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PenHu 6poj, PBP:

WpeHTndmkaumoxmn 6poj, UBP:

Twn gokymeHTauuje, TA: MOHorpadcka

Twn 3anuca, T3: TekcTyanHu/rpadnykm
Bpcta paga, BP: OOKTOpCKa agucepTauuja
AyTop, AY: Munuvua Hewwh
MeHTop, MH: Huko Pagynosuh

CekyHoapHu MeTabonutn opabpaHux BpcTa popga Bupleurum L. (Apiaceae):

Hacnos paga, HP: .
n3onoBake, naeHTudKKaumja u GuonoLLKka akTUBHOCT

Jesuk nybnukauwje, JIM: cpncku
Jesuk nssoga, JU: cpncku
3emrba nybnukosama, 3MM: Cpbuja
Yxxe reorpadpcko nogpydje, YI: Cpbuja
loguHa, IMo: 2025.
WspaBay, U3: ayTOPCKU PENPUHT
MecTo u agpeca, MA: Hwvw, Buwerpaacka 33.
dusunukm onnc paga, PO: 9 nornaerba, 276 cTpaHa, 296 uutata, 26 Tabene, 55 cnvka, 9 wewme, 72 npunora
Hayuna obnact, HO: Xemuja
Hay4Ha gucumnnuHa, HAO: OpraHcka xemuja n bruoxemuja, opraHcke CUHTe3e
Bupleurum, ekcTpakT, eTapcko yrbe, noniMHe3acuheHn ecTpy, MUrHaHn, Makponua,
MpeometHa ogpeaHua/KrbyuHe peyn, MO: dnopornyumHon, cnuHcka cumynauuvja, NMR, GC-MS, xpomaTtorpadwuja, Mosher-
0BM ecTpu
yOK (582.794.1 : 577.13) : (54.061 + 615.322)
Yysa ce, YY: 6ubnuoteka
EkcnepumeHTanHn peo je ypaheH y JlaGopaTtopujyu 3a opraHcky aHanusy wu
BaxHa HanomeHa, BH: cuHTesy, flenapTmaH 3a xemujy, [NpupogHo-matemaTnyku dakynteT, YHuBep3uTeT
y Huwy.
M3soga, U3: Y 0BOj OOKTOpPCKOj] AucepTaumju u3BpLleHa je chuTtoxemujcka aHanmaa cekyHaapHux meTabonuta ogabpaHux

BpcTa poga Bupleurum L. (Apiaceae), ca unrbem K30MoBawa, WAeHTUdMKauMje U eBanyauuje OGuomnoLuke
aKTMBHOCTW Makse nonapHux metabonuta. VicTpaxusare je obyxBaTuno AeTarbHy XeMujcky aHanuay auetun-
eTapckux ekcTpakaTa BpcTa B. praealtum, B. veronense, B. falcatum u B. sibthorpianum, kao n etapckux yrea
BpcTa B. praealtum u B. affine. Mpumerom dry-flash xpomatorpacduje, GC-MS-aHanuse n NMR-cnekTpockonuje,
M30MOBAHO je W CTPYKTYPHO OKapaKTepuCaHO LUeCHaeCT HOBUX jedukerba, YKIbydyjyhu Benuku 6poj
nonuHesacuheHnx metabonuta (yrrbOBOAOHWK, €CTpW, y-OyTMpPOMakTOH W Makponud), nurHaH u pepvsat
dnopornyumHona. Y ekctpakty BpcTe B. praealtum ngeHtTudumkoBaHa cy 4eTupmn HoBa nonuHesacuheHa ectpa,
HOBM nonuHe3acuheHn y-OyTMPONakTOH W jegaH HOBWM NWUIHaH — 7-OokcoapuuTuH. W3 ekcTpakta BpcTe
B. veronense n3onosaH je HOBWM Makponug (xomoavxuapodankapuHonug), nonveHsacuheHn sepoHaecTap U
AepviBaT cnopornyumHona, AOK cy Yy Bpctama B. falcatum wn B. sibthorpianum petektoBaHa Tpu HoBa
nonuHesacuheHa anudatuyHa ecTpa U HoBM MonuHesacuheHn yrrboBodoHWK. ETapcka yrea B. praealtum un
B. affine aHanusupaHa cy GC-MS-meTonom, npu Yemy je naeHTudgukoBaHo ykynHo 230 jeaumera. Y oba yrba
OOMUHUPajy CEeCKBUTEPMNEHCKN YrbOBOAOHUUM, OOK je yrbe B. affine Guno okapaktepucaHo u BMCOKOM
KOHLeHTpauujom ankaHa. o npBu NyT je MAeHTUGUKOBaH nepunun-2-mMetunbytaHoat (Ynju je uaeHTuTeT
noTteBpheH cMHTe30M), kao M ABa HOBa NpupoaHa aueTtatHa ecTpa (4-geuun-auetat v 4-yHaeuun-auetar). 3a
onabpaHa jeauera UCTUTaH je HWXOB edekaT Ha npumapHe umyHe henuvje nauosa (makpodaru u
CNneHouuTn), Npu Yemy Cy rMokasana [BOjaKy aKTUBHOCT Yy 3aBUCHOCTW Of KOHLeHTpauuje, y3 u3paxeHy
MMyHOMOAYNaToOpHY cenekTMBHOCT. [lobujeHn pe3ynTtaTi AONpUHOCE pa3yMeBakby XeMujcke pa3HONMKOCTU poaa
Bupleurum v noTephyjy Heros TakCOHOMCKM 1 chapMaKonoLLKX MoTeHuujar.

Hatym npuxsaTtara Teme, AMN: E 16.07.2020.

Hatym onbpanHe, AO: L

UnaHosu komucuje, KO:  MpepcenHuk: Ap Munan [lekuh, BaHpeaHun npodecop
“Ynan: Ap Mapwja MeHuuh, BaHpeaHN npocecop
“Unan: ap Wpena Paua, Hay4Hu capagHuK
“Ynan: ap Maerie Paxhenosuh, BaHpeaHu npodecop
"I:I]'—léh_,"l_\i_éﬁ}aﬁ? ______ ap Huko Pagynosuh, pegosHu npodecop
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Abstract, AB:

In this doctoral dissertation, a phytochemical study of the secondary metabolites of selected species of the genus
Bupleurum L. (Apiaceae) was undertaken with the goals of isolating, identifying and evaluating the biological
activity of the less-polar metabolites. The study encompassed a detailed chemical investigation of diethyl-ether
extracts of B. praealtum, B. veronense, B. falcatum and B. sibthorpianum, as well as the essential oils of
B. praealtum and B. affine. Using dry-flash chromatography, GC—MS analysis and NMR spectroscopy, sixteen new
compounds were isolated and structurally characterized. These include a large cohort of polyunsaturated
metabolites—a hydrocarbon, several esters, a y-butyrolactone and a macrolide—together with one lignan and one
phloroglucinol derivative. In the extract of B. praealtum, four new polyunsaturated esters, a new polyunsaturated
y-butyrolactone and one new lignan, 7-oxoarctin, were identified. From B. veronense, a new macrolide
(homodihydrofalcarinolide), a polyunsaturated veronaester and a phloroglucinol derivative were obtained. In
B. falcatum and B. sibthorpianum, three new polyunsaturated aliphatic esters and one new polyunsaturated
hydrocarbon were detected. The essential oils of B. praealtum and B. affine were analyzed by GC—MS, revealing a
total of 230 constituents. Sesquiterpene hydrocarbons predominated in both oils, while the oil of B. affine was also
notable for a high content of alkanes. For the first time, perillyl 2-methyl-butanoate (its identity confirmed by
synthesis) was detected, along with two new natural acetate esters — 4-decyl acetate and 4-undecyl acetate.
Selected compounds were assayed against primary rat immune cells (macrophages and splenocytes). They
displayed concentration-dependent, bidirectional activity with marked immunomodulatory selectivity. These findings
broaden current knowledge of the chemical diversity within Bupleurum, underscoring its taxonomic and
pharmacological potential.
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Hayuna oGnacr:
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JUCLUTUIMHA!

Kipyune peun:

V]IK:

[Moxanm 0 IOKTOPCKOj IMCEePTALUjH

np Huko Pagynosuh, pegosau npodecop, Yausepsurer y Humry,
ITpupogno-maremarnuku axynarer y Humy, Jlenaptman 3a xemujy

Cexyniapau metabonuTu ogadpanux Bpcra poaa Bupleurum L.
(Apiaceae): nzonoBame, HaeHTUDHUKAIM]a U OHOJIOIIKA AKTHBHOCT

Y 0BOj TOKTOPCKO] AMCEpTAIlMjU U3BpIIeHA je PUTOXeMHUjCcKa aHaIM3a
CeKyHIapHUX Meraboyuta onabpanux Bpcra poxa Bupleurum L.
(Apiaceae), ca mubeM H30J10Bamba, WACHTH(HKAIM]E W €Balyalluje
OMOJIOIIKE aKTUBHOCTU Mame IMOJIApHUX MeTabonuTa. VMcrpakuBame
je oO0yxBaTWJIO [eTaJbHy XEMHjCKy aHalu3y IUETHII-eTapCKUX
ekcTpakata Bpcra B. praealtum, B. veronense, B. falcatum u B.
sibthorpianum, kao u erapckux yJba Bpcra B. praealtum u B. affine.
[Mpumenom dry-flash xpomarorpaduje, GC-MS-ananuze u NMR-
CIIEKTPOCKONHje, H30J0BAHO je€ M CTPYKTYPHO OKapaKTEpPHCAHO
IIECHACCT  HOBHX  jeAMICHA,  yKbydyjyhu  Benmmku  Opoj
nonuHesacuheHux — Mertabonmuta  (YIJbOBOJOHHK, — €CTPH,  J-
OyTHUPOJIAKTOH U MaKpOJIUJ), JIMTHAH U JepuBat (oporiynuHona. Y
ekcTpakTy Bpcre B. praealtum wuaeHTtndukoBaHa cy 4eTHpH HOBa
noyinHe3acuheHa ecTtpa, HOBM NoJiMHE3acuheHH p-OyTHpPOJIAKTOH U
jenaH HOBHM IUTHaH — [-okcoapuutuH. M3 ekcrpakra Bpcre B.
veronense W30JI0BaH je HOBH MaKpOJIUJT
(xomomuxuapodankapuHoOIUI), MNONMeH3acMNeHH BepoHaecTap H
nepuBar (JIOpOrayiMHOia, 0K Cy y Bpcrama B. falcatum u B.
sibthorpianum nerextoBana Tpu HoBa mojuHe3acuheHa amudaTuyHa
ecTpa M HOBM TNoJuHe3acuheHu yripboBoJoHMK. ETapcka ysa B.
praealtum u B. affine ananusupana cy GC-MS-meronom, npu yemy je
naeHtuduroBano ykynHo 230 jeaumema. Y 00a yjba JOMHUHHUPAJY
CECKBUTEPIICHCKH YIJbOBOJOHHIM, MOK je yibe B. affine O6mo
OKapaKTepUCaHO W BHCOKOM KOHIICHTpalWjoM aiikaHa. [lo mpBu myT
je UIeHTU(PUKOBAH MEPHIHI-2-MeTHIOyTaHOAT (YMjU je HUACHTUTET
noTBpheH CHHTE30M), Kao W JiBa HOBAa MPHPOJIHA areTaTtHa ectpa (4-
AeluI-alerar u 4-yHaelui-amnerar). 3a o1adpaHa jeInmbeha UCTIUTaH
je muxoB edekar Ha nmpuMapHe uMyHe henuje nmarosa (Makpodaru u
CIUICHOIMTH), NP dYeMy Cy T[OKa3aja JBOjaKy aKTUBHOCT Yy
3aBHCHOCTH O]l KOHIICHTpAIMje, Y3 H3paKEeHYy HMMYHOMOIYJIaTOPHY
cenekTUBHOCT. JloOWjeHH pe3ynraTH JAONPUHOCE pa3yMeBamby
XeMHjCKe pa3HosMKocTH poaa Bupleurum wu mnoteplyjy meros
TAaKCOHOMCKH M ()apMaKOJIOIIKH MTOTEHIH]jall.

Xemuja

Oprancka xemuja 1 6MOXeMHja, OpraHCKEe CUHTE3€e

Bupleurum, ekcrpakr, eTapcko yJbe, MOJMHE3acHNEeHH ecTpH,
JUTHAHW, MaKpoyui, (IOPOTIYIIUHON, CIHMHCKA cuMmyiaidja, NMR,
GC-MS, xpomarorpaduja, Mosher-osu ectpu

[(582.794.1 :577.13) : (54.061 + 615.322)
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In this doctoral dissertation, a phytochemical study of the secondary
metabolites of selected species of the genus Bupleurum L. (Apiaceae)
was undertaken with the goals of isolating, identifying and evaluating
the biological activity of the less-polar metabolites. The study
encompassed a detailed chemical investigation of diethyl-ether
extracts of B. praealtum, B. veronense, B. falcatum and B.
sibthorpianum, as well as the essential oils of B. praealtum and B.
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Selected compounds were assayed against primary rat immune cells
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dependent, bidirectional activity with marked immunomodulatory
selectivity. These findings broaden current knowledge of the chemical
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pharmacological potential.
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Oznake i skraéenice
Nomenklatura

Ac ili CH3CO-
Ar

Ara

Fuc

Glc

Me ili CH3
MeO ili CH30
n

Ph

R

Rha

Reagensi i rastvaraci

CDCl3
CDs0OD
(CD3)2SO
DMF
EtsN
Et.O
EtOAC
HEPES
MeCN
MeOH
MTPA
MTT
NMDA
NR

Acetil

Aril
Arabinoza
Fruktoza
Glukoza
Metil-grupa
Metoksi-grupa
Normalni niz
Fenil

Alkil
Ramnoza

Deuterisani hloroform

Deuterisani metanol

Deuterisani dimetil-sulfoksid

N,N-Dimetilformamid

Trietilamin

Dietil-etar

Etil-acetat

4-(2-Hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kiselina
Acetonitril

Metanol

a-Metil-a-(trifluormetil)fenilsir¢etna kiselina (Mosher-ova kiselina)
3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum-bromid
N-metil-D-aspartat

Netrual red (Neutralno crveno, 3-amino-7-dimetilamino-2-
metilfenazin-hidrohlorid)

Instrumenti i metode razdvajanja

Nuklearno-magnetna-rezonantna spektroskopija; Infracrvena spektroskopija; Ultraljubicasta i

vidljiva spektroskopija

[OC]ZSD
[M]™
13C NMR

1D
2D

Opticka rotacija

Molekulski jon

C-13 Nuclear Magnetic Resonance (Nuklearna Magnetna Rezonanca
ugljenika *C)

Jednodimenzionalni

Dvodimenzionalni



'H NMR

AMDIS
ATR

COSY

d

dd

ddd

dddd

ddddd

ddt

ddtd

dtdd

DEPT

DFT
DLPNO-CCSD(T)

EIMS
FID
GC
GC-MS

GIAO
gHMBC

HREIMS

HSQC

NMR
NOESY

qad
quint
RI

sept

Proton Nuclear Magnetic Resonance (Nuklearna Magnetna Rezonanca

vodonika)

Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System
Attenuated Total Reflectance (Oslabljenje totalne refleksije)
Correlation Spectroscopy

Dublet

Dublet dubleta

Dublet dubleta dubleta

Dublet dubleta dubleta dubleta

Dublet dubleta dubleta dubleta dubleta

Dublet dubleta tripleta

Dublet dubleta tripleta dubleta

Dublet tripleta dubleta dubleta

Distortionless Enhancement by Polarization Transfer

Density Functional Theory

Domain-based Local Pair Natural Orbital Coupled-Cluster with
Single, Double, and Perturbative Triple excitations

Electron lonization Mass Spectrometry

Free Induction Decay

Gas Chromatography (Gasna hromatografija)

Gas Chromatography-Mass Spectrometry (Gasna hromatografija-
masena spektrometrija)

Gauge Including Atomic Orbital

gradient Heteronuclear Multiple-bond Correlation spectroscopy
(Heteronuklearne korelacije spektroskopije preko vise veza)

High Resolution Electron Impact Mass Spectrometry (Masena
spektrometrija visokog razlaganja)

Heteronuclear Single Quantum Coherence

InfraRed Spectroscopy (Infracrvena spektroskopija)

Konstanta kuplovanja

Multiplet

Mass-to-charge-ratio (Masa/naelektrisanje)

Mass spectrometry (Masena spektrometrija)

Nuclear Magnetic Resonance (Nuklearna magnetna rezonancija)
Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy (Spektroskopije nuklearnog
Overhauzerovog efekta)
Kvartet

Kvartet kvarteta dubleta
Kvintet

Retencioni indeks
Singlet

Septet

Triplet



td

TLC
uv
UV-Vis

oc
OH
AS

)\-max

Vmax

Bioloska aktivnost

ATCC
CEM
c-INK
COX-2
CYP716A
ERK 1/2
FAD2
HSP72
IKK

IL

ITS
MAPK
MRNA
NF-xB
PARP
PPAR-y
rDNK
TGF-p1
TNF-a
VEGFR2

Ostalo

etal.
HiFSA
RMSD
c

ppm

Triplet dubleta

Thin-Layer Chromatography (Tankoslojna hromatografija)
UltraViolet (Ultraljubicasto)

Ultraljubicasta i vidljiva spektroskopija

Hemijsko pomeranje u NMR-spektrima

Hemijsko pomeranje u *C NMR-spektru

Hemijsko pomeranje u *H NMR-spektru

Razlika hemijskih pomeranja

Molarni apsorpcioni koeficijent

Talasna duzina koja odgovara maksimumu apsorpcije u UV-Vis-
spektrima

Talasni broj trake u infracrvenom spektru

American Type Culture Collection
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1. Uvod i ciljevi rada



Vrste roda Bupleurum L. (Apiaceae) koriste se u tradicionalnoj medicini ve¢eg broja
naroda, vise od 2000 godina (Ashoura & Wink, 2011; Xie et al., 2009). Najpoznatija vrsta u
ovom pogledu je B. falcatum L. ¢iji koren je jedan od vaznih sastojaka kineskih narodnih
lekova za poboljSanje imuniteta (Ashoura & Wink, 2011). Rod Bupleurum obuhvata oko 248
jednogodisnjih 1 viSegodiSnjih vrsta, podeljenih u dva podroda, rasprostranjenih na severnoj
hemisferi. Svakako, u odnosu na B. falcatum, ostale vrste su manje ispitivane. Flora Evrope
opisuje 33 jednogodisnje vrste ovog roda, koje su podeljene u dve sekcije: Bupleurum i Aristata
(Snogerup & Snogerup, 2001). U Srbiji raste 15 vrsta ovog roda, najéesée u planinskim
predelima do 2000 m nadmorske visine, dok se neke vrste Balkanskog poluostrva mogu na¢i u

blizini morske obale (Nikoli¢, 1973).

Do sada je iz vrsta ovog roda izolovan ili identifikovan veéi broj interesantnih
jedinjenja, a za koja je pokazano da poseduju $irok spektar bioloskih aktivnosti (Chen et al.,
2017; Fois et al., 2017; Yuan et al., 2017). Medu sekundarnim metabolitima najraznovrsniji i
najcesce izolovani su terpenoidi — saponini (Pistelli et al., 1993; 2005; Takeda & Kubota,
1958), poliketidi — poliacetileni (Hansen & Boll, 1986; Lin et al., 2016a) i metaboliti
Sikimatnog puta — lignani i kumarini (Estévez-Braun et al., 1992; 1995). Triterpenski
saikosaponini predstavljaju najzastupljeniju klasu sekundarnih metabolita roda Bupleurum, ¢iji
sadrzaj u korenu moze dosti¢i 1 do 7% mase (Ashoura & Wink, 2011). Najveci broj izolovanih
poliacetilena potice iz biosintetskog puta koji takode ukljucuje toksi¢ni polinezasi¢eni alkohol
falkarinol prisutan u porodicama Apiaceae 1 Araliaceae, a Sto odredene vrste ovog roda Cini
otrovnim (Hansen & Boll, 1986). Lignani su druga najzastupljenija klasa sekundarnih
metabolita ovog roda sa oko 50 izolovanih jedinjenja, koja mogu da se svrstaju u Cetiri glavne
podklase:  derivati  dibenzilbutirolakona, arilnaftaleni, ariltetralinski  laktoni i
tetrahidrofurofurani (Ashoura & Wink, 2011). Sekundarni metaboliti izolovani iz vrsta roda
Bupleurum pokazuju Sirok spektar bioloskih aktivnosti. Najaktivniji su triterpenski saponini
saikosaponini, koji  ispoljavaju  izrazeno antiinflamatorno, hepatoprotektivno i
imunomodulatorno dejstvo. Takode, potvrdena je njihova antiproliferativna i antitumorska
aktivnost, pre svega indukcijom apoptoze i inhibicijom signalnih puteva rasta tumora.
Polisaharidi i etarska ulja nekih vrsta pokazuju antimikrobna, antioksidativna i antidijabeticka
svojstva, dok su kod pojedinih metabolita potvrdena i antikonvulzivna i antidepresivna dejstva
(Teng et al., 2023). Ipak, uz brojne korisne efekte, zabelezeni su i potencijalno toksi¢ni efekti,

narocito kod neadekvatne ili dugotrajne upotrebe. Ove aktivnosti potvrduju znacajan terapijski



potencijal vrsta roda Bupleurum, ali i potrebu za daljim istrazivanjem bezbednosti njihove

primene.

Do sada je identifikovano vise od 200 sastojaka etarskih ulja iz 40 vrsta roda
Bupleurum. Etarska ulja dobijena iz korena kineskih vrsta ovog roda uglavnom su sadrzavala
alifati¢ne aldehide i kiseline (Li et al., 2005; 2007). Nasuprot tome, etarska ulja evropskih vrsta
karakteriSe visoka zastupljenost a- i f-pinena, limonena i 1,8-sineola (Ashoura & Wink, 2011).

JednogodiSnje vrste B. praealtum L. i B. veronense Turra (syn. B. aristatum Bartl. ex
Reichenb., B. odontites var. intermedium) rastu na Balkanskom poluostrvu, na Jadranskoj obali
i na planinama do nadmorske visine od 1500 m (Snogerup & Snogerup, 2001). Verovatni
evropski endemit B. veronense do sada nije fitohemijski prou¢avan, dok je prethodno, i to samo
jedanput, ispitivan hemijski sastav etarskog ulja vrste B. praealtum (Kapetanos et al., 2008).
Flore Srbije i Bugarske navode (Assenov, 1982; Nikoli¢, 1973) da na Balkanskom poluostrvu
raste i vrsta B. sibthorpianum Sm., dok se u drugim izvorima (Tutin, 1968) pomenuti naziv
navodi kao sinonim za vrstu B. falcatum L. Za razliku od taksona B. falcatum, za koji postoji
oko 1000 studija i patenata, B. sibthorpianum se pominje u literaturi samo jedanput, kada je
ispitivan sastav njegovog etarskog ulja (Kapetanos et al., 2008). Vrsta B. affine Sadler do sada
nije bila predmet detaljnijih fitohemijskih istrazivanja, osim u kontekstu analize flavonoida
(Gevrenova et al., 2015).

Predmet istrazivanja predloZene doktorske disertacije bio bi izolovanje, identifikacija i
spektralna karakterizacija sekundarnih metabolita odbranih biljnih vrsta roda Bupleurum (B.
praealtum, B. veronense, B. sibthorpianum i B. falcatum) koje rastu na Balkanskom poluostrvu.
Konkretno bi bio analiziran sastav dietil-etarskih ekstrakata nadzemnih delova ovih vrsta, u
kome bi trebalo da se nalaze neka od gore pomenutih bioloski aktivnih jedinjenja (poliketidi,
lignani, itd.), karakteristi¢nih za vrste ovog roda. Takode, ako koli¢ina dostupnog biljnog
materijala to dozvoli, bila bi izvrSena i1 analiza sastava etarskog ulja pomenutih biljnih vrsta.
Za odabrana cista izolovana jedinjenja iz ekstrakata, bila bi testirana imunomodulatorna
aktivnost kroz odredivanje njihovog dejstva na prezivljavanje peritonealnih makrofaga pacova,
kao 1 uticaja na aktivnost mijeloperoksidaze makrofaga. IzvrSi¢e se uporedenje hemijskog
sastava ekstrakata B. sibthorpianum i B. falcatum u cilju utvrdivanja potencijalnih razlika u

sekundarnom metabolizmu i dobijanja dodatnih argumenata za razlikovanje ovih taksona.



Na osnovu prethodnih saznanja, postavljeni su sledeci ciljevi doktorske disertacije:

Dobijanje dietil-etarskih ekstrakta nadzemnih delova biljnih vrsta B. praealtum, B.
veronense, B. sibthorpianum i B. falcatum i etarskih ulja vrsta dostupnih u dovoljnoj
koli¢ini;

Preparativno hromatografsko razdvajanje ekstrakata na koloni silika-gela i detaljna
analiza dobijenih frakcija i etarskog(ih) ulja pomocu gasne hromatografije sa masenom
detekcijom (GC-MS);

Odredivanje strukture jedinjenja kombinacijom veceg broja spektralnih metoda, kao i
hemijskim transformacijama;

Ako jedinjenja poseduju pogodne hiralne centre, odredivanje njihove konfiguracije, npr.
sintezom Mosher-ovih estara i njihovom NMR-analizom ili sintezom odgovaraju¢ih
model jedinjenja;

U slucaju jedinjenja koja ne mogu da se izoloju u dovoljnoj koli¢ini da bi se ona u
potpunosti okarakterisala i utvrdila njihova struktura, bi¢e sintetisani izomeri koji bi
potencijalno mogli da predstavljaju ciljni sekundarni metabolit;

Detaljna interpretacija NMR-spektralnih podataka (potpuna asigancija *H i 3C NMR-
signala) izolovanih ili sintetisanih jedinjenja. U cilju dobijanja svih relevantnin NMR-
parametara (hemijsko pomeranje, konstante sprezanja i spektralna Sirina signala) treba
izvrsiti potpunu *H NMR spinsku simulaciju;

Za izolovana ili sintetisana Cista jedinjenja dostupna u dovoljnoj koli¢ini, testiranje
imunomodulatorne aktivnosti (vijabilnost makrofaga i aktivnosti mijeloperoksidaze
makrofaga u kulturi sa dodatim jedinjenjima) sa ciljem dobijanja argumenata koji
objasnjavaju etnofarmakolosku primenu vrsta ovog roda;

Uporedenje sastava ekstrakata B. sibthorpianum i B. falcatum u cilju utvrdivanja razlika
u sekundarnom metabolizmu i dobijanja dodatnih argumenata za potencijalno

razlikovanje ovih taksona.



Planirana istrazivanja bi¢e sprovedena koriS¢enjem slede¢ih metoda:

1.

Izolovanje etarskog ulja hidrodestilacijom po Clevenger-u i ekstrakcija (maceracija)
biljnog materijala dietil-etrom;

Analiza sastojaka etarskog(ih) ulja i ekstrakata — gasna hromatografija sa masenom
detekcijom (GC-MS);

Izolovanje, razdvajanje i precis¢avanje — dry-flash hromatografija, hromatografija na
koloni, hromatografija na Sefadeksu LH-20, tankoslojna hromatografija;

Spektralna i strukturna karakterizacija — nuklearna magnetna spektroskopija ugljenika-
13 i vodonika (*H- i ¥C-NMR, jednodimenzionalna i dvodimenzionalna: NOESY,
ROESY i gradijentni HSQC, HMBC i H-'H COSY, kao i multipulsni DEPT-90,
DEPT-135 i eksperimenti selektivnog homonuklearnog dekuplovanja);

Odredivanje konfiguracije hiralnih centara, Mosher-ova metoda;
Ultraljubicasta-vidljiva spektroskopija (UV-Vis), infracrvena spektroskopija (IR),
mikroanaliza ugljenika i vodonika;

Testiranje imunomodulatorne aktivnosti: MTT (redukcija tetazolijum soli), NR

(akumulacija neutralno-crvenog) i MPO (aktivnost mijeloperoksidaze) testovi.



2. Opsti deo



2.1. Opste karakteristike roda Bupleurum L.

Rod Bupleurum (Linnaeus, 1735) pripada porodici Apiaceae, podporodici Apioideae i
tribusu Bupleureae. Naziv roda Bupleurum poti¢e iz antickog grékog jezika, od reéi
Povrietpov (boupleuron), sto doslovno znadi ,,volovsko rebro* (bous = vo, pleuron = rebro).
Ovaj naziv su koristili anticki lekari, ukljucujuéi Dioskorida, da oznace biljke karakteristi¢nih
listova, ¢ija je forma podsecala na oblik rebara. Kasnije je Linnaeus ovaj termin preuzeo i
formalizovao kao naziv roda u botani¢koj nomenklaturi. Sistematska pripadnost ovog roda, u
tradicionalnom smislu, prikazana je u tabeli 1. Rod Bupleurum obuhvata jednogodiSnje i
viSegodiS$nje, rede dvogodisnje zeljaste biljke sa celim, nedeljenim listovima. Cvetovi su
hermafroditni 1 organizovani u sloZene Stitaste cvasti. Listi¢i involukruma i involuceluma su
brojni, dok su zupci €asi¢nih listica veoma slabo razvijeni i teSko uocljivi. Kruni¢ni listi¢i su
zute boje, zaobljeni i na vrhu povijeni. Plod je uglavnom boc¢no spljosten, a merikarpije imaju

pet jednakih rebara — ostrih, tupih ili slabo izrazenih.

Ukupna raznovrsnost roda Bupleurum ogleda se u njegovoj izuzetnoj ekoloskoj i
morfoloskoj varijabilnosti i prilagodljivosti, §to se jasno reflektuje i kroz sveobuhvatnu
sistematsku podelu koju je dao Wolff (Wolff, 1910). U svojoj monografiji, Wolff razvrstava
predstavnike roda u pet glavnih sekcija: Perfoliata Godr., Longifolia Wolff., Reticulata Godr.
ex pte., Eubupleura Brig. i Coriacea Godr. Sekcija Perfoliata, koja obuhvata jednogodisnje
vrste, se dalje deli na tri podsekcije: Laevia Briq., Rugosa Brig. i Lophocarpa Brig. Sekcija
Eubupleura obuhvata i jednogodisnje i visegodisnje vrste i podeljena je na Sest podsekcija:
jednogodisnje vrste su rasporedene u podsekcije Glumacea Boiss., Juncea Brig. i Trachycarpa
Lange, a visegodiSnje u podsekcije Nervosa Godr. ex pte., Marginata Godr. ex pte. i Rigida
Drude.

Klasifikacija roda Bupleurum tokom vremena pretrpela je znacajne promene, pri ¢emu
taksonomski polozaj pojedinih vrsta varira u zavisnosti od autora i samog pristupa. U okviru
ove disertacije hemijski su analizirane Cetiri vrste: B. affine, B. falcatum, B. praealtum i B.
veronense, ¢iji sistematski poloZaj u literaturi nije uvek dosledno prikazan. Prema klasifikaciji
Wolff-a (1910), vrsta B. affine je svrstana u sekciju Eubupleura, podsekciju Juncea, dok je u
Flori Evrope (Tutin, 1968) predstavljena u okviru sekcije Isophyllum (Hoffm.) Dumrot,
zadrzavajuci istu podsekciju. Neves i Watson (2004) ovu vrstu nisu obuhvatili svojim
istrazivanjem. Bupleurum falcatum se prema Wolff-u (1910) nalazi u sekciji Eubupleura,
podsekciji Nervosa, seriji Falcata, dok se u kasnijim izvorima, ukljuc¢ujuc¢i Floru Evrope

(Tutin, 1968) i rad Neves-a i Watson-a (2004), dosledno klasifikuje u sekciju Isophyllum,
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podsekciju Nervosa. Sli¢na doslednost uocava se i kod vrste B. praealtum, koja, prema Wolff-
u (1910) pripada sekciji Eubupleura, podsekciji Juncea, a u savremenijim sistemima biva
premestena u sekciju Isophyllum, pri ¢emu zadrzava istu podsekciju (Neves & Watson, 2004;
Tutin, 1968). Kada je re¢ o vrsti B. veronense, Wolff (1910) je svrstava u sekciju Eubupleura,
podsekciju Glumacea, seriju Aristata. Ova vrsta nije predstavljena u Flori Evrope (Tutin,
1968), dok je prema klasifikaciji Neves-a i Watson-a (2004) uklju¢ena u sekciju Isophyllum,

podsekciju Aristata.

Rod Bupleurum obuhvata ukupno 248 razli¢itih vrsta (Teng et al., 2023), koje su
pretezno rasprostranjene na severnoj hemisferi, ukljucujuc¢i Evropu, Aziju i severnu Afriku.
Najveci broj vrsta raste u umerenim zonama severne hemisfere (Mabberley, 2008), dok su u
Kini zabelezene 22 endemicne vrste (Teng et al.,, 2023). Na Balkanskom poluostrvu
(ukljuéujuci i Egejska ostrva) i u Maloj Aziji registrovano je 56 jednogodisnjih vrsta roda
Bupleurum (Snogerup, 1972; Snogerup & Snogerup, 2001), $to Cini gotovo 80% svih
jednogodis$njih vrsta ovog roda. Nedavne analize ITS regiona rDNK ukazuju na to da je
jednogodisnja zivotna forma sekundarno steCena osobina, koja je verovatno evoluirala vise
puta unutar roda (Neves & Watson, 2004). Skracen zivotni ciklus moZe doprineti pove¢anom

evolutivnom potencijalu, §to moze objasniti veéu raznovrsnost jednogodisnjih vrsta.

Tabela 1. Sistematska pripadnost roda Bupleurum L.

Taksonomska kategorija Takson
Regnum Plantae
Divisio Magnoliophyta
Classis Magnoliopsida
Ordo Apiales
Familia Apiaceae
Tribus Bupleureae
Genus Bupleurum L.

