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IZVESTAJ

1. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija mr sc. Mirjane Mati¢ pod nazivom Yarijabilnost sastava i
bioloSka aktivnost etarskog ulja vrsteSeseli rigidum Waldst. & Kit. (Apiaceae)“, sastoji
se od sled@h poglavlja: Rezime na srpskom i engleskom jezikwod, Cilj, Materijal i

metode, Rezultati i diskusija, Zakdici, Literatura i Prilozi.



Disertacija je napisana na 178 strana i sadralikd (11 u Uvodu, 2 u Materijalu i
metodama, 55 u Rezultatima i diskusiji i 2 u Piiea), 34 tabela (4 u Uvodu, 4 u Materijalu
i metodama, 8 u Rezultatima i diskusiji i 18 u ®ima) i 205 literaturnih navoda. Prilozi su

dati na dodatnih 68 strana.

U Uvodu su predstavljene informacije o familiji Apiaceaadu SeseliL. i biljnoj vrsti
Seseli rigidumNaldst. & Kit.; opis roda i vrste i rasprostranjenje. U nastaviati, €l detaljni
podaci o hemijskim karakteristikama, biosintezidlbskoj aktivnosti sekundarnih metabolita
zastupljenih u vrstama rod&eseliObraiene su grupe metabolita koje predstavljaju isparlji
frakciju, odnosno sastojke koji se nalaze u izolatdobijenim destilacijom biljnog materijala
vodenom parom. Radi se o terpenskim sastojcimasi& ulju), poliketidnim sastojcima
(poliacetilenima) i fenilpropanskim sastojcima izuge kumarina. U uvodom delu
predstavljeni su do sada poznati podaci o hemijskamtojcima ispitivane biljne vrste,
tradicionalnoj primeni i potvienoj bioloskoj aktivnosti vrst8. rigidum sa nardéitim osvrtom

na bioloSku aktivnost poliacetilena i falkarinola.

Cilj doktorske disertacije je jasno definisao nameruséaoroveri uticaj prirodnih
faktora, kao Sto su karakteristike same biljne eviSeseli rigidum uticaj tipa stanista
(klimatskih faktora i geoloSkih karakteristika pode) i odrdenog lokaliteta na metabdiie

aktivnosti, akumulaciju sekundarnih metabolitadlbgku aktivnost izolata (etarskog ulja).

Poglavlje Materijal i metode sadrzi sledee delove:Biljni materijal, 1zolacija i
hemijska analiza etarskog ulja, Stati&® metode i Ispitivanje bioloSke aktivnosti etagsko
ulja.

U prvom delu Bilijni materijal dati su podaci o odabranim tipovima stanista,
lokalitetima i vremenskoj distribuciji uzimanja uaéa u skladu sa fazama razvoja biljke. U
nastavku taksativno su nabrojani uzorci biljnogemgla sa konkretnim podacima.

U drugom delu,lzolacija i hemijska analiza etarskog uljapisan je postupak
pripreme izolata (etarskog ulja) u aparaturi pov€hger-u. Takde, definisani su uslovi
gasnohromatografske analize (GC-FID i GC-MS anglimentifikacije sastojaka etarskog
ulja i odreiivanje njihovog méusobnog odnosa.

U trecoj celini detaljno su naziane Statisttke metodesa informacijama o zgaju
metode za izvdenje odrdene vrste zaklgaka, kao i podaci o materijalu na koji su analize

primenjene. Za potrebe obrade podataka, u okvim digertacije, primenjene su sléde



statisttke metode: Osnovna statistika, Analiza varijans&QA&A), Analiza korelacije,
Analiza glavnih komponenti (PCA analiza), Diskriraiina analiza (CDA analiza) i Klaster

analiza. Sve statiste analize izvrSene su katé&nhjem programa Statistica 5.1.

U delu koji se odnosi nispitivanje bioloSke aktivnosti etarskog yljeandidat je jasno
I precizno definisao principe, postupke, materijaparature sa kojom su dena ispitivanja
antimikrobne, antioksidantne, citotokse i genotoksine ativnosti etarskog ulj8. rigidum
sa dva lokaliteta: Blanska klisura i Golubac. U ovom delu teksta dedings su sleda
ispitivanja: Ispitivanje aktivnosti etarskog uljaa mast ATCC sojeva bakterija, Ispitivanje
aktivnosti etarskog ulja na rast kikih izolata Candida albicans Ispitivanje aktivnosti
etarskog ulja na rast MRSA sojeva, Ispitivanje\aldsti etarskog ulja na rabtelicobacter
pylori, Ispitivanje citotoksine aktivnosti, Ispitivanje antioksidantne aktivinpdspitivanje

genotoksine i antigenotoksne aktivnosti.

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske diseij@ prikazani su i diskutovani u
poglavlju Rezultati i diskusija na 93 stranice teksta sa 8 tabela i 55 slika. Ovo gl
dopunjeno je poglaviljentrilozi na 68 stranica sa 18 tabela i 2 slike. Kandidasveje
rezultate detaljno uporedio sa odgovaéajurezultatima drugih autora.

U poglavlju Zaklju éci navedeni su najzdajniji zakljucci koji su doneti na osnovu

rezultata eksperimentalnog rada.

U poglavljuLiteratura dat je spisak literaturnin navoda (205) citirahgrvardskim

stilom.

2. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

U okviru ove doktorske disertacije ispitivana j§ra vrstaSeseli rigidumwWaldst. &
Kit., familija Apiaceae. Ova vrsta je Siroko raspraggaa u Republici Srbiji i to na raziiim
tipovima staniSta; nattio je zn&ajno Sto raste na kirjaku, ali i na serpentinskoj podlozi sto
nije tako uohtajeno.



Zbog toga je osnovni cilj ispitivanja bio da serdiwu kojoj meri se ostvaruje uticaj
klimatskih uslova i tipa podloge na metaliké procese i akumulaciju sekundarnih metabolita
karakteristtnih za vrste rod&eseli

U drugom delu rada, utan je skrining odabrane bioloSke aktivnosti; ovajo d
ispitivanja ra@en je sa dva uzorka biljnog materijala koji su odab na osnovu rezultata
dobijenih préenjem varijabilnosti sastava i sadrzaja sekundangtabolita.

