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Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceae):
izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost
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OZNAKE I SKRACENICE
- NOMENKLATURA —
Ac ili CH3CO- Acetil
Ar Aromati¢no (aril)
Me ili CH3— Metil
Et ili CoHs- Etil
iPr ili (CH3);CH-  Izopropil
Pr ili C3H7- Propil
ATP Adenosine-5'-triphosphate (adenozin-5-trifosfat)
CoA Coenzyme A (koenzim A)
DNK Dezoksiribonukleinska kiselina
Glu Glukuronid
NAD Nicotinamide adenine dinucleotide (nikotinamid-adenin-dinukleotid)
NADP Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (nikotinamid-adenin-
dinukleotid fosfat)
NMDA N-metil-D-aspartat
SAM S-adenozil-L-homocistein
SAH S-adenozil-I.-metionin
n normalni niz
0 orto
m mela
p para

- REAGENSI I RASTVARACI -
AcOH Siréetna kiselina
DMSO Dimetilsulfoksid
DMSO-ds  Perdeuterisani dimetilsulfoksid
EtsN Trietilamin
EtOH Etanol



Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceae):
izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost

MCPBA
MeOH
NaOEt
NaOMe
THF
TMS

GL
HT
HT/E

MA
MM
MP
MT

SCAD

SCAR

SGER

AA
4-ASA
5-ASA
3-HAA
S-HAA
3-HIA
S-HIA

meta-Chloroperoxybenzoic acid (meta-hlorperoksobenzoeva kiselina)

Metanol

Natrijum-etoksid

Natrijum-metoksid

Tetrahidrofuran

Tetrametilsilan

Ditrepenoidi

Green leaf isparljivi sastojci

Hemiterpenoidi

Hemiterpenoidni estri

Monoterpenoidi

Acikliéni monoterpenoidi

Mentani i njima srodni monoterpenoidi

Pinanski monoterpenoidi

Tujanski monoterpenoidi

Ostalo

Seskviterpenoidi

Cadinane and Related Sesquiterpenoids (Kadinani i njima srodni
seskviterpenoidi)

Caryophyllane and Related Sesquiterpenoids (Kariofilani 1 njima srodni
seskviterpenoidi)

Germacrane and Related Sesquiterpenoids (Germakrani i1 njima srodni
seskviterpenoidi)

Anthranilic acid (antranilna kiselina)

4-Aminosalicylic acid (4-aminosalicilna kiselina)

S-Aminosalicylic acid (5-aminosalicilna kiselina)

3-Hydroxyanthranilic acid (3-hidroksiantranilna kiselina)
S5-Hydroxyanthranilic acid (5-hidroksiantranilna kiselina)
Izopropil-3-hidroksiantranilat

Izopropil-5-hidroksiantranilat
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3-HMA
5-HMA
5-HIMA
5-HMMA
IA

IMA

MA
MMA
NO-MMA
PMA

SA

Metil-3-hidroksiantranilat
Metil-5-hidroksiantranilat
Izopropil-5-hidroksi-N-metilantranilat
Metil-5-hidroksi-N-metilantranilat
Izopropil-antranilat
Izopropil-N-metilantranilat
Metil-antranilat
Metil-N-metilantranilat
Metil-N-metil-N-nitrozoantranilat
Propil-N-metilantranilat

Salicylic acid (salicilna kiselina)

- HROMATOGRAFIJA 1 MASENA SPEKTROMETRIJA -

[M]™
AMDIS

Col

FEl

ESI
FID
GC
GC-MS

HP
HPLC

HRMS

IdenMet

Molekulski jon
Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System
(Automatizovani sistem za identifikaciju 1 dekonvoluciju masenih
spektara)

Coinjection (ko-injekcija)

Electron Ionization (elektronska jonizacija)

Electrospray Ionization (elektrosprej jonizacija)

Flame Ionization Detector (plameno-jonizacioni detektor)

Gas Chromatography (gasna hromatografija)

Gas Chromatography-Mass Spectrometry

(gasna hromatografija-masena spektrometrija)

Hewlett-Packard

High Pressure Liquid Chromatography (te¢na hromatografija pri

visokim pritiscima)

High Resolution Mass Spectrometry (masena spektrometrija visoke

rezolucije)

Identification Method (Metod identifikacije)
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MPLC

NIST

rel. int.

RI
R«
TIC
TLC

Mass-to-charge ratio (odnos mase i naelektrisanja)

Medium Pressure Liquid Chromatography (te€na hromatografija pri
srednjim pritiscima)

National Institute of Standards and Technology (Americki nacionalni
institut za standarde 1 tehnologiju)

Relativni intenzitet

Retention index (retencioni indeks)

Retention time (retenciono vreme)

Total Ion Chromatogram (ukupni jonski hromatogram)

Thin-Layer Chromatography (tankoslojna hromatografija)

- INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA I ULTRALJUBICASTA SPEKTROSKOPIJA -

ATR
FT
FTIR

IR
uv

)\’-1
)\,max

Vasim

Vsim

Attenuated Total Reflectance

Fourier Transform (Fourier-ova transformacija)
Fourier Transformed Infrared Spectroscopy (Fourier-transformisana
infracrvena spektroskopija)

InfraRed (infracrvena)

UltraViolet (ultraljubicasta)

Frekvencija deformacione vibracije

Talasni broj trake u IR spektru

Talasna duZina maksimuma apsorpcije
Frekvencija valencione vibracije

Frekvencija asimetri¢ne valencione vibracije

Frekvencija simetri¢ne valencione vibracije

- NUKLEARNA-MAGNETNA REZONANTNA SPEKTOSKOPIJA -

1D
2D

3C NMR

jednodimenzionalni
dvodimenzionalni
Carbon-13 Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy

(nuklearna-magnetna rezonantna spektroskopija ugljenika-13)
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'H-'H COSY

TH NMR

br d
br q

brs

dd
ddd
DEPT

dq

dt
HETCOR

HMBC
HSQC
J

m

mult.

NMR

NOESY
ppm
pseudo dt
pseudo t
qd

S

t

IH - 'H Correlation Spectroscopy (Homonuklearna 'H - '"H
korelisana dvodimenzionalna nuklearno-magnetna rezonantna
spektroskopija)

Hydrogen-1 Nuclear Magnetic Resonance (protonska nuklearno-
magnetna rezonantna spektroskopija)

broad doublet (Siroki dublet)

broad quartet (Siroki kvartet)

broad singlet (Siroki singlet)

dublet

dublet dubleta

dublet dubleta dubleta

Distortionless Enhancement by Polarization Transfer

doublet of quartet (dublet kvarteta)

dublet tripleta

Heteronuclear Correlation (heteronuklearna 'H-13C korelisana 2D
NMR spektroskopija)

Heteronuclear Multiple Bond Correlation

Heteronuclear Single Quantum Coherence

Konstanta kuplovanja

multiplet

multipletnost

Nuclear Magnetic Resonance (nuklearno-magnetna rezonantna
spektroskopija)

Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy

parts per million ((jedan) deo na milion delova)

pseudo dublet tripleta

pseudo triplet

quartet of doublet (kvarteta dubleta)

singlet

triplet
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tqt triplet of quartet of triplet (triplet kvarteta tripleta)
0 Hemijsko pomeranje u NMR spektru

oc Hemijsko pomeranje u >C NMR spektru

on Hemijsko pomeranje u '"H NMR spektru

- ANTIMIKROBNA I ANTIOKSIDANTNA AKTIVNOST -

ABTS 2,2"-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
(2,2'-azino-bis(3-etilbenzotijazolin-6-sulfonska kiselina))

ATCC American Type Culture Collection

BHT Butilovani HidroksiToluen)

DPPH 1, 1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl radical
(1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal)

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid (Etilendiamintetrasiréetna kiselina)

ICso Half Maximal Inhibitory Concentration

MHA Miiller Hinton Agar

MIC Minimum Inhibitory Concentration (minimalna inhibitorna
koncentracija)

MRSA Methicillin Resistant Staphylococcus aureus

NBT Nitroblue tetrazolium chloride (nitroplavotetrazolijum-hlorid)

NCCLS National Committee for Clinical Laboratory Standards (Americki
nacionalni komitet za klinicke laboratorijske standarde)

RKYV Reaktivne kiseoni¢ne vrste

SDA Sabouraud dekstrozni agar

TSA Tripton soja agar

TTC 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride (2,3,5-trifeniltetrazolijum-hlorid)

- FARMAKOLOSKA AKTIVNOST -
AA Acetic acid (sir¢etna kiselina)

AFL Area Fraction of Lesions (povrsina pojedina¢nih lezija)
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ALT
ASA
AST
AUC
B
cGMP
Cho
Cir
CNS
COX
Cyt P-450
DB
DC
ET
GABA
H:

HE
5-HT3
L p.

IB
IFN-y
iGluR
mGluR
IL

L-NAME
MLA
NOS
NSAIL

p. o.

Alanintransaminaza

Acetylsalicylic acid (acetilsalicilna kiselina)
Aspartattransaminaza

Area Under the Curve (povrsina ispod krive)

Perimetar

Cyclic guanosine monophosphate (cikli¢ni gvanozin-monofosfat)

Cholesterol (holesterol)

Mean Lesions’ Circularity (srednja cirkularnost lezija)
Centralni nervni sistem

Cyclooxygenase (ciklooksigenaze)

Cytochrome P-450 (citohrom P-450)

Direktan bilirubin

Diclofenac (diklofenak)

Etanol

Gamma-aminobutyric acid (Gama-aminobuterna kiselina)
Histaminski receptor Ho

Hematoksilin i eozin

5-Hidroksitriptaminski receptori- serotoninski receptori
Intraperitoneal (intraperitonealna injekcija)

Increase in Baseline (porast osnovne linije)

Interferon-gama

Tonotropic glutamate receptors (jonotropni glutamatni receptori)

Metabotropni glutamatni receptori
Interleukin

Jones-ovo bojenje

No-Nitro-L-arginine methyl ester (Metil estar Ny-nitro-L-arginina)

Mean Lesions’ Area (srednja povrsina lezija)
Nitric oxide synthase (sintaza-azot-monoksida)
Nesteroidni anti-inflamatorni lekovi

Per os (oralna primena)
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PAS

PBS
PCPA

PGE:
PNS
SEM
SL
TAL
TB
TCA
t.m.
TNF-a
TRPV

Periodic acid-Schiff stain (bojenje perjodnom kiselinom 1 Schiff-ovim
reagensom)

Phosphate-buffered saline (puferovani fizioloski rastvor)
para-Chlorophenylalanine methyl ester (metil estar para-hlor-
fenilalanina)

Prostaglandin Ez

Periferni nervni sistem

Standard Error of the Mean (standardna greska srednje vrednosti)
Silimarin

Total Area of Lesions (ukupna povrSina lezija)

Total bilirubin (ukupni bilirubini)

Tricikli¢nih antidepresivi

telesna masa

Tumor necrosis factor-alpha (faktor nekroze tumora-alfa)

Transient receptor potential (vanilloid)

- STATISTICKA ANALIZA -

ANOVA

P
S.D.

Analysis of Variance (jednosmerna analiza varijanse)
nivo poverenja

Standardna Devijacija

- MERNE JEDINICE -

amu
°C
cm

eV

atomic mass unit (jedinica atomske mase)
Celzijusov stepen

centimetar

electron Volt (elektron volt)

gram

hour (sat)

Hertz (herc)

Kelvinov stepen
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MHz
mg

min

rpm

viv
w/v
w/w
nl

pm

- OSTALO -

etal.

EA

€q

L-

p.a.

R2

sin.

Tk

tr

litar

mol/dm?

metar

MegaHertz (megaherc)

miligram

minut

mililitar

milimetar

milimol

milli mass unit

nanometar

revolutions per minute (broj okretaja u minuti)
sekunda

Wat (vat)

volume/volume (zapremina/zapremina)
weight/volume (masa/zapremina)
weight/weight (masa/masa)

mikrolitar

mikrometar

et alia (i drugi)
elektron-akceptorska grupa
equivalent (ekvivalent)

leaving group (odlazeéa grupa)
pro analysi (analiti¢ka ¢istoca)
kvadrat korelacionog koeficijenta
sinonim

tacka kljucanja

trag
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1. UVOD

Ljudi od davnina koriste biljne sirovine kao hranu, lekovite droge, u kozmeticke i mnoge
druge svrhe. Pored toga Sto ¢ovek na osnovu instinkta, opaZanja i iskustva razlikuje korisne,
jestive i lekovite biljne vrste od Stetnih i otrovnih, danas je, zahvaljujuéi primeni savremenih
analitickih tehnika i metoda, mogucéa detaljna hemijska analiza njihovog sastava, kao i
izolovanje 1 odredivanje strukture molekula koji se u biljnim tkivima nalaze ¢ak i u veoma malim
koli¢inama. Istrazivanja usmerena u tom pravcu su veoma znacajna: 75% jedinjenja, koja se
danas koriste u medicinske svrhe, biljnog je porekla, a Cetvrtina se jo§ uvek izoluje iz biljne
droge. Poslednjih godina zabeleZen je trend rasta upotrebe prirodnih proizvoda za prevenciju i
leenje brojnih oboljenja (Duke, 1990; Newman i Cragg, 2007). Potraga za novim bioloski
aktivnim prirodnim proizvodima biljnog porekla obuhvata nekoliko koraka:

1. utvrdivanje prisustva nepoznatog jedinjenja u biljnom materijalu,

2. izolovanje,

3. odnosno sintezu nepoznatog jedinjenja u cilju odredivanja njegove strukture i

4. testiranje bioloske aktivnosti.

Biljna vrsta Choisya ternata Kunth (porodica Rutaceae) je zimzeleni zbun, koji potice iz
jugozapadnih oblasti Severne 1 severa Srednje Amerike. To je ukrasna biljka, belih cvetova koji
podsecaju na cvetove narandze, pa je zbog ove sli¢nosti neki narodi zovu meksicka narandza
(Creche et al, 1993). Poznato je da su, zbog njegovog antispazmodi¢nog i ,,stimulativnog®
dejstva, stanovnici Meksika pili ¢aj pripremljen od listova ove biljne vrste (Standley, 1923).
Medicinsku primenu vrste C. ternata je jo§ krajem XIX veka proucavao Boudoresque (1895). On
je, na sebi, izveo i prvi farmakoloski test kojim je pokazao da je vodeni ekstrakt listova ove
biljne vrste osvezavajuceg ukusa i da podsti¢e varenje. Bez obzira na to, hemijski sastav vrste C.
ternata jo§ uvek nije detaljno ispitan. Proucavani su alkaloidi (Johns et al, 1967; Grundon et al,
1974a.b; Boyd et al, 2007, Wahab et al, 2012), kumarini (Bohlmann et a/, 1972; Wahabet al,
2012), triterpeni (Dreyer et al, 1972; Wahabet al, 2012), flavonoidi (Tea et al, 1975; Tea, 1977),
steroli (Gras, 1983; Creche er al, 1987; Wahaber al, 2012), dok su isparljivi sekundarni
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metaboliti ispitivani samo jednom (Respaud et al, 1997), pri ¢emu je okarakterisano svega 18
isparljivih sastojaka.

Isparljivi sekundarni metaboliti biljaka ¢ine strukturno nehomogenu grupu jedinjenja
poznatu pod nazivom efarska ulja (Knudsen et al, 1993). Ova jedinjenja (po strukturi su to
naj¢e$¢e benzenoidi, izoprenoidi i derivati masnih kiselina), pored svoje funkcije u okviru
organizma biljke, igraju i znacajnu ulogu u interakcijama biljaka sa spoljnom sredinom (drugim
biljkama, insektima, Zivotinjama), obi¢no u vrlo malim koli¢inama. Na primer, biljke ih emituju
kako bi privukle oprasivace ili odbile biljojede, $to je narocito vazno uvece, kada vizuelni efekti
nisu dovoljni.

Preliminarnim istrazivanjima je utvrdeno da etarsko ulje vrste C. ternata sadrzi derivate
aminobenzoevih kiselina i da poseduje izraZeno analgetsko dejstvo. Iako su isparljiva jedinjenja
koja sadrZze azot vazni nosioci mirisnih, bioloskih i farmakoloskih karakteristika biljaka, ona
Cesto ostaju neidentifikovana prilikom analize njihovog hemijskog sastava (Jabalpurwala et al,
2009). S obzirom da molekuli koji sadrZe azot (Cak i oni veoma jednostavne strukture) pokazuju
izrazeno farmakoloSko dejstvo, pomenuti derivati aminobenzoevih kiselina, kao potencijalni
nosioci aktivnosti etarskog ulja vrste C. ternata, zavreduju da budu detaljnije ispitani. Kada
nedostaju podaci o mehanizmima delovanja, biotransformaciji 1 toksi¢nosti farmakoloski
aktivnih biljnih sastojaka, ostaje otvoreno pitanje da li ti sastojci, ili neki njihovi metaboliti,
pored lekovitog imaju i neki nezeljeni toksi¢an efekat. Sintezom farmakoloski aktivnih biljnih
sastojaka 1 njihovom modifikacijom mogude je dobiti set jedinjenja vece aktivnosti, tj. manje
toksi¢nosti. Uporednom analizom rezultata ovih istraZivanja moguce je utvrditi (kvantitativnu)
vezu izmedu strukture molekula 1 njegove aktivnosti ((quantitative) activity structure

relationship).
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2. CILJEVI RADA

Biljni materijal predstavlja nepresusni izvor sekundarnih metabolita koji poseduju
biolosku aktivnost, a razvoj nauke i1 tehnike omogucéava otkrivanje novih bioloski aktivnih
sastojaka, ¢ak i ako su oni prisutni u vrlo malim koli¢inama. Izolovanje ovih sastojaka iz biljnog
materijala je otezano kako zbog malih koli¢ina, tako i zbog sloZenog matriksa u kome se nalaze,
pa se potvrdivanje pretpostavljenih struktura moze izvrsiti sintezom, koja pruza i dovoljne
koli¢ine supstance za razne bioloske testove.

Imajuéi u vidu napred navedeno, postavljeni su sledeéi ciljevi doktorske disertacije pod
nazivom: “Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceae): izolovanje,

sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost™:

1. Izolovanje i detaljna analiza hemijskog sastava etarskog ulja biljne vrste C. ternata;
2. Sinteza i identifikacija odabranih sastojaka etarskog ulja biljne vrste C. ternata i
njihovih derivata;

Spektroskopska i strukturna karakterizacija sintetisanih jedinjenja;

Ispitivanje antioksidantne aktivnosti izolovanih i/ili sintetisanih jednjenja;

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti izolovanih i/ili sintetisanih jednjenja;

S

Ispitivanje farmakoloske aktivnosti i1 toksi¢nosti (ispitivanje analgetskog dejstva,

uticaja na funkcije centralnog nervnog sistema, histoloskih promena na jetri, bubregu

i Zelucu, kao 1 biohemijskih parametara krvi),

7. Ispitivanje metabolisanja i distribucije u organizmu pacova odabranih sintetisanih
jedinjenja;

8. Povezivanje farmakoloske aktivnosti sintetisanih jedinjenja sa etnofarmakoloskom

primenom biljne vrste C. ternata.
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Predvidena ispitivanja su izvr$ena kori§¢enjem sledecih metoda:

1. Dobijanje etarskih ulja - hidrodestilacija po Clevenger-u,
2. Dobijanje ekstrakata - maceracija etanolom;
3. Analiza - gasna hromatografija (GC) 1 gasna hromatografija sa masenom detekcijom
(GC-MS);
4. Sinteza odabranih sekundarnih metabolita biljne vrste C. ternata i njihovih derivata;
5. [Izolovanje - dry-flash hromatografija i te¢na hromatografija pod srednjim pritiscima
(MPLC);
6. Spektroskopska i strukturna karakterizacija:
- nuklearna magnetna spektroskopija vodonika i ugljenika ('H- i *C-NMR, jedno- i
dvodimenzionalna),
- infracrvena spektroskopija (IR),
- ultraljubicasta spektroskopija (UV),
- masena spektrometrija (MS);
7. Ispitivanje hemijskog ponasanja odabranog derivata na poviSenim temperaturama;
8. Ispitivanje biotransformacije:
analiza metabolita iz urina 1 organa pacova koji su tretirani odabranim sekundarnim
metabolitima biljne vrste C. ternata
- hromatografija na stubu Sephadex-a LH-20,
- gasna hromatografija sa masenom detekcijom (GC-MS),
- nuklearna magnetna spektroskopija vodonika i ugljenika ('H- i *C-NMR, jedno- i
dvodimenzionalna);
9. Ispitivanje dejstva na centralni nervni sistem miseva:
- testovi anksioznosti (test svetlo/tama (light/dark) u kombinaciji sa testom
otvorenog polja (open field)),
- testovi depresije (test prinudnog plivanja (forced swimming) 1 test vesanja o rep
(tail suspension)),

- test spavanja izazvanog dijazepamom;
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10.

11.

12.

13.

14.

Ispitivanje analgetske aktivnosti i mehanizma analgetske aktivnosti:

- Test abdominalnih gréeva izazvanih siréetnom kiselinom (writhing test),

- Test osetljivosti na termalni nadrazaj - metoda vruce ploce (hot-plate test),

- Formalinom-izazvana nocicepcija (formalinski test),

- Kapsaicinom-izazvana nocicepcija,

- Glutamatom-izazvana nocicepcija,

- Refleks naglog pokreta repom (tail flick reflex);

Histopaloska analiza jetre, bubrega i Zeluca pacova:

- ispitivanje hepato- i nefroprotektivnog dejstva u modelu osteCenja jetre 1 bubrega
pacova izazvanog ugljen-tetrahloridom,

- ispitivanje uticaja na nastanak lezija na sluznici Zeluca pacova izazvanih
diklofenakom i etanolom;

Odredivanje biohemijskih parametara krvi:

aktivnost alanin- i aspartat-aminotransferaze,

koncentracija holesterola,

koncentracija totalnog i direktnog bilirubina;

koncentracija uree i kreatinina;

Odredivanje antioksidantne aktivnosti:

- DPPH i ABTS test,

- hvatanje superoksidnog radikala;

Odredivanje antimikrobne aktivnosti mikrodilucionom metodom po preporukama

NCCLS-a.
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3.1.1. Botanicka klasifikacija

Rod Choisya proucavali su Gray (1888), Standley (1923) i Muller (1940) i on broji
sedam vrsta (www.theplantlist.org):
1. C. dumosa (Torr. 1 A.Gray) A.Gray,
C. dumosa var. arizonica (Standl.) L.D.Benson = C. arizonica Standl,

C. dumosa var. mollis (Standl.) L.D.Benson = C. mollis Standl,

2
3
4, C. ternata Kunth = C. grandiflora Regel,
5. C. katherinae C.HMiill,
6. C. neglecta C.HMiill,
7. C. palmeri Standl.

Nemacki botani¢ar Kunth je prvi opisao biljnu vrstu C. ternata 1823. godine, prilikom
klasifikacije biljaka koje su na podru¢ju Severne Amerike sakupili Humboldt i Bonpland.
Choisya ternata potice iz jugozapadnih drzava Severne Amerike i1 planina centralnog i juzZnog

dela Meksika. Retko raste u divljini, a stanovnici Meksika su je uzgajali jo§ pocetkom 19. veka.

Kultivisani primerci biljne vrste C. fernata su vrlo sli¢ni nekultivisanim (Muller, 1940).

3.1.2. Hemijski sastav

Hemijski sastav biljne vrste C. ternata jo§ uvek nije detaljno ispitan. Proucavani su
alkaloidi, kumarini, triterpeni, flavonoidi, steroli i isparljivi sekundarni metaboliti.

Alkaloidi. 1z biljne vrste C. ternata izolovani su tercijarni alkaloidi furohinolinskog tipa,
koji se smatraju odlikom (Waterman, 1975) vrsta porodice Rutaceae (Frolova et al, 1958; 1963;
Johns et al, 1967; Dreyer et al, 1972; Grundon et al, 1974a,b). Sve Cetiri grupe gore pomenutih
istrazivac¢a pronasle su Skimianin, hojzin 1 evoksin (slika 3.1.2), koji su u razvijenoj biljci

(Zbunu) zastupljeni u relativnom odnosu 100 : 46 : 37 (Grundon ef al, 1974a).

H,CO

Skimianin hojzin evoksin 7-O-dimetilalil-y-fagarin

Slika 3.1.2. Strukture nekih tercijarnih furohinolinskih alkaloida izolovanih iz biljne vrste C. fernata
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O’Donnel sa sardnicima (2006) je proucavo kiseli ekstrakt listova i stabla biljne vrste C.
ternata metodom te¢ne hromatografije kuplovane sa masenom spektrometrijom (HPLC-ESI-
MS). Izmedu ostalog, u hromatogramima su detektovali hojzin, evoksin, njihove izomere, kao 1

izomer 7-O-dimetilalil-y-fagarina. Primeri moguéih izomernih struktura hojzina date su na slici

3.1.3.
OCHj,
H3CO OCH,4
’ N \ OCH,
N \
A \
OCHj,

OCHs

Slika 3.1.3. Strukture mogucéih izomera hojzina detektovanih u biljnoj vrsti C. fernata

Boyd 1 saradnici (2007) su iz listova C. fernata izolovali 1 identifikovali sedamnaest
hinolinskih alkaloida, ukljuc¢ujuéi i nekoliko oksigenovanih hinolinskih derivata. Medu njima je
bilo devet poznatih i osam novootkrivenih alkaloida (uklju¢ujuci i dva nova hidroperoksida), koji
nastaju uglavnom prenilovanjem na C(5). Montagu sa saradnicima (1985) je pomoéu HPLC-a
ispitivao furo- i dihidrofurohinolinske alkaloide iz metanolnog ekstrakta biljnih vrsta porodice
Rutaceae, a fizicko-hemijske osobine ovih jedinjenja su ispitane metodom tankoslojne
hromatografije (TLC) na tri razli¢ite stacionarne faze. Otkriveni su 1 neki drugi alkaloidi, kao na

primer: kokusaginin (Dreyer et al, 1972), diktamnin, lunakrin i izobalfurodin (Tea, 1977) (slika
3.1.4).

OCH,
HsCO N N
OCHj; CHy OCH3; CHs
kokusaginin diktamnin lunakrin izobalfurodin

Slika 3.1.4. Strukture drugih hinolinskih alkaloida izolovanih iz biljne vrste C. ternata

Nedavno su ispitivani neisparljivi sastojci etanolnog ekstrakta listova biljne vrste C.
ternata dobijenog ekstrakcijom po Soxhlet-u (Wahab et al, 2012). Pored skimianina i hojzina, po
prvi put u ovoj biljnoj vrsti utvrdeno je prisustvo teklemanienzina A (slika 3.1.5), kao i1 nekih

kumarina, sterola i steroidnih heterozida. Pored toga, izolovan je i do sada nepoznati hinolinski
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alkaloid, hojzijaternatin (slika 3.1.5), koji je potpuno spektralno okarakterisan, a njegova

struktura je dodatno potvrdena kristalografskom analizom.

H,CO N
OCH,3
=
HsCO X H;CO N~ “OH
A\
OCH,3
pZ
H,CO N~ O
teklemanienzina A hojzijaternatin

Slika 3.1.5. Strukture drugih hinolinskih alkaloida izolovanih iz biljne vrste C. ternata

Iz listova biljne vrste C. fernata su izolovane dve kvaternarne dihidrofuro[2.3-
blhinolinijum soli, koje inhibiraju rast biljaka, a to su (-)-S-balfurodinijum 1 (-)-S-
platidezminijum so (slika 3.1.6) (Garestier i Rideau, 1972; Rideau, 1972; Rideau et al, 1979). U
vrstama porodice Rutaceae su do sada pronadeni samo njihovi optic¢ki antipodi (Waterman,
1975). Ove soli su u stabljici i korenu prisutne u priblizno jednakim koli¢inama, dok je sadrzaj
balfurodinijum soli u listovima veéi (Garestier i Rideau, 1972). Koncentracija kvaternarnih
dihidrofuro[2.3-b]hinolinijum soli je vi$a u mladim stabljikama, nego u kulturama tkiva mladih
stabljika (Creche e al, 1993). Relativni sadrZaj soli platidezminijuma u nekim kulturama tkiva
moze biti veéi nego u celoj biljei, dok je so balfurodinijuma uvek prisutna u znatno manjim
koncentracijama (Tremouillaux-Guiller ez al, 1988), ¢ak i kod kultura onih tkiva koja

akumuliraju najviSe alkaloida (Tremouillaux-Guiller ez al, 1987).

OCH,3

AN

. OH
~

N o)

CH;

R = H — soli platidezminijuma, R = OCHj3 — soli balfurodinijuma

Slika 3.1.6. Strukture kvaternarnih furohinolinskih alkaloida izolovanih iz biljne vrste C. ternata

Kulture ¢éelija biljne vrste C. fernata sadrze furohinolinske alkaloide, so platidezminijuma
i kokusaginin, kao i tragove soli balfurodinijuma i $kimianina. Ova jedinjenja su u kulturama

¢elija prisutna u manjoj relativnoj koli¢ini u odnosu na koli¢inu koja se nalazi u listovima biljne
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vrste C. ternata, $to ukazuje na smanjenje koncentracije specificnih enzima, koji katalizuju
reakcije hidroksilacije i metilovanja (Sejourne ez al, 1981).

Sadrzaj tercijarnih alkaloida u listovima, peteljkama, ¢aSi¢nim listi¢ima, laticama, pra-
Snicima i tu¢kovima biljne vrste C. ternata je 0,60, 0,14, 0,62, 0,065, 0,03 i 0,19% u odnosu na
masu suvog biljnog materijala (Rideau i Chenieux, 1978). U praSnicima se nalazi samo
Skimianin, dok su u ostalim biljnim organima prisutni najzastupljeniji alkoloidi iz listova
(Grundon et al, 1974a). Od kvaternarnih alkaloida nivo soli balfurodinijuma u gore pomenutim
biljnim organima je 0,49, 0,26, 0,63, 0,055, 0,08 i 0,31%, dok je nivo soli platidezminijuma
0,045, 0,03, 0,10, 0,015, 0,04 i1 0,055%. Sadrzaj alkaloida u ¢aSi¢nim listi¢ima raste tokom ranih
stadijuma cvetanja, a zatim opada sa starenjem biljke. Smanjenje nivoa kvaternarnih alkaloida sa
starenjem je izrazenije u odnosu na smanjenje nivoa tercijarnih. Koncentracija alkaloida, kao i
sadrzaj soli balfurodinijuma u odnosu na so platidesminijuma, vi$i je u biljnim organima, koji
poseduju hlorofil, npr. listovi, mlade stabljike, ¢asi¢ni listi¢i, ovarijumi (Chenieux et al, 1978).
Rezultati proucavanja in vitro kultura tkiva pokazuju da ne postoji veza izmedu sadrzaja
hlorofila 1 alkaloida.

Svi ovi alkaloidi nastaju biosintezom iz antranilne kiseline. Grundon 1 saradnici (1974a)
proucavali su biosintezu furohinolina razli¢itih vrsta porodice Rutaceae, ukljucujuéi i vrstu C.
ternata. OpSta Sema biosinteze ovih alkaloida, koju su dali Petit-Paly et al. (1989; 1993), u
saglasnosti je sa biosintetskim putevima kod vrste C. ternata. Jo§ uvek nije poznato u kom se

biljnom organu vr$i sinteza dihidrofurohinolinskih alkaloida (Chenieux et al, 1978).

Biosinteza hinolinskih alkaloida biljne vrste C. fernata. Hinolinski alkaloidi biljne
vrste C. ternata nastaju biosintezom iz antranilne i siretne kiseline (C(2) i C(3) atomi hinolinske
strukture (slika 3.1.7) poticu od acetata) (Grundon et al, 1974 a). Izotopskim markiranjem
hinolona koji je prekursor (+)-(R)-platidezmina (R=H), opovrgnuta je pretpostavka da je keton,
derivat platidezmina, intermedijer u biosintezi furanskog prstena. Do formiranja furanskog
prstena diktamnina iz platidezmina najverovatnije dolazi stereospecificnom fragmentacijom(+)-
(R)-N-metilplatidezminijum soli, ili direktnom apstrakcijom vodonikovog atoma, nakon ¢ega, u
oba slucaja, sledi gubitak izopropil-grupe. Diktamnin je prekursor evoksina i hojzina, kao i y-
fagarina, iz kog nastaje Skimianin, glavni furohinolinski alkaloid biljne vrste C. fernata.
Pretpostavlja se da furohinolinski alkaloidi oksigenovani na aromati¢nom jezgru, izmedu ostalih
1 Skimianin, nastaju hidroksilacijom diktamnina, medutim na osnovu rezultata se ne mogu

iskljuciti ni drugi biohemijski putevi, npr. formiranje $kimianina iz 7,8-dimetoksi-2-hinolona.
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Prilikom biosinteze hinolina sa malonil-koenzimom A mogu da reaguju aktivirana
antranilna kiselina ili aktivirana N-metilantranilna kiselina. Ekstrakti kulture tkiva biljne vrste C.
ternata bez ostataka Celija, koje akumuliraju dihidrofuro- i dihidropirano-hinolinske alkaloide,
katalizuju ATP-zavisnu aktivaciju N-metil-antranilne kiseline, preko hidroksamata, dok
aktivaciju antranilne kiseline katalizuju u znatno manjoj meri. Najvecu specifi¢nu enzimsku
aktivnost pokazuju kulture tkiva koje akumuliraju prili¢no velike koli¢ine kvaternarnih alkaloida.

Od ranije je poznato da kulture tkiva biljne vrste Ruta graveolens akumuliraju alkaloide
akridonskog tipa. Prilikom biosinteze akridonskih alkaloida prvi korak je N-metilovanje
antranilne kiseline, a drugi aktivacija N-metilantranilne kiseline (Baumert et al, 1983, 1985).
Oba enzima ucestvuju u prvim koracima biosinteze furohinolinskih alkaloida (slika 3.1.8). Na
osnovu ovoga se moze zakljuciti da se N-metilovanje odvija pre zatvaranja prstena, tj. da dolazi

do N-metilovanja antranilne kiseline.

COOH COOH CO~AMP
a b
7T\> —_—
@E ATP @[
NH2, SAM SAH NHCH, NHCH,

Mg>*

Slika 3.1.8. Prve specifi¢ne reakcije pri biosintezi furohinolina
(a) Reakcija koju katalizuje enzim antranilna kiselina-V-metil-transferaza

(b) Reakcija koju katalizuje N-metilantranilna kiselina aktivirajuéi enzim

Kumarini. Ksantiletin, dehidro-ostol i suberozin izolovani su iz korena biljne vrste C.
ternata (slika 3.1.9) (Bohlmann er al, 1972). 1z dihlormetanske frakcije etanolnog ekstrakta
listova izolovan je 6-metoksi-7.8-metilendioksikumarin (slika 3.1.9) (Wahab er al, 2012).

AN
H;CO
AN
N HaCO 0" o0 A N
o] o~ Yo AN o o~ Yo
HsCO 0o~ ~o o

ksantiletin dehidro-ostol suberozin 6-metoksi-7,8-
metilendioksikumarin

Slika 3.1.9. Strukture kumarina izolovanih iz biljne vrste C. ternata

Flavonoidi. Vru¢ etanolni ekstrakt latica (Tea et al, 1975) i listova (Tea, 1977) biljne

viste C. ternata analiziran je metodom tankoslojne hromatografije. Detektovano je pet

12
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flavonoidnih heterozida, medu kojima su astragalin (kemferol-3-O-glukozid), kemferol-3-O-

rutinozid 1 rutin (kvercetol-3-O-rutinozid) (slika 3.1.10).

OH O

astragalin kemferol-3-O-rutinozid

R — ostatak glukoze R — ostatak rutinoze

Slika 3.1.10. Strukture izolovanih flavonoidnih heterozida iz biljne vrste C. ternata

Triterpeni. [z listova biljne vrste C. ternata izolovani su limonin (Dreyer et al, 1972) i
friedelin (slika 3.1.11). Limonin je detektovan i u listovima biljnih vrsta C. arizonica i C. mollis.
Wahabi saradnici (2012) su nedavno iz heksanskog ekstrakta listova izolovali lupeol i lup-

20(29)-en-3/3.24-diol (slika 3.1.11).

limonin friedelin lupeol lup-20(29)-en-34,24-diol

Slika 3.1.11. Strukture triterpena izolovanih iz biljne vrste C. ternata

Steroli. Koli¢ina slobodnih sterola u kulturama tkiva je veca u odnosu na stabljike koje
sadrze hlorofil (Gras, 1983; Creche er al, 1987). Brasikasterol, stigmasterol i izofukosterol (slika
3.1.12) su detektovani u fotoautotrofnoj, dok se ne javljaju u ostalim kulturama tkiva, kao ni u
stablu. Wahab i saradnici (2012) su iz heksanskog ektrakta listova biljne vrste C. fernata

izolovali f-sitosterol glukozid (slika 3.1.13).

13
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brasikasterol stigmasterol izofukosterol

Slika 3.1.12. Strukture sterola izolovanih iz biljne vrste C. ternata

Slika 3.1.13. Struktura fS-sitosterol glukozida (R — ostatak glukoze)

Isparljivi sekundarni metaboliti. Etarsko ulje listova biljne vrste C. fernata analizirano
je metodom GC-MS (Respaud et al,1997). Okarakterisano je osamnaest sastojaka, medu kojima
su bili najzastupljeniji a-felandren (64-71%) i mircen (11,5%) (slika 3.1.14). Sastav etarskog ulja

listova sakupljanih na prolece i jesen se razlikovao.

a-felandren mircen

Slika 3.1.14. Strukture isparljivih sekundarnih metabolita detektovanih u biljnoj vrsti C. ternata

Bioloska aktivnost nekih jedinjenja izolovanih iz biljne vrste C. ternata. Evoksin
deluje kao spazmolitik, sedativ, ima hipnoti¢no dejstvo (kod pacova i miseva u dozama do 200
mg/kg), a poznato je i da sniZzava telesnu temperaturu (Berezhinskaya i Trutneva, 1959;

Berezhinskaya, 1979). Skimianin, najzastupljeniji tercijarni alkaloid u biljnoj vrsti C. ternata, je
14
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antidiuretik i hipotermik (Polietsvev er al, 1972). Kokusaginin ima ganglioplegi¢an efekat
(Kovalenko, 1946). Balfurodinijum-hlorid pokazuje antimitoti¢nu aktivnost u vrlo malim
koncentracijama (Chenieux ef al, 1976), dok su ostali furohinolinijum-hloridi manje aktivni.
Ksantiletin ima blago citotoksi¢no dejstvo. Piranokumarini, kao i mnogi furokumarini, mogu da

stupe u fotohemijske reakcije sa DNK (Rodiguiero i Dall' acqua, 1976).

3.1.3. Medicinski znacaj

Medicinsku primenu biljne vrste C. fernata proucavao je Boudoresque (1895). On je
izveo 1 prvi farmakologki test, kojim je na sebi ispitivao dejstvo vodenog ekstrakta listova ove
biljne vrste, pri ¢emu je utvrdio da je osveZavajuceg ukusa i da podsti¢e varenje. S druge strane,
masno ulje ove biljke je vrlo odbojno. Poznato je da su stanovnici Meksika pili ¢aj, pripremljen
od listova ove biljne vrste, zbog njegovog antispazmodi¢nog i ,.stimulativnog® dejstva (Standley,
1923). Antispazmodi¢ne osobine listova najverovatnije poticu od prisustva evoksina, koji deluje
sedativno i spazmoliti¢no. Takode je utvrdeno da soli balfuordinijuma pokazuju spazmoliti¢ni
efekat na izolovani duodenum pacova (Creche ef al, 1993).

Choisya ternata je oficinalna po 4. i 5. tomu Meksic¢ke farmakopeje. Koliko je poznato,
C. ternata danas nema $iroku primenu. Medutim, neke vrste porodice Rutaceae, Ruta graveolens
1 Ptelea trifoliata, slicnog hemijskog sastava kao C. fernata, se 1 dalje koriste u terapeutske svrhe

(Petit-Paly ef al, 1989; 1993).

15



Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceae):
izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost

3.2. ANTRANILNA KISELINA

3.2.1. Osobine antranilne Kiseline

Antranilna kiselina (2-aminobenzoeva kiselina) (slika 3.2.1) je ¢vrsto jedinjenje slatkog
ukusa, bele do bledo Zzute boje. Tacka topljenja antranilne kiseline je 144-146 °C i moze da se

prekristaliSe iz tople vode. Rastvor ove kiseline u alkoholu ili etru fluorescira poput ametista

(The Merck Index, 1996).
C[COOH
NH,

Slika 3.2.1. Struktura antranilne kiseline

Kao i ostale aminokiseline, antranilna kiselina je amfoterna (Wiklund i Bergam, 2004).
Usled elektron-donorskog efekta amino grupe, antranilna kiselina je slabija od benzoeve
(pKa=4.20). Antranilna kiselina je znatno slabija baza od anilina (pKs=4,61) zbog jakog elektron-
akceptorskog efekta karboksilne grupe.

Postoje mnoge soli antranilne kiseline, kao i kompleksna jedinjenja sa antranilnom
kiselinom ili njenom konjugovanom bazom, kao ligandom. Struktura litijjumove, natrijumove,
kalijumove (Wiesbrock i1 Schmidbaur, 2002), magnezijumove (Wiesbrock et al, 2002),
rubidijumove i cezijumove (Wiesbrock 1 Schmidbaur, 2003a) soli antranilne kiseline, odnosno
kompleksa antranilne kiseline i galijuma, aluminijuma (Branch er a/, 2001) i talijjuma
(Wiesbrock i Schmidbaur, 2003b) odredena je kristalografskom analizom. Takode je utvrdena i

stabilnost kompleksa sa bakrom i kadmijumom (Harris i Sweet, 1956).

3.2.2. Anabolizam i katabolizam antranilne kiseline

Antranilna kiselina je jedan od intermedijera anabolizma i katabolizma triptofana. Ovi
anabolicki procesi ukljucuju i biosintezu fenilalanina i tirozina, kao i sintezu hinolinske kiseline,
koja je prekursor nikotinamid-adenin-dinukleotida (NAD"). Biosinteza sve tri aromati¢ne

aminokiseline pocinje reakcijom fosfoenol-pirogrozdane kiseline i eritroza-4-fosfata (Nelson i
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Cox, 2000) 1 preko Sikimske (Knaggs, 2001), vodi ka gradenju horizminske kiseline. U koraku
transformacije horizminske kiseline, anaboli¢ki put aromati¢nih aminokiselina se grana, pri
c¢emu, u jednom slucaju nastaje prefenska kiselina, koja je intermedijer pri sintezi fenilalanina i
tirozina, a u drugom, antranilna kiselina, koja je intermedijer pri sintezi triptofana. Antranilna
kiselina nastaje transaminacijom izmedu glutamina i horizmata, uz eliminaciju piruvata,

dejstvom enzima antranilat sintaze (slika 3.2.2).

p OH
| H z p HO,,, COOH COOH
_— K _— -
O OH —— Ho" HO'
_fosfoe'nol- D-eritroza-4- OH (0] COOH
pirogrozdana fosfat Sikimska kiselina T
kiselina
horizminska
kiselina
COOH
NH; COOH
\ —e
- COOH
H NH, - COOH
L-triptofan antranilna kiselina
o
HO prefenska
kiselina

L-tirozin L-fenilalanin

Slika 3.2.2. Biosintetska $ema aromati¢nih aminokiselina

Razgradnjom triptofana kod Zivotinja dolazi do oksidativnog otvaranja pirolovog prstena,
pri ¢emu nastaje kinurenin, koji se dalje transformiSe u nekoliko vaZnih, bioloski aktivnih
molekula (Botting, 1995). Hidroksilovanjem kinurenina, a zatim eliminacijom alanina, nastaje 3-
hidroksiantranilna kiselina. Direktnom eliminacijom alanina (dejstvom enzima kinureninaze)
gradi se antranilna kiselina. Dezaminacijom bo¢nog niza uz formiranje prstena nastaje kinureat.
Oksidacijom (hidroksilacijom) antranilne kiseline dobija se 3-hidroksiantranilna kiselina
(Moroni, 1999). Enzimskim otvaranjem aromati¢nog prstena 3-hidroksiantranilne kiseline,
dejstvom oksidaze 3-hidroksiantranilne kiseline (Botting, 1995), a zatim neenzimskim

zatvaranjem prstena, nastaje hinolinska kiselina, koja moZe da reaguje sa podgrupom NMDA (N-
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metil-D-aspartat) receptora i pri velikim koncentracijama deluje kao neurotoksin (Stone, 1993).

Ona je, takode, prekursor nikotinamida (i NAD-a) (slika 3.2.3).

COOH
(0] COOH
NH,
\ _— NH2
—_—
N NH,
triptofan kinurenin
O COOH OH
COOH
NH, X
=
NH, NH, N~ “COOH
o tranilna kiseli i isali
3-hidroksikinurenin antraniina Kiselina kinurenska kiselina
(0]
COOH — COOH
H COOH N o N N,
— o | — L J T
COOH =
NH, H,N N COOH N
OH

hinolinska kiselina nikotinamid
3-hidroksiantranilna kiselina

Slika 3.2.3. Katabolizam triptofana

Antranilna kiselina ucestvuje u vaznim biohemijskim putevima bakterija, biljaka 1
zivotinja, kao startni materijal za nekoliko razli¢itih vrsta jedinjenja. Medu njima su alkaloidi
(Groger, 1984), signalni molekuli biljaka, kao Sto je 2.4-dihidroksi-7-metoksi-(2H)-1,4-
benzoksazin-3(4H)-on (Kumar i Chilton, 1994) i indol-3-siréetna kiselina (Knaggs, 2001;
Radwanski 1 Last, 1995). Antranilna kiselina je feromon insekta Holotrichia Loochooana
Loochooana (Arakaki et al, 2003). Poznato je i da antranilna, 4-aminobenzoeva i benzoeva

kiselina stimuli$u formiranje plodnog tela nekih vrsta pecuraka (Murao, 1986).
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3.2.3. Sinteza antranilne Kkiseline

Prvi korak industrijske sinteze antranilne kiseline je oksidacija o-ksilena, pri ¢emu
nastaje ftalanhidrid. Tretiranjem ovog anhidrida amonijakom, nastaje ftalamid, koji dejstvom
natrijum-hipohlorita, u prisustvu baze, podleze Hofmann-ovom premestanju (slika 3.2.4)
(Kutyanin et al, 2002; BASF, 1890; Chapman i Stephen, 1925). Umesto natrijum-hipohlorita
moguce je koristiti natrijum-hipobromit (Blach, 1953). Ftalimid reaguje na isti nain kao i

ftalamid.

0 1Y NH 1) NaClO/NaOH
CHs ) NHs COOH )+ COOH
@ V205 O 2)H
o
CH, NH,

o NH,

Slika 3.2.4. Industrijska sinteza antranilne kiseline iz o-ksilena

Antranilna kiselina sa supstituisanim prstenom se moZe dobiti oksidacijom odgovarajucih
izatina vodonik-peroksidom u baznoj sredini (slika 3.2.5). Ovaj postupak je primenjen na alkil-,
halogen-, alkoksi-, trifluormetil-, nitro- i na N-supstituisanim izatinima (Popp, 1975). Izatini
nastaju Sandmeyer-ovom sintezom izatina, tretiranjem anilina hloralhidratom i hidroksilaminom.
Baeyer-Villiger-ovom oksidacijom izatina (sa npr. MCPBA ili H20> u AcOH) nastaje

odgovarajuéi anhidrid izatoinske kiseline (Reissenweber i Mangold, 1980).

o
Cl,CCHO
N HyNoH A ~NOH  jaka kiselina SN OHIH,0, Ny~ COOH
y 2. | L _— | P o — o |
Z // / N //
N~ 70 NH
R NH; R H R H R 2

izonitrozoacetanilid izatin

Slika 3.2.5. Sinteza antranilne kiseline sa supstituentima vezanim za prsten,oksidacijom odgovarajuéih izatina

N-Arilantranilna kiselina se moZe dobiti 1 Ullman-Goldberg-ovom reakcijom. Originalna
reakcija podrazumeva kuplovanje antranilne kiseline sa brombenzenom, u prisustvu bakra kao
katalizatora (slika 3.2.6). Reakcija se izvodi na visokim temperaturama, pri ¢emu nastaje N-
fenilantranilna kiselina (Goldberg, 1906). Irma Goldberg, a odmah nakon nje Fritz Ullmann
(Meyer, 1940) i Maag, publikovali su rad o sintezi hinakridona (slika 3.2.7), koji se koristi kao

boja (Jaffe, 2002; Lincke, 1999), koji je zasnovan na istom postupku, iz antranilne kiseline i p-
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fenilendiamina (Ullmann i Maag, 1906). Naredne godine Ullmann i Dieterle su objavili detalje o
bakrom katalizovanom kuplovanju anilina 1 2-hlorbenzoeve kiseline (Ullmann 1 Dieterle, 1907).
Modifikacija ove reakcije podrazumeva upotrebu 2-halogenbenzoeve kiseline 1 anilina, ili nekog
drugog aril-amina u prisustvu baze i izvora bakra. Reakcija se moze ubrzati dejstvom ultrazvuka
(Pique ef al, 2002), a u ovom slu¢aju moguce ju je uspesno izvesti i u prisustvu vode (Palacios i
Comdom, 2003). Kunz sa saradnicima je 2003. publikovao rad o primeni ove reakcije na veci
broj supstrata, uz upotrebu kompleksa bakra. Sli¢ni reakcioni uslovi, uz visoke prinose, se mogu
koristiti pri N-arilovanju amida (Renger, 1985). Postoji i1 veliki broj, mada zastarelih, literaturnih

pregleda o nukleofilnim supstitucijama aril-halogenida katalizovanih bakrom (Lindley, 1984).

COOH COOH H

@[ ArNH, @[ N
_—
lzvor Cu,

X baza ']‘H O N O O

X = halogen Ar H
(0]

Slika 3.2.6. Sinteza N-arilantranilne kiseline Slika 3.2.7. Struktura hinakridona

Antranilna kiselina i neki njeni derivati, takode, mogu nastati i reakcijom disproporcije 2-

nitrotoluena (Bakke ez al, 1972).

3.2.4. Reaktivnost antranilne Kiseline

Acilovanje/alkilovanje. U neutralnoj sredini, naro¢ito u reakcijama sa acil-
halogenidima, amino grupa je reaktivnija (nukleofilnija) od karboksilne grupe, a proizvodi
reakcije, amidi, su termodinamicki stabilniji, u odnosu na anhidride, koji bi nastali acilovanjem
karboksilata. Reakcijom antranilne kiseline i acil-halogenida nastaje halogen-vodonik, koji
antranilna kiselina neutraliSe, pa zato samo polovina startnog materijala moZe da nagradi
proizvod, dok se druga polovina prevodi u so. Posto je karboksilna grupa znatno kiselija od
anilinske amino grupe, dodatkom baze gradi se karboksilat. U baznoj sredini karboksilat napada
elektrofil (Wiklund i Bergam, 2004).

Primer za ovakvu reaktivnost je sinteza N-karboksimetilantranilne kiseline, koja se u
starijoj literaturi Cesto naziva 1 fenilglicin-o-karbonska kiselina (karboksilna kiselina), startnog

materijala u sintezi indiga. U literaturi se mogu pronaci brojni nacini za sintezu N-karboksi-

20



Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceac):
izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost

metilantranilne kiseline, medu kojima je najviSe radova, koji se bave sintezom iz antranilne
kiseline i hlorsiréetne kiseline u vodenom rastvoru NayCO3/NaOH (slika 3.2.8). Primenom ovog
postupka je Heumann prvi dobio N-karboksimetilantranilnu kiselinu (Heumann, 1890). Metod je
1901. godine patentirao BASF (BASF, 1900). U ovoj reakciji, kao sporedan proizvod, neizbezno
nastaje N, N-dikarboksimetilantranilna kiselina, koja pod oksidativnim uslovima moze da se

dealkiluje do N-karboksimetilantranilne kiseline.

o 0 o N~ COOH
coo- C|/\n/ o CI/W H
L ey T
_ Y
NH,

Slika 3.2.8. Sinteza N-karboksimetilantranilne kiseline

Halogenovanje. Reakcijom antranilne kiseline i sulfuril-hlorida (SO2CL), u etru, dobija
se smeSa 5-hlorantranilne kiseline 1 3.5-dihlorantranilne kiseline (slika 3.2.9), koje se mogu lako
razdvojiti (Endicott ef al, 1946; Eller 1 Klemm, 1922). Tretiranjem antranilne kiseline bromom, u
sir¢etnoj kiselini, dobija se 5-bromovani proizvod (slika 3.2.10), u visokom prinosu (Wheeler i

Oates, 1910; Wheeler, 1909).

COOH cl COOH Cl COOH
S0O,Cl, COOH
g * Brz Br COOH
NH NH NH "
2 2 2 AcOH
NH,
cl NH,

Slika 3.2.9. Hlorovanje antranilne kiseline Slika 3.2.10. Bromovanje antranilne kiseline

Diazotovanje. Kao i ostali anilini, antranilna kiselina podleze reakciji diazotovanja, pri
¢emu se, u nevodenoj sredini, moze formirati i unutrasnja so (Dyke et a/, 1966). Na ovaj nacin
nastao benzendiazonijum-karboksilat, sintetisan upotrebom izoamil-nitrita, u etanolu, moZe da se
izoluje 1 stabilan je na temperaturama ispod -70 °C (Stiles ef al, 1963). Zagrevanjem se so
raspada na nestabilni intermedijer benzin, uz izdvajanje azota i ugljen-dioksida (slika 3.2.11).

Pri uobi¢ajenim uslovima za diazotovanje, npr. NaNOz, u hladnom, vodenom rastvoru
HCIl, ne dolazi do formiranja zwitter-jona. Zagrevanjem ovakve reakcione smese nastaje salicilna

kiselina (Stiles et al, 1963), uz izdvajanje azota. Dodatkom odgovarajuéeg nukleofila
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diazotovanoj antranilnoj kiselini moze se dobiti 2-supstituisana benzoeva kiselina. Na ovaj na¢in
mogu da se sintetiSu 2-hlor- (Doyle et al, 1977), 2-fluor- (Yoneda i Fukuhara, 1996), 2-brom-
(Meisenheimer et al, 1926) 1 2-jodbenzoeva kiselina (Kundu 1 Khan, 2000), kao 1 2-
azidobenzoeva kiselina (Okawa et al, 1996).

Kada se diazotovanoj antranilnoj kiselini dodaju anilin ili fenol, dolazi do diazo-

kuplovanja. Primer za ovo je dobijanje diazo boje, metil-crveno (slika 3.2.12), iz diazotovane

COOH coo- =
— _ = |
;
NH, H Nyt N2, CO,
N_
/

Slika 3.2.11. Diazotovanje antranilne kiseline Slika 3.2.12. Struktura metil-crvenog

antranilne kiseline 1 N, N-dimetilanilina.

Oksidacija. 3-Hidroksiantranilna kiselina, koja je veoma vazan biohemijski intermedijer,
lako se dobija oksidacijom antranilne kiseline natrijum- ili kalijum-peroksosulfatom, pri ¢emu
nastaje sulfatni estar proizvoda, koji odmah hidrolizuje do slobodne hidroksikiseline (slika
3.2.13) (Boyland 1 Sims, 1954).

Postoji mnogo primera N-oksidacije antranilne kiseline do odgovarajuée 2-nitrobenzoeve
kiseline, mada one nisu od veéeg prakti¢nog znacaja, s obzirom na to da je nitro jedinjenja lakse
dobiti nitrovanjem. Jedan od nac¢ina na koji se antranilna kiselina moze kvantitativno oksidovati
do 2-nitrobenzoeve kiseline je upotrebom superoksidnih radikala, koji nastaju iz vodonik-
peroksida na ¢vrstom titanijumovom katalizatoru (Dewkar ef al, 2001). Sinteticki znacajnija
oksidacija do 2-nitrozobenzoeve kiseline (slika 3.2.14) izvodi se peroksosiréetnom kiselinom
(D'Ans i Kneip, 1915) ili peroksomonosumpornom (Caro-ovom) kiselinom (Bamberger i Elger,
1903). Oksidacijom antranilne kiseline natrijum-perboratom nastaje N-hidroksiantranilna
kiselina (Bamberger i Pyman, 1909), koja se dalje, takode, mozZe oksidovati do 2-

nitrozobenzoeve kiseline (Karunakaran i Kamalam, 2002).

COOH COOH
- = COOH
NH, NH, ©:
O. OH NO
SO,H
Slika 3.2.13. Sinteza 3-hidroksiantranilne kiseline Slika 3.2.14. Struktura 2-nitrozobenzoeve kiseline
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Redukcija. Antranilna kiselina se moze redukovati natrijum-amalgamom (Langguth,
1905) ili LiAlH4 (Ardakani ef al, 1983) do 2-aminofenilmetanola. Na sobnoj temperaturi,
redukciju je moguce uspesno izvesti upotrebom samarijumovih soli (Kamochi 1 Kudo, 1993;
Kamochi i Kudo, 1994a,b). Antranilatni estri se NaBH4 (Asakawa et a/, 1979) ili NaBH4/ZnCl,
(Yamakawa et al, 1991) mogu redukovati do odgovarajucih alkohola. Schultz i saradnici (1985)

su izveli Birch-ovu redukciju derivata antranilne kiseline.

