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OZNAKE I SKRACENICE

-NOMENKLATURA-

Me ili CH3 — metil

Etili C2Hs— etil

Ac ili CH3CO — acetil

CoA — coenzyme A (koenzim A)

n —normalni niz

o0 — orto
m — meta
p —para

E — entgegen (stereodeskriptor)
Z — zusammen (stereodeskriptor)
L- laevus

(-) — levorotacioni

-REAGENSI I RASTVARACI-

A-15 — amberlyst 15 (amberlist 15)

AcOH - siréetna kiselina

AIBN — azobisisobutyronitrile (azobisizobutironitril)

9-BBN — 9-borabicyclo[3.3.1]nonane (9-borabiciklo[3.3.1]nonan)

BnBr — benzyl bromide (benzil-bromid)

CSA — camphorsulfonic acid (kamforsulfonska kiselina)

DBU - 1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-ene (1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundec-7-en)
DIBAL-H - diisobutylaluminum hydride (diizobutilaluminijum-hidrid)



DMACc — dimethylacetamide (dimetilacetamid)

DMAP — 4-(dimethylamino)pyridine (4-(dimetilamino)piridin)

DME —dimethoxyethane (dimetoksietan)

DMF — N,N-dimethylformamide (N,N-dimetilformamid)

DMP — dess—Martin periodinane (des—Martinov perjodinan)

DMS — dimethyl sulfide (dimetil sulfid)

DMSO - dimetilsulfoksid

Et3N — trietilamin

Et:0 — dietil-etar

EtOH — etanol

Eu(fod)s — tris(6,6,7,7,8,8,8-Heptafluor-2,2-dimetil-3,5-oktandionat)europijum(III)
FFP — farnesyl pyrophosphate (farnesil-pirofosfat)

HMPA — hexamethylphosphoramide (heksametilfosforamid)

IBX — 2-iodoxybenzoic acid (2-jodoksibenzojeva kiselina)

LAH - lithium aluminium hydride (litijjum-aluminijum-hidrid)

LDA — lithium diisopropylamide (litijum-diizopropilamid)

LHMDS - lithium bis(trimethylsilyl)amide (litijum-bis(trimetilsilil)amid)
MeOH — metanol

MsCl — methanesulfonyl chloride (metansulfonski hlorid)

MVA — mevalonate (mevalonat)

PCC — pyridinium chlorochromate (piridinijum-hlorohromat)

PDC - pyridinium dichromate (piridinijum-dihromat)

PhH — benzene (benzen)

PhMe — toluene (toluen)

PTSA — p-toluenesulfonic acid (p-toluensulfonska kiselina)

py — pyridine (piridin)

SEMCI - 2-(trimethylsilyl)ethoxymethyl chloride (2-(trimetilsilil)etoksimetil-hlorid)

TBAF — tetrabutylammonium fluoride (tetrabutilamonijum-fluorid)



TBAI — tetrabutylammonium iodide (tetrabutilamonijum-jodid)
TBDPSCI — tert-butyl(chloro)diphenylsilane (ferc-butil(hloro)difenilsilan)
TBHP — tert-butyl hydroperoxide (terc-butil-hidroperoksid)

TBSOTYT — tert-butyldimethylsilyl trifluoromethanesulfonate (zerc-butildimetilsilil
trifluorometansulfonat)

TESCI — triethylchlorosilane (trietilhlorosilan)

TFA — trifluoroacetic acid (trifluoroacetatna kiselina)

TFAA — trifluoroacetic anhydride (trifluoroacetatni anhidrid)

THF - tetrahydrofuran (tetrahidrofuran)

TIPSOTT — triisopropylsilyl trifluoromethanesulfonate (triizopropilsilil trifluorometansulfonat)
TMEDA — N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine (NV,N,N',N'-tetrametiletilendiamin)
TMS — tetramethylsilane (tetrametilsilan)

TMSCHN: — trimethylsilyldiazomethane (trimetilsilildiazometan)

TMSCI — trimethylsilyl chloride (trimetilsilil-hlorid)

TMSOTTf — trimethylsilyl trifluoromethanesulfonate (trimetilsilil trifluorometansulfonat)
TsOH — 4-toluenesulfonic acid (4-toluensulfonska kiselina)

TsCl — 4-toluenesulfonyl chloride (toluensulfonski hlorid, tozil-hlorid)

-HROMATOGRAFIJA I MASENA SPEKTROMETRIJA-

AMDIS — automated mass spectral deconvolution and identification system (automatizovani
sistem za identifikaciju 1 dekonvoluciju masenih spektara)

C — koncentracija

EI — MS-electron ionization- mass spectrometry (elektronska jonizacija- masena spektrometrija)
GC - gas chromatography (gasna hromatografija)

GC-MS — gas chromatography-mass spectrometry (gasna hromatografija-masena spektrometrija)
HRMS - high resolution mass spectrometry (masena spektrometrija visoke rezolucije)

HREIMS - high resolution electron ionization mass spectrometry (elektronska jonizacija -
masena spektrometrija visoke rezolucije)



[M]* — molekulski jon

m/z7 — mass-to-charge-ratio (odnos mase i naelektrisanja)

MPLC — medium preasure liquid chromatography (te¢na hromatografija pri srednjim pritiscima)
rel. int. — relativni intenzitet

RI — retention index (retencioni indeks)

Rt — retention time (retenciono vreme)

TLC - thin-layer chromatography (tankoslojna hromatografija)

TIC — total ion chromatogram (ukupni jonski hromatogram)

-INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA I ULTRALJUBICASTA I VIDLIIVA
SPEKTROSKOPIJA-

ATR - attenuated total reflectance

IR — infrared (infracrvena)

UV — ultraviolet (ultraljubicasta)

UV-Vis — ultraviolet—visible spectroscopy (spektroskopija u UV 1 Vis oblasti)

Amax — talasna duzina maksimuma apsorpcije

-NUKLEARNA-MAGNETNA REZONANTNA SPEKTOSKOPIJA-

1D — jednodimenzionalni
2D — dvodimenzionalni

IBC-NMR - carbon-13 nuclear magnetic resonance spectroscopy (nuklearno-magnetna
rezonantna spektroskopija ugljenika-13)

d — dublet

dd — dublet dubleta

ddd — dublet dubleta dubleta

dddd — dublet dubleta dubleta dubleta

ddq — doublet od doublet of quartets (dublet dubleta kvarteta)



dgq — doublet of quartets (dublet kvarteta)
DEPT - distortionless enhancement by polarization transfer
'H - '"H COSY - 'H - 'H correlation spectroscopy (‘H - 'H korelaciona spektroskopija)

TH-NMR - hydrogen-1 nuclear magnetic resonance (protonska nuklearno-magnetna rezonantna
spektroskopija)

HMBC — heteronuclear multiple bond correlation (heteronuklearna korelacija preko viSestrukih
veza)

HSQC — heteronuclear single quantum coherence (heteronuklearna jedno-kvantna koherencija)
J — Konstanta kuplovanja

NMR - nuclear magnetic resonance (nuklearno-magnetna rezonantna spektroskopija)

NOESY - nuclear overhauser effect spectroscopy

ppm — parts per million (delovi na milion)

s — singlet

0 — hemijsko pomeranje u NMR spektru

du — hemijsko pomeranje u 'H-NMR spektru

dc — hemijsko pomeranje u '*C-NMR spektru

Ad —razlika u hemijskim pomeranjima

-TESTIRANJE BIOLOSKE AKTIVNOSTI-

ConA — concanavalin A (konkanavalin A)

Dex. — dexamethasone (deksametazon)

DMSO - dimethyl sulfoxide (dimetil-sulfoksid)

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

EDTA — ethylenediaminetetraacetic acid (etilendiamintetraacetatna kiselina)
FCS — fetal calf serum (fetalni govedi serum)

HEPES — N-(2-hydroxyethyl)piperazine-N'-(2-ethanesulfonic acid) (N-(2-hidroksietil)piperazin-
N’-(2-etansulfonska kiselina))

LPS — lypopolysaccharides (lipopolisaharid iz Escherichia coli serotip 0111:B4)



LYM - lymphocytes (limfociti)

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazonijum-bromid

NaCl — natrijum-hlorid

NADH - nicotinamide adenine dinucleotide (nikotinamid-adenin-dinukleotid)

NAD(P)H — nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (nikotinamid-adenin-dinukleotid-
fosfat)

NR — neutral red (neutralno crveno)

PBS — phosphate-buffered-saline (fizioloski rastvor puferovan fosfatom)
PHA — phytohaemagglutinin (fitohemaglutinin)

RNK - ribonukleinska kiselina

RPMI - roswell park memorial institute (medijum za rast ¢elijske kulture)
SPC — splenociti

SSB — single-strand brakes (prekidanje jednog lanca)

TB — trypan blure (tripan plavo)

Triton X — polietilen glikol p-(1,1,3,3-tetrametilbutil)-fenil etar

-STATISTICKA ANALIZA-

ANOVA - analysis of variance (analiza varijanse)

AHC — agglomerative hierarchical clustering (aglomerativna hijerarhijska klaster analiza)
PCA - principal component analysis (analiza glavne komponente)

D — diterpeni

MT — monoterpeni

O — ostalo

S — seskviterpeni

SD — standardna devijacija



-MERNE JEDINICE-

amu- atomic mass unit (jedinica atomske mase)
°C — celzijusov stepen

cm — centimetar

dm — decimetar

eV — electron volt

g — gram

h —sat

Hz — hertz (herc)

1 - litar
M — mol/dm?
m — metar

mg — miligram

min — minut

ml — mililitar

mm — milimetar

mmol — milimol

mmu — milli mass unit
ng — nanogram

nm — nanometar

rpm — revolutions per minute (broj okretaja u minuti)
s — sekunda

A — mikroamper

ng — mikrogram

pl — mikrolitar

pm — mikrometar



-OSTALO-

anhyd. — anhydrous (anhidrovani)

aq. — aqueous (vodeni)

eq. — equivalent (ekvivalent)

et al. - et alia (i drugi)

itd. - i tako dalje

lig. — liquidus (te¢nost)

r.t. — room temperature (sobna temperatura)
sl. — sli¢no

sin. —sinonim

tr — trag
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1. UVOD I CILJEVI RADA




Razdeo jetrenjaca (Marchantiophyta) predstavlja grupu autotrofnih, primarno
kopnenih biljaka koje, zajedno sa razdelima pravih mahovina (Bryophyta) i roznjaca
(Anthocerotophyta), spadaju u podcarstvo Bryobiotina (Glime, 2021). Rezultati
filogenetskih analiza ukazuju na to da jetrenjae predstavljaju jednu od najstarijih
saCuvanih linija kopnenih biljaka (Asakawa, 2012). Razdeo obuhvata oko 10 000 vrsta,

......

ekoloskim uslovima habitata Sirom sveta (Velji¢ et al., 2018).

Njihova jedinstvenost, u poredenju sa drugim razdelima, ogleda se, izmedu ostalog,
u prisustvu uljanih telasaca (specifi¢nie organele smestene u ¢elijama). Ova uljana telasca
predstavljaju veoma vazan taksonomski marker razdela Marchantiophyta. Ona sadrze
pretezno lipofilne mono-, seskvi- 1 diterpenoide, od kojih su mnogi enantiomerni u odnosu
na terpene iz viSih biljaka, izuzev drimanskih, germakranskih i1 gvajanskih skeleta
(Asakawa, 2009). Pored terpenoida, jetrenjace su bogate raznovrsnim aromatiénim
jedinjenjima, ukljucujuéi bibenzile, bis-bibenzile, benzoate, cinamate, fenole sa dugim
alkilnim lancima, naftalene, ftalide, acetogenine i izokumarine (Asakawa, 2007). Do sada,
od oko 700 terpenoida i 220 aromati¢nih jedinjenja, bez flavonoida, izolovanih iz
jetrenjaca, viSe stotina je predstavljalo nova jedinjenja, sa pronadenih preko 40 novih

ugljovodoni¢nih skeleta.

Evolucija biosintetskih puteva omogucava biljkama da prilagode svoj metabolizam
u skladu sa promenama u okruzenju, §to je od sustinskog znacaja za njihovo prezivljavanje.
Ovi metabolicki putevi omogucavaju biljkama da optimizuju resurse, interaguju sa drugim
organizmima 1 odrZavaju ekoloSke ravnoteZze u razliCitim ekosistemima. Hemijska
diverzifikacija predstavlja kljucnu strategiju adaptacije biljaka na spoljne promene. lako
sekundarni metaboliti nemaju direktnu ulogu u osnovnim Zivotnim procesima biljke, poput
rasta i reprodukecije, njihova proizvodnja podlozna je zna€ajnim varijacijama. Ovaj proces
omogucava biljnim vrstama da se prilagode promenama u okruzZenju 1 suoce sa ekoloskim
izazovima tokom razliitih faza evolucije. Metaboliti jetrenjaca Cesto uklju¢uju hemijske
skelete koji nisu prisutni u viS§im biljkama, ¢ime pruZaju uvid u rane faze evolucije biljnog

metabolickog puta. Na primer, prisustvo pingvizanskog skeleta kod odredenih vrsta




ukazuje na jedinstvene enzimske procese koji se mogu dalje istrazivati, a metaboliti od

interesa sintetisati.

Metaboliti jetrenjaca ne samo da doprinose boljem razumevanju hemijske ekologije
1 biosintetskih puteva, ve¢ imaju i1 potencijalno znacajnu ulogu u medicini 1 farmaciji.
Naime, briofite se od davnina koriste u tradicionalnoj medicini, a njihova primena
zabelezena je u Brazilu (Pinheiro de Silva et al., 1989), Engleskoj (Wren, 1956), Severnoj
Americi (Pejin et al., 2011a,b), Kini (Ding, 1982; Wu, 1982), Indiji (Watts, 1891) i
Nemackoj (Frahm, 2004). Takode, poznato je da ove biljne vrste u svom prirodnom
habitusu nisu oStec¢ene od strane mikroorganizama, insekata, puzeva, ili sitnih sisara, $to

jos jednom govori o njithovom potencijalu primene u tretmanu oboljenja.

Imunologija se bavi prouc¢avanjem strukture i funkcije imunog sistema, koji je kroz
milione godina evolucije razvio sofisticirane mehanizme za zastitu organizma od patogena
i drugih $tetnih faktora. Imunomodulacija se definiSe kao svaka terapeutska intervencija
koja izaziva promenu u imunskom odgovoru (bilo stimulativnu ili supresivnu) (Gea-
Banacloche, 2006). Jedan od mehanizama kroz koje imunomodulatori deluju je kontrola
specifiénih imunskih ¢elija (limfociti, makrofagi, neutrofili, T-limfociti i NK-¢elije) (Gea-
Banacloche, 2006). Pojacanje imunskog odgovora pozeljno je radi prevencije infekcija kod
stanja imunodeficijencije, borbe protiv ve¢ uspostavljenih infekcija i karcinoma (Van den
Brink, 2004; Gea-Banacloche, 2006; Yang, 2009; Shukla, 2012). Pored endogenih
imunostimulanasa, broj egzogenih modulatora neprestano raste (Agarval, 1999).
Imunosupresivni agensi kontroliSu biomarkere zapaljenja i1 njihove regulatorne puteve, te
se mogu koristiti u tretmanu ili prevenciji imunopatoloskih stanja (Van den Brink, 2004).
Medutim, dosadasnji imunosupresivni lekovi ¢esto imaju niz neZeljenih efekata (Bascones-
Martinez, 2014), ukljucujuéi interakcije sa farmakokinetikom i farmakodinamikom drugih
lekova, Sto ograniava njihovu dugoro¢nu primenu (Hsu i1 Katelaris, 2009). Zbog
navedenih rizika, istraZzivanja su poslednjih godina usmerena ka pronalazenju novih,
sigurnijih imunomodulatornih lekova, oslanjaju¢i se donekle na tradicionalnu primenu
pojedinih biljnih vrsta. Prvi pokus$aji razvoja imunomodulatornih agenasa zasnivali su se

na tradicionalnim biljnim medicinskim proizvodima, a ¢ak i danas, jedinjenja prirodnog




(biljnog) porekla igraju znacajnu ulogu u razvoju novih imunoterapeutskih lekova

(Wagner, 1998).

Jetrenjace predstavljaju jos uvek nedovoljno ispitano polje na ovu temu. Veliki broj
njih koris¢en je u tradicionalnoj medicini pri tretmanu opekotina, posekotina, groznice,
ulcera, ekcema, rana, tuberkuloze, kamena u Zu¢noj kesi i mnogih drugih stanja koje
ukljucuju imuni sistema (Alam, 2012; Ando, 1983; Asakawa, 2015; Chandra et al., 2017;
Ding, 1982; Kumar et al., 2007; Pant i Tewari, 1989; Wu, 1977; Yan, 1999). Fitohemijski
skrining sekundarnih metabolita jetrenjaca, pokazao je da mnogi, posebno terpenoidne
strukture, izazivaju farmakoloske efekte znacajne za imuni sistem. Na primer, jetrenjace se
istiCu sa dokazanim aktivnostima: citotoksi¢nost, anti-HIV 1 inhibicija DNK-polimeraze-
p, antimikrobna i antifungalna aktivnosti, inhibicija oslobadanja superoksidnih anjonskih
radikala, inhibicija 5-lipooksigenaze, kalmodulina, hijaluronidaze, ciklooksigenaze, i
inhibicije proizvodnje azot-(II)-oksida (NO) (Asakawa, 2007). Takode, potvrdene su
neurotrofi¢ne aktivnosti, sposobnosti opusStanja miSica, inhibicije kathepsina B i L,
kardiotonicke 1 antagonisticke aktivnosti prema vazopresinu, kao i uticaji na rezistenciju

na lekove i citotoksi¢ne procese (Asakawa, 2004, 2007; Shi et al., 2008).

Rod Porella L., 1z familije Porellaceae, predstavlja kosmopolitski rod jetrenjaca
koji obuhvata 252 vrste (The Plant list, 2013). Na osnovu metaboli¢kog profila, vrste roda
Porella klasifikovane su u hemotipove (Asakawa et al., 1979b; Gilabert et al., 2011;
Ludwiczuk et al., 2011). Analizom sekundarnih metabolita ovih vrsta identifikovane su
razliite grupe seskviterpenoida (aromadendrani, afrikani, lepidozani, germakrani,
drimani, gvajani i dr.), diterpenoida, kao i steroida i flavonoida (Asakawa et al., 1982a;
2013a; Markham 1 Porter, 1978). DosadaSnja istrazivanja ukazuju na znacajne razlike u
profilu sekundarnih metabolita kako izmedu razli¢itih rodova, tako i medu vrstama unutar

roda Porella.

Porella cordaeana (Huebener) Moore (sinonim, Jungermannia cordaeana
Huebener) je fitohemijski analizirana u malom broju radova (Toyota et al., 1989b; Harrigan
et al., 1993; Tan et al., 2017; Tosun et al., 2013; Bukvicki et al., 2012). Ova vrsta pripada

grupi lisnatih jetrenjaca, medu ¢ijim je metabolitima dominantan redak pingvizanski tip
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seskviterpena, prisutan isklju¢ivo kod jetrenjaca. U nekim od prethodnih istrazivanja ove
vrste, odredena identifikovana jedinjenja zabelezena su po prvi put (Harrigan et al., 1993;
Tan et al., 2017; Toyota et al., 1989b). Dalje, fitohemijska istrazivanja vrste P. cordaeana
ukazuju na znacajnu varijabilnost u njenom sekundarnom metabolickom profilu, koja
zavisi od geografskog porekla biljnog materijala (Asakawa, 1995a; Bukvicki et al., 2012;
Harrigan et al., 1993; Tosun et al., 2013). Analizama su, pored pingvizanskih seskviterpena,
identifikovane i druge retke seskviterpenske strukture, kao Sto su lepidozanska, drimanska,
monociklofarnezanska i afrikanska (Asakawa et al., 2013a). Svi dosadasnji zakljucci u vezi
sa sekundarnim metabolitima vrste P. cordaeana proizasli su iz analiza ekstrakata, dok
nijedno od prethodnih istrazivanja nije ukljucivalo analizu sastava etarskog ulja ove vrste.
Dietil-etarski ekstrakt P. cordaeana iz Turske pokazao je znacajne antiinflamatorne i
analgeticke aktivnosti, §to se pripisuje prisustvu pingvizanskih seskviterpena (pingvizanin
1 spiropingvizanin) (Harrigan et al., 1993). Pored toga, sirovi ekstrakti P. cordaeana
razliCite polarnosti demonstrirali su antimikrobnu aktivnost, naro¢ito prema

mikroorganizmima povezanim sa hranom (Bukvicki et al., 2012).

Porella platyphylla L. Pfeiff. je jo§ jedan predstavnik ovog roda, poznat po
odsustvu oporog ukusa (zbog izostanka drimanskog seskviterpena poligodiala) i po
dominantnoj biosintezi seskviterpena retkog pingvizanskog skeleta (Buchanan et al., 1996;
Nagashima et al., 1996a). Prema dostupnim podacima, etarsko ulje ove vrste do sada je
analizirano u samo jednom istrazivanju (Suire 1 Bourgeois, 1977), dok je sekundarnim
metabolitima ekstrakata ove vrste, pretezno iz uzoraka francuskog, turskog, bugarskog i
Svedskog porekla (Akatin et al., 2024; Asakawa, 1979a; 1979b; 1979c¢; 2018; Mues, 1982;
Nilsson, 1969; 1973; Tosun et al., 2013), posveceno ukupno petnaest studija. ZabeleZzeno
je prisustvo razli¢itih monoterpenoida (limonen, f-felandren, a-terpinen, terpinolen, p-
cimen, a-pinen, f-pinen, kamfen, f-sabinen, itd.), i pomenuto dominantnih pingvizanskih
seskviterpena (Asakawa et al., 1979a; 1979b; 1979c¢; 1980a; Buchanan et al., 1996; Suire 1
Bourgeois, 1977). Prethodna istrazivanja pokazala su da ekstrakti ove vrste ispoljavaju
antimikrobno delovanje protiv gram-pozitivnih bakterija (Asakawa et al., 1979d; Pavleti¢

1 Stilinovi¢, 1963), dok su ispitivane i njene antiinflamatorne i antinociceptivne aktivnosti




(Tosun et al., 2013). Biljni materijal poreklom iz Srbije nije do sada bio predmet

fitohemijskih istrazivanja.

Conocephalum conicum (L.) Dumort. (Conocephalaceae) je taloidna jetrenjaca,
koja predstavlja kompleks Sest kripti¢nih vrsta (A, C, F, J, L, S) - vrste se jasno geneticki
razlikuju, a pokazuju ili male morfoloske razlike, ili se morfoloski ne razlikuju (Ludwiczuk
et al.,, 2014). U dosadaSnjim istrazivanjima (Toyota et al. 1997; Melching et al. 1999;
Ludwiczuk et al. 2013; Suire 1 Burgeois, 1977), pokazano je da su seskviterpeni,
ukljucujuci i konocetalenol (retki brazilanski skelet) i lepidozen (retki lepidozanski skelet),
monoterpeni i aromati¢na jedinjenja najces¢i sekundarni metaboliti ove vrste. Utvrdeno je
da su ova jedinjenja odlicni hemotaksonomski markeri, npr. brazila-5,10-dien,
dehidratacioni proizvod dominantnog konocefalenola, karakteristican je za evropsku
kripti€nu vrstu L (Ludwiczuk et al. 2013). Takode, dosadaSnja fitohemijska istrazivanja
vrste C. conicum pokazala su znacajne razlike u profilu sekundarnih metabolita, koje se
mogu pripisati kompleksnoj genetskoj strukturi i uticaju geografskog porekla na
metabolicke osobine biljke (Ludwiczuk et al., 2013). Jetrenjaca C. conicum nasiroko se
koristi u tradicionalnoj kineskoj medicini u sastavu biljnih ulja i mikstura za lecenje
razli¢itih oboljenja, ukljucujuéi pulpitis (Sun, 2017), kolorektalne adenomatozne polipe
(L1, 2016), kozne 1 varikozne ulceracije (Li, 2015; Sun, 2014), tuberkulozu (Dai, 2015),
opekotine (Shu, 2015), ujede (Zhou et al., 2015), facijalni periferni neuritis i impetigo kod
novorodencadi (Yang, 2013). Pored toga, etnobotanicki preparati roda Conocephalum
pokazuju Sirok spektar bioloSkih aktivnosti, ukljucujuéi antimikrobna, antifungalna,
antipireticka 1 antidotalna svojstva (Glime, 2017), Sto se pripisuje bogatom spektru
sekundarnih metabolita prisutnih u ovim biljkama. Metaboli¢ki profil C. conicum sa

Balkanskog poluostrva do sada nije analiziran.

Imajuci sve prethodno u vidu, ciljevi ove doktorske disertacije bili su ispitivanje tri vrste jetrenjaca
— P cordaeana, P. platyphylla 1 C. conicum sakupljenih sa razliCitih lokaliteta Balkanskog

poluostrva, koje obuhvata:

R/

% ekstrakciju organskim rastvara¢em i/ili izolovanje etarskih ulja biljnog materijala;
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analizu ulja i1 ekstrakata pomocu gasne hromatografije sa masenom detekcijom (GC-MS) i
preparativno hromatografsko razdvajanje sastojaka na koloni silika-gela;
izolovanje/sintezu i odredivanje strukture odabranih sekundarnih metabolita pomocu
kombinacije veceg broja spektralnih metoda;

na osnovu dobijenih, kao i prethodno objavljeniih rezultata, razmatranje (bio)hemijske
karakteristike vrste ili drugih taksonomskih kategorija;

testiranje bioloske/farmakoloske aktivnosti izolovanih ¢istih jedinjenja na Celije imunog

sistema (splenocita glodara).

Predvidena ispitivanja su sprovedena koriS¢enjem slede¢ih metoda:

dobijanje etarskih ulja—hidrodestilacija po Klevendzeru (Clevenger);

dobijanje ekstrakata—maceracija u dietil-etru;

analiza—gasna hromatografija sa masenom detekcijom (GC-MS) 1 tankoslojna
hromatografija na SiO> (TLC);

sinteza—odabrani sekundarni metabolit P cordaeana,;

izolovanje—dry flash hromatografija 1 tecna hromatografija pod srednjim pritiscima
(MPLC);

statisticka analiza-statisticka obrada rezultata koriS¢enjem One-Way ANOVA testa uz
Tukey-ev post-hoc test, kao 1 multivarijantna analiza pomocu programskog paketa plug-in
XLSTAT za program EXCEL;

spektroskopska i strukturna karakterizacija—nmuklearna magnetna spektroskopija ugljenika-
13 i vodonika ('H- i '3 C-NMR, jedno- i dvodimenzionalna), infracrvena spektroskopija
(IR), ultraljubicasta-vidljiva spektroskopija (UV-Vis) i masena spektrometrija visoke
rezolucije (HRMS);

bioloska/farmakoloska aktivnost—vijabilnost ¢elija (MTT-, NR- i TB-test), mikroskopiranje
splenocita, ispitivanje metabolizma 1 distribucije metabolita od interesa u
¢elijama/medijumu, Komet test, koncentracija proteina, sadrzaj DNK 1 RNK u lizatima

¢elija 1 histohemijsko LDH bojenje.




2. OPSTI DEO




2.1. RAZDEO MARCHANTIOPHYTA I NJEGOVA KLASIFIKACIJA

Razdeo jetrenjaca (Marchantiophyta), zajedno sa razdelima roznjaca (Anthocerotophyta) i
pravih mahovina (Bryophyta), spada u parafiletsku grupu - biljno podcarstvo Bryobiotina,
poznatije pod zajedni¢kim imenom briofite (Glime, 2021). Klasifikacija briofita u ovoj disertaciji
data je po Goffinet i Shaw (2009). U zavisnosti od autora, sinonima i uskladenosti nivoa
taksonomske pripadnosti, razdeo obuhvata do 10.000 vrsta, rasporedenih u 74 familije, sa preko
300 rodova (Velji¢ et al., 2018). Prema genomskoj teoriji, jetrenjace se smatraju vrstama koje su
prve naselile kopno. Takode, jedan od najranijih dokaza o postojanju kopnenih biljaka (i to,
analizom ultrastrukture mikrofosila spora rasprostranjenih u sedimentima stena) datira iz perioda
ordovicijuma, pre 475 miliona godina; tom prilikom zakljueno je da su ispitivane spore,
najverovatnije, poreklom od jetrenjaca, ili njima veoma srodnih roznjaca (Wellman et al., 2003).
Postojanje fosilizovanih jetrenjaca, koje se mogu odnositi na anakrogene vrste reda
Jungermanniales, sliéne vrstama danasnjih rodova Aneura Dumort. 1 Treubia K.I. Goebel,
potvrdeno je u karbonu, uz ostatke vrsta Hepaticites kidstonii J. Walton 1 Thallites willsiae (J.
Walton) J. Walton. Fosilni ostaci svedo¢e o postojanju jetrenjaca i u trijasu, donjoj kredi (Harris,
1938; 1939), kao 1 u kenozoiku (kvartar) (Steere, 1946), dok je 1961. godine pronaden i najstariji
fosilni ostatak jetrenjace Pallaviciniites devonicus (Hueber) R.M.Schust., koji datira iz gornjeg
devona (Brandt, 1995). Dosadasnja istrazivanja ukazuju na to da 7 vrsta jetrenjaca potice iz

paleozoika, 14 iz mezozoika, dok 35 vrsta jetrenjaca datira iz tercijara (Velji¢ et al., 2018).

Koren naziva ovih drevnih biljaka poreklom je iz davnog srednjeg veka. Naime, u delu
,Doctrine of signatures” — koncipiranom na metafizickoj teoriji iz doba Dioscorides-a 1 Galen-a,
spominje se da bi se, posmatraju¢i habitus biljke, moglo zakljuciti koji bi organ u ljudskom telu
ona mogla da le¢i. Kako talus jetrenjaca podseca oblikom na reZnjeve jetre, tokom perioda
evropske renesanse predloZena je njihova upotreba za leCenje oboljenja ovog organa. Otuda u
nazivu jetrenjaca kombinacija gréke re¢i nratoc=,hepatos” 1 engleske reci ,,liver” sa znacenjem
.jetra”, kao 1 engleskog termina ,,wort”, Sto znaci ,,mala biljka” (liverwort, hepatica). Naziv
Hepaticae se prvenstveno odnosio na rod Conocephalum, a onda je njegova upotreba proSirena i
na ostale jetrenjace (Velji¢ et al., 2018). Prvim literaturnim navodom Marchantiophyta smatra se

delo ,,Species Plantarum* Carl Linnaeus-a, koji je prepoznao i imenovao ovu grupu (Linnaeus,
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1753). Pocetkom 19. veka su, do tada opisane jetrenjace, rasporedene u okviru 21 roda od strane
Raddi-a (Raddi, 1808; 1818), Gray-a (Gray, 1821), Dumortier-a (Dumortier, 1822; 1835), Corda
(Corda, 1829) i Nees Von Esembeck-a (Nees Von Esembeck, 1833), nezavisno. Tradicionalna
podela ovog razdela podrazumeva postojanje dve klase, Marchantiopsida i Jungermanniopsida,
rasprostranjene od tropskih do cirkumpolarnih predela. Nakon ekspanzije molekularnih i
filogenetskih studija, moderna klasifikacija briofita, predloZzena od strane Crandall-Stotlera i
saradnika (Crandall-Stotler et al., 2008), ukazuje na podelu razdela Marchantiophyta na tri klase-
Jungermanniopsida, Marchantiopsida i Haplomitriopsida, sa ukupno sedam podklasa, 15 redova i
preko 300 rodova, dok se broj novoopisanih vrsta i dalje uvecava (tabela 2.1.1.) (Asakawa et al.,

2013a; Velji¢ et al., 2018).

Procenjuje se da se klasa Marchantiopsida odvojila od klase Jungermanniopsida u kasnom
devonu 1 da najc¢eS¢e obuhvata jetrenjace sa sloZzenim tipom talusa. U okviru klase
Marchantiopsida prepoznate su dve podklase, Marchantiidae i Blasiidae. Podklasa Marchantiidae
sacinjena je od Cetiri reda (Sphaerocarpales Cavers, Neohodgsoniales D. G. Long, Lunulariales H.
Klinggr i Marchantiales Limpr.) sa devetnaest familija, dok podklasa Blasiidae obuhvata red
Blasiales Stotol & Crand., i familiju Blasiaceae H. Klinggr. (tabela 2.1.1.) (He-Nygrén et al.,
2006). U okviru klase Jungermanniopsida Stotler & Stotl. postoje dve podklase prostih taloidnih
jetrenjaca, Pelliidae 1 Metzgeriidae, kao 1 podklasa Jungermanniidae, safinjena od folioznih
jetrenjaca. Podklasa Pellidae podeljena je u tri reda: Pelliales, Fossombroniales Schijakov 1
Pallaviciniales W. Fery & M. Stech. Podklasa Metzgeriidae obuhvata dva reda: Metzgeriales 1
Pleuroziales, dok podklasa Jungermanniidae sadrzi tri reda: Porellales, Ptilidiales 1
Jungermanniales. Smatra se da je podklasa Jungermanniidae nastala u kasnom karbonu,
divergiranjem od podklase Metzgeriidae (tabela 2.1.1.) (He-Nygrén et al., 2006; Forrest et al.,
2006). Klasa Haplomitriopsida Stotler & Stotl.-Crand. izdvojena je relativho nedavno zbog
specificne kombinacije morfoloskih karakteristika i, za razliku od prethodne dve klase, obuhvata
manji broj taksona. Sastoji se od dve potklase (tabela 2.1.1.), koje uklju¢uju samo dve familije.
Familija Haplomitriaceae Dedecek obuhvata osam vrsta u okviru roda Haplomitrium Ness
(Bartholomew-Began, 1991), dok familiju Treubiaceae Verdoorn €ini sedam vrsta roda Treubia
Goebel, kao i dve vrste roda Apotreubia Hattori & Mizutani (Crandall-Stotler i Stotler, 2000).
Dalja klasifikacija unutar podklasa, te rasvetljavanje filogenetskih odnosa, temelji se, pored

morfoloSkih razlika, na razlikama molekularnih studija. Takode, hemijski sastojci
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Marchantiophyta predmet su detaljnih istrazivanja usled toga S$to, za razliku od mahovina i
roznjaca, gotovo sve jetrenjace poseduju uljana telasca (Velji¢ et al.,2018.). Ove karakteristicne
¢elijske organele, oivicene membranom i sacinjene od terpenoida, odnosno aromati¢nih ulja
suspendovanih u ugljenohidratnom ili proteinima bogatom matriksu, predstavljaju vazne markere

prilikom klasifikacije (Glime, 2021; Velji¢ et al., 2018).

Tabela 2.1.1. Klasifikacija razdela Marchantiophyta.

Klasa Marchantiopsida
Podklasa Blasiidae
Red Blasiales
Familija Blasiaceae
Podklasa Marchantiidae
Red Sphaerocarpales
Familija Shaerocarpaceae, Riellaceae
Red Neohodgsoniales
Familija Neohodgsoniaceae
Red Lunulariales
Familija Lunulariaceae
Red Marchantiales
Familija Aytoniaceae, Cleveaceae, Conocephalaceae, Corsiniaceae, Cyathodiaceae, Dumortieraceae,
Exormothecaceae, Marchantiaceae, Monocarpaceae, Monocleaceac, Monosoleniaceae,
Oxymitraceae, Ricciaceae, Targioniaceae, Wiesnerellaceae
Klasa Jungermanniopsida
Podklasa Pelliidae
Red Pelliales
Familija Pelliaceae
Red Fossombroniales
Podred Calyculariineae
Familija Calyculariaceae
Podred Makinoineae
Familija Makinoaceae
Podred Fossombroniineae
Familija Allisoniaceae, Fossombroniaceae, Petalophyllaceae
Red Pallaviciniales
Podred Phyllothalliineae
Familija Phyllothalliaceae
Podred Pallaviciniineae
Familija Hymenophytaceae, Moerckiaceae, Pallaviciniaceae, Sandeothallaceae
Podklasa Metzgeriidae
Red Pleuroziales
Familija Pleuroziaceae
Red Metzgeriales
Familija Metzgeriaceae, Aneuraceae, Mizutaniaceae, Vandiemeniaceae
Podklasa Jungermanniidae
Red Porellales
Podred Porellinae
Familija Porellaceae, Goebeliellaceae, Lepidolaenaceae
Podred Radulineae
Familija Radulaceae
Podred Jubulineae
Familija Frullaniaceae, Jubulaceae, Lejeuneaceae,
Red Ptilidiales
Podred Ptilidiineae
Familija Ptilidiaceae, Neotrichocoleaceae, Herzogianthaceae




Red Jungermanniales

Podred Personiellinecae

Familija Personiellaceae, Schistochilaceae

Podred Lophocoleineae

Familija Brevianthaceae, Chonecoleaceae, Grolleaceae, Herbertaceae, Lepicoleaceae, Lepidoziaceae,

Lophocoleaceae, Mastigophoraceae, Phycolepidoziaceae, Plagiochilaceae, Pseudolepicoleaceae,
Trichocoleaceae, Vetaformaceae

Podred Cephaloziineae

Familija Adelanthaceae, Cephaloziellaceae, Cephaloziaceae, Jamesoniellaceae, Scapaniaceae

Podred Jungermanniineae

Familija Acrobolbaceae,  Antheliaceae,  Arnelliaceae,  Balantiopsidaceae, Calypogeiaceae,

Delavayellaceae,  Geocalycaceae, = Gymnomitriaceae, = Gyrothyraceae,  Jackiellaceae,
Jungermanniaceae, Mesoptychiaceae, Myliaceae, Trichotemnomataceae

Klasa Haplomitriopsida
Podklasa Treubiidae
Red Treubiales
Familija Treubiaceae
Podklasa Haplomitriidae
Red Calobryales
Familija Haplomitriaceae

2.1.1. RASPROSTRANJENJE I EKOLOGIJA

Jetrenjacama pripadaju uglavnom kopnene kosmopolitske forme visoke adaptibilnosti,
koje, u pogledu stanista, preferiraju humidne uslove supstrata. U skladu sa navedenim, mogu se
naci na razliitim tipovima zemljiSta u zaseni, na trulim stablima, u priobalnim zonama potoka 1
mocvara, na stenovitom supstratu (litofite) (Randelovic et al., 2006). Predstavnici koji egzistiraju
u aridnim uslovima su retki. Jedna od ekoloskih formi u okviru ovog razdela su epifite (tzv.
,»paraziti prostora“, obrastaju koru drvenastih vrsta, ali i listove dendroflore tropskih ki$nih Suma).
Predstavnici pravih akvati¢nih jetrenjaca ograniCeni su na flotantne (plutajuce) vrste roda Riccia
L. i submerzne (potopljene) vrste roda Riella Mont. Jetrenjace veoma dobro podnose ekstremne
vremenske prilike, zahvaljuju¢i tome $to se odlikuju promenljivom vlazno$éu biljnog tela
(poikilohidri¢ne biljke). Naime, sa smanjenjem vlaZnosti na stani$tu, smanjuje se metabolicka
aktivnost i postiZe stanje mirovanja (anabioze ili anhidrobioze). Cak i nakon produzenih perioda
kompletne dehidratacije ili zamrzavanja, u povoljnim sredinskim uslovima (sa povecanjem
vlaznosti) jetrenjace podlezu fizioloSkom obnavljanju — reviviscenciji (Glime, 2021; Velji¢ et al.,

2018).
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2.1.2. MORFOLOGIJA I ANATOMIJA

JetrenjaCe su relativno proste morfoloske grade, i1 odsustvo visoko diferenciranih
vegetativnih organa, sprovodnih snopiéa i lignina ogranicava njihov rast svrstavaju¢i ove kopnene
biljke u niskorastuce, od par stotina um (rod Cephaloziella (Spruce) Schiffn.) do nekoliko desetina
cm (rod Dumortiera Ness). Od ostalih dvaju razdela briofita razlikuju se po dorzoventralnoj
orijentaciji talusa, jednocelijskim rizoidima, odsustvu kolumele u centru kapsule, odsustvu stoma
i kutikule, kao 1 prisustvu uljanih telaSaca bogatih isparljivim jedinjenjima i lipofilnim
terpenoidima suspendovanim u ugljenohidratnom ili proteinskom matriksu, obavijenom
membranom (Glime, 2021). KarakteriSe ih heteromorfni zivotni ciklus, sa dominantnim
viSegodiSnjim gametofitom (haploidna (n) generacija), na kome matrotrofno Zzivi relativno
kratkotrajni sporofit (diplna (2n) faza) (slika 2.4.2.) (Velji¢ et al., 2018). Na osnovu morfoloske
varijabilnosti gametofita, jetrenjate mozemo diferencirati u foliozne, one sa jednostavnim talusom
(frondozne), kao i one sa kompleksnim talusom (marSancioidne). Ukoliko vegetativni organi
gametofita obuhvataju strukture nalik stablima, cirkularne na poprecnom preseku (kaulidije), sa
izrazenim prostim listi¢ima (filidije) re¢ je o folioznim jetrenja¢ama. S druge strane, dorzo-
ventralno spljoSten naboran ili reZnjevit talus karakteristika je taloidnih jetrenjaca (slika 2.4.2.)

(Vashishta et al., 2010; Velji¢ et al., 2018).

Kauloid folioznih jetrenjaca je zelene, purpurne ili crvenkaste boje, proste parenhimatozne
grade, po Cijoj periferiji je eventualno moguce uociti jedno- ili viSeslojnu koru (koju sa¢injavaju
sitnije Celije sa blago zadebljalim zidovima) i srZ (sa krupnijim ¢elijama tanjih zidova). Filoidi su
najcesce okruglastog, srcastog ili ovalnog oblika; mogu biti reZnjeviti, na razli¢ite nacine deljeni
(jedno-, dvo-, viSestruko), celog ili nazubljenog oboda. Osnovna uloga filoida je asimilaciona.
Raspored folioznih izrastaja moZze biti naizmenic€an ili naspraman, uz medusobno prepokrivanje,
nadleznog (eng. incubous) ili podleznog tipa(eng. succubous). U slucaju nadleznog prepokrivanja,
gornja ivica svakog filoida prekriva donju ivicu sledeceg filoida, postavljenog iznad njega.
Prepokrivanje je u skladu sa habitusom ovih biljaka (pretezno rastu na stanistima gde voda dolazi
odozgo, npr. kora drveca), stoga je kapilarno sprovodenje vode duz gametofita od izuzetnog

znacaja. Kod podleznog tipa situacija je obrnuta, tj. gornja ivica svakog filoida sakrivena je ispod
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donje ivice filoida iznad (slika 2.1.1.) (Randelovi¢ et al., 2006; Vashishta et al., 2010; Velji¢ et al.,
2018).

Slika 2.1.1. Raspored listova: a) nadlezno prepokrivanje na primeru jetrenjace Bazzania trilobata (L.) Gray.; b) podlezno
prepokrivanje filoida na primeru jetrenjace Lophocolea heterophylla (Schrand.) Dumort.

Talusne jetrenjace mogu imati proste (frondozne) ili kompleksne forme gametofita
(marSancioidne jetrenjace). Prostu taloidnu formu karakteriSu bilateralno simetri¢ni, puze¢i talusi,
koji su najceS¢e dihotomo ili monopodijalno granati pri vrhu, kao i prisustvo zadebljalog
centralnog rebra (costa), uz koje se mogu uociti amfigastrije i rizoidi. Slozenu taloidnu formu
odlikuje dorzoventralna grada, i najces¢e dihotomo grananje. Na popre¢nom preseku, ispod
epidermisa dorzalne strane, u kojem su smeStene proste ili sloZzene pore, nalazi se asimilaciono
tkivo sa vazduSnim komorama. Dalje ka ventralnoj strani nadovezuje se tkivo za magacioniranje 1
provodenje, parenhimskog tipa, kao i epidermis nalicja sa rizoidima i amfigastrijama. Kod nekih
predstavnika se moze uociti niz ¢elija diferenciranih da provode vodu (hidroide), kao i ¢elije koje

provode organske materije (leptoide) (Vashishta et al., 2010).

Amfigastrije su mali jednoslojni izrastaji u obliku lamela, bogati uljanim ¢elijama, zrncima
skroba ili sluznim papilama, sa ulogom u kapilarnoj provodljivosti i zastiti od isuSivanja. Iz
specijalizovanih ¢elija epidermisa, amfigastrija, povrSinskih ¢elija kauloida ili retko iz donjeg
reznja listica, formiraju se brojne koncCaste tvorevine — rizoidi. Rizoidi su prisutni kod svih
jetrenjaca, izuzev vrsta Haplomitrium, a ponekad odsustvuju i kod akvati¢nih formi predstavnika
roda Riccia. Oni imaju dvojaku ulogu, i to da pricvrste gametofit za supstrat, kao i da sprovode

vodu i mineralne materije. Uglavnom su jednocelijski, osim kod vrsta rodova Plagiochila
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(Dumort.) Dumort. i Pachyschistochila, kada, nakon gljivicnih infekcija, dostizu visecelijski nivo
organizacije (Pressel et al., 2008; Schuster, 1984). Rizoidi ve¢ine kompleksnih taloidnih jetrenjaca
su dimorfni, tipicno glatkozidne forme, ili rede forme sa razli¢itim invaginacijama (jeziCastim,
tubuloznim, papiloznim, granatim) unutrasnjeg zida. Nakon perioda dehidratacije, rizoidi sa
invaginisanim zidovima mogu da povrate svoj strukturni i funkcionalni integritet u potpunosti, te
budu ukljuceni u transport vode, dok rizoidi glatkih zidova ostaju spljosteni 1 zadrzavaju samo
ulogu u pri¢vrs¢ivanju talusa za supstrat (Duckett et al., 2000). Glatkozidni rizoidi takode sluze i
kao pogodna struktura za razvoj endofita, simbionskih gljiva, pri ¢emu su mesto kolonizacije,
najcesce, njihovi prosireni razgranati krajevi (Russell i Bulman, 2005). Dok je prisustvo rizoida,
kao pleziomorfna (primitivna, neizvedena) osobina, prisutna i kod roznjaca, prisustvo uljanih
telasaca karakteristi¢no je samo za jetrenjace (slika 2.1.2.) (Randelovi¢ et al., 2006; Vashishta et

al., 2010; Velji¢ et al., 2018).

vazdusne komore
epidermis lica

asimilacioni  sloj sa  vazdu$nim
komorama

tkivo za magacioniranje

epidermis naliéja

amfigastrije

rizoid

Slika 2.1.2. Poprec¢ni presek kompleksnog talusa na primeru jetrenjace Marchantia polymorpha

Uljana telaSca su prave organele ogranicene celijskim zidom, prisutne kod vise od 90%
jetrenjaca, dok su kod nekih retkih familija klase Jungermanniopsida (Cephaloziaceae Mig.,
Lepidoziaceae Limpr.,, Metzgeriaceae Klinggr. 1 Antheliaceae) 1 Marchantiopsida
(Sphaerocarpaceae (Dumort.), Blasiaceae H. Klinggr. i Ricciaceae Rchb.) odsutna (He-Nygrén et

al., 2006). Njihov broj, veli¢ina (1-30 um), oblik, distribucija i hemijski sastav varira u zavisnosti
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od taksona. Prvi opis ovih intracelularnih organela dao je Hibener 1834. godine i to na primeru
danasnje vrste Mylia taylori (Hook.) Gray, koja 1 ima najve¢i poznati procenat etarskog ulja u
odnosu na svoju masu (dostize do 1,6% suve materije). Nedugo potom, Mirbel (1835.) je primetio
razbacane tada tzv. ,,uljane Celije” kod vrste Marchantia polymorpha (Hbbener, 1834; Mirbel,
1835). Prethodno uvedeni termini, ,,Celijska tela® (Gottsche, 1843) i ,,celijske vezikule” (Von
Holle, 1857), zamenjeni su trenutnim imenom — ,,uljana telasca”, proisteklim iz njihove ,,masne”
prirode, od strane Pfeffer-a (Pfefter, 1874). Suire (2000.) je dokazao da su ona aktivni ¢elijski
kompartment, nastao dilatacijom cisterne endoplazmatskog retikuluma, koji predstavlja mesto
intracelularne sinteze izoprenoida (Suire et al., 2000). Uljana telasca su prisutna u svim zrelim
¢elijama klase Jungermanniopsida i roda Haplomitrium, kao 1 specijalizovanim idioblastima klase
Marchantiopsida i roda Treubia, gde se javljaju kao izolovana, zrnasta telasca (Glime, 2017). U
prirodi, uljana telasca opstaju u biljci 1 nakon perioda isuSivanja, ukazujuéi na njihov evolutivni
znacaj za preZivljavanje u nepovoljnim sredinskim uslovima. Sa druge strane, u laboratorijskim
uslovima Cesto se dogada da, suSenjem herbarskih primeraka, uljana telaSca nestaju (Pressel et al.,
2008). Uloga uljanih telasaca ogleda se u zastiti biljke od herbivora, patogena, UV zracenja i niskih
temperatura. Varijacije u njihovoj morfologiji, broju i veliini, kao i hemijskom sastavu
predstavljaju hemotaksonomske markere jetrenjaca, dok je sastav sekundarnih metabolita u njima
parametar od vaznosti sa medicinske tacke gledista. Iako je jo§ LoAman (1903.) primetio prisustvo
terpena, a Muller (1905.) precizirao da je re¢ o monoterpenima, seskviterpenima ili njihovim
odgovaraju¢im alkoholima, hemijski konstituenti jetrenjaCa intenzivnije se istrazuju tek od
pedesetih godina proslog veka (Fujita et al., 1956; Lohmann, 1903; Muller, 1905). Danas brojni
radovi svedoce o tome da je izolovanje Cistih jedinjenja — Cesto ekskluzivno prisutnih u
jetrenjacama, odredivanje njihove hemijske strukture, ispitivanje njihovog medicinskog
potencijala, kao i poznavanje mehanizama metabolicke aktivnosti koja se odvija unutar njih, od

velike vaznosti.

2.1.3. RAZMNOZAVANJE JETRENJACA

Zivotni ciklus jetrenjada obuhvata smenu generacija izmedu haploidnog gametofita i

diploidnog sporofita. Gametofit kod mahovina predstavlja dominantnu generaciju. Na njemu se
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razvijaju polni organi (gametangije), koji kod svih jetrenjaca nastaju od epidermalnih ¢elija. Kod
morfoloski razli€itih tipova jetrenjaca poloZzaj gametangija se razlikuje. U gametangijama se
stvaraju polne celije (gameti), koje se u slucaju jetrenjaca medusobno razlikuju (heterogameti).
Stoga mozemo govoriti o Zenskim gametangijama (arhegonije) u kojima nastaju jajne Celije, 1
muskim gametangijama (anteridije) u ¢ijoj se unutraSnjosti formiraju spermatozoidi. U zavisnosti
od toga da li se anteridije 1 arhegonije nalaze na istoj, ili na odvojenim jedinkama, razlikujemo
monoicne i dioicne gametofite. Gametangije marSancioidnih jetrenjaca se nalaze na izmenjenim
granama gametofita (gametangiofori); obuhvataju muske (anteridiofori) koji nose anteridije, 1
zenske gametangiofore (arhegoniofori) koji nose arhegonije (slika 2.4.2.) (Randelovi¢ et al., 2006).
I anteridije 1 arhegonije nastaju deobom povrSinskih ¢elija talusa ili kauloida. Arhegonije prostih
taloidnih vrsta nastaju od celija neposredno ispod apikalne ¢elije — anakrogine mahovine
(Metzgeriidae), dok kod folioznih formi arhegonija nastaje direktno iz apikalne ¢elije-akrogine

(Jungermanniidae). Anteridije su elipsoidnog oblika sa kratkom dr§kom i1 formiranim spermatoge-

anteridija

N

Poop

’\ ?

spermatozoidi

>
oplodenje ‘
a8 ¢ >

jajna éelija

spore germinacija

Gametangiofori

protonema

l‘_: e sporofit

arhegoniofor

Slika 2.1.3. Uprosceni prikaz razmnozavanja jetrenjaca na primeru vrste Marchantia polymorpha

nim tkivom, od ¢ijih se ¢elija obrazuju spermatozoidi. Arhegonije imaju flaSolik oblik, pri cemu
se razlikuje suZeni, vratni deo (jednoslojni, sa kanalnim ¢elijama) i proSireni (trbusni) deo
arhegonija (u kome se formira jajna celija). Za proces oplodenja kod mahovina je neophodno

prisustvo slobodne vode. Mnogobrojni zreli spermatozoidi oslobodeni iz anteridija, ¢iji
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jednoslojan zid osluzavi i nabubri tokom kiSnog perioda, dospevaju u spoljasnju sredinu i plivaju
ka arhegonijama. Kanalne c¢elije vrata arhegonije takode postaju sluzave neposredno pred
oplodenje, ¢ime se olakSava prolazak spermatozoida do jajne ¢elije. Oplodenjem i1 formiranjem
zigota, a zatim i embriona, otpoCinje diploidna faza zivotnog ciklusa koja rezultira razvojem
jedinke bespolne generacije, koja se naziva sporofit (sporogonium s.1.) (slika 2.1.3.) (Randelovi¢

et al., 2006; Vashishta et al., 2010; Velji¢ et al., 2018).

Sporofit jetrenjaca se sastoji od Caure (capsula sporogonium s.s.) i kratke drske (seta) koja
moZe i da nedostaje (Zlatkovié i Sari¢, 2016). Za gametofit, od koga je fizioloski zavistan, sporofit
je pricvrséen prosirenim delom, stopalom (haustorija). Sa spoljne strane mladog sporofita, od
razraslih zidova arhegonije, formira se zastitno tkivo (calyptra) (Velji¢ et al., 2018), a obavijen je
1 sterilnim tkivom koje poti¢e od gametofita (perigynium). Zid Caure sastavljen je od jednog ili
viSe slojeva ¢elija, dok se u ¢auri nalazi sporogeno tkivo ¢ijom mejotickom (reduktivnom) deobom
nastaju haploidne spore i elatere; kolumela odsustvuje. Elatere su sterilne koncaste strukture, koje
imaju ulogu u oslobadanju i rasejavanju spora iz otvorene &aure. Celije elatera su izduZene, mrtve,
sa spiralno zadebljalim zidovima. Sazrevanjem sporogona dolazi do izduzivanja sete, pucanja
Caure, 1 oslobadanja velikog broja spora i elatera. Varijacije u nacinu pucanja caure, kao i u veli¢ini
1 ornamentici spora, su od taksonomskog znacaja. Klijanjem haploidnih spora, endo- (u ¢auri,
neposredno pre njenog pucanja) ili egzosporno (nakon oslobadanja spora iz Caure), nastaje

protonema, od koje se razvija odrasli gametofit (Vashishta et al., 2010; Velji¢ et al., 2018).

Pored polnog, kod jetrenjaca je prisutno i vegetativno razmnozavanje, koje se moze
odvijati na razli¢ite nacine. Vegetativno razmnoZavanje posebno je zastupljeno kod folioznih
oblika, a najc¢eS¢e se odvija na habitatima gde su uslovi za odvijanje polnog razmnoZavanja
otezani. Najjednostavniji vid je fragmentacijom tela. Takode, na gametofitu mogu se obrazovati
specificne dodatne tvorevine, geme, razli¢itog oblika 1 sa ulogom u vegetativnom razmnozavanju
(Vashishta et al., 2010; Velji¢ et al., 2018). Kod taloidnih oblika geme se najées¢e formiraju na
dorzalnoj strani 1 obodu gametofita, dok se kod folioznih formi javljaju na obodu listi¢a. Kod nekih

vrsta (npr. M. polynorpha), geme se obrazuju u posebnim peharastim izrastajima na gametofitu.
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2.1.4. EKOLOSKI ZNACAJ JETRENJACA

Ekoloski znacaj jetrenjaca je mnogostruk. Pored toga Sto sluze kao hrana Zzivotinjama,
ucestvuju i u regulaciji protoka vode kroz ekosistem. Njihova sposobnost da brzo apsorbuju i
polako otpustaju vodu u okolno okruzenje (,,biosunderi”) sprecava isuSivanje supstrata i odrzava
vlaznu mikroklimu stanista, u kojoj i same najbolje opstaju (Randelovi¢ et al., 2006). Jetrenjace
imaju sposobnost da menjaju pH vrednost supstrata, apsorbuju ugljenik i reguliSu ciklus hranljivih
materija. Jedne su od pionirskih grupa na jalovistima, pri¢vrs¢ivanjem rizoidima za supstrat,
stvaraju svojevrsnu fizicku barijeru, ¢ime smanjuju erozivni potencijal obilnih pljuskova. Pored
toga, jetrenjace imaju ulogu u dezintegraciji stena, truljenju stabala, a takode, mogu uticati i na

povecanje plodnosti zemljista akumulacijom humusa.

Jetrenjace su dobri indikatori zagadenja vazduha, vode i zemljiSta. Kao potpuno
netolerantne na zagadenje, ne rastu u kontaminiranim regijama i razvijaju vidljive simptome
povrede ¢ak 1 pri najmanjim koli¢inama zagadivaca. S druge strane, u poredenju sa drugim biljnim
vrstama koje rastu na istom staniStu, imaju znatno veci kapacitet apsorpcije i zadrzavanja
zagadivaca, sprecavajuci njihovo recikliranje u ekosistemu tokom razli¢itih vremenskih perioda
(Govindapyari et al., 2010; Rao, 1982). Dobrim bioindikatorima 1 hiperakumulatorima ¢ine ih 1
njihove fizioloske, morfoloske 1 anatomske osobine (visoka stopa apsorpcije i visok kapacitet za
razmenu jona, niska stopa desorpcije, akumulacija teSkih metala u njihovom jonskom stanju,
nedostatak pravog korenovog sistema, odsustvo stoma i kutikule). Takode, bioindikacioni i
fitoremedijacioni potencijal omoguceni su 1 zahvaljuju¢i razli¢itim bioloSkim 1 enzimskim
mehanizmima, razvijenim kao kompenzatorni, adaptivni odgovor, a u cilju preZivljavanja u

najtezim klimatskim uslovima milionima godina unazad (Glime i Saxena, 1991).

Jedan od najopasnijih oblika zagadenja je onaj izazvan teSkim metalima. Zbog
nemogucnosti njihove biorazgradnje, teski metali se mogu akumulirati i perzistirati u Zivim
organizmima, $to zahteva stalni monitoring (Tangahu et al., 2011). Skupe 1 zametne metode, od
kojih mnoge za rezultat imaju rezidue koje sadrze teske metale, mogu se zameniti ekoloski
prihvatljivim, efikasnim 1 pristupa¢nim tehnoloSkim reSenjima. Jedno od pomenutih reSenja su
fitoremedijacija 1 biomonitoring zagadenja, koriS¢enjem odabranih biljnih vrsta kao

,hiperakumulatora” (Sinha et al., 2007). Kao S$to je ve¢ navedeno jetrenjace poseduju znacajan
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akumulacioni potencijal za teSke metale, ali se malo zna o konkretnom ponasanju i, odbrambenim
mehanizmima ovih vrsta, kao 1 unutarcelijskoj lokalizaciji teSkih metala kod njih (Sharma, 2007,

Samecka-Cymerman i Kempers, 1996; Samecka-Cymerman et al., 1997).

Uprkos velikom potencijalu briofita u analiziranju akumulacije teSkih metala, do sada je
raden samo mali broj studija (Sharma, 2007), obuhvatajué¢i nekoliko rodova briofita (Funaria,
Jungermannia, Scapania, Pellia, Conocephalum, Lunularia, Hylocomium, Hypnum, Marchantia,
Pleurozium 1 Sphagnum), od kojih je samo Sest vrsta pripadalo rodu Marchantia. Poznato je da
jetrenjaCe vezuju teSke metale u obliku katjona, ¢ime pruzaju informacije o njihovoj koncentraciji
(Carginale et al., 2004; Sharma, 2007; Samecka-Cymerman et al., 1997; Samecka-Cymerman i
Kempers, 1996).

Taloidna jetrenjaca Conocephalum conicum (L.) Dum., pokazuje znacajnu korelaciju
izmedu koncentracija hroma i kobalta u zemlji$tu i bioakumulisanih koli¢ina ovih metala. Jo$
jedna taloidna jetrenjaca, Pellia epiphylla (L.), pokazala se korisnom u kontroli zagadenja,
posebno supstrata, hromom, bakrom i niklom (Samecka-Cymerman i Kempers, 1996). Sposobnost
bioakumulacije (>1000 pg/l Hg) vrste Scapania undulata (L.) Dum., ¢ini ovu vrstu dragocenim
pokazateljem bioraspolozivosti i prirodnim precis¢ivacem vode (Vincent, 2001). Visok adsorptivni
kapacitet deklarisao je jetrenjacu M. polymorpha za hiperakumulatora olova (2,276 pg/g suve
mase) (Sharma, 2007). Takode, najve¢i ikada zabeleZeni sadrzaj Zive u vodenim biljkama
registrovan je kod jetrenjace Jungermannia vulcanicola (Schiffn.) Steph., koja je sadrzala 1,3%

zive u odnosu na suvu masu (Satake et al., 1983).

Jedan od nacina za utvrdivanje koncentracije teSkih metala apsorbovanih od strane
jetrenjaca je analizom njihovog uticaja na nivo proteina i aktivnosti enzima. To potvrduje
zabelezena aktivacija fitohelatin-sintaze kod C. conicum (Basile et al., 2013), zajedno sa
konstitutivnom fitohelatin sintazom (phytochelatin synthase, PCS), responzivnom na prisustvo
metala, nakon izlaganja jetrenjace Lunularia cruciata (L.) Dumort. ex Lindb. testiranim
koli¢inama Cd, Cu, Hg, Pb (Degola et al., 2014). Poveéani nivo Saperona, Hsp70, vaznih zbog
njihove centralne uloge u suzbijanju efekata teskih metala, zabeleZen je kao odgovor na
metaboli¢ki stres kod C. conicum. Enzimi koji kontroli$u fizioloske i biohemijske procese takode
su imenovani intoksikacijom teSkim metalima. Naime, L. cruciata kompartmentalizuje kadmijum,

koji ima pleitropni efekat na nivou gena i pokazuje regulaciju povecanja i smanjenja gena koji
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koodiraju cistation y-sintazu i metiltransferazu (Basile et al., 2005). Pretpostavljaju¢i da su gore
spomenute morfoloske osobine, koje uzrokuju dobar bioakumulacioni kapacitet uvek iste,
pretpostavka je da slicni sekundarni metabolicki profili rezultuju sliénim molekularnim
odgovorom na zagadenje, kao i slicnim mehanizmima aktivacije proteina stresa, ukazujuéi na
znacaj hemijskog sastava predstavnika jetrenjaca prilikom razmatranja njihovog potencijala za
monitoring i procenu zagadenja. Imaju¢i u vidu sve gore pomenuto mogli bismo zakljuciti da
jetrenjace poseduju raznolike adaptivne odbrambene mehanizme koji se suprotstavljaju
posledicama zagadenja teskim metalima, kao i da, u skladu sa dosadasnjim istrazivanjima,
jetrenjate mogu biti moguci bioakumulatori, biosenzori i fitoremedijatori, pa su dalja ispitivanja

na ovom polju neophodna.
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2.2. HEMIJSKI DIVERZITET MARCHANTIOPHYTA

Sekundarni metaboliti jetrenjaca predstavljaju lipofilna mono-, seskvi- i diterpenoidna, kao
i aromati¢na jedinjenja, relativno niskih molekulskih masa. lako postoji mnogo nau¢nih radova
koji se bave izu¢avanjem sekundarnog metabolickog profila ovih vrsta, smatra se da je samo mali
procenat svih vrsta jetrenjaca detaljno hemijski istrazen. Do sada je detektovano vise od 60
monoterpenoida jetrenjaca, ukljucuju¢i acikli¢ne, ciklicne (mono-, di- i tricikli¢ne),
oksigenovane i neoksigenovane strukture, koji u nekim slucajevima, kao $to je to kod C. conicum,
mogu posluziti u svrhu podele vrste na hemotipove (Ludwiczuk et al., 2013a). Monoterpeni mogu
biti zasluzni i za karakteristican miris odredene vrste kao §to je to slu¢aj kod pripadnika rodova
Plagiochila (Dumort.) Dumort. (Rycroft et al., 1999; Rycroft i Cole, 2001), Drepanolejeunea
(Spruche) Schiffn. (Gauvin-Bialecki et al., 2010) i Astrella P. Beauv. (Figueiredo et al., 2006), $to
olaksava njihovu identifikaciju. Za razliku od jetrenjata koje predominantno sintetiSu
monoterpenska jedinjenja, kao $to je to slucaj sa Trichocolea pluma (Reinw., Blume & Ness)
Mont. (Ludwiczuk et al., 2009), postoji veliki broj vrsta koje su bogate seskviterpenodnim i
diterpenoidnim jedinjenjima, od kojih su mnoga isklju¢ivo prisutna kod jetrenjaca, ili se retko
nalaze drugde (slike 2.2.1. i 2.2.2)). Od vise od 900 do sada okarakterisanih jedinjenja
seskviterpenskih  skeleta, seco-afrikani, nor-seco-afrikani, noraristolani, 1,10-seco-
aromadendrani, 2,3-seco-aromadendrani, aromadendran-gvajan dimeri, izocirani, barbatani,
bazanani, brazilani, trinorkalamenani, hiloscipani, dimeri kuparana, seco-kuparani, herbertani (i
njihovi dimeri), pekulariani, izogermakrani, biciklohumulani, strijatani, miltajlani, ciklomiltajlani,
tridensani, rikciokarpani, modifikovani pacifigordzijani (pacifigorgianes), pingvizani (i njihovi
dimeri), sandvikani (sandvicanes), rikardifani, olivacani (olivacanes), trifarani i neotrifarani,
henopodani i nudenani su ekskluzivno prisutni u jetrenjacama. Dok seskviterpenski skeleti kao $to
su afrikani, aristrani, cirani, azuleni, bergamotani, brazilani, nardosinani, santalani i tujopsani

predstavljaju retke grupe prirodnih proizvoda (Asakawa et al., 2013a).

Medu gotovo 500 diterpenoida identifikovanih kod jetrenjaca, ukljuceni su kako oni
prisutni samo kod njih (spiroklerodani, 5,10-seco-klerodani, 9,10-seco-klerodani, verukozani, epi-
homoverukozani, fuzikokan-labdan dimeri, fuzikokan-aromadendran dimer fuzikokan-bibenzilni

dimeri, sekoinfuskan (secoinfuscane), infuskan, abeo-labdani, sakulatani, sfenolobani i haceran
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(hatcherane)), tako i cijatani, dolabelani, fuzikokani, cembrani, vibsani, neodenudatani,
prenilgvajan, abeo-abijetan i viscidani koji su retko prisutni u biljnom svetu van jetrenjaca (slika
2.2.3.).

Jedna od najkarakteristi¢nijih jedinjenja izolovanih iz jetrenjaca su bibenzili, koji se
pojavljuju, zajedno sa prenilbibenzilima i bis-bibenzilima, kako u vrstama redova Marchantiales,
tako i kod predstavnika redova Jungermanniales i Metzgeriales. Rodovi Marchantia (L.), Frullania
(Raddi), Plagiochila i Radula Mll.Frib. su posebno bogati ovim jedinjenjima. Odredeni bibenzili,
ukljucujuéi 4-hidroksi-2-karboksi-3,4’-dimetoksibibenzil (Plagiochila sp.) (Anton et al., 1997),
3.,4°,5-trimetoksibibenzil (Monoselenium tenerum Griff.) (Ludwiczuk et al., 2008), 3,4-dihidroksi-
3’-metoksibibenzil (Plagiochila exigua (Taylor) Taylor) (Rycroft et al., 1998) radulanin-A-5-on,
S-hidroksiradulanin-5-on  (Marsupidium epiphytum Colenso) (Omatsu, 2004) i glosofilin
(Lethocolea glossophylla) (Kraut st al., 1997), prvi put su detektovani upravo kod jetrenjaca.

Familije Plagiochilaceae (JOrg.) Miill. Firb & Herzog i Lepidoziaceae Limpr., sa vrstama
Plagiochila satoi (Nakamura, 1995) i Lepidozia vitrea Stepr. (Toyota et al., 1996), predstavljaju
jedne od prvih jetrenjaca kod kojih su detektovani prenilbibenzili. Prvi hlorovani bibenzili
prirodnog porekla, detektovani su upravo kod jetrenjaca, dok je jedinstveni bibenzil koji sadrzi
sumpor (Asakawa, 1995a), zajedno sa tri prebibenzila (medu kojima su dva jedinstvena, dimerna
bibenzila), otkriven kod vrste Balantiopsis rosea Berggr. Dok su dimerni prebibenzili prisutni
samo kod Balantiopsis rosea, vrste Radula bogate su kako bibenzilima, medu kojima su 3,5-
dihidroksi-2-(3-metil-2-butenil)bibenzil i 2-geranil-3,4-dihidroksibibenzil vazni markeri vrsta
roda Radula, tako i prenilbibenzilima (Asakawa et al., 2008).

U jetrenjatama detektovano je preko 90 bis-bibenzila, medu kojima su prvi bili rikardin
A i markancin A iz Riccardia multifida (L.) Gray i Marchantia polymorpha (Asakawa, 1982a).
Od tada je detektovano preko pedest bis-bibenzila (Asakawa, 1995a), medu kojima su i oni koji
pokazuju farmakoloski znacajnu aktivnost (slike 2.3.1. i 2.3.5.). Ova jedinjenja su dominantno
prisutna u jetrenjacama iz redova Jungermanniales, Marchantiales, Metzgeriales i Monocleales
(Asakawa, 1995a), i to mahom vrste Marchantia polymorpha (Niu et al., 2006), Reboulia
hemisphaerica (L.) Raddi (Wei et al., 1995), Marchantia foliacea (Asakawa, 1995a), Asterella
angusta (Stephani) Pandé (Qu et al., 2007a), Heteroscyphus planus (Nabeta et al., 1998) i

Plagiochila sp. (Asakawa, 1995a). Pored bis-bibenzila, u razli¢itim vrstama jetrenjaca detektovani
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su i bis-bibenzilni dimeri. Kao nova jedinjenja okarakterisani su bis-bibenzilni dimeri kod vrste
Riccardia multifida subsp. decrescens (Steph.) Furuki (Yoshida et al., 1997), pusilatin E, dok je
kod M. polymorpha (So et al., 2002) detetktovan izorikardinhinon A (isoriccardinquinon A).
Pusilatini A-D identifikovani su u Blasia pusilla (L.) (Asakawa, 1995a; Yoshida et al., 1996). Bis-
bibenzilni seskviterpenski dimeri izolovani su iz jetrenjace Schistochila glaucescens (Hook.) A.
Evans prikupljene sa razli¢itih lokacija na Novom Zelandu (Asakawa et al., 2008; Nagashima et
al., 2004). Hlorovani bis-bibenzili detektovani su u razli¢itim vrstama jetrenjaca, kao $to su na
primer Bazzania trilobata (L.) Gray (Martini et al., 1998), Mastigophora diclados (Brid. ex
F.Weber) Nees (Hashimoto et al., 2000), i tri vrste roda Plagiochila: P. oresitopha, P. fruticosa i
P. deflexa (Anton et al., 1997; Asakawa, 1995a), medu kojima su neki bili i potpuno nova
jedinjenja, kao na primer 6,6°,10,10°,12,12’-heksahlor-izoperotetin A, poreklom iz vrste
Jamesoniella colorata (Lehm.) Schiffn. (Hertewich et al., 2003). Bibenzili, u slucaju vrsta roda
Trichocolea Dumort., i dimerni bis-bibnezili, kod vrsta rodova Riccardia Gray. i Blasia (L.), mogu
posluziti i kao taksonomski markeri vrsta, za razliku od njihovih Siroko rasprostranjenih derivata
(benzilftalidi, fenantreni i njihovi dehidroanalozi). Od vise od 90 detektovanih, bibenzilni

kanabinoidi i bibenzili sa ciklopropanskim prstenom se retko nalaze u prirodi.

Azotna i sumporna jedinjenja su retko prisutna u jetrenjacama. Corsinia coriandriana
(Spreng.) Lindb. sadrzi korijandrine i metil-tridentatole sa azotom prisutnim u molekulu (Asakawa
et al., 2007b, Von Reul’ i Kdnig, 2005), dok je rufulamid detektovan u vodeno-metanolnom
ekstraktu Metzgeria rufula Spruce (Kraut et al., 1997). Skatol, zasluzan za jak fekalni miris
(Asakawa et al., 1996), identifikovan je kod Cyathodium foetidissimum Schiffn (Ludwiczuk et al.,
2009), kao i kod vrsta Asterella i Mannia (Asakawa et al., 1995b,), dok su izotaksin A i B, benzil-
i p-fenetil- S-metiltioakrilati takode neka od sumpornih jedinjenja detektovanih kod vrsta rodova
Isotachis i Balantiopsis (Asakawa et al., 1997, Harinantenaina i Asakawa, 2004b, Labbé et al.,
2005). Flavonoidi i polinezasi¢ene masne Kiseline su takode Cesti sastojci jetrenjaca (Asakawa
et al., 2013a; Asakawa, 1995a). Flavonoidni glikozidi su prisutni kod jetrenjaca, dok su
terpenoidni glikozidi veoma retki (Asakawa, 1995a).

Kod jetrenjaca je detektovano preko 50 steroida i triterpenoida, ukljucujuéi nove
triterpenoide medu kojima su neki, poput hopan-22,29-diola, prvi put izolovani iz prirodnih izvora

(Asakawa et al., 2008; Grammes et al., 1994). Neke od jetrenjaca proizvode sli¢ne triterpenoide.
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Slika 2.2.1. Novi, odabrani, prirodni proizvodi, seskviterpenoidnog porekla u jetrenjacama: 1. seko$varcijanin A
(secoswartzianin), 2. norseko§varcijanin, 3. 4-epi-nor-aristola-1(10),11-dien, 4. ((-)-(6R,7S)-e-teilorionn, 5. aromadendran-
gvajanolidni-tip seskviterpenskog dimera, 6. plagiohilin W, 7. (+)-izociren, 8. gimnomitr-3(15)-en-9-on, 9. f-bazanen, 10.

brazila-1,10-dien, 11. 1,6-dimetiltetrahidronaftalen-4-on, 12. akvaticenol ((7S,7’S)- (-)-4,4’-bis-1,2-kuparendiol), 13.
dihidrohiloscifolon, 14. sekokuparenal, 15. herberten, 16. pekuliaroksid, 17. herbertenon A, 18. (+)-izogermakren A, 19.
biciklohumulenon, 20. striaten, 21. tridensenal.

Naime, najzastupljeniji triterpenoidi kod jetrenjaca iz redova Jungermanniales, Metzgeriales 1
Marchantiales, su hopanoidi. Sa druge strane, fridelin je naden samo kod jedne vrste jetrenjaca,
Junngermannia sublata (Blé&s et al., 2004). Stigmasterol, koji je prisutan kod preko 30 razli¢itih
jetrenjaca, te kampesterol i sitosterol, prisutni kod preko 20 razlicitih vrsta jetrenjaca, spadaju

medu najzastupljenije steroide (Asakawa, et al., 2013a).
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11 12 13

Slika 2.2.2. Novi, odbrani, prirodni proizvodi, seskviterpenoidnog porekla u jetrenja¢ama: 1. rikiokarpin A, 2 . (-)-
miltejlil-4(12)-en, 3. ciklomiltejlan, 4. (-)-tamariscen, 5. a-pingvizen, 6. nudenal, 7. trifara-9,14-dien, 8. neotrifaradien, 9. (+)-
henopoden, 10. sandvicen, 11. olivacen, 12. rikardifenol C, 13. Bisakutifolon A.

Jetrenjace proizvode razna aromati¢na jedinjenja ukljucuju¢i benzoate, cinamate, alkil-
fenole, naftalene, tokoferole, ftalide, fenantrene, izokumarine, kumarine, hromone, lignane itd.
Izokumarini su detektovani u vrstama Plagiochila adianthoides (Sw.) Lindnenb. (Valcic et al.,
1997), Marchantia polymorpha (Adam i Becker, 1993), Lepidozia vitrea (Ma et al., 2007) L.
reptans (L.) Dumort. (Sanders, 1996), Bazzania trilobata (Scher et al., 2004), i drugima. Prvi put
su u prirodi pronadeni jednostavni derivati naftalena, 1,2,4-trimetoksinaftalen i 1,2,3,4-
tetrametoksinaftalen, upravo iz jetrenjace Adelanthus decipiens (Hook.) Mitt. (Rycroft et al.,
1998). 1z iste wvrste su izolovani 2-hidroksi-3,4,5,6-tetrametoksiacetofenon, 2,3,4,6-
tetrametoksiacetofenon i 1,2,3,4,5-pentametoksiacetofenon koji su tada, takode po prvi put
detektovani u prirodi (Rycroft et al., 1998). Pored toga derivati naftalena su izolovani i iz drugih

jetrenjaca, medu koje spada i vrsta Pallavicinia subciliata (Saito, 1998).

26



Preko 30 razlicitih lignanskih jedinjenja izolovano je iz viSe vrsta jetrenjaca (Asakawa,
1995a), pri ¢emu je kod nekih (Jamesoniella autumnalis (Tazaki et al., 1995), Scapania undulata
(L.) Dumort. (Asakawa, 1995a), Lepicolea ochroleuca (Spreng.) Spruce (Cullmann i Becker,
1999a) i L. vitrea (Ma et al., 2007), Bazzania trilobata (Martini et al., 1998; Scher et al., 2003) i
Pellia epiphylla (Cullmann et al., 1996)), za odredena jedinjenja, to bilo po prvi put. Acetofenoni
su takode prisutni kod jetrenjaca. Prvi put su identifikovani kao prirodni proizvodi jetrenjaca od
strane Rycroft-a i saradnika 1998. godine (Rycroft et al., 1998) i to u vrsti Adelanthus decipiens.
Sa druge strane prisutni su, kako kod vrsta Plagiochila fasciculata (Lorimer i Perry, 1994)
Trocholejeunea sandvicensis (Asakawa, 1995b), Heteroscyphus sp. (Omatsu, 2004), tako i u
drugim jetrenja¢ama. Derivati benzaldehida i benzoeve kiseline takode su prisutni u
jetrenjaCama. Na primer, pulherimumin (Ptillidium pulcherrimum) (Guo et al., 2009), metil-2-
metil-3,4-metilendioksi-6-metoksibenzoat i metil-2-metil-3,4,6- trimetoksi-benzoat (Plagiochila
spinulosa) (Connolly et al., 1999), metil-2,6-dihidroksi-3-(3-metil-2-butenil)-4-metoksi-benzoat,
metil-2,4,6-trihidroksi-3-(3-metil-2-butenil)benzoat, i metil-2,4,6-trihidroksi-3-(2-hidroperoksi-
3-metil-3-butenil)benzoat (Pedinophyllum interruptum) (Feld et al., 2004), su nova jedinjenja

izolovana iz jetrenjaca.

Aromati¢na jedinjenja u razdelu Marchantiophyta ukljuuju i metil-benzoate (Asakawa,
1982a; 1995a; Barlow et al., 2005; Harinantenaina et al., 2005; Harinantenaina i Asakawa, 2007),
kao i derivate fenantrena, koji su retko prisutni kod vrsta jetrenjaca iz reda Metzgeriales (Adam i
Becker, 1993; Anton et al., 1997; Asakawa, 1995a; Rycroft et al., 1999). Derivati
dihidrofenantrena su mahom prisutni u razli¢itim predstavnicima vrsta Plagiochila (Anton et al.,
1999; Connolly et al., 1999; Heinrichs et al., 2004; Kraut et al., 1994; Rycroft et al., 1999; 2001,
2002), dok su fenantrenski derivati prisutni kod vrsta jetrenjaca iz rodova Marchantia i
Plagiochila, posebno vrsta Plagiochila permista (Asakawa, 1995a; Anton et al., 1997; Lahlou et
al., 2000) i P. spinulosa (Nakamura, 1995).

Glikozidi su prisutni u vrstama Conocephalum conicum, Heteroscyphus coalitus, i dve vrste
roda Plagochila, P. spinulosa i P. fruticosa (Nakamura, 1995; Toyota et al., 1996). Takode, Cetiri
nova glikozida izolovna su iz vrste Marchantia polymorpha, kineskog porekla, od strane Qu-a i
saradnika (Qu et al., 2007b). Benzilftalidi i benzofuranski derivati detektovani su iz vise vrsta
roda Plagiochila (P. buchitiniana, P. diversifolia, P. longispina), kao i vrsta Frullania falciloba i
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F. muscicola, Balantiopsis rosea, Monoselenium tenerum Giff., te vrste Corsinia coriandrina
(Spreng.) Lindb. iz familije Corsiniaceae (Asakawa, 1995a; Heinrichs et al., 2000; Komala et al.,
2011; Kraut et al., 1994; Ludwiczuk et al., 2008; Rycroft et al., 1999; von Reul3 i Konig, 2004).
Hromani i hromeni detektovani su u vrstama Metacalypogeia cordifolia (Stephani) Inoue i M.
alternifolia Grolle, Cephalozia otaruensis Steph., Pedinophyllum interruptum (Nees) Kaal.,
Lethocolea glossophylla (Spruce) Grolle, Adelanthus lindenbergianus (Lehm.) Mitt. i unutar roda
Radula (Asakawa, 1995a; Cullman i Becker, 1999b; Shy et al., 2002; Toyota et al., 2001).
Alkilfenoli su prisutni u vrstama Omphalanthus filiformis (Sw.) Nees i Schistochila
appendiculatum, dok su tokoferoli prisutni kod vecine jetrenjaca (Asakawa, 1995a; Asakawa et
al., 1996; Nakaishi, 1996).

X J CHO

CHO

CO,H

Slika 2.2.3. Odabrani primeri diterpenoida prisutnih iskljuéivo u jetrenjatama: heteroscipolid A (1), strikti¢na kiselina
(2), 28,9a-dihidroksiverukozan (3), sakulatal (4)

Vise od 40 flavonoidnih jedinjenja, od kojih su luteolin i apigenin najzastupljeniji,
izolovano je kao svuda prisutni malo zastupljeni sastojci jetrenjaca, pri cemu su flavoni ¢eséi od
flavanona kod briofita (Asakawa, 1995a). Pigmenti celijskog zida, antocijanini, rikcionidin A i
rikcionidin B detektovani su u vrstama Ricciocarpus natans (L.) Corda, Marchantia polymorpha,
Riccia duplex Lorb. & K. Miiller i Scapania undulata (Kunz et al., 1993). Preko 100 jedinjenja
acetogeninske strukture je do sada pronadeno u jetrenjacama, pri cemu su neka jedinjenja veoma
cesta kod razdela Marchantiophyta. Taksoni razdela Marchantiophyta sadrZe zasi¢ene i nezasi¢ene

masne kiseline, triacilglicerole, kao i fosfolipidne sastojke (Asakawa, 1995a).
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2.3. BIOLOSKI/FARMAKOLOSKI ZNACAJ JETRENJACA I NJIHOVIH SASTOJAKA

Jedan od razloga za izu¢avanje hemijskih jedinjenja jetrenjaca je njihova bioloska aktivnost
I potencijalna primena u medicini. Visevekovna tradicionalna primena biljnih lekovitih preparata,
u ¢iji sastav one ulaze, moze pruziti smernice za povezivanje medicinskih efekata sa odredenim
vrstama ili konkretnim jedinjenjima izolovanim iz jetrenjaca (tabela 2.3.1.) (Asakawa, 2008;
Asakawa et al., 2013a; Harris, 2008). O istorijskoj upotrebi ovih biljaka, kao lekovitih, svedoc¢i i
delo ,,Doctrine of signatures” koncipirano na metafizickoj teoriji, koja datira jo§ iz doba
Dioscorides-a i Galen-a. Na osnovu ove teorije Bog je pruzio vizuelne znake kroz karakteristike
biljaka na osnovu kojih bi se, posmatrajuci fizi¢ki oblik biljke, moglo zakljuéiti koji bi organ u
ljudskom telu ona mogla da leci. Jedan od najznacajnijih predstavnika, upotrebljavan na osnovu
sli¢nosti izgleda svog gametofita sa popreénim presekom jetre, je jetrenjaca M. polymorpha, koja
se u Kini, Juznoj Americi i Evropi koristi za leCenje Zutice izazvane hepatitisom, ¢iS¢enje jetre, 1
spolja za redukciju njene inflamacije (Bland, 1971; Hu, 1987; Miller i Ellsworth, 1979; Roig y
Meesa, 1945). Sa druge strane, Evropljani su povezivali slicnost ove vrste sa plu¢ima ¢oveka, pa
su je koristili za leCenje tuberkuloze, kao i Kinezi (Asakawa, 2012; Bland, 1971). Jo§ dva
predstavnika ovog roda, M. convoluta i M. palacea, koriste se u tretmanu hepatitisa (Chandra et
al., 2017; Rao, 2009; Sabovljevi¢ et al., 2011), dok se M. palmata Kkoristi u tretmanu ¢ireva i
apscesa (Pant i Tewari, 1989).

Tabela 2.3.1. Odabrane tradicionalno kori$¢ene vrste jetrenjaca.

Jetrenjaca Upotreba Referenca

koristi se protiv groznice, kod ¢ireva i Ando, 1983; Azuelo et al., 2011;

Marchantia polymorpha L.

apscesa; diuretik; tretman posekotina,

zarastanje opekotina i preloma; tretman

modrica, ulcera, ugriza, ekcema, rana;
antidot za ujed zmije

Asakawa 2015; Chandra et al., 2017;
Ding, 1982; Hu, 1987; Pant i Tewari,
1989; Sabovljevié, 2011; Shirsat, 2008;
Wu, 1977; Yan et al., 1999

Conocephalum conicum (L.) Dum.

leCenje kamena u Zuci; protiv groznice;
antimikrobno, antimikoticko,
antipireticko dejstvo; leCenje
posekotina, ulcera, ugriza, ekcema,
zarastanje opekotina, preloma i rana,
tretman modrica i ujeda zmije

Alam, 2012; Ando, 1983; Asakawa,
2015; Chandra et al., 2017; Ding, 1982;
Sabovljevi¢, 2011; Wu, 1977; Yan et
al., 1999
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Reboulia hemisphaerica (L.) Raddi

zaustavljanje krvarenja; depigmentacija
fleka na kozZi, i tretman spoljnih rana i
modrica

Asakawa, 2007; Asakawa, 2015;
Chandra et al., 2017; Gulabani, 1974

Frullania tamarisci (L.) Dumort.

antiseptik

Asakawa, 2015

Targionia hypophylla L.

protiv svraba, Suge i drugih koznih
oboljenja

Chandra et al., 2017; Remesh i Manju,
2009

Marchantia palmata Reinw., Nees &
Blume

protiv Cireva i apscesa; protiv
inflamacije nakon opekotina

Chandra et al., 2017; Pant i Tewari,
1989; Tag et al., 2007

Frullania ericoides (Nees ex Mart.)
Mont.

nega kose i vlasista

Chandra et al., 2017; Remesh i Maniju,
2009

Plagiochila beddomei Steph.

zarastanje rana

Lubaina et al., 2014

Riccia spp.

tretman dermatomikoza
(tretiranje/lecenje lisajeva)

Chandra et al., 2017; Shirsat, 2008

Marchantia palacea Bertol.

smanjuje otoke i deluje protiv groznice

Sabovljevi¢, 2011

Herbertus sp.

antiseptik, ekspektorans, adstrigent,
antidijaroik

Azuelo et al., 2011; Alam, 2012;
Chandra et al., 2017

Wiesnerella denudata (Mitt.) Steph.

tretman kamena u Zu¢noj kesi

Kumar et al., 2007

Plagiochasma appendiculatum Lehm.

& Lindenb.

tretman opekotina i razli¢itih oboljenja
koze

Alam, 2012; Asakawa ,2007a; Chandra
et al,.2017; Flowers, 1957; Kumar et
al., 2007; Pant, 1989; Shirsat, 2008

Poslednjih decenija, mnogi nau¢ni radovi su inspirisani tradicionalnom primenom jetrenjaca
i ispituju kako sekundarne metabolite, tako i njihov bioloski potencijal. Do sada je poznato da
sekundarni metaboliti, ekstrakti i etarska ulja izolovani iz jetrenjaca, ispoljavaju razli¢ita bioloska
dejstva kao Sto su antimikrobno, antifungalno, citotoksi¢no, miorelaksantno, neurotrofi¢no,
insekticidno, anti-HIV, inhibitorno na stvaranje NO, alergeno, kao i inhibitorna dejstva na razlicite
enzime (Asakawa et al., 2012; 2013a). (tabela 2.3.2.).

Mnoge jetrenjace pokazale su znacajano antifungalno i antibakterijsko dejstvo. Jos su davne
1952. Madsen i Pates ispitivali inhibiciju rasta bakterija Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa i gljive Candida albicans pod uticajem vodenih rastvora razli¢itih jetrenjaca (Madsen

I Pates, 1952), dok je 1972. Pryce izneo predpostavku da je lunulari¢na kiselina (hormon starenja
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kod jetrenjaca), izolovana iz Lunularia cruciata, jedinjenje odgovorno za antifungalnu aktivnost
ovih biljaka protiv gljivica Alternaria brassicicola, Botrytis cinerea, Septoria nodorum i
Urotnyces fabae (Pryce, 1972). Blecik i Wiegner zabelezili su antimikrobnu aktivnost ekstrakata
vrsta Pallavicinia lyellii (Hook.) Grey i Reboulia hemisphaerica (L.) Raddi (Blecik i Wiegner,
1980), koja je kasnije upotpunjena i antitrombocitnom aktivno$¢u markancinhinona iz vrste

Reboulia hemisphaerica, pri koncentraciji od 100 ug/mL (Wei et al., 1995).

Istrazivanja Ichikawa i saradnika iz 1982. i 1983. ukljucuju ispitivanje blizu 80 vrsta
briofita od kojih skoro sve pokazuju antimikrobnu aktivnost (Belcik i Wiegner, 1980; Ichikawa,
1982; Ichikawa et al., 1983). Asakawa 1982. godine izoluje prenilbibenzile iz vrste Radula
complanata (L.) Dumort. koji inhibiraju rast bakterije Staphylococcus aureus, pri koncentracijama
od 20,3 pg/mL (Asakawa et al., 1982a). Antimikrobnu aktivnost pokazali su i markancin C,
neomarkancini A i B, izolovani iz vrste Schistochila glaucescens (Hook.) A. Evans, a protiv
bakterije Bacillus subtilis (MIC=2, 1,5 i 2 ug/mL) i gljive Trichophyton mentagrophytes, pri MIC
vrednostima od 0,5, 1,01 0,5 pg/mL (Ayer i Law, 1962; Komala et al., 2010b).

Acetonski ekstrakti C. conicum pokazali su jak inhibitorni efekat na rast kvasca C. albicans
(Vashistha et al., 2007), sto opravdava njenu tradicionalnu primenu (tabela 2.3.1.). Ista grupa
autora pokazala je antifungalni efekat aceton-rastvornog ekstrakta jetrenjaca Plagiochasma appen-
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o . OH OH OH OH OH OH
0T H NG
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N = _ONC
(o) 1 OH HO HO oH HO OH

R1=R,=OH  plagiohin A R=H izoplagiohin A izoplagiohin C izoplagiohin D
R;=H, R2=0OH plagiohin C R=0H izoplagiohin B
Ri=R,=H plagiohin D
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Slika 2.3.1. Odabrani bioaktivni bis-bibenzili i acikli¢ni bishibenzili poreklom iz razdela Marchantiophyta

diculatum Lehm. & Lindenb. i Marchantia polymorpha, i to na rast Gram-negativnih bakterija

Escherichia coli i Salmonella typhi, i gljive Aspergillus niger.

Makrocikli¢ni bishibenzili poseduju razli¢ite bioaktivnosti (Asakawa, 1995a; Morita et al.,
2009; Ng et al., 2004). Slobodne hidroksi-grupe na benzenskim prstenovima bis-bibenzila igraju
vaznu ulogu u mehanizmu antifungalne aktivnosti, §to je potvrdeno na primeru gljive
Cladosporium cucumerinum (Scher et al., 2004). Analiza etarskog ekstrakta vrste A. angusta

pokazuje da fenolne grupe igraju vaznu ulogu u ostvarivanju antifungalne aktivnosti.

Testiranjem uticaja izolovanih bis-bibenzila kao $to su rikardin B, rikardin D, markancini
H, M i P, asterelin A i B, 11-demetoksimarkancin I, dihidroptihantol (dihyidroptychantol),
perotetin E (slike 2.3.1. 1 2.3.5.), na rast kvasca C. albicans, zapazeno je da pokazuju antifungalnu

aktivnost pri MIC (minimalna inhibitorna koncentracija) u opsegu od 16-512 pg/cm? (Niu et al.,
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2006; Scher et al., 2004; Qu et al., 2007a). Antifungalna aktivnost je takode dokazana za dimetil
sulfoksid ekstrakata M. polymorpha ssp. ruderalis protiv vrsti Aspergillus versicolor, A. fumigatus,

Penicillium funiculosum, P. ochrochloron i Trichoderma viride (Sabovljevi¢ et al., 2011).