Ispitana je intrapopulaciona i interpopulacionaijahilnost sadrzaja i sastava etarskog
ulja biljne vrsteSeseli rigidum Uzorci biljnog materijala sakupljani su u r&#im fazama
razvoja biljke iz sedam populacija iz zapadneacdisé Srbije. 1zabrani lokaliteti predstavljali
su staniSta koje karakteriSe vlazna ili polusuvené| kr&njacka ili serpentinitska podloga.
Svaki uzorak je sakupljan kao individualni uzorpk (L0 pojedinénih biljaka) i zbirni uzorak
(po 5 celih biljaka). Etarsko ulje je izolovanompegnom metode destilacije vodenom parom iz
korena, herbe i ploda. Detaljna analiza etarskgg wtaiena je primenom GC i GC/MS
metoda. Za obradu rezultata primenjene su &kedsatistike metode: analiza varijansi,

analiza glavnih komponeneta, diskriminantna anaklaster analiza.

Ispitivanjem razlitih biljnih organa individualnih uzoraka wvrst&. rigidum
sakupljenih sa raziitih lokaliteta, utvideno je da koren sadrzi 0,1-1,0 % etarskog uljahder
0,2-1,5% i plod 0,3-4,7% etarskog ulja.

Etarsko ulja 206 individualnih uzoraka vr&erigidumpredstavlja smesu falkarinola
(0-95,3%), sabinena (0-69,1%j);pinena (0-65,6%), limonena (0-43,4%)felandrena (O-
37,5%), germakrena B (0-33,3%), karotola (0-21,9%grmakrena D (0-19,9%)p-
seskvifelandrena (0-19,7%) i drugih sastojaka zdiginih u manjoj kokini.

Analiza varijansi (ANOVA) je pokazala da se statistznatajne razlike u sadrzaju i
sastavu etarskog ulja javljaju iztheulja korena, herbe i ploda, dok su znatno maagéke
zabelezene izndg@l ulja izolovnih iz biljaka koje su rasle u ra#iim klimatskim uslovima, na
razlicitim geoloskim podlogama i u ragiiim populacijama. U tom smislu, nagieznaiaj za
ustanovljenu hemijsku diferencijaciju analiziranija imali su delovi bilike iz kojih je
destilisano etarsko ulje, dok su klima, geoloSkdlpga, i sama pripadnost populaciji imali
veoma mali uticaj na ustanovljenu diferencijaciju.

Utvrdeno je da falkarinol predstavlja dominantnu kompuneu etarskom ulju 68
individualnih uzoraka koren&9,4-95,3%). Pored ovog jedinjenja u ulju korerevesilja
prisutni su:a-pinen (0-15,4%)g-amorfen (0-12,6%), sabinen (0-11,4%), 3-butiliftalO-
11,3%) iB-seskvifelandren (0-10,5%). Poliacetilen falkarij@lbio glavna komponenta ulja



korena kod svih individua tako da se etarsko ufeska devesilja moze okarakterisati kao
ulje falkarinol hemotipa (29,4-95,3%).

Kolicina etarskog ulja u korenu svih ispitivanih indiwanih uzoraka sakupljenih iz
sedam analiziranih populacija je bila ujetimaa. Statistki znaajne razlike u sastavu
etarskog ulja korena dene su izméu populacija koje rastu pod uticajem raité klime;
izmedu populacija sa raziitih geoloskih podloga utdene su manje razlike.

U etarskom ulju herbe 68 individualnih uzoraka lsili zastupljenia-pinen (2,5-
65,6%), sabinen (0,7-61,9%), limonen (0-43,4%¥elandren (0-20,4%), kariofilen oksid (O-
11,6%), bornil acetat (0-11,2%) i drugi sastojcistz@ljeni u manjoj kotiini. Sadrzaj
navedenih komponenti u etarskom ulju herbe indiaidiln uzoraka, veoma je varijabilan. Na
osnovu ukupnog udela dva najzastupljenija sastajoka ulja mogu se razvrstati u dva
hemotipa: a-pinenski i a-pinen/sabinenski. Individue iz zapadne SrbijedéBiska klisura,
Owcar Banja, Moravica) pripadala sdpinenskom hemotipu, dok su sve individue iz dat®
Srbije (Golubac, Gornjka klisura, Grza), kao i one sa lokaliteta Madlzapadne Srbije)
pripadalea-pinen/sabinenskom hemotipu.

Analiza varijansi pokazala je da je najveticaj na varijabilnost etarskog ulja herbe
imala klima (polusuva klima istome Srbije i vlazna klima zapadne Srbije), manjcaitije
imala pripadnost populaciji, a najmaniji uticaj $@oljila razltita geoloSka podloga.

Karakteristiku etarskog ulja 70 individualnih uzkeaploda predstavlja prisustvo
sabinena (0-69,1%)-pinena (0,8-55,7%)p-felandrena (0-37,5%), falkarinola (0-35,6%),
germakrena B (0-33,3%), karotola (0-21,9%), germa&rD (0,6-19,9%)3-seskvifelandrena
(0-19,7%), E)-kariofilena (0-18,3%) i limonena (0-16,0%). Odnogh sastojaka etarskog
ulja ploda je izrazeno varijabilan, tako da su aigm okarakterisana kao kompleksan
sabinend-pinenf-felandren/falkarinol/ germakren B hemotip.

Najveli uticaj na varijabilnost sastava etarskog uljadplamala je raztita klima,
zatim razltita geoloska podloga i populacija.

Analiza glavnih komponenti (PCA) pokazala je potpuiiferenciranost etarskog ulja
korena, herbe i ploda vrsg& rigidum Slicno kao i analiza varijansi (ANOVA) i ova analiza
je pokazala da deo biljke iz koga je ulje izolovan@ mnogo vé& znaiaj na ustanovljenu
diferenciranost etarskih ulja od klimatskih faktorgeoloSke podloge na kojoj su rasle
ispitivane biljke i pripadnosti oddenoj populaciji.

