1® cm),

- spontana lokomotorna aktivnost — svaka pojettiaazivotinja je smeStena u
providni kavez od pleksiglasa (49 25 x 35 cm) i njeno ponaSanje pemo pod
difuznim crvenim osvetljenjem (20 lux).

PonaSanje Zivotinja je snimano kamerom postavljemamplafon, a analizirano
pomau softvera "ANY-maze Video Tracking System softwaf8toelting Co Wood
Dale, IL, USA).

Jaina stiska je merena porfw komercijalnog uréaja (Ugo Basile, Milan, Italy,
model 47105).

¢ Institut za farmaceutske nauke, Univerzitet u idie
4 Katedra za farmakologiju, Univerzitet u Beogradtarmaceutski fakultet
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3. Osnovna hemijska ispitivanja

Osnovna hemijska ispitivanja izvrSena su prema wa@gpim postupcima koje
propisuje Ph. Jug. IV (1984), a obuhvatila su:

- odreiivanje vlage

- odreiivanje pepela

- odrefivanje u kiselini nerastvorljivog pepela

- odretivanje ekstrakta.

4. Kvalitativna hemijska analiza

4.1. Dokazivanje tanina

Priprema ekstrakta

0,5 g droge u praSku (sito 710) prelije se u tikgac 100 ml destilovane vode i greje
30 minuta na 90 °C. Dokazne reakcije se izvodaaftpranim i ohlaienim dekoktom
(Petrovt i sar., 2009).

Opste talozne i bojene reakcije

U 2-3 ml dekokta dodaje se nekoliko kapi vodencgiviara zelatina, gvae(lll)-
hlorida, strihnin-sulfata ili baznog olovo-acetatda zelatinom, strihnin-sulfatom i
baznim olovo-acetatom taloge daju i galni i katekirtanini. Sa gvaZe(lll)-hloridom

galni tanini daju plavo, a katehinski zeleno obg@diPetrové i sar., 2009).

Formaldehidna (tanoformska) proba

50 ml dekokta se zagreva 30 minuta u tikvici sanirmvdnom uz povratni hladnjak
sa 5 ml koncentrovane HCI i 10 ml formaldehida (30%alog tanoforma nastaje kao
kondenzacioni proizvod katehinskih tanina i fornedddia, dok galni ne reaguju.

Kada se talog tanoforma odvoji filtriranjem, u it se bez meSanja doda 1 g
kristalnog natrijum-acetata, a zatim 1 ml rastvgrezde(lll)-amonijum sulfata. Na
dodirnoj povrSini se u staju prisustva galne kiseline, odnosno galnih tanawja
plavoljubicasti prsten (Petrogii sar., 2009).
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4.2. Dokazivanje flavonoida

Priprema ekstrakta
0,2 g droge (sito 0,75) prelije se sa 5 ml 70% (Mhétanola i zagreva 10 minuta uz
povratni hladnjak na vodenom kupatilu. Filtrat sed@li na dva dela i koristi za

izvodenje dokaznih reakcija.

Shinoda (cijanidinska) reakcija

1 ml rastvora za ispitivanje se upari do suva aiat rastvori u 1 ml etanola. U
etanolni rastvor se doda na vrh kaSike opiljakameaguma i nekoliko kapi HCI (36%).
Flavoni, flavonoli i flavanonoli se u prisustvu eastnog vodonika redukuju se do
crvenih antocijanidina, a flavanoni daju ljaasti polimetinski katjon (Petro¥ii sar.,
2009).

Wilson-Taubdk-ova reakcija

1 ml rastvora za ispitivanje se upari na vodenopaku do suva. Ostatak se pomeSa
sa po 5 mg borne i oksalne kiseline i 3 ml aceigmanovo upari do suva. Zuti ostatak
se rastvori u 3 ml etra i posmatra na dnevnoj i pdtdsvetlogu (254 nm, 365 nm).
Flavonoli grade helatne komplekse kojicvea dnevnoj svetlosti pokazuju intenzivnu

Zutozelenu ili plavu fluorescenciju (Petrévisar., 2009).

4.3. Dokazivanje alkaloida

Priprema ekstrakta
0,5 g spraSene droge (sito 0,75)dkaise 3 minuta sa smesSom 2,5 ml razblazene
HCI (10%) i 2,5 ml vode, ekstrakt profiltrira 1 tiiat koristi za izvdenje dokaznih

reakcija poméu reagenasa navedenih u Tabeli 19 (Petriosar., 2009).

Tabela 19.0pésti taloZni reagensi za dokazivanje alkaloida

Reagens Hemijski sastav Talog
Dragendorfov reagens K[BiJ4] Narandzast
Majerov reagens Ko[HgJdy] Zuckasto beo
Rastvor tanina Acidum tannicum Bledosme
Hagerov reagens Pikrinska kiselina Zut, kristalan
Vagnerov reagens KJ Crvenosmé
Bertrandov reagens Silikovolframova kiselina Badit, amorfan
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5. Kvantitativha hemijska analiza

5.1. Odralivanje ukupnih polifenola

Ukupni polifenoli su odrdivani u metanolnim ekstraktima kot&njem Folin-
Ciocalteu (FC) reagensa. Metoda se zashiva na ifiedkmedu FC reagensa
(fosformolibdovolframova kiselina) i polifenolnileglinjenja u baznoj sredini, ptemu
polifenoli redukuju W&%-jon do Wd™-jona i Md*jon do Md*-jona (volfram-

molibdensko plavo), a sami se oksidiSuoelninona (Petrovi i sar., 2009).

Postupak

Ispitivani metanolni ekstrakti rastvoreni su u nmeta (1 mg/ml). 10Qul uzorka je
pomeSano sa 750l FC reagensa (prethodno 10 puta razblaZzenog vodoposle
5 minuta svakom uzorku je dodato po {B0@astvora NaCQOs; (60 g/l). Posle 90 minuta
merena je apsorbancija uzoraka na 725 nm. Rezudtatizrazeni kao ekvivalenti

katehina, odnosnpg katehina/mg suvog ekstrakta (Velioglu i sar.,8)99

5.2. Odralivanje tanina

Tanini u nadzemnim delovima biljaka cvetu su ddrani spektrofotometrijskim
postupkom sa fosforvolframovom kiselinom u bazmepsi prema propisu Ph. Jug. V
(2000) za list hamameliselamamelidis foliumSadrzaj tanina je iz¢éanat kao razlika u
sadrzaju ukupnih polifenola i polifenola koji niadsorbovani koznim prahom.

Postupak

0,75 g sprasene droge se u tikvici prelije sa 130hladne vode, zagreje do
klju¢anja i ostavi 30 minuta na vodenom kupatilu. SnseSahladi, prenese u odmernu
tikvicu od 250 ml i dopuni vodom do 250 ml. Kadastegne, rastvor se filtrira i prvih

50 ml filtrata baci.
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Ukupni polifenoli

5 ml filtrata se u odmernoj tikvici dopuni do 25 nddom. 5 ml ovog rastvora se
pomeSa sa 2 ml fosforvolframove kiseline i dopuastvorom NagCO; (106 g/l) do
50 ml. Posle t&no 3 minuta se meri apsorbancija plavo obojenotyoes na talasnoj

duzini od 715 nm, uz vodu kao slepu probu)(A

Polifenoli koji nisu adsorbovani koznim prahom

20 ml filtrata se pomesSa sa 0,2 g koZnog prahairsm mgka 60 minuta. Filtrira se
i 5 ml ovog filtrata pomeSa sa 2 ml fosforvolfraneokiseline i dopuni rastvorom
NaCO; (106 g/l) do 50 ml. Posledao 3 minuta se meri apsorbancija plavo obojenog
rastvora na talasnoj duzini od 715 nm, uz vodudtapu probu (4).

Standard pirogalola

50 mg pirogalola se rastvori u vodi i dopuni voddon100 ml. Odmeri se 5 ml ovog
rastvora se odmeri i dopuni vodom do 100 ml. 5 wdgorastvora se pomeSa sa 2 mi
fosforvolframove kiseline i dopuni rastvorom Jd&; (106 g/l) do 50 ml. Posle &ao
3 minuta se meri apsorbancija plavo obojenog raataa talasnoj duzini od 715 nm, uz

vodu kao slepu probu @A

Sadrzaj tanina se izranava prema formuli:

% tanina= 1312x(A = A) , A; = apsorbancija ukupnih polifenola
Ajxm A, = apsorbancija neadsorbovanih polifenola
Az = apsorbancija rastvora pirogalola
m = masa uzorka (g)

5.3. Odralivanje flavonoida

Spektrofotometrijsko oddavanje flavonoida se zasniva na égaju zuto obojenih
kompleksa sa aluminijumom. Heterozidi se ekstralagetonom i podvrgavaju kiseloj
hidrolizi (zagrevanjem sa HCIl u prisustvu urotr@in Oslobdeni aglikoni se
preuzimaju etilacetatom i izlazu dejstvu aluminifimorida, a zatim se meri

apsorbancija zutih helata. Urotropin sfarea oksidaciju eventualno prisutnih
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proantocijanidina u antocijanidine, koji sa aluqumom grade plave helate, pa bi se
ispitivani rastvor bojio zeleno (Petr@visar., 2009).
Sadrzaj flavonoida u ispitivanim uzorcima odke je spektrofotometrijskim

postupkom prema propisu Ph. Eur. 6.0 (2007) zdtete Betulae folium

Postupak

0,6 g sprasSene droge prelije se sa 20 ml acetdmaamu ravnog dna od 100 ml,
doda se 1 ml 0,5% rastvora urotropina i 2 ml 25% Hagreva do kljganja 30 minuta
uz povratni hladnjak. Posle kienja smeSa se procedi preko malo vate u odmernu
tikvicu do 100 ml. Ostatak droge i vata se zagreye$ dva puta po 10 minuta sa po
20 ml acetona uz povratni hladnjak. Qidai acetonski ekstrakti se preko malo vate
procede u istu odmernu tikvicu i dopune acetonor@dml.

20 ml ovog rastvora se u levku za odvajanje pongs&20 ml vode i izmika
jednom sa 15 ml i tri puta sa po 10 ml etilacet&pojeni etil-acetatni ekstrakti se u
levku za odvajanje isperu dva puta sa po 50 ml vpdebace u odmernu tikvicu od
50 ml i sadrzaj dopuni etilacetatom do 50 ml.

10 ml ovog rastvora prebaci se u odmernu tikvicu 25 ml, doda se 1 ml
aluminijum-hlorid reagensa i dopuni do oznake 5%twarom siéetne kiseline u
metanolu Kastvor za analizy

Istovremeno se 10 ml ovog rastvora razblazi 5%veoast sicetne kiseline u
metanolu ¢lepa proba

Apsorbancija ispitivanog rastvora se meri posler80uta na 425 nm u odnosu na
slepu probu. Sadrzaj flavonoida se &msava u odnosu na specifi apsorpcioni

koeficijent hiperozida (Av1cri=500), prema formuli:

: Ax 125
% flavonoida= 12 , A = apsorbancija analize

m m = masa uzorka (g)

5.4. Odralivanje antocijana

Antocijani su biljni polifenoli heterozidne struktiod kojih potie plava, ljubtasta,

crvena i ruatasta boja cvetova i drugih biljnih organa.
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U ispitivanim uzorcima antocijani su odeni direktnim spektrofotometrijskim
postupkom prema propisu Ph. Eur. 6.0 (2007) za pl@k borovnice Myrtilli fructus

recens

Postupak

50 g droge se zdrobi. Na 5 g droge doda se 95 nthnola i meharki meSa
30 minuta. Filtrira se u odmernu tikvicu od 100 Filter papir se ispere i odmerna tikvica
dopuni metanolom do 100 ml. Ovaj rastvor se 50 pathlazi 0,1% rastvorom HCI u
metanolu. Apsorbancija analiziranog rastvora merina 528 nm u odnosu na slepu
probu (0,1% rastvor HCl u metanolu), a Kola antocijana, izrazeno kao cijanidin

3-glukozid hlorid, izraunava prema formuli:

% antocijana= Ax5000 , A= apsorbancija analize

1&éxm 718 = specifina apsorbancija cijanidin 3-glukozid hlorida na
528 nm
m = masa uzorka (g)

5.5. Odralivanje derivata hidroksicimetne kiseline

Sadrzaj derivata hidroksicimetne  kiseline u drogamedreiuje se
spektrofotometrijski, na bazi Arnow-reakcije: kask u zakiseljeni rastvar-difenola
dodaju natrijum-nitrat i natrijum-molibdat, razvige zuta boja, koja po dodatku baze
prelazi u crvenu. Derivat-dihidroksi cimetne kiseline ekstrahuju se iz dregenolom
(Petrovt i sar., 2009).

Postupak
Odmeriti 0,3 §, odnosno 1 Ysprasene droge, dodati 95 ml etanola (50%, V/V) i
ekstrahovanti na vodenom kupatilu uz povratni korzd¢or tokom 30 minuta. Ohladiti

profiltrirati u odmernu tikvicu od 100 ml i dopuhétanolom do crte (rastvor A).

& Postupak odidivanja derivata hidroksicimetne kiseline izraZemo klorogenska, prema monografiji
Ph. Eur. 6.0 (2007) za list jasefaaxini folium

® postupak odrtvanja derivata hidroksicimetne kiseline izraZeiam lakteozid, prema monografiji Ph.
Eur. 6.0 (2007) za list muSke bokvi¢dantaginis lanceolatae folium
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Ispitivani rastvor 1 ml rastvora A preneti u odmernu tikvicu od 10 dodati 2 mi
HCI 0,5 M, 2 ml natrijum-nitrit/natrijum-molibdateagensa i 2 ml NaOH 8,5%.
Dopuniti vodom do 10 ml.

Rastvor za kompenzacijd ml rastvora A preneti u odmernu tikvicu od 10 m
dodati 2 ml HCI 0,5 M i 2 ml NaOH 8,5%. Dopunitid@m do 10 ml.

Apsorbancija ispitivanog rastvora se meri u odneauastvor za kompenzaciju na
525 nm. Sadrzaj derivata hidroksicimentne kiselimeZzen kao hlorogenska kiselina,

izracunava se prema formuli:

% hlorogenske kiseline Ax 5’3, A = apsorbancija ispitivanog rastvora

m m= masa uzorka (g)

SadrZzaj derivata hidroksicimentne kiseline, izrak@o akteozid, izfaunava se

prema formuli:

. Ax1000 L
% akteozida= ———, A= apsorbancija ispitivanog rastvora

18Exm m = masa uzorka (g)

5.6. Odralivanje alkaloida

U ispitivanim uzorcima je zbog nepoznate struktureolekulske mase alkaloida,
njihovo odreivanje izvrSeno gravimetrijskim postupkom premapisa Ph. Jug. Il
(1951) za drogWeratri radix

Postupak

10 g spraSene droge (sito 0,30) je preliveno udilod 150 ml sa 60 ml etra i 2,5 mi
rastvora amonijaka (10%). SmeSa se snaznékand0 minuta i ostavi da se talog
slegne. Dobijeni ekstrakt dao odmerene mase (oko 40 g), procedi se kroz malo
pamuka u tariranu tikvicu. Ekstrakt se prelije uale za odvajanje, a tikvica ispere sa

malo etra i taj etar spoji sa ekstraktom. Etargkitakt se u levku za odvajanje snazno
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mucka sa 15 ml, a zatim joS tri puta sa po 10 ml snmagblazene HCI (9,5-10,5%) i
vode u odnosu 1:9.

Sjedinjenim vodenim ekstraktima u drugom levku ztvajanje se doda rastvor
amonijaka do alkalne reakcije i smeSa izkava sa 20 ml, a zatim joS tri puta sa po 15
ml etra. Etarski ekstrakt se svaki put kroz malmplea procedi u tariranu tikvicu. Etar
se ukloni destilacijom pod snizenim pritiskom, fidav suSi jedan sat i posle dénja

meri.
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6. TLC analiza

Metodom hromatografije na tankom sloju (TLC) isgato je prisustvo fenolnih
sastojaka (flavonoidi, fenolkarboksilne kiseline(uvim metanolnim ekstraktima herbi
odabranih Stachysvrsta. Posle hidrolize ekstrakata u kiseloj srgdiakade su
analizirane aglikonske i &erne komponente heterozida prisutnih u ispitivanim
ekstraktima.

Svi ispitivani ekstrakti rastvoreni su u metandbunig/ml). Na tanak sloj silikagela
naneto je po 2Ql odgovarajiéeg rastvora u vidu linije.

Hidroliza metanolnih ekstrakata

250 mg metanolnog ekstrakta je rastvoreno u 1509 énetanolai 5 ml 6 M HCI.
SmesSa je zagrevana 3 h na vodenom kupatilu na & vratni kondenzator. Posle
hladenja, hidrolizat je profiltriran u odmernu tikvidudopunjen 60% metanolom do
50 ml (Wang i Halliwell, 2001).

Slobodni aglikoni iz hidrolizata preuzeti su etgtatom i ova frakcija je uparena do
suva. Suve etilacetatne frakcije su rastvorenegowatajiem rastvaréu (5 mg/ml) i
nanete na tanak sloj silikagela. Vodena frakcighdlizata, zaostala nakon preuzimanja
aglikona etilacetatom, neutralisana je natrijumrtkdidom. U njoj su analizirani

monosaharidi.

6.1. TLC analiza fenolnih jedinjenja

Flavonoidi i fenolkarboksilne kiselinesu analizirani pod sledien uslovima:
- mobilna faza: etilacetat-glacijalna&tna kiselina-mravlja kiselina-voda =
100:11:11:26V/VIVIN)

- front rastvaréa: 10 cm

- detekcija: NP/PEG reagens, VIS i UV.

NP/PEG reagenf/Nagner i Bladt, 1996):
- rastvor A: 1% rastvor difenilboriloksietilaminaMieOH
- rastvor B: 5% rastvor polietilenglikola 400 u rebéu.
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Posle suSenja pie se prskaju rastvorom A, potom rastvorom B.

Posmatraju se Zuto do narandzasto obojene zonenbiaa, koje gase UV
fluorescenciju ili im se boja intenzivira, n&nm posle prskanja NP/PEG reagensom.
Fenolkarboksilne kiseline fluoresciraju pléasto, a fluorescencija se nakon
derivatizacije NP/PEG reagensom pajza.

Etilacetatne frakcije metanolnih ekstrakata nakon hidrolize (aglikoniy s
analizirane pod sleden uslovima:

- mobilna faza: toluen-etilacetat-mravlja kiselwt4:1 V/V/IV)

- front rastvaréa: 10 cm

- detekcija: NP/PEG reagens, VIS i UV.

6.2. TLC analiza monosaharida nakon kisele hidrolie

Monosaharidi su analizirani u vodenoj frakciji loizata metanolnih ekstrakata pod
sled€im uslovima:

- mobilna faza: etilacetat-glacijalna&tna kiselina-metanol-voda=60:15:15:10

(VIVIVIV)

- front rastvaréa: 20 cm

- detekcija: plde se suSe na vazduhu 20 minuta, pa 15 minuta 8&,80otom se

prskaju timol-sumpornom kiselindn zagrevaju 15 minuta na 120 °C i posmatraju

na dnevnoj svetlosti (Petra@yil999).

Zone monosaharida se pod navedenim uslovima bdjg&asto, ljubéasto ili

smeienarandzasto.

20,5 g timola se rastvori u 95 ml koncentrovanamela i 5 ml koncentrovane,80;,.
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7. Ekstrakcija herbe Stachys alpina subsp.dinarica i izolovanje flavonoida

Ekstrahovano je 800 g usitnjene heshalpinasubspdinaricasa 2,75 | hloroforma
postupkom bimaceracije, a potom je na istéimaekstrakcija ponovljena sa 2,75 |
metanola. Dobijeni metanolni ekstrakt je uparensdoa i liofilizovan. Dobijeno je

115 g suvog metanolnog ekstrakta.

6,3 g metanolnog ekstrakta razdvajano je na kaikagela (Kieselgel 60, Merck;
2,5% 89 cm). Eluiranje je zageto dihlormetanom uz postepeno p&aeanije polarnosti
dodatkom metanola (G&l,-MeOH=100:0 do 0:100).

Frakcije su testirane na tankom sloju silikagetsstemima rastvata: toluen-etilacetat-
mravlja kiselina=5:4:1 \(/V/V) i etilacetat-glacijalna sietna kiselina-mravlja kiselina-
voda=100:11:11:26\/V/VN). Detekcija zona je vrSena na osnovu izgleda hiagnama
na dnevnoj i u UV svetlosti, pre i nakon derivatis|aNP/PEG reagensom.

Nakon spajanja frakcija ghog sastava, dobijene su 23 frakcije.

Frakcije F155-245 i F343-360 su spojene (450 mdalje razdvajane na koloni
silikagela (Kieselgel 60, Merck; 3,% 21 cm). Eluiranje je zageto smeSom
dihlormetana i metanola uz postepeno pBavanje polarnosti dodatkom metanola
(CH.Cl,-MeOH=99:1 do 0:100).

Frakcije su testirane na tankom sloju silikagelsistemima rastvaéa: dihlormetan-
metanol=9:1 V/V), dihlormetan-metanol=4:1V(V), etilacetat-sitetna kiselina-mravlja
kiselina-voda=100:11:11:26V(V/V/\). Detekcija zona je vrSena na osnovu izgleda
hromatograma na dnevnoj i u UV svetlosti, pre iame#terivatizacije NP/PEG reagensom.

Nakon spajanja frakcija ghhog sastava, dobijena je 21 frakcija.

Preparativnom hromatografijom na tankom sloju adi&la u sistemu rastvéea
dihlormetan-metanol-voda=40:10:¥/{¥/V) iz frakcije F205-218 (160 mg) izolovano je
jedinjenjel (6,4 mg).

Na isti n&in iz frakcije F222-235 (235 mg) izolovana su jgeima2 (1,8 mg) i3
(2,0 mg).

68



Materijal i metode

8. HPLC-UV i HPLC-MS analiza®

HPLC-UV i HPLC-MS analiza metanolnih ekstrakata lmdaih vrsta rod&tachys
sprovedene su u cilju identifikacije i kvantifikgecjedinjenjacije su zone detektovane na

tankom sloju silikagela.

Postupak
Ispitivani metanolni ekstrakti su rastvoreni u nmela, a potom profiltrirani kroz

membranski filter (0,4m).

Aparatura i uslovi analize
HPLC analiza je izvrSena na aparatu aparat HPLO® L1(Agilent Techologies, Palo
Alto, CA, USA) opremljom sa HP 9000 radnom (datapgom pod sledém uslovima:
- kolona: Phenomenex Luna C-18 RT (150 x 3 mpan},
- detektor: DAD
- mobilna faza: A) HO/HCOOH, pH=3,2; B) acetonitril
- gradijentni protok: 10-15% B (15 min), 15-22% B rfiin), 22% B (8 min),
22-25% B (2 min), 25-66% B (13 min), 66-10% B (5nil0% B (5 min)
- brzina protoka: 0,4 ml/min
- temperatura: 27 °C
- vreme analize: 50 minuta
- zapremina uzorka: 2d
- talasna duzina: 254, 280, 330 i 350 nm.

Za HPLC-MS analizu je koré&n aparat HPLC 1100 L povezan sadajem HP
1100 MSD API-electrospray (Agilent Technologies)dPAlto, CA, USA) kvadrupol
masenim detektorom. Uslovi HPLC analize (kolonanwe analize, protok mobilne
faze) bili su identini, a MS analiza je sprovedena pod séeteuslovima:

- jonizacija: pozitivha i negativna
- m/z. 100-800
- temperatura: 350 °C

& nstitut za farmaceutske nauke, Univerzitet u iGie
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- noséi gas: azot

- protok: 10 I/min

- pritisak rasprSivéa: 30 psi

- temperatura kvadrupola: 30 °C
- napon: 3500 V

- energija jonizacije: 80-180 V.

Standardi

Za kvantitativnu analizu su kotiéni sledéi standardi:

- verbaskoziddistoce 98% HPLC i NMR)

- hlorogenska kiselina (Fluka Chemie AG, Svajcarska

- izoskutelarein 7-O-[6'G-acetil{3-D-alopiranozil (}3-2)]-B-D-glukopiranozid {istoca
>95% HPLC i NMRY

- hrizoeriol 7-O-[6"'O-acetil-D-alopiranozil(:-2)]-B-D-glukopiranozida distoce
88% HPLCY

Identifikacija
Identifikacija komponenata ispitivanih ekstrakatavr§ena je poxEnjem
retencionih vremena, UV i MS spektara sa odgovamjustandardima, a u nekim

slucajevima pordenjem sa literaturnim podacima.

Kvantitativha analiza

Primenjen je metod spoljaSnjeg standarda. Za suakuponentu je koritena
kalibraciona kriva, a svaka koncentracija jéetaa u triplikatu. Odid@vanja kafeoilhina
kiselina, feniletanskinh heterozida i derivata hedola su vrSena na 330 nm, a
izoskutelarein 7-O-[6"G-acetilB-D-alopiranozil(:-2)]-B-D-glukopiranozida i
njegovih derivata na 280 nm. Sadrzaj kafeoilhinaekna je izrazen kao sadrzaj
hlorogenske kiseline, a feniletanskih heterozid® lsadrzaj verbaskozida. Sadrzaj
8-hidroksiflavona (derivati izoskutelareina i hipetina) je izrazen kao sadrzaj

izoskutelarein 7-0O-[6'G-acetil$3-D-alopiranozil(:-2)]-pB-D-glukopiranozida, a

® |zolovan na IRB (Istituto di Ricerche Biotecnoloe) Altavilla Vicentina, Univerzitet u Firenci.
¢ Izolovan iz etanolnog ekstrakta lisSarecta(Karioti i sar., 2010)
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derivata luteolina 1 hrizoeriola kao sadrzaj

alopiranozil(}-2)]-p-D-glukopiranozida.

hrizoe 7-O-[6"-O-acetilp-D-
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9. I1zolovanje, odralivanje sadrzaja i analiza sastava etarskih ulja

Nadzemni delovi u cvetl5. alpina subsp.dinarica i S. plumosaimaju blag
aromatéan miris, koji se pojava kada se biljni materijal protrlja e prstima, Sto
ukazuje na prisustvo etarskog ulja.

Izolovanje etarskih ulja iz osuSenih nadzemnih lbiljaka u cvetu izvrSeno je
destilacijom vodenom parom, u aparaturi prema QCigeeu, prema odgovarajm
postupcima koje propisuje Ph. Jug. IV (1984).

Analiza i identifikacija komponenti ispitivanih aljje izvrSena metodama gasne
hromatografije (GC-FID) i gasne hromatografije sasenom spektrometrijom (GC-
MS). Identifikacija jedinjenja je izvrSena pdemnjem njihovih retencionih vremena
(RT), retencionih (Kovat’s) indeksa (RI) i masesjfektara sa odgovargm podacima
dobijenim kori€enjem autentnih uzoraka i/ili pordenjem sa podacima iz
kompjuterske datoteke (NIST/NBS, Wiley libraries) literature (Adams, 2001).
Retencioni indeksi (RI) su odteni u pordenju sa homologim nizom-alkana (G-C,3)
pod istim operativnim uslovima.

Procentualni sadrzaj komponenata je ddremetodom normalizacije integrisanih

povrsina pikova.

9.1. Etarsko ulje herbeStachys plumosa

Etarsko ulje iz osuSenih nadzemnih delova u cv@tuplumosaizolovano je
postupkom | koji propisuje Ph. Jug. IV (1984) zarska uljacija je relativha gustina
manja od vode.

Propisana kotina droge (sito 6) pomeSa se u balonu za destilaejodréenom
kolicinom vode, sadrzaj u balonu zagreje do ddpja i destiluje 2 h. Posle zavrSene

destilacije na skali graduisane cevi ggabzapremina etarskog ulja.

Sadrzaj etarskog ulja se iZtmava prema formuli:

% (Vol) etarskog ulja= b %100, a = masa uzorka (g)
a b = zapremina etarskog ulja (ml)
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Analiza etarskog ulfaizvrSena je metodama GC-FID i GC-MS pod stiue
uslovima:
GC-FID analiza:- aparat HP 5890 Il Gas chromatograph
- HP-5 kapilarna kolona (25 #0,32 mm; debljina filma 0,52m)
- FID detektor (280C)
- temperatura injektora 25C
- nosei gas B (1 ml/min)
- temperaturni program: 40-28Q, linearan porast temperaturéG¥min
GC-MS analiza: - aparat HP G 1800 C GCD SerieSCG-EID)
- HP-5MS kapilarna kolona (30 #0,25 mm; debljina filma 0,25m)
- temperaturni program: 40-26Q, linearan porast temperaturéG¥min
- temperatura injektora 25C, temperatura detektora 2680
- nosei gas He (1 ml/min)

- tehnika jonizacije: El, 70 eV.

9.2. Etarsko ulje herbeStachys alpina subsp.dinarica

Etarsko ulje iz osuSenih nadzemnih delova u cv®tualpina subsp.dinarica
izolovano je postupkom Il koji propisuje Ph. Jiig.(1984) za etarska ulja koja sadrze
stearoptene i azulene.

Propisana kotina droge (sito 6) pomeSa se u balonu za destilaejodréenom
kolicinom vode. Kroz bénu cev se na sloj vode u graduisanoj cevi ulijel petroletra,
sadrzaj u balonu zagreje do Kiamnja i destiluje 2 h. Posle zavrSene destilacigend
sloj se ispusti iz graduisane cevi i baci, a rasetarskog ulja u petroletru ispusti u
odgovarajdu tikvicu. Graduisana cev i hladnjak se isperu &ama po 3 ml etra i spoje
sa petroletarskim rastvorom. U tikvicu se zatimal@g bezvodnog natrijum-sulfata,
dobro promdka i sadrzaj preko sloja pamuka procedi u tarirgagu. Tikvica i
pamwna vata se isperu 4 puta sa po 3 ml etra. Orgaaskrardi se upare do suva,

ostatak se susSi 2 h u eksikatoru iznad sloja gjékai potom meri.

& Institut za protiavanje lekovitog bilja “Dr Josif P&i¢”, Beograd
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Sadrzaj etarskog ulja se iZtmava prema formuli:

% (g) etarskog ulja= b %100, a = masa uzorka (9)
a b = masa ostatka posle suSenja (g)

Analiza etarskog ulfaizvréena je metodama GC-FID i GC-MS pod stémte
uslovima:
GC-FIDanaliza: - aparat SRI 8610C GC
- DB-5 kapilarna kolona (30 m 0,32 mm; debljina filma 0,2fm)
- FID detektor (280C)
- temperatura injektora 28C
- noseéi gas He (1,2 mi/min)
- temperaturni program: 60-280, linearani porast temperaturéG@min
GC-MS analiza: - aparat HP 6890-5973 GC-MS
- kapilarna kolona HP-5MS (30 m0,25 mm; debljina filma 0,2pm)
- temperaturni program: 60-280, linearan porast temperatur&Gmin
- split-splitless injektor (208C), split ratio 1:10
- temperatura transfer linije: 25C
- noseéi gas He (1 ml/min)
- tehnika jonizacije: El, 70 eV

- zapremina injektovanog uzorkapll

® Institut za farmakognoziju i hemiju prirodnih prebda, Farmaceutski fakultet, Univerzitet u Atini.
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10. Ispitivanje antioksidantne aktivnosti

Termin reaktivne vrste(eng. reactive species, RS) obuhvata sve klasejgefh
elektrofiinog karaktera visoke reaktivnosti, tj. sudkacione agense koji posreduju u
oksidativnom/nitrozativnom ostenju biomolekula i time nastanku
oksidativnog/nitrozativnog stresa.

Najznaajniju klasu reaktivnih vrsta predstavljaju slobodadikali (SR), a to su
atomi, molekuli ili joni koji sadrze jedan ili viSeesparenih elektrona u poslednjoj
molekulskoj, odnosno atomskoj orbitali, Sto dmi vrlo reaktivnom. Nezavisno od
njihove stabilnosti, slobodni radikali stupaju @keije supstitucije, adicije, eliminacije,
izomerizacije, rekombinacije i disproprijacije (stminoradikalske reakcije). Osim toga,
ucestvuju i u reakcijama koje nisu radikalskaikic¢, 2008).

Slobodni radikali se neprestano stvaraju u ljudskorganizmu, ali ih zastitni
sistemi poput enzima (glutation peroksidaza, katglasuperoksid dismutaza),
transportnih proteina i proteina koji vezuju Fe u Q@ransferin, feritin, laktoferin i
ceruloplazmin) i ostalih, efikasno neutraliSu i araju neophodnu homeostazu (Pieta,
2000).

U malim koncentracijama slobodni radikali ispoljavafiziolosku funkciju
(uklju¢eni su u metabolizam prostaglandina, regulaggijske signalizacije, aktivaciju
¢elijskih receptora, eritropoezu, fagocitozu mikmpamizama, apoptozu). FizioloSki
najzna&ajnije RS su reaktivne vrste kiseonika i azota (RBS8IS) Puki¢, 2008).

Preterano stvaranje slobodnih radikala, t@oo ROS, dovodi do stanja tzv.
“oksidativnog stresa”. Tada endogeni mehanizmi nisstanju da efikasno neutraliSu
nastali viSak slobodnih radikala. Jednom pokreramnat reakcija SR ima osobinu
prostornog i vremenskog Sirenja uz @aj@anje efekta. Propagacija podrazumeva
nastanak sekundarnih SR koji nastavljaju Sirengk&de latanih reakcija. Slobodni
radikali lako reaguju sa svim klasama biomolekdiam, za posledicu ima poretag
¢elijske morfologije, funkcije, jonske homeostazezierske aktivnosti fpuki¢, 2008).
Smatra se da je oksidativni stres &ajan, ako ne i najzgajniji za nastanak i razvoj
mnogih patologija diabetes mellitysHIV infekcija, autoimunih, neurodegenerativnih,
koronarnih, malignih, pknih, inflamatornih i drugih bolesti) i da su slobodadikali

deo kompleksnog patofizioloSkog mehanizma @t@, a u pojedinim bolestima
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njihovo we&e je potencirano. Take, smatra se da je i starenje, iako normalan
fizioloSki proces, posledica stvaranja i delovasifodnih radikala (Arouma, 1998).

S obzirom na &e&e oksidativnog stresa u patogenezi mnogih poéajae bolesti,
smatra se da egzogeno uneti antioksidansi mogu wehlkog uticaja na odrZzavanje
zdravlja ljudi, kao i samo &enje bolesti. Osim klagnih antioksidanasa (vitamin C,
tokoferoli, karotenoidi, koenzim Q10, butilhidro&sizol - BHA, butilhidroksitoluen -
BHT), velika paznja je pos¢ena ispitivanju proizvoda prirodnog porekla, prugaso
lekovitim biljkama, kao i namirnicama koje se ktgisu svakodnevnoj ishrani (npr.
zelenicaj, med, zitarice, crno vino, neki&ai). U cilju ispitivanja i procene njihovog
antioksidantnog potencijala, kao i identifikacijeekandarnih metabolita koji su
odgovorni za takvo delovanje, osmisljeni su brajnvitro i in vivo testovi.

U okviru ove disertacije antioksidantna aktivnastism metanolnih ekstrakata herbi
odabranih vrsta rod&tachysspitana je kroz pen vitro testova: FRAP, DPPH, TLC-
DPPH, 2-dezoksiriboza i TBA test.

10.1. Ukupna antioksidativna aktivhost (FRAP test)

Ukupna antioksidantna aktivnost (UAA) je ispitanarikéenjem FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) testa, koji se zasmisaedukciji F&-TPTZ (F€*-2,4,6-
tripiridil- s-triazin) kompleksa, do plavo obojenog?=&PTZ oblika, diji se intenzitet

boje meri na 593 nm (Luximon-Ramma i sar., 2002).

Postupak
150 pl uzorka rastvorenog u metanolu (1 mg/ml) doda ge5uml FRAP reagensa,
dobro promeSa i apsorbancija meri posle 5 minut®98nm, uz FRAP reagens kao

slepu probu.

FRAP reagens:

- 25 ml acetatnog pufera (300 mM, pH 3,6),

-2,5ml TPTZ rastvora (10 mM TPTZ u 40 mM HCI)
- 2,5 ml Fed (20 mM u vodi)
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Rezultati se izr&unavaju korigenjem kalibracione krive dobijene poéuorastvora
FeSQ (100-1000uM). Dobijene vrednosti (u nmol E@ se prer&unavaju i izraZavaju
kao umol F&*/mg suvog ekstrakta (FRAP vrednost). Relativnavakit uzoraka se

poredi sa aktivn@$l L-askorbinske kiseline ili BHT.

10.2. Neutralizacija DPPH radikala (DPPH test)

U reakciji sa molekulima koji mogu da otpuste voi#om atom, stabilni, ljukiasto
obojeni DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikaedukuje se u Zuto obojeni DPPH-H.

Smanjenje intenziteta boje se meri spektofotons&tmja 517 nm (Cuendet i sar., 1997).

Postupak

Suvi ekstrakti su rastvoreni u metanolu (5 mg/mRizliite zapremine metanolnih
rastvora se dopune metanolom do 4 ml i tom rastdmda 1 ml 0,5 mM rastvora
DPPH. SmeSe se snazno prékaju i inkubiraju 30 minuta u mraku na sobnoj
temperaturi. Apsorbancija se meri na 517 nm uz nuéteao slepu probu. Kao kontrola

koris¢en je 1 ml 0,5 mM rastvora DPPH razblazen sa 4 athnola.
Inhibicija DPPH radikala se iztanava prema formuli:

A— apsorbancija kontrole,
A, — apsorbancija analize

|(%):uxloo,
A
Rezultati se izrazavaju kao neutralizacija DPPHkadd (%) i kao Sg vrednost
(ug/ml), odnosno ona koncentracija ekstrakta kopododo 50% neutralizacije DPPH

radikala.