Niu i saradnici su testirali antifungalnu aktivnost Marchantia polymorpha na rast kvasca
Candida albicans TLC bioautografijom, dosavsi do zakljucka da jedinjenja izolovana iz ove
jetrenjaCe, rikardin D 1 neomarkancin A, pokazuju antifungalnu aktivnost pri relativnim
vrednostima MID (minimalne inhibitorne doze) od 0,2 i 0,25 nug, $to je relativno blisko sa
dobijenom vredno§¢u pozitivne kontrole (mikonazol), 0,01 pg (Niu et al., 2006). Figueiredo i
saradnici su zabelezili antifungalnu aktivnost rikardina D na rast sojeva kvasca C. albicans
otpornih na flukonazol, QL-14 (MIC 16 pg/mL), QL-28 (MIC 32 pg/mL), SDEY-24R (MIC 16
pug/mL) i SDEY-09R (MIC 16 pg/mL) (Braun et al., 2003; Figueiredo et al., 2002). Takode,
testiranjem uticaja na rast kvasca C. albicans, u rasponu vrednosti MIC od 32 do preko 512 pg/mL,
utvrdena je antifungalna aktivnost Sest bisbibenzila iz Plagiochasma intermedium Lindenb. &
Gottsche (neomarkancin A, markancin H, rikardin C i F, izorikardin C i pakionol) (slike 2.3.1. i
2.3.5.) (Rycroft et al., 1999; Xie et al., 2010). Smatra se da je antifungalna aktivnost rikardina D
posledica izazivanja mitohondrijalne disfunkcije indukcije apoptoze kod kvasca C. albicans
aktivacijom metakaspaze (Brémond et al., 2009; Wu et al., 2008, 2009), kao i njegovo inhibitorno
dejstvo na sintezu hitina ¢elijskog zida (Bovi Mitre et al., 2004; Nagashima et al., 1999).

Tabela 2.3.2. Bioaktivna jedinjenja jetrenjaca i polja njihovog delovanja.

Delovanja Jedinjenje Koncentracija Referenca
1,2-kuparendiol 1Cs0 9,2 uM
2-hidroksi-4- ICs0 4,1 uM

metoksikuparen

herberten-1,2-diol 1Cs0 8,03 uM Harinantenaina i Asakawa,
2007
p-herbertendiol 1Cs0 12,23 uM
mastigoforen C 1Cs0 10,18 uM
mastigoforen D 1Cs0 15,16 M
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markancin A 1Cs0 1,44 uM
markancin A trimetil I1Cs0 42,5 uM
etar
markancin B I1Cs0 4,1 pM
markancin B trimetil 1Cs0 42,45 M
etar
markancin C 1Cs0 13,28 uM
markancin D 1Cs0 10,18 uM
markancin E 1Cs0 62,16 uM
markancin H 1Cs0 15,34 uM
izomarkancin C 1Cs0 >100 uM
Inhibicija produkcije Harinantenaina et al., 2005;
NO perotetin F ICs0 7,42 uM 2007; Hashimoto et al., 1994
perotetin E 11°- 1Cs0 49,85 uM
metiletar
rikardin A 1Cs0 2,5 UM
rikardin C 1Cs0 >100 uM
rikardin F 1Cs0 5,0 uM
ptichantol A 1Cs0 >100 uM
plagiochin A 1Cs0 9,01 uM
izoplagiochin A 1Cs0 >100 uM
izoplagiochin B 1Cs0 >100 uM
izoplagiochin D 1Cs0 14,35 uM
- protiv LTB3

89% pri konc. 10 mol

e R




94% pri konc. 105 mol
45% pri konc. 107 mol
16% pri konc.10¢ mol
- protiv 5-HETE Asakawa, 1990
99% pri konc.10"5 mol
97% pri konc. 106 mol
markancin A 70% pri konc.10”7 mol
40% pri konc.108 mol
I1Cs0 3,0 uM Schwartner et al., 1995
Inhibicija 5-lipooksigenaze
. P g markancin B ICs0 1,4 uM Schwartner et al., 1995
perotetin D 1Cs0 0,66 UM Schwartner et al., 1995
perotetin A
markancin D
76-4% pri konc. 10 Asakawa, 1982a
markancin E
rikardin A
izorikardin C 1Cs0 37,2 uM
. Schwartner et al., 1995
paleatin B 1Cs50 0,78 uM
radulanin H 1Cs0 15,2 uM
markancin A 1Cs0 1,85 pg/ml
markancin D
markancin E
Asakawa, 1990; 1994
1Cs0 2,0-95.0 pg/ml
perotetin A

35




perotetin D
rikardin A
Kalmodulin inhibitorna
labda-12,14-dien-7,8- I1Cs0 82 pg/ml
diol
markancin A 1Cs0 46,4 uM
markancin B 1Cs0 55,9 uM
markancin E 1Cs0 58,0 uM
paleatin B 1Cs0 45,2 uM
Inhibicija ciklooksigenaze perotetin D ICs0 26,6 pM Schwartner et al., 1995
radulanin H 1Cs0 39,7 uM
izorikardin C 1Cs0 50,8 uM
rikardin C 1Cs0 53,5 uM
mastigoforen A 10%-10"M
i Asakawa et al., 1994
mastigoforen B 10%-10"M
mastigoforen D 10°-10" M
Neurotrofi¢na aktivnost plagiohilal B 10°M
—— Asakawa, 1995a; 2007a
plagiohilid 10° M
infuskasid A 107 M
Asakawa, 1995a
infuskasid B 107 M
izomarkancin C 95% pri konc. 10°M
Asakawa, 1995a
infuskicna kiselina | 63% pri konc. 105 M W
(Infuscaic acid)
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Katepsin L inhibitorna aktivnost

11,13-dehidroporela-
diolid

24,7% pri konc. 10
M

Hashimoto et al., 1998a

Katepsin B inhibitorna aktivnost

izo-Markancin C

93% pri konc. 10°M

32% pri konc. 10°M

Asakawa, 1995a

11,13-dehidroporela-

13,4% pri konc. 10

Hashimoto et al., 1998a

diolid M

Povecanje koronarnog protoka krvi markancin A 2,5 ml/min pri dozi 0,1 Asakawa, 1990.
mg

Vazopresin inhibitorno dejstvo prenilbibenzil I1Cs0 27 pg/ml Asakawa, 1990.

Antihijaluronidazna aktivnost

lunulari¢na kiselina

1Cs0 0,13 nM

Hashimoto et al., 1998a

Trombin inhibitorna aktivnost

perotetin E

1Cs0 18 uM

Nagashima et al., 1996a

Inhibitorna aktivnost oslobadanja
superoksida

infuskiéna kiselina

1Cs0 0,07 pg/ml i ICso
40 pg/ml

plagiohilal B

1Cs0 6,0 pg/ml i ICsp
25 pg/ml

norpingvizon metil
etar

I1Cs0 35 pg/ml

ciklomiltejlalil-3-
kafetat

1Cs0 7,5 pg/ml

plagiohilid

1Cs0 12,5-50 pg/ml

norpingvizon

1Cs0 12,5-50 pg/ml

biciklogermakrenal

1Cs0 12,5-50 pg/ml

herbertendiol

1Cs0 12,5-50 pg/ml

izokuparen-3,4-diol

1Cs0 12,5-50 pg/ml

infuskasid A

1Cs0 12,5-50 pg/ml

infuskasid B

1Cs0 12,5-50 pg/ml

Asakawa, 1990
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perotecianal A 1Cs0 12,5-50 pg/ml

radulanin K 1Cs0 6 pg/ml Asakawa, 1994
poligodial 1Cs0 4 pg/ml Asakawa, 1995a
sakulatal 1Cs0 4 pg/ml

Markancin A, prisutan u razli¢itim vrstama roda Marchantia, ispoljava snaznu
antibakterijsku i antifungalnu aktivnost. Njegovo antibakterijsko dejstvo se odnosi na Sirok spektar
bakterija, ukljucuju¢i Acinetobacter calcoaceticus (MIC 6,25 pg/ml), Alcaligenes faecalis (MIC
100,0 pg/ml), Bacillus cereus (MIC 12,5 pg/ml), B. megaterium (MIC 25 ng/ml), B. subtilis (MIC
25 pg/ml), Cryptococcus neoformans (MIC 12,5 ug/ml), Enterobacter cloacae (MIC 100 pg/ml),
Escherichia coli (MIC 100 pg/ml), Proteus mirabilis (MIC 100 pg/ml), Pseudomonas aeruginosa
(MIC 100 pg/ml), Salmonella thyphimurium (MIC 100 pg/ml) i Staphylococcus aureus (3,13-25
ug/ml)). Antifungalna aktivnost je poznata u odnosu na razlicite vrste gljiva, poput Alternaria
kikuchiana (MIC 100 pug/ml), Aspergillus fumigatus (MIC 100 pg/ml), A. niger (MIC 25-100
pug/ml), C. albicans (MIC 100 pg/ml), Microsporum gypseum (MIC 100 pg/ml), Penicillium
chrysogenum (MIC 100 pg/ml), Pyricularia oryzae (MIC 12,5 ug/ml), Rhizoctonia solani (MIC
50 ug/mL), Saccharomyces cerevisiae (MIC 100 pg/mL) i Sporothrix schenckii (MIC 100 ug/mL)
(Asakawa, 1990). Pored antifungalne, ekstrakti Marchantia polymorpha pokazuju antibakterijsko
dejstvo na Gram-pozitivne bakterije kao Sto su Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus i
Micrococcus luteus. Sli¢na aktivnost potvrdena je i kod foliozne jetrenjace P. platyphylla (Frahm,
2004; Pavleti¢ i Stilinovi¢ 1963), koja, pored antibakterijskog, ispoljava i antifungalno dejstvo
(Kumar et al., 2007). Pokazana je i antibakterijska aktivnost ekstrakta jetrenjace P. cordaeana
dominantno metanolnog, u odnosu na bakterije Salmonella enteritidis, Escherichia coli i Listeria

monocytogenes (Bukvicki et al., 2012).

Dihlormetanski ekstrakt Balantiopsis cancellata ispoljio je antifungalnu aktivnost protiv
gljivice trulezi, Cladosporium herbarum, pri dozi do 0,01 pg, dok je aromati¢ni estar izotahin B
(0,006 ug) pokazao najjacu aktivnost (Buchanan et al., 1996; Labbé et al., 2007). Isti ekstrakt bio
je letalan za larve raci¢a Artemia salina, pri LDsp vrednostima manjim od 2,5 ppm, kao i Cetiri
analizirana hlorovana bibenzila (0,42-2,35 ppm) (Labbe” et al, 2005; 2007). Metanolni ekstrakt
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Ptilidium pulcherimum pokazuje antimikrobnu aktivnost dominantno na Gram-pozitivne bakterije
(Staphylococcus aureus, Micrococcus flavus), ali i znatnu antifungalnu aktivnost na vrstu gljive
Trichoderma viride, u poredenju sa bifonazolom (Velji¢ et al., 2010). Ekstrakt taloidne jetrenjace
Riccia nigerica ispoljio je znaCajan antibakterijski i antifungalni efekat na bakterijske vrste
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae i Staphylococcus aureus, kao i
na gljive Aspergillus niger, A. flavus i Penicillium spp. (Ariyo et al., 2011). Antifungalno dejstvo
polihlorovanih bibenzila — 3-hidroksi-2,6-dihlor-4’-metoksibibenzila, 2,3’,6-trihlor-3-hidroksi-
4’-metoksibibenzila i 2,3’ ,4,6-tetrahlor-3,4-dimetoksibibenzila — iz vrste Riccardia polyclada

pokazano je na gljivu Cladosporium herbarum, pri ¢emu je dejstvo bilo ve¢e nego ono dobijeno

a) R'=R?>=R3*=Cl 3-hidroksi -2,4,6-trihloro-bibenzil
R!=R?>=C], R>=H  3-hidroksi 2,4-dihloro-bibenzil

R!=Cl,R>=R*=H  3-hidroksi-2-hloro-bibenzil

Riccardia marginata a)

b) Cl R’
R? O
OH

(Colenso) Pearson

b) R'=R?>= H, R’*=OMe 3-hidroksi- 2,6-dihloro- 4’-metoksibibenzil

: e R'=H, R?=ClI, R®= OMe 3-hidroksi-2,6,3’-trihloro- 4’-metoksibibenzil
Riccardia polyclada Schiffn.

(syn. R. umbrosa) R!=R2=CI, R3=OH 3,4-dihidroksi-2,4,6,3’-tetrahloro-bibenzil
Slika 2.3.2. Sekundarni metaboliti Riccardia sp. koji su ispoljili antifungalnu i antimikrobnu aktivnost

za ketokonazol (Labeé et al., 2007). Takode, antibakterijsku aktivnost ispoljio je i rikardifenol C
(60 pg/mL), poreklom iz vrste Riccardia crassa, u odnosu na bakteriju Bacillus subtilis (Perry et
al., 1996), dok su hlorovani bibenzili 2,4,6-trihlor-3-hidroksibibenzil, 2,4-dihlor-3-
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hidroksibibenzil i 2-hlor-3-hidroksibibenzil, izolovani iz vrste Riccardia marginata, pokazali
antimikrobnu aktivnost u odnosu na Gram-pozitivne bakterije (Bacillus subtilis), dermatofitne
gljive (Trichophyton mentagrophytes), kvasce (Candida albicans) i patogene gljive
(Cladosporium resinae), pri dozi 30 pg/disk (slika 2.3.2.) (Baek et al., 2004).

Dehidrokostuslakton, izolovan iz jetrenjac¢e Targionia lorbeeriana K. Miiller, pokazao je
antifungalnu aktivnost u odnosu na gljivu Cladosporium cucumernium (MIC 20 pg/cm?®) i kvasac
Candida albicans (MIC 5 pg/cm?®), kao i insekticidnu aktivnost u odnosu na komarac Aedes
aegypti (LC1o0 12,5 ppm) (Neves et al., 1999). ). Izolovani iz iste vrste jetrenjaca, antifungalnu
aktivnost ispoljili su i acetiltriflokulozid (MIC 10 pg/cm?®) i 11aH-dihidrodehidrokostuslakton
(MIC 3 pg/em®). Sest antifungalno aktivnih jedinjenja izolovano je iz jetrenjate Bazzania
trilobata, medu kojima je za viridiflorol potvrdena antifungalna aktivnost u odnosu na gljive
Cladosporium cucumernium i Pyricularia oryzae, dok je za gimnomitrol dokazana inhibitorna
aktivnost u odnosu na gljive Phytophthora infestans, Pyricularia oryzae i Septoria tritici (Haase i
Schneider, 1993; Scher et al., 2004). Inhibitornu aktivnost u odnosu na Pyricularia oryzae pokazao
je 5-hidroksikalamen, dok je 7-hidroksikalamen delovao antifungalno u odnosu na gljive Botrytis
cinerea, Cladosporium cucumerinum, Phytophthora infestans, Pyricularia oryzae i Septoria
tritici. Dimenal je najpotentniju aktivnost inhibicije rasta ispoljio ka gljivama Septoria tritici i
Phytophthora infestans (Scher et al., 2004).

Antifungalnu aktivnost u odnosu na gljive Trichophyton mentagrophytes ispoljio je
glaucescenolid iz jetrenjace Schistochila glaucescens (Hook.) A. Evans, dok je za ent-1p-
hidroksikauran-12-on, izolovan iz vrste Paraschistochila pinnatifolia (Hook.) R.M. Schust.,
potvrdena antifungalna aktivnost u odnosu na kvasac C. albicans (Lorimer et al., 1997; Scher et
al., 2002). Jetrenjace predstavljaju potencijalne domacine za endofitske vrste gljiva. Na primer,
jetrenja¢a Scapania verrucosa Heeg domacin je gljivici Chaetomium fusiforme (Guo et al., 2008).
Kumulativni antifungalni i antiproliferativni efekti sekundarnih metabolita jetrenjace i endofita
vedi su nego efekti pojedinacno analiziranih jedinica (npr. antifungalni efekat u odnosu na vrste
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Trichophyton rubrum, Aspergillus fumigatus,
Pyricularia oryzae, kao i antiproliferativni u odnosu na éelijske linije A549, LOVO, HL-60, QGY)
(Guo et al., 2008).
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Jedinjenje 2-hidroksi-3,4,6-trimetoksiacetofenon je pri dozi do 150 pg/disk ispoljilo
antifungalnu aktivnost u odnosu na gljive Trichophyton mentagrophytes i Cladosporium resinae,
dok je 2-hidroksi-4,6-dimetoksiacetofenon, takode izolovan iz jetrenjace Plagiochila fasciculata,
ispoljio istu antifungalnu aktivnost ka gore pomenutim vrstama, a uz to pokazao i antimikrobnu
aktivnost u odnosu na bakterije E. coli (100 pg/mL), Proteus mirabilis (100 pg/mL),
Staphylococcus aureus (100 ug/mL) i kvasac C. albicans (Komala et al., 2009). U okviru $iroko
rasprostranjenog roda Plagiochila (red Jungermanniales), pored pomenute antifungalne aktivnosti
metabolita Plagiochila fasciculata, zabelezena je i antimikrobna aktivnost Cetiri sekundarna
metabolita iz jetrenjace Plagiochila ovalifolia protiv bakterija Escherichia coli i Bacillus subtilis
(Matsuo et al., 1996). Ista jetrenjaca, P. ovalifolia, poseduje plagiohin D (50-200 pg/mL) i 3,5-
dihidroksi-2-(3-metil-2-butenil)bibenzil (50-200 pg/mL) koji su, pored gore navedenog
antimikrobnog, okarakterisali ovu jetrenja¢u kao potencijalni izvor sekundarnih metabolita koji
mogu ispoljiti i antioksidativhu aktivnost (Sadamori, 2009), dok je plagiohin A ispoljio

neurotrofi¢nu aktivnost pri koncentraciji od 10 M (Fukuyama i Kodama, 1996).

Uocljivu antifungalnu aktivnost u odnosu na gljivu Pyricularia oryzae pokazali su
izoplagiohini C i D (ICsp 3,9 i 4,0 pg/mL) i 6’-hlorizoplagiocilin D (ICso 2,6 pg/mL), kao i u
odnosu na vrstu Septoria tritici (ICso 23,5, 15,9 i 4,5 pg/mL) (Qu et al., 2007a). Izoplagiohini A
(ICs0 50 uM) i B (ICsp 25 uM), izolovani iz jetrenja¢e Plagiochila fruticosa, inhibirali su
proliferaciju tubulina (Morita et al., 2009). Tomentelin i demetoksitomentelin, metaboliti
jetrenjaca Trichocolea tomentella (familija Trichocoleaceae), pokazali su: antifungalnu aktivnost
u odnosu na kvasac C. albicans i gljivu Trichophyton mentagrophytes. Antimikrobnu aktivnost u
odnosu na vrstu bakterije Staphylococcus epidermidis ispoljio je metil-3-hidroksi-4-[(2E)-3,7-
dimetil-2,6-oktadienil]oksi-benzoat (MIC 1.000 pg/mL) izolovan iz vrste T. hatcheri (Baek et al.,
2004; Perry et al., 1996). Lepidozenolid (100 pg/mL), izolovan iz jetrenjace Lepidozia fauriana
Stephani, ispoljava inhibitorni efekat na rast kvasca C. albicans i parazita Trichomonas foetus (Shu
etal., 1994). Takode, lepidozenolid (100 pg/mL) i (-)-54-hidroperoksilepidozenolid (100 pg/mL)
izazivaju vazorelaksaciju torakalne aorte pacova, pri faznim i toni¢énim kontrakcijama
indukovanim norepinefrinom (3 uM) (Shu et al., 1994). Plagiohilin C (Lin i Wu, 1996) ima
antitrombozni efekat na agregaciju ispranih trombocita kuni¢a izazvanu arahidonatom (100
ug/mL)ikolagenom (10 pg/mL). Pored toga, lepidozenolid inhibira i vazokonstrikciju indukovanu

kalcijumom i kalijumom.
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Lunularin (64 pg/mL) iz vrste Dumortiera hirsuta pokazuje antimikrobnu aktivnost u
odnosu na bakterije Pseudomonas aeruginosa, dok su (-)-herbertan-1,2-diol, (-)-mastigoforen C
I (-)-mastigoforen D, oba izolovana iz jetrenjace Mastigophora diclados, efikasni protiv bakterije
Bacillus subtilis (MIC 2-8 pg/mL) (Komala et al., 2009). Sekundarni metaboliti vrste M. diclados
takode pokazuju snaznu antioksidativnu aktivnost, nadmasujuci ¢ak i vitamin C, pri ¢emu su (-)-
herbertan-1,2-diol (ICso 1,9 pg/mL), (-)-mastigoforen C (ICso 2,7 png/ mL) i (-)-mastigoforen D
(I1Cs0 2,0 g/ mL) bili najaktivniji (slika 2.3.3.) (Komala et al., 2010a). Mastigoforen C i herbertan-
1,2-diol, iz iste jetrenjace madagaskarskog porekla, ispoljili su antibakterijsku aktivnost u odnosu
na bakteriju Staphyloccocus aureus (Harinantenaina i Asakawa, 2004a). Sakulatal (LDso 8 pg/mL),
izolovan iz Pellia endiviifolia, pokazuje antibakterijsku aktivnost u odnosu na bakteriju
Streptococcus mutans (Asakawa et al., 2009), dok etarsko ulje jetrenjate Marchesinia mackaii
deluje antibakterijski u odnosu na vrste Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella pullorum,

Staphylococcus aureus i Yersinia enterocolitica (Figueiredo et al., 2002).

Inhibiciju proizvodnje NO izazvanu lipopolisaharidom (LPS) pokazali su sekundarni
metaboliti poreklom iz dve vrste roda Bazzania, i to kupareni, 1,2-kuparenolid i 2-hidroksi-4-
metoksikuparen, izolovani iz jetrenjace Bazzania decrescen, kao 1 miltejil-4(12)-enil-2-kafeat
izolovan iz vrste B. nitida (Harinantenaina 1 Asakawa, 2007; Harinantenaina et al., 2007). Takode,
tri herbertanska monomera, a-herbertanol, f-herbertanol, herberten-1,2-diol, i njegova dva dimera,
mastigoforen C 1 D, svi poreklom iz jetrenjace Mastigophora diclados, ispoljili su isto dejstvo
(tabela 2.3.2.). Inhibitorno na proizvodnju NO, u lipopolisaharidima stimulisanim RAW 264.7
¢elijama, delovali su norpingvizon (ICso 45,5 pM), norpingvizon metil-estar (ICso 1,7 pM) 1 ent-
16-kauren-15-on (ICso 69,4 uM) izolovani iz vrste Porella densifolia, (35,4f)-15,16-diepoksi-
13(16),14-klerodedien 1 tisaspaton iz jetrenjace Thysananthus spathulistipus, kao 1 Sest derivata
bibenzila iz jetrenjace Radula appresa, medu kojima je najaktivniji bio 2-geranil-3,5-
dihidroksibibenzil (Harinantenaina et al., 2005; Quang i Asakawa, 2010). Inhibitorno dejstvo na
proizvodnju NO u lipopolisaharidima stimulisanim RAW 264.7 celijama ispoljili su 1
makrocikli¢ni bisbibenzili, takode izolovani iz jetrenjaca (tabela 2.3.2.). Pored podsticanja rasta
neurona, kao i inhibicije produkcije NO, mastigoforeni A i B ispoljili su i neuroprotektivni efekat
na prezivljavanje neurona pri koncentraciji 1 uM u kulturama kortikalnih neurona fetusa pacova

(Fukuyama et al., 2001).
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Mastigophora diclados
(Brid. ex F. Weber) Nees.

Slika 2.3.3. Sekundarni metaboliti jetrenja¢e Mastigophora diclados medu kojima su oni koji pokazuju antibakterijsku,
antimikrobnu, antioksidativnu aktivnost i inhibiraju produkciju NO: 1. (-)- mastigiforen D, 2. (—)-mastigiforen C, 3. (-)-f-
herbertenol, 4. (—)-herberten-1,2-diol i 5. (—)-a-herbertenol

Nematode, valjkasti crvi, predstavljaju raznovrsnu grupu beski¢menjaka sa vise od 80.000
vrsta, ukljucujuéi i parazite kao $to su, trihinele i filari. Stoga je od velike vaznosti pronalaziti nove
lekove protiv parazita, kao i strategije koje se ti¢u inhibicije njihove pokretljivosti. Poligodial (ICso
0,07 mg/mL), izolovan iz jetrenjace Porella vernicosa, kao 1 sintetisani (£)- 1 (E) 4’-hidroksi-3-
metoksistilben (ICso 0,06 1 0,07 mg/mL) pokazuju priblizno jednaku inhibitornu aktivnost na
nematode. Sa druge strane, 4’-hidroksi-3-metoksi-bibenzil, poreklom iz vrtse Plagiochila
stephensoniana (1Cso 0,13 mg/mL), kao 1 sintetisani 3,4’-dimetoksibibenzil, manje su efikasni u
poredenju sa prethodno pomenutim jedinjenjima (Asakawa, 1995a; Lorimer et al., 1996).
Katepsini su proteinaze odgovorne za razgraduju proteina razli¢itog porekla. Ekstrakt jetrenjace P.
japonica pokazuje snazan inhibitorni efekat na lizozomalne enzime peptidazne familije Cl,

ukljucujuéi katepsin L 1 katepsin B. Frakcionisanjem sirovog ekstrakta gore pomenute jetrenjace
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dobijena su tri nova gvajanolida, medu kojima je samo 11,13-dehidroporeladiolid kao cisto
izolovan pokazao slabu inhibitornu aktivnost u odnosu na katepsine L 1 B (tabela 2.3.2.)

(Hashimoto et al., 1998a).

Mnoga jedinjenja izolovana iz jetrenjaca manifestuju citotoksi¢no i antiproliferativno
dejstvo, a odredivanje mehanizma dejstva Cesto zahteva detaljna istrazivanja. Tradicionalno,
mnoge jetrenjace poput Chiloscyphus polyanthos, Diplophyllum albicans, D. taxifolium,
Marchantia palmata, M. polymorpha 1 Frullania tamarisci, koris¢ene su u Indiji u borbi protiv
tumora. Pripadnici rodova Riccardia i Plagiochila, takode su koriS¢eni kao agensi u leCenju
leukemije (Azuelo et al., 2011; Alam 2012; Asakawa, 2007; Chandra et al., 2017). Godine 1977,
Ohta 1 saradnici otkrili su da diplofilin, izolovan iz jetrenjata Diplophyllum albicans 1 D.
taxifolium, poseduje znacajnu antiproliferativnu aktivnost u slucaju ¢elijske kulture humanog
epidermoidnog karcinoma (EDso priblizno 8 pg/mL) (Ohta et al., 1977). Kostunolid i tulipinolid
(izolovani iz vrsta Conocephalum supradecompositum, Frullania monocera, F. tamarisci, M.
polymorpha, Wiesnerella denudata, P. japonica, L. vitrea 1 Plagiochila semidecurrens) takode su
pokazali antiproliferativnu aktivnost, i to u slu¢aju karcinoma nazofaringsa u ¢elijskim kulturama
(Asakawa 1981c; 1982a; Matsuo, 1981a; 1981b; 1984). Kostunolid je sam po sebi pokazao
citotoksi¢no dejstvo sa ICso vrednos¢u od 4,6 uM na HL-60 ¢elijske linije (Wong et al., 1986).

Jedno od najzapaZenijih dejstava metabolita jetrenjaca je njihova citotoksi¢nost u odnosu
na P-388 celije limfocitne leukemije. Spjut 1 saradnici su 1986. godine, inspirisani
etnofarmakoloSkom upotrebom (pripadnici roda Marchantia koris¢eni kao narodni lekovi protiv
kancera), testirali aktivnost metabolita dvadeset 1 tri vrste jetrenjaca na P388 ¢elije, od kojih su
metaboliti vrsta Bazzania trilobata (Lepidoziaceae) i Dumortiera hirsuta (Marchantiaceae),
posedovali ovu aktivnost (Spjut et al., 1986). Sa druge strane, Asakawa je pokazao da etarski
ekstrakti brojnih jetrenjaca, ukljucujuéi vrste Kurzia makinoana, Bazzania pompeana, Makinoa
crispata, Lophocolea heterophylla, Marsupella emarginata, Pellia endiviifolia, Plagiochila
fruticosa, P. ovalifolia, Porella caespitans, P. japonica, P. perrottetiana, P. vernicosa 1 Radula
perrottetii, ispoljavaju citotoksicni efekat na P-388 ¢elije (Asakawa, 1995a). Plagiochila sp. su se
pokazale kao izuzetno bogat izvor ovih jedinjenja. Etarski ekstrakt vrste P. ovalifolia ispoljio je
inhibiciju proliferacije P-388 celija leukemije miSeva, zahvaljuju¢i jedinjenjima kao Sto su

plagiohilin A (IDso 3 pg/mL), plagiohilin A-15-il-oktanoat (IDso 0,05 pg/mL), 14-
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hidroksiplagiohilin ~ A-15-il-(2E,4F)-dodekadienoat (IDso 0,05 pg/mL), marsupelon i
acetoksimarsupelon (Asakawa, 1994; Nagasima et al., 1993; Toyota et al., 1998). Jos jedan derivat
plagiohilina, plagiohilin A-15-il-dekanoat (P. ovalifolia), kao i sakulatal (P. endiviifolia), i
poligodial (P. vernicosa), ispoljavaju citotoksi¢nu aktivnost u slucaju celijske linije humanog
melanoma (Asakawa, 1994). Sakulatal je takode pokazao citotoksi¢ni efekat na Lul (ICso 5,7
pg/mL), KB (ICso 3,2 pg/mL), LNCap (ICso 7,6 pg/mL) 1 ZR-75-1(ICso 7,6 pg/mL) Celije (Toyota
et al., 1998).

Navikulil-kafeat iz jetrenjace Bazzania novae-zelandiae je pri koncentracijama od 0,8 do
1,1 pg/mL (Glso=50% inhibicije rasta (growth inhibition)) doveo do proliferacije P-388 celija
misje leukemije. Sa druge strane, citotoksic¢ni efekat na iste éelije pokazala su jedinjenja — (—)-ent-
arbuskulin B (ICso 1,1 mg/mL) i (-)-ent-kostunolid (ICso 0,7 mg/mL), izolovana iz jetrenjace
Hepatostolonophora paucistipula (Rodway) J.J. Engel, ent-14-hidroksikauran-12-on (ICso 15
mg/mL) iz jetrenjace Paraschistochila pinnatifolia (Hook.) R.M. Schust., kao i la-hidroksi-ent-
sandarakopimara-8(14),15-dien (ICsp >25 mg/mL) izolovana iz vrste Trichocolea mollissima
Hatcher (Baek et al., 2003; Campbell et al., 1979). Markancin C (ICs0 8,5 ng/mL), neomarkancini
A (ICs0 18 ug/mL) i B (ICso 7,6 pg/ mL), smesa bisbibenzila A i B (ICso 10,3 pg/mL), te
glaucescenolid, iz jetrenjace Schistoschila glaucescens, takode su pokazali citotoksi¢ni efekat na
P-388 celije leukemije miseva (Scher et al., 2002). Markancin A prisutan je, u promenljivoj
koli¢ini, kod veéine vrsta roda Marchantia, i ispoljava citotoksi¢ni efekat na P-388 celije

limfocitne leukemije (Asakawa, 1990), kao i na leukemijske celije KB (Asakawa et al., 1982a).

Pokazano je da markancin A (Marchantia palacea, M. polymorpha i M. emarginata subsp.
tosana), rikardini A i B (Riccardia multifida) i perotecin E (Radula perrottetii) pokazuju
citotoksi¢ni efekat na leukemijske KB celije (Asakawa et al., 1982b). Takode, istovetna aktivnost
dokazana je i za jedinjenja — a-herbertenol (1Cso 3,3 pg/mL), (-)-herberten-1,2-diol (ICs0 12,5 pg/
mL), mastigoforen C (ICso 11,8 pug/mL), mastigoforen D (ICs0 14,8 ug/mL) i (—)-diplofilolid (ICso
14,2 ng/mL), izolovana iz etarskog i metanolnog ekstrakta vrste Mastigophora diclados (Komala
et al., 2010a). Ista jedinjenja su prilikom testiranja pri koncentracijama od, redom, 1Cs0 1,4, 12,8,

1,4,2,41 2,5 ng/mL, ispoljila citotoksicni efekat na ¢elijsku liniju leukemije HL-60.

Mnoge bioloski aktivne supstance iz jetrenjaca, osim citotoksi¢nosti U 0dnosu na

leukemijske ¢elije KB, pokazale su citotoksic¢ni efekat i na celijske linije leukemije HL-60. Za
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etarski ekstrakt vrsta roda Frullania dokazan je citotoksi¢ni efekat i to na ¢elije HL-60, pri
efektivnim koncentracijama od ECsg 6,7 i 1,6 ug/mL, kao i na ¢elijsku liniju KB (1,6 1 11,2 ug/mL).
Etarski ekstrakt japanske vrste jetrenjac¢e Porella perrottetiana takode pokazuje citotoksi¢nost u
slu¢aju obe linije (Komala et al., 2011). Citotoksi¢ni efekat na ¢elije HL-60 pokazali su metaboliti
izolovani iz jetrenjac¢e Chandonanthus hirtellus (F. Weber) Mitt. (Komala et al., 2009; 2010b).

Iz vrsta roda Jungermania izolovani su jungermanenoni A-D, koji su pri koncentracijama
od 1,3 uM, 5,5 uM, 7,8 uM 1 2,7 uM ispoljili citotoksicno dejstvo na HL-60 ¢celije, indukujuéi
fragmentaciju DNK i nuklearnu kondenzaciju. Jungermanenoni A i D su se pokazuli i kao
potencijalni antitumorni agensi inhibirajuci aktivnost nuklearnih faktora-kB (NF-kB) (Kondoh et
al., 2005a; 2005b). Selektivnu inhibiciju NF-kB je, pored jungermanenona A, preuredenog ent-

kaurena, ispoljilo jos Cetiri testirana ent-kaurena, pri ¢emu se ent-11a-hidroksi-16-kauren-15-on

ent-7]a-hidroksi-16-kauren-15-on (16R)-ent-11-hidroksikauran-15-on

ent-64-hidroksi-16-kauren-15-on ent-11-hidroksi-16-kauren-15-il-acetat

B




ent-15-hidroksi-9(11),16-kauradien-15-on ent-9(11),16-kauradien-12,15-dion

R1=0OH, R2=R*=H, R3=0 jungermanenon A
R!= R?=R*=H, R%=0 jungermanenon B
R!=R?=H, R*=0H, R%=0 jungermanenon C

R!=R*=OH, R=H, R®=0  jungermanenon D

Slika 2.3.4. Odabrani bioaktivni ent-kaurenski-tip diterpenoida iz Marchantiophyta

pokazao kao najaktivniji (Suzuki et al., 2004a; 2004b). Citotoksi¢ni efekat na celije HL-60 ispitan
je za sedam ent-kaurena iz japanske vrste jetrenja¢a Jungermannia truncata Nees, pri ¢emu se kao
najaktivniji pokazao ent-1la-hidroksi-16-kauren-15-on (Nagashima et al., 2002). Ent-kauren i
modifikovani ent-kauren, izolovani iz neidentifikovane novozelandske vrste jetrenjace, indukovali
su fragmentaciju DNK ¢elija HL-60 (Kondoh et al., 2004; 2005a; Nagashima et al., 2002; 2003a;
2003b; 2005; Suzuki et al., 2004a; 2004b).

Takode, ent-kaureni (ent-11a-hidroksi-16-kauren-15-on i ent-11a-hidroksi-16-kauren-15-
il-acetat) novozelandskih vrsta Jungermania pokazali su slab citotoksi¢ni efekat na celije P-388,
pri koncentracijama od 0,48 i 25 ug/mL (Perry et al., 1999). Ent-11a-hidroksi-16-kauren-15-on,
ent-14-hidroksi-9(11),16-kauradien-15-on, ent-9(11),16-kauradien-12,15-dion i jungermanenon
A su pri koncentracijama od 0,49, 7,0, 0,59 i 0,28 uM inhibirali proliferaciju 50% celija HL-60.
Citotoksi¢ni efekat na HL-60 celijsku liniju ispoljili su i (16R)-ent-11a-hidroksi kauran-15-on
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(ICs0 1,0 uM), ent-6a-hidroksi-16-kauren-15-on (ICso 0,4 uM), jungermanenoni B, C i D (ICso
1,21,1,281 0,78 uM) (slika 2.3.4.) (Benes et al., 1981).

Jetrenjaca Scapania verrucosa sa endofitskom gljivom Chaetomium fusiforme proizvodi
odreden broj bioaktivnih metabolita koji imaju antiproliferativno dejstvo (Guo et al., 2008).
Seskviterpenski kafeat, navikulil-kafeat (G120 0,8-1,1 pg/mL), izolovan iz jetrenjace Bazzania
novae-zelandiae prikupljene sa ostrva Stjuart na Novom Zelandu, deluje selektivno na celije
odredenih vrsta tumora (Burgess et al., 2000). PredloZeno je da makrocikli¢no bisbibenzilno
jedinjenje, rikardin D, moZe da predstavlja potentno hemoterapeutsko sredstvo za leCenje kancera.
Naime, utvrdeno je da on dovodi do apoptoze ¢elija leukemije kod ljudi delujué¢i na DNK-
topoizomerazu Il u c¢elijama H460 i A549. Za rikardin D, izolovan iz jetrenjate Dumortiera
hirsuta, ispitivani su inhibitorni efekti na proliferaciju, invaziju, migraciju i apoptozu ¢elija
humanog karcinoma plu¢a (NSCLC), u in vitro i in vivo uslovima, kada je utvrdeno i
antikancerogeno dejstvo na NSCLC (Xue et al., 2012). Takode, rikardin D je pri koncentraciji od
16 uM, pokazao antiproliferativnu aktivnost na ¢elije humanog glioma A172, dok je markancin C
inhibirao apoptozu istih, pri koncentracijama do 8 do 16 uM (Abad et al., 1999; Basar et al., 2001,
Basile et al., 1999).

Jedinjenje 13-hidroksihiloscifon (ICso 2,0 pg/mL), derivat hiloscifona poreklom iz
jetrenjace Chyloscyphus rivularis, pokazao je citotoksi¢ni efekat na celije karcinoma plu¢a A-549
(Wu et al., 1993), dok je kostunolid (IC50 12,0 ug/mL), izolovan iz vrste Frullania nisqualensis,
pored inhibicije proliferacjie A-549 ¢elija manifestovao i umerenu aktivnost degradacije DNK u
tri mutirana soja kvasca (RS321N (IC12 50 pg/mL), RS322YK (IC12 150 pg/mL) i RS167K (IC12
330 pg/mL)) (Kim et al., 1996). Dva nova bishibenzila detektovana u jetrenjaci Lunularia cruciata
su, uz ve¢ poznati rikardin G (ICso 2,5 uM), ispoljili citotoksi¢ni efekat na ¢elije karcinoma pluca
A549 (Barlow et al., 2005; Morita et al., 2009). Imajuci u vidu prethodno utvrdenu aktivnost
ispitano je da li je C-1’ i C-6’, hidroksilne grupe odgovorne za citotoksi¢nost i antioksidativnu
aktivnost pomenutih jedinjenja putem sinteze odgovarajucih derivata (Barrero et al., 1997;
Novakovi¢ et al., 2020). Nakon testiranja na zdravoj ¢elijskoj liniji plu¢a ljudi (MRC-5), raka pluca
kod ljudi (A549) i ¢elijske linije raka dojke MDA-MB-231, potvrdeno je da C-prsten igra veoma

vaznu ulogu u ispoljavanju citotoksi¢ne aktivnosti (Barrero et al., 1996; Novakovi¢ et al., 2019).
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Tri triterpenoida poreklom iz jetrenjace Ptilidium pulcherrimum, uklju¢ujuéi ursolinsku,
20, 3p-dihidroksiurz-12-en-28-sku i acetoksiursolinsku kiselinu, pokazala su citotoksi¢ne efekte
inhibiraju¢i proliferaciju celija kancera prostate PC3 (Guo et al., 2009). Jedinjenja 2a,55-
dihidroksibornan-2-cinamat (ICso 4,5 mg/mL) iz jetrenjace Conocephalum conicum i lunularin
(ICso0 7,4 mg/mL) iz vrste Dumortiera hirsuta, pokazala su citotoksi¢ni efekat na ¢elije HepG2
(Lorimer et al., 1996). Rikardifenol C (60 pg/disk) iz vrste Riccardia crassa i prenil-etri
(tomentelin i demetiltomentelin), kao i metaboliti vrsta roda Trichocolea ispoljili su citotoksi¢nu
aktivnost u odnosu na ¢elije BSC. Tomentelin (ICso 15 pug/mL) izolovan od strane Perri-a i
saradnika iz jetrenjate Trichocolea mollissima, kao i iz jetrenjaca Trichocolea lanata i T.
tomentella, i demetoksitomentelin, iz T. tomentella, pokazali su citotoksi¢ni efekat na ¢elije BSC-

1 (Perry i Foster, 1995; Perry et al., 1996). Klavigerini A-D, izolovani iz jetrenjace Lepidoleana
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Slika 2.3.5. Markancini i neomarkancini, koji poseduju razligite bioloske aktivnosti, poreklom iz jetrenjaca.

clavigera, pokazali su slab citotoksi¢ni efekat na BSC ¢elije pri dozi od 30 ng/disk (Baek et al.,
1998; Nagashima et al., 2002).

Markancini A, B, D, perotecin F i paleacin B (ICso 14,4-97,5 uM), svi poreklom iz
jetrenjace Marchantia palacea var. diptera, inhibiraju DNK-polimerazu g, pokazuju anti-HIV-1
dejstvo (5,3-23,7 pg/mL), pored citotoksi¢nog efekta na éelije KB (ICso 3,7-20 uM) (Asakawa,
2007). Takode, markancin A, iz jetrenjace Marchantia emarginata subsp. tosana, izaziva
indukciju apopotoze kod ¢elija kancera dojke MFC-7 pri 4 pg/mL (ICso) (Huang et al., 2010).
Sirok spektar bioloskih akti- vnosti markancina A moze se objasniti i mehanizmom delovanja
vezivanjem jona kalcijuma. Mar-kancin A i njegov trimetil-etar ispoljili su miorelaksantno dejstvo
(Taira et al., 1994), dok je markancin A (ICso 20 pg/mL) pokazao i sposobnost hvatanja slobodnih

radikala.

Markancin C je inhibirao proliferaciju ¢elija tumora materice i smanjio koli¢inu
mikrotubula u G2/M fazi, u ¢elijama tumora humanog glioma, i ¢elijama HaLa, ¢elijskoj liniji
humanog adenokarcinoma grli¢a materice, pri 8-16 pM. Takode, ovo jedinjenje je pri koncentraciji
8-24 uM dovelo do smanjenja brzine polimerizacije tubulina, sto ga ¢ini potencijalno jakim
antitumornim agensom (Shi et al., 2008; 2009). Pokazano je da markancin C inhibira proliferaciju
¢elija KB i KB/VCR, a dimetil-etar makancina C izaziva apoptozu u ¢elijama KB/VCR pri 16 uM,
odnosno pri 0,2 uM za ¢elije VCR tokom 48 h. Ovo ukazuje na njihov mogué¢i modulatorni efekat
na P-glikoprotein i VCR-otporne KB/VCR ¢elije (Barrero et al., 2000; Huang et al., 2010).
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Markancini A i E dovode do aktivacije nuklearnih FXR receptora, $to se dovodi u vezu sa
regulacijom zuéne kiseline (Suzuki et al., 2008). Markancin C je, kao jedini predstavnik bisbenzila
jetrenjaca, inhibirao a-glukozidazu (52,2% pri 1 mM) (Gonzélez et al., 1975). Markancin H je pri
0,51 uM (ICsp) doveo do neenzimske peroksidacije lipida u homogenatima mozga pacova (Hsiao
et al., 1996; Huang et al., 2010), a pri 0,32 uM (ICso) potisnuo NADPH-zavisnu peroksidaciju
lipida.

Perotecin E (12,5 ug/mL) i plagiohilin A (0,28 pug/mL), iz vrste Riccardia multifida subsp.
decrescens, pokazuju citotoksi¢ni efekat na ¢elije KB, dok rikardini A (10 pg/mL) i B (12 pg/mL)
(Asakawa et al., 1982a), germakranolidi i eudesmanolidi deluju inhibirajuce (Asakawa, 1990).
Rikardini A i B takode deluju i antileukemijski na ¢elije KB (Asakawa et al., 1982a). Istu aktivnost
ispoljio je i markancin A, kao i perotecin E, dok su plagiohilini A, I i M pokazali citotoksi¢ni
efekat na ve¢i broj ¢elijskih linija humane leukemije (3T3, H460, DU145, MCF-7, M-14, HT-29,
K562 i VERO) (Aponte et al., 2010; Asakawa et al., 2001). Grupa ovih jedinjenja ima potencijalnu
primenu u odrzanju lipidne homeostaze, s obzirom na to da rikardini C i F, izolovani iz jetrenjaca
Reboulia hemisphaerica i Blasia pusilla, deluju kao LXRa agonisti/LXRf antagonisti i LXRa
antagonisti receptora jetre (Tamehiro et al., 2005). Rikardin C efikasno poboljsava efluks
holesterola iz ¢elija THP-1, §to moze igrati ulogu u kontroli gojaznosti. Bisbibenzilni dimeri
izolovani iz vrste Blasia pusilla (puzilacini B (1Cs0 13 uM) i C (ICs0 5,16 uM)), inhibiraju DNK
poly f, deluju umereno citotoksi¢no na ¢elije KB (EDsg 13,1 1 13 pg/ml) i pokazuju slab inhibitorni
efekat u odnosu na virus HIV-RT (Yoshida et al., 1996).
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2.4. VRSTA CONOCEPHALUM CONICUM I NJENI SEKUNDARNI METABOLITI

Conocephalaceae Miill. Frib. ex Grolle je Siroko rasprostranjena familija, koja pripada redu
Marchantiales Limpr., potklasi Marchantiidae, ¢iji rod, Conocephalum Hill. predstavlja pravi
taksonomski izazov. Za C. conicum/salebrosum (C. conicum (L.) Dumort., C. salebrosum
Szweyk., Buczk. & Odrzyk.) kompleks, savremenim filogenetskim istrazivanjima (Odrzykoski &
Akiyama, 2020) potvrdeno je postojanje Sest vrsta, uklju¢ujuci novu vrstu, koja je prethodno bila
okarakterisana kao tip R ili hemotip Il (Toyota, 1994; Kim et al., 2001). Takode, potvrdeno je
prisustvo tri kripti¢ne vrste u okviru kompleksa C. japonicum (C. japonicum (Thunb.) Grolle).
Kako su ove tri vrste filogenetski izuzetno udaljene u odnosu na vrste kompleksa C.
conicum/salebrosum, kompleks C. japonicum je prebac¢en u rod Sandea Lindb., pod nazivom S.
japonica Steph. ex Yoshin. (Odzykoski & Akiyama, 2020). Vrste porodice Conocephalaceae su
rasprostranjene na podrucju Severne Amerike, Evrope i istocne Azije (Zhang et al., 2019) (slika
2.4.1.). Dvodome su, robusnih talusa, ¢ija povrsina podseca na zmijsku kozu (Glime, 2021). Ove
jetrenjace formiraju gusti pokriva¢ na stenama i vlaznom zemlji$tu, najcesc¢e u blizini vode, u

Sumama i drugim zasenjenim habitatima (Borovichev et al., 2009; Szweykowski et al., 2005).

Jetrenjaca C. conicum, rasprostranjena Sirom Evrope, dobila je ime po arhegonioforima u
obliku konusa. Obzirom da dostize duzinu do 20 cm, C. conicum se smatra najve¢om taloidnom
jetrenjaCom. Talus ove vrste je slozene organizacije i dorzoventralne orijentacije, pri cemu se
gornja (dorzalna) i donja (ventralna) strana razlikuju po gradi. Dorzalna strana talusa je zelena i
sjajna (Szweykowski et al., 2005). Talus je duzine 10-25 mm i Sirine 7-20 mm, racvast, sa krupnim
reznjevima zaobljenih ili urezanih vrhova, blago sinuoznih margina, sa 3-4 reda izduzenih ¢elija

(Casas et al., 2009) (slika 2.4.2.).

Dorzalna povrSina talusa karakteristi¢na je po izrazenoj heksagonalnoj (ili poligonalnoj)
mrezastoj strukturi. Svaka heksagonalna jedinica (areola) u svom srediSnjem delu poseduje po
jednu makroskopski vidljivu vazdusnu poru. Vazdus$ne pore su uske, proste i izdignute, okruzene
prstenasto rasporedenim Celijama (4-6 koncentri¢nih prstenova malih uskih ¢elija, od kojih se
svaki prsten sastoji od 7-8 ¢elija) (Casas et al., 2009). Ispod epidermisa, nalazi se sloj velikih
vazdu$nih komora i hlorenhima, ¢ije su ¢elije bogate hloroplastima (asimilaciono tkivo). Za ovim

slojem sledi tkivo za skladiStenje, kao i provodenje. SkladiSno tkivo se sastoji od parenhimskih
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¢elija, koje su krupne, tankih zidova i €esto sadrze skrobna zrna 1 uljana telasca karakteristicna za
jetrenjace. U ovom sloju prisutne su 1 sluzne celije, bogate mucilaginoznim materijama, koje
doprinose zadrzavanju vlage i zastiti od isuSivanja. Sa ventralne strane talusa, polaze ljuspe —
jednoslojne listolike strukture, gotovo polumesecastog oblika, sa ljubi¢astim nastavkom koje su
rasporedene u dva uzduzna reda (po jedan sa obe strane centralnog rebra) (Casas et al., 2009). 1z
njihovih pazuha najce$ce izrastaju rizoidi. Pritom, mogu se razlikovati dva tipa rizoida —
glatkozidni, koji sluze za pricvrséivanje talusa za podlogu, i krtolasti (kratki) rizoidi sa ulogom u

apsorpciji vode i hranljivih materija (Vashishta et al., 2010).

Conocephalum conicum

[ Kripti€ne vrste '

0 . .'— | /._,;__- /1 J',\();l‘ H()J\/\III/

{E)-metilcinamat ciklokolorenon sabinen konocefalenol kubebol

Conocephalum japonicum
(Sandea japonica)

Slika 2.4.1. Gametofiti taloidnih jetrenjaca predstavnika roda Conocephalum i marker jedinjenja odabranih kripti¢nih
vrsta kompleksa C. conicum.

Conocephalum conicum proizvodi geme u najdubljim slojevima talusa koje se oslobadaju
degradacijom talusa, stvaraju¢i nove jedinke (Smith, 1990). Seksualno razmnoZavanje se vrsi
preko gametangija, polnih organa smeStenih na gametangioforima. U pogledu polnosti, biljke su
dvodome (slika 2.4.2.). Anteridiofori (smeSteni na dorzalnoj strani) nemaju stabljiku i sastoje se
od anteridijskih jastu€i¢a, tamnih i1 ovalnih regiona talusa, koji sadrze anteridije. Tacnije,

anteridijske komore (zajedno sa vazdu$nim) razbacane su sa dorzalne strane ovih struktura. Svaka
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Slika 2.4.2. Prikaz a) izgleda gametangiofora kod vrsta roda Conocephalum; b) anatomija talusa vrsta roda Conocephalum

anteridijska komora sadrzi po jednu anteridiju. Mehanizma rasprSivanja spermatozoida kod vrsta
kompleksa C. conicum veoma je karakteristiCan, primeceno je da se isti izbacuju i nekoliko
centimetara u vazduh (Glime, 2017). Arhegoniofori (duzine 5-10 cm, na dorzalnoj strani talusa)
su konusnog oblika i poseduju drsku. Konusni deo arhegoniofora je okarakterisan prisustvom
vazdu$nih komora, kao i prisustvom 5-8 kratkih reZnjeva u svojoj osnovi. Svaki sporofit se sastoji
od malog stopala, nesto duze drske i caure kruskastog do elipsoidnog oblika. Sporofit se razvija
na reznjevima konusnog dela arhegoniofora (stoga broj sporofita zavisi od broja reznjeva). Svaki
sporofit je zasticen omotadem (Velji¢ et al., 2018). Caure sadrZe spore (koje unutar nje podinju da
klijaju, pritiskajuci njen zid) i jednocelijske elatere u medusobnom brojnom odnosu od 4:1. Nakon
sazrevanja Caure, poklopac se odbacuje a zid puca na 4-8 nepravilnih reznjeva. Zrele spore su

viSecelijske, dok su elatere slobodne (izduzene, poput opruga, sa 2-4 spiralna zadebljanja), i
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pomazu u otvaranju kapsule i rasprsivanju spora (slika 2.4.2.) (Vashishta et al., 2010; Velji¢ et al.,
2018).

Jetrenjata C. conicum deo je mnogih tradicionalnih kineskih mikstura i biljnih ulja
koris¢enih u tretmanu pulpitisa (Sun, 2017), kolorektalnih adenomatoznih polipa (Li, 2016),
koznih 1 varikoznih ulcera (Li, 2015; Sun, 2014), tuberkuloze (Dai, 2015), opekotina (Shu, 2015),
ujeda (Zhou et al., 2015), facijalnog perifernog neuritisa, u tretmanu impetiga novorodencadi
(Yang, 2013), kao i u stomatologiji (Hu, 2015; Wang, 2015). Etnobotanicki preparati na bazi vrsta
roda Conocephalum pokazuju antimikrobna, antifungalna, antipireticka i antidotalna svojstva
(Glime, 2017), Sto je posledica prisustva raznovrsnih sekundarnih metabolita u ovim biljkama.
Prethodna fitohemijska istrazivanja vrste C. conicum otkrila su znaCajne varijacije u sastavu njenih
sekundarnih metabolita, $to je rezultat kompleksne genetske strukture i1 velike zavisnosti sekund-

arnog metabolickog profila od geografskog porekla biljnog materijala (Ludwiczuk et al., 2013a).

aristolen aristola-1(10),8-dien kalaren nordosina-7,9,11-trien
CHO
2
izolepidozen biciklogermakren-14-al

Slika 2.4.3. Odabrane strukture najkarakteristi¢nijih sastojaka jetrenjaca C. conicum kompleksa

Postoji vise hemotipova jetrenjace C conicum (Asakawa et al., 1995; Ludwiczuk et al.,

2013). Literaturni podaci navedeni u ovoj disertaciji se, ukoliko nije decidirano kojem hemotipu
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pripadaju, odnose na agregatnu vrstu C. conicum. U Japanu su identifikovana tri, od kojih je za
svaki karakteristicna produkcija odredenog dominantnog jedinjenja. Jedinjenje (—)sabinen
dominira najrasprostranjenijim tipom (tip I), (+)-bornil-acetat karakteristi¢an je hemotip koji raste
na obalskom podru¢ju Japana (tip II), dok je metil-cinamatni tip (tip III) karakteristican za
planinske Sumske predele ove zemlje (Ghani et al., 2016; Toyota et al., 1997). Za kompleks vrsta
C. conicum je potvrdeno da, usled hemijskog polimorfizma, broji najmanje Sest kripticnih vrsta
(A, C, F, J, L1i8), sto je potkrepljeno i upotrebom molekularnih markera u taksonomskim
studijama (Akiyama et al., 1998; Akiyama i Odrzykoski, 2020; Kim et al., 2001; Odrzykoski 1
Szweykowski, 1991) (slika 2.4.1.). Uz pomo¢ multivarijantne statisticke analize hemijskih profila
analiziranih uzoraka kompleksa C. conicum/salebrosum sakupljanih Sirom Japana, Evrope i1
Severne Amerike (Szweykowski et al., 2005), kripti¢na vrsta, oznacena kao ,,.L*, evropskog
porekla, kojom dominira seskviterpenski alkohol brazilanskog skeleta, konocefalenol, a
posmatrajuéi 1 njihove ostale isparljive sastojke, brazila-5,10-dien, izolepidozen,

biciklogermakren-14-al, najviSe se razlikuje od ostalih kripti¢nih vrsta.

Kripti¢na vrsta ,,A” je endemicna za Severnu Ameriku, i njenim hemijskim markerom
smatra se produkcija (£)-metil-cinamata, kao dominantnog jedinjenja, dok je u,,J” tipu, ¢iji je rast
ogranicen isklju¢ivo na Japan, prisutna velika koli¢ina sabinena. Geografsko podru¢je kripti¢ne
vrste ,,F”, koja sadrzi velike koli¢ine ciklokolorenona ili germakrena D, simpatri¢no je sa ,,J” 1
alopatri¢no sa ,,A”, §to je u vezi sa razli¢itim hemijskim sastavom ove dve vrste. Tip ,,J”” se smatra
hemijski sli¢énim ,,F” tipu, §to je okarakterisano zajednickim prisustvom f-kariofilena, germakrena
D i ciklokolorenona, odvajaju¢i ,,F”’ i ,,J”” u poseban klaster, klaster II. Sa druge strane, prisustvo
kubebola karakteriSe vrstu ,,S”, koja je po prisustvu 1-epi-kubenola, kadina-1,4-diena sli¢na sa

vrstom ,,A” (zajedno Cine klaster IIT), dok se prisutvom aristolena, aristola-1(10),8-diena, kalarena,

nordosina-7,9,11-triena poklapa sa tipom ,,.L” (Ludwiczuk et. al, 2013) (slika 2.4.3.).

Isparljivi 1 neisparljivi, visoko funkcionalizovani monoterpenoidi i retki, ili do tada
nepoznati seskviterpenoidi izolovani su iz japanskih i evropskih uzoraka jetrenjace C. conicum
Harinantenaina et al., 2007; Lu et al., 2006; Melching i Koning, 1999; Toyota et al., 1988).
Sastavom etraskog ulja C. conicum se, polaze¢i od analize Suire 1 Bourgeois (Suire i Bourgeois,
1977), bavilo svega 7 radova (Rezultati 1 diskusija 4.3.2.). Preko 20 radova obuhvatilo je analizu

ekstrakata C. conicum, medu kojima se skoro polovina, njih 11, ticala dietil-etraskih. Nakon prvog
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rada od strane ceskih naucnika (BeneSova et al., 1969b) analizom sastava dietil-etarskog ekstrakta
C. conicum evropskog porekla do sada se bavilo svega 3 rada (Rezultati i diskusija 4.3.1.), dok su
ostali, medu kojima su bili prvi Asakawa i Takemoto (Asakawa i Takemoto, 1979), mahom vrsili

analizu sastava uzoraka japanskog i kineskog porekla, kao Sto se dalje navodi.

Hromatografskom analizom dietil-etarskog ekstrakta, biljnog materijala C. conicum
prikupljenog u TokuSima perfekturi, Kamiyamacho, detektovano je prisustvo dva nova
gvajanolida, 8a-acetoksizaluzanini C i D, uz dva poznata, zaluzanin C i D, i germakranolida
(tulipinolida). Ciklizacijom tulipinolida, koji je zasluZzan za karakteristicnu oporost Zenskog
gametofita vrste C. conicum, dobijeni su eudezmanolidi, 8a-acetoksi-a-ciklokostunolid i 8a-
acetoksi-f-ciklokostunolid. Ovi eudezmanolidi, zajedno sa gvajanolidima, zaluzaninima C i D, 8a-
acetoksizaluzaninom D 1 dehidrozaluzaninom C, ispoljavaju inhibitornu aktivnost prema klijanju

(100-200 ppm) i rastu (50 ppm) pirinca (Asakawa i Takemoto, 1979) (slika 2.4.5.).

Naredne godine, Asakawa je ekstrahovao biljni materijal C. conicum japanskog porekla,
sastavljen od Zenskih receptakuluma sa zrelim kapsulama i muskih talusa, dietil-etrom tokom pola
sata nakon dvodnevnog suSenja. U analizi je detektovao 43 sastojka, od kojih je identifikovano
deset: f-pinen, kamfen, sabinen, mircen, limonen, pf-kariofilen, J-kadinen, kampesterol,
stigmasterol 1 sitosterol (Asakawa et al., 1980a). Daljom analizom dietil-etarskih ekstrakata tokom
narednih 20 godina identifikovano je viSe novih monoterpena iz ove jetrenjace. Hromatografskim
razdvajanjem dietil-etarskog ekstrakta dobijenog dvonedeljnim potapanjem biljnog materijala C.
conicum poreklom iz Japana, dobijeno je devet frakcija. Daljom obradom pored novog
monoterpenskog estra, (+)-bornil-ferulata, 1 dva ,,green leaf volatiles* (GLV) derivata (1-okten-3-
ol, 1-okten-3-il-acetat) identifikovano je jo§ 9 sastojaka: (+)-bornil-acetat, bornil-4-hidroksi-2-
metoksicinamat,  (—)-limonen, (—)-f-sabinen, (+)-bicikloelemen, (+)-f-elemen, (-)-
biciklogermakren, frans-fitol 1 lunularin (Suire et al., 1982). Sli¢nog sastava bio je i dietil-etarski
ekstrakt biljnog materijala C. conicum (hemotip I, 11 1 III) prikupljenjog takode u Japanu. Nakon
desetodnevnog potapanja, hromatografskim razdvajanjem detektovano je viSe monoterpenskih

estara koji su bili novi prirodni proizvodi.

Unutar hemotipa [, novoidentifikovani metaboliti obuhvatali su bornil-cis-4-
hidroksicinamat i (+)-bornil-cis-4-hidroksi-3-metoksicinamat, dok je (+)-bornil-p-kumarat, kao

novo jedinjenje, prvi put identifikovano u hemotipovima II i Il (Toyota et al., 1997). Hromatog-
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Slika 2.4.4. Odabrani sastojci etarskog ulja i ekstrakata jetrenjace C. conicum

rafskim razdvajanjem dietil-etarskog ekstrakta kineskih uzoraka C. conicum identifikovana su

Cetiri nova monoterpenska estra: 5f-dihidroksiborn-2a—il cinamat, 5p-dihidroksiborn-2a-il-p-

hidroksicinamat, 54-acetoksiborn-2a-il-cinamat i 5f4-dihidroksi-bornan-2-cis-p-hidroksicinamat,

uz ve¢ poznati 3,4-dimetoksistiren. Novoizolovani 5f-dihidroksiborn-2a-il-cinamat je pri ICso 4,5

ug/mL pokazao citotoksi¢ni efekat na HepG2 ¢elijama (Lu et al., 2006) (slika 2.4.4.).
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Iz dietil-etarskog ekstrakta dobijenog nakon jednomeseCnog potapanja na sobnoj
temperaturi biljnog materijala C. conicum, poreklom iz Japana, Tokushima, izolovan je bicikloger-
makren-13-al, kao novi seskviterpenski aldehid (Toyota et al., 1988), dok 6f-acetoksi-2a-
cinamoiloksi-bornan, izolovan od strane Harinantenaina i saradnika iz istog kompleksa vrsta,
istog porekla, takode predstavlja novi sekundarni metabolit (Harinantenaina et al., 2007) (slika
2.44.). Ludwiczuk 1 saradnici ustanovili su da dietil-etarskim ekstraktom japanskih uzoraka
dominiraju S-sabinen, isto kao i uzorcima poreklom iz Nemacke (Rezultati i diskusija 4.3.1.), uz
dodatne identifikovane sekundarne metabolite f-elemen, S-kariofilen, germakren D, kubebol i ent-

(1(10)E,5E)-germakra-1(10),5-dien-11-o0l (Ludwiczuk et al., 2008).

Analizom heksanskog ekstrakta se bavilo pet radova (Abay et al., 2013; Matsuo et al.,
1980; Melching et al., 1997; Singh et al., 2011; Tori et al, 1995). U istrazivanju iz 1980. godine,
Matsuo 1 saradnici izolovali su seriju etil-estara masnih kiselina (C14-C24), koji su ¢inili 77%
heksanskog ekstrakta C. comnicum, iz predgrada Iwakuni, Yamaguchi Prefecture, pri ¢emu su
najdominantniji bili etil-heksadekanoat (42,9%) i etil-oktadekanoat (32,9%) (Matsuo et al., 1980).
Tori 1 saradnici su 1995. godine analizom i daljom obradom heksankog ekstrakta C. conicum
nemackog porekla odredili ta¢nu strukturu brazilanskog seskviterpena, konocefalenola,
karakteristiénog upravo za ovu vrstu evropskog porekla (Tori et al, 1995, Rezultati 1 diskusija
4.3.1.). Jedinjenje (+)-kadina-3,5-dien takode je detektovano u heksanskom ekstraktu C. conicum

poreklom iz Nemacke (Melching et al., 1997).

Analizom dihlormetanskog ekstrakta bavili su se Wood 1 saradnici, obraduju¢i materijal C.
conicum prikupljen na podrucju severne Kalifornije, kada su detektovali 15 sastojaka (>1%)
(Wood et al., 1995). Uzorcima iste vrste iz juznog Ilinoisa ovi autori okarakterisali su trans-metil-

cinamat kao dominantni sastojak medu 12 detektovanih isparljivih jedinjenja.

Obradom metanolnog ekstrakta C. comicum japanskog porekla, hemotipa I, nakon
sedmodnevnog stajanja, izolovan je novi fenetil-glikozid: 2-(3,4-dihidroksifenil)etil-/-
alopiranozid (Toyota et al., 1996). Analiza HPLC spektra ovog ekstrakta sprovedena od strane
Niranjana 1 saradnika, pokazala je prisustvo poznatih antioksidanasa kao §to su galna kiselina 1
ferulna kiselina u najve¢em procentu, dok su rutin (171,56 pg/g), kofeinska kiselina (72,82 ng/g),
hlorogena kiselina (19,99 pg/g), protokatehinska kiselina (16,13 ng/g), kvercetin (4,72 pg/g) i

kempferol (kaempferol) (2,43 ng/g) identifikovani kao zastupljeni u manjim koli¢inama (Niranjan
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et al., 2014). Analiza metanolnog i1 acetonskog ekstrakta uzoraka C. conicum prikupljenih sa dve
razli¢ite nadmorske visine Himalaja, pokazala je antifungalnu aktivnost u odnosu na dve vrste roda
Aspergillus u razli¢itim koncentracijama. Ovi ekstrakti su pri koncentraciji od 100 pg/mL inhibirali
rast vrsta 4. flavus 1 A. parasiticus za 50%. Acetonski ekstrakt je inhibirao rast navedenih vrsta za
viSe od 76%, pri ¢emu su derivati masnih kiselina (metil-estar stearinske kiseline (14,04%),
palmitinska kiselina (11,16%) 1 metil-estar palmitinske kiseline (10,69%)) bili dominantni medu
30 identifikovanih konstituenata. Naime, inhibitorna aktivnost acetonskog ekstrakta vrste C.
conicum u odnosu na vrste gljiva 4. flavus (MIC 3,91 pg/mL i MFC 7,81 pg/mL) i A. parasiticus
(MIC 7,81 pg/mL 1 MFC 7,81 pg/mL), moze se porediti sa inhibitornom aktivno$¢u flukonazola
(MIC i MFC 7,81 pg/mL) (Negi et al., 2020).

W

brazila-5,10-dien brazila-5(10),6-dien brazila-1(6),5(10)-dien

||||R2

Ri1=R>=0Ac 8a-acetoksizaluzanin D

R1=OH; R>=0Ac 8a-acetoksizaluzanin C

Slika 2.4.5. Odabrani sekundarni metaboliti, po prvi put izolovani, iz ekstrakata i etarskog ulja vrste C. conicum

Ivkovi¢ 1 saradnici su analizom metanolnog ekstrakta C. conicum, poreklom iz Petnicke
pe¢ine u Srbiji, identifikovali terpene, ulja i Secere. Medutim, antimikrobni potencijal ovog

ekstrakta nije bio potvrden u odnosu na osam testiranih bakterijskih sojeva (Ivkovi¢ et al., 2021).
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Singh 1 saradnici su ispitivali antibakterijsku aktivnost ekstrakta vrste C. conicum, poreklom iz
Indije pri koncentraciji od 30 mg/mL. Najosetljivija Gram-pozitivna bakterija bila je Bacillus
cereus, na koju su delovali svi testirani ekstrakti (metanolni (67%), butanolni (47%), hloroformski
(75%) 1 heksanski (71%)), dok je aktivnost u odnosu na vrstu Streptococcus pyogenes ispoljio
samo butanolni ekstrakt (70%). Sa druge strane, svi gore pomenuti testirani ekstrakti ispoljili su
antibakterijsku aktivnost ka svim testiranim Gram-negativnim bakterijama—Pseudomonas
aeruginosa (32-12%), Klebsiella pneumoniae (37-84%), Enterococcus faecalis (39-80%),
Enterobacter aerogenes (34-77%) 1 Proteus mirabilis (39-84%) (Singh et al., 2011). Analizom
masnih kiselina u heksanskom, dihlormetanskom, hloroformskom, etil-acetatnom i metanolnom
ekstrakatu C. comicum, Turskog porekla, bavili su se Abay 1 saradnici (Abay et al., 2013).
Palmitinska kiselina je bila najzastupljenija u svim ekstrakatima (18%-68%) a detektovane su i
lignocerinska, behenska, elaidinska i linoleinska kiselina, pri ¢emu je najveéi broj detektovanih
sastojaka bio u metanolnom ekstraktu. Ista grupa autora pokazala je i slabu insekticidnu aktivnost
(38%) heksanskog ekstrakta ove jetrenjace ka Zitnom Zzizku, Sitophilus granarius (Abay et al.,

2013).

Prisustvo flavonoida naglaSava kompleksnost vrste C. conicum (Porter, 1981), pri ¢emu
varijacije u njihovom sadrZaju zavise od geografskog porekla i godiSnjeg doba. Evropski,
severnoamericki 1 azijski uzorci jasno se razlikuju, a podgrupe se mogu identifikovati i unutar ovih
Sirokih podela. Analizom flavonoidnog sastava gametofita C. conicum iz Nemacke 1 Severne
Amerike, identifikovana su zajednicka jedinjenja: vicenin-2, lucenin-2, apigenin 7-O-glukuronid,
luteolin 7-O-glukuronid 1 hriseriol 7-O-glukuronid. Takode, identifikovana su i tri nova jedinjenja,
apigenin 7-O-glukuronid 4'-O-ramnozid, luteolin 7-O-glukuronid 4'-O-ramnozid 1 hrizeriol 7-O-
glukuronid 4'-O-ramnozid. Nemacki uzorci su, uz gore pomenute, sadrzali i1 apigenin 7,4'-di-O-
glukuronid i luteolin 7,4'-di-O-glukuronid, kao i novo jednjenje apigenin 7-O-diglukuronid 4'-O-
glukuronid. Severnoamericki uzorci su dodatno sadrzali luteolin 7,3'-di-O-glukuronid, 2 derivata
luteolin 7-O-glukuronida 1 novi triglukozid, luteolin 7-O-glukuronid 3',4'-di-O-ramnozid
(Markham et al., 1976). Acetonski ekstrakt C. conicum je sadrzao apigenin-7-O-f-D-glukuronid,
apigenin-4'-O-f-D-glukuronid, luteolin-3'-O-f-D-glukuronid 1 luteolin-7-O-f-D-glukuronid
(Khetwal, 1984). Analizom sastava C. conicom je utvrdeno da on sadrzi 7,4% lipida. Medu

prisutnim dominantnim sterolima izolovanim iz ove jetrenjace sa Tajvana bili su holesterol (2%),
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24-metil-5,22-holestadienol (2%), 24-metil-5-holestanol (41%), 24-etil-5,22-holestadienol (37%)
1 24-etil-5-holestenol (18%) (Chiu et al., 1985).
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2.5. VRSTE PORELLA CORDAEANA | PORELLA PLATYPHYLLA, | NJIHOVI SEKUNDARNI
METABOLITI

Kosmopolitski rod Porella (L.) Gray, zajedno sa

. . .. L. i e .. Klasa Jungermanniopsida
rodovima Macvicaria i Ascidiota, pripada familiji jetrenjaca D e
. . Red Porellales
Porellaceae (klasa Jungermanniopsida). Od ukupno 252 vrste Podred  Porellincac
roda Porella koje se navode u bazi The Plant List, 109 njih Familija  Porellaceae
Rod Porella

(43,3%) je sa zvani¢no prihvacenim imenima (Secretariat, 2023; \_

The Plant List, 2013). Predstavnici roda Porella su vrste dorzoventralne orijentacije, sa folioznim
gametofitom, osrednje veliCine ili robusnim, sa monopodijalno granatim kauloidom i filoidima
rasporedenim u tri reda (Velji¢ et al., 2018). Od tri reda listova, dva su dorzalna, a jedan je ventralni
(amfigastrije). Filoidi se sastoje od jednog sloja hlorenhimskih ¢elija (poligonalnog oblika i sa
brojnim hloroplastima) 1 dvoreznjeviti su (prepokrivanje je nadleznog tipa); dorzalni rezanj je
krupniji, obicno jajastog oblika, sa zaobljenim vrhom, dok je ventralni gotovo upola manji, uzi, sa
ostrijim vrSnim delom. Iz bazalnih delova amfigastrija na ventralnoj strani, razvijaju se rizoidi,
kojima je jetrenjaca pricvrSéena za supstrat. U anatomskom smislu, mlada stabaoca ¢ine uniformno
tkivo sacinjeno od parenhimskih ¢elija (¢ak ni epidermis nije jasno definisan). Na popre¢nom
preseku starijih stabaoca, moguce je uoditi epidermis, korteks (sacinjen od malih debelozidnih
¢elija) i medulu (sastoji se od tankozidnih i krupnijih ¢elija) (Bendre & Kumar, 2010; Velji¢ et al.,
2018).

Vrste su dvodome. Muske biljke su obi¢éno manjih dimenzija u poredenju sa zenskim, sa
anteridijalnim granama, koje se uzdizu pod pravim uglom u odnosu na stabaoce. Ove grane sadrze
puno modifikovanih listi¢a, u ¢ijem se pazuhu nalaze anteridije. Svaka anteridija se sastoji od
dugacke drske, na ¢ijem se vrhu nalazi globularni, prosireni deo. Drska je sacinjena od dva reda
¢elija; omotac¢ globularnog dela sadrzi dva-tri sloja ¢elija u svom bazalnom i jedan sloj ¢elija u
svom apikalnom regionu; unutra$nji deo ispunjen je spermatogenim tkivom. Po sazrevanju i u
prisustvu slobodne vode, dolazi do pucanja tanjeg, gornjeg dela anteridijalnog omotaca u nekoliko
nepravilnih reznjeva, pri ¢emu se finalno oslobadaju spermatozoidi. Arhegonijalne grane se
formiraju na vrhovima kratkih bo¢nih grana zenskih biljaka, kra¢e su od anteridijalnih i na vrhu

nose arhegonije, kao i 4-5 zastitnih listica. Arhegonije su zaSti¢ene pseudoperijantom. Arhegonije
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spermatogeno tkivo

omotac

vrat

kanalne celije
trbusnog dela

jajna celija

Porella cordaeana

Slika 2.5.1. Gametofit jetrenjaca Porella cordaeana i Porella platyphylla, muske i zenske biljke, uz anteridijumske i
arhegonijumske grane

su manje-vise cilindri¢énog oblika. Sastoje se od uzeg vratnog i prosirenog trbusnog regiona. Vrat
se sastoji od pet vertikalnih redova celija, koji zatvaraju kanal (obi¢no ispunjen i sa 8 Sirokih
(kanalnih) ¢elija). Jajna Celija nastaje u proSirenom delu arhegonije. Iznad nje se nalazi ventralna

kanalna celija, dok je zid trbusnog dela dvoslojan (Bendre & Kumar, 2010; Velji¢ et al., 2018).
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Zreli sporofit je diferenciran na malo stopalo, kratku setu 1 loptastu ¢auru. Omotac Caure
se sastoji od dva do Cetiri sloja ¢elija. U unutrasnjosti, mejotickom deobom, nastaju mnogobrojne
spore (dijametra 40-55 pm). Pored spora, u Cauri nastaju i kratke elatere sa jednim do tri spiralna
zadebljanja. Posle sporogeneze, seta se izduzuje, Caura probija kaliptru, izdize se iznad
pseudoperijanta 1 zaStitnih listi¢a 1 puca duz nizova tankozidnih ¢elija (slika 2.5.1.) (Bendre &

Kumar, 2010; Veljié et al., 2018).

Medu najpoznatije predstavnike ovog roda spadaju dve sestrinske vrste, P. platyphylla (L.)
Pfeiff 1 P. cordaeana (Huebner) Moore. Jetrenjaca P. platyphylla opisana je od strane Linnaeus-a
(Linnaeus, 1753), a na osnovu opisa Morison-a, Vaillant-a i Dillenius-a (Dillenius, 1741; Morison,
1699; Vaillant, 1727). Ova kosmopolitska vrsta jetrenjae, sa pravilno perastom formom
stabaoceta, moze dosti¢i duzinu do 8 cm. Dorzalni rezanj filoida je srcolik, konveksan, zatupljenog
vrha, dok je ventralni rezanj Sirok koliko i stabaoce, ovalan, i takode zatupljenog vrha, pri c¢emu
svojim duZzim ili kra¢im delom obavija stabaoce; ¢elije srediSnjeg dela dorzalnog reznja (25-35
um) sadrze mala ili velika obi¢no ispupCena zadebljanja celijskih zidova (Casas et al. 2009).
Podlisti¢i dvostruko $iri od ventralnog reznja, ¢itavom Sirinom nalezu na stabaoce, sa malobrojnim
zupcima u bazi. Listi¢i koji Stite arhegonije 1 ventralni rezanj su celi, retko sa 1-2 zuba, sa
zaobljenim vrhom. Otvor pseudoperijanta sa retko rasporedenim resama formira prekrivace na

stenama 1 stablima u nizijskim 1 planinskim oblastima.

Porella cordaeana je vrsta jetrenjace sa gametofitom tamnozelene boje, bez sjaja, sa
iregularno perastom formom stabaoceta, koji moZe dosti¢i duZinu do 10 cm. Razlikuje se od P.
platyphylla samo po ustima perijanta fino zarezanih ivica i Siljatim, na dole zakrivljenim, 1
uvrnutim lobulama (Boisselier-Dubayle et. al., 1998). Dorzalni reznjevi filoida se medusobno
preklapaju ili su udaljeni, srcastog su ili ovalnog oblika, sa celim ili blago talasastim marginama,
sa jednim do nekoliko velikih zuba pri osnovi; ¢elije sa malim zadebljanjima zidova; Celije
srediSnjeg dela dorzalnog reznja Sirine 30-40 pm. Ventralni reZanj uZi je od stabaoceta, Siljat,
naboran, naleZe na stabaoce. Podlisti¢i ¢itavom duzinom naleZu na stabaoce, talasastih margina,
Cesto pri bazi nazubljeni. Vrsta formira rastresite tepihe na stenovitom supstratu ili u podnozju
drveca, na vlaznim ili periodi¢no plavnim habitatima nizijskih i1 planinskih podrucja (slika 2.5.1.)

(Casas, 2009).
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Zbog malih dimenzija, duge evolucione istorije i1 ograni¢enog broja potencijalnih
morfoloskih markera, taksonomija i klasifikacija roda Porella, kao 1 jetrenjaca uopste, veoma je
slozena. Molekularne studije ukazuju na postojanje velikog broja ,kripticnih* vrsta koje su
okarakterisane genetskom divergencijom, istovremeno bez pridruzenih morfoloskih razlika, usled
¢ega ih nije moguce identifikovati kroz tradicionalni (morfoloski) koncept vrsta (Heinrichs et al.,
2011; Schuster, 1980). Ispitivanjem biljnog materijala morfoloski gotovo istovetnih, a opet
geneticki razlicitih jetrenjaca, treba imati u vidu da se detaljnom analizom sastava sekundarnih
metabolita, specificnih, kako za odredenu vrstu, tako i za familiju i/ili razdeo, mogu olaksati
taksonomska istrazivanja (Hattori, 1978; Hentschel et al., 2007). Nakon dezintegracije tkiva, vrste
roda Porella oslobadaju miris, za koji su najvecim delom zasluzna monoterpenska jedinjenja a-
pinen, S-pinen, kamfen i limonen, koja su prisutna kod gotovo svih predstavnika ovog roda
(Asakawa et al., 1979d; 1980a). Mnogo interesantnija su, sa hemosistematskog aspekta,
seskviterpenska jedinjenja, koja se mogu veoma razlikovati kako medu rodovima, tako i izmedu

vrsta, a njihovo prisustvo je ¢esto specifi¢no za jetrenjace.

Pingvizani, aromadendrani, germakrani, lepidozani, gvajani, drimani, monociklofarnezani,
afrikani, kao 1 druge vrste seskviterpenoida do sada su detektovani u, ili izolovani iz, razli¢itih
vrsta roda Porella, dok su od diterpenoida dominantni sakulatanski, labdanski i kauranski tip.
Povremeno su u predstavnicima roda identifikovani 1 drugi tipovi jedinjenja kao $to su steroidi 1

flavonoidi (Asakawa, 1982a; 2013a; Markham 1 Porter, 1978).

Upravo na osnovu metabolickog profila, a sa aspekta hemijskog

Porella
arboris-vitae

sastava, vrste roda Porella podeljene su u hemotipove. Dva glavna

 CE—

Porella hemotipa se razlikuju na osnovu potencijalnog prisustva oporog
canariensis

——————— ukusa biljnog materijala u skladu sa tim da 1i proizvode

Porella fauriel seskviterpenski dial drimanskog tipa-poligodial 1 srodne supstance,
porella | ili ne (Asakawa et al., 1979b). Obi¢no se, uz poligodial, detektuju

gracillima

Hemotip |

— pingvizani i aromadendrani. Detaljnija podela od strane Ludwiczuk i

orella

obtusata var.
macroloba

 CE—

saradnika podrazumeva postojanje Sest hemotipova: drimanski-(I),

Porella roelli sakulatanski-(II), pingvizansko-sakulatanski-(III), gvajan-

-—

germakranski-(IV), pingvizanski-(V), 1 afrikanski-(VI) tip

Porella
vernicosa

(Ludwiczuk et al., 2011), pri ¢emu samo hemotip-(I) sadrzi

poligodial (Ludwiczuk, 2011). S duge strane, Gilabert i saradnici
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Porella
camphylophylla

Hemotip Il

Porella
perrottetiana

Porella
stephaniana

vrste roda Porella dele na c¢ak deset hemotipova: driman-
aromadendran-pingvizanski (I), sakulatanski (II), pingvizanski (III),
av), V),

gvajanski germakren-pingvizan-

afrikanski santalen-afrikan-
(VID),
sakulatanski (VIII), germakren-afrikan-gvajanski (IX) i pingvizan-

aromadendran-fuzikokanski (X) (Gilabert et al., 2011).

pingvizan-sakulatanski

ciklofarnezanski (VI),

Najbrojniji hemotip, obuhvataju¢i P. aboris-vitae, P. canariensis, P. fauriei, P. gracillima,

P. obtusata var. macroloba, P. roellii, kao i kompleks P. vernicosa, predstavlja tip I, sac¢injen od

takozvanih jetrenjaca ostrog ukusa. Ove jetrenjace pored poligodiala (Asakawa, 1982a; 1995a;

Cullman i Becker, 1999a; Ono et al.,1996; Tazaki et al., 1999a), sadrze i druge drimane, medu

kojima su cinamolid, drimeninol i drimenin najzastupljeniji (Asakawa, 1982a; 1995a). Paralelno

prisustvo aromadendranskog seskviterpena cikloklorenona, kao i pingvizanskih seskviterpenoida,

zabeleZeno je kod pet od sedam gorepomenutih vrsta roda Porella,

Porella
dok je dominantna zastupljenost drimanskog tipa seskviterpenoida do elegantula
sada primecena samo kod vrsta P, fauriei i P. roellii. grzzze::i) )

I
Hemotipu II pripadaju tri vrste roda Porella, koje akumuliraju el
karakteristiCan sakulatanski-tip diterpenoida: P. camphyophylla, P. ( Porla )
platyphylla

perrottetiana, 1 P. stephaniana. Ove vrste proizvode perotecianal A

kao glavnu komponentu (Asakawa, 1982a; 1995a), dok su perotecianal B, sakulaporelin i

labdanski diterpenoidi dodatno prisutni u jetrenjaci P. perrottetiana (Asakawa, 1982a; 1995a).

Alkohol (-)-a-eudezmol, prisutan u velikom procentu kod P. perrottetiana, moze posluziti kao

hemotaksonomski marker ove vrste (Asakawa, 1995a; Toyota et al., 1999). Porella platyphylla, P.

Hemotip IV

Porella
acutifolia ssp.
tosana

Porella
japonica

grandiloba, P. elegantula, P. navicularis, P. japonica i P. acutifolia ssp.
tosana, pored sakulatanskog tipa diterpenoida, proizvode velike
koli¢ine seskviterpenoida pingvizanskog tipa. Prve Cetiri vrste
ukljucene su u sakulatan-pingvizanski hemotip (II), dok su poslednje
dve vrste, zbog prisustva karakteristicnih seskviterpenskih laktona

gvajanskog 1 germakrenskog tipa, odvojene u hemotip IV (Asakawa,

1982a; 1995a; Hashimoto et al., 1998a; 2000). Vazno je istaci da se ova dva taksona razlikuju po

tome Sto vrsta P. japonica biosintetiSe gvaja-12,6-olide, dok podvrsta P acutifolia ssp. tosana
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sintetiSe gvaja-12,8-olide (Toyota et al., 1991). Specifi¢nost podvrste
P acutifolia ssp. tosana naglaSava i prisustvo pingvizanskih dimera,

bisakutifolona A-C (tabela 2.6.1.) nastalih Diels-Alderovom

Porella
cordaeana

Porella

Hemotip V densifolia reakcij om.

Porella recurva

Porella recurva, P. cordaeana, kao 1 P. densifolia ssp.
appendiculata 1 P. densifolia var. fallax (hemotip V) biosintetiSu
pingvizane kao glavne komponente. Pingvizanski seskviterpenoidi su Siroko rasprostranjeni u
vrstama roda Porella. Dok su iz vrste P. recurva izolovani iskljucivo norpingvizani (norpingvizan,
norpingvizan-metil-estar, 6,11-epoksi-3,4-diokso-15-nor-5,10-pingvizadien-12-il-acetat i 6,11-
epoksi-15-nor-4-okso-5,10-pingvizadien-12-il-acetat) (Van Klink et al., 2002), iz jetrenjaca P.
cordaeana 1 P. navicularis su, pored norpingvizana, izolovani i1 pingvizani (Asakawa, 1995a;
Bungert et al., 1998), kao i monociklofarnezanski tip seskviterpenoida, striatenon (Asakawa,
1995a). Porella densifolia ssp. appendiculata 1 P. densifolia var. fallax, sadrze striaten 1 striatol,
ali 1 kauren, ¢ime se razlikuju od ostalih vrsta roda Porella (Asakawa et al., 1987). Labdanski tip,
trans-komunicna kiselina, fitanski tip, navikulid, pimaranski tip (sandarakopimaradien), i rozanski

tip (roza-5,15-dien) diterpenoida detektovani su u vrsti P. navicularis

(Bungert et al., 1998). caes%?{:r!l?ssp,
setigeria
Viste roda Porella koje biosintetisu afrikanski  tip | pemotip vi /[ Porelia

subobtusa

seskviterpenoida sacinjavaju poslednji, VI hemotip. Afrikani —

swartziana

predstavljaju veoma retka prirodna jedinjenja. Prva vrsta ovog hemotipa
je P swartziana, a analizom kolumbijskih 1 argentinskih uzoraka ove
jetrenjace detektovano je devet afrikana (slika 2.5.2.), tri seco-afrikana (sekosvarcianini A, B 1 2,3-
epoksi-seko§varcianin A) 1 dva nor-seco-afrikana (norsekosvarcianin 1
dehidroksinorsekosvarcianin) (Bovi-Mitre et al., 2004; Tori et al. 1996). 1z ove pomenute
jetrenjace izolovani su i gvajaSvarcianini A 1 B, pripadnici gvajanskiog tipa seskviterpenoida, kao
1 seskviterpenoid germakranskog tipa, germakrasvarcianin (Asakawa, 1995a; Tori et al., 1996).
Druga vrsta istog hemotipa, P. suboptusa, ne proizvodi germakrane i gvajane kao P. swartziana,
ali su medusobno sli¢ne jer poseduju pet istih seskviterpenoida: tri afrikana (cespitenon, 14-
acetoksicespitenon 1 Svarcianin A) 1 dva seco-afrikana (sekoSvarcianini A 1 B) (Asakawa et al.,

1980d; Bovi-Mitre et al., 2004). Porella suboptusa proizvodi 1 santalene (a-santalen i1 a-santalen-
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(125),13-diol), §to je, uz gorepomenute afrikane, ¢ini hemijski veoma srodnom sa jetrenjacom P,
caespitans ssp. setigera (Asakawa et al., 1980a). Prisustvo 14-acetoksicespitenona utvrdeno je
isklju¢ivo u japanskim uzorcima P. subobtusa (Nagashima et al., 1996c¢). Takode, za jetrenjacu P.

subobtusa potvrdeno je prisustvo monociklofarnezana (Nagashima et al., 1996c¢).

Slika 2.5.2. Odabrani seskviterpenoidi afrikanskog tipa poreklom iz Marchantiophyta: 1. Sa-acetoksi-3a-hidroksiafrikan-2(6)-en-
4-on, 2. 14,10p-dihidroksiafrikan-2-en-4-on, 3. cespitenon, 4. 30,4f-dihidroksiafrikan-2(6)-en-5-on, 5. 3a,4a-dihidroksiafrikan-
2(6)-en-5-on, 6-9. $varcianini A-D

Analiza hemijskog sastava ekstrakata i etarskih ulja vrsta roda Porella, ukljucujuci P.
cordaeana 1 P. platyphylla, otkriva strukturni diverzitet sekundarnog metabolickog profila

(Asakawa, 2004). Analizom biljnog materijala poreklom iz Turske utvrdeno je da pingvizanin,
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perotecianal A i spiropingvizanin ¢ine glavne komponente dietil-etarskog ekstrakta P. cordaeana,
s koncentracijom koja varira izmedu 9% 1 19%. S druge strane, kod vrste P. platyphylla,
dominantni metaboliti su pingvizanin (18%) i spiropingvizanin (10%) (Tosun et al., 2013). Vrsta
P. platyphylla se smatra evolutivno primitivnijom vrstom, zbog prisustva pingvizana kao glavnih

sekundarnih metabolita (Asakawa et al., 1980b; 1980c; Asakawa, 2004).

Metanolni, etanolni 1 etil-acetatni ekstrakti biljnog materijala vrste P. cordaeana,
prikupljeni u aprilu 2012. godine sa planine Zlatar u Srbiji, pokazali su znac¢ajno antimikrobno
dejstvo u odnosu na razli¢ite sojeve bakterijskih i gljivicnih patogena izolovanih iz prehrambenih
proizvoda (Bukvicki et al., 2012). Svi navedeni ekstrakti su ispoljili antimikrobnu i antifungalnu
aktivnost u odnosu na osam testiranih sojeva kvasaca i tri bakterijska soja. Najvecu osetljivost
pokazali su kvasac Yarrowia lipolytica RO13 (MIC 0,50-1,00 mg/mL i MFC 1,5 mg/mL) i Gram-
pozitivna bakterija Listeria monocytogenes 56Ly (MIC 1,00 mg/mL), pri ¢emu je metanolni
ekstrakt biljnog materijala vrste P. cordaeana demonstrirao najjacu aktivnost u odnosu na sve
testirane sojeve. Visok nivo antimikrobne aktivnosti ekstrakata pripisuje se prisustvu
seskviterpena. Glavni sastojci metanolnog ekstrakta, medu cCetrdeset i osam identifikovanih
komponenata, su f-felandren (15%) 1 f-kariofilen (11%). U etanolnom ekstraktu, od Cetrdeset 1
sedam sekundarnih metabolita, pored karakteristicnih (f-felandren (14%) i f-kariofilen (8%)),
dominirali su 2-metil-1-butanol (8%) 1 neoizolongifolen (6%). U etil-acetatnom ekstraktu,
najzastupljeniji su bili undekan, sir¢etna kiselina, limonen, neoizolongifolen, uz f-felandren (12%)
1 f-kariofilen (8%) (slika 2.5.3.) (Bukvicki et al., 2012). Prethodna istrazivanja su pokazala da /-
kariofilen ima antibakterijska svojstva u odnosu na sojeva E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, a potvrden je 1 antifungalni efekat u odnosu na vrstu kvasca C. albicans (Goren et al.,
2011), dok p-elemen (slika 2.5.3.) ima dokazanu antitumorsku aktivnost u sluc¢aju karcinoma
jajnika 1 pluca (Li et al., 2005; Wang et al., 2005). Sve navedeno Cini istraZivanje ove biljne vrste

izuzetno znacajnim.

Tri nova pingvizanska seskviterpena, porelapingvizanolid, porelapingvizenon 1
spiropingvizanin, su uz ve¢ poznate metabolita pingvizanin, norpingvizon-metil-estar, striatenon,
skvalen 1 diterpen sakulatanskog tipa, perotecianal A, izolovani iz ekstrakta biljnog materijala P,
cordaeana sa teritorije Oregona, SAD. Seskviterpeni ovog uzorka bili su pra¢eni i prisustvom

monoterpena: a-tujen, a- i f-pinen, kamfen, f-sabinen, mircen i y-terpinen (Toyota et al., 1989b).
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Dietil-etarski ekstrakt vrste biljnog materijala P. cordaeana evropskog porekla od pingvizanskih
seskviterpena sadrzao je pingvizanin i izopingvizanolid, uz y-malien (Asakawa et al., 2018).
Harrigan 1 saradnici su iz vrste P. cordaeana izolovali dva nova jedinjenja, 7-ketoizodrimenin i 7-
ketoizodimenin-5-en, kao i ve¢ poznate komponente drimenin i aristolon. Ova jedinjenja su
pokazala sposobnost inhibicije oSte¢enja DNK kod mutiranih sojeva kvasca S. cerevisiae (slika

4.1.17.) (Harrigan et al., 1993).