Primenom analize glavnih komponenti (PCA) na swarke etarskog ulja izolovane iz

odreienog organa, utdeno je da klima ima z&ajan uticaj na sastav etarskog ulja korena i



herbe, dok na sastav etarskog ulja ploda, pre swatjee tip podloge (serpentinit vs.
krec¢njak).

Diskriminantna analiza (CDA) je, talle, potvrdila jasno definisan sastav etarskog
ulja korena, herbe i ploda vrs& rigidum Dodatno, ova analiza je ukazala i nacajau
diferenciranost ulja devesilja iz zapadne Srbijedmosu na ulja iz istme Srbije. Ovakvi
rezultati su dobijeni kako za biljku u celini, takaa nivou etarskog ulja korena, herbe i
ploda. Takde, CDA analiza je potvrdila da klimatski uslovi gZhavs. polusuva klima)
imaju vei zna&aj na hemijsku diferenciranost etarskog ulja déjggsu odnosu na vrstu
zemljiSta ili pripadnost individua odtenoj populaciji.

Ispitivanjem sezonskih promena sadrzaja i sast@rakeg ulja individualnih uzoraka
korena devesilja iz dve faze razvoja, demo je da je koren jedinki iz faze plodonoSenja
sadrzao véu kolicinu etarskog ulja. Takie, postojale su statigki znatajne razlike u sastavu
ulja korena u raztitim fazama razvoja; razlike se nisu odrazavale saarzaj glavne
komponente (falkarinola), ali su bile ¢eme zna&ajne razlike u odnosima manje zastupljenih
komponenti.

Posle detaljne analize individualnih uzoraka viSteigidum izvrSeno je ispitivanje
zbirnih uzoraka biljnog materijala. Sa aspekta paijalne eksploatacije i kokgnja biljne
vrste, veoma zri@ajno je sagledati zbirni uzorak kao mégubiljnu sirovinu.

Ispitivanjem sezonskih promena sadrZaja i sastatarskeog ulja dobijenog
destilacijom korena i nadzemnog dela zbirnih uzaral@ene su stine tendencije promena
sadrzaja etarskog ulja u zavisnosti od geoloSkéoged Nasuprot tome, koncentracija glavnih
komponenti ulja korena falkarinolantoktanala varirala je razito na razléitoj podlozi. U
etarskom ulju nadzemnih delova postojale séevelicnosti u sezonskom variranju glavnih
komponentia-pinena, limonena i sabinena.

Uporetivanjem sastava etarskog ulja korena, herbe i plodevidualnih uzoraka i
zbirnog uzorka primenom metoda analize glavnih kongmti (PCA) i diskriminantnom
analizom (CDA) ueeno je da etarska ulja individualnih i zbirnih uaka imaju veoma slan
sastava. Ipak, analiza varijanse (ANOVA) je pokaz#h izmédu ulja izolovanih iz biljnog
materijala, koji je uzrokovan na radti natin (individualni vs. zbirni uzorak), postoje
statistéki znaajne razlike u sadrzaju i hemijskom sastavu.c@jre razlike su, @om,
uocene kod komponenti ulja koje su bile prisutne uimaoncentracijama. Klaster analiza je

jasno istakla razlike u uljima individualnih i zbih uzoraka.



Nakon urdene intrapopulacione i interpopulacione analizajafaitnosti sadrzaja i
sastava etarskog ulja, odabrane su dve populagijdva razliita tipa staniSta: Blanska
Klisura (vlazna klima, serpentinska podloga) i Galci (polusuva klima, kéejacka podloga).
Ulje dobijeno destilacijom korena, herbe i plodarztig uzorka sa obe populacije kée#$o

je za skrining bioloske aktivnosti.

Etarska ulja korena, herbe i ploda rigidumiz obe populacije inhibirala su rast
laboratorijskih sojev&. aureusS. epidermidisM. luteus E. faecalis B. subtilis E. coli, K.
pneumoniael P. aeruginosau koncentracijama od 6,25 do viSe od 2affml. Najbolju
antimikrobnu aktivnost ispoljilo je etarsko uljerkna populacije iz Blanske klisure na Gram
pozitivne bakterijeS. aureusS. epidermidisM. luteusi E. faecalis(MIK 6,25-25 pug/ml).
Izrazena antimikrobna aktivnost ulja korena popjgaz Brdanske klisure se, verovatno,
zasnivala na zigajnom sadrzaju falkarinola (89,8%).

Ispitana je aktivhost etarskog ulja korena, herbj@oda na rast kligkih izolata
Candida albicanslspitivana ulja su inhibirala ra&. albicansu rasponu koncentracija od 50
do viSe od 20@g/ml, a najbolje delovanje su pokazala etarskakdjana sa oba lokaliteta.

Preliminarno je ispitana antimikrobna aktivnost rgtag ulja korena, posto je
pokazalo najbolje delovanje na Gram pozitivhe hgktena rast izolovanih boltkih MRSA
sojeva i standardraboratorijski MRSA soj. Vrednosti minimalne inhiaine koncentracije
su se kretale apsegu od 6,25 do 50,@/ml.

Ispitivan je efekat kombinovane primene ispitivanetarskog ulja i antibiotika
razlicitog mehanizmima delovanja, na rast osam izolovaiRSA sojeva. Etarsko ulje
korena je pokazalo sinergigti efekat sa sva tri ispitivana antibiotika (cedksonom,
ciprofloksacinom i gentamicinom) na rast boékih i vanbolniékih MRSA sojeva.

Etarsko ulje korena inhibiralo je rast Gram negsibakterijeHelicobacter pylori
Izrazenije delovanje je postignuto sa etarskimnuljeorena biljaka populacije iz Banske
klisure (zona inhibicije 21+2,2 mm).

Svi ispitivani uzorci etarskih ulja delovali su aibksino na ATCC¢elijske linije:
humanog karcinoma gék materice HelLa, humanog karcinoma kolona LS174#namog
karcinoma plda A549 i celijsku linijju humanih fetalnih pknih fibroblasta MRC-5
(IC50=7,41-75,91pug/ml). Najbolje delovanje ostvareno je sa etarskiljem korena (7,41-
30,32 ug/ml); nisu ug@ene znd&ajne razlike u aktivnosti etarskog ulja korena azliitih

populacija.