Postoje tri glavna centra diverziteta i specijacije, odnosno hibridizacije i evolucije, roda
Bupleurum. Jedan od najstarijih i kljucnih centara nalazi se na zapadnom Mediteranu,
obuhvataju¢i Pirinejsko poluostrvo, severozapadnu Afriku (Maroko, Alzir, Tunis) i
Makaroneziju (ostrva u Atlantiku). U ovom regionu raste oko 30 vrsta, uglavhom drvenastih i

poludrvenastih, tradicionalno svrstavanih u podrod Tenoria (Spreng.) Cauwet (Cauwet-Marc,



1976). Drugi centar nalazi se u jugoisto¢noj Aziji i na Himalajima, gde se moze naci vise od
40 zeljastih visegodiSnjih vrsta (Wu & Raven, 2005). Balkansko poluostrvo i Egejska ostrva
predstavljaju trei centar diverziteta, posebno znacajan zbog velikog broja jednogodis$njih
vrsta, od kojih su mnoge endemi¢ne (Snogerup & Snogerup, 2003). Grcka ima najveéi broj
vrsta — 28 taksona, od kojih je 25 jednogodisnjih (Snogerup & Snogerup, 2001). Sli¢no tome,
u Anadoliji je zabelezeno 46 vrsta roda Bupleurum, od ¢ega su njih 45 jednogodisnje
(Snogerup, 1972). Sve jednogodisnje i viSegodiSnje nedrvenaste vrste ovog roda svrstane su u
podrod Bupleurum. Pored uzoraka iz Greke, u ovo istrazivanje su ukljuceni i uzorci prikupljeni
kao treceg glavnog centra diverziteta ovog roda. Prema relevantnoj literaturi u Srbiji je
zastupljeno 15 (Nikoli¢, 1973), a u Severnoj Makedoniji 14 (Micevski, 2005) predstavnika
ovog roda.

Pod imenom Chaihu (Radix Bupleuri, Saiko na japanskom i Shiho na korejskom), koren
nekoliko vrsta roda Bupleurum c¢esto se pominje kao sastojak preparata za leCenje prehlade
pracene groznicom, gripa, inflamacija, hepatitisa, malarije, kao i simptoma menopauze. Chaihu
je prvi put zabelezen u Shen-Nong-ovoj knjizi, farmakopeji objavljenoj pre 2000 godina u Kini,
u kojoj je Chaihu opisan kao najbolji lek za bolesti pracene groznicom. Farmakopeja Narodne
Republike Kine (2000) navodi da se vrste B. chinense DC. i B. scorzonerifolium Willd.
zvani¢no koriste u medicini Kine. Medutim, kasnija istrazivanja pokazuju da mnoge druge
vrste ovog roda, takode, poseduju lekovita svojstva (Pan, 2006). Potraznja u Kini za korenjem
razli¢itih vrsta roda Bupleurum iznosi oko 8 miliona kg godi$nje, pa se danas B. falcatum i B.
chinense intenzivno uzgajaju u Kini, Japanu, Koreji, kao i u nekim delovima Evrope. U nekim
regionima Kine (posebno u provinciji Yunnan), gaje se i druge vrste i varijeteti kao $to su B.
polyclonum Yin Li & S.L.Pan, B. marginatum var. stenophyllum Wall. ex DC. i B. rockii
H.Wolff (Pan, 2006).

Interesantno je da su vrste roda Bupleurum koje su ¢esto koris¢ene u tradicionalnoj
tibetanskoj medicini zabelezene i u preparatima drugih etnickih grupa u Kini, poput Yi, Bali,
Yao i Tu. Nasuprot tome, regioni Xinjiang i Unutrasnja Mongolija, gde je narodna medicina
nezavisna od Tibeta, takode koriste vrste roda Bupleurum (Teng et al., 2023). Koren je najéesce
koriséen deo biljke, dok na primer, u kineskim provincijama Sichuan Yunnan, osuseni celi

biljni primerci B. candollei Wall. ex DC. koriste se kao antipruritici i antiflogistici; dok se na



Tibetu suseni ili svezi plodovi B. hamiltonii Balakr. koriste za le¢enje stomacnih tegoba (Teng

etal., 2023).

Brojna istrazivanja su pokazala da su najzastupljenija bioloski aktivna jedinjenja ovog
roda saikosaponini. Veruje se da je floem klju¢no mesto biosinteze saikosaponina. Stavise,
potvrdeno je prisustvo etarskog ulja vrsta roda Bupleurum u sekretornim kanalima floema i
drugih sekundarnih tkiva (Metcalfe & Chalk, 1950). Kod vrste B. chinense, odnos povrsine
ksilema i floema je drasti¢no smanjen tokom procesa cvetanja, pa je samim tim USpOren proces
biosinteze saikosaponina. Stoga je potrebno uklanjati cvasti, kako bi se smanjili negativni
efekti reproduktivne faze razvoja i povecao nivo saikosaponina u korenu (Sui et al., 2021;
Wang et al., 2021a). Drugi glavni problem kultivacije ovih bijaka je nejednakost u prinosu
koren/izdanak, pa se secenje nadzemnog dela biljke u fazi pre cvetanja koristi kao efikasan
metod kultivacije. Ipak klju¢ni na¢in za reSavanje ovog problema jeste ukrstanje odgovarajucih
primeraka (Yao et al., 2013). Cvetovi vrsta ovog roda su dvopolni i biljke se razmnoZavaju
semenom. Uglavnom, cvetaju od jula do septembra, a plodonose od avgusta do oktobra.
Medutim, stopa klijanja semena kod veéine divljih vrsta roda Bupleurum je izuzetno niska zbog
dugog perioda dormancije, od 20-30% kod vrste B. chinense i do 40-50% kod B. falcatum
(Wei etal., 2003). Zanimljivo je da su putem ukrstanja u genomu B. chinense sekretorne genske
familije povezane sa biosintezom antocijanina, seskviterpenoida i triterpenoida (Zhang et al.,
2022a). Ukratko, poznato je da biosinteza saikosaponina ukljucuje tri faze: prva faza je
formiranje izopentenil-pirofosfata (IPP) i dimetilalil-pirofosfata (DMAPP); druga faza
obuhvata formiranje triterpenskog skeleta (f-amirin); a treca faza se javlja tokom i nakon
modifikacije ovog skeleta (Sui et al., 2021). Do danas, ukupno 25 klju¢nih gena, odgovornih
za sintezu enzima i transkripcionih faktora uklju¢enih u put biosinteze saikosaponina, je
klonirano iz genoma B. chinense, B. falcatum i endemic¢ne vrste iz tajvanske provincije u Kini
B. kaoi Liu, C.Y.Chao & Chuang, (Han et al., 2022; Sui et al., 2021). Na osnovu analize
metaboloma, geni koji se odnose na triterpenoide i geni koji se odnose na metabolizam lipida
se pretezno nalaze u genomima B. chinense i B. scorzonerifolium, $to je u skladu sa zna¢ajno
razli¢itim nivoima saikosaponina i etarskih ulja u ove dve vrste roda Bupleurum (Sui et al.,
2015). Takode, pokazano je da mehanic¢ka povreda u nadzemnom delu biljke, kao i periodi suse
mogu indukovati biosintezu saikosaponina u korenu B. chinense (Wang et al., 2021b; Yang et
al., 2020).
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2.2. Sekundarni metaboliti roda Bupleurum

2.2.1. Triterpenski saponini

Triterpenski glikozidi iz oleanske serije (oleanani), prisutni u vrstama roda Bupleurum,
nazivaju se saikosaponini, a njihovo ime potice od japanske reci saiko, §to je uobicajeno ime
za vrste ovog roda koje se koriste u kampo (tradicionalnoj japanskoj) medicini (Pan, 2006).
Pokazalo se da ova jedinjenja poseduju interesantna i brojna bioloSka svojstva, uklju¢ujuci
antiinflamatorna (Benito et al., 1998; Navarro et al., 2001; Takagi & Shibata, 1969b),
hepatoprotektivna (Abe et al., 1980; 1982; 1985; Guinea et al., 1994), analgetska i sedativna
(Takagi & Shibata, 1969a), antibakterijska i antivirusna (Bermejo et al., 2002; Kumazawa et
al., 1990), imunomodulatorna (Hsu et al., 2000; Kato et al., 1995; Kumazawa et al., 1989;
Ushio & Abe, 1992) kao i antialergijska svojstva (Park et al., 2002). Istrazivanja saikosaponina
zapocela su sa Ezaw-om, koji je 1916. godine prvi uocio prisustvo saponina (Ezawa, 1916).
Robate je 1931. godine izolovao glikozid iz vrste B. rotundifolium L. i nazvao ga rutozidom
(Robate, 1931). Shibata i saradnici (Aimi & Shibata, 1966; Shibata et al., 1965) i Kubota i
saradnici (Kubota & Hinoh, 1966; 1968b; Kubota & Tonami, 1967; Kubota et al., 1967)
nezavisno su odredili strukture triterpenoidnih saponina, nazvanih saikogenini A-G". Kubota
(Kubota & Hinoh, 1968b) je predlozio da su saikogenini E, F i G sapogenini sa etarskom vezom
izmedu C-13 i C-28 prisutni u biljkama, dok su saikogenini A, B, C i D artefakti nastali
dejstvom kiseline (slika 1). Kubota i Hinoh (1968a) su se bavili odredivanjem strukture glavnih
saikosaponina, saikosaponina a—d. Kasnije, Shimaoka i saradnici (1975) su ponovo ispitali
strukture saikosaponina a i b", te ukazali da Kubot-in "saponin a" predstavlja smesu

saikosaponina bz i bz, dok je "saponin b" zapravo smesa saikosaponina bz i ba.

saikogenin E saikogenin A

Slika 1. Strukture saikogenina E i saikogenina A

* U ranim radovima dogovoreno je da se glikozidni saikosaponini oznac¢avaju malim slovima (a, b1, b2, ¢ ...), a aglikoni —
saikogenini — velikim slovima (A, B, C ...), kako bi se odmah znalo da li je re¢ o saponinu sa $e¢erima ili ,,golom* sapogeninu.
Ovo pravilo jo§ vazi za klasi¢na jedinjenja, ali je kod novijih saikosaponina (npr. U, V, W) naru$eno, pa je najsigurnije uvek
navesti i samu strukturu, a ne oslanjati se samo na slovo.

11



Do sada je identifikovano oko 120 saponina iz razli¢itih vrsta ovog roda, koji mogu da
¢ine otprilike 7% ukupne mase suvog korena (Ding et al., 1986; Ebata et al., 1996; Pistelli et
al., 1993). Saikosaponini su saponini oleananskog tipa, koji pripadaju grupi pentacikli¢nih
triterpenoidnih jedinjenja i sastoje se od triterpenoidnog aglikona i jedne ili viSe Se¢ernih
jedinica. Aglikoni se mogu, na osnovu strukture, Klasifikovati u sedam grupa: epoksietarski
(tip ), izociklodienski (tip 11), 12-en (tip 1), homociklodienski (tip 1V), 12-en-28-karboksilna
kiselina (tip V), izociklodien-30-karboksilna kiselina (tip V1) i 18-en (tip VII). Aglikoni ovih
jedinjenja su oksigenovani pentacikli¢ni triterpeni, koji se medusobno razlikuju prema broju i
polozaju dvostrukih veza unutar C i D prstena, kao i prema poloZaju oksigenacije na C-16, C-
23, C-28 i C-30. Strukturu tipa I karakteri$e prisustvo 13,28-epoksietarske veze i dvostruke

veze na C-11.
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R40

HO
tip 11 (2) tip 111

tip 11 (1)
tibesaikosaponin I; R=£-D-Glc-(1-3)-/-D-Fuc
Fang et al., 2017

Rs COOR,

tip VII

tip VI
bupleurozid XIIT; R=4-D-Glc-(1-3)—p-D-Fuc
Matsuda et al., 1997

tip IV tipV

Slika 2: Razli¢iti strukturni tipovi saikosaponina i numeracija skeleta (za znacenje R1 — Re videti tabele 2 — 6)
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Tabela 2. Saikosaponini tipa I”

Biljni takson Jedinjenje R1 R2 Rs3 R4 Literatura

B. falcatum saikosaponin a S-OH H OH  fp-D-Glc-(1—3)-4-D-Fuc- Ebata et al., 1996
B. falcatum saikosaponin ¢ B-OH H H ﬁ:g:g:g:(1_)6)'[0"L'Rha'(l_)4)]' Otsuka et al., 1978
B. falcatum saikosaponin d a-OH H OH  p-D-Glc-(1—3)-4-D-Fuc- Otsuka et al., 1978
B. scorzonerifolium  saikosaponin e S-OH H H S-D-Glc-(1—3)-4-D-Fuc- Matsuda et al., 1997
B. chinense 27-0O-acetilsaikosaponin a B-OH H OH |2:u-CC_)-acet|I-ﬂ -D-Gle-(1—3)--- Li etal., 2015
B. falcatum 3”-O-acetilsaikosaponin a p-OH H OH liu-cc_)-acenl-ﬂ -D-Gle-(1—3)--b- Ebata et al., 1996
B. falcatum 4”-O-acetilsaikosaponin a B-OH H OH éu-cc_)-acetll-ﬂ -D-Gle-(1—3)--- Ebata et al., 1996
B. falcatum 6”-O-acetilsaikosaponin a p-OH H OH gu-cc_)-acetll-ﬂ "D-Gle-(1-3)-/-D- Ishii et al., 1980
B. falcatum 23-O-acetilsaikosaponin a S-OH H OAc f-D-Glc-(1—3)-4-D-Fuc- Ishii et al., 1980
B. falcatum 6”-O-malonilsaikosaponina  f-OH  H OH gu-cc_)-maloml-ﬁ -D-Gle-(1—3)-4-b- Ebata et al., 1996
B. marginatum var. 6”-O-krotonilsaikosaponina  5-OH H on  §7-O-krotonil-4-p-Gle-(1—3)--D- Fang et al., 2017
stenophyllum Fuc

B. kunmingense 27 3”-diacetilsaikosaponina  f-OH  H OH E_E)?il:'li’_o'd'acet"'ﬁ -D-Gle-(1-3)- Seto et al., 1986
B. kunmingense 3”,4”-diacetilsaikosaponina  5-OH H OH E_E:EF'UOC’_O-d'acem-'B “D-Gle-(1-3)- Seto et al., 1986
B. kunmingense 3”,6”-diacetilsaikosaponina  5-OH H on 367-0.0-diacetil-f-D-Gle-(1—3)- Seto et al., 1986

S-D-Fuc-

* Saikosaponini su navedeni abecednim redom.
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2”-0-acetil-f-D-Glc-(1—3)-p-D-

B. falcatum 2”-O-acetilsaikosaponin d a-OH H OH Ebata et al., 1996

Fuc-

B. falcatum 3”-O-acetilsaikosaponin d a-OH H OH E:—C(_)-acetil-ﬁ "D-Gle-(1—3)-4-b- Ishii et al., 1980
B. falcatum 4”-O-acetilsaikosaponin d a-OH H OH é:f'acet”'ﬂ "D-Gle-(1—3)-4-b- Ebata et al., 1996
B. falcatum 6”-O-acetilsaikosaponin d a-OH H OH g:f'acet”'ﬂ "D-Gle-(1—3)-4-b- Ebata et al., 1996
B. falcatum 6”-O-malonilsaikosaponind ~ a-OH  H OH ﬁ:;?'malon“-ﬁ -D-Gle-(1—3)-4-b- Ebata et al., 1996
B. kunmingense 27 3”-diacetilsaikosaponind ~ a-OH  H OH /Zgi’t,)?i’l’:-uc():,_o-diacetil-ﬁ -D-Gle-(1-3)- Seto et al., 1986
B. kunmingense 3" 4”-diacetilsaikosaponind ~ a-OH  H OH ;’_,[’)Aj;'li’_o-diacet"_ﬁ -D-Gle-(1-3)- Seto et al., 1986
B. kunmingense 3” 6”-diacetilsaikosaponind ~ a-OH  H OH ;’_’[,)(S_’l’:-uC():,_O-diacetil-ﬁ -D-Gle-(1-3)- Seto et al., 1986
B. kunmingense 4” 6”-diacetilsaikosaponind ~ «-OH  H OH g’_’[,)(i_’l’:-uC():,_O-diacetil-ﬁ -D-Gle-(1-3)- Seto et al., 1986
B. kunmingense 3”-O-acetilsaikosaponin e p-OH H H ﬁ’l;-cc_)-acetil-ﬂ -D-Gle-(1—3)--b- Seto et al., 1986
B. chinense saikosaponin X =0 a-OH OH  p-D-Glc-(1—3)-p-D-Fuc- Wang et al., 2017

. 23-hidroksi-138, 284- Fang et al., 2017; Hu
B. marginatum var.  epoksiolean-11-en-16-on-3- -0 H OH  B-D-Gle=(1—3)--D-Fuc- etal., 2013: Wang et

stenophyllum O-p-D-Glckopiranozil-(1 —

3)-4-D-fukopiranozid al., 2017

B-D-Glc-(1—2)-4-D-Glc-(1—3)-5-

B. scorzonerifolium  bupleurozid | S-OH H OH D-Fuc-

Wang et al., 2017

* Saikosaponini su navedeni abecednim redom.
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Saikosaponini tipa Il (slika 1, tabela 3) sadrze dve dvostruke veze u razli¢itim
prstenovima — najcesce su to 11,13(18)-dienska ili 12,16-dienska struktura. Kod tipa IV, obe
dvostruke veze nalaze se u istom prstenu, formirajuci 9(11),12-dienski sistem. Saponini tipa
III (tabela 4) imaju samo jednu dvostruku vezu izmedu C-12 i C-13, dok tip V (tabela 6)
pokazuje sli¢nu 12-en strukturu, ali sa dodatnom karboksilnom grupom na C-28. Tip VI (tabela
7) poseduje 11,13(18)-diensku strukturu i karboksilnu grupu na C-30. Vecina saponina tipa II,
1T i VI sadrzi a-OCH3 supstituent u polozaju C-11. Saponini tipa VII su prepoznatljivi po
dvostrukoj vezi u polozaju C-18. Medu svim navedenim tipovima, saikosaponini tipa I su
najzastupljeniji u vrstama roda Bupleurum, a najce$c¢e identifikovani predstavnici su
saikosaponin a, ¢ i d. Istrazivanje Nose i saradnika (1989) pokazalo je da saikosaponini a, c i d

mogu formirati 27 metabolita u digestivnom traktu (sema 1).
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Tabela 3. Saikosaponini tipa 11 (1)”

Biljni takson Jedinjenje Ri1 R2 R3 R4 Rs Re Literatura
B. falcatum saikosaponin by S-OH CHs CHs H OH  fS-D-Glc-(1—3)-p-D-Fuc- Otsull;aY(;t al,
B. falcatum saikosaponin b a-OH CHs CHs H OH  B-D-Glc-(1—3)-p-D-Fuc- Otsull;aY(;t al,
. matileai . ] 2”-O-acetil--D-Glc- Seto et al.,
B. polyclonum 27-O-acetilsaikosaponin b a-OH  CHgs CHg H OH (1—3)-B-D-Fuc- 1986
. matileai . ] 37-0O-acetil-p-D-Glc- Seto et al.,
B. polyclonum 3”-O-acetilsaikosaponin b a-OH  CHs CHs H OH (1—3)-B-D-Fuc- 1986
o ratilent . ) 6”-0-acetil-#-D-Glc- Luoetal.,
B. wenchuanense 6”-O-acetilsaikosaponin b a-OH  CHs CHs H OH (1—3)-B-D-Fuc- 1993
o i i leai . ) 3”,67-0,0-diacetil-S-D- Luo et al.,
B. wenchuanense 3”,6”-diacetilsaikosaponinb,  a-OH  CHs CHs H OH Glc-(1—>3)-B-D-Fuc- 1993
B. chinense 23-O-acetilsaikosaponin b a-OH CHs CHs H OAc p-D-Glc-(1—3)-p-D-Fuc- Waggle; al.,
. . . ) B-D-Glc-(1—6)-[a-L-Rha- Leeetal.,
B. longiradiatum saikosaponin H p-OH  CHs CHs H H (1—>4)]--D-Glc- 2011b
o , Matsuda et
B. scorzonerifolium  bupleurozid V a-OH COOH CHs H OH  p-D-Glc-(1—3)-p-D-Fuc- al. 1997
- . ) p-D-Glc-(1—6)-[a-L-Rha- Matsuda et
B. scorzonerifolium  bupleurozid X a-OH  CHg CH3 H OH (1—>4)]-4-D-Glc- al. 1997
- . ) S-D-Glc-(1—6)-[a-L-Rha- Matsuda et
B. scorzonerifolium  bupleurozid XII a-OH  CHg CHOH H OH (1—>4)]-4-D-Glc- al. 1997
B. smithii saikosaponin M H CHs CHs H OH  f-D-Glc-(1—3)-p-D-Fuc- Zhar;ggti al,
_— : . ] p-D-Glc-(1—6)-[a-L-Rha-  Zhang et al.,
B. smithii saikosaponin N p-OH  CHs CHs H OH (1—>4)]-B-D-Glc- 1994
- : . ] p-D-Glc-(1—6)-[f-L-Rha- Tan et al.,
B. scorzonerifolium  saikosaponin S a-OH  CHg CHs H OH (1—>4)]-B-D-Glc- 1998

* Saikosaponini su navedeni abecednim redom.
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B-D-Glc-(1—2)-4-D-Glc-

Ma et al.,

B. smithii saikosaponin O S-OH CHs CHs H OH (1—-6)-[p-D-Glc-(1—2)]-
1996
S-D-Glc-
o : . ] B-D-Glc-(1—6)-[B-D-Glc- Luoetal.,
B. smithii saikosaponin P S-OH CHs CHs H OH (1—2)]-f-D-Gle- 1996
- . . ] B-D-Glc-(1—6)-[a-L-Rha- Luo et al.,
B. smithii saikosaponin Q S-OH CH,OH CHs H OH (1—>4)]-f-D-Glc- 1995
. : . ] p-D-Glc-(1—6)-[a-L-Rha-  Liang et al.,
B. chinense saikosaponin Q-1 a-OH CH,OH CHs H OH (1—4)]--D-Gle- 2001b
- : . ] S-D-Glc-(1—2)-4-D-Glc- Tan et al.,
B. scorzonerifolium  saikosaponin R a-OH CHOH CHs H OH (1—3)-B-D-Fuc- 1996
B. chinense saikosaponin Y-1 a-OH CHs CHs H H B-D-Glc-(1—3)-p-D-Fuc- Waggle; al.,
B. chinense saikosaponin Y-2 S-OH CHs CHs H H S-D-Glc-(1—3)-p-D-Fuc- Waggle; al.,
B. marginatum var. . : . _ i . P Fang et al.,
stenophyllum tibesaikosaponin |1 =0 CHs CHs a-OH OH  fS-D-Glc-(1—3)-p-D-Fuc 2017
B. marginatum var. . : . ] . P Fang et al.,
stenophyllum tibesaikosaponin IV S-OH CHs CHOH H OH  fS-D-Glc-(1—3)-p-D-Fuc 2017
3/,23,28-trihidroksiolean- Fang et al
B. marginatum var. 11,13(18)_-d|en-_16-on-3-0-ﬁ- -0 CH CHs H OH  f-D-Glo-(1—3)-f-D-Fuc- 2017: Hu et
stenophyllum D-glukopiranozil-(1 — 3)-4-
) ; al., 2013
D-fukopiranozid
3,160,23,28-
tetrahidroksiolean-11,13(18)-
: dien-30-ska kiselina 3-O--D- p-D-Glc-(1-2)-4-D-Glc-  Barrero et al.,
B. spinosum glukopiranozil-(1—2)--o- ~ ¢OH ~ COOH  CHs Ho OH 3y sp-Fuc 2000
glukopiranozil-(1—3)-4-D-
fukopiranozid
34,16a,23,28,30- _D-Gle- -4-D-Glc-
B. spinosum pentahidroksiolean- a-OH CH2OH CHas H OH f-D-Gle-(1-2)-4-D-Gle Barrero etal.,

11,13(18)-dien-3-O-4-D-

(1—3)-p-D-Fuc-

2000

* Saikosaponini su navedeni abecednim redom.
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glukopiranozil-(1—2)-p-D-
glukopiranozil-(1—3)-p-D-
fukopiranozid

* Saikosaponini su navedeni abecednim redom.
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Tabela 4. Saikosaponini tipa 111"

Biljni takson Jedinjenje R1 R2 Rs Rs Rs Literatura
B. scorzonerifolium saikosaponin bz p-OH CHOH OCH;s OH f-D-Glc-(1—3)-p-D-Fuc- gltls’,ulléa;;t
B. chinense saikosaponin bs a-OH CHOH OCH; OH B-D-Glc-(1—3)-p-D-Fuc- glt_f“l‘;a?gt
B. falcatum g;;fi)l-saikosaponin . @OH CHOH OCH; oH g’_’-FaLcCe_til-ﬁ-D-Glc-(Hs)-ﬁ- Ishiigztoal.,
B. kunmingense g’a”‘(‘os‘;;)a;rfltr'l'm a-OH CH;OH OCHs OH ?1_4)3)‘1}?‘?;'“@'3@'0 Setf9e8t6al.,
B. falcatum saikosaponin F p-OH CHOH H H flif)']cl[gl;gl)c[aLRha Ishiig(;toal,,
S LTEO jon cwon woow,  n SO0 0L Fnged.
S[énm:gﬁ;?lit;m var. nepasaikosaponin K~ f-OH CH.OH H OH flif)l]c 'Ig(_l;(gl)é[a'L'Rha' Fanzgoi';al.,
B. chinense saikosaponin W f-OH CHOH NHCONH, OH pD-Glc(1-3)fDFuc- " acia”
B. chinense saikosaponin T p-OH CH20H OCH;s H  p-D-Glc-(1—3)-4-D-Fuc- aI[ialng9?3tb
rmn MO o ion on ok gt chu
B. scorzonerifolium bupleurozid I a-OH CH;OH OCHs3 OH fli?)'%(é—gj():ﬂDGlc I\gﬁs;ggft
B. scorzonerifolium bupleurozid 111 p-OH CHOH OH OH p-D-Glc-(1—3)--D-Fuc- l\gzlilt’s:gS?et

* Saikosaponini su navedeni abecednim redom.
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Matsuda et

. scorzonerifolium bupleurozid IV a-OH CHOH OH OH p-D-Glc-(1—3)-4-D-Fuc - al. 1997
. scorzonerifolium bupleurozid VI p-OH CH:OH =0 OH p-D-Glc-(1—3)--D-Fuc- '\gftsfgg;t
- . ) _ S-D-Glc-(1—6)-[a-L-Rha- Matsuda et
. scorzonerifolium bupleurozid VII p-OH CHOH =0 H (1-4)]-4-D-Glc- al.. 1997
- . S-D-Glc-(1—2)-4-D-Ara- Matsuda et
. scorzonerifolium bupleurozid VIII H COOH H H (1—3)-4-D-Glc- al.. 1997
- . Matsuda et
. scorzonerifolium bupleurozid 1X a-OH CHOH OCHz3 OH p-D-Glc-(1—3)-p-D-Fuc- al. 1997
- . B-D-Glc-(1—6)-[a-L-Rha- Matsuda et
. scorzonerifolium bupleurozid XI H CHOH H H (1—>4)]-6-D-Glc- al. 1997
Tabela 5. Saikosaponini tipa IV*
Biljna vrsta Jedinjenje R1 R2 Rs Literatura
B. chinense saikosaponin G S-OH OH S-D-Glc-(1—3)-4-D-Fuc- Leeetal., 2011b
B. kaoi saikosaponin | S-OH H S-D-Glc-(1—6)-[a-L-Rha-(1—4)]-4-D-Glc- Leeetal., 2011b
B. chinense saikosaponinZ  a-OH OH pB-D-Glc-(1—3)-p-D-Fuc- Wang et al., 2017

* Saikosaponini su navedeni abecednim redom.
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Tabela 6. Saikosaponini tipa V"

Biljna vrsta Jedinjenje R1 R2 R3 Reference

B. rotundifolium  rotundiozid A S-OH ggg:gg:ggggg:g(l_)z) SOsH Aki\igggal.,

B. rotundifolium  rotundiozid B H ggg:gg:ggggg:g(l_)z) SOsH Aki\igggal.,

B. rotundifolium  rotundiozid C H Iggg:gg:g;ﬁgg:g(lﬁz) SOzH Akiigg%al.,

B. rigidum sandrosaponin IX  H S-D-Glc- ﬁ:g:g:g:(laz)-ﬂ “D-Gle-(1-2)- Ciﬁ?rcer;:?et
all., 2000

B. rigidum sandrosaponin X H H g:g:g:g:(l—a)-ﬁ "D-Gle-(1-2)- C?)ﬁ?riahrgg-et
al., 2000

Tabela 7. Saikosaponini tipa VI”

Biljna vrsta Jedinjenje R1 R2 R3 Rs Rs Re Literatura

B. chinense saikosaponin V-1 a-OH ksilitol CH; H OH ﬁ:ﬁ:—_GIC'(I_&"B-D' Liu et al., 2001

B. chinense saikosaponin V-2 a-OH ksilitol CHs; H OH Igl?:?l |i(3 l)—ﬁ)ztglfiu?: Liazngoitbal.,

B. scorzonerifolium  saikosaponin U~ a-OH I[’)f_’f(lstli;(_)((é:)l)-ﬂ' CH; H OH gl?:gligl)_ézgﬁu% Li et al., 1999

B. scorzonerifolium saikosaponin V. a-OH zegtgi: ((61:)1)- CH; H OH I'[;Z-_GIC'(I_B)'[; D Lietal, 1999

* Saikosaponini su navedeni abecednim redom.

** Pentito oznaCava ostatak Sec¢ernog alkohola koji poti¢e od pentoze (npr. ksilitola, arabitola, ribitola ili liksitola).
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+

GlcFuc GlcFuc GlcFuc
~o ~o ~o

saikosaponin a

Fuc FUC\O

OH

prosaikogenin F

saikogenin F saikogenin A saikogenin H

Sema 1: Formiranje metabolita saikosaponina u digestivnom traktu

Do danas, vise od 120 saponina oleanskog i1 ursanskog tipa je izolovano iz vrsta roda
Bupleurum (Contreras et al., 2002; Ding et al, 1986; Ebata et al., 1996; Pistelli et al., 1993).
Aglikoni ovih saikosaponina su slicne oksigenovane pentacikli¢ne triterpenske strukture, koji
se mogu razlikovati samo na osnovu polozaja i broja dvogubih veza u prstenovima C i D, i
oksigenacije u polozajima 16, 23, 28 i 30 (slika 3). Ovi saponini uglavnom sadrze jedan
(monodezmozidi), a rede dva (bidezmozidi), lanca ugljenih hidrata direktno vezanih za
alkoholne grupe u polozajima 3 i 28 ili 30. Lanci ugljenih hidrata uglavnom se sastoje iz
ramnoze, ksiloze, galaktoze i glukoze. Bidezmozidi se skladiste u vakuolama i smatraju se za
prekursore aktivnih supstaci. Pod dejstvom enzima, koji se oslobadaju prilikom povrede
biljnog tkiva, hidrolizuju i daju monodezmozide, koji su farmakoloski aktivni (Wink & Van
Wyk, 2008). Saikosaponini sa aglikonskom strukturom predstavljaju najzastupljenije
triterpenske saponine pronadene u vrstama roda Bupleurum (Huang et al., 2008). Medu njima,
saikosaponini a, ¢ i d, koji su prvi put izolovani iz korena vrste B. falcatum (Kubota & Hinoh,
1968a), ¢ine najceS¢e saponine u vrstama poput B. kunmingense Yin Li & S.L.Pan, B.
marginatum Wall. ex DC. i B. wenchuanense R.H.Shan & Yin Li (Kubota & Hinoh, 1968a;
Pan, 2006).
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R'] R2 R3
saikosaponin a p-OH OH p-D-Glu—(1-3)-p-D-Fuc
saikosaponin d a-OH OH B-D-Fuc
saikosaponin ¢ S-OH H S-D-Glu—(1-6)-[a-L-Rha—(1-4)]--D-Glu

saikosaponin b4
saikosaponin M
prosaikogenin A

R, R, Rs R,
bupleurozid Il pOH  OH  BD-Glu-(1-3)-p-D-Fuc OH
bupleurozid IV a-OH OH p-D-Glu-(1-3)-p-D-Fuc =0
bupleurozid IX a—OH OH S-D-Glu—(1-3)-p-b-Fuc  OCHj

Slika 3. Strukture saponina prisutnih u vrstama roda Bupleurum
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2.2.2. Steroli

Ova klasa sekundarnih metabolita privukla je najmanje paznje fitohemicara, zbog cega
je do sada iz samo nekoliko vrsta roda Bupleurum izolovano svega 14 jedinjenja. Na primer, u
vrsti B. falcatum identifikovani su S-sitosterol, stigmasterol, A’-stigmastenol, A?2-stigmastenol
I aspinasterol (Takeda & Kubota, 1958). S druge strane, nadzemni delovi vrste B. flavum
Forssk. sadrze pretezno betulin, betulinsku kiselinu, epibetulin i jasminol (Pistelli et al., 2005).
Utvrdeno je da koren vrste B. marginatum sadrzi S-sitosterol i a-spinasterol, dok su iz vrste B.
fruticosum L. izolovani lupeol, cikloeukalenol i eritrodiol (Liang et al., 2003; Pan, 2006).
Uopsteno, betulin i a-spinasterol su naj¢esce prisutni sterolni sastojci u vrstama roda

Bupleurum.

2.2.3. Poliacetileni

Poliacetileni su $iroko rasprostranjeni metaboliti u vrstama porodica Apiaceae,
Araliaceae 1 Asteraceae. Oni ¢ine posebnu grupu relativno reaktivnih prirodnih proizvoda, a
vise od 1400 razlicitih poliacetilena i srodnih jedinjenja je izolovano iz razlicitih biljnih vrsta
ovih porodica (Christensen & Brandt, 2006). Neki od poliacetilena izolovani iz biljaka koje se
koriste u ljudskoj ishrani, kao §to su Sargarepa, celer i perSun, privukli su znacajnu paznju zbog
svoje antiinflamatorne, antibakterijske, antifungalne, antiproliferativne i antitrombocitne
aktivnosti. Ipak, neki poliacetileni se smatraju nepozeljnim u ishrani zbog izrazenih toksi¢nih
svojstava. Poznato je da su odredeni poliacetileni snazni senzibilizatori koZze 1 da imaju
znacajnu citotoksi¢nu aktivnost (Ahn & Kim, 1988; Dempster, 2000; Machado et al., 2002;
Matsunaga et al., 1990; Murdoch & Matsunaga et al., 1989). Medutim, poliacetileni izolovani
iz korena vrsta Conium maculatum L. i Oenanthe fistulosa L. imaju izrazenu neurotoksi¢nost
(Anet et al., 1953; Uwai et al., 2000; Wittstock et al., 1995), a pokazalo se i da odredeni
poliacetileni izolovani iz vrsta roda Bupleurum mogu biti neurotoksi¢ni u visokim
koncentracijama (Vetter, 2004; Wittstock et al., 1997).