Jos Cetiri nova pingvizanska jedinjenja porelaacetali A-D (slika 2.5.3.), zajedno sa fitolom
1 stigmasterolom (slika 2.5.4.), izolovana su iz dietil-etarskog ekstrakta biljnog materijala vrste P
cordaeana, u uzorcima sakupljenim na jugu Turske. Njihova citotoksi¢nost je ispitivana u odnosu
na celijske linije raka dojke kod ljudi (MCF-7), kao i ¢elijske linije humanog kolorektalnog
karcinoma (HT-29). Medutim, nijedno od testiranih jedinjenja nije pokazalo znacajnu
antiproliferativnu aktivnost (ICso 16,3 do >20 pg/mL 1 ICso 7,4 do >20 pg/mL, HT29 1 MCF-7
redom) (Tan et al., 2017). Dietil-etarski ekstrakti vrsta P. cordaeana i P. platyphylla u dozama od
100 mg/kg pokazali su znaCajnu antinociceptivnu aktivnost u modelu nocicepcije kod miseva
indukovane p-benzohinonom, sa supresivnim ucinkom od 28% i 31% na gréenja abdomena.
Takode, ovi ekstrakti su pokazali antiinflamatorni efekat u slucaju edema Sape kod miSeva
indukovan karagenanom pri oralnoj administraciji doza od 100 mg/kg, uz odsustvo gastri¢nih
oStecenja, Sto potvrduje bezbednost testiranih koncentracija (Tosun et al., 2013). Sirovi ekstrakt P
platyphylla ispoljio je 1 antimikrobnu aktivnost u odnosu na Gram-pozitivne bakterije (Pavleti¢ 1

Stilinovi¢, 1963).

@] nnQH
_/ O
\/O
drimenin aristolon R=$-OCHj; porelaacetal A porelaacetal D

R=a-OCH,CHj; porelaacetal B
R=£-OCH,CHj porelaacetal C
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limonen f-elemen [-kariofilen

Slika 2.5.3. Odabrani sekundarni metaboliti vrste P. cordaeana

Iz dietil-etarskog ekstrakta francuskih uzoraka vrste P. platyphylla je, nakon hromatografije
na silika gelu i pomocu preparativne tankoslojne hromatografije, izolovano tri nova pingvizanska
seskviterpena: pingvizanin, pingvizanolid 1 p-pingvizendiol, =zajedno sa poznatim
deoksopingvizonom (Asakawa et al., 1979d). Analizom dietil-etarskog ekstrakta Svajcarskih
uzoraka vrste P. platyphylla, identifikovani su pingvizanin, perotetianal B, stigmasterol i trans-
fitol, uz reviziju strukture prethodno izolovanog perotecianala B u 15-hidroksiperotecianal (slika
2.5.4.) (Nagashima et al., 1996a). Dietil-etarski ekstrakti turskih uzoraka iste vrste jetrenjace
sadrzali su pingvizanin, izopingvizanolid, neidentifikovane pingvizanske seskviterpene, afrikan
Svarcijanin A, kao 1 dva diterpenska dialdehida sakulatanskog tipa: perotecianal i perotecianal B

(poznat kao 15-hidroksiperotecianal) (Asakawa et al., 2018).

Iz metanolnog ekstrakta vrste P. platyphylla, prikupljene sa kre¢njackog podrucja
Engleske, 1zolovan je novi pingvizanski seskviterpen metil-2a-hidroksi-6-okso-11-pingvizanoat,
kao 1 novi sakulatanski derivat (55,95,10R,135)-11,13-epoksi-8(12),17-sakulatadien-134,15¢-diol
[(135)-15¢-hidroksisakulaporelin], uz ve¢ poznata jedinjenja pingvizanin, pS-pingvizendiol,
porelapingvizanolid i perotecianal B (slika 2.5.4.) (Buchanan et al., 1996). Flavoni saponarin,
izoviteksin 1 apigenin-6,8-di-C-glukozid izolovani su iz metanolnog ekstrakta vrste P. platyphylla
nakon gel filtracije na Sephadexu G25 i razdvajanja flavonske frakcije na koloni Sephadex-LH20
(Nilsson, 1973). Siri uvid u sekundarni metabolicki profil isparljivih konstituenata prethodno
analiziranih ekstrakata vrste P. platyphylla prikazan je unutar Rezultata i diskusije 4.2.1., gde je
analizirano etarsko ulje ove vrste poreklom iz uzoraka sakupljenih Sirom Evrope. Do sada je samo

jednom analizirano etarsko ulje vrste P. platyphylla, $to je detaljno objaSnjeno u istom delu.
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o-terpinen stigmasterol trans-fitol

Ho, O CHO
OHC

HOW HOW
metil-20-hidroksi-6- (55,95,10R,135)-11,13-epoksi-8(12),17- perotetanal B
okso-11-pingvizanoat sakulatadien-134,15¢ -diol

[(135)-15¢ -hidroksisakulaporelin]

Slika 2.5.4. Odabrani sekundarni metaboliti vrste P. platyphylla
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2.6. PINGVIZANSKI SESKVITERPENI

Pingvizanski tip seskviterpena karakteriSe jedinstveni cis-1,2,6,7-tetrametilbiciklo-
[4.3.0]nonanski skelet, koji sadrzi dva susedna stereogena atoma ugljenika 1 Cetiri cis-metil-grupe
(slika 2.6.1.). Ova jedinjenja specifi¢na su iskljucivo za jetrenjace. Do sada je poznato preko 70
pingvizana, pretezno medu vrstama iz reda Jungermanniales, dok se u manjem broju nalaze kod
pripadnika porodice Aneuraceae (red Metzgeriales) (Asakawa, 1995a). Raznolikost njihove
strukture se ogleda u prisustvu razli¢itih funkcionalnih grupa, kao Sto su alkoholne, estarske,
etarske, keto, dienske, aldehidne, odnosno spiro struktura i drugih, unutar njihovog skeleta.
Hemijska varijabilnost u strukturi pingvizana i prisustvo u odredenim taksonima ukazuje na njihov
nedvosmislen znacaj u reSavanju taksonomskih problema, hemosistematici 1 njihovom
evolutivnom znacaju. Jo§ jednu specifi€nost predstavlja biosinteza pingvizana koja, naizgled,
odstupa od izoprenskog pravila. Sirok spektar bioloskih aktivnosti pingvizana, ukljudujuéi
citotoksi¢nost, antimikrobnu, imunomodulatornu i antioksidativnu aktivnost, doveo je do razvoja

razli¢itih sinteti¢kih postupaka za njihovo dobijanje.

2.6.1. IZOLOVANJE I ODREPIVANJE STRUKTURE PINGVIZANA

Dobar izvor seskviterpena pingvizanskog skeleta predstavljaju familije Lejeuneaceae,
Lepidolaenaceae, Lepidoziaceae, Plagochilaceae, Porellaceae 1 Ptilidiaceae, jetrenjace iz reda
Jungermaniales, kao i1 familija Aneuraceae, red Metzgeriales (Gauvin-Bialecki et al., 2010). Prvo
jedinjenje ove klase izolovali su Benesovd 1 saradnici 1969. godine iz vrste Aneura pinguis (L.)
Dumort. Nakon opseznih "H-NMR eksperimenata, dekuplovanja i reakcija derivatizacije, utvrdili
su da se radi o furanoseskviterpenskom jedinjenju, nazvanom pingvizon (tabela 2.6.1.) (Benesova
et al., 1969a). Od tada, zbog labilnosti 1 termalne nestabilnosti ovih jedinjenja, zajedno sa malim
koli¢inama etarskih ulja 1 kompleksnim sastavom ekstrakata, koriste se povezane hromatografske

tehnike (CC, TLC i HPLC, ili TLC, VLC i GLC) primenjene u procesu precis¢avanja sastojaka.
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Slika 2.6.1. Pingvizanski skelet (3-etil-1,2,6,7-tetrametilbiciklo[4.3.0]nonan) sa numeracijom ugljenikovih atoma

Drugi po redu pingvizan, izolovan iz vrste Ptilidium ciliare (L.) Hampe., predstavlja
deoksigenovano jedinjenje pod nazivom deoksopingvizon. Njegova struktura odredena je putem
reduktivne transformacije i poredenja sa IR i 'H NMR spektrima poznatog pingvizona (Krutov et
al., 1973). Nakon prve detekcije putem GC/MS analize u vrsti Wettsteinia schusteriana Grole,
deoksopingvizon je identifikovan i u vise vrsta roda Lejeunea Lib. (Asakawa et al., 1980a; 1980b;
Gradstein et al., 1981), kao 1 u razli¢itim vrstama iz roda Porella L., a iz dihlormetanskog ekstrakta
jetrenjace Porella vernicosa Lindb. je izolovan (Asakawa et al., 1976a; 1976b; 1978; 1979a;
1979b; 1979¢c; 1979d; 1980d; Cullmann i Becker, 1999b; Ono et al., 1996). Takode, ovaj
seskviterpen je izolovan iz dietil-etarskog ekstrakta vrsta Trichocolepsis sacculata (Mitt.) S.
Okamura, Ptilidium ciliare (Asakawa et al., 1981a; Krutov et al., 1973), Dicranolejeunea
yoshinagana (S.Hatt.) Mizut., Trocholejeunea sandvicensis Mizut., (Asakawa et al., 1977; 1979d;
1980c) 1 Plagiochila alternans Lindenb. & Gottsche, kao 1 iz acetonskog ekstrakta jetrenjace
Ptychanthus striatus (Lehm. & Lindenb.), ¢ime se svrstava medu najces¢e izolovane pingvizanske
seskviterpene (Asakawa et al., 1980b; Nagashima et al., 1991; 1999; Takeda et al., 1981; Toyota
et al., 1995).

Derivati ~ deoksopingvizona,  ukljuuju¢i  9-formildeoksopingvizon 1  14-
acetoksideoksopingvizon, izolovani su iz dietil-etarskog ekstrakta jetrenjace D. yoshinagana.
Njihove strukture su potvrdene putem 'H i 3*C NMR, IR analize, i redukcije pomoéu LiAlH4, pri
¢emu se dobija primarni alkohol (Toyota et al., 1995). Nakon hromatografije 1 HPLC analize
dihlormetanskog ekstrakta Porella canariensis (F.Weber) Underw., poreklom sa Madeire,
izolovana su dva nova sekundarna metabolita: metil-estar deoksopingvizon-15-ske Kiseline i
metil-estar deoksopingvizon-12-ske Kkiseline (Cullmann i Becker, 1999b). Uporedivanjem

spektroskopskih podataka poznatog pingvizona sa podacima za novo jedinjenje kao i na osnovu
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Tabela 2.6.1. Strukture seskviterpena pingvizanskog tipa sa odabranim vrstama Hepaticae iz kojih su izolovani

CH,OAc
2 Dicranolejeunea
74 | 14- voshinagana (Hatt.) Toyota et al.,
o acetoksideoksopingvizon Mizut. 1995
(Lejeunaceae)
Cryptothallus .
15-acetoksipingvizon mirabilis Malmb. Rycroft i Cole,
1998
(Aneuraceae)

AcO
O
7]
O
- ( N

Porella acutifolia
subsp. tosana.(Steph.)

Hashimoto et

akutifolon A Hatt, al., 1998a; 2000
(Porellaceae)
0 COOCH;
O|
e} Porella acutifolia
) . subsp. tosana.(Steph.) Hashimoto et
~ akutifolon B Hatt. al., 1998a; 2000
(Porellaceae)
0
OH
Porella acutifolia
. . subsp. tosana.(Steph.) Hashimoto et
bisakutifolon A Hatt, al., 1998a; 2000
(Porellaceae)
Porella acutifolia
. . subsp. tosana.(Steph.) Hashimoto et
bisakutifolon B Hatt. al., 1998a; 2000
(Porellaceae)
Porella acutifolia
. . subsp. tosana.(Steph.) Hashimoto et
- COOCH; bisakutifolon C Hatt. al., 2000
H3c00C (Porellaceae)
. . Bryopteris filicina Nagashima et
briopterin A (Sw.) Ness al. 1994b
(Lejeuneaceae) "
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a
O
H3COOC

Porella viridissima
(Mitt.) Grolle

Métoyer et al.,

(Porellaceae) 2019
Bryopteris filicina .
TOOCH; y(lsjw.) Nfe‘s s Nagashima et
(Lejeuneaceac) al,, 1994b
7 | briopterin B
° Porella grandiloba .
H,CO0C Ligndb. Tazaki et al.,
(Porellaceae) 1998
H O,’COOCH3
Bryopteris filicina .
briopterin C (Sw.) Ness Nzlgasl}ggﬁ)et
(Lejeuneaceac) "
H3;COOC
0]
Bryopteris filicina .
4 | o briopterin D (Sw.) Ness Nz%asl}ggiet
O (Lejeuneaceac) "
H3;COOC
COOCH;

4f-karbometoksi-60-

Porella canariensis
(F. Weber) Underw.

Nagashima et

metoksipingviz-6,11-olid (Porellaceae) al., 1996b
(Artefakt)
. N TrochO.l Geuned Asakawa et al.,
dehidropingvizanin sanvicensis
. 1980b
Mizut.
(Lejeunecaceae)
ngranolejeunea Toyota et al.,
yoshinagana (Hatt.) 1995
Mizut.
(Lejeuneaceae)
Ptychantus striatus
(Lehm. et Lindenb.) Takeda et al.,
Nees 1981
(Lejeuneaceae)
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Trocholejeunea
sandvicensis Mizut.
(Lejeuncaceae

Asakawa et al.,
1980b

Porella canariensis
(F. Weber) Bryhn.

Cullman i
Becker, 1999b

(Porellaceae)
Porella platyphylla Asakawa et al
(L.) Pfeiff 19794 ?
(Porellaceae)
74 | Porella vernicosa
o deoksopingvizon Lindb. Ono et al., 1996
(Porellaceae)
Plagiochila alterans .
Lindbg. and Gott. Naglasllngr;'il ct
(Plagiocilaceae) ab
Ptilidium ciliare (L.) Nagashima et
Hampe. al., 1999
(Ptilidiaceae)
Trichocoleopsis
sacculata (Mitt.) S. Asakawa et al.,
Okamura 1981b
(Ptilidiaceae)
Trocholejeunea
sanvicensis (Gott.) Asakawa et al.,
Mizut. 1980b
4 | (Lejeuneaceae)
'e) dehidropingvizenol Trocholejeunea
sanvicensis (Gott.) Lahlou et al.,
OH Mizut 2000
(Lejeuneaceae)
Trocholejeunea
sanvicensis (Gott.)
dehidropingvizenol metil- Mizut Tori et al.. 1993
etar (Lejeunecaceae) °
z (Artefakt)
OCHj
0
/ Plagiochilla
. L retrospectans (Ness) Nagashima et
| dehidropingvizon Ness al., 19942
O (Plagiocilaceac)
/ metil-estar Porella canarensis
| dooksopingvison.12-ske (F. Weber) Bryhn. Cullmann i
0 Kiseline (Porellaceae) Becker, 1999b
COOCH3
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COOCH;

metil-estar
deoksopingvizon-15-ske
(deoksopingvizon metil-
estar)

Porella canariensis
(F. Weber) Bryhn.
(Porellaceae)

Cullmann i
Becker, 1999b

Porella vernicosa
Lindb
(Porellaceae)

Ono et al., 1996

6a,11a-dimetoksipingviz-
5(10)-en

Trocholejeunea

sandvicensis Mizut.

(Lejeunecaceac)
(Artefakt)

Tori et al., 1993

6a,11p-dimetoksipingviz-

Trocholejeunea

sandvicensis Mizut.

Tori et al., 1993

5(10)-en (Lejeunecaceac)
(Artefakt)
Drepanolejeunea .
. L madagascariensis . Gaqun-
1-epi-a-pingvizen Bialecki et al.,
(Steph.) 2010
(Lejeuneaceace)
O]
6,11-epoksi-15-nor-4-okso- Porella recurva .
4 | 5,10-pingvizadien-12-il (Taylor) Kuhnem. Vz:ll Kzl(l)%kz et
O acetat (Porellaceae) ”
AcO
Q 0
74 | §,1 1 -epok31-1. S—n(.)r-334- Porella recurva Van Klink et
diokso-5,10-pingvizadien- (Taylor) Kuhnem. al.. 2002
O 12-il acetat (Porellaceae) ?
AcO
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metil-estar 5a,10a-epoksi-
pingvizan-11,6-olid-15-ske

Porella navicularis
(Lehm. et Lindenb.)

Bungert et al.,

Kiseline Lindb. 1998
(Porellaceae)
CHO
J Dicranolejeunea
i . L voshinagana (Hatt.) Toyota et al.,
5 | 9-formildeoksopingvizon Mizut. 1995
(Lejeuneaceae)
o
N
\ Porella dilob
grandiloba .
Y grandilobalid A Lindb. Tazaki ctal,
| o) 1998
(Porellaceae)
(0]
Porella grandiloba .
grandilobalid B Lindb. Taz*;kglg‘? al,
(Porellaceae)
Porella grandiloba .
grandilobalid C Lindb. Tzl ctal.
(Porellaceae)
6a-hidroksi-4,8- Porella grandiloba Tazaki et al
dimetoksikarbonilpingviz- Lindb. 1998 "
5 11,6-olid (Porellaceae)
OH  COOCH;
. L . Bracﬁiolej eunea Gradstein et al.,
hidroksipingvizanolid chinantlana 1981
(Lejeuneaceae)
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Porella platyphylla

"OH 2-hidroksi-7- (L.) Pfeiff, Connolly, 1990
metoksideoksopingvizon
(Porellaceae)
Aksenska kultura
60-hidroksi-3-okso- Aneura pinquis (L.) Tazaki et al.,
pingviz-5(10)-en-11,6-olid Dumort. 1996
(Aneuraceae)
J Porella platyphylla
| "OH 2-hidroksipingvizanen (L.) Pfeiff. Connolly, 1990
O (Porellaceae)
. S . Bracﬁlolej eunea Gradstein et al.,
hidroksipingvizanolid chinantlana
. 1981
(Lejeuneaceae)
HO X Frullanoides
izonavikulol densifolia Radii Tori et al., 1993
(Lejeuneaceace)
Ptilidium
izopinevizanolid pulcherrimum Asakawa et al.,
pingy (Weber) Hampe 1981a
(Ptilidiaceae)
., OH Posi;leblia a;izfn Oalla Toyota et al.,
Z . 1991
7 keto-8- (Porellaceae)
karbometoksipingvizenol Porella canarensis Cullman i
§ COO0CHs (F. Weber) Bryhn 1 g cier, 19990
(Porellaceae)
Trocholejeunea
leieunapinevizanolid scandvicensis (Gott.) Lahlou et al.,
ejeunapingy Mizut. 2000
(Lejeuneaceae)
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O N Trocholejeunea
leieunapineyizenon sandvicensis (Gott.) Lahlou et al.,
jeunaping Mizut. 2000
O (Lejeunecaceac)
H.cOOC” . . . Porella platyphylla
3 nOH metil-2a-hidroksi-6-okso- (L.) Pfoiff. Buchanan et al.,
o 11-pingvizanoat (Porellaceac) 1996
Porella navicularis
6a-metoksipingviz-5(10)- (Lehm. et Lindenb.) Bungert et al.,
en-11,6-olid Lindb. 1998
(Porellaceae)
COOH
S Porella navicularis
6a_$?;(ik6sigll?dg_\?5z::é;0)_ (Lehm. et Lindenb.) Bungert et al.,
’kiselina Lindb. 1998
(Porellaceae)
Aksenska kultura
6a-metoksi-3-okso- Aneura pinquis (L.) Tazaki et al.,
pingviz-5(10)-en-11,6-olid Dumort. 1996
(Aneuraceae)
Frullanoides
HO densifolia Radii Tori et al., 1993
(Lejeuneaceae)
Bazzania novae- .
X . zelandiae (Mitt.) Nagashima et
navikulol o al., 2010
(Lepidozieaceae)
Porella navicularis
(Lehn. & Lindenb,) | Bungertetal,
. 1998; Toyota et
Pfeiff. al.. 1989
(Porellaceae) ’
=
o ey | Toyotetal.
neopingvizenol Mizut. 1995
(Lejeuneaceae)
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Porella elegantula

Fukuyama et

norpingvizanolid (Mont.) E.A.Hodgs.
O —0 (Porellaceae) al., 1988
O
Porella elegantula
(Mont.) E.A.Hodgs. Fui(luyla 9n§lg§ et
(Porellaceae) ’
Porella navicularis Tovota et al
(Lehn. & Lindenb.) y1989a °
Pfeiff. (Porellaceae)
Porella canariensis Cullman i
(F. Weber) Bryhn. Becker. 1999b
(Porellaceae) ’
/O | norpingvizon Lﬁ)(;g,”(aP‘(})Zﬁf:s;e) Ono et al., 1996
Porella chilensis .
(Lehm. & Lindenb.) G‘Iag%r{ N al,
Trevis (Porellaceae)
Porella recurva .
(Taylor) Kuhnem. Var; Kzlz)r(l)l; et
(Porellaceae) &
Porella densifolia Qang i
(Stephani) S. Hatt. Asakaw ag 2010
(Porellaceae) ’
Bryopteris filicina Nagashima et
(Sw.) Ness al., 1994b
(Lejeuneaceae)
Porella canariensis Cullman i
(F. Weber) Bryhn. Becker. 1999b
(Porellaceae) ’
Porella chilensis Gilabert et al.,
(Lehm. & Lindenb.) 2011
Trevis. (Porellaceae)
Porella cordaeana Tovota et al
(Huebener) Moore y1989b ”
(Porellaceae)
/4 | Porella densifolia .
o norpingvizon metil-estar (Stephani) S. Hatt. Asalgixrrlag 12 010
(Porellaceae) ’
COOCHg; Porella elegantula Fukuyama et

(Mont.) E.A.Hodgs. al., 1988
(Porellaceae)
Porella grandiloba Tazaki etal,,

Lindb. (Porellaceae)

1998

Porella navicularis
(Lehn. & Lindenb.)
Pfeiff. (Porellaceae)

Toyota et al.,
1989a
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Porella navicularis

Bungert et al.,

(Lehm. & Lindenb.) 1998
Pfeiff. (Porellaceae)
Porella recurva .
(Taylor) Kuhnem Van Klink ct
al., 2002
(Porellaceae)

Porella vernicosa
Lindb. (Porellaceae)

Ono et al., 1996

Porella viridissima

Métoyer et al.,

(Mitt.)Grolle 2019
O COOCH;
O
/4 L . Aneura pinguis (L.) Asakawa,
. | norpingvizonon metil-estar Dumort. (Aneuraceac) 1982a

o
S
©)
(@)

3-okso-pingviz-5(10),6-
dien-11,6-olid

Aneura pinquis (L.)
Dumort.
(Aneuraceae)

Tazaki et al.,
1996

s

7-oksopingvizenol-12-
metil-estar (metil-estar 7-
ketopingvizenol-12-ske
kiseline; 7-keto-8-

Porella acutifolia

Hashimoto et

subsp. tosana (Steph.) le'(; é()g[o;l

Hatt. (Porellaceac) y 1991 °
Porella canariensis .
Cullmann i

(F. Weber) Bryhn.

Becker, 1999b

L (Porellaceae)
COOCH;, karbometoksipingvizenol) -
0 Porella perrottetiana
. Komala et al.,
(Mont.) Trevis. 2011
(Porellaceae)
Ptilidium
pulcherrimum (Weber) | Asakawa et al.,
Hampe 1981a
(Ptilidiaceae)
pingvizanolid Porella p laQ}p hylla Asakawa et al.,
(L.) Pfeiff. 19794
(Porellaceae)
Trocholejeunea
. N Asakawa et al.,
sandvicensis Mizut.
. 1980b
(Lejeuneaceae)
L Ptychantus striatus
7 | pingvizanen (Lehm. et Lindenb.) Takeda et al.,
o (dehidrodeoksipingvizon) : : 1981

Nees (Lejeunaceae)

e




Porella coradeana
(Huebener) Moore

Toyota et al.,

(Porellaceae) 1989a
Asakawa et al.,
Porella platyphylla 1979d; Clarke
(L.) Pfeiff et al., 2006;
(Porellaceae) Nagashima et
7 o al., 1996a
o pmgvizanm Ptilidium ciliare (L.) Nagashima et
Hampe (Ptilidiaceae) al., 1999
Pt.l lidium Asakawa et al.,
pulcherrimum (Weber) 1981a
Hampe (Ptilidiaceae)
Troc.hole[eun?a Asakawa et al.,
sandvicensis Mizut.
. 1980b
(Lejeuneaceae)
Ptilidium
pulcherrimum (Weber) | Asakawa et al.,
O Hampe 1981a
e’ o pingvizenal (Ptilidiaceae)
Tm.ChOIe.j eunea Asakawa et al.,
sanvicensis Mizut.
. 1980b
(Lejeuneaceae)
Porella canariensis Cullman i

(F. Web.) Bryhn

Becker, 1999b

o (Porellaceae)
a-pingvizen
Porella viridissima Métover et al
(Mitt.) Grolle 2y019 .
(Porellaceae)
Porella viridissima Métover et al
-pingvizen Mitt.) Grolle
L 0 Groll 2}/019 "
(Porellaceae)
Asakawa et al.,
OH Porella platyphylla 1979d;
p-pingvizendiol (L.) Pfeiff. Cullmann i
(Porellaceae) Becker, 1999b

a-pingvizenol

Porella canariensis
(F. Weber) Underw.
(Porellaceae)

Cullmann 1
Becker, 1999b

Porella chilensis
(Lehm. & Lindenb.)
Trevis. (Porellaceae)

Gilabert et al.,
2011
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Porella vernicosa
Lindb. (Porellaceae)

Ono et al., 1996

Porella viridissima
(Mitt.) Grolle

Métoyer et al.,
2019

Bazzania novae-
zelandiae (Mitt.)
(Lepidoziaceae)

Nagashima et
al., 2010

s

5-pingvizen-11-ol

Porella navicularis
(Lehm. et Lindenb.)

Bungert et al.,

Lindb. 1998
(Porellaceae)
Trichocoleopsis
O sacculata (Mitt.) S. Asakawa et al.,
J Okamura 1981b
| pingvizon (Lejeunecaceae)
O Aneura pinquis (L.) Tazaki et al
Dumort. 1996 "
(Aneuraceae)
COOCH;3;
O
J o ' Aneura pinguis (L.) Asakawa,
| pingvizon metil-estar Dumort.
1982a
') (Aneuraceae)

I
HsCO
(@]

i QH

porelaacetal A

Porella coradeana
(Huebener) Moore
(Porellaceae)

Tan et al., 2017

~I
C2H50||||
(0]

o QH

porelaacetal B

Porella coradeana
(Huebener) Moore
(Porellaceae)

Tan et al., 2017

I
C,H50
O

el

porelaacetal C

Porella coradeana
(Huebener) Moore
(Porellaceae)

Tan et al., 2017

~J
C,Hs0
0
OC,Hs

nnQH

porelaacetal D

Porella coradeana
(Huebener) Moore
(Porellaceae)

Tan et al., 2017
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AN
Porella coradeana Tovota ot al
nOH porelapingvizenon (Huebener) Moore yl 989 ?
o (Porellaceae)
Porella coradeana Tovota et al
(Huebener) Moore yl 989 °
(Porellaceae)
orelapingvizanolid
p ping Porella plal)./phylla Buchanan et al.,
(L.) Pfeiff. 1996
(Porellaceae)
Ptychanthus striatus .
(Lehm. et Lindenb.) Ha;slhnilgogtz ct
Nees (Lejeuneaceae) ”
ptihanolakton
Bryopteris filicina Nagashima ct
(Sw.) Nees al., 2003c
(Lejeuneaceae) v
Frullanoides
densifolia Radii Tori et al., 1993
(Lejeuneaceac)
Porella canarensis Cullmann i
(F. Weber) Bryhn. Becker. 1999b
(Porellaceae) ’
Dicranolejeunea Tovota ct al
yoshinagana M 1995 ?
ptihanolid (Hatt.) Mizut.
(Lejeuneaceae)
Trocholejeunea
sandvicensis (Gott.) Tori et al., 1993
Mizut. (Lejeuneaceac)
Ptychantus striatus Tf g g ?a le ; ;;"
(Lehm. et Lindenb.) ’
Nees (Lejeuneaceae)
Frullanoides
spirodensifolin A densifolia Radii Tori et al., 1993
(Lejeuneaceac)
Frullanoides Tori et al
spirodensifolin B densifolia Radii 1992 ]99"3
(Lejeuneaceae) ’
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HO

HO
Porella cordaeana
spiropingvizanin (Huebener) Moore Toyota et al,,
o} P 1989b

(Porellaceae)
(0]

dobijenih NOE podataka, identifikovan je novi funkcionalizovani seskviterpen sa
deoksopingvizanskim skeletom, 15-acetoksipingvizon, u CDCIl; ekstraktu jetrenjace

Cryptothallus mirabilis Malmb. (Rycroft i Cole, 1998).

Asakawa je 1976. godine tokom analize tada nepoznatog pingvizenola prvi put pomenuo
jedinjenja za koja se kasnije ispostavilo da su a-pingvizen i f-pingvizen, istrazujuci dve vrste roda
Porella, P. vernicosa 1 P. densifolia (Asakawa, 1976a). Jedinjenje a-pingvizenol, poznato i kao
pingvizenol, izolovano je iz dva od Sest ¢lanova kompleksa P. vernicosa (P. macroloba 1 P.
gracillima) (Asakawa, 1978), kao 1 iz CH2Cl» ekstrakta P. canariensis 1 Et20 ekstrakta vrsta P
chilensis, P. vernicosa, 1 Bazzania novae-zelandiae. Isto jedinjenje je detektovano i u biljnom
materijalu jetrenjace P. viridissima (Cullmann i Becker, 1999b; Gilabert et al., 2011; Métoyer et
al., 2019; Nagashima et al., 2010; Ono et al., 1996). Jedinjenje a-pingvizenol se smatra
prekursorom mnogih drugih pingvizanskih jedinjenja, uklju¢uju¢i a-pingvizen, f-pingvizen,
deoksopingvizon, deoksopingvizon-metil-estar, norpingvizon i norpingvizon-metil-estar.
Dehidratacioni proizvod pingvizenola, a-pingvizen, je prvi put izolovan iz jetrenjace
Drepanolejeunea madagascariensis (Steph.), prikupljene sa ostrva Reuniun u Indijskom okeanu
(Gauvin-Bialecki, 2010). Nakon toga, a-pingvizen je izolovan iz Et2O 1 CH>Cl» ekstrakta dve vrste
roda Porella, P. elegantula i P. canariensis, dok je u biljnom materijalu vrste P. viridissima samo
detektovan (Cullmann i Becker, 1999b; Métoyer et al., 2019). f-Pingvizen, koji se razlikuje od a-
pingvizena po dvostrukoj vezi izmedu C-5 1 C-4 umesto izmedu C-5 1 C-6, detektovan je u vrsti P
viridissima (Métoyer et al., 2019). Pingvizanen, jedinjenje sa dvostrukom vezom izmedu C-4 i C-
15, u odnosu na deoksopingvizon, izolovano je iz acetonskog ekstrakta jetrenjace Ptychantus
striatus (Takeda et al., 1981). 1-Epi-a-pingvizen, koji se razlikuje od a-pingvizena samo u
orijentaciji C-13 metil-grupe, detektovan je u uzorcima Drepanolejeunea madagascariensis,
Porella obtusata 1 Ptilidium ciliare (Gauvin-Bialecki, 2010; Joulain 1 Kéning, 1998). Pingvizenal,
pingvizanski seskviterpen sa ciklopentanonskim prstenom, etarskom vezom izmedu C-3 1 C-7, 1

aldehidnom grupom na C-11, izolovan je iz dietil-etarskog ekstrakta jetrenjace Trocholejeuna
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sandvicensis iz Japana i uzoraka vrste Ptilidium pulcherimum francuskog porekla (Asakawa et al.,
1980b; 1981a). Metil-2a-hidroksi-6-okso-11-pingvizanoat je derivat pingvizanske kiseline
izolovan iz metanolnog ekstrakta P. platyphylla, kao novi prirodni proizvod (Buchanan et al.,

1996).

Nakon prvog izolovanja f-pingvizendiola 1979. godine, postignutog frakcionacijom Et,0O
ekstrakta vrste P. platyphylla od strane Asakawa-e 1 njegovih saradnika (Asakawa et al., 1979d),
usledilo je njegovo ponovno izolovanje iz MeOH ekstrakta iste biljne vrste (Buchanan et al., 1996).
Struktura navikulola, bicikli¢nog seskviterpenskog alkohola sa primarnom alilnom hidroksilnom
grupom, potvrdena je analizom HRMS, IR, 'H i *C NMR spektara, kao i hemijskom
transformacijom do monoacetata, nakon njegovog izolovanja iz MeOH ekstrakta P. navicularis.
Isti seskviterpen prisutan je i u Et2O ekstraktima vrsti P. navicularis 1 B. novae-zelandiae (Bungert
et al.,, 1998; Nagashima et al., 2010; Toyota et al., 1989a), dok su navikulol i1 njegov (E)-
geometrijski izomer, izonavikulol, izolovani iz Et,O ekstrakta bolivijskih uzoraka jetrenjace
Frullanoides densifolia (Tori et al., 1993). Hidroksiizopingvizanolid i hidroksipingvizanolid
detektovani su u Et;O ekstraktu kolumbijske jetrenjaée Brachiolejeunea chinantlana, podrod
Plicolejeunea (Gradstein et al., 1981). Nestabilni seskviterpenski alkohol pingvizanskog tipa, 2-
hidroksipingvizanen, koji se u CDCl; u NMR kiveti lako transformiSe u izopingvizanin, kao i
odgovaraju¢i metil-etar, 2-hidroksi-7-metoksideoksopingvizon, izolovani su iz P. platyphylla
(Connolly, 1990). Alkohol neopingvizanskog tipa, neopingvizenol, sa preuredenim
pingvizanskim skeletom, izolovan je kao novo jedinjenje iz Et2O ekstrakta vrste Dicranolejeunea
voshinagana (Toyota et al., 1995). Takode, S-pingvizen-11-ol izolovan je iz Et;O ekstrakta P,
navicularis $to ukazuje na mogucu varijabilnost polozaja hidroksilne grupe u ovoj vrsti skeleta

(Bungert et al., 1998).

Daljim istrazivanjem sastojaka jetrenjaca dobijen je pingvizanin, jedinjenje nestabilno na
vazduhu 1 u blago kiselim uslovima, koje se razlikuje od deoksopingvizona samo po prisustvu
etarskog kiseonika. Pingvizanin je do sada izolovan iz dve vrste roda Porella: P. platyphylla
(uzorci sakupljeni u Francuskoj, Engleskoj i Svajcarskoj) i P cordaeana (uzorci sakupljeni u
Americi). Takode, pingvizanin je izolovan i iz Et2O ekstrakata dve vrste roda Ptilidium: P. ciliare
1 P. pulcherimum (Asakawa et al., 1979d; 1980b; 1981a; Buchanan et al., 1996; Nagashima et al.,
1999; Toyota et al.,1989b). Oksidacija pingvizanskog jezgra u polozaju 3 vodi do formiranja
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dehidropingvizona, koji je izolovan iz Et,O ekstrakta vrste Plagiochilla retrospectans (Nagashim
et al., 1994a). Dehidropingvizanin je izolovan iz Et,O ekstrakta jetrenjaCe Trocholejeuna

sandvicensis, kao 1 dehidropingvizenol (Asakawa et al. 1980b; Lahlou et al., 2000).

Asakawa 1 njegovi saradnici su 1976. godine izvrsili prvo izolovanje norpingvizona i
norpingvizon-metil-estra, jedinjenja karakteristicnih po intenzivnim retro-Diels-Alder-ovim
fragmentnim jonom na m/z 108 i fragmentnim jonom na m/z 192, koji nastaju sukcesivnim f-
cepanjem pradenim aromatizacijom, iz vrste P vernicosa (Asakawa, 1976a). Kasnije,
norpingvizon je izolovan iz sedam vrsta roda Porella upotrebom razliCitih rastvaraca (Et,0,
CH»Cl> i MeOH) za ekstrakciju (Cullman i Becker, 1999b; Fukuyama et al., 1988; Gilabert et al.,
2011; Van Klink et al., 2002; Ono et al., 1996; Toyota et al., 1989; Qang i Asakawa, 2010). Sa
druge strane, nopingvizon-metil-estar dobijen je iz ukupno 12 vrsta jetrenjaca (Bungert et al.,
1998; Cullman 1 Becker, 1999b; Fukuyama et al., 1988; Gilabert et al., 2011; Van Klink et al.,
2002; Métoyer et al., 2019; Nagashima et al. 1994a; Ono 1 Sakakmoto, 1996; Tazaki et al., 1998;
Toyota et al., 1989a; 1989b; Quang i Asakawa, 2010). Fukuyama i saradnici su 1988. godine
revidirali strukturu norpingvizon-metil-estra, zakljucivsi da se metoksikarbonilna grupa nalazi na
C-14, a tercijarna metil-grupa na C-12, umesto prethodno predloZene asignacije. Dalja istrazivanja
roda Porella 1 Aneura rezultovala su identifikacijom pingvizon-metil-estra i norpingvizon-metil-

estra uz norpingvizon i norpingvizonon (Asakawa, 1982b).

Prvo navodenje u literaturi norpingvizanolida, norseskviterpena pingvizanskog tipa sa y-
laktonskom jedinicom, zabelezeno je od strane Fukuyama-e i saradnika analizom Et,O ekstrakta
vrste P. elegantula (Fukuyama et al., 1988). Dva nova norseskviterpenoida pingvizanskog skeleta,
sa acetatnom grupom na polozaju 12, 6,11-epoksi-15-nor-3,4-diokso-5,10-pingvizadien-12-
acetat 1 6,11-epoksi-15-nor-4-okso-5,10-pingvizadien-12-acetat, izolovana su iz CH:Cl;
ekstrakta vrste P. recurva (Van Klink et al., 2002). Oksidacija pingvizanskog prstena nije retka Sto
potvrduje 1 2-keto-norpingvizon-metil-estar, poznat kao briopterin D, izolovan iz Et,O ekstrakta
jetrenjaCe Bryopteris filicina (Sw.) Ness. poreklom iz Paname (Nagashima et al., 1994b). Pored
briopterina D, iz iste vrste su izolovani pingvizanski metil-estri briopterini A, B i C, kao novi
prirodni proizvodi. Keto estar pingvizanske strukture, 7-keto-8-karbometoksipingvizenol,
identifikovali su 7oyota 1 saradnici 1991. godine (Toyota et al., 1991). 7-Oksopingvizenol-12-

metil-estar, oksigenisano jedinjenje pingvizanskog skeleta, izolovano je iz Et;O ekstrakta
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japanskih uzoraka jetrenjace P. acutifolia subsp. tosana (Perry et al., 1996). Reekstrahovani
metanolni ekstrakti P. perrottetiana i CH2Cl, ekstrakt jetrenjace P. canariensis sadrzali su isto
jedinjenje (Cullman i Becker, 1999b; Komala et al., 2011). Oksigenovani pingvizani, izonavikulol,
spirodensifolini A i B izolovani su iz Et;O ekstrakta vrste F. densifolia (Tori et al., 1992; 1993).
Preuredeni skelet pingvizanskog tipa, spirodensifolin A, identifikovan je opseznim 'H i >°C NMR
eksperimentima uz upotrebu X-ray kristalografske analize, dok je struktura spirodensifolina B
ustanovljena poredenjem NMR spektralnih podataka, sa spektralnim podacima spirodensifolina A,
ukazujuéi na zamenu C-4 sekundarne metil-grupe i C-3 acetoksil-grupe egzometilenskom grupom

1 vodonikovim atomom (Tori et al., 1992).

Pingvizanski laktoni, pingvizanolid i izopingvizanolid, sa epoksidnim prstenom u
strukturi, detektovani su u britanskim uzorcima vrsta P. platyphylla (Asakawa et al., 1979d), T.
sandvicensis (Asakawa et al., 1980b), kao 1 u uzorcima jetrenjace Ptilidium pulcherrimum iz
Evrope (Asakawa 1981a; Connolly, 1990). Jo§ jedan spiropingvizan, plihanolid, koji sadrzi
epoksidni prsten u svojoj strukturi i razlikuje se u relativnoj konfiguraciji laktonskog prstena u
poredenju sa pingvizanolidom, izolovan je iz pet razlicitih vrsta jetrenjaca (Cullman i Becker,
1999b; Takeda et al., 1981; Tori et al., 1992; 1993; Toyota et al., 1995). Prisustvo ptihanolaktona
potvrdeno je u dve jetrenjace, Ptychanthus striatus 1 Bryopteris filicina (Nagashima et al., 2003c).
Spirolakton, spiropingvizanin, strukturno sli¢an ptihanolidu, sa dve acetoksil-grupe od kojih je
jedna na hemiacetalnom ugljeniku, izolovan je iz CH>Cl ekstrakta vrste P. cordaeana (Toyota et

al., 1989b).

Iz dietil-etarskog ekstrakta biljnog materijala japanske jetrenjace Porella grandiloba
izolovana su tri grandilobalida. Grandilobalid A je 15,12-o0lid sa J-laktonskim prstenom koji
sadrzi dve dvostruke veze 1 jednu karboksilnu grupu. Grandilobalid B, koji se razlikuje od A
prisustvom epoksida na C-5 1 C-6 u a-polozaju, formira 3,4-epoksi-y-lakton, dok grandilobalid
C, predstavlja preuredeni pingvizanski skelet sa spirolaktonskom jedinicom (Tazaki et al., 1998).
Struktura akutifolona A, sa a,f,y,0-nezasi¢enim ketonom, tercijarnom olefinskom 1 karbometoksi
grupom kao glavnim funkcionalnim grupama, kao i akutifolona B, pingvizanskog seskviterpena
sa o-laktonom i keto-grupom, odredena je analizom pomo¢u HRMS, IR, UV i NMR metoda. Pored
akutifolona A 1 B, tri dimerna pingvizana, Diels-Alder-ovog tipa, bisakutifoloni A, B i C,

izolovani su kao nova jedinjenja iz Et,O ekstrakta vrste P. acutifolia subsp. tosana (Hashimoto et
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al., 1998b, 2000). Tri pingvizanska derivata sa y-laktonskim prstenom, izolovana iz etarskog
ekstrakta severnoamerickih primeraka jetrenjace P. navicularis, su 6a-metoksipingviz-5(10)-en-
11,6-olid-15-ska Kkiselina, 6a-metoksipingviz-5(10)-en-11,6-olid i metil-estar Sa,10a-epoksi-
pingvizan-11,6-olid-15-ska Kiseline (Bungert et al., 1998). a,-Konjugovani-y-laktoni, kod kojih
je furanski prsten zamenjen 6-hidroksi-11,6-y-butenolidom uklju¢uju 6a-hidroksi-3-okso-
pingviz-5(10)-en-11,6-0lid 1 6a-metoksi-3-okso-pingviz-5(10)-en-11,6-0lid (smatra se
metilovanim derivatom C-6 hidroksilne grupe prethodnog), kao i 3-okso-pingviz-5(10),6-dien-
11,6-o0lid (dehidratacioni proizvod kod koga je 6-hidroksilna grupa zamenjena C-6/C-7
dvostrukom vezom). Ova jedinjenja izolovana su iz Et2O ekstrakta kulture gametofita jetrenjace
Aneura pinguis kao prvi y-hidroksilaktoni pingvizanskog tipa (Tazaki et al., 1996). Iz uzoraka P.
grandiloba sakupljenih u Japanu izolovano je jedinjenje sa a,f-konjugovanim-y-laktonskim
prstenom, dve karbometoksi grupe (C-15 1 C12 polozaj), i hidroksilnom grupom u C-6 polozaju.
Ovo jedinjenje je od strane Tazaki i njegovih saradnika imenovano kao 6a-hidroksi-4,8-

dimetoksikarbonil-pingviz-11,6-olid (Tazaki et al., 1998).

Porelaacetali A-C predstavljaju pingvizanske derivate c¢ije su glavne strukturne
karakteristike prisustvo pingvizanskog jezgra sa metoksilovanim ili etoksilovanim (o ili -
orijentisanim) poloZajem na C-11, konjugovane dvostruke veze, i a-orijentisana hidroksilna grupa
na C-2, $to je utvrdeno detaljnim NMR eksperimentima. Porelaacetal A poseduje f-orijentisane
metoksi-, dok porelaacetali B 1 C poseduju i a- 1 f-orijentisane etoksi-grupe na C-11, uz prisustvo
konjugovanih dvostrukih veza kod sva tri jedinjenja. Pored njih, porelaacetal D (nema
konjugovane dvostruke veze, ali ima fS-orijentisane etoksi-grupe na C-6 1 C-11) izolovan je iz
dietil-etarskog ekstrakta jetrenjace P. cordaeana (primerci sakupljeni u Turskoj) (Tan et al., 2017).
Dihlormetanski ekstrakt jetrenjaCe P. cordaeana prikupljene u drzavi Oregon (Toyota et al.,
1989b), sadrzao je dva oksidovana seskviterpenska laktona, porelapingvizanolid i
spiropingvizanin, kao 1 ketoaldehid porelapingvizenon (Toyota et al., 1989b).
Porelapingvizanolid je detektovan i u metanolnom ekstraktu P. platyphylla (Buchanan et al., 1996).
Dietil-etarski ekstrakt jetrenjaCe 7. scandvicensis 1iznedrio je dva nova jedinjenja:
lejeunapingvizanolid, pingvizanski seskviterpen sa visokim stepenom oksigenacije, aldehidnom,
acetalnom 1 laktonskom grupom (izmedu C-5 i1 C-7 u p-diaksijalnom polozaju), 1

lejeunapingvizon, za koji je predlozeno, kombinovanjem HMQC, HMBC spektra, NOE
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interakcija 1 molekularno-mehanickim izraCunavanjima, da nastaje otvaranjem epoksida prisutnog

u prvom jedinjenju (Lahlou et al., 2000).

Od znacaja je istaci i ¢injenicu da, zbog uslova izolovanja 1 razdvajanja, pingvizanski
seskviterpeni mogu biti 1 artefakti. Tako se dehidropingvizenol-metil-etar, 6a,11a-
dimetoksipingviz-5(10)-en i 6a,11f5-dimetoksipingviz-5(10)-en, izolovani iz n-heksanskog
ekstrakta vrste 7. sandvicensis mogu smatrati artefaktima zato $to je metanol kori§¢en kao eluent
tokom procesa hromatografskog razdvajanja (Tori et al., 1993). Pored njih artefakt je 1 4f-
karbometoksi-6a-metoksipingviz-6,11-olid, izolovan iz metanolnog ekstrakta jetrenjace P

canariensis, uz ve¢ poznate pingvizanske seskviterpene (Nagashima et al., 1996b).

2.6.2. HEMOTAKSONOMSKI I EVOLUTIVNI ZNACAJ PINGVIZANSKIH SESKVITERPENA U
OKVIRU RAZDELA MARCHANTIOPHYTA

Morfoloska klasifikacija jetrenjaca na osnovu razlika u gametofu vrlo je slozena. Medutim,
analiza njihovog sekundarnog metabolickog profila, a u vezi sa redom, podredom, familijom ili
rodom jetrenjaca, znacajno olakSava taksonomska istrazivanja (Asakawa, 1982b; 1995a; 2001;
2004; Gradstein et al., 1985; Rycroft, 2003). U gametofitu i sporofitu jetrenjaca prisutna su uljana
telasca, koja variraju po obliku, broju, veli€ini, boji 1 distribuciji, kao i po hemijskom sastavu. Ova
uljana telaSca su zasluZna za Siroku raznolikost sekundarnih metabolita prisutnih u jetrenjacama,

od kojih su neki enantiomerni onima prisutnim kod visih biljaka.

Pingvizani, prisutni samo u jetrenjacama, mogu biti hemotaksonomski markeri vrsta ili
rodova jetrenjaca u kojima se nalaze, u ¢emu se ogleda njihov taksonomski znacaj. Pingvizanski
seskviterpeni su znac¢ajni hemotaksonomski markeri pojedinih familija Lejeuneaceae, Porellaceae,
Trichocoleaceae 1 Aneuraceae (Riccardiaceae) (Asakawa, 1982a). Pa tako, uprkos znacajnim
morfoloSkim razlikama, isti tip pingvizanskih jedinjenja proizvode vrste kao $to su Frullanoides
densifolia, Trocholejeunea sandvicensis 1 Ptychantus striatus iz familije Lejeuneace, kao 1 Cetiri
vrste roda Porella: P. navicularis, P. densifolia, P. platyphylla i P. japonica (familija Porelaceae)
(Asakawa et al., 1980b). Sa druge strane, morfoloska sli¢nost izmedu rodova Bryopteris 1
Ptychantus pracena je hemijskom slicnos¢u, s obzirom na to da su pingvizani glavni sekundarni

metaboliti oba roda u okviru familije Lejeunaceae (Nagashima et al., 1994a). Prisustvo pingvizana
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omoguc¢ava nam i da razlikujemo klade unutar familija; na primer pingvizanin i deoksopingvizon
su hemijski markeri Acrolejeuna kompleksa, ukljucujuci vrste 7. sanvicensis, F. densifolia, dok
pingvizon, norpingvizon-metil-estar, pingvizen i neopingvizenol karakteristicne su za klade

Ptychanthinae 1 Brachiolejeuneinae, koje pripadaju familiji Lejeuneaceae (Gradstein et al., 1988).

Prisustvo 1-epi-a-pingvizena potvrduje moguénost koris¢enja pingvizana kao hemijskih
markera za red Jungermanniales (Gauvin-Bialecki et al., 2010). Pingvizanski seskviterpeni takode
se mogu koristiti za asignaciju hemotaksonomskih grupa (Asakawa, 2004). Na primer,
pingvizanski seskviterpeni mogu biti znacajni hemosistematski markeri familije Ptilidiaceae
imajudi u vidu da se deoksopingvizon iz ¢eskih i finskih primeraka vrste P. ciliare (Krutov et al.,
1973) ne nalazi u vrsti P. pulcherrimum (Asakawa et al., 1981a). Suprotno tome, pingvizanin i
pingvizanolid su dominantni pingvizani u uzorcima vrste P. pulcherrimum (Asakawa et al., 1981a)
sakupljenim u Francuskoj, §to ukazuje da pingvizani mogu biti hemijski markeri ¢itavog roda

Ptilidium (Nagashima et al., 1999).

Siroko rasprostranjen rod folioznih jetrenjata Porella sastoji se od dva glavna hemotipa:
onog sa oporim ukusom i onog bez oporosti, koji proizvodi velike koli¢ine pingvizana (Buchanan
et al., 1996). Dalja klasifikacija vrsta Porella moze se, prema nekim autorima, vrSiti u Sest
hemotipova (Ludwiczuk et al., 2011) ili ¢ak njih deset (Gilabert et al., 2011). Podela vrsta na
hemotipove postiZe se skriningom sekundarnog metabolickog profila. Tako, dok neke vrste Porella
stvaraju pingvizane samo kao prate¢e metabolite, uz drimane u hemotipu I ili sakulatane u
hemotipu III, neke vrste proizvode velike koli¢ine pingvizanskih seskviterpena, kao $to je slucaj
kod hemotipa V (Gilabert et al., 2011; Ludwiczuk et al., 2011). Cak se i vrste unutar hemotipa V
mogu medusobno razlikovati samo na osnovu produkcije norpingvizana (P, recurva) ili pingvizana
(P. cordaeana i P. navicularis). Prisustvo dimernih pingvizanskih seskviterpena (bisakutifolona A-
C) u Et2O ekstraktu japanskih primeraka P. acutifolia subsp. tosana razlikuje ovu vrstu od bilo
koje druge vrste roda Porella (Hashimoto et al. 2000). Takode, ista grupa autora ukazala je na
postojanje dva hemotipa P. acutifolia subsp. tosana u Japanu, jedan koji stvara bisakutifolone i

drugi koji produkuje gvajanolide.

Pored roda Porella, pingvizanski seskviterpeni imaju ulogu i u podeli vrsta roda
Plagiochila na hemotipove. Vrste roda Plagiochila su nakon hemijskih istraZivanja svrstane u

dvanaest hemotipova, medu kojima je hemotip devet onaj koji stvara pingvizane (Asakawa,
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1982b). Deoksopingvizon i dehidropingvizon su glavni konstituenti helijskog profila P. alterans i
uzoraka vrste P. rosariensis sakupljenih iz Perua, koje se obe razlikuju od ostalih vrsta roda
Plagiochila, 1 pripadaju pingvizanskom hemotipu u okviru porodice Plagiochilaceae (Asakawa,
1982a). Takode je znacajno spomenuti da je, na osnovu prisustva pingvizanskih seskviterpena,
moguce razlikovati hemotip I vrste 7. sandvicensis (Lejeunaceae), koji sadrzi pingvizanin, i

hemotip II, koji stvara dehidropingvizanin kao glavnu komponentu (Asakawa et al., 2009).

Poznavanje sastojaka jetrenjaca ne sluzi samo za utvrdivanje hemijskih, ve¢ i evolutivnih
odnosa u okviru Marchantiophyta. Naime, medu detektovanim terpenoidima prisutni su oni koji
su ograni¢eno prisutni u taksonima ¢ime omogucéuju uvid u evolutivnu istoriju i filogenetske
odnose (Ludwiczuk et al., 2008). U skladu sa ovim moze se spekulisati da, na osnovu prisustva
identifikovanih pingvizanskih seskviterpena u izolovanim etarskim uljima, jetrenjae redova
Jungermaniales 1 Metzgeriales vode poreklo od istog pretka (Asakawa, 1995a). Takode, vrste
Aneura pinguis (Aneuraceae; Metzgeriales), Ptilidium ciliare 1 P. pulcherrimum (Ptilidiaceae;
Jungermaniales) mogu smatrati srodnim na osnovu prisustva pingvizana (Tori et al., 1993). Pored
njih, tri jetrenjace, A. pinguis, Pellia endiivifolia (Dicks.) Dumort. i Makinoa crispata (Steph.)
Miyake, sve iz reda Metzgeriales, na osnovu prisustva pingvizanskih seskviterpena i diterpenskih
dialdehida sli¢ne su vrstama roda Porella i vrste T. sacculata, ¢ime potvrduju blisku povezanost
izmedu enzima odgovornih za stvaranje karakteristicnih seskviterpena redova Jungermanniales 1
Metzgeriales, koje ih ujedinjuje u potklasu Jungermanniiae (Schuster, 1979). Sa druge strane, bez
obzira na morfolosku sli¢nost izmedu vrsta 7. sacculata, Neotrichocolea bissetii (Mitt.) S.Hatt. i
Trichocoleopsis tomentella (Ehrh.) Dumort., dokazano je da se one u hemijskom pogledu
razlikuju, iako sve tri vrste pripadaju istoj familiji Trichocoleaceae. Jetrenjaca T. sacculata
klasifikovana je u podred Lepidolaenineae, zajedno sa podredovima Ptilidineae 1 Porellineae, §to
je u skladu sa prisustvom pingvizanskih seskviterpena i sakulatanskih diterpena u vrstama unutar
roda Porella i samoj T. sacculata, ukazuju¢i da, uprkos velikoj morfoloskoj udaljenosti, ove vrste

pripadaju bliskim ili ¢ak istoj evolutivnoj liniji (Asakawa et al., 1981b).

O bliskim biohemijskim odnosima unutar familija Porellaceae i Lejeuneaceae moze se
zakljuciti na osnovu prisustva pingvizana u nekim vrstama rodova Porella, Lejeunea 1 Ptilidium
(Asakawa et al., 1981a; Asakawa, 1995a). Lejeuneaceae je najveca familija unutar reda Porellales,

uglavnom epifitnih vrsta, rasprostranjenih Sirom regiona tropskih Suma. Pritom, njena podfamilija
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Ptychanthoideae, obuhvata osamnaest rodova, a na osnovu prisustva ili odsustva, striatena,
deoksopingvizona i drugih seskviterpena pingvizanskog tipa, podeljena je na komplekse:
Ptychanthus (rodovi Mastigolejeunea, Thysananthus, Ptychanthus 1 Tuzibeanthus), Acrolejeunea
(rodovi Acrolejeunea, Trocholejeunea 1 Frullanoides), Archilejeunea (rodovi Spruceanthus i
Archilejeunea) 1 Lopholejeunea (rodovi Lopholejeunea 1 Marchesinia) (Asakawa, 1982b). Pored
toga, blizak hemijski odnos izmedu vrste F. densifolia (Lejeuneaceae) 1 vrste P japonica
(Porellaceae) potkrepljen je Cinjenicom da obe proizvode pingvizane i gvajanolide (Arbiyanti,

1991).

Jetrenjace P. cordaeana i P. navicularis takode stvaraju pingvizane, preuredene pingvizane
i monociklofarnezane, srodne onima koji se nalaze u vrsti Frullanoides densifolia (Toyota et al.,
1989a; 1989b). Porella platyphylla se smatra primitivnijom u odnosu na druge vrste roda Porella
s obzirom na to da stvara samo pingvizane, kao glavne komponente (Asakawa, 1988).
Pingvizanski 1 norpingvizanski seskviterpenoidi pronadeni u vrstama roda Porella takode su
izolovani iz jetrenjace Bryopteris filicina (Lejeuneaceae) (Nagashima et al., 1993). Bliski odnosi
medu vrstama, kao Sto je to slucaj sa B. filicina i Ptychanthus striatus, obe unutar klade
Ptychanthinae, mogu se ustanoviti ne samo na osnovu morfoloSke slicnosti ve¢ i na osnovu
produkcije pingvizanskog tipa seskviterpenoida, Sto podrzava hipotezu da porodice Lejeuneaceae

1 Porellaceae imaju zajednickog pretka.

Pingvizani mogu pomo¢i i u klasifikaciji familija unutar odgovarajucih redova. Na primer,
pingvizani iz vrste Neotrichocolea bissetii (pingvizanin, pingvizanolid), kao 1 vrste 7. sacculata
(pingvizon, deoksopingvizon) sugeriSu da bi familija Neotricholaceae trebalo da bude smeStena u
red Ptilidiales u novoj klasifikaciji Marchantiophyta. Ova cinjenica ukazuje da pingvizanski
seskviterpeni mogu biti korisni hemijski markeri za red Ptilidiales (Crandall-Stoller, et al., 2008).
Pingvizani su specificni hemijski markeri za rod Ptilidium, s obzirom na to da su glavni
konstituenti hemijskog profila vrsta roda Ptilidium (Nagashima et al., 1999). Nasuprot tome, oni
se ne nalaze u rodu Mastigophora, uklju¢enom u red Ptilidiaceae. Ova ¢injenica moze ukazivati
na to da dve familije ne vode poreklo od zajednic¢kog pretka, potvrdujuci jos jednu znacajnu ulogu

pingvizana.
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2.6.3. BIOSINTEZA PINGVIZANA

Tradicionalno biosinteza seskviterpena prati biogenetski izoprenski princip, poznat kao
Ruzic¢kino pravilo (Ruzicka, 1953). Prema ovom pravilu, seskviterpeni se formiraju od tri

izoprenske jedinice (2-metil-1,3-butadien) kroz seriju enzimskih reakcija koje ukljucuju pirofos-

«—Q&p—»/
X — ok

ptihanolid deoksopingvizon

Slika 2.6.2. PredloZeni biosintetski put do deoksopingvizona i ptihanolida (Takeda et al., 1983)

fatne jedinice nastale iz acetil-CoA (Hillier 1 Lathe, 2019). Fosilni zapisi 1 filogenetske studije
sugeriSu da su prve biljke na zemlji bile nalik jetrenjacama. Ovi podaci naglasavaju vaznost
istrazivanja metabolickih puteva jetrenjaCa, njihovih adaptivnih strategija 1 evolutivnih
mehanizama, $to moze otkriti klju¢na saznanja o vegetativnim i reproduktivnim promenama koje
su omogucile uspeSnu adaptaciju biljaka na uslove zivota na kopnu. Biogeneza pingvizana ne
moze se jednostavno objasniti biogenetskim izoprenskim pravilom. Izolovanje ptihanolida,
zajedno sa deoksopingvizonom 1 pingvizonom iz acetonskog ekstrakta jetrenjate Ptychanthus
striatus, navela je Takeda-u 1 njegove saradnike na zakljuak o postojanju zajednickog
intermedijera u jo§ uvek nerazjasnjenom procesu biosinteze pingvizana, koji vodi do formiranja

ovih jedinjenja (slika 2.6.2.) (Takeda et al., 1983).

Connolly 1 saradnici su 1990. godine ispitivali biogenezu spiropingvizana i predlozili da se
formiranje spirodensifolina A i B, kao i ptihanolida, odvija preko 5a,6a-epoksidnih 1 54,64-
epoksidnih derivata pingvizana (slika 2.6.3.). Ovaj rad znacajno je doprineo razumevanju

biosinteze spiropingvizana, usmeravajuci paznju na klju¢ne intermedijere u ovom procesu.
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b)

spirodensifolin A spirodensifolin B

Slika 2.6.3. a) Mogu¢i biosintetski put do ptihanolida; b) Mogu¢i biosintetski put do spirodensifolina A i B (Connolly, 1990)

Tori 1 njegovi saradnici su 1993. godine istrazili biosintetski put pingvizana iz farnezil-
pirofosfata, predlazuci da se ovaj put odvija preko formiranja bisabolanil- 1 akoranil-karb katjona
jona. Ova serija 1,2-migracija dovodi do formiranja pingvizanskog skeleta (slika 2.6.4.) (Tori et
al., 1993). Godine 1995, Tazaki i saradnici sproveli su biosintetsko istrazivanje o formiranju
pingvizona, hranivsi kultivisane gametofite vrste Aneura pinguis [2-'>CJ-acetatom, pri ¢emu su

akumulirali velike koli¢ine ovog '*C-obiljezenog jedinjenja (Tazaki et al., 1995). Kulture gameto-
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Slika 2.6.4. Predlozeni biosintetski put do pingvizanskih seskviterpenoida iz farnezil-pirofosfata (OPP) (Tori et al., 1993)

pingvizani

fita jetrenjaca predstavljaju efikasan istrazivacki alat za proucavanje biosinteze terpena, s obzirom
na to da terpeni formirani iz 2H i '*C obeleZenih prekursora dodatih u medijum, omoguéavaju
analizu biosintetskog puta jedinjenja od interesa. ObeleZeni pingvizon, koji se akumulirao u
znacajnim koli¢inama u kulturama gametofita, imao je specificnu distribuciju polozaja
inkorporiranja 13C-obogac’enih ugljenika (C-2, C-4, C-6, C-8, C-10, C-12, C-13, C-14 i C-15
poloZaja). Na osnovu '*C—'3C kuplovanja izmedu C-4-C-15 i C-8—C-12, i imajuéi u vidu polozaje
1zotopskog obelezavanja, Tazaki 1 saradnici su iskljucili prethodno predloZeni biosintetski put od

strane Tori-ja 1 njegovih saradnika (Tori et al., 1993). Polozaj inkorporacije ukazivao je na stvara-
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Slika 2.6.5. Inkorporiranje [2-'>C]-obeleZenih acetata u pingvizon; PredloZeni biosintetski put za pingvizanski tip
seskviterpenoida (Tazaki et al., 1995)

nje dekalinskog katjona preko C-3—C-12 (ili C-13) 1 C-6—C-11 veza u FPP, uz eliminaciju difosfata.
Dalje konverzije su ukljucivale dve 1,2-metil migracije, kao 1 1,2-migraciju hidrida (sa C-6—C-7
polozaja, Sto je potvrdeno inkorporiranjem/retencijom deuterijuma u polozaju C-1). Indanski
katjon formiran pucanjem C-9—C-10 veze u dekalinskom katjonu, uz reciklizaciju, vodi do

formiranja ciklopentanskog prstena, koji dalje reaguje stvarajuci pingvizansku strukturu (Tazaki
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et al., 1995). Data Sema (slika 2.6.5.) ilustruje biosintetski put za pingvizanski tip seskviterpenoida,
kao 1 alternativni put formiranja indanskog, preko dekalinskog katjona.Dalji eksperimenti koje su
1997. godine sproveli Tazaki i saradnici, koristili su mevalonate obeleZene sa *H i 1*C ([4,5-°Ca]-
, [5-13Ca]-, [2-*H2]- i [6-*H3]-MVA) dodavane u kulture jetrenjade Ameura pinguis. Ovi
eksperimenti su revidirali prethodno predloZeni biosintetski put prikazan na slici 2.6.5. NMR
analiza izolovanog obelezenog seskviterpena, 6a-hidroksi-3-oksopingviz-5(10)-en-11,6-olida,
rasvetljuje biosintetski put pingvizana iz farnezil-pirofosfata (FPP). Cikli¢ni karbkatjon nastaje
formiranjem C-6—C-11 veze iz FPP, bez eliminacije difosfata. 1,2-Migracija hidrida, direktno
dokazana upotrebom [4-2H2]-MVA i [4-13C,]-MVA, praéena 1,2-migracijom metil-grupe,
rezultovala je formiranjem C-3—C-10 veze i sledstvenom eliminacijom pirofosfata (Tazaki et al.,
1999b). Izomerizacija katjona sa biciklo[3.3.1]nonanskim skeletom u katjon sa
biciklo[4.3.0]nonanskim prstenom rezultirala je formiranjem hidrindanskog skeleta. Ovaj skelet
se dalje transformiSe kroz 1,2-migraciju metil-grupe i 1,2-migraciju vinil-grupe, ¢ime nastaju
pingvizanski i neopingvizanski skeleti. Verovatnoca i Siroka rasprostranjenost predlozenog
biosintetskog puta oslikana je ne samo u formiranju pingvizanskih seskviterpena, ve¢ i trifaranskih
i monociklofarnezanskih skeleta. StaviSe, povezivanje metabolita pingvizanskih struktura sa
striatenskim, monociklonerolidolskim 1 trifarenolskim skeletima daje argumente za ovaj

biosintetski put (slika 2.6.6.) (Tazaki et al., 1997).

2.6.4. SINTEZA PINGVIZANSKIH SESKVITERPENOIDA

Pingvizani su prirodni proizvodi koji predstavljaju sekundarne metabolite jedinstvene
strukture, okarakterisane velikim brojem stereogenih centara, koji upravo mogu biti odgovorni za
potencijalne bioloske aktivnosti koje poseduju. Mala rasprostranjenost ovih jedinjenja u prirodnim
izvorima, uz gore pomenuti farmakoloski potencijal, ¢ini ovu klasu prirodnih proizvo da privlac-
nom i izazovnom za organsku sintezu. Od vremena prvog izolovanja pingvizanskih jedinjenja,
pingvizona i deoksopingvizona (Krutov et al., 1973), razmatrane su razliCite sintetske strategije za
njihovo dobijanje. Prvi uspesni sintetski pristup za ova dva furanopingvizana ostvarili su Uyehara
1 saradnici 1985. godine (Uyehara et al., 1985). Sintetski pristup dobijanju cis-biciklo[4.3.0]non-

4-en-7-ona, kao prekursora (£)-pingvizona i (£)-deoksopingvizona zasnovan je na kljucnoj
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fotohemijskom [1,3]-acil preuredenju biciklo[3.2.2]non-6-en-2-ona, §to je omogucéilo formiranje
odgovarajuceg [5-6] kondenzovanog prstena (Uyehara et al., 1985; 1986). Furanopingvizani, u
poredenju sa pingvizanima, imaju tricikli¢ni furanski skelet sa cis-kondenzacijom izmedu peto- i
Sesto¢lanog prstena 1 tri ili Cetiri vicinalne cis-orijentisane metil-grupe. Veliki broj
furanopingvizana (pingvizon, deoksopingvizon, furanopingvizanol, dehidropingvizenol itd.)

izolovan je iz jetrenjaca (Asakawa, 1995a), a neki od njih su i naknadno sintetsiani.

PPO (, ( A

1,2-migracija metil-
grupe

OPP — H

1,2-migracija vinil-
grupe

1,2-migracija metil-
grupe

w4

’
III
‘1

HO

neopingvizenol 60-hidroksi-3-okso-pingviz-5(10)-en-11,6-olid

Slika 2.6.6. Predlozeni biosintetski put za pingvizanski tip seskviterpenoida (Tazaki et al., 1997)
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Gambacorta je 1988. sa saradnicima predlozio pristup totalnoj sintezi (+)-pingvizona
preko biciklo[3.3.1]nonana, koriste¢i kiselo katalizovano preuredenje skeleta 9-hidroksi-1,4/4,5,9-
tetrametilbiciklo[3.3.1]nonan-2-ona u tetrametil-cis-hidrindenon, 3p,3aPB,7,7ap-
tetrametilbiciklo[4.3.0]non-6-en-1-on, koji dalje daje () pingvizon (Gambacorta et al., 1988).
Takode, Tori 1 saradnici su sintetisali homohiralni biciklicni pingvizanski keton, metil 3-
[(1’S,6’R)-1’,6’-dimetil-2’-0kso-1-il], polaze¢i od pulegona, koriste¢i Hosomi-Sakurai reakciju
kao kljuc¢ni korak za konstrukciju petoclanog prstena fromiranjem C-18 i C-1 veza, koji se potom

moze lako prevesti u deoksopingvizon (slika 2.6.7.) (Tori et al., 2001).

Totalna sinteza (+)-a-pingvizena, izvedena u jedanaest koraka, realizovana je 1995. godine
od strane Schinzer-a i saradnika kroz ciklizaciju enona uz upotrebu kiselo katalizovanog Amberlyst
15 (A 15), u prisustvu metoksi-dioksolana kao klju¢nog koraka (Schinzer et al., 1995). Ovaj proces
ciklizacije, iniciran od strane A 15, predstavlja metod za formiranje hidrindandskih skeleta, koji
ukljucuju tri susedne f-metoksi grupe, od kojih su dve kvaternarni centri. Tokom procesa sinteze
Schinzer-ov keton predstavlja klju¢ni intermedijer, koji se u konac¢ni proizvod transformise preko
paladijum-posredovanog unakrsnog spajanja enol triflata sa vinilstananom. Treba istaci i to da su
Srikrishna 1 Vijaykumar ukazali na greSku u spomenutom Schinzer-ovom radu, gde pod pojmom

f-pingvizen podrazumevaju a-pingvizen (Srikrishna 1 Vijaykumar, 1997).

Godine 1996, postignuta je totalna sinteza (£)-pingvizenola i (x)-a-pingvizena, takode
putem ciklizacije enona (Schinzer et al., 1995), da bi se dobio Schinzer-ov keton. Narednih godina
izvedeno je viSe razli¢itih sinteza pingvizanola (slika 2.6.9.). Naime, spajanjem enol triflata,
dobijenog deprotonovanjem Schinzer-ovog ketona sa LDA na niskoj temperaturi i in situ
hvatanjem sa N-fenil-bis(trifluorometansulfonimid)-om, sa vinilstananom u prisustvu
tetrakis(trifenilfosfin)paladijum(0)-a, formiran je izomer a-pingvizena. S druge strane, dodavanje
vinilmagnezijum bromida Schinzer-ovom ketonu u ekvatorijalnom polozaju dovelo je do
formiranja (x)-pinguisenola kao jednog dijastereomera. Dalja sintetska istrazivanja od strane
Srikrisna-e 1 saradnika 1997. godine ukljucivala su Claisen-ovo premestanje ortoestra i intramole-
kulsku diazo keto ciklopropanaciju, Sto je rezultiralo stereoselektivnim formiranjem dva
kvaternerna ugljeni¢na centra, polaze¢i od Hagemann-ovog estra u totalnoj sintezi racemskih (£)-

pingvizenola i (+)-a-pingvizena (Srikrishna 1 Vijaykumar, 1997; 1998) (slika 2.6.9.). Prva enan-
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Slika 2.6.7. Odabrane sintetske Seme za pingvizon i deoksopingvizon: Reagensi i uslovi: Gambacorta et. al., 1988: 1. Kiselo
katalizovano premestanja 2. zastita; 3. alilna oksidacija; 4. Bir¢ova redukcija; 5. Reakcija enolata sa BrCH2COOCHS3; 6. bazna
hidroliza; 7. grejanje 110 °C, 8. DIBAL-H, -20 °C. Uyehara et. al., 1986: 1. CICH>CN, hidrohinon, PhMe, 90 °C, preko noéi; 2.
NazS, KOH, EtOH, refluks; 3. Collins-ova oksidacija; 4. BF3-OEt2, CH2Cl, -78 °C, TMSCHN3, 1,5 h: 5.0zra¢ivanje THF
rastvora sa Hg od 100 W, 4h; 6. 2-etil-2-metil-1,3-dioksolan, PhH, TsOH, s.t., 2 dana; 7. LDA, PhSSO2Ph, THF; 8. NalOs4,
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MeOH-H20; 9. CaCOs, PhMe, 90 °C; 10. MeLi, etar; 11. PCC, NaOAc, CH2Clz; 12. Li, NH3, ~-BuOH, THF; a) za pingvizon:
13. NaH, TBAI, DME, BnBr; 14. HCI, H20-aceton; 15. LDA, ICH2COOEt, THF-HMPA; 16. K2CO3, MeOH-H:0; 17. TsOH,
PhH, refluks; 18. BBr3, CH2Cl20 °C; 19. DIBAL-H, THF, 20. 1 M H2SO4; 21. (Ac)20, DMSO. b) za deoksopingvizon: 13. NaH,
imidazol, CS2, THF, refluks; 14. (n-Bu);SnH, PhMe, refluks, 15. HCIl, H20-aceton, 16. LDA, ICH2COOEt, THF-HMPA, 17.
K2CO3, MeOH-H>0, 18. TsOH, PhH, refluks, 19. DIBAL-H, THF; 20. 1M H2SOas. Tori et. al. 2001: 1. LAH; 2. TBDPSCI, Et3N;
3. Swern-ova oksidacija; 4. MeMgBr, CeCls; 5. POCI3, piridin; 6. TBAF, THF; 7. Swern-ova oksidacija; 8. Phs;PMeBr,
ICH2SiMes, n-BuLi; 9. PDC, fBuOOH; 10. TBAF, 4 A, molekulska sita; 11. O3, CH2Clz; onda MezS; 12. NaBH4; 13. TsCl,
piridin; 14. LAH; 15. Jones-ova oksidacija; Koraci od 16-23 za deoksopingvizon Uyehara et al., 1986.

tiospecifi¢na sinteza Schinzer-ovog ketona (prethodno koris¢enog u racemskoj formi kao klju¢ni
intermedijer u sintezi (+)-pingvizana i (+)-a-pingvizena (Schinzer et al., 1995; Schinzer 1 Ringe,
1996; Srikrishna 1 Vijaykumar, 1997; 1998; 2000)), izvedena je a-karbonil radikalskom
ciklizacijom polaze¢i od (R)-(+)-pulegona (Sha et al., 2003). Uz (1R,3aS,4S,7aS)-1,3a,4,7a-
tetrametilperhidro-5-indenone kao formalni prekursor u enantiospecifi¢noj sintezi (—)-pingvizeno-
la i (-)-a-pingvizena, Sha 1 saradnici su 2003. godine prijavili 1 (3R,3aS,7R,7aS$)-3,3a,7,7a-
tetramethilperhidro-4-indenone kao dodatni intermedijer koji se moze koristiti prilikom sinteze

drugh pingvizana (Sha et al., 2003).

Slika 2.6.8. Sintetisani pingvizanski seskviterpeni: 1. 10-metilenpingvizen-8-on, 2. 10-metilenpingvizen, 3. pingvizen-10-on, 4.
pingvizen-8,10-dion (Srikrishna i Vijaykumar, 1998)

Prva totalna enentiospecificna sinteza (+)-pingvizenola, optickog antipoda prirodno

zastupljenog (—)-pingvizenola (stereohemija 15,25,3S5,6S,7R), ostvarena je 1998. godine od strane
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Srikrishna i Vajaykumar polaze¢i od (R)-karvona (slika 2.6.9.). Tokom ove sinteze, dobijena su jo$
Cetiri pingvizanska analoga. Regiospecificno reduktivno cepanje ciklopropanskog prstena
intermedijera rezultovalo je u dobijanju 10-metilenpignvizen-8-ona, koji je nakon Huang-Minlon
modifikovane Wolff-Kishner-ove redukcije pretvoren u deoksigenovani 10-metilenpingvizen.
Ozonolizom, pra¢enom reduktivnom obradom, transformisan je 10-metilenpingvizen u (-)-
pingvizen-10-on, dok je ozonolizom 10-metilenpingvizen-8-ona dobijen (+)-pingvizen-8,10-
diona (Srikrishna i Vijaykumar, 1998). Godine 2000, Srikrishna 1 saradnici izveli su enantiospe-
cificnu totalnu sintezu (+)-pinguvizenola, polaze¢i od trans-6-metilkarvona, dobijenog od (R)-
karvona. Sinteza (+)-pingvizenola izvedena je u trinaest koraka, ukljuCujué¢i Claisen-ovo
premestanje alil-alkohola 1 intramolekulsku diazo keton ciklopropanaciju, regioselektivno
otvaranje ciklopropanskog prstena, uz ukupni prinos od 2,5% (Srikrishna i Vijaykumar, 2000).
Stereoselektivna totalna sinteza (55*,95*,1R*,6R*)-1,5,6,9-tetrametilbiciklo[4.3.0]nonan-2-on-a
postignuta je koriS¢enjem Mukaiyama aldolne reakcije kao kljucnog sintetskog koraka, s obzirom
na to da se gore navedeno jedinjenje lako moze prevesti u pingvizenol, koristeéi pristup prethodno

opisan od strane Schinzer-a i saradnika (slika 2.6.8.) (Schinzer et al., 1995; Shiina et al., 2007).

Yadav 1 saradnici su 2017. godine izvestili o sintezi (—)-pinguizenola u devet koraka, kao 1
o sintezi (—)-izonavikulola (iz pingvizenola) u deset koraka, polaze¢i od Hajos-Parrish ketona.
Kljucne reakcije u ovom pristupu ukljucivale su: regioselektivnu zastitu tioketala, stereoselektivnu
ciklopropanaciju uz primenu Furukawa protokola, dijastereoselektivnu hidrogenizaciju olefina
koris¢enjem Thalesnano H-Cube Pro flow reaktora, redukciju ciklopropanskog prstena pomocu
litijjuma u te€nom amonijaku, 1 1,3-oksidativnu transformacionu sekvencu pomocu PCC (Yadav et
al., 2017). U 2018. godini, ista grupa autora objavila je stereoselektivnu totalnu sintezu
izonavikulola 1 pingvizenola koristec¢i (R)-pulegon kao polazni materijal. Kljuéne reakcije u ovoj
sintezi obuhvatale su Luche-ovu redukciju, Furukawa-inu modifikovanu Simmons-Smith
ciklopropanaciju 1 otvaranje ciklopropanskog prstena uz pomo¢ litijjuma u tenom amonijaku
(Yadav et al., 2018). Naime, do sada je objavljeno ukupno devet radova koji se bave sintetskim
pristupima za dobijanje pingvizenola. Od ukupno tri rada koja se bave enantioselektivnom
sintezom pingvizenola, dva se odnose na sintezu (+)-pingvizenola, antipoda prirodno zastupljenog
(-)-pingvizenola (stereohemije 1S5,25,35,6S,7R) (Sha et al., 2003; Yadav et al., 2017; 2018).

Preostali radovi fokusirani su na sintezu racemskog pingvizenola (slika 2.6.9.).
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Slika 2.6.9. Odabrane sintetske Seme za pingvizon i deoksopingvizon. Reagensi i uslovi: Schinzer i Ringe, 1996: 1. A15,
metoksi-dioksolan; 2. O3, Sudan crveno, Zn/CH3COOH; 3. LDA -78 °C PhSeBr, 4. H203; 5. CH3MgBr, Cul; 6. LAH; 7. NaH,
CS2, Mel; 8. AIBN, BuzSnH; 9. A15. Srikrishna i Vijaykumar, 1997: 1. NaH, Mel, -50 °C; 2. (CH20H)2, PTSA, PhH, 48h; 3.

LAH, Et20, -70°C 4. MeC(OEt)s, EtCO2H (cat.), 180 °C, 48 h; 5. 3 M HCI, THF, 2 h; 6. 10% NaOH, MeOH, refluks, 4 h; 7.
(COCl)2, PhH, s.t., 2 h; MeCHN>, Et20, 0 °C, 2 h; 8. Cu, CuSOs, cikloheksan, refluks, 1.5 h; 9. K2COs, MeOH, s.t., 48 h; 10. Li,
lig. NH3, THF; 11. NHoNHz, (CH20H)z2, 180 °C, 2 h; Na, 4 h; 12. PCC, CH2Cl, 2 h. Srikrishna i Vijaykumar, 2000: 1. i. LDA,

Mel, ii. DBU, iii. rekristalizacija, 2. i. MeMgl; ii. PCC-silika gel; 3.i. LAH, 4. CH3C(OEt)s, EtCO:H, refluks; ii. NaOH; 5. i.
(COCl)z; ii. CH3CHN2, 6. CuSOs4, 7. 03/02; Ac20, Et3N, 8. Li, lig. NH3; 9. Wolff—Kishner-ova redukcija, 10. PCC, silika gel. Sha
et. al. 2003: 1. litijum cikloheksilizopropilamid, BuLi; 2. Mel; 3.CHsLi, THF, -78 °C; 4. O3, CH2Clz; 5. DMS; 6. PTSA, PhH; 7.

4-(trimetilsilil)-3-butinil magnezijum hlorid, THF, -78 °C; Cul, HMPA, TMSCI, Et:N, 8. mCPBA, Nal, CH2Cl2, 9. BusSnH,

AIBN, PhH, 65 °C; 10. TFA, CH2Cly; 11. Pd/C, H2, MeOH, 12. H2NNHTSs, MeOH, refluks; 13. n-BuLi, TMEDA, heksan; 14.

CrOs3, DMP, CH:Cly; 15. Pd/C, H2, MeOH. Shiina et. al. 2007: 1. NaBH4, CeCl3-7H20/ MeOH, —70 °C, 2. TIPSOTT, 2,6-

lutidin/CH2Clz, 0 °C, 3. DIBAL-H/CH2Cly, 0 °C; 4. MsCl, pyr, 0 °C, 5. Na2S/ DMF, s.t.; 6. Raney Ni W-4/THF, s.t.; 7.
BH;' THF/THE, 0 °C, potom H202, NaOH, s.t.; 8. TFAA, DMSO, Et;N/CH2Clz, —65 °C; 9. DBU/PhMe, 0 °C; 10. CH.=CHMgBr,
Cul/THF, -78 °C; 11. TESCI, EtsN, Lil/CH2Clz, 40 °C; 12. HCHO (aq.) Sc(OTf)3/THF, 65 °C; 13. LiAIH(OfBu)3/THE, 0 °C; 14.

TBSOTT, 2,6-lutidin/CH2Cl2, 0 °C; 15. OsO4, Me3sNO/aceton, H2O, O C°, potom NalOg, s.t.; 16. DBU/PhH, 50 °C; 17.
HS(CH2)3SH, BF3-OEt:/CH2Cl2, 0 °C; 18. Raney Ni W-4/THEF, refluks; 19. PDC/DMF, s.t.; 20. HS(CH2);SH, BF3-OEt2/CH2Clo,

-78 °C; 21. Raney Ni W-4/ THF, refluks. Yadav et. al. 2017: 1. HS(CH2)2SH, BF3-Et20, MeOH, 0°Cs.t., 24h; 2. PPh;CH3Br,

tBuOK, PhMe, 60 °C, 3. TI(NO3)3:3 H20, THF/MeOH/H20 s.t., 1 h; 4. CeCl3-7H20, MeOH, NaBHg, -20 °C, 30 min; 5. Et2Zn,

CH:lz, PhH, nBulLi, Et20, -20 °C do s.t., 24 h; 6. imidazol, CH2Cl2, TBDPSCI, 0 °C do s.t., 12 h; 7. 10% Pd/C (Flow reaktor),

EtOAc, 5 bari Hz, 0,3 mL/min protok 8. TBAF, THF, 24 h; 9. DMP, CH2Clz, 0 °C do s.t., 1 h; 10. Li/liq. NH3, THF, -33 °C, 15

min, K2CO3, MeOH. Yadav et. al. 2018: 1. CeCls"7H20, MeOH, NaBHa, -20 °C, 1 h; 2. Et2Zn, CHzl2, CH2Clz, 0 °C- 24 h; 3.

DMP, CH2Cl2 ,0 °C; 4. imidazol, TBDPSCI, CH:2Clz, 0-25 °C, 24 h; 5. DIBAL-H, 0 °C, CH2Cl: 2 h; 6. TsCl, Et;N, CH2Clz,

DMAP 0-25 °C, 24 h; LAH, THF, 50 °C, 12 h.

Upotreba Brensted-ovih kiselina dovela je do transanularne ciklizacije (izmedu C(2) 1
C(6)) enola sa neaktiviranim alkenom, predstavljajuci inovativan asimetri¢ni pristup za formiranje
biciklo[4.3.0]nonanskog sistema pingvizanskih seskviterpenoida. Ova metoda pruza
enantioselektivni put za sintetisanje ove klase molekula (Clarke et al., 2006). Daljim radovima koji
se ti€u transanularnih reakcija preko deveto€lanog prstena su se bavili /gbal 1 saradnici koristec¢i
Bronsted-ovu kiselinu za transanularnu ciklizaciju ciklononenonskog prekursora sa tetra-
supstituisanom dvostrukom vezom, kako bi se dobili biciklo[4.3.0]nonani (Igbal et al., 2011). S
druge strane, Horak je sa svojim saradnicima razvio trostepeni put za sintezu furo[2,3-f]-izoindola,
koji su aza-analozi pingvizanskih seskviterpena (kao S§to su pingvizon, briopterin B,
deoksopingvizon-15-oi¢na kiselina, itd.). Oni su koristili anhidrid maleinske kiseline kao dienofil
1 vinilfuranski fragment kao unutrasnji dien u intramolekulskoj Dielas-Alder vinilfuran reakeiji,

koja je predstavljala kljucni korak u procesu sinteze (Horak et al., 2015).

Shiina 1 Nishiyama su 2005. godine izvestili o prvoj potpuno uspesnoj sintezi akutifolona
A (slika 2.6.10.), prirodnog proizvoda pingvizanskog tipa prvobitno identifikovanog od strane
Asakawa-a 1 saradnika 1998. godine u jetrenjaCi Porella acutifolia subsp. tosana. Startno

jedinjenje sa biciklo[4.3.0.]nonaskim sistemom je dobijeno koriS¢enjem intramolekulske Diels-
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Slika 2.6.10. Sintetski pristup za dobijanje akutifolona A, i bisakutifolona A i B. Rreagensi i uslovi: Shiina i Nishiyama 2005: 1.
NaBHy, CeCl3-7TH20, MeOH, -70 °C; 2. TIPSOTT, 2,6-lutidin, CH2Clz, 0 °C; 3. DIBAL-H, CH:2Cly, 0 °C; 4. MsCl, piridin, 0°C;
5. NazS, DMF, s.t.; 6. Raney Ni W-4, THF; 7. BH3 THF, THF, 0 °C potom H202, NaOH, s.t.; 8. TFAA, DMSO, Et;N/CH:Clz, -65
°C; 9. DBU/PhMe, 0 °C; 10. CH.CHMgBr, Cul, THF, -78 °C; 11. TESCI, Et;N, Lil, CH2Clz, 40 °C; 12. HCHO (aq.),
Sc(OTf)3, THF, 65 °C; 13. LiAIH(OtBu)s, THF, 0 °C; 14. TBSOTT, 2,6-lutidin/CH2Cl2, 0°C; 15. OsO4, Me3NO, aceton, H20, 0 °C,
potom NalOs, s.t.; 16. DBU/PhH, 50 °C; 17. HS(CH2)3SH, BF3-Et20, CH2Cla, 0 °C; 18. Raney Ni W-4, THF, refluks 19.
PDC/DMF, s.t.; 20. NaClO2, 2-metil-2-buten, NaH2POa, tBuOH-H20, 0°C; 21. TMSCHN2, MeOH, 0 °C; 22. TIPSOTT, 2,6-
lutidin, CH2Cly, s.t.; 23. TBHP, 20% Pd(OH)>—C, Cs2CO3, CH2Clz, O2, 0°C; 24. CH2.CHMgCI, CeCl3, THF, 0 °C; 25. CSA,
MeOH, s.t. Shiina et. al. 2007: Sinteza akutifolona A; Modifikacija reakcionih uslova umetanjem slede¢ih reagenasa nakon
koraka 1-21 istih kao kod Shiina i Nishiyama, 2005; 22. IBX, DMSO, THF, 80 °C; 23. CH.CHMgCl, Cul/THF, -78 °C; 24. IBX
ili TMSOTT, EtsN, potom Pd(OAc)2; Sinteza bisakutifolona A i B: BHT, PhMe, 120 °C. Hsieh et al., 2009: 1. NaH, CO(OMe)z,
THEF, 2h refluks; 2. PhSeCl, piridin, CH2Clz, 0°C, 1 h onda 30% H202, 0 °C, 8 min; 3. MeLi, Cul, THF, -78 °C, 30 min; 4.
PhSeCl, piridin, CH2Cly, s.t., 3 h; potom 30% H202, 0 °C, 10 min; 5. 3-butenilmagnezijum bromid, Cul, THF/Me:S (20:1), -78
°C, 30 min; 6. Pd(OAc)2 (1.4 eq.), THF, s.t., 16 h; 7. Hz, 10% Pd/C, MeOH, s.t.; 8. LHMDS, THF, -78 °C, 15 min, potom TMSCI,
3 h; 9. Pd(OAc)2, CH3CN, refluks, 50 h; 10. vinilmagnezijum bromid, Cul, THF/Me:S (20:1), -78 °C do 0 °C, 2 h; 11. LHMDS,
THEF, -78 °C, 15 min, potom TMSCI, 3 h; 12. Pd(OAc)2, CH3CN, refluks, 52 h. Yadav et. al. 2018: Sinteza akutifolona A: 1.
CeCl3-7H20, MeOH, NaBHa4, -10°C, 1 h; 2. Et2Zn, CHzl2, CH2Cl2, 30 min., 20 °C; 24 h 3. DMP, CH2Clz, 0°C, 2 h; 4. Li/liq.
NH3, THF, -33°C,15 min.; 5. LDA, -78 °C, Mel, 0°C, 12 h, 6. etinil-TMS, BuLi, -78 °C, 12 h; 7. PCC, celit, CH2Cly, 25 °C, 24 h;
8. K2COs3, MeOH, 0°C, 1 h; 9. Lindlar-ov katalizator, hinolin, H2 gas, EtOAc, 25 °C, 1 h; Sinteza bisakutifolona A i B: BHT, 24
h, 125 °C.

Alder-ove reakcije uz (E)-3-(3-hidroksihepta-4,6-dien-1-il)furan-2(5H)-on (Shiina i Nishiyama,
2005). Godine 2007., ista istrazivacka grupa uspela je da neznatno poveca ukupni prinos
akutifolona A koriste¢i Mukaiyama-inu aldolnu reakciju za oksidaciju na poloZaju C-8 kao klju¢ni
korak (Shiina et al., 2007). U tom radu takode su sintetisani dimerni proizvodi, bisakutifolon A 1

bisakutifolon B, koriste¢i biomimetsku intramolekulsku Diels-Alder dimerizaciju prirodnog
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monomera (Shiina et al., 2007). Manje kompleksno startno jedinjenje, 4-metilcikloheksanon,
koris¢eno je od strane Hsieh-a i saradnika za totalnu sintezu racemskog akutifolona A, izvedenu u
14 koraka (Hsieh et al., 2009). Prva enantioselektivna totalna sinteza akutifolona A, kao 1
bisakutifolona A i B, postignuta je koriste¢i Luche-ovu redukciju, Furukawa-ovu modifikovanu
Simmons-Smith ciklopropanaciju, otvaranje ciklopropanskog prstena uz pomo¢ litijuma u teCcnom
amonijaku, Saegusa-Ito oksidaciju, 1,3-oksidativno premestanje pomocu PCC-a, i Diels-Alder
dimerizaciju. Ova sinteza je izvedena polazeci od derivata (R)-pulegona (slika 2.6.10.) (Yadav et

al., 2018).

OCH, H,CO0C
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e —_—
(0] o] -
Bernasconi et al., 1981 7-epi-pingvizon

Slika 2.6.11. Sintetski pristup ka 4-epi-pingvizonu i 7-epi-pingvizonu. Rreagensi i uslovi: Baker et. al. 1988: 1. 155 °C, 24 h; 2.
H30%; ili 1°. 13 kBar, 35 °C; 2°. CSA; ili 1. 13 kBar, 35 °C; 2. BusNF; 3. NaBHa4, CeCl3, MeOH, s.t.; 4. SEMCI, iPrNEt,
CH:Cly; 5. LAH, THF, s.t.; 6. TsCL py, DMAP (1 eq.), s.t.; 7. Nal, Zn, HMPA, 110 °C; 8. TBAF, HMPA, 85 °C; 9. PCC, CH2Clz;
10. Me2CuLi; 11. CICH2COCI; 12. 9-BBN, 0°C. Bernasconi et. al. 1981: 1. (CH3)2CuLi, anhid. Et20, -25°C, 1h; 2. Brz,
CH3COOH, 5 °C, onda 10% NaOH; 3. CaCO3, DMAc, refluks 2h; 4. (CH3)2CuLi, anhid. Et20, -35 °C, 1 h 5. (CH3):CuLi, anhid.
Et20, zatim hloracetilhlorid u Et20, -25 °C, 1 h; 6. 9-BBN, N2, anhid. THF, 0 °C, 2 h.