Analiziran je efekat etarskog ulja korena, herlpdoda devesilja iz obe populacije na
promenecelijskog ciklusa HelLa, LS174 i A54&lija. Etarska ulja devesilja indukovala su
akumulacijucelija u sub G1 fazi (HeLa i LS17&lije), Sto ukazuje na modu indukciju
apoptoze.

Ispitivana je antioksidantna aktivnost etarskog Wprena, herbe i ploda. Ukupna
redukciona sposobnost etarskog ulja korena i ubdapiz Golupca je bila niska (0,20-0,38
umol F&*/mg), dok ostala etarska ulja nisu pokazala reduicisposobnost. Taée,
sposobnost inhibicije DPPH radikala svih ispitivanilja je bila niska (S§ 2,00-27,60
mg/ml).

Primenom Komet testa ispitano je genotdksii antigenotokgno delovanje etarskog
ulja korena, herbe i ploda. Sva ispitivana etanglia nisu ispoljila genotok&no delovanje.
Medutim, etarska ulja korena (12,5-106/ml), herbe (25-10@g/ml) i ploda (25-10Qug/ml)
delovala su protektivno na DNK osénja indukovana vodonik peroksidom u post-tretmanu.
PosSto etarska ulja nisu delovala antigenotoisiu pretretmanu, a ispoljila su i slabu
antioksidantnu aktivnost, moze se pretpostavitisel@rotektivni efekat zasniva na stimulaciji
DNK reparacije.

Sigurno je da su svi potieni bioloSki efekti ispitivanih etarskih ulja, i mgito
najaktivnijeg etarskog ulja korena, zasnovani n&amom sadrzaju falkarinola (etarsko ulje
korena biljaka iz Btanske klisure sadrzi 89,8% ovog sastojka). Izdiiee je dobro poznata

izuzetna aktivnost ovog poliacetilena, ali i njegdukstno delovanje.

Pored nesumljivog n&aog zn&aja rezultata dobijenih analizom etarskog ulja
individualnih uzoraka vrsteS. rigidumi otkrivanje fundamentalnih principa i postojanja
pravilnosti u produkciji sekundarnih metabolita,dpoi 0 zbirnom uzorku su vazni zbog
prakticne moguénosti primene ovih rezultata. Prakta strana dobijenih rezultata, moze biti
sagledana u ciljanom uticaju na metai@i aktivnosti odréenih taksona i produkciju
kvalitetne i hemijski definisane biljne sirovine meedicinske potrebe.

Takaie, ono Sto predstavlja interesantnan podatakemib ispitivanja je i dobra
aktivnost u okviru ispitivanja antigenotoksog delovanja etarskog ulja plo&a rigidumsa
kombinacijoma-pinena i falkarinola (do 35,6%). Relativho dolazultati dobijeni primenom
ovog etarskog ulja zaista mogu predstavljati osav detaljniju analizu aktivnosti i,

potencijalno, mogénosti njegove primene.



3. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA KANDIDATA SA PODACIMA Iz
LITERATURE

Poznata j&injenica da na biosintezu etarskog ulja@tniz faktora. Sadrzaj i sastav
etarskog ulja zavise, pre svega, od genotipa vadite,od razltitin ekoloskih faktora, kako
biotickih tako i abiotékih (Hamilton i1 sar., 2001; Figueiredo i sar., 2008; W&k | sar.,
2012.

Dobijeni rezultati, posle primene raitih statisttkih metoda, ukazali su r@njenicu
da razltiti delovi biljke sadrze etarsko ulje radtog sastava nezavisno od lokaliteta. Poznato
je da se, kod velikog broja biljaka, sastav etagsulpa dobijenog iz razitih delova biljke
medusobno razlikje; stinacinjenica je potwiena i za vrstis. rigidum(Jabrane i sar., 2009
Maggi i sar., 2009, Ayoub i sar.; 2006; Capetansari; 2007/Marcetic i sar.; 2014

Zn&ajni podaci odnose se na sastojke, koji karakteafarska ulja dobijena iz
razlicitih biljnih organa. U korenu je najviSe zastupljgroliacetilen falkarinol, Sto i
predstavlja karakteristiku ovog ulja. lako su podiileni rasprostranjeni u predstavnicima
familije Apiaceae i vrstama rodaeseli(Barrero i sar., 19947ong i sar. 2007V uckovi¢ |
sar., 2010)njihovo prisustvo u vrs®. rigidumdo sada nije utdeno.

Etarsko ulje herb&. rigidumpredstavlja smesu, uglavnom, terpenskih sastojaka;
pinena (2,5-65,6%), sabinena (0,7-61,9%), limonét&3,4%), B-felandrena (0-20,4%),
kariofilen oksida (0-11,6%) i bornil acetata (0-2%). IzvrSeno je uporedjivanje sastava
dobijenih rezultata etarskog ulja herbe sa literato podacima o ovoj vrsti kao i sa ostalim
vrstama roda Sesels. annuunk., S. tomentosuixis., S. peucedanoidg®B) Koso-Polj.,S.
globiferum Vis., S. montanunt. ssp.tomasinii, S. tortuosunlL., S. campestréesser,S.
libanotis W.D.J. Koch iS. buchtormens®/.D.J. Koch(Bader i sar., 2003; Kaya i sar., 2003;
Habibi i sar., 2003; Bulato®ii sar., 2006; Ozturk i Ercisli, 2006; Tkachev ir.s&006;
Savikin-Fodulow i sar., 2006; Kaya i sar., 2010; Siljegovisar., 2011; Jagkovi¢ i sar.,
2011).