Poliacetileni koji se nalaze u biljnim vrstama iz porodice Apiaceae predstavljaju
hemijski koherentnu grupu alifati¢énih Ci7 lipida koji biosintetski poticu od nezasi¢enih Cisg
masnih kiselina. Njihovo karakteristi¢no strukturno obelezje ¢ini 1,3-konjugovani endiinski
sistem (a rede entriinski), koji daje izrazen maksimum apsorpcije na oko 230 nm u UV-spektru,
kao i prepoznatljive signale u3C NMR-spektru u opsegu od 77 do 85 ppm, $to odgovara sp-
hibridizovanim ugljenicima. Prototip ove klase jedinjenja je falkarinol i gotovo svi acetilenski

derivati zadrzavaju osnovni skelet sa 17 ugljenikovih atoma i R-konfiguraciju na C-3 polozaju.
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Dalja oksigenacija prvenstveno u polozaju C-8 (ponekad i C-9) dovodi do formiranja
falkarindiola, njegovog 3-acetatnog estra, 8-O-metilfalkarindiola, kao i niza epoksida i ketona.
Tragovi prekursora sa 18 ugljenikovih atoma, pre svega krepeninske kiseline (cis-oktadeka-9-
en-12-inska kiselina) i njenog Al%-nezasiéenog analoga, mogu se detektovati u biljkama,
potvrdujuci njihovu ulogu kao klju¢nih biosintetskih meduproizvoda (Sema 2, Ahmad et al.,
2019). Konjugovane trostruke veze u poliacetilenima odgovorne su za hemijsku reaktivnost
ovih jedinjenja koja pod uticajem toplote, svetlosti ili u prisustvu kataliti¢kih koli¢ina prelaznih
metala, lako polimerizuju ili se oksiduju (na primer reaktivnost je odgovorna za potamnjivanje

soka od Sargarepe tokom prerade).

o]
HO 7\ HO 7\
— — X
A N |

krepeninska kiselina dehidrokrepeninska kiselina

linolna kiselina

[0}
AN (e}
6 HO 7\
[ -Co, HO 7
N P ——— %
% N
A X
X A [
falkari N
alkarinol OH
OH

Sema 2. Biosintetski put sinteze falkarinola

Biosintetski put poliacetilena zapo¢inje linolnom Kiselinom (§ema 2). Divergentna A-
acetilenaza, koja je evolutivno izvedena iz FAD2 desaturaze, konvertuje cis-A'?-dvostruku
vezu u trostruku, ¢ime nastaje krepeninska kiselina. Delovanje A*-desaturaze, a zatim i druge,
poziciono-specificne acetilenaze prosiruje diinski sistem; dodatni ciklus desaturacije |
uvodenje trogube veze. U sledeCem koraku dekarboksilacija dovodi do formiranja
karakteristic(nog Ci7 lanca. Citohrom-P450 mono-oksigenaze iz CYP716A podfamilije
katalizuju ugradnju hidroksilne grupe u polozaj C-3 i, gde je potrebno, uvodenje 8,9-diolne ili
epoksidne funkcionalne grupe, dok aciltransferaza moze dalje acetilovati pomenutu alkoholnu
grupu na C-3. U Sargarepi, kljuéni gen za A'?-acetilenazu, DcFAD2-2, snazno se eksprimuje
kao odgovor na infekciju patogenom Alternaria spp. Genom biljaka iz familije Apiaceae
obi¢no sadrzi prosirenu FAD2 gensku familiju, ¢iji su ¢lanovi diverzifikovani u pogledu His-
kutija i signala za ciljanje plastida, ¢ime se obezbeduje enzimska raznovrsnost, potrebna za

biosintezu acetilenskih lipida. Signalni putevi jasmonata i salicilata dodatno regulisu ovaj
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biosintetski put. Na primer, u korenu celera, tretiranje metil-jasmonatom znacajno podstice
akumulaciju poliacetilena kao Sto je falkarinol — slicno indukovanim efektima videnim kod
srodnih vrsta familije Apiaceae, pri ¢emu se nivo poliacetilena povecava za vise od dvostruko
u roku od nekoliko dana nakon tretmana metil-jasmonatom (Ho et al., 2020). Ove biohemijske
1 genetske komponente zajedno objaSnjavaju kako taksonomsku rasprostranjenost, tako i

strukturnu raznovrsnost poliacetilena unutar ove familije.

Oko 25 razli¢itih poliacetilena je izolovano iz viSe razli¢itih vrsta roda Bupleurum.
Zhao i saradnici su medu prvima izolovali Cetiri nova poliacetilena iz vrste B. longiradiatum
Turcz., i nazvali ih bupleurotoksin (1), acetil-bupleurotoksin (2), bupleuronol (3) i bupleurinol
(4) (Zhao et al., 1987). Iz dihlormetanskog ekstrakta nadzemnih delova iste bljne vrste je
kasnije izolovano jo$ osam novih jedinjenja (5-12), ¢ije su strukture prikazane na slici 4
(Huang et al., 2009). Vazno je napomenuti da B. longiradiatum predstavlja bogat izvor
poliacetilena. Strukturno sliéni prirodni proizvodi izolovani su iz jo§ nekoliko vrsta roda
Bupleurum. Jedinjenja 5-9 su prvi ,,poliacetileni* sa samo jednom acetilenskom vezom koji su

izolovani iz roda Bupleurum.

A A
= =
N OH NN OH
OH OAc
1 2
A
Z =
Z OH /
=
NN X OH
o]
4
3
X
. NNNonc FZ Ri
XX
5 R5 Z
A 6 R;=0Ac R,=OH
Z 7 R1=0Ac R§=CH20AC
=Z OH 8 Ry=OH R,=CH,0AC
XX 9 Ry=OH  R,=CH,0H
10
Z
= =
= X OAc
OH
HO — OH

Slika 4. Strukture poliacetilenskih jedinjenja 1-12
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U heksanskom ekstraktu vrste B. acutifolium Boiss. identifikovano je sedam razlicitih
poliacetilena (4, 13-18, slike 4 i 5), od kojih je tri sa potpuno novim skeletom sa 18
ugljenikovih atoma (13-15) (Barrero et al., 1999). Jedinjenja 16-18 su prvi put izolovana iz
vrste B. ranunculoides L. i Opopanax chironium Kch. (Bohlmann & Rode, 1968a; Bohlmann
et al., 1971b). Iz heksanskog ekstrakta nadzemnog dela vrste B. spinosum Gouan izolovana su

jedinjenja 19 i 20 (slika 5, Barrero et al., 1998).

Z =
Z
=
R,0 XX
13 R;=R,=H 16 R = CH,OH
14 R,=Ac R,=H 17 R =CH,OAc
15 Ry=H R,=Ac 18 R=CHO

0
N
HO N A
A X
Z N
19 20 AN

Slika 5. Strukture poliacetilenskih jedinjenja 13-20

Saikodiini A, B i C (21-23, slika 6) su prvi put izolovani iz dietil-etarskog ekstrakta
korena biljne vrste B. falcatum (Morita et al., 1991). Falkarinol i jedinjenje 24 (prethodno
izolovano iz vrsta Pituranthos tortuosus Benth. & Hook.f. ex Asch. & Schweinf. i Aegopodium
podagraria L.; Schulte & Petter, 1977; Schulte & Wulfhorst, 1977) su izolovani iz acetonskog
ekstrakta korena vrste B. rigidum L. (Contreras et al., 2002).

N . _CHO
= Z
S OH S~
OH
21 22 OH
P4
G
P
OH

23 24

Slika 6. Strukture poliacetilenskih jedinjenja 21-24
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Iz vrste B. salicifolium R.Br., endemske vrste Kanarskih ostrva, izolovano je nezasi¢eno
jedinjenje (25, slika 7), koje je prethodno izolovano iz vrste Azorella trifurcata Pers. (Apiaceae,
Bohlmann et al., 1971a). Apsolutna konfiguracija izolovanog poliacetilena prvobitno nije bila
utvrdena, ve¢ je odredena od strane autora koji su jedinjenje izolovali iz vrste B. salicifolium.
Bohlmann i saradnici su iz korena vrste B. gibraltaricum Lam. izolovali falkarinon (26,
Bohlmann et al., 1975), koji je do tada detektovan samo u vrstama porodice Asteraceae, dok

su iz nadzemnih delova izolovali dva nova poliacetilena 27 i 28 (slika 7).

(e}
=
=
=
=
25 26
PN
< P
27 R =CHO
28 R =CH,OH

Slika 7. Strukture jedinjenja 25-28

Uopsteno govoreci, poliacetileni prisutni u vrstama B. falcatum, B. spinosum, B.
salicifolium i B. acutifolium ispoljavaju antibakterijsko, antiinflamatorno i antifungalno dejstvo
(Alanko et al., 1994; Fujimoto et al., 1998; Kobaisy et al., 1997). Zloupotreba B. longiradiatum
u sastavu kineskog tradicionalnog leka Chaihu izazvala je nekoliko slucajeva trovanja kod
ljudi, a najmanje tri osobe su preminule nakon primene ove biljke (Pan, 2006; Zhao et al.,
1987). Poliacetileni zastupljeni u korenu ove biljke su odgovorni za toksi¢nost ove vrste, a kao
sastojci odgovorni za toksi¢nost navode se bupleurotoksin, acetilbupleurotoksin i enantotoksin
(29, slika 8). Enantetol (30, slika 8), koji je detektovan u ekstraktima vrsta B. longiradiatum,
B. acutifolium i B. ranunculoides, strukturno je blisko povezan sa enantotoksinom, medutim,
uporedna studija o mehanizmu konvulzivnog dejstva pokazala je da se toksi¢ni efekti
ispoljavaju tek kada su dve OH-grupe u molekulu na tacno odredenoj udaljenosti (Wittstock et
al., 1997). Da bi se razumela aktivnost/toksi¢nost poliacetilenskih jedinjenja, ispitana je
povezanost strukture i aktivnosti i pokazano je da su duzina konjugovanih z-sistema,
geometrija dvostrukih veza, prisustvo terminalne i alilne OH-grupe odgovorni za toksi¢nost
ovih jedinjenja (Anet et al., 1953; Starreveld & Hope, 1975; Uwai et al., 1999).
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4 X OH 4 OH

terminalna
4 4 hidroksilna grupa

: XX \\ XX Y.
R OH Y
29 R =OH (alili atkohol ) (polinezasiéeni deo]
30 R=H

Slika 8. Preduslovi neophodni za toksi¢nost poliacetilena
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2.2.4. Lignani i fenilpropanoidi

Lignani su druga najzastupljenija klasa sekundarnih metabolita u ovom rodu, sa do sada
gotovo 50 izolovanih jedinjenja. Postoje Cetiri glavne podklase lignana koje se razlikuju prema
nacinu povezivanja dve fenilpropanoidne jedinice. Naj¢esc¢i su derivati dibenzilbutirolaktona
(slika 9), ali su prisutni i arilnaftaleni, ariltetralinski laktoni i tetrahidrofurofurani. Ova grupa
sekundarnih metabolita detaljno je proucavana kod vrste B. salicifolium, iz koje je izolovano
oko 30 jedinjenja iz razli¢itih delova biljke (Estévez-Braun et al., 1995; 1996; 1992; 1994;
1993; Gonzalez et al., 1989, slika 9).

busaliol* Ry =H; R, = OMe salicifoliol buplerol R1=R;=R3=Me; R4 =H

busalicifol*** R;=OEt; R,=H gvajarol Ry=R;=Me;R3=R,=H
bursehernin Ry =R, = Me; R3 = R4 =-CH,-
matairezinol R;=R,=R3=R;=Me

Slika 9: Strukture nekih od lignana izolovanih iz vrste B. salicifolium

Derivati arilnaftalena (kao $to su hinezin i izodifilin, slika 10) karakteristi¢ni su za vrste
B. fruticescens L., B. handiense (Bolle) G.Kunkel i B. marginatum (Gonzalez et al., 1975; Liu
etal., 2008; Lopez et al., 1996), dok se derivati tetrahidrofurofurana nalaze isklju¢ivo u vrstama
B. salicifolium i B. wenchuanense (Gonzalez et al., 1989; Luo et al., 1993). Vecina izolovanih
lignana javlja se u neglikozilovanom obliku, dok su do sada identifikovana samo dva glikozida

— filirin i ven¢uanenzin (slika 10), oba izolovana iz vrste B. wenchuanense (Luo et al., 1993).
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R=O0H izodifilin

X
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ferulna kiselina kafena kiselina
Slika 10: Strukture nekih lignana izolovanih iz vrsta roda Bulpeurum

U ekstraktima vrsta roda Bupleurum prisutni su i drugi sastojci, U mnogo manjim
koncentracijama, poput derivata fenilpropanoida. Generalno, medu prisutnim fenilpropanskim
kiselinama dominiraju kafena kiselina (slika 10) i njeni derivati. Do sada je izolovano 14
razli¢itih fenilpropanoida iz nadzemnih delova vrste B. fruticosum, od kojih su najzastupljeniji
ferulna kiselina i njeni derivati (Massanet et al., 1997; Pistelli et al., 1995).

2.2.5. Flavonoidi i hromoni

Ranije se verovalo da vec¢ina flavonoida u vrstama ovog roda predstavlja derivate
kampferola, izoramnetina ili kvercetina. Nedavno su, medutim, okarakterisani neki drugi
aglikoni kao §to su apigenin, akacetin, krizin, luteolin i tamariksetin (Barrero et al., 1998;
Pistelli et al., 2005; Zhang et al., 2007; 2008). Do danas je izolovano oko 30 razli¢itih
flavonoida, od kojih je najces¢i diglikozid rutin. Pored toga, narcisin (drugi diglikozid
izoramnetina) detektovan je u vrstama B. flavum i B. fruticosum (Pan, 2006; Pistelli et at.,
2005). Flavonoidi, ukljucujuéi i neka manje zastupljena jedinjenja, kao $to su srodni hromoni,
koriste se kao hemotaksonomski markeri za razlikovanje vrsta roda Bupleurum (Zhang et al.,
2007). Eugenin (Chang et al., 2003), saikohromon A (Kobayashi et al., 1990) i saikohromozid
A (Liang et al., 1998a) su izolovani iz vrsta B. scorzonerifolium, B. falcatum i B. chinense
(slika 11).
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R = a-L-arabinofuranozid avikularin

R = a-L-arabinofuranozid gvajaverin
/O O. R .
R=H eugenin
R =0OH saikohromon A
R =0-pD-glc  saikohromozid A
OH O

Slika 11. Strukture nekih od flavonoida i hromona izolovanih iz vrsta roda Bupleurum
2.2.6. Kumarini

Kumarini su karakteristi¢ni sekundarni metaboliti vrsta porodice Apiaceae. Do sada je
identifikovano 14 razli¢itih kumarina u vrstama roda Bupleurum, od kojih su najznacajniji a-
ketobenzopirani (slika 12) iz vrste B. fruticescens i B. fruticosum. 1z nadzemnih delova vrste
B. fruticescens izolovani su hernijarin, skopoletin, izoskopoletin, skoparon i limetin (Gonzalez
et al., 1975; Pan, 2006), a iz vrste B. fruticosum virgatenol, kapensin, fraksetin, preniletin i
eskuletin (Estévez-Braun & Gonzalez, 1997; Pistelli et al., 1996). Derivati piranokumarina,
kao $to su anomalin i preerutorin A, izolovani su iz korena vrsta B. falcatum i B. marginatum

(Banreji et al., 1977; Liang et al., 2003).

O N R,
Rs 0__0
0 0 Yo
OH

virgatenol
R4
HO skoparon R4 =R, =H; R3 =R, = OMe
N izoskopoletin Ry =R4=H; R, =R; = OMe
hernijarin R =R, =R4=H; R, =OMe
HO o) e skopoletin R4 =R4=H; R, =0OMe; R3 = OH
limetin R1=R3=0Me; R, =R4=H
eskuletin

Slika 12: Strukture nekih kumarina izolovanih iz vrsta roda Bulpeurum
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2.2.7. Druga jedinjenja

U ekstraktima vrsta ovog roda prisutni su i razli¢iti saharidi i slobodne kiseline.
Monosaharidi, kao §to su ribitol, ksiloza i arabinoza, kao i pektinski polisaharidi, poput
bupleurana 21lb i bupleurana 21IC, izolovani su iz vrste B. falcatum. Takode, u mnogim
vrstama su identifikovane slobodne kiseline, poput pinelinske, angelika, petroseli¢ne i

lignoceri¢ne kiseline (Pan, 2006).

(o} OH

O
_ )LM/\
HO 6 4 HO 21
OH
pinelinska kiselina lignoceri¢ne kiseline

Slika 13: Strukture nekih slobodnih kiselina pronadenih u vrstama roda Bupleurum
2.2.8. Isparljiva jedinjenja

Do sada je ispitan hemijski sastav etarskih ulja viSe od 20 razli¢itih vrsta roda
Bupleurum, i idenifikovano je preko 200 sastojaka. Vazno je napomenuti da se prinos etarskog
ulja i njegov hemijski sastav razlikuje u zavisnosti od biljne vrste, biljnih organa iz kojih je ulje
izolovano, kao i metode ekstrakcije, a svi dostupni rezultati su predstavljeni u tabeli 8. Etarska
ulja su izolovana razli¢itim metodama, kao Sto su hidrodestilacija, destilacija vodenom parom,

mikrodestilacija, mikrotalasna ekstrakcija bez rastvaraca i druge.

Glavni sastojci etarskih ulja vrsta roda Bupleurum, izolovani iz nadzemnih delova,
pripadaju klasi mono- i seskviterpena. Najzastupljeniji monoterpenski ugljovodonici
identifikovani u etarskim uljima vrsta ovog roda su: a- i f-pinen, p-cimen, limonen, sabinen,
a- 1 p-felandren, y-terpinen, itd. (slika 14), dok su najzastupljeniji oksigenovani monoterpeni
1,8-sineol, terpinen-4-ol, kripton, dihidrokarveol, itd. (slika 15).
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A3-karen p-cimen limonen mircen
(E)-p-ocimen (Z)-p-ocimen a-pinen F-pinen
f-felandren a-felandren sabinen y-terpinen

Slika 14. Najzastupljeniji monoterpenski ugljovodonici identifikovani u etarskim uljima vrsta

roda Bupleurum

T

1,8-sineol kripton dihidrokarveol
OH
OH t
", OH
terpinen-4-ol trans-karveol trans-pinokarveol trans-verbenol

Slika 15. Najzastupljeniji oksigenovani monoterpeni identifikovani u etarskim uljima

vrsta roda Bupleurum

Od seskviterpena i oksigenovanih seskviterpena u ovim etarskim uljima naj¢esc¢e su
detektovani: germakren D, biciklogermakren, kalaren, a-kopaen, bulnezol, elemol, kariofilen-
oksid, torilenol, itd. (slike 16 i 17).
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s

biciklogermakren a-kalakoren kalaren a-kopaen
a-kubeben kuparen germakren D humulen

Slika 16. Najzastupljeniji seskviterpenski ugljovodonici identifikovani u etarskim uljima

vrsta roda Bupleurum

bulnezol kariofilen-oksid elemol

;

salvial-4(14)-en-1-on spatulenol torilenol

Slika 17. Najzastupljeniji oksigenovani seskviterpeni identifikovani u etarskim uljima vrsta

roda Bupleurum

S druge strane, etarska ulja izolovana iz korena su bogata aldehidima (heksanal,
heptanal, furfural), alkanima (undekan), dugolan¢anim alkoholima (1-heksadekanol) i
kiselinama (dodekanska i heksadekanska kiselina), kao i estrima (geranil-acetat, citronelil-
acetat, izoamil-valerat, slika 18). Fenilpropanoidi su takode detektovani u etarskim uljima, ali

u znatno manjim koncentracijama, pri cemu su najzastupljeniji metileugenol i estragol (slika

19).
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citronelil-acetat decil-acetat dodekanska kiselina
(0]
o) 0 o)
H )J\ /\)\/\)\ \/\/\)J\
\ / (6) H
furfural geranil-acetat heptanal
O 0
OH /\/\)J\H )J\/\)\/\)\/\)\
1-heksadekanol heksanal heksahidrofarnezil-aceton
(0] (0] O.
OH (0] O
heksadekanska kiselina izoamil-valerat lavandulil-acetat
(0]
o H
\/\/\/\)J\
H
(E)-2-nonenal 2,3,4-trimetilbenzaldehid undekan

Slika 18. Najzastupljeniji aldehidi, alkoholi, ugljovodonici i estri identifikovani u etarskim

uljima vrsta roda Bupleurum

metileugenol estragol

Slika 19. Strukture fenilpropanoida iz etarskih ulja roda Bupleurum: metileugenola i estragola

Prema Neves & Watson (2004), objavljeno je deset infragenerickih sistema
klasifikacije: Grenier & Godron (1848), Boissier (1872), Briquet (1897), Drude (1898),
Calestani (1905), Wolff (1910), Koso-Poljanski (1913), Cerceau-Larrival (1962), Tutin (1968),
i Cauwet-Mark (1976). Prva sveobuhvatna i temeljna revizija od strane Wolff-a (1910)
(ukljucujuci sekcije, podsekcije i serije) je i dalje medu najéescée koris¢enim (Neves & Watson,
2004). Dakle, tabela 8 prati Wolff-ov infragenericki sistem klasifikacije roda Bupleurum, dok

za vrste opisane nakon ove publikacije, infragenericke kategorije odrazavaju sistem
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klasifikacije predloZzen u relevantnoj literaturi (oznacene zvezdicom u tabeli 8). Kategorija
podroda je oznacena za vrste ukljucene u nedavne revizije od strane Neves & Watson (2004) i
Wang et al. (2011).
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Tabela 8. Podaci o taksonima roda Bupleurum istrazivanim u vezi sa sadrzajem etarskih ulja

Biljna vrsta? Podrod® Deo biljke Lokacija Vreme Prinos Ident. Literatura
Sekcija® prikupljanja (%) Sast.¢
Podsekcija (%)
Serija
B. aureum Fisch.  Bupleurum Stabljike® Krasnoyarsk, Faza cvetanja 0,07 99,0 Zykova et al.,
ex Hoffm. Longifolia Wolff.  Listovi® Rusija 2013. 0,12 96,0 2013
- Cvasti® 0,22 99,6
- Plodovi® - 77,3
Koren® - 82,7
B. bicaule Helm Bupleurum Korenf Hailar, Kina avgust 2016. 0,04 85,5 Wei et al.,
Eubupleura Brig. (viw) 2018
Nervosa Godr. ex  Koren® Neimeng, oktobar 2003. 0,081 - Li et al., 2007
pte. Mongolija (wiw)
Falcata Wolff.
B. candollei Wall.  Bupleurum Nadzemni delovi Nainital, Indija - 0,2 (viw) 91,8 Joshi &
ex DC. Eubupleura Brig. Pande, 2008
Nervosa Godr. ex
pte.
Falcata Wolff.
B. cappadocicum - Cvasti? Karaman, maj—avgust - 96,8 Saracoglu et
Boiss. Eubupleura Brig.  Plodovi® Turska 2009. - 94,3 al., 2012
Juncea Brig. Koren® - 96,6
B. chinense DC. Bupleurum Koren® Liaoning, Kina  oktobar 2003. 0,055 - Lietal., 2007
Eubupleura Brig. (wiw)
Radix Bupleuri Nervosa Godr. ex  Listovi Provincija - - - Meng et al.,
Chinensis pte. Cvasti Sichuan, Kina - - 2014
Falcata Wolff. Stabljikef - B
Korenf - -
Plodovif - -

39



B. chinense DC. f.  Bupleurum Delovi biljke koji se Planina Kunyu,  avgust 2010. - 93,3 Ze-Kun &
vanheurckii Eubupleura Brig.  Koriste za pripremu Kina Haixia, 2012
(Muell.-Arg.) Nervosa Godr. ex  dekokta'
Shanet Y.Li pte.
(syn. B. chinense  Falcata Wolff.
DC))
B. croceum Fenzl - Cvasti® Konya, Turska  maj—avgust - 96,3 Saragoglu et
Perfoliata Godr. Plodovi® 20009. - 84,1 al., 2012
Laevia Brig. Korenovi® - 93,6
B. falcatum L. Bupleurum Nadzemni delovi® Semnan Fullad  april-jun 2011. - 98,8 Abolfazl et al.,
Eubupleura Brig. Mahaleh, Iran 2013, 2014
Nervosa Godr. ex  Nadzemni delovi® Oblast jun 2007. 0,2 90 Rustaiyan et
pte. Talaghan, (wiw) al., 2010
Falcata Wolff. Iran
Cvasti® Semnan, Fullad  april-jun 2011. - 98,8 Mohammadi
mahaleh, Iran etal., 2014
B. falcatum L. Bupleurum Cvasti? Konya, Turska maj—avgust - 85,2 Saracoglu et
subsp. cernuum Eubupleura Brig.  Plodovi? 2009. - 89,5 al., 2012
(Nyman) Arcang.  Nervosa Godr. ex  Korenovi¢ - 88,8
pte.
Falcata Wolff.
Nadzemni delovi® Provincija maj 2004. 0,1 97,3 Sajjadi, 2008
Khorasan, Iran
B. fruticosum L. Penninervia Stabljike, listovi i Planina Parnon, - 14,91 - Evergetis &
S.S.Neves & cvastif Grcéka ml/kg Haroutounian,
M.F.Watson 2014
Coriacea Godr. Listovi i stitovi u Cercade Santa  Faza cvetanja 0,8 99,0 Maxia et al.,
- cvetu® Comba, 2011
- Listovi i Stitovi koji Portugal Faza cvetanja 1,1 96,9

su sadrzavali
plodove®
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Listovi® Baunei, Italija Pre cvetanja 1,0 96,3
Listovi i $titovi u Faza cvetanja 1,8 92,3
cvetu®
Listovi i $titovi koji Faza plodova 2,6 96,1
su sadrzavali
plodove®
Nadzemni delovi Korzika, - - 97,8 Liuetal.,
Cvasti® Francuska - 11 95,9-97,9 2009
Listovi i stabljike® - 1,6
Cvasti® - 1,3
Listovi i stabljike® - 2,2
Nadzemni delovi® - 1,71 92,6-96,6
Nadzemni delovi® - 0,21
Nadzemni delovi® - 1,86
Nadzemni delovi® - 0,25
Nadzemni delovi® maj 2005. 1,2
Nadzemni delovi® jul/septembar 2,9
2005.
Nadzemni delovi® novembar 2005. 2,6
Nadzemni delovi® maj 2005. 0,8
Nadzemni delovi® jul/septembar 2,4
2005.
Nadzemni delovi® novembar 2005 2,4
Plodovi® Villeneuve les avgust 2000. 2,5 (viw) 98,2 Chizzola,
Corbieres, 2008
Francuska
Stabljike® Botani¢ka basta  april 2000. 1,8 90,0 Bertoli et al.,
Univerziteta u (viw) 2004
Listovi® Urbinu, 3,0 98,4
Farmaceutski (viw)
Biljke dobijene fakultet, Italija 0,1 99,3
mikropropagacijom® (viw)




Vréni delovi u cvetu®  Oblast Ras-el- april 1993. 3ml/ - Giamperi et
Hylal, Libija 120 g al., 1998
Stabljike® Botani¢ka basta  avgust 1991. 3,6 - Manunta et al.,
Univerziteta u (viw) 1992
Listovi® Urbinu, Institut 2,3 -
za botaniku, (viw)
Italija
Stitovi koji su Planine Sierra septembar 1985. 1,85 - Lorente et al.,
sadrzavali plodove® Cogollos, (viw) 1989
Spanija
Listovi® Toskana, Italija  zima 2019. 0,52 100 Roma-Marzio
Stabljike® 0,07 99,9 etal., 2020
Plodovi® 0,26 100
Listovi® leto 2019. 0,82 100
Stabljike® veoma 100
mali
prinos
Plodovi® veoma 99,3
mali
prinos
Plodovi® 0,10 81,2
(wiw)
B. fruticescens L. Bupleurum Stitovi koji su Sierra Baza maj 1989. 0,055 - Martin et al.,
Eubupleura Brig.  sadrzavali plodove® mountains, (wiw) 1993
Rigida Drude. Spanija
B. gerardi All. Bupleurum Cvasti® Konya, Turska ~ maj—avgust - 81,2 Saragoglu et
Eubupleura Brig.  Plodovi? 20009. - 83,0 al., 2012
Juncea Brig. Korenovi? - 83,2
- Nadzemni delovi® Bojnourd, jun 2006. 0,25 96,2 Rustaiyan et
Iran (wiw) al., 2010
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Nadzemni delovit Selo Saban, jun 2013. - 91,7 Kilig, 2014
Turska
B. gibraltaricum Penninervia Listovi Oblast El maj 1996. 1,2 - Fernandez-
Lam. S.S.Neves & Stabljikef Zumbel, Jaén, 0,3 - Ocafia et al.,
M.F.Watson Nadzemni delovif Spanija 1,0 - 2006
Coriacea Godr. Listovif jul 1996. 0,8 -
- Stabljikef 0,5 -
- Stitovif 37 -
Nadzemni delovif 0,9 -
Listovif septembar 1996. 1,8 -
Stabljikef 0,7 -
Stitovi’ 2,2 -
Nadzemni deof 1,9 -
Listovi novembar 1995. 1,1 -
Stabljikef 0,5 -
Stitovi' 3,4 -
Plodovif 4,0 -
Nadzemni delovi 0,8 -
Nadzemni delovif Jaén, Spanija septembar 1996. 1,91 93,6 Fernandez-
Ocafa et al.,
2004
Nadzemni deo® Puente de la novembar 1995. 1,3 (w/w) 95,9 Velasco-
Stitovi® Sierra, Jaén, 2,0 (ww) 958 Negueruela et
Stabljike® Spanija 0,4 (ww) 96,8 al., 1998
Listovi® 1,6 (w/w) 98,3
Plodovi® 2,2 (wiw) 98,9
Nadzemni delovi® Sierra Cazulas,  avgust 1985. 2,8 (ww) - Ocete et al.,
Spanija 1989
B. hamiltonii Bupleurum Nadzemni delovif Nainital, avgust 2009. 0,2-0,3 92,8 Pande et al.,
N.P.Balakr. Eubupleura Uttarakhand, (viw) 2012
Briq. Indija

Nervosa Godr. ex
pte.
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Falcata Wolff.

B. heldreichii - Cvasti® Konya, Turska - - 97,5 Saragoglu,
Boiss. & Balansa  Perfoliata Godr. Plodovi® - 96,1 2011
Rugosa Brig. Korenovi® - 98,2
B. intermedium - Cvasti? Karaman, maj—avgust in - 93,6 Saragoglu et
Steud. Perfoliata Godr. Plodovi® Turska 20009. - 94,0 al., 2012
(syn. B. Rugosa Brig. Korenovi? - 89,1
subovatum Link -
ex Spreng.)
B. lancifolium Bupleurum Cvasti® Karaman, maj—avgust - 89,8 Saracoglu et
Hornem. *Bupleurum Plodovi® Turska 2009. - 90,4 al., 2012
*Bupleurum Korenovi® - 91,2
B. longicaule Bupleurum Korenovi® Qinghai, Kina oktobar 2003. 0,049 - Li et al., 2007
Wall. & DC. var.  Eubupleura Brig. (wiw)
giraldii H.Wolff Nervosa Godr. ex
pte.
Ranunculoidea
Wolff.
B. longiradiatum  Bupleurum Korenovi® biljna pijaca u - 0,02 99,3 Shi et al.,
Turcz. Longifolia Wolff. Xi’an Shaanxi (wiw) 2010
- Provinciji u
- Kini
B. lycaonicum *Agostanal Cvasti? Konya, Turska - - 88,4 Saragoglu,
Snogerup - Plodovi® - 88,2 2011
- Korenovi® - 81,2
B. malconense BupleurumX Korenovi® Sichuan, Kina oktobar 2003. 0,014 - Lietal., 2007
R.H.Shan & Yin - (w/w)
Li -
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B. marginatum Bupleurum Korenovi® Anhui, Kina oktobar 2003. 0,020 - Li et al., 2007
Wall. ex DC. Eubupleura Brig. (wiw)
Nervosa Godr. ex  Nadzemni delovi® Komercijalno - 0,053 94,29 Ashour et al.,
pte. Nadzemni delovi® dostupni - 0,094 - 2009
Falcata Wolff.
B. microcephalum  Bupleurum Korenovi® Sichuan, Kina oktobar 2003. 0,010 - Lietal., 2007
Diels Eubupleura Brig. (wiw)
Nervosa Godr. ex
pte.
Falcata Wolff.
B. montanum Bupleurum Nadzemni delovi® Megress maj 2008. 0,3 98,6 Laouer et al.,
Coss. & Durieu Eubupleura Brig. planina, Alzir 2009
Rigida Drude.
B. multinerve DC.  Bupleurum Nadzemni delovi® Terelj, Planine avgust— 0,35 - Altantsetseg et
Eubupleura Brig. Hentii, septembar 2010.  (w/w) al., 2012
Nervosa Godr. ex Mongolija
pte.
Ranunculoidea
Wolff.
B. odontites L. Bupleurum Cvasti® Accia, Sicilija, jun 2014, 0,12 96,6 Casiglia et al.,
Eubupleura Brig. Italija (wiw) 2016
Glumacea Boiss. Plodovi® 0,10 81,2
Fenestrata Wolff. (wiw)
B. pauciradiatum - Cvasti® Karaman, - - 94,9 Saragoglu,
Fenzl *Bupleurum!' Plodovi® Turska - 92,8 2011
*Juncea Korenovi® - 93,0
B. plantagineum Bupleurum Listovi' - decembar 2016. - 91,12 Mékaoui et al.,
Desf. Eubupleura Brig.  Stabljike' - 76,01 2020
Rigida Drude. Korenovi' - 87,97
- Nadzemni delovi® 0,18 98,78
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Nadzemni delovi® Cap Carbon, maj 2008. 0,21 99,8 Laouer et al.,
Alzir 2009
B. praealtum L. Bupleurum Osuseni biljni Sokobanja- jun 2003. - 86,5 Kapetanos et
Eubupleura Brig.  materijalf Ozren, Srbija al., 2008
Juncea Brig.
B. rigidum L. Penninervia Nadzemni delovi® Montes de jun 1996. 0,94 97,6 Pala-Paul et
subsp. S.S.Neves & Toledo, Spanija al., 1999
paniculatum M.F.Watson
(Brot.) H. Wolff.  Eubupleura Brig.
Marginata Godr.
ex pte.
B. rotundifolium Bupleurum Nadzemni delovi’ Plato Dikme, jun 2013. - 90,8 Kilig, 2014
L. Perfoliata Godr. Turska
Laevia Brig. Korenovi® - - - 74,2 Nageswara et
- Cvasti® - 81,5 al., 2012
Plodovi® - 83,6
Korenovi® Konya, Tursku  juni jul 2009. - 74,2 Akinetal.,
Cvasti® - 81,9 2012
Plodovi® - 83,8
B. Bupleurum Nadzemni delovi® Selo Sotnikovo,  jun 2014-avgust 1,66 - Tykheev et al.,
scorzonerifolium  Eubupleura Brig. Rusija 2017. (viw) 2018
Willd. Nervosa Godr. ex 0,3 -
pte. 0,62 -
Falcata Wolff. Selo Ivolga, 0,38 -
Rusija
Zagustay, 0,80 -
Rusija
Selo 0,18 -
Georgievka,

Rusija




Selo 0,33 -
Oninoborsk,
Rusija
Selo Shiringa, 0,31 -
Rusija
Selo Nyzhniy 0,32 -
Tsasuchey,
Rusija
Planina Bayan 0,31 -
Ulaan Uul, 0,51 -
Rusija
Oblast Berkh, 0,38 -
Rusija 0,51 -
Oblast Berkh, 0,33 -
Rusija
Jezero Huh 0,34 -
nuur, Rusija
Korenovi® Dongbei, Kina oktobar 2003. 0,068 - Li et al., 2007
(wiw)
Nadzemni delovi® Terelj, Planine avgust— 0,15 - Altantsetseg et
Hentii, septembar 2010.  (w/w) al., 2012
Mongolija
B. sibiricum Vest ~ Bupleurum Nadzemni delovi® Zuunharaa, august— 0,24 - Altantsetseg et
ex Roem. & Eubupleura Brig. Turska septembar 2010.  (w/w) al., 2012
Schult. Nervosa Godr. ex
pte.
Ranunculoidea
Wolff.
B. sibthorpianum - Osuseni biljni Kopaonik, jun 2003. - 91,2 Kapetanos et
S.S. var. Eubupleura Brig.  materijal® Srbija al., 2008

diversifolium
(Roch.) Hay

Nervosa Godr. ex
pte.
Falcata Wolff.




