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OZNAKE I SKRACENICE

-NOMENKLATURA-

Me ili CH3 — metil

Et ili C:Hs— etil

Ac 1li CH3CO — acetil

CoA — coenzyme A (koenzim A)

n —normalni niz

0 — orto
m — meta
p —para

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

(-) — levorotacioni

-REAGENSI I RASTVARACI-

A-15 — amberlyst 15 (amberlist 15)

AcOH - sir¢etna kiselina

AIBN — azobisisobutyronitrile (azobisizobutironitril)

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

BnBr — benzyl bromide (benzil-bromid)

CSA — camphorsulfonic acid (kamforsulfonska kiselina)

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



DMACc — dimethylacetamide (dimetilacetamid)

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

DME —dimethoxyethane (dimetoksietan)

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

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

DMS - dimethyl sulfide (dimetil sulfid)

DMSO - dimetilsulfoksid

Et:N — trietilamin

Et;0 — dietil-etar

EtOH - etanol

Eu(fod)s — tris(6,6,7,7,8,8,8-Heptafluor-2,2-dimetil-3,5-oktandionat)europijum(I1I)
FFP — farnesyl pyrophosphate (farnesil-pirofosfat)

HMPA — hexamethylphosphoramide (heksametilfosforamid)

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

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

LDA - lithium diisopropylamide (litijum-diizopropilamid)

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

MsCl — methanesulfonyl chloride (metansulfonski hlorid)

MVA — mevalonate (mevalonat)

PCC — pyridinium chlorochromate (piridinijum-hlorohromat)

PDC — pyridinium dichromate (piridinijum-dihromat)

PhH — benzene (benzen)

PhMe — toluene (toluen)

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

py — pyridine (piridin)

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

TBAF — tetrabutylammonium fluoride (tetrabutilamonijum-fluorid)



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

TBSOTT — tert-butyldimethylsilyl trifluoromethanesulfonate (terc-butildimetilsilil
trifluorometansulfonat)

TESCI — triethylchlorosilane (trietilhlorosilan)

TFA — trifluoroacetic acid (trifluoroacetatna kiselina)

TFAA — trifluoroacetic anhydride (trifluoroacetatni anhidrid)

THF — tetrahydrofuran (tetrahidrofuran)

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

TMSCHN; — trimethylsilyldiazomethane (trimetilsilildiazometan)

TMSCI — trimethylsilyl chloride (trimetilsilil-hlorid)

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

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

-HROMATOGRAFIJA I MASENA SPEKTROMETRIJA-

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

C — koncentracija

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

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

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



[M]" — molekulski jon

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

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

RI — retention index (retencioni indeks)

R¢ — retention time (retenciono vreme)

TLC — thin-layer chromatography (tankoslojna hromatografija)

TIC — total ion chromatogram (ukupni jonski hromatogram)

-INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA I ULTRALJUBICASTA I VIDLJIVA
SPEKTROSKOPIJA-

ATR — attenuated total reflectance

IR —infrared (infracrvena)

UV — ultraviolet (ultraljubicasta)

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

Amax — talasna duzina maksimuma apsorpcije

-NUKLEARNA-MAGNETNA REZONANTNA SPEKTOSKOPIJA-

1D — jednodimenzionalni
2D — dvodimenzionalni

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

d — dublet

dd — dublet dubleta

ddd — dublet dubleta dubleta

dddd — dublet dubleta dubleta dubleta

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



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

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

HMBC - heteronuclear multiple bond correlation (heteronuklearna korelacija preko visestrukih
veza)

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

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

NOESY - nuclear overhauser effect spectroscopy

ppm — parts per million (delovi na milion)

s — singlet

0 — hemijsko pomeranje u NMR spektru

du — hemijsko pomeranje u 'H-NMR spektru

8¢ — hemijsko pomeranje u '*C-NMR spektru

Ad — razlika u hemijskim pomeranjima

-TESTIRANJE BIOLOSKE AKTIVNOSTI-

ConA — concanavalin A (konkanavalin A)

Dex. — dexamethasone (deksametazon)

DMSO - dimethyl sulfoxide (dimetil-sulfoksid)

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

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

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

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



LYM - lymphocytes (limfociti)

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

NaCl — natrijum-hlorid

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

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

NR - neutral red (neutralno crveno)

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

RNK - ribonukleinska kiselina

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

SSB - single-strand brakes (prekidanje jednog lanca)

TB — trypan blure (tripan plavo)

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

-STATISTICKA ANALIZA-

ANOVA - analysis of variance (analiza varijanse)

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

D — diterpeni

MT — monoterpeni

O — ostalo

S — seskviterpeni

SD — standardna devijacija



-MERNE JEDINICE-

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

cm — centimetar

dm — decimetar

eV — electron volt

g — gram

h — sat

Hz — hertz (herc)

1 - litar
M — mol/dm®
m — metar

mg — miligram

min — minut

ml — mililitar

mm — milimetar

mmol — milimol

mmu — milli mass unit
ng — nanogram

nm — nanometar

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

A — mikroamper

png — mikrogram

pl — mikrolitar

pm — mikrometar



-OSTALO-

anhyd. — anhydrous (anhidrovani)

aq. — aqueous (vodeni)

eq. — equivalent (ekvivalent)

et al. - et alia (i drugi)

itd. - i tako dalje

lig. — liquidus (tecnost)

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

sin. —sinonim

tr — trag
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1. UVOD I CILJEVI RADA




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

......

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

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

ugljovodoni¢nih skeleta.

Evolucija biosintetskih puteva omogucava biljkama da prilagode svoj metabolizam
u skladu sa promenama u okruzenju, $to je od susStinskog znacaja za njihovo prezivljavanje.
Ovi metabolicki putevi omogucavaju biljkama da optimizuju resurse, interaguju sa drugim
organizmima i odrzavaju ekoloske ravnoteze u razli¢itim ekosistemima. Hemijska
diverzifikacija predstavlja klju¢nu strategiju adaptacije biljaka na spoljne promene. lako
sekundarni metaboliti nemaju direktnu ulogu u osnovnim Zivotnim procesima biljke, poput
rasta 1 reprodukcije, njihova proizvodnja podloZna je zna¢ajnim varijacijama. Ovaj proces
omogucava biljnim vrstama da se prilagode promenama u okruZenju i suoce sa ekoloskim
izazovima tokom razli¢itih faza evolucije. Metaboliti jetrenjaca ¢esto ukljucuju hemijske
skelete koji nisu prisutni u vi§im biljkama, ¢ime pruZaju uvid u rane faze evolucije biljnog

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




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

interesa sintetisati.

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

jo$ jednom govori o njihovom potencijalu primene u tretmanu oboljenja.

Imunologija se bavi prou¢avanjem strukture 1 funkcije imunog sistema, koji je kroz
milione godina evolucije razvio sofisticirane mehanizme za zastitu organizma od patogena
1 drugih Stetnih faktora. Imunomodulacija se definiSe kao svaka terapeutska intervencija
koja izaziva promenu u imunskom odgovoru (bilo stimulativnu ili supresivnu) (Gea-
Banacloche, 2006). Jedan od mehanizama kroz koje imunomodulatori deluju je kontrola
specificnih imunskih ¢elija (limfociti, makrofagi, neutrofili, T-limfociti i NK-¢elije) (Gea-
Banacloche, 2006). Pojac¢anje imunskog odgovora pozeljno je radi prevencije infekcija kod
stanja imunodeficijencije, borbe protiv ve¢ uspostavljenih infekcija 1 karcinoma (Van den
Brink, 2004; Gea-Banacloche, 2006; Yang, 2009; Shukla, 2012). Pored endogenih
imunostimulanasa, broj egzogenih modulatora neprestano raste (Agarval, 1999).
Imunosupresivni agensi kontroliSu biomarkere zapaljenja i njihove regulatorne puteve, te
se mogu koristiti u tretmanu ili prevenciji imunopatoloskih stanja (Van den Brink, 2004).
Medutim, dosada$nji imunosupresivni lekovi ¢esto imaju niz nezeljenih efekata (Bascones-
Martinez, 2014), ukljucujudi interakcije sa farmakokinetikom i farmakodinamikom drugih
lekova, Sto ograniCava njihovu dugoro¢nu primenu (Hsu i Katelaris, 2009). Zbog
navedenih rizika, istrazivanja su poslednjih godina usmerena ka pronalazenju novih,
sigurnijih imunomodulatornih lekova, oslanjajuci se donekle na tradicionalnu primenu
pojedinih biljnih vrsta. Prvi pokusaji razvoja imunomodulatornih agenasa zasnivali su se

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




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

(Wagner, 1998).

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

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

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

roda Porella.

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

grupi lisnatih jetrenjaca, medu €ijim je metabolitima dominantan redak pingvizanski tip
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seskviterpena, prisutan isklju¢ivo kod jetrenjaca. U nekim od prethodnih istrazivanja ove
vrste, odredena identifikovana jedinjenja zabeleZena su po prvi put (Harrigan et al., 1993;
Tan et al., 2017; Toyota et al., 1989b). Dalje, fitohemijska istrazivanja vrste P. cordaeana
ukazuju na znacajnu varijabilnost u njenom sekundarnom metabolickom profilu, koja
zavisi od geografskog porekla biljnog materijala (Asakawa, 1995a; Bukvicki et al., 2012;
Harrigan et al., 1993; Tosun et al., 2013). Analizama su, pored pingvizanskih seskviterpena,
identifikovane i1 druge retke seskviterpenske strukture, kao $to su lepidozanska, drimanska,
monociklofarnezanska 1 afrikanska (Asakawa et al., 2013a). Svi dosadasnji zakljucci u vezi
sa sekundarnim metabolitima vrste P. cordaeana proizasli su iz analiza ekstrakata, dok
nijedno od prethodnih istrazivanja nije ukljuc¢ivalo analizu sastava etarskog ulja ove vrste.
Dietil-etarski ekstrakt P. cordaeana iz Turske pokazao je znacajne antiinflamatorne i
analgeticke aktivnosti, Sto se pripisuje prisustvu pingvizanskih seskviterpena (pingvizanin
1 spiropingvizanin) (Harrigan et al., 1993). Pored toga, sirovi ekstrakti P. cordaeana
razli¢ite polarnosti demonstrirali su antimikrobnu aktivnost, naro¢ito prema

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

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

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




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

fitohemijskih istrazivanja.

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

Balkanskog poluostrva do sada nije analiziran.

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

poluostrva, koje obuhvata:

R/

¢ ekstrakciju organskim rastvarac¢em i/ili izolovanje etarskih ulja biljnog materijala;
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analizu ulja i ekstrakata pomocéu gasne hromatografije sa masenom detekcijom (GC-MS) 1
preparativno hromatografsko razdvajanje sastojaka na koloni silika-gela;
izolovanje/sintezu i odredivanje strukture odabranih sekundarnih metabolita pomocu
kombinacije veceg broja spektralnih metoda;

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

testiranje bioloske/farmakoloske aktivnosti izolovanih &istih jedinjenja na celije imunog

sistema (splenocita glodara).

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

dobijanje etarskih ulja—hidrodestilacija po Klevendzeru (Clevenger);

dobijanje ekstrakata—maceracija u dietil-etru;

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

sinteza—odabrani sekundarni metabolit P. cordaeana;

izolovanje—dry flash hromatografija i te¢na hromatografija pod srednjim pritiscima

(MPLC);
statisticka analiza—statisticka obrada rezultata koriS¢enjem One-Way ANOVA testa uz

Tukey-ev post-hoc test, kao 1 multivarijantna analiza pomoc¢u programskog paketa plug-in
XLSTAT za program EXCEL;

spektroskopska i strukturna karakterizacija—muklearna magnetna spektroskopija ugljenika-
13 i vodonika ('H- i '*C-NMR, jedno- i dvodimenzionalna), infracrvena spektroskopija
(IR), ultraljubicasta-vidljiva spektroskopija (UV-Vis) 1 masena spektrometrija visoke
rezolucije (HRMS);

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

¢elija 1 histohemijsko LDH bojenje.




2. OPSTI DEO




2.1. RAZDEO MARCHANTIOPHYTA I NJEGOVA KLASIFIKACIJA

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

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

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

delo ,,Species Plantarum* Carl Linnaeus-a, koji je prepoznao i imenovao ovu grupu (Linnaeus,
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1753). Pocetkom 19. veka su, do tada opisane jetrenjace, rasporedene u okviru 21 roda od strane
Raddi-a (Raddi, 1808; 1818), Gray-a (Gray, 1821), Dumortier-a (Dumortier, 1822; 1835), Corda
(Corda, 1829) i Nees Von Esembeck-a (Nees Von Esembeck, 1833), nezavisno. Tradicionalna
podela ovog razdela podrazumeva postojanje dve klase, Marchantiopsida i Jungermanniopsida,
rasprostranjene od tropskih do cirkumpolarnih predela. Nakon ekspanzije molekularnih i
filogenetskih studija, moderna klasifikacija briofita, predlozena od strane Crandall-Stotlera i
saradnika (Crandall-Stotler et al., 2008), ukazuje na podelu razdela Marchantiophyta na tri klase-
Jungermanniopsida, Marchantiopsida 1 Haplomitriopsida, sa ukupno sedam podklasa, 15 redova 1
preko 300 rodova, dok se broj novoopisanih vrsta i dalje uvecava (tabela 2.1.1.) (Asakawa et al.,

2013a; Velji¢ et al., 2018).

Procenjuje se da se klasa Marchantiopsida odvojila od klase Jungermanniopsida u kasnom
devonu 1 da najceS¢e obuhvata jetrenjace sa sloZzenim tipom talusa. U okviru klase
Marchantiopsida prepoznate su dve podklase, Marchantiidae i1 Blasiidae. Podklasa Marchantiidae
saCinjena je od Cetiri reda (Sphaerocarpales Cavers, Neohodgsoniales D. G. Long, Lunulariales H.
Klinggr 1 Marchantiales Limpr.) sa devetnaest familija, dok podklasa Blasiidaec obuhvata red
Blasiales Stotol & Crand., 1 familiju Blasiaceae H. Klinggr. (tabela 2.1.1.) (He-Nygrén et al.,
2006). U okviru klase Jungermanniopsida Stotler & Stotl. postoje dve podklase prostih taloidnih
jetrenjaca, Pelliiddae 1 Metzgeriidae, kao 1 podklasa Jungermanniidae, saCinjena od folioznih
jetrenjaca. Podklasa Pellidae podeljena je u tri reda: Pelliales, Fossombroniales Schijakov i
Pallaviciniales W. Fery & M. Stech. Podklasa Metzgeriidae obuhvata dva reda: Metzgeriales i
Pleuroziales, dok podklasa Jungermanniidae sadrzi tri reda: Porellales, Ptilidiales 1
Jungermanniales. Smatra se da je podklasa Jungermanniidae nastala u kasnom karbonu,
divergiranjem od podklase Metzgeriidae (tabela 2.1.1.) (He-Nygrén et al., 2006; Forrest et al.,
2006). Klasa Haplomitriopsida Stotler & Stotl.-Crand. izdvojena je relativno nedavno zbog
specificne kombinacije morfoloskih karakteristika i, za razliku od prethodne dve klase, obuhvata
manji broj taksona. Sastoji se od dve potklase (tabela 2.1.1.), koje ukljucuju samo dve familije.
Familija Haplomitriaceae Dedecek obuhvata osam vrsta u okviru roda Haplomitrium Ness
(Bartholomew-Began, 1991), dok familiju Treubiaceae Verdoorn €ini sedam vrsta roda Treubia
Goebel, kao i dve vrste roda Apotreubia Hattori & Mizutani (Crandall-Stotler i Stotler, 2000).
Dalja klasifikacija unutar podklasa, te rasvetljavanje filogenetskih odnosa, temelji se, pored

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

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

Tabela 2.1.1. Klasifikacija razdela Marchantiophyta.

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




Red Jungermanniales
Podred Personiellineae
Familija Personiellaceae, Schistochilaceae
Podred Lophocoleineae
Familija Brevianthaceae, Chonecoleaceae, Grolleaceae, Herbertaceae, Lepicoleaceae, Lepidoziaceae,
Lophocoleaceae, Mastigophoraceae, Phycolepidoziaceae, Plagiochilaceae, Pseudolepicoleaceae,
Trichocoleaceae, Vetaformaceae
Podred Cephaloziineae
Familija Adelanthaceae, Cephaloziellaceae, Cephaloziaceae, Jamesoniellaceae, Scapaniaceae
Podred Jungermanniineae
Familija Acrobolbaceae, Antheliaceae, Arnelliaceae, Balantiopsidaceae, Calypogeiaceae,
Delavayellaceae,  Geocalycaceae, = Gymnomitriaceae, = Gyrothyraceae,  Jackiellaceae,
Jungermanniaceae, Mesoptychiaceae, Myliaceae, Trichotemnomataceae
Klasa Haplomitriopsida
Podklasa Treubiidae
Red Treubiales
Familija Treubiaceae
Podklasa Haplomitriidae
Red Calobryales
Familija Haplomitriaceae

2.1.1. RASPROSTRANJENJE I EKOLOGIJA

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

2018).
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2.1.2. MORFOLOGIJA I ANATOMIJA

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

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

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

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

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

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

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

Amfigastrije su mali jednoslojni izrastaji u obliku lamela, bogati uljanim ¢elijama, zrncima
skroba ili sluznim papilama, sa ulogom u kapilarnoj provodljivosti i zastiti od isuSivanja. 1z
specijalizovanih Celija epidermisa, amfigastrija, povrSinskih ¢elija kauloida ili retko iz donjeg
reznja listica, formiraju se brojne koncaste tvorevine — rizoidi. Rizoidi su prisutni kod svih
jetrenjaca, izuzev vrsta Haplomitrium, a ponekad odsustvuju i kod akvati¢nih formi predstavnika
roda Riccia. Oni imaju dvojaku ulogu, i to da pri¢vrste gametofit za supstrat, kao i da sprovode

vodu i1 mineralne materije. Uglavnom su jednocelijski, osim kod vrsta rodova Plagiochila
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(Dumort.) Dumort. i Pachyschistochila, kada, nakon gljivi¢nih infekcija, dostizu viseéelijski nivo
organizacije (Pressel et al., 2008; Schuster, 1984). Rizoidi ve¢ine kompleksnih taloidnih jetrenjaca
su dimorfni, tipicno glatkozidne forme, ili rede forme sa razli¢itim invaginacijama (jeziCastim,
tubuloznim, papiloznim, granatim) unutrasnjeg zida. Nakon perioda dehidratacije, rizoidi sa
invaginisanim zidovima mogu da povrate svoj strukturni i funkcionalni integritet u potpunosti, te
budu ukljuéeni u transport vode, dok rizoidi glatkih zidova ostaju spljosSteni i1 zadrzavaju samo
ulogu u pri¢vrs¢ivanju talusa za supstrat (Duckett et al., 2000). Glatkozidni rizoidi takode sluze i
kao pogodna struktura za razvoj endofita, simbionskih gljiva, pri ¢emu su mesto kolonizacije,
naj¢esce, njihovi prosireni razgranati krajevi (Russell i Bulman, 2005). Dok je prisustvo rizoida,
kao pleziomorfna (primitivna, neizvedena) osobina, prisutna i kod roznjaca, prisustvo uljanih
telasaca karakteristi¢no je samo za jetrenjace (slika 2.1.2.) (Randelovi¢ et al., 2006; Vashishta et

al., 2010; Velji¢ et al., 2018).

vazdusne komore
epidermis lica

asimilacioni  sloj sa  vazdu$nim
komorama

tkivo za magacioniranje

epidermis naliéja

amfigastrije

rizoid

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

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

al., 2006). Njihov broj, veli¢ina (1-30 um), oblik, distribucija i hemijski sastav varira u zavisnosti
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od taksona. Prvi opis ovih intracelularnih organela dao je Hibener 1834. godine i to na primeru
danasnje vrste Mylia taylori (Hook.) Gray, koja i ima najveci poznati procenat etarskog ulja u
odnosu na svoju masu (dostize do 1,6% suve materije). Nedugo potom, Mirbel (1835.) je primetio
razbacane tada tzv. ,,uljane celije” kod vrste Marchantia polymorpha (Hbbener, 1834; Mirbel,
1835). Prethodno uvedeni termini, ,Celijska tela® (Gottsche, 1843) i ,celijske vezikule” (Von
Holle, 1857), zamenjeni su trenutnim imenom — ,,uljana telasca”, proisteklim iz njihove ,,masne”
prirode, od strane Pfeffer-a (Pfefter, 1874). Suire (2000.) je dokazao da su ona aktivni ¢elijski
kompartment, nastao dilatacijom cisterne endoplazmatskog retikuluma, koji predstavlja mesto
intracelularne sinteze izoprenoida (Suire et al., 2000). Uljana telasca su prisutna u svim zrelim
¢elijama klase Jungermanniopsida i roda Haplomitrium, kao 1 specijalizovanim idioblastima klase
Marchantiopsida i1 roda Treubia, gde se javljaju kao izolovana, zrnasta telaSca (Glime, 2017). U
prirodi, uljana telaSca opstaju u biljci 1 nakon perioda isuSivanja, ukazuju¢i na njihov evolutivni
znacaj za prezivljavanje u nepovoljnim sredinskim uslovima. Sa druge strane, u laboratorijskim
uslovima Cesto se dogada da, susenjem herbarskih primeraka, uljana telasca nestaju (Pressel et al.,
2008). Uloga uljanih telasaca ogleda se u zastiti biljke od herbivora, patogena, UV zracenja i niskih
temperatura. Varijacije u njihovoj morfologiji, broju i1 veli¢ini, kao i1 hemijskom sastavu
predstavljaju hemotaksonomske markere jetrenjaca, dok je sastav sekundarnih metabolita u njima
parametar od vaznosti sa medicinske tacke gledista. Iako je jo§ Lohman (1903.) primetio prisustvo
terpena, a Muller (1905.) precizirao da je re¢ o monoterpenima, seskviterpenima ili njihovim
odgovaraju¢im alkoholima, hemijski konstituenti jetrenjaCa intenzivnije se istrazuju tek od
pedesetih godina proslog veka (Fujita et al., 1956; Lohmann, 1903; Muller, 1905). Danas brojni
radovi svedoce o tome da je izolovanje Cistih jedinjenja — Cesto ekskluzivno prisutnih u
jetrenjacama, odredivanje njihove hemijske strukture, ispitivanje njihovog medicinskog
potencijala, kao 1 poznavanje mehanizama metabolicke aktivnosti koja se odvija unutar njih, od

velike vaznosti.