10.3. TLC-DPPH test

Hromatogrami su razvijani u mobilnim fazama za regdnje flavonoidnih
heterozida (etilacetat-glacijalna @tna kiselina-mravlja kiselina-voda=100:11:11:26,
VIVIVIN) 1 za razdvajanje flavonoidnih aglikona (toluerastetat-mravlja
kiselina=5:4:1,V/V/\), a nakon toga prskani 0,2% rastvorom DPPH u noétan
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Hromatogrami su posmatrani odmah, nakon 15 minogékon 2 sata. Pojava Zutih zona
ukazuje na prisustvo jedinjenja koja su nosiocaysnging“ aktivnosti (Cuendet i sar.,
1997).

10.4. Neutralizacija OH radikala (2-dezoksiriboza ¢st)

OH radikal je jedan od najreaktivnijih slobodnildilala, koji se normalno stvara u
ljudskom organizmu. 2-Dezoksriboza test se zasmaarazgradnji 2-dezoksriboze
podsredstvom OH radikala nastalog iz vodonik-pezks: askorbat/#é indukovanoj

Fentonovoj reakciji:

FE' + H,0, . FE" + HO + OH-

Nastali razgradni produkti reaguju sa tiobarbitaniaselinom (TBA) gradé@ purpuno
obojene komplekse sa apsorpcionim maksimumom naf32.ee i Lim, 2000).

Postupak
Svaki uzorak sadrzi reagense u &olama navedenim u Tabeli 20. Ispitivani
metanolni ekstrakti su rastvoreni u metanolu i diod@eakcionu smesu tako da njihove

konane koncentracije iznose 6,25-20¢/ml.

Tabela 20.Reagensi u 2-dezoksiriboza testu

Reagens Analiza Kontrola Slepa proba
FeCk (0,004 M) 100u 100wl -
EDTA (0,004 M) 10Qul 100ul -
2-dezoksriboza (0,05 M) 2Q0 200ul 200ul
ekstrakt 1Qul - -
metanol - 1Qul 10wl
L-askorbinska kiselina (0,004 M) 100 100l -
fosfatni pufer (pH=7,4; 1=0,1) do 4 ml do 4 ml dod

Uzorci se inkubiraju 1 h na 37 °C. Zatim se u swda po 1 ml 2,8% TCA i po 1 mi
1% rastvora TBA u 0,05 M NaOH i smeSe zagrevajuriiduta na 100 °C, a potom
ohlade. Apsorbancija rastvora se meri na 532 noanosu na odgovaraju slepu probu.
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Neutralizacija OH radikala se iznanava prema formuli:

A— apsorbancija kontrole,
A, — apsorbancija analize

(%) = A A 00
A
Rezultati se izrazavaju kao neutralizacija OH raldiK%) i kao S& vrednost fg/ml),

odnosno ona koncentracija ekstrakta koja dovodi6 neutralizacije OH radikala.

10.5. Inhibicija lipidne peroksidacije (TBA test)

U TBA testu, u prisustvu velikih koncentracija®Fgona i vitamina C, dolazi do
indukcije lipidne peroksidacije (LP) u lipozomimaropagacije reakcije, ptemu kao
krajnji produkti nastaju razliti aldehidi i ketoni. Oni sa tiobarbiturnom kisedim
(TBA) grade obojene komplekse, koji se atlnel spektrofotometrijski (Afanas'ev i sar.,
1989).

Priprema preparata liposoma

Liposomi su pripremljeni kor&&njem preparata "Lipotech 10" (10% lecitina).
Liposomi su razblazeni destilovanom vodom i soloN#ni na ultrazvénom kupatilu
30 minuta, tako da je kotiaa koncentracija lecitina 0,03 g/ml.

Postupak
Svaki uzorak sadrzi reagense navedene u TabellS@ti metanoli ekstrakti su

rastvoreni u metanolu tako da njihova finalna keviaeija iznosi 12,5-25Qg/ml.

Tabela 21.Reagensi za TBA test

Reagens Analiza Kontrola Slepa proba
fosfatni pufer (pH=7,4; 1=0,1) 3,9 ml 3,9 ml 3,9 ml
liposomi (0,03 g/ml) 5@l 50 ul 50 ul
FeSQ (0,075 M) 20ul 20 -
ekstrakt (0,5-10%) 10l - -
metanol - 1Qul 10w
L-askorbinska kiselina (0,1 M) 20 20 ul
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Uzorci se inkubiraju 1 h na 37 °C. Zatim se u sua&arak doda po 0,2 ml 0,1 M
EDTA i 1,5 ml TBA reagensda zatim se zagrevaju 15 minuta na 100 °C. Uz@ci s
potom ohlade i centrifugiraju 10 minuta pri 3000rolm. Apsorbancija supernatanta se

meri na 532 nm, u odnosu na odgovatajslepu probu.
Inhibicija lipidne peroksidacije (LP) se izunava prema formuli:

A— apsorbancija kontrole,

_ACA
1(%) = A *100, A, — apsorbancija analize

Rezultati se izraZzavaju kao inhibicija LP (%) i K&, vrednost jig/ml).

8 TBA reagens: 3,75g tiobarbiturne kiseline (TBA30Ig trihlorsitetne kiseline (TCA) i 15,6 ml HCIO
rastvoreno u 1000 ml destilovane vode.
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11. Ispitivanje antiinflamatorne aktivnosti®

Antiinflamatorna aktivnost oddévana je poméu karageninskog testa inflamirane
Sapice pacova, jednog od &efe kori€enih eksperimentalnin modela akutne
inflamacije (Oyanagui i Sato, 1991). Subplantamakcija rastvora karagenina u
Sapicu pacova dovodi do pojave lokalne, akutne lpagske reakcije (stvaranje edema)
koja se odvija se u tri faze (di Rosa i sar., 19ifRosa i Willoughby, 1971):

1. rana faza — unutar prvog sata od injiciranja kamage

2. druga faza — tokom 60-150 minuta od injiciranjaakgmina

3. tre¢a, kasna faza — nakon 3-5 sati od injiciranja kamaga kada se postize
maksimalan inflamatorni odgovor.

Nastanak lokalnog edema posledica je delovanj&it#zimedijatora zapaljenja koji
se oslobdaju pod dejstvom karagenina i koji pde®aju vaskularnu propustljivost i/ili
krvni protok. U prvih sat vremena od injekcije kgeaina dolazi do osloldanja
histamina i1 serotonina, a zatim i kinina; u kasragi dolazi do oslob#anja
prostaglandina. Odlozen nastanak edema vezan jeinfd#raciju neutrofila s
posledénim osloba@anjem medijatora iz neutrofila i produkcijom slolddradikala (di
Rosa i sar., 1971; di Rosa i Willoughby, 1971).

Eksperimentalne zivotinje

U eksperimentu su kotiéni odrasli Wistar pacovi muskog pola, telesne noas200
do 250 g, odgajani na Farmi za eksperimentalndiijgoVojnomedicinske akademije u
Beogradu. Zivotinje su drzane u standardnim labdjskim uslovima (sobna temperatura,
dnevno-néni ritam osvetlienja, konstantna vlaznost vazdulsmpeStene u plastim
kavezima, u grupama od 5 do 10 zivotinja. Pacovdchijali briketiranu hranu za pacove
(Veterinarski zavod, Zemun) i pda vodovodnu vodu preko plastin pojilica. Pre
izvodenja eksperimenta Zivotinje su hranu i vodu imai@ne na raspolaganju. U
eksperimentu su koriéne zivotinje koje su prethodno gladovale 18 ds&il) uz slobodan
pristup vodi. Eksperiment je sproveden u skladyS&aernicama za eksperimente sa
ZivotinjamaNe 282-12/2002" (Etiki komitet Vojnomedicinske akademije u Beogradu,
Republika Srbija).

& Odeljenje za eksperimentalnu toksikologiju i fakmlagiju Instituta za toksikologiju i farmakologiju
Nacionalni centar za kontrolu trovanja, Vojnomedstia akademija, Beograd
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Standardna supstanca

Kao poredbena supstanca kées je indometacin (1, 2, 4 i 8 mg/kg), nesteroidni
antiinflamatorni lek (NSAIL) koji ispoljava snaZnantiinflamatorno, analgetsko i
antipiretcko delovanje. Indometacin je rastvaran u dimetfitdedidu (DMSO) i

primenjivan oralndp.o.) poma@u gastréne sonde.

Postupak

Ekstrakti (50, 100 i 200 mg/kg) ili indometacin §1mg/kg), rastvoreni u DMSO,
primenjivani su p.o. pomau gastréne sonde (tretirane Zivotnje). Zivotinjama u
kontrolnoj (netretiranoj) grupi primenjen je rasaDMSO u dozi od 1 ml/kg.o.
Svaka eksperimentalna grupa sastojala se od 5 divdtinja.

Sezdeset minuta posle primene ekstrakta, odnostemnietacina ili DMSO, u zadnju
desnu Sapicu pacova je ubrizgan 0,1 ml 0,5% vodeastyora karagenina, a u zadnju
levu Sapici 0,1 ml fizioloSkog rastvora. Tri satkan injekcije karagenina, Zivotinje su
Zrtvovane, Sapce su im amputirane (svaki put naoarski t&no odreééenom delu) i
izmerene na analikoj vagi. Razlika u masi iznde desne i leve Sapice tretiranih,

naspram netretiranih pacova sluzila je kao merégragog antiinflamatornog efekta.

Procenat inhibicije edema Sapice &rmaavan je prema formuli:

Ak — Ae

antiinflamatorna aktivnogo) = %100,

gde jeAk razlika u masi Sapica u kontrolnoj (netretirargpipi, aAe razlika u masi
Sapica u eksperimentalnoj grupi. Maksimalni antginfatorni efekat iznosio je 100%.

Srednja efektivna antiinflamatorna doza gg)Dekstrakata i indometacinac¢tmata
je po metodi Litchfielda i Wilcoxona (1949).

Statistka analiza
Statisttka obrada rezultata je izvrSena p@mdann-Whitney U-testa. Statiski

znaajnim su smatrane razlike srednjih vrednosti za @50
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12. Ispitivanje hepatoprotektivne aktivnostf

Jetra je najv@ organ ljudskog organizma. Ono Stodai jedinstvenom jesu njen
anatomski polozaj, spedifia gra@a i histologija (izuzetho metabdki aktivni
hepatociti, neparenhimskelije i velika populacija imunskikelija). Sve to omogtava
jetri da obavlja veliki broj funkcija koje su odtainog zndaja za homeostazu
organizma. U jetri se obavljagju mnogobrojni metaddol procesi: anabolizam |
katabolizam aminokiselina, proteina, ugljenih hidrdipida i lipoproteina, metabolizam
ksenobiotika, odnosno vrSi detoksifikacija organzn®©sim toga, jetra je organ sa
ekskretornom funkcijom (k1 zu¢) (Ramadori i Saile, 2005).

Oko 45% neparenhimskitelija jetrecine Kupferovecelije (20%) i limfociti (25%).
Ove c¢elije predstavljaju veoma vazan deo imunskog sigtemimaju ulogu u
imunoloskoj odbrani organizma od ra&#ih antigena (patogeni, toksini, tumorske
¢elije, antigeni iz hrane) koji u jetru prvenstvedospevaju posredstvom portalnog
krvotoka (Ramadori i Saile, 2005).

Jetra na prisustvo endogenih i egzogenih potencijaBtetnih supstanci
(ksenobiotici) reaguje nespecifio, mehanizmima udene imunosti i veomaesto
inflamatornom reakcijom. Glavni medijatori ovih pesa su citokini, koje te razltiti
tipovi ¢elija jetre. Jetru karakteriSe i veoma velikaémegeneracije tkiva, tj. hepatocita.
Cak i posle odstranjenja oko 70% tkiva (parcijalepdtektomija), jetra je sposobna da
se u potpunosti regeneriSe i to kako funkcionahlmti anatomski (Ramadori i Saile,
2005).

U savremenom druStvu bolesti jetre sudm@ajznaajnijim uzrocima morbiditeta i
mortaliteta, nezavisno od rase, pola i uzrastao fapronalazenje postupaka ili lekova
za prevenciju ili tretman ostenja jetre, do kojih dovode rali agensi, jedan od
najvaznijih zadataka moderne medicine i farmdtij¢.tu svrhu do danas je razvijen
veliki broj in vivo i in vitro modela eksperimentalnog o&taja jetra koji se koriste za

ispitivanje hepatoprotektivhog dejstva potencijallgkova.

NajceXe kori&ena supstanca za izazivanje 68tga jetre kod eksperimentalnih

zivotinja je ugljen-tetrahlorid (CG). Vrsta i obim oStéenja jetre koje prouzrokuje

% Nacionalni centar za kontrolu trovanja, Vojnométkka akademija, Beograd
® http://www.who.int/immunization/topics/hepatitis/erdex.html(12.07.2012.)
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ugljen-tetrahlorid obuhvata Siroku lepezu efekagaknje se moze uticati na razie
naine (Weber i sar., 2003). Ugljen-tetrahlorid mozé& hplikovan pre ili nakon
primene supstanci, tj. izolatgi se terapijski efekat ispituje, pa se u zavignod toga,
u stvari, procenjuje njihov preventivni, odnosnpamativni (terapijski, kurativni) efekat
(Chandan i sar., 2007; Pradeep i sar., 2007).

U okviru ove doktorske disertacije kaié&h je eksperimentalni model o&eja
jetre, pri ¢emu je uglien-tetrahlorid primenjivan pre ispititanekstrakata (suvi
metanolni ekstrakti herbi odabranih vrsta r@lachy¥ c¢ime je omogdena procena

njihovog reparativnog (kurativnog) efekta.

Eksperimentalne Zivotinje

U eksperimentu su kokiéni odrasli Wistar pacovi muskog pola, stari 6-8eig i
telesne mase od 180-220 g, odgajani na Farmi zgeghksentalne Zivotinje
Vojnomedicinske akademije. Zivotinje su drzane gandardnim laboratorijskim
uslovima (ciklus svetlo/tama 12 h/12 h, relativnaznost vazduha 30-70%), u
plasténim kavezima, u grupama od 5 do 10 Zivotinja. Hearjsu briketiranom hranom
za pacove (Veterinarski zavod, Zemun) i pojenec¢pija vodovodnom vodom preko
plastiénih pojilica. Pre izvdenja eksperimenta zivotinje su hranu i vodu imééns na
raspolaganju. U eksperimentu su kéeise zivotinje koje su prethodno gladovale 18 do
20 sati, uz slobodan pristup vodi.

Eksperiment je sproveden u skladu sa ,Smernicamekgaerimente sa Zivotinjama
Ne 282-12/2002“ (Etiki komitet Vojnomedicinske akademije u BeogradupiRdika
Srbija).

Postupak

Pre uvdenja u eksperimente, sve zivotinje, metodomtghog izbora, bile su
podeljene u 15 eksperimentalnih grupa. Tretiranivotinjama je smeSa ugljen-
tetrahlorida (CC)) i maslinovog ulja (1:1) aplikovana subkutarec{, jednokratno,
prvog dana ispitivanja, 30 minuta pre aplikacijpitiganih biljnih ekstrakta. Naredna
cetiri dana, po isteku 24 h, biljni ekstrakti suilpVvani p.o. u istoj dozi jednom
dnevno. Tretman svih zivotinja obavljen je n&ingredstavljen u Tabeli 22.
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Tabela 22.Tretman eksperimentalnih Zivotinja

Grupa Tretman
KO 0,9% fizioloski rastvof intaktna kontrola
K1 CCl, i maslinovo ulje (1:1  |pozitivna kontrola
‘_g K3 maslinovo ulj€ negativna kontrola
£ K2SA SA (200 mg/kg.o)
S K2sB SB (200 mg/kg.0)
K2SP SP (200 mg/kg.o)
K2SAD SAD (200 mg/kg.0)
T1SA SA (200 mg/kgn.0)
T2SA SA (100 mg/kgn.0)
T1SB SB (200 mg/kg.0)
T2SB CCl, i maslinovo ulje (1217 + 'sSB (100 mg/kg.o)
T1SP SP (200 mg/kg.0)
T2SP SP (100 mg/kg.0)
T1SAD SAD (200 mg/kg.o)
T2SAD SAD (100 mg/kg.o)

21 ml/kgp.o; ° 2,5 mi/kgs.c; SA — ekstrakt herb®. anisochilaSB — ekstrakt herbe
S. beckeanaSP — ekstrakt hertf#. plumosaSAD — ekstrakt herb8. alpinasubspdinarica

Patoanatomski pregled Zivotinja

Zrtvovanje Zivotinja iz svih grupa obavljeno je ggtdana ispitivanja, 6 h posle
poslednje aplikacije ispitivanih supstanci. Postyavanja izvrSena je procena izgleda
zivotinja po osnovnim principima spoljasnjeg (idékéacija leSa, telesna gia i stanje
uhranjenosti, posmortalni znaci i spoljasnji predieSa u celini) i unutrasnjeg (skidanje
kozZe, otvaranje i pregled trbusne duplje, otvarapjegled i vdenje organa grudne
duplje, vaenje i pregled vratnih organa i egzenteracija gl@@ organa trbusne duplje)
patoanatomskog pregleda.

Priprema tkiva jetre pacova za patohistoloSku diastiku

Posle obavljenog patoanatomskog pregleda izvrSeneksgcizija jetre u celosti.
Pojedin&ni, patoanatomski najmarkantnije promenjeni, detkiva jetre fiksirani su u
10% neutralnom formalinu tokom 7 dana. Posle zaa§eprocesa fiksacije, uzorci
tkiva su dehidrirani u alkoholu rasel koncentracije (70%, 96% i 100%), ksilolu i

uklopljeni u parafin. Na kraju, parafinski & tkiva, debljine 1-2um, bojeni su
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hematoksilin i eozin (HE) metodom bojenja i anaéini pod mikroskopom (Olympus-2

mikroskop).

Semikvantitativna analiza patohistoloSkihcislka tkiva jetre pacova
Semikvantitativno su na po 10 &sdka tkiva jetre od svake Zivotinje, pri uvgnju
20x%, odretivani sledéi parametri:
- procena vrste i stepena intenziteta degenerhtpromena i zastupljenostlija
inflamacije (degenerativne promene)

- procena intenziteta, veine i karaktera krvarenja (vaskularne promene) €lca3).

Tabela 23.Procena degenerativnih i vaskularnih promena wtjétre pacova

Vrsta patohistoloSkih promena

Stepen :
Degenerativne promene Vaskularne promene
Svecelije su sa duvanomcelijskom Jasno izraZeni kontinuirani kapilari sa
0 membranom, citolplazmom i jedrima, kojaeprekidnim slojem endotela i bazalne
su nhormalnog oblika i polozZaja. membrane i praikom lumena od

5-10um.
Pojedin&ne ¢elije imaju sitnozrnast izgledBlaga dilatacija malog broja krvnih
1 citoplazme, sa blagim pot@njem obima sudova bez promena kontinuiteta

¢elije i normalnim izgledom jedra. njihovog zida,
U vecem brojucelija (viSe od 50%) utava Povean volumen krvi i jaka

5 se blaga vakuolizacija citoplazme i vazodilatacija krvhih sudova sa
nukleoplazme. nagomilavanjem eritrocita (staza),

pracenih hiperemijom i edemom.

U svim¢elijama izraZena je vakuolizacija Transmuralna ruptura malog broja (do
citoplazme i nukleoplazme sa pikriwtim  50%) krvnih sudova (blaga fokalna
3 jedrima. dijapedezna krvarenja), gena
nakupljanjem polimorfonuklearnog
¢elijskog infiltarata.

IzraZena plazmoliza i kariolizom i difuznaPotpuni gubitak bazalne membrane i

4 pojava velikog broja polimorfnog endotelnihtelija velikog broja krvnih
inflamatornog infiltrata koji okruzuju i sudova (preko 50%), dijapedezna
fagocituju grupe mrtvilgelija. krvarenja visokog intenziteta.

Aktivacija i proliferacija fibroblasta, sa  Difuzna hemoragna infiltracija
5 produkcijom vezivnog tkiva, koji okruziju organa, sa ili bez vidljivih krvnih
mrtve celije. sudova.
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Na osnovu ovih parametara za svaku grupu je, navosmastupljenosti i obima
patohistoloskih promena, odien stepen ostenja tkiva (SOT), a vrednosti su date u
Tabeli 24.

Tabela 24 Procena oStenja tkiva jetre pacova — stepen ¢8tga tkiva (SOT)

Stepen Vrsta patohistoloSkih promena

Normalan oblik i veliina hepatocita, homogena citolplazma i centralioZema
jedra. Kapilari sa neprekidnim slojem endotelazddae membrane.
Blago povéanje obima hepatocita, citoplazma ima sitnozrraged, a jedra
1 normalnog oblika i polozaja. Diskretna dilatacijarkih sudova bez promena
kontinuiteta njihovog zida.
Pojedin&ne citoplazmatske vakuole u viSe od 50% hepatatétdra hipohromatska.
2 Jaka vazodilatacija krvhih sudova sa nagomilavarggtrocita (staza). Izrazena
hiperemija i edem u tkivu jetre.

Citoplazma hepatocita ispunjena vakuolama, jedmagticna. Fokalna krvarenja i

0

3 perivaskularno nakupljanje polimorfonuklearnadijskog infiltarata.

4 IzraZena plazmoliza i karioliza. Difuzna krvarenjaasivni polimorfonuklearni
¢elijski infiltrati u parenhimu jetre

5 Nekroza hepatocita. Aktivacija i proliferacija fdilasta. Hemoragna infiltracija

parenhima jetre.

Priprema uzoraka krvi za od#ivanje nivoa enzima u krvnom serdmu

Prilikom zrtvovanja, metodom dekapitacije, od svakelinke pojedin&o je
prikupljana celokupna krv u staklene epruvete adgtna da stoji 10 do 15 minuta na
sobnoj temperaturi. Uzorci krvi su centrifugovaBetkman centrifuga) 10 minuta na
2000 obrtaja/min. Po 1 ml izdvojenog krvnog serum&vake epruvetgéuvan je na
temperaturi zamrzavanja.

Aktivnost enzima u aspartat aminotransaminaze (A&Bnin aminotransaminaze
(ALT) i alkalne fosfataze (AP) je oditena spektrofotometrijski uz upotrebu
komercijalnin setova za analizu (Randox LaborarigdK). Aktivnost enzima je

izrazena u U/L.

¢ Katedra za medicinsku biohemiju, Univerzitet u Bemlu - Farmaceutski fakultet.
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Statistika analiza

Svi rezultati predstavljeni su kao srednja vredn®sSD. Dobijeni podaci su
analizirani primenom jednofaktorske ANOVA, uz kéegje post hocTukey’s testa.
Obrada podataka izvrSena je softverskom analizomsperknentalnih podataka
(“GraphPad Prism”, v. 4.0).
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13. Ispitivanje inhibicije enzima MAO?

Monoamin-oksidaza (MAQO) je flavoenzim smeSten naljgpnjoj membrani
mitohondrija. MAO kataliSe oksidativhu dezaminaciprimarnih, sekundarnih i
tercijarnih amina. Postoje dve izoforme ovog enzif®O-A i MAO-B, pri ¢emu
MAO-A prvenstveno oksidiSe serotonin (5-hidrokgitamin, 5-HT) i noradrenalin i
moze se selektivno inhibisati hlorgilinom, dok MA®-preferencijalno oksidiSe
feniletilamine, a selektivno ga inhibiraju selegili rasagilin. Dopamin i tiramin su
supstrati obe forme izoenzima (Pisani i sar., 2011)

U centralnom nervnom sistemu MAO-A je smeStenaraksuronski, kao i u
dopaminergikim, serotonergkim i noradrenergkim nervnim zavrSecima, dok je
MAO-B uglavnom smesten u gligelijama. Glavna uloga enzima MAO-A i MAO-B je
metabolizam egzogenih amina i regulacija nivoa okeansmitera i intracelularnih
rezervi neurotransmitera (Pisani i sar., 2011).

Selektivni inhibitori MAO-A se koriste u &enju depresije, jer se smatra se da
patologija depresije uklfiuje nedostatak serotonina (5-HT) i noradrenaliredel&ivni
MAO-B inhibitori se koriste u k&enju Parkinsonove bolesti, jer su za nastanakshbole
zna&ajni selektivni gubitak dopaminetgiih neurona pars compacté&ubstantia nigra
i smanjeni nivoi dopamina u strijatumu. U novijeente MAO inhibitori secesto
spominju u kontekstu terapije neurodegenerativndiedii (Alchajmerova bolest,

Hantingtonova bolest, amiotrofia lateralna skleroza) (Pisani i sar., 2011).

Priprema preparata mikrozoma jetre

Mikrozomi, kao nosioci aktivnosti MAO tn vitro uslovima, izolovani su iz jetre
pacova metodom koju su opisali Holt i saradnici9q@P Jetra je homogenizovana u
40 zapremina hladne 0,3 M saharoze pamelektrtnog homogenizera. Nakon
centrifugiranja homogenata (10 minuta, 1000 §C} odvojeni su supernatanti, koji su
ponovo centrifugirani (30 minuta, 10000 g, °€). Odvajan je talog sa grubo
predis¢enom mitohondrijalnom frakcijom hepatocita, koji zatim resuspendovan u
4 ml hladnog rastvora 0,3 M saharoze, pa naliverastvor 1,2 M saharoze (40 ml) i

centrifugiran (2 h, 53000 g, %C). Saharoza iz taloga je uklonjena p@ondalijum-

& Institut za bioloSka istraZivanja “SiniSa StankdylUniverzitet u Beogradu.
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fosfatnog pufera (200 mM KPQO,, 200 mM KHPO, pH=7,6), a natalozeni
mikrozomi su resuspendovani u 8 putatojezapremini istog pufera u odnosu na
posetnu masu tkiva (40 ml), brzo zamrznuti ¥niem azotu i¢uvani na -70°C do

upotrebe.

Postupak

Aktivnost mikrozomalne MAQn vitro pracena je preko stepena razdjranja *‘C-
serotonina (supstrat za MAO-A){C-feniletilamina (supstrat za MAO-B) (Yu i Hertz,
1982).

Osnovni rastvori metanolnih ekstrakata ispitivartdtksona rodaStachys su
pripremljeni u 20% dimetilsulfoksidu (DMSO) duvani na temperaturi od 4C.
Potrebna razblazenja su pravljena u kalijum-fosfatmpuferu (50 mM KHPQ,, 50 mM
KH,PQy, pH=7,5) na dan eksperimenta. Eksperimenti giemau dva ponavljanja, a
finalne koncentracije ekstrakata su bile £,50%, 10%, 102, 10°, 10%i 10° mg/ml.

Ranije pripremljeni mikrozomi su preinkubirani (hfinuta na 37°C) sa razBitim
koncentracijama ispitivanih ekstrakata u kalijumstednom puferu. Ukupna zapremina
smese je bila 20Qul. Reakcija je zapgeta dodavanjem 5@l supstrata i uzorci su
ponovo inkubirani (10 minuta na 8C za MAO-A, 3 minuta na 37C za MAO-B). Po
isteku inkubacije reakcija je prekinuta dodavanj@@® pl limunske kiseline (4 M) i
uzorci su prebgni na led. Proizvod reakcije je ekstrahovan edsngi mukanjem sa
meSavinom toluena i etilacetata (1:1) na vortelksap i preb&n u scintilacioni koktel
na bazi toluena [toluen, 2,5-difeniloksazol, 1,4(bifenil-2-oksazolil)benzen].
Radioaktivnost je merena na scintilacionom bfejdodavanjem limunske kiseline pre
prve inkubacije inhibirana je aktivhost obe izofermanzima i dokazano da se samo

radioaktivno obelezeni proizvod reakcije ekstralamesom toluena i etilacetata.

Statistka analiza

Koncentracije ekstrakata koje inhibiraju 50% aktisth enzima MAO (IGy)
odraiene su softverskom analizom eksperimentalnih p&date&GraphPad Prism”, v.
4.0).
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14. Bihejvioralna karakterizacija®

y-Aminobuterna kiselina (GABA) je vazan inhibitomeurotransmiter. Svoje efekte
ostvaruje putem dva tipa receptora koji se nalazéehjskoj membrani — jonotropnih
GABA i metabotropnih (vezani za G-protein) GAB£eceptora (Johnston, 2005).

GABA, receptori su pentameriije transmembranske podjedinice dswvaju
centralnu poru (jonski Ckanal). Identifikovano je 16 raZltih podjedinica, i s obzirom
na njihove mogée razltite kombinacije, jasno je da su GABA receptori vaom
heterogeni i da podjedinice odrgu njihovu osetljivost i farmakoloSka svojstva.
GABA receptori su uglavnom smesteni postsiré&pii deluju inhibitorno, ali su neki
smesteni i van sinapsi i reguliSu potencijal mimgganeurona. Zbog svega toga se
smatra da su GABA receptori povezani sa nizom porgf@@ poput anksioznosti,
epilepsije, porem@ja sna i ponasanja, poretag@ raspolozenja i Sizofrenije (Johnston,
2005; Rudolph i Méhler, 2006).

Putem GABA\ receptora svoje farmakoloSke efekte ispoljavapli¢ie supstance i
lekovi: etanol, opSti anestetici, barbiturati, bedzzepini. Oni se vezuju za
odgovarajda mesta na receptoru i moduliraju njegovu aktivnddesto vezivanja
benzodiazepina (BZD) je jedna od najvaznijih chijsiruktura moderne farmakologije.
Mnoge supstance se vezuju za benzodiazepinsko maskABA. receptoru, pozitivno
ili negativno modulirajai njegovu aktivnost, i dovode do raitih farmakoloskih
efekata, od kojih su neki kligki veoma zn&ajni (anksiolittko delovanje, sedacija,
hipnoticki efekat) (Rowlet i sar., 2005).

Najveti broj GABAA receptora u CNS se sastoji iz dve dvep i jedney ili &
podjedinice. Utwteno je da aktivacija GABAreceptora say; podjedinicama dovodi
do anksiolitékih efekata, receptora sa podjedinicama do sedativnih efekata, dok su
efekti na @enje i pandenje vezani zas-podjedinicu GABA\ receptora. Miorelaksantni
efekat i porem@&ji motorike se povezuju s&, oz i as podjedinicama ovih receptora
(Johnston, 2005; Rudolph i Méhler, 2006).

S obzirom na univerzalnu ukfjanost GABA receptora u ragiie funkcije i procese
u CNS-u, potenciran je i zda svih supstanci koje imaju afinitet za vezivaap

GABA receptore i moduliranje GABA-ergke aktivnosti. Jedan od vaznih izazova

& Katedra za farmakologiju, Univerzitet u Beogradtarmaceutski fakultet.
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moderne farmakologije je identifikacija i sinteagstanci koje bi se selektivho vezivale
za pojedine podjedinice ili mesta na GABPeceptoru, ispoljavaii , ¢iste* efekte (npr.
anksiolitik koji nema sedativno delovanje i netatha motoriku).

Vazan segment farmakoloskih ispitivanja ovakvih stapci (prirodnog ili
sintetskog porekla) uklfiwje ispitivanja na zivotinjama (bihejvioralni tegipili in vitro
ispitivanja na rekombinantnim GABAreceptorima. Pri tome se koriste i raitii
antagonisti (blokatori), koji omogavaju dodatno objasSnjenje ispoljenih efekata.

U ovoj disertaciji ispitivanja ekstrakata su sprdeea koriSenjem standardnih
bihejvioralnih testova: ponaSanje u uzdignutom pllavirintu, test spontane
lokomotorne aktivnosti i test §me stiska, a u cilju procene njihovog anksiokog,

sedativnog i miorelaksantnog delovanja.

Eksperimentalne Zivotinje

Odrasli Wistar pacovi muskog pola, mase 220-25@dgajani su na Farmi za
eksperimentalne Zivotinje Vojnomedicinske akademifeogradu. Zivotinje su drzane
u standardnim laboratorijskim uslovima, u plasitn kavezima, u grupama od 6
zivotinja, uz slobodan pristup briketiranoj hrani vodi. Sve Zzivotinje su u
eksperimentima koré&ne samo jednom, osim u testdinpe stiska, koji je sproveden
odmah posle péenja spontane lokomotorne aktivnosti.

Svi eksperimenti su sprovedeni u skladu sa Direkti\86/609 Evropske unije.

Supstance

B-CCt t-butil-p-karbolin-3-karboksilat), selektivni antagonist na
benzodiazepinskom mestu vezivanja GABAeceptora koji sadrzey-podjedinicu,
sintetisan je na Institutu za hemiju i biohemijuildmziteta u Viskonsinu (Department
of Chemistry and Biochemistry, University of Wisesim Milwaukee, USA) (Cox i sar.,
1995).

Bihejvioralni eksperimenti
Svi bihejvioralni testovi su sprovedeni tokom dnevfaze diurnalnog ciklusa.
PonasSanje zivotinja je snimano kamerom postavljenamlafon, a analizirano pomo

softvera "ANY-maze Video Tracking System softwa(&toelting Co Wood Dale, IL,
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USA). Suvi metanolni ekstrakti odabranih vrsta rc&tachysrastvoreni su, odnosno
suspendovani u pogodnom rastéara (destilovana voda-propilenglikol-Tween
80=85:14:1V/VIV). Ekstrakti herbiS. anisochilaS. beckeanaS. plumosda S. alpina

subsp.dinarica su primenjeni intraperitonealno.) u dozama od 100, 200 i 400

mg/kg, 20 minuta pre @etka testiranja.

14.1. Ponasanje u uzdignutom plus lavirintu (EPM test)

Aparatura se sastoji iz po dva otvorena ¥500 cm, ivica uzdignuta 0,3 cm) i dva
zatvorena kraka (58 10 x 40 cm), povezana centralnom kvadrathom povrSinb®nx (
10 cm). Na poetku eksperimenta, pacov je stavljen u centar ifgaiy okrenut ka
zatvorenom kraku. PonaSanje zivotinje jecpreo tokom 5 minuta. Kao jedan ulazak u
otvoreni ili zatvoreni krak je tanato kada 90% tela Zivotinje dee zamisljenu liniju
koja deli centralni kvadrat od kraka, dok je kalazak r&unato kada vise od 90% tela
zivotinje izate iz odgovarajéeg kraka. Analizirani su parametri vezani za arksist
(procenat ulazaka u otvorene krake i procenat vmemerovedenog u otvorenim
kracima) i parametri vezani za aktivnost (ukupredpni put, broj ukupnih ulazaka i
broj ulazaka u zatvorene krake).

U EPM eksperimentu svaki od ispitivanih ekstrakgia anisochila S. beckeana
S. plumosa S. alpinasubsp.dinarica) primenjivan je u dozama od 100, 200 i 400

mg/kg, u pordenju sa kontrolom (rastvara

14.2. Merenje spontane lokomotorne aktivnosti (SLAtest)

Aktivnost svake pojedinme Zivotinje, smeStene u providnim kavezima od
pleksiglasa (40¢< 25 x 35 cm) pod difuznim crvenim osvetlijenjem (20 lugjatena je
ukupno 30 minuta, bez perioda privikavanja, uz rgimt “ANY-maze” softvera.
Prateni su ukupan pdeni put, kao i lokomotorna aktivnost u pojedinian periodima
od po 5 minuta. Kao centralna zona a@am je sredisnjih 20% povrSine dna kaveza

® Eng. elevated plus maze.
¢ Spontana lokomotorna aktivnost.
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(200 cnf). Kao boravak u centralnoj zoni jettmato ako se u toj zoni é@ najmanje
70% tela zivotinje i u njoj zadrzi 50% povrsSineatel

Izvedena su tri eksperimenta. U prvom je ispitanajitekstrakata (400 mg/kg) na
lokomotornu aktivnost. U naredna dva eksperimeat&pitan uticaj na lokomotornu
aktivnost ekstrakata herl8. alpinasubsp.dinarica (400 mg/kg) iS. plumosa(400
mg/kg), u kombinaciji s@-CCt (20 mg/kg).

14.3. Test j&ine stiska

Jaina stiska je merena powdw odgovarajtieg komercijalnog udaja (Ugo Basile,
Milan, Italy, model 47105). Sila kojom pacov svojiprednjim Sapama powvia
trouglastu zicu, predstavlja merij@e stiska u istoimenom testu. Aparat beleéina
poviatenja eksperimentatora (u g) neophodnu da se nadglégbk kojim se zivotinja
drzi. Za svaku Zivotinju su sprovedena tri uzastopmerenja, a za statigtu analizu
koris¢ena je srednja vrednost.

U ovom testu su koré&ne zivotinje odmah posle zavrSenog testa za neerenj

spontane lokomotorne aktivnosti, a svi ekstrakipsmenjeni u dozi od 400 mg/kg.

Statistika analiza

Svi rezultati predstavljeni su kao srednja vredn#sSD. Dobijeni podaci su
analizirani primenom jednofaktorske ANOVA, uz kérsjepost hocDunnett-ovog ili
Student-Newman-Keuls-ovog testa. Obrada podatakd@ema je pomiu ANY-maze
Video Tracking System software (Stoelting Co., Wamle, IL, USA) i SigmaStat 2.0
(SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).
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15. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti®

Uprkos snaznom i brzom razvoju antibiotika, inf@gkcbakterijskog, gljivinog ili

virusnog porekla i dalje predstavljaju vazan metki problem. Preterana i neracionalna

primena klaginih antibiotika dovela je do

razvoja rezistencijeelikog broja

mikroorganizama, tako da se mégasti za izolaciju i sintezu novih, efikasnijih rakula

stalno istrazuju. Biljke su nafibo zanimljive kao bogat izvor bioloski aktivnih gstanci.

Mnoge od njih deluju antimikrobno (Tabela 25). Hiljproizvodi su lako dostupni,

ispoljavaju minimum neZeljenih efekata i nisku iokest (Cowan,1999).