3.2.5. (Trans)Esterifikacija antranilne kiseline

Esterifikacija karboksilnih kiselina je ravnotezni proces koji se odvija u prisustvu kiselog
katalizatora prema Semi predstavljenoj na slici 3.2.15. Ravnotezu je moguée pomeriti ka
proizvodu reakcije, estru, viskom alkohola ili karboksilne kiseline ili odvodenjem vode iz
reakcione smeSe (npr. destilacijom ili izvodenjem reakcije u prisustvu dehidratacionog sredstva

(koncentrovane H,SOy ili silika-gela).

/7 N\ _H -
HoH H* + 0I HO—R2 HO OH -H* HO OH
JJ\ - e — +/R2 /RZ
R' TOH R' TOH R' (ID R" ~O
H
+H
UL .H
o *o HO) O—H
JJ\ H Jl\ — H0 R2
1 o T~ — —_~———— .
R OR R’ OR2 R? 0

Slika 3.2.15. Jednacina reakcije kiselo-katalizovane esterifikacije

Alkil estri antranilne kiseline mogu se dobiti esterifikacijom ove kiseline odgovarajucim
alkoholom, u prisustvu katalitickih koli¢ina hlorovodonicne ili sumporne kiseline (Anonymous,
US Patent No 4135050, 1979). Medutim, upotreba i jednog i drugog kiselog katalizatora ima
svoje nedostatke. U oba slucaja mora se upotrebiti najmanje jedan mol kiseline, po§to amino
grupa antranilne kiseline sa hlorovodoni¢nom kiselinom daje hidrohlorid, a pri upotrebi
sumporne kiseline gradi se alkil-sulfat odgovarajuceg estra. Estri se iz ovih amonijumovih soli

mogu osloboditi dodatkom baze. Drugi nedostatak upotrebe kiselih katalizatora je to Sto obe
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kiseline ucestvuju u sporednoj reakciji sa alkoholom. Reakcijom hlorovodoni¢ne kiseline i
alkohola nastaju alkil-hloridi, dok upotreba sumporne kiseline, vodi gradenju dialkil-etara.

Drugi nadin za sintezu alkil-estara je kiselo- ili bazno-katalizovana reakcija nekog drugog
estra sa odgovaraju¢im alkoholom - transesterifikacija (slika 3.2.16) i ona omogucava direktnu
transformaciju jednog estra u drugi, bez nastajanja slobodne kiseline. Transesterifikacija je, kao i
esterifikacija, ravnotezna reakcija, a ravnoteZa se ka proizvodima moze pomeriti na sli¢an nacin
kao 1 kod esterifikacije, velikim viskom reaktanta ili odvodenjem produkta reakcije iz reakcione
smeSe (npr. destilacijom). Zato je reakcija od veceg prakticnog znaaja samo ako se tacke
kljucanja estara i (ili) alkohola, reaktanta i proizvoda, dovoljno razlikuju. Medutim, prinosi

transesterifikacije (u odnosu na polazni estar) gotovo nikada nisu kvantitativni.

O O

JJ\ + R2—OH

OR3

R TOR2 R

Slika 3.2.16. Jednacina reakcije transesterifikacije

Kiselo-katalizovana transesterifikacija zapoc¢inje protonovanjem karbonilnog kiseonika,
nakon ¢ega sledi nukleofilni napad alkohola na karbonilni ugljenik (slika 3.2.17). Nedostaci
kiselo-katalizovane transesterifikacije su isti, kao i nedostaci kiselo-katalizovane esterifikacije, o

¢emu je vec bilo reci.

_H
j.J\/\H"' +, OI/_%_R:; i -H* OH
R’ OR2 2 OR?2 R1/\ R2
. 30
R U H R
"H
{)H
(0] " + OI LOH
- 2
R1J\OR3 R1J\OR3 + R C+ R
30 |
R3
odvodi se destilacijom reakcija je ireverzibilna, jer se
iz reakcione smese R,OH uklanja iz reakcione smese

Slika 3.2.17. Sematski prikaz mehanizma reakcije kiselo-katalizovane transesterifikacije

24



Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceae):
izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost

Kod bazno-katalizovane transesterifikacije prvo se deprotonuje alkohol, a zatim dobijeni

alkoksid nukleofilno napada ugljenikov atom estarske grupe (slika 3.2.18).

3 +7B
R*-OH — R3O"

G/ T QLT i
i — L

OR? R'" TOR? - OR? R!

OR?
Slika 3.2.18. Koraci mehanizma bazno-katalizovane transesterifikacije

Transesterifikacija se moze vrsiti alkoholnim rastvorom natrijum- ili kalijum-alkoksida
(slika 3.2.19). Mehanizam ove reakcije potpuno je analogan mehanizmu bazne hidrolize estara, a
to je nukleofilna, bimolekulska, karbonilna supstitucija, kod koje dolazi do raskidanja O-acil
veze. Jedina razlika u odnosu na uvek povoljnu saponifikaciju, koja vodi ka termodinamicki
stabilnijim solima, je u tome $to transesterifikacija moze da ima praktican znacaj (u molskim
odnosima 1:1) jedino kada se R?0OH i R?*0OH znatno razlikuju po kiselosti, npr. fenoli i alifati¢ni

alkoholi.

0 R30ONa; o

Ao Ra—0H~ﬂ I

OR?2 R?

R?—OH

+
R’ OR3

Slika 3.2.19. Jednacina reakcije transesterifikacije pomocu alkoholnog rastvora alkoksida

Alkil-antranilati se najceS¢e dobijaju transesterifikacijom estara antranilne kiseline (po
pravilu metil-antranilata), odgovaraju¢im alkoholom, koji mora da ima visu tac¢ku klju¢anja od
alkohola, koji gradi polazni estar (od metanola u slucaju metil-antranilata) (Anonymous, US
Patent No 4135050, 1979). Prilikom transesterifikacije metil-estara antranilne kiseline visim
alkoholima (C; do Cs) uz natrijum-metoksid (MeONa) kao katalizator dolazi do gradenja
diantranilida i, u manjoj meri, viSih kondenzacionih proizvoda, nastalih intramolekulskom
kondenzacijom antranilatnih estara. Alkil estri antranilne kiseline se dobijaju u prinosu od oko
73 do 82%. Ukoliko startni materijal sadrzi vodu, makar i u tragovima, prinos se znatno
smanjuje. Alkohol koji ucestvuje u reakciji transesterifikacije treba upotrebiti u velikom visku (4

do 7 molova po molu estra).
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Nedostaci transesterifikacije katalizovane alkoksidom se u nekim sluc¢ajevima mogu
izbeéi upotrebom K2CO3, kao baznog katalizatora (do sada je potvrdeno samo na n-alkoholima).
Upotrebom ovog katalizatora, transesterifikaciju je moguce vrsiti i mnogo manjom koli¢inom
alkohola, bez bojazni da ¢e do¢i do gradenja kondenzacionih proizvoda. Visi alkil estri
antranilne kiseline se dobijaju u dobrom prinosu. K2COs; pokazuje iznenaduju¢e dobru
kataliticku aktivnost, dok ni Li2CO3, ni NaCO;3 nisu dovoljno aktivni u ovom smislu. Estri

antranilne kiseline 1 sekundarnih ili tercijarnih alkohola do sada nisu dobijani na ovaj nacin.

3.2.6. Alkilovanje antranilne Kiseline

Direktnim alkilovanjem antranilne kiseline, nukleofilnom supstitucijom alkil-L. supstrata
(gde je L neka dobra odlaze¢a grupa — engl. leaving group), kao $to je i slucaj sa direktnim
alkilovanjem vecine amina, dobija se smeSa mono- i disupstituisane antranilne kiseline 1
kvaternarne amonijum soli (slika 3.2.20), jer je proizvod svakog sledeceg stupnja alkilovanja

nukleofilniji od startnog materijala.

R2-L R2-L R2-L
R'-NH, —> R'-NHR2 ——> R;—NR% —— R{—N'R%L

Slika 3.2.20. Direktno alkilovanje amina nukleofilnom supstitucijom alkil-L

Problem hemoselektivnosti alkilovanja amina, a time i antranilne kiseline, moZe se reSiti
primenom indirektne strategije, kod koje se umesto alkil-L, koriste elektrofili, koji daju manje
nukleofilan proizvod od startnog materijala, npr. acil-halogenidi, aldehidi ili ketoni. Proizvodi
koji bi nastali, amidi u slucaju acil-halogenida, odnosno imini, kada bi se kao elektrofili koristili
aldehidi i ketoni, mogli bi da se redukuju u amine. Ovakav, indirektan, postupak alkilovanja
amina, naziva se reduktivno alkilovanje. Pri tom se amid pre redukcije izoluje, dok se redukcija
imina moZe vr$iti nakon njegovog izolovanja ili in situ.

Amidi karboksilnih kiselina, koji nastaju u reakciji acil-halogenida sa aminima, se mogu
redukovati u alkil-amine pomoc¢u LiAlH4, borana (npr. BH; u THF) ili katalitickom

hidrogenizacijom (slika 3.2.21).
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Slika 3.2.21. Redukcija amida pomocu LiAlH4

Ako se kao elektrofili koriste aldehidi ili ketoni, prvi korak reduktivnog alkolovanja je
kondenzacija amina sa karbonilnim jedinjenjem u imin, koji moZe da se izoluje, a zatim redukuje
hidridnim reagensima ili hidrogenizacijom. Kako je veéinu imina teSko izolovati, zbog njihove
nestabilnosti, reduktivno alkilovanje se ¢eScée vr$i in situ, npr. mravljom kiselinom, NaBH3CN u
kiseloj sredini, pomo¢u reaktivnih metala ili katalitickom hidrogenizacijom.

Reduktivno alkilovanje amina pomocu aldehida ili ketona i mravlje kiseline, odnosno
amonijum-formijata, kao redukcionog sredstva, naziva se Leuckart-Wallache-a reakcijom.
Pretpostavlja se da se redukcija imina mravljom kiselinom odvija se preko cikli¢nog prelaznog
stanja, uz izdvajanje ugljen-dioksida (slika 3.2.22). Specijalan slucaj Leuckart-Wallache-ove
reakcije je Eschweiler-Clarke-ova reakcija, koja podrazumeva isklju¢ivo reduktivno metilovanje

amina pomoc¢u formaldehida i mravlje kiseline (Li i Corey, 2007).

1 R2 H

o R R' R? . R'_R’_H__0O R, R . R _R?
L WLOH *H H +H \r \/\l? -CO, H

R/ TR? R3-N_ -H26 ,N}:.\ .( R3-N_
<N TaLY R®TRY R3”+
H

’-\R4

Slika 3.2.22. Leuckart-Wallach-ova reakcija

Kao redukciono sredstvo mogu se, umesto skupih i toksi¢nih borhidridnih reagenasa,
koristiti 1 reaktivni metali, npr. cink u vodenom rastvoru kiseline (da Silva et al, 2007) (slika
3.2.23). Vodeni rastvor kiseline, pored toga §to rastvara sve ucesnike reakcije i katalizuje
reverzibilno gradenje iminijum jona, izvor je protona. Najbolji rezultati se postizu upotrebom
vodenog rastvora siréetne kiseline, kojim se, sa jedne strane, omogucava dovoljna reaktivnost pri
transferu elektrona, a sa druge, izbegava nepotrebno troSenje metala usled izdvajanja vodonika.
Gradenjem iminijum jona se, kao i u prethodnom sluc¢aju, omogucuje selektivna redukcija. U
prisustvu viska reagensa, u kiseloj sredini, monoalkil proizvodi podlezu dialkilovanju. Sto je

amino grupa startnog materijala sterno zaklonjenija, vreme odigravanja reakcije je duZe.

27






Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceae):
izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost

Regioselektivnost raskidanja anhidridnog prstena zavisi od prirode, voluminoznosti i
koncentracije alkohola. Vecina reakcija primarnih alkohola vodi ka gradenju estara antranilne
kiseline (Heindel et al, 1968) (slika 3.2.25 — a), voluminozni tercijarni alkoholi daju karbamat
(Teeter, 1966) (slika 3.2.25 — b), dok sekundarni alifaticni alkoholi, kakav je izopropanol,
reaguju otezano i daju oba proizvoda, izopropil-antranilat i izopropil-N-o-karboksifenilkarbamat
(Heindel ef al, 1968). Kompetitivnhom reakcijom anhidrida izatoinske kiseline sa samim sobom,
u prisustvu ¢ak i tragova vode, nastaje antraniloil-antranilna kiselina, kao sporedan proizvod
(Teeter, 1966). Zato je pri izvodenju ove reakcije neophodno koristiti anhidrovani alkohol.
Reakcija esterifikacije se odvija zagrevanjem alkohola i anhidrida izatoinske kiseline. Dodatkom
katalitickih koli¢ina NaOH, NaOEt, KOH, (CH3):N ili NaxCOs, reakciju je mogudée izvesti na
znatno niZoj temperaturi, uz visoke prinose.

Anhidrid N-metilizatoinske kiseline sa alkoholima daje estre, medutim reakcija je
otezana. Reakcija se odvija isklju¢ivo nukleofilnim napadom alkohola na C(4) anhidridne
funkcije (slika 3.2.25 — b), ¢ak i u slucaju izopropanola, tako da prisustvo karbamata u
reakcionoj smesi nije zabeleZzeno. Ovo se objaSnjava time da u slucaju anhidrida izatoinske
kiseline, voluminozniji alkoholi (sekundarni i tercijarni) napadaju C(2) anhidridnog prstena, jer
je on sterno manje zaklonjen. Medutim, ako je N-atom anhidrida izatoinske kiseline alkilovan,

sterne smetnje su veée na C(2), pa je favorizovan nukleofilni napad na C(4).

3.2.8. Derivati antranilne Kiseline

Metil-antranilat (slika 3.2.26 — a’), estar antranilne kiseline, veoma je vazan sastojak
parfema, a takode se koristi i kao aroma za bezalkoholna pica. Metil- i etil-antranilati (slika
3.2.26 —a’’) su jedni od nosilaca karakteristi¢nog mirisa vina, kao $to je Pinot noir iz Burgundije
(Moio i1 Etievant, 1995). Koli¢ina metil-antranilata u grozdu raste sa sazrevanjem (Shure i
Acree', 1994). Njegova godiSnja proizvodnja se procenjuje na preko 1000 tona (Yadav i
Krishnan, 1998). Metil-antranilat je jedan od karakteristinih sastojaka citrusnih ulja
(Jabalpurwala er al, 2009). Kako ovo jedinjenje kod ptica prouzrokuje hemosenzornu iritaciju,
naSao je primenu kao repelent za ptice 1 koristi se ne samo u zastiti useva (Curtis et al, 1994;
Avery et al, 2001), ve¢ i u spreavanju nesreca prouzrokovanih udarom aviona u ptice (Engeman

et al, 2002).
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Metil-N-metilantranilat (slika 3.2.26 — b) je hemotaksonomski marker etarskog ulja
mandarine (Citrus recutita), a izotopski '*N — >N odnosi se koriste pri kontroli autentiénosti
ovog etarskog ulja i njegovog porekla (Faulhaber et al, 1997). Utvrdeno je da je on nosilac
arome ulja kore mandarine i ukusa soka od mandarine (Wilson i Shaw, 1981; Fanciullino et al,
2006). Deluje privla¢no na meksi¢ku voénu musicu (Anastrepha ludens) (Massa et al, 2008) i
tripse (Thrips coloratus) (Imai et al, 2001), a odbojno na neke vrste ptica, npr. na vrstu obicni
cvorak (Sturnus vulgaris) (Clark et al, 1991) 1 neke druge vrste (Schafer et al, 1983).

Primarni amid antranilne kiseline, antranilamid (slika 3.2.26 — c¢), komercijalno je
dostupan i koristi se kao startni materijal u brojnim sintezama farmaceutskih i prirodnih
proizvoda.Odgovarajudi nitril, antranilonitril (2-aminobenzonitril) (slika 3.2.26 — d), industrijski
se moze dobiti reakcijom 2-nitrotoluena i amonijaka, u gasnoj fazi, uz silika gel kao katalizator
(Bakke et al, 1972). Postoje razli€iti postupci za sintezu anhidrida izatoinske kiseline (2H-3,1-
benzoksazin-2,4(1 H)-dion) (slika 3.2.26 — ¢), npr. kondenzacijom antranilne kiseline i fozgena,
ili Hofmann-ovim premestanjem ftalimida. Ovaj anhidrid je koristan startni materijal u razlicitim
sintezama, u kojima su potrebni derivati antranilne kiseline. Postoji viSe revijalnih radova o

sintetskoj upotrebi anhidrida izatoinske kiseline (Coppola, 1980; Kappe i Stadlbauer, 1981;

Shvekhgeimer, 2001).
0 O o 0
P CN
OR o NH, @[ o
P e
NH, N NH, N
a’) R=CH;-
metil-antranilat b) metil-N- _— o ¢) anhidrid
a’’) R=C,Hs- metilantranilat ¢) antranilamid d) antranilonitril izatoinske kiseline

etil-antranilat
Slika 3.2.26. Strukture nekih derivata antranilne kiseline
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3.3. HEMIJSKI I BIOLOSKI ZNACAJ N-NITROZO JEDINJENJA

Iako prvi rad o nitrozaminima, ili preciznije N-nitrozo jedinjenjima, datira jos iz 1863.
godine (Geuther, 1863), ova klasa jedinjenja nije privlacila paznju hemicara gotovo citav vek.
Otkric¢e da su N-nitrozo jedinjenja toksi¢na (pre svega kancerogena), dovelo ih je u ZiZu naucne
javnosti i krenulo se sa ispitivanjem njihove sinteze, hemijskih, fizickih i bioloskih osobina
(Scanlan i Tannenbaum, 1981; Mirvish, 1995; Eichholzer i Gutzwiller, 1998; Loh et al, 2011;
WHO, 1978; Lijinsky, 1992). Samo se mali broj N-nitrozo jedinjenja javlja u prirodi (Lijinsky,
1992), dok najveéi broj njih nastaje nitrozovanjem sekundarnih amina (Ridd, 1961). Ona mogu
da nastanu iz vitro, u hrani, duvanskom dimu, Zivotnoj sredini, ili in vivo (npr. u stomaku),
simultanim unoSenjem u organizam nitrozuju¢ih agenasa i supstanci koje podlezu nitrozovanju
(WHO, 1978; Lijinsky, 1992; Mirvish, 1975).

N-nitrozo jedinjenja male molekulske mase (koja sadrZe tri ili manje ugljenikovih atoma)
su rastvorna u vodi, dok je vec¢ina njih rastvorna u organskim rastvara¢ima. I sama N-nitrozo
jedinjenja su u proslosti koriS¢ena kao rastvaraci (Lijinsky, 1992). Ona imaju visok particioni
koeficijent u sistemu organski rastvara¢ — voda, pa se njihova liposolubilnost ¢esto povezuje sa
njihovom kancerogenom aktivnos$éu u odredenim organima (Singer et al, 1977).

Sto se ti¢e hemijskih osobina N-nitrozo jedinjenja, ona su dobri alkilujuéi agensi; podlezu
raskidanju N-N veze pri ¢emu nastaje odgovarajué¢i amin 1 NO; njihovom redukcijom nastaju
disupstituisani hidrazini, a oksidacijom nitramini (Lijinsky, 1992; Patai, 1996; Loeppky i
Michejda, 1994). Izlaganjem rastvora nitrozamina vidljivoj svetlosti, nitrozamin se razlaze do
amina 1 nitrita. N-nitrozo jedinjenja su stabilna na sobnoj temperaturi, dok se na temperaturama

iznad 200 °C razlaZu uz oslobadanje NO (Lijinsky, 1992).
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3.4. PRIRODNI PROIZVODI KAO POTENCIJALNI TERAPEUTICI ZA TRETMAN

RAZLICITIH DISFUNKCIJA SISTEMA I ORGANA

3.4.1. Prirodni proizvodi kao antinociceptivni agensi

Prema Medunarodnoj asocijaciji za proucavanje bola (International Association for the
Study of Pain), bol se defini$e kao neprijatno ¢ulno i emocionalno iskustvo povezano sa pravom
ili potencijalnom povredom tkiva, ili uzrokovano tim oSte¢enjem ili povredom (Merskey i
Bogduk, 1994). S druge strane, nocicepcija se definiSe kao nervni proces registrovanja i
procesuiranja bolnog stimulusa (Loeser 1 Treede, 2008), kojim se prenose somatske informacije
o upali, povredi ili potencijalnoj povredi tkiva, prema ki¢menoj mozdini i mozgu bez prisustva
svesti, dok je bol percepcija ¢ulne informacije. Bol istovremeno moze biti dopuna nocicepciji, ali
se moze javiti i bez nocicepcije (Radulovi¢ ef al, 2013a).

Prema mehanizmu nastanka razlikuju se tri razlicita tipa bola: nociceptivni (fizioloski),
inflamatorni i neuropatski bol (Radulovi¢ ef a/, 2013a). Nociceptivni bol je posledica aktivacije
receptora za bol (nociceptora) i nastaje usled oStecenja koZe i mekih tkiva (somatski) ili
unutrasnjih organa (visceralni). Nastaje kao odgovor na termicki, mehanicki ili hemijski bolni
stimulus (engl. roxiousstimuli) 1 smatra se delom normalnog funkcionisanja nociceptivnog
sistema (nociceptori, tipovi vlakana, putevi u ki¢menoj mozdini i projekcione povrSine)
(Giordano, 2005). Inflamatorni bol je posledica oSteCenja tkiva ili inflamacije, izlaganja
razli¢itim hemikalijama ili autoimunih procesa (Marchand er al, 2005). U modelima
inflamatorne boli kod Zivotinja, ovaj bol se obi¢no izaziva injektiranjem formalina, karagenana
ili zimozana u zadnju $apu misa ili pacova (Radulovi¢ et al/, 2013a). Neuropatski bol je posledica
lezija ili disfunkcije perifernog (PNS) ili centralnog nervnog sistema (CNS), obi¢no nastaje kao
rezultat povrede perifernih nerava, ili kao posledica dijabetesa, infektivih bolesti i izlaganja
neurotoksi¢nim jedinjenjima (Jensen et al, 2011; Attal et al, 2008).

Uprkos znacaju bola kao zastitnog mehanizma organizma, ¢ija je funkcija da organizam
postane svestan opasnosti i reaguje kako bi uklonio bolni nadrazaj, bol je glavni simptom
mnogih bolesti (Niv i Kreitler, 2001) i predstavlja ozbiljan zdravstveni i ekonomski problem
(Radulovi¢ er al, 2013a). Postoji nekoliko pristupa u terapiji bola, pri ¢emu se pacijentima
najcesée prepisuju nesteroidni antiinflamatorni lekovi (NSAIL), opioidi 1 drugi sintetski lekovi

koji deluju na razli¢ite komponente perifernog i/ili centralnog nervnog sistema. Medutim, svi ovi
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nezadovoljavajuci san) (Bourne, 2010). Kod individua koje pate od ovog poremecaja povecan je
rizik pojave somatskih, kardiovaskularnih, autoimunih i neurodegenerativnih oboljenja, kao 1
stopa mortaliteta, medutim veza izmedu anksioznosti i somatskih oboljenja nije dovoljno
istrazena (Niles ef al, 2015). Tokom proteklih dvadeset godina anksioznost je dostigla
epidemijske razmere i veruje se da skoro Cetvrtina odrasle populacije pati od anksioznog
poremecaja u nekom trenutku svog zivota (Matzo i Sherman, 2010; Bourne, 2010).

Kako veliki broj lekova koji se koriste za leCenje anksioznosti, depresije 1 insomnije,
pokazuje niz nezeljenih, sporednih efekata, kao §to su tolerancija, zavisnost i moguénost
zloupotrebe (Schneider-Helmert, 1988; Carlini, 2003; Landaverde et al, 2009), u poslednje
vreme se pribegava alternativnim metodama lecenja zasnovanim, izmedu ostalog, na koriséenju
prirodnih proizvoda (npr. medicinskog bilja). U vise navrata je dokazano da pojedina etarska ulja
ispoljavaju niz specifi¢nih dejstava na centralni nervni sistem (Bagetta et a/, 2010): smanjuju
anksioznost, ispoljavaju antidepresivno dejstvo i oslobadaju od stresa, pomazu pri relaksaciji,
deluju smirujuée, pomazu osobama koje imaju probleme sa spavanjem, uti¢u na raspoloZenje,

ponasanje 1 percepciju (Dobetsberger 1 Buchbauer, 2011).

3.4.3. Prirodni proizvodi koji ispoljavaju hepato- i nefroprotektivno dejstvo

Ugljen-tetrahlorid (CCls) je sintetska industrijska hemikalija koja ispoljava izrazeno
hepato- 1 nefrotoksicno dejstvo (Abraham er al, 1999). Pored oSteéenja jetre 1 bubrega, CCly
moze da dovede i do osteéenja pluca, testisa, mozga i krvi (Ahamad et al, 1987; Ozturk et al,
2003), pa se moZe iskoristiti za izazivanje oksidativnog stresa u razliCitim organima
laboratorijskih Zivotinja. Udisanje, ingestija, apsorpcija putem koZe ili intraperitonealna (i.p.)
injekcija ugljen-tetrahlorida mogu da izazovu nekroticna oSteenja celija i tkiva, usled cega
dolazi do oslobadanja enzima u krvotok (Obi ef al, 2001). Mehanizam dejstva ugljen-tetrahlorida
se zasniva na propagaciji trihlormetil radikala (*CClz) koji nastaje biotransformacijom CCls u
jetri pod dejstvom mikrozomalnog citohroma P450 (Brent i Rumack, 1993). Trihlormetil radikali
mogu da grade kovalentne veze sa makromolekulima i da ih oksiduju, nakon ¢ega ovi mogu da
grade adukte sa lipidima, proteinima ili nukleinskim kiselinama, pa dovode do ostec¢enja DNK u
¢elijama razli¢itih organa, predominantno jetre i bubrega, lipidne peroksidacije bioloskih
membrana i smanjenja antioksidantne sposobnosti tkiva (Rechnagel i Glende, 1973; Lee et al,

1982; Khan ef al, 2010).
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Kako bi se izborili sa slobodnim radikalima koji nastaju kao posledica oksidativnog
stresa, organizmi su razvili enzimske i neenzimske antioksidantne sisteme za sprecavanje
nastanka i ,hvatanje* reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (RKV) (Chaudiere i Ferrari-Iliou, 1999).
Reaktivne kiseoni¢ne vrste zauzimaju vrlo vazno mesto u patogenezi hepato- i nefrotoksi¢nosti,
§to je potvrdeno brojnim eksperimentalnim modelima (Liu et a/, 2013). Antioksidansi su veoma
Znacajne supstance koje ucestvuju u zastiti tela od ostecenja uzrokovanih slobodnim radikalima,
a antioksidantna sposobnost supstanci moze posluZiti za razvoj lekova koji bi se koristili u
sprecavanju ili leCenju bolesti koje su uzrokovane oksidativnim stresom. Danas se sve vise radi
na pronalazenju jakih, netoksi¢nih antioksidanasa prirodnog porekla (Gulcin et a/, 2003; Oktay
et al, 2003). Utvrdeno je da neki prirodni antioksidansi smanjuju oksidativni stres u bubrezima

(Chavez-Morales et al, 2011; Fadhel ef al, 2002).

3.4.4. Prirodni proizvodi kao terapeutici za sprecavanje nastanka i lecenje

¢ira na zelucu

Cir na Zelucu (ulcer, ulkus) je bolest gastrointestinalnog trakta od koje boluju milioni
ljudi Sirom sveta (Klein-Junior et al, 2010) i predstavlja poremecaj strukture sluznice zeluca i/ili
duodenuma koji dovodi do pojave lokalnih defekata i ekskavacija usled inflamacije (Syam et al,
2009). Proces nastanaka 1 razvoja Cira na Zeludcu je veoma slozen (Lemos et al, 2011), a naj¢esci
uzroc¢nici su nesteroidni antiinflamatorni lekovi, infekcije bakterijom Helicobacter pylori, stres
(Syam et al, 2009) i prekomerno koriS¢enje alkohola. Tretman ¢ira podrazumeva koriS¢enje
razli¢itih sintetskih lekova koji smanjuju koli¢inu Zeludacne kiseline, Stite tkivo sluznice koja
oblaze Zeludac 1 gornjih delova tankog creva ili deluju protiv bakterije H. pylori (Awaad et al,
2013). Naucnici neprestano tragaju za efikasnijim, biljnim i/ili sintetskim, antiulceroznim
lekovima koji bi simultano sprecili patogenezu ulcera i stimulisali gastroprotektivne faktore
(Beserra et al, 2011; Singh et al, 2012). lako se u tradicionalnoj medicini mnogih naroda od
davnina koriste biljne vrste koje ispoljavaju antiulcer osobine (4loe vera, Ginkgo biloba, zeleni
¢aj), biljni svet predstavlja bogat, ali nedovoljno istraZeni, izvor antiulceroznih agenasa (Maity i

Chattopadhyay, 2008; Awaad et al, 2013).
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

4.1. HEMIKALIJE I RASTVARACI

Sve hemikalije koris¢ene u radu su bile p.a. Cistoce 1 nabavljene su od kompanija Acros
Organics (Nju DzZerzi, SAD), CarlRoth (Karlzrue, Nemacka), J.T. Baker (Deventer, Holandija),
Merck (Darm$tat, Nemacka), Richter Pharma AG (Vels, Austrija), Sigma-Aldrich (Sent Luis,
Mizuri, SAD), Supelco (Belfonte, SAD), Centrohem (Stara Pazova, Srbija), Galenika (Beograd,
Srbija), Hemofarm (Vriac, Srbija), Zorka (Sabac, Srbija) i Zdravlje (Leskovac, Srbija).
Rastvaraci su predestilovani neposredno pre koriS¢enja, dok su ostale hemikalije upotrebljene

bez prethodnog precis¢avanja.

4.2. METODE ANALIZE I RAZDVAJANJA

4.2.1. Nuklearno-magnetna rezonantna (NMR) spektroskopija

'H- i 3C- jedno-(1D) i dvodimenzionalni (2D) NMR spektri snimani su na 25 °C na
Varian Gemini 200 MHz NMR (200 MHz za 'H, a 50 MHz za '3C NMR) i Bruker Avance 111 400
MHz NMR (400 MHz za 'H, a 100 MHz za '3C NMR) spektrometrima. Kao rastvara¢i su
koriSéeni deuterisani hloroform (CDClz) i deuterisani dimetil-sulfoksid (DMSO-ds), dok je
tetrametilsilan (TMS, MesSi) koriS¢en kao unutrasnji standard. Hemijska pomeranja su data u 0
(ppm) vrednostima u odnosu na TMS (1 = 0,00 ppm) za '"H NMR spektre ili u odnosu na CDCl;
(0n = 7,26 ppm, dc = 77,16 ppm) ili DMSO-ds (61 = 2,50 ppm, c = 39,52 ppm) za *C NMR i
heteronuklearne 2D NMR spektre. Skalarna sprezanja (konstante kuplovanja - J) izraZzena su u
Hz. 2D NMR spektri (‘"H-'"H COSY, NOESY, TOCSY, HSQC, HMBC i HETCOR), kao i
DEPTO90/135 spektri snimani su uz primenu uobicajenih pulsnih sekvenci. Dobijeni podaci su
obradeni u programu MestReNova (ver. 6.0.2-5475, Mestrelab Research S.L., Santiago de
Compostela, Spanija). Predvidanja hemijskih pomeranja u 'H- i '*C- NMR spektrima izvrena su

u programu ChemBioDraw Ultra 13.0, CambridgeSofi.
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4.2.2. Ultraljubicasta spektrofotometrija (UV)

UV spektri (u acetonitrilu) snimani su na UV-1800 Shimadzu spektrofotometru (Tokio,
Japan).

4.2.3. Infracrvena spektroskopija (FTIR)

FT infracrveni spektri (FT = Fourier-ova transformacija), neat (dijamantska igla), ATR -
Attenuated Total Reflectance, snimani su na instrumentu Thermo Nicolet 6700 FTIR

spektrometru (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Masacusec, SAD).

4.2.4. Masena spektrometrija visoke rezolucije (HRMS)

Masena spektrometrija visoke rezolucije (HRMS - engl. High-Resolution Mass
Spectrometry) sintetisanih jedinjenja je izvrSena na JEOL MStation JMS-700 masenom
spektrometru (JEOL Ltd., Tokio, Japan) pri jonizacionoj energiji od 70 eV, jonskoj zamci od 300
LA i temperaturi jonskog izvora od 230 °C. Perfluorkerozin je kori§¢en kao interni standard za
ta¢no odredivanje mase, a kalibracija je vrSena automatski pomocu MStation softvera. Opseg
masa je bio izabran tako da se pik koji poti¢e od nepoznatog jedinjenja nalazi izmedu dva pika
koji poti¢u od internog standarda. Analiza je vr§ena pri rezoluciji od 30,000 (10% tzv. ..doline”) i
brzini skeniranja od 60 s/dekada'. Taéna masa je izradunata kao srednja vrednost 5 do 10
skeniranja, a svaka pojedina¢na vrednost je odredena kao centroida M™ jona i ostalih jona.
Greska dobijenog elementarnog sastava je data u mmu jedinicama i izratunata je od strane

MStation softvera.

! Ova merna jedinica predstavlja broj sekundi koje su uredaju potrebne da skenira opseg masa koje se medusobno razlikuju za

faktor 10 (na engleskom decade of mass) npr. od m/z 50 do m/z 500.

37



Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceae):
izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost

4.2.5. Gasna hromatografija (GC) i

gasna hromatografija-masena spektrometrija (GC-MS)

4.2.5.1. Gasna hromatografija (GC) i gasna hromatografija-masena spektrometrija (GC-MS)

Gasno-hromatografska analiza etarskih ulja, ekstrakata, reakcionih smesa i sintetisanih
jedinjenja izvrSena je za svaki uzorak u triplikatu na HP 6890N gasnom hromatografu (Hewlett-
Packard, Palo Alto, Kalifornija, SAD), koji je bio direktno kuplovan sa HP 5975B masenim
detektorom iste kompanije. Gasni hromatograf je bio opremljen kapilarnom kolonom HP-5MS
ili DB-5SMS (5% fenilmetilsiloksana, 30 m x 0,25 mm, debljina filma 0,25 um; Agilent
Technologies, Santa Klara, Kalifornija, SAD). Rezim rada GC-MS bio je sledeéi: temperature
injektora i detektora su odrzavane na 250 °C i 320 °C; temperatura pe¢i programirana je linearno
od 70 do 315 °C brzinom od 5 °C/min, nakon toga je temperatura odrZavana 10 min na 315 °C;
kao noseci gas kori§€en je helijum, €iji je konstantni protok odrZavan na 1,0 ml/min; pulsno je
injektirana zapremina od 1 pl rastvora uzorka u dietil-etru ili drugom pogodnom rastvaracu
(protok je bio 1,5 ml/min u prvih 30 sekundi, a onda je podeSen na 1,0 ml/min), razblaZenja
1/100 ili 10 mg na 1 ml rastvora; splitovana u odnosu 40:1). Jonizacija je vriena elektronima
energije 70 eV. Pun sken masenog detektora belezen je u intervalu m/z 35-750 (brzina skeniranja
5 skenova u sekundi), a vreme skeniranja bilo je 0,32 sekunde. Obrada TIC (engl. fotal ion
current —totalna jonska struja) hromatograma vrSena je u programu MestReNova (ver. 6.0.2-

5475, Mestrelab Research S.L., Santiago de Compostela, Spanija).

4.2.5.2. Identifikacija sastojaka

Podaci su obradeni pomocu MSD ChemStation softvera (ver. D.03.00.611, Agilent
Technologies, Santa Klara, Kalifornija, SAD) u kombinaciji sa programskim paketima AMDIS
Version 2.68 (engl. Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System) i NIST
MS Search Version 2.0d (engl. National Institute of Standards and Technology - Nacionalni
institut za standarde i1 tehnologiju, Gejtersburg, Merilend, SAD). AMDIS je koriséen za
dekonvoluciju masenog skena, tj. ekstrakciju masenih spektara iz skenova preklopljenih pikova,
dok je NIST MS Search obezbedio algoritam za pretragu biblioteka masenih spektara.

Kvalitativna analiza etarskih ulja, etanolnog ekstrakta, reakcionih smesa i preciS¢enih

sintetisanih jedinjenja zasnovana je na:
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1. poredenju linearnih retencionih indeksa pojedinih sastojaka, izracunatih u odnosu na
retenciona vremena ko-injektiranih homologa serije n-alkana C7-Czs (Van den Dool 1
Kratz, 1963) sa literaturnim vrednostima (Adams, 2007; Eom ef al, 2006; Vernon,
1973);

2. poredenju masenih spektara sa masenim spektrima standarda, kao i masenim spektrima
iz biblioteka Wiley Registry: Mass Spectral Library, 10" Edition / NIST 2014,
MassFinder 2.3, Adams (Adams, 2007) i MS biblioteke "OSA4" (engl. Organic
Synthesis and Analysis) istrazivacke grupe Departmana za hemiju, PMF-a u Nisu;

3. analizi fragmentacionih $ablona u masenim spektrima;

4. na korelaciji izracunatih tacki kljucanja za pretpostavlje strukture sa eksperimentalnim
RI vrednostima;

5. ko-injektiranjem standarda, gde god je to bilo moguce.

Procentualni sastav ulja i reakcionih sme$a je procenjivan integraljenjem povrsine pikova

u hromatogramima bez koris$¢enja korekcionih faktora.

4.2.5.3. Gasna hromatografija sa plameno-jonizacionom detekcijom (GC-FID)

Gasna hromatografija sa plameno-jonizacionom detekcijom (GC-FID - engl. Gas
Chromatography with Flame Ionization Detector) izvrSena je na aparatu Agilent 78904, koji je
bio opremljen sa jednim injektorom, plameno-jonizujuéim detektorom 1 HP-5MS (5%
fenilmetilsiloksan, 30 m x 0,32 mm, debljina filma 0,25 mm, Agilent Technologies, Santa Klara,
SAD). Radna temperatura injektora je bila 250 °C, dok je temperatura pe¢i menjana linearno od
150 do 300 °C brzinom od 15 °C/min, nakon toga je odrzavana 5 min na 300 °C. Kao noseéi gas
kori$éen je azot sa konstantnim protokom od 3 ml/min. Injektiran je 1 pl odgovarajuceg rastvora
uzorka u splitless modu. Koris€eni su sledeéi parametri FID detektora: temperatura grejaca, 300
°C; protok Hz, 30 ml/min; protok vazduha, 400 ml/min; protok azota (tzv. make up gas), 23,5

ml/min; signal, 20 Hz.

4,2.6. Elementalna mikroanaliza

Elementalna mikroanaliza ugljenika, vodonika i azota je izvrSena na Carlo Erba 1106
microanalyzer instrumentu i vrednosti sadrzaja pomenutih elemenata za analizirana jedinjenja su

se dobro slagale sa izracunatim vrednostima.
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4.2.7. Tankoslojna hromatografija (TLC)

Tankoslojna hromatografija (TLC — engl. Thin-Layer Chromatography) vrSena je na
aluminijumskim plo¢ama sa prethodno nane$enim slojem silika-gela 60 (Kieselgel 60 F254,
debljina sloja 0.2 mm; Merck, Darmstat, Nemacka). Mrlje na TLC-u su vizualizovane pomoc¢u
UV gvetlosti (254 nm) i1 izazivane su 30% (v/v) vodenim rastvorom H>SO4 ili 10% (w/v)

etanolnim rastvorom fosfomolibdenske kiseline, nakon ¢ega su plo€ice zagrevane.

4.2.8. Dry flash hromatografija

Za preparativno razdvajanje pomocéu dry flash hromatografije koris¢ena je jednostavna
aparatura koja se sastojala od kolone silika gela 20-45 um (Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlzrue,
Nemacka) napakovane na sinterovanom staklenom levku srednje poroznosti i veli¢ine, i

standardne boce za vakuum filtraciju.
4.2.9. Hromatografija na koloni

Preparativno razdvajanje sastojaka urina izvrSeno je pomocu gravitacione hromatografije
na stubu (duzina 50 cm, pre¢nik 1,5 cm) Sephadex-a LH-20 (Sigma-Aldrich, Sent Luis, Mizuri,
SAD). Kao eluent je koriS¢ena smeSa metanola 1 hloroforma u odnosu 1 : 1 (v/v).
4.2.10. Te¢na hromatografija pri srednjim pritiscima (MPLC)

Preparativno razdvajanje pomoéu MPLC-a (MPLC — engl. Medium Pressure Liquid
Chromatography) je ostvareno na Biichi-jevom instrumentu, na prethodno napakovanoj koloni

silika-gela 60 (>230 mesh-a, proizvoda¢ Biichi, Flavil, Svajcarska), sa radnom pumpom istog

proizvodaca (Module C-601, pump controler C-610) pri protoku od 2,5 ml/min.

40



Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceae):
izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost

4.3. BILIJNI MATERIJAL I PRIPREMA UZORAKA

4.3.1. Biljni materijal

Listovi biljne vrste Choisya ternata sakupljeni su 20. oktobra 2008. godine u botanickoj
basti Trinity koledza (Trinity College Botanical Gardens, Dartry, Dablin, Irska) (broj pod kojim
je jedinka zavedena u Botani¢koj basti: 19850023). Uzorci su pohranjeni u herbarijumu Trinity

koledza pod brojem SW 10-52.

4.3.2. Dobijanje etarskog ulja

Biljni materijal je podeljen na dva dela. Deo svezih listova je odmah nakon ubiranja
hidrodestilovan po Clevenger-u tokom 2,5 h (etarsko ulje 1). Drugi deo je suSen nedelju dana na
vazduhu, u tamnoj prostoriji, nakon ¢ega je dobijeno etarsko ulje 2. Etarska ulja 1 i 2 su
ekstrahovana dietil-etrom iz isoljenog vodenog sloja, a etarski ekstrakti su suSeni preko
anhidrovanog MgSO4. Posle odvajanja sredstva za suSenje filtracijom, etar je uklonjen
destilacijom na rotacionom-vakuum uparivacu (Biichi Rotavapor, Biichi, Flavil, Svajcarska), na
sobnoj temperaturi, a etarska ulja 1 i 2 su analizirana odmah po izolovanju. Prinosi mirisnih ulja

112, suiznosili 0,08 1 0,1% (w/w, masa ulja/masa sveZeg/suvog biljnog materijala).
4.3.3. Dobijanje etanolnog ekstrakta

Etanolni ekstrakt listova vrste C. ternata dobiven je maceracijom biljnog materijala
suSenog na vazduhu etanolom (100 ml etanola po 1 g biljnog materijala) tokom tri dana na

mracnom mestu. Dobijeni ekstrakt je uparen do suva pri sniZenom pritisku, na sobnoj

temperaturi.
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4.4. OPIS SINTETICKIH KORAKA

4.4.1. Optimizacija uslova sinteze izopropil- (IMA), metil- (MMA) i
propil-N-metilantranilata (PMA)

4.4.1.1. Optimizacija uslova transesterifikacije metil-antranilata (MA)

Pod rednim brojevima od 1 do 7 navedeni su eksperimenti vr$eni u cilju optimizacije

reakcionih uslova transesterifikacije metil-antranilata (MA).

1. Smesa 1,51 g (10 mmol) metil-antranilata, izopropanola u velikom visku (40 ml) i 0,6
ml koncentrovane H>SOj4 refluktovana je 10 sati. Nakon toga, smeSa je neutralisana ¢vrstim
NaHCOs 1 ekstrahovana etrom. Izopropanol je uklonjen destilacijom na rotacionom vakuum
uparivacu (temperatura vodenog kupatila je iznosila 50 °C). U rezultujucoj reakcionoj smesi nisu
detektovani, metodom GC-MS, ¢ak ni tragovi Zeljenog proizvoda. Utvrdeno je da se ona sastoji

iskljuc¢ivo iz neizreagovanog metil-antranilata.

2. Napravljen je rastvor natrijum-izopropoksida rastvaranjem 2,30 g (100 mmol) fino
usitnjenog natrijuma u 40 ml izopropanola. Natrijum je dodavan u malim porcijama, uz mesanje,
a zatim je reakciona smeSa zagrevana na 50 — 70 °C, dok se celokupna koli¢ina natrijuma nije
rastvorila. Nakon toga, dodat je rastvor 1,51 g (10 mmol) metil-antranilata u 10 ml izopropanola.
Reakciona smeSa je refluktovana jedan sat, uz meSanje, a onda izlivena u malo vode i
ektrahovana etrom. Etarski ekstrakt suSen je anhidrovanim MgSOs. Posle odvajanja sredstva za
suSenje filtracijom, etar i izopropanol su uklonjeni destilacijom na rotacionom vakuum
uparivacu, na sobnoj temperaturi, odnosno na 50 °C vodenog kupatila. Dobijeno je 54 mg
proizvoda, koji je sadrzao 60,0% izopropil-antranilata, dok su ostatak ¢inili polikondenzacioni

proizvodi metil-antranilata (GC-MS).
3. U rastvor natrijum-izopropoksida, koji je dobijen rastvaranjem 0,5 g (21,75 mmol)

natrijuma u 40 ml izopropanola, na nacin opisan u postupku 4.4.1.1 - 2, dodat je rastvor 1,51 g

(10 mmol) metil-antranilata u 10 ml izopropanola. Reakciona sme$a je meSana 3 sata, na sobnoj
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temperaturi, a onda je obradena na nacin opisan u postupku 4.4.1.1 - 2. Dobijenih 1,36 g

proizvoda se sastojalo iz 40,0% izopropil-antranilata 1 60,0% metil-antranilata (GC-MS).

4. U reakcionu sme$u dobijenu postupkom 4.4.1.1 — 3 dodata je nova porcija natrijum-
izopropoksida (0,5 g natrijuma u 40 ml izopropanola) i ona je meSana 3 sata, na sobnoj
temperaturi. Pri tom je na balon stavljena CaClz cev, kako bi se izbegao kontakt sa vlagom iz
vazduha. Reakciona smesa je zatim obradena na nain opisan u postupku 4.4.1.1 — 2. Dobijen je
polu¢vrst proizvod mase 0,77 g, koji se sastojao iz 76,0% izopropil-antranilata i 24,0% metil-

antranilata (GC-MS).

5. Postupak 4.4.1.1 — 3 (1 mol-ekvivalent metil-antranilata i 2,17 mol-ekvivalenata
natrijum-izopropoksida) je ponovljen, s jedinom razlikom S$to je meSanje reakcione smeSe na
sobnoj temperaturi vrSeno 6 sati. Dobijeno je 0,80 g proizvoda, koji se sastojao iz 71,0%

izopropil-antranilata i 29,0% metil-antranilata (GC-MS).

6. Suv izopropanol pripremljen je refluktovanjem 250 ml komercijalnog izopropanola
preko CaQ, oko pola sata (Furnis, 1989). Zatim je izopropanol predestilovan u jo$ topao balon,
izvaden iz susnice (na 200 °C). Destilatu je dodato 2 g natrijuma i refluktovan je dok se
celokupna koli¢ina natrijuma nije rastvorila, nakon ¢ega je izopropanol ponovo predestilovan, a
prvih 10 ml destilata je odbaceno. Dobijeno je oko 100 ml suvog izopropanola.

U rastvor natrijum-izopropoksida, dobijen rastvaranjem natrijuma, u visku (oko 2 g), u 40
ml suvog izopropanola, na na¢in opisan u postupku 4.4.1.1 - 2, dodat je rastvor 1,51 g (10 mmol)
metil-antranilata u 10 ml suvog izopropanola. Reakciona smesa je refluktovana 30 minuta, a
onda je izlivena na ustinjeni led. Nakon topljenja leda, ekstrahovana je etrom, a etarski ekstrakt
je obraden na nacin opisan u postupku 4.4.1.1 - 2. Dobijeno je 0,57 g proizvoda koji se sastojao
iz oko 96,5% izopropil-antranilata, oko 3,5% metil-antranilata i antranilne kiseline u tragovima

(GC-MS).
7. Uslovi su bili analogni onima u postupku 4.4.1.1 - 6, s razlikom $to reakciona smesa

nije refluktovana, ve¢ je meSana 2 sata, na sobnoj temperaturi. Uljasti proizvod (0,85 g) se

sastojao iz 98,0% izopropil-antranilata i 2,0% metil-antranilata.
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4.4.1.2. Optimizacija uslova N-metilovanja metil-antranilata

Pod rednim brojevima od 1 do 10 navedeni su eksperimenti vrSeni u cilju optimizacije

reakcionih uslova metilovanja metil-antranilata.

Nukleofilna supstitucija — reakcija metil-jodida i metil-antranilata

1. U smeSu rastvora 0,84 g (10 mmol) NaHCO3; u vodi i 1,51 g (10 mmol) metil-
antranilata polako je dodavano 0,65 ml (10 mmol) metil-jodida, uz meSanje, na sobnoj
temperaturi. PosSto je dodata celokupna koli¢ina metil-jodida, reakciona smesa je refluktovana,
uz meSanje, 2 sata i 30 minuta. Nakon toga, reakciona sme$a je razblazena vodom, a zatim
ekstrahovana etrom. Etarski ekstrakt je su§en anhidrovanim MgSOj4. Posle odvajanja sredstva za
suSenje filtracijom, etar je uklonjen destilacijom na rotacionom vakuum uparivacu, na sobnoj
temperaturi. Dobijen je 1,00 g bledo-zute tecnosti koja je sadrzala 32.0% smeSe metil-N-
metilantranilata (MMA) i metil-N, N-dimetilantranilata, priblizno u odnosu 5:1. Preostalih 68,0%

sastojalo se iz neizreagovanog metil-antranilata (GC-MS).

2. Uslovi su analogni onima u postupku 4.4.1.2 — 1, s tim §to je kori§¢eno tri puta vise
NaHCOs (2,52 g) i metil-jodida (1,95 g). Dobijen je bledo-zut te¢ni proizvod (1,12 g) koji se
sastojao iz 41,0% metil-N-metilan-tranilata, 31,0% metil-N, N-dimetilantranilata 1 28,0% metil-

antranilata (GC-MS).

Redukcija in situ generisanog imina pomoéu NaBH4

3. U balonu od 100 ml pomesano je 1,51 g (10 mmol) metil-antranilata i 0,86 g 35%
rastvora formalina (15 mmol formaldehida), pri ¢emu se izdvojio beo talog, koji je meSan jo§
pola sata. Nakon toga dodavan je NaBH4 u velikom visku, postepeno, uz mesanje, na sobnoj
temperaturi. Reakciona smesa je izlivena u malo vode i ekstrahovana etrom (5 puta). Etarski
ekstrakt je obraden na nacin opisan u postupku 4.4.1.2 - 1. Dobijeni su bledo-zuti kristali mase
0,47 g. GC-MS analizom je utvrdeno da se reakciona smesa sastojala pretezno iz imina i aminala

metil-antranilata i formaldehida (metil-V-metilenantranilat i metil-N-(hidroksimetil)antranilat).

44



Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceae):
izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost

4. U rastvor 0,3 g paraformaldehida u 10 ml vode dodato je 1,51 g (10 mmol) metil-
antranilata i jedna kap HCI (1:1, v/v), a zatim je reakciona sme$a mesSana 30 min na sobnoj
temperaturi. Izdvojio se beli proizvod, koji je cedenjem odvojen od viska rastvora
paratormaldehida, a zatim je redukovan NaBH4. Redukcija i obrada reakcione smesSe su vrsene
na nac¢in opisan u postupku 4.4.1.2 - 3. Dobijeno je 0,79 g proizvoda. GC-MS analizom je
utvrdeno da se reakciona smesa sastojala pretezno od imina i aminala metil-antranilata 1

formaldehida.

5. Smesa 0,42 g proizvoda dobijenog reakcijom 4.4.1.2 — 4, koji je sadrzao oko 2,32 mol
metil-N-(hidroksimetil)antranilata (GC-MS), viska MgSOs (oko 1 g) i viska NaBHs, u
hloroformu, meSana je 4 sata, na sobnoj temperaturi. Nakon uniStavanja NaBH4 vodom 1
odvajanja hloroformskog sloja, vodeni sloj je ekstrahovan etrom, a spojeni organski slojevi su
obradeni na nacin opisan u postupku 4.4.1.2 — 1. Dobijeno je 0,38 g proizvoda koji je sadrzao
39,0% metil-antranilata, 9,6% metil-N-metilantranilata, dok su ostatak ¢inili aminal metil-
antranilata 1 formaldehida (metil-N-(hidroksimetil)antranilata) i polikondenzacioni proizvodi

(GC-MS).

6. Smesa proizvoda dobijenog reakcijom 4.4.1.2 — 5 mase 0,38 g, 2 g silika-gela 60 i
NaBHj4 u visku u etru meSanaje 5 sati, na sobnoj temperaturi. Nakon uniStavanja NaBH4 vodom i
odvajanja etarskog sloja, vodeni sloj je ekstrahovan etrom. Spojeni etarski slojevi su obradeni na
nacin opisan u postupku 4.4.1.2 — 1. GC-MS analizom je utvrden sastav dobijenog proizvoda
(0,19 g): 37,0% metil-N-metilantranilata, 29,0% metil-antranilata, a ostatak su ¢inili aminal
metil-antranilata 1 formaldehida (metil-N-(hidroksimetil)antranilat) 1 polikondenzacioni

proizvodi.

Gradenje imina metil-antranilata i formaldehida

7. Smesa 9,00 g (0,06 mol) metil-antranilata 1 formalina u visku (20 ml) meSana je
izvesno vreme, pri ¢emu se izdvojio beli talog. Talog je ekstrahovan etrom. Etarski ekstrakt je
obraden na nacin opisan u postupku 3.3.2 — 1. Belim kristalima, koji su zaostali nakon
uparavanja etra, dodat je toluen 1 tri kapi koncentrovane H2SO4, nakon ¢ega je vrSena destilacija
azeotropne smese toluena 1 vode uz upotrebu nastavka po Dean-Stark-u. Dobijen je crvenkast,

zelatinozan proizvod mase 8,24 g, koji je preko no¢i iskristalisao (roze-narandzasti kristali). GC-
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MS analizom utvrdeno je da se proizvod sastoji isklju¢ivo od aminala metil-antranilata i

formaldehida (metil-N-(hidroksimetil)antranilata).

Pokusaj blokiranja amino grupe metil-antranilata

8. Smesa 1,51 g (10 mmol) metil-antranilata, 1,06 g (10 mmol) benzaldehida i1 3 kapi
siréetne kiseline, zagrevana je 9 sati na 100 °C. Reakciona smesa je izlivena u malo vode, a
zatim ekstrahovana etrom. Etarski ekstrakt je obraden na nadin opisan u postupku 4.4.1.2 — 1.
Masa rezultujuce reakcione smese bila je 1,36 g, medutim GC-MS analiza je pokazala da do

reakcije nije doslo.

Redukcija in situ generisanog imina cinkom

9. Smesa 1,51 g (10 mmol) metil-antranilata, 2,40 g (40 mmol) sir¢etne kiseline, 1,25 g
35% rastvora formalina (15 mmol formaldehida) i 1,31 g (20 mmol) cinka u prahu, u oko 20 ml
dioksana, meSana je 5 sati na sobnoj temperaturi (da Silva et al, 2007). Nakon toga, reakciona
smeSa je neutralisana amonijakom, izlivena u malo vode 1 ekstrahovana hloroformom.
Hloroformski ekstrakt je su$en anhidrovanim MgSO4. Posle odvajanja sredstva za suSenje
filtracijom, hloroform je uklonjen destilacijom na rotacionom vakuum upariva¢u. Dobijen je
te¢ni proizvod (1,44 g) koji se sastojao iz 74,0% metil-N-metilantranilata, 15,0% metil-N, N-
dimetilantranilata i 7,0% metil-antranilata (GC-MS).

10. Uslovi su bili analogni uslovima u postupku 4.4.1.2 — 9, s razlikom §to je koris¢eno
0,92 g 35% rastvora formalina (11 mmol formaldehida), a reakciona smesa je meSana 4 sata, uz
zagrevanje na 50 — 60 °C. Dobijeno je 1,55 g proizvoda, Zuckaste, viskozne tecnosti, sledeceg
sastava: 74,0% metil-N-metilantranilata, 9,0% metil-V, N-dimetilantranilata i 10,0% metil-

antranilata (GC-MS).

U cilju izolovanja ¢istog metil-N-metilantranilata, 0,77 g dobijene supstance rastvoreno
je u heksanu i podvrgnuto je hromatografiji pod srednjim pritiskom (MPLC) na prethodno
napakovanoj koloni silika-gela 60 (80 g) koja je uravnoteZena u heksanu. Kolona je eluirana
gradijentski sa po 100 ml rastvaraca rastuée polarnosti, od Cistog heksana do distog etra.