Etarsko ulje ploda S. rigidum predstavlja smeSu monoterpenskih,
seskviterpenskih sastojaka i poliacetilena: sal@né®69,1%),a-pinena (0,8-55,7%)8-
felandrena (0-37,5%), falkarinola (0-35,6%), gernealk B (0-33,3%), karotola (0-21,9%),
germakrena D (0,6-19,9%)p-seskvifelandrena (0-19,7%),E)kariofilena (0-18,3%) i
limonena (0-16,0%). DosadasSnje istraZivanje je ghtdlo samo monoterpenske sastojke

etarskog ulja plod&. rigidum,dok seskviterpenska jedinjenja i poliacetileniunispitivani



(Kuznjecova i sar., 1982Na osnovu klaster analize moze se€itigazli¢it sastav etarskog
ulja ploda vrsteS. rigidum od ostalih vrsta rod&eseti S. campestreS. tortuosumsS.
resinosumFreyn & Sint,S. petraeunM. Bieb., S. andronakiiWoron., S. globiferumi S.
montanumnssp.peixotoanun{Samp.) M. LainzBaser i sar., 2000; Dogan i sar., 2006; Tosun i
sar., 2006; Stojkovii sar., 2008; Gongalvesar., 2012).

Faza razvoja biljnog organgsto utte na kol€éinu i sastav etarskog ulja. lBesnjem
kvantitativnih promena isparljivih sekundarnih bilj metabolita u sekretornim strukturama
tokom razlEitih ontogenetskih faza biljnih organa, uteno je da se ne mogu doneti generalni
zakljucci o njihovoj dinamici koji bi vazili za sve vrst®aime, kod nekih biljaka kalina
etarskog ulja se sa starenjem organa postepenc@@/éplod vrstaFoeniculum vulgare
Mill., Coriandrum sativuni., Anethum graveolenk.) (Telci i sar., 2009; Ramezani i sar.,
2009) dok se kod drugih celokupna kotia sintetiSe joS dok je organ sasvim mlad (listar
Salvia officinalis L., Majorana hortensisMoench, Ocimum sanctumL., Cymbopogon
flexuosusStapf) (Figueiredo i sar., 2003)Veliki broj primera potutuje da se i sadrzaj
pojedinih sastojaka etarskih ulja menja tokom rgWiljnih organa. Ova varijabilnost moze
imati ekonomski zn&aj, jer od nje zavisi kvalitet etarskog ulja lekiitvii zatinskih biljaka,
kao i biljakacije je etarsko ulje industrijska sirovingigueiredo i sar., 2008; Sangwan i sar.,
2001) Ispitivanjem individualnih uzoraka korena vrsEe rigidumiz dve faze razvoja,
utvrdene su statistki znatajne razlike u sadrzaju i sastavu ulja korena Uidiimn fazama
razvoja. Takde, kod zbirnih uzoraka korena i nadzemnog dela sigaeu razlgitim
ontogenetskim fazama postojalo je sezonsko vadrsarzaja glavnih komponenti.

O uticaju klimatskih faktora na kdlnhu i sastav etarskog ulja, ima relativno malo
literaturnih podaka, koji se uglavhom odnose naemgj billke iz familije Apiaceae
(Aprotosoaie 1 sar., 20)0 pripadnike familije Lamiaceaéd-{gueiredo i sar. 2008; Lakusi
sar., 2012; Russo i sar., 2013; Usano-Alemany I, s2019. Rezultati ove doktorske
disertacije potwtuju da klima na oddenim staniStima wte na sastav etarskog ulja korena,
herbe i ploda devesilja. Dominantnan uticaj klime sadrzaj i sastav etarskog ulja
individualnih uzoraka devesilja @en je primenom analize varijanse i analize glavnih
komponenti. Diskriminantna i klaster analiza jasw ukazale na hemijsku diferencijaciju
etarskog ulja populacija iz zapadne Srbije, kogual uslovima vlazne klime i populacija iz
istocne Srbije, pod uticajem polusuve klime.

Uticaj tipa geoloske podloge na biosintezu i emiggrpena je spectian za svaku
vrstu Ormeio i sar., 2007; Ormi® | sar., 2008 Uccene su razlike u sadrzaju i sastavu

etarskog ulja list&istus albidud.. i C. monspeliensik. (CistaceaejRobles i Garzino, 1998

10



Robles | Garzino, 2000kao i etarskog ulja lista i plodslyrtus communid.. (Myrtaceae)
(Flamini i sar., 2004avisno od podloge/rsta S. rigidumje fakultativna serpentinofita, Sto
zn&i da uspeva kako na kmgackoj tako i na serpentinitskoj podloZb(dic i sar., 200Y. U
serpentinitskom zemljiStu koncentracija magnezijyengisoka i postoji izuzetno nepovoljan
odnos kalcijuma i magnezijuma. Tal@ osnovnih mineralnih elemenata, azota, kalijjuma i
fosfora ima u malim kotinama, dok su za biljke toksii teSki metali, hrom i nikal, prisutni u
visokim koncentracijama(rmeio i sar., 2007; Orm® | sar., 2008 Uprkos nepovoljim
uslovima na serpentinitskoj podlozi u odnosu n&rgek, uticaj razitite podloge na sadrzaj i
sastav etarskog ulja individualnih uzoraka kordmbe i ploda vrst8. rigidumje bio znatno

manje izrazen od uticaja klime.

Rezultati dobijeni skriningom bioloSke aktivnostaeskog ulja korena, herbe i ploda iz
dve populacijeS. rigidum ukazuju na veliki znsj poliacetilena falkarinola na ispoljenu
antimikrobnu aktivnost. Najbolju antimikrobnu akinst ispoljilo je etarsko ulje korena
populacije iz Bdéanske klisure, koje je sadrzalo skoro 90 % fall@anRanija ispitivanja su
pokazala, da falkarinol iz kor®plopanax horridusMig. (Araliaceae) inhibira rast bakterija:
S. aureus B. subtilis E. coli, P. aeruginosa Mycobacterium tuberculosis M. avium
(Kobaisy i sar., 1997 dok je falkarinol iz korend.evisticum officinaleKoch. (Apiaceae)
ispoljavao antimikrobnu aktivnost na rd&gt fortuitumi M. aurum(Schinkovitz i sar., 2008).
Etarsko ulje korena devesilja ispoljilo je izrazeamtimikrobnu aktivnost na Gram pozitivhe
bakterije: S. aureusS. epidermidisM. luteusi E. faecalis(MIK 6,25-25 pg/ml). Ranija
ispitivanja antimikrobnog delovangtarskog ulja cvas®. rigidum(Stojkovi i sar., 2009 i
etarskih ulja drugih vrsta rod&eseli(S. libanotis, S. montanursubsp.tommasinii, S.
indicum, S. gummiferumsubsp. gummiferum S. gummiferumsubsp. corymbosum,S.
resinosumi S. hartvigiiParolly & Nordt) su pokazala slabiju aktivnds§tingh i sar., 2002;
Tosun i sar., 2004; Skalicka-Wozniak i sar., 2@iflegovi¢ i sar., 2011).