B. smithii BupleurumX Korenovi® Neimeng, Kina  oktobar 2003. 0,052 - Li et al., 2007
H.Wolff. - (wiw)
var. parvifolium -
R.H.Shan & Yin
Li
B. sulphureum - Cvasti® Konya, Turska - - 91,0 Saragoglu,
Boiss. & Balansa ~ Eubupleura Brig.  Plodovi® - 77,3 2011
Glumacea Boiss.  Korenovi® - 82,7
Aristata Godr.
B. turcicum - Cvasti® Konya, Turska - 93,8 Saracoglu,
Snogerup Eubupleura Brig.  Plodovi® 94,9 2011
Trachycarpa Korenovi® 93,0
Lange.
B. wenchuanense  BupleurumX Korenovi® Sichuan, Kina oktobar 2003. 0,015 - Li et al., 2007
R.H.Shan & Yin - (wiw)
Li -
B. yinchowense BupleurumX Korenovi® Shanxi, Kina oktobar 2003. 0,050 - Lietal., 2007
R.H.Shan & Yin - (wiw)
Li -

2 Imena su uskladena sa World Flora Online (worldfloraonline.org); ® Neves & Watson, 2004; ¢ Wolff, 1910; ¢ identifikovani sastojci; ¢ etarsko ulje

dobijeno hidrodestilacijom; f etarsko ulje dobijeno destilacijom vodenom parom; ¢ etarsko ulje dobijeno mikrodestilacijom; " etarsko ulje dobijeno

ekstrakcijom mikrotalasima bez rastvaraca; ' etarsko ulje dobijeno mikroekstrakcijom na &vrstoj fazi; | Tykheev et al., 2020; ¥ Wang et al., 2011;

Snogerup & Snogerup, 2001.
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Pokazano je da se etarsko ulje listova i cvasti vrste B. aureum u fazi cvetanja pretezno
sastoji od seskviterpenskih ugljovodonika, dok su najzastupljenija jedinjenja u etarskom ulju
stabljike bili terpenski ugljovodonici i alkani (Zykova et al., 2013), konkretno glavni sastojci
etarskog ulja stabljike su s-pinen (9,0%), kariofilen (18,7%) i undekan (12,4%), a u etarskom
ulju listova kariofilen (19,6%) i bicikloseskvifelandren (8,5%). Kariofilen (28,0%), S-pinen

(10,6%) i undekan (8,4%) su bili glavni sastojci etarskog ulja cvetova vrste B. aureum.

Etarsko ulje vrste B. bicaule analizirano je dva puta do sada, sa razli¢itih lokaliteta, iz
Kine i Mongolije (Li et al., 2007; Wei et al., 2018). Wei i saradnici havode da su glavni sastojci
ulja bili trans-2-izopropilbiciklo[4.3.0]non-3-en-8-on (25,9%) i 4,5-dimetil-1,2,3,6,7,8,8a,8b-
oktahidrobifenilen” (23,5%). Najzastupljeniji sastojak etarskog ulja uzorka ove vrste iz
Mongolije bio je 4-tridecen-6-in"" (42,6%, Li et al., 2007), koji je bio prisutan u vrlo maloj
koli¢ini u ulju vrste iz Kine (Wei et al., 2018) .

Saragoglu 1 saradnici su ispitivali hemijski sastav etarskog ulja plodova, cvasti i
korenova vrste B. cappadocicum (Saragoglu et al., 2012). Heptanal (46,5%) i undekan (36,6%)
su bili glavni sastojci ulja cvasti vrste B. cappadocicum, dok su u ulju plodova najzastupljeniji
bili undekan (50,3%) i spatulenol (7,4%). U etarskom ulju izolovanom iz korena, glavni
sastojci su bili undekan (23,1%) i heksadekanska kiselina (14,2%).

Etarsko ulje vrste B. chinense, izolovano iz korena, sadrzavalo je uglavnom heksanal
(29,5%), furfural (7,3%) i heksansku kiselinu (7,4%) (Li et al., 2007), dok su dominantni
sastojci etarskog ulja izolovanog iz cele biljke bili metil-(42,72,102,132,16Z,197)-
dokozaheksaenoat™ (19,1%), germakren D (14,8%) i retinil-acetat (7,3%) (Ze-Kun & Haixia,
2012).

Ukupno, 38 (u cvastima), 29 (u plodovima) i 12 (u korenovima) sastojaka je
identifikovano i kvantifikovano u etarskim uljima razli¢itih delova vrste B. croceum (Saragoglu
et al., 2012). U etarskom ulju cvetova, glavni sastojci su bili germakren D (12,7%) i a-pinen
(9,0%). Glavni sastojci etarskog ulja plodova su bili undekan (13,0%) i tetradekanska kiselina
(11,9%), dok su u ulju korena ove vrste, najzastupljeniji sastojci bili heksadekanska kiselina
(34,8%) i heptakozan (19,8%).

* Navedena jedinjenja ne predstavljaju prirodne proizvode, niti su u bliskoj vezi sa do sada poznatim klasama prirodnih
proizvoda, a kako je identifikacija izvrSena samo poredenjem masenih spektara sa literaturnim, smatramo da je njihova
identifikacija mozda pogresna. Za bifenilenski sastojak mozemo da pretpostavimo da usled visokog broja nezasiéenja prisutnih
u ugljovodoniku on bi mogao da predstavlja neki poliacetilen koji su do sada ve¢ identifikovani u vrstama roda Bupleurum.
** Sli¢no razmatranje moze da se odnosi i na ovaj sastojak kao i prethodnoj fusnoti.

*** Videti prethodne fusnote.
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Poredenje hemijskog sastava etarskog ulja izolovanog iz nadzemnih delova (Abolfazl
et al., 2013, 2014; Rustaiyan et al., 2010) i cvasti (Mohammadi et al., 2014) vrste B. falcatum
iz Irana prikazano je u tabeli 9. Abolfazl i saradnici navode torilenol (39,1%), spatulenol
(19,6%) i a-kubeben (8,10%), kao glavne sastojke etarskog ulja nadzemnih delova, dok su
najzastupljenija jedinjenja u etarskom ulju koje je analizirao Rustaiyan a-pinen (29,4%) i
spatulenol (27,7%), iako je procenat identifikovanih sastojaka manji (tabela 3). Hemijski sastav
etarskog ulja cvetova je bio isti (Mohammadi et al., 2014) kao i sastav ulja koji je opisao
Abolfazl.

Tabela 9. Glavni sastojci etarskog ulja vrste B. falcatum”

Jedinjenje Nadzemni delovi Cvasti  Plodovi Korenovi Cvasti
a-Kalakoren 2,4 0,8 2 1,9 54 2,4
Kariofilen-oksid - 6,1 - - - -
a-Kopaen - 0,6 - 6,8 3,9 -
a-Kubeben 8,1 - 4,3 0,3 - 8,1
Kuparen 2,8 - 2,2 2,9 0 2,8
(E,E)-2,4-
Dekadienal ) ) ) ) o9 )
Heksanal - - - 2,9 7,1 -
3-(Z)-Heksenil-
benzoat ) 48 ) ) ) )
Heptanal 4,2 - 4,3 7,3 2,1 4,2
Lavandulil-acetat - 6,7 - - - -
2-Pentilfuran - - - 0,8 23,1 -
a-Pinen 3,5 29,4 41,2 42,4 1,7 3.5
trans-Pinokarveol 4,1 - 2,8 1,2 - 4,1
Spatulenol 19,6 27,7 10,4 8,5 7,2 19,6
Torilenol 39,1 - - - - 39,1
Literatura Abolfazl etal., | Rustaiyan Saracoglu et al,, 2012 Mohammadi
2013,2014 | etal., 2010 etal., 2014

Etarsko ulje vrste B. fruticosum je analizirano vise puta do sada (tabela 10). Liu i
saradnici su ispitivali uticaj vegetativne faze razvoja biljke na sastav ulja (Liu et al., 2009).
Nisu primec¢ene znacajne varijacije u hemijskom sastavu; sva etarska ulja su bila bogata S-

felandrenom (preko 70%) i sadrzavala su znacajne koli¢ine a-felandrena, limonena i a-pinena.

* 1z svake studije navedeno je deset najzastupljenijih sastojaka; ako su se ovi sastojci pojavljivali i u drugim navedenim
uzorcima, njihov procenat je naveden takode.
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Etarska ulja vrste B. fruticosum poreklom iz Italije su se odlikovala visokim sadrzajem
pS-felandrena (57,8-71,4%) i sabinena (12,1-13,9%). Za razliku od rada Liu i saradnika uoc¢ene
su znacajne varijacije u sadrzaju ova dva jedinjenja u razli¢itim vegetativnim fazama (tabela
10, Maxia et al., 2011). Pored toga, hemijski sastav ulja vrste B. fruticosum poreklom iz
Portugalije se znac¢ajno razlikovao od prethodna dva, pri ¢emu Su a-pinen i S-pinen ¢inili preko
70% ukupnog sadrzaja ulja. Utvrdeno je da portugalski i italijanski uzorci B. fruticosum
pripadaju razli¢itim hemotipovima, pri ¢emu je tip | vise nalik na hemotipove poreklom iz

Spanije, dok tip 1l pokazuje sli¢nosti sa uljima iz ostalih mediteranskih regiona (Lorente et al.,
1989).

51



Tabela 10. Glavni sastojci etarskog ulja vrste B. fruticosum”

c ©
[ c [<3] D
£ £ . & E S c =
a [&] 1 — —
e s 8 E 5 E 5 £ 8§ ¢ B £ 5 § ¥ T o2._%
s 5 T S = c Q 5 Q £ & 3 5 & s 8§ S & ¢
a = L - 2 a E — ~ (@) b = = S T g = g 2
8 S Q. S n A J 4 N & - p= 4 E O 8 O & W
AP 1.4 - 57,8 1,0 12,1 0,1 - 0,4 - 1,7 1,8 4,3 0,6 3,0 - 0,2
1,5- 0- 7,8- 0,1- 1,0- 0- 0- 0,9- 0,9-
BP - - 2,2-2,6 0-2 - - - O-tr
37,3 1,3 68,5 1,2 12,2 33,0 1,7 1,0 2,7
1,4- 6,2- 0,1- 2,5- 0- 0,5- 0,7-
cb - - - - 1624 - - - - -
427 71,4 1,7 13,9 33,5 1,4 2,7
1,5- 71,3- 1,0- 4,8-
D¢ - 3,0 - 55 - - - - 2,0 - - 1,7-2,3 -
1,6 71,8 2,5 6.6
1,9- 773- 33 11 5,7
EC - - - - - - 2,3 - - 1224 - tr
2,0 79,1 3.4 15 6,0
79,1- 3,3- 0,3- 0,2-
Fe 2,1 - 1,0 6,1 - - - 2,3-2,4 - - 0,8-1,6 - -
79,7 3.4 0,4 0,3
1,1- 76,8- 2,8- 0,7- 0,2- 5,9- 2,8-
G¢ - - - - 2,0 - - 1225 - -
1,3 77,5 3,5 0,9 0,3 6,1 3,5
1,9- 72,8- 2,6- 1,5- 56- 0,1- 0,3-
He - - - 03 - 2123 - 1218 - -
2,0 75,7 3,0 7,3 5,8 0,3 0,8
1,8- 73,6- 3,0- 1,2- 54- 0,1- 0,1-
Ic - - . - 2123 - - 1516 - -
2,0 78,3 3,5 6,0 5,8 0,3 0,2
1,8- 70,4- 2,3- 1,2- 54- 0,2- 0,5- 0,2-
I - - . - 2022 - 1921 - -
1,9 71,6 2,5 8,2 59 1,4 0,6 2,1
Kd 35,4 2,3 7.4 0,2 - 39,1 - 0,6 0,3 0,9 - 1,9 tr - - - -

* |z svake studije navedeno je deset najzastupljenijih sastojaka; ako su se ovi sastojci pojavljivali i u drugim navedenim uzorcima, njihov procenat je naveden takode.



L® 0,3 tr 1,6 18,3 7,1 - tr 498 0,75 0,86 - tr - 2,67 tr 3,8 -

Me 19 tr 417 29 357 06 30 08 01 09 - 2,9 - tr 03 03 -
Ne 0l 01 609 26 128 05 tr 14 08 29 - 2,1 - tr 07 08 -
of - - - 122 120 - - 488 13 20 - - - - - 42 -
pf 25 - 387 - 397 04 50 - - - - 2,5 - - - - -
Qe 412 - - 31 - 359 41 25 29 41 31 - - - - tr
356- 12- 79- 01- 21- 351 05 24
R O-tr 02 - 1011 - - - - -
414 13 112 02 22 375 08 39
30,7- 09- 89 28 354- 0,8-
sh 0-0,4 Otr 08  O-tr - 0811 - - - - -
336 10 206 29 399 1,1
159- 07- 154- 05- 21- 184- 1,7- 135 12-
T O-tr - 1114 007 001 - - -
222 09 193 07 22 220 30 192 29

@ A-Listovi; B-Listovi i $titovi u cvetu; C-Listovi i Stitovi koji su sadrzavali plodove; D-Cvasti; E-Listovi i stabljike; F-Nadzemni deo (hidrodestilacija); G-
Nadzemni deo (mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi); H-Nadzemni delovi (pre cvetanja); I-Nadzemni delovi (u toku cvetanja); J-Nadzemni delovi (hakon cvetanja);
K-Plodovi; L-Stabljike; M-Listovi; N-Nadzemni delovi; O-Stabljike; P-Listovi; Q-Stitovi koji su sadrzavali plodove; R-Listovi; S-Plodovi; T-Stabljike; °
Maxia et al., 2011; ¢Liu et al., 2009; ¢ Chizzola, 2008; ¢Bertoli et al., 2004; fGiamperi et al., 1998; 9 Lorente et al., 1989; "Roma-Marzio et al., 2020; tr-<0,05%,
trag.

* |z svake studije navedeno je deset najzastupljenijih sastojaka; ako su se ovi sastojci pojavljivali i u drugim navedenim uzorcima, njihov procenat je naveden takode.



Etarsko ulje vrste B. fruticescens je samo jednom prethodno analizirano (Martin et al.,
1993), a utvrdeno je da su glavni sastojci S-kariofilen (30,5%) i a-pinen (16,9%). Sva etarska
ulja vrste B. gerardii, bilo da su izolovana iz kompletnih nadzemnih delova ili iz pojedina¢nih
biljnih organa, odlikuju se visokim sadrzajem undekana (tabela 11). Kada se uporedi sastav
ulja iz razlicitih delova biljaka, najznacajnija razlika se uocava u sadrzaju heksanala, koji je
bio zastupljeniji u korenovima u odnosu na cvasti i plodove, u kojima, takode, nije detektovan
a-pinen (Saracoglu et al., 2012). StaviSe, postoji znaGajna razlika u sadrzaju a-pinena,
heksanala i germakrena D izmedu ulja poreklom iz Irana (Rustaiyan et al., 2010) i Turske
(Kilig, 2014).

Tabela 11. Glavni sastojci etarskog ulja vrste B. gerardii”

Nadzemni Nadzemni

Jedinjenje Cvasti Plodovi  Korenovi ] .
delovi delovi
Biciklogermakren - - - 5,3 -
Kalaren 2,0 - 3,9 - -
Kariofilen-oksid 5,8 3,8 - - 1,7
Germakren D - - - 111 2,7
Heksahidrofarnezil-aceton 8,8 9,6 - - -
Heksanal 8,2 6,1 21,7 - 19,9
Limonen 54 18 1,0 0,8 2,5
a-Pinen - - 17,9 0,7 15,8
S-Pinen 2,3 -
Spatulenol 2,5 2,3 2,9 3,9 0,4
Undekan 36,9 49,2 16,6 62,9 38,3
trans-Verbenol - - 3,3 - -
Rustaiyan
Literatura Saracoglu et al., 2012 etal., Kilig, 2014
2010

Fernandez-Ocafia i saradnici odredivali su prinos i sastav etarskih ulja dobijenih iz
razli¢itih delova vrste B. gibraltaricum™ u razligitim vegetativnim fazama, pre cvetanja, u toku
cvetanja, u periodu kasnog cvetanja i u periodu formiranja plodova (Fernandez-Ocafia et al.,
2006, tabela 12). Najveéi sadrzaj ulja u listovima (0,8-1,8% prinosa) i stabljikama (0,3-0,7%)
zabelezen je u kasnom periodu cvetanja, dok je sadrzaj ulja u Stitovima (2,2—3,7%) dostizao

maksimum u punom cvetanju.

* 1z svake studije navedeno je deset najzastupljenijih sastojaka; ako su se ovi sastojci pojavljivali i u drugim
navedenim uzorcima, njihov procenat je naveden takode.

** U originalnom radu autori navode ime vrste kao “B. gibraltarium Lam.” koje ne moze da se pronade u
botanickoj literaturi, pa je odlueno da se ovde navodi B. gibraltaricum, koje je u skladu sa World Flora
Online. 54



U etarskim uljima izolovanim iz listova najzastupljeniji sastojci su bili sabinen (12,0-
33,9%) i limonen (7,8-23,4%), pri ¢emu je sadrzaj sabinena dostigao minimum tokom punog
cvetanja i maksimum u periodu formiranja plodova. Ulja stabljike su sadrzavala sabinen (4,7—
21,6%) i 2,3,4-trimetilbenzaldehid (9,3-13,6%) kao glavne sastojke, pri ¢emu je najnizi sadrzaj
sabinena uocen pre cvetanja, a dostigao maksimum u periodu punog cvetanja. Ulja stitova su
imala konstantan relativni sadrzaj sabinena (20,7-43,1%), koji je ujedno bio i najzastupljeniji
sastojak u svim fenoloSkim fazama, a po sadrzaju ga je sledio a-pinen (7,3-28,2%). Sadrzaj
oba monoterpena se povecao u toku kasnog cvetanja i smanjio na najnize vrednosti U fazi
formiranja plodova. Najvecéa razlika u sastavu ulja nadzemnih delova uoéena je u sadrzaju A3-

karena (0-33%, tabela 12).

Utvrdeno je da su dominantni sastojci u ulju iz nadzemnih delova, koje je analizirao
Velasco-Negueruela: 2,3,4-trimetilbenzaldehid (17,2%), sabinen (9,2%) i limonen (6,5%)
(Velasco-Negueruela et al., 1998). Glavni sastojci ulja Stitova bili su sabinen (33,8%), a-pinen
(17,6%) 1 2,3,4-trimetilbenzaldehid (8,4%). Ulje stabljike karakteriSe prisustvo a-pinena
(6,0%), sabinena (21,8%), limonena (7,2%), 2,3,4-trimetilbenzaldehida (10,7%), elemola
(5,5%), gvajola (5,4%) i njegovog izomera (5,1%). U ulju listova su kao glavni sastojci
identifikovani a-pinen (13,0%), sabinen (50,0%) i limonen (10,0%). Ako se uporedi sastav ulja
iz razli¢itih delova biljke, vredi napomenuti da je sabinen naj¢es¢i sastojak svih etarskih ulja,

kao i da stabljike sadrze znatno vecu koli¢inu a-pinena u odnosu na druge delove biljke.
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Tabela 12. Glavni sastojci etarskog ulja vrste B. gibraltaricum”

o 'c 'c 'c 'c @
Jedinjenje E % g _§ é s é 5 é 5 é 5 é % 5 é
3 A & =z 23 Z 3 S8 238 & & 3 &
Bulnezol 0,9-4,0 3,2-6,2 0,2-0,9 - 1,3-2,2 1,3 - 2,1 0,3 3,4 0,1 -
A3-Karen - - - - - 0,1 33,0 tr tr - tr 0,2
Elemol 1,8-2,1 1,3-7,2 0,1-1,0 - 1,4-4,3 14 - 4,3 0,6 5,5 05 01
Gvajol 1,1-3,5 2,8-5,8 0,3-1,7 - 3,1-6,2 3,6 - 53 0,6 5,4 03 01
Gvajol izomer 1,1-3,6 2,7-5,5 - - - 1,2 - 0,6 0,6 51 0,3 tr
Limonen 7,8-234 33-11,2 4867 9,0 5,5-26,8 7,3 8,2 6,5 7,3 72 100 90
Mircen 1,5-3,4 - - - - 2,3 3,5 0,5 11 1,6 32 16
a-Pinen 5,6-11,7 1,0-70 7,3-28,2 42,7  4,9-156 15,6 10,5 5,9 17,6 6,0 13 42,7
Sabinen 12,0-339 4,7-21,6 20,7431 283 74-31,1 31,1 - 9,2 338 218 50,0 283
Terpinen-4-ol 0,6-3,6 0,9-2,4 2,4-3,8 1,7 0,7-4,6 2,4 9,0 51 2,9 2,5 23 17
2,3,4-Trimetilbenzaldehid 7,6-14,5 9,3-13,6 3,3-153 45 10,9-18,1 10,9 - 17,2 8,4 10,7 3,4 45
Fernandez- Ocete
Literatura Fernandez-Ocafia et al., 2006 Ocafaetal., | etal, Velasco-Negueruela et al., 1998
2004 1989

tr-<0,05%, trag.

* |z svake studije navedeno je deset najzastupljenijih sastojaka; ako su se ovi sastojci pojavljivali i u drugim navedenim uzorcima, njihov procenat je naveden takode.
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Etarsko ulje nadzemnih delova vrste B. hamiltonii (syn. B. tenue) iz Indije sastojalo se
pretezno od seskviterpenskih ugljovodonika (61,9%), monoterpenskih ugljovodonika (16,6%),
oksigenovanih seskviterpena (7,9%) i oksigenovanih monoterpena (6,2%). Najzastupljeniji
sastojci u ovom ulju bili su germakren D (17,8%), trans-g-farnezen (14,7%) i trans-kariofilen
(13,1%) (Pande et al., 2012). Ranija istrazivanja pokazala da su u etarskom ulju plodova ove
vrste iz Pakistana dominantni sastojci bili a-terpineol (21,0%), geranil-acetat (9,8%) i santen
(8,7%) (Ahmad et al., 1987).

Etarsko ulje vrste B. heldreichii analizirano je samo jedanput, pri ¢emu je utvrdeno da
je germakren D dominantan sastojak u uljima cvasti i plodova, dok u ulju korenova nije
detektovan, i ono je, umesto toga, bilo bogato heksadekanskom i tetradekanskom kiselinom.
(Saragoglu, 2011). U literaturi takode postoje podaci o sastavu etarskih ulja izolovanih iz
razli¢itih biljnih organa vrste B. lancifolium (Saragoglu et al., 2012). Ulje cvetova sadrzavalo
je spatulenol (15,4%) i a-pinen (10,8%) kao glavne sastojke, dok su u ulju plodova
najzastupljeniji bili heksakozan (13,0%) 1 pentakozan (12,0%). Ulje korena sadrzavalo je
pretezno alkane (43,3%) i estre masnih kiselina (21,2%), pri ¢emu su najzastupljeniji sastojci
bili heksadekanska kiselina (13,9%) i heptakozan (12,0%).

Etarsko ulje cvasti vrste B. intermedium bilo je bogato metil-linoleatom (21,2%) i
germakrenom D (16,4%), dok su u ulju plodova dominantni bili seskviterpenski ugljovodonici:
germakren D (25,9%) i (E)-kariofilen (19,1%). Ulje korena sadrzavalo je uglavhom undekan
(62,8%) i heksanal (8,1%) (Saragoglu et al., 2012). U etarskom ulju vrste B. longicaule
identifikovano je 19 jedinjenja, od kojih su najzastupljeniji heksanal (15,1%), furfural (15,6%)
i p-tolil-2-propen (7,2%)" (Li et al., 2007). Analiza etarskog ulja korena vrste B. longiradiatum
pokazala je prisustvo 51 jedinjenja, koja zajedno cine 99,3% ukupnog sastava ulja.
Najzastupljeniji sastojci bili su timol (7,0%), butilidenftalid (6,8%), 5-indolol (5,6%)",
heptanal (5,3%), 4-hidroksi-2-metilacetofenon (5,3%) i 4,5-dietiloktan (5,3%)™" (Shi et al.,
2010).

* Nejednoznaéno hemijsko ime, mozda p-cimenen.
** U radu nije navedena stereohemija.
*** Najverovatnije pogresno identifikovan sastojak.
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Ulje cvasti vrste B. lycaonicum sastojalo se od 37 jedinjenja, pri ¢emu su tridekan
(14,9%), spatulenol (8,0%), heksanal (6,3%) i germakren D (6,2%) bili najzastupljeniji. U
etarskom ulju plodova identifikovano je 34 sastojaka, od kojih su glavni bili spatulenol
(14,4%), 1,5-epoksisalvial-4(14)-en (7,3%), heksahidrofarnesil-aceton (6,2%), tridekan (4,8%)
i kariofilen-oksid (4,8%). Ulje korenova sadrzavalo je 12 sastojaka, a najzastupljeniji su bili
tridekan (37,3%), heksanal (23,8%), undekan (5,1%) i pentadekan (2,7%). Oksigenovani
seskviterpeni su ¢inili 29,3-40,5% ulja cvasti i plodova, dok su alkani bili dominantni u ulju
korena (47,6%) (Saragoglu, 2011). Etarsko ulje korenova vrste B. malconense analizirano je
samo jednom, a furfural (13,2%) i p-tolil-2-propen” (7,5%) identifikovani su kao glavni sastojci
(Li et al., 2007).

U etarskom ulju korena vrste B. marginatum porekom iz Kine identifikovano je 17
sastojaka, a najzastupljeniji su bili p-tolil-2-propen” (9,2%), p-cimen (8,4%) i cis-linalool-oksid
(5,4%) (Li et al., 2007). Hidrodestilacijom nadzemnih delova iste biljne vrste dobijena su ulja
bogata alkanima, sa undekanom (10,4%), tridekanom (13,2%) i pentadekanom (8,7%) kao
glavnim sastojcima (Ashour et al., 2009). Ulje nadzemnih delova vrste B. montanum iz Alzira
imalo je visok sadrzaj monoterpena, pri ¢emu su dominantna jedinjenja bili (E)-megastigma-
4,6,8(2)-trien  (25,3%), mircen (17,2%), a-pinen (12,1%) i benzil-tiglat (7,7%).
Hidrodestilacijom nadzemnih delova vrste B. multinerve iz Mongolije dobijeno je ulje u
prinosu od 0,35%, bogato monoterpenima, od kojih su najzastupljeniji bili (E)-f-ocimen
(18,6%), mircen (9,1%) i limonen (7,8%) (Altantsetseg et al., 2012).

Casiglia i saradnici uporedili su sastav ulja cvasti i plodova vrste B. odontites (syn. B.
fontanesii). Ulje cvasti sadrzavalo je visok procenat oksigenovanih seskviterpena (55,5%), od
kojih su najzastupljeniji bili a-elemol (16,7%) i kariofilen-oksid (16,4%), dok je ulje plodova
imalo veci udeo oksigenovanih seskviterpena (78,0%) i sadrzavalo specifi¢na jedinjenja poput
kariofiladienola 1 (13,2%) (Casiglia et al., 2016). Etarsko ulje vrste B. praelatum iz Srbije
sastojalo se uglavnom od (+)-spatulenola (17,7%), (-)-(E)-kariofilen-oksida (6,1%) i oktil-2-
metilbutanoata (5,8%) (Kapetanos et al., 2008). Ulje vrste B. rigidum subsp. paniculatum imalo
je visok sadrzaj monoterpenskih ugljovodonika, pri ¢emu su S-pinen (26,7%), a-pinen (26,4%),
mircen (26,2%) i limonen (12,2%) bili dominantni sastojci (Pala-Paul et al., 1999).

* Nejednoznaéno hemijsko ime, mozda p-cimenen.
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Medu ispraljivim sastojcima nadzemnih delova vrste B. rotundifolium analiziranih
metodom HS-SPME dominirali su spatulenol (25,6%), a-pinen (29,7%) i germakren D (18,4%)
(Kilig, 2014), dok su ulja izolovana hidrodestilacijom iz pojedina¢nih biljnih organa imala
drugaciji sastav (tabela 13). Ulje korenova bilo je bogato alkanima (undekan 26,4%, tridekan
12,3%), dok je u ulju cvasti najzastupjenija bila heksadekanska kiselina (12,2%) (Akin et al.,
2012; Nageswara et al., 2012).

Tabela 13. Glavni sastojci etarskog ulja vrste B. rotundifolium”

Jedinjenje Nadzen?ni Korenovi Cvasti  Plodovi
delovi
Decil-acetat - 4.4 - -
1-Heksadekanol - 7,9 - 2,7
Heksadekanska kiselina 0,2 - 12,2 -
Heksahidrofarnezil-aceton - 4,2 2,5 2,2
Germakren D 18,4 - 7,4 5
Limonen 2,5 0,6 2,4 54
S-Felandren - 0,4 7,2 6,1
a-Pinen 29,7 - 8,7 111
Salvial-4(14)-en-1-on 2,4 - 0,7 1,7
Spatulenol 25,6 0,2 3,9 2,6
Tridekan - 12,3 1,4 1,6
Undekan 2,5 26,4 4,9 10,4
Literatura Kilig, Nageswara et al., 2012,
2014 Akin et al., 2012

Uticaj ekoloskih faktora na hemijski sastav etarskog ulja vrste B. scorzonerifolium
proucavali su Tykheev i saradnici (tabela 14, Tykheev et al., 2018). Utvrdeno je da uzorci iz
Irkutske oblasti ne sadrze seskviterpene germakranskog skeleta, dok u uzorcima iz Republike
Burjatije, Zabajkalskog regiona, Krasnojarskog regiona i Mongolije nisu detektovani
seskviterpeni gvajanskog skeleta. Etarska ulja ove vrste prikupljene u kontinentalnim
regionima bila su bogata seskviterpenima humulanskog, kariofilanskog i murolanskog skeleta.