Eluiranje je zapoc¢eto sa 100 ml heksana, a nastavljeno je sa po 100 ml rastvaraca koji je sadrzao
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1, 5, 10, 20, 40 1 60% (v/v) etra u heksanu i na kraju sa 300 ml &istog etra. Protok u toku
hromatografije je bio pode$en na 2,5 ml u minuti. Sakupljano je po 100 ml eluata, za prve tri
frakcije 1 po 30 do 40 ml eluata za ostalih 15. Spajanje frakcija je vrSeno na osnovu izgleda TLC
hromatograma, primenom mobilne faze dobijene meSanjem heksana i etra u odnosu 3:1 (v/v).
Posle spajanja dobijeno je sedam frakcija.

Pool-ovana frakcija 1 (40 mg) bila je vrlo sloZena smesa. Frakcija 2 (0,33 g) je sadrzala
99,0% metil-N-metilantranilata (GC-MS). Frakcija 3 (80 mg) je sadrZala 88,0% metil-antranilata
i 3,0% metil-N, N-dimetilan-tranilata (GC-MS). Frakcija 4 (70 mg) je sadrzala 79,0% metil-
antranilata, 8,0% metil-N, N-dimetilantranilata i 0,5% metil-N-formilantranilata (GC-MS).
Frakcija 5 (30 mg) je sadrzala 87,0% metil-N, N-dimetil antranilata i 9,0% metil-antranilata (GC-
MS). Frakcija 6 (0,11g) je sadrzala 51,0% metil-N-formilantranilata, 33,0% neidentifikovanog
polikondenzacionog proizvoda (Rt 25,418 min) i 8,0% metil-antranilata (GC-MS). Frakcija 7 (40
mg) je sadrzala 38,0% metil-N-formilantranilata, 31,0% metil-antranilata i 17,0% metil-N-
karboksimetilantranilata (GC-MS). Ukupna masa pool/-ovanih frakcija bila je 0,70 g. S obzirom
na to da je hromatografisano 0,77 g smeSe dobijene N-metilovanjem metil-antranilata (postupak

4.4.1.2 - 10), recovery je bio veoma dobar (90,9%).

4.4.1.3. N-metilovanje izopropil-antranilata

Reakciona smeSa je sadrzavala 0,34 g (1,9 mmol) izopropil-antranilata dobijenog u
postupku 4.4.1.1 — 5, 0,46 g (7,6 mmol) sircetne kiseline, 0,17 g 36% rastvora formalina (2,09
mmol formaldehida) 1 0,25 g (3.8 mmol) cinka u prahu, u oko 20 ml dioksana, a uslovi reakcije
su bili analogni uslovima opisanim u postupku 4.4.1.2 — 9. Dobijeno je 0,19 g zuckaste tenosti.
Sastav reakcione smese bio je: 51,0% izopropil-N-metilantranilata (IMA), 0,5% izopropil-N, N-
dimetilantranilata i 34,5% izopropil-antranilata (GC-MS).

4.4.1.4. Transesterifikacija metil-N-metilantranilata izopropoksidom

Rastvoru natrijum-izopropoksida, koji je dobijen rastvaranjem viska natrijuma (oko 2 g)
u 40 ml suvog izopropanola, na nacin opisan u postupku 4.4.1.1 — 2 dodat je rastvor 1,44 g
proizvoda reakcije 4.4.1.2 — 9 (oko 6,5 mmol metil-NV-metilantranilata) u 10 ml suvog
izopropanola. Reakciona smesa je meSana 20 minuta, uz zagrevanje do refluksa. Zatim je

izlivena na usitnjeni led. Kada se led otopio, ekstrahovana je etrom, a etarski ekstrakt je obraden
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na nacin opisan u postupku 4.4.1.2 — 1. Dobijeni proizvod (1,00 g), bledo-zuta te¢nost, sadrzao je
63,0%  izopropil-N-metilantranilata, 12,0%  izopropil-antranilata, 6,0%  metil-N,N-
dimetilantranilata, 5,0% izopropil-N, N-dimetilantranilata i1 2,5% metil-N-metilantranilata (GC-
MS).

Rastvor 1,00 g dobijenog proizvoda u heksanu podvrgnut je hromatografiji na nacin
opisan u postupku 4.4.1.2 - 10. Sakupljano je po 100 ml eluata, za prve tri frakcije, zatim po 50
ml za 4. 1 5, 20 ml za 6. PoSto je frakcija 6 opalescirala, naredne frakcije su hvatane u 30
epruveta (po 10 ml), a zatim je poslednjih 6 frakcija skupljano po 50 do 100 ml. Spajanje frakcija
je vrSeno na osnovu izgleda TLC hromatograma. Posle spajanja dobijeno je 5 frakcija. Pool-
ovana frakcija 1 (90 mg) je odbacena. Frakcija 2 (0,47 g) je analizirana pomoéu GC-MS-a, pri
¢emu je utvrdeno da sadrzi 97,0% izopropil-N-metilantranilata i 3,0% metil-N-metilantranilata.
Snimljeni su i IR, '"H NMR, '3C NMR, HETCOR, 'H-"H COSY i NOESY spektri frakcije 2.
Frakcija 3 (30 mg) je sadrzala 82,0% izopropil-antranilata (GC-MS). Frakcija 4 (40 mg) je
sadrzala 35,0% izopropil-antranilata, 31,0% metil-N-metil-antranilata, 22,0% izopropil-N, N-
dimetilantranilata i 7.0% metil-antranilata. Frakcija 5 (30 mg) je sadrzala 8,0% izopropil-
antranilata, 6,0% metil-V, N-dimetilantranilata, 3,0% izopropil-N-metilantranilata, 1,0% metil-
antranilata 1 po 0,1% metil-NV-metilantranilata i1 izopropil-N, N-dimetilantranilata. Najve¢i deo
frakcije 5 €inili su polikondenzacioni proizvodi (GC-MS). Ukupna masa pool-ovanih frakcija je

0,66 g, a recovery 66,0%.

4.4.1.5. Transesterifikacija metil-N-metilantranilata n-propoksidom

Rastvoru natrijum-propoksida, koji je dobijen rastvaranjem viska natrijuma (oko 2 g) u
40 ml suvog propanola (propanol je su$en na nacin na koji je susen izopropanol, postupak 4.4.1.1
— 6), dodat je rastvor 0,78 g proizvoda reakcije 4.4.1.2 — 10 u 10 ml suvog propanola (oko 3.5
mmol metil-N-metilantranilata). Reakciona sme$a je meSana 10 minuta, uz zagrevanje do
refluksa. Zatim je izlivena na usitnjeni led. Kada se led otopio, ekstrahovana je etrom, a etarski
ekstrakt je obraden na nacin opisan u postupku 4.4.1.2 — 1. Dobijeno je 0,55 g Zuckasto-
narandzastog ¢vrstog proizvoda, sledeCeg sastava: 73,0% propil-N-metilantranilata (PMA),
15,0% propil-antranilata, 9,0% propil-N, N-dimetilantranilata i 0,4% metil-N-metilantranilata
(GC-MS).

Dobijena supstanca (0,55 g) je rastvorena u heksanu podvrgnuta hromatografiji na nacin

opisan u postupku 4.4.1.2 - 10. Posle spajanja, koje je vrSeno na osnovu izgleda TLC
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hromatograma, dobijeno je 5 frakcija. Pool-ovana frakcija 1 (80 mg) je odbacena. Frakcija 2
(0,29 g) je sadrzala 99.0% propil-N-metilantranilata (GC-MS). Frakcija 3 (0,1 g) je sadrzala
43,0% propil-antranilata, 35,0% propil-N, N-dimetilantranilata i 2,0% propil-N-metilantranilata
(GC-MYN). Frakcija 4 (20 mg) je sadrzala 99,0% propil-antranilata (GC-MS). Frakcija 5 (20 mg)
je sadrzala 60,0% neidentifikovanog jedinjenja (Rt 19,355 min) i 16,0% propil-antranilata.

Ukupna masa pool-ovanih frakcija je 0,51 g, a recovery 92,7%.

4.4.2. Sinteza metil-NV-metil-V-nitrozoantranilata (NO-MMA)

Sinteza metil-N-metil-N-nitrozoantranilata (NO-MMA) je izvrSena prema proceduri
Sakai-ja sa saradnicima (1978). U rastvor 2,77 g (40 mmol) natrijum-nitrita u 10 ml vode je
dodata smesa 3,31 g (20 mmol) metil-N-metilantranilata (MMA) i 3,32 ml 37% hlorovodoni¢ne
kiseline (40 mmol) u 10 ml vode, polako, u kapima, uz mesanje na sobnoj temperaturi, nakon
Cega je reakciona smeSa meSana jo§ dodatnih 30 min. Kraj reakcije je odreden na osnovu TLC
analize. Reakciona smeSa je ekstrahovana dietil-etrom, organski sloj je ispran rastvorom
hlorovodonic¢ne kiseline (1%, w/w), vodom, rastvorom natrijum-hidrogenkarbonata (2%, w/w), a
zatim ponovo vodom. Organski sloj je nakon odvajanja osuSen preko anhidrovanog magnezijum-
sulfata, a rastvara¢ je uparen. Sirovi proizvod (2,67 g) je pre¢iS¢en izokratskom dry flash
hromatografijom (kao eluent je koriS¢ena smeSa heksana i dietil-etra u zapreminskom odnosu
heksan : dietil-etar = 2 : 1) nakon cega je dobijeno 2,00 g distog metil-N-metil-N-

nitrozoantranilata (52%).

4.4.3. Piroliza metil-V-metil-NV-nitrozoantranilata

Metil-N-metil-N-nitrozoantranilat (0,12 g, 0,62 mmol) je zatopljen u stakleni sud iz koga
je uklonjen vazduh. Sud je zagrevan u uljanom kupatilu na 220 °C tokom 15 minuta. Sadrzaj
reakcionog suda je ekstrahovan hloroformom. Pirolizat (0,10 g), dobijen nakon uklanjanja
rastvaraca, podvrgnut je dry flash hromatografiji na silika gelu (20-45 pm) pri ¢emu je kao eluent
kori§¢ena smeSa n-heksana i dietil-etra (v/v) rastuce polarnosti, nakon ¢ega je dobijeno 7 frakcija
(pool-ovanje frakcija je izvr$eno na osnovu izgleda TLC hromatograma). Frakcije su analizirane

metodama GC-MS i NMR.
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4.4.4. Sinteza metil-N-benzoilantranilata

Metil-N-benzoilantranilat je sintetisan prema proceduri Schneider-a sa saradnicima
(2013). Metil-antranilat (0,51 g, 3,38 mmol), benzoil hlorid (0,50 g, 3,56 mmol) 1 EtzN (0,38 g,
3,71 mmol) su rastvoreni u oko 40 ml CH>Cl,. Reakciona smesa je meSana 4 sata, nakon Cega je
isprana 10% (v/v) HCI i NaHCO3, osu$ena preko anhidrovanog MgSOs, a rastvaraé je uparen.

Dobijeno je 0,77 g belog, ¢vrstog proizvoda (89%).
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4.5. SPEKTRALNA KARAKTERIZACIJA

SINTETISANIH/IZOLOVANIH/DETEKTOVANIH JEDINJENJA

4.5.1. Spektralna karakterizacija proizvoda N-metilovanja antranilne kiseline

Metil-NV-metilantranilat (metil-2-(metilamino)benzoat, MMA): CoH|INO2; Zuckasta
te¢nost; Rt, RI, IR, 'H- i C-NMR (CDCl3;, DMSO-ds) su navedeni u tabelama 5.1 — 5.6; UV
(CH3CN) Amax (log &) 354 (3,73), 256 (3,89), 219 (4,32) nm; MS m/z (rel.int.): 165 [M]* (100%),
133 [M- CH30H]" (29,7%), 132 [M— CH3— H20]" (54,4%), 105 [M— CH30H — CO]" (85.8%),
104 [M— CH3— H,0- CO]J" (84,4%), 91 [M— C3HO2]" (10,0%), 77 [M — C3HO2N]" (47,9%);
IzraCunato za ColH11NO2: C 65,44, H 6,71, N 8,48, O 19,37%; nadeno C 65,52, H 6,69, N 8,47, O
19,32%.

Metil-V, N-dimetilantranilat (metil-2-(dimetilamino)benzoat): C;oH3NO2; Rt 14,445
min, RI (HP-5MS) 1406; MS m/z (rel.int.): 179 [M]"(64,0%), 164 [M— CH3]" (100%), 148 [M—
CH30]" (88,1%), 132 [M — CH30H — CHs]" (97,1%), 91 [M— C4HgO>]" (56.4%), 77 [M—
C4HsOoN]" (57.6%).

Metil-V-formilantranilat — Videti 4.5.5. Spektralna karakterizacija proizvoda pirolize

metil-N-metil-N-nitrozoantranilata.

Metil-N-metilenantranilat (metil-2-(metilenamino)benzoat): CoHoNOz; Rt 13,372
min, RI (HP-5MS)1363; MS m/z (rel.int.): 163 [M]"(30,3%), 148 [M— CH3]" (100%), 132 [M—
CH;30]" (33.8%), 105 [M— C2H20:2]" (40,9%), 77 [M— C3H4O0,N]" (57,1%).

Metil-V-(hidroksimetil)antranilat (metil-2-((hidroksimetil)amino)benzoat): CoHi1NO3;

Rt ~ 15,15 min, RI (HP-5MS) 1435; MS m/z (rel.int.): 163 (22,9%), 151 (60,0%), 148 (75,6%),
132 (24,8%), 120 (34,3%), 119 (100%), 105 (33,0%), 92 (62,0%), 77 (45.6%), 65 (28,2%).
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4.5.2. Spektralna karakterizacija proizvoda transesterifikacije

metil-NV-metilantranilata izopropoksidom

Izopropil-N-metilantranilat (izopropil-2-(metilamino)benzoat, IMA): C; 1 HsNOy;
7uékasta te¢nost; Rt, RI, IR, 'H- i *C-NMR (CDCls;, DMSO-ds) su navedeni u tabelama 5.1 —
5.6;MS m/z (relint.): 193 [M]"(53.8%), 151 [M — HC=CH-CH3]" (62.3%), 134 [M -
(CH3)CHO]" (25,5%), 133 [M — H.C=CH-CH; — H20[" (37,3%), 132 [M — H,C=CH-CHj3 —
H,O - H]" (22,2%), 106 [M — COOCH(CH3)2]" (17,4%), 105 [M — H,C=CH-CH3 — H,0 - COJ"
(100%), 104 [M — HoC=CH-CH; — H,0 — CO — H] * (57,6%), 77 [M — (CH3),CHO — CH>=NH —
COJ" (34,7%).1zradunato za C;H;sNO2: C 68,37, H 7,82, N 7,25, O 16,56%;nadeno C 68,30, H
7,85, N 7,19, O 16,66%.

Izopropil-N,N-dimetilantranilat (izopropil-2-(dimetilamino)benzoat): C12H7NO2; Rt
16,731 min, RI (HP-5MS) 1500; MS m/z (rel.int.): 207 [M]"(38,0%), 164 [M — (CH3)CH]*
(100%), 148 [M — (CH3).CHO]" (56,1%), 133 [M — H,C=CH-CH3 — CH30H]" (20,9%), 132 [M
— H,C=CH-CH3 — CH30H — H]" (58,0%), 118 [M — H,C=CH-CH3 — H20 — CO — H]|" (42,7%),
105 [M — H,C=CH-CH3 — CH30H - COJ" (18,9%), 104 [M — H,C=CH-CH3 — CH30H - CO —
H]" (21,4%), 77 [M — (CH3).CHCOO — C2HsN] " (28,9%).

Izopropil-antranilat (izopropil-2-aminobenzoat): Ci0H13NO2; Rt 15,532 min, RI (HP-
5MS) 1451; MS m/z (rel.int.): 179 [M]" (30,2%), 137 [M — H.C=CH-CH3]" (32,9%), 120 [M-
(CH3)2CHO]" (25.5%), 119 [M— (CH3)CHOH]" (100%), 92 [M— COOCH(CH3)2]" (29.9%), 91
[M— (CH3)CHOH — COJ" (5,2%).

4.5.3. Spektralna karakterizacija proizvoda transesterifikacije

metil-NV-metilantranilata n-propoksidom

Propil-V-metilantranilat (propil-2-(metilamino)benzoat, PMA): C;1HsNO2; zuckasta
te¢nost; Rt, RI, IR, 'H- i PC-NMR (CDCls;, DMSO-ds) su navedeni u tabelama 5.1 — 5.6; MS
m/z (rel.int.): 193 [M]"(83,3%), 151 [M — HoC=CH-CH3]" (20,0%), 134 [M — C3H;0]" (30,6%),
133 [M — Ho,C=CH-CH; — H20]" (39,0%), 132 [M — H,C=CH-CH; — H>0 — H]" (43,2%), 106
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[M — COOC;3H7]" (20,4%), 105 [M — HoC=CH-CH; — H,0 — COJ" (100%), 104 [M — H,C=CH-
CH; — H,0 — CO — H]" (61,6%). 77 [M — C3H70 — CH,=NH — COJ" (39.1%); Izradunato za
C11HisNO2: C 68,37, H 7.82, N 7,25, O 16,56%; nadeno: C 68,39, H 7.81, N 7,21, O 16,59%.

Propil-N,N-dimetilantranilat (propil-2-(dimetilamino)benzoat): Ci2H7NO; Rt
18,224 min, RI (HP-5MS) 1565; MS m/z (rel.int.): 207 [M]"(51,4%), 164 [M — C3H7]* (97.6%),
148 [M — C3H70]" (100%), 133 [M — HoC=CH-CH; — CH;0H]" (21,3%), 132 [M — H,C=CH-
CH; — CH30H — HJ* (70,4%), 118 [M — HoC=CH-CH; — H,0 — CO — H]" (54,7%), 105 [M —
H,C=CH-CH; — CIH;O0H — COJ" (29,1%), 104 [M — H,C=CH-CH; — CH;0H — CO — H[*
(31,6%), 91 [M — CeH1202]" (51.3%), 77 [M — C3H7COO — CoHsN]" (41,5%).

Propil-antranilat (propil-2-aminobenzoat): CioHi3NO2; Rt 18,734 min, RI (HP-5MS)
1568; MS m/z (rel.int.): 179 [M]" (39,8%), 137 [M — H,C=CH-CH3]" (13,4%), 120 [M- OC3H7]*
(29,4%), 119 [M— C3H;0H]" (100%), 92 [M— COOC:H7]" (29,9%), 91 [M- C3H;0H — COJ"
(4,9%).

4.5.4. Spektralna karakterizacija metil-/V-metil-NV-nitrozoantranilata

Metil-V-metil-V-nitrozoantranilat (metil-2-(metil(nitrozo)amino)benzoat, NO-MMA):
CoH1oN203; Zuta te¢nost; UV (CH3CN) Amax (log €) 283 sh (4,59), 218 (5,20) nm; FTIR (&isto)
vmax 2952.4, 1720,7, 1601,0, 1495.6, 1432,9, 1395.4, 1293.3, 1264,1, 1192,1, 1116,7, 1066.9,
1040,9, 952.6, 762,1, 711.5, 702,7 cm™'; EIMS m/z (relint.): 194 [M]" (1,4%), 164 [M—NO]"
(25,7%), 133 [M-CH3;O-NOJ]" (14,6%), 132 [M-CH3OH-NO]" (100%), 105
[M—COOCH;-NOT" (19,5%), 104 [M-CH3;OH-NO-CO]* (18,5%), 77 [M-C3HsN203]"
(38,8%); IzraGunato za CoHioN203: C 55,67, H 5,19, N 14,43, O 24,72%; nadeno: C 55,70, H
5,22, N 14,39, O 24,69%:; 'H- i *C-NMR podaci su navedeni u tabeli 5.8.
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4.5.5. Spektralna karakterizacija proizvoda pirolize

metil-NVN-metil-/N-nitrozoantranilata

Dimetil-2,2'-(1,2-dimetilhidrazin-1,2-diil)dibenzoat: C13H>0N2O4; EIMS m/z (rel.int.):
328 [M]" (10,0), 165 [M—CoHoNO>|" (63,9), 164 [M—CsHs(NCH3)COOCH;]" (18.2), 163
[M—CoHi1NO2]™ (22,4), 148 [M—CoHINO2—CH3]™ (24,4), 133 [M—CoHoNO,—CH3;0H]" (27.6),
132 [M—CoH o0NO>—CH3OH]|" (100,0), 118 [M—C11Hi6NO3]* (10,3), 105
[M—CoHoNO,—CH30H-CO]" (69,0), 104 [M—-CoHoNO,—CH3-H>O-CO]" (58.8), 91
[M—C11Hi3N204]" (12,55), 77 [M—C12H15N204] " (62.4).

Metil-5-metil-6-okso-(5H)-fenantridin-4-karboksilat: CisHi13NO3; Zuckasta amorfna
¢vrsta supstanca; UV (CH3CN) Amax (log €) 328 (4,58), 242 (5,19), 224 (5,18) nm; FTIR (Cisto)
vmax 2920.8, 2849.9, 1722.,5, 1651,8, 1608.0, 15849, 1513,6, 1431,0, 1325.,6, 1293,1, 1254,3,
1144,1, 1104,8, 1060.6, 753,3, 722,7, 691,4 cm™'; Rt 36,941 min, RI (DB-5MS) 2570; EIMS
m/z(rel.int.): 267 [M]™ (100%), 252 [M—CH3]" (25,1%), 236 [M—OCH3]" (78,7%), 222 (94,0%),
208 [M—COOCH;3]" (40,6%), 206 (44,4%), 180 (20,7%), 179 (31,2%), 178 (48,0%), 164
(10,2%), 152 (37,8%), 151 (31,2%), 139 (11,8%), 117 (10,0%), 103 (12,6%), 90 (10,6%), 89
(11,6%), 76 (16,3%), 63 (5,9%), 51 (2,3%); IzraCunato za CsH13NO3: C 71,90, H 4,90, N 5,24,
O 17,96%; nadeno: C 71,86, H 4,88, N 5,27, O 17,99%; 'H- i *C-NMR podaci su navedeni u
tabeli 5.9. IR, 'H i "3*C NMR spektralni podaci se slazu sa literaturnim vrednostima (Han et al,

2014).

Metil-N-benzoilantranilat (metil-2-benzamidobenzoat): CoH|oN;O3; bela amorfna
¢vrsta supstanca; UV (CH3CN) Amax (log €) 314 (4,22), 267 (4.37), 234 (4,64), 212 (4,72) nm;
FTIR (Cisto) vmax 3263,9, 29494, 16925, 1666.9, 1608.4, 1589.1, 15313, 1494.1, 1453.7.
1432,9, 1323,3, 1295,8, 1268.0, 1251,3, 1189,7, 1178.4, 1079,9, 965.8, 896,1, 766,7, 696.4,
664,6 cm™'; Rt 31,951 min, RI (DB-5MS) 2249; EIMS m/z (relint.): 255 [M]* (34.0), 224
[M—CH30]" (2,2), 196 [M—COOCH;3]" (6,1), 105 [M—C¢Ha(NH)COOCH3]" (100,0), 90 (3,5), 77
[M—CoHgNO3]+ (38,8); IzraCunato za CoHioN20s3: C 70,58, H 5,13, N 5,49, O 18,80%; nadeno:
C 70,56, H 5,12, N 5,52, O 18,80%; 'H- i '*C-NMR podaci su navedeni u tabeli 5.10. 'H i '*C

NMR spektralni podaci se slazu sa literaturnim vrednostima (Hinsberger et al, 2013).
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Metil-V-formilantranilat (metil-2-(formamido)benzoat): CoHoNOj3; bela amorfna
¢vrsta supstanca; UV (CH3CN) Amax (log €) 311 (4.34), 251 (4,77), 244 (4,78), 221 (5,01) nm;
FTIR (Cisto) vmax 3320,1, 2950,0, 1685,4, 1586.1, 1516.2, 1435.0, 1292,0, 1259.5, 1193.3,
11273, 1082,4, 9634, 755,5, 700,7 cm™'; Rt 18,307 min, RI (DB-5MS) 1568; EIMS m/z
(relint.): 179 [M]" (25,9%), 151 [M—CO]" (58,9%), 148 [M—CH;0]" (8,2%), 146 (10,8%), 120
[M—COOCHs;]" (21.2%), 119 [M—CH30—CHO]" (100%), 92 [M—COOCH3—CO]" (39.8%), 90
(10,4%), 77 [M—C3H4NO3]" (4,0%), 65 (16,2%); Izradunato za CoHoNO3: C 60,33, H 5,06, N
7.82, O 26,79%; nadeno: C 60,37, H 5,04, N 7.84, O 26,75%:; 'H- i >*C-NMR podaci su navedeni
u tabeli 5.10. 'H i 3C NMR spektralni podaci se slazu sa literaturnim vrednostima (Chen et al,
2014). Iako je u NMR spektrima uoceno prisustvo dva rotamera, kao $to su prethodno primetili

Chen 1 saradnici (2014), ovde su navedeni podaci samo za jedan rotamer.

4.5.6. Spektralna karakterizacija metabolita izopropil-NV-metilantranilata

izolovanih iz urina pacova tretiranih ovim jedinjenjem

Izopropil-3-hidroksiantranilat  (izopropil-2-amino-3-hidroksibenzoat,  3-HIA):
CioH13NO3; zuckasta te¢nost; UV (CH3CN) Amax (log €) 340 (4.,47), 218 (5,18) nm; FTIR (Cisto)
vmax 3371,6, 2918.5, 2849,7, 1682,6, 1550,2, 1489.5, 1464.1, 1372,7, 1283,5, 1235,2, 1097,3,
949,2, 746,3 cm '; Rt 21,811 min, RI (HP-5MS) 1726; EIMS m/z (rel.int.): 195 [M]" (53,9%),
153 [M—H2C=CH-CH3]" (53,2%), 136 [M—(CH3)CHO]" (34,7%), 135 [H,C=CH-CH3-H,0]"
(100%), 134 [M-HC=CH-CH3-H,O-H]" (9,8%), 108 [M—COOCH(CH;3)]" (12,4%), 107
[M—H,C=CH-CH3-H,0-CO]" (79,2%), 106 (9,2%), 80 (11,6%); 52 (8,8%); Izralunato za
Ci1oH13NO3: C 61,53, H 6,71, N 7,18, O 24,59%; nadeno: C 61,52, H 6,68, N 7,16, O 24,64%;
TH- i BC-NMR podaci podaci su navedeni u tabeli 5.25.

Izopropil-5-hidroksiantranilat  (izopropil-2-amino-5S-hidroksibenzoat, = S-HIA):
CioH13NO3; zuckasta te¢nost; UV (CH3CN) Amax (log €) 340 (4,62), 218 (5,28) nm; FTIR (Cisto)
vmax 3178.,7, 2978.,0, 1679,1, 1550,0, 1489.,9, 1465,7, 1355,1, 1232,6, 1096,9, 1019,7, 948.0,
794.,9, 746,1 cm '; Rt 22,521 min, RI (HP-5MS) 1760; EIMS m/z (rel.int.): 195 [M]" (31,2%),
153 [M—H2C=CH-CH3]" (50,5%), 136 [M—(CH3)CHO]" (23.,4%), 135 [H,C=CH-CH3-H,0]"
(100%), 134 [M-HC=CH-CH3-H,O-H]" (3,5%), 108 [M—COOCH(CH;3)]" (12.8%), 107
[M—H,C=CH-CH3-H,0-CO]" (30,7%), 80 (6,5%), 68 (5,3%), 52 (7,9%); Izralunato za
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CioHi3NO3: C 61,53, H 6,71, N 7,18, O 24,59%; nadeno: C 61,50, H 6,76, N 7,23, O 24,51%;
'H- i ®C-NMR podaci podaci su navedeni u tabeli 5.25.

Izopropil-5-hidroksi-N-metilantranilat (izopropil-5-hidroksi-2-(metilamino)benzoat,
5-HIMA): C1H5NOs; zuckasta te¢nost; UV (CH3CN) Amax (log €) 376 (4,06), 257 (4,38), 220
(4,84) nm; FTIR (Cisto) vmax 3382,5, 2978.7, 29317, 1674.,6, 1582.4, 1515.,0, 1455.4, 1358,8,
1205.,8, 1166,1, 1103,7, 1080.7, 1051.,5, 955.4, 907,8, 811,8, 752.9 cm!; Rt 23,694 min, RI (HP-
5MS) 1814; EIMS m/z (rel.int.): 209 [M]" (55,4%), 167 [M—HC=CH-CH3]" (90,5%), 150
[M—(CH3)CHO]" (24,0%), 149 [M—H,C=CH-CH3-H>0]" (42,2%), 148 [M—-H,C=CH-CH3—
H,O-H]" (21.8%), 122 [M—COOCH(CHas)]" (17.9%), 121 [M-H.C=CH-CH3-H.0O-CO]"
(100%), 120 [M—H>C=CH-CH3-H>0-CO-H]" (58,4%), 94 (13,4%), 80 (4,4%), 65 (14,7%);
Izracunato za C11HsNOs: C 63,14, H 7,23, N 6,69, O 22,94; nadeno: C 63,17, H 7,20, N 6,61, O
23,02; 'H- i '*C-NMR podaci podaci su navedeni u tabeli 5.25.

Amid N-metilantranilne Kiseline (2-(metilamino)benzamid): CgHi0N>O; UV (CH3CN)
Amax (log €) 340 (4,76), 257 (5,11), 217 (5,63) nm; FTIR (Cisto) vmax 3354.8, 3167,3, 2918.5,
2850,3, 2811,1, 1652,9, 1614.,6, 1578,0, 1508.9, 1434,4, 1404,3, 1238.5, 1155,2, 1115,8, 1027.9,
829,1, 746,6 cm™'; Rt 19,139 min, RI (DB-5MS) 1604; EIMS m/z (relint.): 150 [M]* (100,0%),
133 [M—NH2—-H] (59,6%), 132 (24,6%), 105 [M—NHCH;3—NH] (81,1%), 104 [M—NHCH3—NH2]
(96,6%), 92 [M-NHCH3—CO] (7,8%), 91 (6.0%), 78 (27,4%), 77 (37,9%), 63 (6,1%), 51
(9.5%); Izracunato za CsH1oN20: C 63,98, H 6,71, N 18,65, O 10,65%; nadeno: C 63,90, H 6.68,
N 18,78, O 10,64%;'H- i *C-NMR podaci podaci su navedeni u tabeli 5.25.IR, '"H NMR i MS
spektralni podaci se slazu sa literaturnim vrednostima (Bertini et al, 2005). MS spektralni podaci

se slazu sa literaturnim vrednostima (Selva et al, 2005).
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4.6. ISPITIVANJE ANTIOKSIDANTNE AKTIVNOSTI IZOPROPIL- I

METIL-N-METILANTRANILATA

4.6.1. Sposobnost hvatanja slobodnih radikala

Za odredivanje antioksidantne aktivnosti jedinjenja IMA 1 MMA KkoriS¢ena su tri
standardna modela zasnovana na merenju sposobnosti hvatanja slobodnih radikala (engl. radical
scavenging activity) i to: 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH"), radikal-katjona 2,2'-azino-
bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS™) i superoksidnog radikala (Radulovié et al,
2013b). Sposobnost hvatanja slobodnih radikala izrazena je kao procenat smanjenja koli¢ine
slobodnih radikala u odredenom testu. Za testiranje antioksidantne aktivnosti jedinjenja IMA i
MMA pripremljeni su rastvori koncentracije 0,25 mg/ml, dok rastvore ve¢ih koncentracija nije
bilo moguée pripremiti usled nedovoljne mesljivosti IMA i MMA sa vodom. Butilovani

hidroksitoluen (BHT) i kvercetin su kori$¢eni kao pozitivne kontrole.

4.6.2. DPPH" test

Antioksidantna aktivnost ispitivanih uzoraka je odredivana DPPH metodom (slika 4.6.1)
koju je opisao Brand-Williams sa saradnicima (1995). Metanolni rastvor ovih radikala je
ljubiaste boje i sa maksimumom apsorpcije na 515 nm. Reakcijom DPPH’ radikala i
antioksidansa, dolazi do redukcije pomenutog radikala (formalno se prenosi H') i gradenja Zuto
obojenog difenilpikrilhidrazina, usled ¢ega dolazi do smanjenja apsorbance na 515 nm (Foti et

al, 2008).

. . H .
R:H + N—NAQNOZ —_— N—N‘QNOZ + R

Difenilpikrilhidrazil radikal Difenilpikrilhidrazin
(DPPIH) (DPPH)

Slika 4.6.1. Mehanizam reakcije 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH") sa antioksidansom (R:H)
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Rastvor koji je sadrzavao 0,25 mg/ml eksperimentalne supstance i 100 pmol/l 1,1-difenil-
2-pikrilhidrazina (DPPH) u metanolu mesan je na vorfex-u 1 nakon stajanja na tamnom mestu 30
minuta, merena je apsorbanca na talasnoj duZini od 515 nm. Takode je izmerena i apsorbanca

slepe probe koja je sadrzala istu koli¢inu metanola i rastvora DPPH.

4.6.3. ABTS™ test

Antioksidantna sposobnost jedinjenja IMA i MMA odredena je ABTS™ metodom koju su
opisali Ozgen 1 saradnici (2006). 2.2'-Azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS)
oksidacijom sa kalijum-persulfatom (K>S20s) daje ABTS™ radikal-katjon (slika 4.6.2) modro-
plave boje sa maksimumom apsorpcije na 734 nm. Prilikom reakcije ABTS™" sa antioksidansima
dolazi do smanjenja inteziteta boje, i u krajnjem slu¢aju do obezbojenja rastvora.

U cilju dobijanja rastvora ABTS' radikal-katjona pomeSani su 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (7 mmol/l) i kalijum-persulfat (2,45 mmol/l), nakon cega
je vrsena inkubacija na 23 °C na tamnom mestu tokom 12 h. Zatim je rastvor ABTS™ razblazen
etanolom (80%, v/v) kako bi se dobio rastvor apsorbance 0,700 + 0,020 na talasnoj duZini od 734
nm. Deo ovog rastvora (3,9 ml) je dodat u 0,1 ml rastvora MMA ili IMA (tako da je kona¢na
koncentracija 0,25 mg/ml) i rastvor je dobro promeSan. Reakciona smesa je zatim ostavljena na
23 °C 6 minuta, nakon cega je apsorbanca ponovo izmerena. Uzorci su razblaZzeni etanolom
(80%, v/v) kako bi se dobili rastvori €ija je apsorbanca 20-80% manja od apsorbance slepe

probe.

%ot
[ 3
W
N ,N4 ]i)/ 0
Sesuy
/\\s\ s _J
%" % . i
ABTS’

Slika 4.6.2. Struktura ABTS"" radikal-katjona
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4.6.4. Hvatanje superoksidnog radikala

Superoksidni radikal je dobijen u sistemu riboflavin/svetlost/nitroplavotetrazolijum-
hlorid (NBT). Reakciona smesa (3 ml) je sadrzavala EDTA (6,6 mmol/l), riboflavin (2 pmol/l),
NBT (engl. — nitroblue tetrazolium chloride, slika 4.6.3) (50 pmol/l), testiranu supstancu (¢ija je
kona¢na koncentracija u rastvoru bila 0,25 mg/ml) i fosfatni pufer (50 mmol/l) na pH 7,63.
Reakcija je zapoc€eta ozraCivanjem reakcione sme$e UV lampom tokom 15 minuta, nakon ¢ega

je merena apsorbanca na 590 nm.

O,N

Slika 4.6.3. Struktura NBT
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4.7. ISPITIVANJE ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI

4.7.1. Koris¢eni mikroorganizmi

Za odredivanje antimikrobne aktivnosti etarskog ulja biljne vrste C. ternata koriséeni su
klini¢ki izolati: Gram-pozitivna bakterija - Staphylococcus aureus MRSA, Gram-negativna
bakterija - Escherichia coli i dva kvasca: Candida albicans 1 Cryptococcus neoformans t444.

Za odredivanje antimikrobne aktivnosti jedinjenja MMA 1 IMA kori$¢eni su standardni
ATCC sojevi: Gram-pozitivna bakterija - Staphylococcus aureus (ATCC 25923), tri Gram-
negativne bakterije: Proteus mirabilis (ATCC 12453), Escherichia coli (ATCC 8739),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) i dve gljivice: kvasac - Candida albicans (ATCC
10231) 1 bud - Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404).

Pre testiranja kulture bakterija su gajene na hranljivom agru (engl. nutrient agar), a
gljivica na saburo dekstroznom agru (engl. Sabouraud dextrose agar) na odgovarajuéim

optimalnim temperaturama (37 i 30 °C).

4.7.2. Testiranje in vitro antimikrobne aktivnosti etarskog ulja C. fernata

disk difuzionom metodom

Za odredivanje antimikrobne aktivnosti etarskog ulja biljne vrste C. ternata primenjen je
disk difuzioni metod na osnovu preporuka Nacionalnog (Ameri¢kog) komiteta za klinicke
laboratorijske standarde (NCCLS - engl. National Committee for Clinical Laboratory Standards,
1997). Sledece hranljive podloge su koris¢ene za ¢uvanje, kao i za ispitivanje aktivnosti protiv
mikroorganizama: Antibiotic Medium 1 (Difco Laboratories, Detroit, Mi¢igen, SAD) ili Bl
(Torlak, Beograd) za rast Gram-pozitivnih 1 Gram-negativnih bakterija, a Tripton soja agar
(TSA, Torlak, Beograd) za Candida albicans 1 Aspergillus brasiliensis. Podloge su pripremane
prema uputstvima proizvodaa: pomeSana suva podloga sa odgovarajuéom koli¢inom
destilovane vode (1,50 g B1 ili Antibiotic Medium I u 50 ml destilovane vode, 0,80 g TSA/20
ml) je zagrevana do kljucanja da bi se podloga potpuno rastvorila, a zatim je sterilisana u
autoklavu (120 °C, 3 atm) u toku 15 min. U 10 ml rashladene hranljive podloge dodat je 0,1 ml

suspenzije mikroorganizama i ona je razlivena u Petri-jeve Solje (pre¢nika 90 mm) Cineéi sloj
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debljine 2 mm. Sterilni diskovi Antibiotica test blattchen (Schleicher and Schuell, Dasel,
Nemacka) pre¢nika 6 mm, na koje je naneto 50 pl rastvora jedinjenja u DMSO-u (1 mg na 1 ml
DMSO, svi rastvori su sterilisani propustanjem kroz membranske filtere veli¢ine pora 0.45 pm),
stavljani su na zasejanu o¢vrsnutu podlogu. Ovako pripremljene Petri-jeve $olje, nakon 2 h na 4
°C, termostatirane (inkubirane) su u toku 24 h na 37 °C (bakterije) i 48 h na 30 °C (gljivice).
Standardni diskovi antibiotika (gentamicin, tetraciklin, ampicilin), kao i nistatina, 30 pg aktivne
supstance po disku, upotrebljene su kao pozitivne kontrole sojeva, dok su diskovi impregnirani
sa po 50 ul DMSO-a kori$¢eni kao negativne kontrole. Po isteku vremena inkubiranja, pre¢nici
inhibicionih zona (statskih i/ili cidnih) ocitavani su pomocu aparata Fisher-Lilly antibiotic zone
reader (Fisher Scientific Co., Hempton, Nju Hempsir, SAD). Svaki test raden je u triplikatu i

rezutati su obradeni statisticki.

4.7.3. Testiranje in vitro antimikrobne aktivnosti jedinjenja IMA i MMA

mikrodilucionom metodom

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti etarskog ulja, jedinjenja IMA i MMA koriS¢ena je
mikrodiluciona metoda koju su prethodno opisali Radulovié i saradnici (2015). Bakterije su
kultivisane na Miiller-Hinton agaru (MHA) (37 °C), a gljivice na Sabouraud dekstroznom agaru
(SDA) (30 °C). Posle 18 casova kultivisanja, napravljena je bakterijska suspenzija u Miiller-
Hinton bujonu, pri ¢emu je broj mikroorganizama standardizovan turbidimetrijskom metodom na
0,5 jedinica McFarland-ove skale (DEN-1 McFarland Densitometer, Biosan, Riga, Letonija).
Konaéna veli¢ina bakterijskog inokuluma iznosila je 5 x 10°. Suspenzije gljivica su napravljene
u Sabouraud dekstroznom agaru i njihov turbiditet je potvrden prebrojavanjem Zivih celija u
Toma komori. Kona¢na veli¢ina fungalnog inokuluma iznosila je 1 x 10* Uzorci za testiranje su
pripremljeni rastvaranjem jedinjenja IMA i MMA u dimetil-sulfoksidu (DMSO, 100%) i onda su
serijski razblazeni (faktor razblazenja je 2) pri ¢emu je konacna koncentracija bila u opsegu
0,0025-5,00 mg/ml. Najveéa koncentracija rastvara¢a (DMSO) u bunari¢ima je bila 10% (v/v), a
ranije je dokazano da ova koncentracija ne uti¢e na rast testiranih ¢elija. Nakon razblaZivanja
testiranih jednjenja, inokulum je dodat u bunaric¢e i mikrotitarske ploce su inkubirane na 37 °C u
toku 24 ¢asa (bakterije) ili 30 °C u toku 48 ¢asa (gljivice). Hloramfenikol i nistatin su kori$éeni
kao pozitivna, a rastvara¢ (10% DMSO) kao negativna kontrola. Jedan neinokulisani bunari¢,

bez antimikrobnog agensa, sluzio je kao kontrola sterilnosti.
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Bakterijski rast je vizualizovan dodavanjem 20 pl 0,5%-tnog vodenog rastvora 2,3,5-
trifeniltetrazolijum-hlorida (TTC). Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC — engl. minimum
inhibitory concentration) je definisana kao najniza koncentracija ispitivanog uzorka koja
sprecava vidljiv rast mikroorganizama (crveno obojenje na dnu bunari¢a nakon dodavanja TTC-

a). Svi eksperimenti su radeni u triplikatu.
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4.8. ISPITIVANJE FARMAKOLOSKIH AKTIVNOSTI

4.8.1. Laboratorijske zivotinje i njihov tretman

4.8.1.1. Ispitivanje antinociceptivne aktivnosti

Eksperimenti su izvedeni na muzjacima miSeva Swiss soja, teZine od 18 do 25 g, starosti
2 meseca, uzgajanim u Laboratério de Farmacologia da Inflamagdo e do Oxido Nitrico, Rio de
Zaneiro, Brazil. Zivotinje su ¢uvane pod standardnim laboratorijskim uslovima (temperatura 22
+ 2 °C, vlaznost vazduha 60%, prirodni ciklus dana i noéi (12/12 h)). Hrana i voda bile su
dostupne 24 h dnevno. Dvanaest sati pre pocetka eksperimenta Zivotinje su imale slobodan
pristup vodi, ali ne i hrani. Zivotinje su aklimatizovane na laboratorijske uslove najmanje 1 h pre
pocetka eksperimenta i koriS¢ene su samo jednom tokom eksperimenata. Eksperimentalne
procedure su sprovedene u skladu sa principima zastite i upotrebe laboratorijskih Zivotinja za
potrebe istrazivanja koji su usvojeni od strane Brazilian College of Animal Experimentation
(COBEA) i odobreni od strane Biomedical Science Institute/UFRJ, Ethical Committee for
Animal Research, pod brojem DFBCICB-015.

4.8.1.2. Ispitivanje dejstva na centralni nervni sistem

Za eksperiment su koris¢eni miSevi BALB/c soja, muskog pola, tezine 20 &+ 5 g, starosti 2
meseca, uzgajani u Vivarijumu Instituta za biomedicinska istrazivanja Medicinskog Fakulteta
Univerziteta u Nisu, Ni§, Srbija. Zivotinje su ¢uvane pod standardnim laboratorijskim uslovima
(temperatura 22 + 2 °C, vlaznost vazduha 60%, prirodni ciklus dana i no¢i (12/12 h)), a hrana
(specijalni briketi za ishranu eksperimentalnih Zivotinja, Vetzavod, Subotica) i voda su im bile
dostupne ad libitum. Dvanaest sati pre pocetka eksperimenta Zivotinje su imale slobodan pristup
vodi, ali ne 1 hrani. Eksperimentalne procedure su sprovedene u skladu sa principima zaStite 1
upotrebe laboratorijskih Zivotinja u istrazivanju 1 odobrene su od strane lokalnog Etickog
komiteta (saglasnost odbora broj 01-2857-5). Svi napori su bili uloZeni da se smanji patnja i broj

zivotinja koje su kori§¢ene u eksperimentima.
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4.8.1.3. Ispitivanje hepato-, nefro- i gastroprotektivnog dejstva jedinjenja IMA i MMA,
Analiza IMA i MMA i njihovih metabolita u urinu pacova i njihova distribucija

u organima i serumu pacova

U eksperimentima su kori$¢eni odrasli pacovi Wistar soja oba pola, tezine 200-250 g,
uzgajani u Vivarijumu Instituta za biomedicinska istrazivanja Medicinskog Fakulteta
Univerziteta u Ni$u, Ni3, Srbija. Zivotinje su ¢uvane u prostranim kavezima pod standardnim
laboratorijskim uslovima, na temperaturi od 22 + 2 °C, pri vlaznosti vazduha 60% i sa prirodnim
ciklusom dana i no¢i (12/12 h). Hrana (specijalni briketi za ishranu eksperimentalnih Zivotinja,
Vetzavod, Subotica) i voda su bile dostupne ad libitum. Svi ekperimenti nad Zivotinjama
izvedeni su u saglasnosti The European Council Directive koja je usvojena 22. septembra 2010.
godine (2010/63/EU), a eksperimentalne procedure su sprovedene u skladu sa principima zastite
i upotrebe laboratorijskih Zivotinja u istrazivanju i odobrene su od strane lokalnog Eti¢kog

komiteta (saglasnosti odbora broj 01-7289-111 01-7289-13).

4.8.2. Ispitivanje akutne toksi¢nosti, uticaja na telesnu temperaturu miseva i
uticaja IMA, MMA i PMA na spontanu aktivnost miSeva

(test otvorenog polja i rotarod test)

4.8.2.1. Ispitivanje akutne toksicnosti IMA, MMA i PMA

Akutna toksi¢nost je odredena pomocu eksperimentalnog modela koji je prvi put opisao
Lorke (1983). Po jedna doza testiranih jedinjenja (100 mg/kg t.m.) data je grupi miseva oba pola.
Praceni su bihevioralni parametri kao $to su konvulzije, hiperaktivnost, sedativni efekat, lizanje
krzna (engl. — grooming), gubitak posturalnog refleksa (engl. - righting reflex), povecana ili
smanjena respiracija, unos hrane i vode 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 12, 24 h i svaka 24 h u toku 5 dana
nakon aplikacije testiranih supstanci. Nakon ovog perioda Zivotinje su Zrtvovane cervikalnom
dislokacijom, izvadeni su im Zeluci, napravljen je rez duz velike krivine i zabeleZen je broj

ulceracija (jednostrukih ili viestrukih erozija, ulcera ili perforacija) i hiperemija.
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4.8.2.2. Ispitivanje uticaja IMA, MMA i PMA na telesnu temperaturu eksperimentalnih Zivotinja

Rektalna temperatura svake jedinke merena je neposredno pre eksperimenta i 1, 4, 12 i
24 h nakon davanja svake doze (50, 100 i 200 mg/kg t.m, ip.) pomocu termistor termometra
povezanog sa termoelektricnom probom premazanom lubrikantom (Panlab 0331, Barselona,
Spanija). Merenje je izvedeno na sobnoj temperaturi bez prethodnog davanja anestezije
zivotinjama. Za cksperiment su kori§¢eni misevi muskog pola ¢ija je rektalna temperatura

neposredno pre eksperimenata iznosila izmedu 351 37 °C.

4.8.2.3. Ispitivanje uticaja IMA, MMA i PMA na spontanu aktivnost Zivotinja —

Test otvorenog polja i rotarod fest

Jedan od testova koji pruza uvid u opSti motorni status jedinke je test aktivnosti u
otvorenom polju (engl. open field test). Ovaj test se koristi za procenu motorne aktivnosti, dok se
na osnovu obrasca kretanja Zivotinje u areni za testiranje mogu dobiti i1 informacije o
anksioznom ponasSanju. Test je izveden na nacin koji je opisao Barros sa saradnicima (1991), a
modifikovao Figueiredo sa saradnicima (2013). Odmah nakon $to su miSevima oralno data
testirana jedinjenja (100 mg/kg t.m.), miSevi su ponaosob stavljani u komoru za posmatranje, ¢iji
je pod bio izdeljen na 50 jednakih kvadrata (dimenzija 5 cm X 5 ¢cm). BeleZen je broj kvadrata
koji je mis presao u toku 5 minuta.

Efekat jedinjenja na motornu koordinaciju miSeva ispitivan rotarod testom, kako su
prethodno opisali Godoy i saradnici (2004), a modifikovao Figueiredo sa saradnicima (2013).
Dvadesetcetiri ¢asa pre eksperimenta sve Zivotinje su trenirane na rotarod-u (pre¢nika 3,7 cm, 8
r.p.m) dok nisu uspevale da se zadrze na rotoru 60 s, a da ne padnu. Na dan eksperimenta misevi
su tretirani jedinjenjima IMA, MMA i PMA (100 mg/kg t.m.) i testirani na rofarod-u od pola
sata do 3,5 sata nakon tretmana pomenutim jedinjenjima. ZabeleZeno je koliko je puta u toku 240

s Zivotinja pala sa aparature.

65



Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceae):
izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost

4.8.3. Ispitivanje antinociceptivne aktivnosti IMA, MMA, PMA, etarskog ulja i

etanolnog ekstrakta listova biljne vrste C. ternata kod misSeva

4.8.3.1. Dizajn eksperimenta

Za testiranje antinociceptivne aktivnosti koriS¢eni su miSevi Swiss soja. Sve
eksperimentalne grupe su brojale od 6 do 10 miSeva. Prilikom izvodenja testa abdominalnih
gréeva izazvanih siréetnom kiselinom (engl. writhing test) i testa vruée ploce (engl. hot-plate
test), sintetisana jedinjenja, MMA, IMA i PMA (u dozama 0,3, 1 i 3 mg/kg t.m.), etarsko ulje 1
etanolni ekstrakt listova (u dozama 10, 30 i 100 mg/kg t.m.), suspendovani su u sterilnom
kukuruznom ulju i misevima su data oralno (per os, p.o.).

Prilikom izvodenja testova formalinom, kapsaicinom i glutamatom izazvane nocicepcije 1
testa refleksa naglog pokreta repom (tail flick test) napravljeni su osnovni rastvori IMA, MMA i
PMA koncentracije 100 mg/ml, rastvaranjem pomenutih supstanci u dimetil-sulfoksidu (DMSO).
Na dan eksperimenta ovi rastvori su rablazeni fosfatnim puferom (PBS — engl. phosphate-
buffered saline). Testirana jedinjenja (IMA, MMA i PMA) su zivotinjama data oralno, u dozama
0,3, 113 mg/kg t.m, pri ¢emu je maksimalna zapremina rastvora koja je data Zivotinji bila 0,1
ml. Formalin 1 L-glutaminska kiselina su rastvoreni u fosfatnom puferu (PBS), a kapsaicin u
rastvoru fosfatnog pufera u etanolu (20% v/v).

Zivotinjama su dati i poznati analgetici, acetilsalicilna kiselina (ASA) i morfin, kao i
rastvara¢, kukuruzno ulje ili PBS sa koli¢cinom DMSO-a koju je sadrzavala najviSa doza

(konac¢na koli¢ina DMSO-a sama po sebi nije imala uticaja na Zivotinje).

4.8.3.2. Test abdominalnih gréeva izazvanih siréetnom kiselinom (engl writhing test)

MiSevi su tretirani na nain koji je prvi put opisao Whittle (1964), a modifikovao
Matheus sa saradnicima (2005). BeleZen je ukupan broj abdominalnih gréeva (ekstenzija zadnjih
ekstremiteta 1 abdomena, engl. - writhing) izazvanih intraperitonealnom injekcijom (i.p.) siréetne
kiseline (AA, 2% v/v) u vremenskom periodu od petog do dvadesetog minuta od momenta
davanja AA. Petnaest minuta pre nego $to je miSevima data AA, injektirane su im testirane
supstance ili acetilsalicilna kiselina (ASA, u dozi 200 mg/kg t.m.) ili rastvara¢ (kukuruzno ulje).

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + S.D.
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4.8.3.3. Test osetljivosti na termalni nadrazaj - metoda vruce ploce (engl. hot-plate test)

Misevi su testirani po metodi koju su prvi put opisali Sakley 1 Berntson (1979), a koju je
modifikovao Matheus sa saradnicima (2005). Trideset minuta nakon davanja testiranih supstanci,
rastvaraca ili morfina (5 mg/kg t.m.), u pravilnim intervalima, miSevi su stavljani na toplu plocu
(Insight equipments, Brazil) ¢ija je temperatura iznosila 55 + 1 °C. BeleZeno je vreme potrebno
da Zivotinja odreaguje (zadrSka/latencija u sekundama). Lizanje prednjih ili zadnjih Sapa i
skakutanje, smatralo se pozitivhom reakcijom na termalni stimulus. Osnovna linija je odredena
kao srednja vrednost vremena latencije, merena 60 i 30 min pre davanja supstanci, rastvaraca ili
morfina i definisana je kao normalana reakcija Zivotinje na dati temperaturni stimulus. Zivotinje
nisu drzane na toploj plo¢i duze od perioda tri puta veéeg od osnovne linije kako bi se izbeglo
eventualno o$teCenje $apa. Antinocicepcija je kvantifikovana bilo kao porast osnovne linije (u
%) (IB — engl. increase in baseline) ili kao povrsina ispod krive (AUC - engl. area under the
curve). Porast osnovne linije (u %) racunat je po formuli:

((vreme potrebno za prvu reakciju x 100) / osnovna linija) — 100.

Za izraCunavanje povrSine ispod krive koriSéena je slede¢a formula zasnovana na
trapeznom pravilu vremena reakcija Zivotinja od 30-og minuta nakon aplikacije supstanci do
kraja eksperimenta (180 min nakon aplikacije supstanci) (Matthews et al, 1990).

AUC =30 x IB[(min 30)/2 + (min 60) + - - - + (150 min) + (min 180)/2]

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + S.D. PovrSina ispod krive (AUC) je
izraCunata pomocu programa Prism Software 5.0 (GraphPad Prism Software, GraphPad
Software, Inc., La Jolla, Kalifornija, SAD).

4.8.3.4. Formalinom indukovana nocicepcija (formalinski test)

Formalinski test je izveden prema proceduri sli¢énoj onoj koju su opisali Hunskaar i Hole
(1987) i Gomes sa saradnicima (2007). Zivotinjama je injektirano 20 pl formalina (2,5% v/v) u
dorzalni deo leve zadnje Sape, nakon Cega je belezeno vreme koje je zZivotinja provela lizuéi
pomenutu Sapu. Nociceptivni odgovor se sastoji iz dve faze: prva - neurogena — 5 minuta nakon
injekcije formalina i druga - zapaljenska — 15-30 min nakon injekcije formalina. Testirane
supstance, IMA, MMA i1 PMA (0,3-3 mg/kg t.m.), morfin (5 mg/kg t.m.), ASA (100 mg/kg t.m.)

ili rastvara¢ su Zivotinjama date oralno 60 min pre aplikacije formalina.

67



Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceae):
izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost

4.8.3.5. Kapsaicinom indukovana nocicepcija

Test kapsaicinom indukovane nocicepcije izveden je na nacin koji je opisao Sakurada sa
saradnicima (1998) uz manje modifikacije. MiSevima je dat rastvor kapsaicina (20 ul)
intraplantarnom injekcijom u desnu zadnju Sapu (1,6 pg po Sapi). Odmah nakon injekcije
kapsaicina zivotinje su stavljane u providnu kutiju i tokom 5 minuta beleZeno je vreme tokom
koga je Zivotinja lizala ili grizla Sapu u koju je injektiran kapsaicin, Sto je smatrano
nociceptivnom reakcijom. Sat vremena pre intraplantarne injekcije kapsaicina Zivotinjama su
oralno dati IMA, MMA i PMA (0,3-3 mg/kg t.m.) ili rastvara¢. Kod nekih eksperimenata
zivotinje su 30 min pre injekcije kapsaicina primile intraplantarnu injekciju 10 pl kapsazepina

(antagonista kapsaicinskih receptora, 3.8 pg po Sapi).

4.8.3.6. Glutamatom indukovana nocicepcija

Kori§éena procedura je slicna onoj koju je prethodno opisao Beirith sa saradnicima
(2002). Sat vremena pre nego S$to je miSevima dat rastvor glutamata (3.7 ng po Sapi)
intraplantarnom injekcijom ispod povrSine desne zadnje Sape, Zivotinjama su oralno dati IMA,
MMA ili PMA (0,3-3 mg/kg t.m.) ili rastvara¢. Odmah nakon toga Zivotinje su smesStene u
providnu kutiju i tokom 15 minuta mereno je vreme tokom koga su Zivotinje lizale ili grizle $apu

u koju je injektiran glutamat.

