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Ispitivanje sekundarnih metabolita i farmakoloSke aktivnosti odabranih vrsta roda
Hieracium L. (Asteraceae) sa Balkanskog poluostrva

SazZetak

Predmet doktorske disertacije je 28 vrsta roda Hieracium s. str. (12 nehibridogenih 1 16
hibridogenih).

Semipreparativnim LC-MS metodama, iz MeOH ekstrakta cvasti H. calophyllum izolovana su
Cetiri seskviterpenska laktona (krepizid E i tri nova jedinjenja: 8-epi-ikserisamin A, kalofilamin A i
kalofilamin B), a iz MeOH ekstrakta podzemnih organa H. scheppigianum pet fenolkarboksilnih
(mono- ili di-O-kafeoilhina) kiselina (identifikacija na osnovu NMR i MS spektara).

Ukupno cetiri seskviterpenska laktona, sedam mono- ili di-O-kafeoilhina kiselina 1 19
flavonoida (luteolin, apigenin, diosmetin, 15 njihovih heterozida i heterozid kvercetina)
kvantifikovani su u suvim MeOH ekstraktima ispitivanih podzemnih organa dve vrste i herbi 28
vrsta LC-MS metodama, i pet triterpena (derivata ursana, oleana i lupana) u suvim CH>Clh
ekstraktima herbi 28 vrsta GC-FID-MS metodom (identifikacija pomocu standarda, NMR, MS i/ili
UV spektara). Hemosistematski znacaj jedinjenja identifikovanih u herbama 28 vrsta utvrden je
multivarijantnim statistickim metodama (PCA, nMDS i UPGMA).

Suvi MeOH ekstrakti herbi su in vitro pokazali znacajan ukupni antioksidantni potencijal i
sposobnost neutralizacije slobodnih DPPH®, ABTS** 1 OH® radikala (28 wvrsta) 1 inhibicije
acetilholinesteraze (27 vrsta) 1 butirilholinesteraze (7 vrsta). Medu testiranih 12 jedinjenja, najbolju
antiholinesteraznu aktivnost ispoljila su tri flavonoidna aglikona i 8-epi-ikserisamin A. Odabrani
suvi MeOH 1 CH>Cl, ekstrakti herbi Sest vrsta pokazali su antimikrobnu aktivnost prema 18, a 8-
epi-ikserisamin A i krepizid E prema 4 mikroorganizma. Isti odabrani izolati ispoljili su
citotoksicni efekat prema tri, odnosno jednoj tumorskoj ¢elijskoj liniji, uz zanemarljivu inhibiciju
rasta zdravih ¢elija. Tri odabrana MeOH i CH>Cl; ekstrakta su u modelu inflamacije Sape pacova
izazvane karageninom pokazala antihiperalgezijsku, ali ne i antiedematoznu aktivnost; bezbednost
primene dva ekstrakta koji su ispoljili znacajnu antihiperalgezijsku aktivnost pokazana je in vivo
rotarod 1 testom akutne toksi¢nosti.

Kljuéne reci: 28 vrsta roda Hieracium, seskviterpenski laktoni, polifenoli (flavonoidi,
fenolkarboksilne kiseline), triterpeni, hemosistematski znacaj, antioksidantna, antimikrobna,
citotoksi¢na, antiholinesterazna, antihiperalgezijska aktivnost.

Nau¢na oblast: Farmacija.
UZa naucna oblast: Farmakognozija.



Investigation of secondary metabolites and pharmacological activity of selected species of the
genus Hieracium L. (Asteraceae) from the Balkan Peninsula

Abstract

The focus of this doctoral dissertation is on 28 species of the genus Hieracium s. str. (12 non-
hybridogenous and 16 hybridogenous).

Using semipreparative LC-MS methods, four sesquiterpene lactones (crepiside E and three new
compounds: 8-epiixerisamine A, calophyllamine A and calophyllamine B) were isolated from the
MeOH extract of H. calophyllum flowering heads, and five phenolic (mono- or di-O-
caffeoylquinic) acids from the MeOH extract of H. scheppigianum underground parts
(identification based on NMR and MS spectra).

Total of four sesquiterpene lactones, seven mono- or di-O-caffeoylquinic acids and 19
flavonoids (luteolin, apigenin, diosmetin, their 15 glycosides and one quercetin glycoside) were
quantified in the dried MeOH extracts of the investigated underground parts of two species and
herbs of 28 species, using LC-MS methods, and five triterpenes (ursane, oleane and lupane
derivatives) in the dried CH>Cl; extracts of the herbs of 28 species, using GC-FID-MS method
(identification using standards, NMR, MS and/or UV spectra). Chemosystematic significance of
the compounds identified in the herbs of 28 species was determined using multivariate statistics
(PCA, nMDS and UPGMA).

Dried MeOH herb extracts in vitro exhibited significant total antioxidant activity and
scavenging of DPPH", ABTS"" and OH" radicals (28 species), as well as the ability to inhibit
acetylcholinesterase (27 species) and butyrylcholinesterase (7 species). Among 12 tested
compounds, three flavonoid aglycones and 8-epiixerisamine A exhibited the highest
anticholinesterase activity. Selected dried MeOH and CH>Cl> herb extracts of six species showed
antimicrobial activity against 18, whereas 8-epiixerisamine A and crepiside E against four
microorganisms. The same selected isolates exhibited cytotoxic activity against three and one
cancer cell lines, respectively, with negligible inhibition of the normal cells growth. In the
carrageenan-induced localized inflammation model in rats, three selected MeOH and CH»Cl
extracts exhibited antihyperalgesic, but not antiedematous activity; safety of the oral administration
of two extracts that exhibited significant antihyperalgesic activity was demonstrated in vivo in
rotarod test and acute oral toxicity study.

Keywords: 28 Hieracium species, sesquiterpene lactones, polyphenols (flavonoids, phenolic
acids), triterpenes, chemosystematic significance, antioxidant, antimicrobial, cytotoxic,
anticholinesterase, antihyperalgesic activity.

Scientific field: Pharmacy.
Scientific subfield: Pharmacognosy.
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1. Opste karakteristike roda Hieracium L.

Hieracium L. s. str. (Asteraceae Durm., Cichorieae Lam. et DC., Hieraciine Dum.) je jedan od
najvecih 1 sistematski najslozenijih rodova skrivenosemenica. Autohton je na teritoriji Evroazije,
severne Afrike 1 Severne Amerike, sa centrima najveceg diverziteta u Alpima, zapadnim delovima
Evrope, na Balkanskom poluostrvu i Srednjem istoku. Naturalizovan je u juznoj Africi, Australiji i
na Novom Zelandu (Kilian 1 sar., 2009). Tradicionalne klasifikacije roda ukljucivale su 1 podrod
Pilosella (Hill) S. F. Gray i nekoliko manjih podrodova i sekcija (Zahn, 1921-1923), koji se danas
uglavnom smatraju zasebnim rodovima (Greuter 2006+; Greuter i Raab-Straube, 2008; Kilian i
sar., 2016; Sell i Vest, 1974; Sennikov i Illarionova, 2002).

Opis

Predstavnici ovog roda su viSegodisnje zeljaste biljke sa belim mlecnim sokom (/atex).
Podzemno formiraju rizom, koji je + izduZen, uspravan ili koso polozen, bez stolona, + debeo,
pokriven ostacima listova. Stabljika je jednostavna, nekada razgranata, gola ili pokrivena retkim
Zlezdastim 1 Cesto brojnim nezlezdastim dlakama razliitog izgleda. Listovi su naizmeni¢no
rasporedeni duz stabljike; ako postoje bazalni listovi, mogu formirati rozetu (filopoda)?. ili
pseudorozetu pri osnovi stabljike (hipofilopoda). Celog su oboda ili mogu biti plitko do duboko
testerasto nazubljeni.

Cvast je glavica izgradena od brojnih zutih, dvopolnih jeziCastih cvetova, sa po pet zubaca pri
vrhu. Veli¢ina glavica kod razlicitih vrsta varira u opsegu od 6 do 20 mm duzine. Glavice mogu biti
pojedinacne ili grupisane u sloZenim raCvastim ili metli¢astim cvastima (tzv. antelama). DrSka
terminalne glavice (tzv. akladijum) moze biti razli¢ite duzine. Involukrum je cilindri¢nog ili
loptastog oblika. Listi¢i involukruma (tzv. filarije) poredani su + crepasto u nekoliko nepravilnih
nizova. Plod je ahenija (tzv. cipsela), obkoni¢nog oblika sa zaSiljenom bazom, bez kljuna, najcesce
sa deset rebara. Papus je saCinjen od 1-2 reda jednostavnih dlaka, prljavobele, retko ¢isto bele boje.

Brojnost trihoma 1 priroda indumentuma, narocito kod listi¢a involukruma, su specifi¢ni unutar
vrsta. Dlake mogu biti retke, pa Cak ih moze biti svega nekoliko; takode mogu biti brojne ili ¢ak
guste tako da formiraju kontinuirani indumentum. Kod biljaka ovog roda, indumentum ukljucuje
dve vrste dlaka: proste i1 razgranate. Proste dlake mogu biti zlezdaste (retke) i nezlezdaste, a boja
im varira od sneznobele do crne. Duzina i tip neZlezdastih dlaka zavisi od taksonomske
pripadnosti, a mogu biti maljave, kosmate do rutave. Razgranate dlake se prema morfologiji dele
na + zvezdaste (tzv. pahuljaste), peraste ili delimi¢no peraste (Gaji¢, 1975; Sell i West, 1974, 1976;
Zahn, 1909, 1921-1923, 1930, 1936). Peraste dlake mogu biti upredene ili grupisane u krpolike
pramenove.

INarodni nazivi na teritoriji bivie Jugoslavije za Citav rod Hieracium L. (prema tradicionalnoj klasifikaciji): jastrebnik,
runjavica, kosmurica (srb.), runjika (hr.). Vrste roda Pilosella se u nekim krajevima Crne Gore nazivaju i liSajevica,
zlatnik, mi$je uvo, misja ovéica, slavak, jandrasika. Latinski naziv roda Hieracium izveden je iz grcke reéi hierax =
jastreb, najverovatnije, jer ove biljke rastu na velikim nadmorskim visinama (Simonovié, 1959; Gaji¢, 1975). Na
engleskom govornom podrucju zajednicki naziv za pripadnike rodova Hieracium i Pilosella je hawkweed = jastrebova
trava, uz dodatno oznacavanje prema morfoloSkim karakteristikama, npr. mouse-hawkweed (Pilosella officinarum
Vaill.).

2 U tradicionalnim monografijama roda (Zahn, 1921-1923), Flori Evrope (Sell i West, 1976) i Flori SR Srbije (Gaji¢,
1975), u okviru kljuceva i opisa vrsta familije Asteraceae, primenjuje se specificna morfoloska terminologija.
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RazmnoZavanje

Dve bitne karakteristike roda Hieracium s. str. odnose se na evolutivno poreklo taksona i
preovladujuéi tip reprodukcije, buduéi da je najveci broj vrsta hibridogenog porekla 1 da se one
naj¢eS¢e razmnozavaju aseksualno, putem semena (agamospermija, tj. apomiksis). Samo diploidne
vrste karakteriSe seksualna reprodukcija (Mraz i Zdvotak, 2019; Sell 1 Vest, 1976).

Apomiksis je proces kojim se skrivenosemenice razmnozavaju aseksualno, putem neoplodenih
semena, stvaraju¢i na taj nacin potomstvo genetski identicno materinskim biljkama. U oko 2,2%
rodova skrivenosemenica zabeleZen je ovaj vid klonalne reprodukcije. Od toga oko 75% svih vrsta
pripada dikotiledonim familijama Asteraceae 1 Rosaceae 1 monokotiledonoj familiji Poaceae.
Uglavnom se javlja kod samoniklih biljaka, retko kod gajenih (Carman, 1997). Pojava je usko
povezana sa poliploidijom 1 hibridizacijom. Gotovo svi poznati apomikti¢ni taksoni su poliploidi 1
obicno poseduju visoki stepen heterozigotnosti. Sa biosistematskog stanoviSta klasifikacija
apomikti¢nih taksona je veoma kompleksna i glavni fokus istrazivanja usmeren je ka njihovom
razgranicenju. Frekvencija apomikti¢nih taksona veca je u arktickim i borealnim predelima i
klimatima, verovatno usled ve¢eg uspeha u kolonizaciji hladnih podrucja.

Osnovni broj hromozoma za sve taksone ovog roda je x = 9 (Brdutigam i Schuhwerk 2002; Sell
1 West 1976; Zahn 1921-1923, 1930). U srednjoj Evropi veéina taksona roda Hieracium s. str. je
triploidna (2n = 3x = 27) 1 tetraploidna (2n = 4x = 36) 1 apomikti¢na i pretpostavlja se da su nastali
drevnom hibridizacijom (Fehrer i sar., 2009; Mraz i Zdvorak, 2019). U novije vreme hibridizacija
je retka i1 do sada je zabeleZena samo u taksonima juzne i isto¢ne Evrope (Mraz i sar., 2005, Mraz i
sar., 2011).

Uobicajena je pretpostavka da su mnogi taksoni roda Hieracium s. str. nastali tokom 1 nedugo
nakon ledenog doba, kada je hibridizacija izmedu seksualnih ,,osnovnih* vrsta bila veoma ucestala
(Fehrer 1 sar.,, 2009). Hibridizacija se definiSe kao ukrStanje izmedu jedinki koje pripadaju
razli¢itim vrstama ili genetski divergentnim populacijama unutar vrste (Soltis i Soltis, 2009).
Hibridizacija moze imati razliCite evolutivne posledice ukljuujuéi povecanu intraspecijsku
genetsku raznolikost, genetske adaptacije, kao i1 diverzifikaciju koja obuhvata pojavu novih
ekotipova 1/ili vrsta (Rieseberg, 1997).

Pojavu hibridizacije kod vrsta ovog roda uslovljavaju odredene njihove osobine. Cvetovi mogu
abortirati degeneracijom praSnika, ¢ime postaju jednopolni (Zenski) (Gaji¢, 1975). Dodatno, za
mnoge apomikticne taksone se zna da poseduju sterilne prasnike i uopste ne proizvode polen.
Ovakve promene se primecuju kod starih hibrida 1 biljaka koje se apomikticki razmnozavaju
generacijama (Storchova i sar., 2002).

Taksonomija

Tradicionalna klasifikacija posmatra rod Hieracium s.l. kao celinu, ukljuujuéi i srodne
taksonomske grupe koje imaju status podroda ili sekcija (Zahn, 1921-1923). U najnovijim
klasifikacijama su rangovi nekih taksona podignuti na status roda u okviru podtribusa Hieraciine
(Tabela 1).

Tabela 1. Nomenklaturni tretmani nekih taksona podtribusa Hieraciine u tradicionalnoj i
savremenoj klasifikaciji

Zahn (1921-1923) Sennikov i [llarionova (2002),
Kilian i sar. (2016)
H. subgen. Hieracium (,,Euhieracium®, ,,Archieracium‘) Hieracium L. s. str.

H. sect. Intybacea W. D. J. Koch Schlagintweitia Griseb.
H. subgen. Pilosella (Hill) Gray Pilosella Hill
H. subgen. Stenotheca (Monier) Fr. Stenotheca Monnier
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U Flori Srbije (Gaji¢, 1975) 1 u Flori Evrope (Sell i West, 1976) Hieracium i Pilosella
zadrzavaju status podroda zbog nomenklaturne jednostavnosti. U Flori Turske (Sell 1 West, 1974)
Pilosella Hill ima status roda. U zavisnosti od taksonomskog koncepta, u rod Hieracium ukljucuje
se razliciti broj vrsta, od 500 do 5000 (Mraz i Zdvotak, 2019). Prema novijim klasifikacijama,
srodni taksoni Hieracium, Pilosella Hill, Stenotheca Monnier, Schlagintweitia Griseb., Andryala L.
1 Hispidella Lam. imaju status roda i pripadaju istom podtribusu Hieraciine (Greuter 2006+;
Greuter i Raab-Straube, 2008; Kilian i sar., 2016; Sennikov i Illarionova, 2002). Prema ovim
klasifikacijama, rod Hieracium s. str. obuhvata 3850 (Flann, 2009-) do 4540 (Greuter, 2006+)
prihvacenih vrsta i podvrsta. Prema tradicionalnoj klasifikaciji (Zahn, 1921-1923) postoje 443
vrste koje se u danaSnje vreme mogu alternativno smatrati mikrospecijskim agregatima (Chrtek,
1997; Niketi¢ 1 sar., 2006; Sell i Vest, 1976; Tyler, 2001). Zahn je u svojim monografijama, od
ukupnog broja opisanih vrsta, samo 38 taksona (8,58%) tretirao kao ,,glavne* (osnovne) vrste
(“species principales”) koje nisu nastale putem hibridizacije, dok je prema istom autoru njihova
viSestruka hibridizacija u proslosti dovela do pojave 405 novih ,,intermedijarnih* (hibridogenih)
vrsta (91,42%). Osnovne vrste su klasifikovane u 25 sekcija, a velika ve¢ina intermedijarnih vrsta
nastala je intersekcijskim ukr$tanjem (Zahn, 1921-1923).

Rasprostranjenje

Rod Hieracium je autohton u Evroaziji, severnoj Africi i Severnoj Americi, a velika vecina vrsta
rasprostranjena je u Evropi. Glavne centre diverziteta ovog roda ¢ine planinski venci u centralnoj i
zapadnoj Evropi, poput Alpa, Pirineja, Karpata, kao i planine Balkanskog poluostrva i Srednjeg
Istoka (Kilian i sar., 2009). Takode, postoje mnogi sekundarni centri za odredene taksonomske
grupe, poput Balkanskog poluostrva za H. sect. Pannosa (Zahn) Zahn, Glauciformia (Freyn) Zahn,
Naegeliana Zahn ex Szelag 1 Cernua R. Uechtr.

Balkansko poluostrvo je takode i najbogatije u pogledu zastupljenosti drevnih diploidnih vrsta
(Niketi€ i sar., 2006). Najveci diverzitet taksona konstatovan je u Dinaridima, a posebno na planini
Durmitor (Crna Gora), sa viSe od Sezdeset vrsta (u uzem smislu) (Niketi¢ 1 sar., 2003). Na ovom
lokalitetu razli€ite vrste obicno koegzistiraju na istom staniStu, sa istim tipom supstrata, Sto je
posebno pogodno za komparativna hemosistematska ispitivanja. Stoga je za potrebe istrazivanja u
okviru ove doktorske disertacije vecina vrsta (24 od 28) prikupljeno na planini Durmitor.

2. Taksonomska pripadnost i karakteristike 28 ispitivanih vrsta roda Hieracium

U okviru ove doktorske disertacije, hemijska i farmakoloska istrazivanja obuhvatila su
nehibridogene vrste koje pripadaju sekcijama Pannosa, Drepanoidea Monnier, Villosa (Griseb.)
Gremli 1 Naegeliana, kao 1 hibridogene vrste koje su nastale ukrStanjem vrsta iz sekcija Pannosa,
Naegeliana, Drepanoidea, Prenanthoidea W. D. J. Koch, Villosa, Glauciformia, Hieracium 1i/ili
Italica (Fr.) Arv.-Touv. Lista ispitivanih vrsta roda Hieracium s. str. sa infragenerickom
klasifikacijom 1 poreklom data je u Tabeli 2. Za razliku od tradicionalne klasifikacije (Zahn, 1921—
1923), koja je veéinu taksona tretirala kao podvrste (trinominalno), zbog znac¢ajnih morfoloskih
razlika koje postoje medu ispitivanim taksonima, u ovoj doktorskoj disertaciji primenjen je
taksonomski binominalni koncept Niketi¢a i sar. (2003; 2006).
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Tabela 2. Spisak 28 ispitivanih vrsta roda Hieracium s. str. sa njithovom infragenerickom klasifikacijom i pretpostavljenim poreklom

Hibridogeno poreklo Akr? Binominalna nomenklatura taksona Hibridogeno poreklo

Sekcija Akrg’Agregat (izmedu agregata) (izmedu vrsta)

- gym H. gymnocephalum Griseb. ex Pant. -
- ori  H orieni A.Kem. -
H. sect. Pannosa gym H gymnocephalum - ble  H. blecicii Niketi¢ -
- par  H paratrichum Niketi¢ -
- spi A spirocaule Niketi¢ -

Pannosa—Naegeliana—Pannosa H._ anastrum gymmocephalum-pannosum ana  H anastrum (Degen & Zahn) Niketi¢ coloriscapum—mokragorae
Pannosa—Prenanthoidea H. calophyllum gymnocephalum-prenanthoides  cal  H. calophyllum R. Uechtr. gymnocephalum—prenanthoides
Pannosa—Drepanoidea H._ scheppigianum  gymnocephalum-bupleuroides sch  H. scheppigianum Freyn gymnocephalum—schenkii
Pannosa—Villosa—Prenanthoidea ~ gymh H. durmitoricum  gymnocephalum-valdepilosum dur A durmitoricum (Rohlena & Zahn) Niketic  gymnocephalum—willdenowianum
Pannosa—Villosa H. guentheri-beckii - gymmocephalum-villosum gue  H guentheri-beckii Zahn gymnocephalum—villosum
Pannosa—Villosa—Drepanoidea H. mirificissimum  gymnocephalum-scorzonerifolium wmir  H. mirificissimum Rohlena & Zahn gymnocephalum—scorzonerifolium
Pannosa-Naegeliana H._ coloriscapum  gymmocephalum-naegelianum col A coloriscapum Rohlena & Zahn gymnocephalum—naegelianum
H. pyricephalum  gymmocephalum-naegelianum pyr  H pyricephalum Niketi¢ gymnocephalum—rnaegelianum
- mok H. mokragorae (Nageli & Peter) Ngeli & Peter-
H. sect. Pannosa pan . pannosum - pan  H pannosum Boiss. s.1. -
wal  H. waldsteinii - plu A plumulosum A. Kem. -
Pannosa—Glauciformia—Hieracium wal  H. gugleriamum  thapsiformoides-murorum alb A albopellitum (Zahn) Niketi¢ thapsiformoides—murorum s.l.
H. sect. Drepanoidea bup H. bupleuroides - bup® H. pseudoschenkii (Rohlena & Zahn) Niketi¢ -
, . . - vil  H villosum Jacq. -
H.sect. Villosa vil . Hovillosum - pil A pilosum Schleich. ex Froel. -
Villosa—Drepanoidea H. glabratum villosum-glavcum gla  H glabratum Willd. villosum—glavucum
Villosa—Drepanoidea H. scorzonerifolium villosum-bupleuroides sco  H. scorzonerifolium Vill. s.1. villosum—schenkii
Villosa—Prenanthoidea vilh  H valdepilosum  villosum-bifidum val  H valdepilosum Vill. sl villosum—prenanthoides
Villosa—Hieracium H. dentatum villosum-prenanthoides den H dentatum Hoppes.l. villosum-bifidum s.\.
Villosa—Hieracium H. neilreichii dentatum-bifidum nei  H neilreichii Beck dentatum s1—bifidum s.1.
H. sect. Naegeliana nae H naegelianum - nae H. naegelianum Panci¢ -
Glauciformia—ltalica tom H. tommasinianum  heterogynum-racemosum tom H. tommasinianum K. Maly heterogynum-—racemosum

Glauciformia—ltalica—Hieracium H. macrodontoides  tommasiniarum-nurorum mac H macrodontoides (Zahn) Zahn tommasiianum—murorums.l.
2Akr./Akrg. — skraceno ime vrsta/grupa. U grupama (agregatima) dodatne neformalne grupe su povezane akronimom (Akrg.), a svaka sadrzi jedan ili viSe agregata; gymh i
vilh uklju¢uju hibridogene taksone nastale od H. gymnocephalum i H. villosum. ®Manje poznata vrsta H. pseudoschenkii zadrzala je akronim svoje grupe (bup).
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Hieracium sect. Pannosa (Zahn) Zahn

Balkanska subendemicna sekcija Pannosa narocito je bogata vrstama u orosubmediteranskom
bioklimatskom podrucju. Rasprostranjena je narocito na Balkanskom poluostrvu i na teritoriji Male
Azije, kao 1 u predelima istocnog Mediterana (Gaji¢, 1975; Zahn 1921-1923), a jedan takson 1 na
teritoriji juzne Italije (Gaji¢, 1975).

Biljke ove sekcije se karakteriSu stabljikom bez bazalnih listova, tj. bez rozete (afilopoda),
eventualno sa donjim listovima sakupljenim u pseudorozetu (hipofilopoda). Listovi su elipti¢ni do
objajasti, blago nazubljenog ili skoro ravnog oboda, gustog indumentuma (pustenasto do vunasto
dlakavi) kojeg Cine karakteristicne peraste nezlezdaste dlake koje su Cesto upredene ili grupisane u
krpolike pramenove. Ponekad se dodatno na nali¢ju listova, u predelu peteljke i glavnog nerva,
mogu javiti i mikroZlezde.

Cvetovi su jezicasti, hermafroditni, Zuti, sakupljeni u krupne glavicaste cvasti, a ove u racvaste
ili metlicaste sloZene cvasti. Akladijum je + granat. Zupci krunice su uglavnom goli. Involukrum +
cilindrican. Listi¢i involukruma # zaSiljeni, najeS€e pravilno rasporedeni u vise nizova (kao
crepovi na krovu). Indumentum involukruma se razlikuje kod pripadnika ove sekcije; involukrum
moze biti sa vunastim ili pahuljastim dlakama ili sasvim go, sa ili bez zlezdastih dlaka. Ahenija je
slamaste boje, svetlo do zutosmeda (Gaji¢, 1975; Schischkin i Bobov, 2002; Zahn, 1921-1923).

Prema Zahn-u (1921-1923) unutar ove sekcije razlikuju se tri “species principales”, koje Sell 1
West (1976) definiSu kao grupe (tj. agregate) i koji obuhvataju sledece nehibridogene tipske vrste:

e H. gymnocephalum Griseb. ex Pant.,
e H. waldsteinii Tausch,
e H. pannosum Boiss.

Navedena tri agregata se morfoloski razlikuju na osnovu grade antela i tipa indumentuma
involukruma, a takode su utvrdene i razlike u karioloSkom pogledu.

Vrste agregata H. gymnocephalum karakteriSu pojedinacne glavice ili mali broj glavica u anteli,
kao i £+ goli involukrum i dr$ke glavica, retko pokriveni mikrozlezdama. Agregat H. waldsteinii
poseduje razredeno metliCastu antelu, involukrum = pokriven pahuljastim dlakama i
mikrozlezdama, bez perastih dlaka, ponekad sa kratkim prostim dlakama. Kod biljaka AH.
pannosum agregata, involukrum 1 drSke glavica su gusto obrasli vunastim razgranatim dlakama
(Gajie, 1975).

Do sada su unutar H. gymnocephalum agregata konstatovane samo triploidne vrste (osim na
Prokletijama gde su zabelezeni diploidi), dok su unutar H. waldsteinii i H. pannosum grupa
detektovani 1 drugi nivoi ploidije, uklju¢uju¢i kako diploidne tako i tri- 1 tetraploidne taksone
(Chrtek i sar. 2009; Schuhwerk i Lippert, 1998; Vladimirov, 2000; Vladimirov i Szelag, 2006).

AGREGAT HIERACIUM GYMNOCEPHALUM

Hieracium gymnocephalum agregat obuhvata pet nezavisnih nehibridogenih vrsta (Niketic,
2002), ukljucujuéi tipsku vrstu H. gymnocephalum Griseb. ex Pant. Centar diverziteta ove grupe
¢ine planine Crne Gore (Niketi¢ i sar., 2003), naroc€ito planina Durmitor.

2.1. Hieracium gymnocephalum Griseb. ex Pant.’
Oesterr. Bot. Z. 23: 266 (Pantocsek, 1873)

Hipo- do afilopoda, visine 25-45(70) cm, Cesto sa viSe stabljika koje su uspravne ili ustajuce, sa
brojnim dugim vunastim dlakama pri osnovi, a pri vrhu bez dlaka. Listovi su krupni, dimenzija 20
x 4 cm, sa peteljkama. Liska je Siroko elipticna ili duguljasta, retko lancetasta, ravna, + celog
oboda do blago nazubljena, pri osnovi suzena. Listovi su gusto obrasli sivim do belicastim
upredenim perasto vunastim dlakama; osnova lista plavicasta do svetlozelena. Antela je Cesto

3 Narodni naziv: gologlavi¢asta runjika (hr.) (Greuter, 2006+). Latinski naziv gymnocephalum potice od re¢i gymno
(gr¢.) — golo i kephaios (gr¢.) — glava.
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visoko racvasta, sa 2—4(-9) glavica. Akladijum je dugacak 2-5(-15) cm. Drske glavica gole.
Involukrum je dugacak 9-12(—15) mm, sacinjen od linearno lancetastih listi¢a, uglavnom golih ili
sa nekoliko jednostavnih Zlezdastih dlaka svetle boje, na dugim tankim dr§kama. Jezicasti cvetovi
glatki, bez dlaka, sa zutim zigovima. Ahenije bledosmede, papus prljavobeo (Gaji¢, 1975; Sell 1
West, 1976; Zahn, 1921-1923). 2n = 3x = 27; 2n = 2x = 18 (Chrtek i sar. 2009; Niketi¢ i sar.,
20006).

Rasprostranjenje. Ilirsko i skardopindsko podrucje, subkontinentalne i orosubmediteranske
planine zapadnog dela Balkanskog poluostrva na teritoriji Bosne i Hercegovine, Crne Gore,
Kosova i Metohije, Albanije, Severne Makedonije i severne Gréke (Gaji¢, 1975; Sell 1 West, 1976).

Slika 1. H. gymnocephalum, habitus i staniSte (A), cvast (a), herbarski primerak (B)*.

2.2. Hieracium orieni A. Kern.
Oesterr. Bot. Z. 24: 170 (Kerner, 1874)
6™ Hieracium Workshop, Contribution Abstracts: 28 (Niketi¢, 2002)

Prvi put opisana u statusu vrste (Kerner, 1874), da bi kasnije bila tretirana kao podvrsta [H.
gymnocephalum subsp. orieni (A. Kerner) Murr & Zahn], varijetet ili sinonim od H.
gymnocephalum (Greuter 2006+; Greuter i Raab-Straube, 2008). Medutim Niketi¢ (2002) prihvata
status vrste H. orieni A. Kern., koji je usvojen i u okviru ove doktorske disertacije.

Afilopoda, retko pseudofilopoda, ¢ija je stabljika uspravna, visoka 25-35(—60) cm, u donjoj
polovini gusto obrasla dlakama. Listovi pri osnovi stabljike krupni, liske duguljasto do izduzeno
lancetaste, ravne, postepeno suzene pri osnovi, gusto obrasle beliCastim do sivim upredenim
perasto vunastim dlakama; osnova lista plavicastozelena. Antelu ¢ini (2-)3—6(-9) vrlo udaljenih
glavica, akladijum duZine 2—6(-16) cm, obi¢no sa proredenim tamnim Zlezdama. Drske glavica
umereno obrasle tamnim zlezdama. Involukrum 10-12(—15) mm duzine, najces¢e bez dlaka, sa +
gustim tamnim Zlezdama. Ahenije su bledo do Zutosmede, papus prljavobeo. 2n = 3x = 27 (Niketi¢
i sar., 2006).

Rasprostranjenje. Oromediteranske, rede subkontinentalne planine u Bosni i Hercegovini
(Velez, Porim, Magli¢) i Crnoj Gori (Orjen, Golija, Maganik, Prekornica, Sinjavina). (Niketic,
person. komunik.; Zahn, 1921-1923).

#Izvor fotografija — Prirodnjacki muzej u Beogradu. Kustos dr sc. Niketi¢ M, nauéni savetnik, autor fotografija.
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Slika 2. H. orieni, habitus i staniSte (A), herbarski primerak (B), cvast (b)), list (b2)°.

2.3. Hieracium blecicii Niketi¢®, nom. inval.
VIII Optima meeting, Sevilla, Abstracts: 122 (Niketi¢, 1995)

Afilopoda, retko pseudofilopoda, ¢ija je stabljika uspravna ili ustajuca, visoka 15-35(—45) cm,
gusto obrasla dugackim perastim dlakama pri osnovi, dok su u gornjim delovima dlake proredene
10 x 2-3 cm, zatupasti ili + zaSiljenog vrha, najcesce celog oboda ili neznatno nazubljeni. Suzeni
su pri osnovi do skoro sede¢i, proredenije obrasli Zuckastim perastim dlakama, koje su krace nego
kod H. gymnocephalum. Liska ¢esto udubljene povrsine.

Slika 3. H. blecicii, habitus i staniSte (A), herbarski primerak (B), cvast (b;), list (b2)’.
Antelu ¢ini (1-)3-5(-12) glavica; akladijum dugacak 2-6(-11) cm, go ili sa nekoliko

5 Izvor fotografija — Prirodnjacki muzej u Beogradu. Kustos dr sc. Niketi¢ M, nauéni savetnik, autor fotografija.
® Vrsta je dobila ime prema prof. dr Ble¢i¢u V (1911-1981), Katedra za sistematiku visih biljaka, Bioloska grupa
Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

7 1zvor fotografija — Prirodnjacki muzej u Beogradu. Kustos dr sc. Niketi¢ M, nauéni savetnik, autor fotografija.
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mikrozlezda. Involukrum je dugafak 10-12(—14) mm, sa linearno lancetastim i1 zaSiljenim
listi¢ima, koji su goli, veoma retko sa pojedinaénom dlakom. Zig Zute boje. Ahenija bledosmeda do
tamnosmeda, papus prljavobeo (Niketi¢, 1995; Petrovi¢, 1999). U svim ispitanim populacijama
dominiraju jedinke sa cevastim cvetovima. 2n = 3x = 27 (Niketi¢ i sar., 20006).

Rasprostranjenje. Planine Crne Gore (Durmitor, Moracke planine, Sinjavina, Maganik, Golija) i
malog dela jugoistocne Bosne (Magli¢, Volujak) (Niketi¢ i sar., 2006). Najbrojnija populacija je
konstatovana na Morackim planinama (Niketi¢, person. komunik.). Vrsta raste na neSto hladnijim
mikrostaniStima u poredenju sa ostalim predstavnicima agregata.

2.4. Hieracium paratrichum Niketi¢, nom. inval.
6™ Hieracium Workshop, Contribution Abstracts: 28 (Niketi¢, 2002)

Hipo- do afilopoda, sa ustaju¢im stabljikama visine 30-40(—60) cm, obraslim perastim, ponekad
i zlezdastim dlakama na kratkim dr§kama. Listovi su Siroko elipti¢ni ili lopaticasti, = celog oboda,
pri osnovi suzeni do skoro sedeci; liska Cesto udubljene povrSine, u osnovi zuckasto do
plavicastozelena, gusto obrasla sivkastim do zuckastim dugim i mekim perastim i pustenastim
dlakama. Antelu ¢ini (1-)3-5(-15) glavica; akladijum duzine 2—7(-13) cm, sa kra¢im perastim
dlakama. Drske glavica sa perastim dlakama, ponekad i sa gustim mikrozlezdama. Involukrum je
dugacak 10—12(—14) mm, sa linearno lancetastim i zaSiljenim listi¢ima, pri osnovi sa pojedinacnim
perastim dlakama, retko i sa gustim mikroZlezdama. Zig Zute boje. Ahenija bledosmeda do smeda,
papus svetlije boje. 2n = 3x = 27 (Niketi¢ 1 sar., 2006).

Rasprostranjenje. Planine Crne Gore (Durmitor, Moracke planine, Sinjavina, Maganik, Golija) 1
malog dela jugoisto¢ne Bosne (Magli¢, Volujak, Zelengora) (Niketi¢ 1 sar., 2006). Vrsta raste na
nesto termofilnijim mikrostanistima u poredenju sa ostalim predstavnicima agregata.

Slika 4. H. paratrichum, habitus i staniste (A), cvast (@), herbarski primerak (B), list (b)%.

2.5. Hieracium spirocaule Niketi¢, nom. inval.
6™ Hieracium Workshop, Contribution Abstracts: 28 (Niketi¢, 2002)

Pseudofilopoda do afilopoda, sa dugacko ustaju¢om stabljikom visokom 30—40(—60) cm, koja je
cesto vijugava, ponekad i spiralno zavijena, bez perastih i1 Zlezdastih dlaka. Listovi su usko elipti¢ni
ili izduzeni, ravni do udubljeni, £ zasiljenog vrha, najcesce po obodu izrazeno talasasti; pri osnovi
suzeni do skoro sede¢i, gusto obrasli belicastim do sivim mekim perastim dlakama; osnovna boja
lista modrozelena. Antelu ¢ini (1-)2—4(-9) glavica; akladijum duZzine 2-8(—15) cm, u odnosu na

8 Izvor fotografija — Prirodnjacki muzej u Beogradu. Kustos dr sc. Niketi¢ M, nauéni savetnik, autor fotografija.
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cvast relativno duzi u odnosu na srodne vrste (Cetiri puta kra¢i do iste duzine), bez dlaka. Drske
glavica gole. Involukrum je duzine 10—12(—14) mm, sa linearno lancetastim zaSiljenim listi¢ima,
koji su goli ili su prisutne svetle Zlezdaste dlake na dugim drkama. Zigovi Zuti. Ahenija
bledosmeda do smeda, papus svetlobelicast. 2n = 3x = 27 (Niketi¢ i sar., 2006).

Rasprostranjenje. Crna Gora (Durmitor, Orjen, Maganik, Golija, Moracke planine, Sinjavina) i
mali deo jugoistoéne Bosne (Magli¢, Volujak) (Niketi¢, 2002; Niketi¢ i sar., 2006).

Slika 5. H. spirocaule, habitus i staniste (A), cvast (a)°.

HIBRIDOGENE VRSTE AGREGATA HIERACIUM GYMNOCEPHALUM

Prema Zahn-u (1921-1923; 1936) ovaj kompleks obuhvata 13 vrsta i viSe podvrsta nastalih
obi¢nim ili viSestrukim ukrStanjem predstavnika agregata H. gymnocephalum sa vrstama iz osam
razlicitih sekcija. Neformalna hibridogena grupa ,,gymh” (Tabela 2), ispitivana u okviru ove
disertacije obuhvata Sest intersekcijskih hibrida od kojih su neke vrste najverovatnije nastale
hibridizacijom kroz dvostruko ukrStanje vrsta koje pripadaju dvema sekcijama (H. anastrum
(Degen & Zahn) Niketi¢) ili trima sekcijama (H. durmitoricum (Rohlena & Zahn) Niketi¢ i H.
mirificissimum Rohlena & Zahn). Stace (1998) ukazuje na potrebu da se hibridogene vrste koje
poti€u iz sekcije Pannosa mogu grupisati u odvojenu sekciju Pilosissima Stace & P. D. Sell, ali se
ipak u okviru ove disertacije primenjuje hibridogena intersekcijska kombinacija koju daju Zahn
(1921-1923, 1936) i Gaji¢ (1975).

2.6. Hieracium anastrum (Degen & Zahn) Niketi¢, comb. inval.

Phytochem. Anal. 29: 31 (Milutinovié i sar., 2018)

= H. gymnocephalum subsp. anastrum Degen & Zahn, Magyar Bot. Lapok 6: 218 (Zahn, 1907)
= H. pichleri subsp. anastrum (Degen & Zahn) Zahn, Syn. Mitteleur. F1. 12(3): 55 (Zahn, 1936)

Zahn (1921-1923) u monografiji “Das Pflanzenreich. Regni Vegeabilis Conspectus” (Engler, A.
ed.) ovoj vrsti daje status podvrste tipske vrste agregata H. gymnocephalum. U kasnijoj monografiji
(Zahn, 1936) isti autor je vodi kao podvrstu hibridogene vrste H. pichleri A. Kern.: H. pichleri
subsp. anastrum (Degen et Zahn) Zahn, uz navodenje njene hibridogene kombinacije H.
gymnocephalum > H. pannosum Boiss. Niketi¢ je (u Milutinovi¢ 1 sar., 2018) ovom taksonu
preliminarno dodelio novi status 1 kombinaciju uz precizniju hibridogenu odrednicu, H.
coloriscapum Rohlena & Zahn — H. mokragorae (Néageli & Peter) Négeli & Peter, koja pored
predstavnika sekcije Pannosa (H. mokragorae) ukljucuje i hibridogenu vrstu H. coloriscapum koja

% Izvor fotografija — Prirodnjacki muzej u Beogradu. Kustos dr sc. Niketi¢ M, nau¢ni savetnik, autor fotografija.
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vodi poreklo od H. gymnocephalum 1 H. naegelianum Panli¢ (sect. Naegeliana). Isti koncept je
prihvacen i u ovoj doktorskoj disertaciji.

Filopoda, sa stabljikom visokom do 30 cm, bez pahuljastih dlaka, pri osnovi sa perastim
dlakama, u gornjem delu skoro gola. Listovi lancetasti, pri osnovi suzeni, u bazalnom delu stabljike
formiraju rozetu, u ostalim delovima stabljike ih je 7-15; sa proredenim do gustim perastim
dlakama koje su Cesto svilenasto upredene. Antelu Cine najvise tri dugacke grane, najcesce sa po
jednom glavicom. Akladijum je dugacak 4-20 cm. Glavice su umereno do gusto obrasle perastim
dlakama, sa retkim mikrozlezdama i bez pahuljastih dlaka. Drske glavica umereno do gusto obrasle
perastim dlakama. Involukrum je dugacak 11-14 mm, prili¢no Sirok; listi¢i su Siroki, + zaSiljeni.

Rasprostranjenje. Hrvatska (Velebit), Hercegovina (Prenj), Crna Gora i planina Korab na granici
Albanije i Severne Makedonije (Milutinovic i sar., 2018; Zahn, 1936).

(S

Slika 6. H. anastrum, herbarski primerak, list (@), cvast (b)'°.

2.7. Hieracium calophyllum R. Uechtr.
Oesterr. Bot. Z. 24: 106 (Uechtritz, 1874)

Tipska vrsta agregata H. calophyllum je hibridogena vrsta za koju postoje razliCita tumacenja
njenog hibridnog porekla: H. thapsiforme—prenanthoides Nigeli & Peter ili H.
waldsteini—prenanthoides Freyn, dok prema monografiji Zahn (1921-1923) nastaje ukrStanjem
vrsta H. gymnocephalum 1 H. prenanthoides L. (juranum) (sect. Prenanthoidea). U Zahn-ovim
monografijama (Zahn, 1921-1923, 1936) navode se tri podvrste i nekoliko niZih taksona.

Sekcija Prenanthoidea prema nekim autorima vodi poreklo od drevnog progenitora sekcije
Umbellata Fr. (Fries, 1862), a po drugima od predstavnika sekcije Vulgata Griseb. (Stace, 1998).
Pripadnici sect. Prenanthoidea su Cesto stupali u hibridizaciju i zahvataju Siroko podruc¢je od
Grenlanda 1 isto¢nog Sibira na severu (odsutni na Arktiku) do najjuznijih delova mediteranskog
regiona. To su uglavnom planinske biljke, koje rastu na alpijskim i subalpijskim livadama, Sumama
1 Sumskim rubovima, a u severnim predelima se spustaju na niZze nadmorske visine, gde rastu u
brdima i u reliktnim Sumama (Schischkin i Bobov, 2002). Biljke ove sekcije su uglavnom afilopode
sa brojnim listovima koji su skoro bez Zlezda, u donjim delovima stabljike su suZeni pri osnovi, dok
su u srediSnjem delu stabljike u obliku violine, proSirene osnove koja obuhvata stabljiku. Antelu
¢ini obi¢no vise glavica, akladijum granat i formira metli¢astu cvast. Antela i involukrum su gusto
pokriveni tamnim Zzlezdama. Involukrum je manjih dimenzija, sa zatupastim listi¢ima. Zupci
jezicastih cvetova dlakavi. Ahenija moZe biti siva do svetlo ili crvenkastosmeda (Gaji¢, 1975).

19 1zvor fotografije — Prirodnjacki muzej u Beogradu. Kustos dr sc. Niketi¢ M, nauéni savetnik, autor fotografije.
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Vrsta H. calophyllum se karakteriSe stabljikom duzine 40-60(-70) cm, bez bazalnih listova
(afilopoda), sa gustim, mekim, belim perastim dlakama dugim 4—-6 mm i nekoliko Zlezdastih dlaka,
bez pahuljastih dlaka. Listova na stabljici je 8-12(—46), veli¢ine 20—100 x 5-50 mm, po obodu su
celi do nazubljeni, sa + brojnim jednostavnim nezlezdastim ili perastim dlakama duzine 2—4(—6)
mm. Donji listovi su duguljasto jajasti, duguljasti ili duguljasto lancetasti do jeziCasti, zaobljenog
vrha. Antela se sastoji od (2—)5-10(—20) glavica. Akladijum je dugacak 15—40 mm, razgranat na 3—
5(-8) grana, sa po 1-4 glavice na vrhu. DrSke glavica su obrasle zvezdastim dlakama, manje ili viSe
brojnim Zlezdastim dlakama i sa nekoliko jednostavnih dlaka. Involukrum veli¢ine 10-12 x 9—11
mm. Listi¢i involukruma su Siroko linearno lancetasti, sa nekoliko pahuljastih dlaka, brojnim
mikrozlezdama i jednostavnim nezlezdastim dlakama veli¢ine 2-2,5 mm. Cvetovi bledozute boje,
sa jednostavnim neZlezdastim dlakama na vrhu i trepljama. Zig tu¢ka + zute boje. Ahenije su bledo
do crvenkastosmede. Cveta u julu 1 avgustu (Uechtritz, 1874; Zahn, 1921-1923; Sell i West, 1976).

Morfoloske karakteristike vrste H. calophyllum koje su diferencijalne u odnosu na roditeljsku
vrstu H. gymnocephalum su: krace, proredenije i slabije peraste dlake, glavice i njihove drske
obrasle tamnim Zlezdastim dlakama, listovi + nazubljenog oboda, nizi i srednji listovi na stabljici
zaobljenog vrha. Podvrsta H. calophyllum subsp. hercegovinicum (Freyn & Vandas) Greuter
morfoloski je bliza roditeljskoj vrsti H. prenanthoides na osnovu glavica i drSki koje su gusto
pokrivene crnim zlezdastim dlakama, izrazito nazubljenih listova, i na osnovu listova stabljike koji
su elipti¢ni do lancetasti 1 zaSiljeni pri vrhu (Szelag, 2002).

Rasprostranjenje. Vrsta H. calophyllum je rasprostranjena na oromediteranskim planinama Crne
Gore, kao 1 krajnjem jugoistoku Hercegovine na planini Orjen (Niketi¢ i sar., 2003; Szelag 2002;
Zahn, 1921-1923).

Slika 7. H. calophyllum, habitus i staniSte (A), herbarski primerak (B)!'.

2.8. Hieracium scheppigianum Freyn
Bull. Herb. Boiss. 3: 651 (Freyn, 1895)
= H. agastum Rech. f. & Zahn, Repert. Spec. Nov. Regni. Veg. 38: 346 (Zahn, 1935)

Freyn (1895) je prvi put opisao ovu vrstu iz jugozapadnih delova Crne Gore sa planine Orjen. Sve
do nedavno H. scheppigianum se navodio kao tipska vrsta ili podvrsta polifiletskog agregata (Greuter,
2006+; Zahn, 1921-1923), pri ¢emu Greuter (2006+) u H. scheppigianum agregat ubraja tri niza
taksona. Zahn (1921) 1 Sell 1 West (1976) u Flori Evrope za H. scheppigianum navode hibridogenu
kombinaciju H. gymnocephalum (H. orieni) 1 H. scorzonerifolium Vill. (Villosa—Drepanoidea).

' 1zvor fotografija — Prirodnjacki muzej u Beogradu. Kustos dr sc. Niketi¢ M, nauéni savetnik, autor fotografija.
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Niketi¢ 1 sar. (2006) na osnovu analiziranih populacija sa planine Orjen i drugih lokaliteta, utvrdili
su hibridogenu kombinaciju H. gymnocephalum — H. schenkii (Griseb.) Schljakov, koja je i usvojena
u okviru ove doktorske disertacije. Roditeljska vrsta H. schenkii prema Zahn-u (1921-1923) se vodi
kao varijetet, H. bupleuroides var. schenkii Griseb. (sect. Drepanoidea).

Filopoda, sa stabljikom visine 20—40 cm, koja je + prekrivena mnogobrojnim perastim ili slabo
perastim dlakama, bez pahuljastih ili zlezdastih dlaka. Listova na stabljici ima 2—6, sa manje ili vise
brojnim perastim ili slabo perastim dlakama, ponekad sa sitnim zlezdastim dlakama po obodu;
bazalni lopaticasti do lancetasti, + sedeci, + nazubljeni, pri osnovi zaobljeni. Antelu ¢ini 1-5 glavica.
Akladijum doseZe duzinu 1/6 do 1/2 stabljike, ra¢va se na 0—2(—4) grane sa po jednom glavicom na
vrhu. Involukrum duzine oko 12 mm, £ prekriven pahuljastim dlakama i mikrozlezdama pri osnovi,
retko sa prostim dlakama. Listi¢i involukruma S$iroko lancetasti, unutrasnji + sedeci. JeziCasti
cvetovi su goli. Ahenije su svetlosmede. Raste na kre¢njackim planinskim rudinama i kamenjarima.
Cveta u julu i avgustu (Zahn, 1921-1923).

Rasporostranjenje. Planine Bosne, Crne Gore i Kosova i Metohije (Niketi¢ i sar., 2003), na
severozapad do Velebita u Hrvatskoj (Zahn, 1921-1923). Triploidna vrsta, 2n = 3x = 27 (Niketi¢ 1
sar., 2006).

2.9. Hieracium durmitoricum (Rohlena & Zahn) Niketi¢

Bot. Chron. (Patras) 16: 34 (Niketi¢ i sar., 2003)

= H. scheppigianum subsp. durmitoreum Rohlena & Zahn, Feddes Repert 6: 232 (Zahn, 1909)

= H. flexicaule subsp. durmitoreum (Rohlena & Zahn) Zahn, Pflanzenr. 77(IV.280): 583 (Zahn, 1921-1923)

= H. flexicaule var. durmitoreum (Rohlena & Zahn) Hayek, Repert. Spec. Nov. Regni. Veg. Beih. 30(2/7): 971 (Hayek, 1929-1933 (1931))

Iako su Rohlena i Zahn (Zahn, 1909) prilikom opisa ovog taksona primetili slicnost sa H.
willdenowianum P. D. Sell & C. West [,,elongatum Froel.”] iz agregata H. valdepilosum (H.
villosum—prenanthoides, Villosa—Prenanthoidea), kao 1 sa H. parcepilosum Arv.-Touv. iz H.
cydoniifolium agregata (Villosa—Prenanthoidea), on je kasnije bio ukljucen u heterogenu vrstu H.
scheppigianum Freyn (H. gymnocephalum—bupleuroides s.1.), a zatim 1 kao podvrsta u okviru H.
mirificissimum Rohlena & Zahn (H. gymnocephalum—scorzonerifolium) (Zahn, 1921-1923).

Medutim, prema poloZzaju i obliku listova, na¢inu grananja cvasti i indumentumu, takson je blizi
H. willdenowianum, nego H. bupleuroides ili H. scorzonerifolium, $to zna¢i da pri razmatranju
porekla treba ukljuciti i sekciju Prenanthoidea. U okviru ove doktorske disertacije usvojena je
hibridogena kombinacija H. gymnocephalum—willdenowianum (Niketi¢ 1 sar., 2000).

« N

Slika 8. H. scheppigianum, habitus 1 staniSte (A), cvast (a); H. durmitoricum, habitus 1 staniste (B),
herbarski primerak (C)'2.

12 Izvor fotografija — Prirodnjacki muzej u Beogradu. Kustos dr sc. Niketi¢ M, nauéni savetnik, autor fotografija.
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Stabljike visine 1545 cm, sa = mnogobrojnim perastim ili slabo perastim dlakama, bez
pahuljastih ili Zlezdastih dlaka, bazalni listovi mogu formirati rozetu (filopoda). Listova na stabljici
ima 8-9, sa £ brojnim perastim ili slabo perastim dlakama, ponekad sa sitnim Zlezdastim dlakama
po ivici; bazalni lopaticasti do lancetasti, + sede¢i, = nazubljeni, pri osnovi zaobljeni. Antelu ¢ini 4—
5 glavica. Akladijum je dugacak 20-45 mm, ra¢va se na 3—4 grane sa 1(-3) glavice, obrastao
prostim dlakama (3—5 mm) i proredenim mikrozlezdama. Involukrum duzine 11-13 mm, =+
prekriven dlakama i mikrozlezdama. Listi¢i involukruma su Siroko lancetasti, unutrasnji + sede¢i, +
pokriveni prostim dlakama. JeziCasti cvetovi su Zuc¢kastosmedi. Ahenije su smedaste (Zahn, 1921—
1923). 2n = 3x = 27 (Niketi¢ i sar., 2006).

Rasprostranjenje. Oromediteranske planine jugoisto¢nih Dinarida u Crnoj Gori 1 zapadnom delu
Prokletija u Metohiji (Niketi¢ i sar., 2006; Zahn, 1921-1923). Najverovatnije zastupljen i u
albanskom delu Prokletija.

2.10. Hieracium guentheri-beckii Zahn
Rchb., Icon. FI. Germ. 19(2): 116 (Zahn, 1907).

Hibridogena vrsta koja je nastala ukrStanjem H. gymnocephalum 1 H. villosum Jacq. (Gaji¢,
1975; Zahn, 1921-1923) iz sect. Villosa (detaljnije u odeljku 2.19). U Flori Evrope je klasifikovana
u istoimeni agregat koji broji dva taksona (Sell 1 West, 1976), ukljucujuci 1 H. janchenii Zahn sa
severozapadnih Dinarida, dok se po Greuter-u (2006+) u agregat H. guentheri-beckii ubraja Sest
podvrsta.