Sinteza epi-pingvizana, koji se razlikuje od pingvizana jedino u orijentaciji metil grupe na
C-15, takode je uspe$no realizovana. Sinteza 7-epi-pingvizona obuhvata simetricnu aldolnu
ciklizaciju Hajos-Parrish triketona, 2-metil-2-(3-oksobutil)ciklopentan-1,3-dion, u prisustvu
katalitickih koli¢ina (S)-(—)-prolina, kako bi se formirao hiralni sinton, (S)-(+)-2,3,7,7a-tetrahidro-
7a-metilindenemetiliden-1,5(6H)-dion. KvencCovanje enolata hloroacetil-hloridom, nakon

stupnjevitog stereoselektivnog uvodenja druge angularne i, trece i cetvrte meti-grupe (C-1 1 C-4)
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u indanski skelet, sa litijjum dimetilkupratom u dietil-etru, ilustruje novi sintetski pristup f-
furanonima (Bernasconi et al., 1981) (slika 2.6.11.). Baker 1 saradnici su koristili Danishefsky-dien
(1-metoksi-3-(trimetilsiloksi)buta-1,3-dien) i dvostruko aktivirani dienofil (metil-2,3-dimetil-5-
oksociklopent-1-en-karboksilat) u Diels-Alder rekciji ciklizacije za sintezu indena, iz Cega se

dobija jos jedan epi-pingvizon, 4-epi-pingvizona (slika 2.6.11.) (Baker et. al. 1988).

2.6.5. BIOLOSKA AKTIVNOST PINGVIZANSKIH SESKVITERPENA

Pripravci dobijeni iz lekovitih biljaka koris¢eni su za lecenje i ublazavanje bolesti u svim
civilizacijama, S$to je rezultiralo brojnim istrazivanjima o viSim biljkama u svrhu njihove
medicinske primene, povezuju¢i modernu i tradicionalnu medicinu (Verpoorte et al., 2006).
Medutim, istrazivanja koja se ticu ispitivanja konkretno briofita, u istu svrhu, vrlo su oskudna iako
su se same briofite u tradicionalnoj medicini koristile u brojnim patoloskim stanjima, ukljucujuci
lecenje posekotina, opekotina, spoljnih rana, bakterioze, pluéne tuberkuloze, neurastenije,
preloma, konvulzija, opekotina, uropatije, groznice 1 upale pluca (Glime, 2021). Jetrenjace, koje
predstavljaju drugu po veli€ini grupu briofita, sintetiSu veliki broj sekundarnih metabolita, koji
ispoljavaju razliCite bioloSke aktivnosti od znacaja. Ove aktivnosti ukljucuju antimikrobna,
antimikoti¢na, antivirusna, citotoksi¢na, antikancerogena, insekticidna, enzim inhibitorna,
vazorelaksantna i druge efekte (Asakawa et al., 2013a). Mnogi od ovih metabolita karakteriSu
jedinstvene hemijske strukture, a neke od njih, poput pingvizanih seskviterpenoida, nisu prisutne
ni u jednom drugom poznatom kopnenom ili morskom organizmu (Asakawa, 1982b; 1995a;

2013a; Ludwiczuk et al., 2011).

Ekstrakti 1 etarska ulja izolovani iz jetrenjaca predstavljaju bogat izvor bioaktivnih
molekula (Asakawa, 1982b; 1995a; Asakawa et al., 2013b). Utvrdeno je da ekstrakt jetrenjace
Bazzania novae-zelandiae sadrzi aktivne supstance koje deluju citotksi¢no protiv P-388 leukemije
u panelu humanih tumorskih ¢elijskih linija (NCI’s) (Asakawa, 1995a). Pingvizanske frakcije
(pingvizenol, norpingvizenol, norpingvizenol-acetat, norpingvizenol-metil-estar) izolovane iz
dietil-etarskog ekstrakta vrste P. canariensis, u koncentracijama od 50 1 5 pg/mL, dovele su do

blagog porasta bakterijskog rasta u biofilmovima Gram-negativne bakterije Pseudomonas
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aeruginosa. Pingvizenol 1 norpingvizenol pokazali su znacajnu korelaciju izmedu rasta i
formiranja biofilma, dok je norpingvizenol-acetat medu testiranim jedinjenjima izdvojen kao
najefikasniji, ispoljavajuc¢i 27% i 20% inhibicije stvaranja biofilma pri koncentracijama od 501 5
pg/mL, redom (Costerton et al., 1999; Gilabert et al., 2011). Ekstrakti nekih vrsta roda Porella, s
druge strane, ispoljavaju antimikrobni efekat u odnosu na Gram-pozitivne bakterije 1 pokazuju

ornitin dekarboksilaznu aktivnost (Pavleti¢ i Stilinovi¢, 1963; Toyota et al., 1991).

Norpingvizon izolovan iz vrste P. vernicosa 1 norpingvizon-metil-etar izolovan iz
jetrenjaCe P. elegantula inhibiraju oslobadanje superoksida iz makrofaga morskog praseta pri
koncentracijama od ICso 12,5-50 pg/ml i ICso 35 pg/ml, redom (Asakawa, 2007). U istrazivanjima
sprovedenim od strane Qang i Asakawa 2010. godine norpingvizon-metil-estar pokazao je
inhibitornu aktivnost na produkciju NO u RAW 264.7 ¢elijjama stimulisanim LPS-om, dok je
supresorna aktivnost norpingvizona bila slaba (ICso of 45,5 umol) (Quang i Asakawa, 2010).
Pingvizon, izolovan iz vrste A. pinguis, ispoljio je inhibitorni efekat na 10-13 dana stare larve
polifagnog insekta Spodoptera littoralis Boisd. $to ukazuje na potencijalnu primenu ovog
jedinjenja za zastitu biljaka od razli¢itih insekata i smanjenje gubitka prinosa poljoprivrednih

useva (Wada i Munakata, 1971).

Dehidropingvizenol je pokazao citotoksi¢nu aktivnost (EDso 12,5 pg/mL) na KB ¢elije
(Tori et al., 1993). Za 7-keto-8-karbometoksi-pingvizenol iz primeraka vrste P. perrottetiana
sakupljenih u Japanu, utvrdeno je da poseduje znacajnu citotoksic¢nu aktivnost u odnosu na ¢elijske
linije humane promijelocitne leukemije, HL-60 (ICso 8,53 puM), 1 humanog faringealnog
skvamoznog karcinoma, KB celija (ICso 52,64 pM). Dva jedinjenja dobijena hemijskom
transformacijom, 7-oksopingvizenol-12-metil-estar i 7a-hidroksipingvizenol-12-metil-estar, kao i
akutifolon A, takode su pokazala bioloSku aktivnost. Prva dva su drasti¢no smanjila inhibitornu
aktivnost u odnosu na HL-60 ¢elija (ICso 83,10 uM) i izgubila aktivnost protiv KB ¢elija (ICso >
177 uM), dok je akutifolon A pokazao povecanu citotoksi¢nu aktivnost u odnosu na HL-60 (ICso
2,65 uM) i KB ¢elija (ICs0 46,58 uM) (Komala et al., 2011).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1. HEMIKALIJE I RASTVARACI

Komercijalno dostupne hemikalije (p.a. Cistoce): siréetna kiselina, sumporna kiselina,
vanilin, hlorovodoni¢na kiselina, fosfomolibdenska kiselina, anhidrovani magnezijum-sulfat,
amonijum-hlorid, natrijum-hidroksid, piridinijum-hlorhromat (PCC), etanol, izopropanol,
ugljendioksid, celit, litjjum-aluminijumhidrid, polivinil-alkohol, natrijum-L-laktat, amonijum-
hlorid, kao i rastvaraci: dietil-etar (Et.O), hloroform (CHCIs), dihlormetan (CH.Cl,), heksan,
metanol (MeOH), etanol (EtOH), dimetilsulfoksid (DMSO), deuterisani hloroform (*3CDCls),
deuterisani benzen (CeDe) i tris-(6,6,7,7,8,8,8-heptafluor-2,2-dimetil-3,5-
oktandionato)europijum(l11) (Eu(fod)s), koji su koris¢eni tokom rada, nabavljeni su od sledecih
kompanija: Acros Organics (Moris Plejns, Nju Dzersi, SAD), Sigma Aldrich (Sent Luis, Mizuri,
SAD), Merck (Darmstat, Nemacka), Carl Roth (Karlyruhe, Nemacka), Tokyo Chemical Industry
Co. (Tokio, Japan). Rastvaraci (dietil-etar, metanol, n-heksan) su neposredno pre upotrebe

precis¢eni destilacijom, dok su ostale hemikalije upotrebljavane bez prethodnog precis¢avanja.
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3.2. METODE ANALIZE

3.2.1. NUKLEARNO-MAGNETNA REZONANTNA (NMR) SPEKTROSKOPIJA

Jednodimenzionalni (*H i *3C) i dvodimenzionalni (JHSQC, HSQC, HMBC, gHMBC, ‘H-
'H COSY i NOESY) NMR spektri su uz DEPT-90 i DEPT-135 snimljeni na Bruker Avance Il
400-MHz spektrometru (*H na 400 MHz, *C na 100,6 MHz) (Bruker, Fillanden, Svajcarska).
NMR spektri su snimljeni na 25 °C u deuterisanom hloroformu (CDClz) ili deuterisanom benzenu
(CeDs). Vrednosti hemijskih pomeranja su u *H-NMR spektrima date u 6 (ppm) jedinicama u
odnosu na tetrametilsilan (MesSi, TMS) koji je kori$¢en kao unutrasnji standard (6w=0 ppm), i/ili
u odnosu na signale rastvaraca (rezidualni CHCls: 8y 7,26, 3CDCls: 8¢ 77,16; CsHDs: o1 7,16 i
13CCsDs: 6c 128,06) u heteronuklearnim 2D spektrima. 2D NMR spektri (NOESY, gHSQC,
HMBC, gHMBC i H-'H COSY), kao i viSepulsni eksperimenti (DEPT90 i DEPT135) i
eksperimenti selektivnog *H homonuklearnog dekuplovanja snimani su uz primenu uobicajnih
pulsnih sekvenci koje su bile dostupne iz Brukerovih biblioteka pulsnih sekvenci. Skalarna
sprezanja data su u hercima (Hz). Snimljeni spektri su obradivani softverom MestreNova
(ver.6.0.2-5475, Mestrelab Research, Spanija) 11.0.3-18688, Mestrelab Research, La Korunja,
Spanija).

3.2.2. INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA (FTIR)

Infracrveni spektri FT-ATR-IR (FT = Fourier-ova transformacija, ATR = oslabljena totalna
refleksija (attenuated total reflectance)) ¢istih jedinjenja snimani su u obliku tankog sloja (neat)
na instrumentu Thermo Nicolet, model 6700 FT-IR (Waltham, Masacusets, SAD), u
Kriminalisti¢cko-tehni¢kom centru, MUP Nis.
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3.2.3. ULTRALJUBICASTA I VIDLJIVA SPEKTROSKOPIJA (UV-VIS)

Ultraljubicasti spektri su snimani na spektrofotometru UV-1800 Shimadzu (Tokio, Japan),

koristeéi acetonitril kao rastvarac.

3.2.4. MASENA SPEKTROMETRIJA VISOKE REZOLUCIJE (HRMS)

Masena spektrometrija visokog razlaganja izvrsena je na MStation JMS-700 masenom
spektrometru (JEOL Peabody, Masacusec, USA), pri energiji jonizacije od 70 eV, jonskoj zamci
od 300 pA i temperaturi jonskog izvora od 230 °C. Greska dobijenog elementarnog sastava

izraCunata je MStation softverom i data je u milimasenim jedinicama (mmu).

3.2.5. GASNA HROMATOGRAFIJA-MASENA SPEKTROMETRIJA (GC-MS)

Za analizu etarskih ulja, ekstrakata, hromatografskih frakcija, izolovanih i sintetisanih
jedinjenja, koriS¢ena je GC-MS metoda. Ova analiza (3 injektovanja), izvedena je koriS¢enjem
Hewlett-Packard 5975B detektora u kombinaciji sa Hewlett-Packard 6890N gasnim
hromatografom, koji je opremljen kapilarnom DB-5MS kolonom (5% difenilsiloksana 1 95%
dimetilsiloksana, 30 m x 0,25 mm, debljina filma 0,25 pm, Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
SAD), i direktno kuplovan sa 5975B masenim detektorom (MSD) iste kompanije. Jonizacija je
vriena elektronima energije 70 eV. Pun sken masenog detektora beleZen je u intervalu m/z 35-650
amu (brzina skeniranja 5 skenova u sekundi), a duZina trajanja jednog skena je bila 0,32 s.
Temperaturni rezim rada: temperature injektora 1 detektora su odrzavane na 250, odnosno 320 °C;
temperatura peci je programirana linearno od 70 do 310 °C brzinom rasta temperature od 5 °C/min,
nakon toga je usledio izotermalni period u trajanju od 10 min; kao nose¢i gas koris¢en je helijum,
¢iji je konstantni protok odrzavan na 1,0 ml/min. Injektirano je 1 pl rastvora uzorka u etru (1 mg
u 1 ml dietil-etra) (1:100, w/v), u pulsnom sp/it modu (40:1), pri protoku od 1,5 ml/min u prvih 30

sekundi, a zatim 1,0 ml/min do kraja analize.
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3.2.6. IDENTIFIKACIJA SASTOJAKA

Obrada rezultata ukljucuje upotrebu MSD ChemStation softvera (ver. D.03.00.611, Agilent
Technologies, SAD) u kombinaciji sa programom AMDIS (Automated Mass Spectral
Deconvolution and Identification System, Ver. 2,68; DTRA/NIST, 2002) koji se koristi za
dekonvoluciju masenog skena, tj. ekstrakciju masenih spektara iz preklopljenih pikova, uz NIST
MS Search programski paket (ver. 2.0d, Nacionalni institut za standarde i tehnologiju (NIST),
SAD) koji obezbeduje algoritam za pretragu biblioteka masenih spektara. Hemijski sastav
ispitivanih uzoraka odreden je uporedivanjem literaturnih retencionih indeksa pojedinacnih
komponenata (Adams, 2007), izracunatih u odnosu na C7 — C3s alkane (Van den Dool i Kratz,
1963), sa njihovim literaturnim vrednostima. Ovo poredenje je ukljucivalo uporedivanje masenih
spektara ispitivanih jedinjenja u odnosu na masene spektre standarda i/ili masene spektre poznatih
jedinjenja iz komercijalnih biblioteka kao Sto su Wiley 11 (Wiley Registry of Mass Spectral Data
11" Edition), NIST14 (NIST/EPA/NIH MassSpectral Library 14), MassFinder 2.3, Adams
(Adams, 2007), i iz interne biblioteke masenih spektara istrazivacke grupe ,,OSA“ (Organic
Synthesis and Analysis) na Departmanu za hemiju, PMF-a u Nisu, napravljene na osnovu ¢istih
supstanci. Kada je god to bilo moguce, identifikacija je potvrdivana koinjektiranjem sa standardom
(alkani, alkoholi, metil-estri masnih kiselina, terpenoidi, aromaticna jedinjenja, sintetisana i
izolovana jedinjenja, itd). GC (FID) analiza izvedena je pod istim eksperimentalnim uslovima
koriste¢i kolonu iste polarnosti koja je opisana za GC-MS. Procentualni sastav je dobijen

integraljenjem hromatograma bez koriS¢enja korekcionih faktora.

3.2.7. ELEMENTNA MIKROANALIZA

Elementna mikroanaliza ugljenika, vodonika i kiseonika ¢istih jedinjenja izvrSena je na
Carlo Erba Elemental Analyzer 1106 (Carlo Erba Strumentazione, Milano, Italija)
mikroanalizatoru, a dobijeni rezultati dobro su se slagali sa predvidenim (izraCunatim)

vrednostima.
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3.2.8. OPTICKA ROTACLJA

Opticka rotacija merena je na Autopol IV (Rudoloph, Research Analytical, Flanders, USA)

polarimetru, opremljenom natrijumskom lampom (589 nm) i mikroéelijom od 10 cm.
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3.3. METODE RAZDVAJANJA

3.3.1. TANKOSLOJNA HROMATOGRAFIJA (TLC)

Tankoslojna hromatografija (TLC) vrSena je na aluminijumskim plo¢ama sa prethodno
nanetim slojem silika-gela 60 (Kieselgel 60 Fzs4, 0.2 mm, Merck, Darmstadt, Nemacka). Kao
eluenti su koris¢ene smese heksana i dietil-etra razli¢itih polariteta. Mrlje na TLC-u vizualizovane
su pomo¢u UV lampe (254 nm) i izazvane su vanilin/H2SO4 reagensom (6% vanilin (w/v) i 1%
H2SO4 (v/v) u etanolu), pra¢enim zagrevanjem ploca tokom 2 min. na 110 °C. Takode, mrlje su
vizualizovane prskanjem sa 50% (v/v) ag. H2SOs ili 10% (w/v) etanolnim rastvorom
fosfomolibdenske kiseline (250 ml EtOH i1 12 g fosfomolibdenske kiseline), pracenim

zagrevanjem u susnici na 80 °C.

3.3.2. TECNA HROMATOGRAFIJA PRI SREDNJIM PRITISCIMA (MPLC)

Preparativna MPLC razdvajanja sastojaka smeSa vrSena Su na aparatu za MPLC
hromatografiju Biichi (pumpa C-601 uz kontroler C-610 Work-21, Biichi, Flawil, Svajcarska),
koristeci prethodno napakovanu kolonu (40 mm x 75 mm, silika-gel 60, raspodela veli¢ine Cestica
40-63 um, Biichi, Flawil, Svajcarska). Protok mobilne faze iznosio je 2,5 ml/min, pri demu je

koris¢ena smesa heksana i dihlormetana pod gradijentnim uslovima.

3.3.3. ,,DRY FLASH* HROMATOGRAFIJA

Za preparativno razdvajanje pomocu dry flash hromatografije koris¢ena je aparatura koja
se sastojala od kolone silika gela 60 (veli¢ina Cestica od 40-63 um, Acros Organics, Geel, Belgija),

napakovane u sinterovanom staklenom levku srednje poroznosti i veli¢ine, uz standardnu bocu
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radi vakuum filtracije. Eluiranje je vrseno pod gradijentnim uslovima, koriste¢i ¢ist heksan, smesu

heksana i dietil-etra, ¢ist dietil-etar, smeSe dietil-etra i metanola, kao i ¢ist metanol.
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3.4. BILINI MATERIJAL | PRIPREMA UZORAKA

3.4.1. BILINI MATERIJAL

Podaci o biljnom materijalu prikazani su u tabeli 3.4.1. U tabeli su navedeni lokaliteti 1

datumi sakupljanja dvaju vrsti jetrenjaca roda Porella i vrste Conocephalum conicum, kao 1 njihovi

vaucerski brojevi. Vaucerski primerci su deponovani u herbarskoj kolekciji ,,OS4*“ (Organic

Synthesis and Analysis) istrazivacke grupe na Departmanu za hemiju Prirodno-matematickog

fakulteta u Nisu.

Tabela 3.4.1. Podaci o ispitivanim uzorcima

TAKSON

Porella cordaeana
(Huebner) Moore

Porella platyphylla
(L.) Pfeiff.

Conocephalum
conicum (L.) Dum.

LOKALITET

Srbija, Suva Planina
(opstina Nis),
Sumsko staniste,
1810 m nadmorske
visine
(43°12'01" S,
22°08'30" 1)
Srbija, Veliki Kupci
(opstina Krusevac),
Sumsko staniste, 280
m nadmorske visine
(43°27" 12" S; 21°
14 00" 1)
Bugarska, Planina
Maljevica, sumsko
staniste, 1803 m
nadmorske visine
(44°33'51" S; 18°
49'39" 1)
Srbija, Veliki Kupci
(opstina Krusevac),
Sumsko staniste, 280
m nadmorske visine
(43°27'07.1" S,
21°1428.5" 1)
Srbija, Veliki Kupci
(opstina Krusevac),
obala potoka, 207 m
nadmorske visine
(43°27'12" S,
21°14'0" 1)
Srbija, Vlasinsko
jezero (Surdulica
(P¢injski okrug)),
obala pototka, 1105

DATUM
SAKUPLJANJA

25.9.2014,;
28.10.2016.

28.5.2016.

22.10.2005.

15.3.2016.

22.3.2016.

29.10.2013.

VAUCERSKI
BROJ ( HMN)

16189

13988

14005

OZNAKA UZORKA

Etarsko ulje

SF-PCU

SF-KPK

BUG

SF-COK

Dietil-etarski ekstrakt

SF-PE

cc1
(SF-COKE)

ccs
(SF-285)

cec2
(MM 317)
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m nadmorske visine
(42°40'42.2" S'i
22°19'24.0" 1)
Srbija, Jelasnicka
klisura (opstina
Niska Banja),
polupecinski zaklon 8.3. 2016. SE-CON -
pored reke, 293 m
nadmorske visine
(43°16'45" S; 22°
03'51"1)
Srbija, Planina _
Jastrebac (opstina

Krusevac), pored 20.11.2018 cca
reke, 1492 m A1 .

nadmorske visine (SF-CONCJ)
(43023/3 1S,
21°26'57" 1)

Srbija, Vrelo reke
Qrze (opstina cCs
Paracin), pored reke, 25.9. 2018.
500 m nadmorske (SF-CONCG)
visine (43°53'47.2"
S, 21°38'45.0" 1)

3.4.2. DOBIJANJE ETARSKIH ULJA

Etarska ulja su dobijena hidrodestilacijom odmerene mase fino usitnjenog biljnog
materijala u vodi, koriste¢i aparat po Klevendzeru (Clevenger) tokom 3 h, Sto je u skladu sa
zvani¢nom procedurom navedenom u Evropskoj farmakopeji (Le Tarnec, 2004). Dobijena etarska
ulja su ekstrahovana dietil-etrom iz isoljenog vodenog sloja, a dietil-etarski ekstrakt je suSen
dodavanjem anhidrovanog magnezijum-sulfata (MgSO4) do postizanja saturacije. Nakon
odvajanja sredstva za suSenje filtriranjem, rastvara¢ je potpuno uklonjen kratkotrajnim
uparavanjem na rotacionom vakuum uparivacu (BUCHI RotavaporTM R-210, Fisher Scientific
Ltd, Velika Britanija), 1 odreden prinos etarskog ulja. Na ovaj nacin izolovana etarska ulja cuvana

suna— 18 °C do analize ili daljeg frakcionisanja.
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3.5. 1ZOLOVANJE SEKUNDARNIH METABOLITA BILINE VRSTE PORELLA CORDAEANA

3.5.1. HROMATOGRAFSKO RAZDVAJANJE ETARSKOG ULJA BILJNE VRSTE P. CORDAEANA

Biljni materijal jetrenjace Porella cordaeana (Huebener) Moore, prikupljen na padinama
Suve planine, i osusen na vazduhu do postizanja konstantne mase. Nakon suSenja, materijal je
podvrgnut hidrodestilaciji u skladu sa protokolom opisanim u odeljku 3.4.2. Eksperimentalnog
dela. Obradom 350 g osuSenog biljnog materijala dobijeno je 950 mg etarskog ulja (0,27%).
Dobijeno etarsko ulje iskoris¢eno je za dalju izolaciju jedinjenja od interesa (videti

Eksperimentalni deo 3.5.3.).

Dodatnom obradom 334 g biljnog materijala iste vrste i porekla, kroz tri uzastopne
hidrodestilacije, dobijeno je ukupno 1040,3 mg (0,31%) etarskog ulja. Na ovaj nacin dobijeno
etarsko ulje vrste P. cordaeana podvrgnuto je dry flash hromatografiji na koloni silika-gela 60 (40-
63 pum, Acros Organics, Gell, Belgija), pri ¢emu je za eluiranje primenjen gradijent od Cistog
heksana do cCistog metanola. Razdvajanje je rezultiralo sa 59 frakcija (tabela 3.5.1.). Tok
hromatografije pracen je pomoc¢u TLC analize, a odredene frakcije su medusobno spajane za dalju
GC-MS analizu. U okviru ove analize, €isto jedinjenje 1 identifikovano je u frakcijama SF-PC 14
1 SF-PC 15, koje su kasnije podvrgnute medicinskim testiranjima, $to je detaljno objaSnjeno u

odeljku Rezultati 1 diskusija 4.1.5.

Tabela 3.5.1. Prikaz frakcija i njihovih masa dobijenih dry flash hromatografijom etarskog ulja vrste P. cordaeana

Eluent Frakcije Masa frakcija (mg)
SF-PC 1 237,1
SF-PC 2 114,3
Heksan (100, v/v) 1-5 SF-PC 3 28,3
SF-PC 4 13,9
SF-PC 5 1,8
SF-PC 6 0,6
SF-PC 7 49,7
Heksan:dietil-etar (97:3, v/v) 6-10 SF-PC 8 11,7
SF-PC 9 5,9
SF-PC 10 1,6
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Heksan:dietil-etar (94:6, v/v)

Heksan:dietil-etar (88:12, v/v)

Heksan:dietil-etar (75:25, v/v)

Heksan:dietil-etar (50:50, v/v)

Heksan:dietil-etar (25:75, v/v)

Dietil-etar (100, v/v)

Dietil-etar:metanol (50:50, v/v)

Metanol (100, v/v)

11-23

24-30

31-35

36-44

45-49

50-53

54-56

57-59

SF-PC 11
SF-PC 12
SF-PC 13
SF-PC 14
SF-PC 15
SF-PC 16
SF-PC 17
SF-PC 18
SF-PC 19
SF-PC 20
SF-PC 21
SF-PC 22
SF-PC 23

SF-PC 24-27
SF-PC 28
SF-PC 29
SF-PC 30
SF-PC 31
SF-PC 32
SF-PC 33
SF-PC 34
SF-PC 35
SF-PC 36
SF-PC 37
SF-PC 38
SF-PC 39
SF-PC 40
SF-PC 41
SF-PC 42
SF-PC 43
SF-PC 44
SF-PC 45
SF-PC 46
SF-PC 47
SF-PC 48
SF-PC 49
SF-PC 50
SF-PC 51
SF-PC 52
SF-PC 53
SF-PC 54

SF-PC 55-56
SF-PC 57

SF-PC 58
SF-PC 59

24,5
23,6
126,9
146,8
89,5
23,6
37,5
7,8
2,6

3,0
6,2
32,6
7,1
32
22
2,0
11,6

1,3
1,9
11,0
1,9
1,9

2,8

0,8
0,2
1,9
1,7
1,1
2,0
1,0
2.4

24
1,7

44.6
9.4
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3.5.2. DOBIJANJE DIETIL-ETARSKOG EKSTRAKTA BILJNE VRSTE P. CORDAEANA

Manji deo osuSenog biljnog materijala jetrenjace P. cordaeana je usitnjen, izmeren i nakon
toga potapan u staklenom sudu u odgovarajuéu zapreminu dietil-etra (podrazumevajuéi da je 10 g
biljnog materijala nalivano sa 50 ml), zatvoren 1 odlozen na mracnom mestu. Nakon
petnaestodnevnog stajanja, biljni material je odvojen filtracijom, a etarski ekstrakt je potom osuSen
iznad anhidrovanog MgSOs. Nakon odvajanja sredstva za suSenje filtracijom, pristupljeno je
uklanjanju etra destilacijom na rotacionom-vakuum uparivacu, na sobnoj temperaturi. Vec¢i deo
dobijenog suvog ostatka direktno je podvrgnut GC-MS analizi, sa ciljem da se utvrdi da izolovana
jedinjenja nisu artefakti nastali tokom postupka analize. Preostali deo suvog ostatka ¢uvan je na -

18 °C do analize ili daljeg frakcionisanja, po potrebi.

3.5.3. 1ZOLOVANJE a-FURANOPINGVIZANOLA HROMATOGRAFSKIM RAZDVAJANJEM
ETARSKOG ULJA BILINE VRSTE P. CORDAEANA

Jedinjenje a-furanopingvizanol, (4S5*,4a8*,7TR*,7aS* ,85%)-4,4a,7,7a-tetrametil-
4a,5,6,7,7a,8-heksahid-ro-4H-indeno[5,6-b]furan-8-ol, izolovano je iz etarskog ulja jetrenjace P
cordaeana pomocu preparativnog MPLC razdvajanja. Primenjeno je gradijentno eluiranje pod
gradijentnim uslovima od c¢istog heksana do ¢istog dihlormetana (CH2Cl). Frakcije koje su
sadrzale a-furanopingvizanol davale su ljubi¢astu mrlju na TLC plocici nakon nanoSenja
vanilin/H2SO4 reagensom (Eksperimentalni deo 3.3.1.). Spojene frakcije su predstavljale Cisti a-
furanopingvizanol u masi od 410 mg, Rf (sa ¢istim CH>Cl,) = 0,4. Podaci NMR dati su u tabeli
4.1.2., dok su spektroskopski podaci predstavljeni u prilogu (1-12, 14), kao i u okviru Rezultata i
diskusije (slike 4.1.3.,4.1.5.,4.1.6.4.1.8.).

a-Furanopingvizanol

Retencioni indeks (DB-5MS), RI =1760;
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EI-MS m/z relativni intenzitet (%): 234 (2,4) [M*], 124 (100), 123 (8,7), 95 (8,6),125 (7,8), 109
(5,2),91(3,4), 160 (3,3), 41 (3,2), 107 (3,1);

Elementna analiza; izracunato za C15sH2202 (%): C, 76,88, H, 9,46, O, 13,66; nadeno: C, 76,91, H,
9,50, O, 13,59;

IR (cm™): 3463 (O-H), 3102 (C—H), 1120 (C-O), 1501 (C=C);

UV-Vis (nm): 223,5 (=3428); ap> = -0,302° (¢ = 1,0, CHCL).

3.5.4. SINTEZA FURANOPINGVIZANONA

Rastvor a-furanopingvizanola (0,5 mmol, 117 mg) u CH2Cl> (5 ml) je u kapima dodat
rastvoru piridinijum-hlorhromata (PCC, 1,0 mmol, 216 mg) u 10 ml CH>Cl» na 0 °C. Dobijena
smesa je ostavljena da se zagreje do sobne temperature. Mesanje je nastavljeno tokom dodatna dva
sata. Nakon toga dodato je 15 ml dietil-etra, rastvorni deo je dekantovan, dok je nerastvorni deo
crne boje ispran dva puta sa 10 ml Et2O. Spojeni organski slojevi propusteni su kroz tanak sloj
silika-gela, osuSeni anhidrovanim MgSOys 1 upareni na rotacionom vakuum-uparivacu, in vacuo.
U cilju uklanjanja tragova supstanci koje sadrze hrom, proizvod je prec¢iS¢avan pomocu MPLC
(izokratsko eluiranje sa CH2>Cly:heksan =1:1, v/v) §to je rezultovalo, u skladu sa TLC, GC-MS i
NMR analizama, ¢istim jedinjenjem (furanopigvizanon, jedinjenje 2) u prinosu od 97% (113 mg).
Furanopigvizanon je bio vidljiv na TLC plocama pod UV svetlom (Rf (Cist dihlormetan) = 0,5) ali
se nakon prskanja vanillin/H>SO4 reagensom nije mogao vizualizovati. Podaci NMR su dati u
tabeli 4.1.4., dok su spektroskopski podaci dati u prilogu 13,15-19, kao i u okviru Rezultata 1
diskusije, slike 4.1.11., 4.1.12.,4.1.14. 1 4.1.15.

Furanopigvizanon

Retencioni indeks (DB-5MS), RI =1887;
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EI-MS m/z relativni intenzitet (%): 232 (68,2) [M*],122 (100), 109 (73,4), 121 (43,2), 217 (41,1),
176 (36,1), 66 (33,7), 177 (30,3), 161 (26,7), 175 (18,8);

Elementna analiza; izraCunato za C15H2002 (%): C, 77,55; H, 8,68; O, 13,77; nadeno: C 77,48, H,
8,72, O, 13,80;

IR (cm™): 3105 (C-H), 1675 (C=0), 1503 (C=C);

UV-Vis (nm): 270,5 (e= 3259); ap®’=- 0,259 (c = 1,2, CHCl;).

3.5.5. REDUKCIJA FURANOPINGVIZANONA

Smesa furanopingvizanona (0,1 mmol, 23,2 mg) i litijum-aluminijumidrida (1,0 mmol,
38,0 mg) mesala se u dietil-etru na sobnoj temperaturi tokom jednog sata. Potom je reakciona
smesSa ohladena na 0 °C 1 obradena sukcesivnim dodavanjem vode (1 ml), 15% NaOH (1 ml), 1
opet vode (1 ml). SmeSa je potom ekstrahovana sa CH2Cly, osuSena anhidrovanim MgSOQO4 1
uparena na rotacionom vakuum-uparivacu. Analize TLC, GC-MS i NMR potvrdile su da je

proizvod reakcije bilo ¢ist a-furanopingvizanol (23,0 mg, prinos 98%).
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3.6. IZOLOVANJE SEKUNDARNIH METABOLITA BILJNE VRSTE CONOCEPHALUM
CONICUM

3.6.1. DOBIJANJE DIETIL-ETARSKIH EKSTRAKATA JETRENJACE C. CONCUM

Biljni materijal jetrenjace C. conicum prikupljen je sa razli¢itih lokaliteta Sirom Srbije.
Uzorci iz Sumskog podrucja u blizini sela Veliki Kupci oznaceni su kao CC1. Biljni materijal,
tokom dalje analize oznacen kao CC2, odnosi se na uzorke C. conicum prikupljene tokom 2013.
godine sa podrucja Vlasinskog jezera smestenog, jugoisto¢na Srbija. Uzorci oznaceni kao CC3
podrazumevaju materijal iste vrste prikupljen krajem maja 2016. godine sa obale potoka u blizini
Velikih Kupaca (tabela 3.4.1.). U jesen 2018. godine, uzorak CC4 je prikupljen sa zemljista u
blizini potoka na planini Jastrebac, dok CCS5 predstavlja materijal iste vrste prikupljen iste godine

sa vlaznog zemljista u blizini izvora reke Grze (tabela 3.4.1.).

Svez biljni materijal jetrenjae C. conicum (CC1—CCS; 80—400 g) je usitnjen, 1 nakon
vaganja ostavljen da se macerira sa 2 L sveze destilovanog Et2O (oslobodenog od peroksida 1
stabilizatora) na sobnoj temperaturi, zaSti¢en od direktne sunceve svetlosti, tokom 7 dana uz
povremeno mesanje. Nakon sedam dana maceracije, biljni materijal je odvojen filtracijom, a dietil-
etarski ekstrakt je osuSen iznad anhidrovanog MgSOs4. Posle odvajanja sredstva za suSenje
filtracijom, dietil-etar je uklonjen destilacijom na rotacionom vakuum-uparivacu na sobnoj
temperaturi. Suvi ostatak (uzorci CC1-CC5; 56 mg—1,8 g) je zatim gravitacionom filtracijom kroz
kolone pakovane sa 2 g Celita (Merck, Darmstat, Nemacka) ociS¢en od nerastvornih materija.
Ostatak je potom koncentrisan na sobnoj temperaturi pomocu struje azota i pripremljen za GC-MS

analizu, odnosno dalje frakcionisanje.

3.6.2. HROMATOGRAFSKO RAZDVAJANJE DIETIL-ETARSKIH EKSTRAKATA JETRENJACE C.
CONICUM

U cilju razdvajanja sastojaka, dietil-etarski ekstrakt C. conicum, CC1 (pri procesu

ekstrakcije obelezen kao SF-CONH), podvrgnut je dry-flash hromatografskom razdvajanju na
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koloni silika-gela 60 (40-63 mm, Acros organics, Gell, Belgija) u skladu sa procedurama opisanim

u Eksperimentalnom delu 3.3.3. Eluiranje je izvedeno gradijentno, pocevsi od smese heksan:dietil-

etar (99:1, v/v) do ¢istog metanola, kroz 65 frakcija (tabela 3.6.1.). Tok hromatografije pracen je

pomocu TLC i GC-MS analize. Na osnovu GC-MS analize jedno od jedinjenja od interesa,

jedinjenje 3, predstavljale su frakcije SF-CONH 24-27 1 SF-CONH 28, eluirane heksan:dietil-

etrom (90:10, v/v) (tabela 3.6.1.). Ovo jedinjenje podvrgnuto je medicinskim testiranjima, detaljno

opisanim u delu Rezultati i diskusija 4.3.7. Daljim eluiranjem i promenom eluenata (tabela 3.6.1.)

nije bilo moguée izolovati Cista nepoznata jedinjenja od interesa, Sto nas je podstaklo na dalje

istrazivanje.

Tabela 3.6.1. Prikaz rezultata frakcionacije dry flash hromatografijom dietil-etarskog ekstrakta C. conicum (SF-CONH) poreklom

iz Velikih Kupaca (CC1)

Eluent Frakcije Masa frakcija (mg)
SF-CONH 1 31,5
SF-CONH 2 3,6
Heksan:dietil-etar (99:1, v/v) 1-5 SF-CONH 3 25,2
SF-CONH 4 8
SF-CONH 5
SF-CONH 6 21,8
SF-CONH 7
SF-CONH 8 4
SF-CONH 9
Heksan:dietil-etar (98:2, v/v) 6-14 SF-CONH 10
SF-CONH 11 7,1
SF-CONH 12
SF-CONH 13
SF-CONH 14
SF-CONH 15 11,4
SF-CONH 16
Heksan:dietil-etar (95:5, v/v) 15-19 SF-CONH 17 4,8
SF-CONH 18 14,7
SF-CONH 19 4,2
SF-CONH 20 23,8
SF-CONH 21 18,2
SF-CONH 22 8,3
SF-CONH 23
SF-CONH 24
SF-CONH 25
Heksan:dietil-etar (90:10, v/v) 20-28 SF-CONH 26 18,6
SF-CONH 27
SF-CONH 28 5
SF-CONH 29 36,1
SF-CONH 30
SF-CONH 31
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Heksan:dietil-etar (75:25, v/v)

29-42

SF-CONH 32

SF-CONH 33

SF-CONH 34

SF-CONH 35

SF-CONH 36

32,2

SF-CONH 37

SF-CONH 38

SF-CONH 39

SF-CONH 40

SF-CONH 41

SF-CONH 42

21,1

Heksan:dietil-etar (50:50, v/v)

43-52

SF-CONH 43

2,9

SF-CONH 44

SF-CONH 45

SF-CONH 46

~ |~ |+

SF-CONH 47

8,2

SF-CONH 48

3,6

SF-CONH 49

SF-CONH 50

SF-CONH 51

SF-CONH 52

4,1

Heksan:dietil-etar (25:75, v/v )

53-59

SF-CONH 53

SF-CONH 54

14,7

SF-CONH 55

SF-CONH 56

12,5

SF-CONH 57

SF-CONH 58

SF-CONH 59

17,2

Dietil-etar (100, v/v)

60-63

SF-CONH 60

13,3

SF-CONH 61

SF-CONH 62

SF-CONH 63

51,2

Dietil-etar:metanol (50:50, v/v)

64

SF-CONH 64

243

Metanol (100, v/v)

65

SF-CONH 65

18,8

Hromatografsko razdvajanje CC3 (SF-285) sprovedeno je gradijentnim eluiranjem

koriste¢i 50 ml 1%-tne smeSe heksana i dietil-etra (0,5 ml dietil-etra i 49,5 ml heksana), koje je

postepeno prelazilo na eluiranje Cistim metanolom (tabela 3.6.2.). Razdvajanje je obuhvatilo

ukupno 52 frakcije (tabela 3.6.2.). Eluiranjem smeSom heksan/dietil-etar (90:10, v/v) dobijene su

frakcije SF-285-19 1 SF-285-20, koje su predstavljale cist konocefalenol. Tako izolovani

konocefalenol koriS¢en je za dalja medicinska ispitivanja, kao $to je objaSnjeno u delu Rezultati i

diskusija 4.3.7. Daljim spiranjima dobijene su frakcije, sa manje ili viSe prisutnim, pretezno istim,

konstituentima analiziranog ekstrakta. Medutim, ¢isto nepoznato jedinjenje 3, koje je ranije bilo
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podvrgnuto medicinskim testiranjima, nije ponovo izolovano. Eluiranjem c¢istim dietil-etrom

dobijene su frakcije SF-285-46 1 SF-285-46-1 (tabela 3.6.2.), koje su predstavljale Cista nepoznata

jedinjenja 4 i 5. Ova jedinjenja od interesa podvrgnuta su medicinskim istrazivanjima, prema

metodologiji opisanoj u delu Rezultati i diskusija 4.3.7.

Tabela 3.6.2. Prikaz rezultata frakcionacije dry flash hromatografijom dietil-etarskog ekstrakta C. conicum (SF-285) poreklom iz

Velikih Ku

paca (CC3)
Eluent Frakcije Masa frakcia (mg)
SF-285-1 14,5
SF-285-2 4
SF-285-3
Heksan:dietil-etar (99 :1, v/v) 1-6 SF-285-4 193.8
SF-285-5 81,6
SF-285-6 10,8
SF-285-7 3,9
Heksan:dietil-etar (98 :2, v/v) 7-10 SF-285-8 7,1
SF-285-9 15
SF-285-10
SF-285-11
SF-285-12 342
SF-285-13
Heksan:dietil-etar (95%:5%) 11-18 SF-285-14 14,8
SF-285-15 42
SF-285-16
SF-285-17 63,9
SF-285-18
SF-285-19 70
SF-285-20
SF-285-21 18,4
SF-285-22 8,7
SF-285-23 10,6
Heksan:dietil-etar (90 :10, v/v) 19-28 SF-285-24 19,2
SF-285-25 8,9
SF-285-26 8,1
SF-285-27
SF-285-28 8,7
SF-285-29 25,3
SF-285-30 21,3
SF-285-31 64,4
SF-285-32
SF-285-33
Heksan:dietil-etar (75:25, v/v) 29-37 SF-285-34
SF-285-35 10,2
SF-285-36 7,3
SF-285-37
SF-285-38 16,6
SF-285-39 13
Heksan:dietil-etar (50 :50, v/v) 38-41 SF-285-40
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SF-285-41 6,8
SF-285-42 34,8
Heksan:dietil-etar (25:75, v/v) 42-45 SF-285-43
SF-285-44 22,7
SF-285-45
SF-285-46 6,8
SF-46-1 3,4
Dietil-etar (100, v/v) 46-49 SF-285-47 7,7
SF-285-48 6,3
SF-285-49
Dietil-etar:methanol (50:50, v/v) 50-51 SF-285-50 48,1
SF-285-51
Metanol (100, v/v) 52 SF-285-52 36,7

S obzirom na to da dry flash hromatografijom CC-3 ekstrakta nismo dobili ¢isto jedinjenje
3, koje je bilo potrebno za detaljnu strukturnu analizu, i imaju¢i u vidu potrebu za dodatnim
izolovanjem Cdistih jedinjenja 4 1 5, sa istim ciljem, izvr$ili smo spajanje biljnog materijala sa
razlicitih lokacija koji dokazano sadrze jedinjenja od interesa. Spojeni ekstrakti CC1, CC3, 1 CC4
(4,85 g) podvrgnuti su gradijentnoj dry-flash hromatografiji na koloni silika-gela 60. Primenjen je
gradijent koriste¢i smeSu heksana i dietil-etra. Tok hromatografije pracen je pomoéu TLC i GC-
MS analize. Dobijeno je ukupno 50 frakcija. Na osnovu GC-MS analize utvrdeno je da frakcija 19
(260 mg; heksan—Et,0, 11,5:1, v/v) i frakcija 27 (86 mg; heksan—Et,0, 9:1, v/v) predstavljaju Cista
jedinjenja, konocefalenol i (1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-14-ol (jedinjenje 3). Jedinjenja rel-
(1(10)Z,4S,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-11,14-diol  (jedinjenje 4) 1 rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-
humula-1(10),5-dien-7,14-diol  (jedinjenje 5) su izolovana kao dista iz frakcije 46 (51 mg;
heksan—Et,0, 1:19, v/v) i frakcije 49 (37 mg; cist EtO), nakon ponovljene izokratske
hromatografije (heksan—Et,0, 1:19, v/v) na koloni silika gela. NMR podaci analiziranih jedinjenja
dati su u tabelama 4.3.2., 4.3.4. 1 4.3.5., kao 1 u prilozima 21, 40, 49, 50, dok se spektroskopski
podaci nalaze kako unutar priloga 22-36, 41-48, 51-58, tako 1 u okviru Rezultata 1 diskusije (slike
43.4.,43.7.14.3.9).

Konocefalenol [rel-(1R,95)-brazila-5-en-10-o0l;  rel-(1S,7aR)-2-(1,6,6-trimetil-2,3,5,6,7,70-
heksahidro-1H-inden-4-il)propan-2-ol]:

Bezbojna uljasta supstanca;
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Retencioni indeks (DB-5MS), RI= 1496;

EL-MS m/z relativni intenzitet (%): 222 (3) [M'], 207 (59), 204 (100), 189 (99), 149 (90), 133 (71),
107 (54), 105 (60), 93 (54), 91 (62), 59 (82), 43 (81);

HREIMS m/z 222,1979 [M*], (izradunati za CisHa40, 222,1984); anal. C 81,05, H 11,86, O 7,09
%, izradunati za C1sHx40, C 81,02, H 11,79, O 7,19%.

(1Z,4E)-Lepidoza-1(10),4-dien-14-ol [izolepidozen-14-ol; (rel-(1R,AZ,8E,10R)-8,11,11-
trimetilbiciklo[8.1.0Jundeka-3,8-dien-3-il)metanol]

Bezbojna uljasta supstanca;
Retencioni indeks (DB-5MS), RI =1730;

EI-MS m/z relativni intenzitet (%): 220 (7) [M'], 189 (29), 159 (20), 145 (15), 133 (22), 121
(100), 107 (96), 105 (62), 93 (98), 91 (73), 81 (34), 79 (56), 77 (46), 67(33), 55 (35), 41 (60);

IR (Cmfl) (neat) Vmax 3276, 2916, 2849, 1645, 1443, 1376, 1239, 1157, 1015, 992, 907, 889, 856,
839,719 cm™;

HREIMS m/z 220,1798 [M"], (izracunati za C15H240, 220,1827); anal. C 81,81, H 10,96, O
7,23%, izracunati za C1sH240, C 81,76, H 10,98, O 7,26%.

rel-(1(10)Z,4S8,5E,7R)-Germakra-1(10),5-dien-11,14-diol [2-(re/-(1R,2E 4S,77)-8-
(hidroksimetil)-4-metilciklodeka-2,7-dien-1-il)-propan-2-ol]

Bezbojna uljasta supstanca;

Retencioni indeks (DB-5MS), RI =1904;

EI-MS m/z relativni intenzitet (%): 238 (2) [M*], 149 (45), 147 (59), 119 (40), 105 (70), 93 (33),
92 (21), 91 (74), 80 (59), 79 (48), 59 (100);
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IR (cm™!) (neat) Vimax 3254, 2962, 2908, 2850,1662, 1437, 1375, 1361, 1282, 1215, 1164, 1132,
1114, 1082, 1062,1040, 1028, 984, 927, 908, 888, 867, 859, 843, 810, 769, 732 cm™;

HREIMS m/z: 238,1925 [M"], (izratunati za Ci5H2602, 238,1933); anal. C 75,63, H 11,02, O
13,35%, izracunati za C15H2602, C 75,58, H 10,99, O 13,42%.

rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-Humula-1(10),5-dien-7,14-diol (germakranski sistem numeracije) [rel-
(12,3S,5E,10R)-humula-1,6-dien-10,14-diol (farnezanski sistem numeracije), rel-(1R,3E,5S,87)-
9- (hidroksimetil)-2,2,5-trimetilcikloundeka-3,8-dien-1-ol]

Bezbojna uljasta supstanca;
Retencioni indeks (DB-5MS), RI =1906;

EI-MS m/z relativni intenzitet (%): 238 (2) [M*], 133 (30), 109 (38), 107 (88), 95 (99), 93 (33), 81
(100), 79 (34), 69 (39), 67 (67), 55 (65), 43 (35), 41 (76);

IR (cm™") (neat) Vimax 3447, 2960, 2918, 2855, 1666, 1425, 1370, 1280, 1210, 1150, 1077, 984,
971, 927, 866, 815, 699 cm™!;

HREIMSm/z: 238,1941 [M"], (izracunati za CisH2602, 238,1933); anal. C 75,55, H 10,98, O
13,47%, izracunati za Ci15sH2602, C 75,58, H 10,99, O 13,42%

3.6.3. OKSIDACIJA FRAKCIJE 24

Frakcija 24 rastvorena je u dihlormetanu (30 mg u 5 mL dihlormetana). Uz meSanje, u
kapima je dodavan piridinijum-hlorhromat (100 mg, 0,46 mmol) suspendovan u 5 ml
anhidrovanog dihlormetana na sobnoj temperaturi, sve dok rastvor nije zadrzavao narandZastu
boju. Nakon 2 h, dodat je Et2O (20 ml), a supernatant je dekantovan od nerastvornog rezidualnog
dela. Nerastvorni ostatak je ispran sa Et;O (4x10 ml). Spojeni organski slojevi propusteni su kroz
tanak sloj silika-gela 1 osuSeni anhidrovanim MgSOs, a rastvara¢ je uklonjen na rotacionom

vakuum-uparivacu. Spektroskopski podaci izolepidozen-14-ala dobijeni su analizom NMR
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spektra snimljenog za oksidovani uzorak bez razdvajanja. NMR podaci predstavljeni su u tabeli

4.3.3., dok su spektroskopski podaci dati u Prilozima 37-39, 59.

Izolepidozen-14-al [(1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-14-al; (1R*,4Z,8E,10R*)-8,11,11-
trimetilbiciklo[8.1.0Jundeka-3,8-dien-3-il)metanol]

Retencioni indeks (DB-5MS), RI =1683;

EI-MS m/z relativni intenzitet (%): 218 (4) [M*], 149 (26), 138 (34), 121 (71), 119 (24), 107 (100),
105 (46), 93 (71), 91 (69), 81 (33), 79 (45), 77 (38), 41 (36);
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3.7. TESTIRANJE TOKSIKOLOSKE/FARMAKOLOSKE AKTIVNOSTI ODABRANIH
JEDINJENJA

3.7.1. LEKOVI | HEMIKALIJE KORISCENI U ISPITIVANJIMA

Medijum za Celijske kulture (RPMI-medijum, kupljen od Sigma-Aldrich, Sent Luis, MO,
SAD) koris¢en u svim eksperimentima, sastojao se od RPMI 1640 medijuma sa dodatih 20 mM/L
HEPES i L-glutaminom (bez natrijum-bikarbonata). Ovaj medijum sadrzao je i dodatak od 5%
(w/v) seruma fetusa goveceta, 200 pg/mL streptomicina i 200 IU/mL penicilina G. Streptomicin i
penicilin G kupljeni su od AppliChem, Darmstat, Nemacka. Deksametazon (Dex) je nabavljen od
Galenike (Beograd, Srbija), dok su lipopolisaharid iz serotipa 0111:B4 Escherichia coli (LPS),
konkanavalin A (ConA), natrium-3,3’-[(3,3’-dimetil[1,1’-bifenil]-4,4’-dil)bis(azo)]bis[5-amino-
4-hidroksi-naftalen-2,7-disulfonat] ~ (tripan-plavo, TB) i  3-(4,5-dimetiltijazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolijum-bromid (MTT) kupljeni od Sigma-Aldrich (St. Louis, Mizuri, SAD). Takode,
od hemikalija su tokom medicinskih testiranja kori$¢eni i etanol, metanol, siréetna kiseina,
hlorovodoni¢na kiselina, dietil-etar, amonijum-hlorid, izopropanol, etidijum-bromid, EDTA,
DMSO, PBS (fizioloski rastvor puferovanog fosfata pH 7,2-7,3), Tris-HCI pufer, kao i fosfatni
pufer koji se sastojao od 17% polivinil-alkohola, 3 mM natrijum-adenin-dinukleotida (NAD"), 150
mM natrijum-L-laktata, 0,32 mM 1-metoksifenazin-metosulfata, 5 ml natrijum-azida (NaNs) i 5
mM tetrazolijumnitro-palvog (NBT). Svi ovi rastvaraci i hemikalije koris¢eni u istraZivanju
kupljeni su od kompanija Sigma-Aldrich (St. Louis, Mizuri, SAD), Merck (Darmstadt, Nemacka)
ili Carl Roth (Karlsruhe, Nemacka).

3.7.2. EKSPERIMENTALNE ZIVOTINJE

U eksperimentima obavljenim u ovoj disertaciji kori$¢eni su muzjaci i Zenke pacova soja
Wistar, starosti 2—-3 meseca, tezine 250-300 @. Zivotinje su Guvane pod standardnim
laboratorijskim uslovima (temperatura 22 + 2 °C, vlaznost 60%, sa hranom i vodom dostupnom

ad libitum) u Vivarijumu Instituta za biomedicinska istrazivanja, na Medicinskom fakultetu,
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Univerziteta u NiSu. Svi eksperimentalni postupci sa zivotinjama sprovedeni su u skladu sa
deklaracijom iz Helsinkija (2013.) i smernicama Evropske zajednice za eti¢ko postupanje sa
eksperimentalnim Zivotinjama (Direktiva EU iz 2010. godine; 2010/63/ EU) i takode su odobreni
od strane lokalnog etickog odbora (pod brojevima 01-6481-14 i 323-07-06862/2016-05/2).

3.7.3. IZOLOVANJE I KULTIVACIJA CELIJA

Nakon eutanazije, eksperimentalna Zivotinja je naprskana etanolom, trbusna duplja
otvorena i Spricem je, uz potpomaganje sahatnim staklom (kako bi sklonili creva), duplja isprana
PBS-om. Eksudat je prikupljen $pricem i preba¢en u hladenu epruvetu. Pre odstranjivanja spoljnih
delova slezina je odrzavana u sterilnim uslovima; preciznije, pincetom je uronjena u rastvor joda,
a zatim isprana PBS-om. Slezina je potom paZljivo secirana na manje delove koriste¢i makaze,
nakon Cega je izvrSena pasaza kroz 40- ,100- um celijsko sito (Fisher Scientific, Hampton, New
Hampshire, SAD). Komadi¢i slezine su, jedan po jedan, trljani plasticnim delom $prica kroz sito,
a zatim ispirani sa po 1 ml PBS-a. Te¢nost je dopunjena do 20 ml u epruveti, nakon toga, epruveta
je centrifugirana 10 min. pri 1200 rpm, a supernatant uklonjen. Zatim je dodato 2 ml PBS-a i 6 ml
toplog izotoni¢nog rastvora amonijum-hlorida kako bi se lizirali eritrociti, koji bi inace bili prisutni
na razmazu. Nakon inkubacije od 7 min., dodato je jo§s 10 ml PBS-a, ponovo centrifugirano na

gore pomenuti nacin, i potom odliven supernatant.

Nakon pripreme, splenociti su resuspendovani u RPMI-medijumu, pri ¢emu je
koncentracija ¢elija podesena na 2,5 x 108 éelija/ml. Vijabilnost ovih éelija odredena je bojenjem
tripan-plavim (>95% vijabilnih éelija). Celije su zatim prebaéene u mikrotitarske ploce sa 96
bunari¢a (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Nemacka), pri ¢emu je svaki bunari¢ sadrzao 100 pl
¢elijske suspenzije. U ovu suspenziju dodat je ili RPMI-medijum sa 2,5 pg/ml ConA, ili RPMI-
medijum sa 1 pg/ml LPS. Kao negativna kontrola koris¢en je RPMI-medijum, dok je kao pozitivna
kontrola koris¢en deksametazon u konaénim koncentracijama od 1 x 101 mM i 10 M po

bunariéu.

Testirani su (1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-14-ol (jedinjenje 3), rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-
germakra-1(10),5-dien-11,14-diol (jedinjenje 4), rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-1(10),5-dien-
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7,14-diol (jedinjenje 5) i konocefalenol u sedam razli¢itih koncentracija: 5107, 2,5x10, 1x104,
1x107°, 1x10®, 1x107i 1x10® M. Takode, prilikom analize (1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-14-ola
(jedinjenje 3), rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-11,14-diola (jedinjenje 4), rel-
(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-1(10),5-dien-7,14-diola (jedinjenje 5), pri tri najniZze testirane
koncentracije (1x10®, 1x107i 1x10® M) izvreno je i resuspendovanje éelija splenocita u RPMI-
medijumu uz pode$avanje gustine na 2 x 10° éelija/ml, kao i za a-furanopingvizanol (jedinjenje 1)
i furanopingvizanon (jedinjenje 2). Jedinjenja a-furanopingvizanol i furanopingvizanon testirana
su u devet koncentracija (od 10 do 10® M). Na gore navedene nacine napunjene mikrotitarske
ploce, inkubirane su na 37 °C tokom 24 i 48 h pod atmosferom sac¢injenom od 95% vazduha sa 5%

(v/v) ugljen-dioksida. Svi eksperimenti su izvodeni u kvadriplikatu i ponovljeni su tri puta.

3.7.4. CELIJSKA VIJABILNOST

Celijska vijabilnost je odredena na osnovu tri razli¢ita testa: MTT-testa, NR-testa i testa sa
tripan-plavim (TB). Kolorimetrijska metoda koja omogucava preciznu kvantitativnu procenu
citotoksi¢nosti i ¢elijske proliferacije na osnovu metabolicke aktivnosti ¢elija predstavlja MTT-
test. Ova metoda se zasniva na sposobnosti mitohondrijalnih enzima da redukuju tetrazolijumske
soli (MTT), koje su Zute boje, u nerastvorne Kristale formazana. Kako je formazan nerastvoran u
vodi, kristali se rastvaraju u zakiseljenom izopropanolu, pri ¢emu nastaje ljubicasti rastvor (slika
3.7.1.), da bi se izvrSila kvantifikacija. Koncentracija formazana u rastvoru se odreduje

spektrofotometrijski, merenjem apsorbance pomoc¢u Mikroplejt Citaca (ELISA ¢itaca).

MTT test je raden nakon 24 i 48 h inkubacije splenocita sa razli¢itim koncentracijama
(Eksperimentalni deo 3.7.3.) ispitivanih supstanci. Negativnu kontrolu predstavljali su splenociti
kultivisani na isti na¢in u RPMI-medijumu. U daljim eksperimentima, testiranja su sprovedena
posle 48 h inkubiranja splenocita sa 2,5 pg/ml ConA ili 1 pg/ml LPS, sa, ili bez testiranih supstanci

u razli¢itim koncentracijama.

Naime, nakon izvrSenog desetominutnog centrifugiranja (1200 rpm, 4 °C), supernatant je
odliven, a ¢elije su radi uklanjanja eventualne zastupljenosti seruma ispiranje PBS-om (zagrejan

do sobne temperature), i ponovo centrifugirane pod istim uslovima. Celijski medijum je uklonjen,
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a svezih 100 uL RPMI-medijuma (RPMI sa 5% fetalnog tele¢eg seruma (fetal calf serum, FCS)) i

10 uL MTT rastvora (0,5 mg/ml rastvoreno u PBS-u; odavde pomocu igle i Sprica izvaden pome-

Celije ispiranc sa PBS-om

[ Postavljenje Celija (2.5%106 ¢el/ml) }

na ploéu sa96 bunariéa

Slika 3.7.1. Algoritam izvodenja MTT-testa

nuti rastvor i profiltriran kroz Pura disk (0,22 um), pa tek od ovako profiltriranog rastvora je dodato
navedenih 10 pl po bunaricu MTT-a; sama fotosenzitivna epruveta sa MTT drzana je u foliji)
dodato je u mikrotitarske plo¢e. Plo¢e su inkubirane dodatna 4 h na 37 °C u atmosferi sa 5% (v/v)
ugljen-dioksida. Nakon inkubacije, u sve bunari¢e dodat je zakiseljeni izopropanol (100 ul 0,04 M

HCl u izopropanolu), a mikrotitarske plo¢e su Sejkovane oko 10 min. na 37 °C kako bi se rastvorili
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formirani kristali formazana. Nekoliko minuta nakon disolucije formazanskih kristala, absorbanca
svakog bunari¢a merena je na 550 nm (Mosmann, 1983) koriste¢i automatski mikroplejt cita¢
(Multiscan Ascent, Labsystems, Finska). Aktivnost jedinjenja izraZena je kao procenat vijabilnosti
u odnosu na ¢elije kultivisane u RPMI-medijumu ili LPS/ConA stimulisane splenocite i
predstavljena je kao vrednost + standardna devijacija (slike 4.1.18., 4.3.16., 4.3.18. i 4.3.20.—-
4.3.22.).

B i Dodavanje neutralnog

Postavljanje ¢elija (2,5%10° H i
éc]‘[n])Jnqu]‘)é“)ga 9% (= | i crvenog u RPMI medijumu
bunarica i 2 7 ” "‘ I
4
O V =
] Prva inkubacija 37 g 3 h
’ i °C,24h,5%CO> i -

tokom 10
minuta

Merenje apsorbance na 540 nm

Slika 3.7.2. Algoritam izvodenja testa Neutralno crveno

U testu neutralnog crvenog (procena funkcije lizozoma), koristi se boja neutralno crveno
(NR) koja prodire u normalne (funkcionalne) lizozome i boji ih. NR (1:100 razblazen u RPMI sa
5% FCS) je pre dodavanja centrifugiran 10 min. na 1800 rpm, i nakon toga uzet je supernatant.
Prateci protokol opisan u prethodnom delu teksta, i u ovom testu je nakon perioda inkubacije od

24 h sa jedinjenjima medijum uklonjen, a ¢elije su isprane i inkubirane jo$ 3 h sa NR rastvorenim
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u RPMI-medijumu (40 pug/ml, kona¢na koncentracija u medijumu, 37 °C). Nakon ovog trosatnog
perioda, izvrSeno je centrifugiranje, medijum je jo$ jednom uklonjen, a ploce su isprane dva puta
sa 150 ul PBS-a, uz ponovljeno centrifugiranje nakon toga. Intracelularna boja je rastvorenena 1%

(v/v) siréetnom kiselinom u 50% (v/v) etanolu i sejkovanjem mikrotitarskih ploca tokom 10 min.

a)
' [o
i " .@- - s——  Supernatant
- A =
— Celije
b) FBS Tripan plavo
237
. - !:'_'I ‘
' ' : 3 min
c)
‘ & Vijabilne éelije
— -
-2, - .: [ Apoploticne celije ]
e ' ' -“'-i'
Hemocitometar ‘-“"i-""-‘.

Slika 3.7.3. Algoritam izvodenja testa tripan-plavo. a) centrifugiranje ¢elijske suspenzije praceno odbacivanjem
supernatanta b) resuspenzija (PBS, TB) c) mikroskopiranje uzorka na hemocitometru

Apsorbancija vezane boje merena je spektrofotometrijski na 540 nm. Dobijeni rezultati su izrazeni
kao procenat ¢elijske sposobnosti da veze neutralno crveno u odnosu na sposobnost kultivisanih
¢elija u RPMI-medijumu i predstavljeni su kao srednja vrednost + standardna devijacija (slike

3.7.2.14.1.19.). Svi eksperimenti su sprovedeni u kvadriplikatu i ponovljeni su tri puta.
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Tripan-plavo (TB) test procenjuje vijabilnost éelija (slika 3.7.3.) (Blake et al., 1997). Celije
iz svakog bunari¢a, nakon inicijalnog koraka adheriranja u trajanju od 1,5 h, fiksirane su
metanolom i bojene sa 100 pl rastvora tripan-plavog (0,4% rastvora TB u PBS). Visak boje je
uklonjen, a broj vijabilnih (svetlin) i mrtvih (tamno plavih) celija prebrojan u komori
hemocitometra, pod uve¢anjem 40x . Boja je prilikom analize bila u kontaktu tokom 3 min. sa
¢elijama. Rezultati su izrazeni kao procenat (%) zivih ¢elija u odnosu na sto prebrojanih (slike

4.1.24.14.3.23)).

3.7.5. MIKROSKOPIRANJE SPLENOCITA

Nakon 24-Casovnog perioda inkubacije splenocita sa a-furanopingvizanolom,
furanopingvizanonom ili deksametazonom RPMI-medijum je uklonjen, a ¢elije su inkubirane sa
MTT ili NR (Eksperimentalni deo 3.7.4.). Po isteku inkubacije, mikrotitarske ploc¢e su isprane
PBS-om, a vizualizacija splenocita je izvrSena mikroskopom koriste¢i Zeiss observer Z1 svetlosni
mikroskop (Carl Zeiss, Gottingen, Nemacka) pri uvecanju od 400Xx. Broj, oblik, morfoloske

karakteristike i prisustvo apoptoti¢nih ¢elija/tela u kulturi splenocita su zabeleZeni.

Pored toga, nakon 24 h inkubacije, uzet je alikvot od 100 ul kulture splenocita tretirane a-
furanopingvizanolom, furanopingvizanonom ili deksametazonom i prebacen na ¢isto predmetno
staklo. Koriste¢i citospin centrifugaciju (750 rpm, 5 min), splenociti su zalepljeni. Nakon susenja,
¢elije su fiksirane metanolom (6 min), podvrgnute Gimza bojenju (20 min na sobnoj temperaturi)
i nakon toga posmatrane pod uvecanjem (1000x, 2000x; Carl Zeiss, Gottingen, Nemacka)
(Radulovi¢ et al., 2015). Promene u ¢elijskoj morfologiji su opisane na osnovu 200 posmatranih
splenocita. Takode su primecene i opisane tranzitorne forme splenocita (Slika 4.1.21.) (Yofeey et
al., 1965).

3.7.6. KOMET TEST

Komet test izveden je prate¢i standardnu proceduru opisanu od strane 7ice-a 1 saradnika

(Tice et al., 2000). Nakon inkubacije i centrifugiranja ¢elija (Eksperimentalni deo 3.7.3.), ¢elijska
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suspenzija pomesana je sa agaroznim gelom (sporootapajuca agaroza u odnosu 1:1 (v/v)) i naneta
na Cisto predmetno staklo. Na ovaj sloj sa ¢elijama nanet je joS jedan sloj agaroze (ohladene da bi
oc¢vrsla) bez ¢elija. Zatim su ¢elije podvrgnute liziranju, tokom no¢i, u rastvoru koji sadrzi 2,5 M

NaCl, 100 mM EDTA, 1% (v/v) Triton X-100 i 10% (v/v) DMSO na 4 °C, kako bi se dezintegrisa-

Agarozni
gelovi

X

Denaturacua
™~ E]ektroforeza

Slika 3.7.4. Sematski prikaz kljuénih koraka u Komet testu

le bioloske membrane i oslobodila DNK za analizu. Pre elektroforeze (300 mA tokom 20 min. na
4 °C), predmetna stakla sa uzorcima su inkubirana u baznom (pH > 13) elektroforetskom puferu
tokom 20 min. kako bi se omogucila denaturacija DNK. Nakon elektroforeze, uzorci su
neutralisani sa 0,4 M Tris—HCI puferom tokom 10 min. i obojeni etidijum-bromidom. Uzorci su
fotografisani kamerom Leica DMR fluorescentnog mikroskopa (Leica Microsystems AG,
Wetzlar, Nemacka) i dobijene fotografije dalje analizirane pomo¢u OpenComet softvera (Gyori et
al., 2014). Stepen ostecenja DNK izrazen je kao procenat DNK u repu komete (slike 3.7.4. i
4.1.22.).
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3.7.7. ODREPIVANJE CELULARNIH PROTEINA, UKUPNOG SADRZAJA DNK I RNK

Prethodno pripremljeni splenociti (Eksperimetalni deo 3.7.3.) prebaceni su u mikrotitarske
ploce sa 24 bunari¢a (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany) 1 inkubirani u RPMI-medijumu
sa a-furanopingvizanolom i furanopingvizanonom (10, 101 10® M), ili deksametazonom (107
M) tokom 24 h. Nakon perioda inkubacije ¢elije su uklonjene iz mikrotitarskih ploca,
centrifugirane i resuspendovane u PBS-u. Liziranje ¢elija postignuto je ultrasonifikacijom
epruveta koje su sadrzale ¢elije, tokom jednog minuta. Koncentracija proteina u lizatima celija
odredena je koristec¢i standarnu Lowry-evu metodu (Lowry et al., 1951). Izolovanje DNK i ukupne
RNK izvedeno je iz 200 pL ¢elijskih lizata koriste¢i AllPrep DNK/RNK MiniKit, prate¢i uputstva
proizvodaca (Qiagen GmbH, Hilden, Germany). Sadrzaj DNK ili RNK u dobijenim rastvorima
(uzorci od 2 pl), odreden je na BioSpec-nano Micro-volume UV-Vis spektrofotometru (Shimadzu,

Tokyo, Japan) prate¢i standardni protokol (slika 4.1.23.) (Sukumaran, 2011).

3.7.8. ISPITIVANJE METABOLIZMA 1 DISTRIBUCIJE ¢-FURANOPIGVIZANOLA 1
FURANOPINGVIZANONA U CELIJAMA/MEDIJUMU

Prethodno pripremljeni splenociti (Eksperimetalni deo 3.7.3.) preneti su u mikrotitarske
ploce sa 24 bunarica (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany) 1 inkubirani sa o-
furanopingvizanolom i furanopingvizanonom (10* M) tokom 24 h. Nakon isteka inkubacije,
mikrotitarske ploce su centrifugirane, a medijum, osloboden od ¢elija, uklonjen je za dalju
hemijsku analizu. Loptaste Celije su prikupljene centrifugiranjem, isprane tri puta PBS-om, i
zamrznute. U svrhu liziranja, celije su odmrznute, tretirane dietil-etrom, 1 podvrgnute
ultrasonifikaciji. Ovaj postupak je doveo do pucanja ¢elijske membrane kroz kavitaciju i omogucio

ekstrakciju hidrofobnih molekula. Celijski ekstrakt je zatim podvrgnut GC-MS analizi.

3.7.9. BOJENJE LAKTAT-DEHIDROGENAZOM NA RAZMAZU SPLENOCITA

Histohemijsko LDH bojenje izvedeno je inkubiranjem ¢elija 5 min. na 37 °C. Rastvor za
bojenje sadrzao je 100 mM fosfatnog pufera (pH 7,45), 17% polivinil-alkohola, 3 mM NAD", 150

mM natrijum-L-laktata, 0,32 mM 1-metoksifenazin-metosulfata, 5 mM NaN3 1 5 mM nitro-plavo-
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tetrazolijum soli. Kontrolne reakcije izvedene su upotrebom istog rastvora za bojenje, ali bez
dodatka natrijum-L-laktata i NAD" (Van Noorden et al., 1986). Rezultati su iskazani na 100
izbrojanih ¢elija (pri uvecanju od 1000x). Intenzitet bojenja procenjen je na osnovu modifikovane
metode, prema Song-u i saradnicima (Song et al, 2018), na slede¢i nacin: 3 (slab intenzitet), 2

(umeren intenzitet), 1 (jak intenzitet) i 0 (negativan) (tabela 4.3.8.).
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3.8. STATISTICKA ANALIZA

3.8.1. STATISTICKA OBRADA REZULTATA DOBIJENIH IN VITRO CELIJSKIM TESTOVIMA

Dobijeni rezultati bioloskih testiranja, izrazeni kao procenat vijabilnosti u odnosu na RPMI
ili LPS/ConA- stimulisane splenocite, prikazani su kao srednja vrednost + standardna devijacija
(SD). Statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka odredene su jednosmernom (jednofaktorskom)
analizom varijanse (One-Way ANOVA) i Tukey-vim Post-hoc testom za viSestruka poredenja
(GraphPad Prism version 5.03, San Dijego, CA, SAD). Razlike sa verovatnocom (p) manjom od

0,05 smatrane su statisticki znacajnim.

3.8.2. MULTIVARIJANTNA ANALIZA: METODA ANALIZE GLAVNIH KOMPONENTI I
AGLOMERATIVNA HIJERARHIJSKA KLASTER ANALIZA

Metoda analize glavnih komponenti (PCA) 1 aglomerativna hijerarhijska klaster analiza
(AHC) dobijenih skupova podataka izvedena je pomocu Excel plug-in programa XLSTAT, verzije
2014.4. (Addinsoft). U AHC analizi, Euklidska udaljenost je koriS¢ena kao mera za procenu
udaljenosti objekata, odnosno kao kriterijum za grupisanje, dok je Ward-ova metoda primenjena
kao kriterijum agregacije. Broj posmatranih grupa (klasa objekata) odabran je na osnovu sli¢nosti
unutar grupa i izmedu grupa. Ova metoda je primenjena na osnovu sadrzZaja sastojaka u 19

uporedenih uzoraka, koji su kori§¢eni kao varijable.

146




3.9. MOLEKULSKO MODELOVANJE

Konformaciona analiza izolepidozen-14-ola (jedinjenje 3), izolepidozen-14-ala, rel-
(1(10)Z,4S,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-11,14-diola  (jedinjenje 4), rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-
humula-1(10),5-dien-7,14-diola (jedinjenje 5) i konocefalenola izvrSena je koris¢enjem metode iz
softvera Wavefunction’s Spartan ‘14. (Ervajn, Kalifornija, SAD). Pocetni koraci ukljucivali su
razmatranje maksimalnog broja smislenih konformera, $to je prvenstveno podrazumevalo
optimizaciju geometrije upotrebom poluempirijske PM6 metode i eliminaciju duplikata. Dalja
analiza podrazumevala je selekciju konformera najniZze energije u tri koraka, ¢ime se broj
razmatranih konformera sukcesivno smanjivao, koristeci visi nivo teorije kao i sloZenije osnovne

skupove (basis set) za preciznije rezultate.

Koris¢enjem poluempirijske PM6 metode, na osnovu izraCunatih energija (optimizovane
geometrije), odabrani su konformeri koji ¢ine 99,99% svih prisutnih konformera. Zatim su
izvedeni proracuni energije koris¢enjem B3LYP-funkcionala sa 6-31+G* basis set-om na manjem
broju konformera najnize energije, pri ¢emu su zadrzani konformeri koji ¢ine 99,99% Boltzmann-
ove populacije. Tre¢i korak podrazumevao je optimizaciju geometrije koriS¢enjem naprednih
funkcionala i basis set-ova za odabrane konformere (oni koji ¢ine 99%), nakon ¢ega je izabrano
2-5 konformera najniZze energije za finalnu optimizaciju (za vise detalja pogledati prilog 59).
Finalna optimizacija geometrije izabranih konformera najnize energije izvrSena je upotrebom
B3LYP funkcionala sa 6-311++G (2df, 2p) basis set-om. IzveStaji dobijeni koris¢enjem
Wavefunction’s Spartan ‘14 softvera (jedan ili dva po jedinjenju), koji sadrze optimizovane

podatke i dekartove koordinate konformera optimizovane geometrije, prikazani su u prilogu 59.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA
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4.1. SEKUNDARNI METABOLITI BILINE VRSTE P. CORDAEANA

4.1.1. HEMIJSKI SASTAV ETARSKOG ULJA BILJNE VRSTE P. CORDAEANA

Preliminarnom GC-MS analizom etarskog ulja uzoraka P. cordaeana (Eksperimentalni deo
3.4.2.,3.5.1.) uo€eno je dominantno jedinjenje (1) koje €ini 45% ukupne povrsine ispod pikova na
hromatogramu (slika 4.1.1.). Medutim, uporedenje masenog spektra ovog jedinjenja sa spektrima
iz baze podataka nije dalo pozitivno podudaranje, prema opisu u odeljku 3.2.6. Eksperimentalnog
dela. Pored njega, detektovano je joS jedno jedinjenje (2) koje, takode, nije moglo da se
identifikuje na taj nacin. Ostala identifikovana jedinjenja, to jest ona za koja su pronadeni
odgovaraju¢i maseni spektri i retencioni indeksi u dostupnim bazama ili literaturi, prikazana su u
tabeli 4.1.1. Detalji o hromatografskom razdvajanju, koriS¢enim eluentima i broju eluiranih
frakcija opisani su u odeljcima 3.5.1. i 3.5.3. Eksperimentalnog dela. Identifikovano je dvanaest
sastojaka koji predstavljaju 86,5% detektovanih povrSina ispod pikova u hromatogramu
analiziranog etarskog ulja. Najzastupljeniju klasu sekundarnih metabolita ¢inili su terpeni, sa

znatno ve¢im udelom seskviterpena u odnosu na monoterpene (tabela 4.1.1.).

Od Cetiri identifikovana monoterpena (28,5%) dominantan je bio fS-felandren (16%),
pra¢en kamfenom (10,4%) (tabela 4.1.1.). Relativno mali broj detektovanih monoterpena kod ove
biljne vrste poklapa se sa rezultatima Bukvicki 1 saradnika, koji su takode utvrdili znacajnu
zastupljenost f-felandrena u uzorcima P. cordaeana sakupljenim u Srbiji (Bukvicki et al., 2012).
Ukupno je detektovano osam seskviterpena (58%), od kojih je cetiri oksigenovano (52,8%).
Oksigenovanim seskviterpenima dominirao je neidentifikovani seskviterpen (jedinjenje 1), pracen
deoksopingvizonom (4,9%) 1 (1(10)E,5E)-germakradien-11-olom (2,9%) (tabela 4.1.1.). U grupi

ugljovodoni¢nih seskviterpena najzastupljeniji je bio 1-epi-a-pingvizen (0,8%).

Dominacija pingvizanskih seskviterpena, od kojih su neki prethodno poznati iskljucivo iz
briofita reda Porellales (Opsti deo 2.6), potvrduje njihov hemotaksonomski znacaj. Pingvizani su,
naime, karakteristi¢ni za vrste roda Porella 1, s jedne strane, omogucavaju diferencijaciju vrsta

ovog roda na specifi¢ne hemotipove (Opsti deo, sekcija 2.5) (Gilabert et al., 2011; Ludwiczuk et
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al., 2011). S druge strane, ranije studije njihovih sekundarnih metabolita ukazuju da ove vrste

sintetiSu jedinstvene seskviterpenoide. Vazno je napomenuti da je za evropske uzorke vrste P

cordaeana karakteristicno prisustvo veceg broja sekundarnih metabolita sa pingvizanskim

skeletom (Asakawa, 1995a), $to se poklapa sa dobijenim rezultatima.
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Slika 4.1.1. Hromatogram etarskog ulja vrste P. cordaeana, kao i maseni spektar dominantnog jedinjenja 1

Pregled prethodno objavljenih radova pokazuje da profil isparljivih konstituenata etarskog

ulja jetrenjaca zavisi ne samo od hemotipa, ve¢ i od drugih faktora, kao $to su lokalitet, napadi

insekata i drugi uticaji. Sekundarni metabolizam vrste P. cordaeana bio je predmet istrazivanja u

svega nekoliko radova (Opsti deo 2.5., Rezultati 1 diskusija 4.1.4.), pri ¢emu nijedan nije obuhvatio

analizu sastava njenog etarskog ulja. Medu isparljivim sekundarnim metabolitima ekstrakata vrste

P cordaeana, kao dominantni seskviterpeni detektovani su metaboliti pingvizanskog skeleta,

150




ukljucujuci pingvizanin, 1zopingvizanin, spiropingvizanin, porelapingvizanolid,
porelapingvizenon 1 drugi, uz f-kariofilen. Od monoterpena, najzastupljeniji su bili f-felandren,
o-tujen, a- 1 f-pinen, kamfen, f-selinen, sabinen, mircen, y-terpinen i limonen (Asakawa et al.,
2018; Bukvicki et al., 2012; Tosun et al., 2013; Toyota et al., 1989b), §to se u znacajnoj meri

poklapa sa rezultatima analize etarskog ulja u ovom istrazivanju (tabela 4.1.1.).

3 Q0 alh

kamfen p-felandren deoksopingvizon pingvizanin

Slika 4.1.2. Neki od glavnih sastojaka etarskog ulja biljne vrste P. cordaeana

Sve navedeno, uz ¢injenicu da je najzastupljeniji konstituent analiziranog etarskog ulja
ostao neidentifikovan, motivisalo je sprovodenje detaljnije analize. Etarsko ulje podvrgnuto je
preparativnoj MPLC hromatografiji radi izolovanja cistog, jedinjenja 1, kako je opisano u
Eksperimentalnom delu (odeljak 3.5.3.). Detaljna analiza, identifikacija i potvrda njegove
strukture prikazana je u odeljku Rezultati i diskusija 4.1.2. Takode, izolovano je i jedinjenje
odredene strukture 2, uoceno tokom analize etarskog ulja, na retencionom vremenu od 23,75 min
(Rezultati 1 diskusija 4.1.3.), 1 odredena njegova struktura. Nakon toga, ispitivani su potencijalni
bioloski efekti novoizolovanih sekundarnih metabolita, jedinjenja 1 i 2, na splenocite pacova, sa
ciljem utvrdivanja njihove moguée medicinske primene (Rezultati i diskusija 4.1.5.). Dodatna
koli¢ina jedinjenja 1, potrebna za bioloSka istraZivanja, izolovana je dry flash hromatografijom

etarskog ulja ove biljne vrste, prema postupku opisanom u Eksperimentalnom delu 3.5.1.

Tabela 4.1.1. Hemijski sastav etarskog ulja jetrenjace P. cordaeana

939 a-pinen 1,3 RI, MS, Col#
956 kamfen 10,4 RI, MS, Col
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1030 fS-felandren 16,0 RI, MS

1365 1-epi-o-pingvizen 0,8 RI, MS

1371 B-elemen tr” RI, MS

1384 trifara-9,14,-dien 0,4 RI, MS

1417 o-pingvizen 0,6 RI, MS

1577 deoksopingvizon 4,9 RI, MS

1640 (1(10)E,5E)-1(10),5-germakradien-11-ol 2,9 RI, MS

1706 pingvizanin 4,2 RI, MS

1760 o-furanopingvizanol 45,0 RI, MS

1845 furanopingvizanon tr RI, MS

Ukupno identifikovano: 86,5

‘Retencioni indeksi na koloni DB-5MS eksperimentalno odredeni koinjekcijom homologe serije n-alkana.
iisrednja vrednost tri analize;
" Metode identifikacije: MS = uporedivanje masenih spektara sa onima iz biblioteka (Wiley 11, NIST17, MassFinder 2.3), RI —
uporedivanjem eksperimentalno dobijenih vrednosti retencionih indeksa sa literaturnim podacima, Col — identifikacija sastojaka
koinjektiranjem standardnih supastanci;
Y tr - trag (<0,05%).

4.1.2. IZOLOVANJE I IDENTIFIKACIJA ¢-FURANOPINGVIZANOLA

Dominantni sastojak etarskog ulja sa molekulskom masom od 234 amu nije se mogao
identifikovati na osnovu poredenja masenog spektra sa dostupnim bazama masenih spektara. On
je potom izolovan hromatografijom pri srednjim pritiscima na SiO> koloni, prema postupku
opisanom u Eksperimentalnom delu 3.3.2. Za odredivanje strukture i relativne stereohemije
izolovanog jedinjenja, koris¢ena je serija NMR eksperimenata ('H, selektivno 'H
homodekuplovanje, '*C, NOESY, gHSQC, HMBC, 'H-'H COSY, DEPT-90, DEPT-135) u

rastvara¢ima CDCl3 1 CgDs, Sto je detaljno opisano u daljem tekstu 1 prilozima (1-19).

Molekulska formula ovog jedinjenja, 1 (CisH2202), odredena je na osnovu podataka o
elementarnom sastavu i potvrdena izotopskim odnosom [M+1]7/[M]". Uo&eni pomenuti odnos od
16,5% slagao se sa teorijski predvidenom vredno$¢u od 16,6%. Ovo je dodatno potkrepljeno
brojem signala u 3*C-NMR spektru (15 signala) i integraljenem signala u 'H-NMR spektru, gde je
uoceno svih 22 protona. Svi spektralni podaci, i u hloroformu-d i za benzen-ds, navedeni su u tabeli
4.1.2., a numeracija ugljenika prikazana je na slici 4.1.4. Prisustvo kondenzovanog furanskog pr-
stena (Pretsch et al., 2009) 1 sveukupna konektivnost unutar tricikliénog seskviterpenskog prstena
sa Cetiri medusobno vicinalna hiralna centra koja nose metil-grupu u kontinuitetu, jasno su

utvrdeni analizom 1D i 2D NMR spektara.
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Slika 4.1.3. a) '"H-NMR spektar a-furanopingvizanola (jedinjenja 1) (CDCls)
b)!*C-NMR spektar a-furanopingvizanola (jedinjenja 1) (CDCls)

Dva signala vodonika zabeleZena na 6,22 i 7,33 ppm u "H-NMR spektru u CDCI; ukazuju
na prisustvo aromati¢nog prstena. Na osnovu *C-NMR spektra u CDCl3, zakljuceno je da samo
Cetiri ugljenika pripadaju aromati¢nom prstenu, Sto sugeriSe da aromaticni sistem nije benzen
(slika 4.1.3., prilog 2). Daljom analizom, koriste¢i vrednosti hemijskih pomeranja i1 konstanti

kuplovanja izmerenih u CDCls, zakljuceno je da je prisutno furansko jezgro. Naime, €injenica da
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nijedan heteroatom, osim kiseonika, nije bio prisutan u molekulu iskljucuje prisustvo
heteroaromati¢nih grupa koje sadrze azot ili sumpor, dok su hemijska pomeranja dva CH ugljenika
CI11 (142,2 ppm) 1 C10 (109,3 ppm) dobro korespondirala sa literaturnim vrednostima dc2 (143,0
ppm) i d¢3 (109,9 ppm) u samom furanu (Pretsch et al., 2009). Vrednosti hemijskih pomeranja
protona vezanih za C10 (6,22 ppm) i C11 (7,39 ppm) takode se poklapaju sa literaturnim
vrednostima od 6,38 i 7,42 ppm za furan (Pretsch et al., 2009). Konstanta kuplovanja, >Ji0.11= 1,9
Hz, karakteristicna je za H2-H3 kuplovanje u furanima (Pretsch et al., 2009). Prisustvo
supstituisanog furanskog prstena je takode sugerisano iz UV spektra jedinjenja 1 (Amax(CH3CN)
na 223,5 nm sa € = 3428).

— HMBC
~----= NOESY

Slika 4.1.4. Sema numeracije pingvizanskog skeleta, uz kljuéne NOESY i HMBC (H—>C) korelacije a-furanopinguisanola
(jedinjenje 1), prikazane dole

Dalja analiza 1D 1 2D NMR spektara omogucila je ustanovljavanje preostalog dela
strukture ispitivanog jedinjenja. HMBC spektar (dat je na slici 4.1.5., kao i u prilogu 3, videti sliku
4.1.4. za kljucne korelacije HMBC i NOESY interakcije) pokazao je korelaciju ugljenika sa
hemijskim pomeranjem 120,8 ppm (C5) sa metil-protonima na 1,11 ppm (H15) kroz tri veze, kao

i sa protonom sa 2,72 ppm (H4) kroz dve veze. U '"H-'H COSY spektru (prilog 4) uoceno je da se
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oba vodonika kupluju (vicinalna konstanta kuplovanja od 7,1 Hz). Na osnovu HSQC interakcije
protoni H4 locirani su na ugljeniku C4, sa pomeranjem 32,2 ppm (prilog 1). Potvrda da je C4 vezan

za furanski prsten dobijena je u HMBC korelaciji H4 i drugog ne-protonovanog ugljenika C6.

10

20
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__@ ~70

27 25 23 21 19 17 15 13 11 09 07 05

Slika 4.1.5. Uvecanje oblasti HMBC spektra jedinjenja 1 (0,5 — 3,0 ppm i 10 — 80 ppm) (CDCl3)

Proton na 4,56 ppm (H7) pokazao je HMBC korelaciju sa C5 1 C6, §to sugeriSe da je ovaj
proton na ugljeniku C7 (72,3 ppm) odmah do C6. Hemijsko pomeranje C7 ukazuje na
oksigenaciju, 1 zaista H7 se kupluje sa OH protonom (J = 5,6 Hz). Vazno je istaci da je H7, zbog
kuplovanja sa H4 preko pet veza, dublet dubleta (dd) uz vrednost druge konstante kuplovanja od
J=2,6 Hz. H15 1 H4 se kupluju sa (cross-peaks) u HMBC spektru sa alifaticnim kvaternernim
ugljenikom C9 (52,2 ppm), koji je dodatno korelirao sa metil-protonima H14 (0,76 ppm). Signal
H14 korelise sa C4 kroz tri veze, $to ukazuje na to da je C14 vezan za C9. U HMBC spektru, H7

korelirao je sa drugim alifaticnim kvaternernim ugljenikom (C8) i ugljenikom metil-grupe pored
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C8 na 15,9 ppm (C12). HMBC korelacija izmedu C8 1 H14 otkrila je da su ugljenici C4-C9 svi

deo SestoClanog prstena.

U HMBC spektru, primec¢eno je da je C12 u korelaciji sa HI (2,37 ppm). Ovaj proton se

kupluje sa metil-grupom na 1,08 ppm (H13, Ji,13 = 6,7 Hz) i dijastereotopnim CH> protonima na

1,201 2,06 (H2a i f). Ovi protoni su takode povezani sa drugim parom CH> protonana 1,421 1,61

(H3a 1 p). Lista konstanti kuplovanja prikazana je u tabeli 4.1.2. HMBC korelacija izmedu C3 i

H14, pokazala je prisustvo treCeg prstena (petoclanog, C1, C2, C3, C8, C9). Dakle, svi atomi u

strukturi jedinjenja 1 su uzeti u obzir. Jedinjenje 1 predstavlja jedan od 32 moguca stereoizomera

7-hidroksi supstituisanog furanopingvizana (slika 4.1.4.).

Tabla 4.1.2. 'H i '*C hemijska pomeranja (ppm) a-furanopingvizanola (jedinjenje 1) u CDCls i CéDs (na 400 i 100,6 MHz, redom)

Asignacija

C-1

C-2

C-3

C-4

C-6

C-7
C-8
C-9
C-10

C-11

C-12
C-13
C-14
C-15

Tip
C/H
CH

CH2

CH2

CH3
CHs
CH3
CH3
OH-

I3C
35,7

30,6

32,9

32,2
120,8

148,1

72.3
50,7
522
109,3

142,2

15,9
18,2
14,4
14,6

a-Furanopingvizanol (jedinjenje 1)

Hloroform-d
'H
2.37 (ddq) J1,13=6.7THz J12a = 7.9
Hz Ji125 =9.7 Hz
a: 1,20 (dddd) Jop2a =13,0 HzJ1 20 =
7,9 Hz J203p =2,6 Hz J203¢ = 11,4 Hz
P 2,06 (dddd) Jop2e =13,0 Hz J1 28
=9,7 Hz J253. =7,3 Hz J2p35 =9,5 Hz
o. 1,42 (ddd) J2030 = 11,4 Hz J2834
=7,3 Hz J3p32 =12,9 Hz
p: 1,61 (ddd) Jap3a =12,9 Hz Joa3p
=2,6 Hz J2535 =9,5 Hz
2,72 (dq) Jaa5=T7,1Hz Ja7 = 2,6 Hz

4,56 (dd) J7,70n = 5,6 Hz Js7 = 2,6 Hz

6,22 (d) Jio,1 =1,9 Hz
7,33 (dd)J1o,1 = 1,9 Hz J7,11 = 0,9 Hz

1,07 (s)

1,08 (d) J1,13=6,7 Hz
0,76 (s)

1,11 (d) Js15 =7,1Hz
1,96 (d) J7,701 = 5,6 Hz

13C
36.1

30,8

33,2

32,6
120,6

149,1

72,1
51,0
52,1
109,5

142,2

16,0
18,5
14,5
14,7

Benzen-ds
'H
2,28 (ddq) Ji,13 = 6,7 Hz J12¢ = 8,5 Hz J1.25
=9,9 Hz
o. 1,09 (dddd) Jop2a =13,5 Hz J120 =
8,5Hz J20,3p =2,5 Hz J203¢ = 11,4 Hz
S:1,87 (dddd) J2p2e =13,5 Hz J1 25 =9,9 Hz
Jop3q0 =7,3 Hz Jop3p =9,5 Hz
o. 1,25 (ddd) J2030 = 11,4 Hz J2g3q4 =7,3
Hz J3p34 =12,7 Hz
S 1,43 (ddd) J3p30 =12,7 Hz Jora3p =2,5 Hz
Jop3s =9,5 Hz
2,56 (dq) Jaa5=7,1Hz Ja7 =2,5 Hz

4,40 (dd) J1,70n = 5,4 Hz Ja7 = 2,2 Hz

6,07 (d) Jio,n = 1,8 Hz
7,15 (dd)Jro,1 = 1,8 Hz J7,11 = 0,8 Hz

0,95 (s)

1,14 (d) J1,13 = 6,7 Hz
0,62 (s)

0,95 (d) Ja,15=7,1Hz
1,75 (d) J770n = 5,4 Hz
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Jedinjenje 1 sadrZi pet stereogenih centara, od kojih su dva kvaternerna. Usled male razlike
u hemijskim pomeranjima signala vodonika C12, C13 i C15 metil-grupa u CDCl;3 (tabela 4.1.2.),
odredivanje relativne stereohemije u pocetku je bilo izazovno. Nakon detaljne analize NOESY

spektra, koja je obuhvatala nekoliko vaznih zapazanja, primeceno je da su H14, H15, H7 i H13

@ o

o

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Slika 4.1.6. Uvecanje oblasti NOESY spektra jedinjenja 1 (0,5 — 3,0 ppm i 0,0 — 3,5 ppm) (CDCl3)
locirani na istoj strani molekula. Ovaj zakljucak je podrzan primeéenom NOESY interakcijom

(slika 4.1.6., prilog 5) izmedu H1 1 H4, izmedu H7 1 H12 ili H13 metil-grupe (ili obe), kao 1

korelacija H14 sa H7, H15 i jednom (ili obe) od dve preostale metil-grupe. lako se na osnovu
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uocenih NOESY interakcija Cinilo o¢iglednim da su H14, H15, H7 1 H13 na istoj strani molekula,
preklapanje H12 i HI13 metil-signala u 'H-NMR spektru (slika 4.1.3.) onemogudéava

nedvosmisleno odredivanje stereohemije centra C8.