Tabela 25.Mehanizam antimikrobnog delovanja nekih sekundammettabolita biljaka

Tip jedinjenja Mehanizam delovanja

Primer

Prosti fenoli i Inhibicija enzima Kafena kiselina (antimikrobndal@nje na
fenolkarboksilne viruse, bakterije i gljivice).
kiseline Eugenol deluje bakteriostatski i fungistatski.
Hinoni Ireverzibilno vezivanje za
nukleofilne aminokiseline u
molekulima adhezina,
polipeptidimacelijskog zida
i membranskim enzimima
Flavonoidi Kompleksiraju Svercifranhezid i hrizin inhibiraju HIV.
ekstracelularne proteine i  Alpinumizoflavon pri topikalnoj primeni
komponente bakterijskog spr&ava Sizostomalnu infekciju.
Zida. Galangin deluje antimikrobno prema
Lipofilni flavonoidi imaju Sirokom spektru Gram (+) bakterija,
sposobnost razaranja gljivicama i virusima (nar&to na HSV-1 i
¢elijskog zida. koksaki B virus tip 1).
Katehini neutraliSu kolera toksin i aktivnost
glukoziltransferaza izolovanih B. mutans
Tanini Gradenje kompleksa sa Tanini su toksini za filamentozne gljivice,
proteinimagime kvasnice i bakterije.
inaktiviraju molekule Kondenzovani tanini se vezuju zelijski zid
adhezina, enzima i ragiiih ruminalnih bakterija, sptavajLti njihov
transportnih proteina rast i proteaznu aktivnost.
bakterijskecelije.
Kumarini StimuliSu makrofage Kumarin inhibii@. albicans in vitro
Alkaloidi Ugradnja welijski zid i/ili Berberin deluje antimikrobno na tripanozome i
DNK molekul plazmodijum.
Solamargin deluje povoljno kod infekcija HIV.
Lektini i Stvaranje jonskih kanala u Tionini su deluju toksino na kvasnice,
polipeptidi membrani mikroorganizma Gram (+) i Gram (-) bakterije.

ili kompetitivna inhibicija
adhezionih molekula

Veliki lektinski molekuli deluju inhibitorno
na proliferaciju HIV i CMV.

& Katedra za mikrobiologiju i imunologiju, Univereitu Beogradu - Farmaceutski fakultet.
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Znatajno antimikrobno delovanje ispoljavaju i etarskig,ukompleksne meSavine
isparljivih jedinjenja. Skoro sva ispitana etarskm ispoljavaju izvesno antimikrobno
delovanje. Aktivnost zavisi od samog etarskog uljgte testiranog mikroorganizma i
primenjene metode, ali je skoro uvek dozno zavigtavisi od sastava etarskog ulja. Od
prakticnog je zn#&aja Sto je antimikrobni efekat etarskih ulja bidugotrajan (Kalemba
i Kunicka, 2003).

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti koriste saj¢ee agar difuzioni i bujon
mikrodilucioni test. Osim toga razvijeno je i nimidih specifénijin metoda. Ispitivanja se
uglavhom sprovode na standardnim sojevima mikrauzgma (ATCC) ili se koriste
klini ¢ki izolati mikroorganizama koji izazivaju infekcig@veka ili nekih Zivotinja.

U ovom radu antimikrobna aktivnost metanolnih eMsita i izolovanih etarskih
ulja ispitana je na sedam standardnih ATCC baktehj sojeva i jednom soj(.

albicanskori&¢enjem agar difuzionog testa (Acar i Goldstein, 996

Sojevi mikroorganizama

Standardni bakterijski soje\Btaphylococcus aureUsTCC 25923,Staphylococcus
epidermidisATCC 12228 Enterococcus faecallBTCC 29212 Bacillus subtilisATCC
6633, Pseudomonas aeruginogsl CC 27853,Klebsiella pneumoniadTCC 29665
Escherichia coliATCC 25922 i jedan soj gljivic&Candida albicansATCC 24433

(Institut za imunologiju i virusologiju , Torlak”, Bograd).

Standardne supstance
Za procenu aktivnosti koigni suantibiotici: ampicilin (10 pg/disk), amikacin (30
pa/disk) i nistatin (100 1J/disk).

Kultivacija mikroorganizama

Sve bakterije kori&ne u eksperimentu su prvo presejane u 10 ml Mtilieton
bujonai inkubirane na 37C. Posle 24 h bakterije su presejane na 10 ml stienhe
podloge, pa inkubirane 18 h. Dobijena kultura mikganizama je korégna za
zasejavanje agara. Isti postupak je kamsi zaC. albicans ali je u tom sldgaju korigen

Sabouraud bujon.
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Podloge
Za ispitivanje osetljivosti bakterijaG. albicansagar difuzionim testom kokiéni su
Mdaller-Hinton i Sabouraud agar (Institut za imurgjo i virusologiju ,Torlak®,

Beograd), redom.

15.1 Agar difuzioni test

Autoklaviran agar je razliven u Petrijeve Solje, ldase formirao oko 4 mm debeo
sloj hranljive podloge. Na &rsnutu i ohldenu podlogu zasejan je ispitivani soj,
inokulum od oko 1OCFU/ml, da bi se obezbedio semikonfluentan rast. Swetanolni
ekstrakti su rastvoreni u metanolu (2 i 4%), a odlgge je naneto po 15 pl rastvora, 5to
odgovara koliinama od 300 i 60Qg ekstrakta. Etarska ulja su rastvorena u apsatutno
etanolu (2 i 4%), a na hranljivi agar zasejan nokganizmima je naneto po 15 pl
rastvora etarskog ulja, Sto odgovara &akma od 0,3 i 0,6 ul ulja. Podloge su zatim
inkubirane 18 h na 37C, a nakon zavrSene inkubacije mereni swrmpoe zona
inhibicije rasta mikroorganizma (u mm) i rezultaporeieni sa standardnim

anibioticima.

® Colony forming unit
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1. Osnovna hemijska ispitivanja

Sadrzaj vlage, pepela i u kiselini nerastvorljivpgpela (Si@ u nadzemnim
delovima u cvetu odabranih vrsta rotachys nalaze se u uofajenim granicama koje
propisuju farmakopeje i drugi stimi propisi za najvé broj biljnih lekovitih sirovina.
Nesto veéi sadrzaj SiQ u S anisochila i S beckeana je posledica rasta ovih biljaka na
stanistima bogatim mineralnim materijama @kjek, sipar). Najvé prinos vodenog
ekstrakta dala je herl&alpina subspdinarica (26,92%) (Tabela 26).

Tabela 26.Rezultati osnovnih hemijskih ispitivanja

Herba Vlaga (%) Pepeo (%) SiO, (%) Vodeni ekstrakt (%)
S. anisochila 8,07 6,20 8,86 19,89
S. beckeana 5,10 6,19 10,98 20,95
S plumosa 3,25 6,12 2,64 24,99
S alpina subspdinarica 3,66 6,84 2,28 26,92

2. Kvalitativna i kvantitativna hemijska analiza

2.1. Tanini i ukupni polifenoli

Opstim taloznim i bojenim reakcijama u ispitivanimrbama dokazano je prisustvo
tanina (Tabela 27).

Tabela 27.Rezultati opstih taloZnih i bojenih reakcija za dnivanje tanina

S. alpina
S. anisochila S. beckeana S. plumosa subsp
dinarica
Zelatin (10 g/l) slabo zaméenje  vrlo slabo zandenje slabo zandgnje -
strinhin-sulfat vrlo slabo

(1 g/l) slabo zaménje  pahuljgasto zaméenje zamigenje -
Pb(CHsCOO), ZutonarandZast . . : :
(100 g/l talog zut pahulj¢ast talog pahulfast talog  pahuljast talog

FeCl; (20 g/l) tamnozelena boja tamnozelena boja tamnozelena bojtéalmggjzaelena

Po dodatku FeGlu svim uzorcima se razvila tamnozelena boja, &azuje na

prisustvo kondenzovanih tanina. To je pdamo i tanoformskom probom.
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U slwéaju dekokta herb&. plumosa, u filtratu posle izvdenja tanoformske probe po
dodatku kristalnog natrijum-acetata i rastvora giegiil)-amonijum sulfata, stvorio se
plavoljubicasti prsten, a u dekoktu herBebeckeana razvilo se slabo plavoljutasto
obojenjecime je dokazano prisustvo galnih tanina.

Rezultati odrédivanja tanina u herbama odabranih vrsta r&hys i ukupnih
polifenola u njihovim metanolnim ekstraktima prikaiz su u Tabeli 28.

Tabela 28.SadrZaj tanina u herbama i ukupnih polifenola urauv
metanolnim ekstraktima herbi

Herba/MeOH ekstrakt Tanini (%) ? Ukupni polifenoli®
S anisochila 5,72 192,16
S. beckeana 3,77 189,67
S plumosa 1,76 65,63
S alpina subspdinarica 2,49 141,53

24 herbi,” ug katehin /mg suvog ekstrakta.

Najveli sadrzaj tanina i kao i ukupnih polifenola wten je u herbi i metanolnom
ekstraktu herbeS anisochila, a najnizi u herbi i metanolnom ekstraktu herbe
S plumosa.

Hanzagy-Radnai i saradnici (2006b) su u herbamalikek vrsta rodaSachys
utvrdili sadrzaj tanina 1,46-8,11%. Prema rezutatiispitivanja koje su sproveli
BiluSi¢-Vund&a i saradnici (2007), u herbama nekoliko drugih arstog roda sadrzaj
tanina je iznosio 0,64-2,03%. Sadrzaj tanina u ingpbke podvrsteS. alpina [subsp.
alpina] prema nalazima istrazivanja Hanzagy-Radnai i dsdca (2006b) iznosio je
2,3%, Sto je veoma sho utvidenom sadrzaju tanina u herbi podvrStalpina subsp
dinarica. Prema rezultatima drugih autora (Bilks$unda i sar., 2007) sadrzaj tanina u
herbiS alpina [subspalpina] bio je nizi (1,02%).

2.2. Flavonoidi i antocijani

U nadzemnim delovima u cvetu svih odabranih vrs@aiSachys cijanidinskom
reakcijom utvdeno je prisustvo flavonoida (flavona, flavonolafliéivanonola). Wilson-
Taubok-ova reakcija bila je pozitivha u &ju S. beckeana (svetlozelena fluorescencija
u UV svetlosti),S anisochila (zelena fluorescencija u UV svetlostt.iplumosa (zelena
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fluorescencija na dnevnoj i u UV svetlosti), Stoamlje na prisustvo 3- i 5-hidroksi
flavona.

Rezultati odrdivanja flavonoida i antocijana u ispitivanim herkarapitivanih vrsta
roda Sachys prikazani su u Tabeli 29. Sadrzaj flavonoida béo njajvéi u herbi
S anisochila (0,65%). Prisustvo antocijana uteno je samo u herl8 alpina subsp.

dinarica (sadrzaj je iznosio svega 0,075%).

Tabela 29.SadrzZaj flavonoida i antocijana

Herba Flavonoidi (%) Antocijani (%)
S anisochila 0,65 -

S. beckeana 0,27 -

S plumosa 0,30 -

S alpina subspdinarica 0,41 0,075

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske diserfaalicni su utvdenom sadrzaju
flavonoida u herbama nekoliko vrsta rdgtachys (0,13-0,30%, izrazeno kao kvercetin)
U herbi S alpina [subsp.alpina] sadrzaj flavonoida iznosio je 0,3% (Bilé&/unda’ i
sar., 2007), odnosno bio je neSto nizi u dergu sa sadrzajem flavonoida u herbi
S alpina subsp dinarica (0,41%, izrazeno kao hiperozid) odemim u okviru ove

doktorske disertacije.

2.3. Derivati hidroksicimetne kiseline

Rezultati odrdivanja derivata hidroksicimetne kiseline u nadzemmielovima u
cvetu odabranih vrsta rod@achys prikazani su u Tabeli 30. Sadrzaj ovih jedinjeia

je najvei u herbamés. beckeanai S. alpina subspdinarica.

Tabela 30.Sadrzaj derivata hidroksicimetne kiseline, izraZkao hlorogenska kiselina,
odnosno izrazeno kao akteozid

Herba IzraZenq ka_o IzraZeno kao
hlorogenska kiselina (%) akteozid (%)
S anisochila 1,76 + 0,03 1,79 £ 0,03
S. beckeana 3,10+0,11 3,16 £+ 0,11
S. plumosa 1,42 +0,13 1,45 +0,13
S alpina subspdinarica 2,56 +0,15 2,62 +0,16
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Hanzagy-Radnai i saradnici (2006a) su utvrdili daembama nekoliko vrsta roda
Sachys sadrzaj derivata hidroksicimetne kiseline iznos3114,59% (izrazeno kao
kafena kiselina). Rezultati do kojih su dosli Biks%und&a i saradnici (2007) ukazuju
da je sadrzaj derivata hidroksicimetne kiselineekim vrstama rod&achys bio nesto
vedi - 1,65-6,37%, izrazeno kao rozmarinska kiselina.

Prema ovim literaturnim podacima sadrzaj derivadiadksicimetne kiseline u herbi
S alpina [subsp.alpina] iznosio je od 1,31%, izrazeno kao kafena kise(iHanzagy-
Radnai i sar., 2006a). Rezultat atlv@nja derivata hidroksicimetne kiseline u hegbi
alpina [subsp.alpina] do kojih su dosli Bilusi-Vunda: i saradnici (2007) (2,01%,
izrazeno kao rozmarinska Kkiselina) je ¢slji rezultatu odrdivanja derivata
hidroksicimetne kiseline u herbs. alpina subsp.dinarica (2,56%, izrazeno kao

hlorogenska kiselina) dobijenom u okviru ove dogker disertacije.

2.4. Alkaloidi

Opstim taloznim reakcijama prisustvo alkaloida d@lt® je samo u nadzemnim
delovima u nadzemnim delovima u cv&uwanisochilai S beckeana. Sadrzaj alkaloida,
odraien gravimetrijskim postupkom, u obe herbe bio jema nizak (0,102 i 0,063%,
redom; Tabela 31).

Tabela 31.Rezultati ispitivanja prisustva alkaloida i njihnsadrzaj

Herba

Reagens S. anisochila S. beckeana S. plumosa S a pina
subsp dinarica

Dragendorfov svetlosmd talog slabo zanmienje - -
reagens
Majerov reagens svetlositigalog slabo zamtenje - -
Rastvor tanina - jako zamigenje - -
Pikrinska kiselina slabozuto zadanje slab kristalan talog
KJs slabo zaméenje zamtenje - -
Bertrandov reagens Zut talog simalog
Sadrzaj (%) 0,102 0,063 = =
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3. TLC analiza

3.1. TLC analiza fenolnih jedinjenja

TLC analizom potuteno je da su u ispitivanim ekstraktima herbi odaitréaksona
rodaSachys glavna polifenolna jedinjenja flavonoidi i fenotk@ksilne kiseline (Slike
10 11).

U svim ispitivanim ekstraktima najzastupljenija mdinjenja sa Rf vrednostima
0,5-0,75 u sistemu za flavonoidne heterozide (@tkt-glacijalna siietna kiselina-
mravlja kiselina-voda=100:11:11:2@/V/V/V). Na osnovu Rf vrednosti i izgleda zona
na dnevnoj i u UV svetlosti pre i posle derivatimmdNP-PEG reagensom moze se
zakljwiti da se radi o flavonoidnim monozidima i biozidim

U ekstraktima herbiS. anisochila, S. beckeana i S alpina subsp. dinarica
najzastupljeniji su flavonoidi koji su na dnevneptosti Zutosmée obojeni, dok u UV
svetlosti (365 nm) gase fluorescenciju (Rf~0,4@80,0,54; 0,69; 0,71; 0,76). Nakon
derivatizacije NP/PEG reagensom, boja ovih zonéhmematogramu se intenzivira i
postaje Zuta do Zutonarandzasta, dok u UV svetlost zone i dalje gase
fluorescenciju. Ovo ukazuje na strukturu flavona B-metoksiflavonola sa
supstituentima na C6 i/ili C8.

Zone koje su pre derivatizacije fluorescirale syatvo, aciji se intenzitet pojéao
nakon derivatizacije NP/PEG reagensom, odgovarajverovatnije fenolkarboksilnim
kiselinama. One su teZe dljove poSto su oldino prepokrivene zonama flavonoida.

Na osnovu izgleda TLC hromatogramacaea se da su metanolni ekstrakti herbi
S anisochila, S. beckeana i S alpina subsp.dinarica meiusobno veoma sini i
istovremeno znatno druga od hemijskog profila ekstrakta herlseplumosa.

Analiza etilacetatnih frakcija metanolnih ekstrakatkon kisele hidrolize potvrdila
je uaiene sknosti i razlike u profilu fenolnih jedinjenja odamih vrsta rodeé&achys
(Slika 11). Na TLC hromatogramim&@ anisochila, S. beckeana i S alpina subsp.
dinarica u sistemu za flavonoidne aglikone (toluen-etilatetravlja kiselina=5:4:1,
VIVIV), prisutno je nekoliko sndéh zona (Rf~0,49-0,64), koje u UV svetlosti gase
fluorescenciju pre i posle derivatizacije NP/PEGgensom. Ove zone odgovaraju
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flavonoidnim aglikonima koji su po svojoj struktuitavoni ili 3-metoksiflavonoli sa

supstituentima u polozajima C6 i/ili C8.

| dosadasnja ispitivanja drugih autora pokazujujeddemijski profil S plumosa
znatno drugdji u odnosu na ostale tri ispitivane vrste (Marisar., 2004; Lenherr i
sar., 1984a; Lenherr i Mabry, 1987; Bankova i sE999; Buchwald i Czapska, 1995).
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a) b)

Slika 10.TLC hromatogram metanolnih ekstrakata herbi (S& anisochila, SB —S. beckeana,
SAD -S alpina subspdinarica, SP —S plumosa); mobilna faza: etilacetat-glacijalna&@tna
kiselina-metanol-voda=100:11:11:26V/V/VIV); detekcija na dnevnoj svetlosti: (a) pre
derivatizacije, (b) nakon derivatizacije NP/PEGge@som.

a) b)

Slika 11. TLC hromatogram etilacetatnih frakcija metanolniksteakata herbi (SA -S
anisochila, SB —S. beckeana, SAD — S. alpina subsp.dinarica SP —S plumosa) nakon
hidrolize; mobilna faza: toluen-etilacetat- mraljaelina =5:4:1 {/V/V); detekcija na dnevnoj
svetlosti: (a) pre derivatizacije, (b) nakon detizacije NP/PEG reagensom.
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3.2. TLC analiza monosaharida nakon kisele hidrolie

TLC analizom u vodenim frakcijama svih metanolniksteakata nakon kisele
hidrolize utvidena je skina kompozicija véeg broja monosaharida, od kojih zone Rf
vrednosti 0,34; 0,36 i 0,55 odgovaraju alozi, gkikaoamnozi (Slika 12).

Glu Gal Rha Man Al 54 SB sp 54D

Slika 12. TLC hromatogram standarda monosaharida (Glu - glaké&al - galaktoza, Rha -
ramnoza, Man - manoza, Alo - aloza) i vodenih fijakmetanolnih ekstrakata herbi (SAS-
anisochila, SB —S beckeana, SP —S plumosa, SAD —S alpina subspdinarica) nakon kisele
hidrolize; mobilna faza: etilacetat-glacijalna ¢sima kiselina-metanol-voda=60:15:15:10
(VIVIVIV); detekcija: timol-sumporna kiselina uz zagrevahjevna svetlost.
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4. Identifikacija flavonoida izolovanih iz metanolnog ekstrakta herbeStachys
alpina subsp.dinarica

Iz metanolnog ekstrakta herBealpina subspdinarica izolovana su tri jedinjenja:
1 (6,4 mg),2 (1,8 mg) i3 (2,0 mg). Njihova struktura je utiena analizom UV, MS,
'H NMR i **C NMR spektralnih podataka (Tabele 32-35; Slike4l4IPrilogu).

4.1. Identifikacija jedinjenja 1 (4'-O-metilizoskutelarein 7-O-[6"-acetil- B-D-
alopiranozil-(1—2)]-p-D-glukopiranozid)

4.1.1. UV analiza

U UV spektru jedinjenjadl u metanolu ugavaju se tri maksimuma: 278, 306 i 326
nm (Tabela 32, Slika 1 u prilogu). Maksimum na 326 (traka I) ukazuje na strukturu
flavona (304-350 nm) (Mabry i sar., 1970). Trakanlla samo jedan maksimum, Sto
ukazuje na prisustvo samo jedne OH grupe u B pustBia prisustvo OH grupe u
poloZaju 8 flavonoida ukazuje maksimum od 278 rekdjbatohromno pomerena traka
II) (Lenherr i sar., 1984b).

4.1.2. MS analiza

Analizom masenog spektra jedinjerfigTabela 33, Slika 2 u prilogu) utieno je
prisustvo fragmentnog jona m/z=665, koji predstauvipolekulsku masu molekula
umanjenu za jedinicu. Fragmentni jan/z=299 potie od molekula aglikona i
predstavlja njegovu masu umanjenu za jedinicu.uBv® fragmentnog jona m/z=433
[M-180-OAc] ukazuje na prisustvo acetil grupe na molekulu teatme heksoze.

MS analizom utuwtena je molekulska masa jedinjerfiaod 666,¢cemu odgovara
molekulska formula &H340:7. Masa aglikona iznosi 300 i odgovara

4'-metilizoskutelareinu.

4.1.3. NMR analiza

'H NMR spektar jedinjenjd odgovara strukturi flavonoidnog heterozida. Signal
protona aglikona nalaze se u oblas®,4-8,0 ppm, a signali protona¢gea u oblasti
6 3,3-5,05 ppm (Tabela 34, Slika 3 u prilogu).

Proton H-3 daje jasan signal 8&,68 ppm i ukazuje na flavonsku strukturu jedijgen
Proton H-6 daje signal n&a 6,79 ppm. Protoni H:2 H-6' daju dublet na 8,01 ppm, a
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protoni H-3 i H-5 nas 7,09 ppm. Anomerni proton molekula glukoze dajeletunas 4,94
ppm, a molekula aloze n& 5,06 ppm. Konstante sprezanjg-{,4 Hz i 8 Hz, redom)
ukazuju nap-D-piranozni oblik molekula ovih gera. Signal na& 3,94 ppm potie od
protona metoksi grupe na G-4 signal na 1,98 ppm od protona acetil grupe.

Podaci dobijeni analizom®C NMR spektara (Tabela 35) tal® ukazuju na
flavonsku strukturu jedinjenja: korelacija atoma u polozaju 3 molekula aglikona u
HSQC spektrudy 6,68 ioc 105,0 ppm), odnosno HMBC spektit (L85,0 (C-4), 167,2
(C-2), 123,4 (C-2 i 108,3 (C-10); Slike 4 i 5 u prilogu) (Albach gar., 2003;
Rodriguez-Lyon i sar., 2000). Signal C-2 atoma ghekd 84,4 ukazuje na strukturu
disaharida, u kojem je glikozidna veza ostvarerek@iC-2. Na piranozni oblik 8era
ukazuju signali anomernih C-1 atoma glukoze i alaz403,4 i 105,1 ppm, redom.
Signal C-6 glukoze je n& 62,9 ppm, dok signal C-6 atoma aloze na 8k&b,8 ppm
(pomeranje ka nizem polju za oko 3 ppm) ukazujgedapitanju 6’-acetilalozil derivat
(Lenherr i sar., 1984b).

Na osnovu rezultata UV, M$H NMR i *C NMR analize utwteno je da jedinjenje
1 predstavljad'-O-metilizoskutelarein 7-O-[6"'-acetil- B-D-alopiranozil-(1—2)]-p-D-
glukopiranozid (Slika 13).

OCH
e
HOH/Ov$/O 0
OH oH O |
? ||
HO
0 OH (0]
CH,OAC

Slika 13.4'-O-Metilizoskutelarein 7-O-[6"-aceffl-D-alopiranozil-(1-2)] --D-glukopiranozid
(jedinjenjel)

4.2. Identifikacija jedinjenja 2 (3'-hidroksi-4'- O-metilizoskutelarein 7-O-[6""-
acetil-f-D-alopiranozil-(1—2)]-p-D-glukopiranozid)

4.2.1. UV analiza
U UV spektru jedinjenj& uctavaju secetiri maksimuma: 254, 276, 302 i 340 nm
(Tabela 32, Slika 6 u prilogu). Maksimum trake KM@3nm) ukazuje na strukturu

flavona. Na supstituciju OH grupom u polozaju 8 z1ka polozaj trake Il na 276 nm
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(batohromno pomeranje trake II). Supstitucija OHipgm u polozZaju ‘3molekula
izoskutelareina uslovljava pojavu joS jednog apsionqog maksimuma u traci Il na
254 nm (34'-dihidroksi supstitucija) (Lenherr i sar., 1984b).

4.2.2. MS analiza

U masenom spektru jedinjenfa(Tabela 33, Slika 7 u prilogu) tava se prisustvo
fragmentnog jona m/z=681, koji predstavlja molekulsnasu molekula umanjenu za
jedinicu [M-H] ", kao i fragmentnog jona/z=315, koji poite od molekula aglikona i
predstavlja njegovu masu umanjenu za jedinicu.uBv® fragmentnog jona m/z=459
[M-180-OAc] ukazuje na prisustvo acetil grupe na molekulu teatme heksoze.

MS analizom ututeno je da je molekulska masa jedinje@jaznosi 682,cemu
odgovara molekulska formula 3§1340:5. Masa aglikona iznosi 316 i odgovara

3'-hidroksi-4'-metilizoskutelareinu (4'-metilhipefénu).

4.2.3. NMR analiza

'H NMR spektar jedinjenj@ odgovara strukturi flavonoidnog heterozida. Signal
protona aglikona nalaze se u oblas®,4-8,0 ppm, a signali protona¢gea u oblasti
6 3,3-5,05 ppm (Tabela 34, Slika 8 u prilogu).

Proton H-3 daje jasan signal 1©a6,64 ppm i ukazuje na flavonsku strukturu
jedinjenja. Proton H-6 daje signal 8&,79 ppm. Tri signala na7,48 ppm, 7,09 ppm i
7,58 ppm odgovaraju protonima H-B-5 i H-6', redom. Ovakav raspored multipleta
je karakteristtan za 34'-O,0-disupstituciju u molekulu flavonoida (Albach i sar
2003). Anomerni proton molekula glukoze daje dubked 4,94 ppm, a molekula aloze
na 5,076 ppm. Konstante sprezanja-7,6 i 8,0 Hz, redom) ukazuju fiaD-piranozni
oblik molekula ovih Séera. Signal na 3,96 ppm potie od protona metoksi grupe na
C-4, a signal na 2,00 ppm od protona acetil grupe.

Podaci dobijeni analizom®C NMR spektara (Tabela 35) tal® ukazuju na
flavonsku strukturu jedinjenj&: korelacija atoma u polozaju 3 molekula aglikona u
HSQC spektrudy 6,64 i6c 104,2 ppm; Slika 9 u prilogu), odnosno HMBC speké:
184,8 (C-4), 167,2 (C-2), 122,8 (O-1 108,2 (C-10); Slika 10 u prilogu). Metoksi
supstituciju u polozaju Ct$potviduje korelacijacy 3,96 (4-OCHg), 7,48 (H-2) i 7,58
(H-6") sadéc 153,0 (C-4 (Albach i sar., 2003). Na piranozni oblikégea ukazuju i
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signali anomernih C-1 atoma glukoze i aloZet03,6 i 104,8 ppm, redom. Signal C-2
atoma glukozed 84,1 ukazuje na strukturu disaharida, u kojem ljkogidna veza
ostvarena preko C-2. Signal C-6 glukoze jeoré2,6 ppm, dok signal C-6 atoma aloze
na okod 65,4 ppm (pomeranje ka nizem polju za oko 3 pprkazuje da je u pitanju
6"’-acetilalozil derivat (Lenherr i sar., 1984b).

Na osnovu rezultata UV, M&H NMR i *C NMR analize utwteno je da jedinjenj@
predstavija 3'-hidroksi-4'-O-metilizoskutelarein ~ 7-O-[6"-acetil- B-D-alopiranozil-
(1—2)]-p-D-glukopiranozid  (4-O-metilhipolaetin ~ 7-O-[6™-O-acet;-D-alopiranozil-
(1- 2)]-B-D-glukopiranozid) (Slika 14).

OH

CH,OH OCHs
o Lo ]
HOM 0

OH oH |
MO

HO I
© o)
CH,OAc

Slika 14.3'-Hidroksi-4'O-metilizoskutelarein 1-[6"'-acetil$3-D-alopiranozil-(1-2)]-p-D-
glukopiranozid (jedinjenj@)

4.3. Identifikacija jedinjenja 3 (izoskutelarein 7-O-[6"-acetil- B-D-alopiranozil-
(1—2)]-p-D-glukopiranozid)

4.3.1. UV analiza

U UV spektru jedinjenja3 u metanolu ugavaju se tri maksimuma: 276, 306 i
326 nm (Tabela 32, Slika 11 u prilogu). Maksimum326 nm (traka I) ukazuje na
strukturu flavona. Traka Il ima samo jedan maksim@éto ukazuje na prisustvo samo
jedne OH grupe u B prstenu. Na prisustvo OH grupelozaju C8 flavonoida ukazuje

maksimum od 276 nm (jako batohromno pomeranja takeenherr i sar., 1984b).

4.3.2. MS analiza
U masenom spektru jedinjeraTabela 33, Slika 12 u prilogu) &ava se prisustvo
fragmentnih jona m/z=651 i m/z=285, koji predstaylj molekulske mase molekula
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odnosno aglikona umanjene za jedinicu. Prisustagnfientnog jona m/z=42M-180-
OAc] ukazuje na prisustvo acetil grupe na molekulu teatnie heksoze.

Na osnovu analize MS podataka demo je da molekulska masa jedinjeBjanosi
652, ¢emu odgovara molekulska formulaygB3,017. Masa aglikona iznosi 286 i

odgovara izoskutelareinu.

4.3.3. NMR analiza

'H NMR spektar jedinjenj® odgovara strukturi flavonoidnog heterozida. Signal
protona aglikona nalaze se u oblas6,4-8,0 ppm, a signali protonacéea u oblastb
3,3-5,05 ppm (Tabela 34, Slika 13 u rilogu).

Jasan signal n& 6,55 ppm potie od protona H-3 i ukazuje na flavonsku strukturu
jedinjenja. Proton H-6 daje signal wa6,73 ppm. Protoni H:2 H-6' daju dublet na
o 7,86 ppm, a protoni H:3 H-5 nad 6,90 ppm. Anomerni proton molekula glukoze
daje dublet na 4,92 ppm, a molekula aloze na 5@gpm. Konstante sprezanji-{,4
i 8,0 Hz, redom) ukazuju rfaD-piranozni oblik molekula ovih gera. Signal na 2,00
ppm potée od protona acetil grupéH NMR podaci jedinjenja3 u skladu su sa
literaturnim podacima za izoskutelareinO76™
(Albach i sar., 2003; Rodriguez-Lyon i sar., 2000).

Podaci dobijeni analizom®C NMR spektara (Tabela 35) tal® ukazuju na
flavonsku strukturu jedinjenja: korelacija atoma u polozaju 3 molekula aglikona u
HMBC spektru §c 185,0 (C-4), 167,2 (C-2), 123,6 (O-1108,2 (C-10); Slika 14 u
prilogu) (Albach i sar., 2003).

Signal C-2 atoma glukozé 84,5 ukazuje na strukturu disaharida, u kojem je

-acetilalozil-(2-2)]-glukopiranozid

glikozidna veza ostvarena preko C-2. Na piranozbiikoSetera ukazuju signali
anomernih C-1 atoma glukoze i aloget03,4 i 104,7 ppm, redom. Signal C-6 glukoze je
nad 62,8 ppm, dok signal C-6 atoma aloze na ®k&,5 ppm (pomeranje ka nizem polju
za oko 3 ppm), ukazuje da je u pitanju#&cetilalozil derivat (Lenherr i sar., 1984b).

Na osnovu rezultata UV, M$H NMR i *C NMR analize utwteno je da jedinjenje
3 predstavlja izoskutelarein 70-[6""-acetil- p-D-alopiranzil-(1—2)]-p-D-
glukopiranozid (Slika 15).

111



Rezultati i diskusija

CH,OH

HO 1o
OH  oh

0
HO 4

CH,0Ac

Slika 15.Izoskutelarein -[6"-acetil$-D-alopiranozil-(1-2)]-3-D-glukopiranozid

(jedinjenje3)

Tabela 32.UV maksimumi (u metanolu) jedinjenja3

Jedinjenjel Jedinjenje2 Jedinjenje3
Traka | 308", 326 302", 340 308", 326
Traka Il 278 254, 278 276
Tabela 33.MS podaci za jedinjenja-3 (negativni joni)

Jedinjenjel Jedinjenje2 Jedinjenje3
Fragment m'z m'z nm'z
[A-H]” 299 315 285
[M-180-OAc] 443 459 429
[M-H]” 665 681 651

Tabela 34.*H NMR podaci (hemijsko pomeranje, multiciplitet,figtante sprezanja) za

jedinjenja-3

Atom Jedinjenjel Jedinjenje2 Jedinjenje3

Aglikon 3 6,68s 6,64s 6,55s

6 6,79s 6,79s 6,73s
2 8,01d (8,9) 7,48 (2,3) 7,86d (8,9)
3 7,09d (8,9) 6,9d (8,9)
5 7,09d (8,9) 7,0 (8,7) 6,90d (8,9)
6’ 8,01d (8,9) 7,58dd (8,6; 2,3)  7,86d (8,9)

OCHs 3,94s 3,96s

Glukoza 1" 4,94d (8,0) 4,94d (8,0) 4,92d (8,0)
26" 3,50-3,94m 3,50-3,94m 3,50-3,94m
Aloza 1 5,06d (7,4) 5,07d (7,6) 5,04d (7,4)
2"-6" 3,45-4,35m 3,45-4,33m 3,45-4,35m

OAc 1,98s 2,00s 2,00s
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Tabela 35.2*C NMR podaci (hemijska pomeranja) za jedinjehja

Atom Jedinjenjel Jedinjenje2 Jedinjenje3
Aglikon 2 167,2 167,2 167,2
3 105,0 104,2 104,2
4 185,0 184,8 185,0
5 152,4 152,5 152,4
6 102,5 102,5 102,2
7 1545 154,3 154,5
8 130,2 130,4 130,2
9 145,7 145,8 145,9
10 108,3 108,2 108,2
1 1234 122,8 123,6
2 130,4 115,0 130,3
3 116,2 146,5 1175
4 163,9 153,0 163,5
5 116,5 113,0 1175
6’ 130,4 121,1 130,3
OCHs 56,6 57,0
Glukoza 1" 103,5 103,6 103,4
2" 84,4 84,1 84,5
3" 78,0 78,1 78,0
4" 71,0 71,2 71,3
5" 79,0 79,1 79,0
6" 62,9 62,6 62,8
Aloza 1 105,1 104,8 104,7
2" 73,6 73,5 73,6
3" 73,0 73,0 73,1
4" 69,0 68,7 69,0
5 73,9 73,9 73,9
6" 65,8 65,4 65,5
OAc 21,4 21,4 21,3
174,2 174,0 173,5

Sva tri izolovana flavonska heterozida su prvi identifikovana uS. alpina subsp.
dinarica.

4'-O-Metilizoskutelarein  -[6™-acetil$-D-alopiranozil-(2-2)]-B-D-glukopiranozid
(jedinjenje 1) su prvi put izolovali Chari i saradnici (1981) imdzemnog dela vrste
Veronica filiformis Sm. (Scrophulariaceae). U okviru ro&achys ovaj flavonoid je
identifikovan u nadzemnim delovima vrs3arecta (Lenherr i sar., 1984b; Karioti i sar.,
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2010), S atherocalyx, S. baldaccii, S labiosa, S subcrenata, S leucoglossa,
S menthifolia, S annua, S angustifolia (Lenherr i sar., 1984a)S plumosa,
S germanica, S. sylvatica, S thracica (Bankova i sar., 1999%. anisochila (Marin i
sar., 2004; Lenherr i Mabry, 1988, ionica (Meremeti i sar., 2004% corsica (Serilli i
sar., 2005) B lanata® (Murata i sar., 2008).

3'-Hidroksi-4'O-metilizoskutelarein  ©-[6"-acetil$3-D-alopiranozil-(1-2)]-p-D-
glukopiranozid (jedinjenje&2) prvi put je izolovan iz listovés. recta (Lenherr i sar.,
1984b). Kasnije je taki® identifikovan i u nadzemnim delovima vrssaanisochila
(Lenherr i sar., 1984a; Lenherr i Mabry, 1983)annua, S. atherocalyx, S. subcrenata,
S labiosa, S. beckeana, S. baldaccii, S parolinii, S. leucoglossa (Lenherr i sar., 1984a) i
S lanata® (Murata i sar., 2008).

Izoskutelarein ©-[6™-acetil$-D-alopiranozil-(2-2)]-B-D-glukopiranozid (jedinjenje
3) prvi put je takde izolovan iz listovaS recta (Lenherr i sar., 1984b), a potom i iz
nadzemnih delova drugih vrsta ovog ro8aanisochila (Lenherr i sar., 1984a; Lenherr i
Mabry, 1987; Marin i sar, 2004), S atherocalyx, S  beckeana,
S baldaccii, S labiosa, S subcrenata, S leucoglossa, S parolinii, S tetragona,
S menthifolia, S annua, S angustifolia (Lenherr i sar., 1984aj aegyptiaca (El-Ansari i
sar., 1991)S ionica (Meremeti i sar., 20045 plumosa (Marin i sar., 2004)S corsica
(Serilli i sar., 2005), kao i iz korena endéna vrsteS mialhes (Laggoune i sar., 2011a).

Flavonoidi ovog tipa su osim u vrstama ro&achys, identifikovani i u vrstama

rodovaSderitis, Veronica i Galeopsis.