4.8.3.7. Refleks naglog pokreta repom (Tail flick reflex)

Ovaj test je izveden na nalin koji je opisao Bem-Bassat sa saradnicima (1959), a
modifikovala Pinheiro sa saradnicima (2010). Ukratko, miSevi su stavljani u fiksacioni kavez
(engl. container tube), a jedna trecina repa je uranjana u vodeno kupatilo temperature 50 = 1 °C.
Mereno je vreme potrebno da Zivotinja izvuce rep iz tople vode u nekoliko navrata u toku 20
minuta nakon davanja IMA, MMA, PMA (0,3-3 mg/kg t.m.), morfina (5 mg/kg t.m.) ili
rastvara¢a. Osnovna linija je odredena kao prose¢no vreme potrebno da Zzivotinja odreaguje
zabelezeno 40 i 20 min pre davanja jedinjenja, morfina ili rastvaraca i defini$e se kao normalna
reakcija Zivotinje na termalni stimulus. Ukoliko Zivotinja nije izvukla rep iz tople vode u periodu
tri puta ve¢em od osnovne linije, eksperimentatori su vadili repove mi$eva iz vode kako ne bi

doslo do povrede. Antinocicepcija je kvantifikovana kao porast osnovne linije (%) ili kao
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povrsina ispod krive izraCunata po formuli zasnovanoj na trapeznom pravilu vremena reakcija
Zivotinja od 20-og minuta nakon aplikacije supstanci do kraja eksperimenta (120 min nakon
aplikacije supstanci) (Matthews ef al, 1990): AUC = 20 x IB[(min 20)/2 + (min 20 + min 40)/2 +

(min40 + min 60)/2... + (min 120)/2]. Vrednosti osnovne linije su iznosile 4 do 7 s.

4.8.3.8. Ispitivanje mehanizma dejstva IMA, MMA i PMA na osecaj bola izazvanog toplotnim

stimulusom kod miseva (test vruce ploce)

U cilju ispitivanja mehanizma antinociceptivnog dejstva IMA, MMA i PMA (tj. uce$¢a
opioidnog, acetilholinskog, noradrenergickog, nitrergi¢nog, serotoninskog i1 kanabinoidnog
sistema i ATP zavisnih kalijumovih kanala (K" a1p)), 30 minuta pre nego $to su primili pomenuta
jedinjenja u dozi 3 mg/kg t.m, p.o, miSevima su dati slede¢i antagonisti receptora: nalokson
(opioidni antagonist, 5 mg/kg t.m, i.p.), mekamilamin (nikotinski antagonist, 2 mg/kg t.m, i.p.),
atropin (muskarinski antagonist, 1 mg/kg t.m, ip.), johimbin (antagonist a-adrenergickih
receptora, 2 mg/kg t.m, ip.), ondansetron (5-HT3 serotoninski antagonist, 0.5 mg/kg t.m, ip.),
AM-251 (antagonist kanabinoidnog CBj receptora, 1 mg/kg t.m, ip.), glibenklamid (blokator
ATP zavisnih kalijumovih kanala, 2 mg/kg t.m, ip.) ili metil estar L-nitro arginina (L-NAME,
inhibitor sintaze-azot-monoksida, 3 mg/kg t.m, ip.). Doze antagonista date ekperimentalnim
zivotinjama su odredene na osnovu literaturnih podataka (Otuki et al, 2005; Tabarelli et al,
2004) i1 prethodnih eksperimenata izvedenih u Laboratorio de Farmacologia da Inflamagdo e do
Oxido Nitrico, Rio de Zaneiro, Brazil, a antagonisti su rastvoreni u fosfatnom puferu (PBS)
neposredno pre eksperimenta. Za svaki antagonist konstruisane su krive zavisnosti doza-
odgovor. U eksperimentu je kori$¢ena ona doza antagonista koja je smanjila 50% odgovora
(Pinheiro et al, 2010).

Moguéi doprinos endogenog serotonina na antinociceptivno dejstvo IMA, MMA 1 PMA
ispitan je prema postupku koji su opisali Koe i Weissman (1966) uz modifikacije. Zivotinje su
tretirane metil estrom 4-hlor-fenilalanina-hidrohlorida (PCPA — engl. p-chlorophenylalanine
methyl ester, 100 mg/kg t.m, i.p.) ili rastvaraem, jednom dnevno tokom 4 dana uzastopno, a 30
minuta nakon poslednje injekcije, Zivotinjama su oralno dati IMA, MMA, PMA ili rastvarac.

Antinociceptivni efekat je ispitivan testom vruée ploce kako je opisano u 4.8.3.3.
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4.8.4. Ispitivanje uticaja IMA i MMA na centralni nervni sistem miSeva

4.8.4.1. Dizajn eksperimenta

Za svaki eksperiment oformljeno je 6 eksperimentalnih i 2 kontrolne (pozitivna i
negativna) grupe sa 6 Zivotinja po grupi (Tabela 4.1). Zivotinjama iz eksperimentalnih grupa su
IMA i MMA dati u dozama 50, 100 i 200 mg/kg t.m, intraperitonealno, 1 h pre eksperimenta.
Kontrolne grupe primile su dijazepam (2 mg/kg t.m.) ili imipramin-hidrohlorid (15 mg/kg t.m.),
koji je koriséen kao pozitivna kontrola u testovima za ispitivanje antidepresivnog dejstva, i

rastvara¢ (maslinovo ulje, 10 ml/kg t.m.).

Tabela 4.1. [spitivanje uticaja IMA i MMA na centralni nervni sistem miSeva — dizajn eksperimenta

(6 eksperimentalnih + 2 kontrolne grupe; 6 Zivotinja po grupi)

Supstanca Doza Tretman Naziv testa

10 ml/kg Test otvorenog polja

Maslinovo ulje
] Test svetlo/tama

Test dijazepamom

IMA 50/100/200 mg/kg 1 doza, izazvanog spavanja
I'hpre eksperlmventa, P Test prinudnog plivanja
MMA 50/100/200 mg/kg (12 h pre pocetka

Test vesanja o rep

eksperimenta Zivotinje su

imale slobadan pristup Test otvorenog polja

Test svetlo/tama

Dijazepam 2 mg/kg vodi, ali ne i hrani) Test dijazepamom
izazvanog spavanja

Imipramin- Test prinudnog plivanja

hidrohlorid 15 mg/kg Test veSanja o rep

4.8.4.2. Test otvorenog polja (Open field test)

Kvadratna kutija napravljena od Cistog pleksiglasa (Plexiglas®, Evonik Industries AG,
Esen, Nemacka), dimenzija 50 x 50 x 35 cm, sa linijama iscrtanim po dnu tako da je dele na 25
jednakih kvadrata (dimenzija 10 x 10 cm), koriS¢ena je za izvodenje testa otvorenog polja.
Zivotinje su pojedina¢no uzimane i smestane u centar kutije, nakon &ega je praéena njihova
motorna aktivnost tokom 5 min. Eksperimentatori su belezili slede¢e parametre aktivnosti
Zivotinje - broj kvadrata predenih sa sve Cetiri Sape i broj vertikalnih pokreta istraZivanja (engl.
rearings, koliko se puta zivotinja propela na zadnje noge) koje je mi§ nacinio tokom trajanja

eksperimenta (Archer, 1973). Nakon perioda od 5 minuta testirana Zivotinja je vradena u svoj
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kavez, a kutija za izvodenje testa otvorenog polja je o€is¢enjena 10% (v/v) etanolom kako bi se

uklonili tragovi Zivotinje koja je boravila u kutiji.

4.8.4.3. Test horizontalne Zice (Horizontal wire test)

Test horizontalne Zice je koris¢en kako bi se ispitao uticaj IMA i MMA na tonus miSi¢a
miSeva. Aparaturu, koja je primenjena u ovom testu, opisao je Bonetti sa saradnicima (1982).
Zivotinja je uhvaéena za rep tako da joj je omogucéeno da se prednjim Sapama uhvati za
horizontalnu Zicu (visine 25 ¢cm, pre¢nika 2 mm i duzine 30 cm), a onda je pustena. ZabeleZen je
broj Zivotinja koje nisu uspele da se uhvate za horizontalnu Zicu bilo prednjim Sapama ili makar
jednom zadnjom $apom i da se drZe za Zicu tokom barem 10 s. Zivotinje koje su tri puta za
redom pale sa Zice za manje od 5 s ili tri puta za redom nisu uspele da uhvate Zicu makar
zadnjom Sapom, nisu proSle test i smatrano je da je kod njih doslo do misi¢ne relaksacije (Vogel

i Vogel, 1997).

4.8.4.4. Test svetlo/tama (Light/dark test)

Light/dark test se zasniva na urodenoj averziji glodara da borave na jako osvetljenim
mestima i na spontanom istrazivatCkom ponasanju glodara, kao odgovoru na blagi stres, tj. na
novo okruZenje i svetlost (Crawley i Goodwin, 1980). Ovaj test je izveden na nacin koji je
opisao Costall sa saradnicima (1989) uz manje modifikacije. U testu je koriS¢ena drvena kutija
dimenzija 40 cm x 60 cm x 20 cm (duZina, $irina, visina), podeljena na dva dela (komore)
barijerom koja poseduje jedan prolaz (okrugli otvor pre¢nika 7 cm) kroz koji miSevi mogu da
prelaze iz jednog dela u drugi. Vec¢a komora (40 cm x 40 cm) bele boje bila je osvetljena
svetlosnim izvorom od 60 W, dok je manja komora (40 cm x 20 cm) crne boje i nije bila
osvetljena. Nakon $to su Zivotinjama date testirane supstance, mi$ je postavljan u osvetljeni deo
kutije, okrenut od prolaza. Mereno je ukupno vreme provedeno u svetlom ili u tamnom delu
kutije i zabeleZen broj prelaza izmedu ova dva dela kutije, u periodu od 5 min. Posle svakog

testa, aparat je pazljivo o€is¢en 10% (v/v) etanolom.
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4.8.4.5. Test prinudnog plivanja (Forced swimming test)

Test prinudnog plivanja (Forced swimming test) je izveden na nacin koji je opisao
Porsolt sa saradnicima (1977) uz manje modifikacije. Kori§¢eni su stakleni cilindri (visine 20
cm, pre¢nika 14 cm) ispunjeni vodom do 10 cm temperature 22-23 °C. MiSevi su u vodi boravili
6 minuta, a tokom poslednja 4 minuta mereno je vreme tokom koga su misevi bili nepokretni (.
plutali bez ikakvih pokreta ili pravili samo pokrete neophodne da odrZze glavu iznad vode), tzv.

vreme nepokretnosti (imobilnosti).

4.8.4.6. Test vesanja o rep (Tail suspension test)

Ovaj test je izveden na nacin koji je opisao Steru sa saradnicima (1985) uz manje izmene.
Ukratko, mi$ se pomocu lepljive trake, koja se lepi 1 cm od vrha repa, postavlja da visi tako da
mu je glava udaljena 5 cm od podloge. Test traje 6 minuta, a meri se imobilnost jedinke tokom
poslednja 4 minuta. Pod imobino$éu se smatra stanje u kome jedinka visi pasivno, ne

pokuSavajuéi da se istrgne, ne uvrce telo, niti se trza.

4.8.4.7. Test sna izazvanog dijazepamom

Test sna koji je izazvan dijazepamom izveden je na nacin koji je opisao Rakotonirina sa
saradnicima (2001). Zivotinjama je dat dijazepam (20 mg/kg t.m, i.p.) sat vremena nakon §to su
im date testirane supstance. Mereno je vreme potrebno da se Zivotinja uspava, kao i duZina sna.
Trenutak u kome dolazi do gubitka posturalnog refleksa (engl. - righting) smatra se trenutkom

uspavljivanja, dok se povratak ovog refleksa smatra trenutkom budenja.

4.8.5. Ispitivanje hepatoprotektivnog dejstva jedinjenja IMA i MMA

u modelu oSteéenja jetre pacova izazvanog ugljen-tetrahloridom

4.8.5.1. Dizajn eksperimenta

Zivotinje su podeljene u &etiri eksperimentalne grupe, a svaka je brojala Sest jedinki

(Tabela 4.2). Grupe 11 2 su jednom dnevno tokom 7 dana tretirane jedinjenjima MMA 1 IMA (u
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dozi 200 mg/kg t.m.), a sedmog dana su 2 h nakon aplikacije poslednje doze jedinjenja MMA i
IMA, primile CCls (u dozi 1 ml/kg t.m.) rastvoren u maslinovom ulju (1:1, v/v). Kontrolna grupa
je tokom sedam dana primala samo maslinovo ulje (1 ml/kg t.m.). Kod Zivotinja Cetvrte grupe
(CCly4 grupa) akutno ostecenje organa je izazvano injekcijom CCly (1 ml/kg t.m.) rastvorenom u
maslinovom ulju (1:1, v/v). Sve supstance su davane intraperitonealnom injekcijom (i.p.), a ne
oralnim putem (p.o.), u cilju preciznog doziranja. Dvadesetcetiri Casa nakon injekcije CCls
pacovi su Zrtvovani prekomernom dozom ketamina. Masa Zivotinja i njihovih jetri je izmerena
nakon zrtvovanja i uzorci tkiva su pripremljeni za histolosku analizu. Krv je uzorkovana

punkcijom srca u cilju odredivanja biohemijskih parametara i uvana je na -80 °C do analize.

Tabela 4.2. [spitivanje hepatoprotektivnog dejstva antranilata - dizajn eksperimenta (4 eksperimentalne grupe;

6 zZivotinja po grupi)

Supstanca Doza Tretman Uzorquan Analize
materijal
Maslinovo ulje 1 ml/kg 7 dana, svakodnevno, i.p. Masa ZIYOth %
Masa jetre;
. Biohemijska analiza
CCly I mike I doza, ip. Krv (serum), seruma (nivoi AST,
IMA + CCl IMA (200 mg/kg, i.p.) 7 dana, svakodnevno Tkivo jetre ALT, Cho, TB, DB);
! + sedmog dana CCly (1 ml/kg, i.p.) histopatoloska analiza
MMA (200 mg/kg, i.p.)7 dana, svakodnevno tkiva jetre (HE i PAS
MMA +CCly + sedmog dana CCly (1 ml/kg, i.p.) bojenje)

4.8.6. Ispitivanje nefroprotektivnog dejstva jedinjenja IMA i MMA

u modelu oSteéenja bubrega pacova izazvanog ugljen-tetrahloridom

4.8.6.1. Dizajn eksperimenta

Zivotinje su nasumice podeljene u sedam eksperimentalnih grupa od kojih je svaka
brojala 6 jedinki (Tabela 4.3). Tokom eksperimenta Zivotinje iste grupe su ¢uvane u istom
kavezu. Grupe od 1 do 4 su dnevno tretirane MMA 1 IMA (u dozi 200 mg/kg t.m, dve grupe po
supstanci) tokom sedam dana. Sedmog dana po jedna grupa koja je primila IMA 1 MMA primila
je CCls u maslinovom ulju u dozi 1 ml/kg t.m. (1:1, v/v), 2 h nakon aplikacije poslednje doze
antranilata. Pozitivnu kontrolnu grupu ¢inile su Zivotinje koje su primile Silimarin (SL; 100
mg/kg t.m.), a tretirane su na isti nacin kao 1 zZivotinje eksperimentalnih grupa (Crocenzi et al,

2003). Negativna kontrolna grupa je primala maslinovo ulje (u dozi 1 ml/kg t.m.) tokom sedam
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dana. Kod Zivotinja preostale grupe (CCls grupa), akutno o$teéenje organa izazvano je ugljen-
tetrahloridom (1 ml/kg t.m.) koji je bio rastvoren u maslinovom ulju (1:1, v/v). Sve supstance su
davane intraperitonealnom injekcijom (i.p.), a ne oralnim putem (p.o.), u cilju preciznog
doziranja. DvadesetCetiri ¢asa nakon $to su primile CCls pacovi su Zrtvovani prekomernom
dozom ketamina. Uzorci krvi, dobijeni punkcijom srca, koris¢eni su za odredivanje biohemijskih
parametara i ¢uvani su na temperaturi od —80 °C do analiza. BubreZno tkivo je uzorkovano za

histopatolosku analizu.

Tabela 4.3. [spitivanje nefroprotektivnog dejstva antranilata - dizajn eksperimenta (7 eksperimentalnih grupa;

6 zZivotinja po grupi)

Supstanca Doza Tretman Uzorquan Analize
materijal
Maslinovo ulje 1 ml/kg
7d
IMA 200 mg/kg ana, . . Biohemijska
svakodnevna aplikacija analiza seruma
MMA 200 mg/kg (nivoi uree i
KrvT(E?\fgm), kreatinina);
CCly 1 ml/kg 1 doza bubrega histopatoloske
: & (HE, PAS iJ
IMA (200 mg/kg, i.p.) 7 dana, svakodnevno TR
IMA + CCly : bojenje) i
+ sedmog dana CCly (1 ml/kg, i.p.) morfolotke analize
MMA (200 mg/kg, i.p.) 7 dana, svakodnevno tkiva bub
MMA + CCly + sedmog dana CCly (1 ml/kg, i.p.) fva bubrega
Silimarin (SL) SL (100 mg/kg, i.p.) 7 dana, svakodnevno
+ CCly + sedmog dana CCly (1 ml/kg, i.p.)

4.8.7. Uticaj IMA i MMA na nastanak lezija na sluznici Zeluca pacova

izazvanih diklofenakom i etanolom

4.8.7.1. Dizajn eksperimenta

Dvadesetcetiri ¢asa pre eksperimenta zivotinjama je bio zabranjen pristup hrani, ali ne i

vodi. Zivotinje su podeljene u eksperimentalne grupe od kojih je svaka brojala po 5 jedinki.
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4.8.7.2. Uticaj IMA i MMA na sluznicu Zeluca

Pre eksperimenta u kojima je proucavano antiulcerozno dejstvo izopropil- i metil-/N-
metilantranilata, ispitan je njihov uticaj na sluznicu Zeluca kada se Zivotinjama daju samo ova
dva jedinjenja (Tabela 4.4). Dvema grupama zivotinja su jedinjenja IMA i MMA data oralno
(p.o.) u dozi 200 mg/kg t.m. Pet sati nakon aplikacije, Zivotinje su Zrtvovane injekcijom
ketamina. Abdomen je otvoren srednjim rezom, gastro-hepati¢ni ligamenti su iseceni, i izvaden
je Zeludac, koji je zatim opran u ledeno hladnom rastvoru natrijum-hlorida i otvoren duz velike
krivine. Nakon toga je Zeludac raSiren, Spenadlama pri¢vréen za paraplastom ispunjenu Petri-
jevu Solju 1 takav preparat je potopljen u 5% (w/w) rastvor formaldehida tokom 30 minuta. Za
fotografisanje preparata, pored kojih je stavljen lenjir u cilju prostorne kalibracije, koris¢en je

Nikon D3100 digitalni fotoaparat.

4.8.7.3. Nastanak lezija Zeluca pod dejstvom diklofenaka

Za potrebe eksperimenta oformljeno je osam grupa Zivotinja. Prva je primila diklofenak
(DC) u dozi 80 mg/kg t.m, p.o. (Seo et al, 2012), dok je druga 1 h pre diklofenaka primila
ranitidin (100 mg/kg t.m.). Jedinjenja IMA i MMA su data pacovima preostalih 6 grupa u
dozama 50, 100 i 200 mg/kg t.m, p.o, 1 h pre diklofenaka. Cetiri sata nakon davanja diklofenaka,
Zivotinje su Zrtvovane i Zeluci su im izvadeni, isprani, fotografisani digitalnim fotoaparatom i

fiksirani formalinom kako je opisano u prethodnom odeljku (4.8.7.2) (Tabela 4.4).
4.8.7.4. Nastanak lezija Zeluca pod dejstvom etanola
Eksperiment je izvrSen na nacin koji je opisan u 4.8.7.3, samo §to je Zivotinjama umesto

diklofenaka oralno dat 1 ml apsolutnog etanola (ET) kao erozivnog sredstva (Sagradas ef al,

2015) (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4. Ispitivanje uticaja IMA i MMA na nastanak lezija na sluznici Zeluca pacova izazvanih diklofenakom i

etanolom
Supstanca Doza Tretman Uzorquan Analize
materijal
IMA 200 mg/kg
MMA 200 mg/kg Bodovanje
doza, p.o. stepena
Diklofenak (DC) 80 mg/kg oStecenja
zeluca,
Etanol (ET) 1 ml Tkivo zeluca | morfometrijska
Ranitidin + Ranitidin (100 mg/kg, p.o.), a nakon 1 h ! ?SEOE?ELQZ])@
diklofenak/etanol DC (80 mg/kg, p.0.) ili ET (1 ml, p.0.) ana]izaj tkijva
IMA + IMA (50/100/200 mg/kg, p.o.), anakon 1 h seluca
diklofenak/etanol DC (80 mg/kg, p.o.) ili ET (1 ml, p.o.)
MMA + MMA (50/100/200 mg/kg, p.0.), a nakon 1 h
diklofenak/etanol DC (80 mg/kg, p.o.) ili ET (1 ml, p.0.)

4.8.8. Biohemijske analize

Krv je centrifugirana tokom 15 minuta na 1500 rpm na 4 °C kako bi se dobio serum iz
koga su odredivani aspartattransaminaza (AST), alanintransaminaza (ALT), holesterol (Cho),
ukupan (TB) i direktan bilirubin (DB), nivo uree i kreatinina. Ove analize uradene su pomocu
Olympus AU680 Chemistry-Immuno Analyzer (Olympus America Inc., Centerville, Pensilvanija,
SAD).

4.8.9. Histopatoloska ispitivanja jetre, bubrega i Zeluca

Za mikromorfoloska ispitivanja iseCci jetre, bubrega i Zeluca su neposredno nakon
Zrtvovanja zivotinja fiksirani puferovanim rastvorom formaldehida (10%, w/v). Nakon fiksacije,
uzorci tkiva su dehidratisani rastvorom etanola razli¢itih koncentracija (50-100%, v/v),
ukalupljeni u parafin i seceni pomocu rotacionog mikrotoma na iseCke debljine od 4-5 um.
Dobijeni preseci su bojeni slede¢im metodama:

a) Preseci jetre, bubrega i Zeluca bojeni su hematoksilinom i eozinom (HE) - vizualizacija
morfoloskih promena;
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b) Preseci jetre i bubrega su bojeni perjodnom kiselinom/Schiff-ovim reagensom
(fuksinska boja) (PAS bojenje) - histohemijska metoda bojenja za verifikaciju sadrZaja
glikogena;

¢) Preseci bubrega podvrgnti su Jones-ovom bojenju (J) (urotropin/srebro-nitrat/perjodna
kiselina/Schiff-ov reagens) — metoda bojenja bazalnih membrana tubula i kapilara glomerula
bubrega.

Svi preparati su posmatrani pod Olympus BH2 svetlosnim mikroskopom (Olympus
America Inc., Centerville, Pensilvanija, SAD).

Procena stepena o$tecenja jetre i bubrega izazvanog ugljen-tetrahloridom izvrSena je na
osnovu morfoloskih promena iseCaka bojenith HE pri ¢emu je koriSéen sledeéi skor sistem
stepena oSte¢enja: (—) za odsutnu leziju, (—/+) za minimalna oSte¢¢enja, (+) za blage promene,
(++) za umerena oSteCenja i (+++) za izrazena oSteCenja. Bodovani su infiltracija
mononuklearnih ¢éelija, vakuolarna degeneracija, kongestija i nekroza u slucaju jetre, odnosno
degeneracija tubula, nekroza tubula, infiltracija mononuklearnih éelija 1 hijalini cilindri u sluc¢aju

bubrega.

4.8.10. Morfometrijska analiza tkiva bubrega i Zeluca

4.8.10.1. Morfometrijska analiza tkiva bubrega

Za kvantifikaciju promena utvrdenih histoloskom analizom bubreznog tkiva koriS¢ena je
morfometrijska analiza ispitivanih struktura bubrega (glomeruli, proksimalni i distalni tubuli i
jedra celija intersticijuma bubrega). Posmatranje je vr$eno pod svetlosnim mikroskopom Leica
DMR (Leica Microsystems AG, Veclar, Nemacka), a analiza kori§¢enjem kompjuterskog
programa ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Analizirani su uzorci tkiva bubrega nasumice
odabranih zivotinja svake eksperimentalne grupe.

Isecci tkiva bubrega su bojeni hematoksilinom i eozinom i fotografisani digitalnim
fotoaparatom ¢emu je uvecanje objektiva bilo 10. Analizirani su vidljivi glomeruli 10 nasumice
odabranih vidnih polja korteksa bubrega jedne Zivotinje. Pre svake analize vrSena je prostorna
kalibracija pomoc¢u mikrometarskog lenjira i kalibracija opticke gustine. Na uocenim
glomerulima odredivani su slede¢i morfometrijski parametri: glomerularna zona, velika i mala

osa, perimetar, Feret-ov dijametar, cirkularnost i srednja opti¢ka gustina.
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4.8.10.2. Morfometrijska analiza tkiva Zeluca

Morfometrijska analiza fotografisanih tkiva Zeludaca je izvrSena je pomoéu ImageJ
softvera (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Kalibracija rastojanja na svakoj fotografiji vrseno je lenjirom
koji je fotografisan zajedno sa zelucem. Mereni su slede¢i morfometrijski parametri sluznice
zeluca: ukupna povrSina Zeluca, ukupna povrsSina lezija (TAL — engl. fotal area of lesions),
povrsina pojedinacnih lezija (AFL — engl. area fraction of lesions), srednja povrSina lezija (MLA
— engl. mean lesions’ area), perimetar (B — engl. mean lesions’ perimeter), srednja cirkularnost

lezija (Cir — engl. mean lesions’ circularity) 1 srednji Feret-ov precnik lezija.

4.8.11. Makroskopski pregled sluznice zeluca

Kako bi se odredio procenat inhibicije nastanka ulcera izvrSeno je bodovanje promena na
sluzokoZi na slede¢i nacin (Mani ef al, 2013): 0 — Zeludac uobicajene boje; 0,5 — hiperemija
(crvenilo sluzokoze); 1 — tackaste ulceracije; 1,5 — hemoragijske trake; 2 — ulceracija; 3 —
perforacija. Srednja vrednost ,,ulcer skora™ za svaku grupu je predstavljala indeks ulcera za datu
eksperimentalnu grupu. Procenat inhibicije je izrazen slede¢om formulom:

Inhibicija ulcera (%) = 100 x (indeks ulcera za kontrolnu grupu — indeks ulcera za test

grupu) / indeks ulcera za kontrolnu grupu
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4.8. METABOLIZAM IZOPROPIL- I METIL-/N-METILANTRANILATA KOD PACOVA

4.8.1. Analiza IMA i MMA i njihovih metabolita u urinu pacova

4.8.1.1. Dizajn eksperimenta

Zivotinje (pacovi Wistar soja) su nakon jednonedeljnog perioda adaptacije nasumice
podeljenje u tri grupe, od kojih su dve bile eksperimentalne, a jedna kontrolna. Svaka grupa je
brojala po 6 Zivotinja. Zivotinje su individualno stavljane u metabolicke kaveze i imale su
slobodan pristup hrani i vodi (ad libdum). Grupe 1 i 2 su tretirane jedinjenjima MMA i IMA
(200 mg/kg t.m.), rastvorenim u maslinovom ulju, dok je kontrolna grupa tretirana maslinovim
uljem 1 ml/kg t.m. Testirane supstance su Zivotinjama date intraperitonealnom injekcijom (i.p.)
jednom dnevno tokom 7 uzastopnih dana. Urin Zivotinja sakupljan je dnevno, najmanje 4 sata
nakon aplikacije supstanci, a uzorci urina su spajani u okviru grupe. Sedmog dana je ukupna
zapremina urina iz grupe koja je tretirana jedinjenjem MMA iznosila 230 ml, a iz grupe tretirane

jedinjenjem IMA 250 ml. Uzorci urina su ¢uvani na —80 °C do analize.
4.8.1.2. Enzimska hidroliza glukuronida prisutnih u urinu

Enzimska hidroliza urina izvrSena je na nacin koji je opisao Naito sa saradnicima (1984).
Uzorak urina (70 ml), ¢iji je pH podesen 0,1 M acetatnim puferom na pH 4,9, inkubiran je sa -
glukuronidazom na 37 °C tokom 2 h.

4.8.1.3. Kiselo katalizovana hidroliza glukuronida prisutnih u urinu

U uzorak urina (70 ml) dodato je 15 ml koncentrovane HCI, reakciona smes$a zagrevana 2

h na 50 °C uz meSanje, a zatim je uzorak neutralisan 10 M KOH (Feng et al, 2001)

4.8.1.4. Obrada hidrolizata

Jedan mililitar 40% fosfatnog pufera (pH 9) je dodat hidrolizovanom uzorku urina, nakon

Cega je uzorak ekstrahovan hloroformom. Gornji, vodeni, sloj je odbacen, a organski sloj je
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ispran vodom. Organski sloj je prenesen u balon i uparen pod strujom azota, nakon ¢ega je

analiziran metodom GC-MS.

4.8.1.5. Obrada nehidrolizovanog uzorka urina

Nehidrolizovan uzorak urina je ekstrahovan dietil-etrom. Etarski ekstrakt je osuSen preko
anhidrovanog MgS0Os, susilo je uklonjeno filtracijom, nakon ¢ega je rastvara¢ uparen na sobnoj
temperaturi.

Preparativno razdvajanje sastojaka urina izvreno je pomocu gravitacione hromatografije
na stubu (duZina 50 cm, pre¢nik 1,5 cm) Sephadex-a LH-20 (Sigma-Aldrich, Sent Luis, Mizuri,

SAD). Kao eluent je kori$¢ena smeSa metanola i hloroforma u odnosu 1 : 1 (v/v).

4.8.2. Analiza IMA i MMA i njihovih metabolita u homogenatima organa pacova

4.8.2.1. Dizajn eksperimenta

Izopropil- 1 metil-V-metilantranilat, rastvoreni u maslinovom ulju, aplicirani su
Zivotinjama (pacovima Wistar soja) u dozi 2 g/kg t.m. (i.p.). Nakon 1 h Zivotinje su Zrtvovane
injekcijom ketamina. Organi su izvadeni, isprani ledeno hladnim fizioloSkom rastvorom, osuSeni

1 ¢uvani na —80 °C do analize.

4.8.2.2. Analiza metil- i izopropil-N-metilantranilata i njihovih metabolita u pojedinim organima

pacova

Organ (bubreg, jetra, miSi¢no tkivo butine, mozak, pluéa, srce, slezina), prethodno
izmerene mase, prenet je u tarionik i usitnjen skalpelom. Dodato je 3 ml zasi¢enog rastvora NaCl
i kasicica kvarcnog peska (ca. 5 g), nakon Cega je ova smeSa homogenizovana u tarioniku
pistilom. Zatim je u tarionik dodato 10 ml dietil-etra, smeSa homogenata i etra je promeSana
pistilom, a etarski sloj proceden kroz sloj NaCl. Etarski ekstrakti su sakupljeni i osuSeni preko
anhidrovanog MgSO4. Posle odvajanja sredstva za suSenje filtracijom, etar je uklonjen
destilacijom na rotacionom-vakuum uparivacu, na sobnoj temperaturi. U uzorak je dodat 1 ml

rastvora internog standarda (naftalen u slucaju IMA i antracen u slu¢aju MMA) u etil-acetatu,

80



Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceae):
izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost

uzorak prenet u GC vijalu i analiziran metodom GC-MS. U cilju GC-MS kvantifikacije IMA,
MMA i njihovih metabolita u ekstraktima homogenata organa pacova napravljena je serija
standardnih rastvora IMA i MMA u etil-acetatu koncentracija 0,5, 0,1, 0,05, 0,01 1 0,005 mg/ml.
U slucaju IMA kao interni standard koriS¢en je naftalen, a u slu¢aju MMA antracen, a
koncentracije internih standarda odgovarale su koncentracijama IMA, odnosno MMA.
Konstruisana je kalibraciona kriva zavisnosti povrSine ispod pikova i koncentracije IMA, MMA 1

internih standarda.

4.8.3. Inkubacija IMA i MMA sa homogenatom svinjske jetre

4.8.3.1. Inkubacija IMA i MMA sa supernatantom dobijenim nakon centrifugiranja homogenata

svinjske jetre - Dizajn eksperimenta

Homogenat svinjske jetre (50%) dobijen je homogenizacijom 2,5 g jetre i 2.5 g
fizioloskog rastvora. Homogenat je centrifugiran (Velocity [8R: Bench-top Centrifuge,
Dynamica, Salcburg, Austrija) 20 min pri brzini 4000 rpm, a supernatantu, koji je prenet u
epruvetu, dodato je 20 ul MMA ili IMA, smeSa je promeSana na Vortex-u i vrena je inkubacija
1,5 h na 37 °C. Nakon toga je smeSa ekstrahovana dietil-etrom. Etarski ekstrakt je osuSen preko
anhidrovanog MgSOs. Sredstvo za suSenje je odvojeno filtracijom, a etar je uklonjen

destilacijom na rotacionom-vakuum uparivacu, na sobnoj temperaturi.

4.8.3.2. Inkubacija IMA i MMA sa homogenatom svinjske jetre - Dizajn eksperimenta

U 50% homogenat svinjske jetre, pripremljen kao $to je gore opisano, dodato je 20 ul
IMA ili MMA, smesa je promeSana na Vortex-u i vrSena je inkubacija 1,5 h na 37 °C. Nakon
toga je smeSa centrifugirana 20 min na 4000 rpm. Supernatant je odvojen, a talogu je dodato jo$
2,5 ml fizioloSkog rastvora, smesa je promeSana i ponovo centrifugirana. Spojeni supernatanti su
ekstrahovani dietil-etrom. Etarski ekstrakt je osuSen preko anhidrovanog MgSOs. Sredstvo za
suSenje je odvojeno filtracijom, a etar je uklonjen destilacijom na rotacionom-vakuum uparivacu,

na sobnoj temperaturi.
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4.9. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

4.9.1. Statisticka analiza podataka dobijenih u eksperimentima u kojima je
ispitivana antinociceptivna aktivnost jedinjenja IMA, MMA i PMA, kao i
mehanizam dejstva ovih supstanci na osecaj bola izazvanog toplotnim stimulusom

kod misSeva

Za statisticku obradu podataka kori$éen je kompjuterski program GraphPad Prism (ver.
5.03, GraphPad Software Inc., San Diego, Kalifornija, SAD). Rezultati su izraZeni kao srednja
vrednost + SD. Statisticka znacajnost je utvrdena jednosmernom analizom varijanse (ANOVA —
engl. Analysis of Variance) i Bonferroni-jevim testom. Kao statisti¢ki znacajne uzimane su

vrednosti verovatnoée (p) manje od 0,05.

4.9.2. Statisticka analiza podataka dobijenih u eksperimentima u kojima je
ispitivano dejstvo jedinjenja IMA i MMA na CNS, kao i njihovo hepato- i

nefroprotektivno dejstvo

Za statisticku obradu podataka koriséen je isti program, pri ¢emu je statisti¢ka znacajnost
utvrdena jednosmernom analizom varijanse (ANOVA) i Tukey-evim post hoc testom za
visestruka poredenja. Kao statisti¢ki znacajne uzimane su vrednosti verovatnoée (p) manje od

0,05.

4.9.3. Statisticka analiza podataka dobijenih ispitivanjem uticaja jedinjenja IMA i

MMA na nastanak lezija Zeluca pacova usled dejstva diklofenaka i etanola

Statisticki znacajne razlike morfoloskih parametara analiziranih grupa u eksperimentu u
kome je ulcer Zeluca izazvan diklofenakom odredene su jednosmernom analizom varijanse
(ANOVA) i Student-Newman-Keuls post hoc testom u cilju procene dodatnih razlika izmedu
eksperimentalnih grupa. U eksperimentu u kome su lezije izazvane etanolom, koris¢en je
Student-ov t-test za nezavisne uzorke zbog malog broja grupa kod kojih je doslo do pojave lezija

koje bi se mogle kvantifikovati i uporediti.
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S.1.1. Optimizacija uslova trensesterifikacije metil-antranilata

PokuSana je transesterifikacija metil-antranilata izopropanolom u prisustvu H>SOs, koja
je dodata malo vise u odnosu na jedan mol-ekvivalent metil-antranilata. Imaju¢i u vidu
reverzibilnost svih koraka ove reakcije, u cilju pomeranja ravnoteZe ka proizvodu, alkohol je
koriSéen u velikom visku, kao rastvara¢. Bez obzira na to, metodom GC-MS u rezultujucoj
reakcionoj smesi nisu detektovani ¢ak ni tragovi izopropil-antranilata. Utvrdeno je da se ona
sastoji isklju¢ivo iz neizreagovanog reaktanta (celokupna koli¢ina metil-antranilata izolovana je
iz reakcione smese). Struktura metil-estra antranilne kiseline je potvrdena poredenjem njegovog
masenog spektra sa spektrom iz WILEY10NIST2014baze. Pik u gasnom hromatogramu na
retencionom vremenu (Rt) 12,914 min sa retencionim indeksom (RI) 1345 odgovarao je metil-
antranilatu sa molekulskim jonom u masenom spektru [M]" na m/z (relint.) 151 (63,6%) i
osnovnim jonom [M — CH30H]" na m/z 119 (100%). Jon [M — COOCH3]" na m/z 92 (58,3%) bio
je znacajnijeg ineziteta. Pretpostavlja se da do transesterifikacije metil-antranilata izopropanolom
nije doSlo zato §to je koriS€eni alkohol veoma lo§ nukleofil. Na ovo ukazuje i nedostatak
literaturnih podataka o transesterifikaciji estara antranilne kiseline sekundarnim ili tercijarnim
alkoholima (videti poglavlje 3.2.5).

Zatim je pokuSana transesterifikacija metil-antranilata refluktovanjem (1 h) sa rastvorom
natrijum-izopropoksida (10 mol-ekvivalenata), za koji se ocekivalo da bude =znacajno
nukleofilniji od prvobitno kori§¢enog alkohola. Prinos izopropil-antranilata bio je 2,0%, dok su
ostatak c¢inili proizvodi polikondenzacije metil-antranilata (GC-MS). Struktura izopropil-
antranilata potvrdena je poredenjem njegovog masenog spektra sa spektrom iz pomenute baze.
Pik na Rt 15,532 min (RI 1451) u gasnom hromatogramu odgovarao je izopropil-estru antranilne
kiseline, sa molekulskim jonom [M]™ na m/z 179 (30,2%) i osnovnim jonom [M-
(CH3):CHOH]" na m/z 119 (100%). Intenzivni joni u masenom spektru bili su i [M — H,C=CH-
CH;]" na m/z 137 (32.9%), nastao McLafferty-jevom fragmentacijom i [M — COOCH(CH3)2]" na
m/z 92 (29,9%). Prinos Zeljenog proizvoda bio je vrlo nizak, bez obzira na to §to je esterifikacija
izvedena izopropoksidom, boljim nukleofilom od prvobitno kori§¢enog izopropanola. Kasnijim
ponavljanjem ovog eksperimenta sa suvim izopropanolom, zaklju¢eno je da je nizak prinos
reakcije posledica saponifikacije izopropil-estra antranilne kiseline. Reakcijom vode, prisutne u
izopropanolu, sa natrijumom, koji se dodaje u cilju generisanja natrijum-izopropoksida, nastaje

natrijum-hidroksid, koji hidrolizuje estar do antranilne kiseline. Antranilna kiselina, u prisustvu
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natrijum-izopropoksida i/ili natrijum-hidroksida se simultano prevodi u natrijum-antranilat, koji
ostaje u vodenom sloju.

U cilju smanjenja hidrolize izopropil-antranilata, kao 1 sprecavanja sporednih
polikondenzacionih reakcija, transesterifikacija metil-antranilata izopropoksidom vrSena je
meSanjem reakcione smeSe na sobnoj temperaturi, a ne refluktovanjem, kao u prethodnom
slu¢aju. Vreme odigravanja reakcije je optimizovano. Nakon 3 sata meSanja, utvrdeno je da se
rezultujuca reakciona smesa sastojala iz 40,0% Zeljenog proizvoda 1 60,0% reaktanta (GC-MS).
Rezultujuéoj reakcionoj smesi je dodata nova porcija (2,17 mol-ekvivalenata) natrijum-
izopropoksida i nastavljeno je sa meSanjem jo$ 3 sata, radi prevodenja neizreagovanog metil-
antranilata u Zeljeni proizvod. Metodom GC-MS detektovano je 76,0% izopropil-antranilata i
24,0% metil-antranilata. Ista procedura (1 mol-ekvivalenta metil-antranilata i 2,17 mol-
ckvivalenata natrijum-izopropoksida) je ponovljena, s tim $to je meSanje na sobnoj temperaturi
vr$eno 6 sati. Dobijeni su vrlo sliéni rezultati.

[zolovana masa reakcione smese (metil- i izopropil-antranilata) je bivala manja, Sto je
vreme odigravanja reakcije bilo duZe. Pretpostavlja se da do gubitka u masi dolazi usled
paralelne saponifikacije ovih estara natrijum-hidroksidom iz reagensa. Kako bi se hidroliza
Zeljenog proizvoda sprecila, transesterifikacija metil-antranilata je vrSena refluktovanjem 30 min
sa natrijum-izopropoksidom, koji je dobijen rastvaranjem natrijuma u suvom izopropanolu
(Furnis, 1989). S obzirom na egzotermnost reakcije (viSak alkoksida + H»0), reakciona smesa
nije izlivena u vodu, ve¢ na usitnjeni led, da bi se sprecila hidroliza proizvoda, usled zagrevanja
reakcione smesSe, a u prisustvu vode. Prinos Zeljenog proizvoda bio je 31,0%, a rezultujuca
reakciona smeSa se sastojala (GC-MS) iz oko 96.5% izopropil-antranilata i 3,5% metil-
antranilata. Utvrdeno je i prisustvo antranilne kiseline u tragovima (< 0,05%) (GC-MS), $to je
znacajno primetiti. Identitet antranilne kiseline je potvrden ko-injekcijom standarda. U gasnom
hromatogramu pik antranilne kiseline se javlja na 14,287 min (RI 1400). Molekulski jon [M]™ je
u masenom spektru uoden na m/z 137 (58,5%), dok je m/z vrednost osnovnog jona [M — H,O]*
119 (100%). Jon znacajnog inteziteta je [M — COOH]" na m/z 92 (61,5%). Prisustvo izopropil-
antranilata 1 metil-antranilata je potvrdeno na ve¢ opisan nacin.

Postupak transesterifikacije metil-antranilata suvim izopropanolom je ponovljen uz
mesanje na sobnoj temperaturi, tokom 2 sata, bez refluktovanja, takode u cilju sprecavanja
hidrolize proizvoda. Rezultuju¢a reakciona smesSa sadrZala je 2,0% metil-antranilata, dok je
ostatak Cinio izopropil-antranilat (GC-MS), koji je dobijen u prinosu 47,0%. Prinos reakcije

transesterifikacije suvim natrijum-izopropoksidom je manji kada se reakciona smesa refluktuje,
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nego kad se meSa, jer je proces hidrolize estra izrazeniji pri refluktovanju (pored

transesterifikacije ubrzava se 1 saponifikacija).

5.1.2. Optimizacija uslova N-metilovanja metil-antranilata

Nukleofilna supstitucija: reakcija metil-jodida i metil-antranilata

Poznato je da se direktno alkilovanje amina, nukleofilnom supstitucijom alkil-L (gde je L
neka dobra odlazeca grupa — engl. leaving group), retko zaustavlja na monoalkilovanju, posto je
proizvod svakog sledeceg stepena alkilovanja nukleofilniji od startnog materijala. Medutim, ova
strategija je ipak pokuSana prilikom N-metilovanja metil-antranilata, jer je uzeta u obzir
voluminoznost metil-N-metilantranilata, prvog proizvoda metilovanja. Primenjena je standardna
metoda alkilovanja aromati¢nih amina. Natrijum-hidrogenkarbonat(1,00 mol-eq) neutraliSe
nastalu jodovodoni¢nu kiselinu. Dobijeni proizvod analiziran je metodom GC-MS, pri ¢emu je
utvrdeno da se sastoji iz 32,0% smeSe, u kojoj su metil-N-metil- 1 metil-V, N-dimetilantranilat
zastupljeni priblizno u odnosu 5 : 1, dok je ostatak ¢inio neizreagovani metil-antranilat. Zbog
velike Sirine pikova i njihove blizine eluiranja (14,584 min (RI 1412) i 14,445 (RI 1406 min)),
integracija gasnog hromatograma bila je oteZana, pa je moguce samo proceniti zastupljenosti
mono- i1 dimetilovanog metil-antranilata u reakcionoj smesi. Struktura metil-N-metilantranilata i
metil-N, N-dimetilantranilata potvrdena je poredenjem njihovih masenih spektara sa spektrima iz
WILEY10ONIST2014 baze. Pik na Rt 14,584 min u gasnom hromatogramu odgovara metil-N-
metilantranilatu, sa molekulskim jonom [M]™ na m/z 165, koji je ujedno i osnovni jon (100%).
Veoma intenzivni bili su i joni [M— CH30H — COJ" na m/z 105 (85.8%) i na [M— CH3— H,O—
CO]" m/z 104 (84,4%), a znacajan je i intezitet jona [M — CHz — H2O]" na m/z 132 (54,4%) i [M —
C3HeO2N]" na m/z 77 (47,9%). U gasnom hromatogramu pik koji odgovara metil-N,N-
dimetilantranilatu se javlja na Rt 14,445 min, a molekulski jon [M]™" u masenom spektru na m/z
179 (64,0%). Tri najintenzivnija jona u MS, veoma sli¢nog inteziteta, bila su: [M — CH3]" na m/z
164 (100%), [M — CH30]" na m/z 148 (88,1%) i [M — CH30H — CH3]" na m/z 132 (97,1%).

Posto je u rezultujucoj reakcionoj smesSi detektovano priblizno 5 puta vise N-
monometilovanog- nego N, N-dimetilovanog-metilantranilata, ali 1 68,0% neizreagovanog
reaktanta pokuSano je metilovanje sa 3 puta viSe metil-jodida. Sastav dobijenog proizvoda i

strukture jedinjenja (41,0% metil-NV-metilantranilata, 31,0% metil-N, N-dimetilantranilata i 28,0%
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metil-antranilata) odredeni su na gore opisan nacin. Prinos metil-N-metilantranilata bio je 26,0%.
Ni u ovom slucaju nije izvrSena potpuna konverzija metil-antranilata u alkilovani proizvod.
Polazna pretpostavka, da se nukleofilna supstitucija metil-jodida metil-antranilatom
zaustavlja na stepenu monometilovanja, jer je monometil-proizvod zbog voluminoznosti manje
nukleofilan od startnog materijala, nije opravdana. U rezultujucoj reakcionoj smesi se pored
metil-N-metilantranilata 1 neizreagovanog reaktanta, nalaze 1 znatne koliCine metil-N N-

dimetilantranilata.

Redukcija in situ generisanog imina pomoéu NaBH4

Drugi poku$aj metilovanja metil-antranilata bila je redukcija in situ generisanog imina
metil-antranilata i formaldehida, pomo¢u NaBH4. Kao izvor formaldehida koris¢en je 35%
rastvor formaldehida. Metodom GC-MS odredeno je da se dobijeni proizvod sastojao iz imina i
aminala nastalih iz metil-antranilata i formaldehida (metil-NV-metilenantranilat 1 metil-N-
(hidroksimetil)antranilat). Zbog velike Sirine pikova, integracija gasnog hromatograma nije bila
moguca, a utvrdeno je da je aminal bio prisutan u velikom visku. Pik metil-N-metilenantranilata
u TIC-u je uocen na 13,372 min (RI 1363). Struktura ovog jedinjenja je potvrdena na osnovu
analize MS fragmentacije, s obzirom na to da u WILEY10NIST2014bazi nije postojao MS ovog
jedinjenja. Molekulski jon [M]™ u MS se javlja na m/z 163 (30,3%), a osnovni jon [M— CH3]" na
m/z 148 (100%). Znadajnijeg inteziteta bili su i joni [M — CH30]" na m/z 132 (33,8%), [M —
CoH202]" na m/z 105 (40,9%) i [M — C2H4OoN]" na m/z 77 (57,1%). Pretpostavljeno je da veoma
Sirok pik u gasnom hromatogramu (14,00 do 17,00 min) sa maksimumom na Rt ~ 15,15 min (RI
1435) potice od aminala. Do redukcije imina nije do§lo zbog moguce nereakivnosti imina (sterne
smetnje), nepovoljne ravnoteze aminal — imin, povoljnije (brze) hidrolize NaBHjy i/ili redukcije
formaldehida.

Isti postupak je ponovljen i sa paraformaldehidom da bi se obezbedio visak formaldehida
u odnosu na stehiometrijsku koli¢inu, a izbeglo dodavanje velike koli¢ine vode iz formalina. Kap
HCI dodata je zbog ubrzavanja hidrolize paraformaldehida do formaldehida. Proizvod, koji se
istalozio tokom meSanja, od viska rastvora paraformaldehida je odvojen cedenjem, da se NaBH4
ne bi nepotrebno troSio na redukciju formaldehida, koji bi se generisao iz viska
paraformaldehida. Dobijen je proizvod koji se sastojao iz imina i aminala (GC-MS).

S obzirom na to da se redukuje imin, a da se reakciona smesa uglavnom sastojala iz

aminala, pokusana je dehidratacija aminala do imina, zagrevanjem tokom 4 sata sa anhidrovanim
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MgSOy4, uz redukciju pomocu NaBHs, koji je dodat u sme$u u velikom viSku. Rezultujuca
reakciona smesa se sastojala iz 39,0% metil-antranilata, 10,0% metil-N-metilantranilata, dok su
ostatak ¢inili aminal metil-antranilata 1 formaldehida (metil-N-(hidroksimetil)antranilat) 1
polikondenzacioni proizvodi (GC-MS). Posto je dominantni sastojak reakcione smeSe i dalje
aminal, pokuSana je simultana dehidratacija i reakcija sa NaBH4 zagrevanjem u toku 4 sata sa
velikim viskom silika-gela 60. Metodom GC-MS je utvrden sastav dobijenog proizvoda: 37,0%
metil-NV-metilantranilata, 29,0% metil-antranilata, a ostatak su ¢inili aminal metil-antranilata i

formaldehida (metil-N-(hidroksimetil)antranilat) i polikondenzacioni proizvodi.

Gradenje imina metil-antranilata i formaldehida

U reakciji metil-antranilata i bilo kog izvora formaldehida neizbezno dolazi do gradenja
aminala. PokuSana je dehidratacija proizvoda reakcije metil-antranilata i formalina, zagrevanjem,
uz par kapi H2SOs, kao katalizatora. Reakcionoj smesi je dodat toluen i vrSena je destilacija
azeotropne smeSe toluena i vode uz upotrebu nastavka po Dean-Stark-u. Utvrdeno je da se

proizvod sastojao iskljucivo iz aminala (GC-MS). Dakle, dehidratacija je bila neuspesna.

Blokiranje amino grupe metil-antranilata

Pokusano je i da se problem hemoselektivnosti metilovanja metil-antranilata resi
metilovanjem njegovog blokiranog derivata. SmeSa metil-antranilata 1 benzaldehida uz par kapi
CH3COOH, refluktovana je 9 sati. Medutim, do gradenja imina nije doSlo (metil-antranilat je

voluminozan (lo§) nukleofil).

Redukcija in situ generisanog imina cinkom

[zvrSene su dve sinteze metil-NV-metilantranilata redukcijom in situ generisanog imina
cinkom, na osnovu rada koji je objavio da Silva sa saradnicima (2007). U prvoj je odnos metil-
antranilata i formaldehida bio 1:1,5, a reakciona smesSa je meSana 5 sati na sobnoj temperaturi.
Prinos Zeljenog proizvoda je bio 65,0%. Sastav rezultujuce reakcione smese: 74,0% metil-N-
metilantranilata, 15,0% metil-N, N-dimetilantranilata 1 7,0% neizreagovanog metil-antranilata,
odreden je metodom GC-MS. U drugoj sintezi smeSa metil-antranilata 1 formaldehida u odnosu

1:1,1 zagrevana je 4 sata na 50 — 60 °C. Prinos neizolovanog metil-N-metil antranilata bio je
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70,0%. Pored njega u dobijenoj smesi nalazilo se 9,0% metil-V, N-dimetilantranilata i 10,0%

metil-antranilata (GC-MS).

5.1.3. N-metilovanje izopropil-antranilata

PokuSano je metilovanje izopropil-antranilata redukcijom in situ generisanog imina
izopropil-antranilata (1 mol-eq) i formaldehida (1,1 mol-eq) pomoéu cinka. Uslovi reakcije su
bili analogni uslovima opisanim u postupku 4.4.1.2 — 9. Sastav rezultujuce reakcione smese bio
je: 51,0% izopropil-N-metilantranilata, 0,5% izopropil-N, N-dimetilantranilata 1 34,5% izopropil-
antranilata (GC-MS).

Maseni  spektar  izopropil-N-metilantranilata  slagao se sa  spektrom iz
WILEY10NIST2014baze. Pik na retencionom vremenu (Rt) 17,057 min (RI 1515) u gasnom
hromatogramu odgovarao je izopropil-N-metilantranilatu, sa molekulskim jonom [M]* na m/z
193 (53,8%) i osnovnim jonom [M — HoC=CH-CH3 — H,O — CO]" na m/z 105 (100%). Jo§$ tri
jona u masenom spektru su bila znaCajnog intenziteta: jon [M — HoC=CH-CH3]" na m/z 151
(62.3%), nastao McLafferty-jevom fragmentacijom, [M — H,C=CH-CH3 — H,O]" na m/z 133
(37,3%) i [M — Ho2C=CH-CH3 — H,O — CO — H] na m/z 104 (57,6%). Identifikacija izopropil-
antranilata izvr$ena je na ve¢ opisan nacin, dok u bazi nije postojao maseni spektar za jedinjenje
sa retencionim vremenom (Rt) 16,731 min (RI 1500). Pretpostavljeno je da je re¢ o izopropil-
N, N-dimetilantranilatu posto se pik na najvecoj vrednosti #/z u masenom spektru ovog jedinjenja
[M]" nalazi na m/z 207 (38,0%), $to odgovara molekulskoj masi izopropil-N, N-dimetilantranilata
(C12H1702N). Identitet je potvrden pikovima u masenom spektru na odredenim vrednostima m/z,
koje su odgovarale molekulskim masama jona, za koje je pretpostavljeno da nastaju
fragmentacijom ovog jedinjenja. Osnovni jon [M — (CH3).CH]" javlja se na m/z 164 (100%).
Sledeéi joni u MS-u su bili zna¢ajnog inteziteta: [M — (CH3)2CHO]" na m/z 148 (56,1%), [M —
H>C=CH-CH3 — CH30H — H]" na m/z 132 (58,0%), [M — H,C=CH-CH3 — HO — CO — H]" na
m/z 118 (42,7%), M — H,C=CH-CH3 — CH30H - COJ" na m/z 105 (18,9%), [M —
(CH3)2CHCOO - CoHs|" na m/z 91 (31,7%) i [M — (CH3)2:CHCOO — C;HsN%]|" na m/z 77
(28,9%).

Nizak prinos N-metilovanja izopropil-antranilata najverovatnije je posledica
voluminoznosti supstrata. Voluminozna —COOQOiPr grupa ¢ini amino grupu izopropil-antranilata

manje nukleofilnom u reakciji metilovanja. Pretpostavljeno je da bi se bolji rezultati mogli
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posti¢i zamenom redosleda izvodenja reakcija, tj. transesterifikacijom metil-NV-metilantranilata

izopropoksidom.

5.1.4. Transesterifikacija metil-V-metilantranilata izopropoksidom

Transesterifikacija metil-N-metilantranilata izopropoksidom je izvr$ena uz zagrevanje do
refluksa u toku 20 minuta. Prinos neizolovanog izopropil-N-metilantranilata bio je 51,0%.
Njegova struktura je potvrdena na gore opisan nacin. U rezultujucoj reakcionoj smesi nalazilo se
1 12,0% izopropil-antranilata, 5,0% izopropil-N, N-dimetilantranilata, 6,0% metil-N, N-
dimetilantranilata i 2,5% metil-N-metilantranilata.

Pretpostavka da se bolji rezultati mogu posti¢i transesterifikacijom metil-N-
metilantranilata izopropoksidom, u odnosu na metilovanje izopropil-antranilata, bila je

opravdana.