Biljke su bez bazalnih listova ili eventualno sa 1-2 prizemna lista tokom cvetanja (afilopoda do
hipofilopoda). Stabljike visine 15-50 cm, gusto pokrivene prostim slabo perastim dlakama 4—6 mm
duzine, najceS¢e bez pahuljastih dlaka. Listova je 4-12 na stabljici, lancetasti do duguljasto
lancetasti, donji ¢ak i lopatiastog oblika. ZasSiljeni su pri vrhu, + sede¢i, veli¢ine 80-120 x 15-30
mm, gornji listovi se smanjuju; nekoliko bazalnih se suzavaju u lisni rukavac koji obavija stabljiku,
gornji = zaobljeni pri osnovi, i obrazuju polurukavac; glatki ili diskretno obrasli slabo perastim
dlakama, po obodu celi ili blago nazubljeni. Akladijum je dug 1-10 cm, bogato pokriven prostim,
razredeno pahuljastim dlakama i + mikrozlezdama.

Slika 9. H. guentheri-beckii, habitus i staniSte (A), herbarski primerak (B), cvast (b)'3.

13 Izvor fotografija — Prirodnjacki muzej u Beogradu. Kustos dr sc. Niketi¢ M, nau¢ni savetnik, autor fotografija.
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Antelu ¢ine pojedinacne glavice, rede se racva pri ¢emu je Cini 2-3(—12) glavica. Involukrum
12-16 x 12-14 mm, bogato pokriven slabo perastim dlakama, sa pahuljastim dlakama i sa
mikrozlezdama. Listi¢i involukruma su =+ Siroki, + $iljati, spoljasnji mogu biti 1 tupi. Jezicasti
cvetovi su goli, bez treplji. Zig tucka je zut, retko tamno obojen. Ahenija je smeda. Triploidna biljka
(2n = 3x = 27) (Niketi¢ i sar., 2006).

Rasprostranjenje. Albanija, Bosna, Hercegovina, Hrvatska, Crna Gora, Srbija (Kosovo 1
Metohija - Pastrik) (Gaji¢, 1975; Sell 1 West, 1976; Zahn, 1921-1923). Habitus ove biljke dosta
podseca na roditeljsku vrstu H. gymnocephalum (Zahn, 1921-1923), ali je neznije grade, nizeg rasta
1 proredenijeg indumentuma. Raste na slicnim staniStima kao 1 druge vrste agregata H.
gymnocephalum, ali izbegava izuzetno suve kamenjare 1 sipare. MorfoloSki se ¢esto meSa sa H.
mirificissimum Rohlena & Zahn, koji takode raste u velikom broju uporedo sa ovom vrstom
(Niketi¢ i sar., 2003).

2.11. Hieracium mirificissimum Rohlena & Zahn

Repert. Spec. Nov. Regni. Veg. 6: 240 (Zahn, 1909)

= H. stirovacense subsp. mirificissimum (Rohlena & Zahn) Greuter, Willdenowia 37: 175 (Greuter i Raab-Straube,
2007)

= H. flexicaule Freyn & Vandas, Bull. Herb. Boiss. 3: 645 (Freyn, 1895), nom. illeg., non Tausch

= H. guentheri-beckii subsp. portentosum Hayek & Zahn, Pflanzenr. 77: 581 (Zahn, 1921-1923)

Smatra se hibridogenom vrstom, nastalom ukrStanjem H. gymnocephalum 1 H. scorzonerifolium
Vill. (H. villosum—bupleuroides s.l., Villosa—Drepanoidea). Zahn (1921-1923) joj daje status
podvrste H. flexicaule subsp. flexicaule Freyn et Vand. Morfoloski je vrlo slicna srodnoj vrsti H.
guentheri-beckii, sa kojom Cesto formira meSovite populacije (Niketi¢ i sar., 2006), kao 1 sa vrstama
H. durmitoricum 1 H. scheppigianum (Sell i West, 1976).

Hipofilopoda sa stabljikom visine 1545 cm, pokrivenom + perastim ili slabo perastim dlakama, bez
pahuljastih dlaka i mikrozlezda. Listova je 6-10 na stabljici, pokriveni perastim ili slabo perastim
dlakama, narocito po obodu, bazalni lopaticastog oblika (osnova lista se dugo suzava u drSku), vrsni
listovi zaobljene baze, izduzeno lancetasti, sedeci, £ zasiljeni, celog ili nazubljenog oboda. Akladijum je
dugaCak 1-8 cm, + granat sa 0-2(-3) glavice, sa nekoliko jednostavnih dlaka i pojedinacnih
mikrozlezda pri vrhu. Antelu ¢ini 1-3(=5) glavica. Involukrum dimenzija 10-13 x 9-12 mm; listi¢i
involukruma su Siroko linearno lancetasti, spoljasnji tupog vrha, unutra$nji + zaSiljeni, + pokriveni
prostim ili slabo perastim dlakama, bez pahuljastih dlaka. Ligule su gole. Ahenija kestenaste boje. Cveta
u julu (Sell i West. 1976; Zahn, 1921-1923). 2n = 3x =27 (Niketi¢ i sar., 2006).

B

Slika 10. H. mirificissimum, habitus i staniSte (A), herbarski primerak (B), cvast (b)'4.

4 Izvor fotografija — Prirodnjacki muzej u Beogradu. Kustos dr sc. Niketi¢ M, nauéni savetnik, autor fotografija.
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Rasprostranjenje. Jugoisto¢ni Dinaridi - Crna Gora, Bosna i Hercegovina, Metohija, centralna 1
jugozapadna Srbija (Niketi¢ i sar., 2003; 2006; Zahn, 1921-1923). Nadena je i u isto¢noj Srbiji na
Suvoj planini (Niketi¢, person. komunik.).

2.12. Hieracium coloriscapum Rohlena & Zahn
Feddes. Repert. 6: 240 (Zahn, 1909)

Najverovatnije je nastao ukrStanjem H. gymnocephalum 1 H. naegelianum. Prema Greuter-u
(2006+) postoji Sest podvrsta, dok Sell i West (1976) navode samo ovu vrstu i klasifikuju je u H.
sartorianum agregat.

Hipofilopoda, stabljike duzine 10-30 cm, sa proredenim jednostavnim ili poluperastim dlakama.
Listova ima 8-10, u donjem delu stabljike sakupljeni u pseudorozetu, lancetasti, zaSiljeni, ravnog
do talasastog oboda, dugacko suzeni pri osnovi, sedeéi, + pokriveni poluperastim dlakama, narocito
gustog indumentuma u predelu nerva na nali¢ju. Gornji listovi su uglavnom goli 1 u obliku brakteja.
Antelu ¢ine 1-3 glavice. Involukrum je dugacak 13 mm, poluloptast, + pokriven dlakama, +
mikrozlezdama, bez pahuljastih dlaka. Listi¢i involukruma su lancetasti, zagiljeni pri vrhu. Zig je
tamnozut. Cveta u julu i avgustu (Zahn, 1921-1923). Nastanjuje kre¢njacke kamenjare, pukotine
stena 1 sipare u subalpijskim 1 alpijskim planinskim zonama, iznad 1800 m. Tetraploidna biljka, 2n
= 4x = 36 (Niketi¢ i sar., 20006).

Rasprostranjenje. Vrsta je ilirsko-skardopindski planinski endemit. Opisana je sa planine
Durmitor u Crnoj Gori. Kasnije je opisano i nekoliko razli¢itih podvrsta (Greuter, 2006+) ovog
taksona na planinama Hercegovine, u Albaniji, Kosovu i Metohiji 1 Severnoj Makedoniji (Niketi€ 1
sar., 2003; 2006).

Slika 11. H. coloriscapum, habitus i staniste (A), cvast (a)'°.

2.13. Hieracium pyricephalum Niketi¢, nom. inval.
Phytochem. Anal. 29: 31 (Milutinovié i sar., 2018)

Pretpostavlja se da je nastala hibridizacijom H. naegelianum i H. paratrichum (ili H. spirocaule).
Plavozelena zeljasta biljka bez pahuljastih 1 Zlezdastih dlaka i sa lisnom pseudorozetom iznad
osnove stabljike (hipofilopoda). Stabljika visine 30—40 cm, + gola, sa jednom do nekoliko glavica.
Listova 6-10, lancetasti do (ob)jajasto lancetasti, sedec¢i, 5—10(15) cm duzine i (1)2—3 cm Sirine, pri

15 Izvor fotografija — Prirodnjacki muzej u Beogradu. Kustos dr sc. Niketi¢ M, nauéni savetnik, autor fotografija.
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osnovi postepeno suzeni, po obodu celi, talasasti, polumesnati, na vrhu §iljati, Cesto srpasto savijent,
prekriveni proredenim poluperastim dlakama, duz glavnog nerva na nali¢ju sa bradasto grupisanim
rutavim dlakama, na licu delimi¢no goli; gornji listovi se naglo smanjuju i u okviru akladijuma
prelaze u sitne ljuspolike listi¢e. Biljke sa jednom glavicom ili sa duboko granatom antelom sa 2—
4(—6) glavica. Akladijum doseZe bar polovinu duzine antele, go ili ponekad pri vrhu sa poluperastim
dlakama. Involukrum do 15 mm Sirine, pre cvetanja kruskastog oblika, pri osnovi sa poluperastim
dlakama (koje su deblje i1 krace nego kod H. coloriscapum), Cesto sa Zu¢kastom nijansom. Listici
involukruma lancetasti, crepasto poredani, tamnozeleni, + Siljati, na vrhu slabo bradasti. Ligule 1
zigovi zuti. Ahenija svetlosmeda, sa belicastosivim papusom.

Rasprostranjenje. Za sada je samo konstatovana na planinama jugoisto¢nih Dinarida
(jugozapadna Bosna i Crna Gora: Magli¢, Durmitor, Moracke planine, Maganik). Raste na
kre¢njackim siparima u subalpijskoj zoni munike 1 krivulja, rede 1 u pukotinama stena, na
eksponiranim mestima.

Slika 12. H. pyricephalum, habitus i staniste (A), cvast (a)'®.

AGREGAT HIERACIUM PANNOSUM

Agregat H. pannosum, shodno razli¢itim klasifikacijama, sadrzi dve vrste (Sell 1 West, 1976) ili
16 podvrsta (Greuter, 2006+). Tipska podvrsta je opisana iz zapadne Anadolije, a rasprostranjena je
i na Egejskim ostrvima, u Grckoj i juznim delovima centralnog Balkana.

Biljke ovog agregata su hipo- do afilopode, sa stabljikama visokim 10-50(—80) cm, u donjem
delu razredeno, a u vr$nim delovima gusto obraslim izduzenim, vunastim perastim i mnogobrojnim
pahuljastim dlakama, bez mikroZlezda. Listovi pri osnovi zbijeni, skoro da formiraju rozetu. U
gornjim delovima stabljike ih je do 12(-20), dimenzija 40200 x 12—-55 mm, duguljasti, objajasti,
oblancetasti ili elipti¢ni, tamni, ¢vrsti, £ Siljati, po obodu celi do nazubljeni, pri osnovi suZeni,
ponekad i proSirene osnove u rukavac, = sedeci, pokriveni gustim, vunastim, mekim, dugim
perastim dlakama koje su Cesto upredene i grupisane u krpolike pramenove, bez mikroZlezda i
pahuljastih dlaka. Antelu ¢ini 2-7(-12) glavica. Akladijum je sa 1-5 grana, = pokriven
mikrozlezdama. Involukrum veli¢ine 10-20 X 15-25 mm, debeo 1 trbuSast. Listi¢i su linearno
lancetasti, + zaSiljeni pri vrhu, sa £+ pahuljastim i sitnim zlezdastim dlakama, gotovo u potpunosti
pokriveni gustim, dugim, + perastim ili jednostavnim dlakama. Jezicasti cvetovi su zuti, bez treplji.
Stubi¢ je zut ili tamnije obojen. Ahenije su bledo ili Zu¢kastosmede. 2 n = 36.

16 Tzvor fotografija — Prirodnjacki muzej u Beogradu. Kustos dr sc. Niketi¢ M, nauéni savetnik, autor fotografija.
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Rasprostranjenje. Balkansko poluostrvo, Egejska ostrva, Mala Azija (Gaji¢, 1975; Schischkin 1
Bobov, 2002; Sell i West, 1976; Zahn, 1921-1923). Stenovita mesta i sipari, na krecnjaku, u
visinskom dijapazonu 1000-2700 m. Cveta od juna do avgusta.

Slika 13. H. pannosum, habitus i staniSte (A), herbarski primerak (B).!”

2.14. Hieracium mokragorae (Négeli & Peter) Freyn
Bull. Herb. Boiss. 3: 456 (Freyn, 1895)
= H. pannosum subsp. mokragorae Nigeli & Peter, Hierac. Mitt-Eur. 2: 289 (Négeli i Peter, 1889)

Gaji¢ (1975) u Flori Srbije ovu vrstu vodi kao H. pannosum Boiss. subsp. mokragorae Négeli &
Peter.

Stabljika je visoka 10-30 cm. Listovi stabljike 10-35 cm, sa jajastom do izduZenom liskom, +
nazubljenog oboda. Antela najcesce sa jednom glavicom na granama. Glavica 1-8(—10), drske
glavica u gornjem delu sa mikrozlezdama. Involukrum 10-13 mm dugacak, umereno pokriven
dlakama, slabije pokriven vunastim perastim dlakama pri osnovi, skoro go u vr$nim delovima, sa
mikrozlezdama.

Rasprostranjenje. Srbija, Crna Gora, Bugarska (Rodopske planine, Stara planina) (Gaji¢, 1975;
Zahn, 1921-1923).

2.15. Hieracium pannosum Boiss. s.1.

Istrazivana populacija vrste H. pannosum iz isto¢ne Srbije po aktuelnoj klasifikaciji pripada
podvrsti H. pannosum subsp. trojanum Zahn. Budu¢i da bi se ovom taksonu mogao dodeliti status
vrste, zbog taksonomske nerazreSenosti izbegnuta je upotreba nomenklaturnih novina, ali i
trinominalne nomenklature, tako da se u ovoj doktorskoj disertaciji takson za sada vodi kao H.
pannosum, s.l. u najSirem smislu.

Stabljika je visoka 20-50 cm, racvasta. Listovi su Cvrsti, jajasti do oblancetasti, + nazubljenog
oboda sa 4-8 mm dugim testerastim zupcima, po obodu i po srednjem nervu na nali¢ju pokriveni su
belicasto svilastim dlakama. Antelu ¢ini 2-5(—8) glavica. Akladijum je dugacak 12-20 cm, sa 1-4(—
5), dugackih grancica, uspravnih, tankih, sa 1(-3) glavice. Drske su bogato do umereno obrasle
dlakama (3—5-8 mm dugacke) bez mikrozlezda. Involukrum je dugac¢ak 16—18 mm.

Rasprostranjenje. Srbija (planina Basara kod Pirota na 1500 m), Bugarska (Trojan na planini

17 Izvor fotografija — Botanic Garden and Botanical Museum Berlin (2017). Herbarium Berolinense, Berlin (B).
https://doi.org/10.15468/dlwwhz accessed via GBIF.org on 2020-10-27 1 https://www.gbif.org/occurrence/2244184040.
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Balkan, Trnovo, vrh Musala na planini Rila, Konjovo, Kalofer) (Gaji¢, 1975; Szelag, 2015; Zahn,
1921-1923).

Slika 14. H. mokragorae, herbarski primerak (A)'3, tipski primerak H. pannosum subsp.
trojanum, sa planine Basara u isto¢noj Srbiji (B)'?,

AGREGAT HIERACIUM WALDSTEINII

Hieracium waldsteinii agregat karakteriSu hipofilopodne biljke, stabljike visine 25-50 cm, gusto
prekrivene perastim dlakama u donjim delovima stabljike, neSto manje u gornjem delu stabljike.

Slika 15. H. waldsteinii, habitus i staniSte (A)?°, cvast (a), list (b)?'.

18 Izvor fotografije — Prirodnjacki muzej u Beogradu. Kustos dr sc. Niketi¢ M, naué¢ni savetnik, autor fotografije.

19 Izvor fotografije — Szelag (2015).

20 Izvor fotografije — http://www.freenatureimages.eu/plants/Flora%20D-
I/Hieracium%?20waldsteinii/index.htm#Hieracium%2520waldsteinii%25201%252C%2520Saxifraga-Jasenka%2520To pic.JPG
2! Izvor fotografija —https://hirc.botanic.hr/fcd/DetaljiFrame.aspx?1d Vrste=27010&taxon=Hieracium+waldsteinii+ Tausch
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Listovi dimenzija 20-140 % 5-60 mm, uglavnom na stabljici, najéeS¢e naizmenicni, bazalni se
osuse 1 brzo otpadnu, dok krupni listovi pri osnovi formiraju pseudorozetu. Liska je + objajastog
oblika do elipticna i duguljasto lancetasta, suzena pri osnovi (skoro lopati¢astog izgleda), celog
oboda ili sitno nazubljena, veoma gusto obrasla perastim dlakama, retko pahuljastim. Listovi su
znatno manjih dimenzija u gornjem delu stabljike. Antelu ¢ini (2—)4-7(-25) glavica koje su
smestene na tankim granama sa viSe brakteja; grane + sa mikrozlezdama u gornjim delovima,
ponekad sa jednostavnim nezlezdastim dlakama. Involukrum je loptast, dimenzija 9—13 x 9—13 mm,
sa Siroko linearno lancetastim braktejama koje su + naizmeni¢no poredane, sa nekoliko do mnogo
pahuljastih dlaka i po kojom mikroZlezdom, ponekad i sa nekoliko jednostavnih ili perastih dlaka.
JeziCasti cvetovi i njihovi stubiéi su zute boje, sa golim zupcima. Ahenije blede ili zu¢kastosmede.
2n =3x =27; 4x = 36. Tipska vrsta agregata: H. waldsteinii Tausch (Tausch, 1828).

Rasprostranjenje. Agregat je rasprostranjen u ilirskom i skardopindskom regionu, od
severozapada bivse Jugoslavije do severnog dela Grcke. StaniSta su stenovita mesta u okviru
listopadnih Suma, uglavnom na kre¢njaku (Gaji¢, 1975; Sell i West, 1976; Zahn, 1921-1923).

2.16. Hieracium plumulosum A. Kern.
Oesterr. Bot. Z. 24: 170 (Kerner, 1874)
= H. waldsteinii subsp. plumulosum (A. Kern.) Freyn, Bull. Herb. Boiss. 3: 652 (Freyn, 1895)

Opisan je u rangu vrste sa planina Orjen 1 Lovéen u Crnoj Gori. Zahn (1921-1923) 1 Gaji¢
(1975) ovaj takson svrstavaju u podvrstu H. waldsteinii subsp. plumulosum, dok mu u Flori Evrope
Sell 1 West (1976) vracaju status vrste.

Stabljika je visoka 10—60 cm, u celosti bez ili sa veoma malo pahuljastih dlaka u gornjim
delovima stabljike. Glavica 1—15, u donjim delovima stabljike najces¢e su zakrzljale. Involukrum je
dugacak 10—12 mm, gusto pokriven pahuljastim dlakama, umereno do prilicno pokriven
mikrozlezdama, sa ili bez perastih dlaka (Gaji¢, 1975; Zahn, 1921-1923). Triploidne biljke (2n = 3x
= 27) su zabelezZene u Srbiji i Bosni i Hercegovini (Schuhwerk i Lippert, 1998), diploidne u Crnoj
Gori (2n = 2x = 18) (Szelag 1 sar., 2007).

Rasprostranjenje. Bosna i Hercegovina, Crna Gora, Metohija, zapadna Srbija.

Slika 16. H. plumulosum, habitus i staniSte (A)?2, cvast (a), list (b)*.

22 Izvor fotografie — Moro A, Nimis PL, Martellos S. (ed.) 2003+ [continuously updated]: 11 Cercapiante.
http://dryades.units.it/dryades/plants/foto/TSB44855.jpg
B Izvor fotografija — Moro A, Nimis PL, Martellos S. (ed.) 2003+ [continuously updated]: Il Cercapiante.
http://dryades.units.it/dryades/plants/foto/TSB44852.jpg
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HIBRIDOGENE VRSTE AGREGATA HIERACIUM WALDSTEINII

Prema Zahn-u (1921-1923; 1936) ovaj kompleks obuhvata 10 vrsta i viSe podvrsta nastalih
obi¢nim ili viSestrukim ukrStanjem taksona vrste H. waldsteinii s.l. u Sirem smislu, sa vrstama iz
osam razli€itih sekcija. Neke od ovih podvrsta kasnije su dignute na rang vrsta (Sell 1 West, 1974).

2.17. Hieracium albopellitum (Zahn) Niketi¢

Willdenowia 35(2): 230 (Greuter i Raab-Staube, 2005).

= H. plumulosiforme subsp. albopellitum Zahn (Zahn, 1921-1923 (1921)).

= H. thapsiformoides subsp. albopellitum (Zahn) Greuter Willdenowia 37: 175 (Greuter i Raab-Staube, 2007).

Zahn (1921-1923; 1936) 1 Gaji¢ (1975) opisuju takson sa statusom podvrste H. plumulosiforme G.
Schneid. subsp. albopellitum Zahn, navode¢i hibridogenu kombinaciju H. waldsteinii — H. tommasinii.
U saglasnosti sa Niketi¢ u Greuter i Raab-Straube (2005), u okviru ove doktorske disertacije ispitivani
takson se nalazi u rangu vrste. Za razliku od tradicionalne klasifikacije koja je takson predstavljala u
okviru hibridogene vrste H. thapsiformoides G. Schneider ex K. Maly (H. waldsteinii — H. tommasinii
Rchb.), u ovoj disertaciji se H. albopellitum vodi kao vrsta u okviru kompleksnog hibridogenog
agregata H. guglerianum Zahn (H. thapsiformoides — H. murorum L. s.l. (sect. Hieracium)).

Hipofilopoda, stabljika visine 40—50 cm, u donjem delu gusto obrasla dlakama, u gornjem delu
bez dlaka i slabije pokrivena pahuljastim dlakama i mikrozlezdama. Listovi u donjem delu stabljike
veliki, Siroko objajasti, blago zaSiljeni na vrhu, dok se pri osnovi suzavaju u kratku drsku. Po obodu
su sitno do Siroko nazubljeni, gusto obrasli ¢upavim, beli¢astim, + svilasto vunastim dlakama. U
gornjim delovima stabljike je rasporedeno 35 listova, koji su mnogo manjih dimenzija, medusobno
udaljeni, jajasto lancetasti, pri osnovi suzeni, sede¢i, gusto obrasli dlakama. Vr$ni listovi nalik
braktejama, = goli sa pahuljastim dlakama. Akladijum 25-35 mm dugacak, sa 3—-6 grancica 1
najvise oko 13 glavica od kojih donje Cesto abortiraju, bez dlaka, manje obrasle mikrozlezdama.
Involukrum je dugacak 10—14 mm, pokriven pahuljastim dlakama. Listi¢i involukruma su Siroki,
mogu biti zaSiljeni. Stubi¢ je taman. Ahenija smede boje (Gaji¢, 1975; Zahn, 1936).

Rasprostranjenje. Vrsta je endemi¢na za planinski masiv Prokletija u Metohiji, Albaniji 1 Crnoj
Gori. Raste u rasponu nadmorskih visina od 750 do 2350 m na kre¢njaku i dolomitu (Gavrilovi¢ i
sar., 2017).

Slika 17. H. albopellitum, herbarski primerak?*,

24 Izvor fotografije — Prirodnjacki muzej u Beogradu. Kustos dr sc. Niketi¢ M, nau¢ni savetnik, autor fotografije.
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Hieracium sect. Drepanoidea Monnier

Sekcija Drepanoidea (Stace, 1998) je u starijim monografijama (Zahn, 1921-1923) i1 u Flori
Srbije (Gaji¢, 1975) navodena kao H. sect. Glauca (Griseb.) Gremli. Predstavnike ove sekcije
morfoloski karakteriSe stabljika sa malo listova, naj¢esce filopodna, uglavnom bez dlaka ili sa jako
oskudnim indumentumom. Listovi su elipticni do lancetasti najces¢e goli 1 sede¢i. Antelu ¢ini jedna
ili malo glavi€astih cvasti. Involukrum je uglavnom bez dlaka, + sa pahuljastim dlakama. Zupci
jeziCastih cvetova su bez treplji. Ahenije su svetlosmede do smedecrvene. Nastanjuju predeo Alpa,
Karpata, centralnih Apenina i severozapadni deo Balkanskog poluostrva (Gaji¢, 1975; Zahn, 1921-1923).

U okviru ove sekcije Zahn (1921-1923) je ukljucio tri agregata (,,species principales*):

e H. porrifolium

e H. bupleuroides

o H. glaucum.

AGREGAT HIERACIUM BUPLEUROIDES

Prema tradicionalnoj klasifikaciji ukljucuje samo sredenjejuznoevropsku planinsku vrstu H.
bupleuroides C. C. Gmel., sa viSe podvrsta. Neke od ovih podvrsta kasnije su dignute na rang vrsta
(Sell 1 West, 1974). Prema Greuter-u (2006+) ovaj agregat broji 33 taksona.

2.18. Hieracium pseudoschenkii (Rohlena & Zahn) Niketi¢

Bot. Chron. (Patras) 16: 39 (Niketi¢ i sar., 2003)

= H. bupleuroides subsp. pseudoschenkii Rohlena & Zahn, Feddes. Repert. Spec. Nov. Regni. Veg. 6: 227 (Zahn, 1909)
= H. bupleuroides subsp. crinifolium var. pseudoschenkii (Rohlena & Zahn) Hayek, Repert. Spec. Nov. Regni. Veg.
Beih. 30(2/6): 866 (Hayek, 1929-1933 (1931)).

Zahn (1909) je ovaj takson opisao kao podvrstu od H. bupleuroides. Niketi¢ 1 sar. (2003) taksonu
dodeljuju status vrste. Morfoloski se od ostalih taksona ovog agregata razlikuje po prisustvu
mikrozlezda na involukrumu. Vrstu karakteriSe stabljika visine 20—40(—60) cm, koja moze biti
granata iznad polovine, gola ili slabije obrasla dugim, prostim dlakama pri osnovi.

Slika 18. H. pseudoschenkii, herbarski primerak, cvast (a;) i list (a2)>.

Bazalni listovi su brojni, veli¢ine 50-160 x 4-45 mm, linearno lancetasti do usko elipti¢ni,

% Izvor fotografije — Prirodnjacki muzej u Beogradu. Kustos dr sc. Niketi¢ M, nau¢ni savetnik, autor fotografije.
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sedeci, celog oboda, zasiljeni 1 suZeni ka osnovi, goli ili sa dugackim, prostim dlakama po obodu i u
predelu centralnog nerva. Listova na stabljici je relativno malo, (3—)5—-10(—15), linearno lancetasti,
pri osnovi £ zaobljeni, smanjuju se ka vrhu stabljike. Antelu ¢ini 2-5(—42) glavica. Drske glavica
duge, pokrivene jednostavnim belicastim dlakama. Involukrum je loptast (10—)12—-15 x 15-20 mm,
razredeno beliasto dlakav, + sa mikrozlezdama. Listi¢i involukruma Siroki i zaSiljeni pri vrhu,
pokriveni prostim dlakama. Stubi¢ tucka je Zut do tamnije boje. Ahenije su bledo do crnkastosmede
boje. Do sada su registrovane tetraploidne biljke 2n = 4x = 36 (Niketi¢ i sar., 20006).

Rasprostranjenje. Vrsta je endemi¢na za jugoistoéne Dinaride: Durmitor i okolina Savnika u
Crnoj Gori i Prenj u Hercegovini (Niketic€ i sar., 2003). Karakteristi¢ni lokaliteti na planini Durmitor
su Veliki Meded i Crepulj poljana - Zuta greda (1850 m); Timar u opstini Savnik (1240 m).

Hieracium sect. Villosa (Griseb.) Gremli

Filopodne biljke koje pripadaju ovoj sekciji karakterisu se stabljikom koja je obi¢no + uspravna i
vijugava, uglavnom niska, veoma retko naraste viSe od 30 cm. Od sredine ili osnove Cesto je +
ra¢vasto granata, prekrivena brojnim dugim rutavim jednostavnim dlakama, posebno u donjim
delovima stabljike. Ponekad su prisutne mikroZlezde u gornjim delovima stabljike. Listovi su tanki,
+ glatki, retko sa manje dlaka, bazalni formiraju rozetu, a na prelomu se moze uociti dosta mlecnog
soka (/atex). Na stabljici je obi¢no rasporedeno do 6 listova, koji + formiraju lisni rukavac. Antela
se sastoji obi¢no od jedne velike glavice duzine 14—17 mm, najéesée loptastog oblika. Akladijum je
Cesto sa pahuljastim dlakama. Listi¢i involukruma zaSiljeni, spoljni $iri 1 gotovo uvek + strSece
rasporedeni, nalik na brakteje, unutrasnji uzi, bez pahuljastih dlaka. Jezicasti cvetovi su * trepljasti.
Stubi¢ tucka je tamnije obojen. Ahenije su tamnocrvenkaste. Period cvetanja biljaka je jun — jul.

Rasprostranjenje. Planine centralne i juzne Evrope (Gaji¢, 1975; Schischkin i Bobov, 2002; Sell 1
West, 1976; Sell 1 Murrell, 2006). Centar diverziteta sekcije Villosa su Alpi. Tipska vrsta sekcije H.
villosum, kao 1 druga ispitivana nehibridogena vrsta, H. pilosum Schleich. ex Froel., konstatovane
su za Balkansko poluostrvo kao glacijalni relikti.

2.19. Hieracium villosum Jacq.

Enum. Stirp. Vindob.:142 (Jacquin, 1762)

= H. morisianum subsp. morronense (Négeli & Peter) Zahn, Pflanzenr. 75: 87 (Zahn, 1921-1923 (1921))

= H. pilosum subsp. morronense (Nageli & Peter) Gottschl., Ver6ff. Tiroler Landesmus. Ferdinandeum 86, Sonderband.:
211 (Gottschlich, 2007)

Hieracium villosum je monotipska vrsta koja broji oko 13 podvrsta (Greuter, 2006+). Stabljika je
visoka 15-30(—40) cm, uspravna, ra¢vasta, sa brojnim pahuljastim i vrlo gustim, belim, mekim
jednostavnim rutavim nezlezdastim dlakama duzine 4-10(-12) mm. U gornjem delu je pokrivena
pahuljastim dlakama. Listovi su sa dugim, gustim dlakama do 8 mm duZine; bazalnih listova ima od
nekoliko do mnogo, veli¢ine 45-85 % (10—)12—-20(-25) mm, retko su na licu bez dlaka, po obodu sa
mikrozlezdama; duguljasti do lancetasti, u gornjem delu stabljike ¢ak i jajasti, tupi do zaSiljeni pri
vrhu, obi¢no udubljeni, celog do kratko nazubljenog oboda, bez ili sa kratkom drSkom, pri osnovi
stabljike sedeci, sa dosta mle¢nog soka. Antelu Cine (1-)2—4 glavice. Akladijum je dugacak 3—
10(15) cm, sa udaljenim granc¢icama koje nose uglavnom po jednu glavicu.

Involukrum je veli¢ine 14—-17(-23) x 12-20(-25) mm, loptast, pokriven jednostavnim dlakama i
razredeno mikrozlezdama, bez pahuljastih dlaka. Listi¢i involukruma lancetasti do linearni,
zaSiljenog vrha, sa vrlo gustim, jednostavnim dlakama do 5 mm duzine, bez ili sa nekoliko
mikrozlezda. JeziCasti cvetovi sa ili bez treplji, sa Zutim do tamnim stubi¢ima. Ahenija svetlosmeda
do crna. Cveta u periodu jul-avgust. Najc¢esce raste na kamenitim i travnatim mestima i u Sumama.
2n =3x=27; 4x =36 (Sell i West, 1976).

Rasprostranjenje. Planine centralne i jugoistocne Evrope. Areal se proteze od Karpata do
jugozapadnih Alpa, juznog dela Apeninskog poluostrva i dela Balkanskog poluostrva (severni
delovi Bugarske) (Gaji¢, 1975; Sell i West, 1976; Zahn, 1921-1923).
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2.20. Hieracium pilosum Schleich. ex Froel.
Prodr. 7: 229 (Candolle, 1838)
=H. morisianum Rchb., Icon. F1. Germ. Helv. 19(1): 67 (Reichenbach, 1859)

Hieracium pilosum broji oko 15 podvrsta (Greuter, 2006+). Zahn (1921-1923), kao i Gaji¢
(1975) u Flori Srbije vrstu opisuju pod imenom H. morisianum Rchb. Sell 1 West (1976) u Flori
Evrope usvajaju koncept kolektivne vrste, odnosno grupe ili agregata H. pilosum.

Stabljika ovih biljaka je visoka 10-15(—40) cm, tanka, jednostavna ili racvasta, gusto pokrivena
prostim rutavim dlakama, u gornjem delu i pahuljastim dlakama, bez zlezdastih dlaka. Listovi su
sivozeleni, kako na licu tako i na nali¢ju, obrasli gustim dugackim finim dlakama. Prizemni listovi
su duguljasto lancetasti do lancetasti, mogu biti lopati¢astog oblika i tupog vrha, pri osnovi suzeni,
sedeci ili sa malim drSkama, najceScée celog oboda ili blago nazubljeni. Listova u gornjim delovima
stabljike ima malo (3—6). Veli¢ina im se smanjuje ka vrhu stabljike i jajasto lancetastog su oblika.
Vrsni listovi su sedeci, a ponekad formiraju i polurukavac. Antelu Cine 2—4 glavice. Akladijum je
dugacak, prekriven gustim pahuljastim dlakama, bez zlezdastih dlaka. Involukrum je veli¢ine 5—15
x 2-3 mm, loptast, tamnozelene do crne boje. Listi¢i involukruma linearno lancetasti ili linearni,
gusto pokriveni dugackim dlakama, bez pahuljastih dlaka, sa po kojom mikrozlezdom na vrhu.
JeziCasti cvetovi bledozute boje, stubi¢ je Zut. Ahenije su tamnocrvenkaste do crne boje (Gaji¢,
1975; Sell i West, 1976; Zahn, 1921-1923). Triploidna vrsta (Chrtek i sar., 2004).

Rasprostranjenje. Areal kao i za vrstu H. villosum. Na Balkanskom poluostrvu raste na
Dinaridima i u centralnim delovima, ka jugu do Severne Makedonije (Sell i West, 1976).

Slika 19. H. villosum, habitus i staniste (A), cvast (a); H. pilosum, habitus i staniste (B), cvast (b)°.
HIBRIDOGENE VRSTE AGREGATA HIERACIUM VILLOSUM

Prema Zahn-u (1921-1923; 1930) ovaj kompleks obuhvata skoro 70 vrsta i viSe podvrsta nastalih
obi¢nim ili viSestrukim ukrStanjem taksona vrste H. villosum, u Sirem smislu, sa vrstama iz vise
razli¢itih sekcija. Neke od ovih podvrsta kasnije su dignute na rang vrsta (Sell i West, 1974). U okviru
ove doktorske disertacije proucavano je pet intersekcijskih hibridogenih vrsta sekcije Villosa od kojih
su Cetiri vrste nastale ukrStanjem H. villosum 1 vrsta drugih sekcija, dok je jedna nastala naknadnim
ukrStanjem hibridogene vrste poreklom od H. villosum 1 nehibridogene vrste H. bifidum iz tipske
sekcije roda. Sve one su svrstane u neformalnu grupu ,,vilh” za potrebe ovog istrazivanja (Tabela 2).

26 Izvor fotografija —
https://www.omnia.ie/index.php?navigation_function=2&navigation_item=018371b5{61d59e9a6c78039b7935af1 &repid=2
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2.21. Hieracium glabratum Willd.

Sp. PL 1(3): 1562 (Willdenow, 1803)

= H. villosum var. glabrum Hopp., DC. Prodr. 7: 228 (Candolle, 1838)
= H. schraderi var. glabratum Gaud., Sn. Fl. Helv.: 454 (Koch, 1838)

Hibridogena vrsta koja u Flori Evrope pripada istoimenom agregatu H. glabratum. Ovaj agregat
ukljucuje Cetiri vrste (Sell 1 West, 1976). Prema klasifikaciji Greuter-a (2006+) ne postoji agregat,
ve¢ samo jedna vrsta sa 13 podvrsta. Gaji¢ (1975) kao hibridogenu kombinaciju navodi H. villosum
— H. glaucum All. Morfoloski poseduje karakteristike roditeljskih vrsta. Habitus je slican pretezno
alpskoj vrsti H. glaucum iz sect. Drepanoidea (Zahn, 1921-1923), tj. agregatu H. glaucum (Sell 1
West, 1976), koja se razlikuje po znatno vecem broju glavica u anteli, po dugom loptastom
involukrumu i maljavim listi¢ima involukruma. U odnosu na H. villosum indumentum je oskudniji i
akladijum je manje granat (Sell i West, 1976; Zahn, 1921-1923).

Filopoda. Vrsta se karakteriSe stabljikom visine 10-30 cm. Bazalni listovi Cesto goli, sa +
izrazenom drSkom. Listova na stabljici ima malo (2—5) naglo se smanjuju ka vrhu stabljike. Antelu
¢ini 1-3(5) glavica. Involukrum je dugafak 12—15 mm, loptast, gusto obrastao mekim dugim
nezlezdastim dlakama sa uskim 1 prileglim listi¢ima involukruma. Spoljasnji listi¢i involukruma su
zaSiljeni, prili¢no obrasli belicastim dugim rutavim dlakama, sa manje rasutih pahuljastih dlaka, na
vthu sa zlezdama. JeziCasti cvetovi su krupni, retko sa trepljastim zupcima, obrasli prostim
nezlezdastim dlakama pri vrhu, sa svetlim do tamnim stubi¢em tucka. Ahenija je svetlosmeda.
Cveta od jula do avgusta. 2 n = 3x = 27; 4x = 36 (Schuhwerk, 2010).

Rasprostranjenje. Planine centralnog dela Evrope, juzno do Albanije i centralnih Apenina. (Gaji¢,
1975; Sell 1 West, 1976).

2.22. Hieracium scorzonerifolium Vill. s.1.
Prosp. P1. Dauph.: 35 (Villars, 1779)

Hieracium scorzonerifolium je hibridogena vrsta 1 u Flori Evrope je klasifikovana u okviru H.
scorzonerifolium agregata (Sell i West, 1976). Ukljucuje tri vrste u Flori Evrope (Sell i West, 1976),
kao 1 20 podvrsta tipske vrste agregata (Greuter, 2006+). Nastala je ukrStanjem tipske vrste sekcije
Villosa, H. villosum, 1 H. schenkii (Griseb.) Schljakov [sin.: H. bupleuroides subsp. schenkii
(Griseb.) Négeli & Peter; H. bupleuroides var. schenkii Griseb. u Greuter (2006+)], koja kao 1 H.
glaucum pripada sect. Drepanoidea. Vrsta deli areal sa svojim roditeljskim vrstama, kao i
morfoloske karakteristike. Akladijum je granat kao i kod vrste H. schenkii, ali je obod listova
uglavnom ceo (Sell i West, 1976). U odnosu na roditeljsku vrstu H. villosum, ¢itava biljka je znatno
slabije obrasla dlakama, ali su prisutne karakteristi¢ne proste, duge rutave belicaste dlake, naro€ito
na nali¢ju listova i u predelu involukruma (Zahn, 1921-1923).

Filopoda. Vrsta se karakteriSe naj¢eS¢e pojedinacnim uspravnim stabljikama visine 30-60 cm,
Cesto obraslim prostim i dugim (do 5 mm), mestimic¢no i zvezdastim dlakama. Listovi su pri osnovi
sakupljeni u prividnu rozetu, lancetasti do usko elipti¢ni, na kratkim drSkama ili formiraju lisni
rukavac, celog do blago nazubljenog oboda, suzeni ka osnovi. Bazalni listovi su ve¢i, 30-90 x 4-10
mm, dok se ka vrhu stabljike smanjuju (2—7(42) mm) i naizmeni¢no su postavljeni. Obrasli su
prostim dlakama na nali¢ju i po obodu. Antelu ¢ine 1-4(—42) glavice. Involukrum je dimenzija (10—
)13—17 x 6-13 mm, gusto obrastao dugim nezlezdastim i pahuljastim dlakama. Listi¢i involukruma
linearni do usko linearno lancetasti, sedeci. Jezi€asti cvetovi su goli sa Zutim stubi¢ima. Ahenija je
svetlosmeda. Period cvetanja biljaka je jul — avgust. Za biljke sa Durmitora, identifikovane kao H.
flexuosum Waldst. & Kit. ex Willd., konstatovano je da su triploidi (2n = 3x = 27) (Niketi¢ i sar.,
2006).

Rasprostranjenje. Areal ove vrste se prostire od Karpata i jugozapadnih Alpa na severu, do Crne
Gore na jugu (Sell 1 West, 1976; Zahn, 1921-1923).
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Slika 20. H. glabratum, herbarski primerak (A)?’; H. scorzonerifolium, habitus i staniste (B)?®,
cvast (b1), list (b2).

2.23. Hieracium valdepilosum Vill. s.1.

Prosp. Pl. Dauph.: 34 (Villars, 1779)

= H. elongatum Willd. ex Froel., DC. Prodr. 7: 229 (Candolle, 1838)
= H. ciliolatum Serres, Bul. Soc. Bot. Fr. 2: 276 (Serres, 1856)

Hieracium valdepilosum je hibridogena vrsta. Pripada H. valdepilosum agregatu (Sell i West,
1976). Ukljucuje oko 27 nizih taksona tipske vrste (Greuter, 2006+), kao 1 jo$ tri vrste agregata u
Flori Evrope (Sell i West, 1976). Nastaje ukrStanjem H. villosum i H. prenanthoides.

Hipofilopoda do afilopoda. Stabljike visine 30-50 c¢m, sa brojnim jednostavnim dlakama do 8
mm duzine, a pri vrhu sa nekoliko pahuljastih dlaka. Prizemni listovi mali ili odsutni, lopaticasti do
elipti¢ni, dimenzija 50-110 x 10-30 mm, obi¢no = §iljati, sa peteljkom; listova stabljike 7-13(-20),
donji poput bazalnih, ali obi¢no sede¢i, srednji i gornji lancetasti do jajasti, ponekad u obliku
violine, sede¢i, + obuhvataju stabljiku.

Antelu ¢ini 1-6(—9) glavica na dugim granama, sa gustim pahuljastim dlakama, mnogobrojnim,
dugim jednostavnim nezlezdastim dlakama, a ponekad i sa po nekoliko malih zlezdastih dlaka.
Involukrum dimenzija 10-15(-18) x 10-15 mm; brakteje Siljate, spoljaSnje Cesto proredene i
raSirene, sa gustim jednostavnim nezlezdastim dlakama, duzine do 5 mm, ponekad sa pahuljastim
dlakama i mikrozlezdama. Ligule su ponekad sa kratkim, jednostavnim dlakama. 2n = 3x = 27
(Niketi¢ i sar., 2006).

Rasprostranjenje. Planine srednje Evrope, centralni Apenini, Dinaridi. (Sell i West, 1976). Centar
diverziteta vrste je u Alpima, dok je na Balkanskom poluostrvu zabeleZzeno nekoliko taksona iz
ovog agregata: subsp. pseudelongatum (Nageli & Peter) Zahn iz Bosne i subsp. loschniggi Zahn iz
Hercegovine (prema Zahn-ovoj klasifikaciji), kao 1 H. willdenowianum (Zahn) P. D. Sell & C. Vest,
iz isto¢ne Bosne (Niketi¢ i sar., 2003). Na Balkanskom poluostrvu su zabelezeni novi lokaliteti i to,
na planini Prokletije NedZinatska jezera (1400—1500 m) i na Durmitoru Veliki Meded, Velika Kalica
(1800-2000 m), Crepulj Poljana — Zuta Greda (1800 m) i Planinica—Skrka (1800-2100 m) (Niketi¢
1 sar., 2006).

¥ Izvor fotografije — hitps:/commons.wikimedia.org/wiki/File:Neuch%eC3%A2tel Herbarium - Hieracium_glabratum - NEU000015203,jpg
28 Tzvor fotografije — http:/dbiodbs.univ.trieste.it/carso/chiavi_pub26?spez=5213
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Slika 21. H. valdepilosum, habitus i staniSte (A)?°, cvast (a), herbarski primerak (B)*.

2.24. Hieracium dentatum Hoppe s.1.
Deutschl. FL. 1(10): 159 (Strum, 1817)

Hieracium dentatum je hibridogena vrsta. U Flori Evrope je klasifikovana u okviru H. dentatum
agregata (Sell 1 West, 1976). Ukljucuje oko 52 taksona (Greuter, 2006+), odnosno samo tipsku vrstu
agregata u Flori Evrope. Nastala je ukrStanjem H. villosum 1 H. bifidum Kit. s.l. (Hornemann, 1815).
Hieracium bifidum pripada sekciji Hieracium i podsekciji Bifida (Arv.-Touv.) Pugsley (Stace,
1998), odnosno sekciji Vulgata i podsekciji Caesia Zahn (Gaji¢, 1975). Vrsta se morfoloski
razlikuje od roditeljskih vrsta po oskudnijem indumentumu (u odnosu na H. villosum), odnosno po
slabije granatom akladijumu (u odnosu na H. bifidum) (Sell i West, 1976), ali generalno ima habitus

Hipofilopoda. Stabljike ovih biljaka su visoke 14—40 cm, sa nekoliko do mnogo pahuljastih 1
prostih dlaka. Listovi su obrasli jednostavnim dlakama po obodu. Bazalni su ve¢i, dimenzija 20—70 x
9—20 mm, + lopaticastog do objajastog oblika. Listova na stabljici ima 2—10. Elipti¢ni su, duguljasti
do lancetasti, celog do plitko nazubljenog oboda, suzeni u peteljku, dok pri vrhu mogu biti i sedeci.
Antelu ¢ine 1-4 glavice. Akladijum je gusto obrastao pahuljastim i dugim prostim dlakama.
Involukrum je dimenzija 11-18 x 10—15 mm, gusto obrastao dugim nezlezdastim dlakama (do 3 mm
duzine) i retkim pahuljastim dlakama. Listi¢i involukruma linearni do usko linearno lancetasti, sede¢i.
JeziCasti cvetovi su goli sa zutim stubi¢ima. Za biljke sa Durmitora, identifikovane kao H. expallens
(Fr.) Arv.-Touv., konstatovano je da su triploidi (2n = 3x = 27) (Niketi¢ i sar., 2006).

Rasprostranjenje. Areal ove vrste obuhvata Alpe, Karpate, centralni deo Apeninskog poluostrva,
kao 1 planine centralnih i juznih delova teritorije bivse Jugoslavije (1300-2500 m) (Sell i West,
1976; Zahn, 1921-1923).

2.25. Hieracium neilreichii Beck

F1. Hernstein: 259 (Beck, 1884)

= H. neilreichii A. Kerner (Zahn, 1909)

= H. pallescens subsp. neilreichii (Beck) Greuter, Willdenowia 37: 167 (Greuter i Raab-Straube, 2007)
= H. incisum subsp. neilreichii (Beck) Zahn, Pflanzenr. 76: 499 (Zahn, 1921-1923 (1921))

Hibridogena vrsta koja je nastala ukrStanjem agregata H. bifidum 1 H. villosum (Beck, 1893;
Zahn, 1935). U okviru ove doktorske disertacije usvojena je hibridogena kombinacija H. dentatum

2 Izvor fotografija — http:/www.orchid-nord.com/Flore-France/Asteraceae/Hieracium%20valdepilosum/Hieracium-valdepilosum.html
30 Izvor fotografije — Prirodnjacki muzej u Beogradu. Kustos dr sc. Niketi¢ M, nau¢ni savetnik, autor fotografije.
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s.l. — H. bifidum s.1. Po habitusu odgovara roditeljskoj vrsti H. bifidum, samo Sto su listovi gusto
obrasli prostim dlakama do 3 mm duZine, a takode se na involukrumu mogu uociti i1 retke
mikrozlezde.

Stabljike visine 12-20 cm, sa malo do mnogo pahuljastim dlaka i sa mikroZlezdama u gornjim
delovima. Bazalni listovi brojni, veli¢ine 20-150 x 15-70 mm, elipti¢ni ili duguljasti, do jajasti,
sedeci; zaSiljeni pri vrhu, celog oboda ili plitko nazubljeni. Vrs$nih listova na stabljici ima malo.
Antelu ¢ini najceS¢e jedna, ali moze i1 viSe glavica; akladijum je Cesto racvast. Involukrum je
dugacak 10 mm, pokriven beliCastim prostim dlakama. Listi¢i involukruma su uski 1 za$iljeni,
sedeci, sa malo mikrozlezda. Stubi¢ tucka je Zut ili obojen. Jezicasti cvetovi su goli ili sa po kojom
prostom dlakom na vrhu 1 zuti.

Rasprostranjenje. Alpi, Karpati u Slovackoj i Dinaridi do planina u Hrvatskoj, Vlasi¢a i Magli¢a
u Bosni, Prenja u Hercegovini 1 Durmitora u Crnoj Gori (Zahn, 1909, 1935).

Slika 22. H. dentatum, herbarski primerak®!, H. neilreichii, herbarski primerak3?.
Hieracium sect. Naegeliana Zahn ex Szelag

Subendemicna balkanska sekcija sa H. naegelianum Panci¢, kao tipskom vrstom. U okviru ove
disertacije primenjuje se klasifikacija Szelag-a (2003) prema kojoj je vrsta H. naegelianum
pripadnik sekcije Naegeliana, koju je pod istim imenom naveo i Zahn (1906), ali joj nije dao
odgovaraéi taksonomski (infragenusni) status. Bitno je ista¢i da je isti autor klasifikovao ovu
Panci¢evu vrstu u sect. Hololeion Zahn, koju kasnije botanicari nisu smatrali validnom, jer se njeno
ime zasnivalo na taksonu H. hololeion Maxim., klasifikovanom u poseban rod Hololeion Kitam.
(Szelag, 2003). U nekim klasifikacijama je H. naegelianum bio uklju¢en u H. sect.
Pseudostenotheca (Fr.) Juxip (Stace, 1998), koja prema tim klasifikacijama, kao i sekcija
Hololeion, obuhvata dva specifi¢na agregata: H. naegelianum 1 H. sparsum. Medutim prema
novijim klasifikacijama (Stace, 1998), H. sparsum Friv. pripada posebnoj sekciji, H. sect. Cernua
R.Uechtr.

Biljke koje pripadaju sekciji Naegeliana su filopode do afilopode. Stabljike su uspravne, sa malo
do mnogo uskih listova, koji su pri osnovi suZeni ili skoro sedeci, najcesce goli, ka vrhu stabljike se
smanjuju. Glavica ima malo, uglavnom 1(-3). Listi¢i involukruma su prilegli, £+ tupi, vrlo retko
zaSiljeni, dugacki 1 rasporedeni u dva reda. JeziCasti cvetovi su goli, stubi¢ + crn, rede svetao.

31 Izvor fotografije — Herbarium: JE 00009766 http://herbarium.univie.ac.at/database/detail.php?ID=145356.
32 Izvor fotografije — Prirodnjacki muzej u Beogradu. Kustos dr sc. Niketi¢ M, nau¢ni savetnik, autor fotografije.
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Ahenija smeda ili tamnija, retko svetlija, sa sneznobelim papusom (Zahn, 1921-1923).
Predstavnici ove sekcije pretezno rastu na subalpijskim 1 alpijskim orosubmediteranskim siparima.

AGREGAT HIERACIUM NAEGELIANUM

Sell 1 West (1976) su prvi pretpostavili da je iz H. naegelianum moguce izdvojiti 1 nekoliko
posebnih vrsta. Za sada ovaj agregat, pored tipske vrste H. naegelianum, obuhvata i novoopisanu
vrstu H. renatae Szelag, iz Severne Makedonije, kao 1 pet podvrsta (Greuter, 2006+).

2.26. Hieracium naegelianum Panci¢
Elench. Crna. Gora.: 57 (Panci¢, 1875)
= H. undulatum Boiss., Fl. Orient. 3: 867 (Boissier, 1875)

Filopoda, sa stabljikama dugim 10-25(—40) cm, jednostavnim, tankim, golim ili sa nekoliko
pahuljastih i Zlezdastih dlaka prema vrhu. Listovi su uglavnom goli sa nekoliko jednostavnih dlaka
uglavnom po obodu; bazalnih listova ima 5-8, veli¢ine 30-60 x 7—-12 mm, lopatiastog ili
lancetastog do linearnog oblika, tupog ili zasiljenog vrha, celog oboda, ponekad valovitog; suzeni
su pri bazi, sede¢i. U gornjim delovima stabljike 2-3 lista, koji su usko linearni do lancetasti.
Listovi su obrasli brojnim dugackim dlakama i proredeno kratkim Zlezdastim dlakama. Antela od 1—
3 glavice. Akladijum je dugacak 10-15 cm. Involukrum je veli¢ine 9—10 X 7-9 mm. Listi¢i
involukruma uski, zasiljeni ili jako S§iljati, sa nekoliko do mnogo jednostavnih nezlezdastih dlaka, a
ponekad i sa nekoliko pahuljastih dlaka. Stubi¢ je Zute boje. Ahenije su smede boje.

Rasprostranjenje. Panci¢eva subendemicna vrsta rasprostranjena je u visokim planinama
Balkanskog poluostrva, kao 1 na planini Abruco u juznoj Italiji. Karakteristicna je za kre¢njacke
sipare u subalpijskim i alpijskim pojasevima, na 1800-2500 m. Vrsta je opisana sa planine Komovi
u Crnoj Gori (locus classicus, Panci¢, 1875). Poznato je nekoliko podvrsta, ali sve populacije ove
vrste u Crnoj Gori pripadaju nominalnom taksonu (Niketi¢ i sar., 2006; Stevanovi¢ i sar; 2014).
Poznate su triploidne populacije (2n = 3x = 27) (Niketi¢ i sar., 2006), dok je kod sestrinske vrste H.
renatae konstatovan diploidan broj hromozoma (Szelag i Ilnicki, 2011).