Radi odredivanja konfiguracije centra na C8, snimljeni su svi NMR spektri (1D i 2D)
ispitivanog jedinjenja u deuterisanom benzenu. Ovaj pristup je izabran zbog moguénosti da
aromaticni rastvara¢ izazove razdvajanje signala metil-grupa (Berger i Braun, 2004), Sto bi
omogucilo uocavanje razdvojenih NOESY signala koji su se preklapali u spektrima snimljenim u
deuterisanom hloroformu (slika 4.1.6.). U spektrima snimljenim u CsDs primeceno je da su signali
H12 i H13 metil-grupa razdvojeni, ali su se, nazalost, signali H12 i H15 metil-grupa preklopili
(slike 4.1.7.14.1.8., tabela 4.1.2., prilozi 8-11).

1 14014%—

11.00)—=

11.004

Slika 4.1.7. 'H-NMR spektar a-furanopingvizanola (jedinjenja 1) (CsDs)

Uporedivanjem je utvrdeno da se hemijska pomeranja '*C, navedena u radu 7ori-a i
njegovih saradnika (Tori et al., 1993), u proseku razlikuju za 1,42 ppm u poredenju sa pomeranjima
jedinjenja 1 u nasim spektrima u istom rastvaracu (C¢Dg). Najvecéa razlika od 6,6 ppm zabelezena
je za atom ugljenika, koji nosi hidroksilnu grupu (C7). Poznato je da "*C-NMR pomeranja ne smeju

da odstupaju, narocito ako su spektri snimljeni u istom rastvaracu (Grzonka i Davies, 1998). Prema
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pomenutoj studiji koju su sproveli Grzonka i Davies, odstupanja *C-NMR pomeranja do 0,5 ppm
smatraju se prihvatljivim za nepolarna jedinjenja, dok sve iznad tog raspona zahteva preispitivanje
identiteta. Odstupanja u '"H-NMR spektrima (razlike u vrednostima &u u deuterisanom benzenu za
protone H1, H4 i H7 iznosile su 0,59, 0,14 1 0,12 ppm, redom), kao i velika razlika od 6,6 ppm za
C7, mogu se objasniti samo nekom greSkom u nasoj analizi ili greSkom tima iz Japana tokom

razjasnjavanja strukture.
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Slika 4.1.8. 3.C-NMR spektar a-furanopingvizanola (jedinjenja 1) (C¢Ds)

Da bismo postigli rezoluciju signala metil-grupa kori$¢en je lantanoidni reagens, Eu(fod)s.
Ovakvi reagensi hemijskog pomeranja koriste se za pojednostavljenje NMR spektra od 1970-1h
(Cockerill et al., 1973), a u literaturi postoji niz studija koje izveStavaju o njthovoj upotrebi u
razjasnjavanju strukture prirodnih proizvoda (Wright et al., 1992; Gen¢i¢ 1 Radulovié, 2015).
Kompleksiranje Eu(fod); sa hidroksilnim kiseonikom jedinjenja 1 (a-furanopingvizanol) izvedeno
je sa ciljem razdvajanja signala H12 metil-grupe od ostalih, §to bi omogucilo posmatranje njenih
interakcija u NOESY spektru. Takode, oc¢ekivalo se da ¢e ovo omoguciti dobijanje razli¢itih
vrednosti A za jezgra u razli¢itom prostornom rasporedu u odnosu na jon Eu**. Nadali smo se da
bi nam analiza promene hemijskih pomeranja mogla pruziti dodatni uvid u relativnu konfiguraciju
jedinjenja 1.

Rezultati eksperimenata sa dodatkom lantanoidnog reagensa hemijskog pomeranja
navedeni su u tabeli 4.1.3., a takode su prikazani na slici 4.1.9. i prilogu 14. Dodavanjem 3, 61 9

mg Eu(fod); u rastvor a-furanopingvizanola (jedinjenje 1) u benzenu-de (5%, v/v), dobijene su tri
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12(s)
14

15(d)
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Slika 4.1.9. a) '"H-NMR spektar jedinjenja 1 (uvecanje od 0,0 i 3,0 ppm u CeDs). (b), (¢) i (d): "H-NMR i spektri dobijeni
dodatkom lantanoidnog reagesa, kao i Adu vrednosti dobijene nakon dodavanja 3, 6 i 9 mg Eu(fod)s, redom
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grupe spektara. Svi signali u "H-NMR protonskom spektru, ukljuéujuéi éetiri metil-grupe, su se
razdvojili (tabela 4.1.3.). Pomeranja u '*C-NMR spektrima (tabela 4.1.3.) su se neznatno
razlikovala (manje od 0,2 ppm za sve Cetiri metil-grupe pri najvisoj koncentraciji dodatog
reagensa) u poredenju sa podacima pre dodavanja Eu(fod)s. Vrednosti Adn (slika 4.1.9.) potvrdile
su zakljucke koji su ve¢ doneti na osnovu NOESY spektara, bez dodatog lantanoidnog reagensa.
Poredenjem Ao vrednosti H1 (0,26 ppm) 1 H13 (0,14 ppm), zakljuceno je da je pomeranje H1 skoro
dvostruko vece, kao i pomeranje H4 (0,14 ppm) u poredenju sa H15 (0,08 ppm). Ovo ukazuje da

su ovi vodonici orijentisani na istu stranu u odnosu na rigidni prstenasti sistem kao i OH-grupa
(a).

Signal H12 metil-protona pomeren je na isti nacin kao i H13 protoni, $to sugeriSe da su oba
bila S orijentisana. U obzir treba uzeti da bi, ako bi H12 bio na istoj strani kao 1 OH-grupa, vrednost
Ao bila znatno veca (tabele 4.1.2. 1 4.1.3.). Relativna konfiguracija C8 je jednozna¢no odredena
analizom NOESY spektra snimljenog za uzorak sa najviSom koncentracijom Eu(fod)s. Korelacija
izmedu protona H7 i H12 pokazala je da su oni na istoj strani molekula, §to je konac¢no utvrdilo

relativnu konfiguraciju svih centara molekula.

Na osnovu navedenih analiza i pregleda literature, utvrdeno je da jedinjenje 1 nije novi
prirodni proizvod, buduc¢i da je jedinjenje sa istom strukturom 1 stereohemijom ve¢ izolovano i
okarakterisano pre vise od 20 godina (Tori et al., 1993). Medutim, primeceno je znacajno
neslaganje izmedu spektralnih podataka prikazanih u radu 7ori-ja i saradnika (Tori et al., 1993) 1
naSih spektralnih podataka. Konkretno, njthov EI-MS spektar zna¢ajno se razlikuje od spektra
naseg jedinjenja 1. Klju¢na razlika je u odsustvu jona na m/z 124, koji je bio osnovni pik u naSem
spektru. Nasuprot tome, 7ori 1 saradnici su utvrdili da je osnovni pik u njihovom spektru bio na
m/z 125. Tako je ovaj jon takode prisutan u spektru naseg analiziranog jedinjenja, on se pojavljuje
samo kao pik sa intenzitetom od oko 8% u poredenju sa intenzitetom pika na m/z 124, §to sugerise

da se radi o izotopskoj verziji osnovnog pika, a ne o fragmentnom piku.

Tabela 4.1.3. "H-NMR protoni i '3C-NMR hemijska pomeranja u CsDs jedinjenja 1 sa dodatim Eu(fod)s

13 o
'H hemijsko pomeranje C hemijska

Asignacija Ugljenik/Vodonik pomeranja
+3 mg +6 mg +9 mg +9 mg
C-1 CH 2,45 2,49 2,54 36,3
C-2 CH2 a: 1,15 a: 1,16 o: 1,18 30,9
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£:1,93 £:1,94 £:1,96

a: 131 a: 1,32 a: 1,34
c3 CH: B:1,47 £:1,48 £:1,50 33,3
C-4 CH 2,64 2,67 2,70 32.8
C-5 Ar-Cq - - - 120,9
C-6 Ar-Cq - - - 149,7
C-7 CH 4,72 4,81 491 73,3
C-8 Cq - - - 51,2
Cc-9 Cq - - - 523
C-10 Ar-CH 6,14 6,14 6,20 109,7
C-11 Ar-CH 721 7,22 7,25 142,5
C-12 CHs 1,04 1,07 1,09 16,2
C-13 CHs 1,23 1,25 1,28 18,6
C-14 CHs 0,67 0,69 0,71 14,6
C-15 CHs 1,00 1,02 1,03 14,8

Dokazi da se jedinjenje 1 razlikuje od jedinjenja koje su prethodno izolovali japanski
istrazivaci su nedvosmisleni. Analiziraju¢i literaturno dostupne spektralne podatke ovih istrazivaca
(Tori et al., 1993) (slika 4.1.10.) i poredenjem sa podacima dobijenim tokom ove analize, mozZe se
zakljuciti da je ispitivano jedinjenje, izolovano iz uzoraka jetrenjace P. cordaeana sakupljenih u
Srbiji, jedinjenje 1, novo jedinjenje, zvani¢no imenovano kao a-furanopingvizanol. Iako su 7ori
i saradnici (Tori et al., 1993) tvrdili da su odredili relativnu konfiguraciju hiralnih centara molekula
na osnovu NOE spektara razlike, na osnovu originalnih spektralnih podataka japanskih istrazivaca
moze se pretpostaviti da ti zakljucci nisu mogli da budu doneSeni. LoSe razdvajanje signala koje
je ocigledno u spektrima koje su koristili 7ori 1 saradnici verovatno je obstruiralo odredivanje
relativne konfiguracije. Trenutno, jedino $to se moze tvrditi je da jedinjenje koje su izolovali
Jjapanski istraZivaci nije jedinjenje 1. Moguce objasnjenje je da su Zori 1 saradnici (Tori et al., 1993)
ustvari izolovali diastereomer pf-furanopingvizanol i neta¢no odredili relativnu konfiguraciju
centra C7 (ovo moze da objasni veliku razliku u hemijskom pomeranju ovog ugljenika). Ovu
hipotezu pokusali smo da ispitamo inverzijom konfiguracije C7 jedinjenja 1 pomocu Mitsunobu-

reakcije (Martin i Dodge, 1991). Nazalost ni nakon viSe pokusSaja S-dijasteroizomer nije dobijen.

162




LA M,ULF

Slika 4.1.10. '"H-NMR spektar navodnog a-furanopingvizanola preuzet iz rada Tori-a i njegovih saradnika (Tori et al., 1993)

4.1.3. IDENTIFIKACIJA FURANOPINGVIZANONA

Sli¢éno kao 1 za jedinjenje 1, GC-MS analizom etarskog ulja vrste P. cordaeana nije bilo
moguce identifikovati jedinjenje 2 na osnovu poredenja njegovog masenog spektra sa spektrima
iz baze podataka. Hromatografsko razdvajanje etarskog ulja nije rezultovalo u dobijanju Cistog
uzorka jedinjenja 2 za NMR analizu (Eksperimentalni deo 3.5.1.). Medutim, molekulski jon (na
m/z 232) 1 pik na m/z 122 sugerisali su da bi ovo jedinjenje moglo biti keton, koji je u bliskoj vezi
sa jedinjenjem 1, tj. mozda proizvod oksidacije jedinjenja 1. Da bi se proverila ova pretpostavka,
a-furanopingvizanol (jedinjenje 1) je oksidovan pomoc¢u PCC u odgovarajuéi keton, odnosno
furanopingvizanon (jedinjenje 2) (Eksperimentalni deo 3.5.4.). Struktura dobijenog proizvoda
reakcije potvrdena je analizom IR, 1D i1 2D NMR spektara. Spektralni podaci su navedeni u tabeli

4.1.4., a numeracija ugljenika je prikazana na slici 4.1.13.
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Tabela 4.1.4 'H- i *C-NMR hemijska pomeranja (ppm) furanopingvizanona (jedinjenje 2) u CDCl3 (na 400 i 100,6 MHz)

Asignacija

C-1

C-2

C-3

C-4
C-5
C-6
C-7
C-8
C-9
C-10
C-11
C-12
C-13
C-14
C-15

C/H
CH

CHz

CH2

CH
Ar-Cq
Ar-Cq

C=0

Cq

Ar-CH
Ar-CH
CHs
CHs
CH3
CH3

Furanopingvizanon (jedinjenje 2)

13C
38,5

31,0

33,9

33,0
139,3
145,2
189,6
59,3
56,6
110,7
147,9
11,8
14,7
15,2
13,9

Hloroform-d
'H
2,50 (ddq) J1,13=6,8 Hz J120¢ = 9,2 Hz J125 =9,2 Hz
o 1,42 (dddd) Jop2q =13,3 Hz J120 = 9,2 Hz J20,35 =3,0 Hz
J2030¢ =12,6 Hz
P 2,10 (dddd) Jop2a =13,3 Hz J125 =9,2 Hz Jop 34 =5,9 Hz
J2p3 =9,6 Hz
o. 1,52 (ddd) J2030 = 12,6 Hz Jop34 =5,9 Hz J3p3. =12,6 Hz
p: 1,80 (ddd) J3p3q4 =12,6 Hz J20,35 =3,0 Hz J2535 =9,6 Hz
3,10 (¢) Ja15="7,1Hz

6,39 (d) Jio,;1 = 1,7 Hz
7,57 (dd), Jio,1 = 1,7 Hz J7,11 = 0,6 Hz
1,06 (s)
0,92 (d) J1,13=6,8 Hz
0,38 (s)
1,27 (d) Ja15="7,1Hz

Eksperiment ko-injekcija jedinjenja 2 sa uzorkom etarskog ulja vrste P. cordaeana pokazao

je da je furanopingvizanon (jedinjenje 2) zaista prisutan u etarskom ulju. Pretraga literature otkrila

je da ovo jedinjenje predstavlja novi prirodni proizvod. NMR hemijska pomeranja 1 konstante kup-

lovanja, izmereni u CDCI3 (slike 4.1.11. 1 4.1.12., prilog 13), jedinjenja 2 su navedeni u tabeli

4.1.4., a kljucne interakcije na slici 4.1.13., dok su graficki 1D i 2D spektri dati u nastavku teksta,

1u prilozima 15-19.

a 2 o
=] ] W=
S 5 o = o
M - -
] o= o
T = P W0
2 38 RIS g8
e e e I ....... [ I-"- .............
180 180 170 160 150 140 130 120 110 100 S0 8O 70 60 S50 40 0 30 20 10 i}
Slika 4.1.11. 1*C-NMR spektar furanopingvizanona (jedinjenja 2) (CDCl3)
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Detaljna analiza ukljucivala je seriju NMR eksperimenata (\H-NMR, *C-NMR, NOESY,
HSQC, HMBC i 'H-'H COSY). Kao $to je to bilo slu¢aj sa analizom jedinjenja 1, potvrdeno je
prisustvo furanskog, Sesto¢lanog i petoc¢lanog prstena u strukturi jedinjenja 2. Klju¢ne informacije
dobijene su analizom HMBC i NOESY interakcija (slike 4.1.14. i 4.1.15.). Naime, u HMBC
spektru vidljiva je bila korelacija neprotonovanog ugljenika C5 (139,3 ppm) sa protonom H4 (3,1

ppm), kao i metil-protonima na 1,27 ppm (H15). Sami H15 protoni interaguju sa ugljenikom hemi-

1.85 1.80 1.75 1.55 1.50 1.45 1.40 1.35
2 g g 3 g 3 5 8 ) & 35 8
S — - - — — - - <3 o ]
7.60 7.50 6.35 3.15 3.05 2.50 2.40 2.10 2.00 1.85 1.75 1.55 1.45 1.35 1.25 1.050.95 0.85

Slika 4.1.12. '"H-NMR spektar furanopingvizanona (jedinjenje 2) (CDCl;)

jskog pomeranja 56,6 ppm (C9). Daljom analizom utvrdeno je da se hemijsko pomeranje C9 u
jedinjenju 2 ne razlikuje znac¢ajno od onog zabeleZenog kod jedinjenja 1 (56,6 ppm naspram 52,2
ppm), dok se signal C5 kod jedinjenja 2 pomerio za skoro 20 ppm (139,3 ppm naspram 120,8
ppm). Signal vodonika na 4,56 ppm (H7) zabeleZen kod jedinjenja 1, je zajedno sa signalom OH-
grupe nestao, $to zajedno sa rezultatima '*C-NMR analize, gde je na 189,6 ppm dodatno uocena
karbonilna grupa, i pojavom intenzivne trake na 1675 cm’ jasno ukazuje na formiranje

konjugovane karbonilne grupe na C7. Konjugacija je dodatno potvrdena batohromnim
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pomeranjem UV maksimuma (Amax(CH3CN) na 270,5 nm sa € = 3259). Formiranje karbonilne
grupe na C7 rezultovalo je 1 pojednostavljivanjem signala H4, koji je kao dg zabelezen u spektru
jedinjenja 1, transformisan u kvartet usled uklanjanja jedne konstante kuplovanja. Protoni H12
zabeleZeni na 1,06 ppm, koreliSu (u HMBC spektru) sa ugljenicima na 189,6 ppm (C7) 1 38,5 ppm
(C1), dok protoni na 0,92 ppm (H13) korespondiraju sa H2a (1,42 ppm). C3 (33,9 ppm) je u
korelaciji sa H14 (0,88 ppm) protonima metil-grupe, dok je za C6 (145,2 ppm) primecena i
interakcija sa H10 (6,39 ppm) i H11 (7,57 ppm). Signali metil-grupa u 'H-NMR protonskim
spektrima su bili dobro razdvojeni $to je omogucilo znacajno jednostavnije odredivanje relativne

konfiguracije centara u poredenju sa jedinjenjem 1.

Slika 4.1.13. Numeracije pingvizanskog skeleta, uz kljuéne NOESY i HMBC (H—C) korelacije furanopingvizanona (jedinjenje
2), prikazane dole

Detaljnom analizom NOESY spektra primecena je interakcija H12 (1,06 ppm) ili H13 (0,92
ppm) metil-grupe, ili obe, sa H2a (1,42 ppm). Daljim ispitivanjem interakcija protona, utvrdena je
1 interakcija H12 sa H3a (1,52 ppm) 1 H34 (1,8 ppm), uz detekciju korelacije H3 sa H15 (1,27
ppm). Protoni H15 koreliSu sa susednim H14 1 H10. Na ovaj nacin potvrdeno je da su H12, H13,
H14 1 H15 metil-grupe orijentisane na istu stranu molekula. Nasuprot tome, primecena korelacija
HI1 (2,5 ppm) i H2 (2,1 ppm) svrstava njih same na medusobno istu, a od gore pomenutih metil-

grupa, suprotnu stranu molekula (slike 4.1.11.14.1.15.).
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Interesantno je primetiti da je vrednost retencionog indeksa za keton 2 nekih 130 jedinica
visa u odnosu na alkohol 1. Ova neocekivana velika razlika verovatno potice od velikog dipolnog
momenta jedinjenja 2, koje je posledica novouvedene keto-grupe i njene konjugacije sa furanskim
prstenom, kao i male sposobnosti sterno zaklonjene alkoholne grupe jedinjenja 1 da gradi

vodoni¢ne veze. Dobijanje furanopingvizanona je takode pruzilo moguénost da se sintetise f-fura-
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Slika 4.1.14. HMBC spektar furanopingvizanona (jedinjenja 2) i uvecanje oblasti HMBC spektra furanopingvizanona (CDCls)

nopingvizanol putem stereoselektivne redukcije jedinjenja 2. Medutim, redukcija pomocu NaBH4

1 Meerwein-Ponndorf-Verley redukcije, pod uobi¢ajenim uslovima, nije rezultovala ni u jednom
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od dva moguca alkohola. 1zolovano je samo polazno jedinjenje, iz reakcionih smesa. Kada je za
redukciju koriS¢en LiAlH4 (Eksperimentalni deo 3.5.5.), dobijeno je samo jedinjenje 1, pri cemu

ni tragovi S izomera nisu detektovani.

Slika 4.1.15. NOESY spektar furanopingvizanona (jedinjenja 2) i uvecanje oblasti NOESY spektra furanopingvizanona (0,5—- 3,5
ppm) (CDCls)
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4.1.4. HEMIJSKI SASTAV DIETIL-ETARSKOG EKSTRAKTA BILJNE VRSTE P CORDAEANA

Za analizu dietil-etarskog ekstrakta vrste P. cordaeana, prikupljeno je 36,5 g svezeg biljnog
materijala sa podru¢ja Suve planine u jugoisto¢noj Srbiji. Nakon potapanja u dietil-etru 1 obrade
(Eksperimentalni deo 3.5.2.), dobijen je ekstrakt u prinosu 0,94% (v/v), koji je potom podvrgnut
GC-MS analizi. Broj detektovanih sekundarnih metabolita bio je vrlo mali — pouzdano je
identifikovano samo pet jedinjenja, koja cine 66,6% ukupnog ekstrakta. Prisustvo a-

furanopingvizanola zabelezeno je samo u tragu.

Jedini zabeleZeni monoterpen predstavljao je f-felandren, sa udelom od 1,6% (slika 4.1.2.,
tabela 4.1.5.). Nizak sadrzaj monoterpena u dietil-etarskom ekstraktu ovog biljnog materijala
poklapa se sa nalazima Bukvicki 1 saradnika (Bukvicki et al., 2012), koji su analizirali metanolne,
etanolne i etil-acetatne ekstrakte uzoraka P. cordaeana sakupljenih u Srbiji. U njihovim analizama,
f-felandren je bio najzastupljeniji (12,1-15,54%), prac¢en limonenom (2,93-3,68%), cimenom
(1,68-2,66%) 1 kamfenom (0,1-0,33%) koji su bili prisutni u svim uzorcima (Bukvicki et al.,
2012). S druge strane, uzorci ove vrste americkog porekla, u dihlormetanskom ekstraktu, sadrzali
su veéi broj monoterpenskih ugljovodonika, ukljucujué¢i mircen, y-terpinen, a-tujen, sabinen, a-
pinen, S-pinen i kamfen (Toyota et al., 1989b). Ovo dodatno ukazuje na moguénost varijacije

metaboli¢kog profila zavisno od geografskog porekla biljaka.

Medu seskviterpenima, koji su Cinili 65% analiziranog ekstrakta, dominantan je bio
pingvizanin (slike 4.1.2. 1 4.1.16.) sa udelom od 62,8% (tabela 4.1.5.). Ova dominacija
pingvizanina u ekstraktu je u slozi sa dostupnim literaturnim podacima. Dosadasnja istraZivanja
pokazala su da ova vrsta sadrzi seskviterpene, pretezno pingvizane, pracene drimanima,
monociklofarnezanima 1 elemanima, kao 1 diterpenoide (tipa kaurana) i flavonoide (Harrigan et
al., 1993; Ludwiczuk et al., 2011; Toyota et al., 1989b). Sest radova se bavilo analizom
sekundarnih metabolita vrste P. cordaeana (Opsti deo, 2.5.). Od toga, samo tri su se bavila
ispitivanjem metabolita dietil-etarskog ekstrakta ove vrste, pri ¢emu su svi uzorci prikupljeni sa
razliCitih lokaliteta u Turskoj (Asakawa et al., 2018; Tan et al., 2017; Tosun et al., 2013). Neka od
identifikovanih jedinjenja po prvi put su pronadena u okviru ovih istrazivanja (slike 2.5.3.14.1.17.;

tabela 2.6.1.) (Harrigan et al., 1993; Tan et al., 2017; Toyota et al., 1989b).
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Slika 4.1.16. Hromatogram dietil-etarskog ekstrakta vrste P. cordaeana

Prva analiza dietil-etarskog ekstrakta uzorka P. cordaeana pokazala je da pingvizanin
(19%), perotetianal A (12,8%) 1 spiropingvizanin (9,4%) predstavljaju glavne komponente (Tosun
et al., 2013). Uz njih, evidentirani su i drugi sekundarni metaboliti, ukljucujuéi sabinen,
neotrifaradien, cis-f-elemen, (Z)-f-farnezen, ciklofarneza-5(14),8,10-trien, amorfen i izomere
neofitadiena. U istom uzorku detektovano je prisustvo dvanaest dodatnih jedinjenja, koja nisu

identifikovana (Tosun et al., 2013).

@) @]

7-ketoizodrimenin-5-en 7-ketoizodrimenin izopingvizanin

Slika 4.1.17. Odabrani sekundarni metaboliti dietil-etarskog ekstrakta P. cordaeana

Tan 1 saradnici su analizom dietil-etarskog ekstrakta uzorka P. cordaeana, pored fitola 1

stigmasterola (slika 2.5.4.), identifikovali Cetiri nova derivata pingvizanskog skeleta, nazvana
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porelaacetali A-D (slika 2.5.3., tabela 2.6.1.) (Tan et al., 2017). Godinu dana kasnije, u uzorcima
iste vrste, takode iz Turske, zabeleZen je 1 izopingvizanolid (tabela 2.6.1.), uz pingvizanin kao
predstavnik pingvizanskih seskviterpena (Asakawa et al., 2018). U obradenom uzorku prisustvo
izopingvizanolida nije potvrdeno, ali je pingvizanin detektovan zajedno sa izopingvizaninom
(1,5%), koji je ranije zabeleZen kod samo tri vrste jetrenjaca. Prisustvo izopingvizanina primeceno
je kod jetrenjace Frullania ericoides iz porodice Frullaniaceae (Métoyer et al., 2016). Takode,
jedna od njih je i Acrolejeunea securifolia subsp. caledonica iz porodice Lejeuneaceae, sa podrucja
Francuske (Coulerie et al., 2015), kao i sestrinska vrsta P. cordaeana, P. platyphylla, sa lokaliteta
u Jorksiru (Connolly, 1990; Buchanan, 1994). Sli¢ni sekundarni metabolicki profili podrzavaju
mogucnost da su porodice Lejeunaceae i Porellaceae potekle od zajednickog pretka (Asakawa,
1982). Takode, srodnost vrsta P. cordaeana 1 P. platyphylla potvrduje 1 prisustvo
porelapingvizanolida (tabela 2.6.1.), koji je, zajedno sa porelapingvizenonom i
spiropingvizaninom, po prvi put izolovan iz metilen-hloridnog ekstrakta americkih uzoraka P.
cordaeana u istrazivanju Toyota 1 saradnika (Toyota et al., 1989b). Nijedan od ovih sekundarnih

metabolita nije detektovan u nasem analiziranom uzorku.

Tabela 4.1.5. Hemijski sastav dietil-etarskog ekstrakta jetrenjace P. cordacana

1030 p-felandren 1,6 RI, MS ¥

1486 izolepidozen 0,7 RI, MS

1638 izopingvizanin 1,5 RI, MS

1706 pingvizanin 62,8 RI, MS

1760 a-furanopingvizanol tr RI, MS
Ukupno identifikovano: 66,6

‘Retencioni indeksi na koloni DB-5MS eksperimentalno odredeni koinjekcijom homologe serije n-alkana.

iisrednja vrednost tri analize;

iit Metode identifikacije: MS = uporedivanje masenih spektara sa onima iz biblioteka (Wiley 11, NIST17, MassFinder 2.3), RI
— uporedivanjem eksperimentalno dobijenih vrednosti retencionih indeksa sa literaturnim podacima, Col — identifikacija
sastojaka koinjektiranjem standardnih supastanci;

V tr - trag (<0,05%).

Izolepidozen (slika 2.4.3.), ugljovodonicni seskviterpen prisutan u manjem procentualnom
udelu (tabela 4.1.5.), ranije nije bio identifikovan u ovoj biljnoj vrsti. Prvobitno je otkriven u
Preissia quadrata iz porodice Marchantiaceae od strane Hardt i saradnika (Hardt et al., 1995),
nakon cega je Cesto navoden kao sastojak kod drugih predstavnika reda Porellales, kao $to su
Frullania tamarisci, F. mammillosa, F. bella, F. scalaris, Scapania aequiloba, Acromastigum

tenax, A. caledonicum, Bazzania serrifolia, Acrolejeunea securifolia subsp. caledonica,
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Thysananthus comosus, T. convolutus, T. spathulistipus, T. retusus, Dendrolejeunea fruticosa,
Mastigolejeunea indica, Trocholejeunea sandvicensis i druge jetrenjace (Coulerie et al., 2015;
Ludwiczuk et al., 2013b; Métoyer et al., 2016; 2018; Sukkharak et al., 2011). Ostali sekundarni
metaboliti pingvizanskog skeleta, prethodno identifikovani u biljnom materijalu vrste P
cordaeana (Asakawa et al., 2018; Bukvicki et al., 2012; Harrigan et al., 1993; Tan et al., 2017;
Tosun et al., 2013; Toyota et al., 1989b) razliCitog porekla, nisu detektovani u analiziranom uzorku
koji je bio predmet nase studije. Pored pingvizana, u hemijskom profilu P. cordaeana prethodno
su zabelezeni 1 norpingvizani: norpingvizanolid i norpingvizon-metil-estar (tabela 2.6.1.)
(Harrigan et al., 1993; Toyota et al., 1989b), ali ni oni nisu identifikovani u obradenom uzorku

sakupljenom u Srbiji.

Sve navedeno ukazuje na potrebu za dodatnim prikupljanjem biljnog materijala vrste P.
cordaeana sa razli¢itih lokaliteta radi dalje analize. Pored geografskih faktora, neophodno je
istraziti 1 sezonske promene, uslove zivotne sredine, kao 1 mikroklimatske karakteristike stanista
koje mogu uticati na biosintezu specifiénih sekundarnih metabolita. Naime, varijabilnost u
sadrzaju i sastavu metabolita kao §to su pingvizanin, izopingvizanin, i drugi pingvizanski derivati
moze biti povezana s razli¢itim ekoloskim stresorima, poput oscilacija u temperaturi, vlaznosti, ili

prisustva odredenih mikroorganizama u zemljistu.

Takode, studije uporedivanja sekundarnog profila vrste P. cordaeana sa profilima blisko
povezanih vrsta, kao $to su P. platyphylla i ¢lanovi porodice Lejeuneaceae, mogle bi dodatno
razjasniti filogenetske odnose i evolutivne puteve koji su doprineli diferencijaciji ovih metabolita.
Ovakav pristup ne samo da moze pomoc¢i u odredivanju biogeografskih obrazaca i mogucih
migracionih ruta, ve¢ moze otkriti i molekularne mehanizme koji stoje iza prilagodavanja

specifi¢nim uslovima stanista.
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4.1.5. ISPITIVANJE POTENCIJALNE IMUNOMODULATORNE AKTIVNOSTI
NOVODETEKTOVANIH SEKUNDARNIH METABOLITA JETRENJACE P. CORDAEANA

Splenociti (SPC) predstavljaju raznoliku grupu ¢elija, koja ukljucuje B 1 T limfocite,
dendriti¢ne ¢elije 1 makrofage, od kojih svaka ima razli¢it imunski odgovor (Rezultati i diskusija
4.3.7.). Efekat jedinjenja 1 i 2 izolovanih iz vrste P. cordaeana analiziran je kroz direktnu procenu
¢elijske vijabilnosti, zasnovanu na ocCuvanju integriteta membrane zdravih celija koje ne
propustaju boje, Sto ukljucuje in vitro TB test, kao i indirektne metode zasnovane na proceni
metabolicke aktivnosti. Metabolicka aktivnost pracena je in vitro testovima, koris¢enjem MTT i
NR testova (Mosmann, 1983; Repetto et al., 2008; Strober, 2015). Svaka od ovih analiza pruza
uvid u funkcionalno stanje razlicitih ¢elijskih struktura i/ili njihov metabolicki status. Dodatno,
uticaj novodetektovanih jedinjenja na splenocite pacova ispitivan je putem Komet testa,

mikroskopske analize ¢elija, kao 1 procenom uticaja na sadrzaj proteina, DNK i RNK.

Jedinjenja 1 1 2 su ispoljila razli¢ite efekte na vijabilnost splenocita pacova. Najvisa
testirana koncentracija jedinjejna 2 znacajno je smanjila ¢elijsku vijabilnost na osnovu MTT, NR
1 TB testova (slike 4.1.18., 4.1.19. 1 4.1.24.). Poredenja radi, TB test je pokazao da je, nakon 24h
inkubacije, jedinjeje 2, u koncentraciji 10 M, izazvalo ¢elijsku smrt priblizno 35% splenocita,
dok je deksametazon (Dex), poznato citotoksi¢no jedinjenje, u istoj koncentraciji smanjilo
vijabilnost za 50% (slika 4.1.24.). Jedinjenje 1 nije statisticki znaCajno menjalo vijabilnost
splenocita u NR i1 TB testovima, dok je povecana vijabilnost ¢elija uo¢ena u MTT testu u jednoj

od nizih koncentracija (5 x 107).

Prihvac¢ena metoda za brzo i precizno ispitivanje potencijalne citotoksi¢nosti jedinjenja,
pracenjem vijabilnosti i proliferacije ¢elija, podrazumeva koriS¢enje tetrazolijumske soli, MTT.
Zuta MTT u zivim éelijama moZe da prima elektrone od odgovarajuéih supstrata odnosno
koenzima (npr. NADH i NAD(P)H), i redukuje se u kristale formazana (slika 3.7.1.). Zive éelije
sa metabolicki aktivnim mitohondrijama (sistem mitohondrijalne sukcinat-dehidrogenaze;
NAD(P)H-zavisni enzimi ¢elijske oksidoreduktaze) sposobne su da redukuju MTT. S obzirom na
to, postoje dva moguca objaSnjenja za povecanu redukciju MTT-a, odnosno indirektno povec¢anu
vijabilnost ¢elija na osnovu ovog testa. Ove mogucnosti obuhvataju ili povecanje proliferacije

¢elija ili povecanje metabolicke aktivnosti mitohondrija. Nazalost, rezultati samog MTT testa ne
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mogu napraviti razliku izmedu ovih mogucih objasnjenja povecane vijabilnosti ¢elija. Medutim,

podaci dobijeni u testu neutralno crveno mogu pruziti neke informacije o ovom pitanju.

Kao neutralno naelektrisan molekul, neutralno crveno (NR) pasivhom difuzijom prolazi
kroz ¢elijsku membranu i akumulira se intracelularno u lizozomima. Tamo se protonuje i vezuje

elektrostatickim i hidrofobnim interakcijama za anjonska mesta ili fosfatne grupe na lizozomaln-
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Slika 4.1.18. Efekat jedinjenja 1 (A), 2 (B) i deksametazona (Dex) na vijabilnost SPC, u poredenju sa prezivljavanjem celija u
RPMI medijumu, procenjeno na osnovu MTT-testa. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SD; statisti¢ki znacaj je
izracunat putem one-way ANOVA testa pracen Tukey-evim post hoc testom. *p < 0,0001 vs. RPMI-tretirane celije
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om matriksu. Preuzimanje NR zavisi od pH vrednosti; pri fizioloSskom pH (7,3-7,5), boja nije
naelektrisana 1 moze da penetrira kroz celijske membrane, dok se pri nizem pH, kao u
lizozomalnom okruzenju (unutar lizozoma pH je nizi (pH=5)), NR naelektriSe pozitivno i kao

takvo biva zadrzano lizozomalnim matriksom. Oslabljena sposobnost ¢elija da odrze pH ravnote-
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Slika 4.1.19. Efekat jedinjenja 1 (A), 2 (B) i deksametazona (Dex) na vijabilnost SPC, u poredenju sa prezivljavanjem celija u
RPMI medijumu, procenjeno na osnovu testa neutralno-crveno (NR). Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SD;
statisti¢ki znacaj je izracunat putem one-way ANOVA testa pracen Tukey-evim post hoc testom. *p < 0,0001 vs. RPMI-tretirane
celije
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zu ili specifi¢ni efekti na lizozome mogu rezultirati promenama u ocitanjima NR testa (Repetto et
al., 2008; Zurita et al., 2005). Zbog nedostatka dokaza o proliferaciji ¢elija ili ¢elijskoj smrti u
naSem NR testu, moze se pretpostaviti da su SPC tretirani jedinjenjem 1 pokazali povecéanu
mitohondrijalnu aktivnost. (slika 4.1.19.) S druge strane, jedinjenje 2 dovelo je do smanjene
vijabilnosti unutar oba testa (MTT, NR). Ovakve razlike u rezultatima dobijenim iz razlicitih
testova vitalnosti Celija, primecene su kod antineoplasticnih jedinjenja 1 nesteroidnih

antiinflamatornih lekova (Chiba et al., 1998).

Slika 4.1.20. Izgled SPC u MTT (A-C) i NR (D-F) testovima: RPMI medijum (A i D), i RPMI medijum sa dodatim jedinjenjem
1 (BiE)ili2 (CiF). Normalna akumulacija boje moze se videti u ¢elijama (A i D) a takode su bile vidljive i izmenjene ¢elije,
potpuno ispunjene sa obe boje (B i E), i prazne (bele) Celije (C i F)
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Dalji izbor eksperimenata tokom ove analize bio je pazljivo osmisljen kako bi pruzio uvid
u mehanizme delovanja. Kulture splenocita inkubirane sa MTT-om 1 NR-om vizualizovane su
pomocu svetlosnog mikroskopa. Interesantno je napomenuti da je medu celijama tretiranim
jedinjenjem 1 primecen povecan broj velikih, izmenjenih ¢éelija u poredenju sa sli¢nim ¢elijama u
kontrolnom medijumu (RPMI). Pored razlika u veli¢ini, ove Celije su pokazale karakteristicnu
akumulaciju MTT/NR boja. Normalni SPC su imali MTT/NR lokalizovan pretezno u
mitohondrijama i blizu ¢elijske membrane, kao i u ¢elijskim lizozomima, dok su izmenjene ¢éelije

bile potpuno ispunjene obema bojama (slike 4.1.20. Bi E).

U slucaju jedinjenja 2, u skladu sa uofenom smanjenom vijabilnos¢u u MTT i NR
testovima (slika 4.1.18. 1 4.1.19.), primec¢eno je da su vece koncentracije ovog jedinjenja dovele
do smanjenja broja zivih ¢elija i smanjenja celijskog volumena, povecanja broja apoptotickih ¢elija
1 ¢elijskih debrisa, i izazvali zgrudnjavanje ¢elija. Smanjenje intracelularne akumulacije NR moglo
se pratiti u ¢elijama tretiranim jedinjenjem 2 do koncentracije od 5x10¢ M. Sa druge strane,
drasti¢no smanjenje redukcije MTT (bele prazne celije) bilo je vidljivo kod SPC tretiranih
koncentracijom 10* M jedinjenja 2 (slika 4.1.20. C). Kada je re¢ o pozitivnoj kontroli,
deksametazon je, u skladu sa o¢ekivanjima, smanjio broj Zivih ¢elija po bunarci¢u i povecao broj
nevijabilnih ¢elija, 1 Celijskih rezidua. Ipak, distribucija kristala formazana i NR u preostalim
vijabilnim ¢elijama tretiranim bilo Dex-om ili jedinjenjem 2, nije se razlikovala od one u SPC
tretiranim RPMI medijumom (negativna kontrola). Sva ova zapazanja sugeriSu da jedinjenje 1
zaista ima drugaciji efekat na SPC u poredenju sa dva pomenuta citotoksi¢na jedinjenja (Dex i

jedinjenje 2).

Reprezentativne slike SPC inkubiranih 24 h sa jedinjenjem 1, dobijene pomoc¢u imerzionog
objektiva radi postizanja vece rezolucije i poboljSanog kvaliteta slike pri velikim uvecanjima, koje
govore o stanju granulocita, ¢elija nalik blastnim 1 limfocitima, prikazane su na slici 4.1.21.
Limfociti su vrsta belih krvnih zrnaca koji, nakon nastanka u kostanoj srzi, predstavljaju ¢elije sa
kljuénom odbrambenom ulogom u imunoloSkom sistemu. Postoje tri morfoloski iste, a
funkcionalno razli¢ite grupe limfocita: B LYM, T LYM 1 NK ¢elije, ¢elijske ubice (Rezuktati i
diskusija 4.3.7., slika 4.3.19.). Normalni limfociti (LYM), koji se ¢esto nazivaju mali LYM (ovo
je naziv 1 za B 1 T limfocite koji se ne mogu morfoloski razlikovati) zabeleZeni su tokom ove

analize. Ove celije su precnika 8 do 10 um 1 imaju velika jedra i tanak obod citoplazme (Abbas et
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al., 2015). Pored toga, veliki LYM (klasifikovan kao izmenjen) takode je bio prisutan. Generalno,
postojala su dva tipa ovih izmenjenih LYM: (i) prelazni LYM ve¢i od normalnog LYM 1 (ii) jo§
veci, aktivirani LYM (preko 15 um), sa nebeskoplavom citoplazmom, ¢elijama nalik blastu (slika

4.1.21)).
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Slika 4.1.21. Izgled splenocita, pod imerzionim objektivom pri uvecanju x1000 (A) i x2000 (B i C), kada se tretira sa
jedinjenjem 1. Posmatrani su normani limfociti (LYM), aktivirane ¢elije nalik blastnim (BLC) i eozinofilni granulociti (EO)

Ove izmenjene ¢elije, u drasti¢no razli¢itom broju, detektovane su u svim razmazima iz
¢elijskih kultura tretiranih jedinjenjima 1 ili 2, kao 1 u RPMI kontroli (tabela 4.1.6.). Jedinjenje 1
izazvalo je pojavu ovih izmenjenih LYM u proseku kod 49 + 7% pri koncetraciji 104 M, dok je
kontrola sadrzala 6 + 3% velikih LYM. Jedinjenje 2 pokazalo je sli¢an efekat kao jedinjenje 1, ali
je bilo dva puta manje izrazeno. Najverovatnije je tretman jedinjenjem 1, uglavnom, a jedinjenjem
2 u manjoj meri, stimulisao 1 aktivirao LYM, §to je rezultiralo deobom ¢elija. Postoje prethodni
radovi o jedinjenjima veoma razlicitih struktura, koja su izazvala slican efekat. Na primer,
fitohemaglutinin (PHA), lektin iz mahunarki, pokazao je da je mo¢an mitogen za LY M, izazivajuci
analogne morfoloske promene tokom rasta i transformacije LYM in vitro (Yofeey et al., 1965).
Takode, konkanavalin A (Con A), drugi lektin, Siroko se koristi za in vitro studije mehanizama

aktivacije T LYM (Di Sabato et al., 1987; Deng et al., 1996).

Radi daljeg razjasnjavanja mehanizma delovanja jedinjenja 1 1 2, njihov potencijalni Stetni
efekat na DNK splenocita procenjen je u Komet testu. Komet test (,,single-cell gel electrophoresis”
(SCGE)) omogucava pouzdanu, senzitivhu detekciju oSte¢enja DNK. Ovaj test je pogodan za

otkrivanje niskog nivoa oste¢enja DNK (prekidanje jednog lanca (single-standard breaks-SSB),
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Tabela 4.1.6. Broj izmenjenih ¢elija, posmatranih pod imerzionim objektivom, utvrden nakon 24h inkubacije SPC sa
jedinjenjima 1 i 2, ili u RPMI-medijumu

Jedinjenje Jedinjenje 1 Jedinjenje 2 RPMI
Koncentracija aktivnog

jedinjenja/bunariéu (M) 107 10 10* 10 A I
Prosecan % izmenjenih ¢elija 49 33 26 23 20 9 6
SD 7 6 4 4 3 4 3

Max % izmenjenih celija 62 42 32 26 22 14 8
Min % izmenjenih ¢elija 42 26 21 17 16 3 2
Medijalni % izmenjenih ¢elija 47 32 27 25 20 11 6
p vrednost vs. RPMI <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 ns’ /

iNije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u poredenju sa kontolom tretiranom RPMI-medijumom

alkalno labilna mesta, umrezavanje DNK-DNK/DNK-proteina itd.) §to ga ¢ini pouzdanim za
procenu potencijalnih genotoksi¢nih efekata razlicitih jedinjenja (Tice et al., 2000). U skladu sa
time da se ovaj test moze izvesti na bilo kom tipu ¢elija, pod uslovom da su Zive i da se mogu
dobiti u obliku suspenzije, nakon inkubacije 1 centrifugiranja pristupilo se daljoj analizi u skladu
sa informacijama navedenim u Eksperimentalnom delu, 3.7.6. Rezultati Komet testa prikazani su
na slici 4.1.22. Kao meru ostecenja DNK izabrali smo procenat DNK u parametru repa (Collins,
2008). SPC tretirani jedinjenjima 1 i 2 pokazali su niske nivoe oSte¢enja DNK, kao §to su oni
uoceni za Celije negativne kontrole. Prema ovim rezultatima, oba testirana jedinjenja, u svim
ispitivanim koncentracijama, nisu pokazala znacajnu genotoksicnost u in vitro uslovima nakon 24-
casovnog tretmana. Ovo ne iskljuCuje pocetni efekat oSte¢enja DNK ovih jedinjenja, veé
jednostavno ukazuje na to da nije bilo oStec¢enja nakon reparacije DNK, za koju je poznato da se

odvija u periodu od 24 h (Tice et al., 2000).

Prethodna istraZivanja su pokazala da kratko izlaganje ¢elija L5178Y tk+/— limfoma kod
miSeva Dex-u (3 h) izaziva slabo povecanje momenta repa, dok nakon produZene inkubacije (24
h) oste¢enja DNK nisu bila detektovana, Sto ukazuje na apoptoticki mehanizam delovanja (Lee et
al., 2003). Ovo je u skladu sa rezultatima dobijenim tokom analize sa deksametazonom u okviru
ove studije (24 h inkubacije, slika 4.1.22.). Navedeni nalazi sugeriSu da bi pingvizani mogli da
ispolje slicno ponasanje kao Dex, tj. da mogu indukovati apoptozu SPC u odredenim
koncentracijama. Tokom apoptoze, DNK se razlaze na delove veli¢ine nukleozoma, §to smanjuje
verovatno¢u da Komet test moze otkriti fragmente DNK u ovom slucaju (Collins et al., 2008).

Vazno je napomenuti da su slike snimljene tokom ispitivanja kometa otkrile mnogo manji broj
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vidljivih kometa (¢elije sa DNK materijalom koncentrisanim u c¢elijskom jedru) za sve
koncentracije jedinjenja 2 i deksametazona, za koje se pokazalo da su citotoksi¢ni u gore
pomenutim testovima. Ova zapazanja ukazuju na apoptozu kao mogucéi mehanizam delovanja

jedinjenja 2 i deksametazona.
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Slika 4.1.22. Efekat oste¢enja DNK izrazen kao % DNK u repu splenocita tretiranih jedinjenjima 1 i 2 tokom 24-¢asovnog
perioda. Vrednosti su date kao srednja vrednost + SD. # p <0,0001 u odnosu na sve grupe

Analiza rezultata izvedenih testova, pretezno za jedinjenje 1, ali i u odredenoj meri za
jedinjenje 2, sugeriSe da postoji znacajan broj SPC koje su, Cini se, stimulisani i aktivirani, tj.
podlegli ¢elijskoj deobi. Od strane Kaushansky-a i saradnika, potvrdeno je da se nakon stimulacije
malog limfocita u mirovanju (Go), o€ekuje povecan transport i promene na membrani, uz naknadnu
sintezu RNK 1 proteina tokom Gi-faze. Ovaj proces je pracen sintezom DNK u S-fazi, §to dovodi
do formiranja blastnih ¢elija. Nakon sazrevanja (G2), blastne celije se dele (M-faza), §to rezultira
stvaranjem efektorskih 1 memorijskih ¢elija (Kaushansky et al., 2015). PaZnja je zatim usmerena

na potvrdivanje ove hipoteze, kroz verifikaciju povecane koli¢ine proteina, ukupne RNK i
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genomske DNK u SPC, nakon tretmana testiranim jedinjenjima (slika 4.1.23.). Posle 24 h
inkubacije sa jedinjenjem 1, primec¢eno je povecanje koli¢ine RNK i DNK u SPC, sa pove¢anjem
koncentracije ovog jedinjenja. Medutim, koli¢ina RNK se nije zna¢ajno razlikovala od koli¢ine
RNK u netretiranim SPC. Zanimljivo je da su dve nize koncentracije (10" i 10"® M) ovog jedinjenja
izazvale znacajno smanjenje koli¢ine DNK u poredenju sa kontrolom tretiranom RPMI. Genomska
DNK u jezgru apoptotickih ¢elija je Cesto fragmentirana. Ovi fragmenti se oslobadaju prilikom
permeabilizacije ¢elijske membrane, Sto rezultira sadrzajem DNK koji je manji od onog u Zivim
humanim LYM (Wang i Shi, 2002). Ovo ukazuje da jedinjenje 1, u nizim koncentracijama,

ispoljava citotoksi¢no dejstvo, najverovatnije putem apoptotickog mehanizma.

PHA 1 jedinjenje 1 izazivaju slicne morfoloske (svetlosno mikroskopske, histohemijske i
fine strukturne) promene ¢elija, dok je poznato da PHA izaziva i povecanje acetilovanja histona,
kao 1 sintezu nove RNK i DNK, procenjene razli¢itim metodama (Yoffey et al., 1965; Turk et al.,
1969). Utvrdeno je da morfoloske promene limfocita (LYM) ne moraju biti u korelaciji sa
koli¢inom nukleinskih kiselina (DNK, RNK) u njima (Turk et al., 1969). Takode, odgovor na PHA
zavisi od veli¢ine LYM (mali, srednji, veliki), ali sinteza nukleinskih kiselina ne pokazuje istu
zavisnost (Yoftey et al., 1965). Naime, u malim LYM (i u manjoj meri u drugim) znacajna sinteza
RNK omogucava celiji da se transformiSe 1 kasnije zapocne sintezu DNK. Tokom prva 24 h
inkubacije ¢elija sa PHA, nivo RNK se znacajno povecava, ali ovaj proces nije u korelaciji sa

replikacijom DNK (u prva 24 h ovi procesi nisu uskladeni; Epstein 1 Stohlman, 1964).

U ovom eksperimentu, u prisustvu najvise koncentracije jedinjenja 1, nakon 24 h
inkubacije, detektovano je povecanje nivoa proteina, RNK 1 DNK, ali to nije bilo statisticki
znacajno u poredenju sa kontrolnim cCelijama (slika 4.1.23.). Ovi rezultati su u suprotnosti sa
zapazanjima pod inverzionim mikroskopom (smanjena gustina celija) 1 sa rezultatima
MTT/NR/TB testova (slike 4.1.18; 4.1.19. 14.1.24.). Ostale koncentracije jedinjenja 1 pokazale su
smanjenje svih navedenih parametara, dok su testovi vijabilnosti pokazali razli¢it trend aktivnosti
(slike 4.1.18; 4.1.19. 1 4.1.23.). Sve navedeno moZe se saZeti na slede¢i nacin: razlicite
koncentracije jedinjenja 1 ispoljavaju razli¢ite efekte na SPC. Dok dve nize koncentracije (107 i
10 mol/dm?) pokazuju blagi citotoksi¢ni efekat u testovima, najvise koncentracije deluju kao
stimulansi SPC, uzrokuju¢i njihovu blastnu transformaciju 1 kona¢nu ¢elijsku deobu. Ovo je u

skladu sa mikroskopskim i spektrofotometrijskim analizama, gde su blastne ¢elije uoene u ve¢em
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Slika 4.1.23. Efekat jedinjenja 1 i 2 (pozitivna kontrola-deksametazon; negativna kontrola-RPMI-medijum) na ukupni sadrzaj
proteina (A), RNK (B) i genomske DNK (C) u splenocitima. Vrednosti su date kao srednja vrednost + SD; statisticka znacajnost
izracunata je jednosmernom analizom varijanse (one-way ANOVA) pra¢enom Tukey-ovim post hoc testom za visestruka
poredenja. *p < 0,0001, *** p < 0,01 u odnosu na RPMI-tretirane Celije
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broju (tabela 4.1.6.), 1/, ili citotoksi¢nost nije bila primecena, ili je zapazeno povecanje vijabilnosti

(slike 4.1.18.; 4.1.19. 1 4.1.24.).

Za jedinjenje 2 uocCen je jasan citotoksi¢ni efekat zavisan od koncentracije, Sto se
manifestuje smanjenjem kolicine DNK i RNK sa povecanjem koncentracije ovog jedinjenja u
medijumu. Moze se zakljuciti da svi sprovedeni testovi ukazuju na citotoksi¢ni potencijal
jedinjenja 2: smanjenjen broja ¢elija i smanjena MTT/NR/TB aktivnost (slike 4.1.18.; 4.1.19.;
4.1.23. 1 4.1.24.). Smanjenje nivoa DNK snazno sugeriSe da se celijska smrt izazvana ovim
jedinjenjem javlja putem apoptoze. S druge strane, merenje ukupne koli¢ine proteina pokazalo je
odstupanje u obrascu delovanja jedinjenja 1 i1 2 (kao i deksametazona), s obzirom na to da nije
zabelezeno o¢ekivano povecanje ili smanjenje. Ovo se moze objasniti ¢injenicom da, iako su ¢elije
bile mrtve ili apoptoticne, ili su pocele da se dezintegriSu, one i dalje doprinose ukupnoj
procenjenoj koli€ini proteina. Na primer, nije zabelezena korelacija izmedu rezultata toksic¢nosti u

NR-testu i koli¢ine proteina procenjene u kulturi fibroblasta plu¢a hrc¢ka (Chiba et al., 1998).

Nekoliko prethodno opisanih mehanizama, koji pretezno ukljucuju aktivnost antigena (njih
Cetiri) 1 nespecificnih stimulanasa (povrSinski efekti usled nakupljanja ¢elija), pri ¢emu se neki od
njih mogu povezati sa aktivnos¢u PHA 1 ConA, dovode do ¢éelijske indukcije 1 dalje transformacije
1 podele (Turk et al., 1969). Postoje publikacije koje istrazuju dejstvo jedinjenja arsena, gde nize
koncentracije stimuliSu sintezu DNK, dok viSe koncentracije smanjuju ovu sintezu nakon
interakcije sa ¢elijskom membranom (Meng i Meng, 2000). Poznato je da nespecificno oste¢enje
limfocita ultrazvukom izaziva morfoloSke promene, ali ne dovodi do znacajnog povecanja sinteze
RNK 1 DNK u poredenju sa kontrolom (Turk et al., 1969). Nije moguce sa sigurno$¢u odrediti
tacan mehanizam aktivacije splenocita (blastna transformacija) od strane jedinjenja 1 (i mozda

jedinjenja 2), ali je verovatno da se javlja putem nespecificnih stimulanasa.

Tokom procene toksi¢nih efekata dva pingvizana na kulturu SPC, ispitivana je njihova
interakcija sa celijama. Celije tretirane sa oba jedinjenja su centrifugiranjem odvojene od
medijuma, nakon ¢ega su viSestruko isprane radi uklanjanja adherentnog medijuma. Spojeni ispirci
1 medijum su iscrpno ekstrahovani dietil-etrom, a zatim su koncentrovani ekstrakti analizirani
metodom GC-MS, kako bi se utvrdilo prisustvo jedinjenja 11 2, kao 1 njithovih mogucih metabolita.
Precipitirani SPC su takode podvrgnuti istoj proceduri, s tim $to je liza ¢elija izvedena sonikacijom

1 ponovljenim ciklusima zamrzavanja i odmrzavanja. Pingvizani 1 1 2, kao i njima srodna
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jedinjenja, nisu detektovani u celijskim ekstraktima, dok je u medijumu dokazano prisustvo

jedinjenja 1 1 2, bez drugih isparljivih metabolita.
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Slika 4.1.24. Efekat jedinjenja 1 (A), 2 (B) i deksametazona (Dex) na vijabilnost SPC, u poredenju sa prezivljavanjem ¢éelija u
RPMI medijumu, na osnovu tripan plavo (TB) testa. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SD; statisticki znacajne
razlike su izra¢unate putem one-way ANOVA testa pra¢en Tukey-evim post hoc testom. *p < 0,0001, ** p < 0,001 u odnosu na
RPMI-tretirane ¢elije

Sa druge strane, ekstrakti medijuma, u sluc¢aju jednjenja 1 su, pored a-furanopingvizanola,
sadrzali 1 odredenu koli¢inu jedinjenja 2. Poreklo furanopingvizanona (jedinjenje 2) moglo bi se
povezati sa mogu¢im dejstvom enzimskog sistema SPC, koji oksiduju jedinjenje 1 u keton,
odnosno jedinjenje 2. OpSte je poznato da se sekundarni alkoholi oksiduju do odgovaraju¢ih
ketona zahvaljujuci brojnim P450 enzimima (Matsunaga et al., 1998). Citohromi P450 su poznati
kao glavni enzimi faze I i verovatno najvazniji katalizatori medu svim enzimima koji metabolisu
ksenobiotike (Wang i Tompkins, 2008). Iako ne mozemo sa sigurnos$¢u tvrditi da su ovi enzimi
posredovali u biotransformaciji a-furanopingvizanola (1) u furanopingvizanon (2), to se ¢ini vrlo
verovatnim. Naime, ekspresija citohroma P450 (CYP), pretezno u jetri, ali i u drugim tkivima,

omogucava biotransformaciju razli¢itih molekula, ukljucujuéi lekove, koji potencijalno dolaze u
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kontakt sa ovim ¢elijama. Utvrdeno je da su razlike u ekspresiji CYP1A 1 CYP3A u jetri izmedu
muzjaka pacova sojeva Vistar 1 Sprague-Dawley (SD) vise od dva puta veée kod prvog soja
(Kishida et al., 2008). Takode, postoje polne razlike u ekspresiji CYP2C11, koji je odgovoran za
metabolizam lekova i steroida, u SPC pacova. Ovaj enzim nije detektovan kod Zenki SD soja

pacova (Thangavel et al., 2007).

Navedena enzimski uzrokovana transformacija moze imati vaznu implikaciju
gorenavedenog razlicitog efekta jedinjenja 1 na SPC cCelije u razlicitim koncentracijama. Utvrdeno
je da jedinjenje 1 statisticki znacajno ne utice na vitalnost SPC u NR 1 TB testovima, dok je
poveéana vijabilnost ¢éelija uoena u MTT-testu pri nizoj koncentraciji od 5x10® M. Pri
koncentraciji od 10* M, jedinjenje 1 je indukovalo blastnu transformaciju SPC, dok je pri

koncentracijama od 10® i 10°® M delovalo kao citotoksi¢ni agens.

Moze se spekulisati da pri nizim koncentracijama pomenuti enzimski sistem efikasno
konvertuje jedinjenje 1 u jedinjenje 2, koje potom ispoljava svoj citotoksi¢ni efekat. Medutim, €ini
se da je najviSa testirana koncentracija jedinjenja 1, koriS¢ena za detekciju jedinjenja 11 2 1
njihovih metabolita, prezasitila enzimski sistem, §to dovodi do povecane koli¢ine jedinjenja 1, koje
poseduje stimulativni efekat na SPC. Najvece testirane koncentracije jedinjenja 2 znacajno su

smanyjile vitalnost ¢elija na osnovu MTT, NR 1 TB testova (slike 4.1.18.; 4.1.19.14.1.24.).
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4.2. SEKUNDARNI METABOLITI BILJNE VRSTE P. PLATYPHYLLA

4.2.1. HEMIJSKI SASTAV ETARSKOG ULJA BILJNE VRSTE P. PLATYPHYLLA

Analizom etarskog ulja jetrenjace P. platyphylla prikupljene sa dva lokaliteta— Veliki
Kupci (Srbija) 1 planina Maljevica (Bugarska)—identifikovano je ukupno 15 sastojaka (tabela
4.2.1.). Medu njima, najmanje je bilo monoterpena, dok su seskviterpeni ¢inili dominantan deo
ulja (tabela 4.2.1.). U analiziranom uzorku poreklom iz Srbije, seskviterpeni su Cinili 52,9%
ukupnog sastava, od ¢ega su Cetiri neoksigenovana seskviterpena doprinosila sa 18,6%, a Sest
oksigenovanih sa 34,3% (tabela 4.2.1.). Analiza uzoraka iz Bugarske pokazala je slican hemijski
profil, sa jednim identifikovanim seskviterpenom manje. Medutim, ukupni procentualni udeo
seskviterpena bio je veci, dostigavsi 76,9%, $to od starta ukazuje na moguée regionalne razlike u
hemijskom sastavu metabolita vrste P. platyphylla. U okviru uzoraka iz Bugarske detektovano je
ukupno 12 sastojaka, koji su €inili 92,1% analiziranog etaskog ulja. Medu njima, dva su pripadala

monoterpenima (11,7%), a identifikovan je 1 jedan oksigenovani diterpen (tabela 4.2.1.).

Paralelno s analizom etarskih ulja, sproveden je 1 detaljni pregled literature o isparljivim
sekundarnim metabolitima vrste P. platyphylla. Vrste iz roda Porella poznate su kao bogat izvor
seskviterpenoida razlicitih strukturnih tipova, ukljucujuéi drimanska, pingvizanska, gvajanska,
pseudogvajanska, germakranska, aromadendranska 1 strijatanska jedinjenja. Ova Siroka
varijabilnost u tipu seskviterpena moze biti pokazatelj uticaja regionalnih faktora na hemijski
sastav ovih biljaka, ¢ime se potvrduje znacaj kombinovanja literaturnih i eksperimentalnih

podataka za potpunije razumevanje hemijske raznolikosti unutar roda Porella.

U kontekstu ranijih istrazivanja, prva studija koja se bavila analizom biljne vrste P,
platyphylla (L.) Lindb. (sin. Madotheca platyphylla (L.) Dumort.) objavljena je jo§ 1911. godine
(Molisch, 1911). U tom istrazivanju, Molisch je prijavio prisustvo saponarina (izoviteksin-7-
glukozid), prirodnog biljnog glikozida iz grupe flavonoida. Rano otkri¢e saponarina u hemijskom
profilu P. platyphylla, kasnije je potvrdeno analizom njenog metanolnog ekstrakta i poredenjem sa

autenti¢nim uzorkom dobijenim iz biljke Saponaria officinalis (Nilsson, 1969). Tri godine kasnije,
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isti autor je iz vodeno-metanolnog ekstrakta uzoraka P. platyphylla izolovao saponarin, izoviteksin
1 novi flavonoid, apigenin-6,8-di-C-glukozid, sto je ukazalo na to da ova ,,zidna jetrenjaca” (Wall
Scalewort) moze predstavljati potencijalno znacajan izvor nepoznatih jedinjenja (Nilsson, 1973).
Par godina kasnije analiza dietil-etarskog ekstrakta P. platyphylla sa fokusom na distribuciju
hidrofilnih fenolnih jedinjenja, posebno flavonoida, sprovedena je od strane Mues-a, koji je istrazio
16 populacija ove vrste prikupljenih u Bugarskoj (Mues, 1982). Dva glavna flavonoida: Saftozid
(6-C-p-D-glukopiranozid-8-C-a-L-arabinopiranozid) i saponarin (isoviteksin-7-f-D-
glukopiranozid), pratena su manje zastupljenim viceninom 2 (apigenin-6,8-di-C-f-D-
glukopiranozid) 1 izoviteksinom (apigenin-6-C-f-D-glukopiranozid). Poredenjem ovih rezultata sa
ranije objavljenim podacima Nilsson-a (Nilsson, 1973), moze se zakljuciti da je P. platyphylla
hemijski promenljiva vrsta u pogledu sinteze flavonoida, $to upuéuje na moguénost sli¢ne

varijabilnosti i u drugim sekundarnim metabolitima.

Do sada se petnaest radova bavilo analizom sekundarnih metabolita vrste P. platyphylla
(Opsti deo 2.5.). Prva analiza dietil-etarskog ekstrakta P. platyphylla sprovedena je od strane
Huneck 1 Klaus (Huneck i Klaus, 1975). 1z uzoraka ove vrste, sakupljenih u Nemackoj, nakon
ekstrakcije izolovani su triterpenoid friedelin (0,01%) i f-sitosterin (sin. S-sitosterol, 0,03%)
(Huneck 1 Klaus, 1975). Prisustvo ovih neisparljivih jedinjenja nije detektovano u obradenim

uzorcima, $to je u skladu s ocekivanjima (tabela 4.2.1).

Dve godine kasnije, Suire 1 Bourgeois (Suire 1 Bourgeois, 1977) sproveli su prvu i do sada
jedinu analizu etarskog ulja vrste P. platyphylla, poreklom iz Francuske. Ovo ulje, pored znac¢ajnog
procenta neidentifikovanih jedinjenja (14,3%), sadrzalo je sledece sekundarne metabolite: a-pinen
(3,7%), kamfen (15,0%), sabinen (0,7%), a-terpinen (44,1%), limonen (4,3%), f-felandren
(14,0%), p-cimen (2,9%) i terpinolen (1,0%) (Suire 1 Bourgeois, 1977). U poredenju sa njihovim
rezultatima, procentualna zastupljenost monoterpena na osnovu ove studije bila je znaajno manja,
dok se dominantno prisustvo samog f-felandrena poklapa (tabela 4.2.1.). U uzorcima etarskog ulja
P. platyphylla, poreklom iz Bugarske, f-felandren (10,2%) je pracen i 1-epi-a-pingvizenom (1,5%)
(tabela 4.2.1.). 1-epi-a-Pinguizen, koji se razlikuje od a-pingvizena jedino po orijentaciji metil-
grupe na C-13 (tabela 2.6.1.), prethodno je identifikovan u samo tri vrste jetrenjaca, od kojih jedna
pripadala rodu Porella, tanije hemotipu I (P. obtusata) (Gauvin-Bialecki, et al., 2010) (Opsti deo

2.5.). Ovo moze implicirati da bi sekundarni metabolicki profil pingvizana mogao pruziti uvid u
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evolutivne mehanizme unutar ovog roda, kao i medusobne filogenetske odnose vrtsa (Opsti deo

2.5.).

Tabela 4.2.1. Hemijski sastav etarskog ulja jetrenjace P. platyphylla

1031
1365
1443
1447
1451
1482
1486
1559
1577
1625
1640
1706
1760
1776
2424

Retencioni indeksi na koloni DB-5MS eksperimentalno odredeni koinjekcijom homologe serije n-alkana;
ii Analizirani uzorci dobijenih etarskih ulja (SF-KPK-Veliki Kupci; BUG-planina Maljevica; tabela 3.4.1.);

Jedinjenje

f-felandren
1-epi-a-pingvizen
o-pingvizen
ciklofarneza-5(14),8,10-trien
(E)-p-farnezen
germakren D
izolepidozen
(E)-nerolidol
deoksopingvizon
(48*,58* 6R*,7R*)-1(10)E-1lepidozen-5-ol
(1E,5E)-germakra-1,5-dien-11-ol
pingvizanin
a-furanopingvizanol
metil-estar deoksopingvizon-12-oi¢ne kiseline ¥
perotecijanal A

Ukupno identifikovano:

it srednja vrednost tri analize;

¥ Metode identifikacije: MS = uporedivanje masenih spektara sa onima iz biblioteka (Wiley 11, NIST17, MassFinder 2.3), RI —

Uzorak?

SF-KPK
o,
4,3

v

2,5
2,1
4,0
10,0
4,1
2,6
6,3
13,0
5,1
3,2

572

BUG

10,2
1,5
2,2
3,0
8,4
5,1
2,0
7,9

41,0
22
5,1
3,5

92,1

Identifikacija

RI, MS, Col™
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS

MS
RI, MS

uporedivanjem eksperimentalno dobijenih vrednosti retencionih indeksa sa literaturnim podacima, Col — identifikacija sastojaka
koinjektiranjem standardnih supastanci;
v -/ nije detektovano;

¥ Identifikovan na osnovu poredenja MS iz Cullmann i Becker, 1999b.

Asakawa je 1979. godine analizom uzoraka P. platyphylla sakupljenih u Francuskoj,

utvrdio strukture tri nova seskviterpena: pingvizanin (15,7%), pingvizanolid (0,2%) 1 p-

pingvizendiol (3,7%) (tabela 2.6.1.) (Asakawa et al., 1979d). Motivisan ovim rezultatima, iste

godine je, zajedno sa saradnicima, nastavio istrazivanja koristeci biljni materijal iste vrste, takode

poreklom iz Francuske. Nakon ekstrakcije dietil-etrom, identifikovani su a- 1 f-pinen, kamfen, 3-
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karen, a-terpinen, limonen, f-felandren, p-cimen, terpinolen, sabinen, kao i f-pingvizendiol

(=platifilol), pingvizanin (=platifilin) i pingvizanolid (=platifiloid) (Asakawa et al., 1979c).

Asakawa je iste godine analizirao ekstrakt uzorka P. platyphylla prikupljenog u Bugarskoj,
1 nakon ekstrakcije dietil-etrom, zabelezio prisustvo slede¢ih jedinjenja: deoksopingvizona,
pingvizona, pingvizanola, pingvizanina, pingvizanolida, /-pingvizendiola, kampesterola,
stigmasterola, sitosterola i herbertusina (slika 2.5.4.; tabela 2.6.1.) (Asakawa et al., 1979b). Pre
istrazivanja prikazanog u disertaciji, ovo je bio jedini rad koji se bavio analizom isparljivih
sekundarnih metabolita uzoraka vrste P. platyphylla poreklom iz Bugarske. Broj i sastav
dominantnih seskviterpena u njihovim uzorcima pokazali su znacajnu razliku u odnosu na nase

rezultate (tabela 4.2.1.).

Pingvizanolid, izopingvizanolid, perotecijanal A i B, kampesterol, stigmasterol i sitosterol
identifikovani su analizom dietil-etarskog ekstrakta uzoraka P. platyphylla prikupljenog sa Le
Tanet, planinskog vrha u lancu Vogez koji se prostire duz granice izmedu Francuske i Nemacke
(slika 2.5.4., tabela 2.6.1.) (Asakawa et al., 1980a). Prisustvo pingvizanina (11,9%), fitola (0,2%)
1 stigmasterola (1,7%), kao 1 revidirana struktura perotecijanala B (1%) u 15-hidroksiperotecijanal
na osnovu analize NMR spektara, potvrdeno je analizom dietil-etarskog ekstrakta Svajcarskih
uzoraka P. platyphylla (slika 2.5.4., tabela 2.6.1.) (Nagashima et al., 1996a). Iste godine, analizom
metanolnog ekstrakta engleskih uzoraka P. platyphylla, identifikovani su perotecijanal B (0,1%),
porelapingvizanolid (0,2%), f-pingvizendiol (0,7%) 1 pingvizanin (3,7%) (tabela 2.6.1), kao i nova
jedinjenja: seskviterpen pingvizanskog skeleta, metil-2a-hidroksi-6-okso-11-pingvizanoat (0,2%),
1 hemiacetal sakulatanskog diterpenoida [(55,95,10R,135)-11,13-epoksi-8(12),17-sakulatadien-
134,15&-diol] [(135)-15&-hidroksisakulaporelin] (0,4%) (slika 2.5.4.) (Buchanan et al., 1996).
Unutar analiziranih uzoraka, perotecijanal B nije detektovan, ali je srodan diterpenski dialdehid,
perotecijanal A (slika 4.2.1.), detektovan u etarskom ulju P. platyphylla poreklom iz Bugarske u
kolicini od 3,5% (tabela 4.2.1.), §to jo§ jednom potvrduje da su ova dva perotecijanala

hemotaksonomski markeri vrsta roda Porella tipa B (Asakawa et al., 1979¢; 1980a).

Procentualni sadrZaj metabolita u nekim od gore navedenih radova nije dat, ali se pri
poredenju sastava, u smislu prisustva pingvizana, delimi¢no slaze sa rezultatima dobijenim nasom

analizom (tabela 4.2.1.). Prema profilu dominantnih sekundarnih metabolita, koji se mogu

.....
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saradnici (tabela 4.2.1.). Dominantni metaboliti dietil-etarskog ekstrakta uzoraka P. platyphylla
poreklom iz Turske bili su: pingvizanin (18%) 1 spiropingvizanin (10,5%), uz kamfen, sabinen,
neotrifaradien, cis-f-elemen, ciklofarneza-5(14),8,10-trien, aristolohen, amorfen i neofitadienske
izomere 1, 2 1 3 (Tosun et al., 2013). Za ovu vrstu zabelezen je i veliki broj neidentifikovanih
jedinjenja. Procentualna zastupljenost dominantnog oksigenovanog seskviterpena, pingvizanina,
u uzorcima etarskog ulja P. platyphylla, poreklom iz Srbije, bila je sli¢na (13%) onoj u gore
navedenom radu (Tosun et al., 2013), dok su primerci sakupljeni u Bugarskoj bili skoro Cetiri puta
bogatiji u smislu sadrzaja ovog metabolita (41%) (tabela 4.2.1.). Asakawa 1 saradnici su joS jednom
analizom etarskih ekstrakata uzoraka poreklom iz Turske potvrdili dominantno prisustvo
pingvizanina, koji je pra¢em velikim procentualnim udelom izopingvizanolida i neidentifikovanih
seskviterpena pingvizanskog tipa (Asakawa et al., 2018). Tokom nase analize, izopingvizanolid
nije identifikovan (tabela 4.2.1.). Na osnovu gore navedenih podataka, pouzdano se moze
zakljuciti da je pingvizanin glavni sastojak evropskih primeraka P. platyphylla, dok drugi

sekundarni metaboliti variraju.

CHO

perotecijanal A ciklofarneza-5(14),8,10-trien germakra-1,5-dien-11-ol

Slika 4.2.1. Strukture odabranih sekundarnih metabolita biljne vrste P. platyphylla

Pored pingvizanina, dominantni oksigenovani seskviterpeni u analiziranim uzorcima iz
Velikih Kupaca ukljucuju deoksopingvizon (4,1%), (1E,5E)-germakra-1,5-dien-11-0l (6,3%) i rel-
(4S,5S,6R, 7R E)-1(10)E-lepidozen-5-ol (2,6%) (slike 4.2.1. 1 4.3.10.; tabela 4.2.1.). Procentualni
udeo ovih metabolita u uzorcima sakupljenim u Bugarskoj bio je gotovo identi¢an (tabela 4.2.1.).
Sa druge strane, dominantni neoksigenovani seskviterpeni: izolepidozen (10%), (E)-f-farnezen

(3,96%) 1 a-pingvizen (2,5%), prisutni u uzorcima iz Velikih Kupaca, nisu detektovani u uzorcima
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poreklom iz Bugarske, ¢ak ni u tragovima. Znacajna razlika ogleda se i u velikom prisustvu (£)-
nerolidola (8,4%) u uzorcima iz Bugarske, Sto predstavlja prvo zabeleZeno prisustvo ovog
isparljivog sekundarnog metabolita kod vrste P. platyphylla. Zajednicko prisustvo ciklofarneza-
5(14),8,10-triena, s druge strane, donekle priblizava sastav analiziranih uzoraka (slike 4.3.12. 1
4.2.1.; tabela 2.6.1.). U etarskom ulju poreklom iz Bugarske, uz ciklofarneza-5(14),8,10-trien
(2,2%), kao dominantni neoksigenovani seskviterpen prisutan je i germakren D (3%) (slika

43.12)).

Daljom analizom nasih uzoraka potvrdeno je prisustvo a-furanopigvizanola (tabela 4.2.1.),
seskviterpena koji je kao novi prirodni proizvod pronaden analizom etarskog ulja vrste P,
cordaeana poreklom iz Srbije (Rezultati i diskusija 4.1.1., 4.1.2. 1 4.1.3.). Ovo jo$ jednom
potvrduje da su P. cordaeana i P. platyphylla sestrinske vrste, €ija se srodnost ogleda 1 u postojanju

meduspecijskiog hibrida, P. baueri (Schiffn.) C. Jens. (Boisselier-Dubayle et al., 1998).

Na osnovu rezultata analize uzoraka P. platyphylla poreklom iz Bugarske i1 Srbije, kao i
dostupnih literaturnih podataka, moze se zakljuciti da ova vrsta proizvodi Sirok spektar
terpenoidnih metabolita, uklju¢ujué¢i mono-, seskvi-, di- i triterpenoide. Hemijska varijabilnost
metabolita, posebno seskviterpena pingvizanskog skeleta, predstavlja znacajan aspekt hemijskog

profila ove vrste.

Razlike u hemijskim profilima, ukljucujuéi razli¢ite tipove seskviterpena i drugih
sekundarnih metabolita, mogu biti rezultat genetskih razlika unutar populacija ili vrste. Ako su
hemijski profili genetski odredeni, to bi moglo omoguciti razlikovanje ,.hemijskih varijeteta“
unutar iste vrste, pri ¢emu bi razliCite genetske linije imale specificne hemijske sastave.
Alternativno, varijacije u hemijskom profilu mogu biti posledica specificnih ekoloskih faktora,
kao S$to su tip tla 1 sezonske promene temperature, vlaznosti i drugih klimatskih uslova. Ekotipovi,
koji su specificne varijante unutar vrste prilagodene odredenim ekoloskim uslovima, cesto
pokazuju razlike u sekundarnim metabolitima, Sto ih ¢ini vaznim i u kontekstu hemijske ekologije
i farmakologije. Primera radi, antimikrobna aktivnost vrste P. platyphylla v odnosu na Gram-
pozitivne bakterije ve¢ je dokazana (Pavleti¢ 1 Stilinovi¢, 1963), medutim, aktivne supstance koje
doprinose ovoj aktivnosti jo§ uvek nisu identifikovane, Sto ukazuje na potrebu za daljim

istrazivanjima. Sve navedeno, ukljucujuéi prisustvo neidentifikovanih sekundarnih metabolita u
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profilu P. platyphylla, zabelezenih u brojnim analizama, ukazuje na to da ova vrsta joS uvek nije

dovoljno istrazena, a mnogi aspekti njenog hemijskog profila ostaju nepoznati.
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4.3. SEKUNDARNI METABOLITI BILJNE VRSTE C. CONICUM

4.3.1. HEMIJSKI SASTAV DIETIL-ETARSKOG EKSTRAKTA BILJNE VRSTE C. CONICUM

Svez biljni materijal jetrenjaCe C. conicum prikupljen je sa razli¢itih lokacija u Srbiji
(tabela 3.4.1.), u razli¢itim koli¢inama (Eksperimentalni deo 3.6.1.). Nakon GC-MS analize,
odabrani dietil-etarski ekstrakti podvrgnuti su hromatografskom razdvajanju (Eksperimentalni deo
3.6.2.). U uzorku ozna¢enom kao CC1 identifikovana su 43 jedinjenja, Sto predstavlja 11,7%
analiziranog ekstrakta (tabela 4.3.1.), dok je u uzorku CC2 detektovan 61 sekundarni metabolit,
sa udelom od 83,4%. Rezultati analize sastava navedenih uzoraka prikazani su zajedno sa
sastojcima ostalih analiziranih ekstrakata C. conicum u tabeli 4.3.1. U materijalu ozna¢enom kao
CC3 identifikovano je 56 sastojaka, $to ¢ini 31,2% sastava ekstrakta. Analiza uzorka CC4
rezultovala je sa 169 identifikovanih sastojaka, koji su €inili 63% ovog ekstrakta. Analizom
ekstrakta biljnog materijala iste vrste, prikupljenog iste godine sa vlaznog zemljista blizu izvora

reke Grze (CCS5), identifikovano je ukupno 168 metabolita (72,3%) (tabela 4.3.1).

Terpeni su predstavljali najzastupljeniju klasu kod svih analiziranih ekstrakata C. conicum,
sa znatno ve¢im udelom seskviterpena u poredenju sa monoterpenima i diterpenima (tabela 4.3.1.).
U svim analiziranim dietil-etarskim ekstraktima identifikovano je ukupno 36 monoterpena i 65
seskviterpena. Uzorak CC1 bio je najsiromasniji po pitanju sekundarnih metabolita, sa samo dva
detektovana monoterpena, sabinenom i kamfenom, prisutnim u tragovima, i 23 seskviterpena
(6,3%). Medutim, na dalji rad veoma nas je motivisalo da dominantni seskviterpen, pra¢en
konocefalenolom (1,2%), u ovom uzorku nije mogao da se identifikuje na osnovu podudaranja sa
spektrima iz baze podataka, kako je objasnjeno u metodologiji (odeljak 3.2.6, Eksperimentalni

deo). Stoga je ovo jedinjenje oznaceno kao nepoznato jedinjenje 3 (3,7%).

Medu monoterpenima (4,6%) u uzorku CC2, takode je najzastupljeniji bio sabinen (4,4%)
(slika 4.3.1.). Dominantni seskviterpeni, medu 28 zabelezenih (76,7%), bili su konocefalenol
(16,9%), aristola-1(10),8-dien (11,3%), 1(10)-aristolen (5,1%), izolepidozen-14-al (ranije
imenovan kao bicilogermakren-14-al; Rezultati i diskusija 4.3.2.) (4,4%), persilfiperfolan-1-ol
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(4,2%), kao 1 seskviterpeni brazilanskog skeleta (tabela 4.3.1., slike 2.4.3.,2.4.5., 43.1.14.3.15.).
Sadrzaj monoterpena u uzorku CC3 (1,8%) bio je sli¢an sadrzaju u prethodnim uzorcima, dok je
pored dominantnog konocefalenola (6,5%) uocena i znacajnija koli¢ina izolepidozena (2,9%)

medu 25 identifikovanih seskviterpena (19,0%).

U uzorku CC4 detektovano je 49 seskviterpena, koji su cCinili 28,5% ekstrakta, i 29
monoterpena, sa ukupnim udelom od 9,7%. Od 18 oksigenovanih monoterpena (0,7%), cis-
sabinen-hidrat bio je najzastupljeniji (0,2%), uz prisustvo trans-sabinen-hidrata, borneola,
mentola, terpinen-4-ola 1 bornil-acetata, svaki po 0,1%. Medu 32 oksigenovana seskviterpena
(15,9%) takode je dominirao konocefalenol (4,5%), pracen jedinjenjem 3 (2,6%). Jedanaest
neoksigenovanih monoterpena Ccinilo je 9% analiziranog ekstrakta CC4, dok su od 17
neoksigenovanih seskviterpena (12,6%) najviSe zastupljeni bili aristola-1(10),8-dien (3,9%),
brazila-5,10-dien (2,6%), nardo$ina-7,9,11-trien (1,8%), kao i jo§ dva seskviterpena brazilanskog
skeleta: brazila-5(10),6-dien (1,4%) i brazila-1(6),5(10)-dien (1,1%) (slike 2.4.312.4.5.).

Uzorak CCS okarakterisan je prisustvom 25 monoterpena (7,1%) medu kojima je, kao Sto
se 1 oCekivalo, preovladivao sabinen (5,3%). Seskviterpeni su Cinili 31,1% ovog dietil-etarskog
ekstrakta C. conicum prikupljenog pored reke Grze, sa 24 neoksigenovana (20,6%) i 20
oksigenovanih seskviterpena (10,5%). U ovoj grupi su, pored konocefalenola (5,4%), dominirali

aristola-1(10),8-dien (6,7%), nardoSina-7,9,11-trien (2,9%) i razli¢iti brazilani (tabela 4.3.1.).

MoZemo jasno zakljuCiti da je sabinen bio najdominantniji monoterpen svih pet
analiziranih ekstrakata, sa udelom koji varira od manje od 0,05% do 6,9%, dok je kamfen bio
prisutan do 0,4%. Dominacija sabinena medu monoterpenima povezuje C. conicum evropskog
porekla sa hemotipom I japanskih uzoraka iste (Opsti deo 2.4.). Pored sabinena, u odredenim
ekstraktima prisutni su bili 1 drugi monoterpeni istog skeleta. Tako su CC2, CC4 i CCS5 sadrzali
cis-sabinen-hidrat, bilo u tragovima CC2 1 CCS, ili u relativnoj koli¢ini od 0,2% u ekstraktu CC4.
trans-Sabinen-hidrat je prisutan u pomenutim ekstraktima u sadrzaju <0,1%, dok je sabina-keton
detektovan iskljucivo u uzorku CC2. Pregled ostalih identifikovanih monoterpena prikazan je u

tabeli1 4.3.1.

Seskviterpeni, prisutni u svim analiziranim uzorcima, obuhvataju ukupno 11 jedinjenja,
ukljucujuéi Cetiri neoksigenovana i sedam oksigenovanih derivata. Medu neoksigenovanim

seskviterpenima identifikovani su brazila-5(10),6-dien (tr-3,9%), aristola-1(10),8-dien (0,1-

194




11,3%), brazila-1(6),5(10)-dien (0,1-5,9%), i nardo$ina-7,9,11-trien (tr-2,9%), $to je ocekivano jer
evropske uzorke C. conicum karakteriSe njihova znacajna zastupljenost. Naime, brazila-5(10),6-
dien i brazila-1(6),5(10)—dien su kao nova jedinjenja identifikovani upravo analizom etarskog ulja
C. conicum prikupljenog u severnoj Nemackoj (Melching i Koéning, 1999), dok su naknadno
okarakterisani kao jedni od najvaznijih sekundarnih metabolita kripti¢ne vrste “L” (Ludwiczuk et

al., 2008; 2011).

sabinen kamfen

OH

konocefalenol selina-4,11-dien biciklogermakren

Slika 4.3.1. Strukture odabranih sekundarni metaboliti dietil-etarskih ekstrakata vrste C. conicum

Generalno, retko je vrSena analiza sastava sekundarnih metabolita ove vrste. Prva
hromatografska analiza dietil-etarskog ekstrakta C. conicum evropskog porekla, koju je izvela
Benesova sa saradnicima, pokazala je prisustvo n-alkana, J-kadinena, fridelina, lignocerinske
kiseline, triterpenskih alkohola 1 triterpenskih diola (BeneSova et al., 1969b). Nakon toga, vise od
30 godina predmet interesovanja bila je analiza sastava dietil-etarskih ekstrakta C. conicum

japanskog 1 kineskog porekla (Opsti deo 2.4), sve do 2008. godine. Tada je, uz prethodno
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razjasnjenje da ova vrsta predstavlja kompleks od Sest kripti¢nih vrsta (Opsti deo 2.4), kripticna
vrsta “L” C. conicum evropskog porekla ponovo postala predmet interesovanja istrazivaca

(Ludwiczuk et al., 2008; 2013).

Medu oksigenovanim seskviterpenima koji su identifikovani u svim nasim analiziranim
uzorcima, najzastupljeniji je bio konocefalenol (1,2—-16,9%), tercijarni alkohol brazilanskog tipa i
karakteristi¢an marker evropskih uzoraka C. conicum (Ludwiczuk et al., 2013a). Struktura
konocefalenola prvi put je odredena nakon izolovanja iz evropskih uzoraka C. conicum 1 detaljne
analize NMR spektra koju je izveo Connolly (Connolly, 1988). Relativna konfiguracija C9 metil-
grupe ovog jedinjenja odredena je skoro deset godina kasnije kao 1R,9S (Tori et al., 1995). Nasa
analiza prvi put donosi potpunu NMR asignaciju konocefalenola u CDCl3, izvedenu uz opsezne
1D i 2D NMR eksperimente, ukljucujuéi i potpunu '"H-NMR spinsku simulaciju (Radulovi¢ et al.,
2019) (prilozi 22 i 40). Vazno je istaci da su Cetiri analizirana ekstrakta, svi osim CC1, sadrzala
brazila-5,10-dien u udelu od 1,2 do 5,6%, za koji se smatra da moZe biti glavni dehidratacioni
proizvod konocefalenola (Melching i Kéning, 1999). Jos jedno jedinjenje brazilanskog skeleta,
brazil-4-en-10-o0l, bilo je prisutno u tragovima pa do 0,6% u svim uzorcima C. conicum. U
analiziranim ekstraktima takode su detektovani sledeéi oksigenovani seskviterpeni:
presilfiperfolan-1-ol (0,3—4,2%), daktilol (0,3-2,9%), izolepidozen-14-al (biciklogermakren-14-
al; 0,3-4,4%), aristolon (tr—2,9%) 1 (1(10)E,5E)-1(10),5-germakradien-11-ol, kojeg je bilo

najmanje (tr—0,1%). Strukture ovih jedinjenja prikazane su na slikama 2.4.3.14.3.15.

Pored aristolona, koji se nalazio u svim analiziranim ekstraktima, treba spomenuti da su se
oni medusobno razlikovali po neravnomernoj distribuciji ostalih aristolanskih seskviterpena
(aristolani=6,11-cikloeremofilani). Naime, aristolen (slika 2.4.3.) je bio prisutan u ekstraktima
CC2-CC5 (0,4-7,5%), dok se sadrzaj 1(10)-aristolena u ovim ekstraktima kretao od 0,3 do 5,1%.
4,5-di-epi-Aristolohen prisutan je u tragovima u uzorcima CC2, CC4 i CCS. Ekstrakt biljnog
materijala prikupljenog sa Sumskog podrucja u blizini Velikih Kupaca, CC1, nije sadrZao ni jedno

od gore pomenuta dva jedinjenja.

Pored aristolanskih seskviterpena, jetrenjace sadrze i razliCite selinenske seskviterpene
(Asakawa et al., 2013a). Tako je selina-3,11-dien-6a-ol identifikovan u CC3 (0,2%) i CC5 (0,1%),
o-selinen u CC4 (0,2%) 1 CCS (0,3%), dok su u ekstraktu CCS5 detektovani f-selinen (0,2%) 1

selina-5,7(11)-dien. Kao jedini sekundarni metabolit selinenskog skeleta u prethodnim analizama
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dietil-etarskog ekstrakta C. conicum evropskog porekla detektovan je selina-4,11-dien (slika
4.3.1.), koji je kod nas naden u CC3 (0,2 %) i CC2 (u tragovima). On je ranije detektovan samo u
ekstrakatu C. conicum poreklom iz Grcke (5 %) 1 Italije (0,5 %) (Ludwiczuk et al., 2013a) Sto, uz
jedinjenja istog skeleta iz naSih uzoraka evropskog porekla, sugerise da bi njihovo prisustvo takode

moglo biti od znacaja.

Nasi ekstrakti su se medusobno razlikovali i po neravnomernoj distribuciji germakrana i
sekundarnih metabolita biciklogermakranskog skeleta. Germakren A detektovan je u uzorcima
CC2, CC3 i CCS sarelativnim sadrzajima od 0,7, 0,2 1 0,2%. Germakren D je Cinio 3,7% uzorka
CC2, dok je u CC4 i CCS5 bio prisutan u tragovima. (1(10)E,5E)-1(10),5-Germakradien-4-ol (sin.
germakren D-4-0l) je identifikovan sa manje od 0,05% u CC2 i CC4, dok je germakra-
4(15),5,10(14)-trien-1a-ol bio prisutan u nesto veéem udelu u CC4 (0,6%) 1 CC5 (0,5%).
Biciklogermakren je najzastupljeniji seskviterpenski ugljovodonik i jedan od najvaznijih
prekursora za razlicite cikli¢ne seskviterpenoide (Asakawa et al., 2013a). Prisutan je u malim
koli¢inama u uzorcima CC1, CC3 i CC5, dok je izobiciklogermakren identifikovan samo u CCS5,
i to u tragovima (tabela 4.3.1.). Sa druge strane, izobiciklogermakrenal je detektovan u CC2
(0,8%), CC4 (0,3%) i CC5 (0,5%). Rezultati nase analize podudaraju se sa rezultatima koje su
objavili Ludwiczuk 1 saradnici gde su dietil-etarski ekstrakti ove jetrenjace evropskog porekla
okarakterisani ~ prisustvom  biciklogermakranskih  seskviterpena  (biciklogermakren,
biciklogermakren-14-al, kao S$to smo prethodno naveli preimenovan u izolepidozen-14-al,
Rezultati 1 diskusija 4.3.2.), 4f-hidroksigermakra-1(10),5-dien, 1(10),5-germakradien-4a-ol,
1(10),4-germakradien-6a-0l,  1(10),4-germakradien-12-al,  1(10),5-germakradien-11-0l 1
germakren D) (Ludwiczuk et al., 2008; 2013).

Takode karakteristi¢ni sekundarni metaboliti ove vrste su seskviterpeni izolepidozanskog
skeleta (Ludwiczuk et al., 2008; 2013). Analizom naSih ekstrakata zaklju€eno je da izolepidozen
nije detektovan samo u uzorku CC2, dok se u drugim uzorcima njegova zastupljenost kretala do
2,9%. Od drugih jedinjenja lepidozanskog skeleta (1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-14-al (sin.
izolepidozen-14-al) bio je prisutan u svim uzorcima (0,3-4,4%), dok je rel-(4S,5S,6R,7R,E)-1(10)-

lepidozen-5-ol zabeleZen samo u uzorku CC4.