5.1.5. Transesterifikacija metil-/V-metilantranilata n-propoksidom

Transesterifikacija metil-N-metilantranilata »n-propoksidom je vrSena uz zagrevanje do
refluksa u toku 10 minuta. Vreme odigravanja reakcije kraée je nego u prethodnom sluéaju, jer je
primarni #-propoksid nukleofilniji od sekundarnog izopropoksida. Prinos neizolovanog propil-N-
metilantranilata bio je 59,0%. Pik na retencionom vremenu (Rt) 18,734 min (RI 1586) u gasnom
hromatogramu odgovara propil-N-metilantranilatu, S$to je potvrdeno poredenjem masenog
spektra ovog jedinjenja sa spektrom iz WILEY10NIST2014baze. Maseni spektri propil- i
izopropil- estra N-metilantranilne kiseline su veoma sli¢ni, s obzirom da je re¢ o izomerima,
jedino se razlikuju po intezitetima pojedinih pikova. Ova dva jedinjenja imaju razlicita
retenciona vremena (Rt propil-N-metilantranilata je 18,734 min, a izopropil-N-metilantranilata
17,057 min), odnosno retencione indekse (RI propil-N-metilantranilata je 1586, a izopropil-N-
metilantranilata 1515), na osnovu ¢ega ih je mogude razlikovati. U rezultujucoj reakcionoj smesi
nalazilo se 1 15,0% propil-antranilata, 9,0% propil-N, N-dimetilantranilata 1 0,4% metil-N-
metilantranilata. Maseni spektri propil- i izopropil-antranilata su gotovo identi¢ni, ali se njihova
retenciona vremena (17,140 i 15,532 min, redom) i retencioni indeksi (1518 i 1451), znatno

razlikuju, na osnovu ¢ega je i utvrden identitet propil estra antranilne kiseline. Takode je 1 propil-
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N, N-dimetilantranilat identifikovan na osnovu masenog spektra, vrlo sli¢nog masenom spektru
izopropil-N, N-dimetilantranilata, a razli¢itog retencionog vremena. Retenciono vreme propil-
N, N-dimetilantranilata je 18,224 min (RI 1565), a izopropil-N, N-dimetilantranilata 16,731 min
(RI 1500).
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Kao 3§to je ve¢ refeno, preliminarna potvrda strukture izopropil-N-metilantranilata
izvrSena je poredenjem njegovog masenog spektra se spektrom iz baze. Osnovni jon se nalazio
na m/z 105, dok su jo$ tri jona, na m/z 151, 133 1 104, bila znacajnijeg intenziteta. Pik na m/z 151
mogao bi da se pripiSe jonu N-metilantranilne kiseline, koja nastaje iz osnovnog jona
McLafferty-jevom fragmentacijom [M — HoC=CH-CH3]" (slika 5.2.2). Razlika u masi izmedu
jonana m/z 151 1 133, je 18 i odgovara eliminaciji vode iz N-metilantranilne kiseline. Gubitkom
radikala H' iz jona na m/z 133 nastaje jon na m/z 132, iz kojeg se eliminacijom CO, formira jon
na m/z 104. Pik osnovnog jona se nalazi na vrednosti m/z za 28 manjoj od jona na m/z 133, §to bi
odgovaralo gubitku CO. Jo§ jedna mogu¢nost za nastanak jona na m/z 104 je eliminacijom H’ iz
osnovnog jona. Predlozena fragmentacija (slika 5.2.2) potvrduje da je u analiziranom jedinjenju
prisutna —COOC3H7 grupa i slaze se sa fragmentacijom koju je za n-butil-N-metilantranilat dao

Teeter (1966).
o)
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Slika 5.2.2. PredloZena MS fragmentacija izopropil-N-metilantranilata

(osnovni jon na m/z 105 i joni znaCajnijeg inteziteta na m/z 151, 133 i 104)

Prisustvo karbonilne grupe u analiziranom jedinjenju potvrduje i signal u *C NMR
spektru na 6 168.2. U IR spektru (slika 5.2.3), u oblasti karakteristi¢noj za apsorpciju karbonilne
grupe, uotena je intenzivna traka na 1672,8 cm™!, koja je poredenjem sa tabli¢nim vrednostima
(Clerc i Simon, 1982), pripisana valencionoj C=O vibraciji estra sa intramolekulskom
vodoni¢nom vezom. Jo§ dve trake, jata na 1256,3 i slabija na 12309 cm™, koje poti¢u od

asimetricne 1 simetri¢ne valencione C-O vibracije, odlika su estrske funkcionalne grupe. OStra
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intramolekulska vodoni¢na veza analiziranog jedinjenja jaca od intramolekulske vodoni¢ne veze
N-metilantranilne kiseline, a slabija od N-fenilantranilne kiseline.

Uticaj vodoni¢ne veze 1 +R efekta N-metilamino grupe, na apsorpciju karbonilne grupe
izopropil-N-metilantranilata, uo¢ava se poredenjem vrednosti talasnog broja valencione C=0
vibracije izopropil-N-metilantranilata (1672,8 cm™') sa vredno$¢u za izopropil-benzoat (1719 cm
I, CCls rastvor) (http://riodb01.ibase.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/direct frame top.cgi). Pomenuti
uticaji, kojih nema kod izopropil-benzoata, smanjuju elektronsku gustinu C=0 veze izopropil-N-
metilantranilata i pomeraju talasni broj karbonilne vibracije ovog jedinjenja ka manjim
vrednostima.

Apsorpciona traka v (C=0) se u IR spektru etil-4-aminobenzoata (benzokain) javlja na
talasnim  brojevima 1678 em! (KBr pilula) i 1734 cm?! (gasna  faza)
(http://webbook.nist.gov/chemistry/). S obzirom na to da je +R uticaj amino grupe, koja je u p-
polozaju u odnosu na estarsku funkcionalnu grupu, isti, bez obzira na agregatno stanje uzorka,
ova razlika u talasnim brojevima se pripisuje intermolekulskim vodoniénim vezama, koje se
javljaju kada se uzorak snima u ¢vrstom stanju (kao KBr pilula), a nema ih u parnoj fazi. Talasni
broj valencionih C=0 vibracija izopropil-N-metilantranilata (1672.8 cm’') javlja se na nesto
manjoj vrednosti u poredenju sa etil-4-aminobenzoatom, kod koga postoje intermolekulske
izopropil-N-metilantranilata, kod kog vodoni¢no vezani oblik formira Sesto¢lani prsten u kome
postoji konjugovani sistem (slika 5.2.3). Inkrement u talasnom broju za intramolekulsku
vodoni¢nu vezu jednak je razlici talasnih brojeva etil-4-aminobenzoata (u gasnoj fazi) i
izopropil-N-metilantranilata i iznosi oko 61 cm™.

Sirok signal u "H NMR spektru na 8 7,75 potiée od protona koji je direktno vezan za
azotov atom, a Sirina pika posledica je gradenja vodoni¢ne veze. Naime, u rastvorima supstanci u
nepolarnom rastvaracu, kakav je CDCls, postoji ravnoteZa izmedu slobodnog i vodoni¢no
vezanog amina (slika 5.2.4) (Milosavljevi¢, 1994). Proces konverzije izmedu ova dva oblika je
veoma brz, pa NMR spektrometar registruje prosecno stanje. U spektru se dobija samo jedan
signal za N-H, ¢ije je pomeranje izmedu pomeranja za slobodni i vodoni¢no vezan amin.
Vodonik, koji ucestvuje u vodoni¢noj vezi, oseca elektronegativan uticaj dva atoma, ¢ime se
smanjuje elektronska gustina posmatranog protona. Vodoni¢no vezani protoni zato imaju vece
hemijsko pomeranje od istih protona u slobodnom obliku. Pomeranje 6 N-H je visoko, §to

ukazuje da u snimanom rastvoru dominira vodoni¢no vezani oblik. Iz HETCOR spektra (C-H
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Iz HETCOR spektra (slika 5.2.5) se vidi da su za C na 21,8 ppm vezani protoni, koji daju
dublet, na o 1,38, sa integralom Sest (slika 5.2.6), $to ukazuje na prisustvo dve ekvivalentne metil
grupe. Multipletnost ovog signala ukazuje na prisustvo jednog protona sa kojima se posmatrani
proton vicinalno kupluje, J 6,2 Hz. "H-'H COSY spektar (skalarno sprezanje H - H) (slika 5.2.7)
potvrduje da se protoni izopropil grupe sprezu sa protonom na & 5,23, koji u 'H NMR spektru
daje septuplet, sa jedini¢nim integralom, §to je potvrdeno i1 NOESY spektrom (sprezanje kroz
prostor). U HETCOR spektru se vidi da je ovaj proton vezan za ugljenik, koji u '*C NMR
spektru daje signal u oblasti sp® hibridizovanih ugljenika koji su direktno vezani za kiseonik, na

d 67,2. Svi ovi podaci potvrduju da alkoholni deo estra poti¢e od izopropanola.

J1=62Hz

_J\_JJ tfﬂ’\_/’\__ :_300

L L L L L B SR L
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ppmi (t1) L

5.1 36

—f 4424
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Slika 5.2.6. Deo 'H NMR (200 MHz, CDCls) spektra izopropil-N-metilantranilata na & < 5,50,

u kome se javljaju signali protona vezanih za C-sp’, sa uvecanjem septupleta na § 5,23
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Slika 5.2.10. Numeracija ugljenikovih atoma izopropil-N-metilantranilata kori§¢ena pri asignaciji NMR spektara

Estarska funkcionalna grupa, svojim elektron-akceptorskim efektom, smanjuje
elektronsku gustinu na C(2), C(4) i C(6), dok je, zahvaljujuéi elektron-donorskoj N-metilamino
grupi, elektronska gustina u polozajima 1, 3 1 5 poveéana. Smanjenjem elektronske gustine
ugljenikovih atoma, smanjuje se dijamagnetna zastita protona, koji su za njih vezani, $to dovodi
do povecanja efektivnog magnetnog polja oko protona, a time i njihovih hemijskih pomeranja,
dok povecanje elektronske gustine pomera & ka niZzim vrednostima. Zato su signali na veéim
vrednostima 6, 7,96 1 7,39, pripisani protonima vezanim za ugljenikove atome sa smanjenom
elektronskom gustinom (C(4) 1 C(6)), dok je multiplet na 6,64 ppm pripisan protonima H(3) i
H(5). Estarska grupa ne samo da svojim elektron-akceptorskim efektom smanjuje elektronsku
gustinu na C(6), a time i H(6), ve¢ na pomenuti proton deluje i magnetnim anizotropnim
efektom. Pod uticajem spolja$njeg magnetnog polja, pokretljivi m-elektroni estarske grupe
indukuju magnetno polje, ¢ije se dejstvo prenosi kroz prostor, a njegova veli¢ina nije ista u svim
pravcima — magnetni anizotropni efekat. PoSto jacina ovog efekta opada sa rastojanjem, njegov
najjaci uticaj oseca H(6), zbog ¢ega se dodatno smanjuje njegova lokalna dijamagnetna zastita, a
povecava hemijsko pomeranje. Zato je signal na najve¢em hemijskom pomeranju (7,96 ppm)
pripisan H(6), ana ¢ 7,39 — H(4).

Multipletnost signala u '"H NMR spektru na 7,96 (dd), koji potice od H(6), ukazuje na to
da se pomenuti proton kupluje sa dva protona razli¢itim konstantama kuplovanja, J; = 1,7 Hz i J>
= 8,0 Hz. Na 'H-"H COSY spektru se vidi da se H(6) kupluje sa jednim od protona od kojih
poti¢e signal na 6,64 ppm. Na osnovu 'H-'"H COSY spektra zakljuceno je da se H(6) i H(5)
kupluju veé¢om konstantom kuplovanja (J> = 8,0), ¢ime je potvrdeno da su ova dva protona
medusobno orto. Prostorna bliskost H(6) i H(5) potvrdena je i signalom u NOESY spektru. Niza
konstanta kuplovanja (J; = 1,7 Hz) odgovara sprezanju izmedu H(6) i protona, koji je meta u

odnosu na njega, H(4).
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110,5 ppm 1 152,0 ppm nisu vezani za vodonike, pa su ovi signali pripisani C(1) 1 C(2).
Elektronegativna -NHMe grupa, kao 1 —R efekat orto -COOiPr grupe, smanjuje elektronsku
gustinu i time povecava 6 na C(2), pa je & 152,0 pripisano C(2), a 6 110.5 - C(1).

Spektri propil- i metil-N-metilantranilata su asignirani analogno spektru izopropil-N-
metilantranilata. Svi spektralni i retencioni podaci pomenutih jedinjenja dati su u tabelama
(tabele 5.1 — 5.4). NMR spektri ova tri jedijenja su dodatno snimljeni u DMSO-ds, a potpuno

asignirani podaci su dati u tabelama 5.5 1 5.6.

Tabela 5.1. Retenciona vremena (u min), retencioni indeksi, raéunati po Van den Dool i Kratz-u (1963) na osnovu
retencionih vremena homologe serije n-alkana Ci3-Cis 1 pikovi molekulskog jona (([M]") m/z) izopropil-, metil- i

propil-estara-antranilne, N-metilantranilne i N, N-dimetilantranilne kiseline

Rt RI Pik molekulskog jona Jedinjenje
[min] (IM]™) m/z
12,914 1345 151 metil-antranilat
14,445 1406 179 metil-N, N-dimetilantranilat
14,584 1412 165 metil-N-metilantranilat
15,532 1451 179 izopropil-antranilat
16,731 1500 207 izopropil-N, N-dimetilantranilat
17,057 1515 193 izopropil-N-metilantranilat
17,140 1518 179 propil-antranilat
18,224 1565 207 propil-N, N-dimetilantranilat
18,734 1586 193 propil-N-metilantranilat

Tabela 5.2. IR spektralni podaci izopropil-, metil- i propil-N-metilantranilata ("', cm™)

Asignacija [zopropil-N-metilantranilat ~ Metil-N-metilantranilat ~ Propil-N-metilantranilat
v(N-H) 3374,7 33793 3376,1
V(Cya-H) ~ 3080 ~ 3080 ~3080
v(C-H) 2978,4 —2870,3 2990,2 — 2871.,0 2965,6 —~ 2880,0
v(N-CH3) 2818.,8 2818,1 2818.5
v(C=0) 1672,8 1678.3 1677.0
skelet.(Ca-Car) 1605,7 - 1517,1 1606,0 — 1518,1 1606,1 — 1518,4
Vasim( C-O) 1256,3 1258.5 1256.7
Vsim(C-O) 1230,9 1233,5 1234.3
Yvan ravni{ C4-H) 854,1 - 664,9 832,3 - 664.8 8443 — 665,1
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Tabela 5.3. *C NMR (50 MHz, CDCIls) spektralni podaci izopropil-, metil- i propil-N-metilantranilata (§ ppm u
odnosu na CDCls)

C Izopropil-N-metilantranilat Metil-N-metilantranilat Propil-N-metilantranilat
1 110,5% 109.8 110,2
2 152,0 152,0 152,1
3 110,5% 110,6 110,7
4 1343 134,5 134,5
5 114,1 114,2 114,3
6 131,4 131,5 131,5
7 168,2 169,0 168.8
1’ 67,2 51,1 65,7
2° 21,8 - 22,0
3’ - - 10,4
N-CH; 293 293 294

*preklopljeni pikovi

Tabela 5.4. 'H NMR (200 MHz, CDCls) spektralni podaci izopropil-, metil- i propil-N-metilantranilata (5 u ppm u
odnosu na TMS, multipletnost, J u Hz)

H Izopropil-N-metilantranilat Metil-N-metilantranilat Propil-N-metilantranilat
3 6,67,dd (8,7, 1,0) 6,66, dd (8,6, 1,0) 6,66, dd (8,6, 1,2)
4 7,39, ddd (8,7, 7,1, 1,7) 7,38, ddd (8.6, 7.1,1,6) 7,38, ddd (8.6, 7,2, 1,6)
5 6,62, ddd (8,0, 7,1, 1,0) 6,60, ddd (8.0, 7,1, 1,0) 6,59, ddd (8.0, 7,2, 1,2)
6 7,96, dd (8,0, 1,7) 7,92, dd (8,0, 1,6) 7,93, dd (8,0, 1,6)
I’ 5,23,septuplet (6,2) 3,85, s 4,21, (6,6)
2’ 1,38,d (6.,2) - 1,77, sekstuplet (7,1)
3’ - - 1,02, t(7,5)

N-CH; 292,s 2,90, s 2,90, brs

N-H 7,75, brs 7,68, brs 7,68, brs

Tabela 5.5. '3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) spektralni podaci izopropil-, metil- i propil-V-metilantranilata (5 u
ppm u odnosu na TMS, multipletnost, J u Hz)

C Izopropil-N-metilantranilat Metil-N-metilantranilat Propil-N-metilantranilat

1 109,6, m 109,1, m 109,3, m

2 151,5, m 151,4, m 151,5, m

3 110,9, dt 111,0, dt 110,9, dt
('J=158,8,°J=16,2) ('J=159,2,%=6,1 Hz) ('J=159,2,%J=6,4 Hz)

4 134,7, dd 134,8, dd 134,8, dd
(J=158,0,°=8,7) ('J=158,1,%J=8.8) ('J=158,1,°=28.,8)

5 114,1, dd 114,2, dd 114,1, dd
('J=163,6,°J=17,7) ('J=163,6,°J=1,7) ('J=163,5,"J=179)

6 131,0, ddd ('J = 160,0, 131,1, ddd ('J=160,3, 131,0, ddd (' = 160,0,

J=17.8,%0=2,1) 3J=18,1,%=2,0) 3J=18,0,%=1,9)
7 167,2, m 168,1, m 167,7, m
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67,2, dublet septupleta

1 (\J=148,6,2J=472)

2’ 21,7, qq ((J=126,7, 4,6)
3’ -
N-CH; 29,3, qd

(\J=136,0,27=3.0)

51,5, q (\J=147,1),

29,3, qd

(J=136,1,27=3.1)

65,4, pseudotriplet
sekstupleta
(J=147.2,
2J=3J=5.8)

21,7, tqt

('J=127,02T=4.38,%]=

2,1)
10,4, pseudo kvartet
kvinteta

('J=125,7,%0=3J=4,3)

29,2, qd
('J=136,1,27=3,0)

Tabela 5.6. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spektralni podaci izopropil-, metil- i propil-N-metilantranilata (6 u ppm

u odnosu na TMS, multipletnost, J u Hz)

Propil-N-metilantranilat

H Izopropil-N-metilantranilat Metil-N-metilantranilat
3 6,70, br d (8.4) 6,72,brd (8.4) 6,69 (brd, 8.4)
4 7,40, ddd (8,6, 7,1, 1,6) 7,41, ddd (8,6, 7.2, 1,6) 7,39 (ddd, 8,4, 7,1, 1,6)
5 6,57,ddd (7,9, 7,1, 1,0) 6,58, ddd (8.0, 7.2, 1,0) 6,57 (ddd, 8,1, 7,1, 1,1)
6 7,78, dd (7,9, 1,6) 7,79, dd (8,0, 1,6) 7,80 (dd.8,1, 1,6)
I’ 5,09, septuplet (6,2) 3,79, s 4,14 (t, 6,6)
2’ 1,30, d (6,2) - 1,68 (sekstuplet,7,1)
3’ - - 0,94 (t,7,4)

N-CH; 2,84, d(5.0) 2,85,d(5.0) 2,83d (5,0)

N-H 7,58, br q (5.0) 7,54, br q (5,0) 7,60, br q (5.0)
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Glavni sastojci ulja (1 1 2) su: sabinen (36,5 1 35,1%, ca. jedna tre¢ina ulja), terpinen-4-ol

(10,5 1 9,9%), mircen (7.8 1 8,3%), B-felandren (5.4 1 6,6%) 1 y-terpinen (4,7 1 4,2%) (slika 5.3.2).

Nasuprot ovome, Respaud sa saradnicima (1997) je publikovao da su glavni sastojci etarskog

ulja listova biljne vrste C. ternata o-felandren (64-71%) i mircen (11,5%). Pomenuta grupa

autora je identifikovala samo osamnaest sastojaka od kojih su svi detektovani i u ovom radu.

Y %L LS

sabinen

terpinen-4-ol

mircen

p-felandren y-terpinen

Slika 5.3.2. Strukture sastojaka zastupljenih u najvec¢em procentu u etarskom ulju biljne vrste C. ternata

Tabela 5.7. Procentni sastav etarskog ulja biljne vrste Choisya ternata Kunth (uzorci 1 i 2)

Rt/min§ RI %] %2 IdenMet Klasa  Sastojci
2,256 765 0,1 0,1 ab HT 3-Metil-2-buten-1-ol (sin. prenol)
2,343 778 tr tr a,b HT 3-Metil-2-butenal (sin. prenal)
2,424 800 tr tr a,b,c O Oktan
2,439 802 tr tr a,b,c GL Heksanal
2,882 847 tr tr a,b,c HT/E  Etil-izovalerat
2,920 851 tr tr a,b GL (E)-2-Heksenal
2,931 852 tr tr a,b GL (E)-3-Heksen-1-ol
3,026 862 tr tr a,b GL (E)-2-Heksen-1-ol
3,038 863 tr tr a,b,c GL 1-Heksanol
3,317 892 tr tr ab,c HT/E  Izopropil-izovalerat
3,751 923 tr tr a,b M Triciklen
3,826 928 0,5 0,5 a,b MT a-Tujen
3,954 936 1,0 1,0 a,b,c MP o-Pinen
4,083 945 tr tr a,b,c HT/E  Propil-izovalerat
4,196 953 0,1 0,1 a,b,c M Kamfen
4,370 964 tr tr a,b,c 0] Benzaldehid
4,448 969 tr tr a,b,c HT/E  Izoamil-propionat
4,628 980 36,5 35,1 a,b,c MT Sabinen
4,677 984 2.7 2,8 a,b,c MP B-Pinen
4,724 987 tr tr a,b O Metil-5-metilheksanoat
4,808 993 7.8 8.3 a,b,c MA Mircen
4,861 996 tr tr a,b MM Dehidro-1,8-sineol
4,912 999 tr tr a,b,c 0 Mezitilen
5,026 1005 tr tr a,b,c HT/E [zobutil-izovalerat
5,040 1006 tr tr ab GL (E)-3-Heksenil-acetat
5,083 1008 tr tr ab MM p-Menta-1(7),8-dien (sin. pseudolimonen)
5,086 1008 0,2 0,2 ab MM o-Felandren
5,199 1014 tr tr a,b M A3-Karen
5,309 1019 3,2 2,8 a,b,c MM o-Terpinen
5,457 1027 0,3 0,2 a,b,c MM p-Cimen
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Limonen

B-Felandren

1,8-Sineol

Butil-izovalerat
(E)-B-Ocimen

y-Terpinen
cis-Sabinen-hidrat
4-Metilheksil-acetat
Terpinolen
(Z)-3-Heksenil-propionat
Linalol
trans-Sabinen-hidrat
1zopentil-izovalerat
2-Metilbutil-izovalerat
1,3,8-p-Mentatrien
(E)-4,8-Dimetil-1,3,7-nonatrien
3-Metil-3-butenil-3-metilbutanoat
cis-p-Menta-2-en-1-ol
trans-p-Menta-2-en-1-ol
(£)-3-Heksenil-izobutanoat
Ipsdienol

(E)-Miroksid
3-Metil-3-butenil-valerat

2,6-Dimetil-1,5,7-oktatrien-3-ol* (sin. Ocimenol)

(Z)-3-Heptenil-propionat
o-Terpineol

1-Nonanol

Terpinen-4-ol
p-Cimen-8-ol

Naftalen

Kripton

a-Terpineol

cis-Piperitol
1zoheksil-2-metilbutirat
trans-Piperitol
Izoamil-izoheksanoat
Citronelol

Nerol
(Z£)-3-Heksenil-2-metilbutanoat
(£)-3-Heksenil-3-metilbutanoat
Askaridol

Kavikol

Geraniol
9-Metil-2-dekanon
(E)-2-Decenal

Geranial
(Z)-2-Heksenil-valerat
Izobornil-acetat
2-Undekanon
trans-Tiorozoksid
1-Metilnaftalen
p-Vinilguajakol
(2E,4F)-2,4-Dekadienal
Izoamil-benzil-etar

107



Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceae):
izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost

12,388
12,576
12,900
13,106
13,238
13,286
13,390
13,762
13,793
13,869
13,939
13,974
14,024
14,169
14,340
14,421
14,566
14,885
15,107
15,475
15,620
15,714
15,897
15,935
16,026
16,169
16,235
16,378
16,645
16,685
16,742
16,797
16,810
16,914
16,956
17,042
17,143
17,178
17,347
17,380
17,406
17,562
17,689
17,953
18,025
18,148
18,222
18,402
18,599
18,660
18,788
18,898
18,973
19,030

1324
1331
1344
1355
1358
1360
1364
1379
1380
1383
1386
1387
1389
1395
1402
1405
1412
1424
1434
1449
1455
1458
1466
1468
1472
1477
1480
1486
1497
1499
1501
1503
1504
1508
1510
1514
1518
1520
1527
1528
1530
1536
1542
1553
1556
1561
1565
1572
1581
1583
1589
1594
1597
1599

tr
tr
tr
tr
tr
0,6
tr
tr
tr
tr
tr
tr
0,1
0,1

tr
tr
0,3
tr
tr
tr
0,2
tr
tr
tr
tr
tr
1,8
tr
tr
0,1
0,1

tr
tr
tr
0,1
tr
1,0
tr
tr
tr
tr
tr
tr
tr
tr
tr

tr
0,1
tr
tr
tr

tr
tr
tr
tr
tr
0.8
tr
tr
tr
tr
tr
tr
tr
tr
tr
tr
tr
0,2
tr

ir
0,2
ir
ir
tr
ir
ir
1.4

0,1
tr
0,2
tr
tr
tr
tr
0,1
tr
1,2
tr
tr
tr
tr
tr
tr
tr
tr
tr
1,5
tr
0,1

tr

a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b
a,b,c
a,b,c
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b,c
a,b,c
a,b
a,b,c
a,b
a,b,c
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b,c
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b,c
a,b,c
a,b
a,b
a,b

GL
MM
MM
MA

MA

w Z

MA

COC»wwm OO

SCAR

SCAD
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SCAD
SGER
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SCAD
SCAD
SCAD
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SCAD

SGER
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S
S
S

(Z)-3-Heksenil-tiglat
p-Menta-1,4-dien-7-ol
egzo-2-Hidroksisineol-acetat
Citronelil-acetat
10-Metil-2-undekanon
Eugenol

Neril-acetat
1zobornil-propanoat
a-Kopaen
Geranil-acetat
Metil-(F)-cinamat
(E)-p-Damascenon
3-Burbonen

B-Elemen

(Z)-Jasmon
Metil-eugenol
Metil-N-metilantranilat
B-Kariofilen

-Kopaen
Aromadendren
cis-Murola-3,5-dien
o-Humulen
9-¢pi-(E)-Kariofilen
cis-Kadina-1(6),4-dien
cis-Murola-4(14),5-dien
trans-Kadina-1(6),4-dien
y-Murolen

Germakren D
trans-Murola-4(14),5-dien
epi-Kubebol
Biciklogermakren
o-Murolen

Epizonaren
(E,E)-a-Farnezen
Germakren A
1zopropil-N-metilantranilat
y-Kadinen

Kubebol

6-Kadinen
Kavibetol-acetat
Zonaren
trans-Kadina-1,4-dien
a-Kadinen

Hedikariol

Mintoksid
cis-Murola-5-en-4p-ol
(E)-Nerolidol
1,5-Epoksisalvial-4(14)-en
Germakren D-4-ol
Spatulenol
Kariofilen-oksid
4-epi-Kubebol

Globulol
Salvial-4(14)-en-1-on
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19,251 1609 0,1 0,1 a,b S Ledol
19,365 1614 0,5 0,6 ab S B-Oplopenon
19,491 1620 tr 0,1 a,b SCAD  1,10-di-epi-Kubenol
19,523 1621 tr tr ab 0] (E)-1zoeugenil-acetat
19,783 1633 0,1 0,1 a,b SCAD  1-epi-Kubenol
20,073 1646 0,5 0,5 a,b SCAD  epi-a-Kadinol (sin. t-kadinol)
20,097 1647 1,1 1,5 a,b SCAD  epi-a-Murolol (sin. t-murolol)
20,181 1651 0,3 0,4 a,b SCAD  a-Murolol (sin. torejol)
20,247 1654 tr - ab S B-Himahalol
20,396 1661 3.2 4,0 a,b SCAD  a-Kadinol
20,962 1686 tr tr a,b S Eudezma-4(15),7-dien-1p-ol
21,087 1692 0,6 0,9 a,b SGER  Germakra-4(15),5,10(14)-trien-10-ol
21,199 1697 0,3 0,4 a,b S Siobunol
22,214 1744 0,1 - a,b S Mintsulfid
22,726 1769 tr - a,b,c 0] Benzil-benzoat
27,402 2003 0,1 0,1 D Neidentifikovan diterpen 1**
27,702 2020 0,1 0,1 D Neidentifikovan diterpen 2***
27,832 2027 tr tr D Neidentifikovan diterpen 3****
29,415 2116 tr tr a,b D (E)-Fitol
38,788 2700 tr tr a,b,c O Heptakozan
41,566 2900 tr tr a,b,c O Nonakozan
44,153 3100 tr tr a,b,c 0] Hentriakontan
99,0 98,5 Ukupno identifikovano
0,1 0,2 Hemiterpenoidi (HT)
tr 0,1 Estri (HT/E)
86,4 83,8 Monoterpenoidi (M)
66,1 65,0 Ugljovodonici
20,3 18,8 Oksigenovani
39,0 37,7 Tujanski (MT)
3,7 3,8 Pinanski (MP)
9,1 9,8 Acikliéni (MA)
34,5 32,4 Mentanski i srodni (MM)
11,8 13,6 Seskviterpenoidi (S)
3,8 3,3 Ugljovodonici
8,0 10,3 Oksigenovani
0,6 0,5 Kariofilanski i srodni (SCAR)
6,4 8.1 Kadinanski i srodni (SCAD)
3,6 3,8 Germakranski i srodni (SGER)
0,2 0,2 Ditrepenoidi (D)
tr tr Green leaf isparljivi sastojci (GL)
0,7 0,9 Ostalo (O)

§ Jedinjenja su navedena po redosledu eluiranja sa HP-5MS kolone (Rt-retenciono vreme (u min) i RI-
eksperimentalno odredeni retencioni indeksi za gore pomenutu kolonu na osnovu koinjektiranih homologa serije #-
alkana C7-Csy);

* tacan stereoizomer nije odreden;

*¥* MS, 70 eV, 230 °C, m/z(rel. int.): 39(15,5), 40(2,9), 41(62,1), 43(18.,8), 53(26,4), 55(55,7), 57(7,1), 65(13,1),
67(32,5), 68(10,6), 69(47.4), 77(34,0), 78(7.9), 79(52,1), 80(34.,7), 81(48.8), 82(5,2), 83(9,2), 91(49,7), 92(17,6),
93(99,9), 94(25.,9), 95(35,6), 96(2,9), 105(40,2), 106(14,8), 107(72,6), 108(26,0), 109(29,2), 115(1,3), 117(4,0),
119(45,2), 120(17,9), 121(39,0), 122(18,7), 123(20,2), 131(5,2), 133(24.4), 134(30,7), 135(29.,7), 136(25.1),
137(20,0), 145(8,7), 147(23.,2), 148(14,0), 149(9,1), 150(1,7), 159(11,8), 160(1,6), 161(19,7), 162(7,0), 173(5,1),
175(2,7), 187(3,2), 189(9,6), 201(1,7), 203(1,3), 229(14,4), 244(5,6), 257(11,6), 272(13,8);

*** MS, 70 eV, 230 °C, m/z(rel. int.): 39(23,9), 41(84,0), 43(25,3), 44(5,8), 53(43,1), 55(66,8), 56(2,6), 57(5,9),
65(20,4), 66(2,1), 67(69,1), 68(19,3), 69(38,8), 77(54,4), 78(11,1), 79(88.,9), 80(16,9), 81(86,3), 82(8,1), 83(8,1),
91(84,2), 92(19,5), 93(91,9), 94(19,6), 95(48.4), 96(5,4), 97(3,3), 105(77,8), 106(24,3), 107(73,0), 108(24,0),
109(34,7), 117(13,6), 118(15,2), 119(89,0), 120(34,4), 121(99.,9), 122(21,6), 123(24,8), 131(29,0), 132(23,9),
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133(83,0), 134(47,4), 135(40,0), 136(12,5), 145(36,4), 146(19,9), 147(35,8), 148(17,6), 149(12,3), 159(37,0),
160(5,1), 161(50,6), 162(9,0), 173(40,4), 175(25,9), 187(23,3), 189(14,8), 201(25,4), 203(2,1), 229(28.5), 243(9,5),
257(61,0), 258(9,5), 272(17,7);

*xx% MS, 70 eV, 230 °C, m/z(rel. int): 39(21,0), 41(74,7), 43(31,1), 53(42,7), 55(57,9), 67(55,2), 68(18,0), 69(37,5),
77(61,0), 79(75,9), 80(5,9), 81(77,5), 91(89,4), 92(11,2), 93(86.,2), 95(46,9), 105(92,2), 106(26,8), 107(87,8),
108(37,7), 109(50,9), 119(96,7), 120(40,9), 121(99,7), 122(26,0), 123(15,4), 133(99,9), 134(79.8), 135(67.9),
136(26,5), 145(15,1), 147(33.7), 148(19,2), 159(18.4), 161(50,5), 162(30,2), 175(16,1), 189(28,1), 229(5,7),
257(66,5), 272(6,2).

a - sastojak identifikovan poredenjem masenih spektara;

b - sastojak identifikovan poklapanjem retencionih indeksa sa literaturnim vrednostima;

¢ - sastojak identifikovan ko-injektiranjem standarda;

-, sastojak nije detektovan;

sin, sinonim;

tr, sastojak prisutan u procentu manjem od 0,05% (trag).

5.3.1. Gasna ko-hromatografija metil-, izopropil- i propil-/N-

metilantranilata sa etarskim uljem biljne vrste Choisya ternata

Tokom analize hemijskog sastava etarskog ulja listova biljne vrste C. fernata, uocena su
dva sastojka prisutna u malim koli¢inama. Dva pika u gasnim hromatogramima etarskih ulja 1 1
2, koja su tentativno identifikovana (na osnovu poredenja masenih spektara sa masenim
spektrima iz WILEY10NIST2014baze podataka) kao metil- i (izo)propil-N-metilantranilat mogu
biti od interesa, s obzirom da je isparljiva jedinjenja koja sadrze azot te§ko detektovati i da ona
Cesto ostaju neidentifikovana tokom analize (Jabalpurwala ef al, 2009). Sintetisani standardi
metil-, izopropil- i propil-N-metilantranilata su ko-hromatografisani sa etarskim uljem biljne
viste C. fernata, a porast intenziteta pika na Rt 14,566 min je potvrdio da je sastojak etarskog
ulja na ovom retencionom vremenu metil-N-metilantranilat, dok je porast pika na Rt 17,796 min
nesumnjivo potvrdio da je sastojak etarskog ulja na ovom retencionom vremenu izopropil-N-
metilantranilat.

Daljim analizama je utvrdeno da izopropil-N-metilantranilat nije prisutan u etarskim
uljima narandze (Citrus x sinensis), mandarine (Citrus reticulate), grejpfruta (Citrus x paradisi)
i bergamota (Citrus bergamia), koja su ili izolovana hidrodestilacijom ili komercijalna, a
pretragom literature nisu nadeni podaci da je pomenuto jedinjenje do sada detektovano u zZivom
svetu. Zato se izopropil estar N-metilantranilne kiseline moZe smatrati potpuno novim
sekundarnim metabolitom biljaka (protoalkaloidom). S obzirom na to da je do sada detektovan
samo u biljnoj vrsti C. fernata on predstavlja veoma vazan hemotaksonomski marker na nivou
vrste 1 zato je nazvan ternantranin.

Pretragom literature je utvrdeno da je metil estar N-metilantranilne kiseline detektovan

kao sastojak veceg broja vrsta porodice Rutaceae (koje pripadaju jednoj od dve sestrinske

110



Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceae):
izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost

podfamilije Rutoideae i Aurantioideae, 1 to rodovima Zanthoxylum (Dreyer i Brenner, 1980;
Detoni et al, 2009), Citrus (Lota et al, 2000; Brophy et al, 2001; Tomi et al, 2008; Jabalpurwala
et al, 2009), Fortunella (Umano et al, 1994; Quijano i Pino, 2009a,b) 1 Murraya (Imai et al,
1989)), dok se sporadi¢no (i u malim koli¢inama) javlja i u nesrodnim rodovima Chamaecyparis
(Thomas et al, 1966), Corydalis (Olesen i Knudsen, 1994), Jasminum (Calvarano, 1966; Cheng i
Chao, 1979; Toda et al, 1983; Kaiser, 1988; Ito et al, 2002), Mangifera (Pino et al, 2005),
Michelia (Kaiser, 1991), Siphonochilus (Viljoen et al, 2002) 1 Trifolium (Honkanen et al, 1969).
Metil-N-metilantranilat se smatra hemotaksonomskim markerom etarskog ulja mandarine (Citrus
recutita), a izotopski '*N — >N odnos se koristi pri kontroli autenti¢nosti ovog etarskog ulja i
njegovog porekla (Faulhaber er al, 1997). Utvrdeno je da je on nosilac arome ulja kore
mandarine i ukusa soka od mandarine (Wilson 1 Shaw, 1981; Fanciullino et al, 2006). Metil-N-
metilantranilat je atraktant meksicke voéne musice (4Anastrepha ludens, Massa et al, 2008) i
tripsa (Thrips coloratus, Imai et al, 2001), a odbojno deluje na neke vrste ptica (npr. obi¢ni
¢vorak, Sturnus vulgaris (Clark et al, 1991) 1 neke druge vrste (Schafer et al, 1983)). N-
demetilovani estar (metil-antranilat) je karakteristika citrusnih ulja (Jabalpurwala et al, 2009), ali
nije identifikovan prilikom analize etarskog ulja biljne vrste C. ternata. Vazno je napomenuti da
on igra znacajnu bioloSku ulogu jer deluje odbojno na ptice (prouzrokuje hemosenzorne
iritacije), pa je naSao primenu, ne samo u zastiti biljaka od ptica (Curtis et al, 1994; Avery et al,
2001), ve¢ se i na aecrodromima koristi za sprecavanje nesreca koje su prouzrokovane sudarom
aviona i ptica (Engeman et al, 2002).

S obzirom na mirisne osobine, metil-N-metilantranilat je naSao primenu u industriji
kozmetickih preparata, Sampona, sapuna, parfema, kao i nekozmeti¢kih proizvoda, sredstva za
¢is¢enje 1 deterdzenata. Procenjuje se da je njegova godisnja potroSnja od 10 do 100 tona (SCCS,
2011). Pored toga pomenuti estar antranilne kiseline se koristi i u prehrambenoj industriji jer se
hrani dodaje kao aroma (naroc€ito konditorskim proizvodma: slatkisima, sladoledima, Zvakaé¢im
gumama) (Yamaori et al, 2005), a prirodno se nalazi i u vocu, pri ¢emu ga najvise ima u ulju
mandarine (6500 mg/kg), pa je deo svakodnevne ishrane ljudi (Council of Europe, 2000). U
ljudski organizam dospeva preko koze (parfemi, kozmeticki preparati i sli€no) i putem hrane.
Smatra se da je maksimalno sistemsko izlaganje ovoj supstanci preko koze 0,0027 mg po kg
telesne mase dnevno, a da se u Evropi oralnim putem unese 60 pg ove supstance dnevno (1
ug/kg t.m/dan), pri ¢emu je utvrdeni dozvoljeni dnevni unos (ADI — engl. acceptable daily

intake) do 0.2 mg po kg telesne mase (EFSA, 2011).
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5.4. SINTEZA I TERMALNA DEGRADACIJA

METIL-N-METIL-N-NITROZOANTRANILATA

Metil-N-metilantranilat (MMA), koji je deo naSe svakodnevne ishrane, moze da podlegne
nitrozovanju in vivo, u zelucu coveka, reakcijom sa nitritima prisutnim u pljuvacei, kao i
unoSenjem hrane koja sadrZi konzervanse, tj. nitrite, pri ¢emu nastaje metil-N-metil-N-
nitrozoantranilat (NO-MMA) (Lijinsky 1 Epstein, 1970). Reakciju nitrozovanja metil-N-
metilantranilata natrijum-nitritom pri uslovima sli¢nim onim u ljudskom stomaku ispitivao je
Sakai sa saradnicima (1978).

Uzimajuéi u obzir moguce gradenje metil-N-metil-N-nitrozoantranilata u hrani i ¢injenicu
da hrana Cesto podleZe termickoj obradi, pri cemu moZe do¢i do termicke razgradnje (npr. pri
pecenju, przenju, grilovanju, karamelizaciji), odlucili smo da prou¢avamo proizvode termalne
razgradnje metil-NV-metil-N-nitrozoantranilata. Tokom pirolize, organske supstance podlezu
nepovratnom procesu promene hemijskog sastava 1 fizickog stanja, pri ¢emu se organska
jedinjenja, kada se zagreju iznad odredene temperature, raspadaju (Moldoveanu, 2009;
Pitchaimari 1 Vijayakumar, 2013; Krzyzak et al, 2014). U zavisnosti od strukture polaznog
molekula 1 uslova pirolize, pirolizat moze da sadrZi jedinjenja koja su posledica razlaganja
polaznog materijala, i/ili jedinjenja koja nastaju rekombinacijom fragmenata nastalih od
polaznog materijala. Imajué¢i na umu moguée toksikoloSke probleme i posledice po Zivotnu
sredinu do kojih moZe do¢i prilikom pirolize (Moldoveanu, 2009), resili smo da NO-MMA
podvrgnemo preparativnoj termalnoj degradaciji, da izolujemo 1 okarakteriSemo proizvode
reakcione smeSe.

Metil-N-metil-N-nitrozoantranilat je sintetisan direktnim nitrozovanjem metil-V-
metilantranilata (slika 5.4.1) nakon ¢ega je reakciona sme$a podvrgnuta NMR analizi, pri ¢emu
je utvrdeno da ona ne sadrZi neizreagovani metil-N-metilanranilat. Medutim, u 'H NMR spektru
uocCena su dva seta analognih signala nejednakog inteziteta (u odnosu 1 : 12,9). Na osnovu
hemijskih pomeranja 1 multipletnosti signala ¢inilo se da oba seta odgovaraju strukturi NO-
MMA. Analizom HSQC i HMBC spektara potvrdena je o¢ekivana C-H konektivnost. Najveca
razlika u hemijskim pomeranjima analognih parova signala uo¢ena je za NCH3 i H(3) protone.
Ovo bi se moglo objasniti time da, usled spre¢ene slobodne rotacije oko N-N veze, NO-MMA

postoji u dva stereoizomerna oblika od kojih poti¢u dva seta analognih signala (slika 5.4.1).

112



Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceae):
izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost

NMR podaci za pomenuta dva dijastereoizomera su dati u tabeli 5.8. Pretpostavljeno je
da se signal NCH3 protona (£)-izomera nalazi na niZzem hemijskom pomeranju u odnosu na
odgovarajuéi signal (Z)-izomera usled antiperiplanarne (frans-) orijentacije slobodnog
elektronskog para sa azotovog atoma i odgovarajuce metil grupe (Karabatsos i Taller, 1968).
[ako se NO-MMA pominje u literaturi (Estrada ef al, 2006; Serra et al, 2003; Sakai et al, 1977),
nisu pronadeni NMR podaci, kao ni podaci koji ukazuju na postojanje 2 stereoizomera. Mi
nismo pokuSali da razdvojimo pomenuta dva dijastereoizomera, ve¢ smo u daljim

eksperimentima koristili dobijenu reakcionu smesu.

(o] 0O (e]
6 6
0~ NaNO, H* 5 e 5 e
- 4 2®_ R 2©_
N N N
H 3 'u 3 I,ll
NS O@ ST
MMA (E)-NO-MMA (Z)-NO-MMA

Slika 5.4.1. Sinteza metil-N-metil-N-nitrozoantranilata (NO-MMA)

Tabela 5.8.'H- (400 MHz) i '*C- (100 MHz) NMR spektralni podaci (CDCI;) za jedinjenja (E)- i (Z2)-NO-MMA

(E)-Metil-N-metil-N-nitrozoantranilat (Z)-Metil-N-metil-N-nitrozoantranilat
Polozaj ((E)"NO-MMA) ((Z£)-NO-MMA)
d¢, mult. O (Ju Hz) d¢, mult. o (J u Hz)

1 127,1C - 127,0 C -

2 141,6 C - 138,9C -

3 126,0 CH 7,40 dd (7,9, 1,1) 127,1 CH 7,05 dd (7.8, 1,1)

4 133,0 CH 7,67,td (7,7, 1,6) 133,7 CH 7.64,td (7,7, 1,6)

5 128,9 CH 7,53,td (7,7, 1,1) 129,6 CH 7.49,td (7,7, 1,2)

6 131,4 CH 8,01, dd (7.8, 1,6) 131,3 CH 8,03, dd (8,1, 1,5)
-COOCH3 166,1 C - 1649 C —
-COOCH3 52,6 CHs 3,82, s 52,5 CHs 3,82, s
-N(NO)CH; 35,3 CHs 3,41, s CHs 41,0 CH; 4,15, s CHgs

GC-MS analiza (temperature injektora, kolone i transfer linije tokom GC eksperimenta su
bile 250, 70-315 i 320 °C) proizvoda nitrozovanja ukazivala je na interesantno ponaSanje metil-
N-metil-N-nitrozoantranilata pri zagrevanju. U gasnom hromatogramu (slika 5.4.2) nije postojao
pik koji bi odgovarao pomenutom jedinjenju, ali su se javila dva pika na retencionim vremenima
14,754 min (RI 1419) i 18,659 min (RI 1583) medusobno povezana podignutom osnovnom
linijjom. Prvi pik, na manjem retencionom vremenu (14,754 min), odgovarao je metil-N-

metilantranilatu. Maseni spektar drugog jedinjenja (18,659 min) je bio veoma sli¢an masenom
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Slika 5.4.3. Homoliti¢ko raskidanje N-NO veze i prikaz rezonantnih struktura nastalog slobodnog radikala
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Slika 5.4.4. Moguce strukture jedinjenja nastalog rekombinacijom slobodnih radikala dobijenih termalnom

degradacijom NO-MMA tokom GC analize

RazvlaCenje (engl. failing) pika metil-N-metilantranilata ukazuje na to da se jedan deo
metil-N-metil-N-nitrozoantranilata raspao u injektoru (250 °C), dok je drugi (preostali) deo
ispario 1 kretao se kroz hromatografsku kolonu, nakon cega je (na koloni i/ili u transfer liniji)
podlegao potpunoj termalnoj degradaciji. OStrina pika koji potie od jedinjenja 2 ukazuje na to
da ovo jedinjenje nije nastajalo postepeno u toku GC analize, ve¢ je nastalo u kratkom
vremenskom intervalu, najverovatnije u transfer liniji, delu instrumenta sa najviSom
temperaturom (320 °C). Termalnom degradacijom jedinjenja NO-MMA na koloni nastaje samo
jedinjenje MMA, jer je na koloni verovatnoca apstrakcije vodonika sa stacionarne faze veéa od
verovatnoce rekombinacije dva radikala, $to uzrokuje dizanje osnovne linije u hromatogramu.

Kako bismo potvrdili pretpostavku da jedinjenje 2 nastaje u transfer liniji, a ne u
injektoru ili koloni, izvedena je serija eksperimenata u kojima je temperatura GC sistema
(injektora, kolone i transfer linije) varirana od 190 do 250 °C. Najvisa temperatura odgovarala je
temperaturi transfer linije i ona je uvek bila za najmanje 10 °C viSa od najviSe temperature
hromatografske kolone. Na temperaturama nizim od 220 °C nije dolazilo do termalne
degradacije nitrozo jedinjenja 1 u hromatogramu se javio samo pik metil-N-metil-N-

nitrozoantranilata. Dakle, proizvod kuplovanja 2 nastaje u kratkom vremenskom intervalu kada
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nitrozo jedinjenje dode do transfer linije i to najverovatnije u parnoj fazi (npr. u zagrejanom
helijumu). Ovakva sredina (razblaZeni radikali u inertnom gasu) pogodna je za rekombinaciju
dva slobodna radikala, dok za transfer protona najverovatnije ,,nema dovoljno vremena®
(intramolekulski transfer protona nije mogué¢ s obzirom da usled geometrije molekula nije
moguce sigmatropno premestanje).

Jo§ jedna cinjenica koja ide u prilog da rekombinacijom radikala nastaje derivat
hidrazina, a ne bifenila ili difenilamina, je to $to rekombinacijom radikala nastaje samo jedan
proizvod, proizvod kineti¢ke kontrole reakcije (u gasnom hromatogramu nisu detektovani drugi
proizvodi rekombinacije), iako su gotovo svi ostali izomeri (2a-e) termodinamicki stabilniji u
odnosu na 2. Na osnovu ovoga, kao i fragmentacije u masenom spektru jedinjenja 2, koji je jako
podsecao na maseni spektar ,,monomera®, i ¢injenice da bi fragmentacija bifenil i difenilamino
derivata dala drugacija, zaklju¢eno je da je jedinjenje 2 dimetil-2,2'-(1,2-dimetil-hidrazin-1,2-
diil)dibenzoat.

Kako bismo potvrdili strukturu jedinjenja 2 1 NMR-om spektralno okarakterisali nastale
proizvode termalne tegradacije, izvedena je preparativna termoliza NO-MMA. Metil-N-metil-N-
nitrozoantranilat je zatopljen u evakuisani stakleni sud i zagrevan u uljanom kupatilu na 220 °C
tokom 15 minuta. Promena boje reakcione smesSe (tamnjenje) je ukazala da na temperaturi 220
°C dolazi do znadajne degradacije jedinjenja NO-MMA. Serijom eksperimenata u kojima je
varirano vreme trajanja termolize utvrdeno je da je 15 min dovoljno da se pomenuto jedinjenje u
potpunosti razgradi (pracenje toka reakcije je vrSeno pomocu tankoslojne hromatografije).
Nakon dry flash hromatogratije termolizata, spojene frakcije su analizirane metodama GC-MS i
NMR.

Frakcija 4 je bila dovoljno ¢ista za NMR analizu. GC-MS analizom je utvrdeno da je
glavni isparljivi sastojak ove frakcije jedinjenje koje eluira na 36,941 min (RI (DB-5MS) 2570).
Pik molekulskog jona na m/z 267 je ujedno bio i osnovni pik. Neparna m/z vrednost M"
ukazivala je da pomenuto jedinjenje sadrzi neparan broj N atoma, §to je potvrdeno masenom
spektrometrijom visoke rezolucije, kojom je utvrdeno da je molekulska formula jedinjenja
CisH13NOs. Visok indeks manjka vodonika (11 nezasi¢enja) ukazuje da je doslo do
rekombinacije dva molekula metil-N-metil-N-nitrozoantrailata i da 8 od 11 nezasi¢enja poti¢e od
dva aromati¢na prstena. Molekulska formula ukazuje da ovo jedinjenje sadrzi 2 C, 7H,3 N i3 O
atoma manje od dva molekula jedinjenja NO-MMA.

13C NMR spektar je sadrzavao signale za 16 neekvivalentnih ugljenikovih atoma ¢ime je

potvrdeno prisustvo 16 C-atoma u molekulu. Intezitet pet signala je bio vrlo slab. Na osnovu
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DEPT90/135 spektara je zaklju¢eno da jedinjenje sadrzi samo CHs; i CH grupe. U '"H NMR
spektru, u oblasti hemijskih pomeranja u kojoj se javljaju signali protona vezanih za aromati¢no
jezgro uoceno je 7 signala: tri dubleta dubleta (dd, 7.74, 8.39, 8,54 ppm), dva dubleta dubleta
dubleta (ddd, 7,62 i 7,79 ppm), jedan dublet (d, 8,29 ppm) i jedan triplet (t, 7,33 ppm), $to je
ukazivalo na prisustvo dva aromati¢na jezgra u molekulu od kojih je jedno bilo 1,2-
disupstituisano, a drugo 1,2,3-trisupstituisano. Dva signala u '"H NMR spektru (singleti na 3,63 i
3,98 ppm) ukazivali su na prisustvo N-metil i O-metil grupa. Asignacija svih 'H- i 3C-signala je
izvriena na osnovu korelacija uogenih u 2D NMR spektrima ("H-'H COSY i HMBC) (tabela
5.9). U HMBC spektru je uocena korelacija izmedu protona na 3,98 ppm i ugljenika na 169,3
ppm Sto je ukazivalo na prisustvo estarske gupe. Prisustvo estarske funkcionalne grupe je
potvrdeno prisustvom jona u masenom spektru koji odgovaraju gubitku OCHj3 ili COOCHj3

grupa, kao i trakom na 1722 cm ™' u IR spektru.

Tabela 5.9.'H (400 MHz) i '°C (100 MHz) NMR spektalni podaci (CDCI5) glavnog sastojka frakeije 4

Polozaj d¢c, mult. ou (Ju Hz)
1 125,2 CH 8,39, dd (8,3, 1,5)
2 121,9 CH 7.33,t(7,8)
3 130,9 CH 7,74, dd (7,5, 1,5)
4 122,4 C -
4a 137,6 C -
6 162,8 C -
6a 1254 C -
7 128,8 CH 8,54, dd (8,0, 1,0)
8 128,6 CH 7,62, ddd (8.1, 7,2, 1,0)
9 132,8 CH 7,79, ddd (8.3, 7.2, 1,5)
10 121,8 CH 8,29, d (8.2)
10a 133,1C -
10b 121,2C -
-COOCH; 169,3 C -
-COOCH3 52,8 CH;3 3,98, s
-NCH3 36,4 CHs 3,63, s

Multipletnosti i odgovarajuée konstante kuplovanja protona u '"H NMR i korelacije u 'H-
"H COSY spektrima ukazale su da protoni na 7,33, 7,74 i 8,39 ppm pripadaju trisupstituisanom,
a protoni na 7,62, 7,79, 8.29 i 8,54 ppm disupstituisanom aromati¢nom jezgru. Ovi podaci bi
mogli da odgovaraju strukturama predstavljenim na slici 5.4.5. Vrednost hemijskog pomeranja
karbonilnog ugljenika vie odgovara amidnom ugljeniku, nego ugljeniku konjugovane keto
grupe. Cross-pikom izmedu protona na 3,63 ppm i ugljenika na 162,8 ppm u HMBC spektru je
potvrdeno da su N-metilamino i1 karbonilna grupa deo amidne grupe $to je u saglasnosti sa
strukturom 3, tj. da nisu medusobno udaljene kao u strukturi 3a. Struktura 3 je dodatno
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potvrdena prisustvom cross-pikova u HMBC spektru (slika 5.4.6) i u 'H-'H COSY spektru
(H(1)-H(2), H(2)-H(3), H(7)-H(8), H(9)-H(10)). Nedavno je Han sa saradnicima (2014) izvrsio
sintezu i objavio spektralne podatke za jedinjenje 3 (medutim bez asignacije 'H- i *C-NMR

spektara). NMR i1 IR podaci jedinjenja 3 se slazu sa pomenutim literaturnim podacima (Han ez al,

2014).

Slika 5.4.6. Odabrane HMBC interakcije jedinjenja 3,415

GC-MS analizom frakcija 1, 2 i 3 detektovano je jedinjenje koje eluira na 31,951 min (RI
(DB-5MS) 2249) i ¢&iji se molekulski jon javlja na vrednosti m/z 255 u masenom spektru.
Neparna m/z vrednost M™ (255) ukazala je na neparan broj N-atoma u jedinjenju, a masa je
odgovarala molekulskoj formuli CisH;3NOs. Poredenjem masenog spektra ovog jedinjenja sa
masenim spektrima iz MS biblioteka pretpostavljeno je da je jedinjenje derivat antranilne
kiseline i da pored toga sadrzi i benzamidnu grupu. Uzimajuéi sve ovo u obzir pretpostavljeno je
da je jedinjenje metil-N-benzoilantranilat (4, slika 5.4.7). Kako bismo potvrdili ovu pretpostavku
pomenuto jedinjenje je sintetisano polaze¢i od benzoil-hlorida i metil-antranilata u prisustvu

EtsN (Schneider ef al, 2013). Struktura sintetisanog jedinjenja je potvrdena 1D- i 2D-NMR (na

slici 5.4.6 su date znaGajne HMBC interakcije koje su koridéene pri asignaciji 'H- i *C-NMR
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spektara, dok se u tabeli 5.10 nalaze NMR spektralni podaci). GC ko-injekcijom je potvrdeno da
je jedinjenje 4 sastojak frakcija 1-3.

Slika 5.4.7. Numeracija atoma jedinjenja 4

Tabela 5.10. 'H (400 MHz) i '*C (100 MHz) NMR spektralni podaci (CDCl;) jedinjenja 4 i 5

Polozaj Metil-N-benzoilantranilat (4) Metil-N-formilantranilat (5)
d¢, mult, On (Ju Hz) d¢c, mult, S (Ju Hz)
1 1153C - 1152C -
2 1419 C - 140,8 C -
3 131,0 CH 8,09, dd (8,1, 1,6) 121,2 CH 8,72 dd (8,6, 1,0)
4 122,6 CH 7,12, ddd (8.1, 7,2, 0,9) 134,8 CH 7,57, ddd (8.6, 7.2, 1,6)
5 134,8 CH 7,61, ddd (8,5, 7,2, 1,6) 123,2 CH 7,11, ddd (8.4, 7,2, 1,0)
6 120,5 CH 8,94, dd (8,5, 0,9) 130,9 CH 8,05, dd (8,4, 1,6)
1’ 134,9 C - - -
2°,6 127,4 CH 8,06, dd (8,1, 1,6) - -
3,5 128,8 CH 7,55, ddd (8.1, 7,6, 0,6) - -
4 132,0 CH 7,53, br d (7.6) - -
-COOCHs3 169,1 C - 168.6 C -
-COOCH;3 52,5 CHs 3,96, s 52,5 CH3 3,94, s
-NHCO 165,7 NHCO 12,04, br s 159,6 NHCO 8,52, s NHCHO

7,55, s NHCHO

AU NMR spektrima je uo¢eno prisustvo dva rotamera, kao $to je i prethodno objavljeno (Chen ef al, 2014). Ovde su
dati spektralni podaci samo glavnog rotamera.