Slika 23. H. naegelianum, habitus i staniSte (A), cvast (a)>.

33 Izvor fotografija — Prirodnjacki muzej u Beogradu. Kustos dr sc. Niketi¢ M, nau¢ni savetnik, autor fotografija.

28



Uvod

Hieracium sect. Glauciformia Freyn

Sekcija Glauciformia je monotipska endemicna balkanska submediteranska sekcija sa vrstom H.
heterogynum (Froel.) Gutermann i1 sedam podvrsta (Greuter, 2006+). Po starijoj nomenklaturi ova
vrsta se vodi kao H. stupposum (Rchb.) Rchb. f. (Zahn 1921-1923). Po morfoloskim osobinama
predstavnici ove sekcije nalaze se izmedu sekcija Drepanoidea 1 Italica Fr. Kao 1 kod biljaka sect.
Italica formira se prividna rozeta (hipo- ili afilo- do filopode). Indumentum listova se razlikuje u
odnosu na predstavnike sekcija Drepanoidea 1 Italica. U poredenju sa predstavnicima sect.
Drepanoidea listovi su §iri 1 pokriveni srebrnastobelim dugackim cekinjastim dlakama, dok u
odnosu na sect. ltalica uglavnom izostaju zlezdaste dlake. Involukrum 1 drSke glavica pokrivene su
mikrozlezdama. Stubi¢ tucka je Zut. Ahenije su bledo do Zutosmede (Gaji¢, 1975; Zahn 1921-
1923).

HIBRIDOGENE VRSTE SEKCIJE HIERACIUM SECT. GLAUCIFORMIA

Prema tradicionalnoj klasifikaciji (Zahn, 1921-1923) hibridogene vrste sekcije Glauciformia
ukljuc¢uju 11 wvrsta i1 viSe podvrsta koje su nastale obi¢nim ili viSestrukim ukr§tanjem vrste H.
heterogynum sa predstavnicima Sest drugih sekcija. Neke od ovih podvrsta kasnije su dignute na
rang vrsta (Sell 1 West, 1974). U okviru ove doktorske disertacije bice ispitivane dve hibridogene
vrste.

2.27. Hieracium tommasinianum K. Maly
Zool-Bot. Ges. Wien. 54: 306 (Maly, 1904)
= H. tommasinii Rchb. f., Icon. F1. Germ. Helv. 19(1):100, nom. illeg. (Reichenbach, 1859)

Zahn (1921-1923) ovu hibridogenu vrstu vodi pod imenom H. tommasinii Rchb. 1 daje njenu
hibridogenu kombinaciju H. stupposum Rchb. > H. racemosum Waldst. & Kit. ex Willd., dok je
Gaji¢ (1975) navodi kao H. stuppeum Gris. > H. racemosum. Sell 1 West (1976) pak u Flori Evrope
za H. tommasinii Rchb., navode hibridogenu kombinaciju (H. heterogynum (Froel.) Gutermann —
H. racemosum), koja je koriS¢ena u okviru ove disertacije (Tabela 2). U Flori Evrope vodi se kao
monotipski agregat (Sell i West, 1976). Greuter (2006+) ubraja tri niza taksona u okviru H.
tommasinianum agregata.

Habitus i staniSte ove vrste odgovaraju roditeljskoj vrsti H. heterogynum (sin.: H. stupposum
Rchb.), koja ima nesto nize stabljike (30—70 cm), sa brojnim pahuljastim dlakama i nekoliko do
puno jednostavnih dlaka do 18 mm duzine. Listovi H. heterogynum su obi¢no goli, sa nekoliko
jednostavnih dlaka na nali¢ju, 1 sa nekoliko do mnogo jednostavnih dlaka na rubu, ponekad sa
nekoliko mikrozlezda; bazalni dimenzija 20—90 x 5—20 mm, lancetasti, oblancetasti ili izduzeno
lancetasto, zaSiljenog vrha, po obodu plitko nazubljeni, suzeni u dugacku peteljku pri osnovi; na
stabljici su manji 1 lancetasti. Glavica ima 3—40; drSke su obi¢no duge, vitke, sa gustim pahuljastim
dlakama, a povremeno sa jednostavnim dlakama. Involukrum dimenzija 9—12 x 5—8 mm; listi¢i
involukruma sa brojnim pahuljastim dlakama, manje pokriveni mikrozlezdama, povremeno sa
nekoliko jednostavnih neZlezdastih dlaka.

Za vrstu H. racemosum (sekcija Italica), karakteristi¢na je viSa stabljika, 1 do 100 cm. Listovi
jajasti do jajasto lancetasti, £ sedeci, skoro celog oboda ili plitko nazubljeni, suzeni pri osnovi,
delimi¢no formiraju lisni rukavac. Glavica ima nekoliko do mnogo. Jezicasti cvetovi su goli, bez
zlezda. Vrsta je rasprostranjena u juznoj i centralnoj Evropi (Sell 1 West, 1976; Zahn, 1921-1923).

Hieracium tommasinianum je afilopoda. Stabljika je visoka (30—)60-90 cm, mestimi¢no
pokrivena pahuljastim dlakama, naroCito u donjim delovima stabljika je obrasla dugim prostim
dlakama duzine 4-8 mm. Listovi u donjim delovima stabljike brojni, veliki, lancetasti do Siroko
rombicni, neznatno nazubljeni, pri osnovi naglo suzeni, skoro sedeci, na licu goli, na nali¢ju 1 sa
mikrozlezdama. Akladijum je dugacak do 60 mm, drSke glavica u gornjem delu su bez ili sa veoma
malo dlaka, sa 2—4 brakteje. Glavica ima puno. Involukrum je dugacak 12—13 mm, loptastog oblika,
razredeno prekriven dlakama, slabije ili bogato prekriven mikrozlezdama. Stubici oskudni. Ahenije
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su tamne do kestenastosmede. Cveta od jula do avgusta. 2n = 3x = 27 (Chrtek i sar., 2007).

Rasprostranjenje. Konstatovana je na teritoriji zapadnog 1 centralnog dela Balkanskog
poluostrva: Hrvatska, Bosna i Hercegovina, Crna Gora, Albanija, Kosovo i Metohija, zapadna
Srbija, Severna Makedonija, severna Grcka, zapadna Bugarska (Gaji¢, 1975; Sell 1 West; 1976;
Zahn, 1921-1923). Takson je svrstan u trans-regionalne balkanske endemite.

2.28. Hieracium macrodontoides (Zahn) Zahn
Repert. Spec. Nov. Regni. Veg. 6: 236 (Zahn, 1909)
= H. macrodon subsp. macrodontoides Zahn, Syn. Deut. Schweiz. Fl., ed. 3: 1794 (Zahn, 1901)

Agregat ove hibridogene vrste obuhvata tri taksona (Greuter, 2006+). Zahn (1922) daje
hibridogenu kombinaciju (H. stupposum > H. tommasinii), prema kojoj se H. tommasinianum
ukr§ta sa roditeljskom vrstom H. heterogynum (Glauciformia—Italica—Glauciformia). Ovu
kombinaciju preuzimaju Sell 1 West (1976) (H. heterogynum / tommasinii). Gaji¢ (1975) navodi
ukrStanje H. tommasinii > H. murorum. U okviru ove doktorske disertacije usvojena je hibridogena
kombinacija Glauciformia—Italica—Hieracium (Gaji¢, 1975).

Filopoda, nekada hipofilopoda sa tankom i uspravnom stabljikom, koja je u donjim delovima
manje, a u gornjim delovima vise obrasla pahuljastim dlakama i sa po kojom zlezdastom dlakom.
Prizemni listovi su veliki na dugim drSkama, u manjem broju, jajasti do duguljasto lancetasti, na
oba kraja kratko do duze suzeni, po obodu sitno nazubljeni, ka osnovi nekada sa malo veéim
zupcima, svetlozeleni do maslinastozeleni, na licu razredeno dlakavi ili skoro goli, po obodu i
predelu oko glavnog nerva na nali¢ju veoma obrasli dlakama duzine 3—8 mm. Listova na stabljici
2—7(—15), brzo se smanjuju ka vrhu stabljike ili izostaju, jajasti do linearno lancetasti, + sede¢i.
Vrsni listovi su &+ pokriveni pahuljastim dlakama. Antelu ¢ini 2—6(—15) glavica. Akladijum 1-4 cm
dugacak, granat u sekundarnu metliCastu cvast (karakteristika pripadnika sect. [ltalica); drske
glavica su = bogato pokrivene pahuljastim dlakama i + mikrozlezdama. Involukrum je dugacak
10—13 mm, taman, umereno pokriven pahuljastim dlakama ili bez dlaka. Listi¢i involukruma =+
uski, tupi ili zaSiljeni. Stubi¢ tucka je taman. Ahenija je kestenaste boje.

Rasprostranjenje. Ilirsko podrucje, zapadni delovi Balkanskog poluostrva: Crna Gora, Albanija,
Hercegovina, Dalmacija, zapadna Srbija (Gaji¢, 1975; Sell 1 West; 1976; Zahn, 1921-1923).

—

Slika 24. H. tommasinianum, herbarski primerak (A), cvast (ay), list (az),
H. macrodontoides, herbarski primerak (B)>*.

34 Izvor fotografija — Prirodnjacki muzej u Beogradu. Kustos dr sc. Niketi¢ M, nau¢ni savetnik, autor fotografija.
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3. Sekundarni metaboliti taksona roda Hieracium

Sekundarni metaboliti su do sada ispitivani u oko 50 taksona roda Hieracium s. str. i obuhvataju
fenolkarboksilne kiseline, flavonoide, seskviterpenske laktone, triterpenska jedinjenja i kumarine.

3.1. Fenolkarboksilne Kiseline

Fenolkarboksilne kiseline su ispitivane u oko 50 taksona roda Hieracium s. str., i to
nehibridogenih pripadnika sekcija Alpina (Griseb.) Gremli, Amplexicaulia (Griseb.) Scheele,
Barbata Gremli, Drepanoidea, Hieracium, Hieracioides Dumort., Italica, Pannosa, Picroidea
(Arv.-Touv.) Gremli, Prenanthoidea, Pseudostenotheca (Fr.) Juxip, Pulmonarioidea, Oreadea (Fr.)
Arv.-Touv., Sabauda (Fr.) Arv.-Touv., Tridentata (Fr.) Arv.-Touv., Villosa 1 Vulgata, kao i
hibridogenih taksona koje nastaju ukrStanjem taksona poreklom iz sekcija Alpina, Drepanoidea,
Hieracium, Hieracioides, Italica, Lanifera (Fr.) Gremli, Picroidea, Prenanthoidea,
Pseudostenotheca, Oreadea, Sabauda, Tridentata, Villosa 1 Vulgata (Bakar 1 sar., 2015; Giner 1 sar.,
1992; Gokbulut i sar., 2017; Mafiez i sar., 1994; Petrovi¢ i sar., 1999a; Svehlikova i sar., 2002;
Zidorn 1 sar., 2002). Analizirani su polarni ekstrakti nadzemnih organa ili delova, a u slucaju dve
vrste dodatno i podzemnih organa. U najveéem broju analiziranih taksona identifikovane su
hlorogenska (u 53 taksona), 3,5- 1 4,5-di-O-kafeoilhina kiselina (u 49, odnosno 38 taksona), dok je
1,5-di-O-kafeoilhina kiselina identifikovana samo u Sest vrsta, i izohlorogenska i 3,4-di-O-
kafeoilhina kiselina u dve vrste (detaljan pregled je dat u Tabeli P1 u Prilogu 1, dok su strukture
jedinjenja prikazane u Tabeli 3).

Pored fenolkarboksilnih kiselina, u metanolnom ekstraktu podzemnih organa H. murorum do
sada su identifikovana dva jedinjenja iz grupe estara fenolnih kiselina 1 to: 4-4-D-
glukopiranoziloksibenzil estar 4-hidroksicimetne kiseline 1 4-f-D-glukopiranoziloksibenzil estar 3-
hidroksi-2-[(4-hidroksifenil)-acetoksi]-3-metilbutanske kiseline (Zidorn i sar., 2001).

3.2. Flavonoidi

Dosadasnja ispitivanja flavonoida obuhvatila su iste nehibridogene 1 hibridogene taksone roda
Hieracium s. str. u kojima su identifikovane fenolkarboksilne kiseline. Analizirani su polarni
ekstrakti nadzemnih organa ili delova, ili celih biljaka. U najve¢em broju taksona do sada su
identifikovani flavonoidi iz grupe flavona, apigenin (1) i luteolin (11), ukljuc¢ujuéi i njihove
heterozide: monozide (2-7 i 12-18) i biozide (8-10 i 19-21) (Bakar i sar., 2015; Haag-Berrurier i
Duquenois, 1969; Giner i sar., 1992; Giner i sar., 1992; Gokbulut i sar., 2017; Guppy i Bohm, 1976;
Maiiez i sar., 1994; Petrovié i sar., 1999a; Svehlikova i sar., 2002; Zidorn i sar., 2002). Izoetin 4'-O-
glukuronid (24) do sada je detektovan u Sest taksona (Zidorn i sar., 2002), a metil derivati luteolina:
diosmetin (22) u dve vrste H. amplexicaule L. (sect. Amplexicaulia) 1 H. compositum Lapeyr
(Lanifera—Italica) (Giner i sar., 1992; Mafiez i sar., 1994) i hrizoeriol (23) u H. umbellatum L. (sect.
Hieracioides) (Guppy 1 Bohm, 1976). 1z grupe flavonola, kvercetin i njegov 3-O-glukozid (25 1 26)
detektovani su u dve vrste: H. amplexicaule 1 H. umbellatum (Guppy 1 Bohm, 1976; Manez 1 sar.,
1994). Dva metil derivata naringenina (27 i 28), kao predstavnika grupe flavanola, identifikovana su
samo u H. amplexicaule (Wollenweber i sar., 1997). Detaljniji pregled identifikovanih jedinjenja u
taksonima ovog roda, ukljucujuci i pregled biljnih organa iz kojih su jedinjenja ekstrahovana, dat je
u Tabeli P2 u Prilogu 1, dok su strukture jedinjenja prikazane u Tabeli 3.
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Tabela 3. Struktura flavonoida i fenolkarboksilnih kiselina identifikovanih u taksonima roda

Hieracium s. str.
R,
R, HO
H .
or, H COOH
R,0 B
B HO o
R
4 ) 1OR, \
RO
’ H H
Ry

OH O OH (6]
Flavoni / flavonoli Flavanoni Fenolkarboksilne Kafeoil grupa
kiseline
# ] R | R | R | R | Rs | Reference
Flavoni

1 H H OH H H  |Haag-Berrurier i Duquenois, 1969; Giner i sar., 1992; Guppy i Bohm,
1976; Manez i sar., 1994; Petrovic i sar., 1999a; Gokbulut i sar., 2017

2 Ara H OH H H  |Guppy i Bohm, 1976

3 H H OAra H H  |Guppy i Bohm, 1976

4 Glc H OH H H  |Ginerisar., 1992; Guppy i Bohm, 1976; Manez i sar., 1994; Petrovi¢ i
sar., 1999a

5 H H OGle H H  Guppy i Bohm, 1976; Zidorn i sar., 2002

6 Glu H OH H H  |Guppy i Bohm, 1976

7 H H OGlu H H  [Svehlikova i sar., 2002

8 | Xyl-Glc H OH H H  |Guppy i Bohm, 1976

9 | Ara-Glc H OH H H  |Guppy i Bohm, 1976

10 | Rha-Glc H OH H H  |Guppy i Bohm, 1976

11 H OH OH H H  [Haag-Berrurier i Duquenois, 1969; Guppy i Bohm, 1976; Manez i sar.,
1994; Petrovic i sar., 1999a; Zidorn i sar., 2002; Gokbulut i sar., 2017

12 Ara OH OH H H  |Guppy i Bohm, 1976

13 Rha OH OH H H  |Ginerisar., 1992; Manez i sar., 1994

14 H OH OAra H H  |GuppyiBohm, 1976

15 Gle OH OH H H  |Haag-Berrurier i Duquenois, 1969; Giner i sar., 1992; Guppy i Bohm,
1976; Manez i sar., 1994; Petrovi¢ i sar., 1999a; Svehlikova i sar., 2002;
Zidorn i sar., 2002; Gokbulut i sar., 2017

16 H OH OGlc H H  |Guppy i Bohm, 1976; Zidom i sar., 2002

17 Glu OH OH H H  |Guppy i Bohm, 1976; Zidorn i sar., 2002

18 H OH OGlu H H  [Svehlikova i sar., 2002

19 | Xyl-Glc| OH OH H H  |Petrovi¢isar., 1999a

20 |Rha-Glc| OH OH H H  |Petrovi¢isar., 1999a

21 | Ara-Glc| OH OH H H  |Guppy i Bohm, 1976

22 H OH OCHj3 H H  |Ginerisar., 1992; Manezi sar., 1994

23 H OCH3 OH H H  |GuppyiBohm, 1976

24 H OH OGlu OH H  |Zidorni sar., 2002
Flavonoli

25 H OH OH H OH |Guppy i Bohm, 1976

26 H OH OH H OGlc |Guppy i Bohm, 1976; Manez i sar., 1994
Flavanoni

27 | OCH3 OH OH / / 'Wollenweber i sar, 1997

28 | OCH3 OH OCHj3 / / 'Wollenweber i sar, 1997

Fenolkarboksilne kiseline

29 H Kafeoil H H / Giner i sar., 1992; Manez i sar., 1994

30 H H H Kafeoil / Giner i sar., 1992; Manez i sar., 1994; Petrovi¢ i sar., 1999a; Svehlikova
i sar., 2002; Zidorn i sar., 2002; Bakar i sar., 2015; Gokbulut i sar., 2017

31 H Kafeoil H Kafeoil / Petrovic i sar., 1999a; Svehlikova i sar., 2002; Zidom i sar., 2002

32 H Kafeoil | Kafeoil H / Giner i sar., 1992

33 | Kafeoil H H Kafeoil / Petrovic 1 sar., 1999a

34 H H H Kafeoil / Zidorn i sar., 2002
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3.3. Seskviterpenski laktoni

Seskviterpenski laktoni su do sada identifikovani u 2 vrste roda Hieracium s. str. Iz metanolnog
ekstrakta podzemnih organa H. murorum izolovan je seskviterpenski lakton germakranolidnog tipa,
derivat kostunolida (Zidorn i sar., 2001), dok su iz hloroformskog ekstrakta nadzemnih delova H.
bectauatensis Kupr. (sect. Tridentata) 1zolovana dva seskviterpenska laktona gvajanolidnog tipa, 1
to derivat dehidrokostus laktona (Kanafin i sar., 2015) i derivat laktucina (Adenekov, 2015).
Strukture identifikovanih seskviterpenskih laktona prikazane su u Tabeli 4.

Tabela 4. Strukture seskviterpenskih laktona identifikovanih u vrstama roda Hieracium s. str.

Struktura Jedinjenje Izvor Referenca
° o (15—1)-p-D-glukopiranozil
P estar germakra-7oH- . .
1(10)E,4Z,11(13)-trien- H. murorum g(‘)%‘im 1sar,
12,8a-olid-15-karboksilne
kiseline
dezacilcinaropikrin H. bectauatensis 2K(;1 Il Sa fin i sar.,
11,13-dihidro-8- H bectauatensi Adenekov,
dezoksilaktucin - vectauatenss 2015

3.4. Triterpeni

Do sada, triterpenska jedinjenja ispitivana su u tri taksona roda Hieracium s. str. Iz
hloroformskih ekstrakata nadzemnih delova u cvetu H. plumulosum (Petrovi¢ i sar., 1996) i H.
gymnocephalum (Petrovic€ 1 sar., 1999b), izolovani su triterpeni tipa ursana (a-amirin i 21a-hidroksi-
taraksasterol), oleana (f-amirin) i/ili lupana (lupeol-acetat). Prethodno su triterpeni ispitivani i u
hloroformskim ekstraktima podzemnih organa i nadzemnih delova u cvetu H. umbellatum subsp.
umbellatum (autori su u ovim radovima koristili sinonime H. canadense Michx. 1 H. kalmii L.) u
kojima su pored ve¢ navedenih a- i f-amirina identifikovani i taraksasterol (triterpen tipa ursana) i
lupeol (triterpen tipa lupana) (Hooper i Chandler, 1984). Strukture identifikovanih triterpena
prikazane su u Tabeli 5.

3.5. Kumarini

Kumarini su do sada identifikovani u dve vrste roda Hieracium s. str.: skopoletin u metanolnim
ekstraktima herbi H. compositum 1 umbeliferon u H. murorum (Giner i sar., 1992).
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Tabela 5. Strukture triterpena identifikovanih u taksonima roda Hieracium s. str.

Struktura ) Jedinjenje Izvor Referenca
: H. gymnocephalum Petrovié i sar.,
1999b

o-amirin
H. umbellatum subsp. Hooper i Chandler,
umbellatum 1984
H. umbellatum subsp. Hooper i Chandler,

taraksasterol umbellatum 1984

21a-hidroksi-
taraksasterol

f-amirin

lupeol

lupeol-acetat

H. gymnocephalum

H. gymnocephalum

H. umbellatum subsp.

umbellatum

H. umbellatum subsp.

umbellatum

H. plumulosum

Petrovic 1 sar.,
1999b

Petrovic i sar.,
1999b

Hooper i Chandler,
1984

Hooper i Chandler,
1984

Petrovié 1 sar., 1996

4. Upotreba vrsta roda Hieracium

Pojedine vrste roda Hieracium koristile su se ili se koriste u narodnoj medicini. Kada su u pitanju
vrste koje su ispitivane u ovoj doktorskoj disertaciji, zabeleZzeno je da se osuSeni sok iz korena H.
pannosum u Turskoj (zapadna Anadolija) koristi za Zvakanje u cilju prevencije oboljenja usne duplje i
odrzavanja njene higijene (Ari i sar.,, 2015), dok se herba H. plumulosum u Crnoj Gori (oblast
Prokletija) koristi kao sredstvo za le¢enje rana (Petrovi¢, 1995). Sto se ti¢e ostalih vrsta ovog roda, u
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zapisima koji poti€u iz centralne Evrope, iz perioda renesanse, zabeleZena je oralna primena H.
murorum 1 H. caesium Fr. kod epilepsije (Adams i sar., 2012). Dodatno, H. murorum se koristio kao
antihelmintik, kod bolesti pluca (zato se ova biljka naziva i francuski pluénjak) i1 kod bolesti dojki,
kao 1 spolja za zarastanje rana (Schneider 1 sar., 1974). Hieracium umbellatum se takode koristio kod
respiratornih bolesti, tj. za ublazavanje kaslja (Schneider i sar., 1974). Infuz listova H. amplexicaule u
juznim delovima Spanije (Granada) primenjivan je oralno kod Zeludagnih poremecaja i za
ublazavanje menstrualnih tegoba. ZabeleZena je 1 topikalna primena masti spravljene od listova ove
biljke 1 kozjeg loja za leCenje rana i Cireva 1 kao analgetika, kao 1 za uklanjanje bradavica (Gonzélez-
Tejero 1 sar., 1995). U Juznoj Americi, u Peruu, dekokt herbe H. neoherrerae Zahn koristi se spolja za
ispiranje rana, dok se infuz herbe iste biljke primenjuje oralno kod respiratornih i bubreZnih infekcija
(De Feo 1 Soria, 2012). Svez nadzemni deo u cvetu H. umbellatum bio je oficinalan prema nemackoj
Homeopatskoj farmakopeji (HAB, drugo izdanje iz 1934. godine) kao diuretik 1 sredstvo protiv gripa
(Hoppe, 1958; Petrovi¢, 1999).

Treba naglasiti da u ovom odeljku, kao i u prethodnom (odeljak 3) i narednom (odeljak 5), nisu
obuhvaceni predstavnici roda Pilosella, ukljuujuéi i P. officinarum (zecja loboda) (Greuter 2006+;
Greuter 1 Raab-Straube, 2008; Simonovi¢, 1959), koja je nekada bila klasifikovana u okviru roda
Hieracium, pod imenom H. pilosella L. (Zahn, 1921-1923; Sell i West, 1976), koje se jo§ uvek
navodi u nekim savremenim literaturnim izvorima (EMA/HMPC, 2015).

5. FarmakolosSka aktivnost vrsta roda Hieracium

Antioksidantna aktivnost je najcesce ispitivana farmakoloska aktivnost razli¢itih izolata vrsta roda
Hieracium s. str. Ispitivanja su vrSena spektrofotometrijskim in vitro testovima. Ukupni antioksidantni
potencijal odredivan je FRAP testom (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) koji se zasniva na
redukciji Fe** do Fe?* jona uz odgovarajuéu promenu boje reakcione smese. Takode je analizirana
sposobnost neutralizacije slobodnih radikala koja je isto tako bila pra¢ena promenom boje reakcione
smesSe. NajviSe je ispitivana sposobnost neutralizacije 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH’) radikala, a
zatim i 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS™), hidroksil ("OH), kao i
peroksidnih radikala nastalih iz linolne kiseline koji reaguju sa p-karotenom u f-karoten/linolna
kiselina testu. Ispitivana je i sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije u lipozomima pomoc¢u Fe*
jona TBA testom (engl. Thiobarbituric Acid assay). Rezultati su izrazavani kao procenat neutralizacije
slobodnog radikala S (%), kao koncentracija ekstrakta koja dovodi do neutralizacije 50% slobodnih
radikala (SCso) ili preko broja ekvivalenata nekog poznatog antioksidansa.

Od vrsta roda Hieracium koje su predmet ove doktorske disertacije do sada je ispitivana
antioksidantna aktivnost ekstrakata H. gymnocephalum (Petrovié i sar., 2008) 1 H. pannosum (Gokbulut
1 sar., 2017). Suvi dihlormetanski ekstrakt herbe H. gymnocephalum (ekstrakcija tokom 72 h na sobnoj
temperaturi) pokazao je umerenu sposobnost neutralizacije “OH radikala u 2-dezoksiriboza testu
(maksimalnih 39,3% neutralizacije u koncentraciji 2,5% m/V), 1 slabu sposobnost neutralizacije DPPH"
radikala (SCso=60 mg/mL) i inhibicije lipidne peroksidacije u lipozomima (12,9% inhibicije u najvisoj
testiranoj koncentraciji 10% m/V) (Petrovi¢ 1 sar., 2008). Sa druge strane, suvi metanolni ekstrakti
korena, cvasti i listova H. pannosum (ekstrakcija tokom 1 h na 50 °C) pokazali su znac¢ajnu sposobnost
neutralizacije DPPH" radikala (SCso vrednosti 0,455, 0,767 i 0,776 mg/mL) i ABTS™ katjonskog
radikala (SCso vrednosti 0,101, 0,258 1 0,240 mg/mL) (Gokbulut i sar., 2017).

Kada su u pitanju druge vrste ovog roda, liofilizovan metanolni ekstrakt turske endemicne vrste H.
cappadocicum Freyn, izraden u aparaturi po Soxhlet-u (6 h na 60 °C), neutralisao je DPPH" radikal
(SCs0=30 pg/mL) 1 inhibirao oksidaciju linolne kiseline u f-karoten/linolna kiselina testu (55,1%
inhibicije, testirana koncentracija 2 mg/mL) (Tepe i sar., 2006). Metanolni ekstrakti (80%, V/V;
ekstrakcija tokom 8 h na sobnoj temperaturi) korena i nadzemnih delova H. bornmuelleri Freyn
pokazali su sposobnost neutralizacije DPPH® radikala (SCso vrednosti 0,461 i 0,939 mg/mL) i
sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije u TBARS (engl. Thiobarbituric acid reactive substance)
testu (37,74 1 24,56 nmol malonildialdehida/mL) (Bakar i sar., 2015). Takode su ispitivani antiradikalska
aktivnost 1 ukupni antioksidantni potencijal etilacetatnog i metanolnog ekstrakta listova H. waldsteinii
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Tausch. (dobijenih u aparaturi po Soxhlet-u). Metanolni ekstrakt je pokazao znacajniju sposobnost
neutralizacije radikala u DPPH testu (SCs0=0,515 mg/mL) 1 ABTS testu (SCs0=0,118 mg/mL), kao i
bolji ukupni antioksidantni potencijal (FRAP vrednost 0,411 mmol Fe?*/g) (Janackovic i sar., 2018).

Za navedeni suvi dihlormetanski ekstrakt herbe H. gymnocephalum ispitivane su 1 in vivo
antiedematozna 1 gastroprotektivna aktivnost. Antiedematozna aktivnost je pokazana u modelu
inflamacije Sape pacova indukovane karageninom, uz upotrebu indometacina kao referentnog leka.
Aktivnost je racunata iz razlike u masi tretirane 1 netretirane Sape pacova (Petrovi€ i sar., 2008). Pri
izazivanju inflamacije intraplantarnom injekcijom karagenina gotovo istovremeno se javljaju kljucni
znaci inflamacije: edem, hiperalgezija i eritem (Morris, 2003). Ekstrakt primenjen u dozama 25, 50,
100 1 200 mg/kg per os (p.o.) Wistar pacovima, 1 h pre injektovanja karagenina (0,1 mL supkutano,
0,5%, m/V) ispoljio je antiedematozni efekat od 5,9%, 11,7%, 31,2% 1 44,1%, redom. Indometacin,
standardni antiinflamatorni lek, primenjen kontrolnoj grupi Zivotinja u dozama 1, 2, 4 1 8 mg/kg p.o.,
ispoljio je antiedematozni efekat od 27,1%, 50,4%, 58,1% i 73,4%, redom. Gastroprotektivna
aktivnost je ispitivana u okviru istog eksperimenta, u modelu akutnog gastricnog ulkusa u pacova
indukovanog indometacinom. Zivotinje koje su primile samo indometacin u dozi 8 mg/kg, p.o.
(kontrolna grupa) i koje su primile ekstrakt u dozi 200 mg/kg p.o. neposredno nakon indometacina (8
mg/kg, p.o.), Zrtvovane su 4 h nakon tretmana, uklonjen im je Zeludac 1 u njemu je ispitivana pojava i
veli¢ina lezija. Indometacin primenjen pacovima u dozi 8 mg/kg p.o., izazvao je jak antiedematozni
efekat, ali je istovremeno izazvao velike gastricne lezije. Kod test grupe (Zivotinje koje su primile
ekstrakt neposredno nakon indometacina), doSlo je do znacajnog smanjenja: udela Zivotinja sa
pojavom lezija (sa 100 na 60%), prosecne Sirine lezija (sa 32,6 na 3,7 mm), prosecne povrsine lezija
(sa 6 na 0,1 mm?) i prose¢nog gastri¢nog skora (sa 3,6 na 0,5) (Petrovi¢ i sar., 2008).

Citotoksi¢na aktivnost n-heksanske, dihlormetanske i vodene frakcije metanolnog ekstrakta (50%,
VIV), kao i vodenog ekstrakta nadzemnih delova u cvetu H. umbellatum prema celijskim linijama
humanih tumora: epitelnog adenokarcinoma cerviksa (HeLa), epitelnog epidermoidnog karcinoma
koze (A-431) i epitelnog adenokarcinoma dojke (MCF?7) ispitivana je in vitro MTT testom (engl.
Microculture Tetrazolium Test), u kome se 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil tetrazolijum bromid
(MTT reagens) koristi kao indikator rasta celija. Ekstrakti su pokazali slabu aktivnost prema
ispitivanim Celijskim linijama. Naime, pri najvecoj testiranoj koncentraciji od 10 pg/mL i vremenu
izlaganja Celija ekstraktima od 72 h, ni jedan ekstrakt nije postigao 50% inhibicije rasta ¢elija HelLa
(1,44-5,26%), A-431 (2,46-14,11%) 1 MCF7 (3,04-15,20%) (Csupor-Loffler i sar., 2009).

Za n-heksanske ekstrakte korena, lista i stabljike H. umbellatum ispitivana je antimikrobna aktivnost.
Ekstrakti nisu pokazali znacajnu inhibiciju rasta bakterija Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae 1 Pseudomonas aeruginosa 1 kvasnice Candida albicans, na ¢vrstoj hranljivoj
podlozi u disk difuzionom testu (Kuluev i sar., 2019). U mikrodilucionom testu autori su procenjivali
aktivnost merenjem opticke gustine bakterijske kulture tretirane ekstraktom u bunari¢u (rast bakterija
dovodi do zamucéenja) 1 pokazali da ovi nepolarni ekstrakti zanemarljivo inhibiraju rast E. coli (Shvets 1
sar., 2019).

Takode, suvi metanolni ekstrakt cele biljke H. umbellatum pokazao je 15,0% inhibicije HIV-1
proteaze u koncentraciji 100 pg/mL. Inhibicija aktivnosti enzima odredena je kvantitativnom HPLC
analizom rezidualne koli¢ine supstrata (His-Lys-AlaArg-Val-Leu-(pNO»-Phe)-Glu-Ala-Nle-Ser-NH>),
upotrebom njegove kalibracione krive. Kao pozitivna kontrola koriséen je acetil pepstatin (IC50=29
pug/mL) (Min i sar., 1999).

In vitro, spektrofotometrijski, ispitivana je i sposobnost ekstrakata H. pannosum da inhibiraju enzime
a-glukozidazu 1 a-amilazu. Ovi enzimi ucestvuju u digestiji ugljenih hidrata u gastrointestinalnom
traktu. Zato se njihovom inhibicijom moze posti¢i smanjenje postprandijalne koncentracije cirkuliSuce
glukoze, §to je naroCito znacajno u pacijenata sa tipom 2 dijabetesa (Tundis 1 sar., 2010). Suvi metanolni
ekstrakti cvasti, listova i korena ove vrste (u koncentraciji 3 mg/mL) veoma slabo su inhibirali aktivnost
a-glukozidaze (5,82-9,24%), dok je inhibicija aktivnosti a-amilaze bila znacajnija (21,05-37,90%).
Akarboza, koja je koriS¢ena kao pozitivna kontrola (u koncentraciji 1 mg/mL), pokazala je snazniju
inhibiciju aktivnosti a-glukozidaze (98,88%) 1 a-amilaze (44,72%) u odnosu na ekstrakte (Gokbulut i
sar., 2017).
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Predmet ove doktorske disertacije je 28 vrsta roda Hieracium s. str. sa Balkanskog poluostrva, i
to 12 nehibridogenih vrsta (osam iz sekcije Pannosa, dve iz sekcije Villosa i po jedne iz sekcija
Drepanoidea i Naegeliana), i 16 hibridogenih vrsta (nastalih ukrStanjem vrsta iz sekcija Pannosa,
Naegeliana, Drepanoidea, Prenanthoidea, Villosa, Glauciformia, Hieracium 1/ili Italica).

Prvi cilj istrazivanja je hemijska karakterizacija 28 vrsta roda Hieracium:

izolovanje seskviterpenskih laktona iz odabranog metanolnog (MeOH) ekstrakta cvasti 1
utvrdivanje njihove strukture;

kvalitativna i kvantitativna analiza seskviterpenskih laktona u odabranim MeOH
ekstraktima podzemnih organa i MeOH ekstraktima herbi svih 28 vrsta;

izolovanje fenolkarboksilnih kiselina iz odabranog MeOH ekstrakta podzemnih organa i
utvrdivanje njihove strukture;

kvalitativna i kvantitativna analiza fenolkarboksilnih kiselina u odabranim MeOH
ekstraktima podzemnih organa i fenolkarboksilnih kiselina i flavonoida u MeOH
ekstraktima herbi svih 28 vrsta;

kvalitativna 1 kvantitativna analiza triterpena u dihlormetanskim (CH2Cl,) ekstraktima
herbi svih 28 vrsta;

multivarijantna statisticka analiza rezultata hemijskih ispitivanja herbi u cilju procene
hemosistematskog znacaja analiziranih sekundarnih metabolita.

Drugi cilj je skrining farmakoloske aktivnosti odabranih izolata ispitivanih vrsta roda Hieracium:

ispitivanje antioksidantnog potencijala MeOH ekstrakata herbi svih 28 vrsta;

ispitivanje antimikrobne i citotoksi¢ne aktivnosti odabranih MeOH i CH2Cl, ekstrakata
herbi i izolovanih seskviterpenskih laktona;

ispitivanje sposobnosti MeOH ekstrakata herbi svih 28 vrsta i odabranih metabolita
(flavonoida, fenolkarboksilnih kiselina i seskviterpenskih laktona) da inhibiraju enzime
acetilholinesterazu 1 butirilholinesterazu;

ispitivanje antinociceptivne 1 antiedematozne aktivnosti, uticaja na motornu spretnost
eksperimentalnih Zivotinja i akutne toksi¢nosti odabranih MeOH i CH2Cl> ekstrakata
herbi.
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MATERIJAL I METODE

1. Aparatura

Ekstrakcija

U postupku izrade ekstrakata (maceracijom ili bimaceracijom), meSanje smese
droga/ekstrakciono sredstvo vrseno je na automatskoj mesalici Compact Shaker KS 15 A control
(Edmund Biihler GmbH, Nemacka). Rastvaraci su uklanjani uparavanjem pod sniZzenim pritiskom
na vakuum uparivacu Rotavapor R-II (Biichi Labortechnik AG, Svajcarska).

Liofilizacija

Vodena frakcija metanolnog (MeOH) ekstrakta cvasti H. calophyllum liofilizovana je u
liofilizatoru Alpha 1-4 LD plus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Nemacka).

Hromatografija

Tefna hromatografija u koloni. Preparativnho hromatografsko razdvajanje dihlormetanskog
(CHCly) ekstrakta H. gymnocephalum izvedeno je hromatografijom u koloni na stubu silikagela
Kiesselgel Merck Typ 0,063-0,200 mm, 60A (Merck, Nemacka).

Tena hromatografija sa masenom spektrometrijom (LC-MS). Semipreparativno
hromatografsko razdvajanje MeOH ekstrakata cvasti H. calophyllum 1 podzemnih organa H.
scheppigianum, kao 1 kvalitativna 1 kvantitativna analiza MeOH ekstrakata podzemnih organa H.
scheppigianum 1 H. naegelianum 1 herbi svih 28 vrsta roda Hieracium izvedeni su na tecnom
hromatografu Agilent LC/MSD 1260/6130 (Agilent Technologies, SAD), opremljenom
kvaternarnom pumpom (G1311B/1260), autosampler-om (G1329B), frakcionim kolektorom
(G1364C), diodnim detektorom (engl. diode array detector, DAD) (G4212B) i kompjuterskim
programom ChemStation Rev. B.04.03-SP1, za obradu prikupljenih hromatografskih i spektralnih
podataka. Sistem je spregnut sa masenim detektorom API-ESI MSD (6130), koji se sastoji od
elektrosprej jonskog izvora (engl. electrospray ionization, ESI) i1 jednostrukog kvadrupol
analizatora (engl. single quadrupole, SQ) (G1968D), u daljem tekstu ESI/SQ MSD.

Za semipreparativno hromatografsko razdvajanje MeOH ekstrakata cvasti H. calophyllum 1
podzemnih organa H. scheppigianum, u cilju dobijanja frakcija i/ili izolovanja jedinjenja, koriS¢ene
su dve Zorbax SB-Cis kolone razli¢ite duzine (250 x 9,4 mm i 50 x 9,4 mm; veli¢ina Cestica 5 pm,
Agilent Technologies).

Za kvalitativnu 1 kvantitativnu analizu MeOH ekstrakata podzemnih organa H. scheppigianum 1
H. naegelianum 1 herbi svih 28 vrsta roda Hieracium, koriS¢ene su dve razli¢ite kolone, tj.
stacionarne faze:

* Zorbax SB-Aq (150 x 3,0 mm; veli¢ina cestica 3,5 pum, Agilent Technologies), za
hromatografsko razdvajanje seskviterpenskih laktona,

 Zorbax SB-Cis (250 x 4,6 mm; veli¢ina cestica 5 pm, Agilent Technologies), za
hromatografsko razdvajanje flavonoida i fenolkarboksilnih kiselina.

Tefna hromatografija sa Q-TOF masenom spektrometrijom (LC-Q-TOF-MS/MS). Za
dobijanje HR-MS podataka izolovanih jedinjenja (tj. precizne mase protonovanih molekula i
njihovih fragmentacionih jona masenom spektrometrijom visoke rezolucije, engl. high resolution-
mass spectrometry, HR-MS) koris¢en je te¢ni hromatograf Waters Alliance 2695 LC sistem spegnut
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sa Waters SYNAPT quadrupole/time-of-flight>> (Q-TOF) masenim spektrometrom (Waters
Corporation, SAD). Sistem je opremljen kompjuterskim programom MassLynx v.4.1, za obradu

sakupljenih masenih podataka. Hromatografsko razdvajanje vrseno je na YMC AQ Cis koloni (2 x
100 mm, veli¢ina Cestica 3 um, YMC CO., LTD., Japan).

Gasna hromatografija (GC-FID-MS). Kvalitativna 1 kvantitativna analiza dihlormetanskih
(CH2Cl) ekstrakata vrSena je na gasnom hromatografu Agilent 6890N (Agilent Technologies,
SAD), opremljenom plameno-jonizuju¢im detektorom (engl. flame ionization detector, FID) 1
spregnutom sa masenim detektorom Agilent 5975C, ¢iji jonski izvor funkcioniSe na principu
elektronske jonizacije (engl. electron ionization, El). Za hromatografsko razdvajanje koriS¢ena je
kapilarna kolona HP-5MS (30 m x 0,32 mm; debljina filma stacionarne faze 0,25 um, Agilent

Technologies, SAD).

NMR spektroskopija

Snimanje 1D ('H, "*C) i 2D (HSQC, HMBC, COSY, NOESY/ROESY) NMR spektara
izolovanih 1 polusintezom dobijenih jedinjenja vrSeno je na Bruker (Nemacka) NMR
spektrometrima, opremljenim probom Sirokog opsega (engl. Broad band, BBO):

+  Ascend 400 (frekvencije 400 MHz za 'H jezgro i 101 MHz za 13C jezgro);

«  Avance III (frekvencije 500 MHz za 'H jezgro i 125 MHz za '*C jezgro).

Uzorci su rastvarani u deuterijum oksidu (D20), deuterisanom metanolu (MeOH-d,),
deuterisanom dimetilsulfoksidu (DMSO-ds) 1 deuterisanom hloroformu (CHCl3-d) sa
tetrametilsilanom kao internim standardom.

Spektrofotometrija

Za merenje apsorbancija koriS¢eni su:

» spektrofotometar Evolution 300 (Thermo Scientific, SAD) za ispitivanje antioksidantne
aktivnosti;

» spektrofotometar, Cita¢ apsorbancija mikrotitarskih ploca BioTek ELx808 (Winooski, VT,
SAD) za ispitivanje sposobnosti uzoraka da inhibiraju enzime acetilholinesterazu 1

butirilholinesterazu;
» ELISA ¢&ita¢ Multiskan FC (Thermo Scientific, SAD) za ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti
MTT testom.
Refraktometrija

Opticka rotacija jedinjenja merena je na AUTOPOL IV automatskom polarimetru (Rudolph
Research Analitical, SAD).

In vivo farmakoloska ispitivanja

Merenje bolne preosetljivosti inflamirane Sape pacova pri mehaniCkoj stimulaciji vrSeno je
primenom Von Frey anesteziometra (IITC Life Science, SAD), u cilju procene antihiperalgezijske
aktivnosti uzoraka.

Merenje volumena Sape pacova vrseno je primenom pletizmometra 7141 (Ugo Basile S. R. L,
Italija), u cilju procene antiedematoznog efekta uzoraka.

Rotarod aparat (Treadmill 7600 za pacove, Ugo Basile, Italija) koriS¢en je za procenu uticaja
uzoraka na motornu spretnost pacova.

35 Spregnuti kvadripol (engl. guadrupole, Q) analizator i analizator na bazi vremena preleta (engl. time-of-flight, TOF).
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2. Biljni materijal

U okviru ove doktorske disertacije ispitivani su:
* nadzemni delovi u cvetu (herbe) svih 28 odabranih vrsta roda Hieracium,

* uslucaju H. calophyllum 1 cvast,
* auslucaju H. scheppigianum 1 H. naegelianum i podzemni organi (koren sa rizomom).

Vreme i lokaliteti sakupljanja biljnog materijala, kao i kolektorski brojevi, prikazani su u Tabeli 6.
Biljni materijal je identifikovao naucni 1 muzejski savetnik dr sc. Marjan Niketi¢, kustos
Prirodnjackog muzeja u Beogradu. Herbarski primerci deponovani su u Herbarijumu Prirodnjackog
muzeja u Beogradu (BEO).

Ocis¢en biljni materijal je osusen na senovitom, dobro provetrenom mestu, na sobnoj

temperaturi 1 cuvan u papirnim kesama ili vreCama do ekstrakcije.

Tabela 6. Vreme sakupljanja biljnog materijala, lokaliteti 1 kolektorski brojevi (Br.). Sakupljeni su
nadzemni delovi u cvetu svih 28 vrsta, u slucaju H. calophyllum i cvast, a u sluaju H.
scheppigianum 1 H. naegelianum 1 podzemni organi (koren sa rizomom)

Vrsta Akronim Datum  Lokalitet GPS koordinate Br.

H. gymnocephalum  gym 08/2013  Durmitor, Veliki Meded?® 19,001828 E; 42,933681 N H23
H. orieni ori 08/2013  Vojnik® 19,001828 E; 42,933681 N H28
H. blecicii ble 08/2013  Durmitor, Veliki Meded 19,071645 E; 43,130612 N H24
H. paratrichum par 08/2013  Durmitor, Veliki Meded 19,071645 E; 43,130612 N H25
H. spirocaule spi 08/2013  Durmitor, Veliki Meded 19,071645 E; 43,130612 N H26
H. anastrum ana 08/2013  Durmitor, Veliki Meded 19,071645 E; 43,130612 N  HI2
H. calophyllum cal 08/2013  Durmitor, Veliki Meded 19,071645 E; 43,130612 N H27
H. scheppigianum  sch 08/2013  Durmitor, Veliki Meded 19,071645 E; 43,130612 N HOS5
H. durmitoricum dur 08/2013  Durmitor, Veliki Meded 19,071645 E; 43,130612 N H21
H. guentheri-beckii  gue 08/2013  Durmitor, Veliki Meded 19,071645 E; 43,130612 N  H22
H. mirificissimum mir 08/2013  Durmitor, Veliki Meded 19,071645 E; 43,130612 N H20
H. coloriscapum col 08/2013  Durmitor, Veliki Meded 19,071645 E; 43,130612N  HIO0
H. pyricephalum pyr 08/2015  Durmitor, Veliki Meded 19,071645 E; 43,130612 N HO09
H. mokragorae mok 08/2015 Utzice, Petina, Stari Grad® 19,827167 E; 43,85582 N H18
H. pannosum pan 09/2015  Pirot, Greben® 22,643874 E; 42,945996 N HO3
H. plumulosum plu 08/2015 Durmitor, Purdevi¢a Tara® 19,302078 E; 43,137938 N HO02
H. albopellitum alb 08/2015  Prokletije, Ropojana® 19,790344 E; 42,487021 N H13
H. pseudoschenkii ~ bup 08/2015  Durmitor, Veliki Meded 19,071645 E; 43,130612N H14
H. villosum vil 08/2015  Durmitor, Veliki Meded 19,071645 E; 43,130612 N H15
H. pilosum pil 08/2014 Durmitor, Sedlena Greda® 19,05869 E; 43,092816 N HO04
H. glabratum gla 08/2014  Durmitor, Sedlena Greda  19,05869 E; 43,092816 N HO06
H. scorzonerifolium sco 08/2014  Durmitor, Sedlena Greda  19,05869 E; 43,092816 N HO7
H. dentatum den 08/2015 Durmitor, Sedlena Greda  19,05869 E; 43,092816 N H11
H. neilreichii nei 08/2015 Durmitor, Sedlena Greda  19,05869 E; 43,092816 N HOS8
H. valdepilosum val 08/2015 Durmitor, Sedlena Greda  19,05869 E; 43,092816 N H19
H. naegelianum nae 08/2015 Durmitor, Sedlena Greda  19,056135 E; 43,095333 N HO1
H. tommasinianum  tom 08/2015 Durmitor, Purdevi¢a Tara 19,294704 E; 43,152138 N H16
H. macrodontoides  mac 08/2015 Durmitor, Purdevi¢a Tara 19,294704 E; 43,152138 N H17

“Lokalitet u Crnoj Gori. *Lokalitet u Srbiji.
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3. Izrada ekstrakata
3.1. Izrada i frakcionisanje MeOH ekstrakta cvasti Hieracium calophyllum

OsusSena 1 usitnjena cvast H. calophyllum (13 g) ekstrahovana je najpre dihlometanom (CH2Cl),
postupkom maceracije tokom 48 h, uz kontinuirano meSanje. Nakon filtriranja, biljni materijal je
osuSen na sobnoj temperaturi 1 re-ekstrahovan metanolom (MeOH), postupkom bimaceracije (2 x 48
h). Odnos suvi biljni materijal/rastvarac iznosio je 1:15 (m/V) u obe sukcesivne ekstrakcije. CH2Cl» 1
spojeni MeOH ekstrakti uparavani su pod snizenim pritiskom pomoc¢u vakuum uparivaca. Rastvaraci
su u potpunosti uklonjeni, a osuseni ekstrakti su dalje ¢uvani pod vakuumom u eksikatoru iznad
silikagela, na hladnom i tamnom mestu do hemijskih 1 farmakoloskih ispitivanja.

Dobijeni suvi MeOH ekstrakt (3 g, prinos 23,08% m/m) suspendovan je u vodi (300 mL) i
sukcesivno ekstrahovan rastvaracima razlicite polarnosti u levku za odvajanje. Najpre je ekstrahovan
dihlormetanom (CH2Cl2) (300 mL), zatim etilacetatom (EtOAc) (1:2 V/V) 1 na kraju n-butanolom (n-
BuOH) (1:2 V/V). Kao rezultat dobijene su cetiri frakcije: CH>Clh, EtOAc, n-BuOH 1 vodena.
Rastvaraci CH2Cl,, EtOAc 1 n-BuOH uklonjeni su uparavanjem pod sniZenim pritiskom.

Suva n-BuOH frakcija (1,7 g) rastvorena je u MeOH (10 mg/mL), filtrirana kroz membranski filter
(0,45 um) 1 razdvajana semipreparativnom tecnom hromatografijom sa masenom detekcijom (LC-MS,
engl. liqguid chromatography-mass spectrometry) u cilju dobijanja frakcija bogatih flavonoidima.

Vodena frakcija je liofilizovana. Dobijenti liofilizat (0,5 g), rastvoren je u vodi (8 mg/mL), filtriran
kroz membranski filter (0,45 um) 1 razdvajan semipreparativnom te¢nom hromatografijom sa masenom
detekcijom (LC-MS) u cilju izolovanja seskviterpenskih laktona.

3.2. Izrada MeOH ekstrakata podzemnih organa Hieracium scheppigianum i H. naegelianum

Osuseni i1 usitnjeni podzemni organi (koren sa rizomom) H. scheppigianum 1 H. naegelianum
ekstrahovani su najpre dihlometanom (CH>Cl), postupkom maceracije, a zatim re-ekstrahovani
metanolom (MeOH), postupkom bimaceracije, na isti na¢in kako je ekstrahovana cvast H. calophyllum
(detaljan postupak opisan je u odeljku 3.1.). Prinos suvog MeOH ekstrakta H. scheppigianum iznosio je
21,03% m/m (iz 7,61 g droge dobijeno je 1,6 g suvog ekstrakta), a prinos suvog MeOH ekstrakta H.
naegelianum 6,89% m/m (iz 12,43 g droge dobijeno je 2,1 g suvog ekstrakta). Iz suvog MeOH ekstrakta
H. scheppigianum semipreparativnom te€nom hromatografijom sa masenom detekcijom (LC-MS)
izolovane su fenolkarboksilne kiseline, a u oba ekstrakta izvrSena je kvalitativna i kvantitativna LC-MS
analiza seskviterpenskih laktona, fenolkarboksilnih kiselina i flavonoida.

Za potrebe hemijskih ispitivanja ekstrakti su rastvoreni u MeOH 1 filtrirani. Za analizu
seskviterpenskih laktona koriS¢en je rastvor finalne koncentracije 8,5 mg/mL, a za analizu flavonoida 1
fenolkarboksilnih kiselina rastvor finalne koncentracije 15 mg/mL.

3.3. Izrada ekstrakata herbi 28 ispitivanih vrsta

Osuseni 1 usitnjeni nadzemni delovi u cvetu (herbe) 28 ispitivanih vrsta roda Hieracium ekstrahovani
su najpre dihlometanom (CH>Cl,), postupkom maceracije, a zatim re-ekstrahovani metanolom (MeOH),
postupkom bimaceracije, na isti nacin kako je ekstrahovana cvast H. calophyllum (detaljan postupak
opisan je u odeljku 3.1.).

Masa osusenog biljnog materijala (herbi), kao i masa i prinos dobijenih suvih CH>Cl, i MeOH
ekstrakata prikazani su u Tabeli 7.

Dobijeni suvi MeOH ekstrakti kori$éeni su za uporednu kvalitativnu i kvantitativnu LC-MS analizu
seskviterpenskih laktona, kao i1 flavonoida i fenolkarboksilnih kiselina, a suvi CH2Cl, ekstrakti za
uporednu kvalitativnu i1 kvantitativnu GC-FID 1 GC-MS analizu triterpena. Neposredno pre navedenih
hemijskih analiza suvi MeOH ekstrakti su rastvarani u MeOH (u koncentracijama 8,5 1 15 mg/mL), a
suvi CH2Cl ekstrakti u CH2Cl» (u koncentraciji 10 mg/mL) i filtrirani kroz membranski filter (0,45 um).