U literaturi postoje podaci o farmakoloskoj aktigticova tri flavonoida izolovana iz
metanolnog ekstrakta herBeal pina subspdinarica.

Utvrdeno je da snazno neutraliSu DPPH radikal;oS@dnosti za jedinjenja, 2 i 3
iznose 11,1, 11,4 i 6,6g/ml, redom (Uriarte-Pueyo i Calvo, 2010). Za jgeimja2 i 3
ustanovljeno je da deluju antiinflamatorno i antiweptivno (Guveng i sar., 2010). Za
3’-hidroksi-4'-O-metilizoskutelarein 7-O-[6"-acdiitD-alopiranozil-(1- 2)]-B-D-
glukopiranozid (jedinjenje2) utvrdeno je da deluje neuroprotektivno i kao inhibitor
acetilholin-esteraze, pa se smatra da bi mogaopbiincijalni kandidat za lek za

Alchajmerovu bolest (Uriarte-Pueyo i Calvo, 2010).

& sinonim z&S. byzantina
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5.HPLC-UV i HPLC-M S analiza

5.1. Metanolni ekstrakt herbe S. anisochila

U metanolnom ekstraktu herk&® anisochila glavnu frakcijucinili su flavonoidi
(oko 52%) - heterozidi izoskutelareina i hipolaatinnjinovih 4'-metil derivata. Svih
9 prisutnih flavonoidnih heterozida su 7-O-bioz@iozilglukozidi, acetilalozilglukozidi
I diacetilalozilglukozidi. Méu njima najzastupljeniji su bili izoskutelarein #&"-
acetilalozil-(2-2)]-glukopiranozid F4) (25,97%), 3'-hidroksi-4'-O-metilizoskutelarein
7-O-[6""-acetilalozil-(3>2)]-glukopiranozid E5) (11,99%) i hipolaetin 7-O-[6"-
acetilalozil-(1-2)]-glukopiranozid E3) (6,08%). Hipolaetin 7-O-[alozil(}2)]-
glukopiranozid i izoskutelarein 7-O-[alozi32)]-glukopiranozid su po prvi put
identifikovani, pored sedam ranije identifikovanikO-heterozida izoskutelareina i
hipolaetina i njihovih 4'-metil derivata (Lenhersar., 1984a; Lenherr i Mabry, 1987;
Marin i sar.,, 2004). Prisustvo apigenin 7pdumaroilglukozida, prethodno
detektovanog u ekstraktu herl& anisochila (Marin i sar., 2004), u okviru ove
doktorske disertacije nije ustanovljeno.

Od fenolkarboksilnih kiselina prvi put je identifikana hlorogenska (12,57%) i
detektovana jedna dikafeoilhina kiselina (1,54%).

Takade, po prvi put su identifikovani feniletanski heteidi akteozid (1,09%) i
lavandulifoliozid (u tragovima) (Slika 16, Tabel&)3

5.2. Metanolni ekstrakt herbe S. beckeana

U metanolnom ekstraktu herl¥ beckeana najzastupljenija klasa jedinjenja bili su
flavonoidni heterozidi (oko 22%). Svih 11 detektoilajedinjenja ove klase su 7-O-
biozidi izoskutelareina i hipolaetina i njihovih-ietil derivata. ldentifikovano je
8 flavonoidnih heterozida, a me njima su zastupljeni alozilglukozidi,
acetilalozilglukozidi i diacetilalozilglukozidi. @Wvni su  3'-hidroksi-4'-O-
metilizoskutelarein ~ 7-O-[6"-acetilalozil-{22)]-glukopiranozid  F5)  (5,95%),
hipolaetin 7-O-[6"-acetilalozil-(&2)]-glukopiranozid E3) (5,42%) i izoskutelarein 7-
O-[6"-acetilalozil-(3>2)]-glukopiranozid E4) (4,13%). Lenherr i saradnici (1984a) su

ranije takde identifikovali izoskutelarein 7-O-[6"-O-acetdpiranozil-(1- 2)]-
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glukopiranozid [ 4'-O-metilhipolaetin 7-0O-[6"'-Ceatilalopiranozil-(1- 2)]-
glukopiranozid, dok je prisustvo ostalih 6 flavodiwih heterozida u okviru ove
doktorske disertacije ut#eno po prvi put.

Takaie, po prvi put u ovoj vrsti identifikovana je hlgenska kiselina (6,33%).
Detektovano je 7 feniletanskih heterozida, od kejihidentifikovani, i to po prvi put,
akteozid, izoakteozid, lavandulifoliozid i martindz Najzastupljeniji je bio akteozid
(9,07%). Tri su zastupliena u koncentraciji manjog 1% (identifikovani su
lavandulifoliozid - 0,84%, i izoakteozid - 0,65%,dva u tragovima (identifikovan je
martinozid) (Slika 17, Tabela 37).

5.3. Metanolni ekstrakt herbe S. plumosa

Flavonoidna frakcija metanolnog ekstrakta hefb@lumosa bitno se razlikuje od
flavonoidne frakcije ekstrakata herbi ostalih odetin vrsta rod&tachys. Detektovano
je 8 flavonoidih heterozida: tri 7-O-biozida hriziméa i pet monozida apigenina.

Od biozida hrizoeriola dva su identifikovana: hezol 7-O-[6"-acetilalozil-
(1—2)]-glukopiranozid (stahispinozid), koji je ujednoglavni flavonoid u ekstraktu
(10,74%), i njegov dezacetil analog. Stahispinogdprvi put izolovan iz herbe
S gpinosa (Kotsos i sar., 2001). Kasnije je identifikovanuiherbi S. bombycina
(Delazar i sar.2005a) i kao dominantan flavonoid u tri podvr§teswainsonii (S. s.
subsp.melangavica, S. s. subsp.scyronica i S s. subsp.swainsonii) (Skaltsa i sar.,
2007). US plumosa ranije je takde utvideno prisustvo jednog jedinjenja ovog tipa —
hrizoeriol 7-O-acetilalozilglukozida (Marin i saR004).

Seternu komponentu svih monozida apigenidimi esterifikovana heksoza.
Dominiraju p-E-kumaroil derivati; od 4 detektovana jedinjerigentifikovana su dva:
apigenin 7-O-(6'p-E-kumaroil)-glukopiranozid i apigenin 7-O-(R“E-kumaroil)-
glukopiranozid. Takde, detektovan je i jedan acetilheksozid, ali njegtana struktura
nije utvrdena. Prethodno je & plumosa utvrdeno prisustvo jednog jedinjenja ovog tipa
— apigenin 7-O-acetilalozilglukozida (Marin i s&Q04).

U ekstraktu herbeS. plumosa heterozidi izoskutelareina i hipolaetina (4'-
metilizoskutelarein 0-[6"-acetilalozil-(}->2)]-glukopiranozid i izoskutelarein @-
acetilalozilglukozid) i luteolin 1-glukozida, ¢ije je prisustvo prethodno utieno u
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ovoj vrsti od strane drugih autora (Bankova i s&899; Marin i sar., 2004), u okviru
ove doktorske disertacije nisu detektovani.

Od fenolkarboksilnih kiselina po prvi put u ovojstir detektovana je samo
hlorogenska (3,57%).

Detektovano je 8 feniletanskih heterozida, od kgin identifikovani akteozid,
izoakteozid, lavandulifoliozid i martinozid. Akteiozje najzastupljeniji (2,69%), dok su
ostali prisutni u koncentraciji manjoj od 1% iltragovima (Slika 18, Tabela 38). Prema
dostupnim literaturnim podacima u ekstraktu heBbplumosa ranije su identifikovani
feniletanski heterozidi: akteozid, martinozid i #tozid B (Bankova i sar., 1999). U
okviru ove doktorske disertacije, u ekstraktu heslh@umosa prvi put su identifikovani

lavandulifoliozid i izoakteozid, dok prisustvo faizzida B nije utvdeno.

5.4. Metanolni ekstrakt herbe S. alpina subsp. dinarica

U metanolnom ekstraktu herl&® alpina subsp.dinarica detektovano je ukupno
14 flavonoidnih heterozida. Devet identifikovanitavionoida ¢ine ujedno i glavnu
frakciju (preko 9,6%) i svi su 7-O-biozidi izoskigeeina i hipolaetina i njihovih 4'-
metil derivata: alozilglukozidi, acetil- i diacetlbzilglukozidi. Najzastupljeniji je
izoskutelarein 1-[6"-acetilalozil-(1:-2)]-glukopiranozid F4) (4,08%). U ekstraktu
herbeS. alpina subspdinarica detektovana su i dva 7-O-diheksozida luteolinakajch
je Seéerna komponenta jednog acetilovana.

Od fenolkarboksilnih kiselina prisutne su hlorogen$3,17%) i jedan derivat ferula
kiseline.

Detektovano je 7 feniletanskih heterozida, od kagihh identifikovani akteozid,
betoniozid E, lavandulifoliozid, leukoskeptozid Aniartinozid. Najzastupljeniji je akteozid
(3,97%), dok su ostali prisutni u koncentraciji foarod 1% (betoniozid E - 0,78%,
lavandulifoliozid - 0,78%, leukoskeptozid A - 0,5B#bu tragovima (Slika 19, Tabela 39).

Ranijim ispitivanjima je u herbi tipske podvrsealpina [subsp.alpina] utvréeno
prisustvo tri flavonska heterozida: 7-O-acetilalgizikozida izoskutelareina, hipolaetina
I 4'-metilhipolaetina (Marin i sar., 2004) i fenalboksilnih kiselina: kafene,

sinapinske, protokatehinske (Ross i Zinchenko, L976rogenske (Ross i Zinchenko,
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1975; Buchwald i Czapska, 1995; Bilad/unda i sar., 2005) i rozmarinske (Ross i
Zinchenko, 1975; Czigle i sar., 2007).
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Slika 16. HPL C hromatogram ekstrakta herbe S. anisochila (A=330 nm)
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Tabela 36. Jedinjenja detektovana u ekstraktu hedbamnisochila

UV maksimumi

Rt (min) Jedinjenje M S podaci (negativni mod)

(nm)

1 10,2 Hlorogenska kiselina 298, 324 179, 19853 [M-H]~

2 19,6 Hipolaetin 7-O-[alozil(+2)]-glukopiranozid F1) 255, 277, 301, 337 30625 [M-H]”

3 20,2 Lavandulifoliozid 291, 328 593 [M-kafeoil]607, 623,755 [M-H]"

4 20,9 Akteozid 291, 330 623 [M-H]~

5 21,8 Izoskutelarein 7-O-[alozil(@2)]-glukopiranozid F2) 278,306, 326 285, 429 [M-180$09 [M-H]"

6 23,1 Hipolaetin 7-O-[6"-acetilalozil-(3>2)]-glukopiranozid E3) 254, 276, 300, 340 301, 667 [M-H]

7 26,0 Dikafeoilhina kiselina 298, 328 135,191, 191, 35115 [M-H]”

8 27,8 Izoskutelarein 7-O-[6"-acetilalozil{£2)]-glukopiranozid F4) 276, 306, 326 285 [A-H], 429 [M-180-OAdj51 [M-H]"

9 29,9 3'-Hidroksi-4'-O- metilizoskutelarein 7-O-[6"-dialozil-(1—2)]- 254, 277, 300, 336 315 [A-HK59 [M-180-OAc] 681 [M-H]"
glukopiranozid E5)

10 34,0 Hipolaetin 7-0O-[6", 6"'-diacetilalozil-(&2)]-glukopiranozid F6) 255, 276, 302, 340 30109 [M-H]~

11 35,0 4’-O-Metilizoskutelarein 7-O-[6"-acetilalozil-{2:2)]-glukopiranozid E7) 279, 307, 325 29%65 [M-H]”

12 35,2 Izoskutelarein 7-O-[6", 6"'-diacetilalozil-12)]-glukopiranozid EF8) 277, 306, 325 28993 [M-H]”

13 35,4 3’-Hidroksi-4'-O- metilizoskutelarein 7-O-[6", Bdiacetilalozil- 255, 277, 301, 336 315, 501 [M-180-OA@81 [M-OAc],
(1—2)]- glukopiranozid E9) 723 [M-H]”
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Slika 17. HPLC hromatogram ekstrakta herbe S. beckeana (A=330 nm)
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Tabela 37. Jedinjenja detektovana u ekstraktu heShaeckeana

Rt (min) Jedinjenje

Y [ SETTIL M S podaci (negativni mod)

(nm)
1 9,8 Hlorogenska kiselina 298, 324 179, 19853 [M-H]~
2 16,3 Feniletanski heterozid 292, 328 161, 621 [M-$D-H], 639 [M-H]"
3 16,6 Feniletanski heterozid 292, 328 161, 621 [M-$D-H], 639 [M-H]"
4 19,5 Hipolaetin-7-O-[alozil(3>2)]-glukopiranozid F1) 255, 277, 301, 337 301, 445 [M-18Q163 [M-162], 625 [M-H]"
5 20,0 Lavandulifoliozid 291, 328 593 [M-kafeoil]607, 623,755 [M-H]~
6 20,6  Akteozid 291, 330 623 [M-H]”
7 21,7 Izoskutelarein 7-O-[alozil{Z:2)]-glukopiranozid F2) 278,306, 326 285, 429 [M-180%09 [M-H]"
8 22,0 Izoakteozid 254, 268, 348 161, 46623 [M-H]"
9 22,9 Hipolaetin 7-O-[6""-acetilalozil-(:2)]-glukopiranozid E3) 255, 277, 299, 338 30667 [M-H]"
10 239 Feniletanski heterozid 291, 330 175, 193 [feruloil]461, 593 [M-feruloil-
pentozal 637,769 [M-H]"
11 252 Izoskutelarein 7-O-acetildiheksozid (izomeligenjal2) 276, 306, 326 285 [A-H], 429 [M-180-OAd51 [M-H]~
12 274 Izoskutelarein 7-O-[6"-acetilalozil-42)]-glukopiranozid F4) 276, 306, 326 285 [A-H], 429 [M-180-OAd51 [M-H]~
13 294 3'-Hidroksi-4'-O-metilizoskutelarein-7-O-[&ltetilalozil-(1-2)]-glukopiranozid E5) 254, 277, 300, 336 315 [A-HU59 [M-180-OAc], 681 [M-H]"
14 31,9 Martinozid 286, 330 175651 [M-H]~
15 32,8 Izoskutelarein 7-O-acetildiheksozid (izomelifgenjal2) 278, 304, 326 285 [A-H], 429 [M-180-OAd51 [M-H]~
16 334 3'-Hidroksi-4'-O-metilizoskutelarein 7-O- dtttheksozid (izomer jedinjenja3) 254, 277, 300, 336 315 [A-HK59 [M-180-OAc], 681 [M-H]"
17 33,9 Hipolaetin 7-O-[6", 6"'-diacetilalozil-{22)]-glukopiranozid F6) 256, 276, 300, 342 30109 [M-H]"
18 351 Izoskutelarein 7-O-[6", 6"'-diacetilalozl-2)]-glukopiranozid E8) 278, 306, 326 28%/93 [M-H]~
19 354 3’-Hidroksi-4'-O-metilizoskutelarein 7-O-[66,"-diacetilalozil-(3-2)]- 255, 278, 300, 338 315, 501 [M-180-OA@81 [M-OAc], 723
glukopiranozid F9) [M-H]~
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Slika 18. HPL C hromatogram ekstrakta herbe S. plumosa (A=330 nm)
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Tabela 38. Jedinjenja detektovana u ekstraktu heshaumosa

Rt (min) Jedinjenje

UV maksimumi

M S podaci (negativni mod)

(nm)

1 9,8 Hlorogenska kiselina 298, 324 179, 19853 [M-H]~
2 16,1 Feniletanski heterozid 292, 328 161, 179, 621 [M-B-H], 639,771 [M-H]
3 19,9 Lavandulifoliozid 291, 328 593 [M-kafeoil] 623,755 [M-H]~
4 20,6 Akteozid 291, 330 623 [M-H]”
5 21,6 Hrizoeriol 7-O-[alozil-(+2)]-glukopiranozid 252, 268, 342 299, 461 [M-hekaj623 [M-H] "
6 22,1 Izoakteozid 290, 330 161, 461623 [M-H]~
7 22,9 Feniletanski heterozid 290, 330 175, 193, 46593 [M-feruloil], 637,769 [M-H]~
8 23,9 Feniletanski heterozid 290, 330 175, 193, 46593 [M-feruloil], 637,769 [M-H]"
9 26,2 Hrizoeriol 7-O-acetildiheksozid (izomer jedinjal0) 254, 269, 344 29%65 [M-H]~
10 27,0 Hrizoeriol 7-O-[6""-acetilalozil-(3>2)]-glukopiranozid 254, 269, 344 29%65 [M-H]~

(stahispinozid)
11 29,8 Feniletanski heterozid 290, 330 175, 19383 [M-H]”
12 31,9 Martinozid 286, 330 175651 [M-H]~
13 34,5 Apigenin acetilheksozid 280, 306, 326 26973 [M-H]”
14 35,5 Apigenin 7-O-(6's-E-kumaroil)-glukopiranozid 270, 318 269 [A-H], 437 [M-H]”
15 35,8 Apigenin 7-O4-E-kumaroil)-heksozid 270, 318 269 [A-H577 [M-H]”
16 37,1 Apigenin 7-O-(3's-E-kumaroil)-glukopiranozid 268, 318 145, 269, 4817 [M-H]~
17 40,0 Apigenin 7-O-(dp-E-kumaroil)-heksozid 266, 316 145, 269, 5723 [M-H]"
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Slika 19. HPL C hromatogram ekstrakta herbe S. alpina subsp. dinarica (A=330 nm)
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Tabela 39. Jedinjenja detektovana u ekstraktu heSha pina subspdinarica

Rt (min) Jedinjenje

U GG M S podaci (negativni mod)

(nm)

1 10,5 Hlorogenska kiselina 298, 324 179, 19853 [M-H]~

2 16,1 Feniletanski heterozid 292, 328 591 [M-kafeoil] 639 [M-apioza] 621, 753
[M-H,0O-H], 771 [M-H]"

3 16,5 Feniletanski heterozid 292, 328 591 [M-kafeoil] 639 [M-apioza] 621,
753 [M-H,O-HJ', 771 [M-H]

4 18,0 Derivat ferula kiseline 220, 296, 322 161,179

5 18,8 Luteolin 7-O-diheksozid 252, 268, 342 285, 447 [M-heksoz#®P9 [M-H]"

6 19,8 Betoniozid E 292, 332 161, 623,85 [M-H]"

7 20,1 Lavandulifoliozid 291, 328 593 [M-kafeoil]607 [M-arabinoza]
623,755 [M-H]"

8 20,8 Akteozid 291, 330 623 [M-H]~

9 21,9 Izoskutelarein 7-O-[alozil{Z:2)]-glukopiranozid F2) 278, 306, 326 285 [A-H]429 [M-180], 609 [M-H]"

10 22,3 Luteolin 7-O-acetildiheksozid 254, 268, 348 285 [A-H]651 [M-H]~

11 23,0 Hipolaetin 7-O-[6"-acetilalozil-(:2)]-glukopiranozid E3) 255, 277, 299, 338 301 [A-HPB67 [M-H]”

12 24,0 Leukoskeptozid A 290, 330 175, 193, 461 [M-feruloil] 637 [M-H]~

13 25,3 Izoskutelarein 7-O-acetildiheksozid (izomelijgnjald) 276, 306, 326 285 [A-H]471 [M-180], 651 [M-H]~

14 27,5 Izoskutelarein 7-O-[6"-acetilalozil-(2)]-glukopiranozid E4) 276, 306, 326 285 [A-H], 429 [M-180-OAd}51 [M-H]~

15 29,3 3'-Hidroksi-4'-O-metilizoskutelarein 7-O-[@itetilalozil-(:-2)]-glukopiranozid E5) 254, 277, 300, 336 315 [A-HU59 [M-180-OAc], 681 [M-H]"

16 31,8 Martinozid 290, 330 175, 475 [M-feruloil]651 [M-H]~

17 32,3 4’-O-Metilizoskutelarein 7-O-[alozil-&:2)]-glukopiranozid 280, 306, 326 299 [A-HB23 [M-H]~

18 32,8 Izoskutelarein 7-O-acetildiheksozid (izomelijgnjald) 278, 306, 326 285 [A-H]429 [M-180-OAct 651 [M-H]~

19 33,6 3'-Hidroksi-4'-O-metilizoskutelarein 7-O-adtditieksozid (izomer jedinjenjib) 254,277, 300, 336 315 [A-HBO01 [M-180], 681 [M-H] ",

20 33,9 Hipolaetin 7-O-[6", 6"'-diacetil-alozil-22)]-glukopiranozid E6) 278, 306, 326 301 [A-H]709 [M-H]~

21 34,9 4'-O-Metilizoskutelarein 7-O-[6"-acetilalbfl—2)]-glukopiranozid E7) 279, 307, 325 299 [A-H]665 [M-H]~

22 35,2 Izoskutelarein 7-O-[6", 6"'-diacetilalozl-62)]-glukopiranozid E8) 277, 306, 325 285 [A-H]693 [M-H]~

23 35,4 3'-Hidroksi-4'-O-metilizoskutelarein 7-O-[6"-diacetilalozil-(+-2)]- glukopiranozidF9) 255, 277, 301, 336 315 [A-HBO01 [M-180-OAc], 681 [M-OAc]
, 723 [M-H]
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Slika 20. Uporedni prikaz HPL C hromatograma ekstrakata herbi odabranih taksona roda Stachys (A=330 nm)
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Tabela 40.Uporedni prikaz rezultata kvalitativne i kvantitavAIPLC-UV i HPLC-MS analize ekstrakata hebanisochila (SA), S. beckeana (SB),
S plumosa (SP) iS alpina subspdinarica (SAD) (jedinjenja poréana po redosledu eluiranja)

Sadrzaj (%)

Rt (min) Jedinjenje SA SB SP SAD
1. 9,8-10,2 Hlorogenska kiselina 12,57 6,33 3,57 3,17
2. 16,1-16,3 Feniletanski heterozid - tr tr tr
3. 16,5-16,6 Feniletanski heterozid - tr - tr
4, 18,0 Derivat ferula kiseline - - - +
5. 18,8 Luteolin 7-O-diheksozid - - = +
6. 19,5-19,7 Hipolaetin 7-O-[alozil&:2)]-glukopiranozid F1) tr + - -
7. 19,8 Betoniozid E - - - 0,78
8. 19,9-20,4 Lavandulifoliozid tr 0,84 0,70 0,78
9. 20,6-20,8  Akteozid 1,09 9,07 2,96 3,97
10. 21,6 Hrizoeriol 7-O-[alozil-(3>2)]-glukopiranozid - - + -
11.  21,7-22,1 Izoskutelarein 7-O-[alozil-d2)]-glukopiranozid 2) 1,60 1,35 - 1,48
12. 22,1-22,4 Izoakteozid - 0,65 tr -
13. 22,3 Luteolin 7-O-acetildiheksozid - - - +
14. 22,9 Feniletanski heterozid - - 0,38 -
15. 22,9-231 Hipolaetin 7-O-[6"-acetilalozil-#2)]-glukopiranozid E3) 6,08 5,42 - 1,83
16. 24,0 Leukoskeptozid A - - - 0,53
17. 23,9-24,1 Feniletanski heterozid - 0,76 0,34 -
18. 25,3 Izoskutelarein 7-O-acetildiheksozid (izometlingenja22) - + - +
19. 26,0 Dikafeoilhina kiselina 1,54 - - -
20. 26,2 Hrizoeriol 7-O-acetildiheksozid (izomer jedinja21) - - + -
21. 27,0 Hrizoeriol 7-O-[6""-acetilalozil-(b2)]-glukopiranozid (stahispinozid) - - 10,74 -
22. 27,4-28,3 Izoskutelarein 7-O-[6"-acetilalozi-P)]-glukopiranozid F4) 25,97 4,13 - 4,08
23. 29,3-30,3 3'-Hidroksi-4'-O- metilizoskutelarein Z[®"-acetilalozil-(1-2)]-glukopiranozid E5) 11,99 5,95 - 2,08
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+ -

24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.

29,8
31,8-31,9
32,3
32,8
33,4-33,6
33,9-34,0
34,5
34,9-35,0
35,1-35,2
35,4
35,5
35,8
37,1
40,0

Feniletanski heterozid

Martinozid

4'-O-Metilizoskutelarein 7-O-[alozil-(2)]-glukopiranozid

Izoskutelarein 7-O-acetildiheksozid (izomelingenja22)
3'-Hidroksi-4'-O-metilizoskutelarein 7&0etildiheksozid (izomer jedinjeng:s)
Hipolaetin 7-O-[6", 6"'-diacetilaloil—2)]-glukopiranozid F6)

Apigenin acetilheksozid

4'-O-Metilizoskutelarein 7-O-[6"-acakilzil-(1—2)]-glukopiranozid E7)
Izoskutelarein 7-O-[6", 6"'-diacetilalg1—2)]-glukopiranozid E8)
3'-Hidroksi-4'-O-metilizoskutelarein 7-O-[6",-diacetilalozil-(1>2)]-glukopiranozid F9)
Apigenin 7-O-(6"-E-p-kumaroil)-glukopiranozid

Apigenin 7-O-(E-p-kumaroil)-heksozid

Apigenin 7-O-(3"-E-p-kumaroil)-glukopiranozid

Apigenin 7-O-(di-E-p-kumaroil)-heksozid

nije kvantifikovano; tr - tragovi (<0,1%).
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Tabela 41.Uporedni prikaz rezultata kvalitativne i kvantitavAIPLC-UV i HPLC-MS analize ekstrakata hefbanisochila (SA), S beckeana (SB),

S plumosa (SP) iS. alpina subspdinarica (SAD) (jedinjenja grupisana po klasama)

Klasa jedinjenja/jedinjenje

Sadrzaj (%)

Rt (min) | Flavonski heterozidi SA SB SP SAD
Heterozidi izoskutelareina i hipolaetina i njihovih 4'-metil derivata
19,5-19,7 | Hipolaetin 7-O-[alozil:2)]-glukopiranozid 1) tr + - -
21,7-22,1 | lzoskutelarein 7-O-[alozi¥12)]-glukopiranozid E2) 1,60 1,35 - 1,48
22,9-23,1 | Hipolaetin 7-O-[6"-acetilalozil-42)]-glukopiranozid E3) 6,08 5,42 - 1,83
25,3 Izoskutelarein 7-O-acetildiheksozid (izonestinjenja22) - + - +
27,4 -28,3| Izoskutelarein 7-O-[6"-acetilalozil{R)]-glukopiranozid E4) 25,97 4,13 - 4,08
29,3-30,3 | 3'-Hidroksi-4'-O- metilizoskutelarein 7[®"-acetilalozil-(1-2)]-glukopiranozid E5) 11,99 5,95 - 2,08
32,3 4'-O-Metilizoskutelarein 7-O-[alozil-22)]-glukopiranozid - - - +
32,8 Izoskutelarein 7-O-acetildiheksozid (izometigenja22) - tr - +
33,4-33,6 | 3'-Hidroksi-4'-O-metilizoskutelarein 7&0etildiheksozid (izomer jedinjenis) - tr - tr
33,9-34,0 | Hipolaetin 7-O-[6", 6™-diacetilaloZil—2)]-glukopiranozid F6) 1,27 1,48 - tr
34,9-35,0 | 4'-O-Metilizoskutelarein 7-O-[6"-aceldzil-(1—2)]-glukopiranozid E7) tr - - 1,43
35,1-35,2 | lzoskutelarein 7-O-[6", 6"'-diacetildld1—2)]-glukopiranozid E8) 3,71 1,18 - tr
35,4 3'-Hidroksi-4'-O-metilizoskutelarein 7-O-[@';-diacetilalozil-(3»2)]-glukopiranozid F9) 2,08 3,36 - tr
Ukupno 51,92 21,86 - 9,58
Heterozidi hrizoeriola
21,6 Hrizoeriol 7-O-[alozil-(3>2)]-glukopiranozid - - + -
26,2 Hrizoeriol 7-O-acetildiheksozid (izomer jedinja21) - - + -
27,0 Hrizoeriol 7-O-[6"-acetilalozil-(2)]-glukopiranozid (stahispinozid) - - 10,74 -
Ukupno - - 10,74 -
Heterozidi luteolina
18,8 Luteolin 7-O-diheksozid - - -
22,3 Luteolin 7-O-acetildiheksozid - - -
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Heterozidi apigenina

34,5 Apigenin acetilheksozid - - + -
35,5 Apigenin 7-O-(6"-p-E-kumaroil)-glukopiranozid - - + -
35,8 Apigenin 7-O-(p-E-kumaroil)-heksozid - - + -
37,1 Apigenin 7-O-(3"-p-E-kumaroil)-glukopiranozid - - + -
40,0 Apigenin 7-O-(di-p-E-kumaroil)-heksozid - - + -
Feniletanski heterozidi
16,1-16,3 | Feniletanski heterozid - tr tr tr
16,5-16,6 | Feniletanski heterozid - tr - tr
19,8 Betoniozid E - - - 0,78
19,9-20,4 | Lavandulifoliozid tr 0,84 0,70 0,78
20,6-20,8 | Akteozid 1,09 9,07 2,96 3,97
22,1-22,4 | lzoakteozid - 0,65 tr -
22,9 Feniletanski heterozid - - 0,38 -
24,0 Leukoskeptozid A - - - 0,53
23,9-24,1| Feniletanski heterozid - 0,76 0,34 -
29,8 Feniletanski heterozid - - + -
31,8-31,9 | Martinozid - tr + +
Ukupno 1,09 11,31 4,39 6,06
Fenolkarboksilne kiseline
9,8-10,5 Hlorogenska kiselina 12,57 6,33 3,57 3,17
18,0 Derivat ferula kiseline - - - +
26,0 Dikafeoilhina kiselina 1,54 - - -
Ukupno 14,18 6,33 3,57 3,17
Ukupan sadrzaj flavonskih i feniletanskih heterozid i fenolkarboksilnih kiselina 61,381 39,50 18,70 18,81

+ - nije kvantifikovano tr — tragovi (<0,1%).
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Slika 21.Glavni heterozidi 8-hidroksiflavona identifikovamiekstraktima herbi
S anisochila, S beckeana i S. alpina subspdinarica
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Hrizoeriol 7-O-[6""-acetilB-D-alopiranozil-(1- 2)]-3-D-
glukopiranozid (stahispinozid)
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OH (¢]

Apigenin 70-(6"-p-kumaroil)-glukopiranozid
Slika 22.Flavonski heterozidi identifikovani u ekstraktu be6. plumosa
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Slika 23.Feniletanski heterozidi identifikovani u ekstrakdifmerbi odabranih taksona roda
Sachys
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Rezultati kvalitativne i kvantitativne HPLC analizeivih metanolnih ekstrakata
herbi odabranih taksona rod&iachys ukazali su na njihove miasobne stinosti i
razlike. U svim ekstraktima dominiraju flavonskitbeozidi, a pored njih zastupljeni su i
feniletanski heterozidi i fenolkarboksilne kiselin&tvrdeno prisustvo ovih klasa
sekundarnih metabolita je u skladu sa literaturpodacima koji se odnose na mnoge
druge vrste ovog roda (Meremeti i sar., 2004; Masar., 2004).

Feniletanski heterozidi su veoma rasprostranjdnijnom svetu. U okviru familije
Lamiaceae jedinjenja ovog tipa ografeéna su na podfamilije sa heksakolpatnim
polenovim zrnima (Lamioideasl.) (Pedersen, 2000). U skladu sa tim produkcija
feniletanskih heterozida je karaktertsta za vrste rod&achys, ¢emu u prilog idu i
rezultati dobijeni u okviru ove doktorske diserjaci Feniletanskim heterozidima
najbogatiji je ekstrakt herb8 beckeana (oko 11%). Slede ekstrakti herBi alpina
subspdinarica (oko 6%) iS. plumosa (oko 4%), dok su u ekstraktu her8eanisochila
feniletanski heterozidi zastupljeni svega oko 1%.sWm ekstraktima prisutni su
akteozid i lavandulifoliozid. U ekstraktima hei®ibeckeana, S. alpina subsp.dinarica
i S plumosa detektovani su, pored ova dva, i drugi feniletarisiterozidi: u sva tri
martinozid; u ekstraktima herld beckeana i S plumosa i izoakteozid, a u ekstraktu
herbe S alpina subsp.dinarica joS i betoniozid E i leukoskeptozid A. Akteozid je
najzastupljeniji feniletanski heterozid u svim e&ktima (prisutan je u opsegu
koncentracija od 1,09% u ekstraktu hefanisochila do 9,07% u ekstraktu herlg&
beckeana). Svi ostali feniletanski heterozidi zastupljeniws koncentraciji manjoj od 1%
ili u tragovima. Ekstrakt herb& anisochila izdvaja se od ostala tri ispitivana ekstrakta
po najmanjoj koliini (svega oko 1%) i najmanjem broju prisutnih fetanskih
heterozida (svega dva jedinjenja). N&mekvalitativna sinost u pogledu kompozicije
feniletanskih heterozida gava se izméu ekstrakata herl8. beckeanai S. plumosa.

Feniletanski heterozidi koji su identifikovani ustaktima odabranih vrsta roda
Sachys u okviru ove doktorske disertacije, poput akteazidoakteozida, forzitozida B
I martinozida, uol@iajena su i Siroko rasprostranjena jedinjenja izgrvge sekundarnih
biljnih metabolita. Prisutni su ne samo u velikomojb vrsta rodaStachys, vet i u

vrstama drugih rodova i familija.
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U ekstraktu herb&. anisochila utvrden je najvéi sadrzaj fenolkarboksilnih kiselina
(oko 14%). Po koéini sledi ekstrakt herb&. beckeana (oko 6%), dok je najmanji
sadrzaj ututen u ekstraktima herld plumosa i S. alpina subspdinarica (oko 3%). Od
fenolkarboksilnih kiselina, prisustvo hlorogenskasekine utvdeno je u svim
ispitivanim ekstraktima (zastupljena je u opsegumdemtracija od 3,17% u ekstraktu
herbe S alpina subsp. dinarica do 12,57% u ekstraktu herb& anisochila).
Dikafeoilhina kiselina je detektovana samo u melamm ekstraktu herb®. anisochila.

U ekstraktu herb&. alpina subspdinarica, osim hlorogenske kiseline, detektovan je i
jedan derivat ferula kiseline. I u mnogim drugimstama rodaStachys (S alpina,

S annua, S arvensis, S byzantina, S germanica, S. grandiflora, S. macrantha

S officinalis, S palustris, S. recta, S. recta subspsubcretica, S salviifolia, S. sylvatica),
utvrdeno je prisustvo razlitin fenolkarboksilnih kiselina (Bilugi Vund& i sar., 2005;
Buchwald i Czapska, 1995; Czigle i sar., 2007)dmkojima je hlorogenska tale bila

najzastupljenija.

Najveti sadrzaj flavonoidnih heterozida ufen je u ekstraktu herk® anisochila
(oko 52%), a zn&@mjan sadrzaj prisutan je i u ekstraktu hefbbeckeana (preko 20%)
(obe vrste pripadaju gru@. recta u okviru sekcijeS. sect.Olisia). Po koltini slede
ekstrakti herbiS. plumosa i S alpina subsp.dinarica, sa oko 10% flavonoidnih
heterozida.

Od flavonoidnih heterozida u ekstraktima hef®i anisochila, S beckeana i
S alpina subsp.dinarica najzastupljeniji su 7-O-biozidi izoskutelarein&ipolaetina i
njihovih 4'-metil derivata. U sva tri ekstrakta domeaju tri ista flavonoidna heterozida
(zastupljenost zavisi od biljne vrste): izoskutelar 7-O-[6"-acetilalozil-(32)]-
glukopiranozid F4) (4,08-25,97%), 3'-hidroksi-4'-O-metilizoskutelareii-O-[6"-
acetilalozil-(:-2)]-glukopiranozid E5) (2,08-11,99%) i hipolaetin 7-O-[6"-
acetilalozil-(:-2)]-glukopiranozid E3) (1,83-6,08%) (Tabele 40 i 41). Dodatno, u
ekstraktu herbeS. alpina subsp. dinarica detektovana su i dva 7-O-diheksozida
luteolina (5éerna komponenta jednog je acetilovana). Prisusteailglukozida 8-
hidroksiflavona karakteristhno je za véinu drugih do sada ispitivanih vrsta roda
Sachys (Meremeti i sar., 2004; Karioti i sar., 2010).
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Flavonoidna frakcija ekstrakta herBeplumosa se kvalitativno zn&jno razlikuje
od flavonoidne frakcije prethodna tri ekstraktaekstraktu herb& plumosa cine je
7-O-biozidi hrizoeriola i monozidi apigenina, doketarozidi hipolaetina i
izoskutelareina izostaju.

7-O-Biozidi hrizoeriola su u okviru rod&achys rede zastupljeni. Do sada je
njihovo prisustvo utwteno u manjem broju vrsta iz ragtih sekcija: S germanica
(S sect.Eriostomum), S. sylvatica (S. sect.Sachys) (Marin i sar., 2004)S. swainsonii
(S sect. Svainsoniana) (Skaltsa i sar., 2007)S spinosa (Kotsos i sar., 2001) i
S bombycina (Delazar i sar., 2005a), obe & sect.Olisia, i vrstamaS. candida i
S chrysantha (S sect.Candida) (Skaltsa i sar., 2000).

Akumulacija 7-O-heterozida hrizoeriola, uz istoveso odsustvo heterozida
8-hidroksiflavona utwtena je joS samo za vrsBuswainsonii (Skaltsa i sar., 2007), koja
kao iS. plumosa, pripadaS. sect.Swvainsoniana.