2.1.3. RAZMNOZAVANJE JETRENJACA

Zivotni ciklus jetrenjada obuhvata smenu generacija izmedu haploidnog gametofita i

diploidnog sporofita. Gametofit kod mahovina predstavlja dominantnu generaciju. Na njemu se

16




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

(Jungermanniidae). Anteridije su elipsoidnog oblika sa kratkom dr§kom 1 formiranim spermatoge-

anteridija

N

Poop

’\ ?

spermatozoidi

>
oplodenje ‘
a8 ¢ >

jajna éelija

spore germinacija

Gametangiofori

protonema

l‘_: e sporofit

arhegoniofor

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

nim tkivom, od ¢ijih se ¢elija obrazuju spermatozoidi. Arhegonije imaju flasolik oblik, pri cemu
se razlikuje suZeni, vratni deo (jednoslojni, sa kanalnim c¢elijama) i1 proSireni (trbusni) deo
arhegonija (u kome se formira jajna Celija). Za proces oplodenja kod mahovina je neophodno

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

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

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

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

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

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

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

povecanje plodnosti zemljista akumulacijom humusa.

Jetrenjace su dobri indikatori zagadenja vazduha, vode i1 zemljiSta. Kao potpuno
netolerantne na zagadenje, ne rastu u kontaminiranim regijama i razvijaju vidljive simptome
povrede ¢ak i pri najmanjim koli¢inama zagadivaca. S druge strane, u poredenju sa drugim biljnim
vrstama koje rastu na istom staniStu, imaju znatno veci kapacitet apsorpcije 1 zadrzavanja
zagadivaca, sprecavajuci njihovo recikliranje u ekosistemu tokom razli¢itih vremenskih perioda
(Govindapyari et al., 2010; Rao, 1982). Dobrim bioindikatorima i hiperakumulatorima ¢ine ih i
njihove fizioloske, morfolosSke i anatomske osobine (visoka stopa apsorpcije 1 visok kapacitet za
razmenu jona, niska stopa desorpcije, akumulacija teSkih metala u njihovom jonskom stanju,
nedostatak pravog korenovog sistema, odsustvo stoma i kutikule). Takode, bioindikacioni i
fitoremedijacioni potencijal omoguceni su i zahvaljuju¢i razli¢itim bioloskim i1 enzimskim
mehanizmima, razvijenim kao kompenzatorni, adaptivni odgovor, a u cilju prezivljavanja u

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

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

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

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

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

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

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

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

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

na ovom polju neophodna.
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2.2. HEMIJSKI DIVERZITET MARCHANTIOPHYTA

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

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

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

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

Jedna od najkarakteristi¢nijih jedinjenja izolovanih iz jetrenjaa su bibenzili, koji se
pojavljuju, zajedno sa prenilbibenzilima i bis-bibenzilima, kako u vrstama redova Marchantiales,
tako 1 kod predstavnika redova Jungermanniales i Metzgeriales. Rodovi Marchantia (L.), Frullania
(Raddi), Plagiochila i Radula Mull.Frib. su posebno bogati ovim jedinjenjima. Odredeni bibenzili,
ukljucujuéi 4-hidroksi-2-karboksi-3,4’-dimetoksibibenzil (Plagiochila sp.) (Anton et al., 1997),
3,4°,5-trimetoksibibenzil (Monoselenium tenerum Griff.) (Ludwiczuk et al., 2008), 3,4-dihidroksi-
3’-metoksibibenzil (Plagiochila exigua (Taylor) Taylor) (Rycroft et al., 1998) radulanin-A-5-on,
S-hidroksiradulanin-5-on  (Marsupidium epiphytum Colenso) (Omatsu, 2004) i glosofilin

(Lethocolea glossophylla) (Kraut st al., 1997), prvi put su detektovani upravo kod jetrenjaca.

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

roda Radula, tako i prenilbibenzilima (Asakawa et al., 2008).

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

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

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

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

terpenoidni glikozidi veoma retki (Asakawa, 1995a).

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

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

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

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

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

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

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

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

izolovana iz jetrenjaca.

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

Glikozidi su prisutni u vrstama Conocephalum conicum, Heteroscyphus coalitus, i dve vrste
roda Plagochila, P. spinulosa i P. fruticosa (Nakamura, 1995; Toyota et al., 1996). Takode, Cetiri
nova glikozida izolovna su iz vrste Marchantia polymorpha, kineskog porekla, od strane Qu-a i
saradnika (Qu et al., 2007b). Benzilftalidi i benzofuranski derivati detektovani su iz viSe vrsta

roda Plagiochila (P. buchitiniana, P. diversifolia, P. longispina), kao i vrsta Frullania falciloba i
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F. muscicola, Balantiopsis rosea, Monoselenium tenerum Giff., te vrste Corsinia coriandrina
(Spreng.) Lindb. iz familije Corsiniaceae (Asakawa, 1995a; Heinrichs et al., 2000; Komala et al.,
2011; Kraut et al., 1994; Ludwiczuk et al., 2008; Rycroft et al., 1999; von Reul3 i Kdnig, 2004).
Hromani i hromeni detektovani su u vrstama Metacalypogeia cordifolia (Stephani) Inoue i M.
alternifolia Grolle, Cephalozia otaruensis Steph., Pedinophyllum interruptum (Nees) Kaal.,
Lethocolea glossophylla (Spruce) Grolle, Adelanthus lindenbergianus (Lehm.) Mitt. i unutar roda
Radula (Asakawa, 1995a; Cullman i Becker, 1999b; Shy et al., 2002; Toyota et al., 2001).
Alkilfenoli su prisutni u vrstama Omphalanthus filiformis (Sw.) Nees i Schistochila
appendiculatum, dok su tokoferoli prisutni kod vecine jetrenjaca (Asakawa, 1995a; Asakawa et
al., 1996; Nakaishi, 1996).

X J CHO

CHO

CO,H

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

Vise od 40 flavonoidnih jedinjenja, od kojih su luteolin i apigenin najzastupljeniji,
izolovano je kao svuda prisutni malo zastupljeni sastojci jetrenjaca, pri cemu su flavoni ¢es¢i od
flavanona kod briofita (Asakawa, 1995a). Pigmenti ¢elijskog zida, antocijanini, rikcionidin A i
rikcionidin B detektovani su u vrstama Ricciocarpus natans (L.) Corda, Marchantia polymorpha,
Riccia duplex Lorb. & K. Miller i Scapania undulata (Kunz et al., 1993). Preko 100 jedinjenja
acetogeninske strukture je do sada pronadeno u jetrenjacama, pri ¢emu su neka jedinjenja veoma
Cesta kod razdela Marchantiophyta. Taksoni razdela Marchantiophyta sadrZe zasi¢ene i1 nezasiene

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

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

apscesa (Pant i Tewari, 1989).

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

Jetrenjaca Upotreba Referenca

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

Marchantia polymorpha L.

apscesa; diuretik; tretman posekotina,

zarastanje opekotina i preloma; tretman

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

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

Conocephalum conicum (L.) Dum.

leCenje kamena u zuci; protiv groznice;
antimikrobno, antimikotic¢ko,
antipireticko dejstvo; leCenje
posekotina, ulcera, ugriza, ekcema,
zarastanje opekotina, preloma i rana,
tretman modrica i ujeda zmije

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

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

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

Frullania tamarisci (L.) Dumort.

antiseptik

Asakawa, 2015

Targionia hypophylla L.

protiv svraba, Suge i drugih koznih
oboljenja

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

Marchantia palmata Reinw., Nees &
Blume

protiv ¢ireva i apscesa; protiv
inflamacije nakon opekotina

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

Frullania ericoides (Nees ex Mart.)
Mont.

nega kose i vlasiSta

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

Plagiochila beddomei Steph.

zarastanje rana

Lubaina et al., 2014

Riccia spp.

tretman dermatomikoza
(tretiranje/lecenje lisajeva)

Chandra et al., 2017; Shirsat, 2008

Marchantia palacea Bertol.

smanjuje otoke i deluje protiv groznice

Sabovljevi¢, 2011

Herbertus sp.

antiseptik, ekspektorans, adstrigent,
antidijaroik

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

Wiesnerella denudata (Mitt.) Steph.

tretman kamena u zu¢noj kesi

Kumar et al., 2007

Plagiochasma appendiculatum Lehm.

& Lindenb.

tretman opekotina i razli¢itih oboljenja
koze

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

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

Mnoge jetrenjace pokazale su zna¢ajano antifungalno i antibakterijsko dejstvo. Jo$ su davne
1952. Madsen i Pates ispitivali inhibiciju rasta bakterija Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa i gljive Candida albicans pod uticajem vodenih rastvora razli¢itih jetrenja¢a (Madsen

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

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

Istrazivanja Ichikawa i saradnika iz 1982. i 1983. ukljucuju ispitivanje blizu 80 vrsta
briofita od kojih skoro sve pokazuju antimikrobnu aktivnost (Belcik i Wiegner, 1980; Ichikawa,
1982; Ichikawa et al., 1983). Asakawa 1982. godine izoluje prenilbibenzile iz vrste Radula
complanata (L.) Dumort. koji inhibiraju rast bakterije Staphylococcus aureus, pri koncentracijama
od 20,3 pg/mL (Asakawa et al., 1982a). Antimikrobnu aktivnost pokazali su i markancin C,
neomarkancini A i1 B, izolovani iz vrste Schistochila glaucescens (Hook.) A. Evans, a protiv
bakterije Bacillus subtilis (MIC=2, 1,51 2 pg/mL) i gljive Trichophyton mentagrophytes, pri MIC
vrednostima od 0,5, 1,01 0,5 pg/mL (Ayer i Law, 1962; Komala et al., 2010b).

Acetonski ekstrakti C. conicum pokazali su jak inhibitorni efekat na rast kvasca C. albicans
(Vashistha et al., 2007), sto opravdava njenu tradicionalnu primenu (tabela 2.3.1.). Ista grupa

autora pokazala je antifungalni efekat aceton-rastvornog ekstrakta jetrenja¢a Plagiochasma appen-

OH oH OH oH OH OH

OH
o, ONO
¢}
< 0 N0
(o) i OH HO HO HO OH
R

OH

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

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

Escherichia coli i Salmonella typhi, i gljive Aspergillus niger.

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

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

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

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

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

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

Tabela 2.3.2. Bioaktivna jedinjenja jetrenjada i polja njihovog delovanja.

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

metoksikuparen

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

89% pri konc. 10°mol
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94% pri konc. 10% mol
45% pri konc. 107 mol
16% pri konc.10® mol
- protiv 5-HETE Asakawa, 1990
99% pri konc.10"mol
97% pri konc. 10 mol
markancin A 70% pri konc.107 mol
40% pri konc.108 mol
ICs0 3,0 uM Schwartner et al., 1995
Inhibicija 5-lipooksi
nhibicija 5-lipooksigenaze markancin B ICso 1,4 uM Schwartner et al., 1995
perotetin D ICs0 0,66 UM Schwartner et al., 1995
perotetin A
markancin D
76-4% pri konc. 10 Asakawa, 1982a
markancin E
rikardin A
izorikardin C ICs0 37,2 uM
. Schwartner et al., 1995
paleatin B ICs0 0,78 uM
radulanin H ICs0 15,2 uM
markancin A ICs0 1,85 pg/ml
markancin D
markancin E
Asakawa, 1990; 1994
ICs0 2,0-95.0 pg/ml
perotetin A
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perotetin D
rikardin A
Kalmodulin inhibitorna
labda-12,14-dien-7,8- ICs0 82 pg/ml
diol
markancin A ICs0 46,4 uM
markancin B ICs0 55,9 uM
markancin E ICs0 58,0 uM
paleatin B ICs0 45,2 M
Inhibicija ciklooksigenaze perotetin D ICs0 26,6 UM Schwartner et al., 1995
radulanin H ICs0 39,7 M
izorikardin C ICs0 50,8 UM
rikardin C ICs0 53,5 uM
mastigoforen A 10°-107 M
mastigoforen B 105-10" M Asakawa et al., 1994
mastigoforen D 105-10" M
Neurotrofi¢na aktivnost plagiohilal B 10°Mm
el 105 M Asakawa, 1995a; 2007a
infuskasid A 107 M
infuskasid B 107 M Asakawa, 19958
izomarkancin C 95% pri konc. 10°M
infuskicna kisclina | 63% pri konc. 105 M Asakawa, 19952
(Infuscaic acid)

36




Katepsin L inhibitorna aktivnost

11,13-dehidroporela-
diolid

24,7% pri konc. 10°°
M

Hashimoto et al., 1998a

Katepsin B inhibitorna aktivnost

izo-Markancin C

93% pri konc. 105M

32% pri konc. 105M

Asakawa, 1995a

11,13-dehidroporela-

13,4% pri konc. 10

Hashimoto et al., 1998a

diolid M
Povecanje koronarnog protoka krvi markancin A 2,5 ml/min pri dozi 0,1 Asakawa, 1990.
mg
Vazopresin inhibitorno dejstvo prenilbibenzil ICs0 27 pg/ml Asakawa, 1990.
Antihijaluronidazna aktivnost lunulariéna kiselina ICs0 0,13 nM Hashimoto et al., 1998a
Trombin inhibitorna aktivnost perotetin E ICs0 18 uM Nagashima et al., 1996a

Inhibitorna aktivnost oslobadanja
superoksida

infuskiéna kiselina

ICs0 0,07 pg/ml i ICso

40 pg/ml
plagiohilal B ICs0 6,0 pg/ml i ICso
25 ug/ml
norpingvizon metil ICs0 35 pg/ml
etar
ciklomiltejlalil-3- ICs0 7,5 pg/ml
kafetat
plagiohilid ICs0 12,5-50 pg/ml

norpingvizon

ICs0 12,5-50 pg/ml

biciklogermakrenal

ICs0 12,5-50 pg/ml

herbertendiol

ICs0 12,5-50 pg/ml

izokuparen-3,4-diol

ICs0 12,5-50 pg/ml

infuskasid A

ICs0 12,5-50 pg/ml

infuskasid B

ICs0 12,5-50 pg/ml

Asakawa, 1990
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perotecianal A ICs0 12,5-50 pg/ml

radulanin K ICs0 6 png/ml Asakawa, 1994
poligodial ICs0 4 pg/ml Asakawa, 1995a
sakulatal ICs0 4 pg/ml

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

monocytogenes (Bukvicki et al., 2012).

Dihlormetanski ekstrakt Balantiopsis cancellata ispoljio je antifungalnu aktivnost protiv
gljivice trulezi, Cladosporium herbarum, pri dozi do 0,01 pg, dok je aromati¢ni estar izotahin B
(0,006 pg) pokazao najjacu aktivnost (Buchanan et al., 1996; Labbé et al., 2007). Isti ekstrakt bio
je letalan za larve raci¢a Artemia salina, pri LDso vrednostima manjim od 2,5 ppm, kao i éetiri
analizirana hlorovana bibenzila (0,42-2,35 ppm) (Labbe” et al, 2005; 2007). Metanolni ekstrakt
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Ptilidium pulcherimum pokazuje antimikrobnu aktivnost dominantno na Gram-pozitivne bakterije
(Staphylococcus aureus, Micrococcus flavus), ali i znatnu antifungalnu aktivnost na vrstu gljive
Trichoderma viride, u poredenju sa bifonazolom (Velji¢ et al., 2010). Ekstrakt taloidne jetrenjace
Riccia nigerica ispoljio je znacajan antibakterijski i antifungalni efekat na bakterijske vrste
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae i Staphylococcus aureus, kao i
na gljive Aspergillus niger, A. flavus i Penicillium spp. (Ariyo et al., 2011). Antifungalno dejstvo
polihlorovanih bibenzila — 3-hidroksi-2,6-dihlor-4’-metoksibibenzila, 2,3’,6-trihlor-3-hidroksi-
4’-metoksibibenzila i1 2,3’,4,6-tetrahlor-3,4-dimetoksibibenzila — iz vrste Riccardia polyclada

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

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

R'=Cl, R?=R3>=H  3-hidroksi-2-hloro-bibenzil

Riccardia marginata a) R3 R? b) Cl R
(Colenso) Pearson O R2 O
O OH O OH
3 J ’ 1
. e 5y R R Cl

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

Riccardia polyclada Schiffn.
(syn. R. umbrosa) R=R2=Cl, R3=OH 3,4-dihidroksi-2,4,6,3’-tetrahloro-bibenzil

R=H, R?>=CIl, R®= OMe 3-hidroksi-2,6,3’-trihloro- 4’-metoksibibenzil

Slika 2.3.2. Sekundarni metaboliti Riccardia sp. koji su ispoljili antifungalnu i antimikrobnu aktivnost

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

Dehidrokostuslakton, izolovan iz jetrenja¢e Targionia lorbeeriana K. Miller, pokazao je
antifungalnu aktivnost u odnosu na gljivu Cladosporium cucumernium (MIC 20 pg/cm?®) i kvasac
Candida albicans (MIC 5 pg/cm®), kao i insekticidnu aktivnost u odnosu na komarac Aedes
aegypti (LC1o0 12,5 ppm) (Neves et al., 1999). ). I1zolovani iz iste vrste jetrenjaca, antifungalnu
aktivnost ispoljili su i acetiltriflokulozid (MIC 10 pg/cm®) i 11aH-dihidrodehidrokostuslakton
(MIC 3 pg/em®). Sest antifungalno aktivnih jedinjenja izolovano je iz jetrenjate Bazzania
trilobata, medu kojima je za viridiflorol potvrdena antifungalna aktivnost u odnosu na gljive
Cladosporium cucumernium i Pyricularia oryzae, dok je za gimnomitrol dokazana inhibitorna
aktivnost u odnosu na gljive Phytophthora infestans, Pyricularia oryzae i Septoria tritici (Haase i
Schneider, 1993; Scher et al., 2004). Inhibitornu aktivnost u odnosu na Pyricularia oryzae pokazao
je 5-hidroksikalamen, dok je 7-hidroksikalamen delovao antifungalno u odnosu na gljive Botrytis
cinerea, Cladosporium cucumerinum, Phytophthora infestans, Pyricularia oryzae i Septoria
tritici. Dimenal je najpotentniju aktivnost inhibicije rasta ispoljio ka gljivama Septoria tritici i
Phytophthora infestans (Scher et al., 2004).