Etarska ulja korena, herbe i plo&a rigiduminhibirala su rast Klikih izolata C.
albicans (MIK 50- >200 pg/ml). Delovanje etarskih ulja korena, herbe i plog@ bilo
izraZzenije od ranije ispitivane antifungalne aktishi etarskog ulja cvasti vrst®. rigidum
(Stojkovic | sar., 200y, etarskih ulja plod&. tortuosum S. montanun{Goncalves i sar.,
2012 i etarskog ulja herbe vrst& annuuma razléite sojeve gljivica l{lilosavljevi¢ i sar.,
2007.

Terapija bolntkih i vanbolngkih infekcija izazvanih meticilin rezistentnim

Staphylococcus aureuMRSA) sojevima predstavlija z&san problem u svakodnevnoj

11



klinickoj praksi. MRSA ohino dovodi do infekcija koze i infekcija respiratom i
urogenitalnog trakta, ali i do osteomijelitisa, ekdrditisa i septikemije Gibbons, 2008;
Garau 1 sar., 2009; Skov i sar., 20.1Etarsko ulje korena devesilja populacije izi@rske
klisure ispoljilo je antimikrobno delovanje na imghne bolnike MRSA sojeve i standardni
laboratorijski MRSA soj (MIK 6,25-50,@kg/ml). Terpenski sastojci etarskih ulja karvakrol
(MIK 15,25 mg/ml), eugenol (MIK 133,75 mg/ml), tim@IK 30,15 mg/ml) i geraniol (MIK
55 mg/ml) inhibirali su rast laboratorijskog MRSAja, dok karvon, citronelol, mentol,
menton i mircen nisu ispoljili delovanjé&éllucci i sar., 2006 Mogu se uditi znatno nize
MIK vrednosti i izrazenije delovanje etarskog ukarena devesilja od komponenti etarskih
ulja u navedenom ispitivanju.

Bakterije ostvaruju rezistenciju na antibakterijskegense putem nekoliko
mehanizama. Kod MRSA sojeva prisutna je smanjee#jiosst nap-laktamske antibiotike
usled izmenjenog ciljnog mesta njihovog vezivanjpenicilin vezujéeg proteina (PBP).
MRSA sojevi same®@ genom sadrze izmenjenu transpeptidazu PBP2a,re#altuje
smanjenim vezivanjem antibiotika i onemdéguoe inhibicije sinteze bakterijskagelijskog
zida Hemaiswarya i sar., 2008)Jedan od pristupa za prevazilazenje bakterijskistegije
je primena kombinovane terapije. Primenom agenkasa,deluju sinergistiki zn&ajno se
smanjuju MIK vrednosti, a samim time i nezeljendodanja nastala usled visokih doza.
Prirodni proizvodi, poput etarskih ulja su smeSékog broja komponenti, koje ostvaruju
delovanje na mnogobrojna cilina mesta i smanjujuguiicost nastanka bakterijske
rezistencije lla i sar., 2009; Hemaiswarya i Doble, 2009; Wag#ed,]). Etarsko ulje korena
devesilja je pokazalo sinergidti efekat sa sva tri ispitivana antibiotika: ceditsonom,
ciprofloksacinom i gentamicinom na rast bokih i vanbolngékih MRSA sojeva. Ranija
istraZivanja su pokazala da komponenta etarskila Uiarvon deluje sinergiski sa
penicilinom na rast laboratorijskog MRSA soja, dekkod citronelola, eugenola, geraniola,
mentola, mentona i mircena &emo indiferentno delovanje. Interakcija izdnepenicilina i
timola, komponente etarskog ulja sa poznatim aktiobnim delovanjem, je bilatak
antagonistika (Gallucci i sar., 2006 Kod etarskog ulja listovd&elargonium graveolens
L'Her., kao i glavnih komponenti ulja geraniolaitr@anelola je uden sinergistiki efekat sa
norfloksacinom na laboratorijski s§}. aureugRosato i sar., 2007 Etarska ulja i antibiotici
mogu delovati na raziita ciljna mesta i tako ostvarivati kompleksni smisticki efekat
(Hemaiswarya i sar., 200Bja i sar., 2009

Etarsko ulja korena devesilja ispoljilo je izradeantibakterijsku aktivhost na rast

laboratorijskog sojaHelicobacter pylori, bakterije koja kolonizuje sluzokozu zeluca.
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Dugotrajna izlozenost toksinima i enzimima, kojéobaia H. pylori, oStéuje epitelneielije
mukoze Zeluca i uzrokuje hr@ni gastritis, zelud&ni i duodenalni ulkus, a moze dovesti i do
razvoja gastiinog adenokarcinoma i gasmog MALT limfoma. Le&enje infekcije se
uspesSno sprovodi primenom kombinovane terapijemgmom antibiotika i inhibitora
protonske pumpe, ali prifdena je i sve & rezistencija bakterija na standardnu terapiju
(Matysiak-Budnik i Mégraud, 2006; Wroblewski i sa2Q10; Ayala i sar., 2034 Ranija
istraZivanja su pokazala antimikrobno delovanjesitag ulja vrsteApium nodiflorum(L.)
Lag. Menghini i sar., 201)0i etarskih ulja nadzemnih delova ré&#ih vrsta rodaThymusL.
na rast H. pylori. Ispitivanje intrgelijske antibakterijske aktivnosti etarskog ulja
caespititiusBrot. i karvakrola n&elijama humanog gastnog adenokarcinoma inokulisanog
saH. pylori, pokazalo je zn&jno smanjenje vijabilnosti bakterija i inhibicijotracelijskog
rasta Dandlen i sar., 2001