41



Materijal i metode

Tabela 7. Masa osuSenog biljnog materijala (herbi), masa i prinos dobijenih suvih dihlormetanskih

(CH2Cl) 1 metanolnih (MeOH) ekstrakata

e Suvi CH;Cl, ekstrakt Suvi MeOH ekstrakt
masa biljnog " .
Vrsta materijala (g) masa (g) prnos masa (g) prinos
(% m/m) (% m/m)

H. gymnocephalum 6,16 0,13 2,04 1,05 17,04
H. orieni 21,88 0,20 0,91 2,67 12,20
H. blecicii 20,02 0,16 0,79 2,87 14,34
H. paratrichum 20,13 0,31 1,52 4,16 20,67
H. spirocaule 16,71 0,28 1,66 2,31 13,82
H. anastrum 6,74 0,07 1,05 1,42 21,07
H. calophyllum 21,73 0,40 1,83 3,31 15,23
H. scheppigianum 20,95 0,45 2,16 3,77 18,00
H. durmitoricum 22,24 1,58 7,09 3,94 17,72
H. guentheri-beckii 22,34 0,47 2,12 3,94 17,64
H. mirificissimum 4,95 0,08 1,58 0,65 13,13
H. coloriscapum 13,92 0,27 1,97 3,05 21,91
H. pyricephalum 20,29 0,41 2,03 3,43 16,90
H. mokragorae 15,01 0,86 5,74 2,87 19,12
H. pannosum 9,59 0,21 2,14 1,71 17,83
H. plumulosum 18,53 0,38 2,07 3,19 17,22
H. albopellitum 7,90 0,20 2,58 1,70 21,52
H. pseudoschenkii 7,27 0,19 2,67 1,62 22,28
H. villosum 12,45 0,65 5,18 2,15 17,27
H. pilosum 4,22 0,06 1,39 0,49 11,61
H. glabratum 4,59 0,06 1,31 0,50 10,89
H. scorzonerifolium 8,87 0,17 1,93 1,71 19,28
H. dentatum 8,02 0,16 2,00 1,34 16,71
H. neilreichii 11,05 0,30 2,76 2,54 22,99
H. valdepilosum 9,50 0,24 2,50 1,98 20,84
H. naegelianum 4,19 0,07 1,63 0,57 13,60
H. tommasinianum 1,83 0,05 2,75 0,42 22,95
H. macrodontoides 11,28 0,40 3,58 2,02 17,91

Na Slici 25 prikazana je shema prethodno opisanih postupaka ekstrakcije cvasti H. calophyllum,
podzemnih organa H. scheppigianum i H. naegelianum 1 herbi 28 vrsta roda Hieracium, kao i
frakcionisanja suvog MeOH ekstrakta cvasti H. calophyllum. Masnim slovima (bold) istaknuti su
ekstrakti koji su hemijski i farmakoloski ispitivani u okviru ove doktorske disertacije.

Hieracium Hieracium 28 vrsta roda
calophyllum: scheppigianum: Hieracium:

L cvast podzemni organi herbe )
4 I A
CH,CL, (1:15, m/V, 48 h, maceracija)

MeOH (1:15, m/V, 2 x 48 h, bimaceracija)

\_ J

CH,Cl, MeOH CH,Cl, MeOH CH,Cl, MeOH
ekstrakt ekstrakt ekstrakt ekstrakt ekstrakt ekstrakt
CH,CI, || EtOAc |n-BuOH|| vodena
frakcija || frakcija || frakcija )| frakcija

Slika 25. Shema ekstrakcije biljnog materijala.
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4. Hemijska ispitivanja
4.1. Ispitivanje seskviterpenskih laktona

4.1.1. Izolovanje seskviterpenskih laktona iz vodene frakcije MeOH ekstrakta cvasti Hieracium
calophyllum 1 metode njihove strukturne karakterizacije

U cilju izolovanja seskviterpenskih laktona, liofilizovana vodena frakcija MeOH ekstrakta cvasti
H. calophyllum rastvorena je u vodi (8 mg/mL) i1 frakcionisana semipreparativnom tecnom
hromatografijom uz masenu detekciju na tecnom hromatografu Agilent LC/MSD 1260/6130.
Uslovi hromatografskog razdvajanja optimizovani su za kolonu Zorbax SB-Cig (250 x 9,4 mm; 5
pum).

Mobilna faza se sastojala od 0,1% mravlje kiseline (HCOOH) (A) 1 MeOH (B). ReZim
primenjenog gradijentnog eluiranja prikazan je u Tabeli 8. Brzina protoka mobilne faze bila je 2
mL/min, radna temperatura kolone 25 °C, a zapremina injektovanog uzorka (Vin) 100 pL; spliter je
podesen na 1000:1. Uslovi rada masenog detektora (ESI/SQ MSD): pozitivan mod jonizacije
(ESI"), napon fragmentora 200 V, brzina protoka gasa za rasprSivanje 9 L/min, temperatura gasa za
rasprSivanje 350 °C, pritisak nebulizera 40 psi 1 kapilarni napon 3000 V. Mod masenog analizatora
je podeSen na snimanje masenih spektara celog opsega (engl. full-scan) m/z (engl. mass-to-charge)
80-700 Da.

Frakcije su prikupljane u odredenim vremenskim intervalima (engl. time-based fraction
collection), definisanim na osnovu retencionih vremena (Rt) komponenti detektovanih masenim
detektorom. Prikupljeno je jedanaest frakcija HF1-11, 1 to:

» frakcije HF1-3 prikupljene su u vremenskim intervalima od po 0,5 min,
+ frakcije HF4-6 19 od po 1 min, i
» frakcije HF7, 8,101 11 od po 3 min.

Cista jedinjenja izolovana su iz sledeéih frakcija:
* HF4 — jedinjenje 1 (kalofilamin B; Rt=14,32 min),
* HF6 —jedinjenje 2 (kalofilamin A; Rt=15,55 min),
* HF7 — jedinjenje 3 (8-epi-ikserisamin A; Rt=16,72 min),
* HF9 — jedinjenje 4 (krepizid E; Rt=31,25 min).

Tabela 8. Rezim eluiranja [mobilna faza: A — HCOOH (0,1% V/V); B — MeOH], optimizovan za
semipreparativno LC-MS razdvajanje seskviterpenskih laktona vodene frakcije MeOH ekstrakta
cvasti H. calophyllum

Vreme (min) % A % B
0 90 10
5 80 20
10 70 30
13 70 30
20 80 20
24 50 50
30 90 90

U cilju snimanja NMR spektara, jedinjenja 2 i 3 su rastvorena u DO i1 tom prilikom je
prime¢eno da se ona spontano i postepeno razlazu stajanjem na temperaturi 29,85 °C tokom
nedelju dana. Naime, snimljeni NMR spektri su sadrzali signale kako ispitivanih jedinjenja, tako i
njihovih degradacionih proizvoda, $to je potvrdeno i LC-MS analizom, te se pristupilo njihovom
semipreparativnom LC-MS razdvajanju. U tu svrhu je koriS¢ena kraca preparativna Zorbax SB-Cis
kolona (50 x 9,4 mm; 5 um). Mobilna faza je bila ista kao i u slucaju izolovanja frakcija HF1-11,
dok je rezim gradijentnog eluiranja prilagoden polarnosti jedinjenja i prikazan u Tabeli 9. Ostali
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hromatografski uslovi razdvajanja (osim Vi,=60 pL) i1 uslovi rada masenog detektora podeSeni su
kao u slu¢aju razdvajanja vodene frakcije.

Frakcije su sakupljane u vremenskim intervalima od po 1 min. Na ovaj nacin izolovano je
jedinjenje 2a (dezacilcinaropikrin; Rt=5,65 min; 0,5 mg), kao degradacioni proizvod jedinjenja 2, a
takode je ponovo izolovano jedinjenje 4 (Rt=7,02 min; 1 mg), ovoga puta kao degradacioni
proizvod jedinjenja 3.

Tabela 9. Rezim eluiranja [mobilna faza: A — HCOOH (0,1% V/V); B — MeOH], optimizovan za
semipreparativno LC-MS razdvajanje smeSe jedinjenja 2 i 2a, i smeSe jedinjenja 3 1 4

Smesa 212a SmesSa3id

Vreme % A % B Vreme % A %B
(min) (min)

0 80 20 0 80 20

5 70 30 5 70 30

6 50 50 10 80 20

12 10 90 11 50 50

15 80 20 13 10 90

/ / / 14 80 20

Metode strukturne karakterizacije izolovanih seskviterpenskih laktona (1-4)

1D ('H, BC) i 2D (HSQC, HMBC, COSY, NOESY/ROESY) NMR spektri izolovanih jedinjenja
(1-4) snimljeni su na NMR spektrometrima: Bruker Ascend 400 u slucaju jedinjenja 1, 31 4, i
Bruker Avance III u slu¢aju jedinjenja 2 i 2a, primenom standardnog pulsnog programa. Jedinjenja
1, 2, 2a i 3 rastvorena su u D20, a jedinjenje 4 u MeOH-ds i u DMSO-de. Referentni signali, pored
TMS-a prisutnog u ovim rastvara¢ima, bili su i rezidualni signali samih rastvara¢a D>O (du 4,81),
MeOH-d4 (o 3,31; dc 49,15) i DMSO-d¢ (o1 2,50; dc 39,51).

Hemijska pomeranja (J) data su u ppm, a konstante sprezanja (J) izrazene su u Hz.
Dvodimenzionalni NMR spektri (COSY, NOESY, ROESY, HSQC, HMBC) su dobijeni primenom
odgovarajucih pulsnih programa i obradeni kompjuterskim programom Bruker Topspin ™ (v3.2).
Zbog male koli¢ine uzoraka, NMR spektri jedinjenja 2 i 2a snimani su u Shigemi mikrokivetama
spoljaSnjeg precnika od 5 mm, dok su za snimanje NMR spektara jedinjenja 1, 3 1 4 koriS¢ene
standardne kivete Wilmad pre¢nika 5 mm (Sigma-Aldrich, SAD).

U cilju odredivanja precizne mase (HR-MS analize) izolovanih jedinjenja (1-4) 1 istovremeno
njihove LC-Q-TOF-MS/MS analize, hromatografsko razdvajanje vrSeno je na YMC AQ Cis koloni
(2 x 100 mm, 3 um), termostatiranoj na 30 °C. Mobilna faza sastojala se od 0,1% HCOOH (A) 1
acetonitrila (MeCN; B) i primenjen je linearni gradijent (10 do 95% B tokom 30 min, pri brzini
protoka od 0,2 mL/min). Uzorci su injektovani u zapremini od 2 pl. Kao eksterni standard za
kalibraciju sistema pri odredivanju precizne mase, upotrebljen je leucin-enkefalin (C2sH37N507),
poznate precizne mase (engl. lock-mass) sa signalom protonovanog molekula u ESI" modu na m/z
556,2771, pri rezoluciji od 10000 Da. U MS/MS analizi, fragmentacija je postignuta disocijacijom
izazvanom sudarima (engl. collision induced dissociation, CID), a kao inertni kolizioni gas kori§¢en
je argon pri kolizionoj energiji od 15 eV (niskoenergetski sudari < 100 eV). MS! spektri su snimani
u opsegu masa 120-1000 Da (detaljni pregled parametara HR-MS analize prikazan je u Tabeli 10).

Za refraktometrijsko merenje, jedinjenja su rastvarana u odgovaraju¢im rastvara¢ima (1,31 2au
vodi, a 4 u MeOH). Vrednosti specifi¢ne opticke rotacije [a]p su izrazene u mL/gdm.

4.1.2. Kvalitativna 1 kvantitativna analiza seskviterpenskih laktona u MeOH ekstraktima podzemnih
organa (Hieracium scheppigianum 1 H. naegelianum) i herbi (svih 28 vrsta)

Izolovana jedinjenja (1-4) koriS¢ena su za kvalitativnu i1 kvantitativnu analizu seskviterpenskih
laktona u suvim MeOH ekstraktima podzemnih organa H. scheppigianum 1 H. naegelianum, kao 1
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u suvim MeOH ekstraktima herbi svih 28 ispitivanih vrsta. Analiza je vrSena na te¢nom
hromatografu Agilent LC/MSD 1260/6130. U te svrhe suvi ekstrakti su rastvoreni u MeOH (8,5
mg/mL). Kako tri od cetiri izolovana seskviterpenska laktona imaju u svojoj strukturi
aminokiselinu prolin $to doprinosi njihovoj polarnosti (lako su rastvorni u vodi), bilo je neophodno
prilagoditi strukturu i polarnost stacionarne faze i pH vrednost mobilne faze (pl prolina je 6,3),
kako bi jedinjenja bila u molekulskom obliku, a ne u obliku dipolarnog jona, koji bi polarna
mobilna faza brzo eluirala. Ovo je postignuto primenom LC-MS kolone Zorbax SB-Aq (150 x 3,0
mm; 3,5 um) sa polarnijom stacionarnom fazom (polarno modifikovana Cig) u odnosu na
stacionarnu fazu koriS¢enu za semipreparativhu analizu, 1 dodatkom amonijum-acetata
(NH4COOH) u mobilnu fazu, ¢ijom hidrolizom se postiZe optimalna pH.

Tabela 10. Eksperimentalni uslovi HR-MS analize

Eksperimentalni instrumentalni parametri TOF-MS funkcionalni parametri
Polarnost ES* Vreme snimanja (s) 1
Analizer V-Mod Vreme izmedu snimanja (s) 0,02
Kapilarni napon (kV) 3,5 Najniza masa (poc¢etna) (Da) 1,3
Manji napon na konusu (V) 4 Najvisa masa (Da) 900
Ekstrakcioni napon na konusu (V) 25 Pocetno vreme (min) 15
Temperatura izvora (°C) 105 Zavrsno vreme (min) 35
Temperatura uparavanja (°C) 320 Referentni napon konusa (V) 35
Protok gasa na konusu (L/h) 20 Koliziona energija (eV) 6

Protok gasa za uparavanje (L/h) 300 EDC-Mass (Da) 556,2000
LM rezolucija 4,7 Lock-Mass (Da) 556,2771
HM rezolucija 15

Koliziona energija trapa (eV) 6

Koliziona energija transfera (eV) 4

Protok gasa u trapu (mL/min) 1,5

Protok gasa u jonskom izvoru (mL/min) 2,5

Rezim eluiranja optimizovan je kombinovanjem segmenata izokratskog i gradijentnog eluiranja
uz porast polarnosti mobilne faze (Tabela 11). Brzina protoka mobilne faze bila je 0,3 mL/min,
temperatura kolone 25 °C, a zapremina injektovanog uzorka (Viy) 3 pL. DAD spektri su snimani
na 210 1 254 nm. Uslovi rada ESI/SQ MSD bili su isti kao i u sluaju metode koris¢ene za
semipreparativnu  LC-MS, osim §to su u slu¢aju kvantitativne analize promenjeni napon
fragmentora jonskog izvora i mod analizatora.

Tabela 11. Rezim eluiranja [mobilna faza: A — 5 mM NH4COOH; B — MeOH], optimizovan za
kvalitativau 1 kvantitativnu LC-MS analizu seskviterpenskih laktona (1-4) u MeOH ekstraktima
podzemnih organa Hieracium scheppigianum i H. naegelianum 1 herbi svih 28 ispitivanih vrsta

Vreme (min) %A % B

0 95 5

8 90 10
13 70 30
15 70 30
17 80 20
19 80 20
23 70 30
27 60 40
29 5 95
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Kvalitativna analiza

U cilju identifikacije komponenti snimani su 7/C hromatogrami (engl. Total Ion
Chromatogram) u pozitivnom modu (full-scan rezim rada) u opsegu m/z 80-700 Da 1 pri naponu
fragmentora od 200 V. Pri ovom naponu proces jonizacije je jak tako da protonovani molekuli
dalje formiraju fragmentacione jone sa dovoljnom unutrasnjom energijom koja dovodi do dalje
fragmentacije. Identifikacija komponenti ekstrakata izvrSena je poredenjem njihovih retencionih
vremena (Rt) 1 masenih spektara sa odgovaraju¢im podacima dobijenim za izolovana jedinjenja.

Kvantitativna analiza

U cilju kvantifikacije identifikovanih komponenti, snimani su S/M hromatogrami (engl. Selected
lon Monitoring) u pozitivnom modu pri naponu fragmentora 100 V. Pri ovom naponu signal
najveceg intenziteta u masenom spektru najées¢e odgovara m/z protonovanog molekula. STM mod
analizatora ESI/SQ MSD je bio podesen na pracenje protonovanih molekula [M+H]" na m/z 540,20
(za jedinjenja 113) 1 378,10 (2), odnosno adukta [M+NH4]" na m/z 442,20 (4).

Kvantitativna analiza seskviterpenskih laktona izvrSena je metodom eksternog standarda.
Izolovana jedinjenja (1-4) su koris¢ena kao standardne supstance, i u te svrhe su rastovorena u
MeOH (pocetna koncentracija 0,2 mg/mL). Za izradu kalibracionih krivih koriS¢eno je po deset
razli¢itih koncentracija. Rezultati su izraZzeni u mg/g suvog ekstrakta, kao srednje vrednosti
rezultata dobijenih u tri nezavisne analize + standardne devijacije.

Linearnost, linearni opsezi koncentracija, limit detekcije (engl. limit of detection, LOD) i limit
kvantifikacije (engl. limit of quantification, LOQ) odredivani su prema smernicama Medunarodne
konferencije za harmonizaciju Medunarodnog veca za uskladivanje tehnickih uslova za lekove za
ljudsku upotrebu (ICH, 2005). Za evaluaciju linearnosti koris¢en je koeficijent korelacije ()
kalibracionih krivih, dok su LOD i LOQ izracunati prema formulama:

LOD =3.,3%0/a (1)
LOQ = 10x0/a (2)

u kojima su: ¢ — standardna devijacija odsecka na ordinati kalibracione krive; a — nagib
kalibracione krive.

Jednadine kalibracionih krivih, vrednosti koeficijenata korelacije (#2), linearni opseg testiranih
koncentracija, kao i LOD i LOQ vrednosti izolovanih jedinjenja 1-4 prikazani su u Tabeli 12.

Tabela 12. Jednac¢ine kalibracionih krivih, koeficijenti korelacije (#?), linearni opsezi testiranih
koncentracija, limiti detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ) jedinjenja (1-4)

P v . . . ) Opseg LOD LOQ
Jedinjenje Jednacdina kalibracione krive r (ug/ml) (ng/mL) (ng/ml)

1 Kalofilamin B y =529229356,0171x + 58166,2636 0,9958 0,002-9,00 0,002 0,006

2 Kalofilamin A y =255151319,4621x + 626243,0366  0,9919 0,002-240 0,006 0,018

3 8-Epi-ikserisamin Ay =132615963,9662x +456732,2378  0,9987 0,002-560 0,013 0,040

4 Krepizid E y =31045659,4625x% - 7415,5283 0,9971 0,400-690 0,102 0,400

4.2. Ispitivanje fenolkarboksilnih kiselina i flavonoida

4.2.1. Izolovanje fenolkarboksilnih kiselina iz MeOH ekstrakta podzemnih organa Hieracium
scheppigianum 1 metode njihove strukturne karakterizacije

Izolovanje fenolkarboksilnih kiselina iz suvog MeOH ekstrakta podzemnih organa H. scheppigianum
vrieno je metodom semipreparativne te¢ne hromatografije uz DAD detekciju na te¢nom hromatografu
Agilent LC/MSD 1260/6130. U te svrhe koriS¢ena je kolona Zorbax SB-Cig (250 x 9,4 mm; 5 um).
Ekstrakt je rastvoren u MeOH (10 mg/mL). Optimizovan sastav mobilne faze bio je HCOOH (0,2% V/V),
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2-propanol (10% V/V) i acetonitril (2,5% V/V) (A) 1 MeOH (B). Rezim gradijentnog eluiranja prikazan je
u Tabeli 13. Brzina protoka mobilne faze bila je 2 mL/min, radna temperatura kolone 25 °C, zapremina
injektovanog uzorka (Viyj) 70 pL, a talasna duzina detekcije 320 nm.

Tabela 13. Rezim eluiranja [mobilna faza: A — HCOOH (0,2% V/V), 2-propanol (10% V/V) i acetonitril
(2,5% V/V); B — MeOH], optimizovan za semipreparativno LC-MS razdvajanje fenolkarboksilnih
kiselina MeOH ekstrakta podzemnih organa H. scheppigianum 1 flavonoida n-BuOH frakcije MeOH
ekstrakta cvasti H. calophyllum, kao 1 za kvalitativnu 1 kvantitativnu analizu ovih jedinjenja u ekstraktima
podzemnih organa 1 herbi

Vreme (min) % A % B
0 90 10
10 86 14
16 85 15
18 84 16
19 82 18
21 80 20
22 77 23
25 76 24
27 74 26
28 76 24
34 73,6 26,4
37 45 55
42 20 80
50 10 90
52 0 100

Frakcionisanje je izvrSeno na osnovu Rt vrednosti komponenata (engl. time-based fraction
collection). Frakcije su prikupljane u vremenskim intervalima od po 1 min. Kao rezultat, Ciste
fenolkarboksilne kiseline izolovane su iz slede¢ih frakcija:

* HSI —jedinjenje 5 (hlorogenska kiselina; Rt=5,54 min),

* HS2 — jedinjenje 6 (1,3-di-O-kafeoilhina kiselina; Rt=6,63 min),
* HS3 —jedinjenje 7 (3,4-di-O-kafeoilhina kiselina; Rt=17,08 min),
* HS4 — jedinjenje 8 (3,5-di-O-kafeoilhina kiselina; Rt=19,49 min),
* HSS5 —jedinjenje 9 (1,5-di-O-kafeoilhina kiselina; Rt=28,54 min).

Metode strukturne karakterizacije izolovanih fenolkarboksilnih kiselina

ID ('H, BC) i 2D (HSQC, HMBC, COSY, NOESY/ROESY) NMR spektri izolovanih
fenolkarboksilnih kiselina (6, 7 1 8) snimljeni su na NMR spektrometru Bruker Ascend 400
(frekvencije 400 MHz za 'H i 101 MHz za '3C). Jedinjenja su rastvarana u MeOH-dy. Hemijska
pomeranja (J) data su u ppm, a konstante sprezanja (J) su izraZzene u Hz. Za snimanje i obradu
spektara koriS¢en je kompjuterski program Bruker Topspin ™ (v3.2). Jedinjenja 5 (hlorogenska
kiselina) 1 8 (3,5-di-O-kafeoilhina kiselina) su identifikovana LC-MS metodom, poredenjem
njihovih Rt vrednosti, UV 1 masenih spektara sa odgovaraju¢im podacima dobijenim za
komercijalne standarde.

4.2.2. Kvalitativna 1 kvantitativna analiza fenolkarboksilnih kiselina u MeOH ekstraktima
podzemnih organa (Hieracium scheppigianum 1 H. naegelianum) 1 fenolkarboksilnih kiselina i

flavonoida u MeOH ekstraktima herbi (svih 28 vrsta)

Kvalitativna i1 kvantitativna LC-MS analiza fenolkarboksilnih kiselina u suvim MeOH
ekstraktima podzemnih organa H. scheppigianum 1 H. naegelianum, kao 1 fenolkarboksilnih
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kiselina i flavonoida u suvim MeOH ekstraktima herbi svih 28 ispitivanih vrsta izvrSena je na
te€nom hromatografu Agilent LC/MSD 1260/6130. Ekstrakti su rastvoreni u MeOH (15 mg/mL).
Kori$¢ena je kolona Zorbax SB-Cig (250 % 4.6 mm; 5 um, Agilent Technologies), radna
temperatura kolone 25 °C, Vi, iznosila je 10 pL, dok je protok mobilne faze bio 0,8 mL/min.

Mobilna faza i rezim eluiranja bili su isti kao u slu€aju izolovanja fenolkarboksilnih kiselina iz
MeOH ekstrakta podzemnih organa H. scheppigianum. Mobilna faza je sadrzala HCOOH (0,2%
V/V), 2-propanol (10% V/V) i acetonitril (2,5% V/V) (A) i MeOH (B). Rezim gradijentnog eluiranja
prikazan je u Tabeli 13. Treba istaci da je uklju€ivanje 2-propanola u mobilnu fazu A obezbedilo
dobru efikasnost razdvajanja diglikozida flavona, dok je promena gradijenta ka smanjenju
polarnosti mobilne faze (27-34 min) omogucila bolje razdvajanje glikozida apigenina (25-35 min).

DAD spektri snimani su na 320 i 350 nm, dok su ESI-MS spektri snimani u negativnom modu
jonskog izvora i u full-scan modu (u cilju dobijanja 7/C hromatograma) u opsegu m/z 80-900 Da ili
u SIM modu analizatora. Optimizovani parametri jonskog izvora bili su: napon fragmentora 100 ili
250V, protok N> 10 L/min, temperatura noseceg gasa 350 °C, pritisak rasprsivaca 40 psi 1 kapilarni
napon 3500 V.

Kvalitativna analiza

Jedinjenja (5-9, 13, 15-17, 19, 22, 23, 25, 26, 28-30) su identifikovana poredenjem njihovih Rt
vrednosti, kao i UV i MS spektara (dobijenih u fill-scan rezimu uz napon fragmentora 250 V) sa
odgovaraju¢im podacima dobijenim za standardne supstance. Kratka specifikacija priloZena je u Tabeli
P3 u Prilogu 1.

Od fenolkarboksilnih kiselina identifikovane su hlorogenska (5) i 3,5-di-O-kafeoilhina (8), a od
flavonoida: Iuteolin 7-O-rutinozid (15), luteolin 7-O-glukozid (16), luteolin 7-O-glukuronid (17),
kvercetin 3-O-glukozid (19), apigenin 7-O-rutinozid (22), apigenin 7-O-glukozid (23), apigenin 7-O-
glukuronid (25), luteolin (28), diosmetin (29) i apigenin (30), upotrebom komercijalnih standarda.

Fenolkarboksilne kiseline 1,3-di-O-kafeoilhina (6), 3,4-di-O-kafeoilhina (7) 1 1,5-di-O-
kafeoilhina kiselina (9) identifikovane su primenom jedinjenja prethodno izolovanih iz MeOH
ekstrakta podzemnih organa H. scheppigianum u okviru ove doktorske disertacije. Za identifikaciju
flavonoida luteolin 7-O-glukoksilozida (13) i luteolin 4’-O-glukozida (26) koriSé¢ena su jedinjenja
prethodno izolovana iz MeOH ekstrakta herbe H. gymnocephalum (Petrovi¢ 1 sar., 1999a), odnosno
Leontodon hispidus L. (Zidorn 1 Stuppner, 2001).

Identifikacija detektovanih flavonoida 18, 20 i 27 opisana je u slede¢em odeljku (odeljak 4.2.3.).

Struktura detektovanih fenolkarboksilnih kiselina 10 i 11 i flavonoida 12, 14, 21 i 24 opisana je
do nivoa koliko je to bilo moguce koriS¢enjem dostupne literature.

Kvantitativna analiza

U cilju kvantifikacije DAD spektri su snimani na 320 (fenolkarboksilne kiseline) i 350 nm
(flavonoidi). ESI maseni spektri snimani su u S/M modu analizatora na m/z 447,10 i m/z 461,10 uz
napon fragmentora od 100 V. Povrsine pikova DAD ili MSD (SIM) hromatograma koriS¢ene su za
kvantitativnu analizu primenom metode eksternog standarda. Kalibracione krive su dobijene iz po
sedam razli¢itih koncentracija 14 standarda (komercijalni standardi i izolovana jedinjenja).

Za izradu kalibracionih krivih standardne supstance su rastvorene u MeOH u pocetnoj
koncentraciji: 0,2 mg/mL (luteolin 7-O-glukozid, luteolin 7-O-glukuronid, luteolin 4'-O-glukozid,
apigenin 7-O-rutinozid, kvercetin 3-O-glukozid, luteolin, apigenin i diosmetin), 0,5 mg/mL
(apigenin 7-O-glukozid), 0,6 mg/mL (luteolin 7-O-rutinozid), 0,8 mg/mL (luteolin 7-O-
glukoksilozid) i 1 mg/mL (apigenin 7-O-glukuronid, hlorogenska i 3,5-di-O-kafeoilhina kiselina).

Jednadine kalibracionih krivih, vrednosti koeficijenata korelacije (%), linearni opsezi testiranih
koncentracija, LOD i LOQ vrednosti standardnih supstanci prikazani su u Tabeli 14. Sadrzaj
ostalih jedinjenja izrazen je preko nekog od gore navedenih standarda (zavisno od sli¢nosti
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struktura). Rezultati su izraZzeni u mg/g suvog ekstrakta, kao srednje vrednosti rezultata dobijenih u
tri nezavisne analize + standardne devijacije.

Tabela 14. Jednaline kalibracionih krivih, koeficijenti korelacije (%), linearni opseg testiranih
koncentracija, limit detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ) 14 jedinjenja koriS¢enih za
kvantifikaciju

Linearni
Jedinjenje Jednacina kalibracione krive P opseg L?DL L?QL

(ng/mL) (ng/mL) (pg/mL)
5 Hlorogenska kiselina y = 14554,6547x + 137,2164 0,999 10-1000 0,079 0,241
8 3,5-Di-O-kafeoilhina kiselina y =16131,9210x — 197,3090 0,998 10-1000 0,069 0,209
13 Luteolin 7-O-glukoksilozid y = 1448,529x — 17,0901 0,996  80-800 0,971 2,941
15 Luteolin 7-O-rutinozid y=12732,3591x + 26,2628 0,999  60-600 0,098 0,250
16 Luteolin 7-O-glukozid y =23855888,4586x + 5548,0295 0,999 0,3-200  0,00002  0,0002
17 Luteolin 7-O-glukuronid y =16416996,5096x + 6967,5361 0,999 0,3-200  0,00006  0,0002
19 Kvercetin 3-O-glukozid y =9346,3130x — 25,8097 0,999 10-200 0,195 0,590
22 Apigenin 7-O-rutinozid y =11699,5975x + 13,5691 0,999  6-200 0,099 0,3017
23 Apigenin 7-O-glukozid y =29626,4120x + 81,6110 0,999 5-500 0,045 0,136
25 Apigenin 7-O-glukuronid y=31714,8688x + 118,5121 0,999 30-1000 0,038 0,115
26 Luteolin 4’-O-glukozid y = 134744841,7819x + 4832,4173 0,999 0,3-200  0,00001  0,00003
28 Luteolin y =49527,9916x + 29,4619 0,999 10-200 0,034 0,104
29 Diosmetin y = 18841,5368x — 75,6093 0,999 10-200 0,083 0,252
30 Apigenin y =14715,7920x — 13,6918 0,999 10-200 0,085 0,258

4.2.3. Kvalitativna analiza flavonoida u n-BuOH frakciji MeOH ekstrakta cvasti Hieracium
calophyllum

Za potrebe identifikacije flavonoida 18, 20 i 27 vrSeno je semipreparativno hromatografsko
razdvajanje suve n-BuOH frakcije MeOH ekstrakta cvasti H. calophyllum na teCcnom hromatografu
Agilent LC/MSD 1260/6130 uz DAD detekciju (350 nm). Frakcija je rastvorena u MeOH (15
mg/mL). Kolona (Zorbax SB-Cis; 250 x 9,4 mm; 5 um), mobilna faza i metoda (rezim gradijentnog
eluiranja prikazan u Tabeli 13) bili su isti kao u slucaju semipreparativnog izolovanja
fenolkarboksilnih kiselina iz MeOH ekstrakta podzemnih organa H. scheppigianum. Frakcije su
prikupljane u definisanim vremenskim intervalima. Prikupljeno je 18 frakcija BF1 do BF18:

« frakcije BF1-F3, BF12, BF14, BF17 i BF18 prikupljane su u vremenskim intervalima od po
1 min, u zapreminama od po 2 mL;

« frakcije BF4-11, BF13, BF15 i BF16 u vremenskim intervalima od po 4 min i u
zapreminama od po 8 mL.

LC-MS analizom prikupljenih frakcija, utvrdeno je da BF11 sadrzi flavonoide 18 i 20, a BF14
flavonoid 27.

U cilju identifikacije aglikona detektovanih jedinjenja, frakcija BF11 (1 mg) je rastvorena u
maloj zapremini MeOH 1 podvrgnuta kiseloj hidrolizi (HCI, 6% V/V, 2,5 mL) zagrevanjem 45 min
uz povratni hladnjak. Nakon hladenja smesa je ekstrahovana dietiletrom (Marby i sar., 1970). Suvi
etarski ostatak sadrzao je aglikon jedinjenja 18 i 20, koji je identifikovan kao diosmetin LC-MS
metodom uz primenu komercijalno dostupnog standarda.

U slucaju frakcije BF14 izvrSena je enzimska hidroliza f-glukuronidazom ¢ime je potvrdena
Se¢erna komponenta (glukuronska kiselina vezana za aglikon f-O-glikozidnom vezom) jedinjenja
27 (Pugliese i sar., 2013). Naime, reakciona smesa koja je sadrzala 0,5 mL rastvora BF14 frakcije u
MeOH (50%, V/V) (1 mg/mL), 0,25 mL rastvora CH3COONa (0,1 M, pH 5,2) i f-glukuronidaze
(88,500 U/mL) inkubirana je 8 h na 37 °C, nakon Cega je ekstrahovana EtOAc i uparena do suva. U
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suvom ostatku aglikon je identifikovan kao luteolin LC-MS metodom poredenjem sa standardnom
supstancom (28).

4.3. Ispitivanje triterpena
4.3.1. Identifikacija triterpena u CH>Cl> ekstraktu herbe Hieracium gymnocephalum

Suvi CH)Cl, ekstrakt herbe H. gymmnocephalum frakcionisan je tehnikom preparativne
hromatografije u koloni na stubu silikagela (Kiesselgel Merck Typ 0,063-0,2 mm, 60A), dimenzija
47 x 3 cm. Kondicioniranje stacionarne faze je izvrSeno sa 2 zapremine n-heksan:EtOAc (95:5 V/V,
332 mL). Ekstrakt (3,14 g) je suspendovan u 10 mL CH>CL i nanesen na stub silikagela. Eluiranje
je vrSeno uz promenu sastava mobilne faze sa postupnim povecanjem polarnosti kako je navedeno u
Tabeli 15. Brzina protoka mobilne faze bila je 3 mL/min.

Prikupljeno je 350 frakcija, zapremine od po 10 mL. Razdvajanje na stubu silikagela je pra¢eno
hromatografijom na tankom sloju silikagela (TLC 60 F254, 5 x 3 cm, Merck, Nemacka), uz
koriS¢enje mobilne faze Ciji je sastav bio identi¢an sastavu mobilne faze kojom je frakcija eluirana
sa kolone. Reagens vanilin-sumporna kiselina koriS¢en je za posthromatografsku derivatizaciju.
Spajanje frakcija je vrSeno prema slicnosti. Dodatno, 20 frakcija je testirano na gasnom
hromatografu Agilent 6890N opremljenom FID detektorom i spregnutim sa masenim detektorom
Agilent 5975C.

Jedinjenja 31 1 32 nalazila su se u frakcijama 50-140, a jedinjenja 33-35 u frakcijama 20-30.
Jedinjenja su identifikovana u smesi, bez daljeg razdvajanja. Naime, snimljeni su 'H i HSQC NMR
spekti ovih frakcija na NMR spektrometru Bruker Ascend 400, kao i maseni spektri jedinjenja
razdvojenih gasnom hromatografijom. U cilju dodatne potvrde identiteta jedinjenja 31 (f-amirin) i
32 (a-amirin) koriS¢eni su komercijalni standardi, a u slucaju jedinjenja 33-35 polusintetski
dobijena jedinjenja. Naime, jedinjenja 33-35 predstavljala su acetate jedinjenja 31, 32 i lupeola i
dobijena su prema slede¢em postupku: 0,0015 mmol lupeola, 0,001 mmol f-amirina i 0,002 mmol
a-amirina acetilovani su 0,01 mmol/L acetanhidridom u prisustvu 0,01 mmol/L piridina, na sobnoj
temperaturi tokom no¢i. ViSak reagenasa je uparen, a jedinjenja 33-35 rekristalisala su u MeOH.
Udeo jedinjenja 33-35 u rezultuju¢im smeSama odreden je gasnom hromatografijom sa FID i MS
detekcijom uz upotrebu a-amirina, f-amirina i lupeola kao eksternih standarda.

Tabela 15. Hromatografski uslovi frakcionisanja CH2Cl> ekstrakta herbe H. gymnocephalum
hromatografijom u koloni

Mobilna faza (% V/V)

n-Heksan EtOAc MeOH
95 5 /
90 10 /
80 20 /
70 30 /
10 10 /
30 70 /
10 90 /
/ 90 10
/ 70 30
/ 30 70
/ 10 10

Za frakcije, standarde i polusintetski dobijena jedinjenja snimljeni su 1D ('H i *C) i 2D NMR spektri
(2D COSY, NOESY, HSQC i HMBC) na NMR spektrometru Bruker Ascend 400 (frekvencije 400
MHz za 'Hi 101 MHz za '3C). Jedinjenja su rastvarana u CHCls-d. Hemijska pomeranja (J) su izrazena
u ppm, a konstante sprezanja (J) u Hz.
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4.3.2. Kvalitativna i kvantitativna analiza triterpena u CH>Cl, ekstraktima herbi 28 vrsta

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza triterpena u suvim CH2Cly ekstraktima 28 vrsta roda Hieracium
izvrSena je gasnom hromatografijom sa FID 1 MS detekcijom na gasnom hromatografu Agilent 6890N,
spregnutom sa masenim detektorom Agilent 5975C. Hromatografsko razdvajanje je vrSeno na kapilarnoj
koloni HP-5MS (30 m x 0,25 mm; debljina filma 0,25 pm). Eksperimentalni uslovi: temperatura injektora
280 °C; temperaturni program 60 do 280 °C brzinom od 10 °C/min, zatim do 300 °C brzinom od 3
°C/min; nose¢i gas He (1,0 mL/min); zapremina injektovanog uzorka 1,0 pL; radna temperatura FID
detektora 300 °C; temperatura split/splitless injektora 200 °C; temperatura transfer linije 250 °C; split mod
1:10; tehnika jonizacije: EI, 70 eV.

Kvalitativna analiza

Identifikacija triterpena izvrSena je poredenjem njihovih Rt vrednosti i masenih spektara sa
odgovaraju¢im podacima za komercijalne standarde (31 1 32) i polusintetski dobijene supstance (33-35).

Kvantitativna analiza

Kvantitativna analiza izvrSena je metodom eksternog standarda pomocu jedinjenja 31-35. PovrSine
pikova FID hromatograma kori$¢ene su za izradu kalibracionih krivih (Tabela 16). Rezultati su izraZzeni u
mg/g suvog ekstrakta, kao srednje vrednosti rezultata dobijenih u tri nezavisne analize + standardne
devijacije. Linearnost, LOD 1 LOQ odredivani su kao u slu¢aju LC-MS analiza.

Tabela 16. Jednacine kalibracionih krivih FID, 72, linearni opseg, LOD i LOQ jedinjenja 31-35

C .. v . . . Opseg LOD LOQ
Jedinjenje Jednacina kalibracione krive r (ug/mL) (ug/mL) (ng/mL)

31 f-Amirin y =1799365,8924x — 17296,8806  0,9970 3-1000 0,023 0,070

32 a-Amirin y =555204,9506x — 28739,7016 0,9885 20-2000 0,138 0,419

33 f-Amirin-acetat y =168520,9094x + 6140,0205 0,9927 50-1300 0,082 0,248

34 Lupeol-acetat y =608582,0921x — 6004,2886 0,9982 70-900 0,028 0,085

35 o-Amirin-acetat  y = 821929,0888x + 5356,3831 0,9996 10-700 0,015 0,048

4.4. StatisticCka analiza rezultata ispitivanja sekundarnih metabolita herbi u cilju procene
njihovog hemosistematskog znacaja za 28 vrsta

U okviru ove doktorske disertacije evaluiran je hemosistematski znacaj seskviterpenskih
laktona, fenolkarboksilnih kiselina i flavonoida suvih MeOH ekstrakata, kao i triterpena suvih
CH:Cl, ekstrakata herbi 28 vrsta roda Hieracium. Za poredenje hemijskih profila ispitivanih
taksona primenjene su multivarijantne statisticke metode, analiza glavnih komponenti (PCA),
nemetri¢ko multidimenzionalno skaliranje (nMDS) i klaster analiza (UPGMA). Za sve ove analize
koris¢en je kompjuterski program Statistica 6.0 (StatSoft, Inc., SAD), a za nMDS analizu dodatno i
Syn-Tax 2000 (J. Podani, Madarska).

Podaci dobijeni kvantitativnom analizom seskviterpenskih laktona, polifenola (flavonoida i
fenolkarboksilnih kiselina) i triterpena (apsolutni sadrzaj pojedina¢nih jedinjenja izrazen u mg/g
suvog ekstrakta), znacajno su se razlikovali izmedu vrsta. Iz tog razloga je apsolutni sadrzaj
sadrzaj svih jedinjenja detektovanih u okviru pojedinac¢nih klasa (seskviterpenskih laktona,
polifenola ili triterpena) i zatim su ovi podaci transformisani postupkom kodiranja. Dobijene
matrice odnosno skupovi objekata (taksoni roda Hieracium) i variabli (kodirane vrednosti
procentualnog sadrzaja jedinjenja) koriS¢ene su u daljoj analizi.

PCA (engl. Principal Components Analysis) analiza, deskriptivha multivarijantna statisticka
metoda, primenjena je u cilju pronalazenja variabli (jedinjenja) koje najvise doprinose razlikama
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izmedu objekata (taksona). Izbor metode zasnivao se na njenoj sposobnosti da pojednostavi
matricu smanjivanjem njene dimenzionalnosti u trodimenzionalni prostor, opisan prvom, drugom i
trecom (PCA1, PCA2, PCA3) osom bez znafajnog gubitka informacija (Wold i sar., 1987). Kao
rezultat dobijaju se dvodimenzionalni grafici koji omogucéavaju vizuelizaciju razlika izmedu
taksona, njihovog grupisanje i doprinosa variabli (jedinjenja).

Dvodimenzionalno 1 viSedimenzionalno nemetricko skaliranje (nMDS) (engl. non-Metric
Multidimensional Scaling) 1 UPGMA (engl. Unweighted Pair-Group Arithmetic Averages
clustering) hijerarhijska klaster analiza, izvrSene su koriS¢enjem Bray-Curtis matrice razlicitosti.
nMDS je primenjenja u cilju grafickog prikazivanja grupisanja i1 udaljenosti taksona u
dvodimenzionalnom 1/ili trodimenzionalnom prostoru (2D 1 3D nMDS grafikoni). UPGMA klaster
analiza je primenjenja u cilju udruzivanja objekata na osnovu njihovih sli¢nosti odnosno razlika.
Kao rezultat analize dobija se graficki prikaz, dendrogram, u kome rastojanja izmedu dva klastera
predstavljaju srednje vrednosti rastojanja svih mogucih parova objekata ovih klastera. Razdaljine u
ovoj analizi se mogu zasnovati na jednoj ili na vise dimenzija (Kovaci¢, 1994).

4.5. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih polifenola u MeOH ekstraktima herbi 28
vrsta

Sadrzaj ukupnih polifenola u suvim MeOH ekstraktima herbi 28 vrsta roda Hieracium odreden
je primenom Folin-Ciocalteu (FC) reagensa prema Velioglu i sar. (1998). MeOH ekstrakti su za
potrebe ovog testa rastvoreni u MeOH (0,5 mg/mL). Reakciona smeSa sadrzala je 0,75 mL rastvora
FC reagensa (10% V/V) i 0,1 mL rastvora ispitivanih ekstrakata i inkubirana je na sobnoj
temperaturi 5 min. Nakon inkubacije u svaku reakcionu smeSu dodato je 0,75 mL rastvora NaCOs3
(60 g/L, voda). Slepa proba je umesto rastvora ekstrakata sadrzala 0,1 mL MeOH.

Smesa je zatim inkubirana 90 min na 25 °C na tamnom mestu, nakon ¢ega je apsorbancija
izmerena na 725 nm. Sadrzaj ukupnih polifenola izracunat je iz kalibracione krive galne kiseline
(GA; 10-100 pug/mL). Rezultati su izraZzeni kao mg GA ekvivalenta (GAE)/g suvog ekstrakta i
predstavljaju srednju vrednost tri nezavisna eksperimenta.

5. Farmakoloska ispitivanja
5.1. Ispitivanje antioksidantne aktivnosti MeOH ekstrakata herbi 28 vrsta

Antioksidantna aktivnost suvih MeOH ekstrakata herbi 28 vrsta roda Hieracium ispitivana je in
vitro spektrofotometrijskim testovima. Ukupan antioksidantni potencijal procenjivan je testovima
FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) (Benzie i Strains, 1996) i CUPRAC (engl.
Cupric Reducing Antioxidant Capacity) (Apak i sar., 2004; Ozyiirek i sar., 2011). Sposobnost
neutralizacije slobodnih radikala ispitivana je DPPH testom (u cilju procene sposobnosti
neutralizacije 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil, DPPH" radikala), 2-dezoksiriboza testom (za procenu
sposobnosti neutralizacije ‘OH radikala) (Kuki¢ i sar., 2006) i ABTS testom (za procenu
sposobnosti neutralizacije 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina, ABTS"" radikala)
(Re 1sar., 1999).

5.1.1. Ispitivanje ukupnog antioksidantnog potencijala
5.1.1.1. FRAP test

FRAP test se zasniva na redukciji [Fe(III)-(TPTZ):]*", kompleksa Fe** sa TPTZ (2,4,6-tripiridil-
s-triazinom), do plavo obojenog [Fe(I)-(TPTZ):]**. Za potrebe eksperimenta FRAP reagens je

napravljen tako S$to je u 80 mL acetatnog pufera (300 mmol/L, pH=3,6) dodato 8§ mL rastvora
TPTZ (10 mmol/L u 40 mmol/L HCI) i 8§ mL rastvora FeClz x 6H,O (20 mmol/L). Ekstrakti su
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rastvarani u MeOH (0,5 mg/mL). Kao pozitivna kontrola upotrebljen je rastvor askorbinske
kiseline (0,02 mg/mL). U epruvete je dodato 0,1 mL rastvora ekstrakata ili pozitivne kontrole 1 3
mL FRAP reagensa. Slepa proba je sadrzala 0,1 mL MeOH 1 3 mL FRAP reagensa.

Reakciona smesa je inkubirana 30 min na 37 °C. Apsorbancija je merena na 593 nm. Ukupna
antioksidantna aktivnost ekstrakata je izrazena kao mmol Fe?*/g suvog ekstrakta i predstavljala je
srednju vrednost tri merenja. Za izraCunavanje je koriS€ena kalibraciona kriva konstruisana
pomocu rastvora FeSO4 (200-1000 mmol/L). Aktivnost ekstrakata je uporedivana sa aktivnoScu.

5.1.1.2. CUPRAC test

CUPRALC test se zasniva na redukciji Cu?** do Cu* uz promenu boje kompleksa sa neokuproinom
iz plave u stabilnu narandZastu boju. Zapremina reakcione smeSe, a time 1 koliine njenih
komponenti prilagodeni su mikrotitarskim plo¢ama sa 96 bunari¢a. U bunari¢e plo¢a odmereno je
40 pL rastvora ekstrakata u MeOH koncentracije 0,156—10 mg/mL, zatim 50 pL rastvora CuCl, %
2H>O (10 mmol/L), 60 pL rastvora amonijum-acetata (1 mol/L, pH=7,0) 1 50 pL rastvora
neokuproina (7,5 mmol/L u MeOH). Kao pozitivna kontrola upotrebljen je rastvor Troloksa (6-
hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina, 5 mmol/L u MeOH). U slucaju slepe
probe odmeren je MeOH (40 pL) umesto rastvora ekstrakata.

Reakciona smeSa je inkubirana tokom 1 h na 30 °C. Apsorbancija je merena u citacu
mikrotitarskih plo¢a na 450 nm. Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri ponavljanja i izrazeni su
kao mmol Troloks ekvivalenata po gramu suvog ekstrakta (mmol 7rol. eq./g), pomocu kalibracione
krive ovog standardnog antioksidansa koja je izradena upotrebom pet koncentracija.

5.1.2. Ispitivanje sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala
5.1.2.1. DPPH test

Za potrebe ove analize ekstrakti su rastvarani u MeOH (5 mg/mL). Rastvor askorbinske kiseline
(0,08-0,14 mg/mL) koris¢en je kao pozitivna kontrola. Razli¢ite zapremine 10-90 pL rastvora
ekstrakata ili pozitivne kontrole dopunjene su metanolom do 2 mL, a zatim je dodato po 0,5 mL
rastvora DPPH reagensa u MeOH (0,5 mmol/L). SmeSe su snazno promuckane i1 inkubirane 30 min
na tamnom mestu, nakon ¢ega je merena apsorbancija na 517 nm. Kao negativna kontrola koris¢en
je rastvor dobijen razblazivanjem DPPH rastvora (0,5 mmol/L) metanolom do ukupno 2,5 mL.
Slepa proba je bio MeOH.

Sposobnost neutralizacije DPPH" radikala, S(%), izraCunata je prema formuli:

Sy = AR 00 3)

Ao
gde su: Ag — apsorbancija negativne kontrole; As — apsorbancija reakcione smese koja sadrzi
testirane ekstrakate.
Rezultati su izrazeni kao SCso (ug/mL), odnosno koncentracije ekstrakata koje su neutralisale
50% DPPH" radikala, i1 predstavljaju srednju vrednost tri merenja.

5.1.2.2. 2-Dezoksiriboza test

Rastvori FeClz x 6H,O (4,0 mmol/L), EDTA (4,0 mmol/L), 2-dezoksiriboze (50,0 mmol/L),
H>0: (1,5%, V/V) 1 L-askorbinske kiseline (4,0 mmol/L), kao i fosfatni pufer (KH2PO4/NaxHPO4
pH=7,4; 1=0,1) pripremljeni su ex tempore. Ekstrakti su rastvarani u MeOH (koncentracije 0,175-
40 mg/mL). Po 20 pL rastvora ekstrakata razli¢itih koncentracija, 200 pL rastvora 2-dezoksiriboze,
100 uL EDTA, 100 pL FeCls, 20 uL H20O2 i 100 pL rastvora L-askorbinske kiseline odmereno je u
epruvete, koje su dopunjene sa po 3,46 mL fosfatnog pufera. Slepa proba sadrzala je 20 uL MeOH,
200 pL 2-dezoksiriboze i 3,78 mL fosfatnog pufera. U negativnu kontrolu dodato je 20 uL. MeOH
umesto rastvora ekstrakata.
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Reakciona smesa inkubirana je na 37 °C tokom 1 h, nakon ¢ega su dodati 1 mL 1% (m/V)
tiobarbiturne kiseline (TBA) rastvorene u 0,05 mol/L NaOH 1 1 mL trihlorsiréetne kiseline 2,8%
(m/V). Smesa je zatim zagrevana (na 100 °C, 15 min) i tom prilikom doslo je do gradenja crvenog
hromogena, adukta tiobarbiturne kiseline 1 malonilaldehida. Smesa je zatim hladena na ledu, nakon
¢ega je merena apsorbancija na 532 nm.

Sposobnost neutralizacije “OH radikala, S(%), izracunata je prema jednacini:

AO—As

Ao
gde su: Ao — apsorbancija negativne kontrole; As — apsorbancija reakcione smesSe testiranih
ekstrakata.
Rezultati su izrazeni kao SCso (ug/mL), odnosno koncentracije ekstrakata koje su neutralisale
50% °"OH radikala, i predstavljaju srednju vrednost tri merenja.

S(%) =

x 100 4)

5.1.2.3. ABTS test

ABTS test prilagoden je za rad u mikrotitarskim plo¢ama sa 96 bunari¢a. Osnovni ABTS rastvor
izraden je meSanjem 88 pL rastvora kalijum peroksodisulfata (7,8 mmol/L) 1 5 mL rastvora ABTS
(2,45 mmol/L). Ostavljen je da stoji 16 h da se proizvedu ABTS'* radikali nakon ¢ega je razblazen
metanolom u cilju dobijanja radnog rastvora apsorbancije A734nm) = 0,700. MeOH ekstrakti su
rastvoreni u MeOH (koncentracije 0,0625-4 mg/mL). Kvercetin (pozitivna kontrola) rastvoren je u
MeOH (0,01-1 mg/mL). U 200 uL radnog ABTS rastvora dodato je 20 uL rastvora ekstrakata ili
pozitivne kontrole svake pojedinac¢ne koncentracije. Umesto rastvora ekstrakata za izradu slepe
probe upotrebljen je MeOH (20 pL). Reakciona smesSa je inkubirana 20 min na tamnom mestu,
nakon ¢ega su apsorbancije merene na 630 nm.

Sposobnost neutralizacije ABTS™* radikala, S(%), izraCunata je prema jednadini:

Sy = DA 00 (5)
Ao
gde su: Ap — apsorbancija negativne kontrole; As — apsorbancija reakcione smeSe testirane
supstance.

Rezultati su izrazeni kao SCso (ug/mL), odnosno koncentracije ekstrakata koje su neutralisale
50% ABTS " radikala, i predstavljaju srednju vrednost tri merenja.

5.2. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti odabranih MeOH i CH:Cl, ekstrakata herbi i
izolovanih metabolita

U okviru ove doktorske disertacije ispitivana je antimikrobna aktivnost suvih MeOH ekstrakata
herbi H. calophyllum, H. coloriscapum, H. pseudoschenkii, H. valdepilosum 1 H. glabratum, suvog
CH2Cl; ekstrakta herbe H. scheppigianum, kao 1 dva seskviterpenska laktona, 8-epi-ikserisamina A
(3) 1 krepizida E (4), koja su izolovana iz MeOH ekstrakta cvasti H. calophyllum. Ispitivane
bakterije su obuhvatale Cetiri soja Gram-pozitivnih bakterija i Cetiri soja Gram-negativnih bakterija,
a ispitivane mikromicete osam sojeva plesni i dva soja kvasnica (Tabela 17).