Antifungalnu aktivnost u odnosu na gljive Trichophyton mentagrophytes ispoljio je
glaucescenolid iz jetrenjace Schistochila glaucescens (Hook.) A. Evans, dok je za ent-1p-
hidroksikauran-12-on, izolovan iz vrste Paraschistochila pinnatifolia (Hook.) R.M. Schust.,
potvrdena antifungalna aktivnost u odnosu na kvasac C. albicans (Lorimer et al., 1997; Scher et
al., 2002). Jetrenjace predstavljaju potencijalne domaéine za endofitske vrste gljiva. Na primer,
jetrenja¢a Scapania verrucosa Heeg domacéin je gljivici Chaetomium fusiforme (Guo et al., 2008).
Kumulativni antifungalni i antiproliferativni efekti sekundarnih metabolita jetrenjace i1 endofita
veci su nego efekti pojedinacno analiziranih jedinica (npr. antifungalni efekat u odnosu na vrste
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Trichophyton rubrum, Aspergillus fumigatus,
Pyricularia oryzae, kao i antiproliferativni u odnosu na Celijske linije A549, LOVO, HL-60, QGY)
(Guo et al., 2008).
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Jedinjenje 2-hidroksi-3,4,6-trimetoksiacetofenon je pri dozi do 150 pg/disk ispoljilo
antifungalnu aktivnost u odnosu na gljive Trichophyton mentagrophytes i Cladosporium resinae,
dok je 2-hidroksi-4,6-dimetoksiacetofenon, takode izolovan iz jetrenjace Plagiochila fasciculata,
ispoljio istu antifungalnu aktivnost ka gore pomenutim vrstama, a uz to pokazao i antimikrobnu
aktivnost u odnosu na bakterije E. coli (100 pg/mL), Proteus mirabilis (100 pg/mL),
Staphylococcus aureus (100 ug/mL) i kvasac C. albicans (Komala et al., 2009). U okviru $iroko
rasprostranjenog roda Plagiochila (red Jungermanniales), pored pomenute antifungalne aktivnosti
metabolita Plagiochila fasciculata, zabelezena je i antimikrobna aktivnost Cetiri sekundarna
metabolita iz jetrenjace Plagiochila ovalifolia protiv bakterija Escherichia coli i Bacillus subtilis
(Matsuo et al., 1996). Ista jetrenjaca, P. ovalifolia, poseduje plagiohin D (50-200 ug/mL) i 3,5-
dihidroksi-2-(3-metil-2-butenil)bibenzil (50-200 pg/mL) Kkoji su, pored gore navedenog
antimikrobnog, okarakterisali ovu jetrenja¢u kao potencijalni izvor sekundarnih metabolita koji
mogu ispoljiti i antioksidativnu aktivnost (Sadamori, 2009), dok je plagiohin A ispoljio

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

Uocljivu antifungalnu aktivnost u odnosu na gljivu Pyricularia oryzae pokazali su
izoplagiohini C i D (ICso 3,9 i 4,0 pg/mL) i 6’-hlorizoplagiocilin D (ICso 2,6 pg/mL), kao i u
odnosu na vrstu Septoria tritici (ICso 23,5, 15,9 1 4,5 ug/mL) (Qu et al., 2007a). Izoplagiohini A
(ICs0 50 uM) i B (ICso 25 uM), izolovani iz jetrenjace Plagiochila fruticosa, inhibirali su
proliferaciju tubulina (Morita et al., 2009). Tomentelin i demetoksitomentelin, metaboliti
jetrenjaca Trichocolea tomentella (familija Trichocoleaceae), pokazali su: antifungalnu aktivnost
u odnosu na kvasac C. albicans i gljivu Trichophyton mentagrophytes. Antimikrobnu aktivnost u
odnosu na vrstu bakterije Staphylococcus epidermidis ispoljio je metil-3-hidroksi-4-[(2E)-3,7-
dimetil-2,6-oktadienil]oksi-benzoat (MIC 1.000 ug/mL) izolovan iz vrste T. hatcheri (Baek et al.,
2004; Perry et al., 1996). Lepidozenolid (100 pug/mL), izolovan iz jetrenjace Lepidozia fauriana
Stephani, ispoljava inhibitorni efekat na rast kvasca C. albicans i parazita Trichomonas foetus (Shu
et al., 1994). Takode, lepidozenolid (100 ug/mL) i (-)-54-hidroperoksilepidozenolid (100 pg/mL)
izazivaju vazorelaksaciju torakalne aorte pacova, pri faznim i toni¢nim kontrakcijama
indukovanim norepinefrinom (3 uM) (Shu et al., 1994). Plagiohilin C (Lin i Wu, 1996) ima
antitrombozni efekat na agregaciju ispranih trombocita kuni¢a izazvanu arahidonatom (100
ug/mL) i kolagenom (10 pg/mL). Pored toga, lepidozenolid inhibira i vazokonstrikciju indukovanu

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

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

Inhibiciju proizvodnje NO izazvanu lipopolisaharidom (LPS) pokazali su sekundarni
metaboliti poreklom iz dve vrste roda Bazzania, 1 to kupareni, 1,2-kuparenolid i 2-hidroksi-4-
metoksikuparen, izolovani iz jetrenjace Bazzania decrescen, kao 1 miltejil-4(12)-enil-2-kafeat
izolovan iz vrste B. nitida (Harinantenaina 1 Asakawa, 2007; Harinantenaina et al., 2007). Takode,
tri herbertanska monomera, a-herbertanol, f-herbertanol, herberten-1,2-diol, i njegova dva dimera,
mastigoforen C i D, svi poreklom iz jetrenjate Mastigophora diclados, ispoljili su isto dejstvo
(tabela 2.3.2.). Inhibitorno na proizvodnju NO, u lipopolisaharidima stimulisanim RAW 264.7
¢elijama, delovali su norpingvizon (ICso 45,5 uM), norpingvizon metil-estar (ICso 1,7 uM) 1 ent-
16-kauren-15-on (ICso 69,4 uM) izolovani iz vrste Porella densifolia, (36,45)-15,16-diepoksi-
13(16),14-klerodedien i tisaspaton iz jetrenjace Thysananthus spathulistipus, kao 1 Sest derivata
bibenzila iz jetrenjate Radula appresa, medu kojima je najaktivniji bio 2-geranil-3,5-
dihidroksibibenzil (Harinantenaina et al., 2005; Quang i Asakawa, 2010). Inhibitorno dejstvo na
proizvodnju NO u lipopolisaharidima stimulisanim RAW 264.7 ¢elijama ispoljili su i
makrocikli¢ni bisbibenzili, takode izolovani iz jetrenjaca (tabela 2.3.2.). Pored podsticanja rasta
neurona, kao i inhibicije produkcije NO, mastigoforeni A i B ispoljili su i neuroprotektivni efekat
na preZivljavanje neurona pri koncentraciji 1 uM u kulturama kortikalnih neurona fetusa pacova

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

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

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

ukljucujuéi katepsin L 1 katepsin B. Frakcionisanjem sirovog ekstrakta gore pomenute jetrenjace

e




dobijena su tri nova gvajanolida, medu kojima je samo 11,13-dehidroporeladiolid kao ¢isto
izolovan pokazao slabu inhibitornu aktivnost u odnosu na katepsine L i B (tabela 2.3.2.)

(Hashimoto et al., 1998a).

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

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

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

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

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

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

1,4,2,412,5 pg/mL, ispoljila citotoksi¢ni efekat na celijsku liniju leukemije HL-60.

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

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

Iz vrsta roda Jungermania izolovani su jungermanenoni A-D, koji su pri koncentracijama
od 1,3 uM, 5,5 uM, 7,8 uM 1 2,7 uM ispoljili citotoksi¢no dejstvo na HL-60 ¢elije, indukujuci
fragmentaciju DNK i nuklearnu kondenzaciju. Jungermanenoni A i D su se pokazuli i kao
potencijalni antitumorni agensi inhibiraju¢i aktivnost nuklearnih faktora-kB (NF-kB) (Kondoh et
al., 2005a; 2005b). Selektivnu inhibiciju NF-kB je, pored jungermanenona A, preuredenog ent-

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

ent-//o-hidroksi-16-kauren-15-on (16R)-ent-11-hidroksikauran-15-on

ent-6/-hidroksi-16-kauren-15-on ent-11-hidroksi-16-kauren-15-il-acetat
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ent-1p-hidroksi-9(11),16-kauradien-15-on ent-9(11),16-kauradien-12,15-dion

R!=OH, R>=R‘=H, R®=0  jungermanenon A
R!= R?=R*=H, R3=0 jungermanenon B
R!=R2=H, R*=0H, R3*=0 jungermanenon C

R!=R*=0OH, R=H, R®=0  jungermanenon D

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

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

Takode, ent-kaureni (ent-11a-hidroksi-16-kauren-15-on i ent-11a-hidroksi-16-kauren-15-
il-acetat) novozelandskih vrsta Jungermania pokazali su slab citotoksi¢ni efekat na celije P-388,
pri koncentracijama od 0,48 i 25 pg/mL (Perry et al., 1999). Ent-11a-hidroksi-16-kauren-15-on,
ent-14-hidroksi-9(11),16-kauradien-15-on, ent-9(11),16-kauradien-12,15-dion i jungermanenon
A su pri koncentracijama od 0,49, 7,0, 0,59 i 0,28 uM inhibirali proliferaciju 50% celija HL-60.
Citotoksi¢ni efekat na HL-60 ¢elijsku liniju ispoljili su i (16R)-ent-11a-hidroksi kauran-15-on
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(1Cs0 1,0 uM), ent-6a-hidroksi-16-kauren-15-on (ICso 0,4 uM), jungermanenoni B, C i D (ICso
1,21, 1,281 0,78 uM) (slika 2.3.4.) (Benes et al., 1981).

Jetrenjaca Scapania verrucosa sa endofitskom gljivom Chaetomium fusiforme proizvodi
odreden broj bioaktivnih metabolita koji imaju antiproliferativno dejstvo (Guo et al., 2008).
Seskviterpenski kafeat, navikulil-kafeat (GI20 0,8-1,1 ug/mL), izolovan iz jetrenjace Bazzania
novae-zelandiae prikupljene sa ostrva Stjuart na Novom Zelandu, deluje selektivno na éelije
odredenih vrsta tumora (Burgess et al., 2000). PredloZeno je da makrociklicno bisbibenzilno
jedinjenje, rikardin D, moZe da predstavlja potentno hemoterapeutsko sredstvo za leCenje kancera.
Naime, utvrdeno je da on dovodi do apoptoze éelija leukemije kod ljudi delujué¢i na DNK-
topoizomerazu Il u celijama H460 i A549. Za rikardin D, izolovan iz jetrenjace Dumortiera
hirsuta, ispitivani su inhibitorni efekti na proliferaciju, invaziju, migraciju i apoptozu celija
humanog karcinoma pluca (NSCLC), u in vitro i in vivo uslovima, kada je utvrdeno i
antikancerogeno dejstvo na NSCLC (Xue et al., 2012). Takode, rikardin D je pri koncentraciji od
16 uM, pokazao antiproliferativnu aktivnost na ¢elije humanog glioma A172, dok je markancin C
inhibirao apoptozu istih, pri koncentracijama do 8 do 16 uM (Abad et al., 1999; Basar et al., 2001,
Basile et al., 1999).

Jedinjenje 13-hidroksihiloscifon (ICso 2,0 pg/mL), derivat hiloscifona poreklom iz
jetrenjace Chyloscyphus rivularis, pokazao je citotoksi¢ni efekat na Celije karcinoma pluca A-549
(Wu et al., 1993), dok je kostunolid (IC50 12,0 ug/mL), izolovan iz vrste Frullania nisqualensis,
pored inhibicije proliferacjie A-549 ¢elija manifestovao i umerenu aktivnost degradacije DNK u
tri mutirana soja kvasca (RS321N (IC12 50 pg/mL), RS322YK (IC12 150 pg/mL) iRS167K (IC12
330 pug/mL)) (Kim et al., 1996). Dva nova bisbibenzila detektovana u jetrenjaci Lunularia cruciata
su, uz ve¢ poznati rikardin G (ICso 2,5 uM), ispoljili citotoksi¢ni efekat na ¢elije karcinoma pluca
A549 (Barlow et al., 2005; Morita et al., 2009). Imajué¢i u vidu prethodno utvrdenu aktivnost
ispitano je da li je C-1’ i C-6’, hidroksilne grupe odgovorne za citotoksi¢nost i antioksidativnu
aktivnost pomenutih jedinjenja putem sinteze odgovarajuc¢ih derivata (Barrero et al., 1997
Novakovi¢ et al., 2020). Nakon testiranja na zdravoj ¢elijskoj liniji pluca ljudi (MRC-5), raka pluca
kod ljudi (A549) i ¢elijske linije raka dojke MDA-MB-231, potvrdeno je da C-prsten igra veoma

vaznu ulogu u ispoljavanju citotoksi¢ne aktivnosti (Barrero et al., 1996; Novakovi¢ et al., 2019).
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Tri triterpenoida poreklom iz jetrenjace Ptilidium pulcherrimum, ukljucujuci ursolinsku,
20, 3p-dihidroksiurz-12-en-28-sku i acetoksiursolinsku kiselinu, pokazala su citotoksi¢ne efekte
inhibirajuc¢i proliferaciju ¢elija kancera prostate PC3 (Guo et al., 2009). Jedinjenja 2a,5f-
dihidroksibornan-2-cinamat (1Cso 4,5 mg/mL) iz jetrenjace Conocephalum conicum i lunularin
(ICs0 7,4 mg/mL) iz vrste Dumortiera hirsuta, pokazala su citotoksi¢ni efekat na celije HepG2
(Lorimer et al.,, 1996). Rikardifenol C (60 pg/disk) iz vrste Riccardia crassa i prenil-etri
(tomentelin i demetiltomentelin), kao i metaboliti vrsta roda Trichocolea ispoljili su citotoksi¢nu
aktivnost u odnosu na c¢elije BSC. Tomentelin (ICso 15 pg/mL) izolovan od strane Perri-a i
saradnika iz jetrenjace Trichocolea mollissima, kao i iz jetrenjaca Trichocolea lanata i T.
tomentella, i demetoksitomentelin, iz T. tomentella, pokazali su citotoksi¢ni efekat na ¢elije BSC-
1 (Perry i Foster, 1995; Perry et al., 1996). Klavigerini A-D, izolovani iz jetrenjace Lepidoleana
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Slika 2.3.5. Markancini i neomarkancini, koji poseduju razli¢ite bioloske aktivnosti, poreklom iz jetrenjaca.

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

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

radikala.

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

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

Conocephalaceae Miill. Frib. ex Grolle je Siroko rasprostranjena familija, koja pripada redu
Marchantiales Limpr., potklasi Marchantiidae, ¢iji rod, Conocephalum Hill. predstavlja pravi
taksonomski izazov. Za C. conicum/salebrosum (C. conicum (L.) Dumort., C. salebrosum
Szweyk., Buczk. & Odrzyk.) kompleks, savremenim filogenetskim istrazivanjima (Odrzykoski &
Akiyama, 2020) potvrdeno je postojanje Sest vrsta, ukljucujuéi novu vrstu, koja je prethodno bila
okarakterisana kao tip R ili hemotip 111 (Toyota, 1994; Kim et al., 2001). Takode, potvrdeno je
prisustvo tri kripticne vrste u okviru kompleksa C. japonicum (C. japonicum (Thunb.) Grolle).
Kako su ove tri vrste filogenetski izuzetno udaljene u odnosu na vrste kompleksa C.
conicum/salebrosum, kompleks C. japonicum je prebac¢en u rod Sandea Lindb., pod nazivom S.
japonica Steph. ex Yoshin. (Odzykoski & Akiyama, 2020). Vrste porodice Conocephalaceae su
rasprostranjene na podrucju Severne Amerike, Evrope 1 istocne Azije (Zhang et al., 2019) (slika
2.4.1.). Dvodome su, robusnih talusa, ¢ija povrsina podsec¢a na zmijsku kozu (Glime, 2021). Ove
jetrenjace formiraju gusti pokriva¢ na stenama i vlaznom zemljiStu, najces¢e u blizini vode, u

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

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

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

Dorzalna povrsina talusa karakteristicna je po izrazenoj heksagonalnoj (ili poligonalnoj)
mreZastoj strukturi. Svaka heksagonalna jedinica (areola) u svom srediSnjem delu poseduje po
jednu makroskopski vidljivu vazduSnu poru. Vazdusne pore su uske, proste i izdignute, okruzene
prstenasto rasporedenim celijama (4-6 koncentri¢nih prstenova malih uskih ¢elija, od kojih se
svaki prsten sastoji od 7-8 ¢elija) (Casas et al., 2009). Ispod epidermisa, nalazi se sloj velikih
vazdu$nih komora 1 hlorenhima, ¢ije su ¢elije bogate hloroplastima (asimilaciono tkivo). Za ovim

slojem sledi tkivo za skladistenje, kao i1 provodenje. SkladiSno tkivo se sastoji od parenhimskih
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¢elija, koje su krupne, tankih zidova i esto sadrze skrobna zrna i uljana telasca karakteristicna za
jetrenjace. U ovom sloju prisutne su i sluzne ¢elije, bogate mucilaginoznim materijama, koje
doprinose zadrzavanju vlage i zastiti od isuSivanja. Sa ventralne strane talusa, polaze ljuspe —
jednoslojne listolike strukture, gotovo polumesecastog oblika, sa ljubiastim nastavkom koje su
rasporedene u dva uzduzna reda (po jedan sa obe strane centralnog rebra) (Casas et al., 2009). 1z
njihovih pazuha najce$ée izrastaju rizoidi. Pritom, mogu se razlikovati dva tipa rizoida —
glatkozidni, koji sluze za pricvrséivanje talusa za podlogu, i krtolasti (kratki) rizoidi sa ulogom u

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

Conocephalum conicum

[ Kripti€ne vrste '

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

{E)-metilcinamat ciklokolorenon sabinen konocefalenol kubebol

Conocephalum japonicum
(Sandea japonica)

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

Conocephalum conicum proizvodi geme u najdubljim slojevima talusa koje se oslobadaju
degradacijom talusa, stvaraju¢i nove jedinke (Smith, 1990). Seksualno razmnozavanje se vrsi
preko gametangija, polnih organa smeStenih na gametangioforima. U pogledu polnosti, biljke su
dvodome (slika 2.4.2.). Anteridiofori (smeSteni na dorzalnoj strani) nemaju stabljiku i sastoje se
od anteridijskih jastu€ia, tamnih 1 ovalnih regiona talusa, koji sadrZe anteridije. Tacnije,

anteridijske komore (zajedno sa vazduSnim) razbacane su sa dorzalne strane ovih struktura. Svaka
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fotosmtetski filament:

parenhimske celije sa uljanim
telaicima

Slika 2.4.2. Prikaz a) izgleda gametangiofora kod vrsta roda Conocephalum; b) anatomija talusa vrsta roda Conocephalum

anteridijska komora sadrzi po jednu anteridiju. Mehanizma rasprSivanja spermatozoida kod vrsta
kompleksa C. comnicum veoma je karakteristican, primeceno je da se isti izbacuju 1 nekoliko
centimetara u vazduh (Glime, 2017). Arhegoniofori (duZine 5-10 cm, na dorzalnoj strani talusa)
su konusnog oblika i1 poseduju drsku. Konusni deo arhegoniofora je okarakterisan prisustvom
vazdu$nih komora, kao i prisustvom 5-8 kratkih reZnjeva u svojoj osnovi. Svaki sporofit se sastoji
od malog stopala, neSto duze drSke i Caure kruskastog do elipsoidnog oblika. Sporofit se razvija
na reznjevima konusnog dela arhegoniofora (stoga broj sporofita zavisi od broja reZnjeva). Svaki
sporofit je zasticen omotacem (Veljié et al., 2018). Caure sadrZe spore (koje unutar nje po¢inju da
klijaju, pritiskajuéi njen zid) i jednocelijske elatere u medusobnom brojnom odnosu od 4:1. Nakon
sazrevanja Caure, poklopac se odbacuje a zid puca na 4-8 nepravilnih reZnjeva. Zrele spore su

viSecelijske, dok su elatere slobodne (izduZene, poput opruga, sa 2-4 spiralna zadebljanja), i

.




pomazu u otvaranju kapsule i rasprSivanju spora (slika 2.4.2.) (Vashishta et al., 2010; Velji¢ et al.,

2018).