Sa veoma sli¢nim retencionim ponaSanjem izolepidozen-14-alu u uzorcima CC1, CC3,

CC4 1 CC5 uoceno je prethodno pomenuto nepoznato jedinjenje, nazvano jedinjenje 3 (0,1-3,7%),
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¢iji se molekulski jon na m/z 220, i osnovni jon na m/z 121, uz dodatne intenzivne jone u masenom
spektru, podudaraju sa jonima jednog od sastojaka koje su zapazili Ludwiczuk i saradnici
(Ludwiczuk et al., 2013a). U ovoj studiji analizirano je 10 uzoraka C. conicum, ukljucujuéi Cetiri
evropskog porekla (iz Italije, Gruzije, Gréke i Spanije) (Ludwiczuk et al., 2013a). Evropski uzorci,
pored konocefalenola, sadrzali su brazila-5,10-dien, izolepidozen, biciklogermakren-14-al (Sto je
u slozi sa nasim analizama) i nepoznato jedinjenje (u pojedinim uzorcima sa udelom ve¢im od
30%). Ovo ukazuje da se kripticna vrsta “L”, u smislu njenih sekundarnih metabolita, najvise
razlikuje od ostalih kripti¢nih vrsta C. conicum. Detaljnom analizom uzoraka od CC1-CC5
zapazena su jo§ dva nepoznata seskviterpenska jedinjenja, oznacena kao jedinjenje 4 i jedinjenje

5, koja su u tragovima prisutna u uzorcima CC1, CC3 i CC4 (tabela 4.3.1.).

Medu diterpenima u analiziranim uzorcima identifikovana su tri izomera neofitadiena, Sto
je u skladu sa prethodnim nalazima iz analize dietil-etarskih ekstrakata C. conicum kripti¢ne vrste
“L,” gde je njihova zastupljenost bila u rasponu do 2,8% (Ludwiczuk et al., 2013a). U radu
Ludwiczuk i saradnika, procentualno najzastupljeniji bio je neofitadien (izomer I), Sto delimi¢no
odgovara nasim rezultatima, gde je ovaj izomer dostigao 1,7% u uzorku CC3. Nasuprot tome,
neofitadien (izomer I) nije detektovan u uzorcima CC2 i CC4, dok je u CC1 i CCS5 prisutan sa
0,5% 1 0,8%. Izomer II neofitadiena detektovan je u uzorcima CC3 (0,4%) i CCS (0,3%), dok je
izomer III bio prisutan u svih pet analiziranih ekstrakata do 0,6% (tabela 4.3.1). Najverovatnije
poreklo neofitadiena je artefaktsko, jer se zna da oni nastaju pirolizom hlorofila u injektoru

instrumenta.

Malozastupljeni sastojci u ekstraktima obuhvatali su 1 GLV-jedinjenja (green leaf
volatiles), organska jedinjenja koja predstavljaju grupu raznolikih odbrambenih isparljivih
metabolita biljaka. 1-Okten-3-il-acetat prisutan je u svim analiziranim uzorcima do 0,9%. Tragovi
okten-3-ola su bili prisutni u uzorcima CC3, CC4 i CCS5, dok se vec¢ina drugih GLVs nalazila u
uzorcima CC4 1 CCS (tabela 4.3.1.). 1-Okten-3-il-acetat 1 1-okten-3-ol ukazuju da je miris C.
conicum istovetan karakteristiénom mirisu pecuraka uglavnom posledica prisustva mesavine ova
dva green leaf metabolita (Suire et al.,1982). GLVs nastaju tokom metabolizma masnih kiselina
delovanjem oksidaza, a strukturno predstavljaju naj¢esce aldehide, alkohole i njihove estre sa Sest
ugljenika u ugljovodoni¢nom lancu (Matsui et al., 2012). Dok Cé6-aldehidi odvracaju predatore,

Cé6-alkoholi 1 estri pretezno su inertni (Matsui et al., 2012). Analizom ekstrakata C. conicum
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potvrdeno je prisustvo velikog broja masnih kiselina (Negi et al., 2020). Masne kiseline veoma su
vazne kako za fizioloske i bioloske funkcije (Glime, 2017; Jockovi¢ et al., 2008) zivotnog ciklusa
biljaka, tako i sa aspekta insekticidne aktivnosti (linolna, oleinska, linoleinska kiselina itd.) (Khan

i Usman, 2012).

Pored toga, sastav voska i kutina ove jetrenjace pokazao se kao veoma zanimljiv. Gasno-
hromatografska analiza (GC) voska ekstrahovanog heksanom iz C. conicum u neutralnim, kiselim
1 osapunjivim frakcijama potvrdila je prisustvo 17 C18-C34 n-alkana, 17 C8-C30 n-karboksilnih
kiselina (osim Cl11, C13, C15, C21, C27, C29), 13 C12-C28 n-alkanola (osim C13, C15, C21,
C27), kao i Cetiri C15-C18 metil-estra n-karboksilnih kiselina. Dominantna jedinjenja svake serije
bila su heptakozan, palmitinska kiselina, 1-heksakozanol i metil-palmitat (Suemitsu et al., 1974).
Cladicott 1 Eglinton su, analiziraju¢i sastav kutina C. conicum, koji je uz heksadekansku (26,8%)
1 15-hidroksiheksadekansku kiselinu (11,7%) sadrzao seriju 2-hidroksi derivata alkanskih kiselina,
ukazali na povezanost prisustva 2-hidroksi kiselina sa zna€ajem razvoja kutikule za kolonizaciju
tla. Naime, prisustvo 2-hidroksi derivata alkanskih kiselina je indikator da su jetrenjace razvile
hemijske mehanizme za opstanak na kopnu, ¢ime se naglasava njihov znacaj u Sirem evolucijskom
kontekstu, kao jedne od najranijih biljnih vrsta koje su uspele da kolonizuju tlo (Caldicott i

Eglinton, 1976).

Od 19 identifikovanih masnih kiselina samo je palmitinska (heksadekanska) kiselina
(C16:0) detektovana u svim analiziranim ekstrakatima. Njena zastupljenost kretala se od manje od
0,05% u uzorku CC2 do 5,2% u uzorku dietil-etarskog ekstrakta biljnog materijala prikupljenog
kod Grze (CCS). lako je njen procentualni udeo manji, dominacija palmitinske kiseline u naSem
istrazivanju slaze se s njenom zastupljenoscu (17,86-68%) u prethodnim analizama heksanskih,
dihlormetanskih, hloroformskih, etil-acetatnih i metanolnih ekstrakata turskog porekla, gde je
jedan od njih pokazao i slabu insekticidnu aktivnost prema zitnom zisku (Abay et al., 2012) (Opsti
deo 2.4.). Sli¢na palmitinskoj kiselini, w-7-mononezasi¢ena masna kiselina, palmitoleinska
kiselina (C16:1), bila je prisutna u uzorcima CC1 (0,3%), CC4 (4,2%), CCS (1,7%), kao 1
polinezasi¢ena w-3 linoleinska kiselina (C18:3) (CC1 (0,3%), CC4 (6,3%), CC5 (6,5%)). »-5
Masna kiselina, (£)-11-heksadecenska kiselina (C16:1), bila je prisutna samo u uzorku CC1

(0,5%). Polinezasi¢ena w-6 masna kiselina, arahidonska kiselina (C20:4), takode je detektovana u
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uzorcima CC1 (0,2%), CC4 (0,4%), CCS (u tragovima), dok se polinezasi¢ena ®-3 masna
kiselina, timnodonska kiselina (C20:5), nalazila u uzorcima CC1 (0,1%) i CC4 (0,5%).

Ekstrakte CC4 1 CCS5 karakterisalo je i prisustvo miristinske kiseline (C14:0) sa
zastupljenostima od 0,5% 1 0,1%, kao 1 pentadekanske kiseline (C15:0); 0,2% (CC4) 1 0,1%
(CCS). Isti ekstrakti sadrzali su pelargonsku kiselinu (C9:0) i1 heptansku kiselinu (C7:0), ali u
tragu. U uzorku CCS5 prisutni su i tragovi kaprilne kiseline (C8:0) 1 kapronske kiseline (C6:0), dok
je njihova procentualna zastupljenost u CC4 bila 0,1%, za obe. Buterna kiselina (C4:0)
detektovana je jedino u uzorku CCS5 (trag), dok su lignocerinska kiselina (C24:0) (0,3%) 1
behenska kiselina (C22:0) (0,4%), zasi¢ene masne kiseline, identifikovane iskljuc¢ivo u CC4.
Takode, medu sastojcima uzorka CC4 identifikovane su arahidonska kiselina (C20:0), laurinska
kiselina (C12:0), kaprinska kiselina (C10:0) i valerijanska kiselina (C5:0). Kao malozastupljeni
sastojci nasih analiziranih ekstrakata detektovana su i jedinjenja proizasla iz metabolizma masnih

kiselina poput: n-alkana, dugolancanih aldehida i estara masnih kiselina (tabela 4.3.1.).

Sve prethodno navedeno motivisalo je dalju analizu s ciljem odredivanja struktura
jedinjenja 3, 4 1 5, detektovanih u ovim ekstraktima, kao i ispitivanja njihove potencijalne bioloske
aktivnosti (Rezultati i diskusija 4.3.7.). Visestruka hromatografska razdvajanja ukljucivala su
hromatografisanje svih uzoraka sa lokaliteta Veliki Kupaci, CC1 1 CC3, kao 1 uzorka biljnog
materijala sa planine Jastrebac (CC4) (Eksperimentalni deo 3.6.2.). Tako su hromatografskim
razdvajanjem ekstrakta C. conicum poreklom iz Sumskog podrucja Velikih Kupaca frakcije spirane
smeSom heksana 1 dietil-etra (heksan:dietil-etar (90%:10%, v/v)) (Eksperimentalni deo 3.6.2.)
predstavljale Cisto jedinjenje 3 (koriS¢eno za dalja ispitivanja objasnjena u Rezultati i diskusija
4.3.7.). Hromatografijom dela biljnog materijala prikupljenog na podrucju Velikih Kupaca, ali sa
druge lokacije, pored potoka, u dve frakcije, spirane sa smeSom heksana i dietil-etra (heksan:dietil-
etar (90%:10%, v/v), SF-285-19,20) dobijen je ¢ist konocefalenol. Nakon spiranja dietil-etrom u
frakcijama SF-285-46 1 SF-285-461 (Eksperimentalni deo 3.6.2.) dobijena su Cista jedinjenja 4 1 5
(koris¢ena za dalja ispitivanja objasnjena u Rezultati 1 diskusija 4.3.7.). Dodatne koli¢ine
jedinjenja 3-5 dobijenje su hromatografijom spojenih ekstrakata materijala iz Velikih Kupaca sa
onima sa planine Jastrebac (CC1, CC3 i CC4) (Eksperimentalni deo 3.6.2., koriS¢eno za dalja
ispitivanja objasnjena u Rezultati 1 diskusija 4.3.2.; 4.3.3.14.3.4.).
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Tabela 4.3.1. Hemijski sastav dietil-etarskih ekstrakta jetrenjace C. conicum

Uzorci”

RI RI? Jedinjenje DY
CC1 CC2 CC3 CC4 CCs5

755 762 1-pentanol 0,1 RI, MS, Col
776 763 buterna kiselina tr RI, MS, Col
787 785 (R*,5%)-2,3-butandiol tr RI, MS
796 799 heksanal tr RI, MS, Col
800 800 oktan tr RI, MS, Col
815 815 2-metilpiridin 0,1 RI, MS
827 827 3-metilbutanska kiselina 0,1 0,1 RI, MS, Col
831 831 2-metilbutanska kiselina tr RI, MS, Col
847 848 (£)-3-heksen-1-ol tr 1,0 RI, MS
858 863 1-heksanol tr RI, MS, Col
862 875 pentanska kiselina tr RI, MS, Col
883 889 2-heptanon tr RI, MS, Col
900 900 nonan tr RI, MS, Col
902 901 heptanal tr tr RI, MS, Col
917 924 metil-heksanoat tr RI, MS
928 924 a-tujen tr 0,1 0,1 RI, MS
936 932 o-pinen tr RI, MS, Col
949 945 o-fenhen tr RI, MS
953 946 kamfen tr 0,2 tr 0,4 0,2 RI, MS, Col
957 952 benzaldehid 0,2 tr RI, MS, Col
962 959 1-heptanol tr tr RI, MS, Col
965 967 heksanska kiselina 0,1 tr RI, MS, Col
968 974 (5Z)-okta-1,5-dien-3-ol tr RI, MS
974 974 1-okten-3-ol tr tr tr RI, MS, Col
979 976 sabinen tr 4,4 1,7 6,9 5,3 RI, MS
978 978 1-okten-3-on tr RI, MS
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979

985

989

991

993

998

1009
1020
1027
1031
1033
1034
1039
1046
1051
1057
1058
1063
1065
1066
1076
1090
1092
1096
1100
1106
1112
1120
1121

979

984

988

988

997

998

1002
1020
1020
1024
1026
1034
1036
1042
1049
1057
1054
1060
1063
1062
1070
1086
1097
1095
1098
1110
1106
1120
1123

3-oktanon
S-pinen
JS-mircen
3-oktanol
etil-heksanoat
oktanal
o-felandren
a-terpinen
p-cimen
limonen
1,8-cineol
lavanda lakton
fenilacetaldehid
y-heksalakton
(2E)-oktenal
1-fenil-1-etanol
y-terpinen
(2E)-okten-1-ol
1-oktanol

heptanska kiselina
cis-sabinen-hidrat

terpinolen
etil-heptanoat
linalool

trans-sabinen-hidrat
1-okten-3-il-acetat

2-fenil-1-etanol
3-oktil-acetat
metil-oktanoat

tr

tr tr
tr
tr
0,1
tr
tr tr
tr
tr 0,9 0,2

tr
0,4
0,3

tr

tr
0.1
tr
0,1
0,5

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

tr
0,1
0,9
0,1
0,1

0,1
0,2
tr
tr
tr
tr
0,1
tr
0,4
tr

tr
tr

0,1
tr

tr
tr
0.1
tr
tr
0,1
0,9
tr
0,1
tr

RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS, Col
RI, MS, Col
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
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1136
1138
1141
1146
1162
1162
1164
1165
1165
1171
1173
1174
1181
1184
1186
1192
1195
1197
1202
1209
1220
1221
1228
1240
1242
1245
1253
1265
1269

1136
1140
1138
1141
1154
1162
1165
1166
1167
1165
1175
1167
1181
1179
1178
1196
1186
1197
1201
1207
1219
1217
1224
1243
1239
1251
1253
1267
1267

trans-p-ment-2-en-1-ol
4-ketoizoforon
p-ment-3-en-1-ol
kamfor

sabina-keton

benzoeva kiselina
1,3-dimetoksibenzen
pinokamfeol

oktanska kiselina
borneol

metil-benzoat

mentol

terpinen-4-ol
p-cimen-8-ol

naftalen

etil-oktanoat
a-terpineol
(£)-okt-2-en-1-il-acetat
dekanal

trans-piperitol
cis-sabinen-hidrat-acetat
[-ciklocitral
3-fenil-1-propanol
etil-fenilacetat

karvon

fenilacetatna kiselina
trans-sabinen-hidrat-acetat
nonanska kiselina
1-dekanol

tr

tr

tr
tr
tr
tr

tr
tr
tr
0,1
0,1

0,1
0,1
tr
tr

tr
0,1
0,1
tr

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

tr

tr

tr

tr

tr
tr

tr
tr

0,2

tr

tr
0,2
tr

RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS, Col
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1270
1287
1289
1292
1292
1298
1300
1300
1303
1320
1337
1343
1350
1354
1359
1369
1364
1367
1369
1383
1390
1394
1396
1400
1405
1413
1429
1433
1439

1268
1287
1293
1290
1294
1294
1298
1299
1305
1324
1325
1346
1359
1345
1355
1365
1364
1377
1370
1374
1390
1395
1389
1400
1408
1409
1423
1421
1429

(£)-2-fenil-2-butenal
bornil-acetat
2-undekanon

indol

etil-nonanoat
2-undekanol
karvakrol
terpinen-4-il-acetat
undekanal
metil-dekanoat
brazila-5,10-dien
o-terpinil-acetat
neril-acetat
o-kubeben

4-hidroksibenzaldehid

3,4-dimetoksistiren
dekanska kiselina
silfiperfol-6-en
brazila-5(10),6-dien
a-kopaen
1-tetradecene
etil-dekanoat
S-elemen
tetradekan
dodekanal
o-gurjunen
aristolen
akora-3,5-dien
aristola-1(10),8-dien

tr

tr

0,1

5,6

3,9

tr
tr

tr
7,5

11,3

tr

1,2

0,1

0,6

tr

0,6

0,9

0,1
tr
tr

tr

tr

2,6

tr
tr
tr
0,2
tr

1.4
tr
tr

0,1
tr
tr
tr

0,4

3,9

tr
tr

tr
tr

tr
tr
tr
2.9
tr
tr
tr
tr
0,7

0,2
1,1
tr

0,1

2.4
0,2
6,7

RI, MS
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
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1438
1449
1452
1453
1456
1466
1467
1472
1478
1482
1485
1486
1488
1490
1495
1503
1505
1506
1520
1523
1523
1528
1532
1563
1564
1566
1568
1570
1580

1431
1442
1444
1445
1454
1468

1469
1471
1485
1489
1483
1484
1495
1488
1497
1500
1503
1510
1525
1514
1522
1525
1565
1561
1556
1566
1558
1574

1(10)-aristolen (sin.” f-gurjunen)
brazila-1(6),5(10)-dien
nardo$ina-7,9,11-trien
epi-f-santalen
(E)-p-farnezen
6,11-epoksi-izodaukan
brazil-4-en-10-o0l"
selina-4,11-dien
4,5-di-epi-aristolohen
o-selinen
izobicklogermakren
izolepidozen
germakren D
y-amorfen

[-selinen
konocefalenol
biciklogermakren
germakren A
metil-dodekanoat
presilfiperfolan-1-ol
kubebol

o-kadinen
dihidroaktinidiolid
dodekanska kiselina
(E)-nerolidol

daktilol

maliol
selina-5,7(11)-dien
(1(10)E,5E)-1(10),5-germakradien-4-ol

0,1
tr

tr
tr
tr

0,2

1,2

tr

0,3

0,3

5,1
5,9
0,3

0,6
tr
tr

3,7

16,9

0,7

4,2

tr

2,9
tr

tr

0,4

0,5

0,3
tr

0,2
0,2

2,9

6,5
0,5
0,2

1,0

0,8

0,3
1,1
1,8
tr

0,2

tr
0,2

0,8

tr

4,5

1,2
tr
tr

tr

0,1
1,0

tr

1,5
1,7
2,9

0,2

0,2

tr
0,3
tr
tr
tr
tr
0,2
5,4
tr
0,2
tr
1,0

tr
tr

tr
1,0

tr

RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, NMR
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
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1582
1588
1600
1601
1609
1605
1614
1622
1625
1632
1637
1640
1649
1650
1651
1663
1678
1682

1683

1686
1691
1700
1710
1720

1730

1740
1760

1577
1582
1600
1589
1606
1600
1620
1596""
1620
1629
1627
1633
1640
1642
1654
1680
1674
1668

1683
1688
1700
1711
1726

1741
1763

(sin. germakren D-4-ol)

spatulenol

kariofilen-oksid

heksadekan

viridiflorol

tetradekanal

rozifoliol
murola-4,10(14)-dien-1-ol
nardoS$ina-7,9-dien-11-ol
rel-(4S,5S,6R,7R,E)-1(10)-lepidozen-5-o0l
allo-aromadendren-epoksid
1-epi-kubenol
(1(10)E,5E)-1(10),5-germakradien-11-ol
epi-a-murolol
selina-3,11-dien-6a-ol
cis-metil-dihidrojasmonat
germakra-4(15),5,10(14)-trien-1a-ol
heksil-salicilat
14-hidroksi-9-epi-(E)-kariofilen
(1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-14-al
(sin. izolepidozen-14-al)
epi-a-bisabolol

Siobunol

heptadekan

pentadekanal

metil-tetradekanoat
(1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-14-ol
(sin. 1zolepidozen-14-ol) (3)
izobiciklogermakrenal

tetradekanska kiselina

tr

0,1

tr

0,3

tr

3,7

tr
tr
tr

tr

tr

4,4

0,5

0,8

0,1

0,2

0,8

1,0

tr

tr
0,2
0,2
0,1
tr
0,1
tr
0,3
0,5
0,1
tr

0,2
0,6
0,2
0,1

1,7

tr
tr

tr
2,6

0,3
0,5

0,1
tr

tr
0,1

0,1

0,5

0,4

tr
0,2

tr
0.1

0,1

0,5
0,1

RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS, Col

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

NMR

RI, MS
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
NMR

RI, MS
RI, MS, Col
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1763
1762
1766
1759
1762
1770
1772
1788
1792
1791
1800
1805
1822
1835
1852
1860
1863
1872
1881
1890
1900

1904

1906

1910
1923
1940
1961
1990

1765
1764
1763
1759
1762
1772
1766
1774
1792
1795
1800
1816
1822
1841
1855
1857

1864

1897
1900

1912
1926
1941
1959
1992

[S-kostol

2-metilheptadekan

loliolid

ciklokolorenon

aristolon

3-metilheptadekan

drimenol
epi-ciklokolorenon
8a-acetoksielemol
etil-tetradekanoat

oktadekan

1 H-indol-3-karboksaldehid
metil-pentadekanoat
neofitadien (izomer I)
heksahidrofarnezil-aceton
pentadekanska kiselina
neofitadien (izomer II)
benzil-salicilat

neofitadien (izomer III)
etil-pentadekanoat
nonadekan
rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-
11,14-diol (4)
rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-1(10),5-dien-
7,14-diol (5)
metil-(Z)-9-heksadecenoat
metil-heksadekanoat
(£)-9-heksadecenska kiselina
heksadekanska kiselina
etil-heksadekanoat

tr

tr

tr

tr

0,5

0,3

tr

tr

0,3
1,1
0,1

tr

2,9
tr

0,7

tr

tr

tr

tr

1,7

0,4

0,5

tr

tr

0,3
tr

0,1

1,0
0,9

0,1
0,1
tr

tr
0,3
0.4

0,1
0,2

0,1
0,1

tr

tr

tr

0,1

4.2

4,8
tr

0,1

0,7

0,1

0,1

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

0,6
0,1

0,1
1,6
1,7
5,2
2,6

RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Col
MS
RI, MS
MS
RI, MS
RI, MS, Col

NMR
NMR
RI, MS
RI, MS
RI, MS

RI, MS, Col
RI, MS
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2000
2024
2082
2092
2100
2102
2104
2114
2117
2124
2145
2160
2167
2172
2191
2200
2217
2258

2265

2287
2300
2312

2320

2325
2364
2391
2400
2426

2000
2021
2077
2095
2100
2108
2095
2117
2117
2124
2143
2155
2169
2168
2196
2200
2218
2274

2282

2294
2300
2324

2334

2329
2364
2394
2400
2430

eikozan
oktadekanal
1-oktadekanol
metil-linoleat
heneikozen
metil-linolenat
metil-oleat
(E)-fitol
(£)-11-heksadecenska kiselina
metil-oleat
linolna kiselina
etil-linoleat
etil-linolenat
etil-oleat
etil-oktadekanoat
dokozan
(E)-fitil-acetat
metil-arahidonat

metil-(Z, Z, Z, Z, 7)-5.,8,11,14,17-

eikozapentaenoat
1-trikozen

trikozan
arahidonska kiselina

Z, 7,7, 7, 72)-5,8,11,14,17-eikozapentaenska

kiselina
metil-eikozanoat
eikozanska kiselina
etil-eikozanoat
tetrakozan
metil-heneikozanoat

tr
tr
0,2
tr
1,2

0,5

0,3

0,1 tr
0,2

0,1

tr

tr
0,1
tr

0,3

6,3
tr
0,7
tr

tr

0,4
0,5

tr
tr

tr
tr

0,4

0.9
0,1
2,1

0,2
6,5
0,6
1,4
0,3
0,3

0,3
0,1
0,1

tr
tr
tr
0,1

0,1

tr

RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
RI, MS

RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS

RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
RI, MS

RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS

RI, MS
RI, MS
RI, MS

RI, MS, Col
RI, MS
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2491
2491
2491
2500
2527
2568
2593
2600
2628
2631
2693
2700
2728
2772
2793
2823
2831
2894
2900
2928
2929
2951
2993
3039
3100
3134
3194

/
2498
2492
2500
2530
2564
2596
2600
1631
2632
2698 Vi
2700
2729
2760
2797
2809
2833

/
2900
2930
2929
2951
298() Vil
3039
3100
3144
3180 Vi

etil-heneikozanoat
1-dokozanol
1-pentakozen 0,3
pentakozan
metil-dokozanoat
dokozanska kiselina
etil-dokozanoat
heksakozan
metil-trikozanoat
tetrakozanal
etil-trikozanoat
heptakozan
metil-tetrakozanoat
tetrakozanska kiselina
etil-tetrakozanoat
(sve-E)-skvalen
heksakozanal 0,2
etil-pentakozanoat
nonakozan
heptakozanal
metil-heksakozanoat
o-tokoferol
etil-heksakozanoat
oktakozanal
hentriakontan
metil-oktakozanoat
etil-oktakozanoat

tr

tr

tr

tr
tr

tr

tr

0,5

0,5
0,3
0,1
0,2
tr

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

tr

tr

1,3
0,2

0,3

0,2

0,4

0,7

0,3

0,2
0,2

0,2

0,2

0,1

tr

0,2
0,4

0,5
tr
0,1

0,2
0,5
0,6

0,8
tr
tr

0,1

0,2

0,1
0,2
0,2

0,1
0,1

RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS
RI, MS

‘Rlexp — eksperimentalno odredeni retencioni indeksi koinjekcijom homologe serije n-alkana (C7-C32) na DB-5MS koloni;

IRI}i; — literaturne vrednosti RI;
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it yzorcei dietil-etarskih ekstrakata (CC1- Veliki Kupci, (listopadno $umsko); CC2- Vlasinsko jezero, CC3- Veliki Kupci, (obala potoka), CC4-
Planina Jastrebac, CC5- Vrelo reke Grze (tabela 3.4.1.));

"Metode identifikacije: MS = uporedivanje masenih spektara sa onima iz biblioteka (Wiley 11, NIST17, MassFinder 2.3, RI — uporedivanjem
eksperimentalno dobijenih vrednosti retencionih indeksa sa literaturnim podacima, Col — identifikacija sastojaka koinjektiranjem standarda, NMR
— identifikacija 'H i '*C NMR spektroskopijom;

Vsin. — sinonim;

Vi Sastojak identifikovan na osnovu rada Ludwiczuk i saradnika (Ludwiczuk et al., 2013a);

Vi Sastojak identifikovan prema Wing i saradnicima (Wing et al., 1991);

""" Linearni retencioni indeksi na DB-1 koloni.
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4.3.2. IZOLOVANJE 1 ODREDIVANJE STRUKTURE (1Z,4E)-LEPIDOZA-1,(10),4-DIEN-14-OLA

U zelji da se reprodukuju ekstrakti koje su pripremili Ludwiczuk 1 saradnici, a koji sadrze
jedinjenje 3, pripremljeni su ekstrakti populacija kompleksa C. conicum u dietil-eteru (Et20)
sakupljenih sa evropskih lokaliteta (tabela 3.4.1.). GC-MS analiza je ukazala na prisustvo
jedinjenja 3 u tri od pripremljenih ekstrakata (tabela 4.3.1.). Ovi ekstrakti su objedinjeni i
podvrgnuti hromatografiji, ¢cime je dobijena frakcija koja sadrzi jedinjenje 3 (Ekspreimentalni deo
3.6.1.). Pored toga, na ovaj nacin je izolovano i drugo, manje polarno jedinjenje, konocefalenol,
tercijarni alkohol karakteristiCan za evropske populacije C. conicum. Konocefalenol je inicijalno
identifikovan na osnovu podudaranja MS 1 RI podataka sa literaturom, a zatim potvrden NMR
spektroskopijom (Cossy et al., 1997; Ludwiczuk et al., 2013a; Tori et al., 1995). Takode, izvrSena
je kompletna NMR atribucija konocefalenola u CDCls, §to je zahtevalo opsezne 1D i 2D NMR
eksperimente, kao 1 simulaciju "H-NMR celokupnog spina (Radulovi¢ et al., 2019) (prilozi 20, 22-
27 1 40). Struktura jedinjenja 3 je, kako je na dalje detaljno objaSnjeno, odredena primenom IR,
MS i NMR metoda (snimljenih u hloroformu-d i benzenu-ds), ukljucujuc¢i simulaciju '"H-NMR-a i

poredenje NMR podataka sa poznatim jedinjenjima sli¢nih struktura (slika 4.3.2. i tabela 4.3.2.).

Jedinjenje 3 (slika 4.3.2.) predstavlja monooksigenovani seskviterpen sa molekulskom
formulom Ci5H240, kako se zakljucuje iz HREIMS analize (molekulski jon na m/z 220, A=-0,0029
amu). Prisustvo alkoholne grupe bilo je ocigledno kako iz masenog spektra (prilog 36), tako i iz
vrednosti retencionog indeksa (RI 1730) (Adams, 2007) 1 vibracija istezanja OH-grupe uocene kao
Sirokopojasna apsorpcija na 3100-3400 (maksimum na 3276) cm’!. "TH-NMR (benzen-ds; prilozi
21, 28 1 40) spektar jedinjenja 3 jasno je pokazao dva signala na ou -0,16 1 0,75, navodec¢i na
moguce postojanje supstituisanog ciklopropanskog prstena, zajedno sa dva olefinska protonska
signala na ou 4,76 14,61, tri signala metil-grupe, sa dva singleta na du 1,06 1 1,13 koji odgovaraju
geminalnim metil-grupama, kao sto se zakljucuje iz gHMBC spektra (slika 4.3.3., prilozi 21 1 32),

1 dublet na on 1,54 (J = 1,3 Hz), $to implicira alilno spregnutu metil-grupu na dvostrukoj vezi.

Analize 3C-NMR (prilozi 21, 30 i 40), DEPT-90, DEPT-135 i gHSQC (prilog 31) spektara
ukazale su da jedinjenje 3 sadrzi 15 neekvivalentnih atoma ugljenika: tri metil-grupe, pet

dijastereotopnih metilenskih grupa, od kojih je jedna bila oksigenovana, dve ciklopropanske 1 dve
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olefin metinske grupe, kao 1 tri neprotonovana atoma ugljenika, od kojih su dva bila deo dve
postojece dvostruke veze (tabela 4.3.2.; ova tabela takode sadrzi NMR podatke relevantnih
strukturno srodnih seskviterpena (Hardt et al., 1995; McMurry i Bosch, 1985; 1987; Toyota et al.,
1988), sa nedvosmisleno utvrdenim stereostrukturama (slika 4.3.2.)). Par dijastereotopnih protona,
na &y 4,07 (H-14a) i 3,63 (H-14b), vezanih za oksigenovani atom sp>-hibridizovanog ugljenika (C-
14), na d¢ 60,0, bio je deo primarnog alilnog alkohola, §to je potvrdeno C—H kuplovanjem jednog
od pomenutih olefinskih protona (6u 4,76, H-1) i C-14. OH-proton (0,48 ppm) nestaje nakon
dodavanja D0, koji se kupluje sa H-14a i H-14b (prilog 29), potvrdujuéi njegov polozaj. Dve
trisupstituisane dvostruke veze i ciklopropanski prsten Cine tri od Cetiri nezasicenja jedinjenja 3,
Sto ukazuje na prisustvo dodatnog prstena u strukturi. Ovo suZava broj moguc¢ih poznatih

ugljeni¢nih skeleta na stereoizomerne biciklogermakrane i lepidozane.

TiH
H
3 izolepidozen lepidozen
H
H H H H X H
OHC
biciklogermakren izobiciklogermakren biciklogermakren-13-al

Slika 4.3.2. Sema numeracije atoma i strukturna formula jedinjenja 3 (izolepidozen-14-ol, sin. (1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-14-ol;
(1R*,4Z,8E,10R*)-8,11,11-trimetilbiciklo[8.1.0]Jundeka-3,8-dien-3-il)metanol) izolovanog iz C. conicum, i srodnih poznatih
jedinjenja sa nedvosmisleno utvrdenim (stereo)strukturama

Konektivnost, koja ukazuje na biciklo[8.1.0Jundekanski skelet, i polozaj dvostrukih veza 1
metil-grupa zakljuceni su na osnovu analize 2D NMR spektara (prilozi 21, 28-33, 40, kao 1 slike
4.3.3.14.3.4.). Ovo je odgovaralo ili biciklogermakra-1(10),4-dien-14-olu ili lepidoza-1(10),4-

dien-14-olu (3, slika 4.3.2.), koji se razlikuju u konfiguraciji kondenzacije 3- i 10-¢lanog prstena.
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trans-Kondenzacija je nagovestena iz vrednosti vicinalne konstante kuplovanja od 5,3 Hz izmedu
¢vornih protona H-6 1 H-7 (u poredenju sa vrednoSéu od 8,8 Hz za cis raspored u
biciklogermakren-13-alu (slika 4.3.2.)) (Bramwell et al., 1969, Toyota et al., 1988), §to je dalje
potvrdeno poredenjem drugih vrednosti J i hemijskih pomeranja srodnih stereoizomernih
jedinjenja A-D (tabela 4.3.2., slika 4.3.2.) (Hardt et al., 1995; McMurry i Bosch, 1985; 1987,
Toyota et al., 1988), kao 1 uo¢enih NOESY interakcija (slika 4.3.4., 1 prilozi 21, 28 i1 30), npr. H-
6-H-12 1 H-7-H-13. Prilikom GC-MS analize jedinjenje 3 je eluiralo kao jedan ostar pik, dok je
karakteristika cis-kondenzovanih biciklogermakrena da se preureduju u bicikloelemanske
artefakte Cope-ovim premestanjem u viskotemperaturnim zonama gasnog hormatograma. Ovo je

jos jedna potvrda trans-kondenzacije ovih prstenova (prilog 34) (Setzer, 2008).

N
(f7\/°“ o

L/ fQ —~ = gD
\|_J -

Slika 4.3.3. Klju¢ne gHMBC interakcije jedinjenja 3

Dakle, preostalo je da se utvrdi konfiguracija dvostrukih veza unutar lepidozanskog jezgra
jedinjenja 3. Geometrija C-4—C-5 dvostruke veze prvobitno je predlozena kao E iz karakteristi¢ne
BBC-NMR vrednosti hemijskog pomeranja pripadajuée vezane metil-grupe, 8c 17,7, dok bi se za
Z-geometriju ocekivala vrednost oko 24 ppm (Hardt et al., 1995; Matsuo et al., 1981¢c; McMurry
1 Bosch, 1985; 1987). Ovu tvrdnju podrzavaju i uo¢ene NOESY interakcije (H-6—H-15 1 H-3a/b—
H-5) prikazane na slici 4.3.4. Dakle, jedinjenje 3 poseduje seskviterpenski skelet isti kao
izolepidozen (slika 4.3.2.), s obzirom na to da su njegovi NMR podaci u saglasnosti sa objavljenim
vrednostima (Hardt et al., 1995; Matsuo et al., 1981c) za jedinjenja koja poseduju ovaj skelet
(tabela 4.3.2.), a razlikuju se od NMR podataka lepidozena (slika 4.3.2.) 1 biciklogermakrenskih
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seskviterpena (slika 4.3.2.) koji se ticu hemijskih pomeranja i1 konstanti kuplovanja protona H-6 1
H-7, kao i pomeranja ugljenika C-15. Za preostalu 1,10-dvostruku vezu se, u skladu sa navedenim,
pretpostavlja da je £, nakon ¢ega je ova konfiguracija potvrdena na osnovu dipolarnog kuplovanja
protona H-2—H-14 1 H-1-H-9 (slika 4.3.4.). Stoga je ustanovljeno da je jedinjenje 3, koje su
prvobitno uocili Ludwiczuk 1 saradnici (Ludwiczuk et al., 2013a), zapravo (1Z,4E)-lepidoza-
1(10),4-dien-14-0l (predlaze se polu-trivijalno ime izolepidozen-14-ol). Ovaj seskviterpenol se

dobro uklapa u ve¢ poznati profil metabolita vrste C. conicum (Melching 1 Konig, 1999).

X[ TN [
T e N T

,»gornja“ strana

rd A ,donja“ strana

Slika 4.3.4. Levo: Klju¢ne NOESY interakcije jedinjenja 3 i oznaka dijastereotopnih vodonika. Radi jasno¢e, NOESY interakcije
izmedu atoma vodonika sa jedne strane desetoclanog prstena su prikazane crvenim strelicama, dok su interakcije vodonika sa
suprotne strane prikazane isprekidanim strelicama. Desno: Uog&ene vrednosti konstanti kuplovanja 'H-'H (>0,7 Hz) jedinjenja 3
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Tabla 4.3.2. 'H (400 MHz) i 1*C (100,6 MHz) NMR spektroskopski podaci (1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-14-ola (3) (benzen-ds) i jedinjenja A—E

Polozaj
1

2a

2b

3a

3b

4
5

8a
8b
9a
9b

10
11
12
13
14a
14b

15
OH-14

3y, m (J u Hzy dc (ppm)
3ii Aiii A Biv (ol Dvi Evii 3 A A B E
4,76, ddtit (12,3, 4,3, 4,82,d 4,83,dd (11,7, 3,2) 5,19,t 4,81, m 5,03, m 4,96, m 131,3 131,9 132,0 132,9 125,8
0,8,0,7) (14,0) (8,2)
2,39, dddd (-13,1, 12,4, 1,80-2,55, 2,52, m 1,60— 2,4, dt (13, 2,10, m 29,7 29,3" 29,3 32,0 26,0
12,3,4,8) m 2,50,m  34)
1,99, dddddd(-13,1, 5,2, 2,1-2,24, m 1,68-2,13, 1,98, m
43,19,1.5,1.2) m
2,11,ddd (12,4, -11,7, 5,2) 22, m 2,26,ddd (11,7,3,7,3,7) 41,2 41,1 41,1 3L 40,9
2,10, ddd (-11,7, 4,8, 1,9) 1,68-2,13, m 1,96, m
134,2 134,9 134,9 133,1 131,3
4,61,dd (10,3, 1,3) 4,56,d 4,58, brd (10,2) 5,0,d 4,33,d(12) 4,96, d 4,96, m 132,8 132,1 132,1 1253 122,2
(11,7) (9,0) (10)
0,75, dd (10,3, 5,3) 0,78, m 0,81, dd (10,2, 5,0) 0,70, m 0,59, m 0,4, m 2,13,dd (11,7, 8,8) 37,6 36,2 36,2 26,0* 35,2
-0,16, ddd (11,0, 5,3, 1,3) -0,1, m -0,07 ddd (9,6, 5,0, 0,00, m 1,1-1,3,m 1,43,ddd (12,5, 8,8,2,9) 41,8 42,3 42,2 34,0" 36,9
1,0)
1,87,dddd (-13,2,3,8,3,3,  1,80-2,55, 1,92, dt (13,7, 3,0) 1,60— 1,68-2,13, 2,05, dddd (13,2, 4,4, 26,7 24,9 24,9 24,8 25,8
1,3) m 250m  m 3,5,2,9)
1,02, dddd (-13,2, 12,8, 1,00-1,10, m 1,1-1,3,m 1,94, tdd (13,2, 12,5, 3,5)
11,0,3.2)
2,80, dddddd (-12,5, 3,3, 2,29,dt (12,7, 3,0) 1,68-2,13, 2,52,dt (13,2, 3,5) 37,8 40,4 40,4 40,4 37,0
3,2,1,2,1,1,0,8) m
1,79, ddddd (12,8, -12,5, 2,00, td (12,7, 4,0) 1,75,td (13,2, 4,4)
3,8,12,0,7)
131,9 127,29 127,2%  126,8%  139,8
25,5 24,3 24,3 22,47 35,7
1,16,s 1,12, s 1,13, s 1,06, s 1,07,s 1,03, s 1,27,s 23,8 23,0 23,0 19,0 20,1
1,02, s 1,05, s 1,06, s 0,98, s 1,01, s 0,98, s 9,60, s 22,5 21,9 21,8 21,87 203,5
4,07,ddd (-11,6, 1,3, 0,7) 1,61, s 1,63, d (1,0) 1,61,s" 1,65, s 14,s 1,50 brs 60,0 16,3 16,3 15,44 20,8
3,63, ddddd (-11,6, 4,6, 1,5,
1,2,1,1)
1,46,d (1,3) 1,50, s 1,52, s 1,73,s 1,46, s 1,17,s 1,69, brs 17,7 17,3 17,3 24,1 16,2

0,48, dd (4,6, 1,3)"

iAko je | J | <0,7 Hz, konstante kuplovanja nisu navedene u ovoj tabeli, ali su prikazane u prilogu 21. Veéina protonskih rezonanci na 400 MHz pojavila se kao signali viseg reda i/ili sa regionima preklopljenih signala; predstavljene
vrednosti hemijskih pomeranja i konstanti kuplovanja, ukljuéujuéi njihov znak, odredene su iz manualne iterativne pune spinske *H-NMR simulacije (Radulovi¢ et al., 2019). iPodaci za izolepidozen (Hardt et al., 1995; Mc.Murry i
Boch 1985; 1987). “Podaci za lepidozen (Mc.Murry i Boch, 1987). "Podaci za biciklogermakren (Mc. Murry i Boch, 1987). VPodaci za izobiciklogermakren (Mc.Murry i Boch, 1987). YiPodaci za bicikogermakren-13-al (Toyota et al.,
1988). Viipseudomultiplet, kao na primer, dublet dubleta, ali sa dve sli¢ne J vrednosti koje bi se verovatno pojavile kao pseudo-triplet. *Ispravljeno sa 39,33 na 29,33 zbog oCigledne Stamparske greske: hemijska pomeranja su navedena
u opadajuéem redu. *Asignacija se moze izmeniti. "Nije uporedivo; (1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-14-ol (3) ima oksigenaciju na polozaju 14; E ima formil-grupu (C-13). *Siroki signal.
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(1Z,4E)-Lepidoza-1(10),4-dien-14-ol (jedinjenje 3) i srodni seskviterpeni karakteriSu se
slozenos¢u njihovih 'H-NMR spektara (Adio, 2009) zbog znacajnog preklapanja signala,
postojanja signala viSeg reda i moguceg postojanja nekoliko vaznih konformacija usled
fleksibilnosti velikih prstenova. Ovo obi¢no dovodi do toga da publikacije ne navode tacna
hemijska pomeranja svih vodonika, i, $to je joS vaznije, vrednosti konstanti kuplovanja, kao §to se
moze videti iz literaturnih primera datih u tabeli 4.3.2. (Hardt et al., 1995; McMurry 1 Bosch, 1985;
1987; Toyota et al., 1988). Ovde je potpuna 'H-NMR spektralna simulacija omoguéila potpunu
asignaciju hemijskih pomeranja i utvrdivanje vrednosti konstanti kuplovanja (slika 4.3.4., tabela
4.3.2., prilozi 21 1 40). Uocene grupe vicinalnih konstanti kuplovanja ¢ije su vrednosti iznad 10
HZ olaksale su asignaciju pseudoaksijalnih (antiperiplanarnih) i pseudoekvatorijalnih vodonika
(slika 4.3.4.), a dodatno su iskoris¢ene za utvrdivanje dominantnog konformera ovog sistema nalik

na dvostruku stolicu, za koji je ranije ustanovljeno da je konformer sa najniZzom energijom za ger-

107.1
100.0%

91.1
73.5% 121.1
69.3%
79.1
105.1
411 49.6% 6%
44.6% T
8L.1
67.1 3.0% 30.7%
39.1 53.1 26.9% 119.1 R
24.9%) 25.2% : 24.2% 133.1 149.1 189.1
y 11221 99 19 21.6% 21.6%
43.1 L1601 921 | (954 ) lyoes 18.4% 175.1
15.5% 16:0%114 6o 15.0%| |18:3% L0 113 70, 136.1 15.2% it
' LT 129.1 11.0% .
51 66.1| | |gos 83.0 o6t 6.0 e 1501 161.1 1851 [190.1 779 218.1
. . ! : 5.8%  5.6% 174.1|176.1 559
4.1%)| 7% | 151, ‘ 4.9% 5.2% ‘ 3.3%} | |H | 8% Vil O 42% ‘ 4.7%
ST TE PO TE x9N 1 o 111 1111 1L T L TPt et 1 ‘
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ T T T T T T ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
40 50 60 70 80 90 100 110 120 y (130) 140 150 160 170 180 190 200 210 22¢
m/z (Da

Slika 4.3.5. Maseni spektar izolepidozen-14-ala sa: a) Sema numeracije atoma izolepidozen-14-ala (sin. (1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-
dien-14-al; (1R*,4Z,8E,10R*)-8,11,11-trimetilbiciklo[8.1.0Jundeka-3,8-dien-3-il)metanal) — strukturna formula, b) Sema numeracije
atoma izolepidozen-14-ala—3D model
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makrene (Adio, 2009). Za razliku od germakrena (Adio, 2009), posmatrani NMR spektri (1Z,4E)-
lepidoza-1(10),4-dien-14-ola (jedinjenje 3) (prilog 28) svedoCe o nepostojanju sporih
konformacionih procesa i dominaciji jednog konformera, verovatno kao posledica uvodenja trans-
kondenzovanog ciklopropanskog prstena. Ova konformacija takode objasnjava neoc¢ekivano malu
polarnost (1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-14-ola (jedinjenje 3), koji je izolovan sa kolone SiO;
spiranjem sa 10% (v/v) Et20 u heksanu. Naime, OH-grupa ovog jedinjenja je orijentisana prema

,unutrasnjosti® molekula, §to doprinosi smanjenju polarnosti (slika 4.3.4.).

Prisustvo biciklogermakren-14-ala, srodnog metabolita, utvrdeno je (Connolly, 1990),
isklju¢ivo za jetrenjacu C. conicum (Ludwiczuk et al., 2013a; Melching i Koning, 1999). Ovaj
metabolit se razlikuje od (1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-14-ola po prisustvu formil-grupe umesto
alkoholne grupe i po cis-kondenzovanom troclano-desetoclanom prstenastom sistemu (slika
4.3.5.). Literaturna pretraga upucuje na podatke iz poglavlja knjige (Connolly, 1990), koje sadrzi
podatke sa prve naucne konferencije posvecene briofitama i1 njihovoj hemiji (Zinsmeister & Mues,
1990). NMR podaci navedeni u pomenutoj knjizi za biciklogermakren-14-al, koji ukljuc¢uju samo
Sest protonskih signala (H-1, H-5, H-6, H-7, H-14 i H-15 (Connolly, 1990)), jedini su dostupni u
literaturi. Svi kasniji radovi 1 istraZivanja koji pominju biciklogermakren-14-al citiraju ovo
poglavlje, bez ponavljanja tih podataka. Analizom ¢ i J vrednosti za H-6 i H-7, sa vicinalnom
konstantom od 5,2 Hz karakteristicnom za trans-kondenzovani ciklopropanski prsten, kao 1 za H-
51 H-15, jasno je da prijavljeni biciklogermakren-14-al u stvari nije derivat biciklogermakrena,

ve¢ izolepidozena, odnosno da vrlo verovatno predstavlja izolepidozen-14-al.

Drugo po redu izolavanje navodnog biciklogermakren-14-ala takode je iz jetrenjace C.
conicum (Melching 1 Konig, 1999). Ova identifikacija zasnovana je na poredenju NMR podataka
sa onima iz pomenutog poglavlja knjige (Connolly, 1990), dok je kopija 'H-NMR
biciklogermakren-14-al spektra navedena u doktorskoj disertaciji Melching-a (1999). Uporedenje
spektra pokazuje blisko podudaranje podataka sa onim datim kod Connolly-a. Ovo jedinjenje je
kasnije ukljuc¢eno u komercijalnu kolekciju masenih spektara i retencionih indeksa, MassFinder,
(The Mass Finder Online Terpenoids Library List, 2020) od strane V. Koniga, a nakon toga su ga
Ludwiczuk 1 saradnici (Ludwiczuk et al., 2013a), uslovno, identifikovali u brojnim uzorcima C.

conicum. Ova identifikacija putem GC-MS oslanjala se na podudaranje MS 1 RI podataka sa



podacima iz biblioteke MassFinder-a. Stoga predlazemo da se promeni identitet biciklogermakren-

14-ala u izolepidozen-14-al.

Posto su sve koliCine (1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-14-ola (jedinjenje 3) utroSene za
testiranja, kao $to je opisano u Rezultatima i diskusiji 4.3.7., bilo je nemoguce dokazati pogresnu
identifikaciju biciklogermakren-14-ala oksidacijom ¢istog uzorka (1Z,4FE)-lepidoza-1(10),4-dien-
14-ola (jedinjenje 3). Stoga je manja hromatografska frakcija, koja sadrzi 11% (1Z,4FE)-lepidoza-
1(10),4-dien-14-ol (jedinjenje 3), oksidovana piridijum-hlorhromatom (Eksperimentalni deo
3.6.3.). Ovo je rezultiralo zna¢ajno smanjenom koli¢inom (1Z,4F)-lepidoza-1(10),4-dien-14-ola
(jedinjenje 3) (prilog 35), dok je povecana koli¢ina formiranog izolepidozen-14-ala, sa retencionim
indeksom 1 masenim spektrom koji savrSeno odgovaraju onima za biciklogermakren-14-al iz
MassFinder-a (slika 4.3.5.). NMR spektri oksidovanog uzorka i spektralna simulacija pruzili su
dovoljno informacija za identifikaciju izolepidozen-14-ala i za uporedivanje podataka sa onima

koje je dao Connolly (slika 4.3.5., tabela 4.3.3., prilog 37-39) (Connolly, 1990).



Table 4.3.3. 'H (400 MHz) i '3C (100,6 MHz) NMR podaci izolepidozen-14-ala asignirani iz smese (hloroform-d, NMR parametri su izvedeni iz manualne iterativne potpune spinske
analize, poCetna tacka su bili parametri dobijeni iz pune spinske analize (1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-14-ola (jedinjenje 3), *C-NMR hemijska pomeranja dobijena su iz grHSQC spektra)

Polozaj o (integral, m, J (Hz)%) oc
1 6,3092 (1 H, ddtPsdtPs, 3120 = 13,4, 3J120 = 4,3, “J1.0a = 1.0 = 0,7, “J13a= 0,5, “J1.30= *J1,14 = 0,3) 153,2
2a 2,4137 (1 H, ddddqPs, 2120 = 13,4, 2Job2a = -12,7, 3230 = 12,4, 3J2a3a = 3,4, >J2a9b = *J2a9a = *J 24,14 = 0,3) 280
2b 1,9684 (1 H, ddddddd, 22,20 = -12,7, 3Jav.36 = 5,2, 3J126 = 4.3, 3J2b3a = 1,9, SJav.0a = 1,2, 3Jop,14 = 1,1, 3J2b,00 = 0,6)
3a 2,1218 (1 H, ddddtPs, 2J3p3a = -11,7, 32a3a = 3,4, b3 = 1,9, Y132 = 0,5, Y305 = >S306 = 0,3) 413
3b 2,1404 (1 H, dddt*d, 3J2a3b = 12,4, 230,32 = -11,7, 32,30 = 5,2, 4365 = 30,6 = 0,4, “J135=0,3) '
/ 134,1°
4,8062 (1 H, ddgs, 3Js6 = 10,5, “Js,15 = 1,2, 4365 = 4sa,s = 457 =0,3) 131,7
0,6231 (1 H, ddtPoct®s, 3Js6 = 10,5 3Js,7 = 5,3, “Js.8a = >J30.6 = 0,4, > J3a6 = s, 12 = 46,13 = 0,3) 36,5
-0,1003 (1 H, ddddec?s, 3J7.80 = 11,2, 3J6,7 = 5.3, 3J78a = 1,3, Y57 =100 =700 = 47,12 = “J7,13 = 0,3) 40,6
8a 1,8552 (1 H, ddddd, 2Jsb,8a = -13,2, >Jga,0b = 3,8, J8a0a = 3,3, >J7.8a = 1.3, “Js.8a = 0,4) 70
8bh 1,0453 (1 H, dddd, ZJgb.8a = -13,2, 3Jsb,00 = 12,8, 37,80 = 11,2, 3Jgb.0a = 3,2) ’
9a 2,9412 (1 H, ddddqPs, 2Joaon = -13,0, 3Jsa9a = 3,3, 3Jsb,9a = 3,2, “Jav.9a = 1,2, 41,04 = 0,7, 4T 00,14 = > 20 9a= 7,00 = 0,3)
9b 1,7612 (1 H, ddddddd, 2Joa,05 = -13,0, Jgo.90 = 12,8, Jga00 = 3.8, “J1.90 = 0,7, >Jab,96 = 0,6, “Job,14 = 0,4, >J2a,00 = 0,3) 33,7
10 / 131,9°
11 / 25,45
12 1,0241 (1 H, £, “J7.12 = “Js.2 = 0,3) 222
13 1,1249 (1 H, t*, “J7.13 = o3 = 0,3) 23,0
14 10,0463 (1 H, ddq®, *J2¢,14 = 1,1, “Job,14 = 0,4, *J 1,14 = >Joa,14 = *J 2,14 = 0,3) 190,2
15 1,4653 (1 H, dd, 4Js,5 =1,2) 17,1

aVrednosti konstanti kuplovanja inicijalno su izvedene iz eksperimenata 'H homoselektivnog dekuplovanja, a potom su utaénjene kroz manuelnu iterativnu potpunu
spinsku analizu. Za detalje pogledati priloge 37-39; PPretpostavljena hemijska pomeranja usled analogije sa (1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-14-olom (3); PPseudo, to
jest pseudo multiplet. Na primer, dublet dubleta, sa dve sli¢cne J vrednosti, verovatno ¢e izgledati kao pseudo-triplet.
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4.3.3. IZOLOVANJE I ODREPIVANJE STRUKTURE rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-GERMAKRA-1(10),5-DIEN-
11,14-DIOLA

Hromatografijom na koloni SiO2, koja je eluirana smeSom heksan-Et;O (1:19, v/v), kao 46.
frakcija, dobijeno je Cisto jedinjenje 4 (slika 4.3.6.) (Eksperimentalni deo 3.6.2.). Ovo polarno
jedinjenje je u MS davalo molekulski jon na m/z 238 i fragmentne jone na m/z 220 [M-H,O]" i 202
[M-2H>0]", $to ukazuje da je ovo jedinjenje verovatno seskviterpenski diol (prilog 48). Tri signala
olefinskih protona na & 5,63 (H-5), 5,17 (H-1) i 4,87 (H-6) bila su jasno vidljiva u 'H-NMR
(hloroform-d) spektru jedinjenja 4 (prilog 41). Vrednost vicinalne konstante kuplovanja od 16 Hz
izmedu protona H-5 1 H-6 (slika 4.3.7.) nedvosmisleno potvrduje frans-geometriju jedne od
dvostrukih veza (C-5-C-6). Tri signala metil-grupa, koji obuhvataju dva singleta na éx 1,071 1,16
i jedan dublet na 8y 1,09 (J= 7,0 Hz), predstavljaju tri od ukupno 15 detektovanih neekvivalentnih
BC-NMR signala, podrzavajuéi hipotezu o seskviterpenskom skeletu. Na osnovu *C-NMR (prilog
44), DEPT-90 i DEPT-135 spektara, ostali signali atoma ugljenika su direktno dodeljeni za Cetiri
sp2-hibridizovana C-atoma (tri metinske-grupe C-1, C-5, i C-6, i jedna neprotonovana, C-10), dve
sp’-hibridizovane metinske-grupe, pet sp’-hibridizovanih metilenskih grupa, od kojih je jedna
jednostruko oksigenovana, i jo§ jedan oksigenovani ne-protonovani sp’-hibridizovani atom
ugljenika. Kombinacijom podataka iz 'H- i *C-NMR, kao i gHSQC i gHMBC spektara utvrdeno
je da jedinjenje 4 sadrZi dvostruko nezasiceni desetoclani prsten, koji poseduje hidroksi-metil 1 2-
hidroksi-2-propil-supstituente, kao 1 dve dvostruke veze (slika 4.3.7. 1 prilozi 41, 43-46). Ovo
odgovara derivatima germakrana koji imaju jednu primarnu i jednu tercijarnu alkoholnu
funkcionalnu grupu na C-14 i C-11 (slika 4.3.6.). Asignacija svih 'H- i 3C-NMR rezonanci
prikazana je u tabeli 4.3.4., dok su svi podaci koji se odnose na vrednosti konstanti kuplovanja i
hemijska pomeranja dobijeni manuelnom iterativnom spektralnom simulacijom, kao u slucaju
(1Z,4F)-lepidoza-1(10),4-dien-14-ola (jedinjenje 3). Nakon toga, u cilju razjasnjenja strukture
jedinjenja 4 ostala su da se reSe jo§ dva stereohemijska pitanja, koja podrazumevaju geometriju

dvostruke veze C-1-C-10 i relativnu konfiguraciju dva hiralna centra na C-4 1 C-7.



Slika 4.3.6. Strukture izolovanog jedinjenje 4 sa Semom numeracije, (re/-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-11,14-diol,
sinonim 2-(rel-(1R,2E,4S,77)-8-(hidroksimetil)-4-metilciklodeka-2,7-dien-1-il)propan-2-ol (4)), kao i poznatih, srodnih,
seskviterpena sa nedvosmisleno utvrdenim (stereo)strukturama: (4S,7R)-germakra-1(10)E,5E-dien-11-ol (A), 1(10)E,5E-

germakradien-2,11-diol (B) i alohedikariol (C)

Z-konfiguracija trisupstituisane C-1-C-10 dvostruke veze lako je zakljuena iz NOESY
kros-pikova H-2a sa H-14a i H14b, kao i izmedu H-1 1 H-9b (slika 4.3.7., prilog 47). Dominacija
jednog konformera jedinjenja 4 bila je o€igledna iz uocene homoalilne konstante kuplovanja (2,8
Hz) preko dvostruke veze C-1-C-10 izmedu H-2b i H-9a (slika 4.3.7.), $to je i oCekivano ako su
dva vodonika pseudoekvatorijalna na ciklodekadienskom prstenu sa dve trans-endocikli¢ne
dvostruke veze koji se prilagodavaju konformaciji stolice (slika 4.3.7.). Ovo je snazno podrzano
vrednoistima konstanti kuplovanja reda veli¢ine od 10-13 Hz, karakteristicnih za niz pseudo-
aksijalnih vodonika, gde su ukljuceni i protoni sa dvostruke veze (slika 4.3.7.). Jedan od ovih
pseudo-aksijalnih vodonika na 6x 2,30 (H-7) bio je antiperiplanaran u odnosu na dva vodonika na
04,87 (H-6)11,25 (H-8b, slika 4.3.7.), postavljajuci hidroksiizopropil-grupu u pseudoekvatorijalni
polozaj. Ovaj niz pseudoaksijalnih protona prekinut je samo na C-4, gde je metil-grupa (C-15)
zauzimala pseudo-aksijalni polozaj, o ¢emu svedoce male vrednosti vicinalnih konstanti
kuplovanja za ou 2,47 (H-4). Ovi argumenti, kao 1 brojne uo€ene NOESY interakcije (slika 4.3.7.,
prilozi 47 1 49) nedvosmisleno su potvrdili (45*,7R*)-relativnu konfiguraciju dva hiralna centra,
kao 1 pretpostavljenu konformaciju jedinjenja 4. Dva jedinjenja, (4S,7R)-germakra-1(10)E,5E-
dien-11-ol (A, slika 4.3.6.) 1 1(10)E,5E-germakradien-2,11-diol (B, slika 4.3.6.), poseduju istu
relativnu konfiguraciju centara C-4 1 C-7, nedvosmisleno utvrdenu rendgenskom strukturnom
analizom u slucaju (4S,7R)-germakra-1(10)E,5E-dien-11-ola (Toyota et al., 1997). Relevantni
NMR podaci (4S,7R)-germakra-1(10)E, ,5E-dien-11-ola (GanBer et al., 1995) 1 1(10)E,5E-germa-
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Slika 4.3.7. Levo: kljuéne NOESY-interakcije jedinjenja 4 i oznacavanje dijastereotopnih vodonika. Radi jasno¢e, NOESY-
interakcije izmedu atoma vodonika sa jedne strane deseto¢lanog prstena su prikazane crvenim strelicama, dok su interakcije
vodonika sa suprotne strane prikazane isprekidanim strelicama. Desno: uocene vrednosti konstanti kuplovanja 'H-'H (>0,7 Hz)
za jedinjenje 4

kradien-2,11-diola (Guan et al., 2005) su u potpunoj saglasnosti sa onima koji se odnose na
jedinjenje 4 (tabela 4.3.4.), dok se podaci za alohedikariol (C, slika 4.3.6.) ne poklapaju (Valle et
al., 1986) (odredena suprotna relativna konfiguracija (4R*,7R*) stereoselektivnom sintezom
(Zhabinskii et al., 1996)). Dakle, jedinjenje 4 predstavlja rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germakra-
1(10),5-dien-11,14-diol, novo prirodno jedinjenje.
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Table 4.3.4. 'H (400 MHz) i '3C (100,6 MHz) NMR spektroskopski podaci jedinjenja 4 (hloroform-d), kao i jedinjenja A—C (kori$¢ena je numeracija

sa slike 4.3.6.)

dn, m (J u Hz)y dc

Polozaj

4 Al B(CD}OD)iv Ccv 4 A B(CD3OD) C
1 g;z ddade" (12,1, 3,1, 1,0, 0.8, 5,03, brd (12, 3,5) 4,96, br d (10,3) 4,95 520 1350 1307 1343 127,1
2a 2,54, dddd (-14,3, 12,6, 12,1, 3,3) 2,41, dddd (14, 12.5, 12,0, 3,5) 4,39, td (10,3, 3,9) v
% 1,97, ddddddd (-14,3, 3.9, 3,5, 3,1, 1,90, dddd (14, 3.5, 3.0) i 23,5 22,1 66,0 22,7

2,8,1,3,1,1)
3a 1,76, ddtd (-13,6, 12,6, 3.5.0,7) 1,71, ddt (13,5, 12,0, 3.5) 1,86, m
3b 1,56, dddd (-13,6, 4,6, 3,9, 3,3) 1,53, dtd (13,5, 3,5, 3,0) 1,60, m 32,7 329 429 41,0
4 2,47, qdddd (7,0, 4,6, 3,7, 3,5, 1,9) 2,43, m (7,2, 3,7, 3,5)" 247, m 34,0 339 33,7 40,4
5 5,63, dd (16, 3,7) 5,66, dd (16, 3,7) 5,42, dd (16,0, 3,6) 4,95 -5.20 142,6 143,2 140,7 143,9
6 4,87, ddd (16, 9,9, 1,9) 4,97, dd (16, 10) 4,92, ddd (16,0, 10,0, 2,0) 126,3 123,8 126,3 130,2
7 2,30, ddd (11,6, 9,9, 2,2) 2,23, m (11,4, 10,0, 3,5) 2,21, m 58,8 59,0 60,0 58,0
8a 1,57, dddd (-14,1, 5,6, 2,6, 2,2) 1,47, ddt (14, 3,5) 1,72, m
8b 1,26, dddd (-14.1, 13,1, 11,6, 2,3) 1,25, dddd (14, 11,5, 11,4) 1,36, m 226 23,8 234 35,6
2,70, ddddddd (-13,2, 5,6, 2,8, i

% 23.1,0,08,0.7) 221, m(4,3,5) 221, m 367 44 424 284
9b 2,14, dddd (-13,2, 13,1, 2,6, 1,0) 2,22, m (11.5, 3,5)" 231, m
10 133,9 131,2 136,5 131,5
11 72,0 71,8 72,8 71,5
12 1,07, s 1,07, s 1,06, s 1,07, s 26,6 26,4 25,8 22,6
13 1,16, s 1,16, s 1,08, s 1,15, s 26,9 26,9 28,8 26,7
Ha 442, dde(12.0,1,1,08)
14b 3.90, ddd (-12,0, 1,3, 1,0) 1,55, br' 1,60, brs 1,53, brs 61,0 16,8 17,4 16,8
15 1,09, d (7,0) 1,11,d (7,2) 1,09, d (7.0) 0,90, d (6.7) 14,9 14,8 16,0 26,6
OH-11 xiii
OH-14 1,65 / / /

i | J | < 0,7 Hz, konstante kuplovanja nisu navedene u ovoj tabeli, ali su prikazane u prilogu 49. i Veéina protonskih rezonanci na 400 MHz pojavila se kao signali viseg reda i/ili sa regionima
preklopljenih signala; predstavljene vrednosti hemijskih pomeranja i konstanti kuplovanja, ukljudujuéi njihov znak, odredene su na osnivu manuelne iterativne potpune spinske *H-NMR
simulacije (Radulovi¢ et al., 2019). i Podaci preuzeti iz rada GenRber et al., 1995. “Podaci preuzeti iz rada Guan et al., 2005. "Podaci preuzeti iz rada Zhabinskii et al., 1996. ViPodaci preuzeti
iz rada Valle et al., 1986. “iPseudomultiplet, kao na primer, dublet dubleta, ali sa dve sli¢ne J vrednosti koje bi se verovatno pojavile kao pseudo-triplet. Y Nije uporedivo: 4 i A imaju
oksigenaciju u polozajima 14 i 2, redom. *Ispravljeno iz ddd u td zbog ocigledne stamparske greske. *Podaci nisu dati u citiranom radu. *Rezonance su deo preklapanja i/ili signala viseg reda;
(nepotpuna) lista vrednosti konstanti kuplovanja izvedena je iz odgovarajuéih, nepreklapajuéih signala protona, datih u citiranom radu (Valle et al., 1986; Zhabinskii et al., 1996). *iU
originalnom radu nema konstanti kuplovanja (Valle et al., 1986; Zhabinskii et al., 1996). iSiroki signal.
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4.3.4. IZOLOVANJE I ODREDIVANJE STRUKTURE rel-(1(10))Z,4S,5E,7R)-HUMULA-1(10),5-DIEN-
7,14-DIOLA

Trece nepoznato jedinjenje (jedinjenje 5) eluiralo je sa kolone SiO> odmah nakon rel-
(1(10)Z,4S,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-11,14-diola (jedinjenje 4), 1 umalo je ostalo
neprimeéeno zbog skoro neprimetno male razlike u vrednostima RI (oko 2 indeksa), kao i
slicnosti MS ovog i jedinjenja 4 (prilog 55). Isti molekulski jon, na m/z 238, koji odgovara
formuli Ci15sH2602 (A= 0,0008 amu na osnovu HREIMS) 1 fragmentni joni na m/z 220 i 202
uoceni u MS, ukazuju da jedinjenje 5 takode predstavlja seskviterpenski diol. >*C-NMR (prilog
52), DEPT-90 i DEPT-135 spektri su potvrdili prisustvo 15 neekvivalentnih atoma ugljenika.

Slika 4.3.8. Sema numeracije atoma jedinjenja 5; Levo: §ema numeracije atoma jedinjenja 5 izvedena iz farnezana — (rel-

(1£,35,6Z,10R)-humula-1,6-dien-10,14-diol; Desno: §ema numeracije atoma jedinjenja S izvedena iz germakrana — (rel-

(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-1(10),5-dien-7,14-diol, sin. (1R*3E,55%*,82)-9-(hidroksimetil)-2,2,5-trimetilcikloundeka-3,8-
dien-1-o0l). Germakranski tip numeracije koriséen je prilikom asignacije radi lakSeg poredenja NMR podataka

Prisustvo dve dvostruke veze, jedne trisupstituisane i1 jedne simetri¢no disupstituisane,
direktno je zakljudeno iz postojanja signala &etiri sp>-hibridizovana C-atoma, od kojih su tri
metinske-grupe C-1, C-5 i C-6, dok je jedan (C-10) bio neprotonovani ugljenik (slika 4.3.8.).
Ovo je podrzano uocenim protonskim signalima na ou 5,12 (H-1), 5,11 (H-5) 1 4,98 (H-6)
(tabela 4.3.5. 1 prilozi 50 1 52). Vrednost vicinalne konstante kuplovanja H-5 1 H-6 (16,1 Hz)
nedvosmisleno ukazuje na trans-geometriju ove dvostruke veze. Svih jedanaest preostalih
rezonanci odgovaraju sp>-hibridizovanim C-atomima, uklju¢ujuéi dve metinske-grupe, od kojih
je jedna oksigenovana (C-7), tri metilenske-grupe, medu kojima je jedna vezana za atom

kiseonika (C-14) i tri atoma ugljenika metil-grupa (C-12, C-13 i C-15) (slika 4.3.8.).



Dva singleta na ou 0,93 1 1,00, kao 1 jedan dublet na 6u 0,98 (J = 6,8 Hz) potvrduju
prisustvo ove tri metil-grupe (tabela 4.3.5.). Konektivnost jedinjenja 5 zakljucena je analizom
gHSQC 1 gHMBC korelacija (prilozi 53, 57 1 58), koja odgovara jedanaesto¢lanom prstenu sa
tri metil-grupe 1 dve dvostruke veze, Sto sugeriSe da ono predstavlja seskviterpenski diol tipa
humulana (slika 4.3.8.). NOESY kros-pikovi H-2a/2b 1 H-14a/14b, kao i H-1 1 H-9b (slika
4.3.9., prilog 54) otkrili su Z-konfiguraciju trisupstituisane C-1-C10 dvostruke veze. Ostatak

#7 N ,.gornja“ strana C/ Y Sl ¥ VN ¢
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Slika 4.3.9. Levo: klju¢ne NOESY-interakcije jedinjenja 5 i oznacavanje dijastereotopnih vodonika (germakranski sistem
numeracije). Radi jasno¢e, NOESY-interakcije atoma vodonika sa jedne strane jedanaestoclanog prstena prikazane su
crvenim strelicama, dok su interakcije vodonika sa suprotne strane prikazane isprekidanim strelicama. Desno: uocene

vrednosti konstanti kuplovanja (>0,7 Hz) jedinjenja 5§

odredivanja strukture i stereohemije zahtevao je detaljno poznavanje vrednosti '"H-'"H konstanti
kuplovanja koje su bile sadrzane u visestruko preklopljenim multipletima, koji potic¢u od Cetiri
dijastereotopne CH» i dve CH grupe. J vrednosti su, uz dosta napora, dobijene manuelnom
iterativnom potpunom spinskom analizom, kao §to je ranije opisano (Radulovi¢ et al., 2019).
Podaci iz simuliranog 'H-NMR spektra dati su kako u tabeli 4.3.5 i slici 4.3.9., tako i u prilozima
50151.

Niz konstanti kuplovanja vrednosti 7-10 Hz, pocevsi od H-1 i1 zavrSavajucéi sa H-5,
sugeriSe da je konformer jedinjenja 5, nalik na stolicu, dominantan u konformacionoj ravnotezi,
sa metil-grupom na C-4 u pseudoekvatorijalnoj poziciji. Ovo je dodatno potkrepljeno uo¢enim

NOESY-interakcijama H-5 sa H-3b 1 H-15, kao i H-4 sa H-6 (slika 4.3.9.). Vrednosti dve male
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vicinalne konstante kuplovanja od oko 4 Hz dobro se slazu sa konformacijom samo jednog
dijastereoizomera jedinjenja 5, 1 to onog koji poseduje rel-(4S,7R)-konfiguraciju, dok
konformacija epimera na C-7 zahteva veliku konstantu kuplovanja izmedu H-7 1 H-8b (oko 10
Hz, slika 4.3.9.). Podudarnost NMR podataka poznatog jedinjenja (Asakawa et al., 2008;
Toyota et al., 2004), nedvosmisleno utvrdene konfiguracije, sa dobijenim podacima jedinjenja
5 (tabela 4.3.5.), potvrduje predlozenu relativnu konfiguraciju na C-4 i C-7 stereocentrima.
Dakle, jedinjenje S predstavlja rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-1(10),5-dien-7,14-diol

(germakranski sistem numeracije), §to je novi prirodni proizvod (slika 4.3.8.).

Tabela 4.3.5. 'H (400 MHz) i 13C (100,6 MHz) NMR spektroskopski podaci jedinjenja 5 (hloroform-d) i 1,6-humuladien-10-
ola (Asakawa et al., 2008; Toyota et al., 2004)

polozaj 6u, m (J, Hz)* 3¢
jedinjenje 5° 1,6-humuladien-10-ol jedinjenje S 1,6-humuladien-10-ol
1 5,12,ddd (10,2, 6,0, 1,7) 5,15,dd (16,7) 133,2 127,2¢
2a 2,27,dddd (-14,0, 9,5, 6,0, 4,0) y 267 27.1
2b 2,25, ddddd (-14,0, 10,2, 6,8, 3.7, 1,1)
3a 1,64, dddd (-13.9, 6,8, 4,0, 2,1)

- 2
3b 1,45, dddd (-13.9, 9,5, 8,1,3,7) 38, 357
4 2,17,ddd (7.3, 6,8, 0,9) - 38,4 38,3
5 5,11, ddd (16,1, 7,3, 0,6) 5,05, dd (16,0) 136,0 136,8
6 4,98, dd (16,1,0,9) 4,95, bt (7,0) 135,9 133,8
7 3,19,dd (4,1, 3,6) 3,18 brs 80,4 80,4
8a 1,79 dddd (-14,4, 11,8, 3,6, 2.,2)

- 2
8b 1,51 dddd, (-14.4, 6,2, 4,1, 2,0) 336 327
9a 2,28, ddddd (-14,7, 6,2,2,2,1,7, 1,1)

- 30,3 35,7¢
9b 2,04, ddd (-14,7, 11,8, 2,0) ’ ’
10 133,9 132,7¢
11 40,4 40,4
12 0,93, s 0,94, s 19,0 18,9
13 1,00, s 1,02, s 26,6 26,7

14a 4,15,d (-11,5)

1 1,0) 2.4 19,6¢
14b 3,98, d (-11,5) ,58,d (1,0) 62, 26
15 0,98, d (7,0) 0,98, d (7,0) 20,7 20,6
OH-7 )
OH-14 1.83 )

a|J| < 0,7 Hz, konstante kuplovanja nisu prikazane u ovoj tabeli ve¢ u prilogu 50. "Veéina protonskih rezonanci na 400
MHz pojavila se kao signali viseg reda i/ili sa regionima preklapanja signala; predstavljene vrednosti hemijskih pomeranja
i konstanti kuplovanja, ukljuéujuéi njihov znak, odredene su na osnovu manualne iterativne pune H-NMR spinske
simulacije (Radulovié et al., 2019). °Nije uporedivo: jedinjenje 5 ima OH-grupu na poloZaju 14. 9Podaci nisu dati. eSiroki
signal.



4.3.5. (BIO)HEMIJSKA POVEZANOST NOVOIDENTIFIKOVANIH SEKUNDARNIH METABOLITA
BILJNE VRSTE C. CONICUM

Nakon §to smo razjasnili strukture nepoznatih jedinjenja: (1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-
dien-14-ol (jedinjenje 3), rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-11,14-diol (jedinjenje
4) 1 rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-1(10),5-dien-7,14-diol (jedinjenje S), i razmotrili njihove
glavne konformere, primetili smo verovatnu (bio)hemijsku vezu koja postoji izmedu ovih
metabolita. Moze se logic¢ki zamisliti mehanisticki put koji pocinje od (1Z,4E)-lepidoza-
1(10),4-dien-14-ola i daje rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-11,14-diol ili rel-
(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-1(10),5-dien-7,14-diol  (slika 4.3.10.). rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-
Germakra-1(10),5-dien-11,14-diol 1 rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-1(10),5-dien-7,14-diol
mogu poticati od adicije jednog molekula vode na (1Z,4FE)-lepidoza-1(10),4-dien-14-ol,
odnosno njegove hidratacije koja ukljucuje dvostruku vezu C-4-C-5 i ciklopropanski prsten.
Cini se da dvostruka veza i tro¢lani prsten formiraju konjugovani sistem (Smith i March, 2006)
za koji se, aktiviran protonovanjem na C-4, ocekuje da reaguje na tri moguca nacina: dva
obuhvataju otvaranje ciklopropanskog prstena putem cepanja ili C-6—C-7, ili C-6—C-11 veza,
dok jedan od nacina ¢uva troclani prsten, ali dovodi do 1,2-adicije na C-4—C-5 dvostruku vezu

sa anti-Markovnikovljevom regiohemijom (slika 4.3.10.). Prostorni raspored dvostruke veze

. . (Valle et al., 1986; Zhabinskii et al., 1996
Ovaj i srodni metaboliti

(Asakawa etal., 2008; Ludwiczuk et al., 2013)

rel-(48,5S5.6R, 7R E)-1(10)-lepidozen-5-ol

Slika 4.3.10. Predlozena (bio)hemijska povezanost izmedu jedinjenja 3-5
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C-4-C-5 prema ciklopropil-grupi u (1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-14-olu odgovara
maksimalnom preklapanju izmedu z-sistema dvostruke veze i ,,savijenih* orbitala (C-6—C-7 i

C-6—C-11 veze) troclanog prstena (Smith i March, 2006).

Protonovanje na viSe supstituisanom C-atomu C-4-C-5 dvostruke veze dovodi do
formiranja stabilnog karbkatjona konjugovanog sa ciklopropil-grupom (Smith i March, 2006).
Ovo protonovanje takode menja LUMO koeficijent na C-7 i C-11 (slika 4.3.11.), ¢ineci prsten
podloznim formiranju tercijarnog karbkatjona na C-11, cepanjem veze C-6—C-11, ili
nukleofilnim napadom na C-7 (slika 4.3.10.). Kvencovanje C-11 katjona, germakril-tipa,
molekulom vode, pra¢eno deprotonovanjem, rezultira formiranjem jedinjenja 4 (slike 4.3.10. i
4.3.11.). Pomenuta konformacija, sa H-5 1 H-6 koji su antiperiplanarni, diktira trans-geometriju
novoformirane C-5—C-6 dvostruke veze jedinjenja 4, dok pocetno protonovanje jedinjenja 3,
na ,,spoljnoj*, nezaklonjenoj strani, odreduje konfiguraciju na C-4 sa pseudoaksijalnom metil-
grupom, u odnosu na pseudoekvatorijalni supstituent na C-7. Ova stereohemijska
transformacija je vidljiva u stereohemiji rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-11,14-

diola.

Napad H>O Sn2-tipa na protonovano jedinjenje 3, na manje zaklonjeni polozaj C-7,
dovodi do otvaranja troclanog prstena i promene konfiguracije na C-7, pretvarajuci
lepidozenski u humulanski skelet (slika 4.3.10.). Relativne konfiguracije na C-4 i C-7, i
ocekivana trans-geometrija dvostruke veze C-5-C-6, potvrdene su u rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-
humula-1(10),5-dien-7,14-diolu (jedinjenje 5). Bitno je skrenuti paznju da su kao treci tip
proizvoda molekula izolepidozenske strukture, nastalih u slu¢aju protonovanja dvostruke veze
C-4—C-5 i formiranja katjona na C-5 uz njegovo naknadno kvencovanje od strane H>O ili
MeOH, u literaturi navedeni 1 rel-(4S,5S,6R,7R,E)-1(10)-lepidozen-5-o0l i njegov O-metil-etar
(slika 4.3.10.), identifikovani od strane Nagashimae 1 Asakawae (Nagashima 1 Asakawa, 2001).
Relativna konfiguracija centara na C-4 i C-5 sugeriSe sin-adiciju, $to se i ocekuje od katjonskog

mehanizma sa intraanularno zaklonjenom dijastereotopnom stranom C-5 katjona (slika 4.3.10.).

Kako bi se opisane hemijske interkonverzije mogle smatrati ¢isto hemijskim, bez
ukljucivanja enzima, pretrazili smo literaturu za biosintetski put koji medusobno povezuje
srodna jedinjenja kao Sto je (1Z,4F)-lepidoza-1(10),4-dien-14-01 povezan sa rel-
(1(10)Z,4S8,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-11,14-diolom i  rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-
1(10),5-dien-7,14-diolom. Zanimljivo je ista¢i da jedan enzim iz vrste roda Streptomyces

medusobno povezuje visoko srodne derivate izolepidozena i germakrena sa geozminom
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(Cane et al., 2006; Jiang et al., 2007). Germakradienol-geozmin sintaza je bifunkcionalni enzim sa
dva nezavisna aktivna mesta, od kojih svako ima razliCite kataliticke funkcije. N-Terminalna
polovina ovog proteina pretvara farnezil-difosfat (FPP) (univerzalni aciklicni prekursor
seskviterpena, slika 4.3.12.) u germakradienol (slika 4.3.12.) i germakren D (slika 4.3.12.) (85:15).
Nakon toga, germakradienol se oslobada u medijum i ponovo vezuje za aktivnho mesto C-
terminalnog domena, koje katalizuje njegovu kiselo-katalizovanu ciklizaciju-fragmentaciju do
geozmina (slika 4.3.12.) (Jiang et al., 2007). Serija studija (Cane et al., 2006; He i Cane, 2004;
Jiang et al., 2006; 2007; Jiang i Cane, 2008) pokazala je da biosinteza geozmina pocinje
uobic¢ajenim C-11 germakril-katjonom (slika 4.3.12.) na aktivnom mestu ,,1”, nastavljajuéi preko
derivata izolepidozena (slika 4.3.12.). Ovaj derivat se transformiSe, na nacin sliCan onom
predlozenom za konverziju (1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-14-ola u rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-
germakra-1(10),5-dien-11,14-diol (slika 4.3.10.), u novi derivat germakrana, 1(10)E,5E-
germakradien-11-ol (slika 4.3.12.), koji poseduje migriranu dvostruku vezu, sa C-4—C-5 na C-5—
C-6, 1 C-11 alkoholnu grupu. Zatim se deSava oksidativna degradacija do trinorseskviterpena,
geozmina (slika 4.3.12.), na drugom aktivnom mestu istog enzima. Kada su izvedeni eksperimenti
mutacije, koja je izbrisala drugo aktivno mesto enzima, dobijen je ocekivani proizvod,

izolepidozen (slika 4.3.12.).

Pretpostavlja se da u kompleksu C. conicum postoji enzim sli¢an onom iz S. coelicolor
(Cane et al., 2006; He 1 Cane, 2004; Jiang et al., 2006; 2007). Medutim, njegovo delovanje se
razlikuje po glavnom ishodu tj. stvaranju (1Z,4F)-lepidoza-1(10),4-dien-14-ola, derivat
izolepidozena, i rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-11,14-diola, specificnog derivata
germakrana, §to ukazuje na postojanje aktivnog mesta ,,1”. Aktivnho mesto ,,2”, odgovorno za
formiranje geozmina (slika 4.3.12.), moZe biti odsutno ili mutirano. Ovo je podstaklo potragu za
geozminom medu metabolitima C. conicum koristeci i podatke Ludwiczuk i saradnika (Ludwiczuk
et al., 2013a). U skladu sa objaSnjenjem u odeljku Rezultati i diskusija 4.3.1. izvedena je detaljna
analiza Et;O-ekstrakata C. conicum (CC1- CCS, pomocu GC-MS (posto se geozmin 1 vecina
srodnih metabolita smatraju dovoljno isparljivim), ¢iji rezultati jasno pokazuju odsustvo geozmina
(tabela 4.3.1.). Iako nijedan uzorak nije sadrzao geozmin, miris svih Et2O-ekstrakata bio je izrazito
zemljani, §to sugeriSe da je geozmin mozda prisutan u koli¢inama manjim od praga detekcije.

Otezana detekcija je u skladu sa ¢injenicom da, uprokos tome $to geozmin proizvodi veliki broj
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dokazano ima posebno nizak prag detekcije, od 10.100 delova na milijardu milijardi. Nakon
istrazivanja koje su sproveli Berthelot 1 André (Berthelot i André, 1891), vise od 800 radova
posveceno je proucavanju proizvodnje, detekcije i remedijacije geozmina. Pored njegove bioloske
1 hemijske vaznosti, on je i ekonomski relevantan jer utiCe na kvalitet hrane posto je utvrdena
povezanost geozmina sa nepozeljnim ukusima u vodi za pice, vinu, ribi i drugim namirnicama
(Berthelot i André, 1891; Darriet et al., 2000; Heil i Lindsay, 1988; Spiteller et al., 2002). U okviru
nasih istrazivanja, u pokuSaju da se ukoncentruje isparljivi geozmin, izvrSena je hidrodestilacija
vece koliCine svezeg materijala C. conicum pomno o€iS¢enog od zemljista. Uzorak dobijenog
etarskog ulja sadrzao je geozmin, ali samo 0,1%. ZakljuCujemo da enzim koji pretvara
izolepidozene u geozmin preko germakrana moze biti prisutan u C. conicum (prilog 56) ¢ime se

povecava potencijalni znacaj ove vrste.

Motivisani prethodnom koizolacijom deoksi-derivata jedinjenja 4 i 5, germakra-1(10),5-
dien-11-ola i humula-1(10),5-dien-7-ola (sin. humula-1,6-dien-10-ol), iz vrste C. japonicum
(Asakawa et al, 2008) (sada S. japonica), i sa ciljem istrazivanja moguce kvantitativne veze izmedu
identifikovanih sastojaka, izveli smo multivarijantnu statisticku analizu podataka o sastavu
sekundarnih metabolita (Radulovi¢ et al., 2014). Uporedna statisti¢ka analiza hemijskog sastava
dietil-etarskih ekstrakata biljne vrste C. conicum, dobijenih u nasim istrazivanjima, sa podacima
koje su analizirali Ludwiczuk 1 saradnici (Ludwiczuk et al., 2013a), uradena je pomocu analize
glavnih komponenti (PCA) i1 aglomerativne hijerarhijske klaster analize (AHC). Za obe metode
koriS¢en je procentualni sadrzaj sastojaka (>1%; AHC-a 1 PCA-a) kao varijable, a rezultati su

prikazani na slikama 4.3.13.14.3.14.

Analize glavnih komponenti (PCA) prvobitno su radene koriS¢enjem svih identifikovanih
jedinjenja kao varijabli, a zatim smanjenjem njihovog broja na osnovu njihove relativne
zastupljenosti, logicke biohemijske povezanosti i relevantnosti za ove uzorke. Ovo smanjenje
podataka na kraju je dovelo do toga da prve dve glavne komponente objas$njavaju oko 60%
varijanse uzorka, sugeriSu¢i pouzdanu klasifikaciju. Na grafikonu (biplot, glavne komponente F1
i F2) prikazanom na slici 4.3.13. uocava se grupisanje derivata izolepidozena Gl,
(biciklo)germakrana G2 1 brazilana G3, Sto implicira verovatnu biosinteticku vezu unutar ovih

grupa. Biciklogermakren-14-al (tokom nase analize korigovan u izolepidozen-14-al, kao §to je



sugerisano u delu Rezultati 1 diskusija 4.3.2.) koji se pojavljuje u radu Ludviczuk 1 saradnika
(Ludwiczuk et al., 2013a), smeSten je u grupu G1 zajedno sa drugim derivatima izolepidozena,

¢ime se joS jednom potvrduje njegov identitet (slika 4.3.13.).

Varijable (ose F11i F2: 5§9,91%)

1
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Slika 4.3.13. Analize glavnih komponenti (PCA) zal9 uzoraka (ovde analiziranih (CC1-CCS5) i podataka iz rada Ludwiczuk i
saradnika (A1, A2, F1, F2, J1, J2, L1-L4, PA, S1-S4) (Ludwiczuk et al., 2013a)) dietil-etarskog ekstrakta C. conicum

Takode, razdvajanje grupa G1 i G2 implicira divergentno biosinteticko poreklo ovih, na
prvi pogled, blisko povezanih seskviterpena. Iako bi se oc¢ekivalo da je germakra-1(10),5-dien-11-
ol (slika 4.3.12.) blize povezan sa grupom G1 (slika 4.3.13.), svrstan je u grupu G2, Sto sugerise
da se on moze formirati i od drugih bicikli¢nih prekursora. Analiza je prepoznala i f-elemen kao

artefakt, koji nastaje usled toplotno indukovanog Cope-ovog premestanja biciklogermakrena

233



(prilog 34), sa ostalim germakranima u grupi G2. Pored toga, konocefalenol i njegovi

dehidratacioni proizvodi, braziladieni, izdvojeni su u grupu G3.

Tabla 4.3.6. Pirsonova korelaciona matrica odabranih metabolita C. conicum

2 3 = 3

= A = <+ <+

¢2 = 1 1 ‘-I' ‘-I'

= £ 2 2

Variabla® 3 5 = 2 % 5 E = S S

j — — 9 en

£ ¥ g < ] 5 B E 2 2

S < z g g = o) S 2 2

= 7 = £ 5 86 s S S

wi e 2 v ‘0 7 7

= s A S S
5,10-braziladien 1 0,508 0,696 0224 0912 -0220 -0311 -0300 0,841 0,049
B-clemen -0,508 1 | 0417 -0218  -0,570  -0,007 0446 0,542  -0453  -0311
1(6),5(10)-braziladien 0,696 -0417 1  -0,088 0,849 -0,161 -0245 -0210 0590 -0,052
izolepidozen 0,224 | -0218 | -0,088 1 0,146 | -0,209 = 0,035  -0,237 0415 0,673
konocefalenol 0912  -0,570 0,849 0,146 1 -0235 -0349 -0326 0,736 0,063
biciklogermacren 0,220 | -0,007  -0,161 | -0,209  -0235 1 | -0,104 -0,009  -0,185 | -0,135
1(10),5-germakradien-14-0l = -0,311 = 0,446  -0,245 0,035 -0349 -0,104 1  -0,036 -0,262 -0,185
1(10),5-germakradien-11-ol | -0,300 = 0,542  -0210  -0,237 | -0,326  -0,009 -0,036 1  -0253 | -0,188

1,10-izolepidozadien-14-al | 0,841 | -0,453 | 0,590 @ 0,415 0,736 @ -0,185 @ -0,262 @ -0,253 1 0,395
1,10-izolepidozadien-14-0l | 0,049 | -0,311 & -0,052 | 0,673 | 0,063 | -0,135 | -0,185 | -0,188 | 0,395 1
*Vrednosti prikazane masnijim slovima razlikuju se od 0 sa nivoom znacajnosti a > 0,05.

Pirsonova korelaciona matrica pokazala je jake pozitivne korelacije izmedu izolepidozena
1 izolepidozen-14-ola (jedinjenje 3), kao 1 izolepidozen-14-ala (tabla 4.3.6.), Sto verovatno potice
od hemoselektivne oksidacije izolepidozena. NaZalost, poSto su rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germakra-
1(10),5-dien-11,14-diol (jedinjenje 4) 1 rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-1(10),5-dien-7,14-diol
(jedinjenje 5) pre ovog rada bili nepoznati, nisu mogli biti ukljuceni u ovu analizu, a njihova

biohemijska veza sa ostalim metabolitima nije ispitana na ovaj nacin.

Koriste¢i iste varijable, aglomerativna hijerarhijska klaster analiza (AHC) pokazala je
grupisanje uzoraka (slika 4.3.14.) na nacin istovetan onom koji su prethodno objavili Ludwiczuk 1
saradnici (Ludwiczuk et al., 2013a). U dendogramu dobijenom klaster analizom, vidi se da se
uzorci (CC1-CC5) zajedno sa ostatkom uzoraka C. conicum (L1-L4) evropskog porekla, nalaze
unutar iste grupe (klade), grupe 1. U okviru ove evropske, najbrojnije grupe, moglo se uociti

dodatno grupisanje u podgrupe (slika 4.3.14.) na osnovu razlika u relativnim koli¢inama



konocefalenola i izolepidozena, ¢ine¢i ova dva jedinjenja glavnim hemotaksonomskim markerima
evropske zmijske jetrenjace. Unutar L1-L4, uz gorepomenuta jedinjenja izolepidozen (3,4-12,9%)
i konocefalenol (1,9-11,2%), nalazila se znacajna koli¢ina sabinena (16,1- 17,5%), dok je u CC1-
CCS5 kolic¢ina sabinena bilo znatno manja, od 1,7 do 6,9% (Rezultati i diskusija 4.3.1., tabela
4.3.1.). Drugu, najmanje brojnu grupu II dobijenu AHC-analizom ¢inili su uzorci C. conicum
prikupljeni iz Kine, SAD i Poljske. U S1, poreklom iz Kine, 1 S2 i S3 iz Poljske, uz sabinen (10,3-
22,1%) dominirale su izrazene koli¢ine kubebola (14,2-20,4%), 1,(10),5-germakradien-4a-ola
(3,2-8,8%) 1 1-epi-kubebola (2,4-5,1%). S1 se po sastavu 22,7% sekundarnih metabolita pokazao
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Slika 4.3.14. Dendrogram (AHC-analiza; procenti sastojaka koji se koriste kao varijable) koji predstavlja odnose razlika
hemijskog sastava 19 uporedenih uzoraka dietil-etarskih ekstrakata C. conicum dobijenih euklidskim razlikama (kriterijum
agregacije — Ward-ova metoda)
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primetno drugacijim u odnosu na S2 i1 S3, poseduju¢i 10,0% aristola-1(10),8-diena, 7,2%
nardo$ina-7,9,11-triena 1 5,5% izolepidozena, smesStaju¢i ga u posebnu podgrupu. S2 i S3 su
smesteni u istu podgrupu sa A1-A2 (slika 4.3.14.), a medusobna sli¢nost ogleda se u prisustvu 1-
epi-kubebola i kadina-1,4-diena. Hemijska sli¢nost na osnovu prisustva f-kariofilena, germakrena
D i ciklokolorenona odvaja uzorke poreklom iz Japana, F 1 J, u posebnu grupu III. Ciklokolorenon
(41,4%) bio je najdominantniji sastojak ekstrakta F1 uz sabinen (13,8%) 1 a-gurjunen (9,1%), dok
je u F2 dominirao germakren D (22,4%), pracen 1-okten-3-il-acetatom (19,0%) i sabinenom
(16,6%). U J2 su uz sabinen (25,0%) dominirali presilfiperfolan-9a-ol (7,6%) 1 biciklogermakren
(4,8%), koji nisu bili prisutni u J1. Takode, 1(10),4-germakradien-12-al je detektovan iskljucivo u
uzorku J2 (Ludwiczuk et al., 2013a).