Kulture mikroorganizama koris¢enih u eksperimentima deponovane su u laboratorijskoj kolekciji
kultura u Mikoloskoj laboratoriji Odeljenja za biljnu fiziologiju Instituta za bioloska istrazivanja
»dinisa Stankovi¢® Univerziteta u Beogradu. Bakterijski sojevi su odrzavani na podlozi Miiller-
Hinton, plesni na malt-agar podlozi, a sojevi Candida spp. na podlozi Sabourand dekstrozni agar,
na 4 °C 1 presejavani jednom mesecno.
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Tabela 17. Testirani mikroorganizmi

Gram-pozitivne Gram-negativne bakterije Mikromicete Mikromicete (kvasnice)
bakterije (plesni)
Staphylococcus aureus — Salmonella typhimurium — Aspergillus fumigatus Candida albicans
(ATCC 6538) (ATCC 13311) (klinicki izolat) (ATCC 10231)
Bacillus cereus Escherichia coli A. versicolor C. krusei
(klini¢ki izolat) (ATCC 35210) (ATCC 11730) (H1/16 klinicki izolat)
Listeria monocytogenes Enterobacter cloacae A. ochraceus
(NCTC 7973) (klinicki izolat) (ATCC 12066)
Micrococcus flavus Pseudomonas aeruginosa  A. niger
(ATCC 10240) (ATCC 27853) (ATCC 6275)

Trichoderma viride

(IAM 5061)

Penicillium funiculosum
(ATCC 36839)

P. ochrochloron

(ATCC 9112)

P. verrucosum var.
cyclopium

(izolat iz hrane)

5.2.1. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti

Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) i1 minimalne baktericidne koncentracije (MBK)
odabranih izolata vrsta roda Hieracium, odredivane su modifikovanom mikrodilucionom metodom
(CLSI, 2009; Tsukatani 1 sar., 2012) u mikrotitarskim ploCama sa 96 bunari¢a. Kulture bakterija su
gajene u 2 mL TSB (engl. Tryptic Soy Broth) te€nog medijuma, 24 h na 37 °C, nakon Cega su razblazene
sterilnim fiziolo§kim rastvorom do 1,0 x 10° CFU/mL (engl. colony-forming units/mL). Analizirani
izolati rastvarani su u TSB hranjivoj podlozi uz dodatak DMSO (5,0%, V/V) 1 Tween 80 (0,1%, V/V) i
nano$eni na ploce zajedno sa inokulumom bakterija (1,0 x 10* CFU/bunari¢u). Finalne koncentracije
izolata u bunari¢ima bile su 0,12-50 mg/mL (MeOH i1 CH2Cl, ekstrakti) i 0,013-1 mg/mL (izolovana
jedinjenja). Ploce su inkubirane 24 h na 37 °C. Najniza koncentracija izolata bez mikroskopski vidljivog
rasta bakterija u bunari¢u definisana je kao MIK. MBK su odredene serijskom reinokulacijom 2 pL
sadrzaja i1z bunarica koriS¢enog za odredivanje MIK u 100 pL hranljive podloge, nakon dodatne
inkubacije 24 h na 37 °C. Koncentracija pri kojoj je izostao mikroskopski vidljiv rast bakterija
definisana je kao MBK. Pri ovoj koncentraciji dolazi do uginuca 99,5% prvobitno zasejanih bakterija u
hranljivoj podlozi. Poredenje rasta je vrSeno u odnosu na negativhu kontrolu (U§jak i sar., 2016).
Dodatna potvrda MIK 1 MBK vrednosti vrSena je dodatkom p-jodonitrotetrazolijum hlorida (INT) kao
indikatora rasta bakterijskih ¢elija (Tsukatani i sar., 2012). U svaki bunari¢ dodato je 40 uL INT (0,2
mg/mL) i plo¢e su inkubirane 30 min na 37 °C. U bunari¢ima u kojima je bilo rasta bakterija doslo je do
pojave intenzivne crvenoljubiCaste boje. Streptomicin (0,04-0,52 mg/mL) i ampicilin (0,25-1,24
mg/mL) su koriS¢eni kao pozitivna kontrola.

5.2.2. Ispitivanje antifungalne aktivnosti

MIK 1 minimalne fungicidne koncentracije (MFK)) odabranih izolata vrsta roda Hieracium ispitivane
su modifikovanom mikrodilucionom metodom (Espinel-Ingroff, 2001; Hinel i Raether, 1988), u
mikrotitarskim ploCama sa 96 bunari€a. Za ispitivanje koriS¢ene su suspenzije spora mikromiceta,
spirane sa kultura starih 21 dan, u sterilnom fiziolosSkom rastvoru uz dodatak Tween 80 (0,1%, V/V), u
koncentraciji od 1 x 105 CFU/bunari¢u. RazblaZenja rastvora testiranih izolata su pripremljena na isti
nacin kao u slucaju ispitivanja antibakterijske aktivnosti. Plo¢e su inkubirane 5 dana na 25 °C. Najnize
koncentracije bez mikroskopski vidljivog rasta su definisane kao MIK. Vrednosti MFK, pri kojima
dolazi do uginu¢a 99,5% pocetnog inokuluma, su odredene serijskom reinokulacijom 2 uL u 100 pL
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sterilne hranljive podloge malt-agar, i ponovnom inkubacijom u trajanju 72 h na 25 °C. Poredenje rasta
je vrSeno u odnosu na negativnu kontrolu. Kao pozitivna kontrola koriS¢eni su komercijalni antimikotici
bifonazol (0,10-0,25 mg/mL) i ketokonazol (0,20-3,50 mg/mL.).

5.3. Ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti odabranih MeOH i CH:Cl, ekstrakata herbi i
izolovanih metabolita

Citotoksi¢na aktivnost odabranih izolata biljaka roda Hieracium (identi¢nih kao u slucaju
ispitivanja antimikrobne aktivnosti) testirana je na tri humane tumorske celijske linije: HelLa
(¢elijska linjja karcinoma grli¢a materice), LS174 (Celijska linija adenokarcinoma debelog creva) 1
A549 (Celijska linija nesitnocelijskog karcinoma pluca), kao 1 na jednoj normalnoj ¢elijskoj liniji
MRC-5 (éelijska linija fetalnih fibroblasta pluéa) u cilju ispitivanja selektivnosti efekta. Celijske
linije su odrZavane u kulturi u vidu monosloja u hranljivom medijumu RPMI 1640 (engl. Roswell
Park Memorial Institute medium), na 37 °C, u sredini obogaéenoj sa 5% CO: na vlaznosti vazduha
od 95%.

5.3.1. Odredivanje ¢elijskog prezivljavanja — MTT test

Citotoksicni efekat ekstrakata i1 izolovanih jedinjenja na tumorske i normalne ¢elije odreden je
spektrofotomerijskim MTT testom (engl. Microculture Tetrazolium Test) po Mosmann-u (1983), uz
modifikacije koje su opisali Ohno i Abe (1991). Ovaj test se zasniva na redukciji tetrazolijumske
soli 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijum bromid (MTT reagensa) NAD(P)H zavisnom
oksidoreduktazom vijabilnih ¢elija do nerastvornog ljubi€asto obojenog formazana.

Ispitivani ekstrakti najpre su rastvoreni u DMSO, dok su jedinjenja rastvorena u vodi. Dalje
razblazivanje vrseno je u hranljivom medijumu. Celije su ravnomerno zasejane u bunari¢ima u
odgovarajucoj gustini. Gustina HeLa celija bila je 2000 ¢elija po bunari¢u, gustina LS174 7000
¢elija po bunaricu, a gustina A549 i MRC-5 5000 ¢elija po bunari¢u (u 100 pL podloge). Hranljivi
medijum koriS¢en je kao slepa proba. Cisplatin je koris¢en kao pozitivna kontrola. Nakon
zasejavanja, sledila je inkubacija ¢elija u medijumu (24 h), a zatim su rastvori izolata odmeravani u
bunari¢e do finalnih koncentracija od 0,12-1 mg/mL (MeOH i CH:Cl, ekstrakti) i 12,5-200 pg/mL
(izolovana jedinjenja). Plo¢e su inkubirane 72 h na 37 °C, u sredini obogacenoj sa 5% CO». Nakon
toga, u svaki bunari¢ dodato je po 20 uL MTT reagensa rastvorenog u fosfatnom puferu (5 mg/mL).
Uzorci su zatim inkubirani joS 4 h pod istim uslovima, nakon ¢ega je u svaki bunari¢ dodato 100 pL
rastvora 10% natrijum-dodecilsulfata u cilju rastvaranja nastalog formazana. Nakon 24 h,
apsorbancija je merena na ELISA citacu na 570 nm. (U§jak i1 sar., 2016). Smatra se da je
apsorbancija u direktnoj korelaciji sa brojem zivih, metabolicki aktivnih ¢elija.

Prezivljavanje ¢elija, 1(%), izraCunato prema formuli:

AT_AS

Ax—As
gde su: A; — apsorbancija tretiranih uzoraka; As — apsorbancija slepe probe; A« — apsorbancija
kontrolnih uzoraka.
Koncentracije izolata koje su izazvale smanjenje broja celija za 50% (ICso) u poredenju sa
negativnim kontrolama, odredivane su iz krivih rasta ¢elijskih linija.

1(%) = x 100 (0)

5.4. Ispitivanje sposobnosti MeOH ekstrakata herbi 28 vrsta i odabranih metabolita da
inhibiraju enzime acetilholinesterazu i butirilholinesterazu

Sposobnost suvih MeOH ekstrakata herbi 28 vrsta roda Hieracium, kao 1 odabranih sekundarnih
metabolita ovih vrsta, tj. flavonoida luteolina (28), luteolin 7-O-glukozida (16), luteolin 7-O-
glukuronida (17), apigenina (30), apigenin 7-O-glukozida (23), apigenin 7-O-glukuronida (25) 1
diosmetina (29), fenolkarboksilnih kiselina hlorogenske kiseline (5), 1,3-di-O-kafeoilhina kiseline
(6) 1 3,5-di-O-kafeoilhina kiseline (8), kao i seskviterpenskih laktona 8-epi-ikserisamina A (3) 1
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krepizida E (4), da inhibiraju enzime acetilholinesterazu (AChE) 1 butirilholinesterazu (BuChE)
ispitana je in vitro spektrofotometrijskim Ellman-ovim testom (Ellman, 1958). Ovaj test se zasniva
na gradenju zuto obojenog jona 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzojevoe kiseline (DTNB) u reakciji sa
tioholinom, ¢€iji se intenzitet boje meri spektrofotometrijski na 412 nm. Tioholin u reakcionoj smesi
nastaje razgradnjom acetilholina, odnosno butirilholina, posredstvom enzima AChE, odnosno
BuChE. Test je prilagoden ispitivanju antiholinesterazne aktivnosti biljnih ekstrakata prema
Fadaeinasab i sar. (2013).

Enzimi AChE 1 BuChE (0,09 U/mL), supstrati acetilholin jodid i butirilholin jodid (0,014
mol/L), DTNB (0,01 mol/L), suvi MeOH ekstrakti, standardi flavonoida i fenolkarboksilnih kiselina
1 galantamin (pozitivha kontrola) su rastvoreni u fosfatnom puferu (0,1 mol/L, pH=S).
Seskviterpenski laktoni su rastvoreni u destilovanoj vodi. Po 20 pL rastvora ispitivanih ekstrakata
(0,313-20 mg/mL), jedinjenja (0,1-1,6 mg/mL) ili galantamina (0,01-0,5 mg/mL) i 20 uL enzima
(AChE ili BuChE; 0,09 U/mL) odmereno je u mikrotitarsku plocu. U smeSe je dodato po 140 pL
fosfatnog pufera, nakon ¢ega su one inkubirane na 25 °C tokom 15 min, uz lagano meSanje ploca.
Nakon inkubacije u svaku reakcionu smesSu dodato je po 10 pL rastvora supstrata (acetilholin jodida
ili butirilholin jodida) i DTNB, nakon ¢ega je inkubacija produzena za dodatnih 40 min na 25 °C.
Apsorbancija je merena na 412 nm.

Bunari¢i sa 100% aktivnosti enzima pripremljeni su na isti nacin, ali su umesto rastvora
ekstrakata/jedinjenja sadrzali dodatnu koli¢inu fosfatnog pufera. U bunariCe sa 0% aktivnosti
enzima dodati su fosfatni pufer (180 uL), rastvor supstrata (10 uL) i DTNB (10 uL). Slepe probe
uzoraka sastojale su se od rastvora ekstrakata/jedinjenja (20 pL), fosfatnog pufer (180 pL),
supstrata (10 uL) 1 DTNB (10 pL).

Procenat inhibicije aktivnosti enzima 1(%) racuna se za svaku testiranu koncentraciju uzorka,
prema sledecoj formuli:

1(%) = [(A-B)-(C-D)]/(A-B) x 100 (7)

gde su: A — apsorbancija bunarica sa 0% aktivnosti enzima,
B — apsorbancija bunaric¢a sa 100% aktivnosti enzima,
C — apsorbancija bunarica koji su sadrzali enzim i ekstrakt/jedinjenje
D — apsorbancija slepe probe uzorka.
Rezultati su izrazeni kao koncentracije uzoraka koje inhibiraju 50% enzimske reakcije (ICso,
mg/mL ili pg/mL).

5.5. Ispitivanje antihiperalgezijske i antiedematozne aktivnosti odabranih MeOH i CH:Cl,
ekstrakata herbi

Antihiperalgezijska i antiedematozna aktivnost suvih MeOH ekstrakata herbi H. glabratum i H.
calophyllum 1 suvog CH2Cl, ekstrakta herbe H. scheppigianum ispitana je in vivo nakon oralne
primene, u modelu lokalizovane infamacije u pacova, izazvane intraplantarnom (i.pl.) injekcijom
karagenina. Inflamacija indukovana karageninom karakteriSe se crvenilom, edemom i bolnom
preosetljivoséu (hiperalgezijom) (Morris, 2003; Stepanovic¢-Petrovi¢ i sar., 2012; Vivancos i sar.,
2004). Supstance koje mogu da redukuju bolnu preosetljivost izazvanu inflamacijom, u poredenju
sa kontrolnom grupom, poseduju antihiperalgezijsku aktivnost u modelu inflamatornog bola
(Morris, 2003; Tomi¢ 1 sar., 2004), dok supstance koje mogu da redukuju edem izazvan
karageninom, u poredenju sa kontrolnom grupom, poseduju antiedematoznu aktivnost (Helyes 1
sar., 2004).

Eksperimentalne Zivotinje

U eksperimentu su koris¢eni muZjaci pacova Wistar soja mase 250-300 g. Zivotinje su Guvane
pod standardnim laboratorijskim uslovima, na 23 + 1 °C, pri relativnoj vlaznosti vazduha 60%, i
dan/no¢ ciklusu (12/12 h). U toku boravka smestani su u kaveze od pleksiglasa (42,5 cm % 27 cm %
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19 cm), sa ziCanom reSetkom postavljenom odozgo. Kao podloga u kavezima koriS¢ena je
sterilisana strugotina od drveta. U jednom kavezu je smeStano po 6-8 pacova. Hrana 1 voda su im
bili dostupni ad libitum. Eksperimenti su izvodeni izmedu 8 i 16 h, uvek u isto vreme, da bi se
izbegle diurnalne varijacije. Pacovi su ostavljani da se adaptiraju u komorama od pleksiglasa, 30
min pre pocetka eksperimenta. Protokol eksperimenta je odobren od strane Etickog komiteta za rad
sa eksperimentalnim Zivotinjama Univerziteta u Beogradu - Farmaceutskog fakulteta, u okviru
projekta u oblasti osnovnih istrazivanja (ON 175045), koji ima odgovaraju¢e odobrenje, koje
podrazumeva 1 etiCnost rada sa oglednim Zivotinjama. Eksperimenti su sprovedeni u skladu sa
Direktivom 2010/63/EU o zastiti zivotinja koje se koriste u naucne svrhe.

Eksperimentalne procedure

Ispitivani ekstrakti su suspendovani u meSavini Tween 80/destilovana voda, i aplikovani
zivotinjama oralnom sondom, u zapremini od 2 mL/kg (na prazan zeludac), neposredno pre
injekcije karagenina (test grupe; 50-200 mg/kg u slucaju ekstrakata H. scheppigianum 1 H.
glabratum; 200 mg/kg u slucaju ekstrakta H. calophyllum). Rastvor karagenina je pripremljen
dispergovanjem komercijalno dostupnog karagenina u fizioloSkom rastvoru (154 nM NaCl) u
koncentraciji od 1% m/V. Primenjen je supkutano (s.c.) u zadnju desnu Sapu eksperimentalnih
zivotinja (za ovaj nacin primene koriS¢en je naziv intraplantarno davanje, i.pl.), u zapremini od 0,1
mL/Sapi, u cilju indukcije lokalizovane inflamacije. Kao referentni lek (pozitivna kontrola) koris¢en
je ibuprofen (100 mg/kg). Tretman Zivotinja detaljnije je opisan u Tabeli 18. Injekcija karagenina
uzrokovala je pojavu inflamatornog somatskog bola i edema tretirane Sape Zivotinja.

5.5.1. Ispitivanje antihiperalgezijske aktivnosti

Antihiperalgezijska aktivnost odredena je koriS¢enjem elektricnog Von Frey uredaja, merenjem
mehanicke sile kojom se deluje na Sapu 1 koja izaziva reakciju Zivotinje (povlacenje Sape). Na
inflamiranu Sapu postavljan je, pod pravim uglom, vrh plasti¢nog filamenta i pritisak je postepeno
povecavan, sve do povlacenja Sape. Sila potrebna da izazove reakciju zivotinje potom je belezena
na digitalnom ekranu.

Tabela 18. Tretman Zivotinja

Grupe Tretman

Kontrolna grupa  Vehikulum (p.o.) + 1% rastvor karagenina (100 pL, s.c., i.pl.)

I’;‘:ezsgt grupa | SCH (200 mg/kg, p.o.) + rastvor karagenina (1%, 100 puL, s.c., i.pl.)
I"}:egt grupa I1 SCH (100 mg/kg, p.o.) + 1% rastvor karagenina (100 pL, s.c., i.pl.)
I"i“:ezsgt grupa III SCH (50 mg/kg, p.o.) + 1% rastvor karagenina (100 pL, s.c., i.pl.)
I’;‘:egt grupa IV GLA (200 mg/kg, p.o.) + 1% rastvor karagenina (100 pL, s.c., i.pl.)
I’;‘:egt grupa V GLA (100 mg/kg, p.o.) + 1% rastvor karagenina (100 pL, s.c., i.pl.)
I’;‘:egt grupa VI GLA (50 mg/kg, p.o.) + 1% rastvor karagenina (100 uL, s.c., i.pl.)
r";‘:egt grupa VII CAL (200 mg/kg, p.o.) + 1% rastvor karagenina (100 pL, s.c., i.pl.)
rIl:)gitivna kontrola ibuprofen (100 mg/kg, p.o.) + 1% rastvor karagenina (100 uL, s.c., i.pl.)
n=6

%Veli¢ina grupe
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Merenja ishoda

Razvoj hiperalgezije 1 antihiperalgezijski efekat ispitivanih ekstrakata procenjeni su merenjem
praga povlacenja Sape pacova (engl. paw withdrawal threshold - PWT). PWT je meren pre
indukcije inflamacije (bazalne vrednosti PWT), kao i u sedam vremenskih tacaka u toku 300 min,
nakon injektovanja karagenina (Vivancos i sar., 2004). Rezulati su izraZeni kao razlika (dP) izmedu
bazalnih vrednosti PWT i PWT posle tretmana (Stepanovi¢-Petrovi¢ i sar., 2012; Vivancos 1 sar.,
2004):

dP = bazalni PWT pre tretmana (g) — PWT posle tretmana (g) (8)

Bazalni PWT predstavlja srednju vrednost Cetiri merenja. PWT posle tretmana (karagenin +
vehikulum/karagenin + rastvor ekstrakta ili referentne supstance) meren je u sedam vremenskih
taCaka (srednja vrednost Cetiri merenja za svaku vremensku tacku), tokom 300 min od primene
tretmana. Za procenu antihiperalgezijske aktivnosti, dP vrednosti su prevedene u procenat
antihiperalgezijske aktivnosti (%AH) prema formuli:

srednja vrednost dP kontrolne grupe — dP pojedinacne Zivotinje u test grupi 9)

%AH = x 100
° srednja vrednost dP kontrolne grupe

Ako je dP pojedinacne zivotinje u test grupi bila veca od srednje dP kontrolne grupe, uzeto je da
%AH iznosi 0, tj. da se antihiperalgezijsko dejstvo nije ispoljilo. Vrednosti %AH racunate su za
svaku dP vrednost. EDso (doza koja ispoljava 50% antihiperalgezijske aktivnosti) sa intervalom
pouzdanosti od 95% racCunata je primenom linearne regresione analize odnosa log doze 1
antihiperalgezijskog efekta.

Statisticke metode

Pri statistickoj analizi koriS¢eni su kompjuterski programi SigmaPlot 11 i SPSS 20.0 za
Windows. Rezultati odredivanja izraZeni su kao srednja vrednost (aritmeticka sredina) = standardna
greska (SEM). Razlike izmedu odgovarajucih srednjih vrednosti u eksperimentima procenjene su
korisS¢enjem dvofaktorske analize varijanse (ANOVA) za ponovljena merenja i Tukey HSD testa za
post hoc poredenje (vrsta tretmana bila je nezavisni faktor, a vreme proteklo od primene tretmana je
bilo zavisni faktor). Vrednost P < 0,05 smatrana je statisticki znacajnom.

5.5.2. Ispitivanje antiedematozne aktivnosti

Antiedematozna aktivnost ispitivanih ekstrakata odredivana je merenjem zapremine Sape
pletizmometrom (Stepanovi¢-Petrovi¢ i sar., 2012).

Merenja ishoda

Zapremina Sape merena je pre indukcije inflamacije (bazalne vrednosti) 1 u sedam vremenskih
ta¢aka u toku 300 min, nakon injektovanja karagenina. Sapa pacova je uranjana u te¢no$¢u (vodeni
rastvor elektrolita 1 sredstva za kvaSenje) ispunjen cilindar 1 zapremina istisnute tecnosti (jednaka
zapremini Sape) je direktno ocitavana na digitalnom displeju. Rezultati su izraZzeni kao razlika (dV)
izmedu bazalnih vrednosti volumena Sape i1 volumena posle tretmana, dok su za procenu
antiedematozne aktivnosti, dV (mL) vrednosti prevedene u procenat antiedematozne aktivnosti
(%AE) (Stepanovi¢-Petrovi¢ i sar., 2012), prema formulama:

dV = zapremina Sape nakon indukcije inflamacije (mL) — bazalna zapremina Sape (mL)  (10)

srednja vrednost dV kontrolne grupe — dV pojedinacne Zivotinje u test grupi «

%AE = 100 (11)

srednja vrednost dV kontrolne grupe
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Ako je dV vrednost zivotinje u test grupi bila ve¢a od srednje dV vrednosti kontrolne grupe,
uzeto je da %AE iznosi 0, tj. da se antiedematozno dejstvo nije ispoljilo. Vrednosti %AE racunate
su za svaku dP vrednost. Statisticka obrada rezultata izvedena je kao i1 u slucaju ispitivanja
antihiperalgezijske aktivnosti.

5.6. Ispitivanje uticaja odabranih MeOH i CH:Cl, ekstrakata herbi na motornu spretnost
eksperimentalnih Zivotinja

U rotarod testu sprovedenom u cilju procene uticaja analiziranih ekstrakata na motornu spretnost
pacova 1 validacije testa bola, koriS¢en je rotarod aparat sa konstantnom brzinom obrtanja 15 rpm (engl.
rounds per minute) (Stepanovi¢-Petrovié i sar., 2008; 2014). Zivotinjama test grupa primenjena je
oralno najveca doza (200 mg/kg) MeOH ekstrakta H. glabratum 1 CH,Cl, ekstrakta H. scheppigianum,
za koju su ispitivane antihiperalgezijska 1 antiedematozna aktivnost, dok je u kontrolnoj grupi bila
primenjena ista zapremina vehikuluma. U eksperimentu su koris¢eni muzjaci pacova Wistar soja. Do
izvodenja eksperimenta Zivotinje su uvane u uslovima opisanim u odeljku 5.5. Zivotinje su pre
eksperimenta trenirane dva uzastopna dana da odrzavaju ravnotezu na rotiraju¢em cilindru aparature.
Tre¢eg dana, samo one Zivotinje koje su uspele da se zadrZe na rotiraju¢em cilindru 180 s tokom dva
uzastopna perioda hodanja, koris¢ene su u daljem eksperimentu.

Merenje ishoda

Duzina zadrZavanja na rotirajuéem cilindru nakon tretmana merena je u sedam vremenskih
tataka, Sto odgovara vremenskim tackama kada su mereni antihiperalgezijski i antiedematozni
efekat ekstrakata u modelu inflamacije Sape pacova izazvane karageninom. Maksimalno vreme
zadrzavanja zivotinje na rotarodu (engl. cut off) je postavljeno da bude 180 s. Dakle, Zivotinja koja 1
nakon dobijanja tretmana moze da se zadrzi na rotirajuéem vretenu 180 s (kao Sto je mogla pre
tretmana), nema narusenu motornu sposobnost i sklanja se sa aparata. Statisticka obrada rezultata
izvedena je na isti na¢in kao u slucaju ispitivanja antihiperalgezijske i antiedematozne aktivnosti.

5.7. Ispitivanje akutne toksi¢nosti odabranih MeOH i CH,Cl, ekstrakata herbi

Akutna toksi¢nost suvog MeOH ekstrakta H. glabratum i suvog CH.Cl, ekstrakta H.
scheppigianum ispitana je na miSevima, nakon jednokratne primene velike doze (2000 mg/kg, p.o.)
ekstrakata. U eksperimentu su kori§¢eni muzjaci miSeva Swiss Webster soja, mase 20-30 g. Do
izvodenja eksperimenta zivotinje su ¢uvane u uslovima opisanim u odeljku 5.5. Misevima su, nakon
primene ekstrakata, praceni polozaj tela 1 repa, nakostreSenost dlake, sekrecija iz nosa 1 oka,
unosenje hrane i vode, ponasanje i mortalitet. Posmatranje je vrSeno kontinuirano tokom prvih 30
min, periodi¢no prvih 24 h nakon tretmana, a zatim ujutru i uvece narednih 14 dana. U toku trajanja
eksperimenta hrana i voda su zivotinjama bili dostupni ad libitum.
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REZULTATI I DISKUSIJA

1. Hemijska analiza
1.1. Ispitivanje seskviterpenskih laktona

1.1.1. Strukturna karakterizacija seskviterpenskih laktona izolovanih iz MeOH ekstrakta cvasti
Hieracium calophyllum

Iz liofilizovane vodene frakcije suvog MeOH ekstrakta cvasti H. calophyllum, primenom
semipreparativne tecne hromatografije sa masenom spektrometrijom (LC-MS), prikupljanjem
frakcija u vremenskim intervalima definisanim na osnovu retencionih vremena (Rt) komponenti,
izolovana su cCetiri seskviterpenska laktona (1-4): jedinjenje 1 (frakcija HF4; Rt=14,32 min),
jedinjenje 2 (HF6; Rt=15,55 min), jedinjenje 3 (HF7; Rt=16,72 min) i jedinjenje 4 (HF9; Rt=31,25
min) (odeljak 4.1.1 u poglavlju Materijal i metode).

Njihova struktura je utvrdena primenom NMR spektroskopije, masene spektrometrije i
refraktometrije. 1D 1 2D NMR spektri jedinjenja 4 su snimani u MeOH-ds i DMSO-ds, a jedinjenja
1-3 u D20. 1D i 2D NMR spektri jedinjenja 1-4 dati su u Prilogu 2 (Slike P2.1-2.22).

Kao rezultat, identifikovana su tri nova, tj. do sada neopisana jedinjenja koja predstavljaju
konjugate seskviterpenskih laktona i prolina, i to jedan glukozid eudezmanolida (1) osnovne
strukture koja odgovara tuberiferinu i dva gvajanolida osnovne strukture dehidrokostus laktona (2 i
njegov glukozid 3). Takode je identifikovan i jedan poznati glukozid gvajanolida, derivat
dehidrokostus laktona, krepizid E (4), 1 to po prvi put u vrstama roda Hieracium.

1.1.1.1. Jedinjenje 1

Jedinjenje 1 je izolovano u obliku belih amorfnih kristala (1 mg), [a]p+106 (c=0,5 mol/L, voda).
Molekulska formula jedinjenja 1, Cx¢H37NO11 odredena je na osnovu m/z vrednosti 540,2456
protonovanog molekula [M+H]" (izracunato kao 540,2439 za [M+H]" C26H33sNO11), analizom HR-
MS (ESTI") spektra snimljenog u pozitivnom modu (ESI/Q-TOF). U Q-TOF-MS/MS spektru (Slika
26) zabelezeni su: fragmentni jon na m/z 494,2445, koji nastaje otpuStanjem fragmenta mase 46 Da
iz protonovanog molekula $to odgovara ekvivalentu mravlje kiseline (ovo je karakteristicno za
molekule sa laktonskom funkcionalnom grupom), kao i fragmentni joni manjih masa i to na m/z
128,0718 i 100,0759, kojima odgovaraju formule CsH1oNO2, odnosno CsHioNO, $to ukazuje na
prisustvo N-metilprolinske strukture u molekulu jedinjenja 1.

Interpretacija NMR spektara jedinjenja 1

Broj signala uogenih u 'H i '*C NMR spektrima (Tabela 19, Slika 27 i Slika P2.1 u Prilogu 2)
ukazuje na prisustvo 29 protona i 26 ugljenikovih atoma u strukturi jedinjenja 1, §to je u saglasnosti
sa prethodno ustanovljenom molekulskom formulom jedinjenja. Analizom 'H, *C-NMR i HSQC
spektara (Slika 28) uoceni su signali koji ukazuju na prisustvo odredenih funkcionalnih grupa i/ili
delova molekula wu strukturi jedinjenja 1, karakteristicnih za seskviterpenske laktone
eudezmanolidne strukture i to:

1) tercijarne metil grupe (H-14, C-14) koju karakteriSe protonski singlet na 0,87 ppm skalarno
spregnut sa ugljenikom na hemijskom pomeranju od 20,86 ppm;

2) sp’® metilenske grupe (H-9a/8, C-9) od koje poti¢u protonski signali viseg reda, triplet i dublet
dubleta na 1,41 1 2,01 ppm koji su spregnuti sa ugljenikom C-9 [dc 45,05];

3) sp’ egzociklitne metilenske grupe (H-15a, H-15b, C-15) koju karakteriSsu dva protonska
singleta na 4,95 i 5,48 ppm spregnuta sa ugljenikom C-15 [dc 107,85];
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4) dvostruke veze (H-1, C-1; H-2, C-2) od koje poticu protonski signali viSeg reda, dubleti dubleta
na 5,59 1 5,71 ppm spregnuti sa ugljenicima na hemijskim pomeranjima od 125,61, odnosno
140,41 ppm;

5) cetiri kvaternarna ugljenikova atoma [dc 39,41 (C-10); 141,26 (C-4); 173,88 (C-12); 177,32 (C-
1M)].
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Slika 26. Q-TOF-MS/MS (ESI") spektar jedinjenja 1.

Analiza specificnih HMBC korelacija (signala skalarno spregnutih protona i ugljenika kroz dve ili
vise veza) i to: H-3 [on 4,89]/C-1 [dc 140,41], H-14 [ou 0,87]/C-7 [dc 55,82], H-14/C-5 [dc 50,39] i
H-14/C-9 [oc 45,05] (Tabela 19) je takode ukazala na eudezmanolidnu strukturu jedinjenja 1. Da
jedinjenje 1 ima tuberiferinski skelet zaklju¢eno je na osnovu poredenja njegovih 'H i 3C NMR
spektralnih podataka sa literaturnim podacima za irazunolid i 34-D-glukopiranozil-oksi-eudezma-
1,4(15),11(13)-trien-12,6-olid (Hasbun 1 sar., 1982; Grass i sar., 2004). Irazunolid je izolovan iz
CH:Cl; ekstrakta nadzemnih delova H. irasuense Benth. ex Oerst., vrste koju su autori analizirali
pod nazivom H. irazuensis L. (Hasbun 1 sar., 1982). Bitno je ista¢i da je prema ranijoj klasifikaciji
ova vrsta pripadala podrodu H. subgen. Chionoracium Schultz-Bip. [= H. subgen. Stenotheca
(Monnier) Fr.] (Beaman, 1990; Zahn, 1921-1923), dok bi prema novijoj klasifikaciji ova vrsta
trebalo da pripada nezavisnom rodu Stenotheca Monnier (Krak i Mrédz, 2008; Sennikov i
Illarionova, 2002), ali do sada niko od taksonoma jo$ nije publikovao novu kombinaciju za ovu
centralnoamericku  vrstu. 3p-D-Glukopiranozil-oksi-eudezma-1,4(15),11(13)-trien-12,6-olid  je
izolovan iz CH>Cl, ekstrakta podzemnih organa vrste Schlagintweitia intybacea (All.) Griseb.
(Grass i sar., 2004), koju su autori analizirali pod nazivom H. intybaceum All. Prema aktuelnoj
klasifikaciji ova vrsta pripada rodu Schlagintweitia koji sa rodovima Stenotheca 1 Hieracium deli
isti podtribus Heraciinae (Gottschlich i sar., 2017; Greuter 1 Raab-Straube, 2008).

Osnovni eudezmanolidni skelet jedinjenja 1 supstituisan je u polozajima C-3 i C-8 uvodenjem po
jedne sekundarne OH grupe. Polozaj OH grupa utvrden je poredenjem hemijskih pomeranja protona
H-3 i ugljenikovog atoma C-3 [du 4,89; oc 78,05] sa odgovaraju¢im spektralnim podacima istih atoma
[0n 4,87; oc 78,4] u strukturi 35-D-glukopiranozil-oksi-eudezma-1,4(15),11(13)-trien-12,6-olida, kao
1 na osnovu paramagnetnog efekta, tj. promene hemijskih pomeranja signala H-8 1 C-8 prema nizem
magnetnom polju za Ay= —2 ppm (kod 1 [du 4,10; dc 66,54], a kod gore navedenog prethodno
izolovanog irazunolida [du 2,10; dc 22,0]). Do navedene promene dolazi usled prisustva alkoholne
grupe u polozaju C-8 (tj. grupe sa negativnim induktivnim efektom), umesto sp’ metilenske grupe
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prisutne u molekulu 3p-D-glukopiranozil-oksi-eudezma-1,4(15),11(13)-trien-12,6-olida (Grass i
sar., 2004). Signali protona H-3 1 H-8 jedinjenja 1 prikazani su na Slici 27.

Uoceno je i prisustvo karakteristicnih signala molekula glukoze (H-1', C-1'; H-2', C-2'; H-3', C-
3'; H-4', C-4'; H-5', C-5'; H-6'a/f, C-6") na hemijskim pomeranjima u opsegu ou 3,29-4,58 1 oc
60,72-103,25 u 1D i 2D NMR spektrima jedinjenja 1 (Tabela 19 i Slika 27). Polozaj glikozilacije
molekula (C-3) odreden je na osnovu HMBC korelacija (Tabela 19, Slika P2.3 u Prilogu 2)
anomernog protona glukoze [du 4,58] na C-1" [oc 103,25] i C-3 [dc 78,05] seskviterpenskog dela
molekula. Hemijska pomeranja atoma H-3, C-3, H-1"1 C-1'" odgovarala su literaturnim podacima za
eudezmanolidni glukozid (Grass 1 sar., 2004). p-Konfiguracija glikozidne veze odredena je
dekuplovanjem 1 odredivanjem konstante sprezanja anomernog protona (7,9 Hz), §to je bilo u
saglasnosti sa vrednostima odredenim za 8-epi-dezacilcinaropikrin-3-O-f-D-glukozid (integrifolin
3-0-f-D-glukozid), glukozid gvajanolida, koji je izolovan iz EtOH ekstrakta podzemnih organa
Crepis pyrenaica (L.) W. Greuter, Asteraceae (Kisiel i Barszcz, 1995).

Tabela 19. 'H (400 MHz), '*C (101 MHz), DEPT, HMBC, COSY i NOESY spektralni podaci
jedinjenja 1 snimani u D>O

Polozaj on(JizrazenauHz) dc HMBC COSY NOESY
Aglikon
1 5,71 (dd, 9,8; 2,0) 140,41 3,14 2 2
2 5,59 (dd, 9,6:2,5) 125,61 3 1
3 4,89 (s) 78,05 1,5,15a, 1 15a, 15b 1,51
4 - 141,26 5
5 2,57 (d, 11,1) 50,39 14,15 6, 15a 3, 9a
6 4,52 (t, 11,0) 77,52 5 7 8,11, 14, 15a
7 2,16 (q, 11,5) 42,34 1,138, 14
8 4,10 (dd, 12,1;4,4) 66,54 9 9 6, 14
9 1,41 (t, 11,7) 4505 14 8 5,8,96, 11
98 2,01 (dd, 12,6;4,5) 9a, 14
10 - 39,41 1,2,5,96
1 3,26 (d, 9,3) 55,82 134 5,9
12 - 173,88 13a
13a 3,47 (t, 10,1) 5503 5" 135 134
138 3,68(t8,9) ’ 130 130
14 0,87 (s) 20,86 5 9a, 1,6,8
152 4,95(s) 35 5 6, 15b
15b  548(s) 107,85 15a, 1’
Glukoza
1’ 4,58 (d, 7,9) 103,25 2 2! 3, 15b, 3", 5’
2 3,29 (t, 7,9) 73,57 I
3’ 3,43 (d, 1,8) 75,98 2! 1,5
4 3,35 (d, 1,8) 69,63 2.3,68
5 3,37 (d, 1,9) 75,90 3,68 6’0 1,3
6'a 3,64 (dd, 12,6; 2,20) 5
68  385(dd 124:19) °072
Prolin
1" - 177,32
2" 4,05 (d, 9,5) 70,48 13a 3"b, 4"
3" 2,16 (m) 378 3"
3"b 2,43 (m) 29,08 3"a 2" 3"a
47a 1,91 (m) 2355 478 4
4"b 2,14 (m) ’ 4"q 2" 4", 5"b
5" 3,82 (d, 6,0) 574
5 3.23(d.5.8) 33,03 570
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Slika 27. 'H (400 MHz) NMR spektar jedinjenja 1 snimljen u D>O, sa uve¢anim kakarakteristi¢nim signalima.
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Slika 28. Karakteristi¢ne korelacije u HSQC spektru jedinjenja 1.
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Signali koji odgovaraju protonima i ugljenikovim atomima egzociklicne metilenske grupe, koji
poticu iz a-metilen-y-laktonske strukture, a koji su karakteristicni za prethodno pomenute
eudezmanolide (Grass i sar., 2004; Hasbun i sar., 1982), nisu uoceni u odgovaraju¢im spektrima
jedinjenja 1. Nasuprot tome uoceni su karakteristi¢ni signali sa hemijskim pomeranjima u opsegu
on 1,91-4,05 1 oc 23,55-177,32 (Tabela 19 i Slika 27), koji odgovaraju protonima i ugljenicima
prolina (C-1"; H-2", C-2"; H-3"a/b, C-3"; H-4"a/b, C-4"; H-5"a/b, C-5"), §to je ukazalo na to da je
prolin reakcijom Michael-ove adicije (azot kao donor elektrona) adiran na egzocikli¢nu metilensku
grupu polozaja C-11 a-metilen-y-laktona. Ovi podaci su u saglasnosti sa literaturnim navodima za
sli¢na jedinjenja, konjugate seskviterpenskih laktona i aminokiselina, sausureamine i pulhelamine,
izolovane iz viSe vrsta roda Saussurea DC., Asteraceae (Matsuda 1 sar., 2003; Yang i sar., 2008).
Prisustvo prolina je potvrdeno na osnovu karakteristicnih HMBC korelacija (engl. crosspeaks)
(Tabela 19, Slika P.2.3 u Prilogu 2) protona H-11 [onu 3,26] 1 sekundarnog C-13 [dc 55,03], zatim
H-134 [0u 3,68] 1 tercijarnog C-7 [dc 55,82], kao 1 H-13a [on 3,47] i tercijarnog C-2"" atoma [dc
70,48] u prolinskom ostatku. Navedene korelacije ukazivale su na 11,13-dihidroeudezma-1-en-
12,6-olidnu strukturu aglikona jedinjenja 1.

Relativna stereohemija jedinjenja 1

Relativna stereohemija jedinjenja 1 utvrdena je eksperimentima dekuplovanja i odredivanjem
vrednosti konstante sprezanja protona H-5, H-6, H-7, H-8, H-9a/f 1 H-11, kao i analizom njegovog
NOESY spektra. Za razliku od male konstante vicinalnog sprezanja protona (2 Hz) u strukturama sa
cis-konfiguracijom vodonikovih atoma H-7 i H-8, npr. kod 8-f-hidroksi-dehidrozaluzanina C
izolovanog iz ekstrakta (dietiletar:petroletar 1:3, V/V) korena Andryala pinnatifida Ait., Asteraceae
(Bohlmann i Gupta, 1982), za jedinjenje 1 utvrdene su relativno visoke vrednosti konstanti Js.¢, Js.7,
J7-8, Jog, J7-11 (9,3-12,6 Hz), §to je ukazalo na veliko transdiaksialno sprezanje, odnosno na H-5 («),
H-6 (#), H-7 (a), H-8 (f) konfiguraciju. Ovo je potvrdeno poredenjem sa vrednostima konstanti
sprezanja odgovarajucih protona (11,0-12,6 Hz) gutenbergina, eudezmanolida izolovanog iz CHCI;
ekstrakta listova Gutenbergia cordifolia Benth. ex Oliv., Asteraceaec (Fujimoto i sar., 1987).
Transdiaksijalna konfiguracija H-5 do H-8 je dodatno potvrdena na osnovu NOESY spektra (Slika
P2.6 u Prilogu 2; Slika 29) analizom korelacija izmedu H-5 [du 2,57] i H-9a [on 1,41], H-6 [dn
4,52] 1 H-11, kao 1 H-6 1 H-8. NOESY korelacije H-8f 1 H-6f sa protonima metil grupe (14-Hs)
vezane u polozaju C-10, kao i njihove medusobne korelacije, ukazuju na f-orijentaciju CHs grupe,
odnosno a-orijentaciju OH grupe u polozaju C-8. a-Orijentacija protona H-3 utvrdena je na osnovu
korelacije ovog i protona H-5 u navedenom 2D spektru.

Slika 29. Odabrane HMBC (A, —) 1 NOESY (B, <) korelacije jedinjenja 1.
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Na osnovu navedenih podataka dobijenih analizom NMR 1 MS spektara, zakljuceno je da je
jedinjenje 1 3p-(f-glukopiranozil)-oksi-8a-hidroksi-13a-(N-prolil)-eudezma-1,4(15)-dien-
50,66, 70,115H-12,6-0lid. Ovo jedinjenje je prvi put izolovano i identifikovano u okviru ove
doktorske disertacije 1 nazvano kalofilamin B po vrsti H. calophyllum. Na Slici 30 prikazane su 2D 1
predlozena 3D struktura ovog jedinjenja.

Slika 30. Struktura kalofilamina B (1), 2D (A) i 3D prikaz (B).

1.1.1.2. Jedinjenje 2

Jedinjenje 2 izolovano je u obliku belih ¢vrstih kristala (1,5 mg). Molekulska formula
C20H27NOs odredena je na osnovu m/z vrednosti 378,1916 protonovanog molekula [M+H]"
(izracunato kao 378,1911 za [M+H]" C2H28NOs), analizom HR-MS (ESI*) spektra (Slika 31).
Analizom Q-TOF-MS/MS spektralnih podataka uoceni su signali fragmentnog jona na m/z
332,1865 [M+H-HCOOH]*, kao i istih fragmentnih jona detektovanih u masenom spektru
kalofilamina B (1) na m/z 128,0898 1 100,0950, koji odgovaraju N-metilprolinskoj strukturi.
Analizom masenog spektra jedinjenja 2 takode je uocena i jedna znacajna razlika u odnosu na
spektar jedinjenja 1, a to je odsustvo glikozidne komponente (razlika u m/z vrednosti protonovanih
molekula jedinjenja 11 2 iznosi 162 Da).

Kao $§to je navedeno u odeljku 4.1.1 dela Materijal 1 metode, jedinjenje 2 se tokom izvodenja
NMR eksperimenata postepeno raspadalo. Snimani su 1D i 2D NMR spektri smeSe jedinjenja 2 i
njegovog degradacionog proizvoda 2a, kao i spektri izolovanog degradacionog proizvoda 2a Sto je
olakSalo utvrdivanje strukture jedinjenja 2.

Interpretacija NMR spektara jedinjenja 2

U 'Hi 2D NMR (HSQC i HMBC) spektrima smese 2 i 2a (Tabela 203, Slike P2.7-10 u Prilogu
2)i'Hi2D NMR (HSQC i HMBC) spektrima degradacionog proizvoda 2a (Tabela 21) uoceni su
karakteristi¢ni signali slede¢ih funkcionalnih grupa i/ili delova molekula:

1) dve sp’ metilenske grupe (H-2a/8, C-2; H-9a/8, C-9) od kojih poti¢u protonski signali viseg
reda (triplet dubleta i dublet dubleta) na 1,71-1,76; 2,22-2,35 i 2,33-2,79 ppm spregnuti sa

36 U Tabeli 20 su dati samo signali koji poti¢u od jedinjenja 2.
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ugljenikovim atomima na hemijskim pomeranjima Jc 36,98 (C-2 u jedinjenju 2), 37,6 (C-2 u
jedinjenju 2a), 40,2 (C-9 u jedinjenju 2a) 1 42,87 (C-9 u jedinjenju 2);

2) dve sp? egzocikli¢ne metilenske grupe (H-14a/b, C-14; H-15a/b, C-15) koje karakteriSu singlet
na on 5,10 spegnut sa ugljenikom C-14 [oc 115,34] 1 dva protonska singleta na ou 5,30 1 5,34
spregnuta sa ugljenikom C-15 [dc 110,59] u strukturi jedinjenja 2; po dva protonska singleta na
ou 5,04 1 5,16 spregnuta sa ugljenikom C-14 [oc 116,8], odnosno na du 5,34 1 5,45 spregnuta sa
ugljenikom C-15 [dc 112,4] u strukturi jedinjenja 2a;

3) cetiri kvaternarna ugljenikova atoma [dc 143,08 (C-10); 152,39 (C-4); 174,59 (C-1"); 177,75
(C-12); jedinjenje 2];

4) dve sekundarne alkoholne grupe (H-3, C-3; H-8, C-8) koje se karakteriSu protonskim tripletom
na 4,63 ppm koji je spregnut sa ugljenikovim atomom na dc 72,25 (C-3; jedinjenje 2), odnosno
protonskim tripletom na 4,64 ppm spregnutim sa ugljenikovim atomom na dc 72,6 (C-3;
jedinjenje 2a); kao i protonskim signalima viseg reda na 4,09 (jedinjenje 2), odnosno 4,06 ppm
(jedinjenje 2a) koji su spregnuti sa C-8 atomom na dc 71,2 (2), odnosno dc 70,93 (2a).

100+ 378.1892 482

3321876

10,005 380.1519
100.0950 15 808 3

333.6934
2

"

T | T T T T T T T - T T T T T T T T T T T T T T T  m/z
0 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700

Slika 31. Q-TOF-MS/MS (ESI") spektar jedinjenja 2.

Utvrdeno je da je jedinjenje 2a gvajanolid, ¢ija struktura odgovara 3p,8a-dihidroksi-gvaja-
4(15),10(14),11(13)-trien-5a,6p,70-12,6-olidu, odnosno dezacilcinaropikrinu, koji je prethodno
izolovan iz EtOH ekstrakata nadzemnih delova Sonchus leptocephalus Cass., S. microcarpus
(Boulos) U. Reifenb. & A. Reifenb., S. arboreus DC. i S. capillaris Svent. 37 (Gonzélez i sar.,
1985), iz MeOH ekstrakta nadzemnih delova Crepis newii subsp. oliveriana (Kuntze) C. Jeffrey &
H. J. Beentje®® (Ndom i sar., 2006), i iz EtOAc frakcije MeOH ekstrakta cele biljke Himalaiella
deltoidea (Wall. ex DC.) Raab-Straube’® (Xu i sar., 2012). 'H i 3C NMR podaci dobijeni za
dezacilcinaropikrin u okviru ove doktorske disertacije bili su u saglasnosti sa literaturnim podacima
(Choi i sar., 2005).

Korelacije u HMBC spektru (Tabela 20, Slika P2.7 u Prilogu 2) izmedu H-15a/b [Ju 5,30; 5,34]
1 C-3 [dc 72,25], H-14a/b [0n 5,10; br s] 1 C-9 [dc 42,87], 1 H-9a/p [on 2,33; 2,79] 1 C-8 [dc 70,93],
omogucile su da se potvrdi slicnost u gvajanolidnoj strukturi jedinjenja 2 i njegovog degradacionog
produkta 2a, kao i polozaj sekundarnih alkoholnih grupa (C-3 i C-8) u strukturi oba jedinjenja.

37 Autori su za ove vrste koristili sinonime Taeckholmia pinnuta (L. fil) Boulos, T. microcarpa Boulos, T. arborea
(DC.) Boulos, odnosno T. capillaris (Svent.) Boulos (Greuter, 2006+).

38 Autori su za ovu vrstu korsitili sinonim Crepis cameroonica Babc. (Hassier, 2019).

3 Autori su za ovu vrstu koristili sininim Saussurea deltoidea (DC.) Schulz-Bip. (Hassier, 2019).
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Dodatno, na osnovu jasno vidljive korelacije H-6 [on 4,37] 1 C-12 [oc 177,75] u istom spektru
potvrdeno je prisustvo 6,12-laktonskih veza.

U NMR spektrima smeSe jedinjenja 2 1 2a, pored signala koji ukazuju na sli¢nosti u strukturi ova
dva jedinjenja, uoceni su 1 signali koji odgovaraju samo odredenim delovima molekula jedinjenja 2,
i to signali prolina (Tabela 20), sp® metinskog protona [du 3,34] na C-11 [6¢43,03] i sp’ metilenske
grupe [ou 3,72 (H-13a), 3,58 (H-13p), oc 55,20 (C-13)], kao 1 signali koji odgovaraju samo
odredenim delovima molekula jedinjenja 2a, i to signali sp’ egzometilenske grupe iz a-metilen-y-

laktona [on 6,16, 6,25; oc 123,7].

Tabela 20. 'H (500 MHz), *C (HSQC), HMBC, ROESY i COSY podaci jedinjenja 2 u D20

Polozaj oJu (JizrazenauHz) dc¢ HMBC ROESY COSY
Aglikon

1 3,04 (d, 4,0) 4395  2a,28,5,98 24,28

2a 1,71 (m) 1,3

28 2,35 (m) 36,98 6,98 3

3 4,63 (t, 8,2) 7225 20, 15a,15b 28,5 fg‘;zﬂ’

4 - 152,39*  24,3,5, 15b

5 3,01 (d, 11,6) 4926 1,2 7,90, 15b 6,8

6 437 (¢, 9,6) 80,14  1,5,7 26,8,96,11 7

7 2,49 (d, 9,5) 52,65 94,9813 13a 8

8 4,09 (m) 7093 6,904,958 6,94, 11,13a5,7

9 2,33 (dd, 14.6; 7,6) 8

98 279 (dd, 13.1:48) 287 Maldb g0 8

10 - 143,08 1,28,5,98

1 3,34 (t,7,7) 43,03 138 7, 13b

12 - 177,75 6,11

13a 3,72 (4, 7,7) 1

13b 3.58(q.6.7) 5520 7,11 1

14a 5,10 (brs)

14b 510 (brs) 115,34 9a

15a 5,30 (s) 5

15b 5,34 (s) 110,59 3

Prolin

1 - 17459 2"

2" 4,15 70,15

3"a 2,26 (q, 8,0) ,

3 2,45 (d, 9,9) 2850 2

4 2,01 (m) , 373 5"a

4"b 2,22 (m) 2331 3a 5"b

5"a 3,32 (m) 13 4"

5 3.93 (m) 35,01

aUstanovljeno iz HMBC spektra.

Relativna stereohemija jedinjenja 2

Analizom ROESY spektra smese jedinjenja 2 i 2a utvrdeno je da ova dva jedinjenja imaju istu
relativnu stereohemetriju. Korelacioni pikovi, uoceni u ROESY spektru jedinjenja 2, izmedu H-5 [dn
3,011 i H-9a, H-5 i H-7 [on 2,49], H-6 [on 4,37] 1 H-11, H-6 i H-8 [dn 4,09], i H-8 i H-9f ukazali su
na H-5(a), H-6(5), H-7(a), H-8(f) konfiguraciju, na osnovu cega je utvrdena a-orijentacija OH grupe
u poziciji C-8, kao 1 u slucaju jedinjenja 1. Na osnovu korelacija H-5 1 H-3 u ovom spektru utvrdena
je 1 a-orijentacija H-3 protona (Tabela 20, Slika 32).