Jetrenjaca C. comicum deo je mnogih tradicionalnih kineskih mikstura i biljnih ulja
kori§¢enih u tretmanu pulpitisa (Sun, 2017), kolorektalnih adenomatoznih polipa (Li, 2016),
koznih i varikoznih ulcera (L1, 2015; Sun, 2014), tuberkuloze (Dai, 2015), opekotina (Shu, 2015),
ujeda (Zhou et al., 2015), facijalnog perifernog neuritisa, u tretmanu impetiga novorodencadi
(Yang, 2013), kao i1 u stomatologiji (Hu, 2015; Wang, 2015). Etnobotanicki preparati na bazi vrsta
roda Conocephalum pokazuju antimikrobna, antifungalna, antipireticka 1 antidotalna svojstva
(Glime, 2017), $to je posledica prisustva raznovrsnih sekundarnih metabolita u ovim biljkama.
Prethodna fitohemijska istrazivanja vrste C. conicum otkrila su zna¢ajne varijacije u sastavu njenih
sekundarnih metabolita, Sto je rezultat kompleksne genetske strukture 1 velike zavisnosti sekund-

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

aristolen aristola-1(10),8-dien kalaren nordosina-7,9,11-trien

CHO

izolepidozen biciklogermakren-14-al

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

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

2013). Literaturni podaci navedeni u ovoj disertaciji se, ukoliko nije decidirano kojem hemotipu

55



pripadaju, odnose na agregatnu vrstu C. conicum. U Japanu su identifikovana tri, od kojih je za
svaki karakteristicna produkcija odredenog dominantnog jedinjenja. Jedinjenje (—)sabinen
dominira najrasprostranjenijim tipom (tip I), (+)-bornil-acetat karakteristi¢an je hemotip koji raste
na obalskom podru¢ju Japana (tip II), dok je metil-cinamatni tip (tip III) karakteristiCan za
planinske Sumske predele ove zemlje (Ghani et al., 2016; Toyota et al., 1997). Za kompleks vrsta
C. conicum je potvrdeno da, usled hemijskog polimorfizma, broji najmanje Sest kripti¢nih vrsta
(A, C,F J,L1S), §to je potkrepljeno 1 upotrebom molekularnih markera u taksonomskim studijama
(Akiyama et al., 1998; Akiyama 1 Odrzykoski, 2020; Kim et al., 2001; Odrzykoski i Szweykowski,
1991) (slika 2.4.1.). Uz pomo¢ multivarijantne statistiCke analize hemijskih profila analiziranih
uzoraka kompleksa C. conicum/salebrosum sakupljanih Sirom Japana, Evrope i Severne Amerike
(Szweykowski et al., 2005), kripticna vrsta, oznac¢ena kao ,,L*, evropskog porekla, kojom dominira
seskviterpenski alkohol brazilanskog skeleta, konocefalenol, a posmatraju¢i 1 njihove ostale
isparljive sastojke, brazila-5,10-dien, izolepidozen, biciklogermakren-14-al, najviSe se razlikuje

od ostalih kripti¢nih vrsta.

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

vrstom ,,A” (zajedno Cine klaster II1), dok se prisutvom aristolena, aristola-1(10),8-diena, kalarena,

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

Isparljivi 1 neisparljivi, visoko funkcionalizovani monoterpenoidi i retki, ili do tada
nepoznati seskviterpenoidi izolovani su iz japanskih i1 evropskih uzoraka jetrenjace C. conicum
Harinantenaina et al., 2007; Lu et al., 2006; Melching i Koning, 1999; Toyota et al., 1988).
Sastavom etraskog ulja C. conicum se, polaze¢i od analize Suire 1 Bourgeois (Suire 1 Bourgeois,
1977), bavilo svega 7 radova (Rezultati 1 diskusija 4.3.2.). Preko 20 radova obuhvatilo je analizu

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

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

Hromatografskom analizom dietil-etarskog ekstrakta, biljnog materijala C. conicum
prikupljenog u TokuSima perfekturi, Kamiyamacho, detektovano je prisustvo dva nova
gvajanolida, 8a-acetoksizaluzanini C i1 D, uz dva poznata, zaluzanin C 1 D, i germakranolida
(tulipinolida). Ciklizacijom tulipinolida, koji je zasluZan za karakteristiénu oporost zenskog
gametofita vrste C. conicum, dobijeni su eudezmanolidi, 8a-acetoksi-a-ciklokostunolid 1 8a-
acetoksi-f-ciklokostunolid. Ovi eudezmanolidi, zajedno sa gvajanolidima, zaluzaninima C 1 D, 8a-
acetoksizaluzaninom D i dehidrozaluzaninom C, ispoljavaju inhibitornu aktivnost prema klijanju

(100-200 ppm) 1 rastu (50 ppm) pirinc¢a (Asakawa i1 Takemoto, 1979) (slika 2.4.5.).

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

estara koji su bili novi prirodni proizvodi.

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

novo jedinjenje, prvi put identifikovano u hemotipovima II 1 III (Toyota et al., 1997). Hromatog-
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Slika 2.4.4. Odabrani sastojci etarskog ulja i ekstrakata jetrenjace C. conicum

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

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

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

uz ve¢ poznati 3,4-dimetoksistiren. Novoizolovani 54-dihidroksiborn-2a-il-cinamat je pri ICso 4,5

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

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

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

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

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

cinamat kao dominantni sastojak medu 12 detektovanih isparljivih jedinjenja.

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

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

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

||||R2

Ri=R2=0Ac 8a-acetoksizaluzanin D

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

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

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

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

2013).

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

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

Kosmopolitski rod Porella (L.) Gray, zajedno sa

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

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

The Plant List, 2013). Predstavnici roda Porella su vrste dorzoventralne orijentacije, sa folioznim
gametofitom, osrednje veli¢ine ili robusnim, sa monopodijalno granatim kauloidom i filoidima
rasporedenim u tri reda (Velji¢ et al., 2018). Od tri reda listova, dva su dorzalna, a jedan je ventralni
(amfigastrije). Filoidi se sastoje od jednog sloja hlorenhimskih ¢elija (poligonalnog oblika i sa
brojnim hloroplastima) 1 dvoreZnjeviti su (prepokrivanje je nadleznog tipa); dorzalni reZanj je
krupniji, obic¢no jajastog oblika, sa zaobljenim vrhom, dok je ventralni gotovo upola manji, uzi, sa
oStrijim vr$nim delom. Iz bazalnih delova amfigastrija na ventralnoj strani, razvijaju se rizoidi,
kojima je jetrenjaca pricvrséena za supstrat. U anatomskom smislu, mlada stabaoca ¢ine uniformno
tkivo sainjeno od parenhimskih ¢elija (¢ak ni epidermis nije jasno definisan). Na poprecnom
preseku starijih stabaoca, moguce je uociti epidermis, korteks (sacinjen od malih debelozidnih
¢elija) i medulu (sastoji se od tankozidnih i krupnijih ¢elija) (Bendre & Kumar, 2010; Velji¢ et al.,
2018).

Vrste su dvodome. Muske biljke su obi¢no manjih dimenzija u poredenju sa zenskim, sa
anteridijalnim granama, koje se uzdizu pod pravim uglom u odnosu na stabaoce. Ove grane sadrze
puno modifikovanih listi¢a, u ¢ijem se pazuhu nalaze anteridije. Svaka anteridija se sastoji od
dugacke drske, na ¢ijem se vrhu nalazi globularni, prosireni deo. Drska je sadinjena od dva reda
¢elija; omotac¢ globularnog dela sadrzi dva-tri sloja ¢elija u svom bazalnom i jedan sloj ¢elija u
svom apikalnom regionu; unutrasnji deo ispunjen je spermatogenim tkivom. PO sazrevanju i u
prisustvu slobodne vode, dolazi do pucanja tanjeg, gornjeg dela anteridijalnog omotaca u nekoliko
nepravilnih reznjeva, pri ¢emu se finalno oslobadaju spermatozoidi. Arhegonijalne grane se
formiraju na vrhovima kratkih bo¢nih grana Zenskih biljaka, krace su od anteridijalnih i na vrhu

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

omotac

E
trbusnog dela
jajna celija

Porella cordaeana

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

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

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

Kumar, 2010; Velji¢ et al., 2018).

Medu najpoznatije predstavnike ovog roda spadaju dve sestrinske vrste, P. platyphylla (L.)
Pfeiff 1 P. cordaeana (Huebner) Moore. Jetrenjaca P. platyphylla opisana je od strane Linnaeus-a
(Linnaeus, 1753), a na osnovu opisa Morison-a, Vaillant-a i Dillenius-a (Dillenius, 1741; Morison,
1699; Vaillant, 1727). Ova kosmopolitska vrsta jetrenjace, sa pravilno perastom formom
stabaoceta, moze dosti¢i duzinu do 8 cm. Dorzalni rezanj filoida je srcolik, konveksan, zatupljenog
vrha, dok je ventralni reZanj Sirok koliko 1 stabaoce, ovalan, 1 takode zatupljenog vrha, pri cemu
svojim duzim ili kra¢im delom obavija stabaoce; Celije srediSnjeg dela dorzalnog reznja (25-35
um) sadrze mala ili velika obi¢no ispupCena zadebljanja Celijskih zidova (Casas et al. 2009).
Podlisti¢i dvostruko $iri od ventralnog reznja, ¢itavom Sirinom naleZu na stabaoce, sa malobrojnim
zupcima u bazi. Listi¢i koji Stite arhegonije i1 ventralni rezanj su celi, retko sa 1-2 zuba, sa
zaobljenim vrhom. Otvor pseudoperijanta sa retko rasporedenim resama formira prekrivace na

stenama i stablima u nizijskim i1 planinskim oblastima.

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

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

vrsta, a njihovo prisustvo je ¢esto specificno za jetrenjace.

Pingvizani, aromadendrani, germakrani, lepidozani, gvajani, drimani, monociklofarnezani,
afrikani, kao i druge vrste seskviterpenoida do sada su detektovani u, ili izolovani iz, razli¢itih
vrsta roda Porella, dok su od diterpenoida dominantni sakulatanski, labdanski i1 kauranski tip.
Povremeno su u predstavnicima roda identifikovani i drugi tipovi jedinjenja kao $to su steroidi i

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

Upravo na osnovu metabolickog profila, a sa aspekta hemijskog

Porella

arboris-vitae | sastava, vrste roda Porella podeljene su u hemotipove. Dva glavna

 CE—

Porella hemotipa se razlikuju na osnovu potencijalnog prisustva oporog
canariensis

-—

——————— ukusa biljnog materijala u skladu sa tim da li proizvode

Porella fauriel | - seskviterpenski dial drimanskog tipa-poligodial i srodne supstance,

-—/

porella | ili ne (Asakawa et al., 1979b). Obiéno se, uz poligodial, detektuju

gracillima

Hemotip |

pingvizani i aromadendrani. Detaljnija podela od strane Ludwiczuk 1
Porella

obtusata var.
macroloba

 CE—

saradnika podrazumeva postojanje Sest hemotipova: drimanski-(I),
sakulatanski-(II), pingvizansko-sakulatanski-(IIT), gvajan-

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

Porella roellii

-—

Porella
vernicosa

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

poligodial (Ludwiczuk, 2011). S duge strane, Gilabert i1 saradnici
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vrste roda Porella dele na cak deset hemotipova: driman-

e aromadendran-pingvizanski (I), sakulatanski (II), pingvizanski (III),

pingvizan-sakulatanski (IV), afrikanski (V), santalen-afrikan-

Porella

Hemotip Il = .
perrottetiana

ciklofarnezanski (VI), gvajanski (VII), germakren-pingvizan-

sepnemiana | sakulatanski (VII), germakren-afrikan-gvajanski (IX) i pingvizan-

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

Najbrojniji hemotip, obuhvatajuc¢i P. aboris-vitae, P. canariensis, P. fauriei, P. gracillima,
P. obtusata var. macroloba, P. roellii, kao 1 kompleks P. vernicosa, predstavlja tip I, sacinjen od
takozvanih jetrenjaca osStrog ukusa. Ove jetrenjace pored poligodiala (Asakawa, 1982a; 1995a;
Cullman 1 Becker, 1999a; Ono et al.,1996; Tazaki et al., 1999a), sadrze 1 druge drimane, medu
kojima su cinamolid, drimeninol 1 drimenin najzastupljeniji (Asakawa, 1982a; 1995a). Paralelno
prisustvo aromadendranskog seskviterpena cikloklorenona, kao i pingvizanskih seskviterpenoida,

zabelezeno je kod pet od sedam gorepomenutih vrsta roda Porella,

Porella
dok je dominantna zastupljenost drimanskog tipa seskviterpenoida do elegantula
sada primecena samo kod vrsta P. fauriei i P. roellii. P°Le.'l'ab

grandiloba
-
Hemotipu II pripadaju tri vrste roda Porella, koje akumuliraju Porella_
navicularis
karakteristican sakulatanski-tip diterpenoida: P. camphyophylla, P. ™ roreta |
platyphylla

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

kao glavnu komponentu (Asakawa, 1982a; 1995a), dok su perotecianal B, sakulaporelin i
labdanski diterpenoidi dodatno prisutni u jetrenjaci P. perrottetiana (Asakawa, 1982a; 1995a).
Alkohol (-)-a-eudezmol, prisutan u velikom procentu kod P. perrottetiana, moze posluziti kao
hemotaksonomski marker ove vrste (Asakawa, 1995a; Toyota et al., 1999). Porella platyphylla, P.

grandiloba, P. elegantula, P. navicularis, P. japonica i P. acutifolia ssp.

tosana, pored sakulatanskog tipa diterpenoida, proizvode velike

Porella
acutifolia ssp.
tosana

Porella
japonica

koli¢ine seskviterpenoida pingvizanskog tipa. Prve Cetiri vrste

Hemotip IV

ukljucene su u sakulatan-pingvizanski hemotip (III), dok su poslednje
dve vrste, zbog prisustva karakteristicnih seskviterpenskih laktona
gvajanskog i germakrenskog tipa, odvojene u hemotip IV (Asakawa,
1982a; 1995a; Hashimoto et al., 1998a; 2000). Vazno je ista¢i da se ova dva taksona razlikuju po

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

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

Porella
cordaeana

Porella

Hemotip V densifolia reakcijom.

Porella recurva

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

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

(Bungert et al., 1998). caespiiansssp.
setigeria
Viste roda Porella koje biosintetiSu afrikanski  tip | pemoipwi /| Poreta

subobtusa

seskviterpenoida sacinjavaju poslednji, VI hemotip. Afrikani —

swartziana

predstavljaju veoma retka prirodna jedinjenja. Prva vrsta ovog hemotipa
je P. swartziana, a analizom kolumbijskih 1 argentinskih uzoraka ove
jetrenjace detektovano je devet afrikana (slika 2.5.2.), tri seco-afrikana (sekoSvarcianini A, B 12,3-
epoksi-sekosvarcianin A) 1 dva nor-seco-afrikana (norsekoSvarcianin i
dehidroksinorsekosvarcianin) (Bovi-Mitre et al., 2004; Tori et al. 1996). 1z ove pomenute
jetrenjace izolovani su i gvajasvarcianini A i B, pripadnici gvajanskiog tipa seskviterpenoida, kao
1 seskviterpenoid germakranskog tipa, germakraSvarcianin (Asakawa, 1995a; Tori et al., 1996).
Druga vrsta istog hemotipa, P. suboptusa, ne proizvodi germakrane i gvajane kao P. swartziana,
ali su medusobno sli¢ne jer poseduju pet istih seskviterpenoida: tri afrikana (cespitenon, 14-
acetoksicespitenon i Svarcianin A) i dva seco-afrikana (sekoSvarcianini A i B) (Asakawa et al.,

1980d; Bovi-Mitre et al., 2004). Porella suboptusa proizvodi i santalene (a-santalen i1 a-santalen-
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(128),13-diol), sto je, uz gorepomenute afrikane, ¢ini hemijski veoma srodnom sa jetrenjacom P,
caespitans ssp. setigera (Asakawa et al., 1980a). Prisustvo 14-acetoksicespitenona utvrdeno je
isklju¢ivo u japanskim uzorcima P. subobtusa (Nagashima et al., 1996¢). Takode, za jetrenjacu P.

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

Slika 2.5.2. Odabrani seskviterpenoidi afrikanskog tipa poreklom iz Marchantiophyta: 1. Sa-acetoksi-3a-hidroksiafrikan-2(6)-en-
4-on, 2. 14,10f-dihidroksiafrikan-2-en-4-on, 3. cespitenon, 4. 3a.,4f-dihidroksiafrikan-2(6)-en-5-on, 5. 3a,40-dihidroksiafrikan-
2(6)-en-5-on, 6-9. Svarcianini A-D

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

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

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

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

izuzetno znacajnim.

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

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

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

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

platyphylla ispoljio je 1 antimikrobnu aktivnost u odnosu na Gram-pozitivne bakterije (Pavletic¢ 1

Stilinovié, 1963).
O
R = niQH (0] = nnQOH
(L] H;E : —
: ~_-©
H

drimenin aristolon R=p-OCH3; porelaacetal A porelaacetal D
R=a-OCH,CHj porelaacetal B
R=$-OCH,CH3; porelaacetal C
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limonen f-elemen p-kariofilen

Slika 2.5.3. Odabrani sekundarni metaboliti vrste P. cordaeana

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

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

Iz metanolnog ekstrakta vrste P. platyphylla, prikupljene sa kre¢njackog podrucja
Engleske, izolovan je novi pingvizanski seskviterpen metil-2a-hidroksi-6-okso-11-pingvizanoat,
kao 1 novi sakulatanski derivat (55,95,10R,135)-11,13-epoksi-8(12),17-sakulatadien-13/,15&-diol
[(13S5)-15¢-hidroksisakulaporelin], uz ve¢ poznata jedinjenja pingvizanin, f-pingvizendiol,
porelapingvizanolid i perotecianal B (slika 2.5.4.) (Buchanan et al., 1996). Flavoni saponarin,
izoviteksin 1 apigenin-6,8-di-C-glukozid izolovani su iz metanolnog ekstrakta vrste P. platyphylla
nakon gel filtracije na Sephadexu G25 irazdvajanja flavonske frakcije na koloni Sephadex-LH20
(Nilsson, 1973). Siri uvid u sekundarni metaboli¢ki profil isparljivih konstituenata prethodno
analiziranih ekstrakata vrste P. platyphylla prikazan je unutar Rezultata i1 diskusije 4.2.1., gde je
analizirano etarsko ulje ove vrste poreklom iz uzoraka sakupljenih Sirom Evrope. Do sada je samo

jednom analizirano etarsko ulje vrste P. platyphylla, §to je detaljno objaSnjeno u istom delu.
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o-terpinen

metil-2a-hidroksi-6-

okso-11-pingvizanoat

Slika 2.5.4.

stigmasterol

trans-fitol

Ho, O CHO
OHC

HO:‘"\/Y

perotetanal B

HO:'J\/Y

(58,98,10R,13S5)-11,13-epoksi-8(12),17-
sakulatadien-134,15¢ -diol
[(13S)-15¢ -hidroksisakulaporelin]

Odabrani sekundarni metaboliti vrste P. platyphylla
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2.6. PINGVIZANSKI SESKVITERPENI

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

razli¢itih sintetickih postupaka za njihovo dobijanje.

2.6.1. IZOLOVANJE I ODREPIVANJE STRUKTURE PINGVIZANA

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

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

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

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

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

CH,OAc
2 Dicranolejeunea

74 | 14- yoshinagana (Hatt.) Toyota et al.,

o) acetoksideoksopingvizon Mizut. 1995
(Lejeunaceae)
Cryptothallus .

15-acetoksipingvizon mirabilis Malmb. Rycroft i Cole,
1998

(Aneuraceae)

AcO

@]
7]
(0]
) {‘

0 COOCH;

akutifolon A

Porella acutifolia
subsp. tosana.(Steph.)
Hatt.
(Porellaceae)

Hashimoto et
al., 1998a; 2000

0]

|

o)

/Il’/
o)

akutifolon B

Porella acutifolia
subsp. tosana.(Steph.)
Hatt.
(Porellaceae)

Hashimoto et
al., 1998a; 2000

bisakutifolon A

Porella acutifolia
subsp. tosana.(Steph.)
Hatt.
(Porellaceae)

Hashimoto et
al., 1998a; 2000

bisakutifolon B

Porella acutifolia
subsp. tosana.(Steph.)
Hatt.
(Porellaceae)

Hashimoto et
al., 1998a; 2000

bisakutifolon C

Porella acutifolia
subsp. tosana.(Steph.)

Hashimoto et

Hatt. al., 2000
(Porellaceae)
. . Bryopteris filicina Nagashima et
briopterin A (Sw.) Ness al., 1994b
(Lejeuneaceae) v
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7]
@]
H;COOC

Porella viridissima
(Mitt.) Grolle

Meétoyer et al.,

(Porellaceae) 2019
COOCH; nycggisglil feiilsclna Nagashima et
(Lejeuneaceae) al., 1994b
4 | briopterin B
© Porella grandiloba .
H COOC Liidb. Tazaki et al.,
(Porellaceae) 1998
HO, COOCH;
Bryopteris filicina .
briopterin C (Sw.) Ness Niz;;aslh919m4a{) et
(Lejeuneaceae) ”
H3;COOC
O
Bryopteris filicina )
7 | o briopterin D (Sw.) Ness Ni%aslh919m48]lg et
0o (Lejeuneaceae) ”
H3;COO0C
COOCH;4

4p-karbometoksi-60-

Porella canariensis
(F. Weber) Underw.