Frakcija 3 je bila slozena smeSa od dvadesetak jedinjenja medu kojima je bio
najzastupljeniji metil-N-formilantranilat (5, slika 5.4.8) (oko 50%). Njegov identitet je potvrden
na osnovu analize MS spektra (jonima koji odgovaraju gubitku OCH3 grupe ili COOCH3 je
potvrdeno prisustvo estarske grupe, a jonom koji odgovara gubitku CO je potvrdeno prisustvo N-
formil grupe). Frakcija 3 je podvrgnuta NMR analizi bez daljeg preciS¢avanja ¢ime je potvrden
identitet jedinjenja 5. "H NMR je sadrzavao signale, dva dd (8,05 i 8,72 ppm) i dva ddd (7,11 i
7,57 ppm), karakteristiéne za ortfo-disupstituisano aromati¢no jezgro. Asignacija svih signala
protona i ugljenika-13 je izvr$ena zahvaljujué¢i 2D NMR ('H-'H COSY i HMBC) spektrima. Na
primer, hemijska pomeranja za C(1) i C(2) su utvrdena na osnovu HMBC spektra, posSto signali
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ta dva ugljenika nisu uogeni u '*C NMR spektru. Izmenljivi proton vezan za azotov atom —
NHCHO grupe je asigniran zahvaljujuéi cross-pikovima u HMBC spektru koji poti¢u od
kuplovanja datog protona sa C(1) i C(3) ugljenicima. lako je prisustvo dva rotamera uoceno i u
naSim NMR spektrima jedinjenja 5, kao $to je prethodno i bilo poznato (Chen et al, 2014), ovde
su dati 'H- i '*C-NMR podaci samo za glavni rotamer (tabela 5.10). Odabrane HMBC interakcije

su predstavljene na slici 5.4.6.
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Slika 5.4.8. Numercija atoma jedinjenja 5.

GC 1 GC-MS analizom frakcija identifikovano je 46 razlicitih jedinjenja $to je Cinilo od
25,2 do 94,7% povrsina ispod detektovanih pikova u gasnim hromatogramima ovih frakcija.
Identifikovani sastojci, njihova relativna zastupljenost u frakcijama, molarne mase, Rt i RI
vrednosti 1 nacin identifikacije su dati u tabeli 5.11. Prilikom donosenja kona¢ne odluke o tome
koja struktura odgovara kom piku, uzeta su u obzir tri argumenta. Molekulska masa i MS
fragmentacioni Sablon su koris¢eni kako bi se dobila ideja o strukturi odredenog jedinjenja, a za
koju bi se moglo ocekivati da nastaje prilikom termolize. Smislenost predlozene strukture je
potvrdena korelacionom analizom predvidenih tacaka kljucanja ovih jedinjenja (ChemBio3D
Ultra 13.0) sa njihovim eksperimentalno odredenim retencionim indeksima (Heberger i
Kowalska, 1998). Sva jedinjenja ¢ije su se vrednosti Tk predvidene korelacionom jedna¢inom
znacajno razlikovale od izracunatih vrednosti (za 30 i vise stepeni K) isklju¢ena su iz liste
identifikovanih jedinjenja, a ovo je uradeno nekoliko puta, sve dok nije postignuta dobra
korelacija. Kona¢na dobijena korelaciona jednac¢ina zavisnosti Tk od RI je:

Tk = 351,73604 + 0,14209RI, R? = 0,95742

gde Ty predstavlja predvidenu tacku kljucanja, a RI eksperimentalni retencioni indeks

jedinjenja, a R? korelacioni koeficijent.
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Korelacija predvidene tacke kljucanja (Tx) i eksperimentalnog retencionog indeksa (RI)
je izvrSena 1 za jedinjenje 2, bez obzira $to ono nije detektovano tokom GC-MS analize
proizvoda pirolize metil-N-metil-N-nitrozoantranilata u kondenzovanoj fazi. Na osnovu date
jednacine, RI jedinjenja 2 bi trebalo da iznosi 2500 $to je za oko 1000 RI jedinica vise od
eksperimentalno nadene vrednosti (RI 1583). Ovo potvrduje pretpostavku da znacajna koli¢ina
jedinjenja NO-MMA prolazi kroz GC kolonu nepromenjena i da do termalne degradacije i
rekombinacije metil-NV-metilantranilatnih radikala dolazi tek u znatno toplijoj transfer liniji. Deo
nitrozo jedinjenja koji se nije raspao u injektoru i na koloni, biva potpuno transformisan u
jedinjenje 2 u transfer liniji, ¢ime je objasnjeno brzo ,.cluiranje” jedinjenja 2 sa GC kolone, s
obzirom da nastaje na njenom samom kraju.

Pazljivim razmatranjem struktura identifikovanih sastojaka termolizata pretpostavljeni su
glavni putevi termolize metil-N-metil-N-nitrozoantranilata. Kako nijedan od identifikovanih
proizvoda ne sadrzi nitrozo grupu, pretpostavljeno je da metil-N-metil-N-nitrozoantranilat
prvobitno podleze raskidanju N-NO ili Ca-NNO veze. S obzirom na stabilnost NO 1
delokalizovanog metil-N-metilantranilatnog radikala, N-NO veza lako podleze homoliticCkom
raskidanju (slika 5.4.3), pri ¢emu nastaju radikali 1a-1d. Najveci broj proizvoda identifikovanih
analizom termolizata predstavlja proizvode reakcija u kojima ucestvuju upravo ovi radikali
(MMA, 9, 12, 29, i delimi¢no 3, 4, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 30, 31, 32).

Takode je identifikovano i nekoliko jednostavnih derivata benzoeve Kkiseline, tj.
proizvoda koji ne sadrze orfo-NHCH3 grupu (6, 7, 19a-c, 1 delimicno 18, 20, 22, 23, 24, 25, 31,
32). Ovi proizvodi mogu da nastanu iz hipoteti¢kog metil-benzoatnog radikala (33) ili reakcijom
metil-NV-metilantranilatnog radikala (1) sa metil-benzoatom (6). Mehanizam nastanka 6 i radikala
33 nije u potpunosti razjasnjen, mada postoji moguénost da tokom termolize pored homolitickog
raskidanja N-NO, dolazi i do homoliti¢kog raskidanja Ca-NNO veze (slika 5.4.9). Pored toga,
moguce je da metil-benzoatni radikal i njemu srodne reakcione vrste nastaju prema nekom
sloZzenijem mehanizmu, npr. mehanizmom na slici 5.4.10. Medutim, ne treba iskljuditi ni
mogucnost simultanog odvijanja oba mehanizma. Nakon homolitic¢kog raskidanja N-NO i Car-
NNO veza, radikali koji nastaju, metil-NV-metilantranilatni (1a-d) i metil-benzoatni (33) radikal,
mogu da apstrahuju vodonike, pri ¢emu nastaju metil-V-metilantranilat i metil-benzoat (6), mogu
da se rekombinuju na nekoliko razli¢itih nacina ili da reaguju sa jedinjenjima MMA i 6 pri ¢emu
nastaju razli€iti proizvodi koji podlezu daljim modifikacijama (npr. O- ili N-demetilovanju ili

dekarboksilaciji) (slike 5.4.915.4.11).
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Slika 5.4.9. Mogu¢i mehanizmi nastajanja proizvoda termolize NO-MMA
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Slika 5.4.10. Moguéi mehanizam nastanka benzoeve kiseline (6)
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Slika 5.4.11. Dodatni putevi gradenja proizvoda termolizata u kondenzovanoj fazi
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Dva metil-N-metilantranilatna radikala mogu da se rekombinuju na tri razli¢ita nacina
kao Sto je gore i pomenuto (strukture 2 i 2a-d). Nijedan od ovih proizvoda nije detektovan medu
proizvodima termolize metil-N-metil-N-nitrozoantranilata u kondenzovanoj fazi. Medutim, ne
treba iskljuciti moguénost da radikal 1b reaguje sa metil-antranilatom pri ¢emu nastaje 2f, joS
jedan regioizomer strukture 2. lako jedinjenje 2f nije identifikovano tokom analize frakcija,
pretpostavljeno je da do njegovog gradenja dolazi, ali da usled odgovarajuce orijentacije —
NHCH; 1 —COOCH; grupa, ono podleZze intramolekulskoj aminolizi koja vodi gradenju
Sestoclanog laktama 29 koji je detektovan u frakciji 7.

Druga sudbina metil-V-metilantranilatnog slobodnog radikala je reakcija sa metil-
benzoatnim radikalom ili metil-benzoatom pri c¢emu nastaju 24 i/ili 25. U slucaju rekombinacije
metil-N-metilantranilatnog radikala i metil-benzoatnog radikala broj mogucih regioizomernih
proizvoda je manji nego kad reaguju metil-V-metilantranilni radikal i metil-benzoat. Nespareni
elektron metil-benzoatnog radikala nije delokalizovan i novoformirana Car-Car veza mora da
bude orfo- u odnosu na -COOCH3; grupu metil-benzoata. Metil-N-metilantranilatni radikal moze
da reaguje sa metil-benzoatom tako da dode do ipso napada, pri ¢emu metil-benzoat podleze
pri ¢emu dolazi do gradenja jedinjenja 20, 22 1 23.

Jo$ jedan reakcioni put koji se odvija prilikom termolize u kondenzovanoj fazi je
aminoliza metil-N-metil-V-nitrozoantranilata metil-V-metilantranilatom, pri ¢emu nastaje
jedinjenje 34 koje dalje podleze homolitickom raskidanju Ca-NNO veze (slika 5.4.11).
Novoformirani radikal (35) moze da apstrahuje H" pri ¢emu nastaje 21 ili da intramolekulski
ciklizuje pri cemu nastaje 3. Jedinjenje 3 moZe da podlegne N-demetilovanju pri cemu se gradi
30, dekarboksilovanju da nagradi 26 ili moZe da reaguje sa metil-benzoatnim radikalom da da
jedinjenje 31 i/ili 32. Drugi mogué¢i mehanizam nastanka jedinjenja 21 je aminoliza metil-
benzoata metil-N-metilantranilatom. Pored gore pomenutih reakcija u kojima ucestvuje
aromati¢no jezgro bar jednog reaktanta jo§ jedna grupa jedinjenja je detektovana analizom
termolizata koja ukazuje da prilikom termolize dolazi i do acilovanja (4, §, 8, 13, 14, 15, 21 128).
Na primer, jedinjenje 14 nastaje acetilovanjem MMA. Moguca su dva mehanizma gradenja
jedinjenja 4 i 15; demetilovanje jedinjenja 21 i 14; jedinjenje 4 moze da nastane aminolizom
metil-antranilata i metil-benzoata, dok 15 moze da nastane acetilovanjem jedinjenja 9. Takode su
identifikovana i dva proizvoda formilovanja (S 1 8). Poreklo siréetne 1 mravlje kiseline nije u

potpunosti razjaSnjeno.
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Rekombinacijom dva metil-benzoatna radikala gradi se samo 19a, dok reakcijom metil-
benzoatnog radikala 1 metil-benzoata mogu da nastanu 19a, 19b i 19¢. Termolizat sadrzi Cetiri
nitro-jedinjenja, dva nitro-derivata metil-benzoata (10 i 11), dok se 16 1 17 dobijaju hipotetickim
nitrovanjem metil estara antranilne i N-metilantranilne kiseline. Azo-jedinjenje 27 najverovatnije

nastaje kuplovanjem dva radikala metil-N-metilantranilata, pra¢ena oksidacijom.
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5.5. ANTIOKSIDANTNA AKTIVNOST

Antioksidantna aktivnost metil-N-metilantranilata (MMA) i izopropil-N-metilantranilata
(IMA) je procenjena u tri in vifro modela (sposobnost hvatanja DPPH" radikala, ABTS"" radikal-
katjona i superoksidnog radikala). Rezultati ovih testova su dati u tabeli 5.12. Kao pozitivne
kontrole kori$éeni su butilovani hidroksitoluen (BHT) i kvercetin. Butilovani hidroksitoluen je
sintetska supstanca koja se zbog svojih antioksidantnih osobina prvenstveno koristi kao dodatak
hrani, a zatim i kozmeti¢kim prepatatima, lekovima itd. (Bondet et al/, 1997). Kvercetin je, s
druge strane, prirodni flavonoidni antioksidans prisutan u voc¢u i povréu (Murota 1 Terao, 2003).

Pozitivne kontrole, lipofilni BHT i kvercetin, pokazale znacajnu in vitro antioksidantnu
aktivnost, sa ICso vrednostima u opsegu od 10 do 30 pg/ml (tabela 5.12), MMA i IMA su
pokazali veoma loSu aktivnost (do 8%) pri najvisoj testiranoj koncentraciji od 250 pg/ml.
Drugim recCima, rezultati testiranja sposobnosti hvatanja slobodnih radikala pokazuju da dok je
manje od 2 (1,6) molekula BHT potrebno sa se neutralise jedan DPPH radikal, potrebno je vise
od 700 molekula MMA ili IMA kako bi se proizveo isti efekat. Rastvore antranilata
koncentracije koja bi dovela do hvatanja 50% DPPH, ABTS™ ili superoksidnih radikala je
nemoguce dobiti rastvaranjem ovih jedinjenja u vodenom medijumu usled njihove slabe

rastvorljivosti/mesljivosti sa vodom.

Tabela 5.12. Sposobnost jedinjenja IMA i MMA (rastvora koncentracija 0,25 mg/ml) da hvataju slobodne radikale

Supstanca/radikal D(I:/I:;{ A];;l;)s°+ Sup(e(; 0O)ksid
IMA 2,0 8,0 4.0
MMA 1.8 12 03
BHT? 16,5 7,0 233
Kvercetin® 10,2 21,3 31,6

[Cso (koncentracija supstance u pg/ml ¢ija je sposobnost hvatanja slobodnih radikala
50%) vrednosti za BHT i kvercetin

Medutim, treba imati na umu da stehiometrija reakcije sa radikalima ne objasnjava u
potpunosti sve aspekte antioksidantne efikasnosti, s obzirom da i kinetika igra znacajnu ulogu
(Bondet et al, 1997). Na primer, poznato je da je BHT spori antioksidans (Bondet et al, 1997).

Izgleda da postoji inverzna zavisnost izmedu stehiometrije 1 brzine reakcije, a ovo ukazuje da Sto
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je reakcija sporija, to je sloZzeniji mehanizam. Znaci, moglo bi se ocekivati da IMA i MMA
deluju po istom (sporom) mehanizmu sli¢nom mehanizmu delovanja BHT s obzirom da on
predstavlja aromati¢no jedinjenje bogato elektronima koji nema ocigledan put koji bi vodio
gradenju stabilne hinonske strukture (za koju je poznato da je krajnji proizvod mnogih efikasnih

antioksidanasa) ve¢ najverovatnije podrazumeva gradenje di- ili oligomernih struktura (Bondet
et al, 1997).
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5.6. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST

Pretragom literature je utvrdeno da ne postoje podaci o antimikrobnoj aktivnosti etarskog
ulja biljne vrste C. fernata, kao ni metil- 1 izopropil-N-metilantranilata. Jedini pronadeni podaci,
koji se bave dejstvom pomenutih estara N-metilantranilne kiseline na mikroorganizme, odnose se
na dejstvo MMA i njegovu moguénost da izazove vec¢i hemotakti¢ki odgovor bakterije
Escherichia coli u poredenju sa najceS¢e koriSéenim repelentom, indolom (Ohba i Hayashi,
1979). Takode, MMA je startni materijal za dobijanje metil-antranilata iz metil-N-
metilantranilata N-demetilovanjem od strane bakterije Bacillus megaterium (Taup et al, 2005).
Pretragom literature su pronadeni podaci o antimikrobnoj aktivnosti metil estra antranilne
kiseline. Utvrdeno je da metil-antranilat ispoljava inhibitornu aktivnost protiv nekoliko biljnih
patogenih gljivica (Dev ef al, 2004; Nidiry ef al, 2005; Chambers ef al, 2013) 1 jedne vrste biljne
patogene bakterije Xanthomonas fragariae (Chambers et al, 2013), dok ne postoji puno podataka
o aktivnosti ovog jedinjenja protiv ljudskih patogenih mikroorganizama, osim §to je utvrdeno da
pomenuto jedinjenje inhibira rast Candida albicans, pri c¢emu MIC vrednost iznosi 1 mg/ml
(Tampieri ef al, 2005).

Ispitivanjem antimikrobne aktivnosti etarskog ulja biljne vrste C. fernata utvrdeno je da
ono poseduje veoma dobru antimikrobnu aktivnost protiv soja Staphylococcus aureus otpornog
na meticilin (MRSA), kao i1 da inhibira rast bakterije Escherichia coli i gljive Cryptococcus
neoformans. Medutim, s obzirom na vrednost minimalne koncentracije koja inhibira rast
pomenutih mikroorganizama (MIC), ovo etarsko ulje se, kao takvo, ne bi moglo koristiti u

farmaceutske svrhe (tabela 5.13).

Tabela 5.13. Antimikrobna aktivnost etarskog ulja biljne vrste C. ternata

Staphylococcus Escherichia Candida Cryptococcus
aureus MRSA coli albicans neoformans t444
Zona inhibicije
(pre¢nik) u disk
difuzionom testu 2,5¢cm 1.2 cm 0 1.5 ¢m
u dozi od 4 mg
po disku
MIC 4 mg/ml > 4 mg/ml >4 mg/ml 2 mg/ml
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Antimikrobna  aktivnost metil- 1 izopropil-N-metilantranilata je  ispitivana
mikrodilucionom metodom na pet sojeva mikroorganizama: jedan soj Gram-pozitivnih bakterija,
tri soja Gram-negativnih bakterija i dva soja gljivica (jedan kvasac i jedna bud), a rezultati su

prikazani u tabeli 5.14.

Tabela 5.14. Minimalna inhibitorna koncentracija metil- i izopropil-V-metilantranilata

Bakterijska/fungalna vrsta ATC.C MMA IMA Antibiotik
broj (mg/ml) (mg/ml) (ug/ml)

Staphylococcus aureus 25923 5,00 >5,00 0,19
Proteus mirabilis 12453 >5,00 >5,00 0,78
Escherichia coli 8739 1,25 >5,00 0,19
Pseudomonas aeruginosa 9027 >5,00 5,00 0,19
Candida albicans 10231 0,62 1,25 0,06
Aspergillus niger 16404 1,25 >5,00 0,96

Antibiotik — hloramfenikol u slu¢aju bakterija, nistatin u slu¢aju gljivica

Testiranje antimikrobne aktivnosti metil- i izopropil-N-metilantranilata je ukazalo da
metil estar poseduje veci antimikrobni potencijal, kao i da oba antranilata poseduju selektivnu
aktivnost prema gljivicama. Aktivnost testiranih jedinjenja prema gljivicama se kre¢e u opsegu
0,62-1,25 mg/ml, a prema bakterijama u opsegu od 1,25 do 5,00 mg/ml. MMA je ispoljio
aktivnost protiv dva soja bakterija, S. aureus i E. coli, dok je IMA inhibirao rast samo jednog
jedinjenja u hranljivom medijumu, gde je MMA pokazao zna¢ajnu aktivnost protiv sojeva i budi
i kvasca, dok IMA, u testiranom opsegu koncentracija, nije inhibirao rast budi.

Kako su ovo prvi podaci o antimikrobnoj aktivnosti metil- i izopropil estara N-
metilantranilne kiseline, poredenje rezultata je moguée jedino sa literaturnim podacima za
analogni metil estar antranilne kiseline. Metil- i izopropil-N-metilantranilat, kao i metil-
antranilat, ispoljavaju antifungalnu aktivnost, pri ¢emu je antikandidalni efekat metil-N-
metilantranilata (MIC=0,62 mg/ml) vrlo slican antikandidalnom efektu metil-antranilata
(MIC=1,00 mg/ml, Tampieri et al, 2005). Ovi podaci ukazuju da MMA i IMA zavreduju dalja
ispitivanja antifungalne aktivnosti protiv §ireg spektra humanih fungalnih patogena, a narocito

protiv patogenih Candida vrsta.
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5.7. FARMAKOLOSKA AKTIVNOST

Nakon S$to su izopropil-(IMA), metil- (MMA) i propil-N-metilantranilati (PMA)
sintetisani, odredena je njihova akutna toksinost na miSevima 1 ispitivana je njihova
farmakoloska aktivnost i to: dejstvo na centralni nervni sistem pacova (testovi anksioznosti -
svetlo/tamno (light/dark) i test otvorenog polja (open field), testovi depresije — test prinudnog
plivanja (forced swimming) 1 test veSanja o rep (fail suspension), test spavanja izazvanog
dijazepamom); antinociceptivna aktivnost (test abdominalnih gréeva izazvanih siretnom
kiselinom (writhing test), test osetljivosti na termalni nadraZaj - metoda vruée ploce (hot-plate
test), testovi formalinom, kapsaicinom i glutamatom izazvane nocicepcije i test refleksa naglog
pokreta repom (fail flick test)); proucavan je mehanizam antinociceptivnog dejstva ovih estara
pri termalnom nadrazaju; ispitivano je i1 hepato- i nefroprotektivno dejstvo ovih jedinjenja u
modelu osteCenja jetre 1 bubrega izazvanog ugljen-tetrahloridom kod pacova, kao i njihov uticaj
na nastanak lezija na sluznici Zeluca pacova izazvanih diklofenakom i etanolom.

Ispitivanju farmakoloske aktivnosti jedinjenja IMA, MMA 1 PMA prethodilo je
ispitivanje njihove akutne toksi¢nosti na mi§evima. Pomenuta jedinjenja su data oralno u dozi od
100 mg/kg t.m. grupi od 10 miSeva. Nakon 5 dana od aplikacije, tretirani mi$evi nisu pokazali
promene u ponasanju, a posle Zrtvovanja, analizom Zeludaca nisu uocene lezije ni krvarenje.
Tokom ovog perioda posmatranja nisu uoceni znaci intoksikacije, kao $to su konvulzije, Cir na
Zelucu, a nije bilo ni smrtnih sluc¢ajeva. Ovi rezultati ukazuju da oralna aplikacija jedinjenja
IMA, MMA i PMA u dozi od 100 mg/kg t.m. ne dovodi ni do kakvih promena u ponaSanju, niti
utice na zdravlje miSeva.

Nakon toga je ispitivano potencijalno pirogeno dejstvo ovih supstanci. Telesna
temperatura Zivotinja, merena je pre i 24 h nakon davanja testiranih supstanci u pravilnim
vremenskim intervalima 1 nije se razlikovala od grupe do grupe, a iznosila je izmedu 351 37 °C.
Ovo je ukazivalo da nijedna od testiranih supstanci nema pirogeno dejstvo.

Kako bi se isklju¢io moguéi uticaj antranilata na spontanu aktivnost i motoricku
koordinaciju Zivotinja, izvedeni su test otvorenog polja i rotarod test. Nijedan od testiranih estara
N-metil-antranilne kiseline (100 mg/kg t.m, p.o.) nije uticao na spontanu aktivnost niti na

motori¢ke sposobnosti miseva 0,5, 2 ili 3,5 h nakon aplikacije supstanci (tabela 5.15).
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Tabela 5.15. Efekat IMA, MMA i PMA na spontanu i lokomotornu aktivnost tretiranih miseva

Broj sati nakon tretmana

0,5 1 2 3,5
Spontana aktivnost

Rastvarac 62+9.8 60,9+, 1 55,9+8.8 57,3£6,6
IMA 65,4+10,3 68,1+£11,8 66,7184 61,5+7,7

MMA 61,84£9,7 58,4493 55,9£10.6 57,9+8.9

PMA 55,4+8,7 59,4+7,6 53,654 55,9+8.8

Lokomotorna aktivnost

Rastvarac 15,1+4,8 13,6+6,6 11,7+6,5 13,7+3,7
IMA 13,245,2 12,9+5,5 13,7+6,1 11,943,3

MMA 14,6+3,1 13,7+2.8 10,7+3,6 11,3£2.9

PMA 14,1£2.9 11,8+£2.7 12,7£3,8 13,4+4,2

5.7.1. Antinociceptivna aktivnost

3.7.1.1. Periferna i centralna antinociceptivna aktivnost IMA, MMA i PMA —
Test abdominalnih gréeva izazvanih siréetnom kiselinom (writhing test) i

test osetljivosti na termalni nadrazaj - metoda vruce ploce (hot-plate test)

U radu je po prvi put ispitivana potencijalna periferna i centralna antinociceptivna
aktivnost dobijenih sintetskih uzoraka jedinjenja IMA, MMA i PMA, etarskog ulja i etanolnog
ekstrakta listova, pri ¢emu su kori§éena dva testa, test abdominalnih gréeva izazvanih sir¢etnom
kiselinom (writhing test) 1 test osetljivosti na termalni nadrazaj - metoda vruée ploce (hot-plate
test). Oba testa su pokazala da etarsko ulje i sirovi etanolni ekstrakt listova biljne vrste C.
ternata, kao i svi sintetisani antranilati, ispoljavaju znac¢ajanu antinociceptivnu aktivnost kada se
oni miSevima daju oralno (slika 5.7.1). U testu abdominalnih gréeva izazvanih siretnom
kiselinom MMA, u dozi od 1 mg/kg t.m, bio je priblizno aktivan kao aspirin u dozi od 200
mg/kg t.m, a u dozi 3 mg/kg t.m. bio je aktivniji od aspirina (200 mg/kg t.m.).U testu vruée ploce
svi antranilati u dozi 3 mg/kg t.m. su ispoljili vecu aktivnost od morfina u dozi 5 mg/kg t.m.
IMA i PMA u dozama 1 mg/kg t.m. su bili efikasniji, a PMA je ¢ak i u dozi 0,3 mg/kg t.m. bio
efikasniji od morfina (5 mg/kg t.m.) u inhibiciji nociceptivhog odgovora na termalni nadrazaj
(slika 5.7.1). Rezultati ispitivanja antinociceptivne aktivnosti ukazali su na interesantnu ¢injenicu
da oralna aplikacija etarskog ulja listova biljne vrste C. ternata ispoljava priblizno 100 puta

manju aktivnost u poredenju sa izopropil-N-metilantranilatom u sprefavanju bola izazvanog
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nastavljeno je istrazivanje kroz studiju sa odgovarajuéim antagonistima u modelu nocicepcije

izazvane termalnim nadraZajem.

5.7.1.2. Formalinski test

S obzirom da su IMA, MMA i PMA u testu abdominalnih gréeva i testu vruce ploce
pokazali dobru antinociceptivnu aktivnost ispitana je i antinociceptivna aktivnost ovih jedinjenja
u drugim modelima.

Prvi model je bio formalinski model upalnog bola. Nakon injektiranja ratvora formalina u
Sapu Zivotinja, dolazi do pojave spontane reakcije na bolni stimulus, poput trzanja i lizanja Sape.
Formalinski upalni bol karakteriSu dve faze: prva, neurogena faza, koja je posledica stimulacije
nociceptora formalinom i predstavlja nociceptivni bol, nastupa odmah nakon injektiranja
formalina i traje 15 minuta; druga, upalna faza, posledica je delovanja oslobodenih upalnih
medijatora i senzitizacije, pa predstavlja upalni bol.

Sve tri doze IMA, MMA 1 PMA (0.3, 11 3 mg/kg t.m.) znacajno su smanjivale vreme
koje zivotinja provodi lizu¢i Sapu u koju je injektiran formalin i to u obe faze (slika 5.7.2). U
toku prve faze kod Zivotinja koje su pre formalina primile IMA, MMA i PMA doslo je do
znacajnog ublazavanja reakcije. Najveca doza (3 mg/kg t.m.) IMA, MMA i PMA je smanjivala
ukupno vreme lizanja za 46,6% (34£13 s), 56,1% (3248 s) i 52,0% (3549 s) u poredenju sa
rastvaraCem (73 s). Standardni antiinflamatorni agens, ASA, je smanjivao vreme lizanja za
38,4% (45+£5 s), dok je morfin smanjivao za 64,4% (2643 s).

Ista doza antranilata (3 mg/kg t.m.) u drugoj fazi pokazuje znacajniji efekat: IMA -
77,1% (63+17 s), MMA - 65,1% (96+20 s) i PMA - 72,4% (7618 s) u poredenju sa kontrolnom
grupom, tj. zivotinjama koje su primile rastvara¢ (275472 s). Kod kontrolne grupe koja je
primila ASA doslo je do smanjenja reakcije na bolni stimulus za 82,2% (4948 s), a kod grupe

koja je primila morfin za 73,1% (7446 s).
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3.7.1.5. Model refleksa naglog pokreta repom (tail flick model)

Test refleksa naglog pokreta repom je izveden kako bi se ispitalo da li antinociceptivni
efekat IMA, MMA i PMA ukljucuje spinalne mehanizme. Tretman Zivotinja izopropil-, metil- i
propil-N-metilantranilatom je znacajno i na dozno-zavisan nacin poveéavao vreme potrebno
misu da izvuce rep iz tople vode (vreme latencije) (slika 5.7.5). Dvadeset minuta nakon $to su
zivotinje primile PMA u dozi 3 mg/kg t.m. osnovna linija je porasla za 90%, a tokom
eksperimenta, kod Zivotinja koje su primile PMA, nivo reakcija je bio veci od 60%. U testu
refleksa naglog pokreta repom izopropil- i propil-N-metilantranilat (3 mg/kg t.m.) su ispoljavali
najveéi efekat 80 minuta nakon oralne aplikacije pomenutih jedinjenja i obe supstance su
povecavale vrednost osnovne linije za skoro 157%. U cilju bolje vizualizacije rezultata grafici
zavisnosti porasta osnovne linije od vremena (u minutima) nakon aplikacije supstanci su
konvertovani u histograme povrSina (AUC) zavisnosti reakcija Zivotinja od vremena. Vrednost

AUC za sve antranilate je bila veca od one dobijene za opioidni agonist, morfin (slika 5.7.5).
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3.7.1.6. Ispitivanje mehanizma dejstva IMA, MMA i PMA u modelu vruce ploce

Posto su IMA, MMA i PMA ispoljili zna¢ajnu perifernu i centralnu antinociceptivnu
aktivnost u nekoliko modela resili smo da ispitamo uceS¢e razli¢itih endogenih sistema u
antinociceptivnoj aktivnosti svakog antranilata. S obzirom na rezultate testa abdominalnih gréeva
izazvanih siréetnom kiselinom 1 testa vruce ploce, za ispitivanje mehanizma antinocicepcije
kori$¢eni su antranilati u dozi od 3 mg/kg t.m.

Nijedan od antagonista receptora (nalokson, atropin, mekamilamin, johimbin, AM-251 i
ondansetron), niti blokator ATP-zavisnih kalijumovih kanala (glibenklamid), kao ni inhibitori
enzima (L-NAME 1 PCPA), nisu pokazali per se antinociceptivno dejstvo u testu vruce ploce.
Tretman glibenklamidom (2 mg/kg t.m, i.p.) 30 minuta pre aplikacije antranilata (3 mg/kg t.m,
p.o.) zna€ajno je smanjivao antinociceptivni efekat IMA i PMA. Ukoliko su pre MMA i PMA
miSevima dati ondansetron (antagonist serotoninskih receptora, 0,5 mg/kg t.m, i.p.) i johimbin
(antagonist a-adrenergi¢kih receptora, 2 mg/kg t.m, ip.) dolazilo je do znafajnog smanjenja
antinociceptivnog efekta pomenuta dva antranilata. Dejstvo MMA se znacajno smanjivalo i
prethodnim tretmanom sa L-NAME (inhibitorom sintaze-azot-monoksida, 3 mg/kg t.m, ip.).
Nalokson, antagonist opioidnih receptora (5 mg/kg tm, ip.) i PCPA (inhibitor triptofan-
hidroksilaze, 100 mg/kg t.m, ip, 4 dana uzastopno) znafajno su smanjivali antinociceptivni

efekat PMA (slika 5.7.6).
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Izopropil-, metil- i propil-N-metilantranilat pokazuju znac¢ajnu antinociceptivnu aktivnost
u razli¢itim testiranim modelima nocicepcije. Kako bismo odredili modus operandi pomenutih
estara N-metilantranilne kiseline ispitali smo njihovo dejstvo koriste¢i razlicite metodologije 1
koristeéi antagoniste razli¢itih endogenih sistema u testu vruce ploce.

Rezultati formalinskog testa su ukazali da testirani estri N-metilantranilne kiseline uti¢u
na obe faze nociceptivnog odgovora (na neurogensku i inflamatornu fazu). Antinociceptivno
dejstvo N-metilantranilata je proufavano i u modelu kapsaicinom-indukovane nocicepcije.
Istrazivanja pokazuju da kapsaicin deluje na vaniloidne receptore tipa-1 (TRPV-1) koji su
eksprimirani na nervnim vlaknima za prenos bola (npr. amijelinska C vlakna i tanko
mijelizovana senzorna A vlakna) (Jancso, 1978), na dorzalnim ganglionima kicmene moZdine,
trigeminalnom ganglionu i u centralnom nervnom sistemu (Palazzo ef al, 2002). IMA, MMA 1
PMA dovode do znacéajne inhibicije reakcije na bol izazvan injekcijom kapsaicina. Poznato je da
se stimulacija TRPV-1 receptora odigrava putem razli¢itih neurotransmitera, ukljuc¢ujuéi
glutamat 1 supstancu P iz perifernih i1 centralnih terminalnih primarnih senzornih neurona koji
doprinose nociceptivnom procesu (Afrah et al, 2001; Medvedeva et al, 2008). Glutamat je glavni
ekscitatorni neurotransmiter uklju¢en u nociceptivnu transmisiju, razvoj i odrZavanje
nociceptivnog odgovora i on, kroz aktivaciju iGluR (jonotropnih glutamatnih receptora) ili
mGluR (metabotropnih glutamatnih receptora), dovodi do ekscitacije i senzitizacije perifernih i
centralnih spinalnih i supraspinalnih nociceptora (Aanonsen i Wilcox, 1989; Budai et al, 1995;
Carlton, 2001). Intraplantarna injekcija glutamata oslobada ekscitatorne aminokiseline, PGE2,
NO 1 kinine (Beirith ez al, 2002; Sakurada er al, 2003) i aktivira senzitivna vlakana koja
izazivaju oslobadanje supstanci u dorzalnim rogovima koje takode mogu da aktiviraju TRPV-1
receptore u kiémenoj mozdini (Julius i Basbaum, 2001; Millan, 1999). Nasi rezultati pokazuju da
IMA, MMA i PMA smanjuju nociceptivnu reakciju na bol uzrokovan glutamatom. Ovo ukazuje
da antinociceptivna aktivnost antranilata ukljucuje, makar delimi¢no, glutamatergicki sistem. Na
osnovu rezultata testa kapsaicinom indukovane nocicepcije, moguce je da antranilati uéestvuju u
regulaciji TRPV-1 receptora i na taj nacin doprinose modulaciji nociceptivne transmisije.

Kako bismo ispitali da li antinociceptivna aktivnost IMA, MMA i PMA ukljucuje
spinalne nociceptivne mehanizme resili smo da izvedemo test refleksa naglog pokreta repom u
kome se na rep zivotinje deluje termalnim stimulusom u cilju izazivanja refleksnog odgovora,
koji je karakteristika spinalnog mehanizma transmisije nocicepcije (Jones, 1996). Nasi rezultati
su pokazali da ve¢ 20 minuta nakon oralne aplikacije supstanci, sva tri antranilata izazivaju

znacajan porast osnove linije $to se slaze sa ¢injenicom da jedinjenja ispoljavaju supraspinalnu
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antinociceptivnu aktivnost koja je pokazana u testu abdominalnih gréeva izazvanih siréetnom
kiselinom i testu vruce ploce. Ovakav centralni efekat se moze porediti sa ve¢ poznatim efektom
opioida (npr. morfina, fentanila i etorfina) koji pokazuju centralnu antinocicepciju koja barem
delimi¢no ukljucuje spinalni mehanizam (Aceto et al, 1997; Millan, 2002).

Pokusali smo da okarakteriSemo mehanizame ukljucene u centralnu antinocicepciju
estara N-metilantranilne kiseline kroz predtretman Zivotinja razli¢itim supstancama koje mogu
da posreduju u razli¢itim sistemima uklju¢enim u proces nociceptivne transmisije (Xie et al,
2009). Odlucili smo se za model vru¢e plofe poSto je on povezan sa supraspinalnim
mehanizmom nocicepcije. Rezultati su pokazali da antinociceptivna aktivhost PMA biva
znacajno smanjena ukoliko pre pomenutog jedinjenja Zivotinje prime nalokson, neselektivni
antagonist opioidnih receptora, §to ukazuje na uce$¢e opioidnog sistema u ispoljavanju
antinociceptivne aktivnosti antranilata.

Ispitivanjem uce$ca adrenergi¢kog sistema, uoceno je da johimbin, selektivni antagonist
a-2 adrenergi¢nih receptora, smanjuje antinociceptivno dejstvo PMA i MMA. a-2 Adrenergicki
receptori (a-2A, 2B 1 2C) su gusto smeSteni u centralnom 1 perifernom nervnom sistemu,
naroCito u predelu locus coeruleus, neuronima dorzalnog roga kao i dorzalog gangliona.
Istrazivanja pokazuju da a-2 adrenergicni agonisti izazivaju stanje analgezije (Millan, 2002).
Nasi rezultati ukazuju da PMA i MMA mogu da deluju i stimulisanjem a-2A adrenergickih
receptora, S$to dovodi do smanjenog oslobadanja glutamata u dorzalnim rogovima 1i/ili
stimulisanjem «-2 adrenergickih receptora smestenih u locus coeruleus, $to dovodi do inhibicije
kalcijumovih kanala simpatickih neurona i stimulacije kalijumovih kanala, ¢ime se zajedno
inhibira nociceptivna transmisija. Smanjenje antinociceptivne aktivnosti PMA usled
predtretmana Zzivotinja naloksonom i johimbinom se moZe smatrati odrazom sinergistickih
interakcija opioidnog i noradrenergi¢nog sistema u kontroli bola (Pan er al, 2008). IstraZivanja
pokazuju da koekspresija opioidnih i adrenergickih receptora u predelu locus coeruleus vodi ka
izrazitoj hiperpolarizaciji kroz otvaranje kalijumovih kanala $to moze doprineti analgeziji
(Fairbanks er al, 2002, Stein et al, 2009). Smanjenje antinociceptivnog dejstva PMA i MMA pod
dejstvom johimbina je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u modelu refleksa naglog pokreta
repom poSto aktivacija nekih noradrenergic¢kih struktura u mozdanom stablu, kao §to su
periakveduktalna siva masa ili nucleus raphe magnus, dovodi do spinalnog oslobadanja
noradrenalina (Hentall ef al, 2003).

Spinalni a-2 adrenergicki receptori su takode lokalizovani na kapsaicin-senzitivnim

aferentnim vlaknima i oni su zasluzni za suzbijanje noradrenergi¢nog bola na nivou ki¢mene
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mozdine (Chen et al, 2007; Li i Eisenach, 2001). Reverzijom dejstva PMA i MMA johimbinom
bi se mogla objasniti aktivnost u modelu kapsaicinom-indukovane nocicepcije.

Mnoga istrazivanja su pokazala da nitrergi¢ni sistem ucestvuje u transmisiji nocicepcije
(Riedel i Neeck, 2001) i pokazala njegovu ulogu u antinociceptivnoj aktivnosti (Brito et al,
2006; Lorenzetti i Ferreira, 1996). Predtretman sa L-NAME, inhibitorom sintaze-azot-
monoksida (NOS), smanjuje se samo antinociceptivni efekat MMA, §to ukazuje na ucesée L-
arginin-azot-oksid-cGMP puta. Utvrdeno je da postoji veza izmedu azot-oksid-cGMP puta 1
ATP-senzitivnih kalijumovih kanala (Sachs et al, 2004; Vale et al, 2007, Wang et al, 2008).
Antinociceptivni efekat IMA i PMA je bio smanjen glibenklamidom, blokatorom ATP-
senzitivnih kalijumovih kanala. Kako se antinociceptivni efekat MMA smanjuje u slucaju
predtretmana sa L-NAME, ali ne i glibenklamidom, moguée je da aktivacija NOS posreduje u
antinociceptivnom efektu ovih jedinjenja. Sta vise, mehanizam dejstva IMA i PMA bi mogao biti
slican mehanizmu opioidnih analgetika s obzirom da deluju preko ATP-senzitivnih kalijumovih
kanala (Stein et al, 2009; Zhang et al, 2011).

Eksperiment u kome je koriS¢en ondansetron, antagonist 5-HTs-serotoninskih receptora,
ukazao je da je u antinociceptivnu aktivhost MMA 1 PMA uklju€en serotoninski put. Proucili
smo 1 da li je njihova aktivost povezana sa stvaranjem i oslobadanjem endogenog serotonina i/ili
sa direktnim antagonizmom 5-HT3-serotoninskih receptora. Dakle, nakon kortikalne deplecije
serotonina injekcijom 4-hlor-DL-fenilalanina (PCPA), zabeleZzena je reverzija antinociceptivnog
efekta PMA, §to ukazuje na uceSe serotoninergi¢kih puteva. Posto PCPA nije uticao na
antinociceptivni efekat MMA, antinociceptivni efekat ovog antranilata bi se mogao objasniti,
barem delimi¢no, aktivacijom serotoninergickih receptora.Atropin, mekamilamin i AM-251 nisu
znacéajno uticali na antinociceptivnu aktivnost IMA, MMA i PMA, §to ukazuje da holinergi¢ni i
kanabinoidni sistemi nisu ukljuéeni u antinociceptivno dejstvo ovih jedinjenja.

Razmatrajuéi strukturu tri proucavana N-metilantranilata, njihova hidrofobnost, koja
poti¢e od prisustva aromati¢nog prstena, olakSava prolazak kroz bioloSke membrane, ukljucujuci
barijeru krv-mozak. Prisustvo estarske karbonilne i amino grupe omogucava gradenje
vodoni¢nih veza sa ciljnim biomolekulima. Uocena je razlika u trajanju i intezitetu perifernog i
centralnog antinociceptivnog dejstva ova tri jedinjenja. Ove razlike su primeéene i u sluéaju
izomernih jedinjenja sa istim brojem ugljenikovih atoma (m-propil spram izopropil).
Najverovatnije je da je linearni ugljovodoni¢ni lanac propil-N-metilantranilata hidrofobniji u
poredenju sa izomernim izopropil-N-metilantranilatom i1 ubrzava pojavu antinociceptivnog

delovanja.Ovi antranilati su strukturno sli¢ni salicilatima, pa se mogu smatrati njihovim aza-
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analozima, ali su znacajno aktivniji. Moguce je da ove dve klase jedinjenja deluju na iste
biomolekule, ali sa razli¢itom efikasnos¢éu, odnosno da nukleofilniji orto- (azotov) atom i/ili

neutralna estarska grupa ¢ine antranilate ja¢im antinociceptivnim agensima.

5.7.2. Uticaj IMA i MMA na anksioznost i depresiju kod miseva

3.7.2.1. Uticaj i.p. aplikacije IMA i MMA na motornu aktivnost - Test otvorenog polja

(open field test) i test horizontalne Zice (horizontal wire test)

Kako bi se isklju¢ila moguénost da testirane supstance imaju stimulativno dejstvo na
motorne aktivnosti ili miorelaksantno dejstvo i time izbegli lazni rezultati u bihevioralnim
testovima, zivotinje su podvrgnute testu otvorenog polja (open field test) i testu horizontalne Zice
(horizontal wire test) (Bourin, 1990). Najpre je u testu otvorenog polja izvrsena preliminarna
procena nespecificnog povecéanja ili smanjenja lokomotorne aktivnosti u nepoznatom prostoru
(Sto ukazuje na moguce sedativno dejstvo supstanci). Dokazano je postojanje statisti¢ki znacajne
razlike u broju predenih kvadrata (engl. crossings) i vertikalnih pokreta istraZivanja (engl.
rearings) izmedu jedinki kojima su aplicirani IMA i MMA i negativne kontrole (rastvarac) (slika
5.7.7). Zivotinje koje su primile IMA i MMA bile su manje aktivne (manji broj predenih
kvadrata i vertikalnih pokreta istraZivanja) od onih koje su primile dijazepam (slika 5.7.7). Za
razliku od Zivotinja koje su primile dijazepam, Zivotinje tretirane jedinjenjima IMA i MMA su
bile sposobne da se u testu horizontalne Zice hvataju Zicu. Ovo ukazuje da IMA i MMA nemaju
miorelaksantni efekat, $to je nezeljeni efekat najceSée propisivanih anksiolitika iz grupe

benzodijazepina (npr. dijazepama).
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Ukupan sadrzaj metil- i izopropil-N-metilantranilata u suvom biljnom materijalu je mali
(0,01 g/100 g), medutim ekstrakt i etarsko ulje biljne vrste C. ternata sadrzi veliki broj drugih
(potencijalno) bioloski i1 farmakoloski aktivnih sastojaka (Boyd er al, 2007). Ispitivanje
aktivnosti glavnih metabolita predstavlja vrlo znacajan korak prilikom standardizacije biljnog
ekstrakta i same biljne droge.

[ako relativno visoke doze (do 1,5 g/kg tm, ip.) ova dva isparljiva alkaloida koja
ispoljavaju anksioliticku aktivnost nisu letalne, neophodno je izvrSiti dalja farmakoloska i
toksikoloska ispitivanja ovih jedinjenja i biljnog ekstrakta pre potencijalne upotrebe. S druge
strane, pomenuta jedinjenja se mogu dobiti relativno kratkom i jednostavnom sintezom iz
komercijalno dostupnog materijala Sto predstavlja dobru alternativu ekstrakciji biljnog

materijala.

5.7.3. Ispitivanje hepatoprotektivnog dejstva IMA i MMA u modelu oSte¢enja jetre

pacova izazvanog ugljen-tetrahloridom

3.7.3.1. Odredivanje aktivnosti alanin- (ALT) i aspartat-aminotransferaze (AST), koncentracije
holesterola (Cho) i totalnog (TB) i direktnog (DB) bilirubina u serumu pacova

Nivoi ALT, AST, Cho, TB i DB u serumu pacova koji su primili i MMA 1 CCly4 su bili
znacajno poviseni u poredenju sa grupom koja je primila samo rastvara¢ (maslinovo ulje), a
znacajno manji u poredenju sa grupom koja je primila samo CCly. Poveéanje ovih parametara, a
narocito nivoa ALT, ukazuje na povrede jetre (Lin 1 Wang, 1986). Kod Zivotinja koje su pre
CCly primile jedinjenje IMA nije doSlo do povecanja nivoa AST i ALT. Nivoi TB 1 DB u serumu
zivotinja grupe koja je primila i IMA i CCl4 su bili znacajno poviseni u poredenju sa grupom
koja je primila samo maslinovo ulje, ali zna¢ajno manji u poredenju sa grupom koja je primila
samo CCly. Efektivna kontrola DB i TB nivoa ukazuje na rano poboljSanje sekretornih
mehanizama ¢elija jetre. Pored toga, nije bilo znacajne razlike u nivou holesterola izmedu

eksperimentalnih grupa (tabela 5.16).
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Tabela 5.16. Biohemijski parametri u serumu i statisticko poredenje grupa Zivotinja nakon razli¢itih

eksperimentalnih tretmana

Grupe AST ALT Cho TB DB
P (u/n) (/) {(mmol/l) {(umol/l) {(umol/l)
Maslinovo ulje 176+32 3742 1,5+0.3 2,1+0,1 0,4+0,1
CCly 3070+513" 1306147 1,9+0,2 11+37 8,9+1,8"
IMA+CCl, 2985+124 1119+373" 1,6+0.3 7,6+£0,9" 41
MMA+CCly 528+55™ 321227 1,60.4 5,7+£0,7" 2,440,9%

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD (n=6). Statisti¢ki zna€ajne razlike su odredene jednosmernom
analizom varijansi (ANOVA) nakon d&ega je odraden Tukey-ev post hoc test za viSestruka poredenja
(*p<0,001;**p<0,05; T p<0,01 spram kontrole, # p<0,001 spram CCly).

Trihlormetil radikal se vezuje za makromolekule tkiva, dovodi do peroksidne degradacije
lipida membrane i remeti homeostazu Ca®*, $to dovodi do povreda tkiva i/ili smanjenja
antioksidantne odbrane. Dakle, moguce je da je protektivno dejstvo antranilata kod oStecenja
tkiva izazvanih CCly posledica antioksidantne aktivnosti ili inhibicije gradenja slobodnih radikala
(Castro et al, 1974). Druga moguénost je da ove supstance sprecavaju ,,curenje’ intracelularnih
enzima 1 time smanjuju nivo enzima u serumu kod CCls-indukovanih oste¢enja jetre usled
stabilizacije ¢elijske membrane oStecenih ¢elija. Ovo je u saglasnosti sa prihva¢enim stanoviStem
da isceljenje parenhima jetre i regeneracija hepatocita vra¢a transaminaze u serumu na normalan
nivo (Thabrew et al, 1987). Efikasnost hepatoprotektivnih lekova zavisi od njihove sposobnosti
bilo da smanje nezeljene efekte hepatotoksina ili da u njihovom prisustvu odrZavaju normalne

fizioloske mehanizme jetre (Raghavendran et al, 2003).

3.7.3.2. Uticaj IMA i MMA na telesnu masu i masu jetre pacova

Tokom eksperimenta doslo je do promene telesne mase, odnosno mase jetre pacova svih
eksperimentalnih grupa (tabela 5.17). Kod jedinki koje su tretirane jedinjenjima IMA i MMA u
kombinaciji sa CCls, doslo je do smanjenja telesne mase u poredenju sa jedinkama grupa koje su
primile samo maslinovo ulje ili samo CCls (tabela 5.17). Znacajan porast apsolutne i relativne
mase jetre (p<0,05) je uoc¢en kod jedinki koje su tretirane samo CCly u poredenju sa grupom koja
je primila samo maslinovo ulje, dok je znafajno smanjenje apsolutne mase jetre uo¢eno kod

jedinki koje su tretirane jedinjenjima MMA ili IMA u kombinaciji sa CCl4 (tabela 5.17).
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Tabela 5.17. Telesna masa i masa jetre pacova nakon razli¢itih eksperimentalnih tretmana

Procenat Relativha masa
Poc¢enatelesna  Krajnja telesna promene Apsolutna jetre (%o u
Grupa .
masa (g) masa (g) telesne mase masa jetre (g) odnosu na
(%) telesnu masu)

Maslinovo ulje 238424 267430 12+4 9,2+0,3 3,4+0,3
CCly 253+28 258429 3,4+0,1° 11,2+0,3% 4,3+0,5°
IMA + CCly 243426 181+16" -28+5™ 6,1+0,3" 3,8+0,4
MMA + CCly 226422 172+15% -25+4% 6,8+0,6™ 4,0+0,4

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost = SD (*p<0,05; "p<0,001 spram maslinovog ulja; *p<0,001 spram
CCly).

Primena CCls dovela je do znac¢ajnog porasta relativne i apsolutne mase jetre u poredenju
sa grupom koja je primila samo maslinovo ulje. Poveéanje mase jetre bi moglo da bude
posledica povefanog sadrzaja krvi usled dilatacije centralnih vena i sinusoida, poveéanog
transporta vode u delijama, bubrenja hepatocita i masnog oSteCenja jetre usled povecane
akumulacije masti u hepatocitima (Cotran et al, 1989). Sve ove promene uocene su prilikom
histopatolo$kog pregleda tkiva. Relativna masa jetre Zivotinja koje su primile antranilate u
kombinaciji sa CCly su bile slicne masama jetri Zivotinja grupe koja je primila samo maslinovo
ulje. Ovo bi moglo biti posledica kako smanjenja ukupne telesne mase tako i1 protektivnog

dejstva testiranih supstanci na CCls-indukovano ostecenje jetre.

3.7.3.3. HistopatoloSka analiza isecCaka jetre

Izgled histoloskih preparata tkiva jetre Zivotinja koje su primile samo maslinovo ulje,
samo CCl4 i antranilate u kombinaciji sa CCly predstavljen je na slici 5.7.11. Kod jedinki grupe
koja je primila samo maslinovo ulje uo€ena je karakteristi¢na arhitektura jetre, a centralne vene,
portni prostori, hepatociti i sinusoide su imali normalan izgled (slika 5.7.11-A). Histoloski
pregled jetre pacova koji su primili CCl4 pokazao je da je doslo do masivne masne degeneracije i
izraZzene vakuolizacije pri ¢emu je doSlo do i8¢ezavanja jedara, izraZene nekroze, infiltracije
limfocita 1 Kupffer-ovih ¢elija oko centralne vene, kao 1 do gubitka granica celija (slika 5.7.11-
B). Kod jedinki koje su primile i MMA i CCly lobuli su imali normalnu konfiguraciju i doslo je
do smanjenja degenerativnih lipidnih kapljica oko centrilobularne vene i do smanjenja
vakuoliziranih ¢elija u poredenju sa grupom koja je primila samo CCls, medutim 1 dalje je bilo

inflamatornih éelija (slika 5.7.11-C). Histopatoloskim pregledom jetre uofeno je poboljsanje
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Tabela 5.18. Stepen histopatoloskih lezija jetre pacova nakon razli¢itih eksperimentalnih tretmana

Mikroskopska analiza isecaka jetre

Grupa Hidropsna i vakuolarna Infiltracija
d .. A Nekroza
egeneracija mononuklearnih ¢elija
Maslinovo ulje - - -
CCly +++ +++ 4+
IMA + CCly ++ ++ ++
MMA + CCly + ++ +

Bodovanje stepena o$teéenja definisan na slededi nadin: odsutan (—), blag (+), umeren (++) i jako izrazen (+++).

Pored toga $to slobodni radikali mogu direktno da dovedu do oStec¢enja tkiva, oni mogu
da dovedu do nagomilavanja leukocita u tkivima i da time prouzrokuju njihovo indirektno
oste¢enje aktivacijom neutrofila. Dokazano je da aktivirani neutrofili luce enzime (npr.
mijeloperoksidaze, elastaze i proteaze) i oslobadaju kiseoni¢ne radikale (Randjelovi¢ et al, 2012;
Hecker et al, 1990). Takode je uocena i infiltracija mononuklearnih ¢elija u ispitivanim tkivima

jetre, Sto moZe biti u vezi sa prethodnim nalazima (slika 5.7.11).

5.7.4. Ispitivanje nefroprotektivnog dejstva IMA i MMA u modelu oStec¢enja

bubrega pacova izazvanog ugljen-tetrahloridom

3.7.4.1. Odredivanje nivoa uree i kreatinina u serumu

Nivoi uree 1 kreatinina u serumu Zivotinja koje su tretirane jedinjenjima IMA 1 MMA se
nisu znacajno razlikovali u odnosu na kontrolnu grupu (slika 5.7.12). Izmereni nivoi uree i
kreatinina zivotinja koje su primile i IMA i CCly ili samo CCly bili su zna¢ajno visi u poredenju
sa kontrolnom grupom (slika 5.7.12), sto je ukazivalo na znacajno redukovanu funkciju bubrega
zivotinja ovih grupa. Medutim, nivoi uree i kreatinina u serumu Zivotinja grupe koja je primila i
MMA i CCl4 po vrednosti su bili bliski kontrolnoj grupi. Kod Zivotinja kojima je sedam dana pre
CCly apliciran standardni lek silimarin (SL) takode je doSlo do smanjenog porasta nivoa uree 1

kreatinina u poredenju sa kontrolnom grupom (slika 5.7.12).
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Aplikacija samo jedinjenja MMA dovodi do pojave fokalnih zona mutnog bubrenja sa
minimalnom koli¢inom PAS-pozitivnih tubularnih cilindara lokalizovanih u subkapsularnim
zonama kore bubrega (slika 5.7.14-C). Kod Zivotinja koje su primile jedinjenje MMA doslo je do
znacajnog smanjenja oStecenja prouzrokovanog CCls (smanjenja nekroze i inflamacije) (slika
5.7.13-D). Aplikacija jedinjenja MMA pre CCls smanjila je CCls-indukovanu infiltraciju
mononuklearnih ¢elija u korteksu bubrega (slika 5.7.13, tabela 5.19). S druge stane, kod Zivotinja
koje su primile IMA bilo je viSe parenhimatoznih degeneracija, inflamacija i PAS-pozitivnih
tubularnih cilindara u poredenju sa pacovima kontrolne ili grupe tretirane jedinjenjem MMA.
Analizom iseaka bubrega ove grupe utvrdena je parenhimatozna degeneracija, visok stepen
inflamacije, glomerularna hiperemija, velika koli¢ina PAS-pozitivnih tubularnih cilindara i
fokalni gubitak bazalne membrane proksimalnih tubula (slike 5.7.14-F i1 5.7.15-F). Kao §to je 1
o¢ekivano kod bubrega zivotinja tretiranih i silimarinom i CCly doSlo je do promena u vidu
parenhimatozne degeneracije, perivaskularne infiltracije inflamatornih ¢elija, minimalne koli¢ine
PAS-pozitivnih tubularnih cilindara i lokalizovanog gubitka bazalne membrane oko tubularnih
¢elija (slike 5.7.14-G 1 5.7.15-G). Rezultati semi-kvantitativne analize mikroskopskih promena

prikazani su u tabeli 5.19.