Protonski i ugljeni¢ni spektralni podaci jedinjenja 2 su slicni odgovaraju¢im literaturnim
podacima za strukturno bliska jedinjenja, pulhelamine A-G, aminokiselinske konjugate gvajanolida
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izolovane iz n-BuOH frakcije MeOH ekstrakta herbe Saussurea pulchella (Fisch.) Fisch. ex Colla
(Yang 1 sar., 2008). U slucaju pulhelamina A, B 1 D-G razlika se ogleda u tome S$to su signali koji
poticu od ostataka L-asparaginske kiseline, 4-aminobutanske kiseline, fenilalanina, valina,
triptofana 1 izoleucina, redom (sve aminikiseline su L-konfiguracije), kod jedinjenja 2 zamenjeni
signalima prolina koji je vezan za sp’ metilenski ugljenik C-13. U molekulu pulhelamina C
(konjugat  8a-O-(2',3'-dihidroksi-3'-metilbutiril)-dezacilcinaropikrina 1 L-prolina), elektroni
kiseonika iz supstituisane sekundarne OH grupe su rezonantno stabilizovani karbonilnom grupom
(aciloksi grupa u pulhelaminu C u polozaju C-8), ¢ime je smanjena lokalna dijamagnetna zaStita
protona H-8. U strukturi jedinjenja 2, usled prisustva deacilovane OH grupe, gubi se rezonantna
stabilnost elektrona kiseonika te na proton i ugljenik deluje ja¢e magnetno polje, §to biva praceno
dijamagnetnim efektom. Sve je to uslovilo da se u odgovaraju¢im spektrima jedinjenja 2 signali H-8
1 C-8 uocavaju na nizim hemijskim pomeranjima (Ag= —1,25 ppm; Ac= —7,1 ppm) u odnosu na
spektre pulhelamina C.

Tabela 21. 'H (500 MHz), *C (HSQC) i HMBC podaci jedinjenja 2a u DO

Polozaj  ou (J izrazena u Hz) oc HMBC
1 3,06 (m) 447 9, 14a, 14b
2a 1,76 (td, 11,9; 9,2) 116 1

28 2,22 (td, 13.,5; 7,0) :

3 4,64 (t,6,2) 72,6

4 _ 151,6° 28

5 2,99 (q, 9,9) 50,1 28, 15a
6 436 (t,9,8) 796 8

7 3,00 (t, 9,8) 493 6, 13a,13b
8 4,06 (dd, 7,6; 4,7) 71,2

9a 2,33 (dd, 14,6; 3,8)

94 2,72 (dd, 13,6; 4,9) 402 l4a, 14b
10 _ 141,6° 98

11 ; 140,7% 7

12 - 173,0°  13a, 13b
13a 6,16 (d, 3,0)

13b 6,25 (d. 3.4) 1237

14a 5,04 (s) 116,8

14b 5,16 (s)

15a 5,34 (s)

15b 5,45 (s) 1124

2Ustanovljeno iz HMBC spektra.

Slika 32. Odabrane HMBC (A, —) i ROESY (B, <) korelacije jedinjenja 2.
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Utvrdeno je da jedinjenje 2 predstavlja 34,8a-dihidroksi-13a-(N-prolil)-gvaja-4(15),10(14)-dien-
S5a,6p,70,115H-12,6-0lid. Jedinjenje 2 je, kao 1 jedinjenje 1, novo za nauku i nazvano je kalofilamin
A po biljnoj vrsti iz koje je izolovano. Na Slici 33 prikazane su 2D i predloZena 3D struktura ovog
jedinjenja.

A

B

HO alllOH

nlllH

Slika 33. Struktura kalofilamina A (2), 2D (A) i 3D prikaz (B).
1.1.1.3. Jedinjenje 3

Jedinjenje 3 izolovano je kao beli kristalni prah (3 mg), [a]p = -3,6 (c=1,2 mol/L; voda). HR-MS
analizom odredena je molekulska formula jedinjenja 3, CysH37NOi1 na osnovu m/z vrednosti
540,2456 protonovanog molekula [M+H]" (izracunato kao 540,2439 za [M+H]" CzH3sNO1),
analizom HR-MS (ESI") spektra.

Fragmentaciona shema jedinjenja 3 slicna je jedinjenju 1, ali je zastupljenost fragmentnih jona
veéa u tandem masenom spektru jedinjenja 3. S obzirom da su spektri snimani pod istim
eksperimentalnim uslovima ova razlika moze biti od znacaja za dijagnostiku. Signal na m/z
378,1885 (Slika 34) odgovara fragmentnom jonu koji nastaje nakon gubitka dehidroglukoze
(neutralni gubitak 162 Da), dok signal na m/z 425,1288 potice od fragmentnog jona koji nastaje
gubitkom prolinskog dela molekula i u osnovi predstavlja deprotonovani molekul jedinjenja 4.

100+ 040.2448 2.90e4

541.2573

378.1914
158.0275178.9525 542.2472

14.0859 379.1971

256.9694 441.114
| | 294.9953 Fzs_ 1 28% | 5
(} ‘\‘M‘H\l\ ‘n‘l‘\h“:‘\ TR L 1\ gl

15 | 200 = 250 300 @ 350

543.2125

/z

TRT— T — . T 1)
400 450 500 | 550 | 600 | 650 | 700 | 750 800 850 900

Slika 34. Q-TOF-MS/MS (ESI") spektar jedinjenja 3.
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Interesantno je ista¢i da molekul jedinjenja 4 u jonskom izvoru gradi aduktni*” jon sa Na* umesto
protonovanog molekula i da njegova fragmentacija ukljucuje klasi¢ne gubitke ugljovodoni¢nih
ostataka, kao i gubitke molekula vode (neutralni gubitak od 18 Da), koji su zastupljeni u
fragmentaciji laktona 1 alifatinih, cikli¢nih alkohola (Pretsch 1 sar., 2000).

U istom masenom spektru jedinjenja 3, signali na m/z 128,0696 i 100,0950 odgovaraju, kao i u
slu¢aju jedinjenja 11 2, sp® metilenprolinskom (Pro(N)-CHbz-) delu molekula, pri ¢emu signal na m/z
100,0950 potice od neutralnog gubitka 28 Da, Sto odgovara formuli CH>N. Analiza masenog
spektra jedinjenja 3 ukazuje na to da je u pitanju, kao i1 u slucaju jedinjenja 1, konjugat heksozida
seskviterpenskog laktona i aminokiseline prolina, ali 1 da se struktura aglikona, odnosno
seskviterpenskog jezgra razlikuje u odnosu na jedinjenje 1. Poredenjem sa masenim spektrom
jedinjenja 2, uocena je strukturna sli¢nost neSe¢ernog dela molekula jedinjenja 3 1 jedinjenja 2.

Jedinjenje 3 se, kao 1 jedinjenje 2, postepeno raspadalo u DO tokom snimanja NMR spektara.
LC-MS semipreparativno razdvajanje smeSe degradacionih proizvoda jedinjenja 3 rezultovalo je
izolovanjem jedinjenja 4, koje je na osnovu NMR i MS podataka identifikovano kao 3-(5-D-
glukopiranozil)-oksi-8a-hidroksi-gvaja-4(15),10(14),11(13)-trien-5a,6f,7a-12,6-olid, tj. krepizid E
(Fontanel i sar., 1999; Miyase i sar., 1985; 1987). Jedinjenje 4 je prvi put izolovano iz MeOH
ekstrakta cele biljke Youngia japonica (L.) DC., Asteraceae (Miyase i sar., 1985). Analiza 1D i 2D
NMR spektara jedinjenja 4 pomogla je utvrdivanju strukture jedinjenja 3. 'H, 13C, i odgovarajuéi
2D NMR spektralni podaci jedinjenja 3 dati su u Tabeli 22 (Slike P2.11-16 u Prilogu 2), a
jedinjenja 4 u Tabeli 23 (Slike P2.17-22 u Prilogu 2).

Interpretacija NMR spektara jedinjenja 3

U 'H i *C NMR spektrima jedinjenja 2 i 3, kao i 3 i 4, uoGena su znacajna preklapanja signala.
Na Slikama 35 i 36 istaknute su sli¢nosti i razlike u slu¢aju 'H spektara jedinjenja 2 i 3, odnosno 3 i
4. Naime, ovi spektri, kao i odgovaraju¢i 2D NMR spektri jedinjenja 3 sadrZze dodatne signale u
odnosu na spektre jedinjenja 2, i to signale protona sekundarnih alkoholnih grupa (H-1', C-1"; H-2',
C-2'; H-3', C-3'; H-4', C-4"; H-5', C-5'; H-6'a/f, C-6") na hemijskim pomeranjima u opsegu ou 3,28-
4,53 1 6c 60,87-100,99, koji ukazuju na prisustvo glukoze (kao Sto je to slucaj i kod jedinjenja 11 4).
Na osnovu ovih podataka moze se pretpostaviti da je jedinjenje 3 glukozid kalofilamina A (2). U
odnosu na spektre jedinjenja 4, spektri jedinjenja 3 sadrZe signale koji se odnose na N-metilprolin
(C-13, H-13a/p; C-1"; H-2", C-2"; H-3"a/b, C-3"; H-4"a/b, C-4"; H-5"a/b, C-5"), sa hemijskim
pomeranjima Jon 1,98-3,64 1 Jdc 23,53-175,21, umesto signala egzometilenske grupe a-metilen-y-
laktona [Jn 6,10 (H-13a), 6,13 (H-13/), dc 121,04 (C-13)].

Kao i u slucaju kalofilamina A (2), HSQC, HMBC i ROESY korelacije (Tabela 22, Slike 37 1
P2.11, P2.12 i P2.16 u Prilogu 2) snimljene za jedinjenje 3, ukazuju na gvajanolidnu strukturu
dehidrokostus lakton tipa. Osnovni ugljovodoni¢ni ciklus je oksidovan u poloZajima C-3 [dc 80,93]
i C-8 [dc 70,35]. Prolin je uveden u molekul seskviterpenskog laktona Michael-ovom adicijom na
egzometilensku grupu u polozaju C-13 a-metilen-y-laktona, §to se moze zakljuciti na osnovu
HMBC korelacije H-13f [on 3,84] iz seskviterpenskog i C-2" [dc 69,75] iz prolinskog dela
molekula.

Relativna stereohemija jedinjenja 3

Zbog znacajne slicnosti u NMR spektralnim podacima kalofilamina A (2) 1 jedinjenja 3 moglo se
pretpostaviti da ova dva jedinjenja imaju istu relativnu stereohemiju. Ova pretpostavka je potvrdena
eksperimentima dekuplovanja i odredivanjem vrednosti konstante vicinalnog sprezanja protona H-
5, H-6, H-7, H-8 i H-9a/8 u '"H NMR spektru jedinjenja 3 (Tabela 22), kao i postojanjem
karakteristi¢nih korelacija u njegovom ROESY spektru (Slika 38), i to izmedu H-5 [on 2,30] 1 H-7

40 HR-MS m/z: 447,1645 [M + Na]" (izra¢unato kao 447,1625 za [M + Na]" C21H2s09Na), Q-TOF-MS/MS (25 eV) m/z
(rel. int.): 263,1304 (29); 245,1204 (16); 227,1058 (100); 217,1268 (57); 209,1308 (14); 201,1261 (14); 199,1140 (62);
183,1078 (11); 181,104 (72); 175,0810 (5); 171,1170 (55); 143,0926 (12); 131,0869 (19).
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[0 2,89], 1 izmedu H-7 1 H-11 [dn 3,24]. Dodatno ROESY korelacija H-84 [ou 4,01] i1 H-98 [Ju
2,69] ukazala je na a-orijentaciju OH grupe u polozaju C-8. a-Orijentacija protona H-3 utvrdena je
postojanjem korelacije ovog 1 protona H-5 u istom 2D spektru.

Sliéno kao u slucaju kalofilamina B (1), poloZaj glikozilacije odreden je na osnovu HMBC
korelacija anomernog protona H-1' [dn 4,53] u molekulu glukoze i C-3 atoma [Joc 80,93]
seskviterpenskog jezgra, dok je na osnovu velike konstante kuplovanja (7,9 Hz) anomernog protona
odredena njegova f-konfiguracija. To je dodatno potvrdila i jasna ROESY korelacija izmedu H-1'
[0n 4,53] 1 H-3 [0n 4,62].

Tabela 22. 'H (400 MHz), '3C (101 MHz), DEPT, ROESY i HMBC podaci jedinjenja 3 u D,O

Polozaj ou (JuHz) dc ROESY HMBC
Aglikon

1 2,97 (q, 8,2) 43,90 1,26, 14b  2a,3,7,95, 14a, 14b
2 a 1,84 (td, 14,17; 7,2) 9a 1

p 2,31 (td, 13,2; 8,1) 36,48 3
3 4,62 (t, 6,7) 80,93 5,15b, 1" 1, 2a, 2B, 15a, 15b, 1’
4 - 148,81 3,6,7,15a, 15b
5 2,30 (t,9,3) 53,20 1,3,7,11,
6 4,33 (t, 10,1) 80,29 15a,5"d 98
7 2,89 (t, 9,8) 49,67 5,15b 1,5,6,98, 15a, 15b
8 4,01 (dd, 9,7; 4,0) 70,35 9p
9 «a 2,21 (dd, 13,9; 4,9) 42,80

p 2,69 (dd, 14,0; 4,8) 14a, 6'
10 - 143,25 1, 2a, 9a, 94, 14b
11 3,24 (t, 8,4) 43,18 7,98 13a
12 - 177,61 11

13a¢  323(dd, 11,2;2.3)

B 3.84(dd, 8,4;1,8) 35,33
142 498(s) 11633 98.3"a 1,9, 98
b 5.06(s) 1,2a,3
15a  537(s) 114,64 6 3
b 540(s) 3,5, 1"
Glukoza
I 4,53 (d, 7,9) 100,99 1,15b3,5 3,3, 4
> 334 (d. 9.4) 75,87 1,3, 4, 6'a
3 3.88 7318 1 1" 4
& 3.40 (t, 8,9) 70,44
5 3.28 (1, 9.2) 73.23
6 a  3.63(t52) 60.87 &
B 3.89(dd, 13,6; 1.3) 6,98
Prolin
I - 17521
2 3,36 (dd, 6,9; 1,8) 69,75 138, 5"a, 5"b
3"a 220 (m) 28.90 4"a, 4"b
b 247 (m) 4b
4"a 198 (m) 23,53
b 2.16(m) 3"b
5"a  3.49(dd, 12,7;6,5) 55,51

b 3.64(dd, 11.3;62)
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Tabela 23. 'H (400 MHz), '3C (101 MHz), DEPT, HMBC, TOCSY, COSY i NOESY podaci jedinjenja 4

bopos: (DMSO-do (MeOH-ds) (298K)
0l10Zza
V Sn(Juty) sc  HMBC TOCSY COSY on (J u Hz) 5c  HMBC NOESY
1 201(dd, 178,90) 4511  9ajB, l4ab fg"a?b“ 56,8.3,15b, 5 p s 14p 303(¢,92) 46,14 2,14ab
A 1,72(dd,20,1:99) 263,568 15b  28.1,3,6 1,92 (m) 9%
2 B 21820767 SN 2,1,5,8 21,3 228 (m) 3742 lab o,
3 447 (1,6.8) 7969 6, 15ab 2a6,1,5,6,8 15ab 20/, 15b 466(t,62) 7956 15%b  2a
4 ; 14980 28,3,5,6, 15ab ] 14877 15ab
5 275(dd, 12,1;66) 5082 1,154 15b 1,8,6, 13ab, 15ab 276(1,938) 244 15ab
6 4254 159:89) R 35702 X0 8,3,15ab, 5 140 439(1,9.8) 7878 1,7, 15ab
7 201(dd, 178,90) 50,02 8,95, 13ab 281(d,90;33) 5018 13a
8 37769) 71,16 6,98 3,677,908, 13b 7,98 389(dd, 114,65) 7156 6 9,6
o A 223207(m) 4150 96,5,6,8, 13ab, 14ab 9.8 2244 1BT:38) 40 2%
B 259(dd, 133:49) b 90,6,8, 13ab, l4ab 908 273(dd 13,1:48) O
10 i 14423 1,20/8,8,9/8 i 14344 9
3 i 14013 7.8, 13ab i 13970 13a
12 ; 16995 13ab ; 17068 13a
a 602 143) 5,6,7,8,90/8 6,10(d,3,0)
3} e e 12162 7 1303 121,04
a  5000) 495 (d. 1.7)
4 T 11624 1,28,9p ol 1s 11587 |
a 5,34(s) 20/8,1,3,5 5,39 (brs)
54 52509 11344 2alf,1,3.5 539 (brs) 114,36
T 425(dd, 159:89) 102,12 3,2 446(d,7,8) 10064 3 35
2 300(dd, 189;93) 7395 I 320(1 8,5) 7384 4
3 3.14(d, 60) 7728 14 6 323(d, 187) 7650 2
& 3.02(dd, 189;93) 7065 327 (1,94) 7043 5
5 317(9) 7732 335(195) 76,82
e 367(d115) , 6 3.65(d,96)
o 5 3m@di11sss 02 3 6 3.87(d.98) 6145 5
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Slika 35. Uporedni prikaz karakteristi¢nih 'H (500 MHz) NMR signala jedinjenja 2 i 'H (400 MHz) NMR signala jedinjenja 3, snimljenih u D>O.
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Slika 36. Uporedni prikaz karakteristi¢nih '"H (400 MHz) NMR signala jedinjenja 3, snimljenih u D20 i 4, snimljenih u MeOH-da4.
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Slika 37. Karakteristi¢ne korelacije u HSQC spektru jedinjenja 3.
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Slika 38. Odabrane HMBC (A, —) 1 ROESY (B, «<») korelacije jedinjenja 3.

Jedinjenje 3 ima istu molekulsku formulu kao i ikserisamin A, seskviterpenski lakton koji je
prethodno izolovan iz MeOH ekstrakta cele biljke Ixeris dentata (Thunb. ex Thunb.) Nakai (Cha i
sar., 2012). Detaljnom analizom NMR spektara jedinjenja 3 zakljuc¢eno je da je ovo novo (do sada
neopisano) jedinjenje zapravo 8-epimer ikserisamina A, tj. 3f-(f-glukopiranozil)-oksi-8a-hidroksi-
130-(N-prolil)-gvaja-4(15),10(14)-dien-5a,6p,7a,1 1H-12,6-0lid 1 stoga je nazvano 8-epi-
ikserisamin A.

A B
H
HOH-,C o 0 ditii{e)s
”RO
OH
C
HOH,C
- O,
Ao
OH

Slika 39. Strukture 8-epi-ikserisamina A (3) (A - 2D, B - 3D prikaz) i krepizida E (4) (C - 2D, D -
3D prikaz).

U strukturi jedinjenja 1 1 3 ostatak glukoze je najverovatnije D-konfiguracije, dok je prolin u strukturi
jedinjenja 1, 2 i 3 L-konfiguracije, uzimaju¢i u obzir strukture sli¢nih seskviterpenskih laktona
identifikovanih u vrstama drugih rodova familije Asteraceae (Cha i sar., 2012; Demir i sar., 2017; Labed
i sar.,, 2019; Matsuda i sar., 2003; Perveen i sar., 2018; Shi i sar.,, 2011; Yang i sar., 2008, 2016;
Yoshikawa 1 sar., 1993; Yu i Zhong-Jian, 1989; Zaima i sar, 2014). Naime, iz MeOH ekstrakta cele
biljke 1. dentata, pored ikserisamina A, izolovan je i ikserisamin B, glukozid adukta gvajanolida i L-
alanina (3f-(f-glukopiranozil)-8f-hidroksi-13-(N-L-alanil)-gvaja-4(15),10(14)-dien-1a,50,64,7a,115H-
12,60-0lid) (Cha i sar.,, 2012). Amino derivati partenolida, garcinamin A (13-L-fenilalanin-9a-
hidroksipartenolid), garcinamin B (13-L-valin-9a-hidroksipartenolid), garcinamin C (13-L-prolin-9a-
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hidroksipartenolid) i garcinamin D (13-L-prolin-9f-hidroksipartenolid) izolovani su iz EtOH (80%,
VIV) ekstrakta lista Anvillea garcinii (Burm. f.) DC. (Perveen 1 sar., 2018), a centaureolidi A (13-L-
prolin derivat salonitenolida) i B (13-L-prolin derivat artemiziifolina) iz MeOH (70%, V/V) ekstrakta
cvasti Centaurea pungens Pomel (Labed 1 sar., 2019). 1z EtOH (95%, V/V) ekstrakta korena vrste
Scorzonera divaricata Turcz. izolovan je sulfoskorzonin C (1R,5S,6S,7R,8S,13S)-8-sulfoksi-13-(L-
prolil)-gvaja-4(15),10(14)-dien-6a,12-0lid) (Yang i sar., 2016). Iz MeOH ekstrakta korena Aucklandia
costus Falc.*! izolovani su sausureamini A-E: 13-amino adukti L-prolina i kostunolida (germakranolid,;
A), dehidrokostus laktona (gvajanolid; B), santamarina (eudezmanolid; D) 1 rejnozina (eudezmanolid;
E), kao 1 L-asparaginske kiseline i dehidrokostus laktona (C) (Matsuda i sar., 2003; Yoshikawa i sar.,
1993), dok je iz EtOH ekstrakta herbe Saussurea involucrata (Kar. & Kir.) Sch. Bip. izolovan
involukratin (13-amino adukt prolina i dehidrokostus laktona, sa nepoznatom konfiguracijom na C-13)
(Yu 1 Zhong-Jian, 1989). 1z EtOH (70%, V/V) ekstrakta cele biljke Crepidiastrum sonchifolium subsp.
sonchifolium* izolovani su 11,13-dihidro-13-prolil-ikserin Z i 11,13-dihidro-13-prolil-ikserin Z;
(glukozidi gvajanolida) (Shi i sar., 2011). Iz MeOH ekstrakta korena Inula helenium L. izolovan je
izoheleprolin, adukt izohelenina i L-prolina (Zaima 1 sar., 2014), dok je iz MeOH ekstrakta herbe
Centaurea polyclada DC. izolovan 13-N-prolin melitenzin (Demir i sar., 2017).

U eksperimentima izvedenim u okviru ove doktorske disertacije, kao §to je ve¢ navedeno,
jedinjenja 2 i 3 su se spontano razgradila, a analiza njihovih degradacionih proizvoda znacajno je
doprinela identifikaciji izolovanih jedinjenja. Ranije je identifikacija odredenih konjugata
aminokiselina i seskviterpenskih laktona takode delom izvrSena na osnovu strukture proizvoda
njihove razgradnje (u tim slucajevima degradacioni proizvodi dobijeni su namerno indukovanim
hemijskim reakcijama) (Cha i sar., 2012; Demir i sar., 2017; Perveen i sar., 2018; Yang i sar., 2016).

1.1.1.4. Jedinjenje 4.

Jedinjenje 4, tj. 34-(f-D-glukopiranozil)-oksi-8a-hidroksi-gvaja-4(15),10(14),11(13)-trien-5a,6,7a-
12,6-olid, trivijalnog imena krepizid E, osim $§to je izolovano 1 identifikovano kao razgradni proizvod
jedinjenja 3, izolovano je i iz vodene frakcije MeOH ekstrakta cvasti H. calophyllum. Krepizid E je
izolovan kao braonkasta masa polucvrste konzistencije (5 mg) [a]p= +24,3 (c=1,2 mol/L; MeOH).
Struktura ovog jedinjenja je utvrdena analizom njegovih MS i NMR spektara, kao i poredenjem
ovih spektralnih podataka sa podacima iz literature (Fontanel i sar., 1999; Miyase i sar., 1985,
1987). Relativna stereohemija je utvrdena na osnovu karakteristi¢nih korelacija u HMBC i NOESY
spektrima (Tabela 23, Slike P2.19 1 22 u Prilogu 2). Eksperimentalno odredena opticka rotacija
odgovarala je literaturno dostupnoj vrednosti za krepizid E (Miyase i sar., 1985). Krepizid E
prethodno je identifikovan u samo Sest vrsta familije Asteraceae, tj. u nepolarnom ekstraktu
(cikoheksan:Et:O:H>O 1:1:1, V/V/V) herbe Crepis incana Sibth. & Sm. (Barda i sar., 2018), MeOH
ekstraktu cele biljke Youngia japonica® (Lee i sar., 2015; Miyase i sar., 1985), vodenom ekstraktu
(dekoktu) sveze biljke Nabalus acerifolius Maxim.** (Miyase i sar., 1987), acetonskom ekstraktu
mleCnog soka Lapsana communis L. subsp. communis (Fontanel i1 sar., 1999), zatim u EtOH
ekstraktu (95%, V/V) cele biljke Ainsliaea macrocephala (Mattf.) Y.C. Tseng (Wu i sar., 2011), i
EtOH ekstraktu korena Elephantopus scaber L. (Hisham i sar., 1992).

41 Autori su za ovu vrstu koristili sinonim Saussurea lappa (DC.) Sch. Bip. (Hassler, 2019).
42 Autori su za ovu vrstu koristili sinonim Ixeris sonchifolia (Maxim.) Hance (Hassler, 2019).
43 Autori su za ovu vrstu koristili sinonim Crepis japonica (L.) Benth. (Hassler, 2019).

4 Autori su za ovu vrstu koristili sinonim Prenanthes acerifolia Benth. (Hassler, 2019).
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1.1.2. Kvalitativna i kvantitativna analiza seskviterpenskih laktona u MeOH ekstraktima podzemnih
organa (Hieracium scheppigianum 1 H. naegelianum) 1 herbi (svih 28 vrsta)

Kvalitativna 1 kvantitativna LC-MS analiza seskviterpenskih laktona u suvim MeOH ekstraktima
podzemnih organa H. scheppigianum 1 H. naegelianum 1 herbi svih 28 ispitivanih vrsta roda
Hieracium sprovedena je u metodi optimizovanoj za razdvajanje polarnih derivata ovih jedinjenja koji
u strukturi sadrze prolin i/ili glukozu. Identifikacija seskviterpenskih laktona u analiziranim
ekstraktima izvrSena je poredenjem njihovih retencionih vremena (Rt) 1 MS spektra sa odgovarajué¢im
podacima dobijenim za izolovana jedinjenja 1-4, koji su snimani u pozitivnom modu ESI jonskog
izvora (full-scan rezim rada kvadripol analizatora, tj. snimanje 7/C hromatograma, u opsegu m/z 80-
700 Da) 1 pri naponu fragmentora od 200 V.

U ekstraktima podzemnih organa H. scheppigianum 1 H. naegelianum identifikovan je samo
gvajanolidni glukozid krepizid E (4), dok su u ekstraktima herbi ove dve vrste, pored krepizida E
identifikovani i konjugati sa prolinom gvajanolidne strukture, kalofilamin A (2) i njegov glukozid 8-
epi-ikserisamin A (3). Kalofilamin A (2) i 8-epi-ikserisamin A (3), bili su zapravo prisutni u
ekstraktima herbi svih 28 ispitivanih vrsta, dok je krepizid E (4) detektovan u ekstraktima 26 vrsta
(izuzev u H. orieni 1 H. macrodontoides). Kalofilamin B (1), konjugat sa prolinom eudezmanolidne
strukture, detektovan je u ekstraktima samo 14 vrsta. Generalno, u ekstraktima herbi, identifikovano
je od dva (u slucaju H. orieni) do sva Cetiri seskviterpenska laktona (u sluc¢aju 13 vrsta). Na Slici 40
prikazan je T/C hromatogram MeOH ekstrakta herbe H. calophyllum, dok su na Slikama 41 i 42
uporedno prikazani 7/C hromatogrami MeOH ekstrakata herbi svih 28 vrsta.
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Slika 40. LC-MS (TIC, m/z 90-800 Da) hromatogram MeOH ekstrakta herbe H. calophyllum.
Seskviterpenski laktoni: kalofilamin B (1), kalofilamin A (2), 8-epi-ikserisamin A (3), krepizid E (4).

Kvantifikacija seskviterpenskih laktona u ekstraktima izvedena je metodom eksternog standarda. U
te svrhe koris¢ene su povrsine pikova iz SIM hromatograma protonovanih molekula [M+H]" na m/z
540,20 (u slu¢aju 11 3) i na m/z 378,10 (2), odnosno adukta [M+NH4]" na m/z 442,20 (4), snimanih
pri naponu fragmentora 100 V. Primeri SIM hromatograma dati su na Slikama P3.1-10 u Prilogu 3.
Sadrzaj krepizida E u ekstraktima podzemnih organa H. scheppigianum 1 H. naegelianum bio je
126,88 + 3,58 1 116,58 + 2,32 mg/g suvog ekstrakta. Sadrzaj pojedinacnih 1 ukupnih seskviterpenskih
laktona u suvim MeOH ekstraktima herbi 28 vrsta roda Hieracium, izrazen u mg/g suvog ekstrakta,
prikazan je u Tabeli 24.
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Slika 41. Uporedni LC-MS (71C) hromatogrami MeOH ekstrakata herbi 14 vrsta roda Hieracium.
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Slika 42. Uporedni LC-MS (71C) hromatogrami MeOH ekstrakata herbi narednih 14 vrsta roda Hieracium.
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Tabela 24. Sadrzaj pojedinacnih (1-4) i ukupnih seskviterpenskih laktona u suvim MeOH ekstraktima herbi 28 vrsta roda Hieracium, izrazen kao mg/g

suvog ekstrakta

AKr.? Ekstrakt 1 2 3 4 SUSL®
gym H. gymnocephalum - 0,11 £0,06 8,19 £0,55 14,20 + 0,20 22,50 £ 0,88
ori H. orieni - trd tr - tr

ble H. blecicii - 0,65+0,10 8,59 +£0,32 15,57 +£ 0,88 24,81 £0,92
par H. paratrichum 0,01 =0,00° 2,08 £ 0,09 4,24 + 0,29 9,24 £0,35 15,57+ 0,58
spi H. spirocaule - 4,53 +£0,19 9,96 + 0,58 0,90 + 0,08 15,39 £ 0,32
ana H. anastrum - 5,31 £0,28 10,37 £ 1,00 13,22 +£0,12 28,90+ 1,20
cal H. calophyllum 0,88 = 0,09 2,84+0,13 8,47 £ 0,65 10,10 = 0,09 22.29+0,75
sch H. scheppigianum - 4,97 £0,15 9,43 +£ 0,22 11,00 £ 0,18 25,40 £ 0,60
dur H. durmitoricum 0,67 £0,12 0,92 +£0,02 4,73 £0,18 5,54 £ 0,05 11,86 +£0,21
gue H. guentheri-beckii - 4,58 £0,33 11,14 £ 0,72 10,44 £ 0,56 26,16 £0,78
mir H. mirificissimum - 0,63 +0,10 2,40+ 0,09 10,08 £ 0,23 13,11 £0,38
col H. coloriscapum 0,01 £0,00 0,26 +£0,02 5,45 +0,15 18,23 £ 0,38 23,95+ 0,50
pyr H. pyricephalum - 0,37 £ 0,04 10,37 £ 0,85 12,02 £ 0,11 22,76 £ 0,69
mok H. mokragorae - tr tr 0,30+ 0,02 0,30+ 0,02
pan H. pannosum s.1. - 0,11+ 0,00 0,57+0,13 1,74 £ 0,15 2,42 +0,41
plu H. plumulosum - 0,91 £0,05 2,64 + 0,45 7,51+£0,10 11,06 £ 0,20
alb H. albopellitum tr tr tr 0,46 = 0,04 0,46 = 0,04
bup H. pseudoschenkii - 5,15+0,18 10,40 £+ 0,65 1,88 + 0,09 17,43 £0,71
vil H. villosum 0,05 £ 0,00 0,93 £ 0,06 1,30+ 0,32 2,34+0,14 4,62 +£0,33
pil H. pilosum 0,02 £ 0,00 0,56 = 0,00 0,27 +£0,01 0,26 + 0,05 1,11+ 0,05
gla H. glabratum 0,02 + 0,00 0,05 £+ 0,00 0,01 £0,00 0,61 +0,02 0,69 £ 0,01
sco H. scorzonerifolium s.1. 0,21 £ 0,05 0,34 + 0,02 2,71 £0,24 9,14+ 0,09 12,40 £ 0,20
den H. dentatum s.1. 0,19 £0,01 0,79 + 0,05 6,13+ 0,35 8,68 £0,13 15,79 £ 0,38
val H. valdepilosum s.1. 0,76 £ 0,05 1,57 £ 0,08 6,51 +£0,09 11,10 £ 0,25 19,94 + 0,25
nei H. neilreichii tr 1,72 +£0,12 5,74 £0,28 3,48 £0,02 10,94 + 0,18
nae H. naegelianum - 0,16 = 0,01 3,75 £ 0,05 7,87+0,32 11,78 £0,22
tom H. tommasinianum 0,01 +0,00 tr tr 0,58 = 0,00 0,59 + 0,00
mac H. macrodontoides 0,02 + 0,00 tr tr - 0,02 + 0,00

aAkronim vrste. "SUSL — sadrzaj ukupnih seskviterpenskih laktona. “Rezultati predstavljaju srednje vrednosti tri odredivanja + standardne
devijacije. Yr — jedinjenje prisutno u tragovima (< 0,01 mg/g). Seskviterpenski laktoni: kalofilamin B (1), kalofilamin A (2), 8-epi-
ikserisamin A (3), krepizid E (4).
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Moze se primetiti da je u ekstraktima podzemnih organa H. scheppigianum 1 H. naegelianum
sadrzaj krepizida E bio visi ne samo u odnosu na njegov sadrzaj u ekstraktima herbi ove dve vrste
(11,00 1 7,87 mg/g suvog ekstrakta), ve¢ €ak visi 1 u odnosu na sadrzaj ukupnih seskviterpenskih
laktona u ekstraktima herbi ove dve vrste (25,40 1 11,78 mg/g), kao 1 u odnosu na sadrzaj ukupnih
seskviterpenskih laktona u ekstraktima herbi ostalih 26 vrsta.

Medu ekstraktima herbi, najveci sadrzaj ukupnih seskviterpenskih laktona odreden je u slucaju
H. valdepilosum, H. calophyllum, H. gymnocephalum, H. pyricephalum, H. coloriscapum, H. blecicii,
H. scheppigianum, H. guentheri-beckii 1 H. anastrum (19,94-28,90 mg/g suvog ekstrakta). Sa druge
strane, ekstrakti H. macrodontoides, H. mokragorae, H. albopellitum 1 H. tommasinianum
karakterisali su se veoma niskim sadrzajem ukupnih seskviterpenskih laktona (0,02-0,59 mg/g), a u
ekstraktu H. orieni ova jedinjenja su bila prisutna samo u tragovima.

Krepizid E (4) bio je najzastupljeniji seskviterpenski lakton u 21 vrsti. Njegov sadrzZaj se kretao u
rasponu od 0,26 mg/g u H. pilosum do 18,23 mg/g u H. coloriscapum.

8-Epi-ikserisamin A je bio dominantan seskviterpenski lakton u ekstraktima H. spirocaule, H.
pseudoschenkii 1 H. guentheri-beckii (9,96, 10,40, 1 11,14 mg/g suvog ekstrakta), a u znacajnoj
koli¢ini bio je prisutan i u jo§ Sest ekstrakata (8,19-10,37 mg/g). U pet od ovih devet ekstrakata,
kalofilamin A bio je takode zastupljen u neSto viSim koli¢inama (4,53-5,31 mg/g). U ekstraktima H.
orieni, H. mokragorae, H. albopellitum, H. tommasinianum i H. macrodontoides oba jedinjenja su
bila zastupljena u tragovima.

Kalofilamin B (1) je detektovan u samo 14 vrsta i bio je pri tom zastupljen u veoma malim
koli¢inama. U najvecoj koli¢ini (0,88 mg/g) bio je prisutan u ekstraktu herbe H. calophyllum, iz
¢ijih cvasti je i izolovan. Treba istaci da je kalofilamin B bio najzastupljeniji seskviterpenski lakton
u ekstraktu H. macrodontoides, ali u vrlo niskoj koli¢ini (0,02 mg/g), tj. ostali seskviterpenski
laktoni u ovom ekstraktu bili su prisutni u tragovima ili nisu identifikovani.

Posmatrajuci taksonomsku pripadnost ispitivanih vrsta, uo€ene su odredene slicnosti u pogledu
zastupljenosti seskviterpenskih laktona (1-4). Vrste H. villosum i H. pilosum koje pripadaju sekciji
Villosa, kao 1 najveci broj hibridogenih vrsta agregata H. villosum (osim H. neilreichii) sadrzali su
kalofilamin B (1), za razliku od pripadnika sekcije Pannosa (izuzev H. paratrichum), H.
pseudoschenkii iz sekcije Drepanoidea 1 H. naegelianum 1z sect. Naegeliana. Vrste H.
tommasinianum 1 H. macrodontoides sadrzale su navedeno jedinjenje, ali za obe je bio karakteristi¢an
nizak ukupni sadrzaj seskviterpenskih laktona.

Od taksona roda Hieracium s. str., seskviterpenski laktoni su prakti¢no do sada identifikovani
samo u MeOH ekstraktu podzemnih organa H. murorum iz koga je izolovan derivat kostunolida:
(15—1)-B-D-glukopiranozil estar germakra-7aH-1(10)E,4Z,11(13)-trien-12,8a-o0lid-15-karboksilne
kiseline (Zidorn i sar., 2001) i u CHCI3 ekstraktu nadzemnih delova H. bectauatensis iz koga su
izolovana dva seskviterpenska laktona: dezacilcinaropikrin i 11,13-dihidro-8-dezoksilaktucin
(Adenekov, 2015; Kanafin i sar., 2015). Sto se ti¢e H. irasuense, iz &ijih je nadzemnih delova
izolovan irazunolid, ve¢ je prethodno receno da bi prema novijoj klasifikaciji ova vrsta trebalo da
pripada nezavisnom rodu Stenotheca (Krak 1 Mraz, 2008; Sennikov i Illarionova, 2002), ali do sada
niko od taksonoma jo$ nije publikovao novu kombinaciju za ovu centralnoamericku vrstu.

Moze se zakljuciti da su u okviru ove doktorske disertacije izolovana tri nova, tj. do sada
neopisana, konjugata seskviterpenskih laktona sa prolinom: eudezmanolidni glukozid kalofilamin
B, gvajanolid kalofilamin A i gvajanolidni glukozid 8-epi-ikserisamin A. Izolovan je i gvajanolidni
glukozid krepizid E i to po prvi put iz vrsta roda Hieracium.

Takode je po prvi put izvrSena kvalitativna i1 kvantitativna analiza seskviterpenskih laktona u
MeOH ekstraktima podzemnih organa H. scheppigianum 1 H. naegelianum, i herbi svih 28
ispitivanih vrsta. Herbe svih 28 vrsta predstavljaju izvore od dva do cCetiri izolovana seskviterpenska
laktona, dok su se podzemni organi pomenute dve vrste pokazali kao bogati izvori krepizida E.
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1.2. Ispitivanje fenolkarboksilnih kiselina i flavonoida

1.2.1. Strukturna karakterizacija fenolkarboksilnih kiselina izolovanih iz MeOH ekstrakta
podzemnih organa Hieracium scheppigianum

Iz suvog MeOH ekstrakta podzemnih organa H. scheppigianum, primenom semipreparativne tecne
hromatografije sa masenom spektrometrijom (LC-MS), prikupljanjem frakcija u vremenskim
intervalima definisanim na osnovu retencionih vremena (Rt) komponenti, izolovano je pet
fenolkarboksilnih kiselina: jedinjenje 5 (frakcija HS1; Rt=5,54 min; 5 mg), 6 (HS2; Rt=6,63 min; 3
mg), 7 (HS3; Rt=17,08 min; 1,5 mg), 8 (HS4; Rt=19,49 min; 5 mg) 1 9 (HS5; Rt=28,54 min; 1,5 mg),
sva kao zuckasti amorfni praskovi (odeljak 4.2.1 u poglavlju Materijal i metode).

Strukture jedinjenja 6, 7 1 9 utvrdene su analizom njihovih UV, masenih (ESI/SQ) 1 odgovaraju¢ih
1D 1 2D NMR spektara, koji su snimani u MeOH-d,, dok je identitet jedinjenja 5 1 8 utvrden
poredenjem njihovih UV 1 MS spektralnih podataka sa odgovaraju¢im podacima dobijenim za
komercijalne autenticne standarde.

UV spektri (Tabela 25, Slike P4.1-5 u Prilogu 4) jedinjenja 5-9 karakteriSu se postojanjem specifi¢ne
trake I sa apsorpcionim maksimumom na Amax 328-330 nm i prevojem na 298 nm §to ukazuje da su ova
jedinjenja derivati hidroksicimetne kiseline (Harborne, 1973). Maseni spektar jedinjenja S sadrzi signal
deprotonovanog molekula [M-H]™ na m/z 353, koji je karakteristican za monokafeoilhina kiselinu, kao 1
signal fragmentnog jona na m/z 191, koji potic¢e od deprotonovanog molekula hina kiseline. MS spektri
jedinjenja 6-9 su sli¢ni. Naime, ovi spektri sadrze signale deprotonovanog molekula [M-H] na m/z 515,
karakteristicnog za dikafeoilhina kiseline, kao i fragmentnih jona na m/z 353 1 191, koji poticu od
deprotonovanog molekula kafeoilhina, odnosno hina kiseline. Dodatni fragmentni jon na m/z 173
dominantno nastaje premestanjem vodonika u deprotonovanom molekulu hina kiseline uz posledi¢ni
gubitak molekula vode (Slika 43) (Clifford i sar., 2003; Tolonen 1 sar., 2002). Poredenjem LC-MS
hromatografskih i spektralnih podataka (Rt vrednosti, UV 1 MS spektri) sa podacima dobijenim za
autenti¢ne komercijalne standarde, jedinjenja 5 1 8 identifikovana su kao hlorogenska kiselina (5-O-
kafeoilhina kiselina) i 3,5-di-O-kafeoilhina kiselina (Tabela 25).

Tabela 25. UV (Amax) 1 MS (m/z) spektralni podaci fenolkarboksilnih kiselina identifikovanih u
MeOH ekstraktu podzemnih organa vrste H. scheppigianum snimljeni u ESI/SQ-MS negativhom
modu pri naponu fragmentora 100 V1250 V

m/z N
My (NM) 100 V) m/z (250 V) Jedinjenje
328 353,10 353,10 (10), 191,10 (100), 161,00 (4) Hlorogenska kiselina (5)

295(sh), 515,10 515,10 (100), 353,10 (86), 191,00 (49), 179,00 (38),  1,3-Di-O-kafeoilhina kiselina (6)
308, 328 161,10 (6), 135,10 (14)

295(sh), 515,10 515,10 (100), 353,10 (33), 191,00 (8), 179,00 (10),  3,4-Di-O-kafeoilhina kiselina (7)
318,330 173,10 (7)

295(h), 515,10 515,10 (100), 353,10 (53), 191,10 (36), 179,10 21),  3,5-Di-O-kafeoilhina kiselina (8)
318,330 173,00 (3), 161,00 (3), 135,10 (17)

295(sh), 515,10 515,10 (100), 353,20 (77), 191,00 (46), 179,00 (61),  1,5-Di-O-kafeoilhina kiselina (9)
318,330 173,10 (49), 135,10 (38)

Identifikacija jedinjenja 6, 7 1 9 izvrSena je analizom njihovih NMR spektara. U 1D i 2D NMR
spektrima jedinjenja 6, 7 1 9 (Tabela 26; Slike P4.6-25 u Prilogu 4) uocavaju se signali koji
odgovaraju strukturnim komponentama ostatka hina kiseline (Tolonen i sar., 2002), tj. signali koji
poticu od:

1) dve sp’ metilenske grupe (H-2a/e, C-2; H-6a/e, C-6), ¢iji se protonski signali viseg reda (dd) u
oblasti 1,99-2,86 ppm spreZu sa signalima ugljenika u oblasti 31,76-39,55 ppm, pri ¢emu se na
osnovu visoke konstante geminalnog kuplovanja (J=12-15,7 Hz) protonskih signala na on 2,74-
2,88 moZe identifikovati aksijalni proton H-6a 1 razlikovati od preostala tri protona pomenutih
metilenskih grupa [dn 2,10-2,49 (H-2a/e); 1,90-2,11 (H-6¢e)] (Tolonen i sar., 2002);
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2) kvaternarnog ugljenikovog atoma iz Sestoclanog ugljovodoni¢nog prstena (C-1), koji daje
signale sa hemijskim pomeranjem u oblasti oc 70,27-80,47 usled prisustva tercijarne alkoholne
grupe (tj. grupe sa negativnim induktivnim efektom);

3) karbonilnog ugljenikovog atoma (C-7) sa signalima na dc 171,94, 172,38 1 174,24;

4) tri sekundarne alkoholne grupe (H-3, C-3; H-4, C-4; H-5, C-5) sa signalima u opsegu Ju 3,39-
4,23 1 0c 66,76-73,81.

Pored signala koji odgovaraju protonima 1 ugljenicima hina kiseline, u 1D 1 2D NMR spektrima
jedinjenja 6, 7 1 9 uoceni su i signali koji se odnose na delove strukture dva ostatka kafene kiseline
(Tolonen 1 sar., 2002). U pitanju su:

1) dve sp? metilenske grupe &iji su protonski dubleti na du 6,10-7,63 (H-2', H-2", H-3', H-3")
spregnuti sa C-2', C-2" [dc 113,74-114,23], odnosno sa C-3', C-3" [oc 145,65-146,21], §to usled
velike konstante vicinalnog sprezanja (J=15,9 Hz) ukazuje na postojanje dve dvostruke veze
trans-konfiguracije;

2) atomi supstituisanog fenola, koji daju signale pomerene ka viSem magnetnom polju u odnosu
na signale atoma nesupstituisanog fenola*’. Naime, uvodenjem dodatne fenolne grupe u polozaj
C-6'/6" povecana je elektronska gustina u orto polozajima (H-5'/5", C-5'/5"; H-8'/8", C-8'/8"")
[0H 6,56-7,06; 6c 113,61-114,63] u odnosu na fenolne grupe na C-6'/6" i C-7'/7", kao i u para
polozaju (H-9'/9", C-9'/9") [du 6,61-7,00; oc 120,65-121,81] u odnosu na fenolnu grupu na C-
6'/6"" (pozitivan rezonantni i negativan induktivni efekat);

3) dva karbonilna ugljenika C-1"1 C-1" [dc 166,50-167,42];

4) Sest kvaternarnih ugljenikovih atoma aromati¢nog prstena sa signalima u opsegu dc 126,20-
148,23 (C-4',4"; C-6', 6", C-7',7").

Signali protona koji se nalaze na a polozaju u odnosu na jednu (jedinjenja 6 i 9) ili dve
(jedinjenje 7) sekundarne alkoholne grupe ostataka hina kiselina su zbog paramagnetnog efekta
pomereni ka nizem polju (nalaze se u opsegu hemijskih pomeranja 5,10-5,63 ppm) i spregnuti su sa
signalima ugljenikovih atoma na hemijskim pomeranjima u opsegu dc 65,33-75,21. Paramagnetni
efekat se javlja kao posledica esterifikacije alkoholnih grupa hina kiseline kafenom kiselinom.
Naime, karbonilni kiseonik iz estarske veze dodatno rezonantno stabilizuje slobodan elektronski par
hidroksilnog kiseonika, usled ¢ega smanjuje elektronsku gustinu oko a-protona. Posledi¢no, u
odnosu na 'H spektar nesupstituisane hina kiseline [du 4,12 (H-3), 3,5 (H-4), 4,0 (H-5)] (Tolonen i
sar., 2002) u 'H spektru jedinjenja 6 primeceno je pomeranje signala H-3 [du 5,37] ka nizem
magnetnom polju za Ag=—1,25 ppm, u 'H spektru jedinjenja 7 signali H-3 [du 5,63] i H-4 [8n 5,10]
su pomereni za Ay vrednosti —1,41 i —1,60 ppm, dok je u 'H spektru jedinjenja 9 znacajno pomeren
samo signal koji odgovara protonu H-5 [on 5,11] za Ax= —1,59 ppm. Dodatno, usled rezonantne
stabilizacije elektronskog para kiseonika OH grupe u polozaju C-1 (jedinjenja 6 i 9) karbonilnom
grupom iz ostatka kafene kiseline kojom je navedena OH grupa esterifikovana, zabelezen je isti
efekat na ugljenik u polozaju C-1 [dc 80,47 (6) i 80,80 (9)] i pomeranje signala u '*C spektrimu u
odnosu na signale slobodne hina kiseline, kao 1 u odnosu na signal C-1 ugljenika [oc 70,27] u
jedinjenju 7, ¢ija OH grupa hina kiseline u polozaju C-1 nije esterifikovana.

HMBC korelacije protona H-3 sa C-1 1 C-1'/1" atomima jedinjenja 6, H-5 sa C-4 i C-1'/1"
atomima jedinjenja 9, kao i H-3 1 H-4 sa C-1'/1" atomima jedinjenja 7, dodatno potvrduju polozaj
acilovanja OH grupe, odnosno postojanje kafeoil grupe u polozaju C-3 (6), C-5 (9), odnosno C-3 i
C-4 (7) hina kiseline.

Relativna stereohemija protona H-3 i H-5 moze se utvrditi na osnovu njihovih medusobnih
ROESY korelacija (jedinjenja 6 1 9), kao i korelacija izmedu protona H-3 i H-2e, odnosno protona
H-3 1 H-4 (jedinjenje 7). Na Slikama 44-46 prikazane su navedene korelacije u ROESY spektrima,
karakteristi¢ne korelacije H-3/C-3, H-4/C-4 i H-5/C-5 atoma u HSQC spektrima, kao i korelacije
koje odgovaraju kafeoil ostacima molekula jedinjenja 6, 7 1 9. Na osnovu navedenih podataka
jedinjenja su identifikovana kao 1,3-di-O-kafeoilhina kiselina (6), 3,4-di-O-kafeoilhina kiselina (7) i
1,5-di-O-kafeoilhina kiselina (9).

45 Hemijska pomeranja protona i ugljenika nesupstituisanog fenola: du 7,26; dc 128,5.
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Slika 43. Fragmentacija 3,5-di-O-kafeoilhina kiseline (8) u ESI jonskom izvoru (izradena na osnovu literaturnih podataka Clifford i sar., 2003; 2005;
2007; 2008).
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Tabela 26. "H NMR (400 MHz), '*C NMR (101 MHz), DEPT, HSQC, HMBC, COSY i ROESY spektralni podaci za 1,3-di-O-kafeoilhina kiselinu
(6), 3,4- di-O-kafeoilhina kiselinu (7) 1 1,5-di-O-kafeoilhina kiselinu (9), snimani u MeOH-d/

1,3-Di-0O-kafeoilhina kiselina (6) 3,4- Di-O-kafeoilhina kiselina (7) 1,5-di-O-kafeoilhina Kkiselina (9)
Polozaj ou Jc COSY ROESY HMBC du oc COSY ROESY HMBC du oc COSY HMBC
1 - 80,47 3 - 70,27 3 - 80,80
2a 2,31(dd,15,7;2,8) 39,55 23 4 2,10 (m) 36,22 3 6a 2,25 39,23  6a
2e 249 (d, 13,1), 2a,3 2,26 (m) 3 6e 2,25
3 5,37(d,3.,3) 71,54 4 4,2a 5,63(ddd, 9,35; 68,66 2e,4 434(d, 1,9) 6997 5
8,93)
4 3,64(dd,9,1;34) 7381 5 5 5,10(dd, 7.4;2,7) 73,98 5 3,89 (dd, 12,0; 1,9) 73,52
5 420(td, 10,1;4,4) 66,76 6a,6e 3,4 3,95(dd, 8,0;3,2) 6533 4; 6a,e 511(dd,9.3;2,8) 7521 3,4
6a 2,88(d, 15,6) 31,76 6e 4 2,74 (dd,13,6;4,6) 39,19 5 2a 2,80 (m)
6e 1,90 (m) 6a 2,10(dd, 12,6; 6,9) 2¢ 2,1lm
7 - 172,38 - 174,24 - 171,94 5
IVARe - 166,50 3,23 - 167,04 3,4,2,3" - 167,23 53
167,42 167,10 167,29
22" 6,20 (d, 15,9) 114,08 3’ 8,9 3 6,29 (d,4.9) 113,71 3 9 6,27 (d, 15,8) 113,47 3
6,13(d, 15,9) 114,23 6,25 (d4,9) 113,77 6,18 (d, 15,9) 113,76
33" 749 (d,2.4) 145,65 2’ 5! 7,59 (d, 6,0) 145,74 2 9 5! 7,58 (d, 15,8) 146,04
745(d,24) 145,88 7,55(d, 6,2) 145,84 7,50 (d, 15,9) 146,21
4'/4" - 126,15 2 - 126,36 2.5 - 126,30 8,5
126,20 126,44 126,36
5'/5" 6,93 (d, 1,7) 114,63 6,56 (m) 114,34 6,70 (m) 114,75
6,83 (d, 1,6) 113,99 114,38 6,72 (m) 114,88
6’6" - 145,10 - 145,38 - 145,34 5,7
145,31 145,40 145,35
777" - 147,85 5! - 148,16 g - 148,21 5!
148,13 148,23 148,23
88" 6,52 (d, 8,2) 114,63 9 3,9 9 7,06 (m) 113,61 39 7,25 (d, 8,6) 129,66 9
6,64 (d,8,2) 113,99 7,03 (m) 113,65 7,06 (d, 8,6) 130,11
9'/9" 6,76 (dd, 8,0; 1,8) 120,65 3',8 3,8 6,96 (m) 121,69 2,3 g 7,00 (dd, 8,9;1,4) 121,69
6,61(dd,8,3;1,6) 12144 6,89 (m) 121,81 692-6,86(m) 121,71

Signali protona i ugljenika (istih poticija) na bliskim hemijskim pomeranjima su manje ili vise preklopljeni.
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1.2.2. Kvalitativna i1 kvantitativna analiza fenolkarboksilnih kiselina u MeOH ekstraktima
podzemnih organa (Hieracium scheppigianum 1 H. naegelianum) i fenolkarboksilnih kiselina 1
flavonoida u MeOH ekstraktima herbi (svih 28 vrsta)

U okviru ove doktorske disertacije izvrSena je uporedna kvalitativna i kvantitativna analiza
fenolkarboksilnih kiselina u suvim MeOH ekstraktima podzemnih organa H. scheppigianum 1 H.
naegelianum 1 fenolkarboksilnih kiselina 1 flavonoida u suvim MeOH ekstraktima herbi 28 vrsta
roda Hieracium primenom LC-MS metode, optimizovane za razdvajanje ovih polifenola. U te svrhe
UV spektri su snimani na 320 nm za fenolkarboksilne kiseline, odnosno 350 nm za flavonoide, dok
su maseni spektri snimani u ESI” modu jonskog izvora i1 u full-scan ili SIM modu kvadripol
analizatora, na dva napona fragmentora (100 i 250 V). U ekstraktima podzemnih organa pomenute
dve vrste 1 herbi 28 vrsta detektovano je ukupno Sest fenolkarboksilnih kiselina (5-11). U
ekstraktima herbi svih 28 vrsta detektovano je i ukupno 19 flavonoida (12-30), od cega 18
flavonske strukture i to luteolin i 9 njegovih heterozida, apigenin i Cetiri njegova heterozida i
diosmetin i dva njegova heterozida, kao 1 jedan flavonolni heterozid. Identifikacija jedinjenja
detektovanih u ispitivanim ekstraktima izvrSena je analizom njihovih UV i masenih (ESI/SQ)
spektara. Podaci dobijeni ovom analizom predstavljeni su u Tabelama 25 i1 27. Za 17 polifenolnih
jedinjenja identitet je potvrden poredenjem njihovih retencionih vremena (Rt) i UV i MS
spektralnih podataka sa odgovaraju¢im podacima snimljenim za prethodno izolovana jedinjenja (6,
7,9, 13 1 26) i dostupne komercijalne standarde (5, 8, 15-17, 19, 22, 23, 25, 28-30). Uporedni LC-
MS hromatogrami (Amax=320 nm) suvih MeOH ekstrakata podzemnih organa H. naegelianum i H.
scheppigianum prikazani su na Slici 47, a hromatogrami (Amax=350 nm) suvih MeOH ekstrakata
herbi dve odabrane vrste (H. blecicii 1 H. scheppigianum) dati su na Slici 48.