Za monozide apigenina koji su detektovani u ispitiom ekstraktu herbe
S plumosa karakterisitno je da je njihova $erna komponenta esterifikovana, §gmu
dominirajup-kumariol derivatip-Kumaroilglukozidi apigenina su do sada detektovani
u nekim drugim vrstama rodaiachys (Marin i sar., 2004; Meremeti i sar., 2004), ali |
njihovo istovremeno prisustvo sa heterozidima hermda, kao u sléaju ispitivanog
ekstrakta herbe&s. plumosa, do sada zabelezeno jo§ samo u vrst&nbombycina
(S sect. Olisia) (Delazar i sar., 2005a) S. schtschegleevii® (S. sect. Ambleia)
(Nazemiyeh i sar., 2006).

Distribucija flavonoidnih heterozida u ispitivanitaksonima rod&achys u skladu
je sa njihovom taksonomskom pripadéwwS Naime, najvéa slinost u pogledu
kompozicije flavonoidnih heterozida &emva se izméu ekstrakata herts. anisochila i
S beckeana, koje pripadaju istoj sekcijiS sect.Olisia) i istoj grupiS. recta. Ove vrste
su u pogledu kompozicije flavonoidnih heterozidacrsje S alpina (S sect.
Eriostomum), negoS. plumosa (S sect. Svainsoniana). Na osnovu ovoga moze se
pretpostaviti i da izmi#u sekcijaS. sect.Olisia i S. sect.Eriostomum postoji ve&i nivo
srodnosti. Za proveru ove hipoteze potrebni salphgi podaci o hemijskom sastavu
ostalih vrsta ovih sekcija, kao i podaci o njihowaplekularnoj filogeniji.

&sinonim z&S. inflata var. caucasica.
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6. Etarska ulja

6.1. Etarsko ulje herbeStachys plumosa

Etarsko ulje izolovano destilacijom vodenom pargosfupak | prema Ph. Jug. 1V)
iz nadzemnih delova u cvefliplumosa je bistra, Zuta taost speciinog mirisa. Prinos
etarskog ulja iznosio je 0,15%/M). U njemu je identifikovano 45 jedinjenja (86,9%)
(Tabela 42). Najzastupljeniju frakcijtine diterpeni (74,3%), dok su monoterpeni i
seskviterpeni prisutni u znatno manjoj kKoti (8,7 i 3,2%, redom). Glavna komponenta
etarskog ulja je diterpen dehidroabietaarfabietatrien) (61,2%). Ostali diterpeni su
znatno manje zastupljeni (kauren, biformeabieta-8,11,13-trien-7-on: 3,2; 3,0 i 1,8%,
redom). Méu monoterpenima najzastupljeniji Btpinen (2,4%) i terpinen-4-ol (1,0%).

Ostali sastojci ulja prisutni su u kéilni manjoj od 1%.

Tabela 42.Sastav etarskog ulja herBeplumosa

Jedinjenje RI  Sadrzaj (%) Jedinjenje RI SadrZaj (%)
a-Pinen 932 0,8 BKariofilen 1423 tr
Kamfen 952 0,1 ar-Kurkumen 1488 0,4
Sabinen 961 0,1 SJonon 1490 0,1
BPinen 975 2,4 a-Muurolen 1505 0,1
p-Cimen 1025 0,1 yKadinen 1520 0,1
Limonen 1029 0,1 SKadinen 1529 0,3
1,8-Cineol 1031 0,6 trans-Nerolidol 1569 0,2
Linalool 1103 0,1 Spatulenol 1583 0,3
n-Nonanal 1107 tr a-Bisabolol 1691 0,6
a-Kamfolenal 1127 0,2 n-Pentadekanol 1749 0,3
trans-Pinokarveol 1140 0,7 Heksahidrofarnezil aceton 3185 0,7
cis-Verbenol 1143 0,5 Pimaradien 1919 1,2
trans-Verbenol 1147 0,2 3Z-Cembren A 1938 0,9
Kamfor 1151 0,1 Palmitinska kiselina 1993 0,4
Pinokarvon 1163 0,6 Manoil oksid 2000 0,8
Borneol 1168 0,1 Biformen 2026 3,0
n-Nonanol 1176 0,3 Kauren 2048 3,2
Terpinen-4-ol 1180 1,0 Dehidroabietan 2084 61,2
trans-Karveol 1223 0,1 Tunbergol 2190 1,0
Bornil acetat 1288 0,5 cis-Totarol 2257 0,8
a-Terpinil acetat 1353 0,1 Abieta-8,11,13-trien-7-one 2312 1,8
a-Kopaen 1380 0,3 Dehidro abietol 2378 0,4
FBourbonen 1388 0,1
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Ukupno 86,9
Monoterpeni 8,4
Monoterpenski ugljovodonici 3,6
Oksidovani monoterpeni 4,8
Seskviterpeni 3,1
Seskviterpenski ugljovodonici 1,3
Oksidovani seskviterpeni 1,8
Diterpeni 74,3
Alifati ¢na jedinjenja 1,0

tr - tragovi € 0,05%); RI - retencioni indeks na HP-5MS koloni.

6.2. Etarsko ulje herbeStachys alpina subsp.dinarica

Etarsko ulje izolovano destilacijom vodenom pargrosfupak 11l prema Ph. Jug.
IV) iz herbe S alpina subsp.dinarica je bistra zuta t®ost specitnhog mirisa.
Hladenjem se zguSnjava i izdvajaju se &nlebeli stearopteni. Prinos etarskog ulja
iznosio je 0,03%rYm). U ulju je identifikovano 71 jedinjenje (87,2%])dbela 43).
Najzastupljenije komponente etarskog ulja dh)-Kariofilen (13,4%), germakren D
(12,3%), kariofilen-oksid (5,7%X-nonanal (5,3%) iK)-nerolidol (4,8%). Dominantu
klasu ¢ine seskviterpeni (60,5%) i to pretezno ugljovodori#1,0%), dok je sadrzaj
monoterpena veoma nizak (4,3%). Diterpeni sudakeeoma malo zastupljeni (1,6%).
Ispitivano ulje karakteriSe i visok sadrzaj alifath jedinjenja: aldehida (11,0%) i

ugljovodonika (6,9%).

Tabela 43.Sastav etarskog ulja herBealpina subspdinarica

Jedinjenje Rl  Sadrzaj (%) Jedinjenje Rl Sadrzaj (%)
1-Okten-3-ol 976 1,2 (E)-B-Jonon 1484 15
2-Pentil furan 987 tr Biciklogermakren 1499 1,1
3-Oktanol 989 tr a-Muurolen 1500 0,4
n-Oktanal 996 0,5 SBisabolen 1503 0,7
(E,E)-2,4-Heptadienal 1007 tr (E,E)-a-Farnezen 1505 0,6
p-Cimen 1024 tr yKadinen 1510 0,6
SBFelandren 1028 tr oKadinen 1524 0,8
(2)-p-Ocimen 1038 0,4 (E)-Nerolidol 1564 4.8
(E)-B-Ocimen 1051 0,9 Germakren D-4-ol 1574 0,8
n-Oktanol 1068 tr Kariofilen-oksid 1581 5,7
Linalool 1098 1,7 Humulen epoksid Il 1605 0,6
n-Nonanal 1100 53 Kariofila-4(14),8(15)-dien-2a-ol 1639 0,3
Kamfor 1143 tr a-Muurolol 1643 0,7
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2E-Nonen-1-al 1159 tr a-Kadinol 1653 1,3
Terpinen-4-ol 1175 tr a-Bisabolol 1685 1,6
a-Terpineol 1186 0,4 n-Heptadekane 1700 0,3
n-Dekanal 1204 0,6 o-Dodekalakton 1702 0,4
F-Ciklocitral 1214 0,5 Pentadekanal 1707 0,7
Citronelol 1221 tr Mint sulfid 1738 0,4
Geraniol 1252 tr Heksadekanal 1822 1,2
2E-Decenal 1260 1,3 Neofitadien 1840 0,2
Geranial 1266 tr Heksahidrofarnezil aceton 1850 1,2
Undekanal 1305 0,3 n-Nonadekan 1900 0,3
a-Kopaen 1375 0,4 Farnezil aceton 1915 0,5
(E)-ZDamascenon 1386 0,5 Heksadekanska kiselina 1971 0,6
[Burbonen 1387 2,0 n-Oktadekanol 2081 0,3
FKubeben 1388 0,3 n-Heneikozane 2100 0,4
SBElemen 1390 15 Fitol* 2111 14
Dodekanal 1405 11 n-Dokozan 2200 0,3
(E)-Kariofilen 1418 13,4 n-Trikozan 2300 11
[FKopaen 1430 0,6 n-Tetrakozan 2400 0,3
FGurjunen 1431 0,3 n-Pentakozan 2500 0,7
a-Humulen 1450 2,8 n-Heptakozan 2700 1,3
Geranil aceton 1452 0,4 n-Oktakozan 2800 0,2
(E)-F-Farnezen 1455 3,2 n-Nonakozan 2900 2,0
Germakren D 1481 12,3
Ukupno 87,2
Monoterpeni 4,3

Monoterpenski ugljovodonici 1,3

Oksidovani monoterpeni 3,0
Seskviterpeni 60,9

Seskviterpenski ugljovodonici 41,4

Oksidovani seskviterpeni 19,5
Diterpeni 1,6
Alifati ¢na jedinjenja 19,4

Alkoholi 15

Aldehidi 11,0

Ugljovodonici 6,9
Ostalo 1,0

Tr - tragovi € 0,1%); RI - retencioni indeks na HP-5MS koloni; tacan izomer nije identifikovan

Utvrden nizak sadrzaj etarskog ulja u osuSenim herb&nmmumosa i S alpina

subsp.dinarica (0,15% ¥/m) i 0,03% (Wm), redom) u skladu je sa literaturnim

podacima koji ukazuju da su vrste roflachys siromasne etarskim uljima. Do sada

utvrden sadrzaj etarskog ulja u drugim vrstama ovog ramsio je 0,01-0,5%
(Radulovt i sar., 2007; Goren i sar., 2011). Nizak sadriajs&og ulja je karakteristika

i ostalih rodova podfamilijeamioideae s.l.
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Ispitivana etarska ulja miasobno se veoma razlikuju u pogledu hemijskog gasta
(Tabela 44).

Tabela 44.Uporedni prikaz zastupljenosti klasa jedinjenjapitivanim etarskim uljima

S. plumosa S. alpina subsp.dinarica

Monoterpeni 8,4 4,3
Monoterpenski ugljovodonici 3,6 1,3
Oksidovani monoterpeni 4,8 3,0

Seskviterpeni 3,1 60,9
Seskviterpenski ugljovodonici 1,3 41,4
Oksidovani seskviterpeni 1,8 19,5

Diterpeni 74,3 1,6

Alifati ¢na jedinjenja 1,0 19,4
Alkoholi - 15
Aldehidi - 11,0
Ugljovodonici - 6,9

Ostalo - 1,0

Etarsko uljeS. plumosa, za razliku od véne ranije ispitivanih etarskih ulja vrsta
ovog roda, karakteriSe neuodhjeno visok sadrzaj diterpena (74,3%). Glavna
komponenta ovog ulja bio je diterpen dehidroabief@h,2%). Ovo je u skladu sa
rezultatima ispitivanja etarskog ulja ove vrsteokoline Bosilegrada koje su sproveli
Radulovt i sar. (2007) i u kome su dominantnu frakciju t&ainili diterpeni (50,0%).
Glavna komponenta ovog ulja je bio, kao i u uljpitsanom u okviru ove doktorske
disertacije, dehidroabietan (45,5%). Td&pdehidroabietan je bio glavni diterpen i u
etarskim uljima uzorak&. plumosa iz okoline Vranja (Gruji-Jovanow i sar., 2001,
2004). U ovim uzorcima, ndetim, ukupan sadrzaj diterpena bio je &gao nizi
(14,8% i 5,2%), dok su dominantnu frakc§uili monoterpeni (54,9% i 73,2%, redom).
Dehidroabietan identifikovan je tafte i u etarskim uljima herbiS spruneri,

S swainsonii i S ionica (0,1-7,6%), koje kao IS plumosa pripadaju S. sect.
Swainsoniana (Skaltsa i sar., 2001), i u tragovima u etarskdjn 8 glutinosa (S. sect.
Aucheriana) (Mariotti i sar., 1997). Literaturni podaci ukazuda su diterpeni veoma
zastupljeni u etarskim uljima jo$ nekih vrsta rddlachys. S. candida (Skaltsa i sar.,
1999), vrste podsekcij&. subsect.Swainsonianeae (Skaltsa i sar., 2001%. cretica
subsp.cretica (Skaltsa i sar., 2003%. laetivirens (Duman i sar., 2005%. macrantha
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(Haznagy-Radnai i sar., 2007%i menthifolia (Skaltsa i sar., 200%:avar i sar., 2010)
(Tabela 14).

Seskviterpeni su u etarskom ulju herBeplumosa zastupljeni sa svega 3,2%.
(E)-kariofilen je prisutan samo u tragovima, dok geknmen D i kariofilen-oksid, glavni
I tipiéni seskviterpenski sastojci etarskog ulja he®ealpina subsp.dinarica, kao i
vecine drugih vrsta rod&achys, u ispitivanom etarskom ulju herls# plumosa nisu
identifikovani.

U etarskom ulju herbé&. alpina subsp.dinarica seskviterpenicine dominantnu
frakciju (60,9%). Uglavhom se radi o ugljovodoniein{41,4%), koji su i in&
najzastupljenija frakcija ne do sada ispitanih etarskih ulja vrsta rogtachys.
Glavne komponente ovog ulja: germakren [E)-Kariofilen i kariofilen-oksid
predstavljaju glavne sastojkeduee do sada ispitanih etarskih ulja vrsta r@ikchys
(Piozzi i Bruno, 2009; Goren i sar., 2011). U okvnodsekcijes subsectGermanicae,
kojoj pripadaS alpina subsp.dinarica, germakren D je identifikovan kao glavna
komponenta u etarskim uljim&. balansae subsp.balansae (38,3%), S. sericantha
(32,4%),S. pinetorum (28,8%; Goren i sar., 20113, obliqua (25,4-45,3%; Harmandar i
sar., 1997; Goren i sar., 2018, germanica subsp.bithynica (23,3%; Goren i sar.,
2011),S. germanica subsp heldreichii (21,3-27,1%; Skaltsa i sar., 2003; Goren i sar.,
2011),S. huber-morathii (18,4%; Goren i sar., 2011)S germanica (16,5%) (Grujé-
Jovanowvt i sar., 2004). £)-kariofilen je identifikovan kao glavna komponenta
etarskim uljima manjeg broja vrsta:balansae (17,9-29,9%; Cakir i sar., 1997; Goren i
sar., 2011)S germanica subsp.heldreichii (12,8-18,4%, Skaltsa i sar., 2003; Goren |
sar., 2011)S sericantha (23,2%),S. obliqua (16,7%),S. huber-morathii (14,5%) iS.
pinetorum (11,3%; Goren i sar., 2011), dok je kariofilen4odkdominantna komponenta
etarskog ulj&s. pinetorum (8,3%; Goren i sar., 2011).

U etarskom uljuS alpina subsp.dinarica zna&ajnu frakciju ¢ine i alifaticna
jedinjenja (19,4%), natito aldehidi (11,0%), Sto je u skladu sa ranijimitivanjima
etarskog ulja herb&. alpina [subsp.alpina]. Prema ranijim ispitivanjima etarskom
ulju herbe tipske podvrste alpina [subsp.alpina] iz Madarske (Haznagy-Radnai i sar.,
2007), najzastupljeniji su bili seskviterpenski jagbdonici (41,9%), a zrajnu
frakciju su ¢inila alifaticna jedinjenja (10,5%). Glavne komponentne ulja lsle
y-muurolen (23,5%), nezukol (6,2%) i metillinoled,5%). U ¢arskom ulju herbe
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S alpina [subsp.alpina] poreklom iz Hrvatske, koje su analizirali BilasVund& i
saradnici (2006), glavnu frakciju sénili alifati¢ni aldehidi (31,8%). Takie, u
znaajnom procentu su bili prisutni oksidovani seskyini (28%) i alifatini alkoholi
(9,7%). Glavne komponente ulja bile su (E)-nerdlid@2,1%), nonanal (9,8%),
dodekanol (9,7%), 1-okte-3-ol (8,7%) i germakre(bl®%).

Visok sadrzaj alifatinih i aromaténih jedinjenja karakteristan je i za etarska ulja
nekih drugih vrsta iAS subsectGermanicae: S persica (44,2-58,6%, Khanavi i sar.,
2004), S. balansae (19,5%; Rezazadeh i sar., 200&),germanica (25,5%; Grujé-
Jovanow i sar., 2004) iS. germanica subsp.heldreichii (7,3%; Skaltsa i sar., 2001).
n-Nonanal, jedan od glavnih sastojaka etarskog&ulgpina subspdinarica (5,3%), u
zna&ajnom je procentu zastupljen u etarskom Wjualpina [subsp.alpina] (9,8%;
Bilusi¢ Vund& i sar.,, 2006), kao i uS swainsonii subsp. argolica (S. sect.
Swainsoniana) (8,5%; Skaltsa i sar., 2001).
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7. Antioksidantna aktivnost

7.1. Ukupna antioksidantna aktivhost (FRAP test)

Ukupna antioksidantna aktivnost suvih metanolniktrelkata herbi odabranih vrsta
roda Sachys ispitivana je FRAP testom (Tabela 45, Slika 24pjMs&u aktivnost
ispoljili su ekstrakti herbiS anisochila i S beckeana. NeSto manja FRAP vrednost
zabelezena je za ekstrakt herBealpina subsp.dinarica. U poreienju sa FRAP
vrednosu L-askorbinske kiseline (7, 41 umolzﬁmg) ove vrednosti su bile oko 5 puta

manje. Najnizu aktivnost ispoljio je ekstrakt heB@lumosa.

Tabela 45.Ukupna antioksidantna aktivnost (FRAP vrednostgtielkata
herbi odabranih vrsta rcgachys

FRAP vrednosf

S anisochila 1,87
S beckeana 1,83
S plumosa 0,46
S alpina subspdinarica 1,36

&u umol Fé+/mg suvog ekstrakta.

741

o

«

»

w

~

1.87 1.83

FRAP vrednost (ug Fe*/mg suvog ekstrakta

136 |

| J | 046 | | -
0 T T T T

S. anisochila S. beckeana S. plumosa S. alpina subsp. L-askorbinska kiselina
dinarica

-

Slika 24.Ukupna antioksidantna aktivnost (FRAP vrednospjtiganih
ekstrakata odabranih taksona fdehys i L-askorbinske kiseline

Ukupna antioksidantna aktivnost ispitivanih eksatak visoko je korelisana sa

sadrzajem ukupnih polifenola (r=0,999) (Slika 25).
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Slika 15. Korelacija sadrzaja ukupnih polifenola i ukupneigkgidantne aktivnosti (UAA)
ekstrakata herts anisochila (SA), S beckeana (SB), S. plumosa (SP) i
S alpina subspdinarica (SAD)

7.2. Neutralizacija DPPH radikala (DPPH test)

Suvi metanolni ekstrakti herbi svih odabranih virstdaSachys ispoljili su u DPPH
testu koncentraciono zavisnu aktivnost (Tabela Slka 26). Izuzetno visoku anti-
DPPH aktivnost pokazali su ekstrakti he®anisochila, S. beckeana i S. alpina subsp.
dinarica (SGp vrednosti< 50 ug/ml), dok je aktivnost ekstrakta herBeplumosa bila
slaba (SG= 101,61ug/ml). SGo vrednost za L-askorbinsku kiselinu, koja je kéeisa
kao standard, iznosila je 4,@/ml. Anti-DPPH aktivnost ispitivanih ekstrakatdabje
takade u dobroj korelaciji sa sadrzajem ukupnih polifeno(r=-0,948) (Slika 27).

Tabela 46.Uticaj ekstrakata herbi odabranih vrsta r&tchys na neutralizaciju DPPH
radikala ("scavenging" efekpt% neutralizacije)

Koncentracija S. alpina subsp.

S. anisochila S. beckeana S. plumosa S
(pg/ml) dinarica
5 19,71+ 1,67 12,88 +1,12 6,22 £ 0,02 6,82 +1,33
10 31,97 £ 0,95 22,76 £ 0,08 7,80 £ 0,63 18,18480,
20 54,56 + 1,63 47,87 +0,74 13,24 + 0,02 35,5730
50 95,33+0,16 91,66 + 1,57 25,73 +0,35 91,6007 0
100 96,24 £ 0,0 95,45 + 0,08 49,30+ 0,18 94,47 £ 0,42
200 96,13 £ 0,04 95,16 £ 0,17 87,45+1,06 -
SGCso 17,90 20,90 101,61 26,14

Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri aivanja + SD S.D.
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Slika 26. Uticaj ekstrakata herbi odabranih vrsta r&tchys na neutralizaciju DPPH radikala
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27. Korelacija sadrzaja ukupnih polifenola i sposobnasutralizacije DPPH radikala
(S6€ vrednosti) ekstrakata herbS anisochila (SA), S beckeana (SB),
S plumosa (SP) iS. alpina subspdinarica (SAD)
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7.3. TLC-DPPH test

Suvi metanolni ekstrakti herbi odabranih vrsta rd&achys rastvoreni su u
metanolu i razdvajani u sistemu za flavonoinde riogide (etilacetat-glacijalna getna
kiselina-mravlja  kiselina-voda=100:11:11:26, V/VIVIV). Nakon razvijanja
hromatograma, ple su prskane 0,2% rastvorom DPPH.

Odmah nakon prskanja ljutaistim rastvorom DPPH radikala intenzivno Zuto su se
obojile zone Rf vrednosti oko 0,46; 0,54 i 0,57 teMda herbeS. anisochila i Rf
vrednosti oko 0,48; 0,57 1 0,67 ekstrakta heBblseckeana. Manje intenzivno Zuto su se
obojile zone Rf vrednosti oko 0,49; 0,57 i 0,69 teMga herbeS alpina subsp.
dinarica. Najslabije Zuto su se obojile zone Rf vrednos&30 0,57 i 0,69 ekstrakta
herbeS. plumosa i Rf vrednosti oko 0,69 i 0,76 ekstrakta heSanisochila.

Nakon 15 minuta doslo je do pojave novih zona rdirticije DPPH radikala, a

intenzitet svih zona se nakon 2 sata znatnocpojauz pojavu novih, manje intenzivnih
zona (Slike 28a i 28b).

N&

e K

b' . ‘c

Slika 28. TLC hromatogram ekstrakata hefianisochila (SA), S. beckeana (SB), S. plumosa
(SP) i S alpina subsp.dinarica (SAD); mobilna faza: etilacetat-glacijalna¢gitna kiselina-
metanol-voda=100:11:11:26VAV/V/IV); detekcija na dnevnoj svetlosti: rastvorom DPPH
radikala (a) nakon 15 minuta, (b) nakon 2 h, (cJE&G reagensom.

Na osnovu iznetog moZe se zakilfuda komponente ekstrakata hefianisochila
i S beckeana najintenzivnije neutraliSu DPPH radikal. Aktivnoskstrakta herbe

S alpina subspdinarica je nesto slabija, a ekstrakaplumosa najslabija. Por@enjem
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ovih hromatograma sa hromatogramom metanolnih atatta nakon derivatizacije

NP/PEG reagensom, moZze se zalljuda zone koje najintenzivnije neutraliSu DPPH
radikal odgovaraju zonama flavonoidnih heterozi8tké 28c). Rezultat TLC-DPPH

testa je u skladu sa rezultatima alivanja sadrzaja ukupnih polifenola i flavonoida u
ispitivanim ekstraktima (Tabele 28 i 29).

TLC-DPPH test sproveden je i za etilacetatne fjakenetanolnih ekstrakata
odabranih vrsta rod&achys nakon kisele hidrolize (Slika 29). Kao i u prethoth
sluitaju, najbrojnije i najintenzivnije Zuto obojene ebifu zone na hromatogramima
etilacetatnih frakcija metanolnih ekstrakata he&3banisochila, S beckeana i S alpina
subsp.dinarica. Na hromatogramu etilacetatne frakcije metanoleégtrakta herbe

S plumosa mogle su se witi svega dve zone koje snazno neutraliSu DPPHkahdi
(Rf~0,6410,77).

b c

Slika 29. TLC hromatogram etilacetatnih frakcija ekstrakatarbh S. anisochila (SA),
S beckeana (SB), S. plumosa (SP) iS. alpina subsp.dinarica (SAD) nakon kisele hidrolize;
mobilna faza: toluen-etilacetat- mravlja kiselina4:1 M/V/V); detekcija na dnevnoj svetlosti:
rastvorom DPPH radikala (a) nakon 15 minuta, (pona2 h, (c) NP/PEG reagensom.

a

7.4. Neutralizacija OH radikala (2-dezoksiriboza test)

Suvi metanolni ekstrakti herbi svih odabranih vistdaStachys su koncentraciono
zavisno neutralisali OH radikal (Tabela 47, Slik&).3U opsegu koncentracija
6,25-50ug/ml, svi ekstrakti inhibirali su degradaciju 2-d&giriboze preko 40%. Ekstrakti

herbi S beckeana i S alpina subsp.dinarica pokazali su najweal aktivnost u koncentraciji
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12,5 pg/ml (64,97% i 50,94%, redom), ekstrakt herBeanisochila u koncentraciji
25 pg/ml (50,22%), a ekstrakt herl& plumosa u koncentraciji 10Qug/ml (60,67%).
Kvercetin, korigen kao standard, neutralisao je 50% OH radikalaoocé&ntraciji
3,1ug/ml.

Evidentno je, takée, da svi ekstrakti u viSim koncentracijama pokazsiabiju
aktivnost, Sto se moze objasniti prooksidantim d&hgem.

Tabela 47.Uticaj ekstrakata herbi odabranih vrsta r@kchys na razgradnju 2-dezoksiriboze
(% inhibicije)

Koncentracija S. alpina subsp.

S. anisochila S. beckeana S. plumosa S
(ng/ml) dinarica

6,25 43,50 £ 2,55 62,64 + 0,35 46,87 £ 0,11 50,2357
12,5 48,60+ 1,72 64,97 + 0,01 52,97 + 1,36 50,94 + 0,63
25 50,22 + 1,50 60,99 + 2,02 54,25+ 2,13 49,63 £ 2,21
50 47,60 £ 3,90 58,02+ 1,16 58,43 + 1,20 45,7724 3
100 37,70 £ 3,76 48,59+0,12 60,67 £1,25 35,53 +1,64
200 19,70 + 3,26 39,17 +1,99 49,44 + 1,48 22,4152

Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri ativanja + S.D.

——S. anisochila  —=-S. beckeana  ——S. plumosa  ——S. alpina subsp. dinarica
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Slika 30. Uticaj ekstrakata herbi odabranih vrsta r&achys na razgradnju 2-dezoksiriboze
(% inhibicije)
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7.5. Inhibicija lipidne peroksidacije (TBA test)

Metanolni ekstrakti odabranih vrsta ro8achys su ispoljili koncentraciono zavisnu
inhibiciju lipidne peroksidacije (LP) (Tabela 48ikd 31). Ekstrakti herb& beckeanai S
alpina subsp.dinarica su 50% inhibicije LP postigli pri koncentracijam&,@7 i 49,00
pg/ml (1Csq) , dok ekstrakti herlds anisochilai S plumosa u primenjenim koncentracijama
(12,5-250pug/ml) nisu dostigli 50% inhibicije LP. Za kvercetikori¥en kao standard,
utvrdeno je da 50% inhibicije LP ostvaruje pri koncetijfraod 0,75 ug/ml. | u ovom

slu¢aju konstatovano je da pridmn koncentracijama aktivnost ekstrakata opada.

Tabela 48. Uticaj ekstrakata herbi odabranih vrsta ra®achys na lipidnu peroksidaciju
u liposomima (% inhibicije)

Koncentracija S. alpina subsp.

S. anisochila S. beckeana S. plumosa .

(ng/ml) dinarica
12,5 21,68 + 3,01 41,35+ 1,74 30,49+ 2,12 4,6482
25,0 17,05+ 1,22 48,73+ 1,94 42,46 £ 0,29 18,2224
62,5 46,02 + 3,77 50,70 £ 0,70 48,73 + 0,68 60,49 + 4,49
125,0 37,13 +1,13 53,63 + 1,39 36,60+ 0,75 69,24 + 2,26
250,0 41,47 £ 3,27 58,81 + 0,03 14,71 + 2,98 43,35+ 4,25
ICso - 25,07 - 49,00

Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri ativanja + S.D.
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Slika 31.Uticaj ekstrakata herbi odabranih vrsta r&fchys na lipidnu peroksidaciju
u liposomima (% inhibicije)

149



Rezultati i diskusija

Dosadas$nja istrazivanja ukazuju da su najamgi antioksidansi biljnog porekla
razliciti polifenoli (flavonoidi, tanini, fenolkarboksilm kiseline i sl.). lako strukturno
veoma raznovrsna, sva ova jedinjenja u osnovi sgednu ili viSe fenolnih grupa, koje
su donori vodonik&ime neutraliSu slobodne radikale kiseonika (ROS).u$lovljava
njihovu antioksidantnu aktivnost, koja je u nekitla¢gjevima uporediva ili bolja od
nage&e korigenih antioksidanasa (vitamin C, tokoferoli, karatieih, koenzim Qo).

Polifenoli biljnog porekla svoje zastitno delovargpoljavaju na nekoliko nivoa:

— heliraju jone prelaznih metala (Fe i Cu)

—  redukuju vodonik-peroksid (D) ili lipidne perokside

— direktno neutraliSu stvorene slobodne radikaledage i azota (ROS/RNS) —
sve su ovo antioksidantni mehanizmi

— uticu na aktivnost enzima intracelularnih signalnihKeaa (MAPK i sl.) —
moguta uloga signalnih molekula

— moduliraju ekspresiju nekih gena (Niki, 2010).

Dosadasnjim ispitivanjima je za neke ekstrakteakdjrode&achys, kao i za neka iz
njih izolovana jedinjenja, pokazano da ispoljavapetajno antioksidanto delovanje
(Tabela 16).

Znxtajnu anti-DPPH aktivnost pokazuju metanolni ekdtralerbi S. recta subsp.
recta (ICs0=1,96 ug/ml) i S palustris (IC5¢=2,7 ug/ml). Metanolni i etanolni ekstrakt
herbeS. alpina [subsp.alpina] u zna&ajnoj meri neutraliSu DPPH radikal @&5,2 i
46,6 ug/ml, redom), dok je aktivnhost hloroformskog ekkteaznatno niza (16=112
ug/ml) (Bilusic Vunda& i sar., 2007). n-Butanolni ekstrakt nadzemnog dela
S ocymastrum takaie ispoljava snazno antioksidantno delovanjes#6,77 pg/mi;
rutin 1Cs50=3,01 pg/ml) (Lakhal i sar., 2011). \éma ostalih ispitivanih polarnih
ekstrakata (MeOH, EtOH) raziiih vrsta rodaSachys snazno neutraliSe DPPH radikal
(IC50=5-50pug/ml) (Bilusic Vund&, 2007; Abichandani i sar., 2010).

Iz metanolnog ekstrakta hertd® byzantina, koji ispoljava snazno anti-DPPH
delovanje (IGy=15 pug/ml), odnosno iz njegovih najaktivnijih frakcijadlovana su tri
feniletanska heterozida: @-arabinozilverbaskozidlj, verbaskozid2), eSinantozid C

(3) i tri flavona: apigenin ©-glukozid @), apigenin 70-(6-p-kumaroil)-glukozid b) i
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apigenin 6). Sva jedinjenja deluju kao DPPH ,scavengeri, ajvetu aktivnost
pokazuju feniletanoidl i 2 (IC5¢=9,6 i 8,8ug/ml, redom) (Asnaashari i sar., 2010).

Vodena frakcija metanolnog ekstrakta nadzemnog 8elaflata pokazuje umerenu

anti-DPPH aktivnhost (165=89,5 ug/ml), dok hloroformska frakcija istog ekstrakta
zn&ajno inhibira oksidaciju linolenske kiseline (77908 vs. 87,59% BHT)
(Ebrahimabadi i sar., 2010). Za metanolne ekstralddzemnih deloves. recta,
S annua, S macrantha, S officinalis i S. sylvatica utvrdeno je da inhibiraju lipidnu
peroksidaciju u homogenizatu mozga gmta (1G=39,8-93,0 ug/ml). U ovom
eksperimentu aktivnost ketrakta herbeS. alpina [subsp. alpina] bila je slaba
(IC50=219,4ug/ml) (Haznagy-Radnai i sar., 2006a).

Za neke od feniletanskih heterozida identifikovamihispitivanim ekstraktima,
pokazano je da su zggni antioksidansi. Anti-DPPH aktivhost akteozida
(verbaskozida) uporediva je sa aktivewdutilhidroksitoluena (BHT) i zri@ajno ve&a
od aktivnostia-tokoferola. Martinozid je takite snazan “scavenger” DPPH radikala
(Aligianis i sar.,, 2003). Antioksidanta aktivndstzitozida B i akteozida (izolovani iz
rizomakEremostachys glabra Boiss. ex Benth., Lamiaceae) u DPPH testu bilageka
(vrednost S& je iznosila 6,4 i 7,ug/ml, redom). Sg vrednost kvercetina u istom
testu bila je 2,7& 102 pg/ml (Delazar i sar., 2005b). Delazar i saradr€i08) su za
ova ista jedinjenja izolovana iz nadzemnog dé&lalomis caucasica Rech. fil.
(Lamiaceae) u istom testu utvrdili tale@zn&ajnu aktivnost (S€= 4,97 i 4,27ug/ml,
redom). Neki efekti akteozida pripisuju se njegovafmitetu da se veze i ugradi u
fosfolipidne membrane, kako cviterjonske tako i aaenegativni nabojem, menjaju
pri tom neka njihova fizka svojstva. Na taj &&, izmeiu ostalog, on deluje kao
snazan inhibitor lipidne peorksidacije (LP), alpafjava i zndajno antibakterijsko
delovanje, nar@ito prema Gram-(+) bakterijama kao Sto $phylococcus aureus
(Funes i sar., 2010).

Fenolkarboksilne kiseline tale poseduju snaznu anti-DPPH aktivnost, i to u
sledéem opadajéem nizu, i u odnosu natokoferol i BHT: rozmarinska > kafena >
hlorogenska >»-tokoferol > ferula kiselina > BHT (Chen i Ho, 1997

Utvrdeno je da su 7-OB{D-alopiranozil-(1»2)-B-D-glukopiranozil derivati 5,8-
dihidroksiflavona relativno snazni antioksidansija je aktivhost uporediva sa
aktivnoZu kvercetina. Méu njima su i tri jedinjenja izolovana iz metanolnekgstrakta
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herbeS. alpina subspdinarica u okviru ove doktorske disertacije-@etilizoskutelarein
7-O-[6"-acetilB-D-alopiranozil-(1- 2)]-B-D-glukopiranozid (edinjenje 1), 4-
metilhipolaetin 7-O-[6"'-acetiB-D-alopiranozil-(1- 2)]-B-D-glukopiranozid (jedinjenje
2) i izoskutelarein  7-O-[6"-acetf-D-alopiranozil-(1- 2)]-B-D-glukopiranozid
(jedinjenje3) (Gabrieli i sar., 2005). Jedinjerda 3 su takde identifikovana kao glavni
flavonoidni heterozidi u ekstraktima herbi S anisochila [
S beckeana. U ovim ekstraktu herb& anisochila jedinjenjel je prisutno u tragovima,
dok u ekstraktu herlf& beckeana nije detektovano.

Sest flavonoida sine strukture, uz akteozid, izolovano je iz nadzegnmela
Sderitis brevibracteata P. H. Davis (Lamiaceae) (BuOH frakcija). U TLC-DHPRestu
pokazano je da su ova jedinjenja glavni nosiodio&stdantne aktivnosti. U TBA testu
najvetu aktivnost ispoljili su hipolaetin 7-O-[6""-adefi-D-alopiranozil-(1- 2)]-B-D-
glukopiranozid, hipolaetin  7-O-[6™-acefitD-alopiranozil-(1- 2)]-6"-acetil 3-D-
glukopiranozid i akteozid. Derivati hipolaetinalsiti aktivniji od derivata izoskutelareina
(Guveng i sar., 2010).

Flavonoidi sléne strukture, izolovani iz listova i korer@aleopsis ladanum L.
(Lamiaceae) ispoljavaju snazno anti-DPPH delov@dg=2,9-11,4ug/ml). Najaktivniji
su bili hipolaetin 7-O-[6"-acet[-D-alopiranozil-(1- 2)]-B-D-glukopiranozid (1G=2,9
ug/ml), izoskutelarein 7-O-[6""-acefd-D-alopiranozil-(1- 2)]-6"-acetil 3-D-
glukopiranozid (I1G=5,6 ug/ml) i izoskutelarein 7-O-[6"-acefd-D-alopiranozil-
(1- 2)]-B-D-glukopiranozid (jedinjenje3 izolovano iz metanolnog ekstrakta herbe
S alpina subsp.dinarica u okviru ove doktorske disertacije) 6,6 ug/ml).
Najslabiju, ali veoma zrajnu aktivnost ispoljili su i 4metil izoskutelarein 7-O-[6""-
acetil3-D-alopiranozil-(1- 2)]-B-D-glukopiranozid ~ (IGo=11,1 ug/ml), i 4-
metilhipolaetin 7-O-[6"-acet{§-D-alopiranozil-(1- 2)]-B-D-glukopiranozid (ICs=11,4
ug/ml) (jedinjenjal i 2, redom, izolovana iz metanolnog ekstrakta h&lapina subsp.
dinarica u okviru ove doktorske disertacij¢lriarte-Pueyo i Calvo, 2010).