* |z svake studije navedeno je deset najzastupljenijih sastojaka; ako su se ovi sastojci pojavljivali i u drugim
navedenim uzorcima, njihov procenat je naveden takode.
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Uzorci iz Krasnojarskog regiona isticali su se po visokim koncentracijama kadinanskih
i bisabolanskih seskviterpena, uz prisustvo alifaticnih alkohola, fenilpropanoida, kao i
acikli¢nih i tujanskih monoterpena. Nasuprot tome, u uzorcima iz Irkutske oblasti dominirali
su seskviterpeni gvajanskog tipa (Tykheev et al., 2018). Sastav etarskog ulja biljaka poreklom
iz Mongolije, opisan u radu druge istrazivacke grupe, bio je u skladu sa prethodno navedenim

rezultatima (tabela 14, Altantsetseg et al., 2012).
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Tabela 14. Glavni sastojci etarskog ulja vrste B. scorzonerifolium”

Nadzemni delovi Nadzemni
Jedinjenje i i ) Korenovi
18 20 3¢ 4d 5¢ 6f 79 gh 9 10/ 11k delovi
Biciklogermakren 1,6-3,5 3,6 4,9 1,8 1.2 1,1 0,5 3,6-6,0 3,5-5,2 - 7,6 - -
Kariofilen 5,1-5,8 114 9,6 43 3,6 56 25 7,4-8,1 3,9-106 12,8 8,3 2,0 -
Kariofilen-oksid 0-15 5,2 1,6 1,0 6,9 5,8 0,9 0,7-0,9 1,2-7,3 11 2,2 2,5 -
p-Cimen 0,5-1,6 0,4 - 53 21,7 204 12,8 15-10,6 0,2-7,8 6,3 2,0 11,5 0,8
Dodekanska
kiselina ) ) ) ) ) . ) ) ) ) ) >
Furfural - - - - - - - - - - - - 8,1
Germakren D 26,8-36,8 35,7 418 17,9 11,4 9,5 51 158-31,6  15,6-24,7 41,3 25,7 4,1 -
Heptanal - - - - - - - - - - - tr 9,3
Heksanal 0-0,2 0,6 - - - - 1,4 0-0,1 - - - 0,6 12,4
Humulen 0,9-14 2,9 1,8 1,7 2,3 1,7 1,6 2,6-5,7 1,7-14,7 2,5 3,2 0,8 -
Limonen 6,1-8,4 2,9 2,1 10,8 9,7 1,7 6,3 2,6-44 6,2-7,1 6,1 5,6 15,2 -
Mircen 10,9-13,8 2,6 3,6 142 138 131 35 0,6-5,3 3.0-8,5 8,0 8,4 8,1 -
2-(E)-Nonenal - - - - - - - - - - - - 4,9
cis-f-Ocimen 2,5-18,6 2,3 1,1 2,0 0,6 1,1 1,6 7,7-12,3 0,4-3,3 8,5 9,2 1,0 -
trans-f-Ocimen 2,1-14,8 - 11,3 12,6 59 7,0 0,4 1,4-2,3 0,5-3,1 0,6 0,9 10,5 -
a-Pinen 0,8-4,5 - 0,5 1,2 19 4.7 59 0,1-1,2 2,7-3,7 1,7 5,6 6,3 -
S-Pinen 1,1-2 0,4 0,5 1,2 2,5 3,6 1,6 1,5-8,1 19-3,1 0,9 11 31 -
Sabinen 1,8-4,1 0,9 1,7 4,8 2,1 1,8 0,3 0,9-3,9 0-0,6 - 0,2 6,6 -
Spatulenol 0,5-1,3 6,6 1,2 0,9 4.4 30 104 0,9-1,0 0,6-7,4 - 11 2,7 -
y-Terpinen 1,2-2,3 - 0,5 54 2,5 57 1,3 0,1-2,5 0-1,6 2,3 1,7 0,1 -
) Altantsetseg Lietal.,

Literatura Tykheev et al., 2018

etal., 2012 2007

* 1z svake studije navedeno je deset najzastupljenijih sastojaka; ako su se ovi sastojci pojavljivali i u drugim navedenim uzorcima, njihov procenat je naveden takode.



aUzorci prikupljeni u blizini sela Sotnikovo (nadmorska visina 490 m); ® Uzorak prikupljen u blizini sela Ivolga (nadmorska visina 645 m); ¢ Uzorak
sakupljen u blizini mesta Zagustay (nadmorska visina 572 m); ¢ Uzorak sakupljen u blizini sela Georgievka (nadmorska visina 769 m); ¢ Uzorak
prikupljen u blizini sela Oninoborsk (nadmorska visina 772 m);  Uzorak sakupljen u blizini sela Shiringa (nadmorska visina 926 m); ¢ Uzorci
prikupljeni u blizini sela Nyzhniy Tsasuchey (nadmorska visina 811 m); " Uzorci sakuljeni na planini Bayan Ulaan Uul (visina 1327 m); ' Uzorci
prikupljeni na teritoriji Berkh (visina 1091 m); | Uzorak sakupljen 20 km severoisto¢no od teritorije Berkh (nadmorska visina 1015 m); X Uzorak

sakupljen u blizini jezera Huh Nuur (hadmorska visina 1670 m); tr:<0,05%, tragovi.

* 1z svake studije navedeno je deset najzastupljenijih sastojaka; ako su se ovi sastojci pojavljivali i u drugim navedenim uzorcima, njihov procenat je naveden takode.
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U etarskom ulju dobijenom iz cvasti vrste B. sulphureum identifikovano je 39 jedinjenja
(Saragoglu, 2011). Medu njima su kao glavni sastojci pronadeni undekan (14,0%), spatulenol
(9,9%), a-pinen (9,3%) i 1,5-epoksisalvial-4(14)-en (8,7%). U etarskom ulju ekstrahovanom iz
plodova identifikovano je 37 jedinjenja, pri ¢emu su dominantni sastojci undekan (20,2%),
spatulenol (6,0%), a-pinen (5,8%) i heksahidrofarnezil-aceton (4,5%). Etarsko ulje korenova
sadrzavalo je 19 jedinjenja, sa kalarenom (26,9%), undekanom (23,8%), bornil-acetatom
(8,2%) i aristolenom (3,7%) kao glavnim sastojcima. U etarskom ulju dobijenom iz cvasti vrste
B. turcicum najzastupljeniji su bili heptanal (33,2%), pentadekan (19,6%) i undekan (6,6%),
dok je ulje plodova sadrzavalo heptanal (23,5%), pentadekan (13,4%), undekan (8,9%) i (E)-
geranil-aceton (7,7%). Ulje korenova se razlikuje po ve¢em udelu pentakozana (9,0%), 1-
undekanola (8,8%), heksakozana (8,0%), 1-dodekanola (6,3%) i spatulenola (6,3%).

Vrsta B. sibthorpianum var. diversifolium do sada je u literaturi pomenuta samo
jedanput u kontekstu analize hemijskog sastava etarskog ulja i biljnih ekstrakata uopste
(Kapetanos et al., 2008). Biljni materijal je sakupljen na planini Kopaonik, a etarsko ulje
dobijeno iz biljke bilo je slozenog sastava. Medu dominantnim jedinjenjima identifikovani su
heptanal (22,8%), 2-pentilfuran (4,7%), (-)-oksokariofilen (4,9%), (+)-5-pinen (3,6%), (E,E)-

S-damascenon (2,9%).

2.3. Opste karakteristike odabranih vrsta roda Bupleurum
2.3.1. Bupleurum falcatum L.

Bupleurum falcatum (slika 20), poznat kao srpasti zvincac, visegodiSnja je zeljasta
biljka poreklom iz isto¢ne Azije (Kina, Japan i Koreja), s dugom tradicijom upotrebe u
narodnoj medicini, narocito u kineskoj fitoterapiji. Ova biljka poseduje dobro razvijen rizom,
dok su stabljike pojedinacne ili brojne, visoke preko 1 m, ¢esto zakrivljene, obrasle listovima i
najcesce razgranate. Listovi su ¢vrsti, varirajabilni u obliku i boji — od zaobljenih do linearnih.
Donji listovi su na drskama, dok su gornji sedeci, pri osnovi suzeni, sa 5—7 nerava. Cvasti su
Stitaste, sastoje se od 3 do 15 zrakova. Involukrum ¢ini 1-3 nejednaka listi¢a, dok involucelum
sadrzi pet linearno-lancetastih ili §iljatih listica sa 3—5 nerava. Plodovi su razli¢itog oblika 1
veli¢ine, sa pet koncastih rebara i tri kanala sa etarskim uljem. Biljka cveta od juna do jula.
Najcesce raste na kre¢njackim terenima, kamenjarima i peS¢anim nanosima. Rasprostranjena
je ujuznoj i srednjoj Evropi, delimi¢no u subarktickim oblastima, kao i u umerenim predelima
Azije do Japana. U Srbiji je prisutna u zapadnim krajevima (npr. Zlatibor), severoisto¢noj Srbiji

(Berdacka klisura), kao 1 na jugoistoku (Pirot, Suva planina) 1 u Vojvodini (Fruska gora).
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Taksonomski status i nomenklatura vrste B. falcatum u Sirem i uzem smislu (sensu lato/sensu
stricto), pre svega njena sporna sinonimija i odnos prema taksonu B. sibthorpianum,

predstavljaju znacajan izazov usled neslaganja u regionalnim florama (Nikoli¢, 1973;
Micevski, 2005; Tutin, 1968).

Slika 20. Izgled biljne vrste B. falcatum (autor: Niko Radulovi¢, lokacija: Sar planina, Oljak)

U Flori Socijalisticke Republike Srbije (Nikoli¢, 1973), B. falcatum i B. sibthorpianum
Smith in Sibth. & Sm. priznate su kao odvojene vrste. Bupleurum falcatum dodatno je opisan
kroz specifi¢an oblik B. falcatum f. latifolium Schur, dok se B. sibthorpianum karakterise
velikom varijabilno$¢u i obuhvata sledece varijetete: B. sibthorpianum var. sibthorpianum, B.
sibthorpianum var. orbelicum (Vel. Hayek) i B. sibthorpianum var. diversifolium (Roch.)
Hayek. Prema ovoj Flori, glavne morfoloske razlike izmedu ove dve vrste ogledaju se u izgledu
bazalnih listova — B. falcatum ima bazalne listove na dugackim drskam, elipti¢nog ili
duguljastog oblika, dok je za B. sibthorpianum karakteristi¢no prisustvo bazalnih listova bez
lisne drSke, uzano linearno-lancetasti (Nikoli¢, 1973). U Flori Republike Makedonije
(Micevski, 2005), B. falcatum obuhvata dve podvrste: B. falcatum subsp. falcatum i B. falcatum
subsp. cernuum (Ten.) Arcangeli (syn. B. sibthorpianum). Prva podvrsta je okarakterisana
elipticnim do izduzenim bazalnim listovima sa dugackim drskama, dok druga poseduje
uglavnom linearne bazalne listove bez lisne drske ili je ona, ukoliko je prisutna, veoma

skra¢ena. Takode se pominju i varijeteti kao $to su B. falcatum var. orbelicum Vel. i B. falcatum
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var. montenegrinum (Wollf.) Hay, iako detaljni morfoloski opisi ovih varijeteta nedostaju
(Micevski, 2005). U Flori Evrope (Flora Europaea, Tutin, 1968), iste dve podvrste B. falcatum
su opisane sa istovetnim kljuénim morfoloskim razlikama: B. falcatum subsp. falcatum
okarakterisan jasno definisanim elipti¢nim do izduzenim listovima sa jasno definisanim lisnim
dr8kama, dok B. falcatum subsp. cernuum poseduje sedece, linearne listove. Varijabilnost u
infraspecijskoj klasifikaciji ovog taksona odrazava, ne samo morfoloSku raznolikost, ve¢ i

istorijske taksonomske interpretacije, $to ukazuje na potrebu za detaljnom revizijom.

Hemijski profil vrste B. falcatum karakterisu raznovrsna bioaktivna jedinjenja,
ukljuCujuéi saponine, polisaharide, etarska ulja, flavonoide i1 lignane. Medu njima,
saikosaponini su najdetaljnije prouc¢avani i smatraju se glavnim aktivnim sastojcima. Kubota i
Shibata su nezavisno otkrili prisustvo nekoliko saponinskih jedinjenja, koja su kasnije nazvana
saikosaponini a, b, ¢ i d (Kubota & Hinoh, 1968a; Shimaoka et al., 1975). Ovi triterpenski
saponini su pokazali strukturnu sli¢nost sa saponinima izolovanim iz drugih lekovitih biljaka,
ali su posedovali jedinstvene modifikacije na steroidnom jezgru i Secernim delovima, §to ih je

ucinilo prepoznatljivim hemotaksonomskim markerima roda Bupleurum.

Shimaoka i saradnici su detaljnije istrazili saikosaponin b i dokazali da je on smesa
saikosaponina b i b4 (Shimaoka et al., 1975). Takode, pokazali su da je saikosaponin b derivat
saikosaponina d, koji je nastao tokom procesa ekstrakcije pod kiselim uslovima. Ova
konverzija se dogada usled hemijske nestabilnosti nekih saikosaponina, narocito u prisustvu

zakiSeljenih rastvaraca poput metanola sa dodatkom hlorovodoni¢ne kiseline.

Nakon pocetnih istraZivanja, izolovano je viSe novih derivata saikosaponina,
ukljuéujuci hidroksi-saikosaponine, acetil-saikosaponine i malonil-saikosaponine (Ebata et al.,
1996). Ebata i saradnici su identifikovali tri nova saponina: 4"-O-acetilsaikosaponin d,
hidroksisaikosaponin a, hidroksisaikosaponin ¢. Ove modifikacije su ukljucivale dodatak
hidroksi- ili acetil-grupa na specifi¢ne polozaje aglikona ili Secernih jedinica, ¢ime su se
menjala farmakoloska svojstva ovih jedinjenja. Kvantitativna analiza dekokta Bupleuri Radix
pokazala je da on sadrZi ne samo primarne saikosaponine a, ¢ i d, ve¢ i hidroksisaikosaponine,
Sto ukazuje na njihovu spontanu transformaciju tokom pripreme biljnih ekstrakata (Ebata et al.,
1996). 1z metanolonog ekstrakta biljne vrste B. falcatum subsp. cernuum prvi put je izolovan
saikosaponin 16a,23,28,30-tetrahidroksiolean-11,13(18)-dien-3-il-glukopiranozil-(1—3)-4-
D-fukopiranozid, kao i ranije poznati saikosaponini b, bs i bs (Pistelli et al., 1993).
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Ve¢ pri prvim farmakoloskim ispitivanjima, saikosaponini su pokazali znafajnu
bioloSku aktivnost. Pokazano je da saikosaponin d ispoljava antiinflamatorno dejstvo sli¢no
kortikosteroidima, ali bez izrazenih nuspojava koje su tipi¢ne za dugotrajnu upotrebu ovih
steroida (Abe et al., 1982). Kada je saikosaponin d kori$¢en zajedno sa deksametazonom,
primeceno je sinergisti¢ko pojacavanje antiinflamatornog efekta, uz manji gubitak telesne mase
i manje izraZene promene u tezini nadbubrezne zlezde (Abe et al., 1982). Dodatno, istraZivanja
su pokazala da saikosaponini deluju na stabilizaciju celijskih membrana, modulaciju
imunoloskog odgovora i mogu imati potencijalnu hepatoprotektivnu ulogu (Shimaoka et al.,
1975). Saikosaponini takode uti¢u na lipidni metabolizam, pri ¢emu je saikosaponin d blago

smanjio nivoe triglicerida, ali je istovremeno povecao nivo holesterola u krvi (Abe et al., 1982).

Medu izolovanim polisaharidima, bupleuran 211b i bupleuran 2llc su identifikovani kao
pektinski polisaharidi sa snaznim efektima na gastrointestinalni trakt (YYamada et al., 1991).
Eksperimentalni modeli su pokazali da bupleuran 2llc inhibira formiranje Cireva izazvanih
tretranjem HCl/etanolom kod miSeva, pri ¢emu je njegova aktivnost zavisila od strukture
poligalakturonskog fragmenta. Takode, ovaj polisaharid deluje kao T-Celijski nezavisan B-
¢elijski mitogen, podsti¢uci proliferaciju B-¢elija i sekreciju imunoglobulina (Matsumoto et
al., 2008). Pored toga, neutralni polisaharid BR-5-1, bogat arabinanom i glukanom, pokazao je
izrazenu imunomodulatornu aktivnost (Yamada et al., 1988). Poliacetileni identifikovani u

ekstraktu ove biljne vrste, kao i detaljna analiza sastava etarskog ulja, opisani su u delu 2.2.
2.3.2. Bupleurum affine Sadler

Bupleurum affine (slika 21) je jednogodi$nja biljka prepoznatljiva po svom tankom,
vretenastom korenu i uspravnoj stabljici, koja moze narasti do 75 cm. NajceS¢e se grana od
sredine, rede od osnove, a grane su kratke 1 delimi¢no uspravne. Listovi su uglavnom linearni,
pri osnovi blago prosireni i obuhvataju stabljiku. Kako se penju ka vrhu, postaju duzi i zasiljeni,
dostizu¢i duzinu do 15 cm. U gornjem delu stabljike listovi su sitniji i vrlo uski, dok su oni na
vrhu stabljike i granama gotovo &ekinjasti. Stitovi na vrhovima grana imaju 3-8 nejednako
dugih zrakova, koji mogu dosti¢i duzinu do 3 cm. Stitovi na bo¢nim granama imaju 2-5
zrakova. Listi¢i involukruma su nejednaki, sa 5 nerava, a njihova duzina je 2—3 puta manja od
najduzih zrakova §tita. Plod je elipsoidno izduzen, veli¢ine 2-2,5 mm, sa vrlo tankim kona¢nim
rebrima. U popre¢nom preseku ima petougaoni oblik (Nikoli¢, 1973). Zid ploda vremenom
postaje zadebljan, a unutar njega se nalaze pojedinacni kanali sa etarskim uljem. Ova biljka

raste na suvim i sun¢anim staniStima — ¢esto se moze nac¢i na obraslim obroncima, paSnjacima,
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stepama, pored puteva i u vinogradima. Njeno opste rasprostranjenje obuhvata Podunavlje,

Rumuniju, Balkansko poluostrvo, jugozapadnu Rusiju, Malu Aziju i Kavkaz (Nikoli¢, 1973).

Slika 21. Izgled biljne vrste B. affine (izvor: https://www.biolib.cz/en/image/id48372/)

U dostupnoj literaturi postoji, pre radova koji su delovi ovog doktorata, samo jedan
naucni rad koji se bavi vrstom B. affine, u kome je analiziran njen hemijski sastav i potencijalna
bioloska aktivnost (Gevrenova et al., 2015). Rezultati istrazivanja ukazuju na prisustvo
znacajnih koli¢ina izokvercetina, dok je izoramnetin-3-glukozid detektovan u relativno ve¢im
koncentracijama u poredenju sa srodnim vrstama. Pored toga, B. affine se izdvaja po najve¢em
sadrzaju aglikona, izrazenih kao ekvivalenti kvercetina, §to sugeriSe njegov izraZen

antioksidativni potencijal.

2.3.3. Bupleurum veronense Turra

Bupleurum veronense je jednogodisnja biljka sa uspravnom i razgranatom stabljikom
koja moze dosti¢i visinu do 75 cm (slika 22). Donji listovi su linearno-lancetasti ili usko
linearni, manje-vise sa drskama, dok su gornji listovi sedeci, za$iljeni i ispresecani sa 3-5
nerava. Cvasti su zelenkasto-zutkasti do zuckasti, grupisani u Stitaste cvasti sa 5-8 zrakova
razli¢ite duZine, pri ¢emu najduzi moze dosti¢i 1,5 cm (Nikoli¢, 1973). Involukrum ¢ini 4-5
zelenih ili Zuc¢kastih listi¢a, lancetastog ili linearno-lancetastog oblika, kratkih i blago izduzenih
u Siljak. Pri osnovi su suzeni, dok im obod krasi uzak opSiv sa nazubljenim ivicama i 3-5
nerava. Po duzini su priblizno jednaki ili nesto duzi od zrakova. Listi¢i involuceluma su zuti,
duzine 5-8 mm i Sirine 4-6 mm, sa zuckastozelenim rebrima. Imaju lancetast ili jajasto-

lancetast oblik, pri osnovi suzeni, a na vrhu zasiljeni. Duzi su od cvetova i ispresecani sa tri
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razgranata nerva. Biljka nosi 8-15 cvetova, sa krunicom sastavljenom od sitnih, Zutih listi¢a
duzine oko 1 mm. Plod je dug 1,3-2 mm, sa koncastim rebrima, a sadrzi velike kanale sa
etarskim uljem (Nikoli¢, 1973). Biljka cveta u periodu jul-avgust. Bupleurum veronense je
vrsta koja raste na livadama i kamenjarima, a njen areal obuhvata Balkansko poluostrvo i

Kavkaz. Ova biljna vrsta do sada nije bila ispitivana sa aspekta fitohemije.

Slika 22. 1zgled biljne vrste B. veronense (izvor:

https://dryades.units.it/duino en/index.php?procedure=taxon page&id=3570&num=2749)

2.3.4. Bupleurum praealtum L.

Bupleurum praealtum (slika 23) je jednogodiS$nja zeljasta biljka zelene do
plavicastozelene boje, sa tankim, vretenastim korenom. Stabljika je uspravna, dostize do 1,5 m
visine, a od sredine ili u gornjem delu se grana (Nikoli¢, 1973). Najc¢esce je izduzena, blago
zakrivljena, sa tankim granama koje se ponovo granaju. Listovi su zeleni, Cesto srpasto
oblikovani, uzi ili $iri linearni, pri osnovi naglo suzeni i kratkim rukavcem obuhvataju
stabljiku. Srednji listovi imaju 5-9 nerava, dok su prizemni obi¢no $iri od srednjih. Stitaste
cvasti se nalaze na kratkim dr§kama i sastoje se od 3 do 5 zrakova, dok su bo¢ne cvasti manje,
sa 2-3 zraka. Zraci su nejednaki, tanki i ¢etvorouglasti. Listi¢i involukruma su nejednaki, usko
linearno-lancetasti, zaSiljeni, sa 3-5 nerava, i do deset puta kra¢i od zrakova. Listi¢i
involuceluma su nesto kraci od ovih, a tokom cvetanja duzi od §titi¢a (Nikoli¢, 1973). Plodovi

su zreli okruglasti ili izduzeni, sa istaknutim konc¢astim rebrima. Presekom pokazuju zvezdasto
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petougaoni oblik sa Sirokim brazdama (Nikoli¢, 1973). Biljka cveta od juna do avgusta.
Naseljava svetle Sume, Sikare, makije, kamenjare, obrasle padine, puteve, vinograde 1 pasnjake.
Rasprostranjena je u juznoj i jugoistocnoj Evropi, na Krimu, u Maloj Aziji i na Kavkazu,
pripadaju¢i mediteranskom (sredozemnom) floristickom elementu (Nikoli¢, 1973). Ova biljna
vrsta je do sada sa aspekta fitohemije istrazivana samo jednom, a sastav njenog etarskog ulja

detaljno je opisan u odeljku 2.2.8.

Slika 23. Izgled biljne vrste B. praealtum (izvor:
https://www.actaplantarum.org/flora/flora_info.php?id=503552)

2.4. Bioloska aktivnost metabolita i ekstrakata vrsta roda Bupleurum

U poslednjih nekoliko decenija, bioloska svojstva vrsta roda Bupleurum postala su
predmet mnogobrojnih istrazivanja. Pored saikosaponina koji su poznati po svojoj raznovrsnoj
1 izrazenoj bioloskoj aktivnosti, ukupnoj aktivnosti doprinose i drugi sastojci. lako se vecina
istrazivanja fokusirala na dve naj¢esce koriséene vrste u tradicionalnoj medicini (B. chinense i
B. scorzonerifolium), druge vrste, poput B. smithii var. parvifolium i B. falcatum, takode su
pokazale terapeutski potencijal, posebno u pogledu antioksidativnih, antibakterijskih,

imunomodulatornih i antidepresivnih svojstava.

2.4.1. Antiinflamatorna aktivnost

Jedno od najvaznijih svojstava metabolita i ekstrakata vrsta roda Bupleurum je njihova
izraZzena antiinflamatorna aktivnost, a u poslednjih nekoliko decenija intenzivno su istrazivane
vrste poput B. chinense, B. marginatum, B. falcatum, B. fruticescens, B. gibraltaricum, B.
rigidum i B. rotundifolium (Bremner et al., 2004; Wang et al., 2020; Yamamoto et al., 1975).
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Na primer, etanolni ekstrakt suvog korena vrste B. falcatum smanjio je ekspresiju mRNA
inflamatornih citokina, poput IL-6, IL-18 i TNF-a, izazvanu lipopolisaharidom (LPS) u
mikroglijalnim ¢elijama BV2 pacova. Ovo se moze pripisati inhibitornom efektu ekstrakta na
aktivaciju NF-xB (Park et al., 2015). Pored toga, metanolni ekstrakt korena B. rotundifolium
moze podstaci polarizaciju makrofaga i limfocita ka Th2 antiinflamatornom profilu u uslovima

prekomerne inflamacije (Teng et al., 2023).

Pretpostavlja se da su saikosaponin a i saikosaponin d glavne aktivne supstance koje
doprinose antiinflamatornim svojstvima vrsta roda Bupleurum. Ova dva saikosaponina imaju
slicnu strukturu i inhibiraju ekspresiju klju¢nih citokina i enzima koji reguliSu signalne puteve
povezane s upalom (Yuan et al., 2016). Konkretno, saikosaponin a deluje antiinflamatorno
suzbijajuci aktivaciju proinflamatornih citokina i proteina povezanih s inflamacijom (Fu et al.,
2015; Han et al., 2011; Wu et al., 2008, 2010; Zhao et al., 2015; Zhu et al., 2013). To ukljucuje
inhibiciju aktivacije NF-«B putem smanjenja njegove fosforilacije i nuklearne translokacije
(Kim et al., 2015; Zhou et al., 2015; Zhu et al., 2013). Osim toga, smanjuje fosforilaciju tri
klju¢ne kinaze — p38 MAPK, c-JNK i ERK 1/2, ¢ime inhibira MAPK signalni put (Ahn et al.,
2022; Chen et al., 2013; Lim et al., 2021).

Saikosaponin d, takode, pokazuje sposobnost modulacije upale (Wang et al., 2015) iako
njegova povezanost s MAPK signalnim putem jo$ nije potvrdena. Znaajno je da se veliki
procenat saikosaponina d u vrstama roda Bupleurum tranformise u saikosaponin bz, koji na
slican nacin inhibira oslobadanje proinflamatornih medijatora izazvanih LPS-om. Osnovni
mehanizmi su sliéni onima kod saikosaponina a, jer saikosaponin bz inhibira NF-xB

signalizaciju ometanjem IKK i IkB posredovane aktivacije (Shin et al., 2019).

Antiinflamatorni efekti ekstrakata vrsta roda Bupleurum mogu se, takode, pripisati
polisaharidima. Polisaharidi izolovani iz korena vrste B. smithii var. parvifolium smanjuju
proizvodnju proinflamatornih medijatora izazvanu LPS-om. Takode, polisaharidi rastvorljivi u
vodi izolovani iz vrste B. chinense dokazano ublazavaju sistemske i lokalne simptome
inflamacije izazvane dijabeti¢kom nefropatijom, smanjujuci pritom proizvodnju TNF-« i IL-6
(Feng et al., 2019). Zanimljivo je da, na primer, etarsko ulje izolovano iz vrste B. rigidum
subsp. paniculatum, takode pokazuje antiinflamatornu aktivnost inhibirajuci proizvodnju azot-

monoksida u makrofagima aktiviranim LPS-om (Zuzarte et al., 2021).
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Dokazano je da ekstrakt vrste B. chinense ublazava simptome alergijskog rinitisa
suzbijanjem ekspresije proinflamatornih citokina povezanih s Th2 odgovorom (IL-4, IL-5i IL-
13) i podsticanjem sekrecije antiinflamatornih Th1/Treg ¢elija (IL-10, IL-12) (Bui et al., 2019).
Studija sprovedena na dendritiénim c¢elijama izvedenim iz monocita kod pacijenata sa
kondilomima potvrdila je imunomodulatorne efekte saikosaponina d, kroz smanjenje
ekspresije molekula CD1a, CD80 i CD86 i indukciju ekspresije CD14 (Ying et al., 2014).

2.4.2. Antiproliferativna aktivnost

Antiproliferativna aktivnost metabolita i ekstrakata vrsta roda Bupleurum predstavlja
jednu od njegovih najvaznijih svojstava, a saponini su glavni aktivni sastojci odgovorni za ovo
delovanje. Nedavna istrazivanja su pokazala da ekstrakti vrste B. chinense indukuju apoptozu
u ¢elijama raka debelog creva (Zhang et al., 2022b). Etanolni ekstrakti vrsta B. kaoi i B.
chinense efikasno smanjuju potencijal mitohondrijalne membrane u ¢elijama melanoma, §to
moze dovesti do apoptoze. Zanimljivo je da vrsta B. kaoi, koja sadrzi vece koli¢ine
saikosaponina u poredenju sa vrstom B. chinense, pokazuje izrazeniju aktivnost protiv
melanoma (Hu et al., 2016). Metanolni i dihlormetanski ekstrakti nadzemnih delova vrste B.
marginatum mogu inhibirati proliferaciju i indukovati apoptozu u razli¢itim ¢elijama raka, pri
¢emu su ljudske T limfoblastoidne ¢elije raka CCRF-CEM pokazale najvecu osetljivost na ova

dva ekstrakta (Ashour et al., 2014).

Medu razliCitim saponinima, saikosaponin d se istice kao najznacajniji
antiproliferativni/antitumorski agens, $to je potvrdeno u razli¢itim in vitro i in vivo modelima.
U modelu raka jetre kod pacova izazvanog dietilnitrozaminom, saikosaponin d je pokazao
delovanje putem C/EBP beta i COX-2 (Lu et al., 2012), a ovaj mehanizam je dodatno potvrden
u in vitro studijama (Ren et al., 2019). Na osnovu istrazivanja na nekoliko ljudskih ¢elijskih
linija raka, saikosaponin a pokazuje sposobnost ciljanja razli¢itih puteva koji izazivaju
apoptozu. Ovi putevi ukljuCuju mitohondrijalno posredovane mehanizme, stres
endoplazmatskog retikuluma (Du et al., 2021), kao i inhibiciju PI3K/AKkt signalizacije,
Bak/Bcl-2/caspase-9/caspase-7/PARP put, te Vegfr2/Src/Akt put.

Pored saikosaponina, 1 druga bioloSki aktivna jedinjenja su pokazala
antiproliferativni/antitumorski efekat. Polisaharid rastvorljiv u vodi, ekstrahovan iz vrste B.
chinense, spreCava adhezivnu interakciju izmedu neutrofila 1 transmembranskog

glikoproteinskog receptora tokom metastaza tumora. Ovaj efekat se verovatno ostvaruje
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inhibicijom fosforilacije fokalne adhezione kinaze i paksilina (Tong et al., 2017). Pored toga,
ovaj polisaharid pokazuje inhibitorne efekte na rast tumora jetre i indukuje apoptozu (Shi et
al., 2022). Takode, lignan iz vrste B. marginatum, poznat kao marginatokin, indukuje apoptozu
u ¢elijama hepatoma ljudi. Manje studija bavilo se rede koris¢enom vrstom B. bicaule. Xu i
saradnici su iz korena ove biljne vrste izolovali dvanaest saponina, od kojih neki pokazuju

sposobnost inhibicije proliferacije mezangijalnih ¢elija (Xu et al., 2014).

2.4.3. Hepatoprotektivni efekat i antidepresivna svojstva

Kao §to je ranije pomenuto, vrste roda Bupleurum se tradicionalno koriste kao sredstva
za ublazavanje Celijskog stresa u jetri, a koriste se i za leCenje depresije u Kini (Yan i Min,
2010). Hepatoprotektivni efekat metabolita i ekstrakata vrsta ovog roda moze se objasniti kroz
tri glavna mehanizma: smanjenje upale, prevenciju ciroze i poboljSanje funkcije jetre, Sto se
postize uglavnom inhibicijom proliferacije 1 migracije zvezdastih ¢elija jetre, koje znacajno

doprinose zapaljenju jetre i fibrogenezi (Teng et al., 2023).

Pokazano je da triterpenski saponini i lignani iz ekstrakta vrste B. marginatum imaju
jake inhibitorne efekte na zvezdaste Celije jetre stimulisane TGF-£1, §to ih €ini potencijalnim
aktivnim jedinjenjima u prevenciji fibroze jetre (Liu et al., 2018). Nedavno je pokazano da
lignan kerofilin iz vrste B. scorzonerifolium inhibira aktivaciju ovih ¢elija, pri ¢emu je laktonski
prsten u njegovoj strukturi klju¢an za ispoljavanje aktivnosti (Liu et al., 2018). Osim toga,
kerofilin moze povecati nivo PPAR-y, $to doprinosi zastiti jetre (Lee et al., 2011a; 2012).
Oralna primena vodeno rastvorne frakcije polisaharida iz vrste B. chinense znacajno smanjuje
nivoe transaminaza poput aspartat-transaminaze, alanin-transaminaze i alkalne fosfataze,

potvrdujuci njene hepatoprotektivne efekte (Zhao et al., 2012).

Efekat slican antidepresivu proucavan je u in vivo eksperimentu gde su ukupni
saikosaponini iz vrste B. yinchowense ublazili apoptozu indukovanu Kortikosteronom u
neuronskim PCI12 ¢elijama. Ovaj citoprotektivni efekat je povezan sa smanjenjem stresa

endoplazmatskog retikuluma (Li et al., 2013).

2.4.4. Antimikrobna aktivnost

Jo§ uvek nije dovoljno istrazeno koja su to specificna jedinjenja odgovorna za
antimikrobnu aktivnost vrsta roda Buplureum. Medutim, metanolni i dihlormetanski ekstrakti

nadzemnih delova vrste B. marginatum pokazali su izrazenu antivirusnu aktivnost pri
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koncentraciji od 50 mg/mL, sa najsnaznijim efektom protiv virusa hepatitisa A medu tri

testirana patogena virusa (Ashour et al., 2014).

Sedam novih fenilpropanoida iz listova vrste B. fruticosum pokazuje odredenu
antirinovirusnu aktivnost. Kljuéno je da su angeloil- i 3-metoksi-grupe od sustinske vaznosti
za ispoljavanje ove aktivnosti, jer njihova zamena atomom vodonika znacajno smanjuje
antivirusnu efikasnost. Takode, estarska funkcionalna grupa se pokazala kao klju¢na; njeno

uklanjanje dovelo je do potpunog gubitka prvobitne funkcije (Fois et al., 2017).

Znacajno je da su etarska ulja korena vrsta B. heldreichii, B. sulphureum, B. turcicum i
B. lycaonicum pokazala izvanredan inhibitorni efekat koji je sli¢an uobicajeno koris¢enom
antibiotskom leku hloramfenikolu protiv bakterija kao $to su Escherichia coli ATCC 25922,
Bacillus cereus ATCC 11778 i Streptococcus salivarius ATCC 11778. Zanimljivo je da je
etarsko ulje vrste B. rigidum subsp. paniculatum (Brot.), pokazalo izrazeno fungicidno dejstvo,

posebno protiv gljiva kao $to su Cryptococcus neoformans i dermatofiti (Zuzarte et al., 2021).