Nagashima et

metoksipingviz-6,11-olid (Porellaceae) al., 1996b
(Artefakt)
. . Trocho.lejeuz?ea Asakawa et al.,
dehidropingvizanin sanvicensis
. 1980b
Mizut.
(Lejeuneaceae)
ch.mnole]eunea Toyota et al.,
yoshinagana (Hatt.) 1995
Mizut.
(Lejeuneaceae)
Ptychantus striatus
(Lehm. et Lindenb.) Takeda et al.,
Nees 1981
(Lejeuneaceae)
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Trocholejeunea
sandvicensis Mizut.
(Lejeuneaceae

Asakawa et al.,
1980b

Porella canariensis
(F. Weber) Bryhn.

Cullman 1
Becker, 1999b

(Porellaceae)
Porella platyphylla Asakawa ot al
(L.) Pfeiff 19794 2
(Porellaceae)
Y/ | Porella vernicosa
deoksopingvizon Lindb. Ono et al., 1996
(@)
(Porellaceae)
Plagiochila alterans .
Lindbg. and Gott. Naglasllngr;? ot
(Plagiocilaceae) .
Ptilidium ciliare (L.) Nagashima et
Hampe. al., 1999
(Ptilidiaceae)
Trichocoleopsis
sacculata (Mitt.) S. Asakawa et al.,
Okamura 1981b
(Ptilidiaceae)
Trocholejeunea
sanvicensis (Gott.) Asakawa et al.,
Mizut. 1980b
4 | (Lejeuneaceae)
O dehidropingvizenol Trocholejeunea
sanvicensis (Gott.) Lahlou et al.,
OH Mizut 2000
(Lejeuneaceae)
Trocholejeunea
sanvicensis (Gott.)
dehidropingvizenol metil- Mizut Tori et al.. 1993
etar (Lejeuneaceace) ”
: (Artefakt)
OCH3;
O
/ Plagiochilla
| dehidropingvizon retrospelflteasnss (Ness) Nz;%::lslhglgzz et
O (Plagiocilaceae)
/ metil-estar Porella canarensis
| deoksopinevizon-12-ske (F. Weber) Bryhn. Cullmann i
0 P kifeline (Porellaceae) Becker, 1999b
COOCH;
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COOCH;,

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

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

Cullmann 1
Becker, 1999b

Porella vernicosa
Lindb
(Porellaceae)

Ono et al., 1996

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

Trocholejeunea

sandvicensis Mizut.

(Lejeuneaceace)
(Artefakt)

Tori et al., 1993

6a,11p-dimetoksipingviz-

Trocholejeunea

sandvicensis Mizut.

Tori et al., 1993

5(10)-en (Lejeuneaceace)
(Artefakt)
Drepanolejeunea Gauvin-
. L madagascariensis . .
1-epi-a-pingvizen Bialecki et al.,
(Steph.) 2010
(Lejeuneaceace)
0]
6,11-epoksi-15-nor-4-okso- Porella recurva .
4 | 5,10-pingvizadien-12-il (Taylor) Kuhnem. Viﬁ Kzlgz)kz ot
(0] acetat (Porellaceae) "
AcO
Q 0
74 | §, 11-epoksi- 1 5—n€)r—334— Porella recurva Van Klink et
diokso-5,10-pingvizadien- (Taylor) Kuhnem. al.. 2002
(0] 12-il acetat (Porellaceae) ?
AcO
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metil-estar 5a,10a-epoksi-
pingvizan-11,6-olid-15-ske

Porella navicularis
(Lehm. et Lindenb.)

Bungert et al.,

Kiseline Lindb. 1998
(Porellaceae)
CHO
Dicranolejeunea
74 . . yoshinagana (Hatt.) Toyota et al.,
5 | 9-formildeoksopingvizon Mizut. 1995
(Lejeunecaceae)
o
N
\ Porella grandilob
grandiloba .
J grandilobalid A Lindb. Tazaki etal,
| 0 1998
(Porellaceae)
@]
Porella grandiloba .
grandilobalid B Lindb. Taz?g;g al,
(Porellaceae)
Porella grandiloba .
grandilobalid C Lindb. Tazald etal
(Porellaceae)
6a-hidroksi-4,8- Porella grandiloba .
dimetoksikarbonilpingviz- Lindb. Tazaig <tal.
B 11,6-olid (Porellaceae)
OH  COOCH;
Brachiolejeunea .
hidroksipingvizanolid chinantlana Gradslt ggllet al.,
(Lejeuneaceae)
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Porella platyphylla

on metokzsiilg(l)rlfslf)mi_rz_ vizon (L.) Pfeiff. Connolly, 1990
ping (Porellaceae)
Aksenska kultura
6a-hidroksi-3-okso- Aneura pinquis (L.) Tazaki et al.,
pingviz-5(10)-en-11,6-olid Dumort. 1996
(Aneuraceae)
J Porella platyphylla
| "OH 2-hidroksipingvizanen (L.) Pfeiff. Connolly, 1990
O (Porellaceae)
. L . Bracﬁzole] euned Gradstein et al.,
hidroksipingvizanolid chinantlana
. 1981
(Lejeuneaceae)
HO X Frullanoides
izonavikulol densifolia Radii Tori et al., 1993
(Lejeuneaceace)
Ptilidium
yoninevizanolid pulcherrimum Asakawa et al.,
ping (Weber) Hampe 1981a
(Ptilidiaceae)
., OH Pz;i:leééa ag;zj;l Oaha Toyota et al.,
Z p- 1991
7 -keto-8- (Porellaceae)
karbometoksipingvizenol Porella canarensis .
Cullman i

COOCH;

(F. Weber) Bryhn

Becker, 1999b

(Porellaceae)
Trocholejeunea
leieunapinevizanolid scandvicensis (Gott.) Lahlou et al.,
jeunaping Mizut. 2000
(Lejeuneaceae)
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O N Trocholejeunea
ei .. sandvicensis (Gott.) Lahlou et al.,
ejeunapingvizenon Mizut. 2000
o (Lejeunecaceae)
/I"/,
H3;COOC wnoH | metil-2a-hidroksi-6-okso- Pore(lI{a)p é?gghy lla Buchanan et al.,
5 11-pingvizanoat (Porellaceac) 1996

6a-metoksipingviz-5(10)-
en-11,6-olid

Porella navicularis
(Lehm. et Lindenb.)
Lindb.
(Porellaceae)

Bungert et al.,
1998

6a-metoksipingviz-5(10)-
en-11,6-olid-15-ska

Porella navicularis
(Lehm. et Lindenb.)

Bungert et al.,

Kiselina Lindb. 1998
(Porellaceae)
Aksenska kultura
60-metoksi-3-okso- Aneura pinquis (L.) Tazaki et al.,
pingviz-5(10)-en-11,6-olid Dumort. 1996
(Aneuraceae)
Frullanoides
HO densifolia Radii Tori et al., 1993
(Lejeuneaceae)
Bazzania novae- .
A . . Nagashima et
navikulol zelandiae (Mitt.) 2L 2010
(Lepidozieaceae) ”
Porella navicularis
(Lehn. & Lindenb.) Bun’?’e“ etal,
Pfeiff 1998; Toyota et
) al., 1989a
(Porellaceae)
ch.mnole]eunea Toyota et al.,
neopingvizenol Y oshznagqna (Hatt.) 1995
Mizut.
(Lejeuneaceae)
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Porella elegantula

Fukuyama et

norpingvizanolid (Mont.) E.A.Hodgs.
O ~O (Porellaceae) al., 1988
O
Porella elegantula
(Mont.) E.A Hodgs. F“kluyf‘gnéag ot
(Porellaceae) b
Porella navicularis Tovota et al
(Lehn. & Lindenb.) y1 0300
Pfeiff. (Porellaceae)
o Porella canariensis Cullman i
(F. Weber) Bryhn. Becker, 1999b
(Porellaceae)
{) | norpingvizon Lo eertieond.. | Onoetal., 1996
Porella chilensis .
(Lehm. & Lindenb.) Gllage(:)rlt le tal,
Trevis (Porellaceae)
Porella recurva .
(Taylor) Kuhnem. Val; Kzlz)r:)kz ot
(Porellaceae) -
Porella densifolia Qang i
(Stephani) S. Hatt. Asakawa, 2010
(Porellaceae)
Bryopteris filicina Nagashima et
(Sw.) Ness al., 1994b
(Lejeuneaceae)
Porella canariensis Cullman i
(F. Weber) Bryhn. Becker. 1999b
(Porellaceae) ’
Porella chilensis Gilabert et al.,
(Lehm. & Lindenb.) 2011
Trevis. (Porellaceae)
Porella cordaeana Tovota et al
(Huebener) Moore yl 939b "
(Porellaceae)
/4 | Porella densifolia .
norpingvizon metil-estar (Stephani) S. Hatt. Qang i
[0) Asakawa, 2010
(Porellaceae)
COOCH3; Porella elegantula Fukuyama et
(Mont.) E.A.Hodgs. al., 1988
(Porellaceae)
Porella grandiloba Tazallggegt al,

Lindb. (Porellaceae)

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

Toyota et al.,
1989a
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Porella navicularis

Bungert et al.,

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

Porella vernicosa
Lindb. (Porellaceae)

Ono et al., 1996

Porella viridissima
(Mitt.)Grolle

Meétoyer et al.,
2019

O COOCH,
o)

norpingvizonon metil-estar

Aneura pinguis (L.)
Dumort. (Aneuraceae)

Asakawa,
1982a

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

Aneura pinquis (L.)
Dumort.
(Aneuraceae)

Tazaki et al.,
1996

Porella acutifolia

Hashimoto et

subsp. tosana (Steph.) T(?l'(’) tioegoa;l
HO, 7-oksopingvizenol-12- Hatt. (Porellaceae) y1991 ’
/ e metil-estar (metil-estar 7- P —
S orella canariensis .
/ ketopingvizenol-12-ske (F. Weber) Bryhn Cullmann i
kiseline; 7-keto-8- ' yan Becker, 1999b
karbometoksipingvizenol) (Porellaccac)
O COOCH; ping Porella perrottetiana Komala et al
(Mont.) Trevis. 2011 "
(Porellaceae)
Ptilidium
pulcherrimum (Weber) | Asakawa et al.,
Hampe 1981a
(Ptilidiaceae)
pingvizanolid Porella p latyp hylla Asakawa et al.,
(L.) Pfeift.
1979d
(Porellaceae)
Trogholgeun?a Asakawa et al.,
sandvicensis Mizut.
. 1980b
(Lejeuneaceae)
L Ptychantus striatus
7 | pingvizanen . Takeda et al.,
(dehidrodeoksipingvizon) | (LChm- et Lindenb) 1981
(@) Nees (Lejeunaceae)

T




Porella coradeana
(Huebener) Moore

Toyota et al.,

(Porellaceae) 1989a
Asakawa et al.,
Porella platyphylla 1979d; Clarke
(L.) Pfeiff et al., 20006;
(Porellaceae) Nagashima et
7 | o al., 1996a
o pigvizanin Ptilidium ciliare (L.) Nagashima et
Hampe (Ptilidiaceae) al., 1999
Pt'zlzdzum Asakawa et al.,
pulcherrimum (Weber) 1981a
Hampe (Ptilidiaceae)
TI’OC?hOZEj'eun?a Asakawa et al.,
sandvicensis Mizut.
. 1980b
(Lejeunecaceae)
Ptilidium
pulcherrimum (Weber) | Asakawa et al.,
o Hampe 1981a
pingvizenal (Ptilidiaceae)
Tro'chole.jeun.ea Asakawa et al.,
sanvicensis Mizut.
. 1980b
(Lejeuneaceae)
Porella canariensis Cullman i

a-pingvizen

(F. Web.) Bryhn
(Porellaceae)

Becker, 1999b

Porella viridissima
(Mitt.) Grolle
(Porellaceae)

Métoyer et al.,
2019

Porella viridissima

Métoyer et al.,

[-pingvizen (Mitt.) Grolle 2019
(Porellaceae)
Asakawa et al.,
WOH Porella platyphylla 1979d;
[-pingvizendiol (L.) Pfeift. Cullmann i
(Porellaceae) Becker, 1999b

a-pingvizenol

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

Cullmann 1
Becker, 1999b

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

Gilabert et al.,
2011

85



Porella vernicosa
Lindb. (Porellaceae)

Ono et al., 1996

Porella viridissima

Meétoyer et al.,

(Mitt.) Grolle 2019
Bazzania novae- .
zelandiae (Mitt.) Nagashima et

S al., 2010
(Lepidoziaceae)

s

5-pingvizen-11-ol

Porella navicularis
(Lehm. et Lindenb.)

Bungert et al.,

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

—~
HsCO
(@]

o QH

porelaacetal A

Porella coradeana
(Huebener) Moore
(Porellaceae)

Tan et al., 2017

~
CZHSO“”
(@)

nnQH

porelaacetal B

Porella coradeana
(Huebener) Moore
(Porellaceae)

Tan et al., 2017

~
C,H50
o)

o QH

porelaacetal C

Porella coradeana
(Huebener) Moore
(Porellaceae)

Tan et al., 2017

~I
C,Hs0
0
OC,Hs5

nnQH

porelaacetal D

Porella coradeana
(Huebener) Moore
(Porellaceae)

Tan et al., 2017
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Porella coradeana

Toyota et al.,

WOH porelapingvizenon (Huebener) Moore 1989b
(Porellaceae)
Porella coradeana Tovota et al
(Huebener) Moore yl 939 "
(Porellaceae)
WnOH porelapingvizanolid Porella plalyphylla Buchanan et al.,
(L.) Pfeift. 1996
(Porellaceae)
Ptychanthus striatus .
(Lehm. et Lindenb.) Haslhnfg‘);j et
Nees (Lejeuneaceae) ak,
ptihanolakton
Bryopteris filicina Nagashima et
(Sw.) Nees AL 2003
(Lejeuneaceace) "
Frullanoides
densifolia Radii Tori et al., 1993
(Lejeuneaceae)
Porella canarensis Cullmann i
(F. Weber) Bryhn. Becker. 1999b
(Porellaceae) ’
Dicranolejeunea Tovota et al
yoshinagana M 1995 "
ptihanolid (Hatt.) Mizut.
(Lejeuneaceae)
Trocholejeunea
sandvicensis (Gott.) Tori et al., 1993
Mizut. (Lejeuneaceae)
Ptychantus striatus Tla g g (lla le ; g ;”
(Lehm. et Lindenb.) ’
Nees (Lejeuneaceae)
Frullanoides
spirodensifolin A densifolia Radii Tori et al., 1993
(Lejeuneaceae)
Frullanoides Tori et al
spirodensifolin B densifolia Radii 1992- 199'3
(Lejeuneaceae) ’

&7



HO

Porella cordaeana
spiropingvizanin (Huebener) Moore Toyota et al.,
© b 1989b

(Porellaceae)

HO

0]

dobijenih NOE podataka, identifikovan je novi funkcionalizovani seskviterpen sa
deoksopingvizanskim skeletom, 15-acetoksipingvizon, u CDCIl3 ekstraktu jetrenjace

Cryptothallus mirabilis Malmb. (Rycroft 1 Cole, 1998).

Asakawa je 1976. godine tokom analize tada nepoznatog pingvizenola prvi put pomenuo
jedinjenja za koja se kasnije ispostavilo da su a-pingvizen 1 f-pingvizen, istrazujuci dve vrste roda
Porella, P. vernicosa 1 P. densifolia (Asakawa, 1976a). Jedinjenje a-pingvizenol, poznato 1 kao
pingvizenol, izolovano je iz dva od Sest ¢lanova kompleksa P. vernicosa (P. macroloba 1 P.
gracillima) (Asakawa, 1978), kao 1 iz CH2Cl, ekstrakta P. canariensis 1 EtoO ekstrakta vrsta P
chilensis, P. vernicosa, 1 Bazzania novae-zelandiae. Isto jedinjenje je detektovano i1 u biljnom
materijalu jetrenjace P. viridissima (Cullmann i Becker, 1999b; Gilabert et al., 2011; Métoyer et
al., 2019; Nagashima et al., 2010; Ono et al., 1996). Jedinjenje a-pingvizenol se smatra
prekursorom mnogih drugih pingvizanskih jedinjenja, uklju¢uju¢i a-pingvizen, f-pingvizen,
deoksopingvizon, deoksopingvizon-metil-estar, norpingvizon i1 norpingvizon-metil-estar.
Dehidratacioni proizvod pingvizenola, a-pingvizen, je prvi put izolovan iz jetrenjace
Drepanolejeunea madagascariensis (Steph.), prikupljene sa ostrva Reuniun u Indijskom okeanu
(Gauvin-Bialecki, 2010). Nakon toga, a-pingvizen je izolovan iz EtoO 1 CH2Cl, ekstrakta dve vrste
roda Porella, P. elegantula i P. canariensis, dok je u biljnom materijalu vrste P. viridissima samo
detektovan (Cullmann i Becker, 1999b; Métoyer et al., 2019). #-Pingvizen, koji se razlikuje od a-
pingvizena po dvostrukoj vezi izmedu C-5 1 C-4 umesto izmedu C-5 1 C-6, detektovan je u vrsti P,
viridissima (Métoyer et al., 2019). Pingvizanen, jedinjenje sa dvostrukom vezom izmedu C-4 1 C-
15, u odnosu na deoksopingvizon, izolovano je iz acetonskog ekstrakta jetrenjace Ptychantus
striatus (Takeda et al., 1981). 1-Epi-a-pingvizen, koji se razlikuje od a-pingvizena samo u
orijentaciji C-13 metil-grupe, detektovan je u uzorcima Drepanolejeunea madagascariensis,
Porella obtusata 1 Ptilidium ciliare (Gauvin-Bialecki, 2010; Joulain i K&ning, 1998). Pingvizenal,
pingvizanski seskviterpen sa ciklopentanonskim prstenom, etarskom vezom izmedu C-3 i C-7, i

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

1996).

Nakon prvog izolovanja #-pingvizendiola 1979. godine, postignutog frakcionacijom Et2O
ekstrakta vrste P. platyphylla od strane Asakawa-e i njegovih saradnika (Asakawa et al., 1979d),
usledilo je njegovo ponovno izolovanje iz MeOH ekstrakta iste biljne vrste (Buchanan et al., 1996).
Struktura navikulola, biciklicnog seskviterpenskog alkohola sa primarnom alilnom hidroksilnom
grupom, potvrdena je analizom HRMS, IR, 'H i "C NMR spektara, kao i hemijskom
transformacijom do monoacetata, nakon njegovog izolovanja iz MeOH ekstrakta P. navicularis.
Isti seskviterpen prisutan je i u Et,O ekstraktima vrsti P. navicularis 1 B. novae-zelandiae (Bungert
et al,, 1998; Nagashima et al., 2010; Toyota et al.,, 1989a), dok su navikulol 1 njegov (E)-
geometrijski izomer, izonavikulol, izolovani iz Et;O ekstrakta bolivijskih uzoraka jetrenjace
Frullanoides densifolia (Tori et al., 1993). Hidroksiizopingvizanolid 1 hidroksipingvizanolid
detektovani su u Et;O ekstraktu kolumbijske jetrenjace Brachiolejeunea chinantlana, podrod
Plicolejeunea (Gradstein et al., 1981). Nestabilni seskviterpenski alkohol pingvizanskog tipa, 2-
hidroksipingvizanen, koji se u CDCl; u NMR kiveti lako transformiSe u izopingvizanin, kao i
odgovaraju¢i metil-etar, 2-hidroksi-7-metoksideoksopingvizon, izolovani su iz P. platyphylla
(Connolly, 1990). Alkohol neopingvizanskog tipa, neopingvizenol, sa preuredenim
pingvizanskim skeletom, izolovan je kao novo jedinjenje iz Et,O ekstrakta vrste Dicranolejeunea
yoshinagana (Toyota et al., 1995). Takode, 5-pingvizen-11-o0l izolovan je iz Et,O ekstrakta P,
navicularis $to ukazuje na mogucu varijabilnost polozaja hidroksilne grupe u ovoj vrsti skeleta

(Bungert et al., 1998).