Identifikacija fenolkarboksilnih kiselina u MeOH ekstraktima podzemnih organa i herbi

Pet fenolkarboksilnih kiselina, hlorogenska kiselina (5), 1,3-di-O-kafeoilhina kiselina (6), 3,4-di-
O-kafeoilhina kiselina (7), 3,5-di-O-kafeoilhina kiselina (8) i 1,5-di-O-kafeoilhina kiselina (9), koje
su izolovane iz MeOH ekstrakta podzemnih organa H. sheppigianum, takode su identifikovane i u
MeOH ekstraktu podzemnih organa H. naegelianum. Dodatno, u oba ekstrakta detekovana je jo$
jedna fenolkarboksilna kiselina ¢iji su UV 1 maseni spektralni podaci ukazali na strukturu
dikafeoilhina kiseline (10) (Tabela 27, Slika 47).
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Slika 47. LC-MS hromatogrami (Amax=320 nm) MeOH ekstrakata podzemnih organa H.
naegelianum (A) 1 H. scheppigianum (B).
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Tabela 27. UV (Amax) 1 MS (m/z) spektralni podaci fenolkarboksilnih kiselina (10-11) i flavonoida (12-30) detektovanih u suvim MeOH
ekstraktima herbi 28 vrsta roda Hieracium

Rt o m/s .
# (min) (nm) [M-H]" m/z(250V) Jedinjenje
(100 V)

11 6,69 328 353,10 353,10 (18), 191,10 (100), 179,00 (3), 173,10 (2), 161,00 (6), 133,10 (3) Kafeoilhina kiselina

12 1597 256,264,350 579,20 579,20 (100), 447,20 (14), 286,00 (7), 285,00 (25), 191,00 (17), 179,00 (7), 135,00 (7) Luteolin heksozilpentozid

13 16,76 256,264, 350 579,20 579,20 (100), 447,10 (4), 285,10 (18), 190,80 (2), 179,00 (2), 135,00 (1) Luteolin 7-O-glukoksilozid

14 17,37 n.db 593,20 593,20 (100), 447,10 (17), 285,00 (28), 190,90 (12), 179,00 (8), 161,00 (4), 135,00 (7) Luteolin
heksozildezoksiheksozid

15 17,73 256,264,350 593,20 593,20 (100), 447,10 (18), 285,00 (22), 190,90 (3) Luteolin 7-O-rutinozid

16 20,62 256,264,350 447,10 447,10 (100), 448,10 (23), 285,10 (12) Luteolin 7-O-glukozid

17 20,62 254,266,350 461,10 461,10 (100), 285,10 (31) Luteolin 7-O-glukuronid

18 21,34 n.d. 461,10 461,10 (100), 299,10 (53) Diosmetin heksozid

19 21,59 256,264,298,354 463,10 463,10 (100), 301,10 (70), 285,00 (30) Kvercetin 3-O-glukozid

20 24,37 n.d. 607,20 607,20 (100), 299,00 (39), 284,80 (14), 284,00 (14) Diosmetin heksozilpentozid

21 25,12 266, 338 563,10 563,10 (100), 431,10 (16), 269,10 (96) Apigenin heksozilpentozid

22 26,50 266,338 577,10 577,10 (100), 431,10 (6), 269,90 (5), 269,10 (22) Apigenin 7-O-rutinozid

23 29,85 266, 338 431,10 431,10 (100), 269,00 (7), 268,10 (26) Apigenin 7-O-glukozid

24 30,60 n.d. 533,20 533,20 (20), 489,20 (100), 447,10 (28), 285,00 (28), 284,10 (13), 268,00 (2) Luteolin 6"-acilheksozid

25 32,32 266,338 445,10 445,10 (100), 269,00 (47), 179,00 (1) Apigenin 7-O-glukuronid

26 33,61 250,268,340 447,10 447,10 (28), 286,00 (21), 285,00 (100), 283,80 (4), 133,10 (3) Luteolin 4'-O-glukozid

27 33,61 250,268, 340 461,10 461,10 (68), 286,10 (17), 285,10 (100), 151,00 (3), 133,00 (4) Luteolin 4'-O-glukuronid

10 4027 295(sh),318,330 515,10 515,10 (100), 353,20 (62), 191,00 (50), 151,00 (35) Dikafeoilhina kiselina

28 42,65 254,266,350 285,10 285,10 (100), 151,00 (6), 133,00 (24) Luteolin

29 43,14 252,267,344 299,10 299,10 (100), 283,60 (96), 267,00 (30), 151,00 (27) Diosmetin

30 43,31 268,340 269,10 269,10 (100), 227,00 (7), 151,00 (7), 117,00 (35) Apigenin

U zagradama su predstavljeni relativni intenziteti fragmentnih jona; °n. d. — spektralni podaci nisu dostupni.
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U suvim MeOH ekstraktima herbi svih 28 vrsta roda Hieracium detektovano je ukupno pet
fenolkarboksilnih kiselina, od kojih su cetiri (5, 8, 9, 10) prethodno identifikovane 1 u pomenutim
ekstraktima podzemnih organa H. sheppigianum i H. naegelianum, dok je jedna (11) detektovana u
ekstraktima herbi samo pojedinih ispitivanih vrsta ovog roda. UV spektralni podaci jedinjenja 11
ukazali su na to da je i ono derivat kafene kiseline. Njegov MS spektar karakteriSe se prisustvom
najintenzivnijeg signala deprotonovanog molekula [M-H]™ na m/z 353 i signala fragmentnog jona
na m/z 191, koji poti¢e od deprotonovanog molekula hina kiseline (Tolonen i sar., 2002). Ovi podaci
su ukazali na to da je jedinjenje 11 po strukturi monokafeoilhina kiselina.

Na osnovu sli¢nosti MS spektara hlorogenske kiseline (5) i jedinjenja 11, kao i redosleda
eluiranja sa Cig kolone, moze se pretpostaviti da je jedinjenje 11 cis izomer hlorogenske kiseline (5)
(Clifford 1 sar., 2003; 2008).
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Slika 48. LC-MS (TIC u opsegu m/z 80-900 Da) hromatogram MeOH ekstrakata herbi H. blecicii (A) i H.
scheppigianum (B); fenolkarboksilne kiseline: hlorogenska kiselina (5), 3,5-di-O-kafeoilhina kiselina (8),
1,5-di-O-kafeoilhina kiselina (9), dikafeoilhina kiselina (10), monokafeoilhina kiselina (11); flavonoidi:
luteolin heksozilpentozid (12), luteolin 7-O-glukoksilozid (13), luteolin heksozildezoksiheksozid (14),
luteolin 7-O-rutinozid (15), Iuteolin 7-O-glukozid (16), luteolin 7-O-glukuronid (17), diosmetin heksozid
(18), kvercetin 3-O-glukozid (19), diosmetin heksozilpentozid (20), apigenin heksozilpentozid (21), apigenin
7-O-rutinozid (22), apigenin 7-O-glukozid (23), luteolin 6"-acilheksozid (24), apigenin 7-O-glukuronid (25),
luteolin 4'-O-glukozid (26), luteolin 4'-O-glukuronid (27), luteolin (28), diosmetin (29), apigenin (30).
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Identifikacija flavonoida u MeOH ekstraktima herbi

U MS spektrima flavonoida detektovanih u MeOH ekstraktima herbi svih 28 ispitivanih vrsta
karakteristi¢ni su bili signali m/z deprotonovanih molekula [M-HJ, €iji je relativni intenzitet pri
nizem naponu fragmentora (100 V) za sva detektovana jedinjenja bio 100%. Pri viSem naponu
fragmentora (250 V) maseni spektri su pored protonovanog molekula sadrzali i signale fragmentnih
jona (engl. in-source fragmentation), koji nastaju neutralnim gubicima Secernih komponenti
(prisutan je signal na m/z aglikona), ali 1 Retro-Diels-Alder-ovim (RDA) premeStanjem,
pomeranjem radikala i dodatnim neutralnim gubicima (CO, CO;) (Cuyckens i Claeys, 2004;
Ferreres 1 sar., 2004; Rijke 1 sar., 2006).

Identifikacija luteolina i njegovih heterozida. UV spektre jedinjenja 12-17, 24 1 26-28
karakteriSu traka I (apsorpcioni maksimumi na 350 nm) i traka II (apsorpcioni maksimumi na 256 1
264 nm). U masenim spektrima (ESI/SQ na 250 V) ovih flavonoida karakteristicno je prisustvo
signala koji odgovara deprotonovanom molekulu aglikona [L-H]™ na m/z 285, kao i signala
fragmentnih jona m/z vrednosti 191 1 151, koji nastaju RDA mehanizmom raspada prstena C (Rijke
i sar., 2006). Fragmentacija luteolina prikazana je na Slici 49. Na osnovu navedenih podataka, ali i
primenom komercijalnog standarda, jedinjenje 28 identifikovano je kao luteolin. Takode,
zakljuCeno je da je luteolin aglikon jedinjenja 12-17, 24 i 26-27. 1z sheme fragmentacije ovih
jedinjenja zakljuceno je da jedinjenja 12-15 predstavljaju biozide luteolina, dok jedinjenja 16, 17,
24,26 1 27 predstavljaju monozide luteolina.

Jedinjenja 12 1 13 poseduju strukturu luteolin heksozilpentozida. Deprotonovanom molekulu ova
dva jedinjenja [L+162+132-H]  odgovara signal na m/z 579 u masenim spektrima. On se dalje
fragmentiSe do karakteristi¢nih jona [L+162-H] na m/z 447 i [L-H] na m/z 285, uz neutralne
gubitke od 132 odnosno 162 Da, koji odgovaraju gubitku dehidropentoze i dehidroheksoze, redom.
Jedinjenje 13 je identifikovano kao luteolin 7-O-4-D-glukoksilozid pomoc¢u prethodno izolovanog
jedinjenja iz suvog MeOH ekstrakta herbe H. gymnocephalum (Petrovi¢ i sar., 1999a).

Jedinjenjima 14 1 15 odgovara struktura luteolin heksozildezoksiheksozida. U masenim
spektrima uocCava se signal deprotonovanih molekula [L+162+146-H]" na m/z 593, kao i
fragmentnih jona [L+162-H]" na m/z 447 1 [L-H]” na m/z 285, koji nastaju gubitkom
dehidrodezoksiheksoze (146 Da) i dehidroheksoze (162 Da). Jedinjenje 15 identifikovano je kao
luteolin 7-O-f-D-rutinozid pomocu komercijalnog standarda.

U slucaju jedinjenja 12 i 14, na osnovu niske relativne zastupljenosti (tj. intenziteta) signala
fragmentnog jona na m/z 447 u masenim spektrima, pretpostavlja se da su Secerne komponente
vezane (1—6) glikozidnom vezom. Ovo je primeéeno i kod standardnih supstanci sli¢ne strukture
(13 1 15) i u saglasnosti je sa podacima iz literature (Cuyckens 1 sar., 2001; Ferreres i sar., 2004).

U masenim spektrima luteolin heksozida (16 i 26) zabelezen je signal deprotonovanog molekula
[L+162—-H] na m/z 447. Jedinjenje 16 je identifikovano kao luteolin 7-O-f-D-glukozid pomocu
komercijanog standarda, a jedinjenje 26 kao Iluteolin 4’-O-f-D-glukozid pomocéu jedinjenja
izolovanog iz (MeOH:aceton:voda 3:1:1, V/V/V) ekstrakta cvasti Leontodon hispidus L. (Zidorn 1
Stuppner, 2001).

U masenim spektrima luteolin heksuronida (17 i 27) signal deprotonovanih molekula [L+176-H]
nalazio se na m/z 461. Jedinjenje 17 identifikovano je kao luteolin 7-O-f-D-glukuronid pomocu
komercijalnog standarda. U cilju identifikacije jedinjenja 27, frakcija BF14, dobijena razdvajanjem
n-BuOH frakcije MeOH ekstrakta cvasti H. calophyllum koja je sadrzala ovo jedinjenje, podvrgnuta
je enzimskoj hidrolizi pomocu f-glukuronidaze. Ovaj postupak je omogucio identifikaciju Se¢ernog
dela jedinjenja 27, tipa veze izmedu molekula Secera i aglikona, a takode, nakon LC-MS analize
pomocu standarda, i identifikaciju luteolina kao aglikona. Poredenjem UV spektra jedinjenja 27 koji
se karakteriSe poloZajem apsorpcionog maksimuma trake I na 268 nm, sa spektralnim podacima
luteolin 3'- 1 4'-O-glukuronida do kojih su dosli Markham i Poter (1974), utvrdeno je da je u
strukturi jedinjenja 27 glukuronska kiselina vezana za 4’-OH grupu luteolina. Primec¢ena je i slicnost
sa spektralnim podacima luteolin 4'-O-glukozida (Tabela 27). Na osnovu svega navedenog
jedinjenje 27 je identifikovano kao luteolin 4'-O-glukuronid.
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Slika 49. Shema fragmentacije luteolina u ESI jonskom izvoru [izradena na osnovu literaturnih
podataka Cuyckens 1 sar. (2001) 1 Ferreres i sar. (2004)].

Struktura jedinjenja 24, sa signalom deprotonovanog molekula [L+248-H]  na m/z 533 u
masenom spektru, odgovara luteolin acilheksozidu. Naime, osnovni signal masenog spektra (pri
naponu fragmentora 250 V) ovog jedinjenja odgovara fragmentnom jonu na m/z 489 1 nastaje
najverovatnije dekarboksilacijom acil ostatka i smanjenjem mase za 44 Da (Kachlicki i sar., 2008).
Fragmentni jon na m/z 447, koji nastaje neutralnim gubitkom od 86 Da i1 odgovara luteolin
heksozidu, takode pokazuje da je u strukturi jedinjenja 24 ostatak Secera acilovan. Masa acil ostatka
zapravo odgovara malonil grupi (Cuyckens i Claeys, 2004). Na osnovu raspolozivih spektralnih
podataka nije bilo moguce precizno utvrditi polozaj OH grupe heksoze koja je ucestvovala u
reakciji supstitucije. Najverovatnije je u pitanju pozicija 6” na Sta ukazuju literaturni podaci
(Cuyckens i Claeys, 2004), kao i primeri malonilglikozida flavonoida prethodno izolovanih iz vrsta
rodova Lactuca L. 1 Cichorium L. (DuPont 1 sar., 2000), koji su taksonomski srodni rodu Hieracium
(pripadaju istom tribusu).

Identifikacija apigenina i njegovih heterozida. UV spektri (traka 1 sa apsorpcionim
maksimumom na 338 nm i traka II na 266 nm) (Marby i sar.,, 1970) i1 karakteristican signal u
ESI/SQ MS spektrima (pri naponu fragmentora od 250 V) na m/z 269 [A-H] bili su zajednicki za
jedinjenja 21-23, 25 i 30. Jedinjenje 30 je identifikovano kao apigenin pomocu komercijalnog
standarda. Utvrdeno je takode da je apigenin aglikon jedinjenja 21-23 i 25. Iz shema fragmentacija
zakljuceno je da jedinjenja 21 i1 22 predstavljaju biozide apigenina, a da jedinjenja 23 i 25
predstavljaju monozide apigenina. Jedinjenju 21 odgovara struktura apigenin heksozilpentozida.
Njegov maseni spektar se karakteriSe signalima koji odgovaraju deprotonovanom molekulu
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[A+162+132-H]™ na m/z 563, kao i fragmentnim jonima [A+162-H]™ na m/z 431 i [A-H] na m/z
269. Preostala tri heterozida apigenina su identifikovana pomocu komercijalnih standarda.
Jedinjenje 22 je apigenin 7-O-f-D-rutinozid, kod koga su zabeleZeni signali deprotonovanog
molekula [A+162+146-H] na m/z 577 1 fragmentnih jona [A+162-H] na m/z 431 i [A-H] na m/z
269 u masenom spektru. Jedinjenje 23 je identifikovano kao apigenin 7-O-f-D-glukozid, a
jedinjenje 25 kao apigenin 7-O-f-D-glukuronid. Pored fragmentnog jona na m/z 269, koji odgovara
deprotonovanom aglikonu [A-H]", ova dva jedinjenja u masenom spektru poseduju signale
deprotonovanih molekula [A+162-H] ™ na m/z 431 (23), odnosno [A+176-H] ~ na m/z 445 (25).

Identifikacija diosmetina i njegovih heterozida. Jedinjenje 29 identifikovano je kao diosmetin
pomoc¢u komercijalnog standarda. Frakcija BF11, dobijena semipreparativnim razdvajanjem n-
BuOH frakcije MeOH ekstrakta cvasti H. calophyllum, sadrzala je jedinjenja 18 i1 20. U cilju Sto
preciznijeg utvrdivanja njihove strukture, ova frakcija je podvrgnuta kiseloj hidrolizi (Marby 1 sar.,
1970). LC-MS metodom je utvrdeno da se u hidrolizatu nalazio diosmetin, kao aglikon ova dva
jedinjenja. MS spektri jedinjenja 18 i1 20 karakteriSu se signalima koji odgovaraju deprotonovanom
molekulu [D+162-H]" na m/z 461 (18), odnosno [D+162+146-H]" na m/z 607 (20), kao i
fragmentnacionom jonu na m/z 299, koji nastaje otpuStanjem molekula Secera (gubitak 162,
odnosno 146+162 Da) i potice od deprotonovanog aglikona [D-H] . Dakle, struktura ovih jedinjenja
odgovara diosmetin heksozidu (18) i diosmetin heksozilpentozidu (20).

Identifikacija kvercetin 3-O-f-D-glukozida. Jedinjenje 19, sa signalima deprotonovanog
molekula [Q+glukozil-H]™ na m/z 463 i fragmentnacionog jona [Q-H] na m/z 301 u masenom
spektru, identifikovano je kao kvercetin 3-O-f-D-glukozid, primenom komercijalnog standarda.

LC-MS analiza fenolkarboksilnih kiselina i flavonoida ukazala je na kvalitativnu sli¢nost, ali i na
odgovarajuce razlike, suvih MeOH ekstrakata herbi svih 28 ispitivanih vrsta. Od ukupno pet
detektovanih fenolkarboksilnih kiselina (5, 8-11), u svim vrstama bile su prisutne hlorogenska (5),
3,5- 1 1,5-di-O-kafeoilhina kiselina (8 1 9). Dva od devet detektovanih heterozida luteolina, i to
luteolin 7-O-glukoksilozid (13) i luteolin 7-O-glukozid (16) i jedan od cetiri detektovana heterozida
apigenina, tj. apigenin 7-O-glukozid (23), bili su prisutni u svim ispitivanim vrstama. Aglikoni,
luteolin (28) 1 apigenin (30), identifikovani su u 27 vrsta (nisu detektovani samo u H. naegelianum).
Luteolin 7-O-glukuronid (17) i apigenin 7-O-glukuronid (25), kao i apigenin 7-O-rutinozid (22)
nisu bili detektovani u po dve vrste. Kvercetin 3-O-glukozid (19) bio je prisutan u devetnaest vrsta.
Dodatno, diosmetin (29) nije registrovan u pet vrsta, dok su njegovi heterozidi 18 i 20 detektovani u
dvanaest, odnosno u dve vrste.

Kvantitativna analiza fenolkarboksilnih kiselina u MeOH ekstraktima podzemnih organa i
fenolkarboksilnih kiselina i flavonoida u MeOH ekstraktima herbi

Sadrzaj fenolkarboksilnih kiselina u suvim MeOH ekstraktima podzemnih organa H.
scheppigianum 1 H. naegelianum, kao 1 fenolkarboksilnih kiselina i flavonoida u suvim MeOH
ekstraktima herbi svih 28 vrsta, odreden je na osnovu povrSina pikova LC-MS hromatograma
snimanih DAD detektorom na 320 nm (fenolkarboksilne kiseline) i 350 nm (flavonoidi). Uporedni
prikaz LC-MS hromatograma (350 nm) MeOH ekstrakata herbi svih 28 vrsta dat je na Slikama 50 i
51.

Zbog koeluiranja flavonoida 16 i 17, kao i 26 i 27, kvantifikacija ova Cetiri jedinjenja izvrSena je
koris¢enjem podataka dobijenih iz SIM hromatograma deprotonovanih molekula [M-H] na m/z
447,10 (16 1 17) i m/z 461,10 (26 1 27). Uporedni prikaz SIM hromatograma (m/z 447,10 i1 461,10)
MeOH ekstrakata herbi svih 28 vrsta dat je na Slikama P5.1 i P5.2 u Prilogu 5.

Kao referentne supstance za odredivanje sadrzaja koris¢eni su autenticni standardi jedinjenja 5,
8, 13, 15-17, 22 1 29. Zavisno od sli¢nosti njihovih struktura, ovih osam standarda koriS¢eno je i za
kvantifikaciju preostalih 12 detektovanih polifenola. Sadrzaj dikafeoilhina kiselina (6-10) izrazen je
preko 3,5-di-O-kafeoilhina kiseline (8), kafeoilhina kiseline (11) preko hlorogenske kiseline (5),
flavonoida 12 preko luteolin 7-O-glukoksilozida (13), 14 preko luteolin 7-O-rutinozida (15), 18 i 20
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preko diosmetina (29), 21 preko apigenin 7-O-rutinozida (22), 24 preko luteolin 7-O-glukozida (16)
127 preko luteolin 7-O-glukuronida (17).

Rezultati kvalitativne 1 kvantitativne analize fenolkarboksilnih kiselina u suvim MeOH
ekstraktima podzemnih organa dve navedene vrste 1 fenolkarboksilnih kiselina i1 flavonoida u suvim
MeOH ekstraktima herbi svih 28 vrsta predstavljeni su u Tabelama 28-32.

Pored toga Sto su bili kvalitativno sliéni, suvi MeOH ekstrakti podzemnih organa H.
sheppigianum 1 H. naegelianum pokazali su sli¢nost 1 u pogledu sadrzaja identifikovanih jedinjenja
(Tabela 28). SadrZaj ukupnih fenolkarboksilnih kiselina iznosio je 139,77 mg/g suvog ekstrakta H.
scheppigianum 1 156,62 mg/g suvog ekstrakta H. naegelianum. 3,5-Di-O-kafeoilhina kiselina (8)
bila je najzastupljenije jedinjenje u ova dva ekstrakta sa ¢ak dva puta ve¢im sadrzajem (72,86 mg/g
u H. naegelianum 1 62,01 u H. scheppigianum) u poredenju sa hlorogenskom kiselinom (5), koja je
u oba ekstrakta bila druga po zastupljenosti (36,90 mg/g u H. naegelianum 1 35,61 u H.
scheppigianum).

Tabela 28. Sadrzaj pojedinacnih (5-10) 1 ukupnih fenolkarboksilnih kiselina u suvim MeOH
ekstraktima podzemnih organa H. scheppigianum i1 H. naegelianum, izrazen kao mg/g suvog
ekstrakta

Jedinjenje H. scheppigianum H. naegelianum
Hlorogenska kiselina (5) 35,61 £ 1,41 36,90 +£ 1,022
1,3-Di-O-kafeoilhina kiselina (6) 10,75+ 0,20 13,23£0,18
3,4-Di-O-kafeoilhina kiselina (7) 18,49+ 0,25 19,74+ 0,14
3,5-Di-O-kafeoilhina kiselina (8) 62,01 2,02 72,86 £2,59
1,5-Di-O-kafeoilhina kiselina (9) 10,62 +0,23 11,25+0,15
Dikafeoilhina kiselina (10) 2,29+0,10 2,64 +0,03
SUFK® 139,77 + 2,03 156,62 + 1,84

*Rezultati predstavljaju srednje vrednosti tri odredivanja + standardne devijacije.
®SUFK - Sadrzaj ukupnih fenolkarboksilnih kiselina.

Ispitivani suvi MeOH ekstrakti podzemnih organa H. sheppigianum 1 H. naegelianum imali su veci
sadrzaj ukupnih fenolkarboksilnih kiselina u poredenju sa MeOH ekstraktima herbi ove dve vrste (44,37
158,52 mg/g suvog ekstrakta), ali i u poredenju sa ekstraktima herbi ostalih 26 vrsta (u kojima se ukupni
sadrzaj ovih jedinjenja kretao od 20,17 mg/g suvog ekstrakta H. spirocaule do 64,17 mg/g suvog
ekstrakta H. glabratum). Fenolkarboksilne kiseline predstavljaju najzastupljeniju klasu jedinjenja samo
u ekstraktu herbe H. neilreichii (59,11 mg/g). Treba ista¢i da su hlorogenska kiselina (5) 1 3,5-di-O-
kafeoilhina kiselina (8), koje su bile dominantne u ekstraktima podzemnih organa H. sheppigianum i H.
naegelianum, bile najzastupljenije fenolkarboksilne kiseline i u ekstraktima njihovih herbi, kao i u
ekstraktima herbi ostalih 26 vrsta. Za razliku od ekstrakata podzemnih organa, u ekstraktima herbi
hlorogenska kiselina bila je zastupljenija od 3,5-di-O-kafeoilhina kiseline kako u slucaju H.
sheppigianum 1 H. naegelianum [21,91 126,57 mg/g (5); 15,88 125,12 mg/g (8)], tako 1 u slucaju vecine
(20) od preostalih 26 vrsta. Naime, sadrzaj hlorogenske kiseline kretao se od 10,65 mg/g u H. blecicii do
34,65 mg/g u H. glabratum, a sadrzaj 3,5-di-O-kafeoilhina kiseline od 4,48 mg/g u H. gymnocephalum
do 33,13 mg/g u H. neilreichii.

Pored toga $to je sadrZzao najviSe fenolkarboksilnih kiselina, ekstrakt H. glabratum bio je ujedno 1
najbogatiji flavonoidima (205,19 mg/g), kao 1 ukupnim polifenolima (269,36 mg/g). Najnizi sadrzaj
ukupnih flavonoida (31,48 mg/g) i1 polifenola (58,62 mg/g) zabeleZen je u slucaju ekstrakta H.
mokragorae. Luteolin (28) 1 njegovi heterozidi (12-17, 24, 26 1 27) predstavljaju dominantnu grupu
flavonoida i1 uopste polifenolnih jedinjenja u slucaju ekstrakata 25 vrsta (od 34,16 mg/g u ekstraktu H.
pannosum do 173,52 mg/g u ekstraktu H. glabratum). Najmanje zastupljena jedinjenja u ekstraktima
bili su diosmetin i njegovi heterozidi (18, 20, 29) i kvercetin 3-O-glukozid (19). U ekstraktima u kojima
su detektovani bili su prisutni u malim koli¢inama (< 2,88 mg/g).

98



Rezultati i diskusija

mAU

2000 -

1750 -

1500 - A ‘ '
. ) AN H. mokragorae (mok)

1250 - %ML ‘ ' H%\% H. pyricephalum (pyr)
| T "w H. coloriscapum (col)
_ézj\ I )
1000 @H | I’
H. durmitoricum (dur)

750 - - l‘ i ' LA—A— H. scheppigianum (sch)
N L A
i I ' | H. calophylum (cal)
WJ | M \ V\«—M_J—L—M—— H. anastrum (ana)
500 - Ly L pgUl ﬂ . |
— l I ] — A H. spirocaule (spi)

e — H. mirificissimum (mir)

Y S— H. guentheri-beckii (gue)

| | |
Mj N l ' '\ J | P, L H. paratrichum (par)
el l l‘ M B N H. blecicii (ble)
erw " s H. orieni (ori)
i LA
0 H. gymnocephalum (gym)
T T T T I T T T T | T T T T | T T T T I T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 min

Slika 50. Uporedni LC-MS hromatogrami (Amax=350 nm) MeOH ekstrakata herbi 14 vrsta roda Hieracium.
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Slika 51. Uporedni LC-MS hromatogrami (Amax=350 nm) MeOH ekstrakata herbi narednih 14 vrsta roda Hieracium.
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Tabela 29. Sadrzaj pojedinacnih (5, 8-11) 1 ukupnih fenolkarboksilnih kiselina u suvim MeOH ekstraktima herbi 28 ispitivanih vrsta roda Hieracium,

izrazen kao mg/g suvog ekstrakta

Akr*  Ekstrakt 5 8 9 10 1 SUFK®

gym H. gymnocephalum 15,29 +0,01¢ 4,48 +0,10 1,33 +0,01 - 2,01+0,14 23,11+0,10
ori H. orieni 18,88+ 1,13  12,52+0,09 2,61 +£0,03 - trd 34,01 £0,99
ble H. blecicii 10,65+ 1,21 11,57+0,31 3,25+ 0,08 - 0,16 +£0,02 25,63 £ 1,03
par H. paratrichum 19,46 + 0,55 8,48 £0,03 2,17+ 0,01 - 0,67 0,03 30,78 £ 0,50
spi H. spirocaule 10,69 £+ 1,22 8,06 + 0,20 1,34 +£0,11 - 0,08 +£0,01 20,17 £ 1,25
ana H. anastrum 18,58 £ 0,29 7,45+ 0,02 1,20+ 0,01 - 1,23 +0,04 28,46 + 0,30
cal H. calophyllum 17,94+ 2,33 8,94 £ 0,09 4,05 £ 0,09 - 0,32+ 0,04 31,25+ 1,14
sch H. scheppigianum 21,91 +0,81 15,88 +0,37 5,34 +0,01 0,63 £ 0,00 0,61 +0,03 44,37 +£ 0,92
dur H. durmitoricum 13,47 £ 0,05 9,71 £ 0,35 2,43 +0,01 0,50+ 0,01 1,23 £0,04 27,34 £ 0,28
gue H. guentheri-beckii 19,83 +0,93 12,11+0,19 4,22 + 0,03 - 1,34 + 0,08 37,50 +£ 0,98
mir H. mirificissimum 30,29+ 0,21 14,47 +0,04 2,03 £0,00 - 0,10+0,01 46,89 + 0,23
col H. coloriscapum 20,97 + 0,09 7,65 + 0,03 2,27 +0,03 0,63 +0,00 1,18 £ 0,00 32,70 £ 0,10
pyr H. pyricephalum 17,41 +£0,43 10,64+ 0,76 2,72+ 0,50 - 0,60 + 0,02 31,37+ 0,83
mok H. mokragorae 12,68 +0,36 12,76 +0,16 1,70 + 0,00 tr tr 27,14 £ 0,40
pan H. pannosum s.1. 14,22 £ 0,01 7,43 £0,03 1,50 + 0,00 0,45+ 0,01 0,18 0,00 23,78 £0,03
plu H. plumulosum 17,79 £ 0,04 9,46 + 0,03 3,61 +0,01 0,72 £ 0,00 0,59 £ 0,01 32,17 + 0,04
alb H. albopellitum 14,64 £ 0,07 9,80+ 0,01 4,15+ 0,06 0,54 £ 0,00 1,75+ 0,05 30,88 £ 0,11
bup H. pseudoschenkii 22,33 +0,18 22,26 +0,33 3,51 +£0,06 - 0,87 £ 0,06 48,97 £ 0,41
vil H. villosum 24,57+0,56 12,52+ 0,29 2,62+ 0,00 - 0,58 £ 0,02 40,29 + 0,70
pil H. pilosum 31,74+ 0,07 28,12+0,01 2,55 +£0,00 - 0,44 + 0,07 62,85+0,12
gla H. glabratum 34,65+0,10 27,31 +0,04 2,214+0,02 - - 64,17+ 0,10
SCo H. scorzonerifolium 21,15+0,24 11,37+0,03 2,75 £ 0,04 - 1,53 +0,09 36,80+ 0,21
den H. dentatum s.1. 13,15+ 0,50 13,62+0,23 5,58 £0,29 - 0,49 + 0,04 32,84 +0,70
val H. valdepilosum s.1. 18,37 +0,22 7,90+ 0,12 1,67 +0,01 - 0,31 +0,01 28,25+ 0,20
nei H. neilreichii 23,51 +1,29 33,13+0,08 1,82 +0,00 - 0,65+ 0,03 59,11+ 1,28
nae H. naegelianum 26,57+0,26  25,12+0,22 3,38 +£0,04 1,07 +£0,01 2,38 £0,36 58,52 £0,28
tom H. tommasinianum 15,66 £0,05 17,75+0,08 2,69 + 0,01 - 0,08 = 0,00 36,18 £ 0,08
mac H. macrodontoides 24,79 £0,11 28,65+ 0,09 6,83 +£0,01 - tr 60,27 +£0,10

aAkronim vrste. "SSUFK — sadrzaj ukupnih fenolkarboksilnih kiselina. “Rezultati predstavljaju srednje vrednosti tri odredivanja +
standardne devijacije. tr — jedinjenje prisutno u tragovima (< 0,01 mg/g). Fenolkarboksilne kiseline: hlorogenska kiselina (5), 3,5-
di-O-kafeoilhina kiselina (8), 1,5-di-O-kafeoilhina kiselina (9), dikafeoilhina kiselina (10), monokafeoilhina kiselina (11).
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Tabela 30. Sadrzaj flavonoida (12-18) u suvim MeOH ekstraktima herbi 28 ispitivanih vrsta roda Hieracium, izrazen kao mg/g suvog ekstrakta

AKkr.? Ekstrakt 12 13 14 15 16 17 18
gym  H. gymnocephalum 2,59 +0,02° 25,06 £ 0,10 0,64 £ 0,02 4,48 +0,09° 20,24 £ 0,07 11,86 £ 0,01 -

ori H. orieni 14,00 £ 0,01 16,76 £ 0,01 0,79 +£ 0,01 7,64 + 0,08 17,47 £ 0,01 17,75+ 0,01 0,16 = 0,00
ble H. blecicii 17,70+ 0,14 23,62 +0,31 0,60 + 0,01 4,38 +0,04 37,62+0,31  20,72+0,01 -

par  H. paratrichum 5,65+ 0,05 5,92 £ 0,08 0,32 + 0,00 7,96 £ 0,15 40,68 + 0,67 16,01 £ 0,00 -

spi H. spirocaule 17,94 + 0,06 18,65+ 0,39 0,58 £ 0,00 591+0,15 23,21 +£0,03 11,00 £ 0,01 -

ana  H. anastrum 3,46 + 0,06 13,02 £ 0,00 0,55+0,01 2,83+£0,18 24,59+ 0,05 22,42+0,01 0,15+0,00
cal H. calophyllum 3,66 + 0,06 6,58 + 0,06 0,50+ 0,01 1,81 + 0,05 33,62 +£0,31 tre -

sch H. scheppigianum 8,54 + 0,04 14,27 £ 0,02 0,27 £ 0,01 0,66 £ 0,05 30,55+ 0,04 - 0,29 £ 0,02
dur  H. durmitoricum 13,17 £ 0,01 16,40 + 0,04 0,38 +£0,00 2,11+0,10 34,00 + 0,54 tr -

gue  H. guentheri-beckii 5,15+ 0,06 9,15+0,01 0,29 +0,01 0,59 + 0,03 15,16 0,01 48,32 +0,02 -

mir  H. mirificissimum tr 13,16 £ 0,04 0,28 + 0,00 2,29 +£0,05 16,95+ 0,08 74,46 0,06 -

col H. coloriscapum 1,24 £ 0,01 15,28 0,01 1,15+0,00 2,31 +0,07 22,95+0,07 23,70+ 0,01 -

pyr  H. pyricephalum 14,38 £ 0,21 23,72 £0,23 0,64 + 0,01 4,40 £ 0,32 24,99 + 0,03 tr -
mok H. mokragorae - 4,71 £0,01 - 0,45+0,01 2,18 £0,01 18,53 £ 0,00 tr

pan  H. pannosum s.l. 0,87+ 0,01 9,14+ 0,03 0,07 £ 0,01 - 2,52+ 0,36 21,56 £ 0,05 -

plu H. plumulosum tr 8,23 £0,03 - 1,40 £ 0,01 14,69+ 0,15 3592=+0,11 tr

alb H. albopellitum 2,05+0,05 8,49+0,18 0,38 £ 0,00 3,54+0,43 16,28 £0,13 26,44 + 0,06 tr

bup H. pseudoschenkii 0,92 + 0,03 18,67 £ 0,62 0,36 + 0,00 1,04 £ 0,04 12,74 £ 0,20 2,39 £ 0,00 tr

vil H. villosum - 11,47 £ 0,03 0,36 £ 0,01 0,34 + 0,02 15,08 £0,05 45,77+0,10 tr

pil H. pilosum 10,35+0,02 33,38 +0,05 1,51 £0,01 - 19,10 £ 0,02 16,53 + 0,01 tr

gla H. glabratum 7,61 +£0,01 20,01 £ 0,01 1,30 + 0,00 2,34+0,12 18,02+0,08 118,94 +0,12 tr

sco H. scorzonerifolium - 18,88 +£ 0,20 tr 1,08 £0,10 19,70 £ 0,04 4,30+ 0,00 0,15+0,00
den  H. dentatum s.l. 10,02 +£0,00 15,82 +0,36 0,40 + 0,00 0,70 £ 0,05 20,24 +0,30 25,62 +0,01 -

val H. valdepilosum s.1. 0,53 +£0,03 8,04 £0,19 0,18 £ 0,01 - 35,19 £0,02 10,16 £ 0,00 -

nei H. neilreichii - 17,32 £ 0,02 0,17 + 0,00 tr 9,05+0,01 - -

nae H. naegelianum 40,82 £ 0,23 34,82 +0,17 2,50 £ 0,01 0,32 +£0,00 4920+ 0,18 tr -

tom  H. tommasinianum tr 16,14 £ 0,05 - tr 3,14 £ 0,01 15,28+ 0,10 tr
mac H. macrodontoides 3,39+ 0,02 19,31 £ 0,02 - - 21,03 +£0,03 26,90+0,01 -

aAkronim vrste. "Rezultati predstavljaju srednje vrednosti tri odredivanja + standardne devijacije. “tr — jedinjenje prisutno u tragovima (< 0,01

mg/g). Flavonoidi: luteolin heksozilpentozid (12), luteolin 7-O-glukoksilozid (13), luteolin heksozildezoksiheksozid (14), luteolin 7-O-rutinozid

(15), luteolin 7-O-glukozid (16), luteolin 7-O-glukuronid (17), diosmetin heksozid (18).
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Tabela 31. Sadrzaj flavonoida (19-25) u suvim MeOH ekstraktima herbi 28 ispitivanih vrsta roda Hieracium, izrazen kao mg/g suvog ekstrakta

Akr.* Ekstrakt 19 20 21 22 23 24 25
gym  H. gymnocephalum 1,36 £ 0,00° - 0,13 + 0,00 0,83 +0,02 0,92 +£0,01 0,05 + 0,00 tre

ori H. orieni - - 0,20 + 0,00 3,32 £0,03 0,78 £ 0,01 0,10 £ 0,00 tr

ble H. blecicii 0,94 + 0,00 0,07 = 0,00 - 1,37 £ 0,06 0,75+ 0,05 0,07 £0,01 -

par H. paratrichum tr - 0,11 £0,01 0,75+ 0,05 0,60 + 0,01 - tr

spi H. spirocaule - - 0,40 £0,03 1,40+ 0,01 0,67 +0,03 - tr

ana  H. anastrum - - 2,46+ 0,12 0,98 + 0,05 0,42+ 0,01 0,04 £0,01 tr

cal H. calophyllum - - tr 1,32 £ 0,00 2,78 £ 0,05 0,07 + 0,00 3,62+ 0,01
sch H. scheppigianum - - 0,28 = 0,00 0,25 +0,04 0,71 £ 0,01 tr 2,324+0,01
dur A durmitoricum 0,81 £0,01 - - 1,16 + 0,00 0,66 + 0,02 0,07 +0,01 1,00 £ 0,02
gue  H. guentheri-beckii - 0,03 £ 0,00 0,56 + 0,03 1,36 £ 0,03 1,25 £ 0,05 - 4,58 £0,03
mir A mirificissimum 0,58 + 0,00 - 1,23 +0,01 0,87 £0,03 0,23 +£0,01 - 3,01 +£0,00
col H. coloriscapum - - tr 0,61 +0,02 0,40 + 0,01 0,04 + 0,00 tr

pyr H. pyricephalum 0,20 £ 0,00 - 0,36 £ 0,01 0,62 +0,03 0,27 £ 0,02 0,05 £ 0,00 -
mok H. mokragorae 1,01 £ 0,00 - tr tr 0,70 £ 0,00 - 3,20+ 0,00
pan  H. pannosum s.l. 0,52 £ 0,01 - tr 2,43 £0,03 tr - 2,02 £ 0,00
plu H. plumulosum - - tr tr 0,39 +£0,01 0,10+ 0,01 tr

alb H. albopellitum 0,15+0,01 - tr 0,35+0,02 0,35+0,02 0,03 £ 0,00 tr
bup  H pseudoschenkii 0,76 +£ 0,01 - 1,86 + 0,06 1,13+ 0,09 0,76 + 0,00 tr 2,11+ 0,00
vil H. villosum 1,83 +£0,02 - - 0,23 +£0,03 0,29 £ 0,01 - 2,83 +£0,00
pil H. pilosum 0,76 £ 0,00 - tr tr 0,34 + 0,00 - 4,43 £0,00
gla H. glabratum 1,25+ 0,01 - 0,47 £ 0,03 2,15+0,02 0,51 +0,00 - 25,77 £ 0,00
sco H. scorzonerifoliums.l. 0,25+ 0,01 - 0,96 + 0,07 3,51 £ 0,04 0,68 + 0,04 0,06 + 0,00 2,32+ 0,00
den  H. dentatum s.l. 0,13 + 0,00 - 0,84 + 0,03 0,83 £0,04 0,25+ 0,03 - 2,66 +0,18
val H. valdepilosum s.1. tr - - tr 0,17 + 0,00 - 1,12+ 0,00
nei H. neilreichii 2,46 £ 0,01 - 2,39 +£0,02 - 0,69 + 0,02 tr 3,03+ 0,00
nae H. naegelianum 2,88+ 0,00 - - 0,54 £ 0,01 0,28 £0,03 0,22 +0,01 1,07 £ 0,00
tom  H tommasinianum - - 0,90 +0,01 2,07 £0,05 0,25+0,00 tr 1,76 £ 0,00
mac  H. macrodontoides 1,55+ 0,01 - 0,23 + 0,00 - 1,33 £0,00 - 0,48 +£ 0,00

aAkronim vrste. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti tri odredivanja + standardne devijacije. ‘tr — jedinjenje prisutno u tragovima (< 0,01
mg/g). Flavonoidi: kvercetin 3-O-glukozid (19), diosmetin heksozilpentozid (20), apigenin heksozilpentozid (21), apigenin 7-O-rutinozid (22),
apigenin 7-O-glukozid (23), luteolin 6"-acilhekzozid (24), apigenin 7-O-glukuronid (25).
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Tabela 32. Sadrzaj pojedinacnih (26-30) i ukupnih flavonoida (12-30), kao i ukupnih polifenola (5, 8-30) u suvim MeOH ekstraktima herbi 28
ispitivanih vrsta roda Hieracium, izrazen kao mg/g suvog ekstrakta

Akr.* Ekstrakt 26 27 28 29 30 SUFL® SUP¢

gym  H. gymnocephalum - tr 3,88 +0,00¢ 0,06 £ 0,00 0,34 £ 0,00 72,44+ 0,10 95,55+ 0,09
ori H. orieni - - tr 0,18 = 0,00 0,07 + 0,00 79,22 +0,09 113,23 +0,98
ble H. blecicii tre 1,00 £ 0,00 2,11 +£0,04 0,49 £ 0,01 0,62 £ 0,06 112,06 £0,40 137,69 +1,11
par H. paratrichum 0,57 £ 0,00 2,40 + 0,00 1,27 +£ 0,03 0,49 + 0,02 0,41 + 0,00 83,14+ 0,70 113,92 +0,70
spi H. spirocaule - 0,29 + 0,00 1,77 £ 0,00 0,35+ 0,05 0,35+0,01 82,52+040 102,69 +1,19
ana H. anastrum 0,50+ 0,00 1,40 + 0,00 1,34 + 0,05 0,17+ 0,00 0,32 +0,02 74,65+0,19 103,11 +0,25
cal H. calophyllum 0,49 + 0,01 19,19 +£ 0,01 0,60 £+ 0,00 0,18+ 0,01 1,21 +0,01 75,63 +£0,33 106,88 = 1,01
sch H. scheppigianum 1,17 £ 0,00 16,11 £ 0,01 1,13+ 0,01 0,14 + 0,00 0,53 +£ 0,00 77,22 +£0,05 121,59+0,90
dur H. durmitoricum 1,17 £ 0,00 13,69 +£ 0,01 2,30 = 0,00 0,17+ 0,01 0,45+ 0,01 87,54+0,50 114,88 £0,64
gue H. guentheri-beckii 1,27 £0,00 6,99 £+ 0,00 1,02 £ 0,03 0,36 0,01 0,69 + 0,00 96,77 £0,10 134,27 +0,97
mir H. mirificissimum tr tr 0,04 £ 0,00 - 0,62 +0,01 113,72 +0,08 160,61 +0,24
col H. coloriscapum tr 0,70 + 0,00 1,33+ 0,00 0,06 + 0,00 0,08 = 0,00 69,85+0,10 102,55+0,10
pyr H. pyricephalum tr 3,17+ 0,01 0,96 £ 0,01 0,33+ 0,01 0,28 = 0,00 74,37 +0,43 105,74+ 0,79
mok  H. mokragorae tr - tr tr 0,70 £ 0,00 31,48 £ 0,01 58,62 + 0,38
pan H. pannosum s.1. tr - tr - 0,66 + 0,00 39,79+ 0,38 63,57+ 0,32
plu H. plumulosum tr 6,97 + 0,00 tr tr 0,41 + 0,00 68,11 +£0,15 100,28 £0,15
alb H. albopellitum - - tr tr 0,57+ 0,00 58,63 £ 0,52 89,51+ 0,53
bup H. pseudoschenkii 0,48 £ 0,00 17,22 £ 0,00 tr tr tr 60,44 £0,21 109,41 +£0,41
vil H. villosum 0,58 £ 0,00 21,73 £ 0,00 0,33 +£0,01 0,11 £ 0,00 0,02 + 0,00 100,97 £ 0,10 141,26 £ 0,65
pil H. pilosum 1,40 £ 0,00 28,53 + 0,00 0,25+ 0,01 tr 0,68 0,01 117,26 £ 0,03 180,11 £0,10
gla H. glabratum 3,21 £ 0,00 1,64 £ 0,00 0,49 = 0,00 0,11 £0,02 1,37 £ 0,02 205,19 +0,19 269,36 +0,10
sco H. scorzonerifolium s.l. 1,13 +0,00 20,44 £ 0,00 0,29 +£0,01 - 0,89 + 0,01 74,64 £0,22 111,44 +0,22
den H. dentatum s.1. 0,76 = 0,01 14,59 £ 0,00 2,25+0,11 0,21 +0,01 2,06 £0,01 97,38+ 0,40 130,22 +0,82
val H. valdepilosum s.1. 1,09 + 0,00 41,20+ 0,01 1,54 £ 0,03 0,06 + 0,01 0,84 + 0,00 100,12 £0,20 128,37 +0,20
nei H. neilreichii tr tr 1,57 £ 0,04 0,06 + 0,00 1,55+0,02 38,29 £0,02 97,40 + 1,14
nae H. naegelianum - - - - - 132,65+0,35 191,17 £0,50
tom  H tommasinianum 1,15+£0,00 tr tr tr tr 40,69+ 0,09 76,87 +0,09
mac  H. macrodontoides tr 16,68 £ 0,01 tr - tr 90,90 £0,03 151,17+0,10

aAkronim vrste. "SUFL — sadrzaj ukupnih flavonoida. ¢ SUP — sadrZaj ukupnih polifenola. ‘Rezultati predstavljaju srednje vrednosti tri odredivanja +
standardne devijacije. °tr — jedinjenje prisutno u tragovima (< 0,01 mg/g). Flavonoidi luteolin 4'-O-glukozid (26), luteolin 4'-O-glukuronid (27), luteolin
(28), diosmetin (29), apigenin (30).
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Sto se ti¢e sadrzaja pojedinaénih flavonoida u suvim MeOH ekstraktima herbi 28 vrsta, on se u
nekim slucajevima znacajno medusobno razlikovao, a najvece varijacije su uocene za sledeca
jedinjenja (Tabele 30-32):

e sadrzaj luteolin 7-O-glukozida (16) i 7-O-glukoksilozida (13) kretao se od 2,18 i 4,71 mg/gu
H. mokragorae do 49,201 34,82 mg/g u H. naegelianum;

e luteolin 7-O-glukuronida (17) od tragova (u Cetiri vrste) do 118,94 mg/g u H. glabratum (u
ekstraktima dve vrste nije detektovan);

e luteolin 4'-O-glukuronida (27) od tragova (u Cetiri vrste) do 41,20 mg/g u H. valdepilosum (u
ekstraktima pet vrsta nije detektovan);

e apigenin 7-O-glukuronida (25) od tragova (u osam vrsta) do 25,77 u H. glabratum (u
ekstraktima dve vrste nije detektovan).

Od 28 vrsta roda Hieracium, koje su predmet ove doktorske disertacije, do sada je u pogledu
kvalitativnog i/ili kvantitativnog sastava fenolkarboksilnih kiselina i flavonoida ispitivano samo
osam: MeOH ekstrakti herbi H. gymnocephalum, H. blecicii, H. guentheri-beckii, H. coloriscapum
i H. naegelianum, MeOH ekstrakti korena, listova i1 cvasti H. pannosum, 1 polarni
(MeOH:aceton:voda 3:1:1, V/V/V) ekstrakti cvasti H. villosum i H. pilosum (Gokbulut 1 sar., 2017;
Petrovi¢ i sar., 1999a; Zidorn i sar., 2002). U preostalih 20 vrsta, kompozicija ovih sekundarnih
metabolita do sada nije ispitivana. U MeOH ekstraktima herbi H. gymnocephalum, H. blecicii, H.
guentheri-beckii, H. coloriscapum 1 H. naegelianum (Petrovi¢ i sar., 1999a), pored tragova kafene
kiseline, prethodno su, kao i u okviru ove doktorske disertacije, identifikovane hlorogenska (5) i
3,5-di-O-kafeoilhina kiselina (8), a u ekstraktima H. gymnocephalum, H. blecicii, H. guentheri-
beckii i H. naegelianum 1 1,5-di-O-kafeoilhina kiselina (9). U okviru ove doktorske disertacije,1,5-
di-O-kafeoilhina kiselina detektovana je i u ekstraktu H. coloriscapum. U prethodno ispitivanim
polarnim ekstraktima cvasti H. villosum 1 H. pilosum (Zidorn i sar., 2002), pored 4,5-di-O-
kafeoilhina kiseline, detektovane su, kao i u MeOH eckstraktima herbi ovih vrsta u okviru ove
doktorske disertacije, hlorogenska i 3,5-di-O-kafeoilhina kiselina. U okviru ove doktorske
disertacije, u ekstraktima herbi identifikovana je dodatno i 1,5-di-O-kafeoilhina kiselina. Kao i u
MeOH ekstraktu herbe H. pannosum ispitivanom u okviru ove doktorske disertacije, u prethodno
ispitivanim MeOH ekstraktima listova i cvasti ove biljke takode je identifikovana hlorogenska
kiselina (pored kafene kiseline) (Gokbulut 1 sar., 2017). U ekstraktu herbe su, u okviru ove
doktorske disertacije, dodatno identifikovane 3,5- 1 1,5-di-O-kafeoilhina kiselina.