2.4.5. Antikonvulzivna aktivnost

Studije su pokazale da saikosaponin a ispoljava antiepilepticku aktivnost u razli¢itim in
vivo modelima epilepsije kod Zivotinja, ukljuuju¢i model indukovan pentilentetrazolom,
napade izazvane maksimalnim elektroSokom i refraktornu epilepsiju izazvanu litijum-
pilokarpinom (Huang et al., 2004; Xie et al., 2006; 2012). Istrazivanje iz 2012. godine ukazalo
je da se antikonvulzivna aktivnost saikosponina a moZe povezati sa inhibicijom NMDA
receptora (Yu et al., 2012). Pokazano je da razli¢iti ekstrakti iz nadzemnih delova vrste B.

chinense, takode, pokazuju antikonvulzivna svojstva.

2.4.6. Smanjenje oStecenja bubrega

Polisaharidi ekstrahovani iz vrsta B. smithii var. parvifolium i B. chinense, poboljsali
su metabolizam glukoze u celom telu i smanjili oSte¢enje bubrega kod miSeva sa dijabeticCkom
nefropatijom. U poredenju sa netretiranim Zivotinjama, oralna primena ovih polisaharida
znaajno je smanjila oSteCenje bubrega, Sto je potvrdeno smanjenjem nivoa Serumskog
kreatinina, sadrzaja albumina u mokraci i odnosa albumina prema kreatininu u mokraci (Feng

etal., 2019).
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2.4.7. Antioksidativna aktivnost

Ranija istrazivanja pokazala su da saikosaponin d moze ublaziti oksidativna oStecenja
izazvana toplotnim stresom regulacijom ekspresije antioksidativhog enzima HSP72 u LLC-
PK1 u epitelnim ¢elijama bubrega (Zhang et al., 2014). Pored toga, saikosaponin d je znac¢ajno
suprimovao apoptozu PC12 ¢elija, izazvanu H202 smanjenjem proizvodnje reaktivnih
kiseonic¢nih vrsta i blokiranjem oksidativnog oStec¢enja posredovanog MAPK putem (Lin et al.,

2016a).

2.4.8. Toksicni efekti

lako se vrste roda Bupleurum intenzivno tradicionalno koriste u medicinske svrhe,
zabelezeni su i toksi¢ni efekti. Na primer, prekomerna upotreba Radix Bupleuri (osusenih
korenova vrsta B. chinense i B. scorzonerifolium) moze izazvati akutni hepatitis i nekrozu jetre
(Teo et al., 2016). Dugotrajna nepravilna primena ovog tradicionalnog leka moze negativno
uticati na funkciju jetre, Sto se manifestuje poviSenim nivoima transaminaza, hepatitisom i
pojavom Zzutice (Teng et al., 2023). Smatra se da su odredeni poliacetileni glavni toksi¢ni
sastojci ovog roda, a pronadeni su, na primer, u vrstama B. falcatum, B. spinosum, B.
salicifolium i B. acutifolium. Medu ovim poliacetilenima, najviSe su proucavani
bupleurotoksin, acetilbupleurotoksin i enantotoksin (Lin et al., 2016b), pri ¢emu je poznato da
bupleurotoksin moze izazvati oSte¢enje centralnog nervnog sistema kod zdravih miseva (Teng

etal., 2023).

2.5. Odredivanje apsolutne konfiguracije Mosherov-om metodom u kombinaciji sa NMR-
spektroskopijom

Apsolutna konfiguracija je naro¢ito vazna u sluéaju bioloski aktivnih jedinjenja, bilo
da je re¢ o prirodnim proizvodima ili sintetskim molekulima sa potencijalnim farmakoloskim
talidomida, kod koga su dva enantiomera izazivala drasti¢no razlicite bioloske efekte ((R)-
enantiomer delovao je kao sedativ, dok je (S)-enantiomer bio teratogen). Odredivanje apsolutne
konfiguracije moguce je posti¢i razli¢itim metodama. Medu najceS¢e koriS¢enima su:
poredenje sa jedinjenjima poznate konfiguracije putem sintetskih interkonverzija i poredenje
opticke rotacije, rendgenska strukturna analiza, opticka rotaciona disperzija, i elektronski
cirkularni dihroizam. Takode, postoje i razne empirijske metode koje se zasnivaju na primeni
nuklearne magnetne rezonance. Metoda poznata kao analiza pomo¢u Mosher-ovih estara (ili

amida) istice se kao jedna od najceS¢e koriS¢enih tehnika za odredivanje apsolutne
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konfiguracije hiralnih alkohola i amina. Ova metoda omogucava diferencijaciju enantiomera
kroz hemijsku derivatizaciju odgovaraju¢im enantiomerno ¢istim reagensima, pri ¢emu se
formiraju dijastereomerni derivati Cije se hemijsko okruzenje moZze jasno razlikovati

koris¢enjem NMR-spektroskopije (Hoey et al., 2007).

Godine 1973. Dale i Mosher su opisali metodu zasnovanu na NMR-spektroskopiji, koja
je postala poznata kao analiza Mosher-ovih estara, za odredivanje apsolutne konfiguracije
stereogenog centra sekundarnog alkohola (tj. jedinjenjima tipa R:CHOHR?, gde je R # R?,
Dale & Mosher, 1973). U tu svrhu koristili su hiralnu, enantiomerno ¢istu karboksilnu kiselinu
za esterifikaciju sekundarnih alkohola, ¢ija je konfiguracija bila nepoznata. lako je u ovu svrhu
ispitivano vise razliitih kiselina, najces¢e se koristi a-metoksi-a-trifluormetilfenilsiréetna
kiselina (MTPA), poznata kao Mosher-ova kiselina. Po direktnoj analogiji, ova metoda se moze

primeniti i za odredivanje konfiguracije hiralnih amina.

Prvi korak u analizi podrazumeva gradenje estara u dva odvojena, analogna
eksperimenta, sa svakim od enantiomera Mosher-ove kiseline (Sema 3). Za aktivaciju
karboksilne kiseline najc¢esce se koristi N,N'-dicikloheksilkarbodiimid (DCC). Takode, mogu
se direktno koristiti i hloridi kiselina (MTPA-CI). Kao rezultat se dobijaju dva dijastereomerna
Mosher-ova estra. Budué¢i da dijastereomeri poseduju razli¢ita fizicka i spektroskopska
svojstva, Dale i Mosher su zakljugili da ¢e se njihovi *H NMR-spektri medusobno razlikovati.
Pokazali su da se, poredenjem hemijskih pomeranja signala koji jasno odgovaraju protonima
iz supstituenata R i R? (ili fluora iz CFs-grupe u MTPA-fragmentu), moze zakljugiti apsolutna
konfiguracija karbinolnog centra u polaznom alkoholu.

(R)-MTPA (S)-MTPA

HOOC._ _CF, HOOC._ _CF,

Hoo 7 : 7 W9
CF Ph OMe MeO Ph CF
WY/ 3 - WY L WY/ 3
R? O 9 R2' OH R? (o] .

D D N
R P’ OMe ce R ce R’ PR OMe

(R)-MTPA-estar (S)-MTPA-estar
Sema 3. Sintetska $ema dobijanja dijastereomernih Mosher-ovih estara

Krajem 1980-ih, istrazivacka grupa Kakisawe sa Univerziteta u Cukubi opisala je
znaCajno unapredenje metode, koja je postala poznata kao modifikovana (ili unapredena)
analiza Mosher-ovih estara (Ohtani et al., 1989; 1991a; 1991b). Tehnoloski napredak u tom
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periodu omogucio je Siru dostupnost snaznijih superprovodnih magneta u NMR-
spektrometrima. Izmedu ostalog, to je znacilo da se znatno vec¢i broj protona u malim
molekulima (npr. onima sa molekulskom masom manjom od 2000 Da) mogao rutinski
asignirati. Sustina doprinosa grupe Kakisawe jeste u tome $to su pokazali da se brojni analogni
parovi protona koji se nalaze unutar R! i R? fragmenata u dijastereomernim estrima mogu
sistematski analizirati, Sto omogu¢ava mnogo visi nivo pouzdanosti pri odredivanju apsolutne

konfiguracije, ¢ak i za znatno Siri spektar karbinolnih supstrata.

Pored odredivanja apsolutne konfiguracije, Mosher-ovi estri mogu se koristiti i za
dobijanje drugih stereohemijskih informacija. Mosher je pokazao da se iz spektra moze odrediti
odnos enantiomera u uzorku (enantiomerni viSak) na osnovu relativnih intenziteta analognih

signala (*H i/ili °F) u spektrima odgovaraju¢ih dijastereoizomera.

Mosher-ova metoda pri odredivanju apsolutne konfiguracije sekundarnih alkohola
oslanja se na empirijski zasnovan (i eksperimentalno potvrden) konformacioni model prikazan
na slici 24. Ukratko, pretpostavlja se da je za svaki dijastereomer dominantna konformacija
ona u kojoj estarska veza ima standardnu s-trans orijentaciju oko O-CO veze (analogno
glavnoj konformaciji acikli¢nih sekundarnih amida oko C—N veze), a da su trifluormetil-grupa
(CF3) iz MTPA-fragmenta i metinski proton iz alkohola sin-koplanarni (dijedralni ugao 0°) sa
karbonilnom grupom. Na taj na¢in, svi oznaceni atomi u jedinjenju R!R?C(H)-O-C(=0)-C-

CF3 nalaze se u istoj ravni.

lako molekuli Mosher-ovih estara postoje kao smeSa viSe brzo uravnotezavajuéih
konformera, pretpostavlja se da jedna dominantna konformacija u najve¢oj meri doprinosi
spektralnim razlikama dijastereomernih estara. 1li, kako su Mosher i saradnici to jasno sazeli:
“Ove konformacije predstavljaju model koji uspesno korelira sa dobijenim rezultatima. One
nisu zamisljene kao energetski najpovoljnije konformacije analiziranih molekula. Mogu,
zapravo, predstavijati efektivni prosek vise konformacija ili cak manjinsku konformaciju koja,
medutim, ostvaruje nesrazmerno veliki efekat na diferencijalno magnetno okruzenje grupa [RY]
i [R?]. Uspesnost ove korelacije, istina, dodatno ucvrséuje verovanje da se zaista radi o
dominantnim konformacijama datih molekula, ali mora se imati u vidu i mogucnost da je re¢

o slucajnoj geometriji koja, uprkos tome, sluzi kao empirijski validan model za tumacenje

dobijenih rezultata.” (Dale & Mosher, 1973).
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Anizotropne aromati¢ne grupe (fenil-supstituent prisutan u Mosher-ovom estru)
poznate su po tome Sto stvaraju magnetno-zastitni efekat na protone koji se nalaze iznad ili
ispod ravni aromati¢nog prstena (Slika 24). Ovaj efekat dovodi do pomeranja hemijskih signala
prostorno bliskih protona u NMR-spektru ka nizim vrednostima. Analiza dominantnih
konformacija dijastereomernih estara otkriva klju¢nu razliku: protoni u R? estra S-konfiguracije
su viSe zastiéeni, dok su u sluéaju R-estra vise zasti¢eni protoni grupe RY. Ovo predstavlja
osnovu Mosher-ove metode za odredivanje apsolutne konfiguracije. Stavise, ,.doseg“
anizotropnog efekta zastite, koji poti¢e od aromaticnog prstena, proteze Se daleko unutar
molekula, §to znaéi da je veliki broj protona — ¢ak i onih prostorno udaljenijih — u okviru R*- i

R2-grupa, razli¢ito magnetno zastiéen u dva dijastereomera.

H 0 H (0]
R2\\)\OJK<CF3 Rz\\ 0 S CF3
$ 1 $
bh\ OMe R MeO Ph

Slika 24. Uobicajeni prikazi konformacija koji se koriste za analizu svakog od
dijastereomernih Mosher-ovih estara. Anizotropni efekat koji potice od fenil-grupe oznacen je

strelicama u svakoj konformaciji

Kao posledica svega navedenog, znaci vrednosti Ao*® (definisane prema konvenciji kao
&° — o®) bide pozitivni za protone koji pripadaju R?, a negativni za protone unutar R?. Na osnovu
toga, moguée je odrediti koja grupa se nalazi na kojoj strani molekula (R* naspram R?), §to
direktno vodi do odredivanja apsolutne konfiguracije sekundarnog karbinolnog centra u
pocetnom alkoholu. Vazno je obratiti paznju na konvenciju definisanja hemijskog pomeranja:
dok se u originalnoj Mosher-ovoj analizi koristi oznaka AR = 6% — 6, u danasnje vreme, neki
autori koriste obrnutu konvenciju Ad®® = R — 6% lako ée u oba sludaja rezultat biti tacan,

kljuéno je jasno navesti koju konvenciju autor koristi pri interpretaciji podataka.

Osim 'H NMR-spektroskopije, analiza 3C NMR-spektara Mosher-ovih estara se moze
uspesno primeniti radi odredivanja apsolutne konfiguracije hiralnih alkohola. Ovaj pristup je
analogan prethodno opisanom postupku, koji koristi hemijska pomeranja u *H NMR-spektru,
ali se zasniva na analizi promena hemijskih pomeranja ugljenikovih-13 atoma u (S)- i (R)-
MTPA estrima. Na osnovu razlika u hemijskim pomeranjima (AJ°F) za supstituente R i R?,

moguce je odrediti njihovu prostornu orijentaciju. Na primer, u slu¢aju prikazanom na slici 25,
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supstituent koji pokazuje negativne A0} vrednosti odgovara polozaju R*. Nasuprot tome,

supstituent &iji atomi ugljenika daju pozitivne A6>® vrednosti odgovara polozaju R?.

H

/Q|R2 Aé\SR>O
MTPAO

R AsSR<0

Slika 25. Razlika u hemijskim pomeranjima ugljenika-13 i vodonika u dijastereomernim

Mosher-ovim estrima

Metod odredivanja apsolutne konfiguracije alkohola pomo¢u MTPA-estara, koji je prvi
opisao Mosher, u potpunosti je empirijski. Modeli koji se koriste sluze kao prakti¢an nacin za
povezivanje eksperimentalnin NMR-podataka sa apsolutnom konfiguracijom jedinjenja. To
znai da pouzdanost ove metode zavisi od broja i strukturne raznovrsnosti jedinjenja sa
poznatom apsolutnom stereohemijom koja su koriS¢ena kao test primeri. Pored toga, NMR-

podaci koji se koriste za dodelu konfiguracije moraju ispunjavati nekoliko uslova:

a) Vrednosti AS°R moraju biti dovoljno velike da premase granicu eksperimentalne

greske,

b) Raspored znakova parametra AJ°R mora biti ujednaden za dati supstituent (tj. svi

protoni na istoj strani ravni MTPA-estara moraju imati isti znak), i
c) Ako je znak Ad°R negativan za jedan supstituent (npr. RY), onda mora biti pozitivan
za drugi supstituent (npr. R?).

Kada je re¢ o upotrebi °F NMR-spektroskopije, vazno je imati na umu da se
odredivanje apsolutne konfiguracije hiralnog centra zasniva na samo jednom parametru:
ASR(®F)-CF;, odnosno razlici u hemijskim pomeranjima CFz-grupe u dva dijastereomera.
Nasuprot tome, razmatranje razlike hemijskih pomeranja protona i ugljenika-13 iz dva
supstituenta alkohola podrazumeva dobijanje veceg broja signala, §to omogucava lakSe
uodavanje anomalija, jer ¢e se one ispoljiti kao neujednacen raspored znakova AJ°R. Takav
unakrsni uvid nije mogu¢ kada se posmatraju *°F NMR-podaci, jer se dobija samo jedan
podatak — koji moze biti pozitivan ili negativan — i kao takav uvek ¢e ,,dati* neku konfiguraciju,

ali bez mogucnosti provere pouzdanosti tog rezultata (Hoye et al., 2007).
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2.6. 'H NMR potpuna spinska simulacija

Razvoj i primena simulacije *H NMR-spektara predstavlja jedan od vaznih alata u
savremenoj organskoj hemiji, naro€ito kada se tezi preciznom razjas$njenju struktura prirodnih
kvantno-mehani¢ke metode i softveri zasnovani na masinskom uéenju sve vise zauzimaju
mesto u automatizovanim postupcima analize, poseban znacaj u praksi i dalje ima manuelna
simulacija NMR-spektara — kao moc¢an pristup koji omoguéava hemicaru neposredan uvid u
spinska sprezanja i tacna hemijska pomeranja, a zatim i donoSenje zaklju¢aka zasnovanih na
direktnom poredenju eksperimentalnih i simuliranih podataka, koji nisu bili mogu¢i u slucaju

multipleta ili preklopljenih signala.

Simulacija NMR-spektara danas obuhvata tri medusobno zavisna koraka:
konformacionu analizu molekula, rac¢unanje kvantno-hemijskih parametara (hemijskih
pomeranja i konstanti sprezanja) i, konacno, rekonstrukciju spektra sa uzimanjem u obzir
relativne zastupljenosti konformera. Greske u bilo kom od ovih koraka prenose se kroz ¢itav

sistem, te zahtevaju pazljivo metodolosko planiranje.

Analiza zapoc€inje metodama nasumicne pretrage konformacija molekula (npr. Monte
Karlo ili molekulskim dinamickim simulacijama), pri ¢emu se njihov broj smanjuje na
reprezentativan skup putem Kklasterizacije. Konformeri se zatim podvrgavaju prora¢unima
pomocu GIAO (Gauge-Including Atomic Orbital) metode, najéeS¢e uz primenu DFT
funkcionala kao $to su PBEO u kombinaciji sa odgovaraju¢im baznim setovima (npr.
pcSseg-2). U slucajevima kada je potrebna ekstremna preciznost, koriste se post-Hartree—Fock
metode poput DLPNO-CCSD(T). Na kraju, parametri odredeni prema verovatnoci iz
Bolcmanove raspodele unose se u algoritam za simulaciju oblika cele spektralne linije, koji
preklapa pojedina¢ne Lorenc-Gausove komponente u jedinstvenu spektralnu traku koja se

moze direktno uporediti sa eksperimentalnom.

Pioniri u ovoj oblasti pokazali su da takvi sistemi mogu ispraviti strukture za koje se
dugo verovalo da su ta¢ne. lzdvaja se rad Pauli-ja i saradnika na malim prirodnim jedinjenjima:
iterativnim podesavanjem J-konstanti i hemijskih pomeranja da odgovaraju eksperimentalnom
spektru strihnina (slika 26, Pauli et al., 2021), smanjili su RMSD sa vi$e od 50 Hz na manje od
3 Hz i reprodukovali suptilna W-kuplovanja nevidljiva u rutinskoj 1D analizi. Signali protona

H-18b, H-14 i H-11b predstavljaju dva Cesta, naizgled jednostavna, ali u praksi izazovna
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aspekta interpretacije *H NMR-spektara: neslaganje vizuelne multipletnosti sa stvarnim spin-
spin kuplovanjima i preklapanje signala. Naime, multiplet H-18b ne oslikava o¢ekivan izgled
signala prvog reda zasnovanog na realnim konstantama sprezanja, koje su dobijene putem
kvantno-mehanickih proracuna (eksperimentalni spektar prikazan je plavom, simulirani
crvenom, a njihova razlika zelenom bojom). Na primer, H-14 se spreze sa H-15a, H-15b, H-
16, H-20a, H-20b i H-22. Ova situacija jasno pokazuje da razlike u frekvencijama spektralnih
linija ne odgovaraju direktno konstantama sprezanja. lako se za signal H-11b lako moze reci
da predstavlja dublet dubleta u oblasti nizih frekvencija, oblik signala H-14 je tesko opisati
zbog svoje difuzne i slabo definisane forme. Medutim, analiza zasnovana na kvantno-
mehani¢kim principima razotkriva pravu multipletnu prirodu — iako vizuelno podseca na Sirok
singlet ili nedefinisan multiplet, HiFSA analiza pokazuje da je ovaj signal zapravo sastavljen

od najmanje 64 pojedinacne linije.

H-18b H-14 H-11b
5 5 6
v I \ A
ddd _ H h
dddddd Ar’ﬁh'i#ﬁi ‘

a \
/ \
V\/\/‘f\/\/
-—vl‘ k
i S e

3230 3220 3210 3.200 3.190 3.180 3.170 3.160 3.150 3.140 3.130 3.120 3.110 ppm

Slika 26. Signali protona H-18b, H-14 i H-11b u *H NMR (500 MHz, CDCls) spektru
strihnina (preuzeto iz Pauli et al., 2021)

Ipak, racunski zahtevi ostaju izazovni za molekule veceg stepena fleksibilnosti i sa vise
od 40 atoma. ReSenja za ovu situaciju ukljucuju primenu fragmentacionih DFT metoda
(ONIOM, ADMA) 1 sve ¢eS¢e uvodenje modela masSinskog u€enja obucenih na velikim
skupovima rac¢unskih i eksperimentalnih podataka. Noviji modeli konvolucionih neuronskih
mreza (CNN), sposobni su da iz 3D-strukture predvide hemijska pomeranja sa srednjim

apsolutnim greSkama ispod 0,2 ppm, ¢ime zna¢ajno ubrzavaju procese, a bez gubitka tacnosti.
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Kombinacija masinskog uc¢enja i kvantno-hemijskih metoda nudi optimalan balans izmedu
taCnosti 1 brzine, pri ¢emu kvantno-hemijske metode pruzaju fizicku osnovu, a masinsko ucenje

omogucava predvidanja u realnom vremenu.

Numeric¢ka preciznost je bezvredna bez statistickog konteksta. DP4+, Bayesian-ski
algoritam koji je razvio Grimblat, kvantifikuje koliko dobro dati skup stereoizomera objasnjava
posmatrane ¢ vrednosti kombinuju¢i skalirane i neskalirane ostatke. Ova metodologija je
promenila udzbenike prirodnih proizvoda: brojne strukture su revidirane kada su verovatnoce
DP4+ pale ispod %. Ipak, DP4+ pretpostavlja nezavisne i identi¢no distribuirane greske i
zanemaruje konstante sprezanja. Automatizovani sistemi, kao onaj Rodrigez-Guere,
kombinuju DP4+ sa logikom zamuéenih skupova za prepoznavanje Sablona signala, nudeci
rangirane grafove kandidata, koji kombinuju ljudsku intuiciju sa masinskim zakljuc¢ivanjem.
Prakti¢na primena ovih pristupa obuhvata Sirok spektar zadataka: od stereohemijske analize
malih molekula, preko dereplikacije prirodnih proizvoda, do kvantitativne analize smeSa i
kompleksnih biopolimera. Kod fleksibilnih molekula, neophodno je kombinovati napredno
uzorkovanje konformacija (npr. metadinamiku), fragmentacionu ra¢unarsku hemiju i modele

masinskog ucenja za preciznu i brzu simulaciju.
U praksi, hemicari se suo€avaju sa razli¢itim slu¢ajevima primene spinske simulacije:

- Analiza konfiguracije malih, rigidnih molekula: grubo pretraZivanje konformera uz
GIAO(DEFT) je ¢esto dovoljno, uz DP4+ ili njegovih varijanti;

- Konformaciono  fleksibilni  prirodni  proizvodi:  poboljSano  uzorkovanje
(MD/metadinamika) u kombinaciji sa fragment DFT-om ili ML prediktorima hemijskih
pomeranja je neophodno;

- Analiza smeSa 1 dereplikacija: kvantitativno simuliranje oblika linije pomocu
spektralnih  biblioteka ubrzanih ML metodama pomaze u visokopropusnoj
metabolomici;

- Biopolimeri i sistemi sa unutraSnjom nestruktuirano$¢u: hibridne QM/MM metode ili
grubo modelovani ML prediktori Sildinga omoguéuju balans izmedu atomisti¢ke
taCnosti 1 pristupacnih racunskih zahteva.

Postupak manuelne simulacije naj¢eS¢e zapocinje detaljnom  analizom
eksperimentalnog spektra jedinjenja dobijenog u rastvoru, najées¢ée u CDCls, CD3OD ili
(CD3)2SO. Iz spektra se sto je moguce preciznije beleze hemijska pomeranja (J) svih protona,
kao i oblik njihovih signala, odnosno multipletnost, i konstante spin-spin sprezanja (J, u Hz),
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tamo gde je to moguce. U mnogim slucajevima, narocito kada se radi o strukturno sli¢nim
dijastercomerima, odredivanje svih J-vrednosti direktno iz spektra nije moguce zbog
preklapanja signala, slozenih sprezanja ili ,,8irine linija. Zbog toga se pribegava simulaciji
spektra kao alternativi ili dopuni direktnoj analizi.

U prakti¢nom radu, jedan od najéesée koriS¢enih alata za simulaciju je modul za NMR-
simulaciju u okviru programa MestReNova. Na osnovu hemijskih pomeranja, izmerenih ili
procenjenih iz eksperimentalnog spektra, korisnik kreira ,,Spin system*, unoseci broj protona,
njihova hemijska pomeranja, kao i inicijalne vrednosti J-konstanti. U po¢etku se mogu koristiti
priblizne vrednosti konstanti, izmerene ili pretpostavljene, odnosno uobicajene za odredeni
odnos protona (npr. 7 Hz za vicinalne protone na sp*-hibridizovanim atomima, 10 Hz za ,,cis*
protone, a 15 Hz za ,,trans* sprezanje protona na dvostrukoj vezi itd.), koje se zatim manuelno,
iterativno podesavaju. Simulirani spektar se prikazuje paralelno sa eksperimentalnim, pri ¢emu
korisnik interaktivno menja vrednosti J- i 5-parametara kako bi se postiglo najbolje poklapanje

u polozaju i obliku signala. Ovaj proces Cesto zahteva vise iteracija.

Kada se postigne vizuelno, a zatim i kvantitativno poklapanje simuliranog i
eksperimentalnog spektra, vrednosti J-konstanti koje su unete u simulaciju uzimaju se za
stvarne vrednosti za to jedinjenje. Vrednost vicinalne konstante izmedu dva protona na
susednim stereogenim centrima moze ukazati na relativnu konfiguraciju (kao $to je trans- ili
cis- orijentacija u ciklicnim jedinjenjima ili na alifaticnom lancu), a na osnovu poznate
Karplus-ove veze izmedu dijedralnog ugla i J-vrednosti. Takode, prisustvo ili odsustvo
daljinskih sprezanja — na primer W-kuplovanje (preko &etiri veze, 4J) ili homoalilno (preko 7-
sistema, °J) moze biti jasan pokazatelj prostorne orijentacije u okviru molekula, odnosno

konformacije.

U slucajevima kada se analiziraju dijastereomerni parovi, kao $to su Mosher-ovi estri,
manuelna simulacija omogucava uo¢avanje suptilnih varijacija u sprezanjima i o-vrednostima,
koje su posledica razli¢itih prostornih odnosa u molekulima. Neretko se tek simulacijom mogu
razresiti preklapanja signala koja su onemogucila direktno odredivanje J-vrednosti. Uporedna
analiza ovako dobijenih podataka omogucava nedvosmisleno odredivanje relativne, a u

odredenim slucajevima i apsolutne konfiguracije.

lako vremenski zahtevna i u velikoj meri oslonjena na iskustvo istrazivac¢a, manuelna

iterativna simulacija *H NMR-spektra predstavlja precizan i fleksibilan metod koji pruza
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duboko razumevanje strukturnih aspekata analiziranog jedinjenja. U kombinaciji sa drugim
metodama, kao $to su dvodimenzionalne NMR-tehnike, kvantno-mehani¢ki proracuni i
derivatizacija sa hirlanim reagnesima, ona ostaje nezamenljiv instrument u arsenalu

savremenog hemicara.
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3. Eksperimentalni deo



3.1. Hemikalijje i rastvaraci

Svi kori$¢eni reagensi i rastvaraci nabavljeni su iz komercijalnih izvora (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Misuri, SAD; Merck, Darmstat, Nemacka; Fisher Scientific, Voltam, Masacusets,
SAD) i koris¢eni su bez ikakvog dodatnog pre¢is¢avanja, osim rastvaraca koji su pre upotrebe
bili predestilovani i osuSeni. Za preparativno preciS¢avanje koriScen je silika-gel 60 (0,04—
0,063 mm, Merck, Darmstat, Nemacka), dok su gel-filtracije vrSene na Sephadex LH-20 (GE

Healthcare Bio-Sciences AB, Upsala, Svedska).

3.2. Metode analize i razdvajanja
3.2.1. Gasna hromatografija-masena spektrometrija (GC-MS)

GC-MS-analiza (3 ponavljanja) vrsena je pomocu gasnog hromatografa Hewlett-
Packard 6890N, opremljenog DB-5MS kapilarnom kolonom (5% difenilsiloksan i 95%
dimetilsiloksan, 30 m x 0,25 mm, debljina filma 0,25 um, Agilent Technologies, Palo Alto,
Kalifornija, SAD) i povezanim sa masenim detektorom 5975B istog proizvodaca. Temperature
injektora i interfejsa bile su: 250 °C, odnosno 300 °C. Temperatura u peénici podizana je od
70 do 290 °C brzinom zagrevanja od 5 °C/min, a program je zavrsen izotermalnim periodom
od 10 min. Kao nose¢i gas koris¢en je helijum pri protoku od 1,0 mL/min. Uzorci (1,0 puL
rastvora uzorka u odgovaraju¢em rastvaracu) su injektovani u pulsnom split-rezimu (protok je
bio 1,5 mL/min prvih 0,5 min, a zatim je podesen na 1,0 mL/min tokom ostatka analize; split-
odnos 40 : 1). MS-uslovi su bili sledeéi: napon jonizacije 70 eV, belezeni opseg m/z 35-650,
vreme skeniranja 0,32 s. Sastojci uzoraka su identifikovani uporedivanjem njihovih linearnih
retencionih indeksa (u odnosu na Cg-Cs n-alkane na DB-5MS koloni) sa literaturnim
vrednostima, gde je to bilo moguce, i njihovim masenim spektrima sa spektrima standarda, kao
i spektrima iz baza podataka Wiley 6, NIST11, MassFinder 2.3, i MS-biblioteke formirane u

laboratoriji, i u odredenim sluc¢ajevima, ko-injekcijom sa standardom.

3.2.2. Gasna hromatografija sa plameno-jonizacionim detektorom (GC-FID)

GC-FID-analiza sprovedena je za svaki uzorak u tri ponavljanja, koris¢enjem gasnog
hromatografa Agilent 7890A (Agilent Technologies, Palo Alto, Kalifornija, SAD),
opremljenog injektorom, plameno-jonizacionim detektorom (FID) i HP-5 kapilarnom kolonom
(5% difenilsiloksan i 95% dimetilsiloksan; duzina 30 m, pre¢nik 0,32 mm, debljina filma 0,25
um). Temperaturni rezim pec¢nice bio je programiran od 70 °C do 300 °C uz porast od 5 °C/min,
nakon ¢ega je odrzavana izotermalno na 300 °C tokom 5 minuta. Kao nosilac kori$¢en je azot,

protoka 3,0 mL/min. Temperatura injektora bila je podeSena na 250 °C, a uzorci (1,0 pL
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rastvora) su injektovani u splitless rezimu. Parametri FID detektora su bili: temperatura grejaca
od 300 °C, protok vodonika 30 mL/min, protok vazduha 400 mL/min, protok pomo¢nog gasa
23,5 mL/min. Signal je belezen pri frekvenciji 20 Hz i obradivan pomocu softverskog paketa
Agilent GC ChemStation.

3.2.3. Nuklearno-magnetna rezonantna spektroskopija (NMR)

Svi jednodimenzionalni (*H i *C) i dvodimenzionalni (grHSQC, grHMBC, grH-'H
COSY, ROESY i NOESY) NMR-spektri su snimljeni na spektrometru Bruker Avance IlI
(Bruker, Felanden, Svajcarska) opremljenim dvojnom *H/*C radnom glavom za kivete od 5
mm. Spektri su snimljeni na 25 °C u deuterisanom hloroformu (CDCls), deuterisanom dimetil-
sulfoksidu ((CD3)2S0), i deuterisanom metanolu (CD3OD). Hemijska pomeranja data su u ¢
(ppm) jedinicama u odnosu na tetrametilsilan (MesSi, TMS) koji je koris¢en kao unutrasnji
standard. Skalarna sprezanja izrazena su u hercima (Hz). 2D NMR-spektri, kao i visepulsni
eksperimenti (DEPT90 i DEPT135) i eksperimenti selektivnog ‘H-homonuklearnog
dekuplovanja su snimani uz primenu uobi¢ajnih pulsnih sekvenci, koje su bile dostupne iz
Brukerovih biblioteka pulsnih sekvenci. Snimljeni spektri su obradivani softverom
MestreNova (verzije 14.1.2-25024 ili 11.0.3-18688, Mestrelab Research, Korunja, Spanija).

3.2.4. 'H NMR-potpuna spinska analiza

'H NMR-potpuna spinska analiza izolovanih/sintetisanih jedinjenja vriena je
iterativnim podeSavanjem vrednosti hemijskih pomeranja 1 konstanti sprezanja, kako bi se
uklopile sa eksperimentalno dobijenim vrednostima kori§¢enjem MestReNova 14.1.2 softvera.
Ovo je rezultiralo sistematskim uta¢njavanjem svih izracunatih NMR-parametara, sve dok se
rezultat simulacije nije odlicno slagao (NRMSD < 0,05%) sa eksperimentalno dobijenim

spektrima jedinjenja.
3.2.5. Infracrvena spektroskopija (IR)

Infracrveni spektri FT-ATR-IR (FT = Fourier-ova transformacija, ATR = oslabljena
totalna refleksija (attenuated total reflectance)) Ccistih izolovanih/sintetisanih jedinjenja

snimani su na FT-IR-instrumentu Thermo Nicolet, model 6700 (Voltam, Masacusets, SAD).

3.2.6. Ultraljubicasta (UV) spektroskopija

UV-Vis spektri ¢istih izolovanih supstanci snimani su na Shimadzu UV-1800 UV-Vis-

spektrofotometru (Kjoto, Japan) koriste¢i acetonitril kao rastvarac.
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3.2.7. Elementna mikroanaliza

Elementna mikroanaliza ugljenika i vodonika ¢istih izolovanih/sintetisanih jedinjenja

je izvrSena na Carlo Erba 1106 mikroanalizatoru.

3.2.8. Masena spektrometrija visokog razlaganja (HREIMS)

Masena spektrometrija visokog razlaganja (rezolucije) izolovanih/sintetisanih
jedinjenja je izvrSena na JEOL Mstation JMS-700 masenom spektrometru (JEOL Ltd., Tokio,
Japan) pri energiji jonizacije od 70 eV, jonskoj zamci (ion trap) od 300 pA i temperaturi
jonskog izvora od 230 °C. Greska dobijenog elementnog sastava izraCunata je MStation

softverom i data je u amu jedinicama.