Daljim istrazivanjem sastojaka jetrenjaca dobijen je pingvizanin, jedinjenje nestabilno na
vazduhu i u blago kiselim uslovima, koje se razlikuje od deoksopingvizona samo po prisustvu
etarskog kiseonika. Pingvizanin je do sada izolovan iz dve vrste roda Porella: P. platyphylla
(uzorci sakupljeni u Francuskoj, Engleskoj i Svajcarskoj) i P cordaeana (uzorci sakupljeni u
Americi). Takode, pingvizanin je izolovan i iz Et20 ekstrakata dve vrste roda Ptilidium: P. ciliare
1 P. pulcherimum (Asakawa et al., 1979d; 1980b; 1981a; Buchanan et al., 1996; Nagashima et al.,
1999; Toyota et al.,1989b). Oksidacija pingvizanskog jezgra u polozaju 3 vodi do formiranja

&9




dehidropingvizona, koji je izolovan iz Et,0O ekstrakta vrste Plagiochilla retrospectans (Nagashim
et al,, 1994a). Dehidropingvizanin je izolovan iz Et;O ekstrakta jetrenjate Trocholejeuna

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

Asakawa 1 njegovi saradnici su 1976. godine izvrSili prvo izolovanje norpingvizona i
norpingvizon-metil-estra, jedinjenja karakteristicnih po intenzivnim retro-Diels-Alder-ovim
fragmentnim jonom na m/z 108 i fragmentnim jonom na m/z 192, koji nastaju sukcesivnim /-
cepanjem pradenim aromatizacijom, iz vrste P vernicosa (Asakawa, 1976a). Kasnije,
norpingvizon je izolovan iz sedam vrsta roda Porella upotrebom razli¢itih rastvaraca (Et20,
CH>Cl, 1 MeOH) za ekstrakciju (Cullman 1 Becker, 1999b; Fukuyama et al., 1988; Gilabert et al.,
2011; Van Klink et al., 2002; Ono et al., 1996; Toyota et al., 1989; Qang i Asakawa, 2010). Sa
druge strane, nopingvizon-metil-estar dobijen je iz ukupno 12 vrsta jetrenjaca (Bungert et al.,
1998; Cullman 1 Becker, 1999b; Fukuyama et al., 1988; Gilabert et al., 2011; Van Klink et al.,
2002; Métoyer et al., 2019; Nagashima et al. 1994a; Ono 1 Sakakmoto, 1996; Tazaki et al., 1998;
Toyota et al., 1989a; 1989b; Quang 1 Asakawa, 2010). Fukuyama 1 saradnici su 1988. godine
revidirali strukturu norpingvizon-metil-estra, zakljucivsi da se metoksikarbonilna grupa nalazi na
C-14, a tercijarna metil-grupa na C-12, umesto prethodno predloZene asignacije. Dalja istrazivanja
roda Porella i Aneura rezultovala su identifikacijom pingvizon-metil-estra i norpingvizon-metil-

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

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

metil-estar, oksigenisano jedinjenje pingvizanskog skeleta, izolovano je iz Et;O ekstrakta
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japanskih uzoraka jetrenjaCe P. acutifolia subsp. tosana (Perry et al., 1996). Reekstrahovani
metanolni ekstrakti P. perrottetiana i CH2Cl, ekstrakt jetrenjate P. canariensis sadrzali su isto
jedinjenje (Cullman i Becker, 1999b; Komala et al., 2011). Oksigenovani pingvizani, izonavikulol,
spirodensifolini A i B izolovani su iz Et,O ekstrakta vrste F. densifolia (Tori et al., 1992; 1993).
Preuredeni skelet pingvizanskog tipa, spirodensifolin A, identifikovan je opseznim 'H i *C NMR
eksperimentima uz upotrebu X-ray kristalografske analize, dok je struktura spirodensifolina B
ustanovljena poredenjem NMR spektralnih podataka, sa spektralnim podacima spirodensifolina A,
ukazujuci na zamenu C-4 sekundarne metil-grupe 1 C-3 acetoksil-grupe egzometilenskom grupom

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

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

al., 1989b).

Iz dietil-etarskog ekstrakta biljnog materijala japanske jetrenjae Porella grandiloba
izolovana su tri grandilobalida. Grandilobalid A je 15,12-olid sa J-laktonskim prstenom koji
sadrzi dve dvostruke veze 1 jednu karboksilnu grupu. Grandilobalid B, koji se razlikuje od A
prisustvom epoksida na C-5 i C-6 u a-polozaju, formira 3,4-epoksi-y-lakton, dok grandilobalid
C, predstavlja preuredeni pingvizanski skelet sa spirolaktonskom jedinicom (Tazaki et al., 1998).
Struktura akutifolona A, sa a.f,y,0-nezasi¢enim ketonom, tercijarnom olefinskom i karbometoksi
grupom kao glavnim funkcionalnim grupama, kao i akutifolona B, pingvizanskog seskviterpena
sa 0-laktonom i keto-grupom, odredena je analizom pomo¢u HRMS, IR, UV i NMR metoda. Pored
akutifolona A i1 B, tri dimerna pingvizana, Diels-Alder-ovog tipa, bisakutifoloni A, B i C,

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

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

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

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

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

Od znacaja je ista¢i i ¢injenicu da, zbog uslova izolovanja i razdvajanja, pingvizanski
seskviterpeni mogu biti 1 artefakti. Tako se dehidropingvizenol-metil-etar, 6a,11a-
dimetoksipingviz-5(10)-en i 6a,11f-dimetoksipingviz-5(10)-en, izolovani iz n-heksanskog
ekstrakta vrste 7. sandvicensis mogu smatrati artefaktima zato sto je metanol koriS¢en kao eluent
tokom procesa hromatografskog razdvajanja (Tor1 et al., 1993). Pored njih artefakt je i1 4f-
karbometoksi-6a-metoksipingviz-6,11-olid, izolovan iz metanolnog ekstrakta jetrenjace P

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

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

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

od kojih su neki enantiomerni onima prisutnim kod visih biljaka.

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

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

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

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

Ptilidium (Nagashima et al., 1999).

Siroko rasprostranjen rod folioznih jetrenjata Porella sastoji se od dva glavna hemotipa:
onog sa oporim ukusom i onog bez oporosti, koji proizvodi velike koli¢ine pingvizana (Buchanan
et al,, 1996). Dalja klasifikacija vrsta Porella moze se, prema nekim autorima, vrSiti u Sest
hemotipova (Ludwiczuk et al., 2011) ili ¢ak njih deset (Gilabert et al., 2011). Podela vrsta na
hemotipove postize se skriningom sekundarnog metabolickog profila. Tako, dok neke vrste Porella
stvaraju pingvizane samo kao prateCe metabolite, uz drimane u hemotipu I ili sakulatane u
hemotipu III, neke vrste proizvode velike koli¢ine pingvizanskih seskviterpena, kao $to je slucaj
kod hemotipa V (Gilabert et al., 2011; Ludwiczuk et al., 2011). Cak se i vrste unutar hemotipa V
mogu medusobno razlikovati samo na osnovu produkcije norpingvizana (P. recurva) ili pingvizana
(P. cordaeana 1 P. navicularis). Prisustvo dimernih pingvizanskih seskviterpena (bisakutifolona A-
C) u Et20 ekstraktu japanskih primeraka P. acutifolia subsp. tosana razlikuje ovu vrstu od bilo
koje druge vrste roda Porella (Hashimoto et al. 2000). Takode, ista grupa autora ukazala je na
postojanje dva hemotipa P. acutifolia subsp. tosana u Japanu, jedan koji stvara bisakutifolone 1

drugi koji produkuje gvajanolide.

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

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

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

Poznavanje sastojaka jetrenjaca ne sluzi samo za utvrdivanje hemijskih, ve¢ i evolutivnih
odnosa u okviru Marchantiophyta. Naime, medu detektovanim terpenoidima prisutni su oni koji
su ograni¢eno prisutni u taksonima ¢ime omogucuju uvid u evolutivnu istoriju 1 filogenetske
odnose (Ludwiczuk et al., 2008). U skladu sa ovim moze se spekulisati da, na osnovu prisustva
identifikovanih pingvizanskih seskviterpena u izolovanim etarskim uljima, jetrenjace redova
Jungermaniales 1 Metzgeriales vode poreklo od istog pretka (Asakawa, 1995a). Takode, vrste
Aneura pinguis (Aneuraceae; Metzgeriales), Ptilidium ciliare 1 P. pulcherrimum (Ptilidiaceae;
Jungermaniales) mogu smatrati srodnim na osnovu prisustva pingvizana (Tori et al., 1993). Pored
njih, tri jetrenjaCe, 4. pinguis, Pellia endiivifolia (Dicks.) Dumort. i Makinoa crispata (Steph.)
Miyake, sve iz reda Metzgeriales, na osnovu prisustva pingvizanskih seskviterpena i diterpenskih
dialdehida slicne su vrstama roda Porella 1 vrste T. sacculata, ¢ime potvrduju blisku povezanost
izmedu enzima odgovornih za stvaranje karakteristi¢nih seskviterpena redova Jungermanniales i
Metzgeriales, koje ih ujedinjuje u potklasu Jungermanniiae (Schuster, 1979). Sa druge strane, bez
obzira na morfoloSku sli¢nost izmedu vrsta 7. sacculata, Neotrichocolea bissetii (Mitt.) S.Hatt. i
Trichocoleopsis tomentella (Ehrh.) Dumort., dokazano je da se one u hemijskom pogledu
razlikuju, iako sve tri vrste pripadaju istoj familiji Trichocoleaceae. Jetrenjaca 7. sacculata
klasifikovana je u podred Lepidolaenineae, zajedno sa podredovima Ptilidineae i Porellineae, §to
je u skladu sa prisustvom pingvizanskih seskviterpena i sakulatanskih diterpena u vrstama unutar
roda Porella 1 samoj T. sacculata, ukazuju¢i da, uprkos velikoj morfoloskoj udaljenosti, ove vrste

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

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

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

1991).

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

1 Porellaceae imaju zajednickog pretka.

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

pingvizana.
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2.6.3. BIOSINTEZA PINGVIZANA

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

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

— 2R — ¢
X — b

ptihanolid deoksopingvizon

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

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

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

Connolly 1 saradnici su 1990. godine ispitivali biogenezu spiropingvizana i predloZili da se
formiranje spirodensifolina A i1 B, kao 1 ptihanolida, odvija preko 5a,6a-epoksidnih 1 54,64-
epoksidnih derivata pingvizana (slika 2.6.3.). Ovaj rad znacajno je doprineo razumevanju

biosinteze spiropingvizana, usmeravajuci paznju na kljucne intermedijere u ovom procesu.
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Slika 2.6.3. a) Moguc¢i biosintetski put do ptihanolida; b) Mogu¢i biosintetski put do spirodensifolina A i B (Connolly, 1990)

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

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

fita jetrenjaCa predstavljaju efikasan istrazivacki alat za prouc¢avanje biosinteze terpena, s obzirom
na to da terpeni formirani iz H i '*C obeleZenih prekursora dodatih u medijum, omoguéavaju
analizu biosintetskog puta jedinjenja od interesa. Obelezeni pingvizon, koji se akumulirao u
znaCajnim koli¢inama u kulturama gametofita, imao je specificnu distribuciju polozaja
inkorporiranja '*C-obogaéenih ugljenika (C-2, C-4, C-6, C-8, C-10, C-12, C-13, C-14 i C-15
poloZaja). Na osnovu '*C—~'3C kuplovanja izmedu C-4—C-15 i C-8-C-12, i imajuéi u vidu poloZaje
izotopskog obelezavanja, Tazaki i1 saradnici su iskljucili prethodno predloZeni biosintetski put od

strane 7ori-ja 1 njegovih saradnika (Tori et al., 1993). Polozaj inkorporacije ukazivao je na stvara-
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Slika 2.6.5. Inkorporiranje [2-'3C]-obeleZenih acetata u pingvizon; PredloZeni biosintetski put za pingvizanski tip
seskviterpenoida (Tazaki et al., 1995)

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

formiranja ciklopentanskog prstena, koji dalje reaguje stvarajuc¢i pingvizansku strukturu (Tazaki
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et al., 1995). Data Sema (slika 2.6.5.) ilustruje biosintetski put za pingvizanski tip seskviterpenoida,
kao i alternativni put formiranja indanskog, preko dekalinskog katjona.Dalji eksperimenti koje su
1997. godine sproveli Tazaki i saradnici, koristili su mevalonate obelezene sa 2H i °C ([4,5-°C,]-
, [5-BCa]-, [2-*H2]- i [6-*H3]-MVA) dodavane u kulture jetrenjade Aneura pinguis. Ovi
eksperimenti su revidirali prethodno predlozeni biosintetski put prikazan na slici 2.6.5. NMR
analiza izolovanog obelezenog seskviterpena, 6a-hidroksi-3-oksopingviz-5(10)-en-11,6-olida,
rasvetljuje biosintetski put pingvizana iz farnezil-pirofosfata (FPP). Cikli¢ni karbkatjon nastaje
formiranjem C-6—C-11 veze iz FPP, bez eliminacije difosfata. 1,2-Migracija hidrida, direktno
dokazana upotrebom [4-H2]-MVA i [4-'3C2]-MVA, praéena 1,2-migracijom metil-grupe,
rezultovala je formiranjem C-3—C-10 veze 1 sledstvenom eliminacijom pirofosfata (Tazaki et al.,
1999b). Izomerizacija katjona sa biciklo[3.3.1]nonanskim skeletom u katjon sa
biciklo[4.3.0]nonanskim prstenom rezultirala je formiranjem hidrindanskog skeleta. Ovaj skelet
se dalje transformiSe kroz 1,2-migraciju metil-grupe 1 1,2-migraciju vinil-grupe, ¢ime nastaju
pingvizanski 1 neopingvizanski skeleti. Verovatnoca 1 Siroka rasprostranjenost predloZenog
biosintetskog puta oslikana je ne samo u formiranju pingvizanskih seskviterpena, ve¢ i trifaranskih
i monociklofarnezanskih skeleta. Staviie, povezivanje metabolita pingvizanskih struktura sa
striatenskim, monociklonerolidolskim 1 trifarenolskim skeletima daje argumente za ovaj

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

2.6.4. SINTEZA PINGVIZANSKIH SESKVITERPENOIDA

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

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

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

PPO (, ( A

1,2-migracija metil-
grupe

OPP —— H

1,2-migracija vinil-
grupe

1,2-migracija metil-
grupe

W

‘,
‘,

HO

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

Slika 2.6.6. Predlozeni biosintetski put za pingvizanski tip seskviterpenoida (Tazaki et al., 1997)
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Gambacorta je 1988. sa saradnicima predlozio pristup totalnoj sintezi (+)-pingvizona
preko biciklo[3.3.1]nonana, koristeéi kiselo katalizovano preuredenje skeleta 9-hidroksi-1,45,5,9-
tetrametilbiciklo[3.3.1]nonan-2-ona u tetrametil-cis-hidrindenon, 3p.,3aB,7,7ap-
tetrametilbiciklo[4.3.0]non-6-en-1-on, koji dalje daje (£) pingvizon (Gambacorta et al., 1988).
Takode, 7ori i saradnici su sintetisali homohiralni biciklicni pingvizanski keton, metil 3-
[(1’S,6°R)-1°,6’-dimetil-2’-0kso-1-il], polaze¢i od pulegona, koriste¢i Hosomi-Sakurai reakciju
kao klju¢ni korak za konstrukciju peto€lanog prstena fromiranjem C-18 1 C-1 veza, koji se potom

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

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

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

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

pingvizenola i (+)-a-pingvizena (Srikrishna i Vijaykumar, 1997; 1998) (slika 2.6.9.). Prva enan-
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Slika 2.6.7. Odabrane sintetske Seme za pingvizon i deoksopingvizon: Reagensi i uslovi: Gambacorta et. al., 1988: 1. Kiselo
katalizovano premestanja 2. zastita; 3. alilna oksidacija; 4. Bir¢ova redukcija; 5. Reakcija enolata sa BrCH2COOCHS3; 6. bazna
hidroliza; 7. grejanje 110 °C, 8. DIBAL-H, -20 °C. Uyehara et. al., 1986: 1. CICH>CN, hidrohinon, PhMe, 90 °C, preko noéi; 2.
NaxS, KOH, EtOH, refluks; 3. Collins-ova oksidacija; 4. BF3-OEtz, CH2Cla, -78 °C, TMSCHN?, 1,5 h: 5.0zra¢ivanje THF
rastvora sa Hg od 100 W, 4h; 6. 2-etil-2-metil-1,3-dioksolan, PhH, TsOH, s.t., 2 dana; 7. LDA, PhSSO,Ph, THF; 8. NalOx,
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MeOH-H20; 9. CaCOs, PhMe, 90 °C; 10. MeLi, etar; 11. PCC, NaOAc, CH2Cl; 12. Li, NHs, -BuOH, THF; a) za pingvizon:
13. NaH, TBAL DME, BnBr; 14. HCI, H2O-aceton; 15. LDA, ICH,COOEt, THF-HMPA; 16. K2COs, MeOH-H,0; 17. TsOH,
PhH, refluks; 18. BBr3, CH>Cl> 0 °C; 19. DIBAL-H, THF, 20. 1 M H2SO4; 21. (Ac)20, DMSO. b) za deoksopingvizon: 13. NaH,
imidazol, CS2, THF, refluks; 14. (n-Bu);SnH, PhMe, refluks, 15. HCI, H2O-aceton, 16. LDA, ICH2COOEt, THF-HMPA, 17.
K>CO3, MeOH-H>O, 18. TsOH, PhH, refluks, 19. DIBAL-H, THF; 20. 1M H>SOa. Tori et. al. 2001: 1. LAH; 2. TBDPSCI, Et3N;
3. Swern-ova oksidacija; 4. MeMgBr, CeCls; 5. POCIs, piridin; 6. TBAF, THF; 7. Swern-ova oksidacija; 8. Phs;PMeBr,
ICH:SiMes, n-BuLi; 9. PDC, rBuOOH; 10. TBAF, 4 A, molekulska sita; 11. O3, CH2Cla; onda Me:S; 12. NaBH4; 13. TsCl,
piridin; 14. LAH; 15. Jones-ova oksidacija; Koraci od 16-23 za deoksopingvizon Uyehara et al., 1986.

tiospecifi¢na sinteza Schinzer-ovog ketona (prethodno koriS¢enog u racemskoj formi kao klju¢ni
intermedijer u sintezi (+)-pingvizana 1 (£)-a-pingvizena (Schinzer et al., 1995; Schinzer 1 Ringe,
1996; Srikrishna 1 Vijaykumar, 1997; 1998; 2000)), izvedena je a-karbonil radikalskom
ciklizacijom polaze¢i od (R)-(+)-pulegona (Sha et al., 2003). Uz (1R,3aS,4S,7a5)-1,3a,4,7a-
tetrametilperhidro-5-indenone kao formalni prekursor u enantiospecifi¢noj sintezi (—)-pingvizeno-
la i (-)-a-pingvizena, Sha 1 saradnici su 2003. godine prijavili 1 (3R,3aS,7R,7aS)-3,3a,7,7a-
tetramethilperhidro-4-indenone kao dodatni intermedijer koji se mozZe koristiti prilikom sinteze

drugh pingvizana (Sha et al., 2003).