Tabela 5.19. Stepen histopatoloskih lezija bubrega pacova nakon razli¢itih eksperimentalnih tretmana

Mikroskopska analiza isecaka bubrega

Grupa = -
Tubularna Tubularna Infiltracija . Hijalini Gubitak
. mononuklearnih A bazalne
degeneracija nekroza L 1es cilindri
¢elija membrane
Kontrolna - - - - -
CCly +++ +++ ++ +++ +++
IMA ++ - + + -
MMA + - - + -
IMA + CCly ++ - ++ ++ +
MMA + CCl, +/++ — —/+ - —/+
SL + CCls ++ - ++ —/+ —/+

Sistem bodovanja stepena ostecenja je definisan na sledeé¢i na¢in: odsutan (—), minimalan (—/+), blag (+), umeren
(+1) i jako izraZen (+++).
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3.7.4.3. Morfometrijska analiza glomerula bubrega

Morfometrijska analiza glomerula tretiranih Zivotinja pokazala je da akutna aplikacija
CCly izaziva ozbiljne promene u glomerularnoj morfologiji. Morfometrijski parametri (povrsine,
perimetri, Feret-ovi pre¢nici, male 1 velike ose) glomerula Zivotinja koje su primile CCly su bili
znacajno manji u poredenju sa istim parametrima glomerula kontrolne grupe (tabela 5.20). S
druge strane glomerularna opticka gustina grupe tretirane CCly je bila znacajno vecéa u poredenju
sa kontrolnom grupom. Aplikacija CCls nije imala uticaja na cirkularnost glomerula s obzirom

da nije bilo znacajne razlike izmedu parametara kontrolne i grupe Zivotinja koja je primila CCls.

165



Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceae):
izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost

Tabela 5.20. Morfometrijska analiza glomerula iseaka bubrega eksperimentalnih grupa.

[zmereni morfometrijski parametri glomerula

Crupa Povréina Perimetar Cirkularnost Opti¢ka gustina ) Feret-ov Velika osa Mala osa
(um?) (um) dijametar (um) (um) (um)
Kontrolna 3098+580 208,4+25,99 0,835+0,021 0,445+0,073 70,27+9,22 68,44+7,89 54,76+4,97
CCly 2043+£300™"  169,0=11,61" 0,864=0,017 0,975+0,177" 59,24+3,86™" 57,09+3,75"" 44,12+3,93**
IMA 1807+275  172,3=847""" 0,752+0,053 0,925+0,136"" 56,59+3,17" 53,58+3,52"" 41,33+4,30*""
MMA 1776+170™ 165,0+4,81™ 0,816=0,071 0,812+0,061""" 55,18+1,46™ 52,65+1,92""" 42,15+£2,58™"
IMA + CCl, 1624=208" 157,2+9,87" 0,814+0,065 0,797+0,119™" 53,58+4,06" 51,34+4,34™ 39,14+2,05*
MMA + CCly 1768+97" 169,4+6,79*** 0,773=0,071 0,860+0,083"" 55,63+1,09" 52,95+1,28™ 41,21£1,20"
SL + CClq 2972+£520M%%  210,8+16,05%  0,802+0,0299 0,815+0,181"" 73,66+5,024# 68,66x6,34" 52,00+5,52

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD (**p<0,001 spram kontrolne grupe, ***p<0,01 spram kontrolne grupe, ****p<0,05 spram kontrolne grupe,
##5<0,01 spram CCly, ¥*p<0,05 spram CCly).
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Suplementacija jedinjenjima IMA i MMA nije znacajno uticala na CCls-izazvanu
morfometrijsku glomerularnu alteraciju kod Zivotinja. Prose¢na zona, Feret-ov precnik, velika 1
mala osa glomerula ovih grupa (MMA + CCls i IMA + CCly) bili su zna¢ajno manji, dok je
opticka gustina bila znac¢ajno ve¢a u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe (tabela 5.20).
Morfometrijske vrednosti glomerula Zivotinja tretiranih CCls 1 referentnim lekom silimarinom su
bile sliéne vrednostima kontrolne grupe 1 nije bilo statisti¢ki znacajne razlike medu njima izuzev
razlike u optickoj gustini glomerula koja je bila znacajno poveéana u poredenju sa kontrolnom
grupom,

Funkcija bubrega je ispitivana pra¢enjem nivoa uree i kreatinina u serumu. Odstupanje
koncentracija ova dva parametra od normalnih vrednosti ukazuje na oSteéenje bubreznih nefrona
(ili troSenja miSica u slucaju kreatinina) (Rahmat ef al, 2014). Aplikacija CCls uzrokuje znacajan
porast koncentracije ova dva markera bubrezne funkcije usled naruSavanja normalne funkcije
bubrega. Tretman jedinjenjem MMA pre CCls smanjuje porast nivoa uree i kreatinina u serumu
izazvan aplikacijom CCls, Sto dovodi do normalizacije funkcije bubrega. Silimarin predstavlja
lipofilni ekstrakt semena biljne vrste Silybum marianum i sastoji se uglavnom od tri izomerna
flavonolignana (silibinina, silidianina 1 silikristina). Antioksidantne, antiinflamatorne 1
antiapoptoti¢ne osobine ukazuju da bi silimarin pored hepatoprotektivnog mogao da poseduje 1
nefroprotektivno dejstvo (Dashti-Khavidaki ef al, 2012). Poznato je da CCls pretezno uti¢e na
korteks bubrega koji sadrzi citohrom P-450, klju¢ni enzim kod CCls-izazvane nefrotoksi¢nosti
(Jaramillo-Juarez ef al, 2008), Sto je u saglasnosti sa naSim rezultatima.

Ovi rezultati su veoma znaéajni jer analgetici koji se uobicajeno koriste (kao Sto su
acetaminofen, aspirin, indometacin, itd.) mogu da uzrokuju analgetsku nefropatiju sa jasno
vidljivim nekrozama proksimalnih izvijuganih tubula i renalnu papilarnu nekrozu (Porter, 1996).
Na primer, visoke doze acetaminofena, visSe od onih koje se koriste u terapiji bola (500-1000
mg/kg t.m.), dovode do izrazenih o$teCenja bubrega pacova uz smanjenje Bowman-ovog
prostora, ekstravazaciju eritrocita, povecanja mezangijalnih Celija, gubitka brush borders u
proksimalnim tubulima, mitohondrijalnog oStecenja, odlubljivanja delija i oStecenja bazalne
membrane (Blank, 1996). Cak i znatno vide doze antranilata (200 mg/kg t.m.) od onih koje
ispoljavaju znacajno analgetsko dejstvo (0,3 mg/kg t.m.) ne uzrokuju morfoloske promene

bubrega (ekstenzivne degeneracije ili nekroze) (slika 5.7.13).
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Cirkularnost je mera koliko je dati predmet okrugao, savrSeni krug ima faktor oblika 1,
dok faktor oblika linije tezi 0 (Bertelli er al, 2002). Ovaj parameter se koristi da bi se
kvantifikovao kolaps glomerula. CCls nije uzrokovao morfometrijsku alteraciju glomerula.
UocCene morfometrijske promene glomerula grupe Zivotinja koje su tretirane sa CCls su
oCekivane imajuéi u vidu nefrotoksi¢ne osobine CCls (Sto je primeceno i mikroskopskom
analizom kore bubrega). Vrednosti morfometrijskih parametara odredenih u ovom eksperimentu
ukazuju da akutna aplikacija CCls uzrokuje glomerulosklerozu i glomerularnu atrofiju bez
kolapsa, koja je ve¢ dokazana u sli¢nim studijama, ali ne kvantitativno, ve¢ samo kvalitativno na
osnovu histopatoloskog nalaza (Al-Sowayan ef al, 2014; Hermenean et al, 2013).

Nasi rezultati ukazuju da antranilati ne ispoljavaju protektivno dejstvo na morfometrijske
promene glomerula izazvane ugljen-tetrahloridom. Na prvi pogled ovi rezultati nisu u saglasnosti
sa histoloskom analizom gde je MMA jasno pokazao izvesan stepen ameliorativnog dejstva na
mikroskopske promene korteksa bubrega indukovane CCly (slike 5.7.13-D i 5.7.14-D), narocito
posto je mikroskopska analiza manje objektivna od morfometrijske. Rezultati histopatoloskih
ispitivanja su kvalitativne 1 semi-kvantitativne, dok je morfometrijska analiza kvantitativne
prirode. Objasnjenje diskrepance mikroskopskog nalaza koji je bio izraZeniji u tubulima koji su
detaljno opisani, dok se morfometrijska analiza zasnivala na morfometrijskoj analizi glomerula
koji nisu bili zahvacéeni kao proksimalni i distalni tubuli.

Kao $to je ve¢ reCeno, CCls stimuliSe oksidativni stres generisanjem trihlormetil
slobodnih radikala ("CCl3) u krvi 1 razli€itim organima ukljuujuéi bubrege (Abraham et al,
1999). Trihlormetil radikal se vezuje za makromolekule tkiva, izaziva peroksidativnu
degradaciju lipida membrane i narusava Ca*' homeostazu §to dovodi do povreda tkiva i/ili
smanjenja antioksidantne odbrane. Ve¢ je dokazano da jedinjenja IMA i MMA ispoljavaju
protektivno dejstvo kod CCls-izazvanih ostecenja jetre kod pacova, sto je zaklju¢eno na osnovu
uoCenog smanjenja nivoa ,,curenja“ hepatocelularnih enzima i smanjenja stepena ostecenja tkiva
koje je zabelezeno prilikom mikroskopskih ispitivanja.

Rezultati in vitro ispitivanja antioksidantne daju bolje objaSnjenje nefroprotektivnog
efekta testiranih supstanci. Poznato je da organizmi sisara imaju efikasne odbrambene
mehanizme kojima se sprecava nastanak i vrsi neutralizacija slobodnih radikala koji prouzrokuju

osteenje organa enzimskim i neenzimskim putevima. Antioksidantna aktivnost ili sposobnost
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hvatanja slobodnih radikala igra znafajnu ulogu u zastiti protiv CCls izazvane nefro- i
hepatopatije (Castro et al, 1974). Model oste€enja bubrega koji je koris¢en u ovom ispitivanju je
primarno povezan sa osteCenjem tkiva koje je uzrokovano poremecéajem antioksidantne odbrane
tkiva/¢elije (Khan ef al, 2010). Kako su IMA i MMA losi hvataci slobodnih radikala njihova
potencijalna nefroprotektivna aktivnost nije posledica njihovih antioksidantnih osobina.

Pored toga sto direktno ostecuju tkiva slobodni radikali dovode do akumulacije leukocita
u tkivima, pa tako dovode do povreda tkiva i indirektno, aktiviranjem neutrofila. Dokazano je da
aktivirani neutrofili lu¢e enzime (npr. mijeloperoksidazu, elastazu i proteazu) i oslobadaju
kiseoni¢ne radikale. Ove tvrdnje su potvrdene i naim istrazivanjem gde je prime¢ena umerena
infiltracija mononuklearnih celija u bubrezima pacova tertiranih CCls (slika 5.7.13, tabela 5.19).
Tretman jedinjenjem MMA znacajno smanjuje infiltraciju leukocita u tkivo bubrega. Ovim
nalazima se moze delimi¢no objasniti uo¢eno protektivno dejstvo MMA kod promena bubrega
indukovanih pomo¢u CCls. Smanjenje mikroskopskih promena bubrega Zivotinja tretiranih i sa
IMA i sa CCls je bilo manje izraZeno, $to je u dobroj korelaciji sa povecanim nivoima uree i
kreatinina u serumu koji su uoceni kod ove grupe (slike 5.7.13-F 1 5.7.14-F).

Dakle, visoke doze antranilata, za koje je dokazano da poseduju antinociceptivnu
aktivnost, ne dovode do znacajnih ostecenja tkiva bubrega. Nasi eksperimenti pokazuju da metil-
, ali ne 1 izopropil-N-metilantranilat, poseduje protektivni potencijal protiv CCls-uzrokovanih
oste¢enja bubrega kod pacova. Izgleda da (niska) antioksidantna aktivnost pomenutih jedinjenja
nije uzrok protektivnog dejstva ovih jedinjenja. S obzirom da je prirodan ili sintetski metil-N-
metilantranilat (MMA) deo svakodnevne ljudske ishrane i da oba jedinjenja pokazuju analgetske

osobine, dobijeni rezultati su od velikog znacaja.

5.7.5. Uticaj IMA i MMA na nastanak lezija na sluznici Zeluca pacova izazvanih

diklofenakom i etanolom

5.7.5.1. Uticaj jedinjenja IMA i MMA na sluznicu Zeluca

Nakon aplikacije jedinjenja IMA 1 MMA nisu primecena nikakva makroskopska

ostecenja (lezije) sluznice Zeluca (slika 5.7.16-A 1 B). Histopatoloske analize zeluca zivotinja
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5.7.5.2. Uticaj jedinjenja IMA i MMA na nastanak lezija na sluznici Zeluca pacova izazvanih

diklofenakom — Makroskopski i mikroskopski pregled lezija

Jedna doza diklofenaka (80 mg/kg t.m.) prouzrokovala je difuzne taCkaste ili Siroke
linearne lezije sluznice Zeluca (slika 5.7.16-C) lokalizovane uglavnom na telu Zeluca.
Makroskopski izgled sluznice Zeluca Zivotinja koje su tretirane jedinjenjima IMA (slika 5.7.16-
D) i MMA (slika 5.7.16-E) u dozama od 50 i 100 mg/kg t.m, blago su se razlikovale od preparata
sluznice Zivotinja koje su primile samo DC. Kod Zivotinja koje su pre diklofenaka primile
jedinjenje MMA doslo je do pojave lezija pre svega na telu zeluca koje su bile tackaste 1 pojavile
su se samo na jednom zidu Zeluca, dok su se kod zivotinja koje su primile IMA lezije javile u
vidu konfluentnih, tankih, dugih i linearnih lezija. Sluzice Zeluca Zivotinja koje su primile
najveée doze supstanci IMA 1 MMA (200 mg/kg t.m.) nisu imale lezije. U ovim slu¢ajevima je
zabelezena samo hiperemija sluznice.

Kod zZivotinja koje su tretirane samo diklofenakom doslo je do naruSavanja normalne
Zeludaéne glandularne arhitekture uz atrofiju epitelnih slojeva, hiperemiju i masivne infiltracije
polimorfonuklearima (slike 5.7.17-C). S druge strane kod jedinki kojima su prethodno dati IMA 1
MMA doslo je samo do diskretnih erozija, dok je arhitektura Zeluda¢ne sluznice ostala o¢uvana

uz infiltraciju leukocita (slika 5.7.17-D i E).
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Na slici 5.7.18 predstavljen je sistem bodovanja ulcera i procenti inhibicije izracunati za
zivotinje koje su pre diklofenaka primile jedinjenja IMA 1 MMA u svim dozama. Poredenjem
svih eksperimentalnih grupa 1 grupe Zivotinja koja je primila samo diklofenak utvrdeno je
postojanje statisticki znacajnih razlika (F(7,32) = 13,744, p<0,001). Kad se porede iste doze
jedinjenja MMA i IMA, jedinjenje MMA pokazuje vecu aktivnost, medutim za oba jedinjenja
statisticki znacajne razlike (p<0,001) postoje samo izmedu grupa koje su primile najviSe 1 najnize

doze (slika 5.7.18).

173






Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceae):
izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost

5.7.5.3. Uticaj jedinjenja IMA i MMA na nastanak lezija na sluznici Zeluca pacova izazvanih

diklofenakom — Morfometrijska analiza

Rezultati morfometrijske analize koji se tiCu uticaja testiranih jedinjenja na formiranje
lezija na sluznici Zeluca prikazani su u tabeli 5.21. [zmerene vrednosti povr§ina pojedina¢nih
lezija (AFL — engl. area fraction of lesions) eksperimentalnih grupa (sve testirane doze) i grupe
koja je primila samo diklofenak su statisticki razlicite (tabela 5.21, F(4,15) = 7,554, p = 0,002).
Vrednosti ukupne povrsine lezija (TAL — engl. total area of lesions) se razlikuju za grupu
tretiranu jedinjenjem IMA u dozama 50 i 100 mg/kg t.m. i jedinjenjem MMA u dozi 100 mg/kg
t.m. od TAL vrednosti za grupu koja je primila samo diklofenak (Tabela 5.21, F(4,15) = 6,014, p
= 0,004). Ostali izmereni parametri testiranih grupa (srednja povrSina lezija (MLA — engl. mean
lesions’ area), perimetar (B — engl. mean lesions’ perimeter), srednja cirkularnost lezija (Cir —
engl. mean lesions’ circularity) 1 srednji Feret-ov precnik lezija) ne razlikuju se znacajno (p >
0,05). Kod grupa koje su pre diklofenaka primile najvece doze jedinjenja IMA 1 MMA nije doslo
do pojave lezija, pa se moze smatrati da ova doza jedinjenja pokazuje 100% inhibiciju nastajanja

Cira, iako su zabelezeni povremeni slucajevi hiperemije sluznice Zeluca.

Tabela 5.21. Efekat diklofenaka (D) i kombinacije diklofenaka sa IMA i MMA (50, 100 i 200 mg/kg t.m.) na
morfometrijske parametre sluznice Zeluca. Grupa koja je primila ranitidin i diklofenak nije prikazana u tabeli usled

100% inhibicije diklofenakom uzrokovanih lezija

Grupa Statisti¢ki AFL TAL MLA B Circ Feret
parametar (%) (mm?) (mm?) (mm) (mm) (mm)
x Srednja 2,3 24,8 1,3 5,1 0,6 2,2
i vrednost
£ SEM 0,5 5,6 0,4 0,8 0,01 0,3
> Mediana 1,9 22.9 1,0 4.6 0,6 2,0
= SD 1,1 12,4 0,9 1,7 0,3 0,7
Lo Sredna a0 g 08 43 0.5 1.8
P, vrednost
S@a| SEM 0,2 2,5 0,9 0,1 0,3 0,7
=k Mediana 1,4 15,6 0,9 43 0,6 1,8
2 SD 0,4 5,5 0,2 0,3 0,6 0,2
B Srednja 0,2° 3,10 0,6 3,6 0,6 1,5
< @A vrednost
S EZ | SEM 0,1 0,6 0,2 0,5 0,5 0,2
=4 Mediana 0,2 2.2 0,7 3.3 0,6 1,2
= SD 0,1 1,4 0,4 1,1 0,1 0,5
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py Srednja 1,07 12,4 0,9 42 0,6 1,7
< vrednost
S %Al SEM 0,4 4,7 0,1 0,1 0,02 0,3
= E Mediana 1,0 11,1 1,0 43 0,6 1,7
) SD 0,6 8,1 0,2 0,2 0,2 0,05
%D Srednja 0,2 2.3b 0,6 3.4 0,6 1,5
< < vrednost
> 20| SEM 0,2 0,3 0,1 0,2 0,0 0,4
= S Mediana W) 2,3 0,6 3,4 0,6 1,5
= SD 0.2 0.4 0,1 0,3 0,0 0,5

Skradenice u tabeli: AFL - povriina pojedina¢nih lezija; TAL - ukupna povr§ina lezija; MLA -
srednja povr§ina lezija; B - perimetar; Cir - srednja cirkularnost lezija; SEM- standardna greika
srednje vrednosti. Statisti¢ka analiza izvrSena je jednosmernom analizom varijansi (ANOVA)
nakon Cega je uraden Student—Newman—Keuls post hoc test (* p = 0,002; *p = 0,004 spram
pozitivne kontrole).

5.7.5.4. Uticaj jedinjenja IMA i MMA na nastanak lezija na sluznici Zeluca pacova izazvanih

etanolom — Makroskopski i mikroskopski pregled lezija

Apsolutni etanol izaziva pojavu lezija u vidu hemoragijskih traka koje se javljaju na telu
Zeluca (slika 5.7.16-F). Najmanja doza jedinjenja IMA, 50 mg/kg t.m, nije bila dovoljna da
spreci pojavu lezija, mada su se u ovom slucaju lezije javile u vidu malih tackastih struktura u
kardiacnom delu Zeluca (slika 5.7.16-G). Jedinjenje MMA, ¢ak 1 u dozi od 50 mg/kg t.m,
sprecava nastanak etanolom uzrokovanih lezija, u ovom slucaju je zabeleZzena samo hiperemija
Zeluca. Kod Zivotinja kojima su pre etanola date supstance IMA i MMA u dozama 100 i 200
mg/kg t.m, u potpunosti je sprecena pojava etanolom izazvanih lezija.

Sluznica Zeluca pacova koji su tretirani etanolom pokazuje tipi¢ne odlike oStecenja
izazvanih etanolom: oStecenja koja zadiru duboko u sluznicu, sa nekrozom i hemoragijom. Oko
Zeludaénih Zlezdi uocena je pojava hiperemije i veéi broj infiltriranih zapaljenskih delija u
epitelu Zeluca i dilatacija krvnih sudova u submukozi. Kod Zivotinja koje su primile IMA i
MMA, ostecenih delova gotovo da nije bilo, osim u sluc¢aju kada je zivotinji dato jedinjenje IMA
u dozi od 50 mg/kg t.m. Dakle, nije uocena pojava nekroze, ve¢ samo dilatacija krvnih sudova
sluznice Zeluca 3to je u saglasnosti sa uocenom hiperemijom (slika 5.7.17-G i H). Kako su
jedinjenja IMA 1 MMA u dozama od 100 i 200 mg/kg t.m. pokazala 100%-nu efikasnost, nije
bilo potrebe primeniti adekvatnu statisti¢ku analizu. Dobijeni rezultati su predstavljeni graficima

(slika 5.7.18).
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5.7.5.5. Uticaj jedinjenja IMA i MMA na nastanak lezija na sluznici Zeluca pacova izazvanih

etanolom — Morfometrijska analiza

Morfometrijska analiza Zeludaca Zivotinja koje su primile jedinjenje IMA pre etanola i
onih koje su primile samo etanol data je u tabeli 5.22. Izmerene AFL (p=0,003) i TAL (p=0,004)
vrednosti analiziranih grupa Zivotinja su bile razliCite. Prilikom poredenja vrednosti MLA, B,

Circ 1 Feret-ovih pre¢nika nisu pronadene statisti¢ki znacajne razlike (p > 0,05) (tabela 5.22).

Tabela 5.22. Efekat etanola (ET) i kombinacija etanola sa IMA i MMA (50, 100 i 200 mg/kg t.m.) na
morfometrijske parametre sluznice Zeluca. Grupa koja je primila ranitidin i etanol nije prikazana u tabeli usled 100%

inhibicije diklofenakom uzrokovanih lezija

Grupa Statisticki AFL TAL MLA B Circ Feret
parametri (%) (mm?)  (mm?) (mm) (mm) (mm)
Srednja 8,0 90,7 7,9 14,6 0,5 6,1
= vrednost
< SEM 12 14,4 1,4 1,7 0,1 0,7
i Mediana 6,8 80,2 6,5 13,9 0,5 6,1
SD 2,7 32,3 3,1 3,7 0,1 1,6
. Srednja 0,42 6,8 2.3 6,3 0,7 2,5
&t vrednost
< % SEM 0,1 0,5 0,2 0,2 0,1 0,2
= % | Mediana 0,4 6,8 2,3 6,3 0,7 2,5
& SD 0,1 0,6 0,2 0,3 0,1 0,1

Skradenice u tabeli: AFL - povriina pojedina¢nih lezija; TAL - ukupna povr§ina lezija; MLA -
srednja povriina lezija; B - perimetar; Cir - srednja cirkularnost lezija; SEM - standardna greska
srednje vrednosti. Statisti¢ka analiza odradena Student-ovim t-testom za nezavisne uzorke (*p =
0,003 spram etanola; °p = 0,004 spram etanola).

Nesteroidni antiinflamatorni lekovi (NSAIL) su naj¢eSc¢e prepisivani lekovi za dugoroéni
tretman hroni¢nih upalnih poremecaja (npr. reumatoidnog artritisa), medutim njihova primena
moZe da dovede do oSteCenja gastrointestinalnih organa. U ovakvim slucajevima obustavlja se
upotreba NSAIL 1 pacijent Cesto ostaje bez adekvatnog leka za ublazavanje bola. Iako
acetaminofen, salsalat, magnezijum-salicilat, morfin 1 lekovi slicni morfinu mogu biti
zadovoljavaju¢a zamena, Sirom sveta se radi na otkrivanju novih lekova za ublazavanje bola
(Wolfe et al, 1999). Supstance IMA i MMA su nesteroidna jedinjenja koja ispoljavaju izrazite
antinociceptivne aktivnosti. Primena ovih jedinjenja ¢ak i u dozama znatno ve¢im (200 mg/kg

t.m.) od onih za koje je ispitivana antinociceptivna aktivnost (0,3 mg/kg t.m.) ne dovodi do
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pojave lezija na sluznici Zeluca, pa bi stoga jedinjenja IMA 1 MMA mogla da predstavljaju nove,
bezbednije NSAIL za ublazavanje bola.

Potencijalni mehanizam dejstva ovih supstanci moguce je naslutiti iz samih
eksperimenata (gastroprotektivnih i antinociceptivnih). Test u kome su lezije na sluznici Zeluca
prouzrokovane nesteroidnim antiinflamatornim lekovima je standardni model za ispitivanje
jedinjenja kao antiulcer lekova (Seo et al, 2012). Testirana jedinjenja, na dozno-zavisan nacin,
smanjuju broj, duzinu i debljinu lezija uzrokovanih diklofenakom (slike 5.7.16-D 1 E). Nastanak
etanolom uzrokovanih lezija je sloZzen proces koji ukljuuje brojne mehanizme kao §to su
smanjeno lucenje sluzi, smanjen protok krvi kroz zeluda¢nu sluznicu, povecano luenje
histamina, influks kalcijumovih jona i1 poveéano stvaranje kiseoni¢nih radikala i leukotriena.
Jedna od najznacajnijih promena koja prati etanolom izazvane ulceracije je promena protoka krvi
u sluznici zeluca (Glavin i Szabo, 1992). Vaskularna os$te¢enja su vrlo progresivna i brzo
prerastaju u hemoragijske pruge. U nasim eksperimentima, jedinjenja IMA i MMA su pokazala
izraZenu antiulcer aktivnost, ¢ak i u vrlo malim dozama, jer smanjuju broj lezija izazvanih
etanolom 1 svode ih na nivo hiperemije sluznice (slika 5.7.16-G 1 H). Do nastanka lezija
dejstvom diklofenaka delimi¢no dolazi i zbog inflamacija izazvanih inhibicijom COX-1 (u
slucaju diklofenaka), a u sluc¢aju etanolom izazvanih lezija zbog disbalansa proinflamatornih
(kao $to su IL-1pB, IFN-y i TNF-a) i antiinflamatornih (kao $to je IL.-10) citokina (Beserra et al,
2011). Stoga se protektivno dejstvo jedinjenja IMA i MMA u slucaju diklofenakom i etanolom
izazvanih ulceracija moZe objasniti njihovim mogucim antiinflamatornim mehanizmom
delovanja koje je uoceno u testu abdominalnih gréeva izazvanih sir¢etnom kiselinom.

Uz gore pomenute pozitivne osobine jedinjenja IMA 1 MMA, njihovo antidepresivno i
anksioliticko dejstvo takode moze doprineti potencijalnoj upotrebi ovih jedinjenja kao
gastroprotektivnih agenasa. lako je teorija da do nastanka ulceracija dolazi kod osoba koje pate
od anksioznosti i depresije (Rogers er al, 1994) napustena, i danas se smatra da je nastanak
ulcera povezan sa imunoloskim i faktorima inflamacije, kao i da je genetski predodreden
(Goodwin 1 Stein, 2002), pojedini naucnici smatraju da je stres (koji se povezuje sa
anksioznoséu) uzro¢nik nastanka ulceracija. Imunomodulatorni efekat stresa moze da dovede do
disbalansa u inflamatornoj reakciji izazvanoj bakterijom Helicobacter pylori koji je posredovan

Thl imunim odgovorom i citokinima. Poznato je da je leCenje Cira na Zelucu teze kod anksioznih

178



Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceae):
izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost

pacijenata, pa neki autori smatraju da kombinacija psihotropnih medikamenta (npr.
antidepresiva) moZe da dovede do potencijalno pozitivnih efekata u kombinaciji sa anti-H. pylori
lekovima koji se koriste za tretman gastointestinalnih ulceracija (Goodwin i Stein, 2002).
Medutim njihovo istrazivanje ima nekoliko nedostataka koje su pomenuli i sami autori, pa
interpretaciju 1 diskusiju njihovih rezultata treba uzeti sa rezervom (Goodwin i Stein, 2002).
Nekoliko razli¢itih studija je potvrdilo moguéi efekat primene triciklicnih antidepresiva (TCA)
za leCenje pacijenata sa peptickim ulcerom. Prilikom poredenja efekata TCA sa efektima
cimetidina, uoCene su prednosti upotrebe TCA, kao na primer smanjenje lucenja Zeludacne
kiseline, dug poluzivot leka, niska cena i moguénost trenutnog monitoringa leka u serumu (Ries
et al, 1984). Gore pomenuta terapeutska dejstva TCA mogu biti posledica njihovog
antiholinergi¢nog 1 antidepresivnog dejstva, kao i toga Sto deluju kao blokatori Ha-receptora.
Imajudi sve ovo u vidu, jedinjenja IMA 1 MMA, za koja je pokazano da poseduju anksioliticku i
antidepresivnu  aktivnost, mogu se smatrati novim potencijalni lekovima za tretman
gastrointestinalnih ulceracija pacijenata sa i bez psihijatrijskih poremecaja.

Znacajni aspekt uvodenja novog terapeutskog sredstva, izmedu ostalog je i cena u
poredenju sa cenama poznatih proizvoda na trZistu. Kao Sto je re€eno, Citav postupak prilikom
lecenja peptickog ulcera je sloZen 1 zato zahteva pratecu terapiju, koja kod pacijenata najcesce
vodi ka niskoj komplijansi. Na trzistu su dostupne NSAIL tablete koje sadrze i COX-1 1 COX-2
inhibitore, iako ova kombinacija povecava rizik od lek-lek interakcija, hipomagnezijemija,
preloma, odloZenog obezboljavanja i diskutabilnog efekta na gastrointestinalni trakt (Kuan et al,
2013). Poredenjem cene COX-2 inhibitora sa tradicionalnim NSAIL (Smalley et al, 2002) i
kombinacijom NSAIL 1 antagonista Hz-receptora (Kuan et al, 2013), dolazi se do sledecih
zaklju€aka: (1) upotreba COX-2 inhibitora ne moze da bude isplativa po pitanju cene jer zahteva
paralelnu upotrebu gastroprotektivnih sredstava (Smalley ef a/, 2002); (2) kombinacija NSAIL i
antagonista Hz-receptora smanjuje cenu tretmana manje ozbiljnih gastrointestinalnih poremecaja
(Kuan et al, 2013). Posto su IMA i MMA relativho mali molekuli koje je moguce dobiti
jednostavnom 1 jeftinom sintezom, oni bi mogli predstavljati novu jeftinu 1 efikasnu alternativu
za tretman ulcera jer pokazuju niz pozitivnih dejstava ukljucujuéi anksioliticko, antidepresivno,

antinociceptivno, antiinflamatorno, hepato-, nefro-, i gastroprotektivno.
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5.8.

ASIGNACIJA SPEKTARA ANTRANILNE I SALICILNE KISELINE I NJIHOVIH

ODABRANIH DERIVATA

Da bi se olak3alo kasnije tumacenje NMR spektara derivata antranilne kiseline snimljeni

su NMR spektri antranilne (AA), 3-hidroksiantranilne (3-HAA), 5-hidroksiantranilne (5-HAA),
salicilne (SA), 4-aminosalicilne (4-ASA) 1 S-aminosalicilne (5-ASA) kiseline u DMSO-ds kao

rastvara¢u (slika 5.8.1). 'H- i *C-NMR spektralni podaci su predstavljeni u tabelama 5.23 i 5.24.

Hemijska pomeranja, multipletnosti i konstante kuplovanja su bili u saglasnosti sa strukturama

ispitivanih jedinjenja. Broj signala u '*C NMR spektrima odgovarao je broju ugljenikovih atoma

u pomenutim jedinjenjima, dok su DEPT90/135 spektri ukazivali na postojanje samo CH grupa

medu protonovanim ugljenicima. 1z proton-kuplovanih '3C NMR spektara odredene su *C-'H

konstante kuplovanja ne samo izmedu ugljenika i za njih direktno vezanih vodonika (sprezanja

kroz jednu vezu), ve¢ i konstante sprezanja kroz dve ili tri veze (tabela 5.24).

0
0 0
H HO
OH © OH
NH»
NH» NH»
OH
AA 3-HAA 5-HAA
0 O (o]
HoN
OH OH OH
OH HoN OH OH
SA 4-ASA 5-ASA

Slika 5.8.1. Strukture analiziranih kiselina: antranilne (AA), 3-hidroksiantranilne (3-HAA),
5-hidroksiantranilne (5-HAA), salicilne (SA), 4-aminosalicilne (4-ASA) i 5-aminosalicilne (5-ASA)
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Tabela 5.23. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spektralni podaci za AA, 3-15-HAA, SA, 4-15-ASA

'H NMR, & (ppm), mult. (J u Hz)

H-atom AA 3-HAA 5-HAA SA 4-ASA 5-ASA
3 6,74, dd ] 6,61,d 6,97, dd 5,98, d 6,70,
(8,4, 1,0) (8,8) (8,6, 0,9) 2,1) d(8,7)
A 7,22, ddd 6,81, dd 6,78, dd 7,52, ddd ] 6,90,
(8,4,7,0,1,6) | (7.6, 1,5) (8,8,2,9) |(8,6,7,1,1,7) dd (8,7, 2,9)
5 6,50, ddd 6,38, dd ) 6,93, ddd 6,10, dd ]
(8,1,7,0, ,0) | (8,2, 7,6) (7,9,7,1,09 | (8,7,2,1)
. 7,69, dd 7,22, dd 7,11,d 7,82, dd 7,43,d 7,20,
(8,1, 1,6) (8,2, 1,5) (2,9) (79, 1,7) (8,7) d(2,9)
-COOH 6,03, brs, 2H
OH |8,58, brs, 3H* g;g E; 2 ?I:I gég E; 2 ?g ”’26[‘_‘1’*? > 111,42, brs, IH| 6,41, brs, 4 H
-NH» T T 12,36, brs, 1H

*U molekulu nije prisutna —OH grupa; ** U molekulu nije prisutna —-NH; grupa.

Tabela 5.24."*C NMR (100 MHz, DMSO-ds) spektralni podaci za AA, 3-15-HAA, SA, 4- i 5-ASA

Coatom BC NMR, 8 (ppm), mult. (J u Hz)
AA 3-HAA 5-HAA SA 4-ASA 5-ASA
1 (1339:’68% (édj 110,0C,d 110,0C,d 113,1 C,dd 100,1 C, dd 1143 C,d
2J:’1 ’8)’ ’ (%J: 898) (%J: 694) (%J: 7549 596) (3‘]: 7975 550) (3‘]: 457)
163,5C, dd
151,5 C, pseudo t |141,1 C, pseudot| 144.8 C, dd 3r—a
: CI=17.7) (/=67 | (s=g570 | 002G | (IEEL ] BATEM
116,4 CH, dd 144,5C, dd 1177 CH. d 117,1 CH,dd | 98,6 CH,dd | 117,1 CH,
3 (J=162,7, CJ=9,7, (721507 | (771616, | (7=1579, m*
3=8,1) 27=1,4) ’ 37=1.6) 3J=48) | (\J=1604)
1313’8_CH’ ddd 116,7 CH, ddd | 123,1 CH, dd 1315’6_CH’ ddd 123,7 CH,
('J=157,6, o e ('J=159,9, | 1558C,brd
4 o (=864, | (J=1589, | L0 Cietomy | M
2= 1.4) J=9,0,"J=1,5)| -°J=5)9) 2y=1.5) (J=157,1)
114,6 CH, dd 114.0 CH. d 1546’(?0Cd,t 119,2 CH, dd | 106,3 CH, dd
5 (\J=162.7, (7= 161.2) %ji 99 (J=163,6, | ((J=161,0, | 136,1 C,m
3J: 8,1) > 2.]:3,1), 3J: 8,0) 3J: 5’5)
130,3 CH, ddd
1311 ,2_CH, ddd 12]1 ,4_CH, ddd 11]5,3 CH, dd (\J=1623, |131,5 CH, brd| 116,1 CH, d
6 (=159, (V=1620, | (J=1588, | V500 1T B 0 1ss)
3J=178,20=14) ’J=8,0,2T=14)| °*J=47) 2= 1’43 ’ ’
COOH 169,6 C,brd 169,8 C, brd 1?3.9]’412’4(1(1 172,0C,brd | 172,1C,brd 12}%3’;“
37— 37— ERERE 37— 37— T Ty
(J 3:8) (J 3:6) 5J= 1,5) (J 3:9) (J 3:5) 5.]:]’3)

m*- multiplet videg reda za koji je odredena samo *C-H konstanta kuplovanja kroz jednu vezu (slika 5.8.4).
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na (povecavaju) elektronsku gustinu ugljenika koji su u odnosu na njih orfo- i para-. Zato su
hemijska pomeranja odgovaraju¢ih ugljenika AA i SA pomerena ka niZim vrednostima (engl.
shielding effect). Elektron-donorske grupe, —OH 1 —-NH>, ne uti¢u znacajno na ugljenikove atome
koji su u odnosu na njih meta-, pa se vrednosti hemijskih pomeranja ovih ugljenika ne razlikuju
od hemijskih pomeranja odgovaraju¢ih ugljenika AA i SA. Ukoliko se amino grupa zameni
hidroksilnom, kao na primer u paru AA i SA i u paru 5-HAA i1 5-ASA, ne dolazi do znacdajne
promene vrednosti & ugljenika aromati¢nog jezgra, sem onog koji je direktno vezan za ovu
grupu. Ovo ukazuje da pomenute dve grupe imaju sli¢an elektron-donorski karakter, a najveéa
odstupanja u vrednosti 6 mogucée je uociti za ugljenikov atom koji je para- u odnosu na -NHz i —
OH grupe (do 5 ppm).

Ugljenikov atom —COOH grupe antranilne kiseline i njenih 3- i 5-hidroksi-derivata se
javlja na oko 170 ppm u '>C NMR spektru, dok je u spektrima salicilne kiseline i njenih 4- i 5-
amino-derivata pomeren ka slabijem polju (oko 172 ppm). Ovaj signal se javlja kao Siroki dublet
sa konstantom kuplovanja oko 4 Hz, a slucaju 5-HAA 1 5-ASA kao Siroki signal za koji je
utvrdeno da je dublet dubleta sa konstantama kuplovanja ca. 4 (*J kuplovanje sa H(6))i 1 Hz (*/,
t]. ,, W* kuplovanje sa H(3)). Pomenuta rezolucija signala potice od toga Sto u derivatima AA 1
SA sa supstituentom u poloZaju 5 (5-HAA 1 5-ASA) ne postoje kuplovanja kroz vise veza
izmedu H(5) i —-COOH. Sli¢na rezolucija signala bi se mogla oc¢ekivati i za -COOH signal u 3-
HAA, zbog toga $to ne postoji kuplovanje kroz tri veze sa H(3), medutim ona nije uocena, iako
je Sirina na poluvisini signala smanjena (u poredenju sa analognim signalom AA) za oko 1,5 Hz.
Ove vrednosti *C-H konstanti kuplovanja se slaZu sa literaturnim podacima (Thrig ef al, 1972).

Proudavanjem '3C-H konstanti sprezanja analiziranih benzoevih kiselina uoceno je
slede¢e: (1) *Jeu sprezanja su veéa (6-12 Hz) u poredenju sa 2Jcn sprezanjima (0—4 Hz) i
jednostavnije ih je uoditi (u sluéaju 3-HAA, C(4) se kupluje kroz tri veze sa H(6) konstantom
kuplovanja od 9 Hz, dok konstanta kuplovanja kroz dve veze sa H(5) iznosi 1,5 Hz); (2) Veli¢ina
3Jcn kuplovanja je direktno proporcionalna elektronegativnosti supstituenta (u sluaju AA,
J(C(6)-H(4)) = 7.8 Hz, dok je u slu¢aju SA, J(C(6)-H(4)) veca — 8.4 Hz); (3) Ukoliko se
supstituent nalazi na ,,putu* kuplovanja 3J vrednost se smanjuje sa porastom elektronegativnosti
(u sluéaju 3-HAA, J(C(4)-H(6)) = 9,0 Hz, dok je kod 5-HAA, J(C(4)-H(6)) manja — 5,9 Hz).
Ovo je u saglasnosti sa drugim di- ili tri-supstituisanim aromati¢nim sistemima (DiMichele ez a/,
2006; reference citirane u tom radu).

U proton-kuplovanom C NMR spektru 5-ASA, signali na 117,1 ppm i 123.7 ppm,

dodeljeni ugljenicima C(3) i C(4), javili su se kao asimetri¢ni multipleti §to je ukazalo da oni

184









Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceae):
izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost

(C(6)), 107,59 (C(1)), 107,53 (C(5)), 102,53 (C(3)), koji nisu u saglasnosti ni sa naSim
podacima, niti sa strukturom datog jedinjenja.

6) SciFinder pretragom utvrdeno je da bi rad koji je objavio Peng sa saradnicima (2004)
trebalo da sadrzi NMR podatke za 5-ASA, medutim, ovaj rad ih, ipak, ne sadrzi.

Kako je pretragom literature utvrdeno da su do sada objavljeni NMR podaci za pomenute
derivate benzoeve kiseline nepotpuni, neasignirani ili ¢ak i pogre$no asignirani, asignacija
signala u NMR spektrima zasnovana na kombinovanju 'H- i *C-NMR sa 1D- i 2D-
eksperimentima je veoma znacajna, kako bi se njome premostio nedostatak ta¢nih i potpunih
literaturnih NMR spektralnih podataka antranilne, 3- i 5-hidroksiantranilne, salicilne i 4- i 5-

aminosalicilne kiseline.
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5.9. METABOLIZAM IZOPROPIL- I METIL-/N-METILANTRANILATA KOD PACOVA

5.9.1. Analiza IMA i MMA i njihovih metabolita u urinu pacova

3.9.1.1. Analiza IMA i njegovih metabolita u urinu pacova

Dietil-etarski ekstrakt uzorka urina pacova tretiranih izopropil-N-metilantranilatom (u
dozi 200 mg/kg t.m, ip.) podvrgnut je GC-MS analizi. Najdominantniji pikovi u gasnom
hromatogramu (slika 5.9.1) javili su se na 21,811 min (RI (DB5-MS) 1726), 22,521 min (RI
(DB5-MS) 1760) i 23,694 min (RI (DB5-MS) 1814). Maseni spektri prva dva jedinjenja (21,811
min (RI 1726) (slika 5.9.2) 1 22,521 min (RI 1760) (slika 5.9.3)) su bili vrlo sli¢ni, sa najviSom
vrednoSéu m/z 195. Vrednost m/z molekulskog jona [M]™ treCeg jedinjenja (23,694 min, RI
1814), m/z 209, bila je za 14 amu veca od m/z vrednosti molekulskog jona prva dva jedinjenja
(slika 5.9.4). Ovo je ukazivalo na potencijalno prisustvo dodatne metil grupe. Poredenjem
masenih spektara ovih jedinjenja sa spektrima iz odgovarajuéih biblioteka masenih spektara
(WILEY10ONIST2014), zaklju¢eno je da bi sva tri jedinjenja mogla biti derivati
hidroksiantranilne kiseline. Jo$ jedna zajednicka karakteristika masenih spektara sva tri
jedinjenja je bio intenzivni pik koji bi mogao da nastane McLafferty-jevom fragmentacijom
izopropil estara [M — H,C=CH-CH3]". Uzimaju¢i sve ovo u obzir, pretpostavljeno je da su
jedinjenja koja su eluirala na 21,811 i 22,521 min izomerni izopropil-hidroksiantranilati, a
jedinjenje na 23,694 min jedan od izomera izopropil-hidroksi-N-metilantranilata. Kako bismo
potvrdili ovu tentativnu identifikaciju i odredili poloZaje hidroksilne grupe u pomenutim
jedinjenjima, ekstrakt urina je podvrgnut preparativnoj Sephadex 1. H-20 hromatografiji, a u cilju
dobijanja uzoraka za NMR analizu. Sakupljene frakcije (koje su pokazivale karakteristi¢nu
fluorescenciju pod UV svetlom) su objedinjene na osnovu TLC analize, pri ¢emu je dobijeno 5

pool-ovanih frakcija koje su podvrgnute GC-MS i NMR analizama.
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OH i —NH;) asignirani su zahvaljuju¢i cross-pikovima odgovarajuc¢ih protona iz uzorka i
rezidualne vode (atmosferske vlage) u NOESY spektrima. U NOESY spektru frakeije 3 uoceni
su cross-pikovi izmedu signala koji poti¢u od vode na 1,58 ppm 1 Sirokih singleta na 5,63 1 7.60
ppm. Integraljenjem pikova utvrdeno je da signal na 5,63 ppm poti¢e od jednog, a signal na 7,60

ppm od dva protona, medutim nije moguée izvr$iti asignaciju ovih signala.
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Tabela 5.25.'H (400 MHz) i *C (100 MHz) NMR (CDCIs) spektralni podaci za izopropil-3-hidroksiantranilat, izopropil-5-hidroksiantranilat, izopropil-5-hidroksi-N-metilantranilat i

2-(metilamino)benzamid.

[zopropil-3-hidroksiantranilat [zopropil-5-hidroksiantranilat Izoprop1} —5—h1dr9 ksi- 2-(Metilamino)benzamid
Polozaj N-metilantranilat
d¢, mult. ou (J, Hz) d¢, mult. on (J, Hz) d¢, mult. ou (J, Hz) d¢, mult. on (J, Hz)
1 112,4C - 112,3C - 110,8 C - 108,7 C -
2 140,8 C - 144,8 C - 147,2C - 152,8C -
6,69,
3 143,1 C - 118,2 CH 6,60, d (8,7) 112,1 CH 6,59, d (9,0) 111,3CH dd (8.7, 1,0)
6,82, 6,88, 6,99, 7,42,
4 17,6 CH ad (7.6, 1,3) PR werse | P wweese | PP aaesn e
6,50, 6,61,
5 114,8 CH 4d (82, 7.6) 146,1 C - 144,7C - Ha3CH 444 8,1, 7.1, 1,0)
7,50, 1,94,
6 123,5 CH dd (82.1.3) 116,2 CH 7,35, d (3,0) 117,0 CH 7,42, d (3,0) 132,4 CH dd (8.1, 1.6)
C=0 168,0 C - 167,2C - 167,7C - 172,3C -
CH(CHzs)2 22,0 CH3 1,35, d (6,3) 22,0 CH3 1,35, d (6,3) 22,0 CH3 1,34, d (6,3) - -
5,22, 5,20, 5,18, B 3
CH(CH:), 67,7 CH septuplet (6,3) 67,9 CH septuplet (6,3) 67,7 CH septuplet (6,3)
2,90, s,
NHCH3 - - - - 30,1 CH3 NHCH, 31,9 CH3 2,93, s, NHCH;
gg%i‘ ) 5.63, brs, NH: (R = H) ) (R = H) B R= CH;) 5,20, br B 4,72 (1H)
* »
CONH, 7,60, brs 73.brs 7,70 (2H)

* signali nisu uo€eni (bili su veoma iroki).
"H- i BC-NMR spektralni podaci za izoropil-3-hidroksiantranilat se dobro slazu sa literaturnim podacima za odgovarajuée signale metil-3-hidroksiantranilata (Huang et al, 2006;
Tipparaju er al, 2008). '"H NMR spektralni podaci protona vezanih za aromati¢no jezgro izopropil-5-hidroksiantranilata se dobro slazu sa literaturnim podacima za metil-5-
hidroksiantranilat (Hara er a/, 2004).
'"H NMR spektralni podaci 2-(metilamino)benzamid se slaZu sa literaturnim podacima (Bertini et al, 2005).
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Glavni sastojak frakcije 1 bilo je jedinjenje sa RI (DB5-MS) 1814 koje je tentativno
identifikovano kao hidroksi-derivat izopropil-N-metilantranilata. Vrednosti hemijskih pomeranja
1 konstanti kuplovanja ,,aromati¢nih™ protona, odnosno njihova multipletnost (dva dubleta na
6,59 (J/ =9,0 Hz) i 7,42 (J = 3,0 Hz) ppm i dublet dubleta na 6,99 ppm (J = 9,0 i 3,0 Hz)),
ukazale su na 5-hidroksi-derivat, pa je dato jedinjenje identifikovano kao izopropil-5-hidroksi-/N-
metilantranilat. Signali izmenljivih protona su asignirani pomoéu NOESY spektra. 2D NMR
spektri (‘"H-'"H COSY, NOESY, HSQC i HMBC) omoguéili su potpunu asignaciju svih 'H- i
13C-signala (tabela 5.26).
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Tabela 5.26. Procentni sastav dietil-etarskog ekstrakta urina pacova tretiranih izopropil-V-metilantranilatom i frakcija dobijenih nakon Sephadex LLH-20 hromatografije ovog

ekstrakta
NG Rt ri Bkstraktp Fr2 Fr3 Fr 4 Frs [denMet®  Sastojci
[min] urina
1. 6,534 1081 tr - - - - 0,3 RI, MS, Col  N-Metilanilin
2. 8,655 1169 tr - - - - 0.8 RI, MS, Col Benzoeva kiselina
3. 15,573 1452 3,3 14,1 2,4 - - 0,1 RI, MS, Col  lzopropil-antranilat
4. 15,900 1466 2,3 - - - tr 29,9 MS N-Metilantranilna kiselina
5. 17,129 1517 0,7 - - - - tr RI, MS, Col  Izopropil-N-metilantranilat
6. 17,555 1536 0,3 - - - - - MS [zopropil-3-hidroksi-N-metilantranilat
7. 17,881 1550 tr - - - - - MS Antranilamid
8. 19,139 1604 5,7 - tr 2,5 18,3 39,5 MS,NMR  2-(Metilamino)benzamid
9. 20,625 1671 tr - - - - - RI, MS N-Acetilantranilna kiselina
10. 20,745 1677 tr - - - - - MS* [zopropil-2-acetamidobenzoat
11. 21,811 1726 21,7 12,3 42,1 41,0 20,4 - MS* NMR  Izopropil-3-hidroksiantranilat
12. 22,521 1760 18,6 19,8 32,2 15,3 3,9 0,4 MS* NMR  Izopropil-5-hidroksiantranilat
13. 23,694 1814 17,2 53,8 4,0 - - tr MS*, NMR  lzopropil-5-hidroksi-N-metilantranilat
14. 23,806 1822 0.4 - - - - - MS* [zopropil-2-acetamido-3-
hidroksibenzoat
15. 28,136 2040 0,3 - - - - - MS* [zopropil-2-acetamido-5-
hidroksibenzoat
Ukupno identifikovano 70,5 100,0 80,7 58,7 42,6 71,0

2 Jedinjenja su navedena po redosledu eluiranja sa DB-5MS kolone (Rt-retenciono vreme (u min) i RI-eksperimentalno odredeni retencioni indeksi za gore pomenutu kolonu na
osnovu ko-injektiranih homologa serije n-alkana Cio-Cz1);

b RI, sastojak identifikovan poredenjem retencionih indeksa sa literaturnim vrednostima;
MS, sastojak identifikovan poredenjem masenih spektara;

MS*, sastojak identifikovan analizom fragmentacije uoene u masenom spektru;

Col, sastojak identifikovan ko-injektiranjem standarda;

NMR, struktura izolovanog Cistog sastojka potvrdena 'H- i ®*C-NMR spektralnom analizom;
-, sastojak nije detektovan;

tr, sastojak prisutan u procentu manjem od 0,05% (trag).
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Slika 5.9.6. Strukture sastojaka dietil-etarskog ekstrakta urina pacova tretiranih izopropil-N-metilantranilatom i
frakcija dobijenih nakon Sephadex LH-20 hromatografije ovog eckstrakta (u zagradi se nalazi redni broj

odgovarajuceg jedinjenja iz tabele 5.26).
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U uzorku urina pacova tretiranih jedinjenjem IMA najzastupljeniji metaboliti IMA su 3- i
5-hidroksi-derivati antranilne i N-metilantranilne kiseline, $to je u saglasnosti sa ¢injenicom da je
jedan od metaboli¢kih puteva kojima podlezu aromati¢na jedinjenja hidroksilacija koju
katalizuje citohrom P-450, a da elektron-donorske grupe, kao $to je —NH> grupa u slucaju estara
antranilne kiseline, favorizuju hidroksilaciju u orfo- 1 para-poloZzaju u odnosu na elektron-
donorsku grupu (Lemke er al, 2012). Hidroksilacija aromati¢nih jezgara se odvija preko
intermedijernog epoksida, a elektron-donorska grupa favorizuje njegovo otvaranje tako da
nastaju 3-, odnosno 5-hidroksi-derivati (slika 5.9.7). Izopropil-3-hidroksiantranilat i izopropil-5-
hidroksiantranilat bi mogli nastati hidroksilacijom IMA nakon koje bi sledilo N-demetilovanje,
pri ¢emu bi redosled metabolickih koraka mogao biti 1 obrnut, a ne moze se iskljuéiti ni
istovremeno odvijanje oba metaboli¢ka puta. Na osnovu relativnog sadrzaja 3-hidroksi-N-metil-

derivata €ini se da u slucaju 3-hidroksilacije prvo dolazilo do N-demetilovanja, a nakon toga do

O )\
o]
N~
H
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hidroksilacije (moguée je da N-metil grupa ometa gradenje 3,4-epoksida).
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Slika 5.9.7. Hidroksilacija izopropil-N-metilantranilata katalizovana citohromom P-450
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Pored hidroksilacije aromati¢nog jezgra antranilata, citohrom P-450 katalizuje N-
demetilovanje, tako Sto inicijalno hidroksiluje N-metil grupu, nakon ¢ega dolazi do raspada

nagradenog aminala (slika 5.9.8).
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Slika 5.9.8. N-demetilovanje izopropil-N-metilantranilata katalizovano citohromom P-450

U urinu je identifikovan i proizvod hidrolize estra — N-metilantranilna kiselina i proizvod
samo demetilovanja — izopropil-antranilat, a detektovano je i malo nemetabolisanog izopropil-N-
metilantranilata. Takode su detektovani i proizvodi amonolize (2-(metilamino)benzamid i
antranilamid, prisutan u tragovima). Pored pomenutih metabolita faze I, detektovani su i
proizvodi N-acetilovanja (izopropil-2-acetamido-3-hidroksibenzoat, izopropil-2-acetamido-5-

hidroksibenzoat i N-acetilantranilna kiselina) koji pripadaju metabolitima faze II.2
3.9.1.2. Analiza MMA i njegovih metabolita u urinu pacova

GC-MS analizom dietil-etarskog ekstrakta uzorka urina pacova tretiranih metil-N-
metilantranilatom (u dozi 200 mg/kg t.m.) identifikovano je ukupno 13 sastojka, $to je Cinilo
68,9% povrsSina ispod detektovanih pikova etarskog ekstrakta urina. Deo ukupnog jonskog
hromatograma (TIC) ekstrakta je prikazan na slici 5.9.9. Rezultati GC-MS analize
(identifikovani sastojci urina (samo oni koji su u o¢iglednoj vezi sa apliciranom supstancom),
njihova relativna zastupljenost, Rt i RI vrednosti i metod identifikacije) su predstavljeni u tabeli

5.27, a strukture detektovanih derivata antranilne kiseline na slici 5.9.10.

2 Ksenobiotici su supstance koje dospeju u organizam, ali se prirodno ne nalaze u datom organizmu. Metabolizam
(biotransformacija) ksenobiotika je viSestepeni proces kojim se ksenobiotik, enzimski katalizovanim hemijskim
reakcijama, prevodi u jedan ili viSe metabolita. Reakcije biotrasformacije mogu pripadati reakcijama faze 1 i faze II.
Reakcije faze [ podrazumevaju uvodenje nove funkcionalne grupe u molekul ili transformaciju postojeée, uglavnom,
u cilju dobijanja hidrofilnijeg derivata. Reakcije faze II, poznate kao konjugacione reakcije, podrazumevaju
konjugaciju postojece polarne funkcionalne grupe ksenobiotika ili njegovog metabolita sa nekim hidrofilnim
jedinjenjem (npr. sa glukuronskom kiselinom, sulfatima, glutationom, aminokiselinama) u cilju ekskrecije
ksenobiotika ili njegovog metabolita (Cairns, 2008).
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Slika 5.9.10. Strukture sastojaka dietil-etarskog ekstrakta urina pacova tretiranih metil-V-metilantranilatom

(u zagradi se nalazi redni broj odgovarajuceg jedinjenja iz tabele 5.27).