Na osnovu gore navedenog, jasno je da ekoloSko-geografski faktori uti¢u na biosintezu
sekundarnih metabolita, a moguca je i varijabilnost u aktivnosti enzima odgovornih za sekundarni
metabolizam biljaka. Vredi napomenuti da primecena veza izmedu (1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-
14-ola, rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-11,14-diola 1  rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-
humula-1(10),5-dien-7,14-diola, koja ukazuje da derivat izolepidozena moze biti tacka grananja
za humulane i germakrane, predstavlja novi biosintetski put koji bi mogao da funkcionise paralelno
sa prihva¢enim (farnezil-katjon ciklizuje do humulil-katjona (slika 4.3.12.)) (Croteau 1 Gundy,
1984; Yu et al., 2008). Slicna veza izmedu biciklogermakrena i humulena je ranije sugerisana

(Gonzalez et al., 2014) (slika 4.3.12.). Ova transformacija bi mogla biti i od sinteti¢kog znacaja.

4.3.6. HEMIJSKI SASTAV ETARSKOG ULJA BILJNE VRSTE C. CONICUM

Analizirani su uzorci etarskih ulja vrste C. conicum koja je bila prikupljena na dve lokacije
u Srbiji. U martu 2016. godine, izvrSena su tri prikupljanja svezeg biljnog materijala jetrenjace C.
conicum (oznake SF-COK, SF-COKI1 i1 SF-COK2) u Sumskom podrucju sela Veliki Kupci, nakon
cega je pristupljeno hidrodestilaciji prema metodologiji opisanoj u odeljku 3.4.2. Eksperimentalni
deo. Prinosi tri izvedene hidrodestilacije kretali su se od 0,02 do 0,03% (v/v). Nakon GC-MS
analize uoceno je prisustvo jedinjenja 3, prethodno detektovanog u dietil-etarskim ekstraktima C.

conicum (videti odeljak 4.3.1. Rezultati 1 diskusija), dok prisustvo jedinjenja 4 i 5 nije zabelezeno.



Rezultati detaljne GC-MS analize etarskog ulja su predstavljeni u tabeli 4.3.7. Identifikovano je
53 sastojka koji ¢ine 94,9% analiziranog ulja, pri ¢emu su terpeni bili dominantna klasa sa 49
jedinjenja: 44,3% monoterpena i 45,0% seskviterpena. Tokom marta iste godine, prikupljen je i
biljni materijal C. conicum iz Jelasni¢ke klisure, ¢ijom je hidrodestilacijom dobijeno 0,04%
etarskog ulja (oznake SF-CON). U njemu je identifikovan 51 sastojak, ¢ine¢i 87,6% analiziranog
ulja, ali jedinjenja 3, 4 i 5 nisu detektovana (tabela 4.3.7.). Ova razlika dodatno potvrduje uticaj

lokacije ili ekotipa na sastav etarskog ulja.

U sklopu 20 identifikovanih monoterpena u SF-COK znatno su dominantniji bili
neoksigenovani, s obzirom da je njih dvanaest ¢inilo 40,7% analiziranog etarskog ulja. Nasuprot
tome osam detektovanih oksigenovanih monoterpena predstavljali su samo 3,6% etarskog ulja.
Medu njima terpinen-4-ol, cis-sabinen-hidrat i frans-p-ment-2-en-1-ol zauzimali su 1,9%, 1,5% 1
0,2%, redom, dok su ostali bili prisutni samo u tragovima (tabela 4.3.7.). U skladu sa o¢ekivanim,
sabinena (28,0%) je bio dominantan sastojak, $to se slaze sa rezultatima analize dietil-etarskih
ekstrakata C. conicum istog porekla (tabela 4.3.1.). Limonen (2,9%), f-mircen (1,7%), kamfen, /-
pinen i y-terpinen (svi po 1,8%) predstavljali su dominantne neoksigenovane monoterpene, dok su
4.3.7.). Sa druge strane, u etarskom ulju SF-CON, sabinen i limonen bili su prisutni samo u
tragovima. U ovom uzorku identifikovano je petnaest monoterpena (7%) (tabela 4.3.7.), Sto je
znatno manje u odnosu na njihov udeo u SF-COK (44,3%). Sest neoksigenovanih monoterpena
SF-CON prisutni su samo u tragovima, dok je medu devet oksigenovanih bio dominantan terpinen-
4-0l (3%) uz cis-sabinen-hidrat (1,7%). Ovi rezultati su u skladu sa onim dobijenim analizom

etarskog ulja C. conicum iz Velikih Kupaca (tabela 4.3.7.).

Seskviterpen sa vrednoS¢u retencionog indeksa od 1300 jedinica u analiziranim etarskim
uljima predstavljao je jedinjenje brazilanskog skeleta, brazila-1,10-dien (0,7%10,6%) (slika 2.2.1.,
tabela 4.3.7.), Sto je u skladu sa prisustvom velike koli¢ine koncefalenola ((1R,9S)-brazila-5-en-
10-ol) u kripti¢noj vrsti “L” (slika 4.3.1) (Szweykowski et al., 2005) (Opsti deo 2.4.). U uzorku
SF-COK, medu 18 identifikovanih neoksigenovanih seskviterpena (18,1%) najzastupljeniji su bili
izolepidozen (4,6%), brazila-5,10-dien (4,3%), brazila-1(6),5(10)-dien (3,1%) 1 brazila-5(10),6-
dien (1,7%) jasno potvrduju¢i dominaciju brazilana 1 pripadnost gorepomenutoj kripticnoj vrsti

(slike 2.4.3 1 2.4.5.). Dominantni neoksigenovani seskviterpeni u SF-CON su takode sadrzali



jedinjenja brazilanskog skeleta, sa brazila-1(6),5(10)-dienom (5,4%), brazila-5,10-dienom (4%),
brazila-5(10),6-dienom (1,8%) 1 izolepidozenom (3,8%) kao dominantnim sastojcima. Medutim,
primeéena je znacajna razlika u gotovo devetostruko vecem prisustvu aristola-1(10),8-diena
(tabela 4.3.7.). Nardos$ina-7,9,11-trien, detektovan u analiziranim dietil-etarskim ekstraktima C.
conicum (od tragova do 2,9%) (Rezultati 1 diskusija 4.3.1.) ¢inio je samo 0,4% etarskog ulja
uzoraka iz Velikih Kupaca. Nasuprot tome, u SF-CON nardos$ina-7,9,11-trien predstavljao je jedan
od dominantnijih neoksigenovanih seskviterpena (2,7%). Ostali identifikovani neoksigenovani
seskviterpeni etarskog ulja jelasnickih uzoraka C. conicum podrazumevali su jo$ njih 12 (6,6%)

(tabela 4.3.7.).

Pored koncefalenola, koji je ¢inio neSto viSe od petnaest procenata (15,4%) etarskog ulja
SF-COK (tabela 4.3.7.), identifikovano je jo§ 10 oksigenovanih seskviterpena, koji su ukupno
obuhvatali 26,9% uzorka. Medu njima znacajniji udeo imali su persilfiperfolan-1-ol (3%) 1 daktilol
(2,7%), praceni sa jos dva jedinjenja lepidozanskog skeleta: rel-(4S,5S,6R,7R)-1(10)-lepidozen-5-
ol (1,1%) i izolepidozen-14-al (1,1%), kao i jednim germakranskog, (E,E)-1(10),5-germakradien-
11-01(2,5%) (slika4.3.15.). Sli¢an sadrzaj dominantnog koncefalenola (17,2%) u uzorku SF-CON,
pracen je znatno viSim sadrzajem (1(10)E,5E)-1(10),5-germakradien-11-ola (7,3%), kao 1 vecim
udelima izolepidozen-14-ala (6,8%), persilfiperfolan-1-ola (4,3%) i daktilola (4,0%). Ove razlike
u relativnom sadrzaju izolepidozen-14-ala 1 (1(10)E,5E)-1(10),5-germakradien-11-ola izmedu
analiziranih etarskih ulja mogu ukazivati na razlike u biosintezi sekundarnih metabolita (slika

43.12.).

[zolepidozen-14-ol (jedinjenje 3), zabelezen odmah nakon izolepidozen-14-ala (tabela
4.3.7.), predstavljao je 1% etarskog ulja C. conicum iz V. Kupaca (SF-COK) dok, kao §to je receno,
u etarskom ulju SF-CON nije detektovano medu trinaest identifikovanih oksigenovanih
seskviterpena (44,7%). Sklono je spekulisanju da bi se razlike u procentualnom prisustvu, ili
odsustvu, jedinjenja izolepidozanskog i germakranskog skeleta unutar analiziranih etarskih ulja
(tabela 4.3.7.) mogle povezati kako sa predlozenim, tako i poznatim putem njihove biosinteze
objasnjenim u delu 4.3.5. Rezultata i diskusije (slike 4.3.10. 1 4.3.12.). Ovo bi potencijalno
objasnilo i odsustvo izolepidozen-14-ola (jedinjenje 3) u etarskom ulju C. conicum iz Jelasnicke

klisure.
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Slika 4.3.15. Odabrani sekundarni metaboliti etarskog ulja C. conicum

Takode, zabelezena su i Cetiri prethodno spomenuta ,,green leaf derivata (Rezultati i
diskusija 4.3.1). Prisustvo 1-okten-3-il-acetata potvrdeno je u svim analiziranim ekstraktima
(tabela 4.3.1.), ali je njegova procentualna zastupljenost u etarskom ulju bila znatno veca (5,4%,
2,1%) (tabela 4.3.7.). Koli¢ina 3-oktil-acetata i 3-oktanola u uzorcima dietil-etarskih ekstrakata
CC4 1 CC5, kao 1 analiziranih etarskih ulja C. conicum, bila je veoma sli¢na, dok uzorci CCl,
CC2 i CC3 nisu sadrzali ovo jedinjenje ni u tragovima. 1-Okten-3-ol detektovan je u etarskom
ulju biljnog materijala iz Jelasnicke klisure, kao i1 u ekstraktima CC3, CC4 i CCS5, ali samo u
tragovima. Ostali ,,green leaf* derivati detektovani u dietil-etarskim ekstraktima ove jetrenjace

nisu bili prisutni ni u jednom analiziranom etarskom ulju.

Do sada se sedam radova bavilo hemijskim sastavom etarskog ulja C. conicum (Andersen
et al., 1977; Joshi et al., 2000; Lu i Lou, 2004; Melching et al., 1999; Melching i Konig, 1999;
Suire 1 Burgeois, 1977; Valterova et al., 1992), od kojih se Cetiri odnosi na uzorke ove vrste

evropskog porekla.

Prvi objavljeni rad, od strane Suire i Burgeois, bavio se analizom sastava etarskog ulja C.
conicum poreklom iz Francuske. Na osnovu njihove analize dominirali su monoterpeni, gde su

najzastupljeniji bili sabinen (64,3%) 1 y-terpinen (11,5%) praceni a-pinenom (0,1%), kamfenom



(2,5%), mircenom (4,2%), a-terpinenom (6,0%), limonenom (4,7%), p-felandenom (1,5%), p-
cimenom (0,5%) 1 terpinolenom (3,9%) (Suire i Burgeois, 1977). Svi navedeni sekundarni
metaboliti detektovani su i u naSem uzorku poreklom iz Velikih Kupaca, ali sa razli¢itim
procentualnim udelom (tabela 4.3.7.). Sastavom ovog etarskog ulja se skoro punih 20 godina niko
nije bavio do Velterova-e i njenih saradnika. U okviru ovog istrazivanja, medu 13 identifikovanih
sastojaka dominirao je monoterpen sabinen, sa procentom zastupljenoS¢u od 37,0%, §to je
uporedivo sa nasim uzorkom SF-COK. Pored sabinena, zabelezeno je prisustvo y-terpinena (15%),
a-terpinena (8%), a-tujena i limonena (6%), kamfena (3%), terpinolena (3%), mircena (3%), /-
pinena (2%), f-felandrena (2%), p-cimena (2%) 1 a-pinena (1%) (Valtrova et al., 1992). Ovi podaci

su takode u skladu sa nasim rezultatima (tabela 4.3.7.).

U narednim godinama identifikovani su seskviterpeni u ovom etarskom ulju, medu kojima
su neki predstavljali nove prirodne proizvode. Analizom etarskog ulja C. conicum, prikupljenog u
julu na podrucju juzne Nemacke, izolovana su, uz ve¢ poznate sastojke ((-)-selin-11-en-4-ol, (+)-
selina-4,11-dien, 3,4-dimetoksistiren, (-)-germakradien-11-ol, konocefalenol, (-)-a-selinen, (+)-4-
selinen, (-)-biciklogermakren, (-)-izolepidozen, biciklogermakren-14-al (verovatno izolepidozen-
14-al) i presilpiperfolan-1-ol) 1 tri nova seskviterpena brazilanskog tipa: brazila-5,10-dien, brazila-
5(10),6-dien i brazila-1(6),5(10)-dien Cije je prisustvo potvrdeno i ovim radom (tabela 4.3.7.)
(Melching 1 Konig, 1999). Iste godine, Melching 1 saradnici su iz etarskog ulja C. conicum
poreklom iz Austrije izolovali (—)-aromadendran-5-ol, (+)-aromadendr-4-en-12-ol, ent-(—)-gvaj-5-
en-11-ol, ent-(—)-viridiflorol, (—)-leden, (+)-izoleden, (+)-a-gurjunen i y-gurjunen (Melching et al.,
1999). Analizirana etarska ulja vrste C. conicum unutar disertacije najsli¢nija sa uzorcima ove vrste
nemackog porekla. Generalno, u okviru ranije analiziranih uzoraka etarskih ulja C. conicum
ispoljena je dominacija mono- 1 seskviterpena pri ¢emu je ovaj odnos iSao 1 do 93,4% prema 7%
u korist monoterpena, u biljnom materijalu poreklom sa Himalaja analiziranih od strane Joshi i
saradnika (Joshi et al., 2000). Medutim, iako su seskviterpeni bili manje zastupljeni, mnogi su
okarakterisani kao novi prirodni proizvodi. Analizom etarskog ulja C. conicum poreklom iz Srbije
utvrdeno je gotovo izjednaceno procentualno prisustvo mono- i seskviterpena, ili dominantno
prisustvo seskviterpena (tabela 4.3.7.) Sto, uz po prvi put identifikovan, izolepidozen-14-ol
(jedinjenje 3), kao i dodatne neidentifikovane potencijalno nepoznate sastojke koji se navode u

literaturi, ukazuje da je dalja analiza ovog etarskog ulja od interesa.



Tabela 4.3.7. Hemijski sastav etarskih ulja vrste C. conicum

RI

904

927

936

954

972

977

983

989

997

1009
1020
1027
1030
1057
1069
1086
1102
1098
1103
1115
1136
1181
1198
1200
1211
1286
1300
1331
1362
1369
1388
1406
1422
1430
1433

1439
1444

Jedinjenje

heptanal
o-tujen
o-pinen
kamfen
sabinen
1-okten-3-ol
fS-pinen
f-mircen
3-oktanol
a-felandren
o-terpinen
p-cimen
limonen
y-terpinen
cis-sabinen-hidrat
terpinolen
trans-sabinene-hidrat
linalool
1-okten-3-il-acetat
3-oktil-acetat
trans-p-ment-2-en-1-ol
terpinen-4-ol
a-terpineol
cis-piperitol
trans-piperitol
bornil-acetat
brazila-1,10-dien
brazila-5,10-dien
silfiperfol-6-en
brazila-5(10),6-dien
f-elemen
o-gurjunen
aristolen
aristola-1(10),8-dien

1(10)-aristolen (sin. " B-gurjunen)

brazila-1(6),5(10)-dien

nardoS$ina-7,9,11-trien

Uzorak®

SF-COK SF-CON

%iii
triv
0,8
0,2
1.8
28,0

1,8
1,7
tr
0,1
0,9
0,1
2,9
1,8
1,5
0,6

tr
5,4
0,2
0,2
1,9
tr
tr
tr
tr
0,7
4,3
tr
1,7
tr

0,3

0,2

3,1
0,4

tr
tr
tr

tr

tr
tr
1,7
tr
2,0
tr
2,1
tr
0,3

tr
tr
tr
tr
0,6

tr
1,8
0,4

tr
2,3
8,9
1,5

5.4
2,7

Identifikacija

RI, MS, Col”

RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS, Col

RI, MS

RI, MS
RI, MS, Col

RI, MS

RI, MS

RI, MS
RI, MS, Col
RI, MS, Col
RI, MS, Col

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS

RI, MS
RI, MS



1456 epi-f-santalen tr - RI, MS

1452 (E)-f-farnezen tr tr RI, MS
1466 6,11-epoksi-izodaukan tr tr RI, MS
1472 selina-4,11-dien tr 0,7 RI, MS
1480 germakren D tr tr RI, MS
1482 izolepidozen 4,6 3,8 RI, MS
1502 B-himahalen - tr RI, MS
1494 konocefalenol 15,4 17,2 RI, MS, Col
1498 biciklogermakren 1,5 1,0 RI, MS
1508 germakren A 0,3 0,7 RI, MS
1524 presilfiperfolan-1-ol 3,0 4,3 RI, MS
1568 maliol - tr RI, MS
1557 daktilol 2,7 4,0 RI, MS
1589 viridiflorol tr 0,5 RI, MS
1605 rozifoliol tr tr RI, MS
1611 rel-(4S,5S,6R,7R,S),(E)-1(10)- 1,1 1,8 RI, MS
lepidozen-5-ol
1614 nardoS$ina-7,9-dien-11-ol 0,1 1,6 RI, MS
1621 allo-aromadendren-epoksid - 0,6 RI, MS
1638 (1(10)E,5F)-1(10),5-germakradien-11- 2,5 7,3 RI, MS
ol
1654 epi-a-murolol - tr RI, MS
1699 (1Z,4E)-1lepidoza-1(10),4-dien-14-al 1,1 6,8 RI, MS, NMR
(sin. izolepidozen-14-al)
1738 izolepidozen-14-ol 1,0 - RI, MS, NMR
1758 aristolon - 0,6 RI, MS
1774 drimenol tr - RI, MS
Ukupno identifikovano: 94,9 87,6

Retencioni indeksi na koloni DB-5MS eksperimentalno odredeni koinjekcijom homologe serije n-
alkana;

iUzorci etarskih ulja: SF-CON-uzorak poreklom iz Jelasnic¢ke klisure; SF-COK- uzorak poreklom iz
Velikih Kupaca, tabela 3.4.1.;

it srednja vrednost tri analize;

v tr - trag (<0,05%);

v -/ nije detektovano;

YiMetode identifikacije: MS = uporedivanje masenih spektara sa onima iz biblioteka (Wiley 11,
NIST17, MassFinder 2.3), RI — uporedivanjem eksperimentalno dobijenih vrednosti retencionih
indeksa sa literaturnim podacima, Col — identifikacija sastojaka koinjektiranjem standardnih
supastanci;

vii

sin. — sinonim.



4.3.7. IMUNOMODULATORNI I CITOTOKSICNI EFEKAT NOVOIZOLOVANIH SEKUNDARNIH
METABOLITA JETRENJACE C. CONICUM

Imunomodulatorna aktivnost izolovanih jedinjenja 3-5 i konocefalenola ispitivana je kroz
njihov efekat na primarne limfocite slezine (Eksperimentalni deo 3.7.3.), organa klju¢nog za
funkcionisanje imunog sistema. U uslovima in vitro, kulture primarnih limfocita pacova, tretirane
su supstancama od interesa tokom 24 i 48 h, pri razliCitim koncentracijama. Potencijalni
imunomodulatorni i citotoksi¢ni efekti ovih jedinjenja odredivani su pomocéu MTT-testa
(Eksperimentalni deo 3.7.4.) na nestimulisane i stimulisane (E. coli lipopolisaharid, LPS, i
konkanavalin A, ConA) splenocite (SPC). Tokom prva 24 h, testirana jedinjenja ispoljila su
izrazen citotoksi¢ni efekat na nestimulisane SPC. Sva Cetiri jedinjenja prouzrokovala su smrt ¢elija
posle 24 h u koncentracionom opsegu od 1x10™* do 5x10™* M, pri ¢emu je u tri slu¢aja najvisa

koncentracija dovela do smanjenja vijabilnosti za vise od 70% (slika 4.3.16.).
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Slika 4.3.16. Efekat nakon 24-h (A), 48-h (B) tretmana razli¢itim koncentracijama (M) jedinjenja 3-5 i konocefalenola na
vijabilnost SPC (sposobnost redukcije-MTT). Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SD; statisticki znacaj izraCunat je
putem one-way ANOVA testa prac¢en Tukey-evim post hoc testom. **** p< 0,05; ***p< 0,01, **p< 0,001, *p< 0,0001 u odnosu
na netretirane Celije

Generalno, efekti ispitivanih supstanci na vijabilnost SPC zavise od njihove koncentracije,

pri ¢emu povecanje koncentracije uzrokuje znac¢ajno smanjenje broja vijabilnih ¢elija. Jedinjenje
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5 pokazalo je statisti¢ki znacajanu citotoksi¢nost pri svim testiranim koncentracijama nakon
produzene inkubacije (48 h) sa splenocitima, u poredenju sa ¢elijama tretiranim medijumom

(RPMLI, procenat zivih ¢elija izrazen kao 100%) (slika 4.3.16.). Ovi nalazi sugerisu da je jedinjenje
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Slika 4.3.17. Efekat deksametazona (Dex; 1x10* M) na vijabilnost/proliferaciju splenocita, sa ili bez prisustva ConA/LPS.
Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SD; statisti¢ki znacaj izraunat je putem one-way ANOVA testa pracen Tukey-
evim post hoc testom. *p< 0,0001 u odnosu na netretirane éelije

njima, pri kona¢noj koncentraciji 1x10* M, uglavnom je bilo vijabilno 60-80% SPC (slika
4.3.16.), dok je poznati citotoksi¢ni agens, deksametazon, pri istoj koncentraciji smanjio
vijabilnost ¢elija na 65% (slika 4.3.17.). Pri koncentracijama ve¢im od 10 M jedinjenja 3 i 4 su
statisticki znacajno smanjila vijabilnost SPC nakon 24 i 48 h inkubacije (slika 4.3.16.). Nakon 48
h inkubacije, u slu¢aju konocefalenola, samo najniza koncentracija (1x107" M) nije imala zna¢ajne
efekte na vijabilnost SPC. Dakle, metaboli¢ka aktivnost/vijabilnost nestimuliranih SPC bila je
znacajno smanjena pri dejstvu visih koncentracija ispitivanih jedinjenja, pri ¢emu su uocene

znacajne inhibitorne promene u kapacitetu redukcije MTT-a.

Nakon 24 h kultivacije, pod svetlosnim mikroskopom, netretirani SPC su okrugle ¢elije,

uglavnom jednake veli¢ine, sa povremeno prisutnim ve¢im ili manjim ¢elijama (slika 4.3.18. A).
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Usled fomiranja formazana u SPC je pod mikroskopom vidljiva tamnoplava akumulacija kristala
unutar ¢elija (u mitohondrijama ili blizu ¢elijske membrane) ili u njihovoj blizini. Nakon tretmana
razli¢itim koncentracijama ispitivanih jedinjenja (jedinjenja 3-5 i konocefalenol) utvrdeno je da
ona nisu izazvala smanjenje broja celija, ali su koris¢ene najvece koncentracije testiranih jedinjenja
smanjile sposobnost ¢elijskih mitohondrija da redukuju MTT. Kao rezultat toga tretirani SPC su
uoceni kao prazne celije bez akumuliranih plavih kristala formazana (slika 4.3.18. B). Sa
smanjenjem koncentracije testiranih jedinjenja, nisu nadene znacajne vidljive razlike u broju ¢elija
1 koli¢ini redukovanog MTT u poredenju sa netretiranom kontrolom (slika 4.3.18. A). Kao §to se i
ocekivalo, Dex je nakon primene smanjio broj Celija, ali nije promenio njihovu sposobnost

prevodenja MTT u formazan (slika 4.3. 18. C).

Slika 4.3.18. Izgled splenocita u MTT-testu (uvecanje x 1000): RPMI-medijum (A), RPMI-medijum u koji je dodata najvisa
koncentracija jedinjenja 5 (B) ili 1x10* M deksametazon (C)

Tokom prethodnih istrazivanja, navedenih u Rezultatima i diskusiji 4.1.5., otkriveno je da
su dva seskviterpena, a-furanopingvizanol (jedinjenje 1) i furanopingvizanon (jedinjenje 2),
identifikovana u etarskom ulju jetrenjace P. cordaeana, ispoljila medusobno razlicite efekte na
funkcionisanje SPC, nakon primene bez stimulatora. U vi$oj koncentraciji (1x10* M), a-
furanopingvizanol je indukovao blastnu transformaciju SPC, dok je u nizim koncentracijama
(1x10 —1x10°° M) delovao kao citotoksi¢ni agens. Nasuprot tome, furanopingvizanon je pokazao
izrazenu citotoksi¢nost i izazvao apoptozu SPC smanjenjivanjem nivoa DNK u ¢elijama. Jedan od
najvaznijih organa imunog sistema upravo je slezina, sacinjena od B (Bly) i T (Tly) limfocita,

makrofaga, dendriti¢nih ¢elija, NK ¢elija i crvenih krvnih zrnaca. Pravilno funkcionisanje T i B
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limfocita (slika 4.3.19.) je od presudnog znacaja za imunoloski sistem, s obzirom na to da njihova
disfunkcija moze dovesti do ozbiljnih bolesti kao Sto su limfocitopenija, teSka kombinovana
imunodeficijencija, sindrom stecene imunodeficijencije (AIDS), limfom T ¢elija (nehodzkinov),
multipla skleroza, sistemski eritematozni lupus, hroni¢na limfocitna leukemija, hroni¢na

limfoblastna leukemija, kao i mnoge druge.

Antigen —

B celijski receptor

MHC 11

——[ Pomocna T celyja ]

" P — Citokini I

TCR

Antigen I

Slika 4.3.19. Princip aktiviranja imunoloskog sistema od strane pomo¢nih T ¢éelija (Tn) tokom infekcije

U okviru analize procenjeni su efekti jedinjenja 3-5 i konocefalenola na proliferaciju SPC
koriste¢i simultanu aktivaciju T- i B-limfocita upotrebom ConA ili LPS. Jedinjenja 3-5 i
konocefalenol u svim testiranim koncentracijama znacajno smanjuju proliferativni odgovor
limfocita na mitogen T ¢elija, konkanavalin A (ConA), posle 48 h (slika 4.3.20.). Modulatorna
aktivnost definisana je kao aktivnost jedinjenja koja inhibira stimulisanu proliferaciju SPC, dok u
istoj koncentraciji ne ispoljava citotoksi¢nost na nestimulisane SPC. Poredenjem rezultata
dobijenih za nestimulisane Celije (slika 4.3.16.) sa onim dobijenim nakon stimulacije sa ConA,

jedinjenja 3, 4 i konocefalenol su pri koncentracijama od 1x107 do 1x10°> M pokazala izrazene
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modulatorne efekte (slike 4.3.16. 1 4.3.20.). Sa druge strane, deksametazon je u prisustvu ConA

doveo do smanjenja vijabilnosti/proliferacije limfocita od 185% do 85% (slika 4.3.17.).

Splenociti stimulisani sa ConA koris¢eni su kao model in vitro funkcije T limfocita, $to u
odredenoj meri imitira in vivo sistem. Kao $to je ve¢ navedeno, T limfociti igraju klju¢nu ulogu u
kontroli homeostaze imunoloskog sistema, imunoloskom odgovoru na tumor i uklanjanju
patogena (Abbas et al., 2015). Aktivacija naivnih Tly sa ConA oponasa angazovanje TCR sa
srodnim antigenom, S$to inicira signalne puteve koji dovode do visestrukih ¢elijskih odgovora,
ukljucujuéi aktivaciju, proliferaciju i1 diferencijaciju T Celija, kao i ekspresiju citokina (Palacios,
1982) (slika 4.3.19.). Svaki od ovih procesa moze biti farmakoloSki modulisan, predstavljajuci
znacajne terapeutske ciljeve za razvoj savremenih i inovativnih antiinflamatornih lekova
(Dinarello, 2010) ili imunoterapijskih strategija zasnovanih na primeni monoklonskih antitela
(Martin et al., 2013). Jedinjenja 3, 4 1 konocefalenol mogu uticati na jedan ili vise ovih ¢elijskih

dogadaja povezanih sa aktivacijom TCR (slika 4.3.19.).

U slucaju stimulacije LPS-om, snaznim modulatorom BLy, nasi rezultati pokazali su da
izolovana jedinjenja 4, 5 i konocefalenol u tri najveée koncentracije (51074, 2,5x10* i 1x10™ M)
znac¢ajno smanjuju proliferaciju SPC (slika 4.3.21.), ali pri istim koncentracijama ispoljavaju i
izraZzen citotoksi¢ni efekat (slika 4.3.16.). Nasuprot tome, pomenuta jedinjenja u niZim
koncentracijama (1x107-1x10" M) i jedinjenje 3 (1x107—1x10"* M) nisu uticala na proliferativni
odgovor SPC na LPS (slika 4.3.21.). Vise koncentracije jedinjenja 3 (5x10* i 2,5x10™* M) pokazale
su citotoksi¢ni potencijal, uz antiproliferativni efekat (slike 4.3.16. 1 4.3.21.). Pozitivna kontrola,
deksametazon, primenjen zajedno sa LPS, smanjila je vijabilnost/proliferaciju SPC sa 120% na

priblizno 85% (slika 4.3.17.).

Moze se zakljuciti da sva cetiri testirana jedinjenja u niZzim koncentracijama nisu
modulirala imunoloski odgovor SPC na LPS. Dobro je poznato da su in vitro odgovori B ¢elija na
LPS izuzetno robusni (Dziarski, 1982). Prethodni podaci pokazali su da B ¢elije nakon stimulacije
sa LPS pokazuju pojacanu regulaciju kostimulatornih molekula (CD80, CD86), receptora B ¢elija,
1 molekula glavnog kompleksa histokompatibilnosti klase II (MHC II) (Burger i Vitetta, 1991;
Hathcock et al. 1994). Obe studije snazno podrzavaju ¢injenicu da aktivirane LPS-om B celije
slezine deluju kao antigen-prezentujuce Celije, igrajuci kljuénu ulogu u pokretanju i odrzavanju

imunoloskih odgovora specifi¢nog za antigen. Nedavno istraZivanje ukazuje da se LPS-om moze



aktivirati signalizacija putem receptora sli¢nih Toll-u u B limfocitima. Zajedno sa drugim vaznim
signalnim putevima povezanim sa B ¢elijskim receptorom, signalizacija preko Toll-nalik receptora
igra klju¢nu ulogu u diferencijaciji i aktivaciji B ¢elija (Hua i Hou, 2013). Medutim, ¢ini se da
netoksi¢ne koncentracije svih testiranih jedinjenja (3-5, konocefalenol) ne uticu na LPS-om
indukovane imunoloske odgovore B ¢elija, niti na mehanizme povezane sa B ¢elijama (Hua et al.,

2013). Najperspektivnija imunomodulatorna jedinjenja su 3 i 4, koja pri viSim koncentracijama
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Slika 4.3.20. Efekti razli¢itih koncentracija (M) jedinjenja 3-5 i konocefalenola na vijabilnost/proliferaciju ¢elija slezine
stimulisane sa ConA (2,5 pg/mL) tokom 48 h. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SD; statisti¢ki znacaj izracunat je
putem one-way ANOVA testa pracen Tukey-evim post hoc testom. ***p< 0,01, *p< 0,0001 u odnosu na netretirane ¢elije; #p <

0,0001 u odnosu na ¢elije stimulisane sa ConA

(od 1x10* do 5x10* M) izazivaju citotoksi¢ne efekte protiv SPC-a, dok pri nizim koncentracijama

(od 1x107 do 1x10° M) deluju kao modulatori aktivnosti T limfocita slezine, inhibirajuéi rast i

proliferaciju ¢elija izazvanu mitogenom (stimulatorom, ConA).
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Dobijeni rezultati tokom gorepomenutih analiza nisu pokazali da li su zbirni efekti
testiranih jedinjenja na proliferaciju SPC posledica njihovog direktnog uticaja na T/B limfocite,
indirektnog delovanja na druge ¢elije slezine (makrofage i dendriti¢ne ¢elije), ili oba faktora. Jedno
od mnogih pitanja koja proizilaze iz ovog istrazivanja je, da li ova imunoloska in vitro zapazanja
imaju pandan in vivo. U cilju rasvetljenja imunomodulatorne aktivnosti i potencijalne
medicinske/farmakoloske primene pristupili smo daljoj analizi. Ispitivan je uticaj niskih
koncentracija (od 1x107® do 1x10°® M) nasa tri novoizolovana seskviterpenoida (jedinjenja 3-5) na
vijabilnost i membransku permeabilnost splenocita pacova, kao i aktivnost LDH. Dobijeni rezultati

su potom uporedeni sa prethodnim nalazima.

Jedinjenja 3-5 (od 1x10® do 1x10° M) su prvo testirana kako bismo utvrdili njihove efekte
na vijabilnost limfocita slezine u in vifro modelima kori§¢enjem MTT i1 TB testova, $to bi opisalo
funkciju mitohondrija i ¢elijskih membrana. Rezultati MTT analize (slika 4.3.22.) impliciraju da
niZe koncentracije testiranih jedinjenja samo blago uti¢u na sposobnost ¢elija da metaboliSu MTT.
Jedinjenja 4 i 5 su pri koncentracijama od 1x1077 M i 1x10® M, smanjila vijabilnost splenocita
tokom MTT-testa, dok jedinjenje 3 nije pokazalo ovaj efekat ni pri jednoj od koncentracija. Ovi
rezultati ukazuju da u testiranim koncentracijama jedinjenja 3, 4 i 5 nisu citotoksi¢na.
Deksametazon, koriS¢en u ovom istraZivanju, smanjio je sposobnost ¢elija slezine pacova da
metabolisu MTT (pri koncentraciji 1x10°® M vijabilnost je smanjena 50%, slika 4.3.22.), §to je u
skladu sa naSim istrazivanjima (Rezultati 1 diskusija 4.1.5., slika 4.3.17.). Vredno je pomenuti da
su na osnovu MTT-analize ekstrakti Marchantia convoluta inhibirali proliferaciju celija jetre i
pluéa (Xiao et al., 2006). Medutim, ovi objavljeni rezultati odnose se na kancerske ¢elije, koje se
razlikuju od netransformisanih splenocita, §to potencijalno ukazuje da testirana jedinjenja mogu

biti manje toksi¢na za normalne Celjje.

Dalji tok naSeg istrazivanja oslanjao se na dobro poznatu Cinjenicu da integritet celijske
membrane predstavlja jedan od klju¢nih kriterijuma za razlikovanje mrtvih 1 zivih ¢elija (Avelar-
Freitas et al., 2014). Test tripan-plavim (TB) predstavlja jednu od prvih metoda za odredivanje
vijabilnosti ¢elija koji se danas Siroko koristi za procenu citotoksicnosti (Altman et al., 1993;
Avelar-Freitas et al., 2014; Louis i Siegel, 2011) (Eksperimentalni deo 3.7.4.). Ova boja, sa
molekulskom masom od priblizno 1000 Da, ne moze pro¢i kroz ¢elijsku membranu. U tom smislu,

TB ulazi samo u ¢elije sa oStecenim membranama 1 boji ih u plavo (Avelar-Freitas et al., 2014).
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Slika 4.3.21. Efekat razli¢itih koncentracija (M) jedinjenja 3-5 i konocefalenola na vijabilnost/proliferaciju éelija slezine,
stimulisanih LPS-om (1 pg/mL) tokom 48 h. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SD; statisti¢ki znacaj izracunat je
putem one-way ANOVA testa pracen Tukey-evim post hoc testom. *p< 0,0001 u odnosu na netretirane ¢éelije; **** RPMI
kontrola, #p < 0,0001, ##p < 0,001 u odnosu na ¢elije stimulisane sa LPS

Prema rezultatima dobijenim u TB-testu, pokazalo se da je jedinjenje 3, pri koncentracijama 1x10°
81 1x10° M, dovelo do 25-50% smrtnosti limfocita slezine pacova, kao i jedinjenje 5 pri 1077 M.
Tretman jedinjenjem 4 promenio je propustljivost ¢elijske membrane koja je detektovana TB-
testom samo u koncentraciji od 107® M (slika 4.3.23.). S druge strane, nakon 24-h tretmana sa Dex-

om pri istoj koncentraciji, oko 75% splenocita je bilo vijabilno prema TB-testu (slika 4.3.23.).

Rezultati TB-testa ukazuju da jedinjenja 3 1 4, u najviSoj testiranoj koncentraciji, mogu
potencijalno izazvati ili smrt ¢elija ili povecati propustljivost ¢elijske membrane (slika 4.3.23.),
dok je jedinjenje 5 uticalo na propustljivost ¢elijske membrane pri koncentraciji od 107 M (slika

4.3.23.). NaSe istrazivanje, opisano u delu Rezultata 1 diskusije 4.1.5., pokazalo je da jedinjenja
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izolovana iz druge vrste jetrenjaCe razlicito utiCu na c¢elijsku vijabilnost, a dobijeni rezultati TB-

testa preklapaju se sa onima iz MTT-testa. Drugi istrazivaci su utvrdili da je 14 h nakon in vitro
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Slika 4.3.22. Procenat vijabilnih ¢elija procenjen koris¢enjem MTT testa nakon 24 h inkubacije sa razli¢itim koncentracijama

testiranih jedinjenja 3, 4, i 5, kao i sa Dex-om pri koncentraciji od 107 M. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SD
statisticki znacaj izracunat je putem one-way ANOVA testa prac¢en Tukey-evim post hoc testom. *p < 0,05, ***p<0,0001 u

odnosu na RPMI-tretirane ¢elije

s

tretmana sa 10 M Dex detektovano 50% vijabilnih splenocita mideva, kori$éenjem TB-bojenja

(Nair-Menon et al., 1996). Prema TB-testu, nakon 24 h tretmana istom koncentracijom

deksametazona, 75% splenocita je ostalo vijabilno (slika 4.3.23.). Tokom naSe analize smrtnost

¢elija (25% ¢elija je bilo obojeno, zaprljano sa TB), izazvana nakon 24 h od strane Dex-a, niZa je

u odnosu na rezultate u prethodnim analizama koje su se ticale metabolita C. conicum, dok su se

u naSem istrazivanju koje se ticalo P. cordaeana (Rezultati 1 diskusija 4.1.5.) rezultati slozili sa

ve¢inom objavljenih za istraZivanje splenocita miseva.

Naime, naSom prethodnom MTT analizom primeceno je smanjenje sposobnosti zivih Celija

da redukuju MTT, §to je obi¢no povezano sa funkcionisanjem mitohondrija. Kao §to je receno
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Slika 4.3.23. Procenat vijabilnih ¢elija procenjen je koris¢enjem metode tripan plavo 24 h nakon inkubacije sa razli¢itim
koncentracijama jedinjenja 3, 4, i 5, kao i sa Dex-om pri koncentraciji 107 M. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost+ SD;
statisticki znacaj izracunat je putem one-way ANOVA testa praéen Tukey-evim post hoc testom. *P < 0,05, ***P<0,0001 u
odnosu na RPMI-tretirane ¢elije

MTT test pruza informacije o stanju mitohondrija i metabolickoj aktivnosti ¢elija, ali ne direktno
o sta-nju ¢elijske membrane. Upravo ovo navelo nas je da preispitamo delovanje jedinjenja od
interesa na SPC pacova kroz analize koje bi otkrile funkcionisanje éelijske membrane. Celijska
membrana omogucava komunikaciju celije sa spoljasnjom sredinom, transport molekula 1
odredene metabolicke funkcije. Glavni molekuli membrane su amfifilni, obuhvatajuéi polarne,
hidrofilne, 1 apolarne, hidrofobne delove (Lombard, 2014). Pod razli¢itim fiziolo§kim 1 patoloSkim
uslovima, ¢elijska membrana je izlozena stresu koji moze nastati usled delovanja proteina, toksina
1 mehanicke aktivnosti, §to sve primorava ¢eliju da se prilagodi novim uslovima kako bi prezivela
(Espiritu, 2021). Odredeni mehanizmi ¢elijske smrti ukljucuju pucanje celijske membrane, Sto
izaziva inflamatornu reakciju i imunomodulatorne efekte (Espiritu, 2021). Tokom ove faze,
intracelularni sadrzaj se oslobada u okolinu, na primer, u ekstracelularnu te¢nost, plazmu 1

medijum za ¢elijsku kulturu.
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Jedan od markera osStecenja ¢elije/membrane je laktat-dehidrogenaza (LDH), koja se koristi
za pracenje ovakvih Celijskih dogadaja, ¢ak 1 u klinickoj praksi (Krishnamurthy net al., 2021).
LDH je enzim anaerobne faze glikolize, koji ukljuCuje 5 izoenzima izgradenih od H (gen
hromozoma 12) i M (gen hromozoma 11) podjedinica. Ucestvuje u procesu pretvaranja ugljenih
hidrata u energiju koju ¢elije koriste za svoje potrebe. Konkretno, LDH katalizuje reakciju
oksidacije L-laktata u piruvat, pri ¢emu ulogu akceptora vodonika igra NAD" (slika 4.3.24.).
Povecanje nivoa LDH u krvi uzrokuje akutna/hroni¢na osStecenja celija. OStecenje ¢elija dovodi
do oslobadanja laktata, $to u slucaju ¢elija kancera moze dovesti do proliferacije. Utvrdeno je da

je aktivnost LDH povezana sa razli¢itim stadijumima razvoja tumora, od tumorogeneze do rasta
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Slika 4.3.24. Detekcija oslobadanja LDH kroz ostecene ¢elijske membrane
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tumora, a ¢ak se moze koristiti i kao indikator njegove progresije (Fiume et al., 2014). Tako,

molekuli koji potencijalno inhibiraju LDH mogu biti dobri kandidati za antikancerske lekove.

Nasu analizu sproveli smo koriS¢enjem testa na LDH (Eksperimentalni deo 3.7.9.) za
jedinjenja 3-5, pri ¢emu je intenzitet bojenja splenocita procenjen u poredenju sa kontrolnim
¢elijama tretiranim RPMI-medijumom (tabela 4.3.8.) (slika 4.3.25.A). Tretman jedinjenjem 3
izazvao je koncentraciono zavisno smanjenje intenziteta bojenja, sugerisSuci ili curenje LDH ili
smanjenje njegove aktivnosti (tabela 4.3.8.). Na osnovu nalaza intenziteta bojenja, samo jedinjenje
4 nije izmenilo koli¢inu LDH (tabela 4.3.8. i slika 4.3.25.B). Nakon 24 h izlaganja ¢elija dejstvu
jedinjenja 5, zabelezeno je smanjenje intenziteta bojenja u ¢elijama tretiranim koncentracijama

1x10%1 1x107 M (tabela 4.3.8. i slika 4.3.25.C).

Tabela 4.3.8. Efekat jedinjenja 3-5 na intenzitet bojenja splenocita na LDH

Jedinjenje Koncentracija (M) Relativni intenzitet bojenjal
106 1
3 107 2
108 3
106 3
107 3
4
108 3
106 1
107 1
5
108 2
Dex 106 2
RPMI-kontrola - 3
iIntenzitet bojenja ocenjen je na sledeéi nadin: 1 (jak intenzitet), 2 (umeren intenzitet), 3 (slab intenzitet) i 0 (negativan).

Prilikom naSeg istrazivanja, utvrdeno je da aplikacija deksametazona izaziva smanjenje
intenziteta bojenja splenocita na LDH (tabela 4.3.8.), Sto moze biti posledica smanjenja aktivnosti
LDH usled njegove inhibicije ili smanjenja koli¢ine enzima unutar ¢elija nakon njegovog curenja.
U studiji Li-a 1 saradnika na humanim hondrocitima tretiranim Dex-om u koncentracijama od 0,5-
1 uM, nije zabelezena promena u intracelularnoj aktivnosti LDH, niti povec¢anje njegovog curenja

u medijum tokom 48 h inkubacije (Li et al., 2022). S druge strane, koncentracija od 0,5 pM Dex-



a izazvala je povecanje curenja LDH iz izlozenih ¢elija hepatoma (Rajarman et al., 2007). Ove
razlike mogu biti uzrokovane razli¢itim tipovima ¢elija tretiranim Dex-om, §to ukljucuje razlicitu
fluidnost ¢elijskih membrana, kao §to se vidi u razlikama izmedu normalnih i tumorskih ¢elija.
Takode, splenociti su prili¢no osetljivi na dejstvo kortikosteroida, §to moze dovesti do Celijske
smrti/oSte¢enja, a to je povezano sa povecanom permeabilnoS¢u membrane i curenjem LDH.
Sli¢an efekat se moze ocekivati i kod izolovanih seskviterpenoida iz ekstrakta C. conicum u nasim
eksperimentima. Pove¢ana permeabilnost membrane moze uzrokovati da LDH procuri, $to dovodi

do povecanja intenziteta bojenja (tabela 4.3.8.).

Porede¢i rezultate dobijene putem TB i LDH, u skladu sa prethodno navedenim
literaturnim nalazima koji se ticu Dex (Rajaraman, et al., 2007), predlozeni mehanizam uticaja
membranske permeabilnosti na lakocu curenja LDH potencijalno bi se mogao predloziti za
jedinjenje 3, koje je dovelo do povecanja akumulacije TB i smanjenja intenziteta bojenja na LDH
sa smanjenjem koncentracije (slika 4.3.23. i tabela 4.3.8.). Sa druge strane, jedinjenja mogu
inhibirati aktivnost LDH. Aktivnost LDH je povezana sa razli¢itim fazama razvoja tumora, od
tumorogeneze, preko napredovanja tumora, rasta, i moze se koristiti kao indikator prognoze
bolesti. Molekuli koji potencijelno inhibiraju LDH mogli bi biti dobar kandidat za lekove protiv

raka.

Rezultati dobijeni prilikom izvodenja naSeg istrazivanja mogu se saZeti na slede¢i nacin:
razli¢ite koncentracije testiranih jedinjenja pokazuju razlicite efekte na vijabilnost, aktivnost i pro-
liferaciju SPC. Prilikom prvog in vitro testa redukcije MTT, primenjena jedinjenja su nakon 24 i
48 h inkubacije pokazala citotoksi€ni potencijal, pri ¢emu je jedinjenje 5 ispoljilo izraZenu
citotoksi¢nost u svim testiranim koncentracijama. Jedinjenja 3 i 4 su u viS§im koncentracijama (od
1x10™* do 5x10™* M) ispoljavala citotoksi¢no dejstvo na SPC, dok su pri nizim koncentracijama
(od 1x107 do 1x107 M), uz konocefalenol, delovala kao modulatori aktivnosti T limfocita slezine
inhibiranjem celijskog rasta/proliferacije izazvane mitogenom (stimulator, ConA), bez efekta na
vijabilnost SPC. Zato se ova dva jedinjenja mogu smatrati obecavaju¢im imunomodulatornim
agensima. U slucaju LPS-stimulacije B limfocita, testirana jedinjenja u niZim koncentracijama
nisu modulisala imunoloski odgovor SPC na LPS. S druge strane, jedinjenja 4 i 5, kao i

konocefalenol, su pri tri najvisSe koncentracije, uz izrazen citotoksicni efekat, znacajno smanyjili



proliferaciju SPC. Dve najviSe koncentracije jedinjenja 3 su, pored registrovanog

antiproliferativnog efekta, takode ispoljile 1 citotoksi¢nost.
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Slika 4.3.25. Mikroskopski izgled (uvecanje x 1000) Celija obojenih na LDH dobijenih razli¢itim tretmanima: (A) RPMI-
tretirane Celije, (B) Celije tretirane jedinjenjem 4 pri koncentraciji od 1x10-% M, (C) Celije tretiranje jedinjenjem 5 pri koncentraciji
od 1x1077M, i (D) ¢elije tretirane Dex-om pri koncentraciji od 1x10° M

Daljom analizom, pri nizim testiranim koncentracijama jedinjenja 3-5 (od 1x1072 do
1x107® M), poredeci rezultate MTT i TB testova uocena su zna¢ajna neslaganja u efektima koje
su ispoljila testirana jedinjenja (slike 4.3.22.14.3.23.), §to nije bio slu¢aj za Dex. Jedno od mogucih
objasnjenja moze biti da jedinjenja 3-5 povecavaju permeabilnost membrane, narocito
najlipofilnije jedinjenje 3, Sto moze dovesti do lazno pozitivnih rezultata, sugeriSuci citotoksi¢ni
potencijal ovih jedinjenja. S druge strane, povecanje permeabilnosti ¢elijske membrane moze biti
korisna osobina molekula, jer ovakve supstance mogu igrati ulogu u eliminaciji ¢elija kancera

putem mehanizama odbrane domacina (Geurink et al., 2013).
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Razlike u citotoksi¢nosti, izmedu tri testirana seskviterpena, mogu biti posledica njihove
razliite hemijske strukture 1 potencijalne interakcije sa ¢elijskim membranama. Nasi rezultati
mogu se smatrati interesantnim, gledaju¢i analizirana jedinjenja kao potencijalne antikancerogene
agense, s obzirom na to da mogu posedovati ostecujuca svojstva za membrane, kao i aktivnosti u
smeru inhibicije LDH, Sto su sve zeljene osobine za ove tipove lekova (Fiume et al., 2014;
Jendrossek 1 Manerba, 2003). Poznato je da metastatske tumorske ¢elije poseduju vecu fluidnost
plazma membrane u poredenju sa nemetastatkim ¢elijama. U tom kontekstu, obnavljanje kontaktne
inhibicije izmedu ¢elija smanjenjem fluidnosti membrane postize se poveéanjem krutosti ¢elijskih
membrana (Clarke et al., 1990; Wiseman et al., 1992). Molekuli sa ovakvim osobinama mogu
usporiti ¢elijsku deobu smanjenjem fluidnosti membrane. Ferreira 1 saradnici (Ferreira et al.,
2005) opisali su da poznati NSAIL povecavaju fluidnost membrana splenocita miSeva na nacin
zavisan od koncentracije. Zaklju¢no, sumiranjem svih rezultata dobijenih tokom analiza,
smatramo da otkriveni specifiéni modulatorni/imunosupresivni efekti izolovanih jedinjenja 3-5
mogu biti obecavajuca polazna tacka za dalje ispitivanje njihove aktivnosti. Predstojece studije
trebale bi se fokusirati na detaljnije razumevanje molekularnih mehanizama odgovornih za
oSte¢enje membrane izazvano ovim jedinjenjima, kao i na procenu njihovog potencijala za

terapeutske primene.



5. 1ZVOD
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U ovoj doktorskoj disertaciji ispitan je hemijski sastav etarskih ulja i ekstrakata tri
vrste jetrenjaca, dve iz familije Porellaceae (Porella platyphylla i P. cordaeana), kao 1 vrste
Conocephalum conicum iz familije Conocephalaceae. Etarska ulja su dobijena
hidrodestilacijom koriste¢i Klevendzerov aparat, nakon cega su analizirana GC-MS
metodom. Hromatografskim razdvajanjem etarskih ulja i ekstrakata izolovana su Cista
jedinjenja, Cije su strukture odredene kombinovanjem detaljnih spektralnih metoda (1D- i
2D-NMR, GC-MS, FTIR, HRMS, itd.) i hemijske analize. Neka od izolovanih jedinjenja
predstavljaju nove prirodne proizvode. Bioloska aktivnost i farmakoloski potencijal

sekundarnih metabolita ispitivani su razli¢itim metodama na limfocitima pacova.

Dobijeni su slede¢i rezultati:

1z etarskog ulja vrste P. cordaeana izolovana su dva nova seskviterpena. Prvo jedinjenje,
nazvano a-furanopingvizanol, identifikovano je kao glavni sastojak etarskog ulja na
osnovu detaljne NMR analize nakon izolovanja pomo¢u MPLC hromatografije. Drugo
jedinjenje, oznaceno kao furanopingvizanon, predstavljalo je oksidacioni proizvod a-
furanopingvizanola, ¢ija je struktura potvrdena nakon oksidacije pomoc¢u PCC reagensa i

analize kori§¢enjem 1D i 2D NMR tehnika.

Rezultati  istraZivanja  imunomodulatorne  aktivnosti  a-furanopingvizanola 1

furanopingvizanona mogu se sumirati kako sledi:

a) Efekti a-furanopingvizanola

- Pri koncentraciji od 5 x 10® M, a-furanopingvizanol je povecéao vijabilnost éelija u
MTT testu, dok u TB 1 NR testovima nije zabeleZzen znacajan uticaj na vijabilnost
splenocita (SPC).

- Koncentracija od 10* M izazvala je blastnu transformaciju SPC, dok su koncentracije
od 10 M i 10°° M ispoljile citotoksi¢ni efekat.

- Mikroskopska analiza je potvrdila pojavu velikih izmenjenih limfocita (LYM) kod 49
+ 7% ¢elija pri najviSim koncentracijama §to, uz stimulaciju 1 aktivaciju LYM, sugeriSe
stimulaciju deobe ¢elija.

- Komet test nije pokazao genotoksi¢nost ni pri jednoj ispitivanoj koncentraciji.



- Nize koncentracije a-furanopingvizanola (1 x 10® M i 1 x 10® M) dovele su do

smanjenja DNK, §to ukazuje na potencijalni apoptoticki mehanizam c¢elijske smrti.

b) Efekti furanopingvizanona

- Vece koncentracije ovog jedinjenja izazvale su znac¢ajno smanjenje vijabilnosti ¢elija u
MTT i NR testovima, $to je bilo praceno redukcijom c¢elijskog volumena, povecanjem
broja apoptotickih ¢elija i zgrudnjavanjem celijskih ostataka.

- Komet test nije pokazao znacajnu genotoksi¢nost nakon 24 ¢asa tretmana, ali je
smanjenje DNK 1 RNK ukazalo na citotoksi¢ni efekat zavisan od koncentracije,
verovatno uzrokovan apoptozom.

- Nasuprot oc¢ekivanog, nije primeéeno povecanje ili smanjenje ukupnih proteina, $to bi
moglo biti objasnjeno doprinosom apoptoti¢nih i dezintegrisanih ¢elija ukupnom
sadrzaju proteina.

- U TB testu, pri koncentraciji od 10 M, furanopingvizanon je smanjio vijabilnost za

35%, dok je deksametazon pri istoj koncentraciji smanjio vijabilnost za 50%.

Efekti a-furanopingvizanola i furanopingvizanona znacajno variraju u zavisnosti od
koncentracije. a-Furanopingvizanol pokazuje imunomodulatorni potencijal stimulacijom
¢elijske deobe pri visSim koncentracijama, dok nize koncentracije ukazuju na citotoksi¢ni
efekat. S druge strane, furanopingvizanon deluje prvenstveno citotoksi¢no, sa
dominantnim apoptotickim mehanizmom delovanja. Rezultati ukazuju na njihovu

potencijalnu primenu u imunomodulaciji i istrazivanju ¢elijske biologije.

Detaljne GC-MS analize etarskih ulja vrste P. platyphylla, prikupljenih sa podrucja Srbije
(Veliki Kupci) 1 Bugarske (planina Maljevica), omogucile su identifikaciju ukupno 15
jedinjenja, koja su ¢inila 57,2% 1 92,1% sastava analiziranih uzoraka, respektivno. U
uzorcima iz Srbije, seskviterpeni su Cinili 52,9%, dok su u uzorcima sakupljenim u
Bugarskoj ¢inili 76,9%. Dominantna jedinjenja ukljucuju pingvizanin (13% u uzorku iz
Srbije, 41% u uzorku iz Bugarske), oksigenovane seskviterpene poput deoksopingvizona
1(1E,5F)-germakra-1,5-dien-11-ol, te neoksigenovane seskviterpene poput izolepidozena

(10%) u srpskim uzorcima. Prisustvo a-furanopingvizanola, koji je prvobitno identifikovan



u P. cordaeana tokom prethodnog dela ove disertacije, potvrdeno je i u oba uzorka P,
platyphylla, sto dodatno ukazuje na slicnost izmedu ovih sestrinskih klada. Znacajne
razlike izmedu uzoraka ukazuju na hemijsku varijabilnost metabolita i naglaSavaju

pingvizanske seskviterpene kao klju¢ni aspekt hemijskog profila vrste.

Izolovanje i detaljna analiza hemijskog sastava dietil-etarskih ekstrakata vrste C. conicum,
sa pet razlicitih stanista, omogudila je identifikaciju 43, 61, 56, 169 odnosno 168 sastojaka,
sa udelom koji se kretao od 11,7%-83,4% od ukupno detektovanih jedinjenja. Dominantnu
klasu jedinjenja €inili su terpeni, uklju¢uju¢i 36 monoterpena i 65 seskviterpena. Medu
monoterpenima, sabinen 1 kamfen su bili najzastupljeniji, dok su od seskviterpena
dominirali ~ brazila-5(10),6-dien, aristola-1(10),8-dien i  nardoS$ina-7,9,11-trien.
Oksigenovani seskviterpeni, kao §to je konocefalenol, bili su znacajno prisutni, dok je
hemijska raznolikost ekstrakata dodatno istaknuta neravnomernom distribucijom
aristolanskih 1 selinenskih seskviterpena, kao 1 metabolita germakranskog 1
biciklogermakrenskog skeleta. Posebnu paznju privukla su nova seskviterpenska
jedinjenja, ukljucujuéi derivat lepidozenskog skeleta, imenovan kao (1Z,4F)-lepidoza-
1(10),4-dien-14-0l, 1 seskviterpenski diol germakranskog skeleta sa strukturom rel-
(1(10)Z,4S8,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-11,14-diola. Dodatna analiza NMR spektra
identifikovala je novo jedinjenje seskviterpenskog diola, rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-
1(10),5-dien-7,14-diol, §to ga Cini joS jednim novim prirodnim proizvodom. Oksidacijom
novoidentifikovanog izolepidozen-14-ola potvrdeno je prisustvo izolepidozen-14-ala,
¢ime je ispravljena prethodna literaturna greska koja je identifikovala ovo jedinjenje kao
biciklogermakren-14-al. 1zolovanje ¢istog konocefalenola, izvedeno tehnikom dry flash
hromatografije, omogucilo je dodatnu potvrdu njegove strukture putem MS 1 NMR analiza,
dok je detaljna asignacija signala doprinela razumevanju njegove hemijske prirode. Ova
studija pruzila je znacajan doprinos unapredenju karakterizacije hemijskih profila vrste C.
conicum, kroz identifikaciju novih prirodnih proizvoda 1 korekciju ranije pogresno

interpretiranih rezultata.

Nakon identifikacije izolepidozen-14-ola, rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-
11,14-diola i rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-1(10),5-dien-7,14-diola, predlozena je



potencijalna (bio)hemijska povezanost izmedu ovih jedinjenja. Ova veza, koja ukljucuje
izolepidozen kao tacku grananja ka humulanima i germakranima, mogla bi predstavljati
novi biosinteticki put, paralelan sa prihvacenim putem ciklizacije farnezil-katjona do
humulil-katjona (Croteau i Gundy, 1984; Yu et al., 2008). Sli¢na povezanost
biciklogermakrena i humulena ranije je sugerisana (Gonzalez et al., 2014). Multivarijantna
statistiCka analiza podataka o sekundarnim metabolitima (Radulovi¢ et al., 2014) pokazala
je znacajne biosinteticke povezanosti. Statisticko poredenje hemijskog sastava dietil-
etarskih ekstrakata vrste C. conicum sa rezultatima Ludwiczuk i saradnika (2013)
sprovedeno je pomo¢u PCA i AHC analize. Grafikon glavnih komponenti (PCA) uzoraka
C. conicum grupiSe derivate izolepidozena (G1), (biciklo)germakrana (G2) i brazilana
(G3), sto potvrduje njihovu biosinteticku povezanost. Biciklogermakren-14-al, korigovan
u izolepidozen-14-al, svrstava se u G1, zajedno sa ostalim derivatima izolepidozena.
Pirsonova korelacija ukazuje na jaku povezanost izmedu izolepidozena i1 njegovih
oksidativnih derivata (izolepidozen-14-ol i izolepidozen-14-al), §to verovatno poti¢e od
hemoselektivne oksidacije. Hijerarhijskom klaster analizom (AHC) dobijeni dendrogram
grupiSe evropske uzorke (CC1-CC5 i L1-L4) u kladu I, dok se podklade razlikuju prema
koli¢inama konocefalenola i izolepidozena, koji su kljuéni hemotaksonomski markeri
evropskih primeraka C. conicum.

Za odredivanje bioloske/farmakoloSke aktivnosti izolepidozen-14-ola (3), rel-
(1(10)Z,4S,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-11,14-diola (4), rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-
1(10),5-dien-7,14-diola (5) i konocefalenola, kulture primarnih limfocita pacova (SPC),
tretirane su supstancama u trajanju od 24 i1 48 h. Rezultati su pokazali da rel-
(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-1(10),5-dien-7,14-diol ispoljava najjaci citotoksicni potencijal
pri visokim koncentracijama, dok su re/-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-11,14-
diol i izolepidozen-14-ol zna¢ajno smanjili vijabilnost SPC pri koncentracijama >1x10
M. Samo najniZa testirana koncentracija konocefalenola (1x10~" M) nije pokazala zna¢ajan
citotoksi¢ni efekat nakon dvadesetéetvorocasovne inkubacije. Pri niZim koncentracijama
(1x107 do 1x10 M), izolepidozen-14-ol, rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-
11,14-diol 1 konocefalenol inhibiraju ConA-stimulaciju T limfocita bez uticaja na
vijabilnost, dok su na LPS-stimulaciju B limfocita viSi koncentracioni opsezi rel-

(1(10)2,4S5,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-11,14-diola,  rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-



1(10),5-dien-7,14-diola 1 konocefalenola ispoljili citotoksi¢ne efekte. Nize koncentracije
(1x107 do 1x10°° M) ovih jedinjenja bile su, uz izolepidozen-14-ol (1x107 do 1x10™* M),
imunoloski neutralne. TB-test je ukazao da izolepidozen-14-ol i rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-
germakra-1(10),5-dien-11,14-diol pri koncentraciji 1x10° M mogu poveéati permeabilnost
¢elijske membrane, dok rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-1(10),5-dien-7,14-diol utice na
propustljivost membrane pri 1x10”7 M. Poveéanje permeabilnosti ¢elijskih membrana
sugeriSe potencijalnu antikancerogenu upotrebu, omogucavajuéi eliminaciju tumorskih
¢elija putem povecane osetljivosti membrane (Geurink et al., 2013). Izolepidozen-14-ol 1
rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-11,14-diol se izdvajaju kao
najperspektivniji imunomodulatorni agensi, jer pri nizim koncentracijama ispoljavaju
imunomodulatorne efekte, dok na vis§im koncentracijama pokazuju citotoksi¢nost. Ovi
rezultati ukazuju na potencijal ovih jedinjenja za dalji razvoj u terapiji maligniteta, s
obzirom na njihove efekte na membransku permeabilnost i inhibiciju LDH, klju¢ne

karakteristike antikancerogenih agenasa (Fiume et al., 2014; Jendrossek i Manerba, 2003).



6. SUMMARY



In this doctoral dissertation, the chemical composition of essential oils and extracts
from three liverwort species was examined: two species from the family Porellaceae
(Porella platyphylla and Porella cordaeana) and one species, Conocephalum conicum,
from the family Conocephalaceae. Essential oils were obtained via hydrodistillation using
a Clevenger apparatus and subsequently analyzed using GC-MS. Pure compounds were
isolated through chromatographic separation of the essential oils and extracts, and their
structures were determined by combining spectroscopic methods (1D- and 2D-NMR, GC-
MS, FTIR, HRMS, etc.) and chemical transformations. Some of the isolated compounds
represent new natural products. The biological activity and pharmacological potential of

selected secondary metabolites were evaluated using various methods on rat lymphocytes.

The following results were obtained:

From the essential oil of P. cordaeana, two new sesquiterpenes were isolated. The first
compound, named o-furanopinguisanol, was identified as the main constituent of the
essential oil based on detailed NMR analysis after isolation via MPLC chromatography.
The second compound, designated as furanopinguisanon, was identified as an oxidation
product of a-furanopinguisanol. Its structure was confirmed based on the oxidation of the

alcohol with PCC reagent and analysis using 1D and 2D NMR techniques.

The results of the immunomodulatory activity studies of a-furanopinguisanol and

furanopinguisanon can be summarized as follows:

c) Effects of a-furanopinguisanol

- At a concentration of 5 x 10® M, a-furanopinguisanol increased cell viability in the
MTT assay, while no significant effect on splenocytes viability was observed in the TB
and NR assays.

- A concentration of 10* M induced blast transformation of splenocytes, whereas
concentrations of 10 M and 10® M exhibited cytotoxic effects.

- Microscopic analysis confirmed the presence of large transformed lymphocytes in 49
+ 7% of cells at the highest concentrations, suggesting cell division stimulation via

lymphocyte activation.



- The comet assay did not reveal genotoxicity at any tested concentration.
- Lower concentrations of a-furanopinguisanol (1 x 10® M and 1 x 10 M) resulted in

DNA quantity reduction, indicating a potential apoptotic mechanism of cell death.

d) Effects of furanopinguisanone

- Higher concentrations of this compound caused a significant reduction in cell viability
in the MTT and NR assays, accompanied by a decrease in cell volume, an increase in
apoptotic cells, and aggregation of cell debris.

- The comet assay did not show significant genotoxicity after 24 hours of treatment, but
DNA and RNA amount reduction indicated a concentration-dependent cytotoxic effect,
likely due to apoptosis.

- Contrary to expectations, no changes in total protein levels were observed, which could
be explained by the contribution of apoptotic and disintegrated cells to the total protein
content.

- In the TB assay, at a concentration of 10"® M, furanopinguisanone reduced viability by

35%, while dexamethasone at the same concentration reduced viability by 50%.

The effects of a-furanopinguisanol and furanopinguisanone vary significantly depending
on concentration. a-Furanopinguisanol demonstrates immunomodulatory potential by
stimulating cell division at higher concentrations, while lower concentrations suggest a
cytotoxic effect. Conversely, furanopinguisanone primarily exhibits cytotoxic effects with
a dominant apoptotic mechanism of action. These findings suggest their potential

applications in immunomodulation and cell biology research.

Detailed GC-MS analyses of the essential oils of P. platyphylla collected from Serbia
(Veliki Kupci) and Bulgaria (mountain Maljevica) enabled the identification of a total of
15 compounds, constituting 57.2% and 92.1% of the analyzed samples, respectively. In the
Serbian samples, sesquiterpenes accounted for 52.9%, while in the Bulgarian samples, they
represented 76.9%. Dominant compounds included pinguisanine (13% in the Serbian

sample, 41% in the Bulgarian sample), oxygenated sesquiterpenes such as



deoxopinguisone  and  (1E,5E)-germacra-1,5-dien-11-ol, and  non-oxygenated
sesquiterpenes like isolepidozene (10%) in the Serbian samples. The presence of a-
furanopinguisanol, initially identified in P. cordaeana during the earlier part of this
dissertation, was also confirmed in both P. platyphylla samples, further highlighting the
similarity between these sister clades. Significant differences between the samples indicate
the chemical variability of metabolites and emphasize pinguisane sesquiterpenes as a key

aspect of the species chemical profile.

The isolation and detailed analysis of the chemical composition of diethyl-ether extracts of
Conocephalum conicum, collected from five localities, enabled the identification of 43, 61,
56, 169, and 168 compounds, with their proportions ranging from 11.7% to 83.4% of the
total detected compounds. The dominant class of compounds were terpenes, including 36
monoterpenes and 65 sesquiterpenes. Among the monoterpenes, sabinene and camphene
were the most abundant, while the dominant sesquiterpenes were brasila-5(10),6-diene,
aristola-1(10),8-diene, and nardosina-7,9,11-triene. Oxygenated sesquiterpenes, such as
conocephalenol, were present in significant amounths, while the chemical diversity of the
extracts was further emphasized by the uneven distribution of aristolane- and selinene-type
sesquiterpenes, as well as metabolites of the germacrane and bicyclogermacrane skeleton.
Special attention was drawn to new sesquiterpene compounds, including a derivative of the
lepidozane skeleton, named (1Z,4F)-lepidoza-1(10),4-diene-14-ol, and a sesquiterpene
diol of the germacrane skeleton with the structure rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germacra-
1(10),5-diene-11,14-diol. Additional NMR spectral analysis identified a new sesquiterpene
diol compound, rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-1(10),5-diene-7,14-diol. Oxidation of the
newly identified isolepidozen-14-ol confirmed the presence of isolepidozen-14-al, thereby
correcting a previous literature error wherein this compound was identified as
bicyclogermacren-14-al. The isolation of pure conocephalenol, carried out using dry-flash
chromatography, enabled further confirmation of its structure through MS and NMR
analyses, while the detailed signal assignment contributed to the understanding its chemical
nature. This study made a significant contribution to the characterization of the chemical
profiles of C. conicum species by identifying new natural products and correcting

previously misinterpreted results.



R/
L X4

After the identification of isolepidozen-14-ol, rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germacra-1(10),5-
diene-11,14-diol, and rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-1(10),5-diene-7,14-diol, a potential
(bio)chemical relationship between these compounds was proposed. This connection,
which involves isolepidozene as the branching point towards humulanes and germacranes,
could represent a new biosynthetic pathway, parallel to the accepted pathway of farnesyl
cation cyclization to humulyl cation (Croteau and Gundy, 1984; Yu et al., 2008). A similar
relationship between bicyclogermacrane and humulane had been previously suggested
(Gonzalez et al., 2014). Multivariate statistical analysis of the secondary metabolite data
(Radulovi¢ et al., 2014) revealed significant biosynthetic linkages. A statistical comparison
of the chemical composition of diethyl-ether extracts from C. conicum with the results from
Ludwiczuk and colleagues (2013) was carried out using PCA and AHC analysis. The PCA
plot of C. conicum samples groups the isolepidozane derivatives (G1),
(bicyclo)germacrane (G2), and brasilane (G3), confirming their biosynthetic connection.
Bicyclogermacren-14-al, corrected to isolepidozen-14-al, is classified in G1, along with
other isolepidozane derivatives. Pearson's correlation indicates a strong relationship
between isolepidozane and its oxidative derivatives (isolepidozen-14-ol and isolepidozen-
14-al), likely arising from chemoselective oxidation. The AHC dendrogram groups
European samples (CC1-CC5 and L1-L4) in clade I, with subclades differing according
to the amounts of conocephalenol and isolepidozene, which are key chemotaxonomic
markers of European C. conicum specimens.

To determine the biological/pharmacological activity of isolepidozen-14-ol (3), rel-
(1(10)Z,4S8,5E,7R)-germacra-1(10),5-diene-11,14-diol (4), rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-
1(10),5-diene-7,14-diol (5), and conocephalenol, rat primary lymphocyte cultures were
treated with the substances for 24 and 48 hours. The results showed that rel-
(1(10)Z,4S8,5E,7R)-humula-1(10),5-diene-7,14-diol exhibited the strongest cytotoxic
potential at the highest tested concentrations, while rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germacra-
1(10),5-diene-11,14-diol and isolepidozen-14-ol significantly reduced splenocyte viability
at concentrations >1x10° M. Only the lowest tested concentration of conocephalenol
(1x107 M) did not show a significant cytotoxic effect after a 24-hour incubation. At lower
concentrations (1x107 to 1x107> M), isolepidozen-14-ol, rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germacra-
1(10),5-diene-11,14-diol, and conocephalenol inhibited ConA-stimulated T lymphocytes



without affecting viability, while higher concentration ranges of rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-
germacra-1(10),5-diene-11,14-diol,  rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-1(10),5-diene-7,14-
diol, and conocephalenol exhibited cytotoxic effects on LPS-stimulated B lymphocytes.
Lower concentrations (1x107 to 1x10> M) of these compounds, along with isolepidozen-
14-0l (1x107 to 1x10* M), were immunologically neutral. The TB test indicated that
isolepidozen-14-ol and rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germacra-1(10),5-diene-11,14-diol at a
concentration of 1x10°® M could increase cell membrane permeability, while rel-
(1(10)Z,4S8,5E,7R)-humula-1(10),5-diene-7,14-diol affected membrane permeability at
1x107 M. The increase in membrane permeability suggests potential anticancer use,
enabling the elimination of tumor cells via enhanced membrane sensitivity (Geurink et al.,
2013). Isolepidozen-14-ol and rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germacra-1(10),5-diene-11,14-diol
emerge as the most promising immunomodulatory agents, as they exhibit
immunomodulatory effects at lower concentrations, while at higher concentrations, they
show cytotoxicity. These results indicate the potential of these compounds for further
development in cancer therapy, considering their effects on membrane permeability and
LDH inhibition, key characteristics of anticancer agents (Fiume et al., 2014; Jendrossek

and Manerba, 2003).
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8. PRILOZI



— SPISAK PRILOGA -

PRILOG 1. HSQC SPEKTAR a-FURANOPINGVIZANOLA I UVECANE OBLASTI HSQC
SPEKTRA (0,5 — 3,0 PPM i 10 — 45 PPM) (CDCls)

PRILOG 2. DEPT-135 SPEKTAR a-FURANOPINGVIZANOLA (CH; i CH SIGNALI SU POZITIVNI,
A CH, SIGNALI SU NEGATIVNI (CDCl))

PRILOG 3. HMBC SPEKTAR a-FURANOPINGVIZANOLA (CDCls)

PRILOG 4. 'H-'H COSY SPEKTAR a-FURANOPINGVIZANOLA I UVECANJE OBLASTI COSY
SPEKTRA (0,5 — 3,5 PPM i 0,5 — 3,5 PPM) (CDCls)

PRILOG 5. NOESY SPEKTAR a-FURANOPINGVIZANOLA (CDCIs)

PRILOG 6. HOMONUKLEARNI DEKUPLOVANI PROTONSKI SPEKTAR a-FURANOPING-
VIZANOLA FREKVENCA DEKUPLOVANJA JE OZNACENA STRELICOM (CDCl;)

PRILOG 7. DEPT-135 SPEKTAR a-FURANOPINGVIZANOLA (CH; I CH SIGNALI SU POZITIVNI,
A CH, SIGNALI SU NEGATIVNI) (C¢De)

PRILOG 8. HSQC SPEKTAR ¢-FURANOPINGVIZANOLA 1 UVECANJE OBLASTI HSQC
SPEKTRA (0,5 — 3,0 PPM I 10 — 45 PPM) (C¢Ds)

PRILOG 9. HMBC SPEKTAR a-FURANOPINGVIZANOLA I UVECANJE OBLASTI HMBC
SPEKTRA (0,5 — 3,0 PPM I 10 — 45 PPM) (C¢Ds)

PRILOG 10. 'H-'H COSY SPEKTAR o-FURANOPINGVIZANOLA I UVECANJE OBLASTI 'H-'H
COSY SPEKTRA (0,5 — 5,0 PPM 1 0 — 2,5 PPM) (C¢De)

PRILOG 11. NOESY SPEKTAR ¢-FURANOPINGVIZANOLA I UVECANJE OBLASTI NOESY
SPEKTRA (0,5 — 3,5 PPM 1 0,5 — 3,0 PPM) (C¢Ds)

PRILOG 12. HOMONUKLEARNO DEKUPLOVANIJE PROTONSKOG SPEKTRA a-
FURANOPINGVIZANOLA. FREKVENCA DEKUPLOVANIJA JE OZNACENA STRELICOM (C4D)

PRILOG 13. DEPT-135 SPEKTAR FURANOPINGVIZANONA. (CH; I CH SIGNALI SU POZITIVNI,
A CH, SIGNALI SU NEGATIVNI (CDCl3))

PRILOG 14. HSQC (IZNAD) I HMBC (ISPOD) SPEKTAR a-FURANOPINGVIZANOLA NAKON
DODAVANJA 9 MG Eu(fod)s

PRILOG 15. HSQC SPEKTAR FURANOPINGVIZANONA (CDCls)

PRILOG 16. UVECANE OBLASTI HSQC SPEKTRA FURANOPINGVIZANONA (0,8 — 3,2 PPM I
10 — 40 PPM) (CDCls)

PRILOG 17. 'H-'H COSY SPEKTAR FURANOPINGVIZANONA (CDCl;)

PRILOG 18. UVECANJE OBLASTI 'H-'H COSY SPEKTRA FURANOPINGVIZANONA (0,5 — 3,5
PPM) (CDCl:)



PRILOG 19. HOMONUKLEARNO-DEKUPLOVANI PROTONSKI SPEKTAR
FURANOPINGVIZANONA. FREKVENCA DEKUPLOVANIJA JE OZNACENA STRELICOM (CsD)

PRILOG 20. 'H (400 MHz) I '*C (100,6 MHz) NMR PODACI KONOCEFALENOLA (HLOROFORM-
d, NMR PARAMETRI SU IZVEDENI IZ MANUALNE ITERATIVNE PUNE SPINSKE ANALIZE)

PRILOG 21. 'H (400 MHz) I 3C (100,6 MHz) NMR PODACI (1Z,4E)-LEPIDOZA-1(10),4-DIEN-14-
OLA (BENZEN-ds, NMR PARAMETRI SU IZVEDENI IZ MANUALNE ITERAKTIVNE PUNE
SPINSKE ANALIZE), I UOCENE gHMBC I NOESY INTERAKCIJE

PRILOG 22. SEMA NUMERACIJE ATOMA ZA KONOCEFALENOL
PRILOG 23. SEMA NUMERACIJE ATOMA ZA KONOCEFALENOL - 3D MODEL

PRILOG 24. '"H-NMR (400 MHz, HLOROFORM-d) SPEKTAR KONOCEFALENOLA I
ODGOVARAJUCA UVECANJA SA ASIGNACIJOM SIGNALA

PRILOG 25. GORNIJI DEO: SIMULIRANI 'H-NMR SPEKTAR KONOCEFALENOLA; SREDNJI
DEO:'H-NMR (400 MHz, HLOROFORM-d) SPEKTAR KONOCEFALENOLA ODMAH NAKON
RASTVARANJA UZORKA U HLOROFORMU-d; DONJI DEO: 'H-NMR (400 MHz, HLOROFORM-
d) ISTOG UZORKA POSLE 24 h

PRILOG 26. *C-NMR (100,6 MHz, HLOROFORM-d) SPEKTAR KONOCEFALNOLA SA
ASIGNACIJOM SIGNALA

PRILOG 27. MASENI SPEKTAR KONOCEFALENOLA

PRILOG 28. 'H-NMR (400 MHz, BENZEN-ds) SPEKTAR (1Z,4F)-LEPIDOZA-1(10),4-DIEN-14-OLA
I ODOGOVARAJUCA UVECANIJA SA ASIGNACIJOM SIGNALA

PRILOG 29. GORE: UVECANJE 'H-NMR (400 MHz, BENZEN-ds) SPEKTRA (1Z,4E)-LEPIDOZA-
1(10),4-DIEN-14-OLA KOJE ODGOVARA SIGNALIMA H-14a, H-14b, I OH-14. DOLE: IZGLED
OVIH SIGNALA PRI IRADIJACIJI OH-14 PROTONA (NA 0,48 PPM) U EKSPERIMENTU
SELEKTIVNOG HOMONUKLEARNOG DEKUPLOVANJA

PRILOG 30. *C-NMR (100,6 MHz, BENZEN-ds) SPEKTAR (1Z,4E)-LEPIDOZA-1(10),4-DIEN-14-
OLA SA ASIGNACIJOM SIGNALA

PRILOG 31. gHSQC SPEKTAR (1Z,4E)-LEPIDOZA-1(10),4-DIEN-14-OLA
PRILOG 32. gHMBC SPEKTAR (1Z4E)-LEPIDOZA-1(10),4-DIEN-14-OLA
PRILOG 33. NOESY SPEKTAR (1Z,4E)-LEPIDOZA-1(10),4-DIEN-14-OLA

PRILOG 34. GORNJI DEO: TIC HROMATOGRAM BICIKLOGERMAKRENA KOJI SADRZI
PROIZVOD COPE-OVOG PREMESTANJA, f-ELEMEN; DONJA STRANA: TIC HROMATOGRAM
UZORKA (1Z,4E)-LEPIDOZA-1(10),4-DIEN-14-OLA (DOBIJEN POD ISTIM USLOVIMA), KOJI NE
POKAZUJE PROIZVODE COPE-OVOG PREMESTANJA

PRILOG 35. UVECANJA TIC HROMATOGRAMA C. CONICUM Et,0 HROMATOGRAFSKE
FRAKCIJE 24 PRE (LEVO) I POSLE (DESNO) OKSIDACIJE

PRILOG 36. MASENI SPEKTAR (1Z,4E)-LEPIDOZA-1(10),4-DIEN-14-OLA



PRILOG 37. 'H-NMR (400 MHz, HLOROFORM-d) SPEKTAR HROMATOGRAFSKE FRAKCIJE
(24) KOJI SADRZI ca. 9% (BAZIRANO NA GC-MS) IZOLEPIDOZEN-14-ALA; ODGOVARAJUCA
UVECANJA DOBIJENOG (CRVENO) I SIMULIRANOG (PLAVO) SPEKTRA SA ASIGNACIJOM
SIGNALA

PRILOG 38. UVECANJA COSY SPEKTRA IZOLEPIDOZEN-14-ALA
PRILOG 39. UVECANJA gHSQC SPEKTRA IZOLEPIDOZEN-14-ALA

PRILOG 40. 'H (400 MHz) I 1*C (100,6 MHz) NMR SPEKTROSKOPSKI PODACI (1Z4E)-
LEPIDOZA-1(10),4-DIEN-14-OLA (BENZEN-ds) | KONOCEFALENOLA (HLOROFORM-d)

PRILOG 41. 'H-NMR (400 MHz, HLOROFORM-d) SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-GERMAKRA-
1(10),5-DIEN-11,14-DIOLA I ODGOVARAJUCA UVECANJA SA ASIGNACIJOM SIGNALA

PRILOG 42. SEMA NUMERACIJE ATOMA rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-GERMAKRA-1(10),5-DIEN-
11,14-DIOLA - 3D MODEL

PRILOG 43. KLJUCNE gHMBC INTERAKCIIJE rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-GERMAKRA-1(10),5-DIEN-
11,14-DIOLA

PRILOG 44. *C-NMR (100,6 MHz, HLOROFORM-d) SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-
GERMAKRA-1(10),5-DIEN-11,14-DIOLA SA ASIGNACIJOM SIGNALA

PRILOG 45. gHSQC SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-GERMAKRA-1(10),5-DIEN-11,14-DIOLA
PRILOG 46. gHMBC SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-GERMAKRA-1(10),5-DIEN-11,14-DIOLA
PRILOG 47. NOESY SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-GERMAKRA-1(10),5-DIEN-11,14-DIOLA
PRILOG 48. MASENI SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-GERMAKRA-1(10),5-DIEN-11,14-DIOLA

PRILOG 49. 'H (400 MHz) I *C (100,6 MHz) NMR PODACI rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-GERMAKRA-
1(10),5-DIEN-11,14-DIOLA (HLOROFORM-d, NMR PARAMETRI SU IZVEDENI IZ MANUALNE
ITERATIVNE PUNE SPINSKE ANALIZE), I UOCENE gHMBC I NOESY INTERAKCIJE

PRILOG 50. 'H (400 MHz) I 3C (100,6 MHz) NMR PODACI rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-HUMULA-
1(10),5-DIEN-7,14-DIOLA (HLOROFORM-d, NMR PARAMETRI SU IZVEDENI IZ MANUALNE
ITERAKTIVNE PUNE SPINSKE ANALIZE), | UOCENE gHMBC I NOESY INTERAKCIJE

PRILOG 51. '"H-NMR (400 MHz, HLOROFORM-d) SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-HUMULA-
1(10),5-DIEN-7,14-DIOLA I ODGOVARAJUCA UVECANJA SA ASIGNACIJIOM SIGNALA

PRILOG 52. *C-NMR (100,6 MHz, HLOROFORM-d) SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-HUMULA-
1(10),5-DIEN-7,14-DIOLA SA ASIGNACIJOM SIGNALA

PRILOG 53. gHSQC SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-HUMULA-1(10),5-DIEN-7,14-DIOLA

PRILOG 54. UVECANJE NOESY SPEKTRA rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-HUMULA-1(10),5-DIEN-7,14-
DIOLA

PRILOG 55. MASENI SPEKTAR rel-(1(10)Z4S,5E,7R)-HUMULA-1(10),5-DIEN-7,14-DIOLA



PRILOG 56. TIC HROMATOGRAM ETARSKOG ULJA C. CONICUM (GORNJA STRANA) SA
OBELEZENIM PIKOM GEOZMINA; POREDENJE MASENOG SKENA PIKA I MASENOG
SPEKTRA GEOZMINA 1Z LITERATURE (DONJA STRANA)

PRILOG 57. gHMBC SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-HUMULA-1(10),5-DIEN-7,14-DIOLA

PRILOG 58. KLJUCNE gHMBC INTERAKCIE rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-HUMULA-1(10),5-DIEN-
7,14-DIOLA

PRILOG 59. DETALJI OPTIMIZACIJE GEOMETRIJE



PRILOG 1. HSQC SPEKTAR a-FURANOPINGVIZANOLA I UVECANE OBLASTI HSQC SPEKTRA (0,5 —

3,0 PPM i 10 — 45 PPM) (CDCl)
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PRILOG 2. DEPT-135 SPEKTAR a-FURANOPINGVIZANOLA (CH; i CH SIGNALI SU POZITIVNI, A CH;

SIGNALI SU NEGATIVNI (CDCl3))
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PRILOG 3. HMBC SPEKTAR a-FURANOPINGVIZANOLA (CDCls)
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PRILOG 4. 'H-'H COSY SPEKTAR a-FURANOPINGVIZANOLA I UVECANJE OBLASTI COSY SPEKTRA
(0,5—3,5PPM 0,5 — 3,5 PPM) (CDCl3)
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PRILOG 5. NOESY SPEKTAR a-FURANOPINGVIZANOLA (CDCls)
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PRILOG 6. HOMONUKLEARNI DEKUPLOVANI PROTONSKI SPEKTAR o-
FURANOPINGVIZANOLA. FREKVENCA DEKUPLOVANIJA JE OZNACENA STRELICOM (CDCl;)
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PRILOG 7. DEPT-135 SPEKTAR o-FURANOPINGVIZANOLA (CH; I CH SIGNALI SU POZITIVNI, A CH,
SIGNALI SU NEGATIVNI (C¢De))
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PRILOG 8. HSQC SPEKTAR a-FURANOPINGVIZANOLA I UVECANJE OBLASTI HSQC SPEKTRA (0,5 —

3,0 PPM I 10 — 45 PPM) (C¢De)
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PRILOG 9. HMBC SPEKTAR a-FURANOPINGVIZANOLA I UVECANJE OBLASTI HMBC SPEKTRA (0,5 —

3,0 PPM I 10 — 45 PPM) (C¢De)
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PRILOG 10. 'H-'H COSY SPEKTAR a-FURANOPINGVIZANOLA I UVECANJE OBLASTI 'H-'H COSY

SPEKTRA (0,5 - 5,0 PPM 10 — 2,5 PPM) (CsDs)
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PRILOG 11. NOESY SPEKTAR a-FURANOPINGVIZANOLA I UVECANJE OBLASTI NOESY SPEKTRA (0,5
—3,5 PPM 10,5-3,0 PPM) (CeDs)
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PRILOG 12. HOMONUKLEARNO DEKUPLOVANJE PROTONSKOG SPEKTRA a-
FURANOPINGVIZANOLA. FREKVENCA DEKUPLOVANJA JE OZNACENA STRELICOM (CDs)
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PRILOG 13. DEPT-135 SPEKTAR FURANOPINGVIZANONA. (CH; I CH SIGNALI SU POZITIVNI, A CH,
SIGNALI SU NEGATIVNI (CDCls))

b
r -
3 z 33
| F ﬂ‘
& o
g &
65 55 45 35 25 15 5

145 135 125

115 105 85 BS

i




PRILOG 14. HSQC (IZNAD) I HMBC (ISPOD) SPEKTAR a-FURANOPINGVIZANOLA NAKON

DODAVANJA 9 MG Eu(fod)s
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PRILOG 15. HSQC SPEKTAR FURANOPINGVIZANONA (CDCl;3)
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PRILOG 16. UVECANE OBLASTI HSQC SPEKTRA FURANOPINGVIZANONA (0,8 —3,2 PPM I 10 — 40

PPM) (CDCls)
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PRILOG 17. 'H-'H COSY SPEKTAR FURANOPINGVIZANONA (CDCl;)
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PRILOG 18. UVECANJE OBLASTI 'H-'H COSY SPEKTRA FURANOPINGVIZANONA (0,5-13,5 PPM)
(CDCls)
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PRILOG 19. HOMONUKLEARNO DEKUPLOVANI PROTONSKI SPEKTAR FURANOPINGVIZANONA.