1
(@)
D D
(@) (@)
3

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

Prva totalna enentiospecifi¢na sinteza (+)-pingvizenola, optickog antipoda prirodno

zastupljenog (—)-pingvizenola (stereohemija 1S§,25,35,6S,7R), ostvarena je 1998. godine od strane
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Srikrishna 1 Vajaykumar polazeéi od (R)-karvona (slika 2.6.9.). Tokom ove sinteze, dobijena su jo$
Cetiri pingvizanska analoga. Regiospecificno reduktivno cepanje ciklopropanskog prstena
intermedijera rezultovalo je u dobijanju 10-metilenpignvizen-8-ona, koji je nakon Huang-Minlon
modifikovane Wolff-Kishner-ove redukcije pretvoren u deoksigenovani 10-metilenpingvizen.
Ozonolizom, pra¢enom reduktivnom obradom, transformisan je 10-metilenpingvizen u (-)-
pingvizen-10-on, dok je ozonolizom 10-metilenpingvizen-8-ona dobijen (+)-pingvizen-8,10-
diona (Srikrishna 1 Vijaykumar, 1998). Godine 2000, Srikrishna 1 saradnici izveli su enantiospe-
cificnu totalnu sintezu (+)-pinguvizenola, polaze¢i od trans-6-metilkarvona, dobijenog od (R)-
karvona. Sinteza (+)-pingvizenola izvedena je u trinaest koraka, ukljuuju¢i Claisen-ovo
premestanje alil-alkohola 1 intramolekulsku diazo keton ciklopropanaciju, regioselektivno
otvaranje ciklopropanskog prstena, uz ukupni prinos od 2,5% (Srikrishna i Vijaykumar, 2000).
Stereoselektivna totalna sinteza (55*,95*,1R*,6R*)-1,5,6,9-tetrametilbiciklo[4.3.0]nonan-2-on-a
postignuta je koriS¢enjem Mukaiyama aldolne reakcije kao klju¢nog sintetskog koraka, s obzirom
na to da se gore navedeno jedinjenje lako moZze prevesti u pingvizenol, koristec¢i pristup prethodno

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

Yadav 1 saradnici su 2017. godine izvestili o sintezi (—)-pinguizenola u devet koraka, kao 1
o sintezi (—)-izonavikulola (iz pingvizenola) u deset koraka, polaze¢i od Hajos-Parrish ketona.
Kljuéne reakcije u ovom pristupu ukljucivale su: regioselektivnu zastitu tioketala, stereoselektivnu
ciklopropanaciju uz primenu Furukawa protokola, dijastereoselektivnu hidrogenizaciju olefina
koris¢enjem Thalesnano H-Cube Pro flow reaktora, redukciju ciklopropanskog prstena pomocu
litijuma u te¢nom amonijaku, i 1,3-oksidativnu transformacionu sekvencu pomoc¢u PCC (Yadav et
al., 2017). U 2018. godini, ista grupa autora objavila je stereoselektivnu totalnu sintezu
izonavikulola i pingvizenola koriste¢i (R)-pulegon kao polazni materijal. Kljucne reakcije u ovoj
sintezi obuhvatale su Luche-ovu redukciju, Furukawa-inu modifikovanu Simmons-Smith
ciklopropanaciju i otvaranje ciklopropanskog prstena uz pomo¢ litijuma u tecnom amonijaku
(Yadav et al., 2018). Naime, do sada je objavljeno ukupno devet radova koji se bave sintetskim
pristupima za dobijanje pingvizenola. Od ukupno tri rada koja se bave enantioselektivnom
sintezom pingvizenola, dva se odnose na sintezu (+)-pingvizenola, antipoda prirodno zastupljenog
(-)-pingvizenola (stereohemije 15,2S5,35,6S,7R) (Sha et al., 2003; Yadav et al., 2017; 2018).

Preostali radovi fokusirani su na sintezu racemskog pingvizenola (slika 2.6.9.).
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Slika 2.6.9. Odabrane sintetske Seme za pingvizon i deoksopingvizon. Reagensi i uslovi: Schinzer i Ringe, 1996: 1. A15,
metoksi-dioksolan; 2. O3, Sudan crveno, Zn/CH3COOH; 3. LDA -78 °C PhSeBr, 4. H20z; 5. CH3sMgBr, Cul; 6. LAH; 7. NaH,
CS», Mel; 8. AIBN, BusSnH; 9. A15. Srikrishna i Vijaykumar, 1997: 1. NaH, Mel, -50 °C; 2. (CH20H)2, PTSA, PhH, 48h; 3.

LAH, Et20, -70°C 4. MeC(OEt)3, EtCOH (cat.), 180 °C, 48 h; 5. 3 M HCI, THF, 2 h; 6. 10% NaOH, MeOH, refluks, 4 h; 7.
(COCl)2, PhH, s.t., 2 h; MeCHN>, Et20, 0 °C, 2 h; 8. Cu, CuSOys, cikloheksan, refluks, 1.5 h; 9. K2COs, MeOH, s.t., 48 h; 10. Li,
lig. NH3, THF; 11. NH2NH», (CH20H)2, 180 °C, 2 h; Na, 4 h; 12. PCC, CH2Cly, 2 h. Srikrishna i Vijaykumar, 2000: 1. i. LDA,

Mel, ii. DBU, iii. rekristalizacija, 2. i. MeMgl; ii. PCC-silika gel; 3.i. LAH, 4. CH3;C(OEt)s, EtCO2H, refluks; ii. NaOH; 5. i.
(COCl)z; ii. CH3CHN32, 6. CuSOs, 7. O3/02; Ac20, EtsN, 8. Li, lig. NHs; 9. Wolff—Kishner-ova redukcija, 10. PCC, silika gel. Sha
et. al. 2003: 1. litijum cikloheksilizopropilamid, BuLi; 2. Mel; 3.CHsLi, THF, -78 °C; 4. O3, CH2Clz; 5. DMS; 6. PTSA, PhH; 7.

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

AIBN, PhH, 65 °C; 10. TFA, CH:Cl»; 11. Pd/C, H2, MeOH, 12. H.NNHTs, MeOH, refluks; 13. n-BuLi, TMEDA, heksan; 14.

CrOs, DMP, CH2Cly; 15. Pd/C, H2, MeOH. Shiina et. al. 2007: 1. NaBH4, CeCl3-7H,0O/ MeOH, —70 °C, 2. TIPSOTT, 2,6-

lutidin/CH2Cla, 0 °C, 3. DIBAL-H/CH2Cly, 0 °C; 4. MsCl, pyr, 0 °C, 5. Na>S/ DMF, s.t.; 6. Raney Ni W-4/THF, s.t.; 7.
BH3- THE/THF, 0 °C, potom H202, NaOH, s.t.; 8. TFAA, DMSO, Et:N/CH2Clz, —65 °C; 9. DBU/PhMe, 0 °C; 10. CH>=CHMgBr,
Cul/THF, —78 °C; 11. TESCI, EtsN, Lil/CH2Cl2, 40 °C; 12. HCHO (aq.) Sc(OTf)3/THF, 65 °C; 13. LiAIH(O¢Bu)s/THF, 0 °C; 14.

TBSOTT, 2,6-Iutidin/CH2Cla, 0 °C; 15. OsOs, Me3NO/aceton, H20, O C°, potom NalOs, s.t.; 16. DBU/PhH, 50 °C; 17.
HS(CH2)3SH, BF3-OEt2/CH2Clz, 0 °C; 18. Raney Ni W-4/THF, refluks; 19. PDC/DMF, s.t.; 20. HS(CH2)3SH, BF3-OEt2/CH2Clo,

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

tBuOK, PhMe, 60 °C, 3. TI(NO3)33 H20, THF/MeOH/H20 s.t., 1 h; 4. CeClz-7H20, MeOH, NaBH4, -20 °C, 30 min; 5. Et2Zn,

CH:I2, PhH, nBuLi, Et20, -20 °C do s.t., 24 h; 6. imidazol, CH2Cl2, TBDPSCI, 0 °C do s.t., 12 h; 7. 10% Pd/C (Flow reaktor),

EtOAc, 5 bari Hz, 0,3 mL/min protok 8. TBAF, THF, 24 h; 9. DMP, CH2Cly, 0 °C do s.t., 1 h; 10. Li/liq. NH3, THF, -33 °C, 15
min, K2CO3, MeOH. Yadav et. al. 2018: 1. CeCl37H20, MeOH, NaBHa, -20 °C, 1 h; 2. Et2Zn, CHzl2, CH2Cla, 0 °C> 24 h; 3.
DMP, CH2Cl2,0 °C; 4. imidazol, TBDPSCI, CH>Cl>, 0-25 °C, 24 h; 5. DIBAL-H, 0 °C, CH2Cl> 2 h; 6. TsCl, Et3N, CH2Cl>,
DMAP 0-25 °C, 24 h; LAH, THF, 50 °C, 12 h.

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

koja je predstavljala klju¢ni korak u procesu sinteze (Horak et al., 2015).

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

jedinjenje sa biciklo[4.3.0.]Jnonaskim sistemom je dobijeno kori§¢enjem intramolekulske Diels-
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Racemski
4% /12%, ukupni prinos

O

Shiina i Nishiyama et. al., 2005;
Shiina et. al., 2007

Shiina et al., 2007 Bisakutifolon A
—_— =z Yadav et. al., 2018
D
Racemski
15%, ukupni prinos
0 O COOCH;

Hsieh et. al., 2009 Akutifolon A

0. Hiralan
22%, ukupni prinos

H;CO00C

Yadav et. al., 2018

Bisakutifolon B

Slika 2.6.10. Sintetski pristup za dobijanje akutifolona A, i bisakutifolona A i B. Rreagensi i uslovi: Shiina i Nishiyama 2005: 1.
NaBH4, CeCl3-7H20, MeOH, -70 °C; 2. TIPSOTT, 2,6-lutidin, CH2Cl2, 0 °C; 3. DIBAL-H, CH2Cla, 0°C; 4. MsCl, piridin, 0°C;
5. NazS, DMF, s.t.; 6. Raney Ni W-4, THF; 7. BH3- THF, THF, 0 °C potom H202, NaOH, s.t.; 8. TFAA, DMSO, Et:N/CH:Cl, -65
°C; 9. DBU/PhMe, 0 °C; 10. CH.CHMgBr, Cul, THF, -78 °C; 11. TESCI, Et:N, Lil, CH2Clz, 40 °C; 12. HCHO (aq.),
Sc(OTf)3, THF, 65 °C; 13. LiAIH(OtBu)3, THF, 0°C; 14. TBSOTT, 2,6-lutidin/CH2Cl2, 0°C; 15. OsO4, Me3NO, aceton, H20, 0°C,
potom NalOg, s.t.; 16. DBU/PhH, 50 °C; 17. HS(CH2)3SH, BF3-Et20, CH2Clz, 0 °C; 18. Raney Ni W-4, THE, refluks 19.
PDC/DME, s.t.; 20. NaClOz, 2-metil-2-buten, NaH2POa4, tBuOH-H-0, 0°C; 21. TMSCHN2, MeOH, 0°C; 22. TIPSOTT, 2,6-
lutidin, CH2Cly, s.t.; 23. TBHP, 20% Pd(OH)>—C, Cs2CO3, CH2Cla, O2, 0°C; 24. CH2CHMgCl, CeCls, THF, 0 °C; 25. CSA,
MeOH, s.t. Shiina et. al. 2007: Sinteza akutifolona A; Modifikacija reakcionih uslova umetanjem slede¢ih reagenasa nakon
koraka 1-21 istih kao kod Shiina i Nishiyama, 2005; 22. IBX, DMSO, THF, 80 °C; 23. CH.CHMgCl, Cul/THF, -78 °C; 24. IBX
ili TMSOTHT, EtsN, potom Pd(OAc)2; Sinteza bisakutifolona A i B: BHT, PhMe, 120 °C. Hsieh et al., 2009: 1. NaH, CO(OMe).,
THE, 2h refluks; 2. PhSeCl, piridin, CH2Cl, 0°C, 1 h onda 30% H202, 0°C, 8 min; 3. MeLi, Cul, THF, -78 °C, 30 min; 4.
PhSeCl, piridin, CH2Clo, s.t., 3 h; potom 30% H202, 0°C, 10 min; 5. 3-butenilmagnezijum bromid, Cul, THF/Me:S (20:1), -78
°C, 30 min; 6. Pd(OAc)2 (1.4 eq.), THE, s.t., 16 h; 7. H2, 10% Pd/C, MeOH, s.t.; 8. LHMDS, THF, -78 °C, 15 min, potom TMSCI,
3 h; 9. Pd(OAc)2, CH3CN, refluks, 50 h; 10. vinilmagnezijum bromid, Cul, THF/Me:S (20:1), -78 °C do 0 °C, 2 h; 11. LHMDS,
THE, -78 °C, 15 min, potom TMSCI, 3 h; 12. Pd(OAc)2, CH3CN, refluks, 52 h. Yadav et. al. 2018: Sinteza akutifolona A: 1.
CeCl;-7H20, MeOH, NaBHg, -10°C, 1 h; 2. EtoZn, CHzl2, CH2Cl2, 30 min., 20 °C; 24 h 3. DMP, CH2Cly, 0°C, 2 h; 4. Li/liq.
NH3, THF, -33°C,15 min.; 5. LDA, -78°C, Mel, 0°C, 12 h, 6. etinil-TMS, BuLi, -78 °C, 12 h; 7. PCC, celit, CH2Cly, 25 °C, 24 h;
8. K2CO3, MeOH, 0°C, 1 h; 9. Lindlar-ov katalizator, hinolin, H> gas, EtOAc, 25°C, 1 h; Sinteza bisakutifolona A i B: BHT, 24
h, 125 °C.

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

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

al., 2018).

OCH; H;CO0C

O Koraci 1,2 ili Koraci = O
/ H3CO 1 2l 12" 3.12 /
+ — < |
TMSO Y
Baker et. al., 1988 4-epi-pingvizon
O O
Koraci 1-3 Koraci 4, 5
—— —_—
(0] (0] ’cc
Bernasconi et al., 1981 7-epi-pingvizon

Slika 2.6.11. Sintetski pristup ka 4-epi-pingvizonu i 7-epi-pingvizonu. Rreagensi i uslovi: Baker et. al. 1988: 1. 155 °C, 24 h; 2.
H3O%; ili 1°. 13 kBar, 35 °C; 2°. CSA; ili 1. 13 kBar, 35 °C; 2”. BwNF; 3. NaBHa, CeCl3, MeOH, s.t.; 4. SEMCI, iPrNEt,
CH2Cly; 5. LAH, THF, s.t.; 6. TsCL, py, DMAP (1 eq.), s.t.; 7. Nal, Zn, HMPA, 110 °C; 8. TBAF, HMPA, 85 °C; 9. PCC, CH2Clz;
10. Me2CuLi; 11. CICH2COCI; 12. 9-BBN, 0°C. Bernasconi et. al. 1981: 1. (CH3)2CulLi, anhid. Et20, -25°C, 1h; 2. Bra,
CH3COOH, 5 °C, onda 10% NaOH; 3. CaCO3, DMAc, refluks 2h; 4. (CH3)>CuLi, anhid. Et2O, -35 °C, 1 h 5. (CH3)2CulLi, anhid.
Et20, zatim hloracetilhlorid u Et20, -25 °C, 1 h; 6. 9-BBN, N3, anhid. THF, 0 °C, 2 h.

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

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

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

2.6.5. BIOLOSKA AKTIVNOST PINGVIZANSKIH SESKVITERPENA

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

2013a; Ludwiczuk et al., 2011).

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

blagog porasta bakterijskog rasta u biofilmovima Gram-negativne bakterije Pseudomonas

111




aeruginosa. Pingvizenol 1 norpingvizenol pokazali su znaCajnu korelaciju izmedu rasta i
formiranja biofilma, dok je norpingvizenol-acetat medu testiranim jedinjenjima izdvojen kao
najefikasniji, ispoljavajuci 27% i 20% inhibicije stvaranja biofilma pri koncentracijama od 50 i 5
ng/mL, redom (Costerton et al., 1999; Gilabert et al., 2011). Ekstrakti nekih vrsta roda Porella, s
druge strane, ispoljavaju antimikrobni efekat u odnosu na Gram-pozitivne bakterije i pokazuju

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

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

useva (Wada i Munakata, 1971).

Dehidropingvizenol je pokazao citotoksi¢nu aktivnost (EDso 12,5 ug/mL) na KB ¢elije
(Tori et al., 1993). Za 7-keto-8-karbometoksi-pingvizenol iz primeraka vrste P. perrottetiana
sakupljenih u Japanu, utvrdeno je da poseduje znacajnu citotoksi¢nu aktivnost u odnosu na ¢elijske
linije humane promijelocitne leukemije, HL-60 (ICso 8,53 uM), i humanog faringealnog
skvamoznog karcinoma, KB c¢elija (ICso 52,64 uM). Dva jedinjenja dobijena hemijskom
transformacijom, 7-oksopingvizenol-12-metil-estar 1 7a-hidroksipingvizenol-12-metil-estar, kao i
akutifolon A, takode su pokazala biolosku aktivnost. Prva dva su drasticno smanjila inhibitornu
aktivnost u odnosu na HL-60 ¢elija (ICso 83,10 uM) 1 izgubila aktivnost protiv KB ¢elija (ICso >
177 uM), dok je akutifolon A pokazao povecanu citotoksi¢nu aktivnost u odnosu na HL-60 (ICso
2,65 uM) 1 KB ¢elija (ICs0 46,58 uM) (Komala et al., 2011).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

113




3.1. HEMIKALIJE | RASTVARACI

Komercijalno dostupne hemikalije (p.a. Cistoce): siréetna kiselina, sumporna kiselina,
vanilin, hlorovodoni¢na kiselina, fosfomolibdenska kiselina, anhidrovani magnezijum-sulfat,
amonijum-hlorid, natrijum-hidroksid, piridinijum-hlorhromat (PCC), etanol, izopropanol,
ugljendioksid, celit, litijjum-aluminijumhidrid, polivinil-alkohol, natrijum-L-laktat, amonijum-
hlorid, kao i rastvaraci: dietil-etar (Et20), hloroform (CHCI), dihlormetan (CH2Cl2), heksan,
metanol (MeOH), etanol (EtOH), dimetilsulfoksid (DMSO), deuterisani hloroform (*}CDCls),
deuterisani benzen (CsDs) i tris-(6,6,7,7,8,8,8-heptafluor-2,2-dimetil-3,5-
oktandionato)europijum(l11) (Eu(fod)s), koji su koris¢eni tokom rada, nabavljeni su od sledecih
kompanija: Acros Organics (Moris Plejns, Nju DzZersi, SAD), Sigma Aldrich (Sent Luis, Mizuri,
SAD), Merck (Darmstat, Nemacka), Carl Roth (Karlyruhe, Nemacka), Tokyo Chemical Industry
Co. (Tokio, Japan). Rastvara¢i (dietil-etar, metanol, n-heksan) su neposredno pre upotrebe

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

3.2.1. NUKLEARNO-MAGNETNA REZONANTNA (NMR) SPEKTROSKOPIJA

Jednodimenzionalni (*H i *3C) i dvodimenzionalni (JHSQC, HSQC, HMBC, gHMBC, 'H-
'H COSY i NOESY) NMR spektri su uz DEPT-90 i DEPT-135 snimljeni na Bruker Avance IlI
400-MHz spektrometru (*H na 400 MHz, *3C na 100,6 MHz) (Bruker, Fillanden, Svajcarska).
NMR spektri su snimljeni na 25 °C u deuterisanom hloroformu (CDCls) ili deuterisanom benzenu
(CsDg). Vrednosti hemijskih pomeranja su u *H-NMR spektrima date u ¢ (ppm) jedinicama u
odnosu na tetrametilsilan (Me4Si, TMS) koji je koris¢en kao unutrasnji standard (on=0 ppm), i/ili
u odnosu na signale rastvaraca (rezidualni CHCls: 8y 7,26, **CDCls: 8¢ 77,16; CsHDs: 6n 7,16 i
13CCsDs: oc 128,06) u heteronuklearnim 2D spektrima. 2D NMR spektri (NOESY, gHSQC,
HMBC, gHMBC i 'H-'H COSY), kao i viSepulsni eksperimenti (DEPT90 i DEPT135) i
eksperimenti selektivnog *H homonuklearnog dekuplovanja snimani su uz primenu uobi¢ajnih
pulsnih sekvenci koje su bile dostupne iz Brukerovih biblioteka pulsnih sekvenci. Skalarna
sprezanja data su u hercima (Hz). Snimljeni spektri su obradivani softverom MestreNova
(ver.6.0.2-5475, Mestrelab Research, Spanija) 11.0.3-18688, Mestrelab Research, La Korunja,
Spanija).

3.2.2. INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA (FTIR)

Infracrveni spektri FT-ATR-IR (FT = Fourier-ova transformacija, ATR = oslabljena totalna
refleksija (attenuated total reflectance)) cistih jedinjenja snimani su u obliku tankog sloja (neat)
na instrumentu Thermo Nicolet, model 6700 FT-IR (Waltham, Masacusets, SAD), u

Kriminalisti¢cko-tehnickom centru, MUP Nis.
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3.2.3. ULTRALJUBICASTA I VIDLJIVA SPEKTROSKOPIJA (UV-VIS)

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

koriste¢i acetonitril kao rastvarac.