Etarsko ulje korena, herbe i ploda devesilja iz gpulacije Bdanske klisure i
Golupca pokazalo je citotoksiu aktivnost nacelijske linije humanog karcinoma gré
materice Hela, humanog karcinoma kolona LS174, magakarcinoma pla A549 i
¢elijskoj liniji humanih fetalnih planih fibroblasta MRC-5 (I6=7,41-75,91ug/ml). Najbolje
delovanje je ostvareno sa etarskim uljem korendl1¢30,32ug/ml). Njegova aktivnost je
samo nesSto slabija od aktivnosti kontrolnog citsitkog agensa cisplatina (3,46-20,38
ug/ml). Slicno cisplatinu, ulje korena je delovalo citotaksd i na normalnéelije humanih
fetalnih plinih fibroblasta (MRC-5). Etarska ulja u eukariotakielijama mogu uzrokovati
permeabilizaciju mitohondrijalne membrane, Sto abwido celijske smrti putem nekroze ili
apoptoze Bakkali i sar., 2008 Poliacetilen falkarinol je u ranijim ispitivanjia pokazao
izraZzeno citotok$no delovanje na razite celijske linije, poput leukemijskikelija (L-1210),
¢elija humanog gastihog adenokarcinoma (MK-1), miSjeg melanoma (B-16) i
transformisanih¢elija misjih fibroblasta (L-929)(Christensen, 2011)Falkarinol i drugi
poliacetileni su pokazali sine inhibitorne efekte na normalne (FHs 74 Intymorske (Caco-
2) humane intestinalne epitelijalbelije (5 i 2,5ug/ml) (Purup i sar., 2009 Jprkos tome, da
je etarsko ulje korena devesilja populacije izi@rske klisure sadrzalo viSu koncentraciju
falkarinola (88,8%), nisu wene razlike u citotok8hom delovanju ulja korena devesilja iz
razlicitih populacija. Ranije istrazivanje je pokazalo idko keton falkarinon deluje slabije
citotokstno od falkarinola, njihova smeSa ispoljava sinérghks efekat, koji zavisi od
koncentracije i njihovih odnos&(rup i sar., 2009; Christensen, 2Q1Ebarska ulje herbe
(IC50=37,37-70,87 ug/ml) i ploda (36,21-62,61ug/ml) devesilja su pokazala umerenu
citotoksiénu aktivnost. Citotokgha aktivnost terpena-pinena zavisi od ispitivanitelijskih

13



linija. o-pinen inhibira nukleranu translokaciju NdB, koji reguliSe ekspresiju gena
odgovornih za apoptozuZiiou i sar., 2004 a-pinen, sabinen i limonen deluju slabo
citotoksiéno na ¢elije humanog melanoma (C32) i humanog renalnognadecinoma
(ACHN) (IC50>100pug/ml), ali mogu ispoljiti sinergistko delovanje l(oizzo i sar., 2008

Antioksidantna aktivnost etarskog ulja korena, karploda devesilja ispitivana putem
odretivanja ukupne redukcione sposobnosti (0-0,88101 F&€‘/mg) i odrelivanjem
sposobnosti inhibicije DPPH radikala ($C2,00-27,60 mg/ml) je bila niska. Dobijeni
rezultati su u skladu sa ranijim ispitivanjima, &gu pokazala nisku sposobnost inhibicije
DPPH radikala etarskim uljem cveta devesilja (2dl/nl) (Stojkovic i sar., 2009 kao i
etarskim uljem ploda vrst®. globiferum(Stojkovic i sar., 2008

Poveano stvaranje kiseatnih radikala moZze biti posledica disbalansa iliobagkih
poremeéaja u organizmu, kao i delovanja railh egzogenih faktora. Kiseami radikali
oSt&uju svecelijske strukture i oksidativno o$tenje DNK je jedno od n&&ih oSté€enja
humane DNK, koje prakiho menja njenu strukturu i izaziva genotcks efekte Azqueta |
sar., 2009; Liao i sar., 20p9Etarsko ulje korena, herbe i ploda devesilja mppkazalo
genotoksino delovanje. Po literaturnim podacima nije netajeno da etarska ulja deluju
citotoksino, a da ne pokazuju mutagenu aktivn@sirGes-Carneiro i sar., 2005; Aydin i sar.,
2005; Bakkali i sar., 2008; Béri sar., 2008 Medutim, etarsko ulja korena (12,5-106/ml),
herbe (25-10@g/ml) i ploda devesilja (25-100g/ml) ispoljilo je antigenotoksnu aktivnost.
Nisu ua@ene statistiki znatajne razlike u antigenotoksiom delovanju etarskog ulja devesilja
obe ispitivane populacije. Sva ispitivana ulja palda su dozno zavisan efekat i sa snizenjem
koncentracija etarskog ulja korena antigenotoksefekat je bio v&. Navedeni rezultati su u
skladu sa ranijim ispitivanjima, kada je cemo, da falkarinol pokazuje bifazni efekat na
proliferaciju, DNK oStéenja i apoptozu CaCo<zlija kancera kolona, zavisno od primenjene
koncentracije Young i sar., 200)/ Najbolje antigenotok&no delovanje ispoljila su etarska
ulja herbe i ploda devesilja. Ispitivana etarskia devesilja nisu pokazala antigenotcksi
aktivnost u pretretmanu, kada se aktivhostéinem ostvaruje putem stimulacije
antioksidantnih enzima ili neutralizacije slobodnidikala, Sto je u skladu sa niskom
antioksidantnom aktivné8. Etarska ulja su ostvarila antigenot¢ksi delovanje u post-
tretmanu, kada se etarska ulja aplikuju nakon vzega DNK oStéenja i mehanizam
njihovog delovanja je verovatno stimulacija DNK aegcije i bioantimutageni efekatlikoli¢
i sar., 2011Cabarkapa i sar., 2014
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Composition and Antimicrobial Activity of Essenti@lil of Different Parts ofSeseli
rigidum. Natural Product Communications, (2012), vol. 7&)istr. 1091-1094. (M23)