FREKVENCA DEKUPLOVANJA JE OZNACENA STRELICOM (CDCl3)
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PRILOG 20. 'H (400 MHz) I *C (100,6 MHz) NMR PODACI KONOCEFALENOLA (HLOROFORM-d, NMR PARAMETRI SU IZVEDENI 1Z
MANUALNE ITERATIVNE PUNE SPINSKE ANALIZE)

Polozaj ou (integral, m, J (Hz)?) dc
1 1,6800 (1 H, tbddddd, 3.]1,9 = 3.]1,213 = 12,0, 3.]1,23 = 5,2, 5J4a = 3,3, 4.]1,7132 2,0, 4.]1,7a= 1,5, 5J1,4b = 1,2) 48,1
2a 1,5240 (1 H, ddddd, %Jo00 = -12,2, 3J120 = 5,2, “J2a4a = 0,9, “Jaap = 0,5, 4Ja9= 0,3) 03
2b 0,8020 (1 H, dddt®, /o020 = -12,2, 3J1 2 = 12,0, *Job.40 = 0,7, “Jap0 = 40 = 0,4) ’
3 / 29,8
4a 1,7800 (1 H, dddddd, 2Jaaae =-17,0,°J1.4a = 3,3, Jaa7a = 2,8, *Jaa7o = 2,4, *J2aga = 0,9, *Jop4a = 0,4) 413
4b 1,7750 (1 H, dddddd, 2J4a,4b = -17,0, 5J4b,7b = 2,8, 5J4b,7a = 2,4,5J4b,| = 1,2, 4J2b,4b = 0,7, 4J2a,4b = 0,5) ’
5 / 132,2
6 / 136,3
7a 2,5210 (1 H, ddddddd, %/7a, 76 = -17,6, 3J7a8b = 9,4, *Jaa7a = 2,8, SJav7a = 2,4, 3J1a8a = 1,6, *J1.72= 1,5,3J709 = 0,7)
7b 2,5485 (1 H, ddddddd, %J7a, 6 = -17,6, *J7v.80 = 10,4, 3J7b.80 = 8,0, *Jap 70 = 2,8, *Jaa7p = 2,4, *J1.70= 2,0, *J7p9 = 0,5) 293
83 1,8560 (1 H, dddddd, 2J8a,8b = -12,2, 3J7b,8a = 8,0, 3J8a,9 = 6,0, 3J7a,8a = 1,6) 33.9
8b 1,1610 (1 H, ddddd, ZJga,gb =-12,2, 3J8b,9 =12,0, 3J7b,gb =104, 3J7a,gb =9,4) ’
9 1,2460 (1 H, tbddddd, 3']1,9 = 3ng,9 = 12,0, 3,]83,9 = 6,0, 4,]7&9 = 0,7, 4J7b,9 = 0,5, 4J2b,9 = 0,4, 4J2a,9: 0,3) 40,5
10 / 74,6
11 1,3223 3 H, s) 30,0°¢
12 1,3221 (3H, s) 29,1°¢
13 0,9810 (3H, )¢ 18,1
14 0,8479 (3 H, s)¢ 26,6
15 0,9990 (1 H, d, 3Jo15 = 6.3) 32,4

OH-10 1,66 (1 H, siroki signal) /

aVrednosti konstanti kuplovanja su prvobitno izvedene iz "H-NMR eksperimenata homoselektivnog dekuplovanja, a zatim su utaénjene manualnom
iterativnom punom spinskom analizom. Za detalje pogledati Prilog 59. ®Pseudo, to jest pseudo multiplet. Na primer, dublet dubleta sa dve sli¢ne J
vrednosti bi se verovatno pojavio kao pseudo-triplet. ‘Asignacija se moZe izmeniti. YAsignacija bazirana na gHMBC interakciji H-13 (a ne H-14) sa
C-5 (W-o0dnos).
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PRILOG 21. 'H (400 MHz) I *C (100,6 MHz) NMR PODACI (1Z,4E)-LEPIDOZA-1(10),4-DIEN-14-OLA (BENZEN-ds, NMR PARAMETRI SU IZVEDENI

1Z MANUALNE ITERATIVNE PUNE SPINSKE ANALIZE), I UOCENE gHMBC I NOESY INTERAKCIJE

Polozaj ou (integral, m, J (Hz)?) dc gHMBC? NOESY*®

1 4,7603 (1 H, ddt%tddd, 3Ji2a = 12,3, 3120 =4,3, 41,90 = 1,190 = 0,8, 1,00 = “J1,14a = 0,7, *J13.= 0,5, “J1,3= 0,3) 131,3 2,9,10, 14 2b, 3a, 3b, 9b, 7
2a 2,3937 (1 H, ddddtd, 2/ab20 = -13,1, *2a3a = 12,4, 2J12a = 12,3, 3J2a 30 = 4,8, >J2a,96 = >J2a.0a = 0,3) 297 1,3,9,10 2b, 14a, 15
2b 1,9904 (1 H, dddddddd, 2/av2a = -13,1, 3Jav.3a = 5.2, 3J1.20 = 4,3, 3Jav36 = 1,9, SJav,140 = 1,5, 22,90 = 1,2, 3J2b,96 = 0,6, >J2b,14a = 0,3) 1,3,10 1,2a

3a 2,1144 (1 H, ddddd, /2032 = 12,4, 23030 = -11,7, 3J2v32 = 5,2,%J13. = 0,5, 4305 = 0,4) 412 1,2,5,15 1,5,15

3b 2,0958 (1 H, ddddd, 2J3b,3a = -11,7, 32036 = 4,8, 3Jav36 = 1,9, 4305 = 0,4, “J13= 0,3) ’ 1,2,5,15 1,15

4 / 134,2 / /

5 4,613 (1 H, ddq?, 3J5,6 = 10,3, “J5,15 = 1,3, Lh3p,5s = U305 = 45,7 =0,4,) 132,8 3,7,15 3a, 7,13

6 0,7481 (1 H, ddd, 3Js6 = 10,3, 3Js,7 = 5,3, “J6.8a = 0,4) 37,6 4,5,7,8,11,12  8a, 12, 14a, 14b, 15

7 -0,1637 (1 H, ddddoctd, 3J7.8. = 11,0, 3J6,7 = 5,3, 3J7.80 = 1,3,%J5,7 =0,4, “J7.00 = *J712 = “J713 = 0,3) 41,8 5,6,9,13 1,5, 8b, 9b, 13
8a 1,8652 (1 H, ddddd, 2Jsb,sa = -13,2, >Jgaob = 12,8, 3J7.8a = 11,0, 3Jsa0a = 3,2, “Jo.8a = 0,4, "Jza,15 = 0,3) T 6,7,9,10 6, 8b, 9a, 12
8b 1,019 (1 H, dddd, %Jsb,3a = -13,2, 3Jsb,00 = 3,8, 3Jsb,0a = 3,3, 3 J7.80 = 1,3) ’ 6,7,9,10 7, 8a, 9a, 9b
9a 2,8038 (1 H, dddddddtd, 2Joa 00 = -12,5, 3Jsb9a = 3,3, 3Jga9a = 3,2, *J2v.9a = 1,2, T 0a,146 = 1,1, 41,090 = 0,8, “J 90,140 = 0,5, *J2a,9a = *J7.9a = 0,3) 1,7,8,10 8b, 8a, 9b, 14b, 14a
9bh 1,7922 (1 H, ddddddtd, 3Jga o0 = 12,8, 2Joa0b = -12,5, 3Jgb.00 = 3,8, “Job, 140 = 1,2, “J1.00 = 0,7, °J2b,0 = 0,6, >J20.96 = “J 0b.14a = 0,3) 378 8,10, 14 1,7, 8b, 9a
10 / 131,9 / /

1 / 25,5 / /

12 1,0241 (1 H, d, /7,12 =0,3) 22,5 6,7,11,13 6, 8a

13 1,1562 (1 H, d, 4J7,13=0,3) 23,8 6,7,11,12 5,7
14a 4,0684 (1 H, ddddtd, 2J14a,14a = -11,6, >Ji4a, oH-14= 1,3, *J 1,140 = 0,7, *J 00,140 = 0,5, >Job,14a = *Job,14a = 0,3) . 1,9, 10 2a, 9a, 6, 14b
14b 3,6289 (1 H, ddddddd, 2J14a,146 = -11,6, 3J14b, on-14= 4,6, >Jav,146 = 1,5, “T 0,146 = 1,2, 4T 9a,140 = 1,1,%T 1,146 = 0,8, > 20,14 = 0,3) ’ 1,9, 10 9a, 6, 14a
15 1,4653 (1 H, dd, *J5,15 =1,3, "Jsa,15 = 0,3) 17,7 3,4,5 2a, 3a, 3b,6

OH-14 0,4830 (1 H, dd, 3J14v, on-14= 4,6, *J14a,01-14= 1,3; br 5) / / /

aK onstante kuplovanja su prvobitno izvedene iz 'H-NMR eksperimenata homoselektivnog dekuplovanja, a zatim su utaénjene manualnom iterativnom punom spinskom analizom.
Za detalje pogledati Prilog 59. "eHMBC korelacije uo&ene izmedu vodonika u ovom radu i ugljenika na navedenom poloZaju. °Kros pikovi uo&eni u NOESY spektru. “Pseudo, to

jest pseudo multiplet. Na primer, dublet dubleta, sa dve slicne J vrednosti bi se pojavio kao pseudo-triplet.

334



PRILOG 22. SEMA NUMERACIJE ATOMA ZA KONOCEFALENOL

H 15
14 2

13
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PRILOG 24. 'H-NMR (400 MHz, HLOROFORM-d) SPEKTAR KONOCEFALENOLA I ODOGOVARAJUCE UVECANJE SA ASIGNACIJIOM SIGNALA

7a 7b 8a 42 i 4 10-OH 2a 8b 2b 13
2.55 | | 2.52 186 1.78 166 1.52 1.16 0.80 0.98

260 255 250 190 18 180 175 170 165 160 15 1 50 1. 30 1.2 1.2 1.1 11 0.80 1.3, 1. 02 1 oo 0. % 0.85

Y |

9.5 9.0 85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 05 0.0 -0.5

1H Hemijsko pomeranje (ppm)
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PRILOG 25. GORNJI DEO: SIMULIRANI 'H-NMR SPEKTAR KONOCEFALENOLA; SREDNJI DEO:'H-NMR (400 MHz, HLOROFORM-d) SPEKTAR
KONOCEFALENOLA ODMAH NAKON RASTVARANJA UZORKA U HLOROFORMU-d; DONJI DEO: 'H-NMR (400 MHz, HLOROFORM-d) ISTOG
UZORKA POSLE 24 h

Simulirani 'H-NMR spektar konocefalenola

'"H-NMR spektar uzorka konocefalenola

NV
A

'"H-NMR spektar uzorka konocefalenola nakon 24 h

L, PUNFRN o,

55 54 53 52 44 43 42 41 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 1.
'H Hemijsko pomeranje (ppm)

1 10 09 08 0.7

T




PRILOG 26. *C-NMR (100,6 MHz, HLOROFORM-d) SPEKTAR KONOCEFALENOLA SA ASIGNACIJOM SIGNALA

o
83 29 ELEETTEEERE g
m ™M M~ = [==] OO MMNOO OO Wo o
- M~ ~ = T T MM NN N NN T
[ i IS SN e |
= R & = &% &I b
- (=0 =] ™M ~ (=2 =21 o o
b ol T T (3] ™M ~ ™~ ~N ™~ ~
| I | | VA [ |
! 1 11 H 7' [ 14
8 13 3712 15
1
41.5 41.0 405 40.0 345 340 335 330 325 320 300 295 29.0 26.5
BCDCl5
6 5 10 |
T™MS
J UL

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0 5

Hemijsko pomeranje (ppm)
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PRILOG 27. MASENI SPEKTAR KONOCEFALENOLA

204.2
149.2 100.0%
94.9%
207.2
189.2 77.1%
74.9%
59.1 133.1
43.1 51.8% 52.6%
49 4%
95.1 108.1
34.8% 34.7%
79.1 28193$ 21364335 175.2
27.2% 3% 3% 27.0%
o 109;31 147.1 163.2 °
55.1 106.1 22.1% 21.2__‘:'/0 20.3% 1280205
17.3% : = .6%|
° 69.1 o4 14.7% 151 1133;; 150.2 150.2 208.2
53.1 12.9% 10.3 T 11112311 1344|837 || [12.0% 165.2 11.7% 12.0%
9.2%| |57.4 Sl | 1031 9.6% | |7 g0y 5o : 8.3% 176.2 =
422 75 ' 711 o 9% 7.2% 6.7% 3. . 191.2 222
3.4% 146%] | |3 oo §2.1 5.4% m 159.1 5.3%  187.2||3 300 2092 3504
I AT Lo A 1 i I i £.0%
||||. ||\| I‘.||\\||..|| [ [ |..|\ Lo |I\.||I|I [ .. .1 [ | i .|\.
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
m/z (Da)
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PRILOG 28. 'H-NMR (400 MHz, BENZEN-ds) SPEKTAR (1Z,4E)-LEPIDOZA-1(10),4-DIEN-14-OLA I ODGOVARAJUCA UVECANJA SA
ASIGNACIJIOM SIGNALA

1 5 14a 14b 9a 2a 3a, 3b 2b 8a 9b 8b 6 7 15 14-OH
4.76 4.61 4.07 3.63 2.80 2.39 2.11 1.99 1.87 1.79 1.02 0.75 -0.16 147 0.48
480 475 460 4.10 405 3.65 3.602.85 2.80 245 2.40 235 215 2.10 205 2.00 1.95 185 1.80 175 105 1.00 075 | 015 147 146  0.50
Hemijsko pomeranje (ppm) 13
2 41 1.02
1.16 N[
CeDeH
7 o
™S
H,0
e N n | " A_LAM_J ...AJAA_‘I_I
bye by ) e 1y S o o TR TR T R T T
88 g 8 8 3 2388 3 88 8 8 3
- - - — - N — ™ ™ v — — -
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5 -1.0
Hemijsko pomeranje (ppm)

340




PRILOG 29. GORE: UVECANIJE 'H-NMR (400 MHz, BENZEN-ds) SPEKTRA (1Z,4E)-LEPIDOZA-1(10),4-DIEN-14-OLA KOJE ODGOVARA
SIGNALIMA H-14a, H-14b, I OH-14. DOLE: IZGLED OVIH SIGNALA PRI IRADIJACIJI OH-14 PROTONA (NA 0,48 ppm) U EKSPERIMENTU
SELEKTIVNOG HOMONUKLEARNOG DEKUPLOVANJA

H,0
14a
14b
OH-14

T 4 T T T T N T ‘ T * T T T T * T

4.10 4.05 4.00 3.70 3.65 3.60 3.55 0.55 0.50 0.45
14a
14b
OH-14

T ¥ T U T T i T % T .2 T L D T 4 T Y l. . T L] T

4.10 4.05 4.00 3.70 3.65 3.60 3.55 0.55 0.50 0.45 0.40 0.35
Hemijsko pomeranje (ppm)
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PRILOG 30. '*C-NMR (100,6 MHz, BENZEN-ds) SPEKTAR (1Z,4E)-LEPIDOZA-1(10),4-DIEN-14-OLA SA ASIGNACIJOM SIGNALA

o< ™~ 0
398 2 RNRL B858NY
K Rl & FFRE SRLARAS
N | S NSNTA s
13
CeDg
13
1 14 7l |6 12
9
15
10—
| 1 1&1' T™S
0 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Hemijsko pomeranje (ppm)
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PRILOG 31. gHSQC SPEKTAR (1Z,4E)-LEPIDOZA-1(10),4-DIEN-14-OLA

13 12
15
% l 1M Lo
14 14b 9 2 2 l
15 4a a 2a 2b 8a9b 8b 6 \|
o
15— 20
12_] o™
13 8 L] <
5 = < -30
6—%—9 = = © o0
7 — —— 3 @ o
-50
_ﬂ' 4 o 60
3
~70
-80
-90
1 -100
110
120
CgDg
1% - 130
§—] a
5.0 45 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 05 0.0

'H Hemijsko pomeranje (ppm)
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PRILOG 32. gHMBC SPEKTAR (1Z,4E)-LEPIDOZA-1(10),4-DIEN-14-OLA

13 12
15
%2 l 14-0H
Lﬁ Jfa 14b 9a 2a 2b8a%b gb 6 | 7
R DI @ 0 e
13 4 0
1
SE & 6 '0 8
2 @ @ -30
6
9 0 5] 0} Dy (0 @
— 0 v O fa 0 0 o
-50
14 0 @ -60
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-90
-100
®
-110
~120
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—__Jl . 130
EM[ o, © @ b @ 0000 4 0 0
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5.0 45 40 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0
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PRILOG 33. NOESY SPEKTAR (1Z,4E)-LEPIDOZA-1(10),4-DIEN-14-OLA

14b

14a =

13 12

@Q

Qe

0

B

0.0

F2.0

3.5

4.0

T

1H Hemijsko pomeranje (ppm)

48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06 04 02 0.0 -02

1H Hamijsko p omeranje (ppm)
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PRILOG 34. GORNJI DEO: TIC HROMATOGRAM BICIKLOGERMAKRENA KOJI SADRZI PROIZVOD COPE-OVOG PREMESTANIJA, f-ELEMEN;
DONIJI DEO: TIC HROMATOGRAM UZORKA (1Z,4E)-LEPIDOZA-1(10),4-DIEN-14-OLA (DOBIJEN POD ISTIM USLOVIMA), KOJI NE POKAZUJE
PROIZVODE COPE-OVOG PREMESTANJA

Cope-ovo premestanje,

H N javlja se uzagrejanim
zonama GC
f-elemen
m H

H

/\Il biciklogermakren
L

T T T T T T T T T T T T T T T T T

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49

izolepidozen-14-ol

L

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49

Retenciono vreme (min.)

i




PRILOG 35. UVECANJA TIC HROMATOGRAMA C. CONICUM Et,0 HROMATOGRAFSKE FRAKCIJE 24 PRE (LEVO) I POSLE (DESNO)
OKSIDACIJE

PCC, CH,Cl,

2h

¥ T T T T T T T T T T T N T N T T T M T T T T T T T T T M T T T T T
228 230 232 234 236 238 240 242 244 228 23.0 232 234 236 238 240 242 244

Retenciono vreme (min.) Retenciono vreme (min.)

T




PRILOG 36. MASENI SPEKTAR (1Z,4E)-LEPIDOZA-1(10),4-DIEN-14-OLA

121.1
107.1 100.0%
0,
93.1 96.8%
91.4%
91.1
70.0%
79.1 105.1
411 55.6% 55.0%
49.7%
774
37.4%
55.1 69.1 81.1 94.1
23.3% 29.5% 28.3% 29.0% 119.1 189.1
25.3%
431 531 621 248%122.1 4334 °
19.4% 19.8% 651 . 18.1% 108.1 206% 1939 159.1
13.4%| | 13.3% ] 106.1| 114.9% 145.1 15.4% 2302
510 °l 182.1 11.6%)| 115.0 200-1 11.4% 187.1 11.4%
5.8% 66.11 1 |70.1 8.4% 96.1 6.6%| | 117" 143.4] | 1521|1611 1771 7.5%|190.1  202.1
3.9%)| | [3.5% 85.0 4.0% 23%| | 39%  |[+1% 175.1 3.9% 4.0%  3.5%
11l il e L L T P P | |
N . ||I|\H|J [ X [ I | Lol l.|\]| \|H‘...|||IJI|..._.‘_Jr..\ (AR ol |
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PRILOG 37. 'H-NMR (400 MHz, HLOROFORM-d) SPEKTAR HROMATOGRAFSKE FRAKCIJE (24) KOJI SADRZI ca. 9% (BAZIRANO NA GC-MS)
IZOLEPIDOZEN-14-ALA; ODGOVARAJUCA UVECANJA DOBIJENOG (CRVENO) I SIMULIRANOG (PLAVO) SPEKTRA SA ASIGNACIJOM
SIGNALA

14 9a 2a 33,3b 2b 8a 9b 7 15 13 8b 12
10.05 2.94 2.41 2.13 1.97 1.86 1.76 -0.10 1.52 1.12 1.05 || 1.03

JMMMwJ%MMMWM SN
MMMWW WMMW jUUUMb

10.05 635 630 4.85 4.80 295 290 245 240 235 215 210 200 195 19 185 180 175 065 0.0 -0.10 1.50 110 1.05 1.00

CHCl3

L | i jL ™S$

105 100 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0 -0.5

'H hemijska pomeranja (ppm)
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PRILOG 38. UVECANJA COSY SPEKTRA IZOLEPIDOZEN-14-ALA
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PRILOG 39. UVECANJA gHSQC SPEKTRA IZOLEPIDOZEN-14-ALA

WM

152
1 F153 5

154

6.40 6.35 6.30 6.25

35
36
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T
070 0.65 0.60 0.55
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z
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PRILOG 40. 'H (400 MHz) i *C (100,6 MHz) NMR SPEKTROSKOPSKI PODACI (1Z,4E)-LEPIDOZA-1(10),4-DIEN-14-OLA (BENZEN-ds) I
KONOCEFALENOLA (HLOROFORM-d)

Polozaj

1
2a
2b
3a
3b
4a
4b
5
6
7/7a
7b
8a
8b
9a/9
9%
10
11
12
13
14a/14
14b
15
OH-10
OH-14

lb

KONOCEFALENOL

¢ (ppm)
131,3, CH
29,7, CH,

41,2, CH,
134,2, CH,
132,8,CH
37,6, CH
41,8, CH,
26,7, CH,
37,8, CH,
131,9,C
25,5,C
23,8, CH3
22,5, CH3
60,0¢ CH,

17,7, CH;

oy, m (Ju Hz)*
4,76, ddtt° (12,3, 4,3, 0,8, 0,7)
2,39, dddd (-13,1, 12,4, 12,3, 4,8)
1,99, dddddd (-13,1,5,2,4,3,1,9, 1,5, 1,2)
2,11, ddd (12.4, -11,7,5.2)
2,10, ddd (-11,7, 4,8, 1,9)

4,61,dd (10,3, 1,3)
0,75, dd (10,3, 5,3)
-0,16, ddd (11.0, 5.3, 1,3)

1,87, dddd (-13,2, 3,8, 3,3, 1,3)

1,02, dddd (13,2, 12,8, 11,0, 3,2)

2,80, dddddd (-12,5, 3,3, 3,2, 1,2,1,1, 0,8)
1,79, ddddd (12.8, -12.5, 3.8, 1.2, 0.7)

1,16, s

1,02, s

4,07,ddd (-11,6, 1,3, 0,7)

3,63, ddddd (11,6, 4,6, 1,5, 1,2,1,1)
1,46,d (1,3)

0,48, dd (4,6, IM3)*

dc (ppm)
48,1, CH
40,2, CH,

29,8, C
41,3, CH,
132,2,C
136,3,C
29,3, CH,
33,9, CH,
40,5, CH,
74,6, C
30,0, CH3
29,1, CH3
32,4, CHs
26,6, CHs

18,1, CH;

oy, m (Ju Hz)*
1,68, t’ddddd (12,0, 5,2, 3,3, 2,0, 1,5, 1,2)
1,52, ddd (-12,2, 5,2, 0,9)
0,80, ddd (-12,2, 12,0, 0,7)

1,78, ddddd (-17,0, 3.3, 2.8, 2.4, 0,9)
1,77, ddddd (-17,0, 2.8, 2.4, 1,2, 0,7)

2,52, ddddddd (-17,6, 9,4, 2,8,2,4, 1,6, 1,5, 0,7)
2,55, dddddd (-17,6, 10,4, 8,0, 2,8, 2,4, 2,0)
1,86, dddd (-12,2, 8,0, 6,0, 1,6)

1,16, dddd (-12,2, 12,0, 10,4, 9,4)

1,25, tdddd (12,0, 6,3, 6,0, 0,7)

1,32, s
1,32, s
0,98,%s
0,85,%s

1,00, d (6,3)
1,66 (br's)

“ | J | < 0,7 Hz, konstante kuplovanja nisu prikazane ovde veé u Prilozima 20 i 21. ®Veéina protonskih rezonanci na 400 MHz pojavila se kao signali viseg reda i/ili sa regionima preklopljenih signala;
predstavljene vrednosti hemijskih pomeranja i konstanti kuplovanja, ukljudujuéi njihov znak, odredene su iz manualne iterativne 'H-NMR pune spinske simulacije (Radulovi¢ et al., 2019).
“Pseudomultiplet, kao na primer, dublet dubleta, ali sa dve sli¢ne J vrednosti koje bi se verovatno pojavile kao pseudo-triplet. ‘Asignacija zasnovana na gHMBC interakciji kroz ¢etiri veze H-13 (a ne
H-14) i C-5 (W-odnos, Prilog 23). *Siroki signal.
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PRILOG 41. 'H-NMR (400 MHz, HLOROFORM-d) SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-GERMAKRA-1(10),5-DIEN-11,14-DIOLA 1 ODGOVARAJUCA
UVECANJA SA ASIGNACIJOM SIGNALA

5 1 6 14a 14b 9a 2a 4 7 9% 2b 3a 3b,8a 8b 13 12
5.63 5.17 4.87 4.42 3.90 2.70 2.54 2.47 2.30 2.14 1.96 1.73 1.57 1.26 1.16 1.07
15
1.08
11-OH, pm—
14-OH
NUUM JaR AN AL
S 65 S. 60 S. 20 S. 15 4. 90 4 85 4.4 3. 90 2.75 2.70 2.60 2.55 2.50 2.45 2.30 2.25 2.15 2.102.00 1.95 1.75 1.70 1.65 1.60 1.55 1.30 1.25 1.151.10 1.05
CHCl:
™S
i ¥ Il A ﬂ Jl MM_MML]”&J L
20 2 o4 s 3 b 13 k9 7 R O L e — D Vg O
g g 8 g g 85588 ® 838
= = - = - P o o e w =]
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5
Hemijsko pomeranje (ppm)
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PRILOG 42. SEMA NUMERACIJE ATOMA rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-GERMAKRA-1(10),5-DIEN-11,14-DIOLA—
3D MODEL
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°
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PRILOG 43. KLIJUCNE gHMBC INTERAKCIJE rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-GERMAKRA-1(10),5-DIEN-11,14-
DIOLA
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PRILOG 44. *C-NMR (100,6 MHz, HLOROFORM-d) SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-GERMAKRA-1(10),5-DIEN-11,14-DIOLA SA ASIGNACIJOM

SIGNALA
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PRILOG 45. gHSQC SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-GERMAKRA-1(10),5-DIEN-11,14-DIOLA
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PRILOG 46. gHMBC SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-GERMAKRA-1(10),5-DIEN-11,14-DIOLA
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PRILOG 47. NOESY SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-GERMAKRA-1(10),5-DIEN-11,14-DIOLA
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PRILOG 48. MASENI SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-GERMAKRA-1(10),5-DIEN-11,14-DIOLA
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PRILOG 49. 'H (400 MHz) I 3C (100,6 MHz) NMR PODACI rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-GERMAKRA-1(10),5-DIEN-11,14-DIOLA (HLOROFORM-d, NMR
PARAMETRI SU IZVEDENI IZ MANUALNE ITERATIVNE PUNE SPINSKE ANALIZE), | UOCENE gHMBC I NOESY INTERAKCIJE

Polozaj du (integral, m, J (Hz)?) dc gHMBC" NOESY®
1 5,1713 (1 H, ddddtdd, 3J1 2. = 12,1, 3J120 = 3,1, “J106 = 1,0, “J1,14a = 0,8, *J1.0a = *J13a= 0,7, “J1,140 = 0,6) 135,0 2,3,9,10, 14 2b, 3a, 5, 9b
2a 2,5354 (1 H, dddddq9, 226,20 = -14,3, 32030 = 12,6, 2120 = 12,1, 3J2a30 = 3,3, *J2a,140 = 0,5, >J2a00 = *J2a.0a = *J2a, 146 = 0,4) 1,3, 10 2b, 3b, 14a, 14b, 15
b 1,9660 (1 H, ddddddddd, 2/2b2a = -14,3, 3J2,36 = 3,9, 3Jav3a = 3.5, 3J1.20 = 3,1, S J2b.9a = 2,8, 20,140 = 1,3, 23,5 1.3.4.9.10 1. 2. 3b
Shab,4a = 1,1, >Jap96 = 0,5, 3J2p4 = 0,4) DSV DD DCRE
3a 1,7256 (1 H, ddtidq, 2/36,3a = -13,6, 3J2a3a = 12,6, 3Jav 30 = a4 = 3,5, 13 = 0,7, “J3a,15 = 0,4) 327 1,2,4,5,15 1,4,5
3b 1,5650 (1 H, ddddq, 2/3b,3a = -13,6, 3J30.4 = 4,6, 3J2b30 = 3.9, 3J2a30 = 3,3, /30,15 = 0,3) ’ 1,2,4,6 2b, 2a, 4, 15
2,4675 (1 H, ddddd, 3Js,15 = 7,0, *J304 = 4,6, Ja5 = 3,7, 3J3a4= 3,5, “Jas=1,9) 34,0 3,7 3a, 3b, 5,15
5,6338 (1 H, ddq, 3Jse = 16, 3Jas = 3,7, “J5.15 = 0,3) 142,6 4,7,15 1,3a,4,7,12, 13
4,8742 (1 H, dddd, 3Js6 = 16, 3J67=9,9, “Jas= 1,9, “Jssb = 0,4) 126,3 4,7,8, 11 8b, 12, 13, 14b, 14a, 15
2,2965 (1 H, ddddseptd, 37,80 = 11,6, 3J6,7 = 9,9, 3J7,8a = 2,2, “J7.00 = 0,4, “J7.12 = *J7,13=0,3) 58,8 5,6,8,9,12,13 5, 8a, 8b,9b, 11, 12, 13
8a 1,5710 (1 H, dddd, 3Jgago = -14,1, 3Jga0a = 5,6, >Jga0b = 2,6, 3J7,8a = 2,2) i 6,7,9,10, 11 8b, 9a, 9b, 12, 13
8b 1,2590 (1 H, ddddd, 2/gago = -14,1, 3Jgb.00 = 13,1, 3J7.80 = 11,6, 3Jgb, 9a = 2,3, “J6.8 = 0,4) ’ 6,7,9,10 6,7,8a,9a, 12, 14b
9a 2,7023 (1 H, dddddddtd, 2Joa0p = -13,3}13;8;::,9:2)7775 ‘6]23:913213 93(]7; 8_ S:/Zl; 9a=2,3,%J9a, 140 = 1,0, *J 04, 14a= 0,8, o 1.7.8.10 8a, 8b, 9b, 14b
9b 2,1423 (1 H, dddddtdd, 2Joa0 = -13,2, 3Jsb.00 = 13,1, 3Jza0b = 2,6, *J1,96 = 1,0, >Jab.06 = 0,5, >J2a.06 = “Job,146 = 0,4, *J 0b,14a = 0,3) 7,8,10, 14 1,7, 8a, 9a
10 / 133,9 / /
1 / 72,0 / /
12 1,0709 (1 H, d, 4J7,12=0,3) 26,6 7,11,13 5,6,7, 8a, 8b
13 1,1604 (1 H, d, “J7,13=0,3) 26,9 7,11,12 5,6,7, 8a
14a 4,4155 (1 H, ddtddd, 2Ji4p,14a = -12,0, >J2v,14a = 1,1, *J 0a.14a = *J 1,142 = 0,8, °J 20,140 = 0,5, *J 0p, 142 = 0,3) _ 1,9, 10 2a, 6, 14b, 15
14b 3,9035 (1 H, dddddd, %Ji4b,14a = -12,0, >Jab,146 = 1,3, *J 00146 = 1.0, %J 1,146 = 0,6, “J 0,146 = 0,4, °J 20,146 = 0,4) ’ 1,9, 10 2a, 6, 8b, 9a, 14a, 15
15 1,0864 (1 H, ddq¢, 3Ja15 = 7,0, *J3a,15 = 0,4, “3p,15 = 4J5,15 = 0,3) 14,9 3,4,5 2a, 3b,3a, 4, 5, 6, 14a, 14b
8::}1 1,65 (2 H, brs) / / /

2 Vrednosti konstanti kuplovanja su prvobitno izvedene iz NMR eksperimenata '"H homoselektivnim dekuplovanjem, a zatim utaénjene manualnom iterativnom punom spinskom
analizom. Za detalje pogledati Prilog 59. "eHMBC korelacije izmedu vodonika u ovom redu i ugljenika u navedenom polozaju. °Kros pikovi uogeni u NOESY spektru. "Pseudo, to

jest pseudo multiplet. Na primer, dublet dubleta sa dve sli¢ne J vrednosti bi se verovatno pojavio kao pseudo-triplet.
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PRILOG 50. 'H (400 MHz) I 3C (100,6 MHz) NMR PODACI rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-HUMULA-1(10),5-DIEN-7,14-DIOLA (HLOROFORM-d, NMR
PARAMETRI SU IZVEDENI IZ MANUALNE ITERATIVNE PUNE SPINSKE ANALIZE), I UOCENE gHMBC I NOESY INTERAKCIJE

Polozaj ou (integral, m, J (Hz)?) oc gHMBC" NOESY®
1 5,1200 (1 H, ddd*J1.26 = 9,8, 3J12a = 6,0, “J1.9a = 1,7, “J1.00 = 0,5) 133,2 2,3,9, 14 2a, 2b, 8a, 8b, 9a
2a 2,2710 (1 H, ddddd, 2/2a26 = -14,0, *J2a3a = 6,8, 3J12a = 6,0, 3J2a30 = 3,7, 32092 = 1,1) 267 1,3,4,10, 14 1, 3a, 3b, 14a, 14b, 15
2b 2,2450 (1 H, ddddd, 2/2a20 = -14,0, 3J126 = 9,8, 32,30 = 9,5, 3Jav 32 = 4,0, >J2b,9a = 0,5) ’ 1,3,4,10, 14 1, 3a, 3b, 14a, 14b, 15
3a 1,6380 (1 H, dddd, %/3a30 = -13,9, 3J2b.3a = 6,8, 3J2a3a = 4,0, 3J3a4 = 2,1) 362 1,2,4,5,15 2b, 2a,4, 15
3b 1,4545 (1 H, ddddd, 2/3a,36 = -13,9, 32436 = 9,5, 3J3b4= 8,1, 32b,30 = 3,7, “J3b,5 = 0,6) ’ 1,2,4,5,15 2b, 2a, 5
2,1685 (1 H, dddd, *Jab4= 8,1, 3Jas = 7,3, 3Ja15= 6,8, “Ja6=0,9) 38,4 2,3,5,6,15 3a, 6
5,1122 (1 H, ddd*Js6 = 16,1, 3Ja5 = 7,3, “J30, 5 = 0,6) 136,0 4,3,6,11,15 3b, 13,12, 15
4,9773 (1 H, dd, 3Js5,6 = 16,1, %Ja6=0,9) 135,9 4,5,7,11,12,13 4,7, 8a,13,14a
3,1851 (1 H, dd, 3J7.80 = 4,1, 3J7,8. = 3,6) 80,4 9,11, 12 6, 8b, 9b, 12, 13, 14a, 14b
8a 1,7865 (1 H, dddd, 2Jgv.8a = -14,4, 3Jga0 = 11,8, 3J7.8. = 3,6, 3J8a, 9a = 2,2) 336 9,10, 11 1,12
8b 1,5120 (1 H, dddd, *Jsb,sa = -14,4, *Jgv.0a = 6,2, >J7,80 = 4,1, 3Jgb.00 = 2,0) ’ 9,10, 11 1,7
9a 2,2780 (1 H, dddddqd, 2Joa0b = -14,7, 3Jsb.0a = 6,2, 3Jsa, 0a = 2,2, *J1.0a = 1,7, 32,90 = 1,1, 4T 04, 142 = *J 0a, 146= >J20.0a = 0,5) 303 1,7,8,10, 14 1, 14b, 14a
9b 2,0410 (1 H, dddq?, 2Joa90 = -14,7, 3Jgaop = 11,8, 3Jsv.00 = 2,0, 1, 96 = “Jop, 142 = *J 9b,146 = 0,5) ’ 1,7,8, 10, 14 7, 14a, 14b
10 / 133,9 / /
11 / 40,4 / /
12 0,9290 (1 H, s) 19,0 6,7,11,13 5,7, 8a
13 1,0019 (1 H, ) 26,6 6,7,11,12 5.6,7
14a 4,1540 (1 H, dt4, 2J 140,140 = -11,5, *J 0a, 142 = *J 90,140 = 0,5) oy 1,9 2b, 6,7, 9a, 9b, 14b
14b 3,9805 (1 H, dt9, 2J14a,140 = -11,5,%J 94,146 = *J ob,140 = 0,5) ’ 1,9 2b, 7, 9a, 9b, 14a
15 0,9840 (1 H, d, 3J4,15= 6,8) 20,7 3,4,5 5,2a,2b
8;1_']7 ! 1,83 (2 H, brs) / / /

2 Vrednosti konstanti kuplovanja su prvobitno izvedene iz NMR eksperimenata 'H homoselektivnim dekuplovanjem, a zatim utaénjene manualnom iterativnom punom spinskom
analizom. Za detalje pogledati Prilog 59. "gHMBC korelacije primecene izmedu vodonika u ovom redu i ugljenika u navedenom poloZaju. ¢ Kros pikovi uogeni u NOESY spektru.
4Pseudo, to jest pseudo multiplet. Na primer, dublet dubleta sa dve sli¢ne J vrednosti bi se verovatno pojavio kao pseudo-triplet.
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PRILOG 51. '"H-NMR (400 MHz, HLOROFORM-d) SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-HUMULA-1(10),5-DIEN-7,14-DIOLA I ODGOVARAJUCA
UVECANJA SA ASIGNACIJOM SIGNALA
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PRILOG 52. *C-NMR (100,6 MHz, HLOROFORM-d) SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-HUMULA-1(10),5-DIEN-7,14-DIOLA SA ASIGNACIJOM
SIGNALA
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PRILOG 53. gHSQC SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-HUMULA-1(10),5-DIEN-7,14-DIOLA
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PRILOG 54. UVECANJE NOESY SPEKTRA rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-HUMULA-1(10),5-DIEN-7,14-DIOLA
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PRILOG 55. MASENI SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-HUMULA-1(10),5-DIEN-7,14-DIOLA
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PRILOG 56. TIC HROMATOGRAM ETARSKOG ULJA C. CONICUM (GORNJA STRANA) SA OBELEZENIM PIKOM GEOZMINA; POREDENJE
MASENOG SKENA PIKA I MASENOG SPEKTRA GEOZMINA IZ LITERATURE (DONJA STRANA)
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PRILOG 57. gHMBC SPEKTAR rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-HUMULA-1(10),5-DIEN-7,14-DIOLA
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PRILOG 58. KLJUCNE gHMBC INTERAKCIJE rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-HUMULA-1(10),5-DIEN-7,14-DIOLA
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PRILOG 59. DETALJI OPTIMIZACIJE GEOMETRIJE

izolepidozen-14-ol

Job type: Geometry optimization.
Method: RB3LYP

Basis set: 6-311++G(2DF, 2P)
Number of shells: 272

Number of basis functions: 784
Multiplicity: 1

Parallel Job: 8 threads

SCF model:
A restricted hybrid HF-DFT SCF calculation will be
performed using Pulay DIIS + Geometric Direct Minimization

Optimization:
Step Energy Max Grad. Max Dist.

1 -661.411272 0.011226 0.042353
2 -661.412375 0.003508 0.053228
3 -661.412388 0.002247 0.034053
4 -661.412466 0.000684 0.013919
5 -661.412472 0.000339 0.008775
6 -661.412474 0.000112 0.003577
7 -661.412474 0.000066 0.001484

Reason for exit: Successful completion
Quantum Calculation CPU Time: 4:42:50.55
Quantum Calculation Wall Time: 5:44:51.86

Cartesian Coordinates (Angstroms)
Atom X Y Z

1.9878053 2.2584755 -0.5935634
0.8453276 1.9734344 0.3489075

Klju¢ne HMBC interakcije

e

77N

H

g;

C)—NT}E
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C C -0.3367346 1.6197001 -0.1763037
C C -1.2320215 0.5857084 0.3707105

C C 1.7982782 -0.1853447 -1.2917464
C C 2.7478606 0.9134543 -0.8901732

C C -1.5459468 -0.5278265 -0.6312371
C C -1.0601931 -1.9471874 -0.4336212
C C 0.3125907 -2.1781999 -1.1359965
C C 1.4689298 -1.3171271 -0.6536557
C C -2.6696900 0.2333651 0.0304074
C C -3.4766892 -0.4290833 1.1296609
C C -3.4900620 1.1679935 -0.8362302
C C 1.2125079 1.8009171 1.7973262

C C 2.1945560 -1.8147867 0.5720903
O O 1.3900553 -1.8401007 1.7597214
H H 2.7051925 2.9799096 -0.1940119
HH 1.6072332 2.6619139 -1.5338942
H H -0.4896541 1.8465148 -1.2268167
H H -0.9420640 0.2141243 1.3451909
H H 1.2376940 0.0388543 -2.1964679
HH 3.4668433 1.1037455 -1.6918571
H H 3.3301695 0.6363207 -0.0128056
HH -1.3970789 -0.1983884 -1.6554136
HH -1.7689875 -2.6563576 -0.8735479
H H -0.9786897 -2.1941666 0.6234510
H H 0.1685908 -2.0083343 -2.2058522
H H 0.5735355 -3.2335328 -1.0198033
H H -2.8682678 -1.0919852 1.7442429
HH -4.2912638 -1.0230652 0.7082587
H H -3.9229254 0.3192324 1.7887144
H H -4.3098765 0.6299393 -1.3182080
H H -2.8929154 1.6311814 -1.6207792
HH -3.9261719 1.9682335 -0.2341221
H H 1.6082287 2.7398993 2.1944831

H H 0.3614857 1.5246363 2.4171773
HH 2.0067241 1.0607312 1.9472045

H H 3.1125522 -1.2511147 0.7499886
H H 2.4846803 -2.8557474 0.4176637
H H 1.1584073 -0.9340218 1.9829075

Protonovan izolepidozen-14-ol

Jo.
Me
Ba

b type: Geometry optimization.
thod: RB3LYP
sis set: 6-311++G(2DF, 2P)

Number of shells: 278
Number of basis functions: 794

Ch
Mu
Pa

SC

A restricted hybrid HF-DFT SCF calculation will be
performed using Pulay DIIS + Geometric Direct Minimization

Op
St

arge: +1

ltiplicity: 1

rallel Job: 8 threads
F model:

timization:
ep Energy Max Grad. Max Dist.

-661.780549 0.008484 0.137650
-661.782238 0.001344 0.029477
-661.782287 0.001254 0.032237
-661.782336 0.001096 0.207226
-661.782589 0.000500 0.213475
-661.782658 0.000688 0.037399
-661.782676 0.000411 0.012021
-661.782678 0.000239 0.035442
-661.782686 0.000242 0.086265

-661.782699
-661.782752
-661.782866 0.000931 0.205563
-661.783118 0.000811 0.216515

0.000444 0
0 0
0 0
0 0
-661.783497 0.001028 0.201759
0 0
0 0
0 0
0 0

.000738

.178360
.202994

[

-661.783854 0.001594 0.218436
-661.784325 0.002172 0.210756
-661.784898 0.001673 0.204673
-661.785316 0.001421 0.181503
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661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.
661.

785655
785845
785986
786074
786201
786319
786410
786425
786446
786450
786458
786478
786202
786578
786703
784375
786793
786998
787377
786900
788052
788948
789850
790704
791399
791968
792340
792578
792893
793220
793347
793459
793488
793499
793502
793501

Reason for exit:

Quantum Calculation CPU Time:
Quantum Calculation Wall Time:

Cartesian Coordinates

Atom X Y Z

om0

ja=iiyaciyaciiaciiesie e sy« i« cjifac i« s« v« i « O HONO N O NO NONONQ)

0.000935
0.001367
0.000722
0.000922
0.001277
0.001587
0.000965
0.000863
0.000354
0.000286
0.000234
0.000270
0.003058
0.000443
0.000914
0.017178
0.000679
0.000822
0.
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

001480

.007338
.004677
.003221
.002123
.001566
.002778
.003360
.005311
.004092
.003564
.001900
.002117
.001379
.000391
.000217
.000154
.000065

0.152742
0.124474
0.136070
0.122771
0.114680
0.123804
0.079746
0.043935
0.017679
0.036161
0.079461
0.106896
0.097979
0.128713
0.114967
0.090286
0.123355
0.126662
0.
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

105720

.110928
.122186
.125527
.126855
.126805
.127945
.106240
.112435
.069091
.049396
.053350
.059582
.016939
.017382
.011241
.002267
.001947

1

Successful completion

40:37:53.22
42:36:31.91
(Angstroms)

Cl 1.3306241 2.6511438 -0.6764010
C2 0.1483771 2.4230262 0.3261715
C3 -0.8370381 1.4511823 -0.2060092
H1 -1.3025724 1.7410937 -1.1429465
C4 -1.2263238 0.2762708 0.3673584
C5 1.7261194 0.2370693 -1.2590860
C6 2.3557059 1.5033652 -0.7672479
C7 -1.5068163 -0.9456750 -0.7589445
C8 -0.6415454 -2.1587946 -0.5884181
C9 0.7602696 -2.0365817 -1.2421755
1.6251848 -0.9489799 -0.6490206
-2.6058142 -0.5041740 0.0618762
-3.0437338 -1.3029311 1.2734942
-3.7185696 0.2972994 -0.5843468
0.6014227 2.1844979 1.7662232
2.3176419 -1.2765689 0.6477488
1.3342595 -1.4050999 1.6934654
1.8385150 3.5618938 -0.3592988
0.9224378 2.8557241 -1.6690477
-0.7203096 -0.0764501 1.2515553
1.2469044 0.3327731 -2.2322658
3.1321060 1.8274400 -1.4660232
2.8470675 1.3668861 0.1936487

C10
Cl1
Cl2
C13
Ccl4
Cl15
0ol
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12
H13
H14
H15

-1.4932219 -0.5298497 -1.
-1.1741136 -2.9704131 -1.
-0.5523608 -2.4444629 0.

0.6324331 -1.8581234 -2

7601998
0976468
4555122

.3114063
1.2502502 -3.0067946 -1.
-2.2180138 -1.8031440 1.
-3.7596077 -2.0633888 0.
-3.5408948 -0.6552117 1.

1427676
7720691
9572678
9937350
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rel-(1(10)Z,4S,5E,7R) -Germakra-1(10) ,5-dien-11,14-diol, konformer 1

jasiiyaciie e e sie i« i as i asias}

H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24
H25

-4.5018298 -0.3898016 -0.9079672
-3.3929468 0.8508084 -1.4633567
-4.1598167 0.9943255 0.1263278
-0.2485611 2.1798570 2.4486204
1.1287389 1.2404172 1.8877495
1.2674632 2.9870395 2.0798256
3.0492145 -0.5141312 0.9143867
2.8539013 -2.2231519 0.5288876
1.7531378 -1.7885496 2.4702486
-0.4035364 3.3746852 0.2871759

Job type: Geometry optimization.
Method: RB3LYP

Basis set: 6-311++G(2DF, 2P)
Number of shells: 292

Number of basis functions: 838
Multiplicity: 1

Parallel Job: 8 threads

SCF model:

A restricted hybrid HF-DFT SCF calculation will be
performed using Pulay DIIS + Geometric Direct Minimization

Optimization:

Step Energy Max Grad. Max Dist.
1 -737.904631 0.009725 0.038350
2 -737.905686 0.001066 0.005138
3 -737.905691 0.000959 0.004822
4 -737.905697 0.000862 0.085019
5 =737.905725 0.000269 0.062654
6 -737.905724 0.000520 0.029364
7 =737.905725 0.000068 0.006591
8 -737.905727 0.000068 0.002221
9 -737.905728 0.000044 0.002294
Reason for exit: Successful completion

Quantum Calculation CPU Time: 7:02:34.03
Quantum Calculation Wall Time: 7:48:26.34

Cartesian Coordinates (Angstroms)
Atom X Y Z

[eHO NN NONONONS]

ja=iije=iijaciicsjifesile e e s «cjia e s e i« O N O NONO NONONOQ!

c 2.
Cl1
c2 0
C3 -
c4 2
C5 3
c6 -
Cc7 -
c8 0
c9
C10
Cl1
Cl2
C13
Cl4
o1
H 3
H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
HO9
H10
H11
H12

8423374 1.6940517 -0.8308744
.6770558 2.2242942 0.0565012
.3704755 1.6435520 -0.4268100
0.3871872 0.7485539 0.1999436
.0171592 -0.6671379 -1.2084032
.1722464 0.1814412 -0.7592945
1.4735807 -0.0642670 -0.4620958
1.1908834 -1.5781380 -0.2994772
.0457163 -2.1420250 -1.0556620
1.4002315 -1.6657363 -0.5720439
-2.9017992 0.3574997 0.0183515
-3.1370319 0.0919514 1.5107015
-3.9985926 -0.3000842 -0.8175284
1.9507012 2.0286644 1.5482751
1.9684057 -2.3097849 0.6689433
.3638557 -1.8903203 1.9061020
.7448510 2.2493873 -0.5639141
2.6251089 1.9498722 -1.8721344
-0.1325637 0.4611319 1.2141330
0.1294275 1.8825033 -1.4607910
1.5532482 -0.3168316 -2.1274542
4.0387992 0.0162706 -1.4086935
3.4886223 -0.0824660 0.2492951
-1.4574086 0.1670967 -1.5318272
-2.0558387 -2.1316815 -0.6663508
-1.1126480 -1.8114435 0.7638475
-0.0615112 -1.8910995 -2.1134733
-0.0078412 -3.2340147 -0.9909875
-4.1124975 0.4856980 1.7946457
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rel-(1(10)Zz,4S,5E,7R) -Germakra-1(10) ,5-dien-11,14-diol, konformer 2

Job type:
Method: RB3LYP
Basis set:

js=iN@Rpaniiaciiysjieile vie i uiifas s jia s e s e

H13 -2.3856542 0.5896993 2.1240929
H14 -3.1206530 -0.9732220 1.7469795
H15 -3.8225927 -0.1362204 -1.8809506
H16 -4.9590246 0.1479999 -0.5639059
H17 -4.0683589 -1.3708015 -0.6327567
H18 2.8974245 2.4963047 1.8226626
H19 1.1671049 2.4869866 2.1526559
H20 2.0065490 0.9763916 1.8255602
H21 3.0236694 -2.0718199 0.7740549
H22 1.8945475 -3.3989637 0.5765219
H23 0.5489064 -2.3782242 2.0434471
H25 1.6481147 3.3035633 -0.1345053
01 -3.0554889 1.7622821 -0.2343991
H24 -2.2573120 2.2117082 0.0688969

Number of shells: 292
Number of basis functions: 838
Multiplicity:
Parallel Job:

SCF model:

A restricted hybrid HF-DFT SCF calculation will be
performed using Pulay DIIS + Geometric Direct Minimization

Optimization:
Step Energy Max
1 -737.902016
2 -737.903069
3 -737.903122
4 -737.903136
5 =737.903150
6 -737.903149
Reason for exit:

Quantum Calculation CPU Time:
Quantum Calculation Wall Time:

1

8 threads

0
0
0
0.
0
0

Geometry optimization.

6-311++G (2DF, 2P)

Grad. Max Dist.

.009468
.002080
.001006

000489

.000216
.000114

0.
0.051471
0.010235
0.
0
0

038169

030608

.013484
.012041

Successful completion

Cartesian Coordinates
Atom X Y Z

Qo000

ja=jipaciaciijaciie sie e s« i« cjifas i« s« v« i« O O NGO NO NO N O N Q!

5:07:23.13
9:25:08.19

(Angstroms)

C 3.2833069 0.8190103 -0.7330323
Cl 2.2774670 1.8491244 -0.1368692
C2 0.9019374 1.6714738 -0.7427256

C3 -0.1248920 1.0642284
C4 1.8231506 -1.2417080
C5 3.1081218 -0.6774757
C6 -1.3706774 0.5778923

-0.1607664
-0.8987271
-0.3642775
-0.8673900

C7 -1.0958328 -0.7463413 -1.6478186
C8 -0.5492372 -1.9885920 -0.9056581
C9 0.8189023 -1.8275867 -0.2470524
Cl0 -2.6064738 0.5559829 0.0722672

Cll -3.8769826 0.0900986 -0.6449342

Cl2 -2.8353835 1.9452754 0.6756715
C13 2.3025650 1.8535952 1.3946094
Cl4 0.9121473 -2.2857478 1.1871768
0 0.2384833 -1.4417232 2.1239141
H 4.2864018 1.1228946 -0.4210619

H1 3.2665038 0.9098100

-1.8232788

H2 -0.0185512 0.7458596 0.8671182

H3 0.8264337 1.9507284

H4 1.6547083 -0.9921343 -1.
H5 3.9643401 -1.2086460 -0.

H6 3.1790757

-0.8038888

H7 -1.6275494 1.3052121 -1.

H8 -0.3959834 -0.4808906 -2.4416325
H9 -2.0129146 -1.0420339 -2.1599927
-2.8071799 -1.6324272
-2.3005333 -0.1502968
0.1618241 0.0274256
-0.9450091 -0.9685844

H10 -0.5165832
H11 -1.2707034
H12 -4.7343655
H13 -3.7955835

-1.7930162

9435908
7943472

0.7149755

6438802
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rel-(1(10)Zz,4S,5E,7R) -Humula-1(10) ,5-dien-7,14-diol, konformer 1
Job type:

Basis set:

js=iN@Raciisje e e il as i sia sy e s e

H14
H15
H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H25

-4.0908093 0.7108831 -1.5164617
-1.9610589 2.2800609 1.2296341
-3.6915223 1.9302034 1.3544551
-3.0452429 2.6776272 -0.1045075
3.3174256 2.0367021 1.7522201
1.6624947 2.6432733 1.7897072
1.9650382 0.9123096 1.8266693
1.9466799 -2.3287571 1.5200987
0.5119625 -3.3067883 1.2557663
-0.6428105 -1.2176351 1.7921022
2.6501330 2.8257060 -0.4667353
01 -2.3141588 -0.3790278 1.1426725
H24 -2.9973461 -0.3043988 1.8157781

Geometry optimization.
Method: RB3LYP

Number of shells: 292
Number of basis functions: 838
Multiplicity: 1

Parallel Job:

SCF model:

A restricted hybrid HF-DFT SCF calculation will be
performed using Pulay DIIS + Geometric Direct Minimization

Optimization:

Step Energy Max
1 -737.905275 0
2 =737.906146 0
3 -737.906279 0
4 -737.906303 0
5 =737.906307 O.
6 -737.906309 0
7 =737.906312 0
8 -737.906312 0
Reason for exit:

Quantum Calculation Wall Time:

8 threads

6-311++G (2DF, 2P)

Grad. Max Dist.

.009528
.002837
.001773
.000589

000423

.000131
.000091
.000101

0.
0.054045
0.012905
0.010253
0.
0
0
0

041760

004686

.003997
.002814
.001247

Successful completion
Quantum Calculation CPU Time: 6:36:11.52

Cartesian Coordinates
Atom X Y Z

e NC NN NN NONS]
Qoo

ja=iipaciiaciiie siye i@l s« s = = O HO N O NONONQ]

(Angstroms)

3.1587983 0.3579402 0.5273177

2.3644539 1.3555740

-0.3474319

0.9509921 1.5630090 0.1367381
-0.1432039 1.2800844 -0.5607992
1.3986450 -1.4329249 0.9264962
2.7760364 -1.1317846 0.4087136
-0.0813710 0.0629339
-0.8100034 1.3038010
-2.1965387 1.0238573
-2.1665073 0.3886375
-2.9698785 -0.8727758

-2

.1235887
-1.
-0.
0.
0.
-0.1994268 -2.4801210 -1.9657646
-1.5944708 1.3854698 -0.1485402
-2.3643871 2.0169447 -1.3280354
-1.8215287 2.2476111 1.0986981

-3.9505173 0.0380034 -0.6751019
2.3185587
4.2160744
3.
3
0

5767330
9642318
4212668
5931841

0791285

.1042007
.8604579
-1.8453861 -0.6463443 -0.8320087
1.1724368 -0.9205668 1.8589463

2.
3.5147490 -1.6991611 0.9860917

8912912

.9495748 -1.3636666
.4508350 0.2670379

.7028207 -0.4045034

0
0
0.6653257 1.5754770
2
1

.9788718 1.1371295

-1.4558050 -0.6269195

7:26:31.56
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rel-(1(10)Zz,4S,5E,7R) -Humula-1(10) ,5-dien-7,14-diol, konformer 2

Job type:
Method: RB3LYP
Basis set:

IroDpoDoDIDDI@DoDoD@oDDoDEDToDm®TmOo

-3.5539110 -0.
-0.8426285 -0.
-2.4156839 -0.
-1.6432089 -2.
-0.9109613 -2.
1.6419277
0.2389833 -3.
0.0907338 -1.

-2.2932356 1.
-1.9525044 2.
-1.5297764 3.
-1.2556974 1.
-2.8767335 2.
-0.0022687 0.

1166938
1961410
9261565
7607947
7465030 1.

-3.0351691 -1.

9895302 -0.
5853434 -2.
1545250 -1.
3988747 -2.
9967831 -1.
2815225 0.9092539
9006228 1.9619158
2348442 1.3697631
8671264 -1.5593278

.1856730
.8193836
.9906457
.3823373

9677869
1683607
7115665
1644208
0846705
2267400
5699815

2.5804614 3.4096055 -1.0480988
4.1190082 2.5795223 -0.7860703
3.1741091 3.1492355 0.5901131

0]
H
H
H
H
H
H
H
H -3.4180511 2.
H
H
H
H
H
H
H
H
H

Number of shells: 292
Number of basis functions: 838
Multiplicity:
Parallel Job:

SCF model:

A restricted hybrid HF-DFT SCF calculation will be
performed using Pulay DIIS + Geometric Direct Minimization

Optimization:
Step Energy Max
1 -737.904127
2 -=737.905289
3 -737.905384
4 -737.905401
5 -737.905411
6 -737.905413
7 =737.905414
8 =-737.905415
Reason for exit:

Quantum Calculation CPU Time:

1

8 threads

0
0
0
0
0.
0
0
0

6-311++G (2DF, 2P)

Grad. Max Dist.

.009053
.001688
.000904
.000593

000241

.000140
.000074
.000027

.056478
.044838
.015251
.038419
.031234
.012871
.002199
.001427

Geometry optimization.

Successful completion

Quantum Calculation Wall Time:

Cartesian Coordinates
Atom X Y Z

CHONCNONONONONONS]

jsejiasiiasiiasii@ sl iia i« O NONONONONO!

6:24:02.25
6:34:33.51

(Angstroms)

C -2.1149232 -2.0651150 0.6664467

Cl -1.0678277 -2.3439733 -0.4381439
C2 0.2954592
C3 0.9229164

Cl10 -1.8057819 1.7219099 -1.1349028

-1.8089855 -0.0806941
-0.8132530 -0.6999293
C4 -1.7605231 0.4452806 1.0199900
C5 -2.7286442 -0.6491844 0.6743877
C6 2.0086435 1.0021903 0.6761115
C7 1.1620213 2.2071171 0.1544207
C8 -0.2465979 2.4044701 0.7628663
C9 -1.3093834 1.4500865 0.2628032

O -2.5400284 2.9505013 -1.2177035

Cl1l 2.2485240
Cl2 2.9426977
C13 3.1990802
H 0.7165501 O
H1 -1.4016349
H2 -2.9385962
H3 -1.6724523

H4 0.7744847

0.3384098

-0.1841882 -0.3308858
-1.6013751
-1.1888834 0.3444177
.0288497 1.7492885
-1.8461794
-2.7738932 0.5485928
-2.2811861 1.6442915
Cl4 -0.9805862 -3.8532425 -0.7164413
-2.3136569 0.7557026

-1.3536652

H5 3.0049117 1.3839286 0.9079840
H6 -1.3605005 0.3733451 2.0303668

H7 -3.2069394 -0.4694776 -0.2889550
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H8 -3.5326319 -0.6472644 1.4177326

H

26 0 Ol 1.5295656 0.5167151 1.9231236

27 H H9 1.7237929 3.1167840 0.3739354

28 H H10 1.0883239 2.1719829 -0.9322121
29 H H11 -0.5572298 3.4220006 0.5159007
30 H H12 -0.1745228 2.3490043 1.8478444
31 H H13 -0.9690723 1.8590324 -1.8214459
32 H H14 -2.4073014 0.8978860 -1.5208126
33 H H15 -3.2513172 2.9206732 -0.5709317
34 H H16 3.8643552 0.8674122 -1.3516169
35 H H17 2.3123732 1.0166125 -2.1759819
36 H H18 3.2038608 -0.4946051 -2.2553338
37 H H19 3.3817744 -2.0402161 -0.3116844
38 H H20 2.8069137 -1.5562835 1.2889313
39 H H21 4.1579473 -0.7122932 0.5553506
40 H H22 0.4115190 -0.3438651 -1.5375034
41 H H23 -0.2480605 -4.0674350 -1.4946022
42 H H24 -1.9450397 -4.2505806 -1.0364815
43 H H25 -0.6791529 -4.3959803 0.1824109

Izolepidozen-14-al

Job type: Geometry optimization.
Method: RB3LYP

Basis set: 6-311++G(2DF, 2P)
Number of shells: 260

Number of basis functions: 764
Multiplicity: 1

Parallel Job: 8 threads

SCF model:
A restricted hybrid HF-DFT SCF calculation will be
performed using Pulay DIIS + Geometric Direct Minimization

Optimization:
Step Energy Max Grad. Max Dist.

1 -660.207574 0.010308 0.109583
2 -660.204999 0.033811 0.115843
3 -660.207001 0.010234 0.070956
4 -660.206921 0.011795 0.045471
5 -660.208551 0.001761 0.140846
6 -660.208203 0.012268 0.092564
7 -660.208562 0.000351 0.030772
8 -660.208565 0.000418 0.006707
9 -660.208566 0.000148 0.004043

Reason for exit: Successful completion
Quantum Calculation CPU Time: 6:41:27.42
Quantum Calculation Wall Time: 8:02:24.53

Cartesian Coordinates (Angstroms)
Atom X Y Z

1 CC 1.9776361 2.3145043 -0.5071608

2 C Cl 0.8200693 1.9983831 0.4076728

3 CC2 -0.3476740 1.6381704 -0.1449028

4 C C3 -1.2346244 0.5926894 0.3933917

5 C C4 1.8432029 -0.1201818 -1.1972405

6 C C5 2.7734122 0.9872260 -0.7809560

7 C Cé6 -1.5186762 -0.5322023 -0.6061715
8 C C7 -1.0082183 -1.9389483 -0.3845753
9 C C8 0.3733816 -2.1506015 -1.0678036
10 C C9 1.4867170 -1.2549157 -0.5614566
11 C C10 -2.6614818 0.2164669 0.0351293
12 C Cl11 -3.4763702 -0.4537498 1.1239308
13 C Cl2 -3.4826907 1.1313569 -0.8519182
14 C C13 1.1623323 1.7897316 1.8576043
15 H H 2.6699315 3.0489331 -0.0885263

16 H H1 1.6123097 2.7096934 -1.4568184
17 H H2 -0.4926094 1.8760051 -1.1942318
18 H H3 -0.9447161 0.2281379 1.3705754
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H4 1.3234498 0.0865868 -2.1297499

H

20 H H5 3.4937395 1.1778321 -1.5810850
21 H H6 3.3494508 0.7285803 0.1037689

22 H H7 -1.3638579 -0.2108409 -1.6324507
23 H H8 -1.6970503 -2.6715398 -0.8163986
24 H H9 -0.9301198 -2.1710277 0.6770181
25 H H10 0.2523586 -1.9889769 -2.1413194
26 H H11 0.6640308 -3.1916958 -0.9256749
27 H H12 -2.8652851 -1.0911603 1.7623421
28 H H13 -4.2634392 -1.0750695 0.6899614
29 H H14 -3.9584079 0.2908880 1.7613081
30 H H15 -4.2882235 0.5770038 -1.3394858
31 H H16 -2.8817749 1.5954385 -1.6333468
32 H H17 -3.9384079 1.9311656 -0.2639945
33 H H18 1.7067594 2.6568871 2.2400971
34 H H19 0.2789103 1.6574969 2.4774057
35 H H20 1.8133223 0.9240756 2.0169468
36 C Cl4 2.1441960 -1.6725760 0.6874155
37 H H22 2.9900386 -1.0517387 1.0291282
38 0 O1 1.8253275 -2.6545235 1.3274051

Konocefalenol, konformer 1

Job type: Geometry optimization.
Method: RB3LYP

Basis set: 6-311++G(2DF, 2P)
Number of shells: 284

Number of basis functions: 804
Multiplicity: 1

Parallel Job: 8 threads

SCF model:

A restricted hybrid HF-DFT SCF calculation will be
performed using Pulay DIIS + Geometric Direct Minimization

Optimization:
Step Energy Max Grad. Max Dist.
1 -662.698916 0.010579 0.088288

2 -662.695027 0.022376 0.064597
3 -662.699529 0.003420 0.010636
4 -662.699608 0.003328 0.012019
5 -662.699685 0.002613 0.005214
6 -662.699718 0.002140 0.004328
7 -662.699725 0.001577 0.003094
8 -662.699739 0.001236 0.002728
9 -662.699749 0.000938 0.002662

10 -662.699757
11 -662.699764
12 -662.699768
13 -662.699770
14 -662.699772
15 -662.699774 0.000467 0.004192
16 -662.699777 0.000362 0.005294

0.000749 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
17 -662.699780 0.000417 0.005553
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

.000630
.000593
.000573
.000538

.002541
.002631
.002005
.002008
.002765

18 -662.699783 0.000417 0.005299
19 -662.699786 0.000343 0.004839
20 -662.699788 0.000353 0.003958
21 -662.699789 0.000350 0.002813
22 -662.699790 0.000337 0.001978
23 -662.699790 0.000316 0.001734
24 -662.699790 0.000288 0.001820

Reason for exit: Successful completion

Quantum Calculation CPU Time: 17:10:25.36
Quantum Calculation Wall Time: 20:14:29.41

Cartesian Coordinates (Angstroms)
Atom X Y Z

1 CCl 0.4763966 -2.1536897 -0.0277059
2 C C2 -0.9009762 -1.4907449 0.1880241
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H41 0.5412476 -1.5675106 -2.1444571
H42 1.6873456 -2.8362999 -1.7125728

3 C C3 -0.9855637 0.0071536 -0.0571662
4 C C4 0.1225789 0.7406635 -0.2303844
5 C C5 1.5199971 0.1442230 -0.1960173
6 C C6 1.5701205 -1.2090733 0.4962218
7 C C7 0.2719759 2.2564994 -0.3421584
8 C C8 1.7878386 2.5222402 -0.2366581
9 C C9 2.3737284 1.2668032 0.4244867
10 C C10 -2.3976581 0.6158033 0.0623037
11 C C11 -3.5089998 -0.3372705 -0.4058912
12 C Cl2 -2.6602307 1.0288762 1.5157059
13 0 013 -2.5229487 1.8298708 -0.6965903
14 C C14 3.8792365 1.1111196 0.2475836
15 C C15 0.5251916 -3.4759152 0.7490427
16 C Cl16 0.6824553 -2.4523971 -1.5242065
17 H H17 1.8729712 0.0260855 -1.2301840
18 H H18 -1.2311599 -1.6843768 1.2163403
19 H H19 -1.6230991 -2.0123133 -0.4425967
20 H H20 1.4249446 -1.0625014 1.5717253
21 H H21 2.5515224 -1.6748882 0.3715827
22 H H22 -0.1427304 2.6509151 -1.2681822
23 H H23 -0.2754144 2.7573206 0.4556434
24 H H24 2.0163151 3.4350864 0.3142286
25 H H25 2.2266767 2.6354554 -1.2322153
26 H H26 2.1454710 1.3005230 1.4967572
27 H H27 -4.4570700 0.1971772 -0.3713235
28 H H28 -3.3416733 -0.6677078 -1.4332689
29 H H29 -3.5911472 -1.2217988 0.2236922
30 H H30 -3.6609295 1.4510160 1.6128418
31 H H31 -1.9382551 1.7770877 1.8363320
32 H H32 -2.5816742 0.1685076 2.1794924
33 H H33 -2.3338343 1.6298194 -1.6183712
34 H H34 4.2561308 0.2064997 0.7269652
35 H H35 4.4146595 1.9577630 0.6811466
36 H H36 4.1433852 1.0623321 -0.8119005
37 H H37 0.4254561 -3.3037869 1.8222228
38 H H38 -0.2803981 -4.1462830 0.4417173
39 H H39 1.4708559 -3.9956161 0.5810612
40 H H40 -0.0294142 -3.2078530 -1.8623909
H
H

Konocefalenol, konformer 2

Job type: Geometry optimization.
Method: RB3LYP

Basis set: 6-311++G(2DF, 2P)
Number of shells: 284

Number of basis functions: 804
Multiplicity: 1

Parallel Job: 8 threads

SCF model:
A restricted hybrid HF-DFT SCF calculation will be
performed using Pulay DIIS + Geometric Direct Minimization

Optimization:
Step Energy Max Grad. Max Dist.

1 -662.698492 0.010545 0.097653
2 -662.697158 0.016245 0.078215
3 -662.698769 0.004341 0.031996
4 -662.698797 0.006278 0.020853
5 -662.699165 0.003310 0.008632
6 -662.699188 0.002866 0.022326
7 -662.699245 0.001673 0.004868
8 -662.699260 0.001493 0.004766
9 -662.699271 0.001323 0.004622

10 -662.699278
11 -662.699284
12 -662.699288 0.000756 0.002611
13 -662.699291 0.000548 0.003135

0.001182 0
0 0
0 0
0 0
14 -662.699293 0.000519 0.002396
0 0
0 0
0 0
0 0

.000970

.004455
.001942

15 -662.699295 0.000523 0.002197
16 -662.699297 0.000518 0.002171
17 -662.699298 0.000494 0.002141
18 -662.699300 0.000454 0.001637
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19 -662.

20 -662.
21 -662.
22 -662.
Reason

699301 0.000404 0.001386
699302 0.000352 0.002171
699303 0.000309 0.002339
699304 0.000283 0.002189

for exit: Successful completion

Quantum Calculation CPU Time: 15:19:27.22
Quantum Calculation Wall Time: 18:24:11.91

Cartesi
Atom X

1 CcCl

2 C C2

3 CC3

4 C Cc4

5 C C5

6 C C6

7 C C7

8 C C8

9 C C9

10 C C1
11 Cc C1
12 CccCl
13 0 01
14 Cc Cl
15 Cc Cl
16 C C1
17 H H1
18 H H1
19 H H1
20 H H2
21 H H2
22 H H2
23 H H2
24 H H2
25 H H2
26 H H2
27 H H2
28 H H2
29 H H2
30 H H3
31 H H3
32 H H3
33 H H3
34 H H3
35 H H3
36 H H3
37 H H3
38 H H3
39 H H3
40 H H4
41 H H4

H

H4

an Coordinates (Angstroms)
Y Z

0.4234454 -2.1411865 -0.0235400
-0.9287272 -1.4515879 0.2535697
-0.9806815 0.0587819 0.0794606
0.1431690 0.7705173 -0.0749217
1.5189305 0.1268236 -0.1269260
1.5545233 -1.2471646 0.5193999
0.3481840 2.2803257 -0.1791218
1.8771518 2.4761027 -0.2370434
2.4605054 1.2147777 0.4190637

0 -2.4021522 0.6499032 0.0689898
1 -2.9588490 0.6099510 -1.3586680
2 -3.3589164 -0.0802067 1.0270296
3 -2.4210752 2.0410408 0.4242892
4 3.9415782 0.9909864 0.1394899

5 0.4519144 -3.4972485 0.6938665
6 0.5909119 -2.3821119 -1.5348415
7 1.7898071 0.0117266 -1.1865153
8 -1.2327377 -1.6813199 1.2797776
9 -1.6890980 -1.9222130 -0.3778701
0 1.4340607 -1.1401733 1.6026113
1 2.5190158 -1.7352413 0.3548989
2 -0.1688224 2.7150857 -1.0338263
3 -0.0556760 2.7867877 0.6955426
4 2.1983024 3.3965408 0.2512178

5 2.2207811 2.5273016 -1.2741747
6 2.3099688 1.2834527 1.5036291

7 -3.9731429 1.0101387 -1.3768100
8 -2.3359518 1.2120177 -2.0185705
9 -2.9825017 -0.4098156 -1.7414785
0 -4.3228386 0.4262472 1.0044371
1 -2.9828517 -0.0532839 2.0523083
2 -3.5138518 -1.1225997 0.7554657
3 -2.1230050 2.1238510 1.3348895
4 4.3158046 0.0849558 0.6182124

5 4.5415305 1.8257908 0.5058792

6 4.1234359 0.8999312 -0.9341440
7 0.3880590 -3.3697382 1.7759090
8 -0.3835902 -4.1275260 0.3814923
9 1.3746381 -4.0386832 0.4749494
0 -0.1441496 -3.1089736 -1.8859855
1 0.4532026 -1.4715277 -2.1171296
2 1.5829608 -2.
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Sonja Filipovi¢ rodena je 14. oktobra 1986. godine u Krusevcu. Osnovno obrazovanje
stekla je u Osnovnoj skoli ,,Vuk Karadzi¢* u Krusevcu, gde je postigla znaCajne rezultate na
meduokruznim takmicenjima iz biologije i srpskog jezika. Takode, nosilac je Svetosavske nagrade
kao jedan od najboljih daka $kola unutar opstine Krusevac. Paralelno sa osnovnim obrazovanjem,
zavrsila je Osnovnu muzicku Skolu ,,Stevan Hristi¢® u KruSevcu, u klasi profesorke Javorke
Jovanovi¢, specijalizujuci se za klavir. Svoje obrazovanje nastavila je u Gimnaziji u Krusevcu, na

prirodno-matematickom smeru.

Na Farmaceutski fakultet u Beogradu upisuje se 2005/2006. skolske godine, a diplomski
ispit pod nazivom ,,Aerozagadivaci, osobine i znacaj* odbranila je 25.6.2013. godine pod

mentorstvom profesorke Sladane Tanaskovi¢, sa ocenom 10 (deset).

Obavezni staz za magistre farmacije u trajanju od godinu dana, tokom Sest meseci obavila
je u ,,Apoteci Kedrovi¢* u sklopu Apotekarske ustanove Krusevac, gde se pored prodaje lekova i
pomo¢nih medicinskih sredstava bavila i magistralnom izradom lekova. Takode, obavljen je i
tromesecni staZ u Galenskoj laboratoriji u KrusSevcu, gde je bila angazovana na izradi i kontroli
kvaliteta farmaceutskih preparata. Unutar Bolnicke apoteke u okviru Opste bolnice KruSevac,
provela je tri meseca, gde se upoznala sa metodologijom rada i nabavke u ovoj oblasti
farmaceutske delatnosti. Stru¢ni ispit za diplomiranog farmaceuta polozila je u oktobru 2014.

godine pred ispitnom komisijom Ministarstva zdravlja u Beogradu.

Skolske 2013/2014. upisuje doktorske studije na Prirodno-matemati¢kom fakultetu u Nisu,
na Departmanu za hemiju pod mentorstvom prof. dr Nika Radulovic¢a. Oblast njenog istrazivanja
obuhvata polja organske hemije, biohemije, primenjene organske hemije, 1
biomedicine/biofarmacije. Od 2013. godine, angaZovana je na projektu Ministarstva prosvete,
nauke 1 tehnoloSkog razvoja pod nazivom: , Kombinatorne biblioteke heterogenih katalizatora,
prirodnih proizvoda, modifikovanih prirodnih proizvoda i njihovih analoga: put ka novim bioloski
aktivnim agensima® (OI 172061). Jedno od potvrda uspesnosti njenog rada predstavlja nagrada
dodeljena od strane organizacionog odbora medunarodne konferencije ISEO2016 (47
International Symposium on Essential Oils; septembar 2016, Nica, Francuska; organizator:
Univerzitet Sophia Antipolis), kada je kao jedan od najboljih mladih istraziva¢a nagradena

stipendijom IFEAT Registration Fellowship.



U naucno zvanje istrazivac-pripravnik izabrana je 23.10.2013. godine od strane Nastavno-
naucnog veca Prirodno-matematickog fakulteta u Nisu, dok je u nau¢no zvanje istraziva¢-saradnik
izabrana 2016. godine. Od 2016. do 2018. godine, bila je saradnik u izvodenju laboratorijskih
vezbi na obaveznom predmetu ,Preparativna organska hemija“ na Osnovnim akademskim

studijama, studijski program Hemija, unutar iste mati¢ne ustanove.

Od 2018. godine zasnovala je radni odnos asistent, na dva obavezna predmeta: ,,Organska
hemija“ i ,,Biohemija*“ u okviru studijskog programa Osnovnih akademskih studija: Stocarstvo,
Ratarstvo i povrtarstvo i Vodarstvo i vinogradarstvo, i na izbornom predmetu ,,Stetne materije u
poljoprivrednim proizvodima® u okviru Poljoprivrednog fakulteta u Krusevcu, Univerziteta u
Nisu. Studentski parlament joj je 2019. godine dodelio Zahvalnicu za izuzetno zalaganje u radu,
pomo¢ studentima i doprinosu razvoja nastave Poljoprivrednog fakulteta u KruSevcu. Tokom
2019. godine zavrSila je Skolu masene spektrometrije—Instrumental Analytical Techniques in
Environmental and Food Safety Control-koju su organizovali Prirodno-matematicki fakultet u

Nisu i Université Pierre et Marie Curie (Pariz).

Autor je jednog, a koautor jo§ 3 naucna rada objavljenih u medunarodnim casopisima.
Takode, autor je 2 rada i koautor jo§ 7 radova u ¢asopisima od nacionalnog znacaja. Od 2016.
godine ucestvovala je na nacionalnim i medunarodnim nau¢nim skupovima sa 22 saopStenja,

ukljucujuéi 1 jedno predavanje po pozivu.
Rad objavljen u medunarodnom ¢asopisu izuzetnih vrednosti (M21a)

e Radulovi¢, N. S., Filipovié, S. I, Nesi¢, M. S., Stojanovi¢, N. M., Miti¢, K. V., Mladenovi¢,
M. Z., & Randelovi¢, V. N. (2020). Immunomodulatory Constituents of Conocephalum
conicum (Snake Liverwort) and the Relationship of Isolepidozenes to Germacranes and
Humulanes. Journal of Natural Products, 8§3(12), 3554-3563
https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.0c00585

Rad objavljen u vrhunskom medunarodnom ¢asopisu (M21)

e Radulovi¢, N. S, Filipovi¢, S. 1., Zlatkovi¢, D. B., DPordevi¢, M. R., Stojanovi¢, N. M.,
Randjelovi¢, P. J., Miti¢, K. V., Jevtovi¢-Stoimenov, T. M. and Randelovi¢, V. N. (2016).
Immunomodulatory pinguisane-type sesquiterpenes from the liverwort Porella cordaeana

(Porellaceae): the “new old” furanopinguisanol and its oxidation product exert mutually


https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.0c00585

different effects on rat splenocytes. RSC Advances, 6(48), 41847-41860
https://doi.org/10.1039/C6RA04308A

Rad objavljen u istaknutom medunarodnom ¢asopisu (M22)

Filipovi¢, S. 1., Stojanovi¢, N. M., Miti¢, K. V., Randelovi¢, P. J., & Radulovi¢, N. S.
(2022). Revisiting the Effect of 3 Sesquiterpenoids from Conocephalum conicum (Snake
Liverwort) on Rat Spleen Lymphocyte Viability and Membrane Functioning. Natural
Product Communications, 17(8), 1934578X221119912. DOI:
10.1177/1934578X221119912

Rad objavljen u medunarodnom ¢asopisu (M23)

Djordjevi¢, D. M., Radivojevié, A. R., Pavlovi¢, M. A., Djordjevi¢, M. G., Stankovié, M.
N., Filipovi¢, I. M., & Filipovié, S. 1. (2014). Preliminary geochemical investigation of
karst barré from eastern Serbia  Sokobanja  basin. Bulgarian = Chemical

Communications, 46(4), 771-776. ISSN:0324-1130 (M23)

Radovi objavljeni u vrhunskim ¢asopisima nacionalnog znacaja (M51)

Vasi¢, T., Markovi¢, J., Zivkovié, S., Filipovi¢, S., & Jevremovi¢, D. (2020).
Mycopopulation of lavender in Serbia. Journal of Mountain Agriculture on the
Balkans, 23(5),207-217. ISSN 1311-0489 (Print) ISSN 2367-8364 (Online) (M51)
Filipovi¢, S., Vasi¢, T., Radulovié, N., Stanojevié, ., & Jevremovi¢, D. (2020). Detailed
GC-MS analysis of the Salvia sclarea L. essential oil and the first in vitro antifungal
activity assessment against crop pathogen Colletotrichum acutatum JH Simmonds. Journal
of Mountain Agriculture on the Balkans, 23(4), 207-229. ISSN 1311-0489 (Print), ISSN
2367-8364 (Online) (M51)

Zivkovié, S., Vasi¢, T., Jevremovi¢, D., & Filipovié, S. (2020). Organic production of the
pepper by using of cow manure and retort beach charcoal. Journal of Mountain Agriculture
on the Balkans, 23(1), 182-196. ISSN 1311-0489 (Print), ISSN (2367-8364) (Online)
(M51)


https://doi.org/10.1039/C6RA04308A

Radovi objavljeni u istaknutim ¢asopisima od nacionalnog znac¢aja (M52)

e Stanojevié, L., Glisi¢, B., Zivkovié, S., Filipovi¢, S., Andjelkovi¢, S., & Vasi¢, T. (2020).
Copper (I) compounds as effective agents against Colletotrichum acutatum causing
anthracnose of strawberry. Biologica Nyssana, 11(2). DOI: 10.5281/zenodo0.4393961
(M52)

e Vasié, T, Zivkovié, S., Debasis, M., Stanojevi¢, 1., Filipovié, S., Andeli¢, B., & Markovic¢,
J. (2020). Resistance to anthracnose (Colletotrichum linicola) on different cultivars of red
clover  (Trifolium  pratense) in  Serbia. Biologica  Nyssana, 11(2).  DOI:
10.5281/zenodo.4393965 (MS52)

e Zivkovi¢, S., Vasi¢, T, Mihajlovi¢, B., Andjelkovié, S., Andeli¢, B., Stanojevié, 1., &
Filipovi¢, S. (2020). Yield of the tomato farmed by organic principles in the greenhouse
with the application of retort beach charcoal. Biologica Nyssana, 11(1). DOI:
10.5281/zenodo.4060302 (M52)

¢ Filipovié, S. L., Bijeli¢, A. B., Bogdanovié, A. 1., & Radulovié, N. (2022). Pinguisane-type
sesquiterpenoids, unique secondary metabolites of liverworts: A review. Facta

Universitatis, Series. Physics, Chemistry and Technology.
DOI:/10.2298/FUPCT2201001F (M52)

Radovi objavljeni u nacionalnim ¢asopisima (M53)

e Vasi¢, T., Zivkovié, S., Markovié, J., Stanojevi¢, 1., Filipovi¢, S., & Terzi¢, D. (2019).
Phytopathogenic fungi causers fungal diseases of the faba bean (Vicia faba L.) in
Serbia. Biologica Nyssana, 10(1). ISSN 2217-4478, DOI: 10.5281/zenodo.3463990

e Vasié, T., Jevremovié, D., Filipovié, S., Markovic, J., Zivkovié, S., & Leposavi¢, A. (2021).
Morfoloska i1  patogena  karakterizacija. Biljni  lekar, 49(5),  585.  DOI:
10.5937/BiljLek2105585V

Saopstenja sa medunarodnih skupova Stampana u celini (M33)

e 1li¢, R., Milogevi¢, D., Stanojevi¢, I, Filipovié, S., Milosavljevi¢, M., Sljivi¢, M. & Vasi¢,
T. (2019). Herbicide efficacy in controlling weeds in alfalfa. In 27th International



Conference Ecological Truth and Environmental Research (pp. 445-449). Bor: University
of Belgrade, Technical Faculty in Bor. ISBN 978-86-6305-097-6 (M33)

Filipovi¢, S., Vasi¢, T., Radulovié, N., Jevremovi¢, D., & Stanojevié, 1. (2021). Detailed
GC-MS analyses of the Myrtus communis L., essential oil and the antifungal activity
assessment. In Proceedings: Ist International Conference on Chemo and Biolnformatics,
ICCBIKG 2021, October 26-27, 2021 Kragujevac, Serbia (pp. 276-279). Kragujevac:
University of Kragujevac, Institute for Information Technologies. DOI:
10.46793/ICCBI21.276F (M33)

Filipovi¢, S., & Radulovi¢, N. (2021). Essential oil analysis of the Micromeria juliana (L.)
Benth, from Lustica Montenegro. In Proceedings: 1st International Conference on Chemo
and Biolnformatics, ICCBIKG 2021, October 26-27, 2021 Kragujevac, Serbia (pp. 332-
335). Kragujevac: University of Kragujevac, Institute for Information Technologies. DOI:
10.46793/ICCBI21.332F (M33)

Vasié, T., Zivkovié, S., Markovié, J., Filipovi¢, S. & Debasis, M. (2024). Phythopatogenic
fungi on alfalfa in Serbia. Book of Proceedings of XV International Scientific Agriculture
Symposium »Agrosym 2024«, 10-13 October, Jahorina, Bosnia and Herzegovina (pp. 667-
672). ISBN 978-99976-816-8-3 (M33)

Zivkovié, S., Vasi¢, T., F ilipovié, S., Vasiljjevi¢, B., Katani¢, V., Jevremovi¢, D., &
Markovié¢, J. (2024). Monitoring of germination ability of conidia of Eutypa lata fungus
anamorphic stage isolated from grapevine in Serbia. In Proceedings: 6™ International
Scientific Conference Modern Trends in Agricultural Production, Rural Development and
Environmental Protection, June 27-28, Vrnjacka Banja, Serbia (pp. 169-175). Belgrade:
The Balkans Scientific Center of the Russian Academy of Natural Sciences. ISBN: 978-
86-6042-005-5 (M33)

Saopstenja sa medunarodnih skupova Stampana u izvodu (M34)

Filipovi¢, S., Radulovi¢, N. S., Zlatkovi¢, D. B. Pordevi¢, M. & Randelovi¢, V. (2016):
The “new old” a-furanopinguisanol and its oxidation product from the essential oil of the
liverwort Porella cordaeana (Hub.) Moore (Porellaceae), 47™ International Symposium

on Essential Oils (47" ISEO) (pp. 77). September 11-14, Nice, France. (M34)



Filipovi¢, S., Radulovi¢, N., Nesi¢, M. & Stevanovi¢, M. (2016): What to do with old,
auto-oxidized tetrahydrofuran? Simple, make a perfume out of it, 47" International
Symposium on Essential Oils (47" ISEO) (pp. 78). September 11-14, Nice, France (M34)
Stojanovié, N. M. , Radulovi¢, N. S., Filipovié, S. 1., Zlatkovi¢, D. B. , Dordevi¢, M. R.,
Randjelovi¢, P. J. , Miti¢, K. V., Jevtovi¢-Stoimenov, T. M. & Randelovi¢, V. N. (2016).
Immunomodulatory activity of pinguisane-type sesquiterpenes from the essential oil of the
liverwort Porella cordaeana (Hub.) Moore (Porellaceae), 47" International Symposium on
Essential Qils (47" ISEO). Book of Abstracts, (pp. 139). September 11-14, Nice, France.
(M34)

Radulovi¢, N., Filipovi¢, S., Zlatkovi¢, D., Pordevi¢, M., Stojanovi¢, N., Randjelovi¢, P.,
Miti¢, K., Jevtovi¢-Stoimenov T., & Randelovi¢, V. (2016). Structural revision of a-
furanopinguisanol, 18" Central and Eastern European NMR Symposium & Bruker User’s
Meeting. Book of abstracts (pp. 49). September18-20, Sofia, Bulgaria. (M34)

Filipovi¢, S. & Radulovi¢, N. (2016). Chemical composition of the leaf essential oil of
Crithmum maritimum L. (Apiaceae) from Montenegro, 12" Symposium on the Flora of
Southeastern Serbia and Neighboring Regions. Book of Abstracts (pp. 102). June 16-19,
Kopaonik, Serbia. ISBN 978-86-6875-055-61 (M34)

Mladenovi¢, M., Radulovi¢, N., & Filipovi¢, S. (2016): The essential oil of Achillea
ageratifolia (Sm.) Boiss. subsp. serbica (Nyman) Heimerl (Asteraceae) revisited:
structural elucidation and synthesis of (new) sabinyl esters, 12 Symposium on the Flora
of Southeastern Serbia and Neighboring Regions. Book of Abstracts (pp. 103). June 16-19,
Kopaonik, Serbia. ISBN 978-86-6875-055-61 (M34)

Filipovi¢, S. & Radulovi¢, N. (2017): The essential oil of Myrtus communis L. from
Montenegro contains a cyclic polymethylated polyketide, 48™ International Symposium on
Essential Oils (ISEO2017), Book of Abstracts (pp. 78). September 10-13, ,Pécs, Hungary
PP08, ISSN 2148-9637. (M34)

Filipovi¢, S. & Radulovi¢, N. (2018): Brasilane sesquiterpenes, bioactive essential-oil
constituents, 49™ International Symposium on Essential Qils (49" ISEO), September 13-
16, Ni8, Serbia, FACTA UNIVERSITATIS Series: Physics, Chemistry and Technology Vol.
16, No 1, Special Issue, 2018, Book of Abstracts (pp. 117). PP53, ISSN 0354 - 4656 (Print),
ISSN 2406 - 0879 (Online) . (M34)



Todorovska, M. & Filipovi¢, S. (2018): Endotoxin Elimination from Pharmaceutical
Preparations, Inovation in Pharmacy: Advances and perspectives (IPAP18). Book of
Abstracts (pp. 232). Salamanca, Spain. ISBN: 978-84-9012-976-0 (pdf) (M34)

Filipovi¢, S. & Todorovska, M. (2018): Information-analytical study on methods of
preparing antioxidant drugs in a liposomal delivery system form, Inovation in Pharmacy:
Advances and perspectives (IPAP18). Book of Abstracts (pp. 257). Salamanca, Spain.
ISBN: 978-84-9012-976-0 (pdf) (M34)

Filipovi¢, S., Radulovi¢, N., & Mladenovi¢, M. (2018): Conocephalum conicum (L.) Dum.
biosensor of an environmental pollution with phytoremediation potential, In 8tk
Symposium Chemistry and Environmental Protection (with international participation),
30.5-01.06. 2018., KruSevac, Serbia (pp. 185-186). Srbija/Serbian Chemical Society,
Karnegijeva 4/111, Belgrade, Serbia. ISBN 978-86-7132-068-9 (M34)

Filipovi¢, S. & Radulovi¢, N. (2018): Liverworts as potent bioaccumulators of
environmental heavy metals: A review, In 8th Symposium Chemistry and Environmental
Protection (with international participation), 30.5-01.06. 2018., Krusevac, Serbia (pp.
183-184). Srbija/Serbian Chemical Society, Karnegijeva 4/I11, Belgrade, Serbia. ISBN
978-86-7132-068-9 (M34)

Vasi¢, T., Filipovié, S., Radulovi¢, N. & Stevi¢, M. (2019): Effect of essential oils of
mountain savory, laurel and sage on growth of Colletotrichum acutatum mycelium
originating from strawberries. VIII congres on plant protection: Integrated Plant Protection
for Sustainble Crop Production and Forestry. Book of abstract (pp. 112-113). november 25-
29, Zlatibor, Serbia. ISBN/MCKH: 978-86-83017-35-5 (M34)

Radulovi¢, N., Filipovi¢, S., Nesi¢, M., Mladenovi¢, M. & Randelovi¢, V. (2019). Three
new sesquiterpene alcohols from the essential oil of the liverwort Conocephalum conicum
(L.) Dum, Nat. Vol. & Essent. Oils, Volume 6 (special issue ISEO 2019), (pp. 161). ISSN
2148-9637(M34)

Predavanje po pozivu sa skupa nacionalnog znacaja Stampano u celini (M61)

Filipovi¢, S., Stanojevié, 1., Jovanovié, LJ., Vasié, T. & Zivkovié S. (2019). Analysis of

the, ethylenebis(dithiocarbamate) originated, imidazoline-2-thione toxodinamic profile:



pros and cons of pesticides, Sustainable management of chemicals (pp. 41-52). ISBN 978-
86-80464-17-6.

Saopstenja sa skupa nacionalnog znacaja Stampano u izvodu (M64)

Filipovi¢, S. & Radulovi¢, N. (2016). Chemical compositionof the leaf essential oil of sea
fennel from Montenegro, Fourth Conference of Young Chemists of Serbia. Book of

abstracts (pp.71). Belgrade, 5. november, Srbija. ISBN 978-86-7132-064-1. (M64)

Radulovi¢, N., Filipovi¢, S., Zlatkovi¢, D. & Dordevi¢, M., (2016). Revised
stereochemistry of furanopinguisanol, Fourth Conference of Young Chemists of Serbia,
Book of abstracts (pp. 31). Belgrade, 5. novembar, Srbija. ISBN 978-86-7132-064-1.
(Mé64)



10. IZJAVE AUTORA



N3JABA O AYTOPCTBY

UzjaBibyjeM na je TOKTOpCKa JucepTaliyja, moj HacJI0BOM

CEKYHIAPHU METABOJIUTU OJJABPAHUX BPCTA JETPEIbAYA POJOBA PORELLA L.
(PORELLACEAE) U CONOCEPHALUM HILL. (CONOCEPHALACEAE)

Koja je onbpamena Ha [Ipuponno-maremarinakoM dakynarery y Humry:

®  pesyiaTar CONCTBEHOI UCTPAKUBAYKOT Pajia

e J1a IpeUIOXKEHA IUCePTalja, HHU Y IIeIMHN HU y JIeJIOBUMa HUje OuIia MpeyIoykeHa Kao OCHOBA 3a
noOujame OMII0 Koje AUTUIOME Ha APYTHM (QaKylTeTuMa, HUTH YHUBEP3UTETUMA

e  J1a cy pe3yiITaTH KOPEKTHO HaBEICHU 1

e Jla HUCAM KOPHUCTHIJIA ayTOPCKa ITpaBa, HUTHU 3JI0yIOTPEOrIIa MHTEICKTYaIHy CBOjHHY IPYTHX JIUIIA.

Jlo3BoJbaBaM Jia ce 00jaBe MOjH JIMYHH TOAAIH, KOJH CY Y BE3U ca ayTOPCTBOM U JOOHjarheM aKaJIeMCKOT
3Bamba JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy HME U TIPe3uMe, TOMHA U MECTO pol)ea U AaTyM of0paHe pajia, u TO y
karanory bubmuoteke, JIMruTaiHOM pEno3uTOpUjyMy YHHBep3uteTa y Hurry, kao u y myOsiukaiujama
YHusepsutera 'y Humry.

Y Humty,

[Motmuc ayropa aucepranuje:

Coma Owmunosuh



HU3JABA O UICTOBETHOCTHU LITAMIOAHOT M EJEKTPOHCKOT OBJIMKA JOKTOPCKE
JTUCEPTALIUJE

HacnoB gucepranmje:

CEKYHJIAPHU METABOJIMTU OJABPAHUX BPCTA JETPEIbAYA PONOBA PORELLA L.
(PORELLACEAE) U CONOCEPHALUM HILL. (CONOCEPHALACEAE)

UzjaBpyjeM ma je eNneKTpOHCKH OONMK MoOje IOKTOpCKE ucepTallyje, Kojy caMm Ipemana 3a
yHouIewke y JAurnraanmu peno3utopujym YHuBep3urtera y Humry, ucroeras mrammanoM OOIHKY.

Y Humty,

IToTmmc aytopa mucepTaryje:

Coma Oununosuh



HN3JABA O KOPUIIIREBDY

Osmanthyjem YauBep3uTeTcKy OmbOmmorexy ,,Huxoma Tecnma® ma y Jdurutamau pemo3nTopHjyMm
VuauBepsutera y Humry yHece Mojy TOKTOPCKY AMCEPTALH]y, IO HACIOBOM:

CEKYHJIAPHU METABOJIMTU OJABPAHUX BPCTA JETPEIbAYA POJNOBA PORELLA L.
(PORELLACEAE) U CONOCEPHALUM HILL. (CONOCEPHALACEAE)

Hucepramnujy ca CBUM MPHIO3MMa TpeAaia caM y eJIeKTPOHCKOM OOIIMKY, TIOTOIXHOM 32 TPajHO
apXUBHUpambe.

Mojy JOKTOpCKY AucepTanyjy, yHety y Aururanau penosutopujym YHUBep3uTera y Humry, mory
KOPUCTUTH CBU KOJH IOINTYjy oipeade caapikaHe y omaOpaHoM Tumy JjwuileHie KpearuBHe 3ajeaHwuIIe
(Creative Commons), 3a KOjy caM ce OJyTy4uJia.
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4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHjaaHO — AenuTH noj uctuM yciaopuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepaze (CC BY-ND)

6. AytopctBo — nenutu nog uertum ycnosuma (CC BY-SA)

V¥ Humry,

[otmuc ayropa aucepranuje:

Comwma Ownunosuh