U MeOH cekstraktima herbi H. gymnocephalum, H. blecicii, H. guentheri-beckii, H.
coloriscapum 1 H. naegelianum prethodno su identifikovani luteolin 7-O-glukoksilozid (13),
luteolin 7-O-rutinozid (15), luteoin 7-O-glukozid (16), i1 luteolin (28), a u ekstraktima H.
gyvmnocephalum, H. blecicii, H. guentheri-beckii i H. coloriscapum takode i apigenin 7-O-glukozid
(23) (Petrovi¢ 1 sar.,, 1999a). U okviru ove doktorske disertacije, apigenin 7-O-glukozid je
detektovan i1 u ekstraktu H. naegelianum, a dodatno, identifikovani su i luteolin 7-O-glukuronid
(17) 1 apigenin 7-O-rutinozid (22) (u svih pet navedenih vrsta), luteolin 4'-O-glukuronid (27),
diosmetin (29) i apigenin (30) (u Cetiri vrste; izuzev H. naegelianum), apigenin 7-O-glukuronid
(25, u Cetiri vrste; izuzev H. blecicii), luteolin 4'-O-glukozid (26, u H. blecicii, H. guentheri-beckii i
H. coloriscapum) 1 kvercetin 3-O-glukozid (19, u H. gymnocephalum, H. blecicii i H.
naegelianum). Zidorn 1 sar. (2002) su u polarnim ekstraktima cvasti H. villosum 1 H. pilosum
identifikovali luteolin, luteoin 7-O-glukozid, luteolin 7-O-glukuronid i luteolin 4'-O-glukozid, ¢ije
prisustvo je potvrdeno i u okviru ove disertacije u MeOH ekstraktima herbi ovih biljaka. U
ekstraktima herbi obe biljke dodatno su identifikovani apigenin, diosmetin, luteolin 7-O-
glukoksilozid, luteolin 4'-O-glukuronid, apigenin 7-O-rutinozid, apigenin 7-O-glukozid, apigenin
7-O-glukuronid i kvercetin 3-O-glukozid, a u ekstraktu herbe H. villosum 1 luteolin 7-O-rutinozid.
Sa druge strane, Zidorn 1 sar. (2002) su u ekstraktima cvasti obe vrste identifikovali i1 izoetin 4'-O-
glukuronid, koji nije detektovan u ekstraktima herbi u okviru ove doktorske disertacije. Kao i u
slucaju MeOH ekstrakta herbe H. pannosum ispitivanom u okviru ove doktorske disertacije, u
prethodno ispitivanim ekstraktima listova i cvasti ove biljke identifikovani su apigenin, luteolin 1
luteolin 7-O-glukozid (Gokbulut 1 sar., 2017). U okviru ove doktorske disertacije, u ekstraktu herbe
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ove biljke dodatno su identifikovani luteolin 7-O-glukoksilozid, luteolin 7-O-glukuronid, luteolin
4'-O-glukozid, apigenin 7-O-rutinozid, apigenin 7-O-glukozid, apigenin 7-O-glukuronid 1 kvercetin
3-0-glukozid.

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza fenolkarboksilnih kiselina u ekstraktima podzemnih organa
H. scheppigianum 1 H. naegelianum, kao 1 fenolkarboksilnih kiselina i flavonoida u ekstraktima
herbi 20 vrsta ovog roda izvrSena je po prvi put u okviru ove doktorske disertacije. Za preostlih
osam vrsta, podaci o sastavu ove dve klase sekundarnih metabolita su znacajno upotpunjeni (u
njima je dodatno identifikovano od sedam do deset jedinjenja). Treba ista¢i da je 1,3-di-O-
kafeoilhina kiselina identifikovana po prvi put u vrstama roda Hieracium u okviru ove doktorske
disertacije. MeOH ekstrakti vecine ispitivanih vrsta pokazali su se kao bogati izvori ove dve klase
jedinjenja, naroCito ekstrakti podzemnih organa H. scheppigianum 1 H. naegelianum (kao izvori
fenolkarboksilnih kiselina) 1 ekstrakt herbe H. glabratum (kao izvor flavonoida).

1.3. Ispitivanje triterpena
1.3.1. Identifikacija triterpena u CH>Cl, ekstraktu herbe Hieracium gymnocephalum

Iz suvog CH2Cl> ekstrakta herbe H. gymnocephalum, primenom hromatografije u koloni na
stubu silikagela, dobijene su frakcije bogate triterpenima. Primenom gasne hromatografije (GC-
FID-MS) i NMR spektroskopije, utvrdena je struktura pet jedinjenja (31-35). Identitet ovih
jedinjenja potvrden je pomocu komercijalnih standarda f-amirina (31) i a-amirina (32), kao 1
polusintetski dobijenih acetil derivata f-amirina, lupeola i a-amirina, tj. f-amirin-acetata (33),
lupeol-acetata (34) 1 a-amirin-acetata (35). 1D 1/ili 2D NMR spektri jedinjenja 31-35 snimani su u
CHCIs-d. Na Slici 52 prikazan je GC-FID hromatogram CH>Cl, ekstrakta H. gymnocephalum.
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1000

10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 min

Slika 52. GC-FID hromatogram CH>Cl, ekstrakta H. gymnocephalum

Analiza masenih spektara jedinjenja (31-35)

Tokom GC-FID-MS analize ekstrakata, frakcija ekstrakata i standardnih supstanci, maseni
spektri snimani su uz EI tehniku jonizacije na 70 eV. Detaljan pregled masenih spektralnih
podataka jedinjenja 31-35 dat je u Tabeli 33.

U masenim spektrima jedinjenja 31 i 32, prisutan je molekulski jon na m/z 426 [M]*, koji
odgovara molekulskoj formuli C30Hs0O 1 ukazuje na pentacikli¢no triterpensko jezgro molekula.
Molekulski jon jedinjenja 33, 34 i 35 na m/z 468 [M]" odgovara acetil derivatima jedinjenja
navedene molekulske formule. Poredenjem masenih spektara jedinjenja 31-33 1 35 (Slike P6.1-5,
Prilog 6) moZe se =zakljuciti da je fragmentacija ovih jedinjenja sli¢na. Karakteristi¢an
najintenzivniji signal u masenim spektrima ova Cetiri jedinjenja odgovara fragmentnom jonu na m/z
218 koji nastaje Retro-Diels-Alder-ovim (RDA) raspadom pentacikli¢nog triterpenskog jezgra sa
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12,13-dvostrukom vezom u prstenu C i1 ukazuje na oleansku ili ursansku strukturu. Nastali RDA
fragment sadrZi D 1 E prsten i njegova struktura se u jedinjenjima 31 1 33, odnosno 32 1 35 razlikuje
samo u polozaju C-29 metil grupe (ova grupa je na polozaju C-20 kod 31 i 33, odnosno na C-19
kod 32 1 35). Fragmentni jon na m/z 207, koji nastaje u istom RDA premestanju usled cepanja veza
C9-C11 1 C8-C14 uz premestanje vodonika sa metil grupe u poloZaju C-8, i jon na m/z 203, koji
nastaje otpusStanjem metil grupe sa polozaja C-20, dodatno potvrduju triterpensku strukturu (Slika
53). Naime, primec¢eno je da je zastupljenost signala na m/z 203 u masenim spektrima jedinjenja 31
1 33 veca u odnosu na jedinjenja 32 1 35, $to je uslovljeno formiranjem stabilnijeg tercijarnog
karbonilnog jona (na polozaju C-20) u jedinjenjima oleanskog tipa u odnosu na sekundarni
karbonilni jon u jedinjenjima tipa ursana (Bekana 1 sar., 2014).

Tabela 33. GC-MS podaci identifikovanih triterpena (31-35)
Rt m/z (E1, 70eV) Jedinjenje
426,4 (7),393,3 (1), 281,0 (12), 257,1 (5), 218,2 (100), 207,1 (10),

308690300 (45), 189,1 (15) f-Amirin (31)
4263 (5), 355,1 (2), 327,0 (2), 281,0 (7), 218,2 (100), 207,1 (35), .

31,79 203.0 (22), 189.1 (20) o-Amirin (32)

.50 ng% 8)5,)393,1 (22810 (17). 2182 (100). 2071 23).203.0 (40), oo oag)

1335 4683 (30).4540 (18). 4083 (15),393.3 (1), 3572 (1, 2810 (40) [ oo o

218,0 (50), 189,1 (100)
33,79 468.4 (7), 408.4 (2), 257,1 (2), 218,2 (100), 203,1 (22), 189,1 (25) a-Amirin-acetat (35)

H
N
m

° /2203
N H
miz 189
miz 218 miz 249 miz 189

Slika 53. Shema fragmentacije a-amirina (32; A) i lupeol-acetata (34; B) u EI jonskom izvoru
(izradena na osnovu literaturnih podataka Bekana i sar. (2014); Petrovi¢ (1995).
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Za razliku od ova Cetiri jedinjenja, u masenom spektru jedinjenja 34 najintenzivniji signal je na
m/z 189. Ovaj signal potic¢e od dva fragmentna jona koji nastaju RDA raspadanjem prstena C. Jedan
sadrZi prsten A 1 B bez acetiloksi grupe (neutralni gubitak od 60 Da), a drugi se sastoji od prstena D
1 E, uz prisustvo izopropenil grupe u prstenu E. Iz svega navedenog se moze zakljuciti da
pentacikli¢na struktura ovog triterpena odgovara tipu lupana (Petrovi¢, 1995).

Interpretacija NMR spektara jedinjenja 31-35

Na sli¢nosti 1 razlike u strukturi jedinjenja 31 i 32 ukazuju 1D i 2D NMR signali (Tabela 34;
Slike P6.6-13 u Prilogu 6) koji poticu od:

1) osam sp’ metilenskih grupa (H-1a/e, C-1; H-2a/e, C-2; H-6a/e, C-6; H-7a/e, C-7; H-15a/e, C-
15; H-16a/e, C-16; H-21a/e, C-21; H-22a/e, C-22) u strukturi oba jedinjenja;

2) dodatne sp® metilenske grupe (H-19, C-19) &iji su signali na Ju 1,66 i 1,03 i dc 46,88
karakteristi¢ni za oleansku strukturu jedinjenja 31;

3) dvostruke veze (H-12, C-12) &iji su protonski tripleti na on 5,13 (32) 1 5,18 (31) (spregnuti sa
ugljenikovim atomima na 124,43, odnosno 121,77 ppm) karakteristi¢ni za strukture urs-12-ena
jedinjenja 32, odnosno olean-12-ena jedinjenja 31 (Slike 54 1 55);

4) osam tercijarnih metil grupa sa karakteristicnim singletima na dou 0,79-1,13 1 dc 15,52-33,36 (u
strukturi oba jedinjenja);

5) pet kvaternarnih ugljenikovih atoma (C-4; C-8, C-10; C-14; C-17) (u strukturi oba jedinjenja);

6) dodatnog kvaternarnog ugljenikovog atoma u oleanskoj strukturi (C-20) jedinjenja 31 [dc
39,84];

7) sekundarne alkoholne grupe (H-3, C-3) ¢iji protonski signal viSeg reda na Ju 3,20 usled
transdiaksijalnog sprezanja (J=10,5 Hz) i vicinalnog sprezanja (J=3,9 Hz) sa protonima u C-2
polozaju, ukazuje na strukturu olean-12-en-3-ola (31), odnosno urs-12-en-3-ola (32) (Slike 54 i
55).

Detaljnom analizom NMR (Slike P.6-13, Prilog 6) i masenih spektara i poredenjem sa podacima
dobijenim GC-FID-MS analizom komercijalno dostupnih standarda, jedinjenje 31 je identifikovano
kao f-amirin (34-hidroksi-olean-12-en-3-ol), a jedinjenje 32 kao a-amirin (34-hidroksi-urs-12-en-3-
ol).

"H NMR spektralni podaci f-amirin-acetata (33) sli¢ni su spektralnim podacima S-amirina (31),
a spektralni podaci a-amirin-acetata (35) spektralnim podacima a-amirina (32) (Slike P6.14 i 15 u
Prilogu 6). Paramagnetno pomeranje protonskih signala H-3 u slu¢aju f- i a-amirin-acetata (33 1 35)
prema nizem magnetnom polju za Ag= —1,3 ppm [Jnu 4,50] u poredenju sa odgovarajuc¢im signalima
f-amirina (31) 1 a-amirina (32) (usled smanjenja lokalne dijamagnetne zastite), kao i pojava
dodatnog protonskog singleta na du 2,04 [u spektru f-amirin-acetata 33] 1 2,02 [u spektru a-amirin-
acetata (35)] ukazali su na prisustvo i polozaj (C-3) acetil grupe u slucaju jedinjenja 33 i 35. Ova
grupa uslovila je 1 nesto slabije paramagnetno pomeranje protona H-5 [dn 0,86 (33) 1 0,81 (35)].
Dakle, strukture jedinjenja 33 i 35 odgovaraju f-amirin-acetatu i a-amirin-acetatu, Sto je potvrdeno i
GC-FID-MS analizom pomoc¢u polusintezom dobijenih standardnih supstanci.

Za razliku od jedinjenja 31-33 i 35, u 'H NMR spektru jedinjenja 34 uoceni su protonski signali
karakteristi¢ni za lupansku strukturu, koji poti¢u od: sp® metilenske grupe (H-12a/e) [dn 1,65 i 1,03]
i sp? egzocikli¢ne metilenske grupe (H-29) [ou 4,68 i 4,56]. Analogno gore pomenutim jedinjenjima
33135, 'H NMR spektar jedinjenja 34 u velikoj meri je bio sli¢an spektru komercijalnog standarda
lupeola (Slika 56), a razlike su se ogledale u pomeranju protonskog signala H-3 prema nizem
magnetnom polju za Ap= —1,5 ppm [Jdu 4,47] u poredenju sa odgovaraju¢im signalom u spektru
lupeola, kao i u prisustvu dodatnog signala, protonskog singleta H-2" [on 2,02] terminalne metil
grupe iz acetata u spektru jedinjenja 34 (Al-Musayeib i sar., 2013; Burns i sar., 2000; Shan 1 sar.,
2014). Navedeni podaci ukazuju da je jedinjenje 34 lupeol-acetat, Sto je 1 potvrdeno GC-FID-MS
analizom pomocu polusintezom dobijenog standarda. Hemijske strukture jedinjenja 31-35 prikazane
su na Slici 57.

108



Rezultati i diskusija

Tabela 34. '"H NMR (400 MHz) i'*C NMR (101 MHz) podaci za jedinjenja 31-35, simani u CHCl3-d

a-amirin (32) f-amirin (31) a-amirin-acetat (35) f-amirin-acetat (33) lupeol lupeol-acetat (34)
Poz. du Jc HMBC dn Jc HMBC  du ou ou on
la 1,64t(34) 1,61 1,64t(34) 1,61 1,58dd(11,7;32) 1,58dd(11,7;3,2)
le 1,00m 3880 2 0,97 3853 25 1,00 m 0,97 1,54 1,54
2a 1,92 dd(104; 3,1)23 38 1 1,54d(11,8) 357 1 1,92 dd (104;3,1) 1,54d(11,8) 1,90 m 1,90 m
2e 1,07 ’ 0,81 ’ 1,07 0,81 1,65 1,65
3 320dd(11,5;44) 79,27 3,19dd(10,5;3,9) 79,06 448t(3.,5) 450t(3.,5) 3,19dd(11,1;52) 447m
4 - 3691 24 - 3699 24 - - -
5 072 55,20 1;23,24, 0,74 5523 1;23,24, 081 0,86 0,89dd (12,5;3,5) 0,89dd(12,5;3.5)
25 25
6a 1,37 dd(6,8;3.,8) 1836 1,54 1841 1,37 dd(6.,8;3.8) 1,56 142m 142m
6e 1,52m ’ 142 ’ 1,52m 142 1,23m 1,23m
Ta 136 1,51 1,36 1,52 1A2m 1A2m
Te 1,25 3127 2 1,35 3270 2 1,25 1,34
8 - 39,70 26 - 37,70 26 - - - -
g: 1,51 4756 25,26 1,55t(3,5) 47,69 25,26 1,51 1,57t(3,5) 1,23m 1,23m
10 - 36,80 11 - 3881 11 - - - -
I1a 1,98 2813 1,86dd (6,3;3,8) 26,95 1,98 1,86 dd (6,3; 3.8) 1,28 m 1,28 m
1le 0,84 ’ 0,87 0,84 0,87
12 513t(3,95) 124,43 5,18t(3,5) 121,77 5.10t(3,6) 5,18t(3,5) 1.65m 1.65m
1,03m 1,03m
13 - 139,32 11 - 146,23 11 - - 1,08d(4.5) 1,08d(4.5)
14 - 41,84 - 41,77 - - - -
15a 1,55 27,28 1,76td (14,0;4,6) 26,20 1,55 1,79td (14,0;4,6) 1,65m 1,65m
15e 0,98 0,95
16a 1,81td(13,3;4,7) 26,58 1,99dd (13,5;44) 27,28 1,81td (13,3;4,7) 1,99 144 m 144 m
l6e 096 m 1,61 096 m 0,82 1,35m 1,35m
17 - 33,70 28,29Ir - 3252 28,29k - - - -
18 1,52m 59,02 1,96 47,29 1,52m 1,93 1,35m 1,35m
19 091m 39,68 1,66d(13.5) 46,88 1.38m 1,70 2,38dd(164; 10,7) 2,38dd (16,4;10,7)
1,03d 1,02
20 131m 39,68 - 3984 39,68 1,98 - - -
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Tabela 34. '"H NMR (400 MHz) i'*C NMR (101 MHz) podaci za jedinjenja 31-35, simani u CHCl3-d (nastavak)

a-amirin (32) f-amirin (31) a-amirin-acetat (35) f-amirin-acetat (33) lupeol lupeol-acetat (34)

Poz. on oc HMBC  Jun oc HMBC  Jun on on on

21 1,37d(2)9) 31,35 1,33 34,77 1,37d(2,9) 1,33 1,91 m 191 m
1,26 dd (6,8;3,8) 1,10 1,26 dd (6,8;3,8) 1,11

22 1,26t(2,9) 41,58 28 1,21dd(9.3;6,2) 37,18 28 1,26t(2,9) 1,43 1,19d(10,7)  1,19d(10,7)
141 141 141 1,23 1,39s 1,39s

23 1,00s 28,25 1,00 28,12 085s 0,83 0.83s 0,83s

24 0965 15,70 24 0,94s 1552 24 0,84s 0,96 0,83s 0,83 s

25 0,79s 15,66 0,79s 15,59 096s 0,86 094s 0,94 s

26 101s 16,93 097s 16,84 098s 0,97 1,03s 1,03 s

27 1,07s 25,93 1,13s 26,01 1,04s 1,13 097s 097s

28 084s 28,13 0,83s 2842 0,78 s 0,83 0,79s 0,79 s

29 0,79s 1748 0.87s 33,36 0,77 s 0,87 4,68s/456s 4,68s/4,565s

30 091s 21,58 0,87s 23,71 0,83s 0,87 1,68 s 1,68 s

31 - - - - - - - - - -

CH;s - - - - - - 2,02s 2,04s - 203s
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Slika 54. 'H (400 MHz) NMR spektar a-amirina (32), snimljen u CHCl3-d.
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Slika 55. Odabrane HSQC korelacije a-amirina (32).
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Slika 56. '"H (400 MHz) NMR spektar lupeola i karakteristi¢ni signali lupeol-acetata (34), snimljeni u CHCl3-d.
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31: R=H

33: R=Ac

Slika 57. Strukture jedinjenja 31-35.
1.3.2. Kvalitativna i kvantitativna analiza triterpena u CH>Cl ekstraktima herbi 28 vrsta

Primenom gasne hromatografije sa FID i MS detekcijom izvrSena je kvalitativna i kvantitativna
analiza triterpena u suvim CH>Cl, ekstraktima herbi svih 28 vrsta koje su predmet ove doktorske
disertacije. Kvalitativna analiza izvrSena je pomoc¢u standardnih supstanci, poredenjem retencionih
vremena (Rt) 1 masenih spekatra. Kvantifikacija jedinjenja metodom eksternog standarda izvrSena

je na osnovu povrsine pikova GC-FID hromatograma, ¢iji je uporedni prikaz dat na Slici 58.
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Slika 58. Uporedni prikaz GC-FID hromatograma suvog CH2Cl> ekstrakta herbe H.
gymnocephalum (A) i preostalih 27 suvih CH>Cl, ekstrakata ispitivanih vrsta roda Hieracium (B).

Kao standardne supstance koriS¢eni su komercijalni standardi f-amirin (31) i a-amirin (33), 1
polusintezom dobijeni acetati a- i S-amirina (32 i 35) i lupeola (34). Sadrzaj identifikovanih
triterpena (31-35) u CH2Cl» ekstraktima herbi 28 vrsta roda Hieracium prikazan je u Tabeli 35.
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Tabela 35. Sadrzaj pojedinacnih (31-35) i ukupnih triterpena u suvim CH>Cl, ekstraktima herbi 28
vrsta roda Hieracium, izrazen kao mg/g suvog ekstrakta

Akr.? Ekstrakt 31 32 33 34 35 SUT

gym H. gymnocephalum 8,17+0,72Y 5793+1,98 254+0,14 441+0,23 21,99+1,01 9504+1,72
ori H. orieni 534+0,41 8892+320 424+0,38 7,03+0,57 41,37+£1,99 146,9+3,09
ble H. blecicii 6,18+048 44,70+1,85 3,57+0,26 - 30,26 £1,50 84,71 +1,75
par H. paratrichum 727+0,50 6297+231 2,72+0,17 541+032 30,54+1,13 108,91 +1,99
spi  H. spirocaule 7,62+0,63 70,89+2,65 3,59+0,30 6,87+046 41,70+2,00 130,67 +2,36
ana H. anastrum 495+030 3691+1,78 146+0,01 5,14+027 11,92+0,92 60,38+ 1,53
cal  H. calophyllum 2,73+0,10 36,08 +1,32 - - 11,23 +0,84 50,04 £1,22
sch  H. scheppigianum 10,40+ 0,89 81,02+3,05 3,00+0,20 8,03+0,48 29,05+1,38 131,5+2,87
dur H. durmitoricum 8,31+0,79 80,30+3,16 8,63+0,80 - 51,35+ 1,07 148,59+ 0,95
gue H. guentheri-beckii 6,53 +0,51 3851+1,61 3,67+0,17 - 2525+ 1,21 73,96 +1,52
mir H. mirificissimum 5,04+0,35 34,56+1,38 4,22+0,37 - 26,72 +1,01 70,54+ 1,30
col  H. coloriscapum 443+0,20 5794+2,20 2,59+0,23 2,83+0,12 42,18+1,71 109,97 +1,97
pyr H. pyricephalum 5,52+0,29 53,29+191 7,05+0,65 4,77+0,38 4893+2,16 119,56 +2,01
mok H. mokragorae 3,40+0,16 43,31+2,01 1,03+0,09 - 18,37+ 1,00 66,11 +1,53
pan H. pannosum s.l. 426+0,19 4577+1,99 1,59+0,19 - 20,57+0,99 72,19+ 1,79
plu  H plumulosum 6,16 0,42 65,01 +2,35 3,95+0,22 10,14+0,91 41,68+1,52 126,94 +2,05
alb  H. albopellitum 5,74+ 0,38 83,19+3,38 591+0,50 6,54+0,62 42,18+1,89 143,56 +3,20
bup H. pseudoschenkii 6,59+0,50 59,15+1,23 3,47+0,19 - 2549+1,23 94,70+ 1,16
vil  H. villosum 5,57+£0,39 57,29+1,15 2,54+0,08 - 14,01 £0,99 79,41 +1,00
pil  H. pilosum 5,43+0,30 26,00+0,99 5,82+0,40 - 2497+ 1,15 62,22+1,07
gla H glabratum - 26,54 1,11 0,86 +0,01 - 438+0,34 31,78+0,97
sco  H. scorzonerifolium s.1. 3,59 +0,22 50,75+1,22 3,49+0,30 - 23,30+ 1,20 81,13+1,18
den H. dentatum s.l. 6,19+0,53 54,31+1,36 3,22+0,19 - 16,98 +1,03 80,70+ 1,24
val  H. valdepilosum s.l. 5,10+0,27 59,07+1,20 5,09+0,42 - 21,53 +£0,98 90,79 + 0,99
nei H. neilreichii 5,85+0,43 26,54+1,05 5,55+0,35 - 25,72 +£1,31 63,66+ 1,28
nae H. naegelianum 7,10+ 0,68 3945+1,23 3,11 +0,21 - 22,19+ 1,15 71,85+1,12
tom H. tommasinianum 1,42 +0,09 22,72+1,01 1,38+0,05 - 8,37+0,75 33,89+0,85
mac H. macrodontoides 3,13+0,28 43,43+1,40 2,54+0,10 - 20,16 £1,12 69,26+ 1,38

aAkronim vrste. "Rezultati predstavljaju srednje vrednosti tri odredivanja + standardne devijacije.
Triterpeni: f-amirin (31), a-amirin (32), f-amirin-acetat (33), lupeol-acetat (34), a-amirin-acetat (35).

Triterpeni ursanske strukture, a-amirin i njegov acetat (32 i 35), detektovani su u svih 28 vrsta.
Triterpeni oleanske strukture, f-amirin 1 njegov acetat (31 1 33), detektovani su u vecini analiziranih
vrsta, tj. jedinjenje 31 nije bilo prisutno u ekstraktu H. glabratum, a jedinjenje 33 u ekstraktu H.

calophyllum. Derivat lupana, lupeol-acetat (34), detektovan je u svega 10 vrsta.

Najveéi sadrzaj ukupnih triterpena (148,59 mg/g suvog ekstrakta) imao je ekstrakt H.
durmitoricum, a najnizi ekstrakt H. glabratum (31,78 mg/g). Ursani su generalno bili najzastupljenija
grupa triterpena u analiziranim ekstraktima. Sadrzaj a-amirina, dominantnog triterpena u svih 28
vrsta, bio je najvisi u ekstraktu H. orieni (88,92 mg/g), a najnizi u ekstraktu H. tommasinianum (22,72
mg/g), u kome je zabelezen i generalno nizak sadrzaj ukupnih triterpena (33,89 mg/g). Drugo
jedinjenje po zastupljenosti je bio a-amirin-acetat, ¢iji se sadrzaj kretao od 4,38 mg/g u ekstraktu H.
glabratum do 51,35 mg/g u ekstraktu H. durmitoricum. Sadrzaj f-amirina iznosio je 6,0-22,04%
sadrzaja a-amirina, sa najizrazenijom razlikom zabelezenom u ekstraktu H. orieni (5,34 mg p-
amirina/g, odnosno 88,92 mg a-amirina/g). Sadrzaj f-amirin-acetata iznosio je 5,6-23,6% sadrzaja a-
amirin-acetata, sa najizrazenijom razlikom zabelezenom u ekstraktu H. valdepilosum (5,09 mg p-
amirin-acetata/g, odnosno 21,53 mg o-amirin-acetata/g). Od ekstrakata 10 vrsta u kojima je
detektovan, najve¢i sadrzaj lupeol-acetata imali su ekstrakti H. plumulosum (10,14 mg/g) 1 H.
scheppigianum (8,03 mg/g), dok je najniza koli¢ina ovog jedinjenja zabelezena u ekstraktu H.
coloriscapum (2,83 mg/g).

Do sada su u pogledu sastava triterpena ispitivana tri taksona ovog roda od kojih su dva predmet i
ove doktorske disertacije. U CHCI; ekstraktima herbi identifikovano je ukupno Sest jedinjenja
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triterpenske strukture, 1 to: lupeol-acetat i f-amirin u H. plumulosum (Petrovic 1 sar., 1996), a- 1 f-amirin
1 21-a-hidroksi-taraksasterol (triterpen tipa ursana) u H. gymnocephalum (Petrovi¢ 1 sar., 1999b), kao 1
a- 1 f-amirin, taraksasterol 1 lupeol u H. umbellatum subsp. umbellatum (Hooper i Chandler, 1984).

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza triterpena u CH>Cl, ekstraktima herbi 26 vrsta ovog roda
izvrSena je po prvi put u okviru ove doktorske disertacije. U ekstraktima dve prethodno ispitivane
vrste (H. gymnocephalum 1 H. plumulosum) dodatno su identifikovana dva triterpena, acetati a- 1 -
amirina. Generalno, CH2Cl» ekstrakti pojedinih vrsta pokazali su se kao naroCito bogati izvori
triterpenskih jedinjenja.

1.4. Hemosistematski znacaj seskviterpenskih laktona, flavonoida, fenolkarboksilnih Kiselina i
triterpena za 28 vrsta

Hemosistematski zna¢aj flavonoida i fenolkarboksilnih kiselina (ubikvitarnih klasa sekundarnih
metabolita) i narocito seskviterpenskih laktona zastupljenih u ne tako velikom broju familija
skrivenosemenica, do sada je dokazan kroz brojna istrazivanja, naroCito za biljke iz familije
Asteraceae (Granica i Zidorn, 2015; Mendiondo i sar., 1997; Michalska i sar., 2009; Sareedenchai i
Zidorn, 2010; Zidorn 1 Stuppner, 2001; Zidorn 1 sar., 2002; 2008; Zidorn, 2008). U taksonima roda
Hieracium, seskviterpenski laktoni su prethodno slabo ispitivani, zbog ¢ega do sada nije radena
njihova hemosistematska evaluacija. Flavonoidi su hemijski veoma stabilni, razlike u njihovoj
hemijskoj strukturi su uglavnom genetski uslovljene (Emerenciano i sar., 2001; Harborne, 1977),
stoga se ispitivanje ove grupe jedinjenja pokazalo od izuzetnog znacaja, naro€ito u taksonomski
kompleksnim rodovima kao S$to je to rod Hieracium. Prethodna hemosistematska ispitivanja
flavonoida 1 fenolkarboksilnih kiselina u taksonima ovog roda obuhvatila su pripadnike (hibridogene 1
nchibridogene taksone) sekcija Alpina, Amplexicaulia, Barbata, Drepanoidea, Hieracium,
Hieracioides, Italica, Pannosa, Picroidea, Prenanthoidea, Pseudostenotheca, Pulmonarioidea,
Oreadea, Sabauda, Tridentata, Villosa 1 Vulgata (Guppy i Bohm, 1976; Maiez i sar., 1994; Petrovi€ i
sar., 1999a; Svehlikova i sar., 2002; Zidorn i sar., 2002). Hemosistematska ispitivanja triterpena u
rodovima familije Asteraceae su neSto manje zastupljena (Alvarenga i sar., 2001; Ferreira i sar., 2005).
OpseZzna ispitivanja sproveli su Jovanovi¢ i sar. (2016) na predstavnicima familije Crassulaceae DC.
prikupljenim na Balkanskom poluostrvu, i Kim i sar. (2017) na predstavnicima familije
Campanulaceae Juss. poreklom iz Juzne Koreje.

Rod Hieracium s. str. je taksonomski veoma kompleksan. Naprednim filogenetskim analizama
Fehrer (2009), Krak (2013) sa svojim saradnicima, kao i Tyler i Jonsson (2013), nisu uspeli da razrese
odnose izmedu vecine grupa i sekcija ovog roda. Jedan od ciljeva ispitivanja 28 vrsta roda Hieracium
u okviru ove doktorske disertacije je evaluacija hemosistematskog znacaja sekundarnih metabolita iz
klasa seskviterpenskih laktona, flavonoida, fenolkarboksilnih kiselina i triterpena, identifikovanih i
kvantifikovanih u ekstraktima herbi. U te svrhe rezultati hemijskih kvalitativnih 1 kvantitativnih
analiza transformisani su postupkom kodiranja i1 obradeni odgovaraju¢im multivarijantnim
statistickim metodama: analizom glavnih komponenti (PCA), nemetrickim multidimenzionalnim
skaliranjem (nMDS) i hijerarhijskom klaster analizom (UPGMA). nMDS i UPGMA Kklaster analiza
izvrSene su koriS¢enjem Bray-Curtis matrice razliCitosti. PCA analiza sprovedena je u cilju
pronalazenja seskviterpenskih laktona, fenolkarboksilnih kiselina, flavonoida i triterpena koji
znacajno doprinose razlikovanju vrsta. nMDS 1 klaster analiza sprovedene su u cilju pracenja
grupisanja vrsta na osnovu sli¢nosti i razlika u hemijskom sastavu ekstrakata.

Bitno je istaci da je najveci broj ispitivanih vrsta (24 od 28) sakupljen na planini Durmitor (centar
biodiverziteta roda na Balkanskom poluostrvu), gde razlicite vrste obicno koegzistiraju na istom
prirodnom stanistu, Sto je posebno pogodno za ovo hemosistematsko istrazivanje (uticaj geografskih
faktora i/ili varijacija staniSta na varijabilnost taksona je minimalan). Pored grupa [agregata (gym,
pan, bup, vil i nae)] kojima pripadaju ispitivane nehibridogene vrste, za potrebe ovog istrazivanja
formirane su i neformalne grupe (gymh, wal, vilh i tom) koje obuhvataju hibridogene vrste grupisane
prema poreklu (Tabela 2 u odeljku 2, poglavlja Uvod).
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1.4.1. Hemosistematski znac¢aj seskviterpenskih laktona

U cilju medusobnog uporedivanja 28 ispitivanih vrsta roda Hieracium, sadrzaj pojedinacnih
seskviterpenskih laktona u suvim MeOH ekstraktima herbi izraZzen je kao relativni, odnosno
procentualni sadrzaj u odnosu na sadrzaj ukupnih seskviterpenskih laktona u svakom pojedinacnom
ekstraktu (Tabela 36, Slika 59).

Tabela 36. Relativni sadrzaj pojedinacnih seskviterpenskih laktona u odnosu na ukupni sadrzaj
ovih jedinjenja u suvim MeOH ekstraktima 28 vrsta roda Hieracium

Akrg.* AKr Vrsta 1 2 3 4 Ukupno
gym H. gymnocephalum - 0,0048 0,3640 0,6312 1,0000
ori H. orieni - 0,1445 0,8555 - 1,0000
gym ble H. blecicii - 0,0261 0,3462 0,6277 1,0000
par H. paratrichum 0,0005 0,1337 0,2721 0,5937 1,0000
spi H. spirocaule - 0,2942 0,6474 0,0584 1,0000
ana H. anastrum - 0,1839 0,3588 0,4573 1,0000
cal H. calophyllum 0,0395 0,1276 0,3801 0,4529 1,0000
sch H. scheppigianum - 0,1956 0,3714 0,4330 1,0000
dur H. durmitoricum 0,0562 0,0778 0,3990 0,4671 1,0000
eymh e H guentheri-beckii - 01751 04258 03991  1,0000
mir H. mirificissimum - 0,0479 0,1832 0,7689 1,0000
col H. coloriscapum 0,0006 0,0109 0,2275 0,7610 1,0000
pyr H. pyricephalum - 0,0162 0,4558 0,5281 1,0000
mok  H. mokragorae - 0,0008 0,0025 0,9968 1,0000
Pal nan  H pannosum s.l. - 00437 02350 0,7213  1,0000
wal plu H. plumulosum - 0,0822 0,2387 0,6791 1,0000
alb H. albopellitum 0,0028 0,0001 0,0005 0,9966 1,0000
bup bup H. pseudoschenkii - 0,2956 0,5967 0,1077 1,0000
vil vil H. villosum 0,0113 0,2003 0,2822 0,5062 1,0000
pil H. pilosum 0,0207 0,5002 0,2453 0,2338 1,0000
gla H. glabratum 0,0281 0,0760 0,0209 0,8751 1,0000
sco H. scorzonerifolium s.1. 0,0173 0,0274 0,2186 0,7368 1,0000
vilh den H. dentatum s 1. 0,0120 0,0500 0,3885 0,5495 1,0000
val H. valdepilosum s.1. 0,0380 0,0785 0,3267 0,5568 1,0000
nei H. neilreichii 0,0004 0,1568 0,5244 0,3184 1,0000
nae nae H. naegelianum - 0,0133 0,3183 0,6684 1,0000
tom tom H. tommasinianum 0,0239 0,0001 0,0003 0,9757 1,0000
mac H. macrodontoides 0,9723 0,0096 0,0181 - 1,0000

aAkrg. — akronim agregata ili neformalne grupe; ®Akr. — akronim vrsta;
Seskviterpenski laktoni: kalofilamin B (1); kalofilamin A (2); 8-epi-ikserisamin A (3); krepizid E

G

Relativni sadrzaj identifikovanih seskviterpenskih laktona u ekstraktima najveceg broja ispitivanih
vrsta opadao je slede¢im redosledom: krepizid E (4), 8-epi-ikserisamin A (3), kalofilamin A (2),
kalofilamin B (1) (Tabela 36; Slika 59). U pogledu hemijskih klasa, gvajanolidi (2, 3 i 4) su bili
dominantni seskviterpenski laktoni u gotovo svim ispitivanim vrstama, izuzev H macrodontoides. U
MeOH ekstraktu ove vrste zabelezen je nizak ukupni apsolutni sadrzaj seskviterpenskih laktona, tako da
je relativni sadrzaj eudezmanolida kalofilamina B (iako prisutan u ekstraktu u maloj koli€ini) iznosio
97,23%. Kodirane vrednosti relativnog sadrzaja seskviterpenskih laktona 1-4 koris¢ene su u PCA,
nMDS i klaster analizi.

Rezultati PCA analize (Slika 60) su pokazali da su sva Cetiri seskviterpenska laktona bila u
korelaciji sa varijansom, bez obzira na njihov prosecni relativni sadrzaj. Tri jedinjenja koja
pripadaju grupi gvajanolida imala su najvece optereéenje duz prve glavne ose, Sto je objasnjavalo
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56,32% ukupne varijanse. Unutar ove grupe seskviterpenskih laktona, krepizid E (4) bio je
pozitivno (0,83), dok su 8-epi-ikserisamin A (3) (—0,89) i kalofilamin A (2) (—0,86) bili negativno
korelisani. Eudezmanolid kalofilamin B (1) najvise je doprineo drugoj glavnoj osi, koja objasnjava
manji udeo varijacije (29,80%) 1 bio je sa njom negativno korelisan (—0,96). Na osnovu rezultata
PCA analize moZe se zakljuciti da su sva cetiri seskviterpenska laktona manje-viSe ravnopravno
uticala na varijansu i da su bila distribuirana u blizini korelacijskog kruga, ne odstupajuci previse od
ortogonalnosti.

Zajednicko za vecinu ispitivanih vrsta je da su grupisane u blizini centra koordinantnih osa u
grafikonima dobijenim kako PCA, tako i nMDS metodom (Slika 61). Ova statisticki znacajna sli¢nost
proisti¢e iz pomenute sli¢nosti u pogledu hemijskog sastava njihovih MeOH ekstrakata herbi. Vrste
koje nisu u potpunosti sledile opadajuci redosled procentualnog sadrzaja seskviterpenskih laktona
(4—1) izdvajale su se na sledec¢i nac¢in na PCA 1 nMDS grafikonima:

e opterecenje po prvoj osi na PCA 1 nMDS grafikonima (Slike 60 1 61) pokazuju vrste H. orieni,
H. spirocaule 1 H. pseudoschenkii, koje sadrze mnogo vise 8-epi-ikserisamina A (3) od krepizida
E (4) (Slika 59, Tabela 36);

e opterecenje po prvoj osi takode pokazuju i1 vrste H. mokragorae, H. albopellitum 1 H.
tommasinianum, koje sadrze izuzetno veliku relativnu koli¢inu krepizida E (4) (Slika 59, Tabela
36), ali koje se nalaze na suprotnim stranama u odnosu na navedene prethodne tri vrste (H.
orieni, H. spirocaule i H. pseudoschenkii) duz prve ose na PCA i nMDS grafikonima (Slike 60 1
61);

e Hieracium pilosum se izdvaja zbog najviSeg relativnog sadrzaja kalofilamina A (2) (Slike 59, 60
161);

e Hieracium macrodontoides je jasno odvojen duz druge ose u PCA grafikonu (Slika 60), i
karakteriSe se izuzetno visokim procentualnim sadrzajem eudezmanolida kalofilamina B (1)
(Slika 59), iako u niskom apsolutnom sadrzaju (Tabela 36). Kalofilamin B, iako je u vrstama u
kojima je detektovan bio zastupljen u niskim koliCinama, mogao bi biti dobar hemosistematski
marker za neke grupe. Naime, ovaj seskviterpenski lakton je prisutan u vecini vrsta koje
pripadaju ili poti¢u od vrsta iz H. sect. Villosa (osim H. neilreichii) 1 H. sect. Glauciformia—
Italica (H. tommasinianum grupa), dok sa druge strane izostaje u nehibridogenim vrstama
sekcija Pannosa, Drepanoidea 1 Naegeliana, kao 1 kod vise od polovine hibridogenih vrsta koje
nastaju ukr§tanjem vrsta iz H. sect. Pannosa.

Rezultati PCA 1 nMDS analiza relativnog sadrzaja seskviterpenskih laktona ispitivanih vrsta i
glavnih taksonomskih grupa u vise slucajeva odrazavali su razlike izmedu taksona. Medutim, njihov
polozaj ukazuje i na o€igledno preklapanje izmedu grupa (Slike 60 i 61). Nakon eliminisanja rezultata
dve hibridogene vrste (H. calophyllum 1 H. durmitoricum) u nMDS analizi, preklapanje nije bilo
narocCito znacajno i predstavnici sekcija Pannosa 1 Villosa (ukljucujuéi hibridogene vrste koje nastaju
ukrStanjem vrsta koje vode poreklo iz navedenih sekcija) su bili dobro razdvojeni duz druge ose (Slike
61b). Ove razlike mogu se objasniti izostankom eudezmanolida kalofilamina B (1) u slucaju pripadnika
sekcije Pannosa (izuzev H. paratrichum 1 H. albopellitum u kojima je registrovan u tragovima) (Slika
59, Tabela 24). Ovo jedinjenje takode nije detektovano ni u H. pseudoschenkii, nehibridogenoj vrsti iz
agregata H. bupleuroides (sect. Drepanoidea), 1 H. naegelianum (sect. Naegeliana) (Tabele 24 1 36), pa
su ove vrste imale sli¢an polozaj na grafikonima kao i predstavnici agregata H. gymnocephalum (Slike
61).

UPGMA dendrogram ispitivanih grupa (Slika 62) pokazao je da je neformalna grupa H.
tommasinianum (Glauciformia—Italica), posebno pod uticajem izolovanog polozaja H. macrodontoides,
jasno odvojena od predstavnika drugih sekcija i grupa.

Prestavnik sect. Drepanoidea (H. bupleuroides agregat) takode se razlikuje od ostatka uzorka. Grupe
hibridogenih vrsta gymbh 1 vilh dele isti klaster, zajedno sa H. naegelianum (sect. Naegeliana). Rezultati
ove analize nisu bili u skladu sa taksonomskom pripadnos$¢u predstavnika agregata H. gymnocephalum
(gym) sekciji Pannosa, tj. grupa gym nije delila isti klaster sa grupama pan i wal.
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Grupa: gymnocephalum gymnocephalum (hibrid. vrste) pannosum waldsteinii villosum villosum (hibrid. vrste) tomm.

Slika 59. Relativni sadrzaj seskviterpenskih laktona u suvim MeOH ekstraktima herbi 28 vrsta roda Hieracium.
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Slika 60. PCA analiza kodiranih vrednosti relativnog sadrzaja seskviterpenskih laktona (1-4) u suvim MeOH ekstraktima herbi 28 vrsta roda
Hieracium (2D grafikon, faktori optere¢enja duz prve dve glavne komponente za navedena cCetiri jedinjenja). Legenda: pune tacke predstavljaju
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Bray-Curtis distance (matrica razlicitosti); 2D stres: 0,064
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Slika 61. nMDS grafikon distribucije kodiranih vrednosti procentualnog sadrzaja seskviterpenskih laktona projektovan u dvodimenzionalnom prostoru
koris¢enjem Bray-Curtis matrice razliCitosti: a) ukljuCene sve vrste; b) rezultati bez H. calophyllum 1 H. durmitoricum. Legenda: pune tacke
predstavljaju osnovne (nehibridogene) taksone; prazne tacke predstavljaju hibridogene vrste. Akronimi vrsta dati su u Tabeli 36.
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Unweighted pair-group average; Bray-Curtis matrica razli¢itosti
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Slika 62. UPGMA dendrogram hijerarhijske klaster analize grupa (agregata i neformalnih grupa) vrsta roda Hieracium na osnovu Bray-Curtis matrice
razli¢itosti kodiranih vrednosti relativnog sadrzaja Cetiri identifikovana seskviterpenska laktona u suvim MeOH ekstraktima herbi 28 vrsta. Akronimi
grupa dati su u Tabeli 36.
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1.4.2. Hemosistematski znac¢aj flavonoida i fenolkarboksilnih kiselina

Kao i1 u slu€aju statisticke analize sadrZaja seskviterpenskih laktona, u cilju ispitivanja
hemosistematskog znacaja fenolkarboksilnih kiselina 1 flavonoida detektovanih u suvim MeOH
ekstraktima herbi 28 ispitivanih vrsta roda Hieracium, primenjene su odgovaraju¢e multivarijantne
statisticke metode (PCA, nMDS, klaster analiza). U te svrhe, sadrzaj pojedinacnih flavonoida 1
fenolkarboksilnih kiselina izrazen je kao relativni sadrzaj u odnosu na sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja (zbir sadrzaja ukupnih flavonoida 1 fenolkarboksilnih kiselina) u pojedina¢nim
ekstraktima (Tabele 37 1 38, Slika 63).

Flavonoidi sa luteolinom kao aglikonom (12-17, 24, 26-28) predstavljaju dominantnu klasu
polifenola u analiziranim vrstama roda Hieracium, kako po broju zastupljenih jedinjenja, tako i u
pogledu njihovog sadrzaja (Tabele 37 i 38, Slika 63). Npr. najveci sadrzaj ovih jedinjenja u odnosu
na ukupne polifenole zabelezen je u ekstraktu H. blecicii (78,3%). Drugu po zastupljenosti grupu
jedinjenja ¢ine fenolkarboksilne kiseline (5, 8-11). One su bile najviSe zastupljene u ekstraktima
vrsta H. mokragorae, H. tommasinianum 1 H. neilreichii (43,34 do 60,6%). Udeo apigeninskih
flavonoida je uglavnom bio manji od 10% (osim u H. glabratum 11,2%). Diosmetin (29), njegovi
heterozidi (18 i 20) i1 kvercetin 3-O-glukozid (19), bili su prisutni u malim koli¢inama (do 3%) u
vrstama u kojima su detektovani.Kodirane vrednosti relativnog sadrzaja fenolkarboksilnih kiselina i
flavonoida (5, 8-30) koriS¢ene su u daljoj statistickoj obradi. Na primeru apigenin 7-O-glukuronida
(25) prikazane su kodirane vrednosti dodeljene na osnovu varijacija u procentualnom sadrzaju u
odnosu na ukupne detektovane polifenole (Slika 64). Naime, relativni sadrzaj apigenin 7-O-
glukuronida (25) kretao se od 0,009% u H. orieni i H. paratrichum do 9,56% u H. glabratum, dok
kod dve vrste nije bio prisutan (Tabela 38). Na osnovu procentualnog sadrZaja u uzorcima vecina
jedinjenja je pokazala potencijalni hemosistematski znacaj (Tabele 37 1 38). Stoga su jedinjenja
klasifikovana na osnovu srednjih vrednosti njihovog procentualnog sadrzaja u odnosu na ukupan
sadrzaj svih detektovanih fenolkarboksilnih kiselina i flavonoida u pojedinacnim ekstraktima
(>10%, 1-10%, 0,1-1% i <0,1%) (Tabela 39).

U PCA analizi (Slika 65), uoceno je da je 80% uglavnom dominantnih jedinjenja (>10% i 1-
10%) u korelaciji sa varijansom, nasuprot samo 28,5% manje zastupljenih jedinjenja (0,1-1% 1
<0,1%). Flavonoidi sa luteolinom kao aglikonom imaju visok faktor optere¢enja po nekoj od PCA
osa. Drugu klasu polifenola koja pokazuje znafajan uticaj na razdvajanje glavnih komponenti
predstavljaju fenolkarboksilne kiseline sa tri jedinjenja (5, 8, 10) koja znacajno doprinose varijansi.
Od ostalih polifenola (iz tri grupe), koji su u suvim MeOH ekstraktima vrsta zastupljeni u malim
koli¢inama ili ¢ak u tragovima, samo dva znacajnije doprinose varijansi. Na PCA grafikonu se moze
primetiti da najveci doprinos prvoj glavnoj osi pokazuju (Slika 64):

e luteolin 7-O-glukozid (16) - veéi sadrzaj je zabeleZzen u ekstraktima predstavnika grupa
gym+gymh i nae, dok je nizi bio zabelezen u pan,

e luteolin heksozilpentozid (12) - veéi sadrzaj u gym+gymh i nae,

e [uteolin 7-O-rutinozid (15) - veci sadrzaj u gym 1 wal, nizi u vil+vilh,

e apigenin 7-O-glukuronid (25) - visi sadrzaj u vil+vilh i pan, nizi u gym,

e diosmetin (29) - veci sadrzaj u gym+gymbh, nizi u pan, nije detektovan u nae,

e 3,5-dikafeoilhina kiselina (8) - ve¢i sadrzaj u vil+vilh, bup i tom, nizi u gym+gymh,

e luteolin heksozildezoksiheksozid (14) - veéi sadrZzaj u nae i gym+gymh, niZi u pan, nije
detektovan u tom,

e hlorogenska kiselina (5) - ve¢i sadrzaj u pan,

e luteolin acilglukozid (24) - ve¢i sadrzaj u nae, nizi u vil+vilh, nije detektovan u pan.
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Tabela 37. Relativni sadrzaj fenolkarboksilnih kiselina (5, 8-11) i flavonoida i (12-16) u odnosu na sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u suvim MeOH
ekstraktima herbi 28 vrsta roda Hieracium

Vrsta Akr.? 5 8 9 10 11 12 13 14 15 16

H. gymnocephalum gym 0,15999  0,04688 0,01392  0,00000 0,02103 0,02710 0,26222  0,00670  0,04688  0,21178
H. orieni ori 0,16670  0,11054  0,02304  0,00000 0,00009 0,12361 0,14798  0,00698  0,06746  0,15425
H. blecicii ble 0,07734  0,08402  0,02360  0,00000 0,00116 0,12854 0,17153  0,00436  0,03181  0,27320
H. paratrichum par 0,17079  0,07443  0,01905  0,00000  0,00588  0,04959 0,05196 0,00281 0,06986  0,35703
H. spirocaule spi 0,10409  0,07848 0,01305 0,00000 0,00078  0,17468 0,18160  0,00565  0,05755  0,22600
H. anastrum ana 0,18018  0,07225 0,01164 0,00000 0,01193  0,03355 0,12626  0,00533  0,02744  0,23846
H. calophyllum cal 0,16782  0,08363  0,03789  0,00000 0,00299 0,03424 0,06155 0,00468 0,01693  0,31450
H. scheppigianum sch 0,18018  0,13059 0,04391 0,00518 0,00502 0,07023 0,11735 0,00222  0,00543  0,25123
H. durmitoricum dur 0,11724  0,08452  0,02115 0,00435 0,01071 0,11463  0,14275 0,00331 0,01837  0,29594
H. guentheri-beckii gue 0,14769  0,09019 0,03143  0,00000 0,00998  0,03836 0,06815 0,00216  0,00439  0,11291
H. mirificissimum mir 0,18856  0,09008 0,01264  0,00000 0,00062  0,00006 0,08192 0,00174 0,01426  0,10552
H. coloriscapum col 0,20443  0,07458  0,02213  0,00614 0,01150 0,01209 0,14896 0,01121  0,02252  0,22373
H. pyricephalum pyr 0,16462  0,10061  0,02572  0,00000 0,00567 0,13597  0,22428  0,00605 0,04160  0,23629
H. mokragorae mok  0,21601 0,21738  0,02896  0,00017  0,00017  0,00000 0,08024  0,00000 0,00767 0,03714
H. pannosum s.1. pan 0,22355 0,11681  0,02358  0,00707  0,00283  0,01368  0,14369 0,00110  0,00000  0,03962
H. plumulosum plu 0,17726 ~ 0,09426  0,03597 0,00717  0,00588  0,00010  0,08200 0,00000 0,01395  0,14637
H. albopellitum alb 0,16347  0,10942  0,04634 0,00603  0,01954  0,02289  0,09480  0,00424  0,03953  0,18178
H. pseudoschenkii bup 0,20400  0,20336  0,03207  0,00000 0,00795  0,00840 0,17056  0,00329  0,00950  0,11639
H. villosum vil 0,17392  0,08862 0,01855  0,00000 0,00411 0,00000 0,08119 0,00255 0,00241  0,10675
H. pilosum pil 0,17619  0,15609 0,01415  0,00000 0,00244 0,05745 0,18529  0,00838  0,00000  0,10602
H. glabratum gla 0,12863  0,10138  0,00820  0,00000  0,00000 0,02825 0,07428 0,00483  0,00869  0,06690
H. scorzonerifolium s.l.  sco 0,18977  0,10202  0,02467  0,00000 0,01373  0,00000 0,16940  0,00009  0,00969 0,17676
H. dentatum s.1. den 0,10098  0,10459  0,04285  0,00000 0,00376  0,07695 0,12149  0,00307  0,00538  0,15543
H. valdepilosum s.1. val 0,14308 0,06153  0,01301  0,00000 0,00241  0,00413 0,06262  0,00140  0,00000  0,27409
H. neilreichii nei 0,24128  0,34000 0,01868  0,00000 0,00667  0,00000 0,17775 0,00174  0,00010  0,09288
H. naegelianum nae 0,13898 0,13139 0,01768  0,00560 0,01245 0,21352  0,18213  0,01308  0,00167  0,25735
H. tommasinianum tom 0,20351  0,23067  0,03496  0,00000 0,00104 0,00013  0,20975  0,00000 0,00013  0,04081
H. macrodontoides mac 0,16394  0,18947  0,04517  0,00000  0,00007  0,02242  0,12770  0,00000  0,00000  0,13908

®Akronim vrste. Fenolkarboksilne kiseline: hlorogenska kiselina (5), 3,5-di-O-kafeoilhina kiselina (8), 1,5-di-O-kafeoilhina kiselina (9), dikafeoilhina
kiselina (10), monokafeoilhina kiselina (11). Flavonoidi: luteolin heksozilpentozid (12), luteolin 7-O-glukoksilozid (13), luteolin heksozildezoksiheksozid
(14), luteolin 7-O-rutinozid (15), luteolin 7-O-glukozid (16).

124



Rezultati i diskusija
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