3.2.4. MASENA SPEKTROMETRIJA VISOKE REZOLUCIJE (HRMS)

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

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

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

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

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

Obrada rezultata ukljucuje upotrebu MSD ChemStation softvera (ver. D.03.00.611, Agilent
Technologies, SAD) u kombinaciji sa programom AMDIS (Automated Mass Spectral
Deconvolution and Identification System, Ver. 2,68; DTRA/NIST, 2002) koji se koristi za
dekonvoluciju masenog skena, tj. ekstrakciju masenih spektara iz preklopljenih pikova, uz NIST
MS Search programski paket (ver. 2.0d, Nacionalni institut za standarde 1 tehnologiju (NIST),
SAD) koji obezbeduje algoritam za pretragu biblioteka masenih spektara. Hemijski sastav
ispitivanih uzoraka odreden je uporedivanjem literaturnih retencionih indeksa pojedinacnih
komponenata (Adams, 2007), izracunatih u odnosu na C7 — C3s alkane (Van den Dool i Kratz,
1963), sa njihovim literaturnim vrednostima. Ovo poredenje je ukljucivalo uporedivanje masenih
spektara ispitivanih jedinjenja u odnosu na masene spektre standarda i/ili masene spektre poznatih
jedinjenja iz komercijalnih biblioteka kao Sto su Wiley 11 (Wiley Registry of Mass Spectral Data
11™ Edition), NIST14 (NIST/EPA/NIH MassSpectral Library 14), MassFinder 2.3, Adams
(Adams, 2007), 1 iz interne biblioteke masenih spektara istrazivacke grupe ,,OSA*“ (Organic
Synthesis and Analysis) na Departmanu za hemiju, PMF-a u NiSu, napravljene na osnovu ¢istih
supstanci. Kada je god to bilo moguce, identifikacija je potvrdivana koinjektiranjem sa standardom
(alkani, alkoholi, metil-estri masnih kiselina, terpenoidi, aromaticna jedinjenja, sintetisana i
izolovana jedinjenja, itd). GC (FID) analiza izvedena je pod istim eksperimentalnim uslovima
koriste¢i kolonu iste polarnosti koja je opisana za GC-MS. Procentualni sastav je dobijen

integraljenjem hromatograma bez koris¢enja korekcionih faktora.

3.2.7. ELEMENTNA MIKROANALIZA

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

vrednostima.
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3.2.8. OPTICKA ROTACIJA

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

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

3.3.1. TANKOSLOJNA HROMATOGRAFIJA (TLC)

Tankoslojna hromatografija (TLC) vrSena je na aluminijumskim plo¢ama sa prethodno
nanetim slojem silika-gela 60 (Kieselgel 60 F2s4, 0.2 mm, Merck, Darmstadt, Nemacka). Kao
eluenti su koris¢ene smese heksana i dietil-etra razli¢itih polariteta. Mrlje na TLC-u vizualizovane
su pomo¢u UV lampe (254 nm) i izazvane su vanilin/H2SO4 reagensom (6% vanilin (w/v) i 1%
H2SO4 (v/v) u etanolu), prac¢enim zagrevanjem ploca tokom 2 min. na 110 °C. Takode, mrlje su
vizualizovane prskanjem sa 50% (v/v) agq. H2SOs ili 10% (w/v) etanolnim rastvorom
fosfomolibdenske kiseline (250 ml EtOH i 12 g fosfomolibdenske kiseline), pracenim

zagrevanjem u susnici na 80 °C.

3.3.2. TECNA HROMATOGRAFIJA PRI SREDNJIM PRITISCIMA (MPLC)

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

koriS$¢ena smeSa heksana i dihlormetana pod gradijentnim uslovima.

3.3.3. ,,DRY FLASH* HROMATOGRAFIJA

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

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

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

3.4.1. BILINI MATERIJAL

Podaci o biljnom materijalu prikazani su u tabeli 3.4.1. U tabeli su navedeni lokaliteti 1
datumi sakupljanja dvaju vrsti jetrenjaca roda Porella 1 viste Conocephalum conicum, kao injihovi
vaucerski brojevi. Vaucerski primerci su deponovani u herbarskoj kolekciji ,,OS4* (Organic
Synthesis and Analysis) istrazivacke grupe na Departmanu za hemiju Prirodno-matematickog

fakulteta u Nisu.

Tabela 3.4.1. Podaci o ispitivanim uzorcima

VAUCERSKI OZNAKA UZORKA

BROJ ( HMN)

DATUM
SAKUPLJANJA

TAKSON LOKALITET

Etarsko ulje Dietil-etarski ekstrakt

Porella cordaeana

(Huebner) Moore

Porella platyphylla
(L.) Pfeiff.

Conocephalum
conicum (L.) Dum.

Srbija, Suva Planina
(opstina Nig),
Sumsko staniste,
1810 m nadmorske
visine
(43°12'01" S,
22°08'30" 1)
Srbija, Veliki Kupci
(opstina Krusevac),
Sumsko staniste, 280
m nadmorske visine
(43°27' 12" S; 21°
14" 00" 1)
Bugarska, Planina
Maljevica, Sumsko
staniSte, 1803 m
nadmorske visine
(44°33'51" S; 18°
49'39" 1)
Srbija, Veliki Kupci
(opstina Krusevac),
Sumsko staniste, 280
m nadmorske visine
(43°27'07.1" S,
21°14"28.5" 1)
Srbija, Veliki Kupci
(opstina Krusevac),
obala potoka, 207 m
nadmorske visine
(43°27'12" S,
21°14'0" 1)
Srbija, Vlasinsko
jezero (Surdulica
(P¢injski okrug)),
obala pototka, 1105

25.9.2014.;
28.10.2016.

28.5.2016.

22.10.2005.

15.3.2016.

22.3.2016.

29.10.2013.

16189 SF-PCU

SF-KPK

13988

BUG

SF-COK

14005

SF-PE

ccl
(SF-COKE)

ccs
(SF-285)

ce2
(MM 317)
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m nadmorske visine
(42°40'42.2" S'i
22°19'24.0" 1)
Srbija, Jelasnicka
klisura (opstina
Niska Banja),
polupecinski zaklon 8.3.2016. SE-CON -
pored reke, 293 m
nadmorske visine
(43°16'45" S; 22°
03'51"1)
Srbija, Planina
Jastrebac (opstina

Krusevac), pored 20112018 cca
reke, 1492 m A1 .

nadmorske visine (SF-CONCY)
(43023:31 " S,
21°26'57" 1)

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

3.4.2. DOBIJANJE ETARSKIH ULJA

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

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

3.5.1. HROMATOGRAFSKO RAZDVAJANJE ETARSKOG ULJA BILJNE VRSTE P. CORDAEANA

Biljni materijal jetrenjace Porella cordaeana (Huebener) Moore, prikupljen na padinama
Suve planine, 1 osusen na vazduhu do postizanja konstantne mase. Nakon susenja, materijal je
podvrgnut hidrodestilaciji u skladu sa protokolom opisanim u odeljku 3.4.2. Eksperimentalnog
dela. Obradom 350 g osuSenog biljnog materijala dobijeno je 950 mg etarskog ulja (0,27%).
Dobijeno etarsko ulje iskoriS¢eno je za dalju izolaciju jedinjenja od interesa (videti

Eksperimentalni deo 3.5.3.).

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

odeljku Rezultati i diskusija 4.1.5.

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

Eluent Frakcije Masa frakcija (mg)
SF-PC 1 237,1
SF-PC 2 114,3
Heksan (100, v/v) 1-5 SF-PC3 28,3
SF-PC 4 13,9
SF-PC 5 1,8
SF-PC 6 0,6
SF-PC 7 49,7
Heksan:dietil-etar (97:3, v/v) 6-10 SF-PC 8 11,7
SF-PC 9 5,9
SF-PC 10 1,6
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Heksan:dietil-etar (94:6, v/v)

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

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

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

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

Dietil-etar (100, v/v)

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

Metanol (100, v/v)

11-23

24-30

31-35

36-44

45-49

50-53

54-56

57-59

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

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

SF-PC 55-56
SF-PC 57

SF-PC 58
SF-PC 59

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

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

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

2,8

0,8
0,2
1,9
1,7
1,1
2,0
1,0
2,4

2,4
1,7

44,6
9,4
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3.5.2. DOBIJANJE DIETIL-ETARSKOG EKSTRAKTA BILJNE VRSTE P. CORDAEANA

Manji deo osusenog biljnog materijala jetrenjace P. cordaeana je usitnjen, izmeren i nakon
toga potapan u staklenom sudu u odgovarajucu zapreminu dietil-etra (podrazumevajucida je 10 g
biljnog materijala nalivano sa 50 ml), zatvoren i odlozen na mracnom mestu. Nakon
petnaestodnevnog stajanja, biljni material je odvojen filtracijom, a etarski ekstrakt je potom osuSen
iznad anhidrovanog MgSO4. Nakon odvajanja sredstva za suSenje filtracijom, pristupljeno je
uklanjanju etra destilacijom na rotacionom-vakuum uparivacu, na sobnoj temperaturi. Ve¢i deo
dobijenog suvog ostatka direktno je podvrgnut GC-MS analizi, sa ciljem da se utvrdi da izolovana
jedinjenja nisu artefakti nastali tokom postupka analize. Preostali deo suvog ostatka ¢uvan je na -

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

3.5.3. IZOLOVANJE a-FURANOPINGVIZANOLA HROMATOGRAFSKIM RAZDVAJANJEM
ETARSKOG ULJA BILJNE VRSTE P. CORDAEANA

Jedinjenje a-furanopingvizanol, (4S*,4a8*,TR*,7aS*,85%*)-4,4a,7,7a-tetrametil-
4a,5,6,7,7a,8-heksahid-ro-4H-indeno|5,6-b]furan-8-0l, izolovano je iz etarskog ulja jetrenjace P.
cordaeana pomocu preparativnog MPLC razdvajanja. Primenjeno je gradijentno eluiranje pod
gradijentnim uslovima od cistog heksana do Cistog dihlormetana (CH:Cly). Frakcije koje su
sadrzale a-furanopingvizanol davale su ljubicastu mrlju na TLC plocici nakon nanosSenja
vanilin/H2SO4 reagensom (Eksperimentalni deo 3.3.1.). Spojene frakcije su predstavljale Cisti a-
furanopingvizanol u masi od 410 mg, Rf (sa ¢istim CH>Cl) = 0,4. Podaci NMR dati su u tabeli
4.1.2., dok su spektroskopski podaci predstavljeni u prilogu (1-12, 14), kao i u okviru Rezultata i
diskusije (slike 4.1.3.,4.1.5., 4.1.6.-4.1.8.).

a-Furanopingvizanol

Retencioni indeks (DB-5MS), RI =1760;
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EI-MS m/z relativni intenzitet (%): 234 (2,4) [M*], 124 (100), 123 (8,7), 95 (8,6),125 (7.8), 109
(5,2), 91 (3,4), 160 (3,3), 41 (3,2), 107 (3,1);

Elementna analiza; izracunato za Ci15sH220: (%): C, 76,88, H, 9,46, O, 13,66; nadeno: C, 76,91, H,
9,50, O, 13,59;

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

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

3.5.4. SINTEZA FURANOPINGVIZANONA

Rastvor a-furanopingvizanola (0,5 mmol, 117 mg) u CH2Cl> (5 ml) je u kapima dodat
rastvoru piridinijjum-hlorhromata (PCC, 1,0 mmol, 216 mg) u 10 ml CH2Cl; na 0 °C. Dobijena
smesa je ostavljena da se zagreje do sobne temperature. MeSanje je nastavljeno tokom dodatna dva
sata. Nakon toga dodato je 15 ml dietil-etra, rastvorni deo je dekantovan, dok je nerastvorni deo
crne boje ispran dva puta sa 10 ml Et2O. Spojeni organski slojevi propusteni su kroz tanak sloj
silika-gela, osuseni anhidrovanim MgSOs 1 upareni na rotacionom vakuum-uparivacu, in vacuo.
U cilju uklanjanja tragova supstanci koje sadrze hrom, proizvod je preciS¢avan pomoc¢u MPLC
(izokratsko eluiranje sa CH>Cly:heksan =1:1, v/v) §to je rezultovalo, u skladu sa TLC, GC-MS i
NMR analizama, ¢istim jedinjenjem (furanopigvizanon, jedinjenje 2) u prinosu od 97% (113 mg).
Furanopigvizanon je bio vidljiv na TLC plo¢ama pod UV svetlom (Rf (¢ist dihlormetan) = 0,5) ali
se nakon prskanja vanillin/H>SO4 reagensom nije mogao vizualizovati. Podaci NMR su dati u
tabeli 4.1.4., dok su spektroskopski podaci dati u prilogu 13,15-19, kao i u okviru Rezultata i
diskusije, slike 4.1.11., 4.1.12., 4.1.14. 14.1.15.

Furanopigvizanon

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

Elementna analiza; izra¢unato za CisH2002 (%): C, 77,55; H, 8,68; O, 13,77; nadeno: C 77,48, H,
8,72, O, 13,80;

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

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

3.5.5. REDUKCIJA FURANOPINGVIZANONA

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

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

3.6.1. DOBIJANJE DIETIL-ETARSKIH EKSTRAKATA JETRENJACE C. CONCUM

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

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

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

analizu, odnosno dalje frakcionisanje.

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

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

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

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

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

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

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

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

opisanim u delu Rezultati i diskusija 4.3.7. Daljim eluiranjem 1 promenom eluenata (tabela 3.6.1.)

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

istrazivanje.

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

iz Velikih Kupaca (CC1)

Eluent Frakcije Masa frakcija (mg)
SF-CONH 1 31,5
SF-CONH 2 3,6
Heksan:dietil-etar (99:1, v/v) 1-5 SF-CONH 3 25,2
SF-CONH 4 8
SF-CONH 5
SF-CONH 6 21,8
SF-CONH 7
SF-CONH 8 4
SF-CONH 9
Heksan:dietil-etar (98:2, v/v) 6-14 SF-CONH 10
SF-CONH 11 7,1
SF-CONH 12
SF-CONH 13
SF-CONH 14
SF-CONH 15 11,4
SF-CONH 16
Heksan:dietil-etar (95:5, v/v) 15-19 SF-CONH 17 4.8
SF-CONH 18 14,7
SF-CONH 19 42
SF-CONH 20 23,8
SF-CONH 21 18,2
SF-CONH 22 8,3
SF-CONH 23
SF-CONH 24
SF-CONH 25
Heksan:dietil-etar (90:10, v/v) 20-28 SF-CONH 26 18,6
SF-CONH 27
SF-CONH 28 5
SF-CONH 29 36,1
SF-CONH 30
SF-CONH 31
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Heksan:dietil-etar (75:25, v/v)

29-42

SF-CONH 32

SF-CONH 33

SF-CONH 34

SF-CONH 35

SF-CONH 36

32,2

SF-CONH 37

SF-CONH 38

SF-CONH 39

SF-CONH 40

SF-CONH 41

SF-CONH 42

21,1

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

43-52

SF-CONH 43

2,9

SF-CONH 44

SF-CONH 45

SF-CONH 46

~ |~ ~|+

SF-CONH 47

8,2

SF-CONH 48

3,6

SF-CONH 49

SF-CONH 50

SF-CONH 51

SF-CONH 52

4,1

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

53-59

SF-CONH 53

SF-CONH 54

14,7

SF-CONH 55

SF-CONH 56

12,5

SF-CONH 57

SF-CONH 58

SF-CONH 59

17,2

Dietil-etar (100, v/v)

60-63

SF-CONH 60

13,3

SF-CONH 61

SF-CONH 62

SF-CONH 63

51,2

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

64

SF-CONH 64

24,3

Metanol (100, v/v)

65

SF-CONH 65

18,8

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

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

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

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

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

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

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

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

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

jedinjenja 4 1 5. Ova jedinjenja od interesa podvrgnuta su medicinskim istrazivanjima, prema

metodologiji opisanoj u delu Rezultati i diskusija 4.3.7.

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

Velikih Kupaca (CC3)

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

S obzirom na to da dry flash hromatografijom CC-3 ekstrakta nismo dobili ¢isto jedinjenje
3, koje je bilo potrebno za detaljnu strukturnu analizu, 1 imaju¢i u vidu potrebu za dodatnim
izolovanjem Cdistih jedinjenja 4 1 S, sa istim ciljem, izvrSili smo spajanje biljnog materijala sa
razli¢itih lokacija koji dokazano sadrze jedinjenja od interesa. Spojeni ekstrakti CC1, CC3, 1 CC4
(4,85 g) podvrgnuti su gradijentnoj dry-flash hromatografiji na koloni silika-gela 60. Primenjen je
gradijent koriste¢i smeSu heksana i dietil-etra. Tok hromatografije pracen je pomoc¢u TLC 1 GC-
MS analize. Dobijeno je ukupno 50 frakcija. Na osnovu GC-MS analize utvrdeno je da frakcija 19
(260 mg; heksan—Et,0, 11,5:1, v/v) i frakcija 27 (86 mg; heksan—Et,0, 9:1, v/v) predstavljaju Cista
jedinjenja, konocefalenol i (1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-14-ol (jedinjenje 3). Jedinjenja rel-
(1(10)Z,4S,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-11,14-diol  (jedinjenje 4) i rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-
humula-1(10),5-dien-7,14-diol (jedinjenje 5) su izolovana kao cCista iz frakcije 46 (51 mg;
heksan—Et,O, 1:19, v/v) 1 frakcije 49 (37 mg; cist Et;O), nakon ponovljene izokratske
hromatografije (heksan—Et>O, 1:19, v/v) na koloni silika gela. NMR podaci analiziranih jedinjenja
dati su u tabelama 4.3.2., 4.3.4. 14.3.5., kao i u prilozima 21, 40, 49, 50, dok se spektroskopski
podaci nalaze kako unutar priloga 22-36, 41-48, 51-58, tako i u okviru Rezultata i diskusije (slike
43.4.,43.7.14.3.9).

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

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

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

HREIMS m/z 222,1979 [M"], (izraCunati za CisH240, 222,1984); anal. C 81,05, H 11,86, O 7,09
%, izracunati za C15H240, C 81,02, H 11,79, O 7,19%.

(1Z,4E)-Lepidoza-1(10),4-dien-14-o0l [izolepidozen-14-ol, (rel-(1R,4Z,8E,10R)-8,11,11-
trimetilbiciklo[8.1.0]Jundeka-3,8-dien-3-il)metanol]

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

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

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

HREIMS m/z 220,1798 [M"], (izraunati za CisH240, 220,1827); anal. C 81,81, H 10,96, O
7,23%, 1zracunati za C1sH240, C 81,76, H 10,98, O 7,26%.

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

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

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

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

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

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

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

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

HREIMSm/z: 238,1941 [M"], (izratunati za CisH02, 238,1933); anal. C 75,55, H 10,98, O
13,47%, izraCunati za C15H2602, C 75,58, H 10,99, O 13,42%

3.6.3. OKSIDACIJA FRAKCIJE 24

Frakcija 24 rastvorena je u dihlormetanu (30 mg u 5 mL dihlormetana). Uz meSanje, u
kapima je dodavan piridinijum-hlorhromat (100 mg, 0,46 mmol) suspendovan u 5 ml
anhidrovanog dihlormetana na sobnoj temperaturi, sve dok rastvor nije zadrzavao narandzastu
boju. Nakon 2 h, dodat je Et2O (20 ml), a supernatant je dekantovan od nerastvornog rezidualnog
dela. Nerastvorni ostatak je ispran sa Et20 (4x10 ml). Spojeni organski slojevi propusteni su kroz
tanak sloj silika-gela 1 osuSeni anhidrovanim MgSOs, a rastvara¢ je uklonjen na rotacionom

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

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

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

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

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

3.7.1. LEKOVI | HEMIKALIJE KORISCENI U ISPITIVANJIMA

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

3.7.2. EKSPERIMENTALNE ZIVOTINJE

U eksperimentima obavljenim u ovoj disertaciji koris¢eni su muZzjaci i zenke pacova soja
Wistar, starosti 2-3 meseca, tezine 250-300 . Zivotinje su &uvane pod standardnim
laboratorijskim uslovima (temperatura 22 + 2 °C, vlaznost 60%, sa hranom 1 vodom dostupnom

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

3.7.3. IZOLOVANJE I KULTIVACIJA CELIJA

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

gore pomenuti nacin, i potom odliven supernatant.

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

bunari¢u.

Testirani su (1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-14-ol (jedinjenje 3), rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-
germakra-1(10),5-dien-11,14-diol (jedinjenje 4), rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-1(10),5-dien-
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7,14-diol (jedinjenje 5) i konocefalenol u sedam razli¢itih koncentracija: 510, 2,5x10%, 1x10*,
1x10°, 1x10%, 1x107i 1x10® M. Takode, prilikom analize (1Z,4E)-lepidoza-1(10),4-dien-14-ola
(jedinjenje 3), rel-(1(10)Z,4S,5E,7R)-germakra-1(10),5-dien-11,14-diola (jedinjenje 4), rel-
(1(10)Z,4S,5E,7R)-humula-1(10),5-dien-7,14-diola  (jedinjenje 5), pri tri najniZze testirane
koncentracije (1x107, 1x107 i 1x10® M) izvreno je i resuspendovanje éelija splenocita u RPMI-
medijumu uz podesavanje gustine na 2 x 10° ¢elija/ml, kao i za a-furanopingvizanol (jedinjenje 1)
i furanopingvizanon (jedinj