Lagounne i saradnici (2011a, 2011b) su za izoskgrl 7-O-[6"-O-aceti-D-
alopiranozil-(1- 2)]-B-D-glukopiranozid (jedinjenje 3 izolovano iz metanolnog
ekstraktaS. alpina subsp.dinarica), ranije izolovan iz korena i nadzemnog dela
endeméne vrste S mialhess Noé&, takde potvrili snazno anti-DPPH delovanje.
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Tehnikom ESR odreiena 1Go vrednostn-butanolne frakcije metanolnog ekstrakta
herbe iznosila je 4jig/ml, a izolovanog jedinjenja 66g/ml. U istom eksperimentu su
kao poredbene supstance kéeisi vitamin E i kvercetin (16:=25 i 12ug/ml, redom).
Ovo jedinjenje je okarakterisano i kao bolji anf®BPH agens u odnosu na BHT,
odnosno aktivnosti jednaketokoferolu (Saracoglu i sar., 2004).

Utvrdeno je da su 8-O-glukuronidi izoskutelareina i lhiygtina su j& anti-DPPH
agensi nego kemferol.”Sulfatni derivati ovih flavona ispoljavaju zFgno slabijuin
vitro antioksidantnu aktivnost, ali su veoma dobro m@djivi u vodi, Sto ukazuje na
njihovu eventualnu bolju bioraspolozivost i povggnn vivo efekte (Yang i sar., 2003).

Snaznu inhibiciju oksidacije LDL i zi&ajno neuroprotektivno delovanje ispoljavaju
hrizoeriol 4-O-3-D-glukopiranozid i hrizoeriol 7-Q-D-glukopiranozid, izolovani iz
herbeDioscorea opposita Thunb. (Dioscoreaceae) (Ma i sar., 2005). Hrizmeapigenin
i apigenin 7-O-[6"-O4¢-kumaroil)]-$-D-glukopiranozid izolovani izLeucas aspera
Link. (Lamiaceae) ne ispoljavaju afegnu anti-DPPH aktivhost u TLC-DPPH testu
(IC50>500 uM) (Sadhu i sar., 2003). Hrizoeriol 7-O-rutinozidhrizoeriol 7-O-glukozid
(izolovani izPhlomis caucasica, Lamiaceae) su umereni DPPH ,scavenger“-5¢©4,7
i 98,6 pug/ml, redom) (Delazar i sar., 2008). Luteolin je litan inhibitor
Fe*-katalizovane peroksidacije u lipozomima, aktiviifik i od t-butilhidrohinona
(TBHQ) (Arorai sar., 1998).

Za ekstrakte herl. anisochila, S. beckeana, S. plumosa i S. alpina subspdinarica
u okviru ove doktorske disertacije ufeno je da ispoljavaju ztajnu antioksidantnu
aktivnost. Nasi rezultati su &hi rezultatima ispitivanja nekih drugih vrsta ovomfa
(Tabela 16). Visoka korelacija sadrzaja ukupnih ifpobla sa ukupnom
antioksidantnom aktivnés (UAA), tj. sposobna&i neutralizacije DPPH radikala
(Slike 25 i 27) ukazuje da su nosioci ove aktivnpstifenolna jedinjenja: flavonoidni i
feniletanski heterozidi i fenolkarboksilne kiselir@vo je u skladu i sa rezultatima TLC-
DPPH testa, gde su se kao glavne zone neutrabzZ@€PH radikala izdvojile zone koje
odgovaraju flavonoidnim heterozidima (Slika 28).kdde, ako se uzmu u obzir i
rezultati kvantitativne HPLC analize (Tabele 40 1) 4asno je zaSto ekstrakt herbe

S anisochila ispoljava najjge antioksidanto delovanje — sadrzi najviSe flavdnibi

& Elektron Spin Rezonancija
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heterozida (preko 50%) i to upravo onih za kojeit\dena izuzetno visoka aktivnost
(poput jedinjenja3 i 2, izoskutelarein 7-O-[B-acetilf3-D-alopiranozil-(1- 2)]-B-D-
glukopiranozida i 4'-metilhipolaetin  7-O-[6-acetil{3-D-alopiranozil-(1- 2)]-3-D-
glukopiranozida). Takie je i sadrzaj fenolkarboksilnih kiselina u ovomste&ktu
znaajan (14,18%), Sto znatno doprinosi ispoljenoj\aildsti. Ekstrakt herb&. beckeana
sadrzi najvise feniletanskih heterozida, u prvodurakteozida (9,07%), Sto uz zagn
sadrzaj flavonoidnih heterozida (oko 20%) dopringgigovoj visokoj antioksidantnoj
aktivnosti.

HPLC analiza metanolnog ekstrakta hei®eplumosa takaie moze da objasni
najslabiju antioksidantnu aktivnost ovog ekstraltgoreienju sa preostala tri. Ovaj
ekstrakt ne sadrzi heterozide izoskutelareina olagtina, vé heterozide hrizoeriola

(10,74%) i apigenina, za koje je uteno relativno slabo antioksidantno delovanje.
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8. Antiinflamator na aktivnost

Rezultati ispitivanja antiinflamatornog delovanjapitivanih suvih metanolnih
ekstrakata herbi odabranih vrsta r@achys na modelu karageninom izazvanog edema

Sapice pacova prikazani su u Tabeli 49 i na SEci 3

Tabela 49. Antiinflamatorni efekat ekstrakata herbi odabranista rode&achys

Ekstrakt Doza (mg/kg p.o.) Antiinflamatorni efekat (%) EDs, (Mmg/kg p.0.)
50 20,33+£12,11*
S anisochila 100 40,39 = 6,06** 162,24
200 54,04 +11,20**
50 20,65 £8,97*
S beckeana 100 45,43 + 10,02* 154,52
200 53,30 £ 5,72**
50 25,65 £7,19*
S plumosa 100 40,65 + 14,23* 220,81
200 46,52 + 14,70*
) 50 24,67 £9,67*
jgﬂ'gs subsp. 100 30,43 + 5,39* /
200 37,17 £16,63*
1 27,14 +11,83
Indometacin 2 90,37+ 5,96 2,53
4 58,06 = 13,87*
8 74,32 £15,70**

* p<0,05, ** p<0,01 (vs. indometacin 8 mg/kbyp.); EDsy— srednja efektivna doza.
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Slika 32. Antiinflamatorni efekat ekstrakata herld anisochila (SA), S. beckeana (SB),
S plumosa (SP) i Salpina subspdinarica (SAD)

Svi ispitivani ekstrakti ispoljili su dozno zavismaatiinflamatorno delovanje (Tabela
49, Slika 32). Maksimalni efekti postignuti su penom najviSe testirane doze
(200 mg/kg). Ekstrakti herbiS beckeana 1 S anisochila ispoljili su najveu
antiinflamatornu aktivnost. U dozi od 200 mg/kg oekstrakti suprimirali su
inflamatorni odgovor za 54,04%, odnosno 53,30%aks herbeS. plumosa je ispoljio
nesto nizu aktivnost u odnosu na prethodna dvaradtai sa maksimalnim
antiinflamatornim efektom od 46,52% (200 mg/kg).j$¥&biji antiinflamatorni efekat
ispoljio je ekstrakt herbe&s alpina subsp.dinarica - u najvé€oj primenjenoj dozi
supresija inflamacije iznosila je 37,17%.

Interesantno je da su Haznagy-Radnai i saradn@il(Rispitivali antiinflamatorni
efekat vodenog ekstrakta herbe tipske podv&stelpina [subsp.alpina] takade na
modelu karageninom izazvanog edema Sapice pacetantlili su da ekstrakt u dozi
od 5 mg/kg nakon oralng.p.) primene ispoljava slan efekat kao diklofenak-natrijum
u istoj dozi. Nakon intraperitonealnep() primene istih doza ekstrakt je bio znatno
efikasniji od referentnog leka: suprimirao je edesmoko 80%, a diklofenak-natrijum za
oko 40%.

Takadie, neke vrste rod&achys tradicionalno se koriste kod raitih inflamatornih
stanja (Tabela 15), a potvrdu ovog delovanja dale seke farmakoloSke studije
(Tabela 16). Ekstrakti nadzemnih deldwanflata se u narodnoj medicini Irana koriste
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kod infektivnih, reumatskih i drugih inflamatornibolesti. Maleki i sar. (2001) su
ispitivali antiinflamatorno delovanje 70% MeOH elastta nadzemnog dela ove biljke.
Intraperitonealno primenjen ekstrakt ispoljava dozavisnu inhibiciju otoka Sapice
pacova izazvanu karageninom u rasponu koncentradij&0-200 mg/kg. Ekstrakt u
dozama 50, 100 i 200 mg/kg nedetina prvu fazu inflamacije izazvanu formalinom,
dok je uticaj u drugoj fazi statigki znaajan. Ekstrakt u dozi 200 mg/kg zagno
snizava aktivnost mijeloperoksidaze (MPO), odnosmmaajno smanjuje tkivha
oSt&enja i infiltraciju neutrofila. Utwieno je da acetonski i metanolni ekstrakti
nadzemnih delov&. byzantina u dozama od 50, 100 i 200 mg/kg &aj@o blokiraju
drugu fazu inflamatorne reakcije izazvane formatin@®ozno zavisno antiinflamatorno
delovanje oba ektrakta u navedenim dozama isp@ljaua karagenskom testu. Ovakva
antiinflamatorna aktivnost je sha efektima visokih doza indometacina (5 mg/kg)
(Khanavi i sar., 2005).

| za mnoge druge biljke, koje se tradicionalnoister kod inflamatornih stanja,
pokazano je da kao glavne aktivhe sastojke sadkieozAd i druge feniletanske
heterozide (Deepak i sar., 1999). Tako je d#wo da akteozid i forzitozid B selektivho
inhibiraju COX-2, pricemu je forzitozid B aktivniji (Sahpaz i sar., 200Rpznato je da
ekstrakti nekih biljaka, koji sadrze akteozid kadavgu komponentu, osim
antiinflamatornog ispoljavaju i antiulkusno deloy@rsto se moze pripisati selektivnoj
inhibiciji COX-2 (Penido i sar., 2006). Osim togekteozid zn&jano i koncentraciono
zavisno inhibira oslol@anje tromboksana B TXB,), faktora nekroze tumora (TNF-
a), NO i LPS-indukovanog prostaglandina BPGE) (Diaz i sar. 2003) i ispoljava
zn&ajan inhibitorni efekat na LPS-indukovan porast kb leukocita, neutrofila i
eozinofila (Kdpeli i sar., 2007a). Udeno je da su u mehanizam njegovog
antiinflamatornog delovanja ta#e ukljuceni antioksidanto delovanje, inhibicija protein
kinaze C (PKC), nishodna regulacija ekspresijeanglularnog adhezionog molekula 1
(eng. intercellular  adhesion  molecule-1, ICAM-1) iinhibicija  5-
hidroksieikozatetraenéme kiseline (5-HETE) i leukotrijena,BLTB,4). Pokazano je i
da akteozid umanjuje sekreciju proinflamatornihokima interleukina 10 (IL-10),
faktora nekroze tumora (TNF-u), interferonay (INF-y) i granulocitno-makrofagnog
faktora rasta kolonije (GM-CSF) i aktivhost mijetpksidaze (MPO) kod akutnog i

hronicnog kolitisain vivo (Hausmann i sar., 2007). Akteozid, izolovanSizsieboldii,
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ispoljava zn&ajno antinefritno delovanje (smanjuje urinarnu ekskreciju proteina
histopatoloske promene u GBNhodelu nefritisa i inhibira ekspanziju mezangialn
¢elija u anti-Thyl modelu nefritisa kod pacova). dake ovo delovanje akteozida
povezuje sa uticajem na imunski odgovor posred@eifama, pokazano je da on ne
suprimira stvaranje interleukina 2 (IL-2) i LEBali smanjuje ekspresiju ICAM-1 i
adheziju makrofaga, odnosno da deluje tako Sto gnpearadheziju leukocita za
endotelnecelije glomerula i posledno njihovu akumulaciju u glomerulima (Hayashi i
sar., 1996). Sintetskim putem je dobijetgava serija jedinjenja sa piridil-akril-
amidnim skeletom, koji su hemijski derivati kafdaseline i feniletilalkohola. Un vivo
testovima ispitivano je njihovo antineftitio delovanje i kao najefikasniji se pokazao
derivat akteozida ozian kao TIN-259 (Sadakane i sar., 2009).

Stachys schtschegleevii se u Iranu tradicionalno upotrebljava kod infekiiv i
reumatskih bolesti. Za frakcije etilacetatnog eMdim nadzemnog dela ove biljke pre
cvetanja, koje ispoljavaju antiinflamatorno delojgakod pacova u dozi od 100 mg/kg
i.p., utvrideno je da kao glavne sastojke sadrze akteozidpdrid 7-Of-[6"-p-
kumaroil]-glukozid i apigenin 7-@-[6"-p-kumaroil]-glukozid. U takde aktivnom
hloroformskom ekstraktu identifikovani su flavonoighenduletin, cirzimaritin i
ksantomikrol (Maleki-Dizaji i sar., 2008).

Stahiren, flavonoidna frakcija izolovana & recta, ispoljava antiinflamatorno,
antitokstno i hipoazotentino delovanje kod pacova (Zinchenko i sar., 1981).

Jedinjenja izolovana iz acetonskog ekstrakta h&teritis stricta Boiss. & Heldr.
(Lamiaceae): izoskutelarein 7-O[@cetilf3-D-alopiranozil-(:-2)]-p-D-
glukopiranozid (jedinjenje3 izolovano iz metanolnog ekstrakid alpina subsp.
dinarica u okviru ove doktorske disertacije) i izoskutelare/-O-[6"-acetil$-D-
alopiranozil-(12-2)]-6"-acetilf3-D-glukopiranozid, ispoljavaju antinociceptivni i
antiinflamatorni efekat (Kupeli i sar., 2007a).

Pokazano je taki® da hipolaetin (5,7,8,48-pentahidroksi flavon) i njegov g-D-
glukozid selektivno inhibiraju aktivnost lipooksiggzein vitro (Ferrandiz i Alcaraz,
1991). Za hipolaetin ©-B-D-glukopiranozid je pokazano da je nosilac

antiinflamatornog i antiulkusnog delovanfideritis mugronensis Borja (Lamiaceae),

# Anti-glomerular basement membrane
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bilike koja se tradicionalno koristi u Spaniji kagala i reumatizma (Villar i sar., 1984,
1985).

Za flavonoide - derivate hipolaetina i izoskutelaa: hipolaetin 7-O-[6"-acetfl-
D-alopiranozil-(1- 2)]-B-D-glukopiranozid, izoskutelarein 7-O-[6""-aceiHb-
alopiranozil-(1- 2)]-B-D-glukopiranozid (jedinjenje 3 izolovano iz metanolnog
ekstrakta S. alpina subsp. dinarica u okviru ove doktorske disertacije),’-4
metilhipolaetin 7-O-[6"-acetiB-D-alopiranozil-(1- 2)]-B-D-glukopiranozid (jedinjenje
2 izolovano iz metanolnog ekstrak®& alpina subsp.dinarica u okviru ove doktorske
disertacije), hipolaetin D-[6"-acetilf3-D-alopiranozil-(1- 2)]-6"-acetil -D-
glukopiranozid, izoskutelarein @-[6"-acetil{3-D-alopiranozil-(1- 2)]-6"-acetilf3-D-
glukopiranozid i 4metilhipolaetin 70-[6"-acetilf3-D-alopiranozil-(1- 2)]-6"-acetil3-
D-glukopiranozid), kao i za akteozid, koji su izeémi iz nadzemnog dela (BuOH
frakcija) Sderitis brevibracteata P. H. Davis (Lamiaceae), pokazano je da ispoljavaj
antiinflamatorno i1 antinociceptivno delovanje. Delaje derivata hipolaetina i
akteozida bilo je izrazenije u odnosu na derivatskutelareina. Takie je pokazano da
izolovana jedinjenja i aktivne frakcije ne ispoljgy akutnu toksnost, niti dovode do
gastrénih ostéenja (Guveng i sar., 2010).

Apigenin i hrizoeriol snazno inhibiraju oslatanje azot oksida (NO), tj.
potencijalno se mogu koristiti kao inhibitori NOigaze (NOS) (Liang i sar., 2011). Na
produkciju NO modulatorno deluje i akteozid (Harpsar., 2012). Za nekoliko derivata
hrizoeriola (izolovanih iz aktivne frakcije herlf8deritis ozturkii Aytac & Aksoy,
Lamiaceae) pokazano je da deluju antiinflamatorramtinociceptivno; ozturkozid C
(hrizoeriol 7-O-[2"-Op-kumaroil-6"'-O-acetip-D-glukopiranozil-(1- 2)]-6"-O-acetil-
[3-D-glukopiranozid) je bio najaktivniji (Kupeli i 82 2007b).

Apigenin 7-O-[6"-O-p-kumaroil)$-D-glukopiranozid] izolovan iz nadzemnog dela
Leucas aspera Link (Lamiaceae) inhibira PGE ali ne i PGE-indukovanu kontrakciju
ileuma morskog praseta (Sadhu i sar., 2003). FFEDGIukopiranozidi apigenina i
luteolina inhibiraju 15-HETE (Zheng i sar., 2008)O-Glukozidi apigenina i luteolina,
luteolin 3-O-glukozid i p-hidroksiakteozid u dozi 200 mg/kg inhibiraju kagaghom
indukovanu inflamaciju Sapice pacova (Tatli i s2008). Flavonoidi koji su po svojoj

strukturi sléni luteolinu (sa 34',5,7-tetrahidroksi supstitucijom) ispoljavaju icslo
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antiinflamatorno delovanje, odnosno inhibiraju Lin8ukovano stvaranje TN&{Ueda
i sar., 2004).

Za hlorogensku kiselinu je pokazano da deluje datigatozno na modelu
karageninom indukovanog zapaljenja Sapice pacovaa isuprimira formalinom
indukovani bol (dos Santos i sar., 2006). Shanradsdaci (2009) su pokazali da
hlorogenska kiselina reguliSe ekspresiju inflanwtorcitokina u LPS-aktiviranim
makrofagima.

Svi ovi podaci ukazuju da su jedinjenja iz grupavdinoidnih i feniletanskih
heterozida i fenolkarboksilne kiseline, nosiociiiaffamatornog delovanja razitih
biljaka. U sl&aju ispitivanih ekstrakata herbi odabranih vrstdar&achys moze se
zakljwiti da su feniletanski heterozidi poput akteozid@gvonoidi - heterozidi
izoskutelareina i hipolaetina, poput jedinjenjali@nih iz metanolnog ekstrakta herbe
S alpina subsp.dinarica u okviru ove doktorske disertacijezoskutelarein 7-O-[6"-
acetil{3-D-alopiranozil-(1- 2)]-B-D-glukopiranozid - jedinjenj@, 4-metilhipolaetin 7-
O-[6"-acetil3-D-alopiranozil-(1- 2)]-B-D-glukopiranozid - jedinjenj&), i hlorogenska
kiselina, barem delom odgovorni za ispoljeno deljgaUciava se jasna korelacija
sadrZzaja ovih klasa sekundarnih metabolita i igp@j antiinflamatorne aktivnosti.
Ekstrakti herbiS beckeana i S anisochila, koji sadrze naju@ procenat feniletanskih
heterozida, odnosno flavonoida i hlorogenske kiggliispoljili su 1 najbolje
antiinflamatorno delovanje.

Iridoidi su sekundarni metaboliti identifikovani mnogim vrstama rod&achys
(Tabela 9). Za neke iridoide je pokazano da dehsjtiinflamatorno putem inhibicije
COX i LOX, da smanjuju ekspresiju i sintezu TiNF IL-6 putem inhibicije NkB
(Penido i sar., 2006). Haznagy-Radnai i sarad@i@il{) nedavno su utvrdili da vodeni
ekstrakti nadzemnih delova nekoliko vrsta ra8achys (S alpina, S. germanica,
S officinalis I S recta) primenjeni oralno d.0.) ili intraperitonealno i(p.) u dozi od
5 mg/kg na modelu karageninom izazvanog edemaeggicova, ispoljavaju shn ili
bolji antiinflamatorni efekat u odnosu na istu daliklofenak-natrijuma. Ustanovljeno
je da iridoidi identifikovani u ovim ekstraktimaj(gozid, acetilharpagid, harpagid, a
naraito aukubin i harpagozid) primenjeni u istoj dod (ng/kg), takde deluju
antiinflamatorno (Haznagy-Radnai i sar., 2011).
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Iridoidi nisu bili predmet préavanja u okviru ove doktorske disertacije. U litera
postoje podaci da su u lis& anisochila identifikovani harpagid i 8-acetilharpagid, u
listu S beckeana (u zavisnosti od porekla biljnog materijala)elitozid, harpagid,
acetilaharpagid, ajugol i ajugozid (Lenherr i s&@84a), a u stabljici i list&. alpina
[subsp.alpina] harpagid (Haznagy-Radnai i sar., 2006a). Za edajenja ustanovljeno
je da selektivno inhibiraju enzim tromboksan-siatet, Sto je verovatni mehanizam
njihovog antiinflamatornog delovanja (Bermejo Benitsar., 2000). Mé&utim, u listu
S anisochila i nadzemnim delovim&. alpina [subsp.alpina] ukupan sadrzaj iridoida je
manji od 1% (Lenherr i sar., 1984a; Haznagy-Radrsar., 2006b), tako da je malo
verovatno da oni ziajnije doprinose ispoljenom antiinflamatornom delop. U listu
S beckeana iridoidi su zastupljeni sa oko 3% (Lenherr i sdi984a), pa je u ovom
slucaju njihov mogui doprinos ispoljenoj antiedematoznoj aktivnostiagniji.

Osim oslobdanja citokina, za inflamatorni odgovor je karaldg¢éna velika
produkcija slobodnih radikala, tj. reaktivnih vrskéseonika i azota (ROS i RNS).
Nastanak ROS poput superoksil anjon radikalga)(Chidroksil radikala (OH) i
peroksinitrit anjona (ONOQ) deSava se na mestu inflamacije i doprinosi ¢esie
tkiva. Kod akutnog i hrohog zapaljenja dolazi do stvaranja velike &oke slobodnih
radikala (uglavnom superoksil anjon radikala,) O5to naruSava ravnotezu i smanjuje
kapacitet enogenih antioksidantnih sistema, dopatiododatnom oStenju tkiva.
Superoksil anjon radikal ispoljava vazne proinfléonae efekte: oStenje endotelnih
¢elija i povetanje mikrovaskularne propustljivosti, formiranjentaaktickin faktora
(npr. LTBy), lipidna peroksidacija i oksidacija i ogenje lanaca DNK. Hidroksil radikal
(OH) dovodi do lipidne peroksidacije, oksidacijeotgina i kidanja lanaca DNK.
Najveli deo efekata na DNK i ostale organske molekule kej pripisuju vodonik-
peroksidu (HO,) zapravo su efekti OH radikala, koji nastaje izOplu Fentonovoj
reakciji (Izzi i sar., 2012). Za slobodne radikkiseonika (ROS) je taki® pokazano da
inflamatorne efekte ispoljavaju putem direktnogodahja na ciljnecelije i putem
indukcije genske ekspresije, nato putem aktivacije redoks-senzitivhog
transkripcionog faktora NkB (Menegazzi i sar., 2006). Najiebroj antioksidantnih
supstanci direktno neutraliSe ROS ili helira jomelgznih metala (Fe i Cu), dok neki
deluju i na proinflamatorne enzime (COX, LOX, NOSpgdik i sar., 2003; Sala i sar.,
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2006), kao i putem sptavanja aktivacije kaskade citokina i putem ushocggilacije
adhezionih molekula (Menegazzi i sar., 2006).

Za sve ispitivane ekstrakte herbi odabranih taksooa Sachys pokazano je da
deluju antioksidantno, pa se moze pretprostavitijelda njihova aktivnost delom
doprinosi ispoljenim antiinflamatornim efektima. @we nardito uotava u sldaju
ekstrakata herbS beckeana i S anisochila, koji su ispoljili snazno antioksidantno

delovanje, a pritom i najsnazniji antiiflamatormeleat.
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9. Hepatoprotektivna aktivnost

Procena hepatoprotektivhog delovanja metanolniltrakata herbi odabranih vrsta
rodaSachys izvrSena je na osnovu njihovog uticaja na nivoireazetre u serumu, kao
i na osnovu uticaja na patohistoloske promenewutjetre nakon ugljen-tetrahloridom
izazvanog oStenja jetre.

Kod pacova koji su tretirani ugljen-tetrahloridopogitivha kontrola, K1) doslo je
do pojave hepatocelularnih o&aja, na Sta ukazuje zategan porast nivoa enzima jetre
(aspartat aminotransaminaze - AST, alanin aminstiaamnaze - ALT i alkalne
fosfataze - AP) u serumu (p<0,001 vs. KO) (Tabdla Slika 33). Visoke vrednosti
parametra SOTkod ovih Zivotinja (4,29) takte ukazuju na masivne degenerativne i
vaskularne promene u jetri (Tabela 51, Slika 34)d Kivotinja iz ove grupe normalna
grada tkiva parenhima jetre u potpunosti je izmenjamapojavu masnog infiltrata i
nekroze. Krvni sudovi su uglavnom pokidani, sa tirgj fokalnim krvavljenjima i
zn&ajnim infiltracijama polimorfonukleara (PMN) (SIlik&5-II). Promene su bile
znatno izrazenije u centrilobularnim delovima dé&o®, nego u periportalnoj oblasti.

Ispitivani ekstrakti, osim u staju ekstrakta herbé&. anisochila, zna&ajno su
snizavali vrednosti AST i ALT. Serumska aktivhosP Aila je zn&ajno snizena pod
dejstvom svih ekstrakata u svima dozama (p<0,00K{s(Tabela 50, Slika 33).

Najbolji i dozno-zavistan efekat ispoljio je ek$trdnerbeS. alpina subspdinarica
(Tabela 51, Slika 34). U dozi od 200 mg/kg (T1 SAd3}je&enje jetre je smanjeno za
oko 50% (SOT=2,23). Hepatoprotektivni efekat obtekstrakata bio je takle ualjiv,
ali izmeiu primenjenih doza (200 i 100 mg/kg) nije bilo stttki znaajnih razlika
(Tabela 51). Efekti ekstrakata hefianisochila i S. beckeana meiusobno su bili séini
I bolji u odnosu na efekte ekstrakta heBplumosa (Slike 35-111-V).

Vrednosti SOT kod Zivotinja tretiranih samo maslimo uljem (2,5 ml/kgs.c.; K3)
I samo ispitivanim ekstraktima (200 mg/g@.; K2) su takde uvek bile zné&jno vise
nego vrednosti u kontrolnoj grupi (KO) (Tabela Slika 36). Kod zivotinja iz grupe

K3, pojavile su se taki® izvesne degenerativne i vaskularne promene, kkodi

! Stepen o$tenja tkiva
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zivotinja koje su primaleiste ekstrakte (K2) (blago ug@ni hepatociti, sa malim
citoplazmatskim granulama u normalnim jedrima, wmerprosireni mali krvni sudovi
bez promena u kontinuitetu njihovih zidova). Overpene su bile neSto manje izrazene
u odnosu na promene u grupi K3, ali razlikeimajima nisu bile statistki znatajne.

U svim ispitivanim uzorcima tkiva jetre histopatéke promene su bile mnogo
izrazenije u centrilobularnom nego u periportalndatu. Ovo je u skladu sa ranijim
nalazima da nizak parcijalni pritisak kiseonika gdaya tokstne efekte ugljen-
tetrahlorida. Lipidna peroksidacija zamge i najefikasnija je pri parcijalnom pritisku
kiseonika od 7 mmHg. Pri pritiscima od 35-70 mmhb@rtijalni pritisak kiseonika u
venskoj krvi) LP je u p&etku spora, ali se nakon 30 minuta znatno qaya i dostize

maksimum (Weber i sar., 2003).

Tabela 50. Uticaj ekstrakata herlf. anisochila (SA), S beckeana (SB), S plumosa (SP) i
S alpina subspdinarica (SAD) na CCJ-indukovano oSigenje jetre: nivo enzima
jetre u serumu

Grupa AST (U/L) ALT (U/L) AP (U/L)

KO 199,04 + 21,91 62,86 + 10,97 552,80 + 47,79
K1 522,05 + 59,22 134,90 + 19,77** 928,80 + 64,70%**
K3 211,62 + 52,88 50,98 + 5,84 342,40 + 1,58

K2 SA 278,05 + 13,63 57,27 +5,7% 548,90 + 119,70
100 mg/kg SA (T2) 531,13 + 20,79 262,30 + 21,73 557,60 + 92,73
200 mg/kg SA (T1) 428,64 + 11,11 111,70 + 10,78 447,60 + 35,88
K2 SB 154,70 + 38,00 28,64 +5,18 530,20 + 39,08
100 mg/kg SB (T2) 222,09 + 12,88 46,09 + 4,20 510,80 + 40,69
200 mg/kg SB (T1) 303,80 + 5,09 74,03 + 13,61 750,20 + 55,48
K2 SP 217,38 + 24,09 37,02 + 5,00 187,00 + 55,51
100 mg/kg SP (T2) 200,80 + 3,29 32,48 + 6,37 138,20 + 11,53
200 mg/kg SP (T1) 277,60 + 22,89 69,40 + 21,87 256,40 + 43,88
K2 SAD 168,66 + 20,86 38,06 + 6,92 329,50 + 27,18
100 mg/kg SAD (T2) 275,87 + 16,89 37,01 +5,58 221,70 + 21,88
200 mg/kg SAD (T1) 240,60 + 30,18 41,90 + 9,72 328,40 + 26,58

*+% n<0,001 (vs. K0);? p<0,05,° p<0,001 (vs. K1).
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Slika 34. Uticaj ekstrakata herb& anisochila (SA), S. beckeana (SB), S plumosa (SP) i
S alpina subsp.dinarica (SAD) na CCJ-indukovano oSigenje jetre: nivo enzima jetre u
serumu; srednja vrednost = S.D; * p<0,05, *** p<@qvs. K1)
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Tabela 51.Uticaj ekstrakata herlt8. anisochila (SA), S. beckeana (SB),
S plumosa (SP) iS alpina subspdinarica (SAD) na
CGlindukovano ost&enje jetre: stepen ostnja tkiva (SOT)

Grupa Stepen ostéenja tkiva (SOT)
KO 0,20 £ 0,04
K1 4,29 £ 0,17**
K3 1,39+ 0,08
K2 SA 1,23 +0,08
100 mg/kg SA (T2) 3,48 £ 0,64
200 mg/kg SA (T1) 3,14+0,f1
K2 SB 0,84 £ 0,24
100 mg/kg SB (T2) 3,41 +0,£3
200 mg/kg SB (T1) 3,09 £0,07
K2 SP 1,24 +0,13
100 mg/kg SP (T2) 3,80 +£0,29
200 mg/kg SP (T1) 3,49 +£0,30
K2 SAD 1,36 + 0,07
100 mg/kg SAD (T2) 2,96 + 0,70
200 mg/kg SAD (T1) 2,23+ 0,4

*% n<0,001 (vs. KO);? p<0,001 (vs. K1)} p<0,001 (T1 vs. T2)
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Slika 34. Uticaj ekstrakata herbs anisochila (SA), S beckeana (SB), S plumosa (SP) i
S alpina subsp.dinarica (SAD) na CC}-indukovano oSt&Enje jetre: stepen o$tnja tkiva
(SOT); srednja vrednost + S.D; *** p<0,001 (vs. K1)
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Slika 35. Uticaj ekstrakata herb& anisochila (SA), S beckeana (SB), S plumosa (SP) i
S alpina subsp.dinarica (SAD) na CCj}-indukovano oSigenje jetre: stepen ogtnja jetre
(SOT). | - grupa KO (SOT=0,2); Il - grupa K1 (SOT29); Ill - 200 mg/kg SA (SOT=3,14);
IV - 200 mg/kg SB (SOT=3,09); V - 200 mg/kg SAD (B€2,23); VI - 200 mg/kg SP
(SOT=3,49). Bojenje hematoksilin i eozin (HE) meiod uveanje 26.
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(SB), S plumosa (SP) iS. alpina subspdinarica (SAD) na intaktnu jetru: stepen o&aja jetre
(SOT).I — grupa K3 (SOT=1,39); Il — grupa K2SA (SOT=1,28)— grupa K2SB (SOT=0,84);
IV — grupa K2SP (SOT=1,24); V — grupa K2SAD (SOT3€), Bojenje hematoksilin i eozin
(HE) metodom; uv&anje 2.

Mehanizam hepatotoksiosti ugljen-tetrahlorida je veoma sloZen i zasrseana
aktivaciji enzima citohroma P450, Sto dovodi daaséwija visoko reaktivnin metabolita:
trinlorometil (-CC3) i trinlorometilperoksi radikala (-CGD,). Ove reaktivne vrste su
sposobne da se kovalentno veZu ¢adijske makromolekule, a nafito za masne
kiseline iz membranskih fosfolipida. Napadom nairnedastene masne kiseline (eng.
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polyunsaturated fatty acids, PUFA)¢alijskoj membrani, slobodni radikali zagoju
proces lipidne peroksidacije (LP) i poskadi lartanu reakciju (Manibusan i sar.,
2007). Posledice toga su promene permeabilnosti breema mitohondrija,
edoplazmatskog retikulumatelijske membrane. Zbog naruSenog integriteta menabra
dolazi, sa jedne strane, do izlaska mikrozomalnitirea (kao Sto su AST, ALT i ALP),
a na drugoj do poremaja sekvestracije kalcijumacelijske homeostaze, Sto znatno
doprinosi potonjem ostenju ¢elije. Medu degradacionim proizvodima masnih kiselina
su i visokoreaktivni aldehidi, natibo 4-hidroksinonenal, koji se lako vezuje za
funkcionalne grupe enzima dova@deéo inhibicije njihove aktivnosti. Trovanje ugljen
tetrahloridom takée dovodi do hipometilacijéelijskih komponenti, Sto u staju RNK
rezultita inhibicijom sinteze proteina, a u &ju fosfolipida i lipoproteina dovodi do
smanjene sekrecije VLDL (eng. very low-density ppatein). Ugljen-tetrahlorid takie
reaguje na molekularnom nivou, aktivir&jyorvenstveno TNFe, koji dalje aktivira
razlicite signalne puteve u jetri. Sve ovo zajedno dowdmdnovih oStéenjacelija, a kao
rezultat svega toga u jetri dolazi i do stalnihemegyativnih i proliferativnih promena, a
krajnji ishod zavisi od doze, vremena izloZzengstisustva potencirafih agenasa, kao
i od starosti i stanja organizma (Weber i sar.,300

Hepatotoksini efekat ugljen-tetrahlorida ogleda se ne samoragiu nivoa enzima
AST, ALT, AP i bilirubina u serumu, ¥ei u smanjenju nivoa antioksidantnih enzima
(peroksidaza, Px; katalaza, CAT,; glutation percd®ad GSH-Px; ksantin oksidaza,
XOD; glutation reduktaza, GSHR; redukovani glutajiGSH) i daljeg pov&nja nivoa
produkata LP (Cabré i sar., 2000). Stoga antioksida“hvatai” slobodnih radikala
(eng. free radical scavengers, FRS) mogu da prekiui da budu od koristi u
slitajevima kada je jetra izlozena toksdom delovanju ugljen-tetrahlorida.

Ispitivani metanolni ekstrakti su primenjeni oralB6 minuta nakors.c. primene
ugljen-tetrahlorida i tokom narediatiri dana, tako da je procenjivan njihov repanaitiv
(kurativni, terapijski) efekat. Nakon viSednevnénmmne ispitivanih ekstrakata ¢ena
je tendencija vréanja vrednosti parametara @d&rja jetre (nivo enzima u serumu i
SOT) ka normalnim vrednostima (osim za AST i ALTkoa primene 100 mg/kg SA).
S obzirom da su za Cgindukovano oSteenje jetre uglavnom odgovorni paao

stvaranje stvaranje slobodnih radikala i LP, iggruljefekti ekstrakata su najverovatnije
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posledica njihovog antioksidantnog i antiradikalgkadelovanja. Ovo je u skladu sa
rezultatima ispitivanja antioksidantne aktivnostikstakata in vitro. Najnizu
antioksidantu aktivnost (FRAP vrednosti, neutraigaDPPH i OH radikala, inhibicija
LP), kao i1 najnizi sadrzaj polifenola utien je u ekstraktu herb® plumosa, koji je
ispoljio i najslabije hepatoreparativno delovarij&strakti herbiS. beckeana i S. alpina
subsp.dinarica bili su najj&i inhibitori LP, pri¢cemu je ekstrakt herb® alpina subsp.
dinarica ispoljio bolji ukupan inhibitorni efekat na LP (6®% inhibicije LP u
koncentraciji 62,5-125ug/ml), Sto je u zn&jnoj korelaciji sa ispoljenom dozno
zavisnom hepatoreparativhom aktiveio® ovom eksperimentu.

Ispitivani ekstrakti bili su nesto efikasniji priimeni nize doze (100 mg/kgo.), Sto
se vidi na primeru enzima jetre. Ovo se moze olfjagrooksidativnim efektom, Sto
nije novo, niti neuoldiajeno. Poznato je da mnogi sastojci biljnog paeldpoljavaju
dvostruko delovanje, tj. u zavisnosti od primenjefeze/koncentacije ispoljavaju i
antioksidantno i prooksidantno delovanje. Prooksida delovanje se po pravilu javlja
pri primeni ve&ih doza/koncentracija. Za ispitivane ekstrakte g¢ pokazano da imaju
ovakvu tendenciju (Tabele 47 i 48).

Takaie, na osnovu vrednosti SOT dgava se da primena samih ekstrakata (grupe
K2), kao i ¢istog maslinovog ulja (grupa K3) dovodi do odaih promena u
parenhimu jetre. Ovo nije neodhjeno, poSto postoje podaci dao. primena
mineralnog ulja uzrokuje blagu centrilobularnu &tea, blago powsanje nekroze

tokom 12 h i blag porast serumskog nivoa ALT tokdfrh (Manibusan i sar., 2007).