3.2.9. Opticka rotacija

Opticka rotacija izolovanih jedinjenja merena je u metanolu na 25 °C na Autopol 1V
polarimetru (Rudolph Research Analytical, Hackettstown, Nju Dzerzi, SAD), opremljenom

natrijumovom lampom (589 nm) i mikrokivetom duzine 10 cm.

3.2.10. Tankoslojna hromatografija (TLC)

TLC (eng. Thin-Layer Chromatography) hromatografija je vrSena na aluminijumskim
plo¢ama sa prethodno nanesenim slojem silika-gela 60 (Merck, Darmstat, Nemacka). Mrlje na
TLC-u su vizualizovane pomoc¢u UV-lampe (254 i 365 nm) i izazivane 50% rastvorom H>SOs,

(v/v) nakon ¢ega su ploce zagrevane 2 min na 110 °C.

3.2.11. Dry-flash hromatografija

Za preparativno razdvajanje sastojaka ekstrakta, kao i za pre€iS¢avanje sintetisanih
jedinjenja, koriS¢ena je aparatura za dry-flash hromatografiju, koja se sastojala od kolone
silika-gela 60 (0,04-0,063 mm, Merck, Darmstat, Nemacka), napakovane na sinterovanom
staklenom levku srednje poroznosti, i standardne boce za vakuum filtraciju. Hromatografija je
vrSena pod gradijentnim uslovima, pocevsi sa smeSom n-heksana i dietil-etra (Et.0), zatim

Et20 i EtOAc, i zavrSsavaju¢i smeSama EtOAC i metanola.

3.2.12. Hromatografija na koloni

Za preciS¢avanje sintetisanih jedinjenja i dodatno preciS¢avanje frakcija sa dry-falsh
hromatografije koris¢ene su kolone (od 20 do 70 cm, pre¢nika 1-3 cm), napakovane silika-
gelom (>230 mesh-a, proizvoda¢ Merck, Darmstat, Nemacka) ili Sephadex LH-20 (GE

Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Svedska), i smese odgovarajuéih rastvaraca.
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3.3. Biljni materijal i priprema uzoraka
3.3.1. Biljni materijal

Biljni materijal analiziranih taksona roda Bupleurum sakupljen je na teritoriji Srbije
(lokaliteti Suva planina i Sar-planina), Severne Makedonije (planina Galigica), Hrvatske
(poluostrvu Peljesac, u blizini Malog Stona) i Grcke (planina Olimp). Nadzemni delovi biljke
u cvetu/fazi plodonosenja sakupljani su u periodu od septembra 2016. do avgusta 2023. godine.
Nomenklatura je uskladena sa bazom podataka World Flora Online (2025). Herbarski primerci
deponovani su u herbarijumu Prirodno-matemati¢kog fakulteta u Nisu, Herbarium Moesiacum
Nis (HMN). U tabeli 15 prikazani su podaci o lokalitetima i datumu sakupljanja biljnog
materijala, kao i vaucer brojevi herbarskih primeraka. Identifikacija biljnog materijala izvrSena
je prema Flori Socijalisticke Republike Srbije (Nikoli¢, 1973), Flori Republike Makedonije
(Micevski, 2005) 1 Flori Evrope (Tutin, 1968). Identifikaciju biljnog materijala izvrSili su prof.
dr Vladimir Randelovi¢ i dr Irena Raca, botanicari sa Departmana za biologiju i ekologiju,

Prirodno-matematickog fakulteta u NiSu.
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Tabela 15. Lokalitet, datum sakupljanja i vaucer brojevi herbarskih primeraka analiziranih

taksona
k : D .
Oznake Takson Lokalitet atu_m . Vauéer broj
uzoraka sakupljanja
Bupleurum affine Devojacki grob, 13. septembar
BA P Suva planina, - S¢P HMN14397
Sadler .. 2020.
Srbija
BFK B. falcatum L. Sarplanina, o, o ust2022.  HMN18290
Kosovo, Srbija
Devojacki grob
BFS B. falcatum L. prema Tremu, o yqust2023.  HMN18293
Suva planina,
Srbija
planina Galicica,
BFG B. falcatum L. Severna 8. avgust 2023. HMN18292
Makedonija
B. falcatum subsp. lanina Olim
BS cernuum (syn. B. P . P. 10. avgust 2022. HMN16265
. . Grcéka
sibthorpianum L.)
poluostrvo
BV B. veronense Turra PeljeSac, Ma_l_' 17. jun 2018. HMN13669
Ston, Dalmacija,
Hrvatska
Devojacki grob,
BP-1 B. praealtum L. Suva planina, 31. avgust 2016. HMN12112
Srbija
selo Si¢evo, Ni§ 19. septembar
- B. I L. o ’ HMN182
BP-2 praealtum Srbija 2023, 8286

3.3.2. Priprema ekstrakata

Za pripremu ekstrakta koriS¢en je sveZ ili na vazduhu suSen biljni materijal. U

zavisnosti od uzorka, ekstrakciji su podvrgnuti ili ceo nadzemni deo biljke ili isklju¢ivo

Sizokarpijumi. Pre suSenja do konstantne mase, Sizokarpijumi su paZljivo odvajani od ostatka

nadzemnih delova; zreli Sizokarpijumi su potom oslobadani blagim protresanjem i dodatno

prosejani. Nadzemni delovi biljke su seckani na sitne delove, dok su $izokarpijumi mehanicki

usitnjavani. Ekstrakcija je sprovedena odvojeno za svaki biljni deo, maceracijom u dietil-etru

tokom deset dana, uz povremeno muckanje, na sobnoj temperaturi, zasticeno od svetlosti.

Dobijeni ekstrakti su suSeni pomocu anhidrovanog MgSO4 i filtrirani radi uklanjanja

nerastvornog materijala, nakon ¢ega je rastvaraé¢ uklonjen na rotacionom vakuum-uparivacu na
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sobnoj temperaturi. U tabeli 16 prikazani su prinosi dobijenih ekstrakata, kao i biljni delovi

koris¢eni u postupku ekstrakcije.

Tabela 16. Prinos ekstrakata vrsta roda Bupleurum

Oznake uzoraka Deo biljke Prinos (w/w, %)
BFK nadzemni delovi 2,9
BFS nadzemni delovi 2,1
BFG nadzemni delovi 2,0
BS nadzemni delovi 1,8
BV nadzemni delovi 2,5
BP-1 nadzemni delovi 2,3
BP-1 Sizokarpijumi 1,9

Ekstrakti uzoraka taksona BFS, BFG, BV i BP-1 su podvrgnuti dry-flash
hromatografiji na silika-gelu, pod gradijentnim uslovima, koris¢enjem smeSe rastvaraca
rastuce polarnosti — pocevsi od Cistog n-heksana, preko smese n-heksana i dietil-etra, dietil-
etra i etil-acetata, do smese etil-acetata i metanola. Sakupljano je po 50 ml eluenta. S obzirom
na ogranicene koli¢ine dobijenih ekstrakata, uzorci ekstrakta BFK i BS analizirani su direktno
GC-MS-metodom. Dobijene hromatografske frakcije su spojene na osnovu TLC i/ili GC-MS-
analize. Sve dobijene frakcije na kraju su analizirane pomo¢u GC-MS-a, a neke od njih i NMR-

spektroskopijom.

Biljni materijal vrste B. praealtum prikupljen je na padinama Suve planine i osusen na
vazduhu do postizanja konstantne mase. Nakon suSenja, materijal je podvrgnut ekstrakciji sa
dietil-etrom u skladu sa protokolom opisanim u odeljku 3.3.2. Dietil-etarski ekstrakti
Sizokarpijuma i nadzemnih delova vrste BP-1, neovisno, podvrgnuti su dry-flash
hromatografiji pod gradijentnim uslovima, $to je rezultiralo sa po 30 frakcija. Frakcija 19
(heksan : Et2O = 2:3, vlv, 97 mg) ekstrakta Sizokarpijuma vrste BP-1 predstavljala je Cisto
jedinjenje 31, dok je frakcija 18 (heksan : Et2O = 2:3, v/v) bila smesa koja se pretezno sastojala
od jedinjenja 31, 33 i 34. Frakcija 25, eluirana smeSom Et,0O : EtOAc = 1:1, viv, 20 mg),
sadrzala je Cisto jedinjenje 36. Frakcije 18 i 19 ekstrakta nadzemnih delova vrste BP-1, zajedno
sa frakcijom 18 iz ekstrakta Sizokarpijuma iste vrste, su objedinjene i podvrgnute dodatnom
razdvajanju — najpre na Sephadex LH-20 koloni (izokratski uslovi, CHCIz-MeOH = 1:1, v/v),
a zatim hromatografijom na koloni silika-gela (heksan : Et,O = 2:3, v/v). Ovo je rezultovalo
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dodatnim koli¢inama ¢istog jedinjenja 31 i smeSom jedinjenja 31 i 33, znac¢ajno obogac¢enom
jedinjenjem 33. Jedinjenje 35 (23 mg) izolovano je iz ekstrakta nadzemnih delova vrste BP-1
u toku prve dry-flash hromatografije, iz frakcije 25 eluirane smeSom heksana i Et,0 (1:3, v/v).
Frakcija 30 (EtOAc : MeOH = 3:1, v/v), mase 12 mg, predstavljala je Cist (+)-arcitin (syn.
dimetilmatairesinol, Davidson et al., 2018). Frakcije 11 i 12 pocetne dry-flash hromatografije
ekstrakta Sizokarpijuma (5, odnosno 10 mg), prema GC-MS-analizi sadrzavale su jedinjenje

32, ali kao jednog od sastojaka sloZzene smese.

(5Z,7E,9E,11E)-Tetradeka-5,7,9,11-tetraen-1-il-(R)-2-hidroksi-3-metilbutanoat
(praealtaestar A, 31): zuta uljasta supstanca; [a]?p +64,3 (¢ 1, MeOH); UV (CH3CN) Amax (l0g
€) 289, (4,28), 302 (4,54), 316 (4,51), 341 (2,95) nm; IR (Cisto) vmax ~3500, 2961, 2916, 2848,
1727, 1462, 1138, 996 cm™; *H NMR (CDCls, 400 MHz) i *C NMR (CDCls, 100,6 MHz)
spektralni podaci su dati u tabelama 18 i 17; EIMS (70 eV) m/z (%): 306 [M]* (99), 159 (42),
131 (58), 119 (36), 117 (70), 105 (49), 91 (100), 79 (51), 73 (34), 55 (39); HREIMS m/z
306,4459 [M]" (izracunato za C19H3003, 306,4460); Rl (DB-5MS) 2365.

(5Z,7E,9E,11E)-Tetradeka-5,7,9,11-tetraen-1-il-3-metilbutanoat (praealtaestar B, 32):
bezbojna uljasta supstanca; *H NMR (CDCls, 400 MHz) § 6,44 (1H, dddd, J = 14,5, 11,3, 1,0,
0,7 Hz, H-7°), 6,224 (1H, ddt, J = 14,5, 11,2, 0,7 Hz, H-8°), 6,217 (1H, ddd, J = 15,5, 10,8, 0,7
Hz, H-10), 6,18 (1H, ddt, J = 15,5, 11,2, 0,7 Hz, H-9), 6,09 (1H, ddtd, J = 15,0, 10,8, 1,4, 0,7
Hz, H-117), 6,05 (1H, ddtd, J = 11,3, 10,3, 1,4, 0,7 Hz, H-6"), 5,76 (1H, dt, J = 15,0, 6,8 Hz,
H-12), 5,38 (1H, dtd, J = 10,3, 7,4, 1,0 Hz, H-5"), 4,07 (2H, t, J = 6,6 Hz, H-1"), 2,33 (2H, d,
J=6,7Hz, H-2), 2,24 (2H, tdd, J = 7,6, 7,4, 1,4 Hz, H-4°), 2,15 (2H, qdd, J = 7,5, 6,8, 1,4 Hz,
H-13), 2,08 (1H, t sept, J = 6,7, 6,6 Hz, H-3), 1,64 (2H, tt, J = 7,6, 6,6 Hz, H-2"), 1,46 (2H,
pseudo quint, J =7,6, 7,6 Hz, H-3’), 1,01 (3H, t, J = 7,5 Hz, H-14"), 0,95 (6H, d, J = 6,6 Hz,
H-4 i H-5); *C NMR (CDCls, 100,6 MHz) 6 173,5 (C, C-1), 137,4 (CH, C-12°), 133,5 (CH,
C-10%), 133,3 (CH, C-8”), 131,6 (CH, C-5), 130,9 (CH, C-9"), 129,6 (CH, C-11"), 129,4 (CH,
C-6"), 127,4 (CH, C-7°), 64,2 (CHz, C-1°), 43,6 (CH>, C-2), 28,4 (CH2, C-2"), 27,6 (CHa, C-
4’), 26,1 (CH, C-3), 26,0 (CH2, C-3’), 25,8 (CH2, C-13’), 22,6 (CH3, C-4 and C-5), 13,7 (CHs,
C-14%); EIMS (70 eV) m/z (%): 290 [M]" (58), 131 (53), 117 (63), 105 (45), 91 (100), 85 (55),
79 (50), 67 (34), 57 (59), 41 (52); HREIMS m/z 290,2250 [M]" (izra¢unato za C19H300>,
290,2246); Rl (DB-5MS) 2227.

(5E,7E,9E,11E)-Tetradeka-5,7,9,11-tetraen-1-il-(R)-2-hidroksi-3-metilbutanoat
(praealtaestar C, 33): bezbojna uljasta supstanca; *H NMR (CDCls, 400 MHz) i *C NMR
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(CDCl3, 100,6 MHz) spektralni podaci su dati u tabelama 18 i 17; EIMS (70 eV) m/z (%): 306
[M]* (52), 131 (47), 117 (62), 105 (42), 91 (100), 79 (51), 73 (40), 67 (34), 55 (43), 41 (37);
HREIMS m/z 306,4456 [M]" (izraGunato za C19H3003, 306,4460); Rl (DB-5MS) 2403.

(5Z,7E,9E,11E)-Tetradeka-5,7,9,11-tetraen-1-il-(R)-2-acetoksi-3-metilbutanoat
(praealtaestar D, 34): zuc¢kasta uljasta supstanca [a]*°p +80,0 (¢ 1, MeOH); UV (CH3CN) Amax
(log €) 288 (4,81), 301 (4,97), 316 (4,92), 342 (3,84) nm; IR (Cisto) vmax ~3500, 2961, 2916,
2848, 1727, 1462, 1138, 996 cm™*; *H NMR (CDCls, 400 MHz) i 3C NMR (CDCls, 100,6
MHz) spektralni podaci su dati u tabelama 18 i 17; EIMS (70 eV) m/z (%): 348 [M]* (21), 131
(17), 117 (26), 115 (52), 105 (19), 91 (37), 79 (19), 55 (14), 43 (100), 41 (22); HREIMS m/z
348,4829 [M]" (izracunato za C21H3,04, 348,4830); Rl (DB-5MS) 2485.

(S)-5-((1E,3E,5E,7E)-Deka-1,3,5,7-tetraen-1-il)dihidrofuran-2(3H)-on (praealtalakton,
35): bezbojna uljasta supstanca; [a]*p +70,1 (¢ 1, MeOH); UV (CH3CN) Amax (log &) 288
(2,64), 301 (2,80), 316 (2,74), 342 (2,07), 410 (2,64) nm; IR (Cisto) vmax 2923, 2853, 2360,
2342, 1771, 1169, 1053, 1007 cm™*; *H NMR (CDCls, 400 MHz) i 3C NMR (CDCls, 100,6
MHz) spektralni podaci su dati u tabelama 18 i 17; EIMS (70 eV) m/z (%): (%)218 [M]* (30),
117 (34), 105 (52), 91 (100), 79 (65), 77 (56), 66 (38), 65 (34), 55 (37), 41 (58), 39 (56);
HREIMS m/z 218,2957 [M]* (izratunato za C14H1502, 218,2960); Rl (DB-5MS) 2107.

7-Oksoarcitin  ((3S,4R)-3-(3,4-dimetoksibenzoil)-4-(3,4-dimetoksifenil)dihidrofuran-
2(3H)-on, O-metilkonikaol B, 36): amorfna ¢vrsta supstanca; UV (MeOH) Amax (log €) 231
(4,08), 279 (3,90), 313 (3,69), 398 (3,41), 419 (3,42), 442 (3,42), 470 (3,32) nm; IR (Eisto) Vmax
2924, 2853, 1732, 1021 cmt; 'H NMR (CDCls, 400 MHz) 6 7,46 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-2),
7,34 (1H, dd, J =8,5, 2,1 Hz, H-6), 6,84 (1H, d, J = 8,5, H-5), 6,76 (1H, d, J = 8,1, H-5"), 6,69
(1H, dd, J = 8,1, 2,1 Hz, H-6°), 6,63 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-2’), 4,54 (1H, dd, J = 9,0, 7,0, H-
9’a), 4,27 (1H, d, J = 6,0, H-8), 4,15 (1H, dd, J = 9,0, 5,7, H-9’b), 3,95 (1H, s, OMe-4), 3,91
(1H, s, OMe-3), 3,85 (1H, s, OMe-4"), 3,80 (1H, s, OMe-3"), 3,41 (1H, m, H-8"), 2,84 (1H, dd,
J=13,7,7,7, H-7°a), 2,78 (1H, dd, J = 13,7, 8,0, H-7’b); $3C NMR (CDCls, 100,6 MHz) ¢
1915 (C, C-7), 173,1 (C, C-9), 154,3 (C, C-4), 149,3 (C, C-3°), 149,3 (C, C-3), 148,2 (C, C-
4, 130,0 (C, C-17),128,8 (C, C-1), 124,7 (C, C-6), 121,2 (C, C-6"), 112,0 (C, C-2°), 111,4 (C,
C-5°),110,9 (C, C-2), 110,1 (C, C-5), 72,1 (CHz, C-9’), 56,3 (CH3, OMe-4), 56,1 (CHs, OMe-
3), 56,0 (CH3, OMe-4’), 55,9 (CH3, OMe-3), 53,7 (CH, C-8), 41,4 (CH, C-8°), 38,0 (CH2, C-
7°); EIMS (70 eV) m/z (%): 400 [M]* (17), 178 (12), 177 (100), 165 (41), 151 (19), 146 (7),
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137 (7), 107 (9), 79 (7), 77 (8); HREIMS m/z 400,4272 [M]* (izradunato za CooH2O7,
400,4270); RI (DB-5MS) 3310.

Nadzemni delovi vrste B. veronense, prikupljeni su na poluostrvu Peljesac i osuseni na
vazduhu do konstantne mase, podvrgnuti su ekstrakciji sa dietil-etrom u skladu sa protokolom
opisanim u odeljku 3.3.2. Dietil-etarski ekstrakt nadzemnih delova vrste B. veronense (BV)
podvrgnut je dry-flash hromatografiji pod gradijentnim uslovima, kao u slu¢aju BP-1. Frakcije
11 12 (heksan : Et.O = 6:1, v/v, ukupno 99 mg) su spojene a zatim izokratski (heksan : Et,O
=7:1, v/v) hromatografisane na duzoj koloni silika-gela daju¢i ¢ista jedinjenja 37 (19 mg) i 38
(5 mg). Frakcija 25 (EtOAc : MeOH = 9:1, v/v) originalne dry-flash hromatografije
predstavljala je cisto jedinjenje 39 (58 mg), dok je rehromatografijom frakcije 24 na koloni
Sephadex LH-20 (izokratski, CHCI3 : MeOH = 1:1, v/v) dobijena mala koli¢ina (manje od
miligrama) jedinjenja 39a i 39b, kao i lignani izojatein (11 mg, Badheka et al., 1986), i
laricirezinol (3 mg, Xie et al., 2003).

(2)-17-Etiloksacikloheptadeka-10-en-13,15-diin-2-on (homodihidrofalkarinolid, 37):
bezbojna uljasta supstanca; UV (CH3CN) Amax (log €) 216 (3,11), 252 (2,86), 266 (2,83), 281
(2,74) nm; IR (&isto) vmax 2930, 2858, 1728 cm™; 'H NMR (CDCls, 400 MHz) i 3C NMR
(CDCls, 100,6 MHz) spektralni podaci dati su u tabeli 20; EIMS (70 eV) m/z (%): 272 [M]*
(100), 129 (62), 128 (78), 117 (38), 115 (67), 105 (38), 91 (79), 77 (57), 55 (53), 41 (54);
HREIMS m/z 272,3877 [M]" (izratunato za C18H2402, 272,3880); Rl (DB-5MS) 2185.

(5Z,7E,9E,117)-Tetradeka-5,7,9,11-tetraen-1-il-izobutirat (veronaestar, 38): bezbojna
uljasta supstanca; *H NMR (CDCls, 400 MHz) i 3C NMR (CDCls, 100,6 MHz) spektralni
podaci dati su u tabelama 18 i 17; EIMS (70 eV) m/z (%): 276 [M]* (59), 131 (58), 145 (35),
117 (69), 105 (46), 91 (100), 79 (48), 71 (45), 43 (66), 41 (38); HREIMS m/z 276,4198 [M]*
(izratunato za C1gH2302, 276,4200); Rl (DB-5MS) 2127.

3-Hidroksi-1-(2,4,6-trihidroksifenil)butan-1-on (veroglucinol, 39): bezbojna uljasta
supstanca; UV (MeOH) Amax (log €) 225 (4,25), 288 (4,35), 331 (3,59) rame nm; IR (&isto) Vmax
3311, 2943, 2832, 1021 cm™, *H NMR ((CD3)2SOi CDz0D, 400 MHz) i *C NMR ((CD3)2SO
i CD30D, 100,6 MHz) spektralni podaci dati su u tabeli 21.

Tri uzorka nadzemnih delova taksona B. falcatum subsp. falcatum (B. falcatum)
sakupljena su tokom perioda cvetanja na slede¢im lokalitetima: obronci Sar-planine (oznaka

uzorka: BFK), Suve planine (BFS) i Galicice (BFG). Pored toga, jedan uzorak nadzemnih
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delova taksona B. falcatum subsp. cernuum (syn. B. sibthorpianum) sakupljen je na planini

Olimp (BS), takode iz jedne populacije.

Nadzemni delovi svih biljnih uzoraka iseCeni su na sitne komade i pojedinacno
ekstrahovani maceracijom u dietil-etru. Ekstrakti uzoraka BFS i BFG dalje su podvrgnuti dry-
flash hromatografiji na koloni silika-gela pod gradijentnim uslovima, koris¢enjem smesa
rastvaraca rastuce polarnosti — pocevsi od smese heksan—dietil-etar, preko smese dietil-etar—
etil-acetata, do smeSa etil-acetata i metanola. Hromatografsko razdvajanje rezultovalo je
dobijanjem 30 frakcija, koje su spojene na osnovu tankoslojnih hromatograma (TLC) i/ili GC-
MS-analiza.

Frakcija 10 (eluirana smeSom heksan : EtoO = 12:1, v/v, 510 mg) uglavhom je
sadrzavala dugolonacane aldehide i metil-estre masnih kiselina. Frakcija 11 (heksan : EtO =
6:1, v/v, 415 mg) sadrzavala je jedinjenja 40 i 41, 10-nonakozanon, kao i druge sastojke.
Frakcija 13 (heksan : EtoO = 4:1, v/v, 306 mg) sadrzavala je acetate alkohola 48-51, koji
odgovaraju jedinjenjima 52-55. U frakciji 18 identifikovano je jedinjenje 45 (258 mg). Frakcija
19 (heksan : Et:O = 3:2, vlv, 340 mg) predstavljala je smeSu jedinjenja 48 i 49
(pentadekatriendin-1-oli), zajedno sa bupleurinolom i njegovim stereoizomerom (jedinjenja 51
i 50). Frakcija 20 (heksan : Et.O = 1:4, v/v, 168 mg) predstavljala je Cisto jedinjenje 48
((2E,8E,10E)-pentadekatrien-4,6-diin-1-ol). Frakcija 23 (eluirana cistim Et,O, 170 mg)
sadrzavala je jedinjenje 46 kao sastojak sloZzene smese. Frakcija 26 (eluirana ¢istim EtOACc, 20

mg) sadrzavala je €isto jedinjenje 56.

Frakcija 11 je dodatno razdvajana hromatografijom na koloni silicijum-dioksida.
Eluiranje je vrSeno gradijentno, pove¢anjem polarnosti smesa heksana i dietil-etra, pri ¢emu su
sakupljane frakcije od po 10 mL. Frakcije sli¢nog hemijskog sastava (praceno pomocu TLC-
a) su spojene. Jedna od takvih objedinjenih frakcija, koja je sadrzavala jedinjenja 40 i 41,
dodatno je precis¢ena kolonskom hromatografijom na silika-gelu impregniranom srebro-
nitratom (10%, w/w), pod gradijentnim uslovima. Impregnirani silika-gel je pripremljen
mesanjem Silika-gela sa 10% (w/w) acetonitrilnim rastvorom AgNOs3, a zatim susenjem na
50 °C preko no¢i pod snizenim pritiskom. Ova hromatografija je omogucila dobijanje frakcije

obogacene jedinjenjem 41.

(5Z,7E,9E,117)-Tetradeka-5,7,9,11-tetraen-1-il-(E)-2-metilbut-2-enoat (40): bezbojna
uljasta supstanca; 'H-NMR (400 MHz, CDCls) i *C-NMR (100,6 MHz, CDCls) spektralni
podaci dati su u tabeli 22; EIMS (70 eV) m/z (%): 288 [M]" (39), 131 (54), 117 (63), 105 (41),
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91 (89), 83 (95), 79 (44), 67 (31), 55 (100), 41 (30); HREIMS m/z 288,2094 [M]* (izradunato
za C10H2502, 288,2089); RI (DB-5MS) 2331.

(5Z,7E,9E)-Tetradeka-5,7,9-trien-1-il-(E)-2-metilbut-2-enoat  (41): *H-NMR (400
MHz, CDCls) i *C-NMR (100,6 MHz, CDCls) spektralni podaci dati su u tabeli 22; EIMS (70
eV) m/z (%): 290 [M]* (17), 119 (25), 105 (37), 93 (21), 91 (58), 80 (21), 79 (34), 77 (20), 83
(100), 55 (51); HREIMS m/z 290,2251 [M]* (izradunato za C1sHs0O2, 290,2246); Rl (DB-5MS)
2253.

(2E,8E,10E)-14-Oksoheptadeka-2,8,10-trien-4,6-diin-1-il-acetat (45): *H NMR (400
MHz, CDCls) 6 6,67 (1H, dd, J = 15,4, 11,0 Hz, H-9°), 6,28 (1H, dt, J = 15,9, 5,8 Hz, H-2"),
6,12 (1H, dddt, J = 15,0, 10,7, 1,4, 0,7 Hz, H-10"), 5,87-5,80 (2H, m, H-3" i H-11"), 5,56 (1H,
d, J=15,6 Hz, H-8"), 4,62 (2H, dd, J = 5,8, 1,7 Hz, CH», H-1"), 2,51 (2H, t, J = 7,1 Hz, CH_,
H-13%), 2,41-2,35 (4H, m, CHy, H-12’ i H-15"), 2,08 (3H, s, CHs, H-2), 1,62-1,55 (2H, m,
CHy, H-16), 0,91 (3H, t, J = 7,4 Hz, CH3, H-17"); $3C NMR (100,6 MHz, CDCls) § 209,7 (C-
4%, 170,6 (C-1), 145,2 (C-9’), 139,6 (C-2"), 138,1 (C-11"), 130,3 (C-107), 112,4 (C-37), 108,1
(C-8), 81,8 (C-7"), 79,8 (C-4"), 75,8 (C-6°), 75,7 (C-57), 63,8 (C-17), 45,0 (C-12°), 41,8 (C-
13%), 27,0 (C-15°), 20,9 (C-2), 17,4 (C-16’), 13,8 (C-17"), NMR-podaci se u potpunosti slazu
sa podacima objavljenim u Sommerwerk et al. (2015); EIMS (70 eV) m/z (%): 298 (2), 169
(25), 167 (31), 165 (23), 153 (21), 152 (38), 141 (26), 115 (26), 71 (45), 43 (100); HREIMS
m/z 298,1574 [M]" (izratunato za C19H2203, 298,1569); Rl (DB-5MS) 2730.

(8E,10E)-Heptadeka-8,10-dien-2,4,6-triin (47): 'H-NMR (400 MHz, CDCls) i C-
NMR (100,6 MHz, CDCIs) spektralni podaci dati su u tabeli 23; EIMS (70 eV) m/z (%): 224
[M]* (53), 165 (46), 153 (94), 152 (100), 151 (29), 140 (60), 139 (68), 127 (26), 115 (27), 41
(21); RI (DB-5MS) 2210.

(2E,8E,10E)-Pentadeka-2,8,10-trien-4,6-diin-1-ol (48): EIMS (70 eV) m/z (%): 214
[M]" (51), 141 (33), 129 (62), 128 (100), 127 (51), 116 (21), 115 (84), 91 (26), 77 (28), 41 (23);
R1 (DB-5MS) 2196.

(2Z,8E,10E)-Pentadeka-2,8,10-trien-4,6-diin-1-ol (49): EIMS (70 eV) m/z (%): 214
[M]* (43), 152 (19), 141 (27), 129 (57), 128 (100), 127 (40), 115 (72), 91 (28), 77 (23), 41 (19);
R1 (DB-5MS) 2116.
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(2E,8E,10E)-Heptadeka-2,8,10-trien-4,6-diin-1-ol (enantetol, 50): EIMS (70 eV) m/z
(%): 242 [M]" (70), 141 (37), 129 (81), 128 (100), 127 (51), 116 (28), 115 (86), 91 (27), 77
(27), 41(25); Rl (DB-5MS) 2416.

(2Z,8E,10E)-Heptadeka-2,8,10-trien-4,6-diin-1-ol (bupleurinol, 51): EIMS (70 eV) m/z
(%): 242 [M]* (44), 157 (27), 141 (30), 129 (71), 128 (100), 127 (39), 115 (79), 91 (28), 77
(24), 41(24); RI (DB-5MS) 2338.

(2E,8E,10E)-Pentadeka-2,8,10-trien-4,6-diin-1-il-acetat (52): EIMS (70 eV) m/z (%):
256 [M]* (80), 157 (32), 153 (41), 152 (42), 141 (31), 129 (43), 128 (65), 127 (31), 115 (51),
43 (100); RI (DB-5MS) 2310.

(2Z,8E,10E)-Pentadeka-2,8,10-trien-4,6-diin-1-il-acetat (53): EIMS (70 eV) m/z (%):
256 [M]* (67), 157 (29), 153 (34), 152 (35), 141 (30), 129 (41), 128 (65), 127 (28), 115 (50),
43 (100); RI (DB-5MS) 2245.

(2E,8E,10E)-Heptadeka-2,8,10-trien-4,6-diin-1-il-acetat (54): EIMS (70 eV) m/z (%):
284 [M]" (50), 241 (22), 157 (30), 153 (29), 152 (28), 141 (23), 129 (30), 128 (43), 115 (36),
43 (100); RI (DB-5MS) 2532.

(2Z,8E,10E)-Heptadeka-2,8,10-trien-4,6-diin-1-il-acetat (55): EIMS (70 eV) m/z (%):
284 [M]" (22), 157 (17), 153 (15), 152 (15), 141 (114), 129 (18), 128 (28), 115 (26), 41 (17),
43 (100); R1 (DB-5MS) 2463.

9-(3,4-Dimetoksifenil)-5,9-dihidro-8H-furo[3’,4°:6,7]nafto[2,3-d][1,3]dioksol-6-0n
(56): EIMS (70 eV) m/z (%): 367 [M]* (22), 366 (100), 321 (22), 291 (18), 290 (13), 199 (14),
185 (34), 165 (11), 139 (11), 138 (62); Rl (DB-5MS) 3357.

Stereoizomer jedinjenja 52: EIMS (70 eV) m/z (%): 256 (10), 213 (76), 157 (50), 153
(57), 152 (51), 129 (51), 128 (77), 141 (40), 115 (63), 43 (100); Rl (DB-5MS) 2219.

Stereoizomer 1 prealtaestra B: EIMS (70 eV) m/z (%): 290 [M]* (47), 145 (59), 131
(66), 119 (47), 117 (55), 105 (55), 91 (100), 85 (68), 79 (53), 41 (33); Rl (DB-5MS) 2232.

Stereoizomer 2 prealtaestra B : EIMS (70 eV) m/z (%): 290 [M]* (77), 159 (37), 145
(40), 131 (65), 117 (67), 105 (46), 91 (100), 79 (46), 57 (97), 41 (45); RI (DB-5MS) 2236.

Stereoizomer 3 prealtaestra B: EIMS (70 eV) m/z (%): 290 [M]" (86), 145 (40), 131
(61), 117 (69), 105 (48), 91 (100), 85 (56), 79 (50), 57 (52), 41 (45); RI1 (DB-5MS) 2240.
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Stereoizomer 4 prealtaestra B: EIMS (70 eV) m/z (%): 290 [M]" (22), 119 (24), 105
(35), 93 (18), 91 (55), 83 (100), 80 (19), 79 (30), 77 (18), 55 (47); Rl (DB-5MS) 2250.

Stereoizomer 5 prealtaestra B: EIMS (70 eV) m/z (%): 290 [M]* (88), 159 (40), 131
(64), 117 (73), 105 (42), 91 (100), 85 (41), 79 (45), 57 (94), 41 (47); Rl (DB-5MS) 2270.

Stereoizomer 1 jedinjenja 40: EIMS (70 eV) m/z (%): 288 [M]" (59), 145 (29), 131 (54),
117 (57), 105 (36), 91 (76), 83 (100), 79 (39), 67 (26), 55 (69); Rl (DB-5MS) 2341.

Stereoizomer 2 jedinjenja 40: EIMS (70 eV) m/z (%): 288 [M]" (47), 159 (20), 145 (25),
131 (45), 117 (52), 91 (68), 83 (100), 79 (34), 67 (21), 55 (57); RI1 (DB-5MS) 2371.