2. Mar ¢eti¢ M, Lakust B, Lakusé D, Kovaevi¢ N. Variability of the Root Essential
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of Different Parts ofSeseli annuunk. (Apiaceae). Journal of Essential Oil Bearing
Plants, (2014) 1D:901604 DOI: 10.1080/0972060X.2004604 (M23)

5. ZAKLJU CAK - OBRAZLOZENJE NAU CNOG DOPRINOSA DOKTORSKE
DISERTACIJE

Doktorska disertacija pod nazivonVarijabilnost sastava i bioloSka aktivnost
etarskog ulja vrste Seseli rigidum Waldst. & Kit. (Apiaceae)”, kandidata mr sc. Mirjane
Marceti¢ poseduje sve odlike n&woistraziv&gkog rada. Kroz terenski rad i laboratorijski
ekperimentalni rad, prikupljeni su podaci, abeai odgovarajéim statisttkim metodama,
Sto je, sve zajedno, omoglo izvodenje odgovarajtih zakljucaka. Dobijeni podaci i
izvedeni zaklj@ci su upordeni sa podacima iz literature, a vezano zénsliistraZivanja

uradena sa drugim biljnim vrstama. Sve d@eao omogtilo je kandidatu da sagleda i
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relevantno tumé&@ odreiene prirodne fenomene vezane za ddmel biljnu vrstuS.
rigidum.

Analiza 206 individualnih uzoraka biljaka potvrdjada su etarska ulja korena, herbe
i ploda biljne vrsteS. rigidummaiusobno jasno diferencirana. Primenom analize ghavni
komponenti (PCA) na sve uzorke etarskog ulja izat®viz odréenog organa, utdeno je da
klima ima zné&ajan uticaj na sastav etarskog ulja korena i hetblk,na sastav etarskog ulja
ploda, pre svega, 8 tip podloge (serpentinita vs. krgak). Diskriminantna analiza (CDA)
je, takate, potvrdila jasno definisan sastav etarskog ufjgeha, herbe i ploda vrsts.
rigidum. Dodatno, ova analiza je ukazala i nacapau diferenciranost ulja devesilja iz
zapadne Srbije, u odnosu na ulja iz ¢s®® Srbije. Takde, i CDA analiza je potvrdila da
klimatske prilike (vlaznass. polusuva klima) imaju @ znataj na varijabilnost etarskog ulja
devesilja, u odnosu na geolosku podlogu ili pripesdnndivida odréenoj populaciji.

Do sada ova biljna vrsta nije bila pi@mna na ovakav @@, a varijabilnost
etarskog ulja nije bile tako jasno i detaljno dolantovana.

Drugi deo ispitivanja, odnosio se na skrining odaiin bioloSkih aktivnosti
etarskog uljaS. rigidum Do sada etarsko ulje ove biljne vrste nije bitegmet detaljnog
ispitivanja. Kandidat je ukazao da etarsko uljdirgizh biljnih organa, a nardto etarsko
ulje korena pokazuje antimikrobnu aktivnost na ikaid laboratorijske sojeve bakterija. S
druge strane, utdeno je da etarsko ulje korena inhibira rast MRSgg\wi Gram negativne
bakterije Helicobacter pylori Takaie, etarsko ulje korena je delovalo sinergigtisa tri
ispitivana antibiotika na rast izolovanih MRSA s@e Etarsko ulje korena, herbe i ploda
devesilja delovalo je citotoksio na ispitivaneelijske linije i izraZzena aktivnost je tena
primenom etarskog ulja korena. Uteno je da ispitivana etarska ulja ne deluju gersitak,
ve¢ da ispoljavaju antigenotoksiu aktivnost.

Svi ovi rezultati su novi i do sada nisu prezentovza ispitivanu biljnu vrstu pa,
samim tim, imaju zn&jnu nadnu vrednost. Takie, rezultati istrazivanja u okviru ove
disertacije ukazali su nha moguwst i opravdanost nastavka istrazivanja u ovapdsim
nawnim disciplinama, a zbog potencijalne mégasti primene ispitivane biljne vrste.

rigidum.

Rezultati koji predstavljaju deo ove doktorske digeije prezentovani su n&woj

javnosti kroz izlaganja na n&uim skupovima i publikacije; publikovana su 2 rada
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c¢asopisima méunarodnog znsja kategorije M22 i M23, a jedan rad je pribea za
publikovanje wasopisu M23.

Vazno je napomenuti da ova disertacija, od saméagks problema, sagledavanja
| procene njegove n&ne zasnovanosti, organizacije istrazivanja, odabogovarajae
metodologije, realizacije eksperimenata, obrade apalch, njihove prezentacije |
tumaenja, pordenja sa dostupnim podacima i kkkim osvrtom na njihovu relevantnost,

predstavalja samostalan ao istraziv&ki rad Mr sc. Mirjane Matetic.

Koleginica Macteti¢ je, i radom u okviru doktorske disertaciji, potitedda je
kompetentan istrazi¥a sposoban da samostalno, ali i kroz timski radfindee
odgovarajdi nawni problem, odabere i primeni odgovara savremenu metodologiju
koja moze obezbediti relevantne i¢th@ podatke i kritiki proceni njihovu naénu

znaajnost i vrednost.
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6. PREDLOG

Na osnovu svega izloZzenog, Komisija sa velikim zadjstvom predlaze Nastavno-
nawnom veu Univerziteta u Beogradu - Farmaceutskog fakultdaprihvati pozitivan
izveStaj] o zavrSenoj doktorskoj disertaciji pod imam ,Varijabilnost sastava i bioloSka
aktivnost etarskog ulja vrste Seseli rigidum Waldst. & Kit. (Apiaceae)” i kandidatu mr sc.
Mirjani Marcetic odobri javnu odbranu po dobijanju saglasnosticavenagnih oblasti

medicinskih nauka Univerziteta u Beogradu.
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