Na osnovu rezultata HPLC analize i rezultata igpitja antioksidantne aktivnosti,
takaie se moze zakljiti da feniletanski i flavonoidni heterozidi, kadenolkarboksilne
kiseline, spadaju u glavne nosioce ispoljene akgtin Ekstrakti herbiS. beckeana i
S alpina subsp.dinarica u odnosu na ostale ispitivane ekstrakte sadrzeiSeaj
feniletanskih heterozida (oko 11 i 6%, redom),demu je akteozid najzastupljeniji. Za
akteozid je ranije pokazano da ispoljava hepategtotni efekat na modelu ugljen-
tetrahloridom indukovanog o$tenja jetre kod miSeva. Naime, pokazano je da
intraperitonealnaif.) primena akteozida zdajno umanjuje ostenja jetre do kojih
dovodi naknadna.p. primenjen CCJ, 5to se ogleda ztajnom umanjenju porasta nivoa

enzima jetre u serumu i nivoa malondialdehida, k#&stopatoloska oStenja tkiva

170



Rezultati i diskusija

jetre. Verovatni mehanizmi ovakvog delovanja subitija CYP 450 i antioksidantna
aktivnost. Akteozid inhibira najverovatnije izoemziICYP 2E1, koji je odgovoran za
nastanak veoma reaktivnog trihlormetil radikala G#§), koji dalje wwestvuje u
inicijaciji i propagaciji LP. Svojim antioksidantmi efektom akteozid neutraliSe
stvorene slobodne radikale i umanjuje intenzitet InRibicija CYP 450 je od ziaja
jer se time umanijuje i toksiost, tj. metabotika aktivacija i nekih drugih ksenobiotika
(Lee i sar., 2004). Akteozid ta#te inhibira apoptozu i dalja o$tnja jetre izazvana
D-galaktozaminom i LPS-om. Najverovatniji mehanizggnneutralizacija slobodnih
radikala, ¢ije stvaranje indukuje TNk; koji je centralni medijator u ovim modelima
hepatotoksinosti (Xiong i sar., 1999). Za akteozid i izoaktielpZoji su izolovani iz
Cistanche tubulosa (Schrenk) R. Wight (Orobanchaceae), pokazano jendiraju
TNF-a-indukovanu citotoksnost i da deluju zri@jno hepatoprotektivno (Morikawa i
sar., 2010). U svim ispitivanim ekstraktima odalinaiaksona rod&tachys prisutna je
hlorogenska kiselina. Ranije je pokazano da onaljsg hepatoprotektivhe efekie
Vvivo, koji se ogledaju u poboljSanju histopatoloSkang jetre i njene funkcije, kao i u
smanjenju inflamatornog odgovora kod LPS-indukogponétéenja jetre kod miSeva.
Ovi efekti hlorogenske kiseline su najverovatnisledica supresije proinflamatornih
citokina i inhibicije NFxB signalnog puta (Xu i sar., 2010). Tdlep hepatoprotektivni
efekti hlorogenske kiseline se, osim njenom ar&@mtornom delovanju, delom
pripisuju i njenoj zn&jnoj antioksidantnoj aktivnosti (Yun i sar., 201Ekstrakt herbe
S anisochila sadrzi najmanje akteozida (1,09%), ali najviSe eluida 8-
hidroksiflavona (preko 50%) i hlorogenske kiseli(@2,57%). Ekstrakt herbe
S beckeana takade sadrzi zn&jnu koliinu ovih jedinjenja (oko 20% i 11,31%). Ranije
je pokazano da heterozidi ovog tipa, kao i hloregenkiselina, ispoljavaju ztajno
antioksidantno delovanje, pa se moZe pretpostalatizbog visoke koncentracije
uslovljavaju i pojavu prooksidantnog delovanja, &td&rajnjoj liniji umanjuje ukupan
hepatoprotektivni efekat ovih ekstrakta. Hrizoeriolhrizoeriol 7-O-ksilozil(}-2)-
arabinozid su glavni hepatoprotektivni sastojcitetgda herbeschouwia thebica Webb.
(Cruciferae) (Awaad 1 sar., 2006). Heterozidi hedola su relativno slabi
antioksidantnii i antiradikalski agensi, i u ispaghom ekstraktu herb® plumosa su
malo zastupljeni (oko 4%), Sto sve ukupno uslodjaelativno slab efekat ovog

ekstrakta.
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Ispitivani ekstrakti ispoljavaju izvestan blag regani efekat u modelu
hepatotoksinosti izazvane CGl Ispoljeni efekat je najverovatnije posledica
antioksidantne i antiradikalske aktivnosti njihoyplifenolnih sastojaka, ali ne treba
iskljuciti ni druge mogde mehanizme (inhibicija enzima citohroma P450 cajtina

razlicite signalne puteve ¢elijama jetre).
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11. Inhibicijaenzima MAO

Rezultati ispitivanja uticaja suvih metanolnih e&kata herbi odabranih vrsta roda

Sachys na aktivnost enzima MAO date su u Tabeli 52.

Tabela 52. Uticaj ekstrakata herbi odabranih vrsta r@kchys na aktivnost enzima MAO

Ekstr akt | Cso (ng/ml )

MAO-A MAO-B
S. anisochila 612 1465
S. beckeana 625 327
S. plumosa 316 112
S. alpina subsp. dinarica 390 2416

Vrednosti IGp svih ekstrakata bile se veoma visoke, tj.caj@o veée od 10ug/ml
(Tomi¢ i sar., 2005). Stoga se moze zakljuda nijedan od ekstrakata ne sadrzi
komponente koje ispoljavaju ztegnu inhibiciju MAO.

Medu ispitivanim ekstraktima najaktivniji je bio ekakt herbeS. plumosa, nara@ito
prema MAO-B. Ovo se mozda moze pripisati prisustweterozida apigenina i
hrizoeriola (derivat luteolina). Utdeno je da apigenin i luteolin inhibiraju MAO sa
ICso vrednostima od 1,76 i 6,47 pg/ml. Aglikoni su hkalktivniji od odgovarajéih
heterozida (16=36,47 i 53,18 pg/ml za apigenin 7-O-glukuroniduteblin 7-O-
glukozid, redom). Apigenin i luteolin snazno inhdgu obe izoforme: MAO-A
(IC50=0,46 i 3,46ug/ml, za apigenin i luteolin, redom) i MAO-B (61,4 i 17,09
pg/ml, redom) (Han i sar., 2007). JoS jedna stydijpotvrdila snazan inhibitorni uticaj
apigenina i hrizina na aktivnost MAO-A (460,27 i 0,51 pg/ml, redom) (Jager i
Saaby,2011). Ipak, literaturni podaci su veoma raznolikka sada ne daju jasan

odgovor o uticaju oddene klase flavonoida na aktivnost enzima MAO.

U novije vreme MAO inhibitori secesto spominju u kontekstu terapije
neurodegenerativnih bolesti (Alchajmerova bolesintihgtonova bolest, amiotréha
lateralna skleroza). Naime, novi trendovi u teidapipurodegenerativnih bolesti
podrazumevaju koré&nje multifunkcionalnih lekova (MFL). Ovakve supsta
ispoljavaju viSe raztitih farmakolosSkih delovanja, odnosno deluju na aiddo

etioloskih faktora: nastanak slobodnih radikala §Q razvoj oksidativhog stresa,
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poreméaj metabolizma i agregacija proteina, poréapefunkcije mitohondrija,
inflamacija, porem@&j homeostaze metala i njihova akumulacija na mesti
neurodegenerativnih promena (Pisani i sar., 20bh)bitori enzima MAO su u ovom
smislu potencijalni MFL. Naime, aktivhost MAO imaainu ulogu u nastanku
oksidativnog stresa, jer aktivasovog enzima prilikom degradacije neurotransmitera
dolazi do stvaranja #D,. U prisustvu F& jona HO,, i sam jak oksidans, moZe da kroz
Fentonovu reakciju dovede do nastanka novih RO&ti@nse da je oksidativni stres u
neuronima odgovoran za nastanak @@ i razvoja mnogih neurodegenerativnih
poremeéaja. Npr., jedinjenje ladostigil, ispoljava neuroigktivhe efekte, a istovremeno
deluje i kao inhibitor acetilholinesteraze (AcHEkao inhibitor MAO-A/MAO-B u
mozgu, i trenutno je u lla fazi ispitivanja kod djuu terapiji demencije kod
Parkinskonove bolesti i depresije. Jedinjenje M&0pofilni helator gvo#a, koji lako
prolazi krvno-mozdanu barijeru, a tal@deluje neuroprotektivno, zatim kao efikasan
.scavenger” slobodnih radikala i kao ireverzibilnhibitor MAO-A/MAO-B u mozgu
(Weinreb i sar., 2009).

S obzirom da mnogi flavonoidni heterozidi pokaziguzetnu antioksidantnu i
antiradikalsku aktivnost, antienzimska i neka drutglovanja, oni predstavljaju i
mogute potencijalne multifunkcionalne prirodne proizvodedno od takvih jedinjenja
je i 3hidroksi 4-metilizoskutelarein 7-O-[B-acetil{3-D-alopiranozil-(1- 2)]-B-D-
glukopiranozid (jedinjenj@ izolovano iz metanolnog ekstrak$aalpina subspdinarica
u okviru ove doktorske disertacije). Za njega jerdéno da deluje neuroprotektivno i
kao inhibitor acetilholin-esteraze, kao i dee deluje citotok€no, pa se smatra

potencijalnim kandidatom za lek za AlchajmerovudsblUriarte-Pueyo i Calvo, 2010).
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10. Bihejvioralna karakterizacija
10.1. PonaSanje u uzdignutom plus lavirintu (EPM tst)

Metanolni ekstrakti herbi odabranih vrsta r@&tachygrimenjeni su u dozama od 100,
200 i 400 mg/kg u cilju ispitivanja njihovog ankigi@¢kog delovanja i procene parametara
vezanih za aktivnost (Slike 37 i 38).

Nijedan od ekstrakata nije zZfgno uticao na parametre vezane za anksioznost,
osim ekstrakt&s. beckeanakoji je doveo do smanjenja broja ulazaka u otnerkrake
(F=3,0939, p=0,047) (Slika 37cI)pst hoctestom je utudeno da efektivha doza ovog
ekstrakta, u porenju sa rastvatam, iznosi 400 mg/kg (p=0,034).
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Slika 37. Efekti ekstrakata herbB. anisochila(SA), S. alpina subsp. dinarica (SAD),
S. beckeandSB) i S. plumosaSP) (100, 200 i 400 mg/kg) na: procenat ulazal@#vorene
krake (al-dl) i procenat vremena provedenog u ehior kracima (a2-d2) u EPM testu.
*p<0,05 vs. rastvata(SOL). Broj Zivotinja u grupi 6-8.

Ekstrakti herbiS. anisochilai S. beckeanai dozama do 400 mg/kg nisu uslovili
nikakve promene parametara vezanih za aktivnosPM Eestu (Slika 38a, odnosno
38c). Dve vée doze ekstrakta herlse alpinasubspdinarica (200 i 400 mg/kg) dovele
su do zn&ajnog smanjenja ukupnog @denog puta (p=0,041, odnosno p=0,003) u
poreienju sa rastvate@m (Slika 38bl). Broj ukupnih ulazaka i ulazakaatvarene
krake bio je znégajno smanjen samo nakon primene ekstrakta h8rbapinasubsp.
dinaricau dozi od 400 mg/kg (Slike 38b2 i 38b3).
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Primena ekstrakta herl& plumosanaajno je uticala na sva tri parametra: ukupni
predeni put (F(3,24)=4,6444, p=0,011), ukupan broj akaz(F(3,24)=5,4715, p=0,005)
i broj ulazaka u zatvorene krake (F(3,24)=4,1618),p017) (Slika 38, d1-d3). Dozno-
efektna kriva je bila u obliku obrnutog slova Ueldi su zndajni pri primeni najnize i
najvise primenjene doze (100 i 400 mg/kg), ali fapspri primeni ekstrakta herlf&
plumosau dozi od 200 mg/kg.
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Slika 38. Efekti ekstrakata herb. anisochila(SA), S. alpina subsp. dinarica (SAD),
S. beckeanéSB) i S. plumosdSP) (100, 200 i 400 mg/kg) na: ukupandemrd put (al-dl1), broj
ukupnih ulazaka (a2-d2) i broj ulazaka u zatvorkrake (a3-d3) u EPM testu. *p<0,05 vs.
rastvard (SOL), **p<0,01 vs. SOL.

10.2. Test spontane lokomotorne aktivnosti (SLA tés

Jednofaktorska ANOVA je pokazala da su ekstraktbih®. anisochilaS. alpina
subsp.dinarica, S. beckeana S. plumosgorimenjeni u dozi od 400 mg/kg ispoljili
zna&ajan efekat na ukupni pteni put tokom 30 minuta pfanja u SLA
(F(4,32)=4,3472, p=0,006) (Slika 39a). Prema Stu:flmwman-Keuls testu, statiski
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zn&ajno smanjenje motorne aktivnosti u pteeju sa rastvatam ispoljili su ekstrakti

herbiS. anisochilaS. alpinasubspdinaricai S. beckeana
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Slika 39. Efekti: a) ekstrakata herl$. anisochila(SA), S. alpina subsp.dinarica (SAD),
S. beckeanéSB) i S. plumosdSP) (400 mg/kg), kombinacija b) SAD (400 mg/kg) ISP (400
mg/kg), sa antagonistofitCCt (20 mg/kg), na ukupni pteni put u SLA. *** | *** p<0,05,
0,010,001, redom, vs. rastvar@OL ili SOL+SOL).

177



Rezultati i diskusija
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Slika 40. Efekti: a) ekstrakata herld. anisochila(SA), S. alpina subsp.dinarica (SAD),
S. beckeanéSB) i S. plumosdSP) (400 mg/kg); kombinacije b) SAD (400 mg/kg) ISP (400
mg/kg), i antagonistf-CCt (20 mg/kg) na pdeni put u 5-minutnim intervalima tokom 30 min
testiranja. *,** i *** p<0,05, 0,01 i 0,001, redoms. rastvar&(SOL ili SOL+SOL).

Kada se aktivnost analizira u petominutnim intdnaal smanjenje lokomotorne
aktivnosti je bilo zn&ajno tokom prvih 10 minuta pfanja (za ekstrakte herBi alpina
subsp.dinarica, S. beckeana S. plumosp i ponovo tokom perioda od 20. do 25.
minuta (za ekstrakte herBi anisochilaS. beckeanaS. plumosp(Slika 40a). Ukupan
efekat je bio izrazeniji u centralnoj (F(4,32)=4{@4 p=0,009) nego u perifernoj zoni
(F(4,32)=3,3209, p=0,022) (Slika 4l1ldyost hoctest pokazuje da ekstrakti herbi
S. alpina subsp.dinarica i S. beckeanasmanjuju lokomotornu aktivhost kako u
centralnoj (p=0,028, p=0,005), tako i u perifernoni (p=0,042, p=0,049), dok je efekat
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ekstrakta herb&. plumosaogranéen iskljutivo na centralnu zonu (p=0,029); ekstrakt
herbeS. anisochilanije imao uticaja na lokomotornu aktivnost.

B-CCt (20 mg/kg) nije antagonizovao hipolokomotomfiekat ekstrakta herbe
S. alpinasubsp.dinarica tokom 30 min posmatranja: primena 400 mg/kg ektdra
S. alpinasubspdinaricakao i primena iste doze ovog ekstrakta u kombjnsap-CCt
(20 mg/kg), dovele su do z¥gno drugadijeg ponasSanja u odnosu na kontrolu
(F(2,19)=20,1092, p<0,001) (Slika 39b). Kada senmisaju petominutni intervali,
efekat oba ova tretmana je bio dneobno shian (Slika 40b). Uzimaji u obzir
centralni i periferni préeni put, dodatalg-CCt 20 mg/kg je samo deligno ponistio
smanjenje periferne aktivnosti do koga je dovelanpna ekstraktss. alpinasubsp.
dinaricau dozi od 400 mg/kg (Slika 41b).

Primena bCCt (20 mg/kg) nije ztggno uticala na efekat ekstrakta heBeglumosa
(400 mg/kg) na motornu aktivnost (Slike 39c, 4@d.¢).
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Slika 41. Efekti a) ekstrakata herl. anisochila(SA), S. alpina subsp.dinarica (SAD),
S. beckeanéSB) i S. plumosdSP) (400 mg/kg); kombinacija b) SAD (400 mg/kg) ISP (400
mg/kg), i antagonistp-CCt (20 mg/kg) na preni put u centralnoj zoni (tamnosivo) i perifernoj
zoni (svetlosivo) tokom 30 min testiranja. *,** ¥* p<0,05, 0,01 i 0,001, redom, vs. rastvara
(SOL ili SOL+SOL). # p<0,05 vs. SAD 400p+CCt 20.

10.3. Test j&ine stiska

Ukupan uticaj primene ekstrakata naija stiska nije bio znmjan (F(4,34) =1,95;
p=0,124). Jéna stiska (srednja vrednost + SEM) pacova tretiraastvardgem (SOL),
ekstraktima herb§. anisochilaS. alpinasubspdinarica, S. beckeanaS. plumosdsvi
u dozi od 400 mg/kg) bila je 506,9+11,1 g, 564,1434, 610,9+£37,7 g, 563,0+32,4 g i
579,0£33,9 g, redom.
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Mnoge biljke rodeStachydradicionalno se koriste kao anksiolitici i sedafTabela
15). Jedna od najpoznatijin biljaka ovog rod&, officinalis smatrana je
neprikosnovenim lekom za sve bolesti glave, u stanjhisterije, kod neuralgija i u
svim neurottnim stanjima povezanim sa anksiozéws napetodu (Grieve, 1971,
Cajkanovi, 1994). U Iranu seS. lavandulifoliatradicionalno koristi za smirenje, a
pokazano je i anksiolitko delovanje ekstrakata ove biljke (Rabbani i s#9Q3, 2005).
Anksioliticku aktivnost ispoljava i etarsko ul@. tibetica biljke koja se u delovima
Indije tradicionalno koristi kod raziitih mentalnih stanja, fobija i groznice (Kumar i
sar., 2012). Z&. alpinasubsp.dinarica je u okviru terenskih istrazivanja na Jahorini
(Bosna i Hercegovina) zabelezena njena tradicienaipotreba ,za smirenje i kod
nesanice".

Rezultati ispitivanja metanolnih ekstrakata hefi anisochila S. beckeana
S. plumosa S. alpinasubsp.dinarica, pokazuju izostanak jasnog anksighkiog ili
miorelaksantnog delovanja. Ipak, neki od ekstraltikazuju odréenu bihejvioralnu
aktivnost: ekstrakiS. beckeanas dozi od 400 mg/kg ispoljava izvestan anksiogeni
efekat u EPM testu, dok parametri vezani za aksvno istom testu ukazuju na
sedativno delovanje ekstrakata he#bialpinasubsp.dinarica i S. plumosaZato je
dalje ispitivana mogta interakcija ekstrakata herld. alpina subsp.dinarica i S.
plumosasa mestom vezivanja benzodiazepina na GAB#ceptorima, kor&enjemf-
CCt, antagoniste koji selektivnho poniStava benzzepom indukovanu sedaciju
(Savi i sar., 2009). Test lokomotorne aktivnosti (SLR®ji se rutinski koristi u cilju
predvidanja eventualne sedativne aktivnosti (Bourin i @yrjl 2004), potvrdio je
sedativni potencijal ekstrakta herb8. alpinasubsp.dinarica. Za razliku od njega,
ekstrakt herbeS. plumosaje ispoljio tendenciju smanjenja aktivhosti samo u
centralnom, ali ne i u perifernom delu, pa se stoganoze smatrati da ekstrakt herbe
S. plumosazaziva cistu sedacijuf-CCt, koji je in&e kompletni antagonist sedacije
posredovane aktivacijom benzodiazepinskog mestavarga, bio je samo delimno
aktivan kada je primenjen u kombinaciji sa ekswakherbeS. alpinasubspdinarica,
dok u kombinaciji sa ekstraktom herlge plumosanije uopSte uticao na ponasSanje
tretiranih zivotinja.

Dobijeni rezultati ukazuju da ispoljena bihejvigral aktivnost ekstrakata herbi

S. alpinasubspdinaricai S. plumosane ukljituje predominantno populaciju GABA
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receptora sa;-podjedinicom, koji su odgovorni za sedaciju izaavaupstancama koje
deluju kao benzodiazepini (Rudolph i sar., 199%iSasar., 2009). Takie, mala je
verovatn@éa da sastojci ova dva ekstrakta ispoljavajucajmu aktivnost posredstvom
druge dve, po svojoj brojnosti zZf@ne, populacije GABA receptora, koji sadrze/os-
podjedinice. U tom skaju bi bili ispoljeni relaksacija mi& i anksiolitéki efekat
(Rudolph i Mdhler, 2006), Sto se ovde nije desilo.

Promene u ponaSanju eksperimentalnih Zivotinjairar@h razlgitim biljnim
ekstraktimacesto se povezuju sa modulacijom GAB¥eceptora koja je sina dejstvu
benzodiazepina (Grundmann i sar., 2007; Benke.j 2809; Han i sar., 2009), a kao
najzn&ajniji ligandi biljnog porekla protavani su flavonoidi. U pmtku se
pretpostavljalo da flavonoidi, a n&rw flavoni, svoje depresorno delovanje na CNS
ispoljavaju putem vezivanja za benzodiazepinsko tonegezivanja na GABA
receptoru. SARanalize i modelovanje molekula flavonoida su pakiada oni imaju
izvesnih strukturnih sthosti sa molekulima benzodiazepina (Dekermendjiasari,
1999; Marder i sar., 2001). Utteno je da se odienim strukturnim izmenama
molekula flavonoida njegov afinitet za mesto vemj@abenzodiazepina na GARA
receptoru moze znatno p@adi: uvaienje supstituenata poput -gHNGO; ili -Br u
polozaje 6 ili 3 odnosno OH grupe u polozdj Zako su sintetisana jedinjenja visokog
afiniteta vezivanja koja su ispoljavala i visokuvitro i in vivo efikasnost. Ispostavilo
se, mdutim, da efikasnost ovih jedinjenja moZe biti | ve® razltita (6-bromo-3
nitroflavon i1 6,3-dinitroflavon su pozitivni modulatori, dok je 6-hde3-nitroflavon
inverzni agonist) (Ren i sar., 2011). &b i 3-hidroksi-2’'metoksi-6-metilflavon
ispoljava anksiolitko, ali ne i sedativho i miorelaksantno delovanfigerisani
mehanizam delovanja ovog jedinjenja je alosternalutawija aB,/3y.L i direktna
aktivacijaasp2/36 GABA, receptora (Karim i sar., 2011).

Utvrdeno je da flavoni apigenin, hrizin, vogonin, bagkal i bajkalin ispoljavaju
bihejvioralne efekte na glodarima u EPM-u i Vogebm konfliktnom testu (eng.
Vogel conflict test). Pri tome deluju anksialki, ali ne dovode do sedacije. Osim toga,
ova jedinjenja deluju i kao neuroprotektivni agef@iang, 2004). Takie je pokazano
da ekstrakt lista biljkePassiflora edulisSims (Passifloraceae) sa zutim plodovima

(forma ,flavicarpa®) ispoljava anksioliko i sedativho delovanje, a kao glavna

& Structure-activity relationship
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jedinjenja sadrzi 6-C ili 8-C-heterozide flavonaigg¢nin-2, vicenin-2, izoorientin,
izoviteksin, luteolin 6-C-hinovozid i luteolin 6-@kozid) (Li i sar., 2011). Osim
flavonske strukture, za sva ova jedinjenja je dp&w da su uglavnom supstituisana u
polozaju 6 i/ili 8, a neka od njih su bez supsijpuas prstenu B (hrizin, vogonin,
bajkalein) (Zhang, 2004). Svi ovi rezultati su pdilr da se neki flavonoidi vezuju sa
visokim afinitetom za benzodiazepinska mesta vegavaa GABA, receptorima i da su
izvesne strukturne karakteristike flavonoidnog rkola od zn#&aja za njihovu
efikasnost. Brojni eksperimenti su pokazali,dogm, da afinitet mnogih flavonoida za
mesto vezivanja benzodiazepina na GAB&ceptoru nije visok, pa je pretpostavljeno
da oni mogu da moduliraju aktivhost GABA vezivanjemreceptorna mesta nezavisna
od mesta vezivanja benzodiazepina (njihovi efeksiunblokirani primenom npr.
flumazenila) (Karim i sar., 2011; Ren i sar., 2D1Takaie, mogude je da efekti
flavonoida na CNS mogu biti ostvareni i drugim makemima kao Sto su inhibicija
NMDA ili 5-HT receptora (Julido i sar., 2010). Taley ne treba zanemariti i magost

da metaboliti flavonoida poseduju éveafinitet za mesto vezivanja benzodiazepina na
GABA, in vivo (Coleta i sar., 2008).

Najizrazenija karakteristika ispitivanih metanolrekstrakata odabranih vrsta roda
Stachysje prisustvo flavonskih heterozida, derivata iagskareina i hipolaetina, u
ekstraktima herbiS. anisochila S. beckeana S. alpina subsp.dinarica, odnosno
iskljucivo prisustvo heterozida hrizoeriola i apigeninakstraktu herb&. plumosaSvi
ekstrakti sadrZze hlorogensku kiselinu i akteozimk pb nekoliko razlitih feniletanskih
heterozida zastupljeno u ekstraktima he$bibeckeanaS. alpinasubsp.dinarica i
S. plumosaS obzirom na odsustvo aktivnosti u EPM testuraksh herbes. anisochila
koji sadrzi najviSe heterozida 8-hidroksiflavonadnosu na ostale, moze se zaktju
da ova jedinjenja nisu odgovorna za izvesnu akstikoju ispoljavaju ekstrakti herbi
S. beckeana S. alpinasubsp.dinarica, odnosnoS. plumosaU ovim ekstraktima je,
osim akteozida, lavandulifoliozida i martinozidarisptno joS nekoliko raalitih
feniletanskih heterozida. Matim, ako se uzme u obziinjenica da depresorna
aktivnost na CNS flavonoidnih heterozida, koji suzoaajnoj meri prisutni u
ispitivanim ekstraktima, ne ukkuje GABA. receptore koji su osetljivi na
benzodiazepine, barem ne direktno (Fernandez,iZ206), moZe se pretpostaviti da bi

ove komponente mogle imatie&a u sedativnom delovanju kakvo ispoljavaju eksirakt
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herbi S. anisochila(koje je manje izrazeno i izostaje ako se odvojamalizira
ponasSanje u dvema virtuelnim zonamd&.ibeckeana SLA testu. Zapravo, ekstrakt
herbeS. beckeang ispoljio najizrazeniju hipolokomotornu aktiviiasu poréenju sa
ostalim ekstraktima.

Feniletanski heterozidi, prisutni u znatnom prooeni ekstraktima herbi
S. beckeanaS. alpinasubsp.dinarica i S. plumosaostvaruju raztiite farmakoloSke
efekte, izmdu ostalog antioksidantno i neuroprotektivho (Farn.s2008). Za akteozid,
jedno odcetiri glavna jedinjenja u ekstraktu herbhgpia alba (Mill.) N.E. Brown
(Verbenaceae) koji ispoljava neurosedativnho delmyantvideno je da se sa veoma
niskim afinitetom vezuje za benzodiazepinsko mestoGABA, receptoru (16=1,9
mM) (Hennebelle i sar., 2008). Ovakav rezultat jebipen i nakon ispitivanja
etilacetatnog ekstrakta listhantana trifolia L. (Verbenaceae) i glavnih jedinjenja
izolovanih iz njega. Ispitivani ekstrakt je ispoljntenzivni sedativni efekat kod miSeva
(1 mg/kgp.o.), dok je za flavonske i feniletanske heterozidkt€ozid, betoniozid F)
izolovane iz njega dokazan nizak afinitet vezivamg benzodiazepinsko mesto na
GABA, receptoru. Afinitet betoniozida F bio je &g(IC50=550 uM) nego afinitet
akteozida, ali i dalje vrlo nizak. Autori zak§juju da akteozid ipak moze biti jedan od
aktivnih sastojaka ekstrakta, jer pokazuje izvesfeite u testu otvorenog polja (eng.
open field test), ali da se njegovi efekti, kaofek#i ostalih izolovanih jedinjenja ne
ostvaruju putem direktne aktivacije mesta vezivaml@nzodiazepina na GABA
receptorima (Julido i sar., 2010). Feniletanskieretidi akteozid, leukoskeptozid A,
lavandulifoliozid i lavandulifoliozid B su identKovani u ekstraktima nadzemnog dela
S. lavandulifoliaVahl., za koje je utweno da ispoljavaju anksiokiko delovanje
(Rabbani i sar., 2003, 2005).

Ekstrakt herbeS. alpina subsp.dinarica, koji ispoljava najizraZzenije sedativno
delovanje, jedini sadrzi feniletanoide leukoskeptd¥ i betoniozid E, a osim toga samo
u njemu su identifikovani heterozidi luteolina (Eddp 39). Za neke heterozide luteolina
postoje podaci o izvesnim bihejvioralnim efektima i( sar., 2011; Hennebelle i sar.,
2008). Prema nekim podacima luteolin ispoljava amits’ko delovanje, ali ne putem
direktne modulacije GABA receptora (Coleta i sar., 2008). Efekti nekih reigla
luteolina, apigenina i akacetina se manifestujudedacija, smanjena motorna aktivnost

i relaksacija migia kod eksperimentalnih Zivotinja (Martinez-Vazquear., 2012).
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U ekstraktu herb&. plumosadominantni su heterozidi hrizoeriola i u manjojrme
heterozidi apigenina. Mogu bihejvioralni efekti hrizoeriola do sad nisu ogis. In
vitro, hrizoeriol 4-O-o-D-glukopiranozid i hrizoeriol 7-@-D-glukopiranozid
ispoljavaju dozno-zavisno neuroprotektivno deloeanpz umerenu do zé&anu
antioksidantu aktivnost (Ma i sar., 2005). Apigene prvobitno bio opisan kao
jedinjenje sa jasnim anksiolikim delovanjem u eksperimentima na miSevima, bez
efekta na opStu motornu aktivnost i maiitonus (Viola i sar., 1995). Dekermendjian i
saradnici (1999) su kasnije pokazali da apigenirgogdra profilu antagoniste
benzodiazepinskagesta vezivanja. Kokao, Avallone i saradnici (2000) su utvrdili da
apigenin odgovara profilu inverznog agoniste beraaapinskognesta vezivanja, pri
¢emu ispoljava sedativno i blago prokonvulzivno, radi i anksiolittko delovanje kod
pacova. Ta studija je pokazala da apigenin mozentknji GABA-aktivirane hloridne
struje u kulturi granuliranih neurona malog moz@wa aktivhost se mogla blokirati
flumazenilom i stoga ukliuje klasénu negativhu modulatornu (‘inverzni agonist’)
aktivnost na GABA receptorima. S druge strane, inhibitorni efekaigapna na
lokomotornu aktivnost se ne moze blokirati flumakmsn i stoga se he moZze pripisati
interakciji sa benzodiazepinskim mestom vezivanfjdB& 5 receptora (Avallone i sar.,
2000). Takde je utvdeno da apigenin deluje kao GABA antagonistanig, GABAA
receptorima neosetljivim na flumazenil, i kao povzit modulator drugog reda GABA
odgovora potenciranog diazepamom na rekombinantmimanim asfzy.L GABAA
receptorima (Campbell i sar., 2004), Sto ukazajbitiejvioralni efekti apigenina mogu
da ukljuee razltite komponente koje nisu osetljive na flumazenil.

HPLC analiza pokazuje prisustvo hlorogenske kigelirsvim ekstraktima. deno
je da ovo Siroko rasprostranjeno jedinjenje u dmki20 mg/kg ispoljava anksiolii
efekat u eksperimentima sa miSevima u testovimar&bvetla i tame, EPM i slobodne
eksploracije. Ovaj efekat je bio blokiran nakonmpene flumazenila, Sto ukazuje da je
anksioznost smanjena zbog aktivacije benzodiazkpinsnesta vezivanja (Bouayed i
sar., 2007b). Takie je utvdeno da hlorogenska kiselina u dozid@dk 992 mg/kg (2,8
mmol/kg) zn&ajno poveéava spontanu lokomotornu aktivnost kod misSeva (€Hini
sar., 2006). Ovakvi rezultati ne mogu, daém, biti od zn&aja za naSe eksperimente,
naraito ako se uzme u obzir sadrzaj ovog jedinjenja ajeginim ispitivanim

ekstraktima: najviSe hlorogenske kiseline sadratrakt herbeS. anisochila koji nije
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ispoljio nikakvu aktivnost, a najmanje ekstraktirtbee S. alpina subsp.dinarica i
S. plumosgeiji su sedativni efekti evidentni.

Imajwéi u vidu gotovo sveopStu ukipenost GABA neurotransmisije u centralnu
aktivnost razltitih prirodnih proizvoda (Johnston i sar., 2006)aok i velika
razmimoilazenja u dosadasnjim rezultatima, siéoou slutaju apigenina, neophodno je
dalje ispitivanje ukljgenosti GABA modulacije u ispoljene efekte ekstrakaerbi
odabranih vrsta rod&tachys Indirektno, moze se zakiiti da su za ispoljene
bihejvioralne efekte odgovorni i odieni mehanizmi koji ne uklguju GABA-ergicku
neurotransmisiju. Kao primer kompleksnosti mehamizacentralnog delovanja biljnih
ekstrakata, Yii sar. (2008) su pokazali da apigetiji su heterozidi u zn&jnoj meri
prisutni u ekstraktu herb®. plumosamenja nivoe serotonina i dopamina u ratin

delovima mozga pacova i ispoljava aktivnost u nikohnimalnih modela depresije.
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12. Antimikrobna aktivnost

Rezultati agar difuzionog testa su pokazali das&taulje herbe&s plumosa je u obe
testirane koncentracije ispoljava Zapu antimikrobnu aktivnost, dok etarsko ulje
herbe S alpina subsp.dinarica nije dovelo do inhibicije rasta nijednog ispitivan
mikroorganizma.

Rezultati antimikrobnog delovanja etarskog uljablee plumosa dati su u Tabeli 53.
Antimikrobno delovanje bilo je najizrazenije u odnonaB. subtilis i P. aeruginosa.
Etarsko ulje je premB. subtilis ispoljilo aktivnost koja dostize 184,67, odnosid ,B3%
aktivnosti ampicilina (1Qug/disk) u koncentracijama od 0,3 i Qu§ redom. | prema
ostalim bakterijama ispitivano ulje je ispoljilo &m@ajnu antimikrobnu aktivnost.
Najmanju osetljivost pokazao je sBjaureus - aktivnost ispitivanog etarskog ulja bila
je manja od 50% aktivnosti referentog antibiotikapécilina (10ug/disk).

Tabela 53. Antimikrobna aktivnost etarskog ulja her8eplumosa u agar difuzionom testu

Zona inhibicije (mm)

Mikroor ganizam

0,3 pl* 0,6 pl* kontrola
S aureus (ATCC 25923) 10,7 10,6 27,0
E. faecalis (ATCC 29212) 13,0 15,6 16,0
B. subtilis (ATCC 6633) 27,7 25,7 15,0
P. aeruginosa (ATCC 27853) 28,5 26,0 26,6
K. pneumoniae (ATCC 29665) 14,2 13,5 170
E. coli (ATCC 25922) 15,3 16,7 180
C. albicans (ATCC 24433) 14,3 14,8 22,0

* koli¢ina etarskog ulja naneta na podlo§@mpicilin (10pg/disk);” amikacin (3Qug/disk);® nistatin
(100 13/disk).

Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti ekdtata herbi odabranih taksona
rodaStachys agar difuzionim testom date su u Tabeli 54. Eksitisu ispoljili slabu do
umerenu aktivnost prema svim testiranim mikroorgamma. lzuzetak je bio ekstrakt
herbe S. alpina subsp.dinarica, koji nije inhibirao rastE. faecalis i C. albicans.
Najvetu aktivnost ispitivani ekstrakti su ispoljili u odsu na sojev&. pneumoniae (u
obe koncentracije svi ispitivani ekstrakti su padaaktivnost koja odgovara 65-96%
aktivnosti ampicilina),E. coli i C. albicans. Najaktivniji je bio ekstrakt herbe
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S anisochila prema bakterijiK. pneumoniae (95,88 i 94,12% aktivnosti ampiclina u
koncentracijama od 600 i 30Qg/disk, redom). Ekstrakt herb& plumosa u
koncentraciji od 60@ug/disk ispoljio je najvé efekat premde. coli (79,44% aktivnosti
ampicilina). Gram-(+) bakterijeE. faecalis i S. aureus, kao i Gram-(-) bakterija
P. aeruginosa pokazale su & stepen rezistencije. Aktivnost ispitivanih ekkata u
ovim slwajevima bila je znatno manja u pdemju sa aktivnadl odgovarajtih
referentnih antibiotika. Ekstrakt herlf® beckeana u koncentraciji od 60Qug/disk
ispoljio je najvéu aktivhost premaS. aureus (44,44% aktivnosti ampicilina)
P. aeruginosa (36,54% aktivnosti amikacina). Ekstrakt herBe plumosa je bio
najaktivniji premak. faecalis u koncentraciji od 30Qug/disk (26,88% aktivnosti

ampicilina).