Kvalitativni sastav ekstrakta urina pacova tretiranih jedinjenjem MMA se nije znacajno
razlikovao od sastava ekstrakta urina pacova tretiranih jedinjenjem IMA (sem Sto se kod
metabolita sa estarskom funkcionalnom grupom razlikovao deo koji poti¢e od alkohola).
Medutim, za razliku od ekstrakta urina pacova tretiranih sa IMA gde su najzastupljeniji bili
proizvodi hidroksilacije aromati¢nog jezgra, u slu¢aju ekstrakta urina pacova tretiranih sa MMA,
glavni metaboliti su bili proizvod amonolize - 2-(metilamino)benzamid (36,1%) 1 hidrolize
estarske funkcionalne grupe - N-metilantranilna kiselina (12,8%). Slede¢i po zastupljenosti su

proizvodi hidroksilacije (ukupno 12,9%) i to: metil-5-hidroksi-N-metilantranilat (8,4%), metil-3-
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hidroksiantranilat (3,3%), metil-5-hidroksiantranilat (1,2%), dok je metil-3-hidroksi-N-
metilantranilat bio prisutan u tragovima. Nemetabolisanog metil-N-metilantranilata ima 3,8%. a
antranilamida 1,3%.

Hidroksilacija MMA do 3- i 5-hidroksi-derivata antranilne i N-metilantranilne kiseline,
kao i N-demetilovanje, analogni su pomenutim metabolizmima kod IMA (slike 5.9.7 i 5.9.8).
Hidroksilacija aromati¢nog jezgra katalizovana citohromom P-450 vr$i se u orto- 1 para-polozaju
u odnosu na —-NH; grupu, analogno IMA, tako da nastaju 3- i 5-hidroksi-derivati (slika 5.9.7).
Kako je metil-3-hidroksi-N-metilantranilat prisutan u tragovima, i ovde se ¢ini se da usled toga
Sto N-metil grupa ometa gradenje 3,4-epoksida u slu¢aju 3-hidroksilacije prvo dolazi do N-
demetilovanja, a nakon toga do hidroksilacije.

Sto se tice amonolize, poznato je da se antranilna kiselina metaboliSe do antranilamida,
koji se dalje izluCuje urinom ili hidroksiluje do 3- ili 5-hidroksiantranilamida (slika 5.9.11).
Naito sa saradnicima (1984) je, na osnovu toga §to je antranilamid detektovao u zuéi, ali ne i u
perfuzatu jetre, pretpostavio da antranilamid nastaje u Zuci neenzimskim putem iz konjugata

antranilne kiseline sa glukuronskom kiselinom.
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NH, NH, NH, NH,
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Slika 5.9.11. Sematski prikaz metabolizma antranilne kiseline

Posto su MMA 1 IMA detektovani u urinu pacova tertiranih ovim jedinjenima oc¢igledno
je da se ne metaboliSe sav estar ve¢ se deo nepromenjenih estara izluCuje urinom. Sastav
hidrolizata dobijenih enzimskom i kiselom hidrolizom urina se nije znacajno razlikovao od

sastava dietil-etarskog ekstrakata urina pacova tretiranih jedinjenjima IMA i MMA.
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5.9.2. Analiza IMA i MMA i njihovih metabolita u homogenatima organa pacova

Kvalitativni 1 kvantitativni sastav dietil-etarskog ekstrakta homogenata organa i
ekstrakata i seruma pacova tretiranih sa IMA i MMA (u dozi 2 g/kg t.m.) dat je u tabelama 5.28 i
5.29. Prikazana su samo ona jedinjenja koja su bila u odiglednoj vezi sa apliciranim
supstancama. Najveci broj razli¢itih metabolita antranilata detektovan je u jetri. Pri tom nije bilo

znacajne razlike u sastavu ekstrakata organa muskih i Zenskih pacova.
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Kod pacova tretiranih izopropil-N-metilantranilatom nemetabolisanog jedinjenja ima
najvise u mozgu i jetri (ca. 0,1 mg po gramu organa), a zatim u bubregu, srcu, plu¢ima, dok nije
detektovan u slezini 1 miSi¢nom tkivu. Najzastupljeniji metabolit IMA u jetri je bio proizvod
njegove hidrolize, N-metilantranilna kiselina, koji je u srcu, slezini i bubregu bio prisutan u
tragovima, dok je, kao Sto je vec receno, on zastupljen sa 3,3% medu metabolitima u urinu.
Metabolit nastao N-demetilovanjem IMA, izopropil-antranilat, u svim organima je, sem u
mozgu, bio prisutan u tragovima, a takode je i proizvod sukcesivne hidrolize i demetilovanja,
antranilna kiselina, u svim organima u kojima je detektovana, bila prisutna u tragovima. N-
Metilanilin, koji bi mogao nastati dekarboksilacijom IMA, bio je prisutan u svim organima, sem
misi¢nog tkiva i mozga, 1 to u tragovima, a anilin, proizvod dekarboksilacije i N-demetilovanja
bio je prisutan samo u jetri u tragovima, a u tragovima je detektovan i u urinu.

Metaboliti nastali hidroksilovanjem aromati¢nog jezgra izopropil-antranilata, izopropil-3-
i 5-hidroksiantranilat, detektovani su u tragovima samo u jetri, dok je izopropil-N-metil-5-
hidroksiantranilat detektovan u tragovima u bubregu 1 jetri, a izopropil-N-metil-3-
hidroksiantranilat nije detektovan ni u jednom organu. Pomenuti hidroksi-derivati izopropil
estara antranilne 1 N-metilantranilne kiseline su u urinu pacova detektovani u znacajnom
procentu (preko 25%, svi sem izopropil-N-metil-3-hidroksiantranilata — 0,4%).

Nemetabolisanog metil-V-metilantranilata ima najvise u bubregu i mozgu. MMA je
najmanje zastupljen u jetri, dok je s druge strane u jetri najzastupljeniji derivat antranilata
proizvod hidrolize MMA, N-metilantranilna kiselina (NMMA). Po zastupljenosti ovog
metabolita slede srce 1 bubreg, a N-metilantranilna kiselina je 1 u znacajnom procentu
detektovana u urinu pacova (18,6%). Ovo je u konzistenciji sa poznatom ¢injenicom da je glavni
metabolicki put antranilatnih estara hidroliza koja se odvija u jetri, kao i da se nastala N-
metilantranilna kiselina dalje izlu¢uje putem urina (Pronk i Speijers, 2006). Poznato je da u jetri
pored hidrolize dolazi i do sukcesivnog N-demetilovanja N-metil estara antranilne kiseline
(Yamaori et al, 2005), $to je u ovom slucaju potvrdeno prisustvom AA u jetri zenke pacova u
koli¢ini 1,1 mg po gramu organa. AA je u srcu Zenke pacova prisutna sa 0,04 mg/g, dok je u
bubregu, mozgu i pluéima prisutna u tragovima, a nije detektovana u urinu.’> Proizvod N-
demetilovanja MMA, metil-antranilat (MA) je u svim organima, sem u mozgu muskog pacova,

prisutan u tragovima.

* Pored toga 3to bi antranilna kiselina mogla da nastane kao proizvod sukcesivne hidrolize i N-demetilovanja estara
N-metilantranilne kiseline, ona je i endogena supstanca koja nastaje metabolizmom triptofana.
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Yamaori sa saradnicima (2005) je ispitivao metabolizam MMA u mikrozomima jetre
morskog praseta pri ¢emu je otkriveno da MMA podlezZe hidrolizi do N-metilantranilne kiseline
(NMAA) i N-demetilovanju do metil-antranilata (MA), pri ¢emu je hidroliza dominantan proces
Dalje se N-metilantranilna kiselina oksidativno demetiluje do antranilne kiseline (AA), a metil-
antranilat hidrolizuje do antranilne kiseline. Dakle, antranilna kiselina iz MMA u jetri nastaje i
preko NMAA 1 preko MA (slika 5.9.12). U ovom radu (Yamaori ef al, 2005) je pokazano da je
hidroliza i MMA i1 MA katalizovana, barem delimi¢no, karboksilesterazama i da se ne odigrava
samo u mikrozomima, ve¢ i citosolu, mada je u citosolu sporija. S druge strane, oksidacija MMA
i NMAA se odigrava samo u mikrozomima u prisustvu NADP™ i katalizovana je citohromom P-

450.
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lika 5.9.12. Moguci metaboli¢ki putevi kojima podleze MMA u mikrozomima jetre morskog praseta

(Yamaori et al, 2005)

Metaboliti nastali hidroksilovanjem aromati¢nog jezgra metil-antranilata, metil-estri 3- i
5-hidroksiantranilne kiseline, detektovani su samo u jetri. Metil-N-metil-5-hidroksiantranilat je
detektovan u svim organima (u tragovima) sem u slezini, a metil-N-metil-3-hidroksiantranilat
nije detektovan ni u jednom organu (kao i u slu¢aju pacova tretiranih sa MMA), $to jo§ jednom
potvrduje da N-metil grupa ometa hidroksilaciju u polozaju 3. Metabolit koji bi mogao nastati
dekarboksilacijom MMA, N-metilanilin, u svim organima je prisutan u tragovima, a anilin,
proizvod dekarboksilacije i N-demetilovanja je prisutan samo u jetri i bubregu, takode u

tragovima.
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Cinjenica da su MMA i IMA detekovani u urinu pacova ukazuje na to da se pomenuta
jedinjenja ne metaboliSu u potpunosti u organizmu pacova, ve¢ se nemetabolisani izlucuju putem
urina. Proizvod hidrolize IMA 1 MMA, N-metilantranilna kiselina, najzastupljeniji je metabolit
antranilata detektovan u jetri pacova tretiranih i sa MMA i sa IMA, $§to je u slozi sa ¢injenicom
da se hidroliza antranilatnih estara odvija u jetri. Medutim, za razliku od jetre pacova tretiranih
sa MMA gde je ona zastupljena sa ca. 0,8 mg po gramu organa, u slucaju pacova tretiranih sa
IMA ona je prisutna sa manje od 0,1 mg po gramu organa. NMMA ¢ini 18,6% metabolita
detektovanih u urinu pacova tretiranih sa MMA, a u zna¢ajnom procentu je prisutan i amid ove
kiseline — 2-(metilamino)benzamid (52%), dok pomenuta kiselina ¢ini samo 3,3%, a njen amid
oko 8,5% metabolita urina pacova tretiranih sa IMA. Na osnovu iznetih ¢injenica i s obzirom da
se hidroliza antranilatnih estara odvija u jetri 1 da se nastala N-metilantranilna kiselina dalje
izlu¢uje putem urina (Pronk i Speijers, 2000) izvodi se zakljucak da se hidroliza voluminoznog
IMA, odvija sporije u poredenju sa MMA. Medutim, poSto su u urinu pacova tretiranih sa IMA
proizvodi hidroksilacije aromati¢nog jezgra zastupljeniji nego kod pacova tretiranih sa MMA,
izgleda da je u slu€aju voluminoznog izopropil estra glavni metabolicki put hidroksilacija (i to
hidroksilacija u poloZaju 5 je dominantna u odnosu na onu u poloZaju 3), dok je kod pacova

tretiranih sa MMA glavni metaboli¢ki put hidroliza estarske grupe.*

5.9.3. Inkubacija IMA i MMA sa homogenatom svinjske jetre

Homogenat svinjske jetre (50%) 1 supernatant dobijen nakon centrifugiranja homogenata
jetre u koji je dodat IMA ili MMA inkubirani su 1,5 h na 37 °C nakon ¢ega je izvr$ena
ekstrakcija dietil-etrom, a etarski ekstrakt je podvrgnut GC-MS analizi. Pri tom je utvrdeno da je
glavni metabolit oba estra N-metilantranilna kiselina. Pored toga ova dva estra metabolisala su se
u manjoj meri i do antranilne kiseline, pri ¢emu je sadrzaj metabolita bio vec¢i u ekstraktu
homogenata u poredenju sa supernatantom.

Dakle, metabolizam metil- 1 izopropil-N-metilantranilata je konzistentan sa
metabolizmom estara antranilne kiseline, tj. glavni metabolic¢ki put ovih jedinjenja je hidroliza, a
pored toga dolazi i do N-demetilovanja. Hidroliza estara antranilne i N-metilantranilne kiseline

do odgovaraju¢ih kiselina 1 alkohola je katalizovana enzimima karboksilesterazama, medu

* Kod pacova tretiranih jedinjenima IMA i MMA nisu uodeni toksi¢ni efekti ovih antranilata, iako im je dato 10 puta
vise supstance u odnosu na maksimalno dozvoljeni dnevni unos MMA (0,2 mg po kg telesne mase) i oko 2 miliona
puta viSe u odnosu na prose€an dnevni unos MMA u Evropi (1 pg po kg telesne mase dnevno) (EFSA, 2011).
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kojima su najznacajnije B-esteraze. Kod sisara se ovi enzimi nalaze u razli¢itim tkivima, ali ih
najviSe ima u hepatocitima (Heymann, 1980).

Prethodno je prouCavana in vitro hidroliza metil-antranilata i metil-N-metilantranilata
pankreatinom (Leegwater i van Straten, 1974a, Grundshober, 1977), vestackim zeluda¢nim
sokom i pankreasnim sokom (Gangoli i Shilling, 1968; Longland et al, 1977), sveze
pripremljenim homogenatima jetre 1 creva pacova (Longland er al, 1977) i svinja (Leegwater 1
van Straten, 1974b; Grundschober, 1977). Nakon dvocasovne inkubacije MA i MMA sa
pankreatinom nije do$lo do hidrolize (Leegwater i van Straten,1974a, Grundshober, 1977). S
druge strane, homogenati tkiva pacova i svinja znatno efikasnije hidrolizuju MA i MMA. lako, je
prilikom inkubacije homogenata intestinalne sluznice svinja sa MA i MMA nakon 2 sata
hidrolizovalo samo 15% MA 1 20% MMA, u slu€aju inkubacije pomenutih jedinjenja sa
homogenatom svinjske jetre hidroliza je bila gotovo potpuna. Dahl i saradnici (1983) su utvrdili
da metabolizmom MMA u mikrozomima izolovanim iz nazalne sluznice pacova nastaje i
formaldehid. Formaldehid bi mogao nastati oksidacijom metanola (koji je jedan od proizvoda
hidrolize estra), kao i prilikom N-demetilovanja.

Hidroliza MMA je potvrdena i in vivo kod pacova i Coveka. Dvadeset Cetiri Casa nakon
$to je pacovima oralno dat MMA, u urinu je detektovana N-metilantranilna i antranilna kiselina u
pribliznom odnosu 20 : 1. (Morgareidge, 1963). N-Metilantranilna kiselina je bila i glavni
metabolit izlu¢en 7 h nakon $to je ispitaniku data kapsula koja je sadrzala 150 mg MMA, a
odnos NMMA i AA je i u ovom sluc¢aju bio priblizno 20:1. Ispitivanjem intestinalne apsorpcije
MMA u lumenu dvanaestopalac¢nog creva (duodenuma) morskog praseta u koncentracijama od
25 do 260 ppm utvrdeno je da se MMA brzo apsorbuje u ovim koncentracijama. Uzorci portalne
krvi uzeti 30 minuta nakon $to je zivotinjama data testirana supstanca ukazuju da dolazi do brze
apsorpcije u svim koncentracijama, ali da hemijski oblik u kome se MMA apsorbuje zavisi od
koncetracije. Pri koncentraciji 25 ppm nije detektovan nehidrolizovani estar Sto ukazuje da se
testirano jedinjenje apsorbuje u hidrolizovanom obliku, kao NMMA. Pri dozi 260 ppm,
nehidrolizovan estar se mogao detektovati tokom citavog eksperimenta, ali ga je bilo najvise

nakon 5 min (Pelling ef a/, 1980).
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6. 1Z2VOD

U doktorskoj disertaciji, pod nazivom ,,Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata
Kunth (Rutaceae): izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloSka aktivnost®, analiziran je
hemijski sastav etarskih ulja dobijenih hidrodestilacijom svezih i suvih listova biljne vrste Choisya
ternata Kunth (Rutaceae) metodama GC i GC-MS. Identitet dva sastojka, za koje je pretpostavljeno
da su izopropil- i metil-estri N-metilantranilne kiseline, potvrden je njihovom sintezom i GC ko-
injekcijom dobijenih standarda. Oba sintetisana jedinjenja su spektralno okarakterisana (1D- i 2D-
NMR, GC-MS, FTIR, UV) ¢ime su potvrdene njihove strukture. S obzirom na etnofarmakolosku
primenu pomenute biljne vrste, izvrSeno je testiranje antimikrobne i antinociceptivne aktivnosti
etarskog ulja i sintetisanih Cistih jedinjenja, testirana je antioksidantna, anksioliticka, antidepresivna,
hepato-, gastro- i nefroprotektivna aktivnost sintetisanih estara, i ispitivan je metabolizam ovih estara
kod pacova (analiza pomenutih jedinjenja i njihovih metabolita u organima i urinu pacova).

Dobijeni su sledeéi rezultati:

Prilikom analize hemijskog sastava etarskih ulja svezih i suvih listova biljne vrste C. ternata
identifikovano je 157 sastojaka, dok je pretragom literature utvrdeno da je do sada bilo poznato samo
18 sastojaka ovog etarskog ulja (Respaud er al, 1997). Tokom identifikacije, u gasnim
hromatogramima uocen je pik jedinjenja, za koje je, poredenjem njegovog masenog spektra sa
spektrom iz dostupne baze masenih spektara, pretpostavljeno da je izopropil-N-metilantranilat
(IMA). U cilju potvrde identiteta navedenog jedinjenja, IMA je sintetisan, redukcijom in sifu
generisanog imina metil-antranilata i formaldehida, pri ¢emu je dobijen metil-N-metilantranilat
(MMA) (takode detektovan u ulju vrste C. fternata), koji je transesterifikovan odgovaraju¢im
alkoksidom. Ko-injektiranjem dobijenih standarda IMA i MMA sa etarskim uljem je potvrdeno da su
oni sastojci C. fernata. Sintetisan je i propil-N-metilantranilat. Sva sintetisana jedinjenja su
spektralno okarakterisana (1D- i 2D-NMR, GC-MS, FTIR, UV). IMA je po prvi put identifikovan
kao prirodni proizvod, tj. predstavlja potpuno novi sekundarni metabolit (protoalkaloid) prisutan u
biljnom svetu i zato je nazvan ternantranin.

S druge strane MMA je prirodni sastojak veéeg broja vrsta porodice Rutaceae. S obzirom da
se prirodno nalazi u vocu i da se dodaje hrani kao aroma, deo je nase svakodnevne ishrane, pa moze
da podlegne nitrozovanju in vivo, u zelucu ¢oveka, reakcijom sa nitritima prisutnim u pljuvacci, kao i
unoSenjem hrane koja sadrzi konzervanse, tj. nitrite, pri ¢emu nastaje metil-N-metil-N-
nitrozoantranilat. Uzimajué¢i u obzir moguc¢e gradenje metil-N-metil-N-nitrozoantranilata u hrani i
¢injenicu da hrana cesto podleze termickoj obradi, pri ¢emu moze do¢i do termicke razgradnje,

izvrSena je sinteza i proucavana termalna razgradnja metil-N-metil-N-nitrozoantranilata. Metil-N-
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metil-N-nitrozoantranilat, je sintetisan direktnim nitrozovanjem MMA. Identitet sintetisanog
jedinjenja, metil-N-metil-N-nitrozoantranilata, potvrden je NMR analizom. Prilikom GC-MS analize
utvrdeno je da pomenuto jedinjenje podleze potpunoj termalnoj degradaciji. Glavni proizvod
termalne degradacije je bio nepoznati proizvod kuplovanja, a pored njega detektovan je i metil-N-
metilantranilat. U cilju utvrdivanja strukture ovog neidentifikovanog proizvoda, izvedena je
preparativna termoliza metil-N-metil-N-nitrozoantranilata, termolizat je podvrgnut hromatogratiji na
koloni SiO2, a dobijene frakcije su analizirane GC-MS i NMR (kao i ostalim spektralnim) metodama
pri ¢emu je identifikovano 46 razlicitih sastojaka. Medu njima je identifikovan i potpuno spektralno
okarakterisan novi proizvod kuplovanja metil-5-metil-6-okso-(5H)-fenantridin-4-karboksilat.
Zanimljivo je da proizvod kuplovanja detektovan prilikom GC-MS analize metil-N-metil-N-
nitrozoantranilata, tentativno identifikovan kao 2,2'-(1,2-dimetilhidrazin-1,2-diil)dibenzoat, nije
detektovan u termolizatu. Pazljivim razmatranjem struktura identifikovanih sastojaka termolizata
predlozeni su glavni putevi termolize metil-N-metil-N-nitrozoantranilata u parnoj i kondenzovanoj
fazi. Generalno, identifikovani proizvodi bi mogli da se svrstaju u dve grupe, na one koji nastaju
raskidanjem N-NO veze i Ar—-NNO veze, tj. na proizvode koji su derivati antranilne i benzoeve
kiseline. Strukturna raznolikost identifikovanih proizvoda i znacajne razlike izmedu termolize koja se
odvija u parnoj i kondenzovanoj fazi ukazuju na moguéi sintetski znacaj termolize N-nitrozo
jedinjenja.

S obzirom da stanovnici Meksika od davnina koriste biljnu vrstu C. ternata u medicinske
svrhe, ispitana je antinociceptivna aktivnost etarskog ulja, etanolnog ekstrakta i1 isparljivih alkaloida
listova biljne vrste C. fernata, IMA i MMA, kao i propil-N-metilantranilata. Kod miseva, oralno date
pomenute supstance, ulje i ekstrakt ispoljavaju znacajnu antinociceptivnu aktivnost. U testu
abdominalnih gréeva izazvanih siréetnom kiselinom MMA, u dozi od 1 mg/kg t.m, bio je priblizno
aktivan kao aspirin u dozi od 200 mg/kg t.m, a, u testu vruce ploce, svi antranilati, u dozi 3 mg/kg
t.m, ispoljili su veéu aktivnost od morfina u dozi od 5 mgkg tm. Rezultati ispitivanja
antinociceptivne aktivnosti ukazali su na interesantnu ¢injenicu da oralna aplikacija etarskog ulja
listova biljne vrste C. fernata izaziva priblizno 100 puta manju aktivnost u poredenju sa IMA u
sprecavanju bola izazvanog siréetnom kiselinom. Ovo indicira da antinociceptivna aktivnost ulja
(koje bi se moglo smatrati 100-1000 puta razblaZzenim rastvorom antranilata) poti¢e od prisustva
IMA i MMA, ¢iji je ukupni sadrzaj u ulju oko 0,1%.

Kako su izopropil-, metil- i propil-N-metilantranilat u pomenutim testovima pokazali dobru
antinociceptivnu aktivnost, ispitana je i antinociceptivna aktivnost ovih jedinjenja u drugim
modelima nocicepcije, a proucavan je i mehanizam antinociceptivnog dejstva ovih estara. MiSevi
kojima su oralnim putem data pomenuta jedinjenja u dozama 0,3, 1 i 3 mg/kg t.m. bili su manje

osetljivi na hemijski ili termalni stimulus kod modela formalinom, kapsaicinom i glutamatom
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izazvane nocicepcije, u modelu vru¢e ploCe i naglog pokreta repom. Pretretmanom miSeva sa
antagonistima i blokatorima, utvrdeno je da mehanizmi dejstva ovih estara najverovatnije nisu
povezani sa holinergi¢kim i kanabinoidnim sistemima, ali uklju¢uju, barem delimi¢no, interakcije sa
kapsaicin-senzitivnim vlaknima i noradrenergi¢kim, nitrergi¢kim, ATP-senzitivnim kalijumovim
kanalima, opioidnim i serotoninergickim sistemima. Kako izopropil-, metil- i propil-N-
metilantranilat ispoljavaju znacajnu perifernu i centralnu antinociceptivnu aktivnost u manjim
dozama u poredenju sa morfinom, naj¢e$¢e koriS¢enim opioidnim analgetikom, a ne ispoljavaju
toksi¢no dejstvo, ova tri jedinjenja predstavljaju obecavajue potencijalne prototipove za razvoj
novih analgetskih lekova.

Dva prirodna estra N-metilantranilne kiseline, prisutna u etarskom ulju vrste C. fernata, IMA
i MMA, podvrgnuta su ispitivanju anksioliti¢cke i antidepresivne aktivnosti, a ispitivan je i njihov
uticaj na vreme potrebno da mi$ zaspi i na duzinu sna izazvanog dijazepamom. Pokazano je da ovi
isparljivi alkaloidi (u dozama od 50-200 mg/kg t.m, i.p.) znaCajno povecavaju vreme koje zivotinje
provode u potencijalno opasnom prostoru u poredenju sa kontrolnom grupom, dok ne uti¢u na broj
prelazaka iz jednog u drugi deo kutije za izvodenje testa svetlo/tama, a ne ispoljavaju miorelaksantno
dejstvo. Oni smanjuju na dozno-zavisan na¢in vreme imobilnosti miSeva u testu prinudnog plivanja i
veSanja o rep, dok ne povecavaju opstu lokomotornu aktivnost. Sami antranilati nemaju uspavljujuce
dejstvo, ali produzavaju vreme dijazepamom uzrokovanog sna, u zavisnosti od primenjene doze, $to
ukazuje da deluju na GABA receptore. U svim testovima oba testirana jedinjenja su pokazala slicne i
uporedive rezultate, §to ukazuje da je jezgro N-metilantranilne kiseline nosilac aktivnosti.

Ispitano je potencijalno hepato- i nefroprotektivno dejstvo izopropil- i metil-N-
metilantranilata (u dozi od 200 mg/kg t.m, i.p, 7 dana) u modelu akutne intoksikacije pacova ugljen-
tetrahloridom (CCls) pra¢enjem serumskih markera i promena u morfologiji i funkciji jetre i bubrega.
Oba isparljiva alkaloida, ispoljila su hepatoprotektivni potencijal u modelu CCls-uzrokovanih
oftecenja jetre, a samo metil-N-metilantranilat nefroprotektivni potencijal, kod pacova. Ispitano je i
dejstvo izopropil- i metil-N-metilantranilata na sluznicu Zzeluca pacova (u dozi 200 mg/kg t.m, p.o.) i
na nastanak lezija na sluznici Zzeluca pacova (u dozama 50, 100 i 200 mg/kg t.m, p.o.) koje su
izazvane diklofenakom (nesteroidnim anti-inflamatornim lekom) ili etanolom. Oralna aplikacija ovih
jedinjenja, Cak i u visokim dozama (200 mg/kg t.m.), ne dovodi do pojave lezija, a oba alkaloida
ispoljavaju znacajnu antiulceroznu aktivnost, ¢ak i u dozi 50 mg/kg t.m. U cilju utvrdivanja
mehanizma nefro-, gastro- i hepatoprotektivne aktivnosti, ispitivana je antioksidantna aktivnost
izopropil- i metil-N-metilantranilata, medutim oni nisu pokazali znacajnu antioksidantnu aktivnost.
Testirana je i antimikrobna aktivnost ovih estara, kao i etarskog ulja vrste C. fernata, pri ¢emu je
utvdeno da metil estar poseduje veci antimikrobni potencijal, kao i da oba antranilata poseduju

selektivnu aktivnost prema gljivicama.
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IzvrSena je i analiza izopropil- i metil-N-metilantranilata, i njihovih metabolita u urinu i
organima pacova tretiranih ovim supstancama. Dietil-etarski ekstrakt urina pacova tretiranih
izopropil-N-metilantranilatom (200 mg/kg t.m, i.p, 7 dana) je podvrgnut hromatografiji na Sephadex-
u LH 20, a dobijene frakcije su analizirane GC-MS, NMR, FTIR i UV metodama. Utvrdeno je da su
glavni sastojci urina pacova tretiranih izopropil-N-metilantranilatom proizvodi hidroksilacije
(izopropil-5-hidroksi-N-metilantranilat, izopropil-5-hidroksi- i 3-hidroksi-antranilat). Glavni
metaboliti, na osnovu GC-MS analize ekstrakta urina pacova tretiranih metil-N-metilantranilatom
(200 mg/kg t.m, ip, 7 dana) su bili proizvod amonolize - 2-(metilamino)benzamid i hidrolize
estarske funkcionalne grupe - N-metilantranilna kiselina. Cinjenica da su izopropil- i metil-N-
metilantranilati detekovani u urinu pacova ukazuje na to da se pomenuta jedinjenja ne metaboliSu u
potpunosti u organizmu pacova, ve¢ se delom izlu€uju putem urina nemetabolisani.

Dietil-etarski ekstrakti homogenata organa pacova (jetre, bubrega, srca, mozga, pluca, butnog
misica, slezine, kao i seruma), tretiranih izopropil- i metil-N-metilantranilatima (2 g/kg t.m, i.p.),
analizirani su GC-MS metodom. Najveci broj metabolita, i izopropil- i metil-N-metilantranilata,
detektovan je u jetri, pri ¢emu je najzastupljeniji metabolit u jetri u oba slu¢aja bio proizvod hidrolize
ovih estara, N-metilantranilna kiselina. Utvrdeno je se hidroliza estara N-metilantranilne kiseline vrsi
u jetri, da se proizvodi hidrolize izlu€uju putem urina, kao i da je hidroliza estra N-metil antranilne
kiseline i voluminoznijeg izopropil-alkohola sporija u odnosu na hidrolizu metil-N-metilantranilata.
S obzirom da su u urinu pacova tretiranih izopropil-N-metilantranilatom, hidroksi-derivati
pomenutog estra dominantniji nego kod pacova tretiranih metil-N-metilantranilatom, zakljuceno je
da je u slucaju izopropil estra N-metilantranilne kiseline glavni metabolic¢ki put hidroksilacija (i to
hidroksilacija u polozaju 5 je dominantna u odnosu na onu u polozaju 3), dok je u sluc¢aju metil-N-
metilantranilata glavni metabolicki put hidroliza estarske grupe.

Kod pacova tretiranih izopropil- i metil-N-metilantranilatom nisu uoceni toksi¢ni efekti ovih
jedinjenja, iako im je dato 10 000 puta viSe supstance u odnosu na maksimalno dozvoljeni dnevni
unos metil-N-metilantranilata (0,2 mg po kg telesne mase) i oko 2 miliona puta viSe u odnosu na
prosecan dnevni unos ovog jedinjenja u Evropi (1 pg po kg telesne mase dnevno) (EFSA, 2011).
Doze antranilata, za koje je dokazano da poseduju antinociceptivnu aktivnost, ne dovode do
znacajnih ostecenja tkiva bubrega, jetre i zeluca, ve¢ ispoljavaju hepato-, nefro- i gastroprotektivno
dejstvo. S obzirom da izopropil- i metil-N-metilantranilati ispoljavaju niz farmakoloskih aktivnosti,
ukljucujuéi anksioliticko, antidepresivno, antinociceptivno, gastroprotektivno dejstvo, i s obzirom da
je njihova sinteza jeftina, oni bi mogli da predstavljaju potencijalnu alternativu u lecenju ¢ira na
zelucu 1/ili nove, bezbednije nesteroidne anti-inflamatorne lekove za terapiju bola. Gore navedenim
¢injenicama se moze, barem delimi¢no, opravdati etnofarmakoloska primena biljne vrste Choisya

ternata.
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7. SUMMARY

The PhD thesis, entitled: "Secondary metabolites of Choisya ternata Kunth (Rutaceae):
isolation, synthesis, spectral characterization and biological activity", puts forward the results of GC
and GC-MS analyses of the chemical composition of the essential oils obtained by hydrodistillation
of fresh and dry leaves of Choisya ternata Kunth (Rutaceae). The identity of two minor constituents,
tentatively identified as isopropyl- and methyl N-methylanthranilates, was confirmed by their
synthesis and GC co-injection of the obtained standards. The synthesized compounds were spectrally
characterized (1D- and 2D-NMR, GC-MS, FTIR, UV) in order to corroborate their structures. Based
on the ethnopharmacology of C. ternata, the obtained synthetic samples and the essential oil were
assayed for antimicrobial and antinociceptive activities. Moreover, anxiolytic and antidepressant,
hepato-, gastro- and nephroprotective activities of the synthesized compounds were evaluated, as
well as their metabolism (analyses of these compounds and their metabolites in the organs and urine
of rats treated with the two anthranilic esters).

The following results were obtained:

Detailed GC and GC-MS analyses of the essential oil of C. ternata enabled the identification
of 157 constituents. In contrast, the previously investigated leaf oil of C. fernata (Respaud et al.,
1997) showed the presence of only 18 components. In the course of the identification procedure, a
constituent was tentatively identified as isopropyl N-methylanthranilate (IMA), according to the
comparison of its MS with the MS from the available database. In order to corroborate this tentative
identification, IMA was synthesized via the reduction of in situ generated imine of methyl
anthranilate and formaldehyde, leading to methyl N-methylanthranilate (MMA), also a constituent of
the oil of C. ternata, which was then transesterified with a suitable alkoxide. The result of the GC co-
injection experiment of the obtained standards of IMA and MMA with the essential oil sample of C.
ternata confirmed the identity of the two compounds. Propyl N-methylanthranilate (PMA) was also
synthesized in an analogous manner. All of the synthesized compounds were spectrally characterized
(1D- and 2D-NMR, GC-MS, FTIR, UV) that provided conclusive proof of their structure. IMA was
therefore detected for the first time as a natural product, i.e it represents a new secondary metabolite
(protoalkaloid) from the Plant kingdom and it is named ternanthranin.

On the other hand MMA is a natural constituent found in a number of Rutaceae species. It is
a part of our everyday diet as it naturally occurs in various fruits and plants and is used as a food
flavor. Within foodstuft, it can react with nitrites, which are widely used as food preservatives, to
form methyl N-methyl-N-nitrosoanthranilate (NO-MMA) and it can be nitrosated by nitrites present

in the saliva, as well as by the ingestion of nitrite-rich foods. Due to a possible formation of NO-
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MMA in food and the fact that food frequently undergoes thermal treatment, where thermolysis plays
an important role, thermal degradation of NO-MMA was investigated. Methyl N-methyl-N-
nitrosoanthranilate was prepared by a direct nitrosation of MMA. The identity of the synthesized
compound was confirmed by NMR analysis. A GC-MS analysis of the product revealed that the
compound undergoes complete thermal degradation under gas chromatographic conditions yielding a
major unidentified coupling product and MMA. In an attempt to elucidate the structure of the formed
degradation product, a preparative scale thermolysis of the nitroso compound was carried out. A
chromatographic separation of the thermolysate, followed by GC-MS and NMR (and other spectral
techniques) analyses enabled the identification of in total 46 different products. Among them a novel
coupling product, methyl 5-methyl-6-oxo-(5H)-phenanthridine-4-carboxylate, was identified and
fully spectrally characterized. Interestingly, the initially detected coupling product formed under GC
conditions, tentatively identified as dimethyl 2,2'-(1,2-dimethylhydrazine-1,2-diyl)dibenzoate, was
not detected in the thermolysate. A careful consideration of the structures of the identified
thermolysate constituents led us to propose major thermolysis pathways of NO-MMA both in
condensed and vapor phases. Generally, the identified products could be classified as those arising
from fission of the N-NO bond or rather unexpectedly, the Ar—NNO bond, i.e. products related to
anthranilic and benzoic acids, respectively. The latter represents a novel chemical transformation up
to now unreported and unutilized. The structural diversity of the identified products and the noted
marked differences between vapor and condensed phases point to the possible synthetic utility of
thermolysis of carefully designed N-nitroso compounds.

Based on the ethnopharmacological usage in Mexico of Choisya ternata, we decided to
investigate the antinociceptive activity of the essential oil and ethanol extract of leaves and volatile
alkaloids of the leaves of C. ternata, IMA and MMA, as well as PMA. The results showed that the
essential oil and the crude ethanol leaf extract of C. fernata, and all of the anthranilates, when given
orally, produce significant antinociception. In the acetic acid-induced writhing assay MMA at 1
mg/kg was more potent than aspirin at 200 mg/kg, and all the anthranilates were, at 3 mg/kg, of a
similar efficacy as morphine at 5 mg/kg in inhibiting the heat-induced nociceptive response. Another
interesting result of this study was the fact that p.o. administration of the essential oil of the leaves of
C. ternata exhibited one hundred times less potency when compared to IMA in preventing the acetic
acid-induced pain. This fits nicely with the idea that the antinociceptive activity of the oil (that can
roughly be regarded as a 100—1000 fold dilution of the anthranilates) is caused by the presence of the
two anthranilates (the summed content of IMA and MMA is ca. 0.1%).

As IMA, MMA and PMA exhibited significant antinociceptive activity, we decided to
investigate their antinociceptive properties in other models of nociception in mice, as well as the

possible mechanism(s) of antinociception. Mice orally pre-treated with these compounds (at 0.3, 1
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and 3 mg/kg) were less sensitive to chemical or thermal stimuli in different nociception models
(formalin-, capsaicin- and glutamate-induced licking response, tail flick and hot plate tests). Pre-
treatment of mice with antagonists and blockers revealed that the mechanism of action of the
investigated esters seems to be unrelated to cholinergic and cannabinoid systems, but could involve,
at least in part, an interaction with capsaicin-sensitive fibers and noradrenergic, nitrergic, ATP-
sensitive potassium channel, opioid and serotoninergic systems. As IMA, MMA and PMA produced
significant peripheral and central antinociception at doses lower than that of morphine, the classical
opioid analgesic drug, without causing toxicity, these three compounds could be regarded as
promising potential lead compounds for the development of new analgesic drugs.

The two natural esters of N-methylanthranilic acid, present in C. fernata essential oil, IMA
and MMA, were assayed for anxiolytic and antidepressant activity, and for the effect on the onset
and duration of diazepam-induced sleep in mice. The volatile alkaloids (at 50-200 mg/kg, i.p.),
without having a muscle relaxant effect, caused a significant increase in the time the animals spent in
an unsecured and putatively dangerous area when compared with the control group, but had no effect
on the number of crossings between the light/dark compartments. The administration of IMA and
MMA produced, in a dose-dependent manner, a decrease of the immobility time of mice exposed to
forced swimming and tail suspension tests, which was not due to an increase in locomotive activity.
Additionally, these esters administered on their own did not induce sleep in mice but significantly
prolonged the diazepam-induced sleep, in a dose-dependent manner, suggesting an interaction with
the GABA receptor complex. In all of the performed tests, IMA and MMA scored comparative
results indicating that the core of the N-methylanthranilic acid is essential for the noted activities.

The potential hepato- and nephroprotective effects of IMA and MMA (at 200 mg/kg, ip, 7
days), was investigated in a rat model of acute intoxication with carbon tetrachloride (CCls) by
tracking serum levels of liver and kidney damage markers, as well as by tracking changes in the liver
and kidney morphology and function. Both volatile alkaloids, showed hepatoprotective potential in
the model of CCls-induced liver damage, while only MMA exhibited a nephroprotective potential in
the same model of kidney damage in rats. The influence of IMA and MMA on the gastric mucosa
integrity was assessed by its oral administration in doses of 200 mg/kg, while their gastroprotective
action in doses of 50, 100 and 200 mg/kg was analyzed in the diclofenac- (nonsteroidal anti-
inflammatory drug) and ethanol-induced gastric lesion models in rats. The oral application of these
compounds on their own, even in quite high doses (200mg/kg), did not induce gastric lesions, while
both alkaloids exhibited significant anti-ulcer activity, even at 50 mg/kg. In order to establish a
mechanism of gastro-, nephro- and hepatoprotective activities, the antioxidant activity of the two
anthranilate esters was assayed, however, they did not exhibit a significant antioxidant potential.

Also, the antimicrobial activity of the two mentioned esters, as well as of the essential oil, was tested.
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It has been shown that MMA possesses a higher antimicrobial potential and that both anthranilates
exhibit selective antifungal activity.

Analyses of IMA and MMA, and their metabolites, in the urine and organs of rats pretreated
with these substances were performed. A diethyl-ether extract of the urine of rats treated with IMA
(200 mg/kg, i.p, 7 days) was subjected to Sephadex LH-20 column chromatography and the obtained
fractions were analyzed by NMR, GC-MS, FTIR and UV methods. The principal components were
products of hydroxylation (isopropyl S5-hydroxy-N-methylanthranilate, isopropyl 5-hydroxy-
anthranilate and isopropyl 3-hydroxy-anthranilate). GC-MS analyses of the urine of rats treated with
MMA (200 mg/kg, i.p, 7 days) revealed 2 major metabolites: 2-(methylamino)benzamide, a product
of amonolysis, and N-methylanthranilic acid, a product of hydrolysis of the ester group. The fact that
IMA and MMA were detected in the urine, indicates that these two compounds are not completely
metabolized in the rat organism and that they are partially exerted, non-metabolized, via urine.

The diethyl-ether extract of the homogenates of the organs (liver, kidney, heart, lungs, thigh
muscle, spleen and serum) of the rats treated with IMA and MMA were analyzed by GC-MS. The
greatest number of metabolites of both N-methylanthranilic acid esters was found in the liver and in
both cases N-methylanthranilic acid was the predominant metabolite. It was concluded that the
hydrolysis of the esters of N-methylantranilic acid occurs in the liver, that the product of hydrolysis
are excreted via urine, and that the hydrolysis of the ester of N-methylanthranilic acid and the more
bulky isopropyl alcohol is slower than the hydrolysis of MMA. In the case of the urine of rats
pretreated with IMA, the hydroxy-derivatives of the administrated ester were predominant in
comparison with the urine of rats pretreated with methyl N-methylanthranilate. One could conclude
that in the case of the isopropyl ester of N-methylanthranilic acid, the predominant metabolic
pathway is hydroxylation, while in the case of the methyl ester the principal pathway is the
hydrolysis of the ester functional group.

Toxic effects of IMA and MMA in rats were not observed. The amount of the administered
substances was 10 000 times greater than the allowed/recommended daily intake of MMA (0.2
mg/kg bw) and around 2 million times higher than the average daily intake of this compound in
Europe (1 pg/kg bw) (EFSA, 2011). The doses of anthranilates, that exhibited antinociceptive
activity, did not induce liver, kidney and stomach damage, but exhibited hepato-, nephro- and
gastroprotective activities. Since IMA and MMA exhibit a number of important and interesting
pharmacological activities, including antinociceptive, anxiolytic, antidepressant, gastro-, nephro- and
hepatoprotective activities, and since there is a non-expensive synthetic route for their preparation,
MMA and IMA, both alike, might represent a cost effective alternative sought for the peptic ulcers
treatment and/or new safer nonsteroidal anti-inflammatory drugs for pain management. The before

mentioned facts support, at least partially, the ethnomedicinal uses of C. fernata.
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9. PRILOZI

Spisak priloga:

UV SPEKTRI

Prilog 1. UV spektar (CH3CN) izopropil-N-metilantranilata

Prilog 2. UV spektar (CH3CN) metil-N-metilantranilata

Prilog 3. UV spektar (CH3CN) propil-N-metilantranilata

Prilog 4. UV spektar (CH3CN) smese (E)- i (£)-metil-N-metil-N-nitrozoantranilata
Prilog S. UV spektar (CH3CN) metil-5-metil-6-okso-(5 H)-fenantridin-4-karboksilata
Prilog 6. UV spektar (CH3CN) metil-N-benzoilantranilata

Prilog 7. UV spektar (CH3CN) metil-N-formilantranilata

Prilog 8. UV spektar (CH3CN) izopropil-3-hidroksiantranilata

Prilog 9. UV spektar (CH3CN) izopropil-5-hidroksiantranilata

Prilog 10. UV spektar (CH3CN) izopropil-5-hidroksi-N-metilantranilata

Prilog 11. UV spektar (CH3:CN) amida N-metilantranilne kiseline

IR SPEKTRI

Prilog 12. IR spektar izopropil-N-metilantranilata

Prilog 13. IR spektar metil-N-metilantranilata

Prilog 14. IR spektar propil-N-metilantranilata

Prilog 15. IR spektar smese (F)- i (Z)-metil-N-metil-N-nitrozoantranilata
Prilog 16. IR spektar metil-5-metil-6-okso-(5 H)-fenantridin-4-karboksilata
Prilog 17. IR spektar metil-N-benzoilantranilata

Prilog 18. IR spektar metil-N-formilantranilata

Prilog 19. IR spektar izopropil-3-hidroksiantranilata

Prilog 20. IR spektar izopropil-5-hidroksiantranilata

Prilog 21. IR spektar izopropil-5-hidroksi-N-metilantranilata

Prilog 22. IR spektar amida N-metilantranilne kiseline
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MASENI SPEKTRI

Prilog 23. (EI)MS spektar izopropil-N-metilantranilata

Prilog 24. (E)MS spektar izopropil-N, N-dimetilantranilata

Prilog 25. (EI)MS spektar izopropil-antranilata

Prilog 26. (EI)MS spektar metil-N-metilantranilata

Prilog 27. (E)MS spektar metil-N, N-dimetilantranilata

Prilog 28. (EI)MS spektar metil-N-metilenantranilata

Prilog 29. (EI)MS spektar metil-N-(hidroksimetil )antranilata

Prilog 30. (EI)MS spektar propil-N-metilantranilata

Prilog 31. (EI)MS spektar propil-N, N-dimetilantranilata

Prilog 32. (EI)MS spektar propil-antranilata

Prilog 33. (E)MS spektar metil-N-metil-N-nitrozoantranilata (NO-MMA)
Prilog 34. (EI)MS spektar dimetil-2,2'-(1,2-dimetilhidrazin-1,2-diil)dibenzoata
Prilog 35. (E)MS spektar metil-5-metil-6-okso-(5 H)-fenantridin-4-karboksilata
Prilog 36. (EI)MS spektar metil-N-benzoilantranilata

Prilog 37. (ED)MS spektar metil-N-formilantranilata

Prilog 38. (EI)MS spektar izopropil-3-hidroksiantranilata

Prilog 39 (EI)MS spektar izopropil-5-hidroksiantranilata

Prilog 40. (E)MS spektar izopropil-5-hidroksi-N-metilantranilata

Prilog 41. (EI)MS spektar amida N-metilantranilne kiseline

Prilog 42. (EI)MS spektar metil-benzoata (Tabela 5.11, N° 1)

Prilog 43. (EI)MS spektar benzoeve kiseline (Tabela 5.11, N° 2)

Prilog 44. (EI)MS spektar N-metil-N-fenilformamida (Tabela 5.11, N° 3)
Prilog 45. (EI)MS spektar metil-antranilata (Tabela 5.11, N° 4)

Prilog 46. (EI)MS spektar metil-4-nitrobenzoata (Tabela 5.11, N° 6)

Prilog 47. (EI)MS spektar metil-3-nitrobenzoata (Tabela 5.11, N° 7)

Prilog 48. (EI)MS spektar N-metilantranilne kiseline (Tabela 5.11, N° 8)
Prilog 49. (EI)MS spektar metil-N-karboksimetil-N-metilantranilata (Tabela 5.11, N° 10)
Prilog 50. (EI)MS spektar metil-N-acetil-N-metilantranilat (Tabela 5.11, N° 11)
Prilog 51. (EI)MS spektar metil-N-acetilantranilata (Tabela 5.11, N° 12)
Prilog 52. (EI)MS spektar metil-N-metil-nitroantranilata (Tabela 5.11, N° 13)
Prilog 53. (EI)MS spektar metil-nitroantranilata (Tabela 5.11, N° 14)

Prilog 54. (EI)MS spektar metil-N-metilfenilantranilata (Tabela 5.11, N° 15)
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Prilog 55. (EI)MS spektar dimetil-[1,1'-bifenil]-2,2'-dikarboksilata (Tabela 5.11, N° 16)

Prilog 56. (E)MS spektar dimetil-[1,1'-bifenil]-2,3'-dikarboksilata (Tabela 5.11, N° 17)

Prilog 57. (EDMS spektar dimetil-[1,1'-bifenil]-2,4'-dikarboksilata (Tabela 5.11, N° 18)

Prilog 58. (EI)MS spektar metil-fenilantranilata (Tabela 5.11, N° 19)

Prilog 59. (E)MS spektar metil-N-benzoil-N-metilantranilata (Tabela 5.11, N° 20)

Prilog 60. (EI)MS spektar proizvoda termolize NO-MMA sa Rt = 29,924 min i RI = 2130 (tabela
5.11,N°21)

Prilog 61. (EI)MS spektar proizvoda termolize NO-MMA sa Rt = 32,862 min i RI = 2304 (tabela
5.11,N°22)

Prilog 62. (EI)MS spektar proizvoda termolize NO-MMA sa Rt = 32,964 min i Rl = 2311 (tabela
5.11,N°23)

Prilog 63. (EI)MS spektar proizvoda termolize NO-MMA sa Rt = 33,641 min i RI = 2353 (tabela
5.11,N°24)

Prilog 64. (EI)MS spektar proizvoda termolize NO-MMA sa Rt = 33,694 min i RI = 2357 (tabela
5.11,N°25)

Prilog 65. (EI)MS spektar proizvoda termolize NO-MMA sa Rt = 34,195 min i Rl =2389 (tabela
5.11,N°26)

Prilog 66. (EI)MS spektar proizvoda termolize NO-MMA sa Rt = 35,985 min i RI = 2505 (tabela
5.11,N°27)

Prilog 67. (EI)MS spektar proizvoda termolize NO-MMA sa Rt = 30,577 min i Rl =2167 (tabela
5.11,N°28)

Prilog 68. (EI)MS spektar proizvoda termolize NO-MMA sa Rt = 30,790 min i RI = 2180 (tabela
5.11,N°29)

Prilog 69. (EI)MS spektar proizvoda termolize NO-MMA sa Rt = 31,792 min i Rt = 2240 (tabela
5.11,N°30)

Prilog 70. (E)MS spektar proizvoda termolize NO-MMA sa Rt = 32,268 min i Rt = 2269 (tabela
5.11,N°31)

Prilog 71. (EI)MS spektar proizvoda termolize NO-MMA sa Rt = 34,085 min i RI = 2382 (tabela
5.11,N°32)

Prilog 72. (E)MS spektar proizvoda termolize NO-MMA sa Rt = 34,591 min i Rl =2414 (tabela
5.11,N°33)

Prilog 73. (E)MS spektar metil-5-metil-6-okso-(5 H)-fenantridina (tabela 5.11, N° 34)

Prilog 74. (E)MS spektar dimetil-2,2'-(diazen-1,2-diil)-dibenzoata (Tabela 5.11, N° 36)

Prilog 75. (EI)MS spektar proizvoda termolize NO-MMA sa Rt = 37,020 min i RI = 2576 (tabela
5.11,N° 38)
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Prilog 76. (E)MS spektar metil-7-metilamino-5-metil-6-okso-(5 H)-fenantridin-4-karboksilata
(tabela 5.11, N° 39)

Prilog 77. (E)MS spektar metil-6-okso-(5H)-fenantridin-4-karboksilata (tabela 5.11, N° 40)
Prilog 78. (E)MS spektar proizvoda termolize NO-MMA sa Rt = 46,742 min, Rl = 3320 (tabela
5.11,N°41)

Prilog 79. (EI)MS spektar proizvoda termolize NO-MMA sa Rt = 46,866 min, Rl = 3331 (tabela
5.11,N° 42)

Prilog 80. (EI)MS spektar proizvoda termolize NO-MMA sa Rt = 48,008 min, RI = 3430 (tabela
5.11,N°43)

Prilog 81. (EI)MS spektar proizvoda termolize NO-MMA sa Rt = 49,288 min, Rl = 3544 (tabela
5.11,N° 44)

Prilog 82. (EI)MS spektar proizvoda termolize NO-MMA sa Rt = 50,333 min (tabela 5.11, N° 45)
Prilog 83. (EI)MS spektar proizvoda termolize NO-MMA sa Rt = 51,392 min (tabela 5.11, N° 46)

NMR SPEKTRI

Prilog 84. °C NMR (50 MHz, CDCls) spektar izopropil-N-metilantranilata
Prilog 85. '"H NMR (200 MHz, CDCl5) spektar izopropil-N-metilantranilata
Prilog 86. '*°C NMR (100 MHz, DMSO-ds) spektar izopropil-N-metilantranilata
Prilog 87. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spektar izopropil-N-metilantranilata
Prilog 88. Deo 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spektra izopropil-N-metilantranilata
Prilog 89. '°C NMR (50 MHz, CDCls) spektar metil-N-metilantranilata

Prilog 90. '"H NMR (200 MHz, CDCI3) spektar metil-N-metilantranilata

Prilog 91. *C NMR (100 MHz, DMSO-ds) spektar metil-N-metilantranilata
Prilog 92. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spektar metil-N-metilantranilata
Prilog 93. °C NMR (50 MHz, CDCls) spektar propil-N-metilantranilata

Prilog 94. '"H NMR (200 MHz, CDCI3) spektar propil-N-metilantranilata

Prilog 95. *C NMR (100 MHz, DMSO-ds) spektar propil-N-metilantranilata
Prilog 96. Deo '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spektra propil-N-metilantranilata
Prilog 97. Deo '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spektra propil-N-metilantranilata
Prilog 98. *C NMR (100 MHz, DMSO-d;) spektar antranilne kiseline

Prilog 99. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spektar antranilne kiseline

Prilog 100. '*C NMR (100 MHz, DMSO-ds) spektar 3-hidroksiantranilne kiseline
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Prilog 101. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spektar 3-hidroksiantranilne kiseline

Prilog 102. *C NMR (100 MHz, DMSO-ds) spektar 5-hidroksiantranilne kiseline

Prilog 103. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spektar 5-hidroksiantranilne kiseline

Prilog 104 °C NMR (100 MHz, DMSO-ds) spektar salicilne kiseline

Prilog 105. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spektar salicilne kiseline

Prilog 106. *C NMR (100 MHz, DMSO-ds) spektar 4-aminosalicilne kiseline

Prilog 107. "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spektar 4-aminosalicilne kiseline

Prilog 108. '*C NMR (100 MHz, DMSO-ds) spektar 5-aminosalicilne kiseline

Prilog 109. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spektar 5-aminosalicilne kiseline

Prilog 110. *C NMR (100 MHz, CDCl;) spektar smese (E)- i (Z)-metil-N-metil-N-nitrozoantranilata
(NO-MMA) sa asignacijom C-13 signala koji poti¢u (E)-metil-N-metil-N-nitrozoantranilata

Prilog 111. *C NMR (100 MHz, CDCls) spektar smese (E)- i (Z)-metil-N-metil-N-nitrozoantranilata
(NO-MMA) sa asignacijom C-13 signala koji poti¢u od (Z)-metil-N-metil-N-nitrozoantranilata
Prilog 112. Deo 'H NMR (400 MHz, CDCI3) spektra smese (E)- i (Z)-metil-N-metil-N-
nitrozoantranilata (NO-MMA) sa asignacijom signala koji poti¢u od protona vezanih za aromati¢no
jezgro (E)-metil-N-metil-N-nitrozoantranilata

Prilog 113. Deo 'H NMR (400 MHz, CDCl5) spektra smese (E)- i (Z)-metil-N-metil-N-
nitrozoantranilata (NO-MMA) sa asignacijom signala koji poti¢u od protona vezanih za aromati¢no
jezgro (Z)-metil-N-metil-N-nitrozoantranilata

Prilog 114. '"H NMR (400 MHz, CDCls) spektar smese (E)- i (Z)-metil-N-metil-N-nitrozoantranilata
(NO-MMA) sa asignacijom signala protona COOCH3z i N(NO)CH3 grupa

Prilog 115. *C NMR (100 MHz, CDCls) spektar metil-5-metil-6-okso-(5H)-fenantridin-4-
karboksilata

Prilog 116. '"H NMR (400 MHz, CDCls) spektar metil-5-metil-6-okso-(5 H)-fenantridin-4-
karboksilata

Prilog 117. *C NMR (100 MHz, CDCl5) spektar metil-N-benzoilantranilata

Prilog 118. '"H NMR (400 MHz, CDCls) spektar metil-N-benzoilantranilata

Prilog 119. Deo 'H NMR (400 MHz, CDCI3) spektra metil-N-benzoilantranilata

Prilog 120. *C NMR (100 MHz, CDCls) spektar metil-N-formilantranilata

Prilog 121. '"H NMR (400 MHz, CDCls) spektar metil-N-formilantranilata

Prilog 122. *C NMR (100 MHz, CDCl;3) spektar izopropil-3-hidroksiantranilata

Prilog 123. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) spektar izopropil-3-hidroksiantranilata

Prilog 124. *C NMR (100 MHz, CDCls) spektar izopropil-5-hidroksiantranilata

Prilog 125. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) spektar izopropil-5-hidroksiantranilata

Prilog 126. *C NMR (100 MHz, CDCls) spektar izopropil-5-hidroksi-N-metilantranilata

238



Sekundarni metaboliti biljne vrste Choisya ternata Kunth (Rutaceae):
izolovanje, sinteza, spektralna karakterizacija i bioloska aktivnost

Prilog 127. '"H NMR (400 MHz, CDCls) spektar izopropil-5-hidroksi-N-metilantranilata
Prilog 128. C NMR (100 MHz, CDCl5) spektar amida N-metilantranilne kiseline
Prilog 129. '"H NMR (400 MHz, CDCls) spektar amida N-metilantranilne kiseline
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