Tabela 54. Antimikrobna aktivnost ekstrakata herbi odabranttasrodeSachys u agar
difuzionom testu

Zona inhibicije (mm)
SA SB SP SAD

300 600 300 600 300 600 300 600 Kontrola
Mg Bmg  mg  pg  pg pg pg pg

I spitivani mikroor ganizam

S. aureus (ATCC 25923) 58 85 50 120 50 7,0 11,3 9,0 27,0
S. epidermidis (ATCC 12228) 145 145 12,0 14,0 13,0 14,0 12,0314, 27,6

E. faecalis (ATCC 29212) - 3,5 - 35 43 23 - - 18,0
P. aeruginosa (ATCC 27853) - 6,5 57 95 - 7,0 73 55 26,0
K. pneumoniae (ATCC 25922) 16,0 16,3 13,5 13,8 12,0 125 115 11,7 1%,0
E. coli (ATCC 25922) 90 123 98 11,3 18,8143 8,8 10,0 18,0

C. albicans (ATCC 24433) 13,3 14,3 108 145 128 145 - - 22,0

2 Ampicilin (10 pg/disk);® amikacin (3Qug/disk); ¢ nistatin (100 1J/disk);
SA —S anisochila, SB —S. beckeana, SP -S. plumosa, SAD —S. alpina subspdinarica.

Za etarska ulja i raglite ekstrakte mnogih vrsta ro@achys ranije je pokazano da
deluju protiv razkitih mikroorganizama (Skaltsa i sar., 2003; Grjovanovt i sar.,
2004; Dulger i Gonuz, 200Z;0sun i sar., 2004; Saeedi i sar., 2008; Abichandsar .,
2010; Lazare\i sar., 2010; Goren i sar,. 2011).

Rezultati spreovedenih ispitivanja antimikrobne\aldsti etarskih ulja i metanolnih
ekstrakata agar difuzionim testom jasno pokazujyedetarsko ulje herb& plumosa

najaktivnije, naréito prema baterijam8. subtilis i P. aeruginosa (aktivhost uporediva
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ili znatno véa od aktivnosti ampicilina, odnosno amikacina).etesantno je da i
metanolni ekstrakti i ispitivano etarsko ulje polpeslicnu efikasnost prema bakteriji
K. pneumoniae (zona inhibicije 11,5-16,3 mm).

Ovakvi rezultati su u skladu sa ranijim zapaZanjiman&ajnoj antimikrobnoj
aktivnosti etarskih ulja. Etarska ulja su kompleksmeSavine lako isparljivih jedinjenja,
razlicitih mono-, seskvi- i diterpena, fenilpropanskitalifaticnih jedinjenja. Prema
hemijskoj strukturi komponente etarskih ulja mogii lgljovodonici, alkoholi,
aldehidi, ketoni, etri, estri, kiseline. Bla na koji etarska ulja, odnosno njihove
komponente ispoljavaju antimikrobno delovanje jema slozen i joS uvek nepotpuno
razjasnjen. U ngelu, delovanje zavisi od odnosa hidrofilnosti i ofifnosti
komponenata. Sa porastom lipofilnog karaktera kbtgrsulja, raste i njegova
antibakterijska aktivnost, kao posledica reakcgekemponentama membrane. Ipak,
smanjena rastvorljivost u vodi umanjuje mégaost postizanja tok&nih koncentracija u
¢elijskoj membrani (Kalemba i Kunicka, 2003).

Neke komponente etarskih ulja, poput timola i kkrek dovode do razaranja
spoljasnjeg sloja LPS i deligme razgradnjeelijskog omotéa (Kalemba i Kunicka,
2003). Ulje ¢ajnog drveta Nlelaleuca alternifolia Cheel, Myrtaceae) dovodi do
denaturacije proteina ¢elijskom zidu bakterija i gljivica, usletega membrana puca i
dolazi do lize¢elije. Kod Gram-(+) bakterija i komponente etarskoljp razaraju
¢elijski zid bakterija i potom njihovu citoplazmatskmembranu (Cox i sar., 2000).
Etarska ulja mogu da inhibiSu sintezu DNK, RNK, tpia i polisaharida. Efekat
etarskih ulja na gljivice je prema mehanizmuasii delovanju antimikotika (Kalemba i
Kunicka, 2003).

Skoro sva do sada ispitana etarska ulja ispoljanagsno antimikrobno delovanje.
Aktivnost zavisi od samog etarskog ulja, vrsteitasbg mikroorganizma i primenjene
metode, ali je uvek dozno zavisna i zavisi od sastatarskog ulja. Aktivnosti
komponenata etarskih ulja, u zavisnosti od hemigkekture, je u opadajam nizu:
fenoli > aldehidi > ketoni > alkoholi > etri > ugljodonici. T&na korelacija izméu
sastava i aktivnosti etarskog ulja joS uvek nij@nsvljena. Izgleda da je odnos aktivnih
komponenti, pre nego njihova pojedtna zastupljenost bitna za ispoljavanje
antimikrobnog delovanja (Kalemba i Kunicka, 2003).
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Na antimikrobnu aktivnost etarskih ulja zagmo utte i sinergizam njegovih
komponenti. Ovo nije toliko zrajno u sldaju meSavine nekoliko razitih etarskih
ulja, koliko u sléaju meSavine etarskog ulja i ratih aditiva koji se koriste u
prehrambenoj industriji (npr. so, masne kiselinggmin C, BHA). Helirajée supstance
mogu da poj&ju antimikrobno delovanje etarskih ulja, igh& se ne ispoljavaju takvu
aktivnost (npr. kombinacija etarskih ulja i EDTAJglemba i Kunicka, 2003).

Na dejstvo etarskih ulja najosetljivije su Gram-pekterije i gljivice. Najaktivniju
frakciju etarskih ulja u odnosu na Gram-(+) baktertine seskviterpeni, estri
aromaténih kiselina i masne kiseline. Gljivice su najopéfe na dejstvo estara
aromaténih kiselina, fenilpropane i fenole (Pauli, 2001).

Diterpeni, koji su neSto d¢ sastojci etarskih ulja, takde ispoljavaju zné&ajnu
antimikrobnu aktivnost. Za abietanske diterpendoiane izChamaecyparis pisifera
(Siebold & Zucc.) Endl(Pinaceae) je dokazano da deluju antibakterijsks.reaureus i
B. subtilis (Xiao i sar., 2001). Abietanski diterpeni izolovaiz Plectranthus
grandidentatus Gurke iP. hereroensis Engl. (Lamiaceae) antibakterijski deluju na neke
meticilin rezistentne sojev& aureus (MRSA) i vankomicin rezistentn&. faecalis
(VRE) (Gaspar-Marques i sar., 2006). Novi abietanstdekul euroabietol, izolovan iz
plodova Lycopus europaeus L. (Lamiaceae), ispoljava umereno delovanje prema
Sirokom spektru mikroorganizama, a najizrazenij@winije ispoljava premB. subtilis
(Radulovt i sar., 2010).

Ovi rezultati idu u prilog¢injenici da etarsko ulje herb& plumosa, bogato
abietanskim diterpenima (preko 63%), ispoljava ¢ap@ antimikrobno delovanje
prema testiranim mikroorganizmima (n&to premaB. subtilis i P. aeruginosa),
odnosno Sirok spektar antimikrobnog delovanja.diien, za razliku od navedenih
primera, u ovom skaju najvéu rezistenciju je pokazala Gram-(+) baktejaaureus.
Moguce objasnjenje lezi dinjenici da je glavha komponenta ispitivanog etagsklja
herbe S. plumosa, dehidroabietan po svojoj strukturi ugljovodoniglika 42a). Za
razliku od njega u molekulima abietanskih diterpezaakoje je u ranijim istrazivanjima
pokazano da ispoljavaju snazno antimikrobno delgvé@aspar-Marques i sar., 2006;
Radulovt i sar., 2010), prisutna je hinonska ili aronsa#i struktura prstena C, kao i
dve ili viSe funkcionalnih grupa sa kiseonikom (OBIAc, OMe ili CO), nargito u
prstenu B (Slika 42b).
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/

Slika 42. Dehidrobietan (a) i euroabienol (b)

Ovakve strukturne karakteristike obedbg amfifilnost molekula diterpena:
ugljovodonéni deo molekula se ugtaje u lipofilni deo zida bakterijskéelije, dok
funkcionalne grupe sa kiseonikom obedlje stvaranje vodotinih veza sa strukturama
¢elijske membrane i poboljSavaju antimikrobno delgga Takae je utvdeno da
prisustvo izopropil grupe u polozaju C-13 molekulisterpena uslovljava bolje
antibakterijsko delovanje prema Gram-(+) bakterga(®aspar-Marques i sar., 2006;
Urzla i sar., 2008). Uporedno ispitivanje 15 digergkih jedinjenja je pokazalo da je
bakterijaB. subtillis generalno viSe osetljiva na njihovo delovanje nasili neS. aureus
(Urzta i sar., 2008), Sto je u skladu sa rezultativasih ispitivanja.

lako su diterpeni dominantni sastojci etarskog hgabeS plumosa, sigurno je da i
ostale prisutne komponente svojim sinergistn delovanjem takde doprinose
njegovom antimikrobnom delovanju. Npr. uzorak étagsulja herbes. plumosa koji su
ispitivali Risti¢ i sar. (2008) sadrzao je 50% diterpena, odnosris4&r-abietatriena, i
32,8% monoterpena (23,9% oksidovanih). Njegova vak8t prema testiranim
mikroorganizmima (nagto premak. coli, P. aeruginosa i S. aureus) bila je uporediva
sa aktivnodu referentnog antibiotika ,Unipen“. Prema rezultai istraZivanja koje su
sproveli Grujé-Jovanowt i sar. (2004) etarsko ulf@ plumosa, koje je sadrzalo 73,15%
ugljovodonénih monoterpena i 5,23% diterpena, ispoljava uneerantimikrobno
delovanje. Ovaj uzorak je naito bio aktivan premd. coli, dok nije ispoljio nikakvu
antimikrobnu aktivnost prem®. aeruginosa.

Izostanak aktivnosti etarskog ulja he®ealpina subsp.dinarica moze se pripisati

relativno niskom sadrzaju oksidovanih terpenoid34%0). Za neke od njih, kao Sto su
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linalool i a-terpineol (u ispitivanom uzorku zastuplieni sa 1,D,4%, redom) je
dokazano da su dobri antimikrobni agensi (Ebrahadab sar., 2010). Ugljovodonici
generalno ispoljavaju slabo antimikrobno delovanpajverovatnije kao posledica
umanjene sposobnosti da grade vodiomiveze i smanjene hidrofilnosti, ali su npr.
a-pinen ip-kariofilen bili aktivniji u poreienju sa linalol-oksidom i kariofilen-oksidom
(Goren i sar., 2011). Ketoni, aldehidi i alkoholi takaie aktivha jedinjenja, ali ta
aktivnost je veoma varijabilna, zavisi od funkcitmea grupe i u krajnjoj liniji od
sposobnosti formiranja vodamih veza (Grug-Jovanowvt i sar., 2004). Zabelezeno je i
da etarsko uljeS inflata, uprkos izuzetno visokom sadrzaju aktivnih kompune
linalola (28,5%) i o-terpineola (9,4%), ne deluje antimikrobno, Sto tsen&i
antagonizmom sa ostalim sastojcima ulja (Ebrahimialtsar., 2010).

Kada se analiziraju rezultati antimikrobne aktivinasetanolnih ekstrakata herbi
odabranih taksona rod&achys, ne moze se kao u shju etarskog ulja izui jasan
zakljutak. Rezultati agar difuzionog testa ukazuju nawsldb umerenu antimikrobnu
aktivnost. Rezultati dobijeni u okviru ove doktoesldisertacije su u skladu sa
ispitivanjima antimikrobne aktivhosti metanolnih stlakata herbi nekih vrsta roda
Sachys iz Irana & byzanthina, S inflata, S. lavandulifolia i S laxa) (Saeedi i sar.,
2008). Izuzetno visoku antimikrobnu aktivnhost pakazekstrakt herb&. anisochila
premakK. pneumoniae (aktivnost vrlo skna aktivnosti ampicilina, 1@g/ml) i prema
S epidermidis. U odnosu na ostale ekstrakte herbi, ovaj ekstsddrzi najviSe
flavonoida i hlorogenske kiseline. O antimikrobadgivnosti nekih flavonoida postoje
literaturni podaci. Oni se uglavhom odnose na fiele, odnosno flavan-3-ole i njihove
kondenzacione proizvode. Za hlorogensku kiselinutygieno da ne deluje na Gram-
(+) bakterije (Daglia, 2012). Za neke fenolkarbbiesikiseline, kao Sto su kafena,
hlorogenska, galna i hina kiselina je deno da deluju antivirusno (Ozcelik i sar.,
2011). Aktivnost ekstrakta herl& beckeana, koji sadrzi skoro upola manje flavonoida
I hlorogenske kiseline, prem& pneumoniae bila je neSto manja u odnosu na aktivnost
ekstrakta herb&. anisochila, ali takaie zn&ajna. Ovaj ekstrakt sadrzi nageekoli¢inu
feniletanskih heterozida, naiito akteozida. Za ovo jedinjenje je ranije pokazatzo
ispoljava umereno antimikrobno delovanje. Pretpdstase da akteozid inhbira
preuzimanje leucina u bakterijskeliju, zbogc¢ega dolazi do inhbicije sinteze proteina.

Takaie je utvdeno da se akteozid i neki feniletanski heterozediuyju za membrane i
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ugraiuju u lipidni dvosloj. Pri tome menjaju fidie osobine membrane, Sto moze da
dovede i do promenaelijskoj signalizaciji ili funkciji mitohondrija. ®im efektima na
lipidnom dvosloju delimino se objasSnjava antibakterijsko delovanje ovihinjedja,
naraito prema Gram-(+) bakterijama. Naime, membrananG{#) bakterija je bogata
negativno naelektrisanim fosfolipidima (fosfatididgrol, lizil-fosfatidilglicerol,
kardiolipin), a akteozid pokazuje visok afinitet agradnju u povrsinski deo lipidnog
dvosloja. Pretpostavlja se da time dovodi do raskmja membrane i formiranja
unilamelarnog sloja sa perforacijama, ili dovodi dove&anja dela membrane oko
.glave” fosfolipida, usledcega nastaje povana zakrivljenost povrSine membrane
(Funes i sar., 2010).
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ZAKLJUCCI

1. U okviru doktorske disertacije izvrSeno je hemijskarmakolosko ispitivanjeetiri
taksona rod&achys L.: S anisochila Vis. et Pani¢, S beckeana Dorfler & Hayek,
S plumosa Griseb. iS alpina subsp.dinarica Murb., endeminih za Balkansko
poluostrvo. \fsteS. anisochila, S beckeana, S. plumosa i S. alpina [subsp.alpina]
su do sada samo deliéno hemijski i farmakoloSki ispitivane, dok podvrsta

S alpina subspdinarica do sada nije bila pr@éavana.

2. Osnovnim hemijskim ispitivanjima nadzemnih delovigaka u cvetu ututeno je da
se sadrzaj vlage, pepela, u kiselini nerastvorjipepela i prinos ekstrakta nalaze u
uobi¢ajenim granicama koje propisuju farmakopeje i dsigitni propisi za najvé
broj biljnih lekovitih sirovina.

3. Preliminarnim hemijskim ispitivanjima u nadzemninelavima biljaka u cvetu
utvrdeno je prisustvo tanina, flavonoida, antocijanajofearboksilnih kiselina i
alkaloida i odréen njihov sadrzaj.

a. Sadrzaj tanina odden je spektrofotometrijski i iznosio je od 1,75%harbi
S plumosa do 5,72% u herb®. anisochila.

b. Sadrzaj flavonoida odden spektrofotometrijski bio je najmanji u herbi
S beckeana (0,27%, izrazeno kao hiperozid), a nd@jva herbi S. anisochila
(0,65%). Antocijani su identifikovani samo u hefbialpina subsp.dinarica, a
njihov sadrzaj, odiden spektrofotometrijski, iznosio je svega 0,075%.

c. Sadrzaj derivata hidroksicimetne kiseline aige spektrofotometrijski (izrazeno
kao hlorogenska kiselina, odnosno kao akteozid) jeionajmanji u herbi
S plumosa (1,42%, odnosno 1,45%), a najves herbi S. beckeana (3,10%,
odnosno 3,16%).

d. Alkaloidi su identifikovani samo u herl$. anisochila i S. beckeana. Njihov

sadrzaj, odrden gravimetrijski, bio je veoma nizak (0,102 i B@& redom).

4. Iz herbi S plumosa i S alpina subsp.dinarica destilacijom vodenom parom

izolovana su etarska ulja. Kéilna etarskog ulja u herl. plumosa iznosila je
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0,15% ¥/m), a u herbiS alpina subsp.dinarica 0,03% (/m). Hemijska sastav

izolovanih etarskih ulja ispitan je metodama GC-FIBC-MS.

a. Etarsko ulje herb& plumosa karakteriSe visok sadrzaj diterpena (74,3%), dok
su monoterpeni i seskviterpeni prisutni u znatnanjojakolicini (8,7 i 3,2%,
redom). Glavna komponenta etarskog ulja je diterdehidroabietan =ar-
abietatrien) (61,2%).

b. U etarskom ulju herbeS alpina subsp. dinarica dominanti sastojci su
seskviterpeni (60,5%) i to pretezno ugljovodonil,0%). Glavni seskviterpeni
(E)-kariofilen i germakren D su ujedno i glavne kompote etarskog ulja (13,4
I 12,3%, redom). Ispitivano ulje karakteriSe i \Wssadrzaj alifatinih jedinjenja
(19,4%), od kojih je najzastupljeniji aldehehonanal (5,3%).

5. Tehnikama hromatografije na koloni i tankom slojilikagela iz metanolnog
ekstrakta herb& alpina subspdinarica izolovana su tri flavonska heterozidaO#'-
metilizoskutelarein 7-O-[6"-acefi-D-alopiranozil-(1-2)]-p-D-glukopiranozid
(jedinjenje 1), 3-hidroksi-4'-O-metilizoskutelarein 7-O-[6'¢etil3-D-alopiranozil-
(1—2)]-B-D-glukopiranozid (jedinjenje 2) i izoskutelarein 7-O-[6"-aceff-D-
alopiranozil-(}-2)]-p-D-glukopiranozid  (jedinjenje 3). Struktura izolovanih
flavonoida utvdena je na osnovu analize njihovih UV, M$| NMR i **C NMR
spektralnih podataka. Prisustvo ovih flavonskihehaetida utvdeno je ranije u
nekim drugim vrstama rod&achys, ali su oni u okviru ove doktorske disertacije

prvi put identifikovani US. alpina subspdinarica.

6. Preliminarnom TLC analizom suvih metanolnih ekstatakherbi odabranih taksona
roda Stachys utvrdeno je da sadrze flavonoidne heterozide i fenolesitne
kiseline. TLC profil ekstrakta herb® plumosa bio je zn&ajno razléit od profila
preostala tri ekstrakta.

7. HPLC-UV i HPLC-MS analizama je pokazano da su uirsuwmetanolnim
ekstraktima herbi odabranih taksona r&achys prisutni flavonski i feniletanski
heterozidi i fenolkarboksilne kiseline.
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a. U okviru ove doktorske disertacije, u ekstraktubeed. anisochila, pored sedam
prethodno identifikovanih 7-O-heterozida izoskuteiliaa i hipolaetina i njihovih
4'-metil derivata, identifikovana su joS dva: hipetin 7O-[alozil(1—2)]-
glukopiranozid i izoskutelarein @-[alozil(1—2)]-glukopiranozid.Takade, po
prvi put su u ovoj vrsti identifikovani feniletansketerozidi - akteozid i
lavandulifoliozid, i hlorogenska kiselina, i deteixtna jedna dikafeoilhina
kiselina.

b. U ekstraktu herbes. beckeana od 11 detektovanih biozida izoskutelareina i
hipolaetina, 9 jedinjenja identifikovano je u owopti po prvi put.Takaie, po
prvi put u ovoj vrsti ututeno je prisustvo hlorogenske kiseline, kao i
feniletanskih  heterozida akteozida, izoakteozidegvahdulifoliozida i
martinozida.

c. U ekstraktu herb& plumosa utvrdeno je prisustvdri 7-O-biozida hrizoeriola.
Identifikovani  su  hrizoeriol  7-O-[6"-acetilaloZil—2)]-glukopiranozid
(stahispinozid), koji je ujedno i glavni flavonoidekstraktu (10,74%), i njegov
dezacetil analog. U ekstraktu je tdkodetektovano pet monozida apigenifip,
je S€erna komponenta esterifikovana. DominirgriE-kumaroil derivati; od 4
detektovana jedinjenja, identifikovana su dva: apig 7-O-(6"p-E-kumaroil)-
glukopiranozid i apigenin 7-O-(3-E-kumaroil)-glukopiranozid. Takie,
detektovan je i jedan acetilheksozid apigeninanggova tana struktura nije
utvrdena. Uz po prvi put u ovoj vrsti identifikovanu hdgensku kiselinu, u
ekstraktu herb&. plumosa detektovano je i 8 feniletanskih heterozida, ofhko
su identifikovani akteozid, martinozid, i po prvitpu ovoj vrsti izoakteozid i
lavandulifoliozid.

d. U okviru ove doktorske disertacije podvr&aalpina subspdinarica je prvi put
bila predmet hemijskog ispitivanja. U ekstraktu deerdetektovano je 14
flavonoidnih heterozida. Devet identifikovanih ftmoidacine ujedno i glavnu
frakciju (preko 9,6%) i svi su 7-O-biozidi izosklaeeina i hipolaetina i njihovih
4'-metil derivata: alozilglukozidi, acetil- i diattl@lozilglukozidi. U ekstraktu su
detektovana i dva 7-O-diheksozida luteolina, odhkgg S€erna komponenta
jednog acetilovana. Od fenolkarboksilnin kiselinasim hlorogenske,

detektovan je i jedan derivat ferula kiseline. B&dgano je 7 feniletanskih
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heterozida, od kojih su identifikovani akteozidtdreozid E, lavandulifoliozid,
leukoskeptozid A i martinozid.

e. U ekstraktima herbiS. anisochila, S. beckeana i S alpina subsp.dinarica
prisutni su 7-O-biozidi izoskutelareina i hipolaetii njihovih 4'-metil derivata,
pri ¢emu dominantnu frakciju ¢ine njihovi alozil-, acetilalozil- i
diacetilalozilglukozidi. Distribucija flavonoida og tipa u ispitivanim
taksonima u skladu je sa njihovom taksonomskomagnpgu. S obzirom da
S anisochila i S. beckeana pripadaju istoj sekciji§ sect.Olisia) i istoj grupi
S recta, sasvim je razumljiva i velika ghost hemijskog sastava flavonoidnih
frakcija njihovin metanolnih ekstrakata. Ove vrsie u pogledu kompozicije
flavonoidnih sastojaka shije S. alpina (S. sect.Eriostomum), negoS. plumosa
(S sect.Swvainsoniana). Na osnovu ovoga moZe se pretpostaviti i da éame
sekcijaS sect.Olisia i S sect.Eriostomum postoji ve&i nivo srodnosti, ali ovu
hipotezu nije mogte proveriti jer molekularna filogenija rodachys joS uvek

nije poznata.

8. U suvim metanolnim ekstraktima herbi odabranih ¢alksrodaSachys utvrden je
sadrzaj ukupnih polifenola (iznosio je od 65,63 kagehin/mg suvog ekstrakta
S plumosa do 192,16 ug katehin/mg suvog ekstrektanisochila).

9. Antioksidantna aktivnost suvih metanolnih ekstrakiaerbi odabranih taksona roda
Sachys odraiena je kori&enjem nekolikoin vitro testova: FRAP test (ukupna
antioksidantna aktivnost), DPPH i TLC-DPPH testufnalizacija DPPH radikala),
2-dezoksiriboza test (neutralizacija OH radikal@)BA test (inhibicija indukovane
lipidne peroksidacije).

a. FRAP vrednosti pokazuju da je ukupna antioksidardkivnost metanolnih
ekstrakata oko pet puta manja od aktivnosti vitam@ Najaktivniji je bio
ekstrakt herbeS. anisochila, a najslabiju aktivnost pokazao je ekstrakt herbe
S plumosa. Ova aktivnost bila je visoko korelisana sa sgérhaukupnih
polifenola (r=0,999).

b. Svi ekstrakti su koncentraciono zavisno neutrali#PH radikal. Rezultati

spektrofotometijskog testa su bili u dobroj korglasa sadrzajem ukupnih
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polifenola (r=-0,948) i ukazuju na visoku reaktighoekstrakata herbi
S anisochila, S beckeana i S. alpina subsp.dinarica (SG<50 pg/ml). Anti-
DPPH aktivnost ekstrakta herlf#® plumosa bila je slaba (101,63ug/ml).
Rezultati TLC-DPPH testa su pokazali da su glavosioci ove aktivnosti
flavonoidni heterozidi.

c. U 2-dezoksiriboza testu, svi ekstrakti su u prireanp koncentracijama
koncentraciono zavisno neutralisali OH radikal. p$@gu koncentracija 6,25-50
pg/ml, svi ekstrakti inhibirali su degradaciju 2-d&siriboze preko 40%.

d. Inhibicija lipidne peroksidacije (LP) take je bila koncentraciono zavisna.
Najvetu aktivnost su ispoljili ekstrakti herlds beckeana i S alpina subsp.
dinarica (IC50=25,07 i 49,0Qug/ml, redom), dok ekstrakti herl8 anisochila i

S plumosa u primenjenim koncentracijama nisu dostigli 50%ilndije LP.

10. Antiinflamatorna aktivnost suvih metanolnih eksttgk herbi odabranih taksona
roda Sachys ispitana je na modelu karageninom izazvanog ed&mpae pacova.
Svi ispitivani ekstrakti ispoljili su dozno zavisrantiinflamatorno delovanje, a
maksimalni efekti postignuti su u napgg primenjenoj dozi od 200 mg/kg. U toj
dozi ekstrakti herb&. beckeana i S. anisochila suprimirali su inflamatorni odgovor
za 54,04 i 53,30%, redom. Nesto nizu aktivnostljgpe ekstrakt herb&. plumosa
(46,52%), a najslabiju ekstrakt her&elpina subspdinarica (37,17%).

11.Za ispitivanje hepatoprotektivne aktivnosti suvihetamolnih ekstrakata herbi
odabranih taksona rodaStachys korisen je model ugljen-tetrahloridom
indukovanog oSienja jetre pacova. Ugljen-tetrahlorid je primenjivgore
ispitivanih ekstrakata Sto je omagje procenu njihovog reparativnog (terapijskog)
efekta. Na osnovu uticaja na nivo enzima jetre (ASIOT i AP) u serumu, kao i na
osnovu uticaja na patohistoloske promene u tkiwe jeitvideno je da je najbolji i
dozno zavistan efekat ispoljio ekstrakt he®ealpina subsp.dinarica: u dozi od
200 mg/kg oSteenje jetre je smanjeno za oko 50%. Hepatoprotekéfakat ostalih
ekstrakata je takie ucljiv, ali izmedu primenjenih doza (200 i 100 mg/kg) nema
statistéki znatajnih razlika. Efekti ekstrakata herld anisochila i S. beckeana

medusobno su bili séini i bolji u odnosu na efekte ekstrakta hefbplumosa.
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12.

13.

Ispoljeno antiinflamatorno i hepatoprotektivno delnje su u zn#&jnoj korelaciji sa
sadrzajem ukupnih polifenola i flavonoida u isptivm ekstraktima, kao i sa
njihovom antioksidantnom i antiradikalskom aktivewSMoZe se pretpostaviti da
su ovi sastojci naj\@m delom odgovorni za ispoljeno delovanje i da su
antioksidantna i antiradikalska aktivnost delom juddne u mehanizme

antiinflamatornog i hepatoprotektivhog delovanja.

Delovanje suvih metanolnih ekstrakata herbi odahraaksona rode&&achys na
aktivnost mikrozomalne MA@rateno jein vitro preko stepena razgtiganja *“C-
serotonina (supstrat za MAO-A) j*C-fenil-etil-amina (supstrat za MAO-B).

Rezultati ukazuju na odsustvo MAO-inhibitorne aktigti ispitivanih ekstrakata.

14.Bihejvioralna karakterizacija suvih metanolnih e&kata herbi odabranih taksona

roda Sachys sprovedena je koxsnjem standardnih testova: ponaSanje u
uzdignutom plus lavirintu (EPM test), test spontémleomotorne aktivnosti (SLA
test) | test jaine stiska. Rezultati ispitivanja pokazuju izostangasnog
anksiolitckog ili miorelaksantnog delovanja. Ipak, neki odsteikata pokazuju
odreienu bihejvioralnu aktivnost: ekstrakt herSebeckeana u dozi od 400 mg/kg
ispoljava izvestan anksiogeni efekat u EPM tesbl, marametri vezani za aktivnost
u istom testu ukazuju na sedativnho delovanje ekataaherbiS. alpina subsp.
dinaricai S plumosa. U testu spontane lokomotorne aktivnosti pdévr je sedativni
potencijal ekstrakta herlf® alpina subsp.dinarica. Dobijeni rezultati pokazuju da
ispoljena bihejvioralna aktivnost ekstrakata hefi alpina subsp. dinarica i

S plumosa ne ukljituje predominantno populaciju GABAreceptora Sao;-
podjedinicom. Indirektno, moze se zakijuda su za ispoljene bihejvioralne efekte
odgovorni i odréeni mehanizmi koji ne uklguju GABA-ergicku neurotransmisiju.

15. Antimikrobna aktivnost etarskih ulja herBi plumosa i S alpina subsp.dinarica,

kao i suvih metanolnih ekstrakata herbi ediri odabrana taksona rodi@achys
ispitana je agar difuzionim testom. Ka@hi su standardni ATCC sojevetiri

Gram-(+) i tri Gram-(-) bakterije i jedan soj gife Candida albicans. Etarsko ulje
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herbeS. plumosa pokazalo je aktivhost prema svim testiranim mikgamizmima.
Ovo etarsko ulje bilo je najaktivnije premBacillus subtilis i Pseudomonas
aeruginosa, dostizéi aktivnost véu od aktivnosti referentnih antibiotika
(ampicilina, odnosno amikacina). Nasuprot tomessi&taulje herbe. alpina subsp.
dinarica nije dovelo do inhibicije rasta nijednog od ispéainth mikroorganizama.
Suvi metanolni ekstrakti herbi svih odabranih tadescodaSachys inhibirali su rast
vecine testiranih mikroorganizmima, osim ekstraktablee alpina subspdinarica
koji nije uticao na rastEnterococcus faecalis i Candida albicans. U slwaju
Klebsiella pneumoniae aktivnost ekstrakata bila je nag&ei uporediva sa aktivnos

ampicilina.

16.Generalno se mozZe se zaklju da doktorska disertacija daje zagan doprinos
poznavanju sekundarnih metabolita u nadzemnim deku cvetwietiri endemina
taksona rode&&achys (S anisochila, S. beckeana, S plumosa i S alpina subsp.
dinarica) i da ovi rezultati imaju i taksonomski zfzg. Uvid u antioksidantni,
antiinflamatorni, hepatoprotektivni, psihotropnamntimikrobni potencijal hemijski
okarakterisanin metanolnih ekstrakata herbi, kaoantimikrobni potencijal
izolovanih etarskih ulja definisanog sastava onéaga procenu mogumosti njihove
primene kao potencijalno novih prirodnih lekovisiinovina. Takde, primena herbe
S alpina subspdinarica u narodnoj medicini ,za smirenje i kod nesanicebith je
svoju potvrdu ucinjenici da metanolni ekstrakt ove biljke ispoljavavestan

sedativni efekat.
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Prilog

UV, MSi NMR spektri jedinjenja 1-3 izolovanih iz ekstrakta herbe
S. alpina subsp. dinarica
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Jedinjenjel - 4'-O-metilizoskutelarein 7-O-[6"-acefilD-alopiranozil-(32-2)]-B-D-
glukopiranozid
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Poslediplomske studije za magisterijum iz farmakzje upisala je Skolske 2002/03.
godine, a na doktorske akademske studije iz fargnaba@ije prebacila se Skolske
2006/07. godine. Na Katedri za farmakognoziju Famengskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu u periodu 2002-2007. godine bila je zagmaskao saradnik, a od 2007 god.
birana je u zvanje asistenta. Dobitnik je nagrademiaceutskog fakulteta za najboljeg
studenta IV godine na smeru diplomirani farmac&kplske 2001/02. godine bila je
stipendista Vlade Kraljevine NorveSke i stipendi§tandacije za razvoj nanog i
umetntkog podmlatka Ministarstva za prosvetu i sport Réige Srbije. U periodu
2003-2005. godine bila je stipendista Ministarshganauku i zastitu zivotne sredine
Republike Srbije. Kao stipendista Ministarstva zauku i zaStitu Zivotne sredine u
periodu 2003-2005. godine bila je angaZzovana ngekma ,lspitivanje lekovitog
potencijala samoniklih biljaka: MorfoloSka, hemgsk farmakoloSka karakterizacija“
(1568). Od 2007. godine angazovana je na projekhtimastarstva za nauku (143012,
173021 i 175045). Autor je i koautor 16 radov&asopisima méunarodnog zn@ja i 2
rada u uwasopisu nacionalnog z¥gja. Clan je Metunarodnog drustva za pravanje
lekovitog bilja (Gesselschaft fur Arzneipflanzerdohung, GA) i Sekcije za lekovito
bilje Saveza farmaceutskih udruzenja Srbije (SFUS)vori engleski, a sluzi se

nemakim jezikom.




N3JABA O AYTOPCTBY

ITornucana Jenena Kykuh-Mapkosuh
6poj ynuca

H3jaBibyjem
Ja je IOKTOpCcKa AucepTaluja rnoj HacJl0BOM

sXeMHujcka u (papmakoJiomika Kapaktepuzaumja Stachys anisochila, S. beckeana,
S. plumosa u S. alpina subsp. dinarica (Lamiaceae)“

® pE3yTaT CONCTBEHOI UCTpAXHUBAYKOr paja,

® la MpeJIOKEHA JucepTalMja y UeJHHU HU Yy J1eIOBUMa Huje Guia npeanoxeHa
3a jpobujawe OMJIO KOje AUIIOME MpemMa CTYAMjCKMM MporpamuMa Apyrux
BUCOKOLIKOJICKUX YCTaHOBA,

® J1a CYy pe3yJITaTh KOPEKTHO HABECACHU U

e Ja HUCaM KpLUMO/Nla ayTopcKa MpaBa M KOPUCTHO HMHTEEKTYalnHYy CBOjUHY
APYrUX nuua.

IMornuc AOKTOpaHaa

U%A eua j{f/ﬂwz’f ~ /Z(aln e

Y beorpany,




U3JABA O UICTOBETHOCTWU LUTAMMAHE U ENNEKTPOHCKE BEP3UJE
AOKTOPCKOI' PALIA

Hme u npe3ume aytopa: Jeaena Kykuh-Mapkosuh

bpoj ynuca:

Crynujcku nporpam:

Hacnoe pana: ,Xemujcka W ¢apMakoJiollKka KapakTepusauuja Stachys anisochila,

S. beckeana, S. plumosa u S. alpina subsp. dinarica (Lamiaceae)

MeuTop: npod. ap Cusnpana [letposuh

[Tornucana Jenena Kykuh-Mapkosuh

u3jaB/byjeM Ja je LITammaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOT paja MCTOBETHA €JIEKTPOHCKO]
BEp3Wju KOjy caM nmpenao/na 3a oOjaB/bMBate Ha noprany Jururaanor
penosuTopujyma YHusepsutera y beorpaay.

Jlo3BosbaBaM J1a ce oOjaBe MOjM JIMUHHW NOJALM Be3aHU 3a 100Ujatbe akaJeMCKOr 3Bama
JOKTOpa HaykKa, Kao IUTO Cy UM€E U Mpe3uMe, roJMHa U MecTo poljerwa 1 1aTym oabpaHe
paja. ’

OBM AMYHM TMOAalUM MOry ce 00jaBUTH Ha MpPEXHUM CTpaHMLaMa [IUTHUTallHe
OubsnmoTeke, y €NEKTPOHCKOM KaTanory M y nybiukauujama YHuBEp3uTeTa Yy
beorpany.

IIoTnuc noKTOpaHaa

VY Beorpany,

Q]%JA eha O@M ~- /Zb/ﬁméu/(’




UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepautercky 6ubaunoreky ,,CBerozap MapkoBuh* na y Jlurutanuu
peno3utopujyM YHuBep3uTeTa Y beorpamy yHece Mojy JOKTOPCKY AMCEpTaUHjy MOA
Hac/0BOM:

~XeMHjcka U dapmakosoliKa KapakTepusauuja Stachys anisochila, S. beckeana,
S. plumosa u S. alpina subsp. dinarica (Lamiaceae)

KOja je Moje ayTOpcKO Aelo.

ucepTaumjy ca CBUM NpUIIO3MMa Npeaao/na caM y eIeKTPOHCKOM (opMaTy MOroJHom
3a TpajHO apXMBHpaHE.

Mojy AOKTOpCKY AucepTalujy noxpamweHy y JIurutajHu perno3uToprujym Y HUBEp3UTETa
y beorpany Mory aa kopucte cBU KOju MoLITYjy oapeade caapkaHe y ogadpaHOM TUMy
auueHue Kpearushe 3ajeanuue (Creative Commons) 3a Kojy caM ce ony4no/na.

1. AyTopcTBO
AyTOPCTBO - HEKOMEPLIUjalTHO
3. AyTopcTBO — HEKOMepLUjanHo — 6e3 npepaje
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaJIHO — JIEJTUTH MO UCTUM YCIIOBUMa
5. AytopctBo — 6€3 npepaje
6. AYyTOpCTBO — JI€JUTH NMOJ UCTUM YCIIOBHMA
(Moaumo fa 3a0KpYyKMTE camMO jelHy OJ LIeCT NOHYhHeHHX JMLUEHLH, KpaTaK OIuC
JIMUEHLHM JaT je Ha nosiehuHM NucTa).

IMornuc AOKTOpaHAa

Y beorpany,

C:/}é/lé’.wa v@wf- /éﬁlh velou b~
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