Stereoizomer 3 jedinjenja 40: EIMS (70 eV) m/z (%): 288 [M]" (60), 145 (28), 131 (52),
117 (55), 105 (34), 91 (74), 83 (100), 79 (38), 67 (25), 55 (69); Rl (DB-5MS) 2378.

Stereoizomer 1 jedinjenja 50: EIMS (70 eV) m/z (%): 242 [M]* (64), 157 (34), 141 (42),
129 (74), 128 (100), 127 (38), 115 (75), 91 (31), 77 (23), 43 (23); Rl (DB-5MS) 2358.

Stereoizomer 2 jedinjenja 50: EIMS (70 eV) m/z (%): 242 [M]" (93), 157 (26), 141 (36),
129 (87), 128 (100), 127 (54), 116 (29), 115 (86), 91 (30), 77 (26); Rl (DB-5MS) 2434.
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3.3.3. Dobijanje etarskog ulja

Osuseni nadzemni delovi vrste B. affine (BA) i Sizokarpijuma vrste B. praealtum (BP-
2) podvrgnuti su hidrodestilaciji u trajanju od 2,5 sata, koriS¢enjem originalnog
Klevendzerovog (Clevenger) aparata. Prinosi etarskog ulja iznosili su 0,06% (w/w, za BA) i
0,01% (w/w, za BP-2). Proces hidrodestilacije je sproveden u tri ponavljanja. Dobijena ulja su

rastvorena u 2 ml dietil-etra, susena preko anhidrovanog Na>SO4 I odmah analizirana.

3.3.4. Opis sintetskih koraka
3.3.4.1. Identifikacija jedinjenja izolovanih iz ekstrakata vrsta B. praealtum i B. veronense
3.3.4.1.1. Konverzija jedinjenja 31 u 34

Rastvor jedinjenja 31 (16 mg, 0,05 mmol), sir¢etne kiseline (9 mg, 0,15 mmol), 4-
(dimetilamino)piridina (DMAP, 4 mg, 0,03 mmol) i N,N’-dicikloheksilkarbodiimida (DCC, 31
mg, 0,15 mmol) u 1 mL suvog CH2Cl> mesan je u vijali od 2 mL preko no¢i, na sobnoj
temperaturi, pod argonom. Nakon toga, rastvara¢ je uklonjen na rotacionom vakuum-
uparivacu, zatim je ostatku dodato 3 mL hladnog pentana, i izdvojena N,N’-dicikloheksilurea
je uklonjena filtracijom. Filtrat je zatim ukoncentrovan na vakuumu, a dobijeni ostatak je
precis¢en kolonskom hromatografijom na silicijum-dioksidu, ¢ime je dobijeno 7 mg (prinos

40%) jedinjenja 34.
3.3.4.1.2. Metanoliza jedinjenja 31 i sinteza jedinjenja 32

Rastvor jedinjenja 31 (18 mg) u metanolu (1 mL) dodat je na sobnoj temperaturi u visak
sveze pripremljenog rastvora natrijum-metoksida (priblizno 1 g Na u visku anhidrovanog
MeOH), zasticenog od svetlosti. Smesa je zagrejana do refluksa, a zatim odmah ohladena u
smesi leda i vode. Metanol je uklonjen pod snizenim pritiskom na 30 °C, a ostatak je dodat u
smesu Et20 i zasic¢enog rastvora natrijum-hidrogenkarbonata. Etarski sloj je vise puta ispran
zasi¢enim rastvorom natrijum-hlorida, i nakon uklanjanja Et2O, dobijen je (5Z,7E,9E,11E)-
tetradeka-5,7,9,11-tetraen-1-ol, koji je koriséen bez dodatnog precis¢avanja u sledecem
koraku. Jedinjenje 32 je sintetisano polazeci od (5Z,7E,9E,11E)-tetradeka-5,7,9,11-tetraen-1-
ola (3 mg, 0,01 mmol), izovalerijanske kiseline (3 mg, 0,03 mmol), DMAP-a (1 mg, 0,01
mmol) i DCC-a (6,2 mg, 0,03 mmol). Dobijeni estar je precis¢en kolonskom hromatografijom

na silika-gelu, ¢ime je dobijeno 3 mg (prinos 71%) ¢istog jedinjenja 32.
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3.3.4.1.3. Hidrogenizacija jedinjenja 36

Uzorak jedinjenja 36 (10 mg), rastvoren u EtOACc, pomesan je sa 5 mg 10% (w/w) Pd
na aktivnom uglju. Najpre je kroz smesu, uz mesanje, dva puta propusten vodonik, nakon ¢ega
je smeSa mesana pod atmosferom vodonika (1 atm) tokom 2 h na sobnoj temperaturi. Nakon
toga, reakciona smesa je profiltrirana kroz Pasteur-ovu pipetu napunjenu Celite®-om. Etil-
acetat iz filtrata je uklonjen pod snizenim pritiskom, a dobijeni ostatak analiziran je pomocu

GC-MS-a. Na ovaj nacin dobijen je Cist y-tetradekalakton (10 mg, prinos 96%).

(R)-y-Tetradekalakton: [a]?*°p +30,1 (¢ 1, CHCI3); literaturna vrednost [a]*p +32,0 (c
1,1, CHCIs, Thijs & Zwanenburg, 2004; Zhou et al., 2018)

3.3.4.1.4. Sinteza hlorida Mosher-ovih kiselina

Oksalil-hlorid (131 pL, 1,5 mmol) dodat je u rastvor (R)-(+)- ili (S)-(-)-a-metoksi-a-
trifluormetilfenilsiréetne kiseline (MTPA, 70 mg, 0,3 mmol) i DMF-a (25 pL, 0,3 mmol) u
heksanu (2 mL) na sobnoj temperaturi, pod argonom. Nakon jednog casa, smeSa je
ukoncentrovana pod snizenim pritiskom, a dobijeni ostatak je kao takav koris¢en u slede¢em

koraku esterifikacije.
3.3.4.1.5. Sinteza jedinjenja (R)- i (S)-31a

Polaze¢i od 1,93 g DL-valina ili 1,00 g L-valina ((S)-valin), dobijene su, odvojeno,
odgovaraju¢e (R/S)- i (S)-2-hidroksi-3-metilbutanske Kkiseline, prema ranije opisanom
postupku (Deechongkit et al., 2004). Kiseline su zatim konvertovane u metil-estre reakcijom
sa diazometanom i pre¢iS¢ene kolonskom hromatografijom na silika-gelu pod gradijentnim
uslovima (0-100% dietil-etar u heksanu, v/v). Na taj na¢in je dobijen Cisti metil-(S)-2-hidroksi-
3-metilbutanoat, (S)-31a, u prinosu od 20% (216 mg), dok je racemska smesa metil-(R/S)-2-
hidroksi-3-metilbutanoata, (R)- i (S)-31a, izolovana u prinosu od 16% (182 mg). Cisto¢a estra

je proverena tankoslojnom hromatografijom i GC-MS analizom.

3.3.4.1.6. Sinteza (R)-MTPA estara jedinjenja (R)- i (S)-31a

(R)-MTPA i prethodno pripremljeni (R)- i (S)-31la podvrgnuti su Steglich-ovoj
esterifikaciji, prema postupku opisanom za jedinjenje 34. Esterifikacija (S)-31a sa (R)-MTPA
pomoc¢u DCC-a izvedena je u prinosu od 79% (28 mg). Nastala smeSa estara, dobijena
reakcijom (R)-MTPA sa racemskom smesom (R)- i (S)-31la, dalje je razdvojena
hromatografijom na silika-gelu pod gradijentnim uslovima (0-40% dietil-etar u heksanu, v/v),
¢ime je dobijen cist (R)-MTPA estar jedinjenja (R)-31a u prinosu od 85% (30 mg).
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(R)-MTPA estar jedinjenja (R)-31a: zuc¢kasta uljasta supstanca; *H NMR (CDCls, 400
MHz) i *C NMR (CDCls, 100,6 MHz) spektralni podaci su dati u tabeli 19; EIMS (70 eV) m/z
(%): 348 [M]* (1), 190 (44), 189 (97), 170 (47), 126 (31), 119 (17), 105 (36), 83 (100), 77 (23),
55 (49), 41 (17); Rl (DB-5MS) 1701.

(R)-MTPA estar jedinjenja (S)-31a: zuékasta uljasta supstanca; *H NMR (CDCls, 400
MHz) i 3C NMR (CDClIs, 100,6 MHz) spektralni podaci su dati u tabeli 19; EIMS (70 eV) m/z
(%): 348 [M]* (1), 190 (42), 189 (96), 170 (30), 126 (28), 119 (15), 105 (25), 83 (100), 77 (27),
55 (60), 41 (10). Rl (DB-5MS) 1718.

3.3.4.1.7. Sinteza (R)-MTPA estra jedinjenja 31

U inertnoj atmosferi argona, rastvor jedinjenja 31 (23 mg, 0,07 mmol), EtsN (28 uL,
0,35 mmol) i DMAP-a (mala koli¢ina, priblizno 1 mg) u hloroformu (2 mL) dodat je sirovom
hloridu (R)-MTPA (35 mg, oko 0,15 mmol), pripremljenom neposredno pre toga. Nakon 72 h
mesanja, dodato je jo§ 10 mL hloroforma, a zatim je reakciona smesa tri puta isprana zasi¢enim
rastvorom natrijum-hlorida (3 x 10 mL). Organska faza je osuSena nad anhidrovanim MgSQO4
I ukoncentrovana pod snizenim pritiskom. Nakon precis¢avanja na koloni silika-gela (10%

dietil-etra u heksanu, v/v), izolovan je Cisti (R)-MTPA estar jedinjenja 31 u prinosu od 31% (12
mg).

(R)-MTPA estar jedinjenja 31: zu¢kasta uljasta supstanca; *H NMR (CDCls, 400 MHz)
i 3C NMR (CDCls, 100,6 MHz) spektralni podaci su dati u tabeli 19; EIMS (70 eV) m/z (%):
522 [M]* (4), 189 (96), 186 (20), 159 (18), 145 (49), 133 (25), 131 (34), 119 (16), 117 (30),
105 (29), 91 (100); RI (DB-5MS) 2968.

3.3.4.1.8. Sinteza (R)- i (S)-MTPA estara jedinjenja 39

Prethodno pripremljeni (R)- i (S)-MTPA hloridi (oko 15 mg, 0,06 mmol) reagovali su
sa jedinjenjem 39 (7 mg, 0,03 mmol) na sli¢an na¢in kao $to je opisano za jedinjenje 31. Cisti
dijastereomerni MTPA-estri su izolovani pomocu kolonske hromatografije na silika-gelu (25%
dietil-etra u heksanu, v/v), pri ¢emu su dobijeni prinosi iznosili 14 mg (40%) za (R)-izomer i
12 mg (35%) za (S)-izomer.

(R)-MTPA estar jedinjenja 39: *H NMR (CDCls, 400 MHz) § 5,93 (2H, s, H-3’ i H-5),
5,26 (1H, ddd, J=7,0, 6,3, 5,5 Hz, H-3), 2,94 (1H, dd, J =-18,6, 5,5 Hz, H-2a), 2,74 (1H, dd,
J=-18,6, 7,0 Hz, H-2b), 1,09 (3H, d, J = 6,3 Hz, H-4); 13C NMR (CDCls, 100,6 MHz) § 195,5
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(C, C-1), 164,3 (C, C-4"), 163,6 (C, C-2 i C-6), 104,6 (C, C-1), 95,7 (CH, C-3” i C-5), 67,0
(CH, C-3), 49,0 (CH2, C-2), 16,9 (CHs, C-4).

(S)-MTPA estar jedinjenja 39: *H NMR (CDCls, 400 MHz) 6 6,02 (2H, s, H-3’ i H-5"),
4,79 (1H, td, J = 7,8, 6,3 Hz, H-3), 2,79 (2H, d, J = 7,8 Hz, H-2), 1,61 (3H, d, J = 6,3 Hz, H-
4); 3C NMR (CDCls, 100,6 MHz) 6 195,9 (C, C-1), 163,5 (C, C-4), 163,4 (C, C-2’ i C-6),
105,2 (C, C-1), 97,1 (CH, C-3i C-5), 76,4 (CH, C-3), 42,6 (CH2, C-2), 25,3 (CH3, C-4),

3.3.4.1.9. Sililovanje jedinjenja 39

Jedinjenje 39 (20 mg, 0,084 mmol) je rastvoreno u 10 mL suvog dietil-etra, nakon ¢ega
je dodat veliki viSak hlortrimetilsilana (200 pL, 1,6 mmol), zatim 120 pL suvog trietilamina i
jedna kap dimetil-sulfoksida. Reakciona smesa je meSana 2 h na sobnoj temperaturi pod
inertnom atmosferom azota. Nakon toga je dodato 10 mL vode, a smesa je tri puta ekstrahovana
dietil-etrom. Organske faze su spojene, osusene anhidrovanim MgSQOs, a rastvara¢ uklonjen
pod snizenim pritiskom. Na taj nacin je dobijena sirova smesa koja sadrzi tetrasililovani derivat

jedinjenja 39 (prinos 84%), koja je direktno analizirana GC-MS-metodom.

Trimetilsilil-derivat jedinjenja 39: EIMS (70 eV) m/z (%):500 [C22H4405Sia]* (2), 485
[M — Me]* (14), 395 (32), 370 (27), 369 [M — CsH1s0Si]* (59), 353 [M — 2MesSi — H]* (17),
344 (20), 343 (48), 342 [M — C7H1402Si]* (98), 117 [CsH130Si]* (42), 75 (25), 73 [MesSi]*
(100); RI (DB-5MS) 2111.

3.3.4.2. Identifikacija jedinjenja izolovanih iz ekstrakata vrste B. falcatum
3.3.4.2.1. Sinteza jedinjenja 45 i 52-55

Sprovedene su dve odvojene reakcije acetilovanja — jedna sa frakcijom 19 (dobijene
hromatografijom dietl-etarskog ekstrakta nadzemnih delova uzroka BFS), pri ¢emu su dobijena
jedinjenja 52-55, i druga sa frakcijom 23 iz iste hromatografije, kojom je dobijeno jedinjenje
45. U oba slucaja, reakcione smeSe su pripremljene rastvaranjem odgovarajuce frakcije (oko
10 mg), siré¢etne kiseline (5 mg), DMAP-a (4 mg) i DCC-a (25 mg) u 1 mL suvog dihlormetana.
Reakcije su vodene preko noc¢i na sobnoj temperaturi, pod inertnom atmosferom argona. Nakon
zavrSetka reakcije, rastvarac je uklonjen pod snizenim pritiskom, a ostatku je dodat hladan
pentan (3 mL), ¢ime je izazvano talozenje N,N’-dicikloheksiluree, koja je potom uklonjena
filtracijom. Dobijeni filtrat je nakon uklanjanja rastvaraca direktno analiziran GC-MS-

metodom.
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3.3.4.2.2. Redukcija tung ulja

Rastvor tung ulja (2 g) u suvom THF-u (20 mL) dodat je postepeno, u porcijama, u
prethodno pripremljenu suspenziju litijum-aluminijumhidrida (0,03 mol, 1,15 g) u suvom
THF-u (20 mL), tokom 30 min. Reakciona smesa je potom dodatno meSana 1 h. Nakon toga je
dodato 100 mL vodenog rastvora natrijum-hidroksida (10%, w/w), a THF je uklonjen pod
snizenim pritiskom. Ostatak nakon uparavanja je tri puta ekstrahovan dietil-etrom. Organske
faze su spojene, osusene anhidrovanim MgSQOs, a rastvara¢ uklonjen pod snizenim pritiskom.
Dobijena smesa (1,55 g) analizirana je GC-MS-metodom 1 utvrdeno je da se u najvecoj meri

sastoji od proizvoda redukcije, (9Z,11E,13E)-oktadeka-9,11,13-trien-1-ola (jedinjenje 43).

(9Z,11E,13E)-Oktadeka-9,11,13-trien-1-ol (43): EIMS (70 eV) m/z (%): 264 (47), 105
(29), 93 (71), 91 (100), 80 (47), 79 (86), 77 (48), 67 (39), 55 (33), 41 (44); RI (DB-5MS) 2214:;

stereohemija je pretpostavljena na osnovu stereohemije pocetnog jedinjenja i proizvoda (44).

3.3.4.2.3. Sinteza jedinjenja 44

Rastvor jedinjenja 43 (2 mmol, 530 mg), tiglinske kiseline ((E)-2-metilbut-2-enske
kiseline, 200 mg, 2 mmol), DMAP-a (24 mg, 0,2 mmol) i DCC-a (512 mg, 2 mmol) u 20 mL
suvog dihlormetana mesan je u balonu sa okruglim dnom preko no¢i, na sobnoj temperaturi,
pod inertnom atmosferom argona. Nakon zavrSetka reakcije, rastvara¢ je uklonjen pod
snizenim pritiskom, a ostatku je dodat hladan pentan (10 mL), da bi se ukloniola nastala urea.
Filtrat je zatim ukoncentrovan pod vakuumom, a sirovi proizvod je dalje pre¢isé¢en kolonskom
hromatografijom na silicijum-dioksidu, ¢ime je dobijeno 484 mg (9Z,11E,13E)-oktadeka-
9,11,13-trien-1-il-tiglata (44), u prinosu od 70%.

(9Z,11E,13E)-Oktadeka-9,11,13-trien-1-il-(E)-2-metilbut-2-enoat  (44): H NMR
(CDCls, 400 MHz) i **C NMR (CDCls, 100,6 MHz) spektralni podaci dati su u tabeli S4
(prilog); EIMS (70 eV) m/z (%): 346 (40), 105 (43), 101 (61), 93 (72), 91 (95), 83 (86), 80
(62), 79 (100), 67 (45), 55 (92); Rl (DB-5MS) 2652.

3.3.4.3. Identifikacija jedinjenja detektovanih u etarskom ulju vrste B. affine
3.3.4.3.1. Sinteza perila-alkohola

Smesa perila-aldehida (450 mg, 3 mmol) i NaBH4 (456 mg, 12 mmol) u anhidrovanom
metanolu (25 mL) je meSana na 0 °C tokom 1 h, zatim je ledeno kupatilo uklonjeno, a mesanje
je nastavljeno jo$ 1 h na sobnoj temperaturi. Reakciona smesa je prekinuta sporim dodavanjem

1 M HCI dok nije unisten vi$ak borhidrida. Smesa je, zatim, ekstrahovana dietil-etrom (3 x 50
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mL). Organski slojevi su spojeni, isprani zasi¢enim rastvorom NaCl, osusSeni anhidrovanim
MgSOQs, a rastvara¢ je uklonjen na rotacionom vakuum-uparivacu, dajué¢i 387 mg perila-
alkohola (prinos 85%). Maseni spektar i RI sintetisanog alkohola ((4-(prop-1-en-2-
il)cikloheks-1-en-1-il)metanola) bili su u saglasnosti sa podacima dostupnim u literaturi
(Adams, 2007).

3.3.4.3.2. Sinteza perilil-2-metilbutanoata i perilil-3-metilbutanoata

Rastvor perila-alkohola (152 mg, 1 mmol), 2-metilbutanske kiseline (102 mg, 1 mmol),
DMAP-a (24 mg, 0,2 mmol) i DCC-a (206 mg, 1 mmol) u 10 mL suvog CH2Cl> mesan je u
balonu sa okruglim dnom preko no¢i na sobnoj temperaturi, pod argonom. Nakon toga,
rastvarac je uklonjen pod snizenim pritiskom; zatim je ostatku dodato 10 mL hladnog pentana,
a istalozena urea je odfiltrirana. Filtrat je ukoncentrovan pod vakuumom, a ostatak je precis¢en

hromatografijom na koloni silika-gela daju¢i 177 mg (75% prinos) perilil-2-metilbutanoata.

Perilil-2-metilbutanoat (4-(prop-1-en-2-il)cicloheks-1-en-1-il)metil-2-metilbutanoat):
bezbojna te¢nost; *H NMR (CDCls, 400 MHz) i *C NMR (CDCls, 100,6 MHz) spektralni
podaci dati su u tabeli 26; EIMS (70 eV) m/z (%): 236 (2), 134 (62), 119 (100), 106 (50), 105
(42), 93 (56), 92 (66), 91 (85), 79 (40), 57 (92), 41 (36); elementna analiza: C 76,25; H 10,22;
O 13,53; izraGunato C 76,23; H 10,23; O 13,54; HREIMS m/z 236,1780 [M]" (izraunato za
C15H2402, 236,1776); Rl (DB-5MS) 1664.

Na analogan nacin sintetisan je perilil-3-metilbutanoata, pri ¢emu je izolovano 19,5 mg

perilil-3-metilbutanoata u prinosu od 83%.

Perilil-3-metilbutanoat (4-(prop-1-en-2-il)cicloheks-1-en-1-il)metil-3-metilbutanoat):
bezbojna te¢nost; *H NMR (CDCls) 6 5,76 (1H, m, CH-3), 4,73 (1H, quint, J = 1,5 Hz, CH-
97), 4,71 (1H, m, CH-9E), 4,43-4,50 (2H, m, CH»-1), 2,19-2,23 (2H, m, CH>-12), 2,05-2,20
(5H, preklopljeni multipleti, CH-5, CH-4a, CH-7, CH-13), 1,91-2,03 (1H, m, CH-4b), 1,81-
1,89 (1H, m, CH-6a), 1,74 (3H, m, CH3-10), 1,43-1,55 (1H, m, CH-6b), 0,96 (6H, d, J = 6,6
Hz, CHs-14 i CH3-15); *C NMR (CDCls) § 173,2 (C-11), 149,8 (C-8), 132,9 (C-2), 125,9 (C-
3), 108,9 (C-9), 68,3 (C-1), 43,6 (C-12), 41.00 (C-5), 30,6 (C-4), 27,5 (C-6), 26,6 (C-7), 25,9
(C-13), 22,6 (C-14 i C-15), 20,9 (C-10); EIMS (70 eV) m/z (%): 236 (2), 134 (64), 119 (100),
106 (49), 105 (43), 93 (55), 92 (66), 91 (86), 85 (56), 79 (38), 57 (60); HREIMS m/z 236,1781
[M]* (izratunato za C1sH2402, 236,1776); Rl (DB-5MS) 1672.
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3.4. In vitro testovi na ¢elijskim kulturama
3.4.1. Koris¢eni lekovi 1 supstance

Rastvor antibiotika i antimikotika (koris¢en u razblazenju 100 x) nabavljen je od
kompanije Sigma-Aldrich (St. Louis, Misuri, SAD), dok je standardni citotoksi¢ni lek,
cisplatina, nabavljen od kompanije Teva (Beograd, Srbija). Reagensi 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolijum-bromid (MTT) i tripan-plavo takode su nabavljeni od firme Sigma-
Aldrich (St. Louis, Misuri, SAD). Medijum za celijske kulture koji je koriS¢en u svim
eksperimentima se sastojao od medijuma RPMI 1640 u koji je dodato 20 mmol L* HEPES-a i
L-glutamina (bez natrijum-hidrogenkarbonata), sa 10% (v/v) seruma fetusa goveceta i 1%
(w/w) antibiotskog i antimikotskog rastvora.

3.4.2. Eksperimentalne Zivotinje

U eksperimentima su kori$¢eni odrasli muzjaci pacova soja Wistar, telesne mase 250—
300 g. Zivotinje su ¢uvane u standardnim laboratorijskim uslovima (temperatura 22 + 2 °C,
relativna vlaznost 60%), sa hranom i vodom dostupnim ad libitum, u Vivarijumu Instituta za
biomedicinska istrazivanja, Medicinskog fakulteta Univerziteta u NiSu. Svi eksperimenti
sprovedeni su u skladu sa deklaracijom iz Helsinkija (2013.) i smernicama Evropske unije za
eticko postupanje sa laboratorijskim zivotinjama (EU Direktiva 2010/63/EU), kao 1 u skladu
sa propisima Republike Srbije (br. odobrenja Eti¢kog komiteta: 323-07-06862/2016-05/2).

3.4.3. Priprema i kultura makrofaga i splenocita pacova

Peritonealni makrofagi (Mo) 1 splenociti (SPC) izolovani su prema standardnim, ranije
opisanim protokolima (Radulovi¢ et al., 2016b). Nakon bojenja tripan-plavim, izvrseno je
brojanje ¢elija i priprema suspenzije sa gustinom od 2,5 x 10° Zivih ¢elija po mL. Vise od 95%

¢elija bilo je vitalno nakon bojenja.

3.4.4. Odredivanje ¢elijske vijabilnosti

Makrofagi su ostavljeni da se vezu za povrSinu ploce sa 96 bunari¢a tokom 1,5 h, dok
su suspendovani SPC u RPMI medijumu direktno koris¢eni (100 pL/bunari¢). Medijum RPMI
koji je sadrzao cisplatinu (10" mol L1, ili razli¢ite koncentracije jedinjenja 31, 34, 35 i arcitina
(10%-10"* mol L1), dodavan je u pripremljene bunariée, nakon ¢ega su ploce inkubirane 24 h
na 37 °C u atmosferi CO2 (5%, v/v). Nakon inkubacije, ¢elije su tretirane MTT-reagensom (5
mg mL?). Formirani formazanski kristali su, nakon 4 h, rastvoreni u zakiseljenom

izopropanolu, a apsorbancije svakog bunari¢a ocitane su na 540 nm (Multiscan Ascent,
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Labsystems, Finska). Rezultati su izrazeni kao procenat citotoksi¢nosti u odnosu na kontrolu
(Celije tretirane samo medijumom RPMI), na osnovu koli¢ine formiranog formazana. Svi

eksperimenti su izvedeni u tri ponavljanja.

3.4.5. Funkcija lizozoma u makrofagima

Test sa neutralnim crvenim (Neutral Red, NR) izveden je prema ranije opisanom
protokolu (Radulovi¢ et al., 2016b). Nakon 24 h inkubacije sa uzorcima, medijum je uklonjen,
¢elije isprane i inkubirane sa NR bojom. Dva sata kasnije, viSak boje je uklonjen, a dodat je
rastvor za obezbojavanje (etanol:voda:siréetna kiselina = 5:5:1, v/v/v). Koli¢ina ekstrahovane
boje merena je na 540 nm, a dobijeni rezultati izraZzeni su kao procenat aktivnosti u odnosu na

¢elije gajene u ¢istom medijumu RPMI.

3.4.6. Odredivanje aktivnosti mijeloperoksidaze (MPO)

Primarne kulture makrofaga tretirane su cisplatinom, kao i jedinjenjima 31, 34, 35 i
arcitinom, u istim koncentracijama kao u prethodnim eksperimentima. MPO-aktivnost je
procenjivana na osnovu oksidacije 1,2-diaminobenzena, koja je inicirana H>O> (Radulovi¢ et
al., 2014). Reakcija je zaustavljena dodavanjem H.SO4 (1 M), a apsorbancija formiranog
obojenog produkta merena je na 540 nm. Rezultati su izrazeni kao procenat aktivnosti u odnosu
na netretiranu kontrolu (100% aktivnost). Svi eksperimenti su sprovedeni u pet replika i

ponavljani dva puta.

3.4.7. Statisticka analiza

Rezultati testova na ¢elijskim kulturama prikazani su kao srednja vrednost + standardna
devijacija (SD). Statisticki znacajna razlika izmedu grupa procenjena je metodom jednosmerne
analize varijanse (One-Way ANOVA), uz Tukey-ev post hoc test za viSestruka poredenja
(GraphPad Prism, verzija 5.03, San Dijego, Kalifornija, SAD). Vrednosti p < 0,05 smatrane su

statisticki znacajnim.
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4. Rezultati i diskusija



4.1. Analiza hemijskog sastava dietil-etarskog ekstrakta vrste B. praealtum

U ovom delu bi¢e opisana analiza hemijskog sastava dietil-estarskog ekstrakta
nadzemnih delova i S$izokarpijuma vrste B. praealtum. Potpuna NMR-karakterizacija
izolovanih jedinjenja izvr$ena je uz primenu manuelne iterativne simulacije *H NMR-spektra.
Na taj nacin identifikovana su Cetiri nova polinezasi¢ena estra (31-34), jedan polinezasiceni y-
butirolakton (35) i jedan lignan (36). Jedinjenja 31, 34, 35 i (+)-arcitin, izolovana u dovoljnoj
koli¢ini, testirana su na imunomodulatornu aktivnost procenom efekata na izolovane splenocite
I peritonealne makrofage pacova. Apsolutna konfiguracija estra 31 odredena je sintezom
odgovaraju¢ih Mosher-ovih estara 1 poredenjem spektroskopskih karakteristika sa

enantioCistim model-jedinjenjima.

Inicijalnom GC-MS-analizom dietil-etarskog ekstrakta osusenih Sizokarpijuma uzorka
BP-1 je uoc¢eno prisustvo dominantnog ispraljivog jedinjenja (31, slika 27), sa molekulskim
jonom na m/z 306 u masenom spektru (MS), a koje je izolovano u ¢istom stanju nakon dry-
flash hromatografije. Masenom spektrometrijom visoke rezolucije (HREIMS) odredena je
molekulska formula jedinjenja 31 kao C19H3003. IR-spektar sa apsorpcionim maksimumima u
opsegu 3100-3500 cm™ (maksimum na 3334 cm™) i na 1727 cm™ ukazivao je na prisustvo
hidroksilne i estarske funkcionalne grupe. Od ukupno 19 signala u 3C NMR-spektru jedinjenja
31 (tabela 17, slika 28), signal estarskog karbonilnog ugljenika na 175,0 ppm (C-1), kao i dva
signala oksigenovanih sp3-hibridizovanih atoma ugljenika na 65,4 ppm (C-1°) i 74,9 ppm (C-
2), dodatno su potvrdili prisustvo pomenutih funkcionalnih grupa. Dijastereotopni protoni C-
1’ metilenske grupe javljaju se na én 4,21 (H-1"a) i 4,17 (H-1’b) u *H NMR-spektru (tabela 18,
slika 29), i kroz korelacije, uocene u HMBC-spektru, kroz tri veze sa C-1 (slika 30) potvrdile
su postojanje susednog hiralnog centra u molekulu. Ova strukturna karakteristika je u skladu

sa eksperimentalno odredenom opti¢kom rotacijom (+64,3, ¢ 1, MeOH).
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Slika 27. Strukture jedinjenja 31-36, kao i odgovarajuca numeracija atoma ugljenika

koris¢ena pri asignaciji NMR-spektara
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Slika 28. *C NMR (100,6 MHz, CDCls) spektar jedinjenja 31 i odgovaraju¢a uveéanja sa asignacijom signala
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7' 11 6 12' 5 1a ib 2 OH-2 4'a,4'b 13 3 2a | 2b 33, 3b
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645 640 625 620 615 610 6.05 580 575 540 535 425 420 415  4.05 2.80 225 220 215 210 205 170 165 150 1.45
5 4
4 0 1.03 0.86
3 1
5 2
OH 14
1.02 M
CHCl, M t 105  1.00 0.85
1 JL h ] JU [us
= e T T T T T ot Y
88 8 8 g8 g gg g g 88
— Mo — - o~ o~ — [ o~ ~ w0 m
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 05 0.0 -0.5

Slika 29. 'H NMR (400 MHz, CDCls) spektar jedinjenja 31 i odgovaraju¢a uveéanja sa asignacijom signala
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Slika 30. Klju¢ne HMBC- i NOESY -interakcije za odredivanje strukture jedinjenja 31

Na osnovu gHMBC-korelacija izmedu C-1 i dubleta dubleta na 1 4,05 (J = 6,0, 3,4
Hz, H-2), koji se spreze sa metinskim protonom (on 2,07) iz izopropil-grupe i sa protonom iz
alkoholne grupe (on 2,81, koji je izmenljiv sa D20), odredeno je da se hiralni centar nalazi u
a-poloZzaju u odnosu na estarsku grupu. Sprezanje sa izmenljivim protonom i gHMBC-
interakcija protona OH-grupe sa C-1 sugeriSu postojanje intramolekulske vodoni¢ne veze
(slika 30).

Na osnovu svih navedenih podataka, zakljuceno je da jedinjenje 31 predstavlja estar 2-
hidroksi-3-metilbutanske kiseline i primarnog alifatiénog C14-alkohola sa Cetiri dvostruke veze.
U 'H NMR-spektru (slika 29), pored signala dve dijastereotopne metil-grupe (6+ 0,86 i 1,03,
tabela 18) iz kiselinskog dela molekula, uocen je i dodatni triplet koji poti¢e od metil-grupe na
on 1,02 (J = 7,5 Hz), $to ukazuje da su nezasi¢enja u alkoholu pozicionirana blizu w-kraja dela

estra koji poti¢e od alkohola, te da ne postoji dodatno ra¢vanje u tom delu molekula.

Sva cetiri nezasi¢enja poti¢u od dvostrukih veza, $to je potvrdeno prisustvom osam
signala sp?-hibridizovanih ugljenika u **C NMR/DEPT-90-spektrima (tabela 17). Njihova
medusobna konjugacija potvrdena je i postojanjem karakteristi¢nih apsorpcionih maksimuma
za konjugovane tetraenske sisteme u UV spektru jedinjenja 31 (Kuklev & Smith, 2004). Na
osnovu gHMBC- i *H-H COSY-spektara, odredeno je da su dvostruke veze locirane izmedu
atoma C-5°/C-6°, C-7°/C-8’, C-9’/C-10" i C-11’/C-12’, ¢ime je potvrdeno da se Cetiri
nezasi¢enja nalaze u konjugaciji, $to je dodatno potvrdilo prisustvo terminalne etil-grupe na w-

kraju alkoholnog fragmenta.
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Tabela 17. *3C NMR-spektralni podaci (100,6 MHz, CDCls) za jedinjenja 31,

33-35i 38

Pozicija 31 34 33 38 Pozicija

oc oc

1,C 175,0 170,0 175,1 177,3

2,CH 74,9 77,0 75,0 34,2

2-OH /* / / / / /
3,CH 32,2 30,1 32,2 19,1

4, CHs 15,9 17,4 16,0 19,1

5, CH3 18,8 18,9 19,0 /

1’, CHz 65,4 65,1 65,5 64,2 1, CH 177,2
2’, CHz 28,1 28,2 28,1 28,4 2, CH> 28,8
3’, CHz 25,9  26,00° 25,6 26,1 3, CH2 29,0
4’, CHz 27,3 27,5 32,3 27,6 4, CH 80,8
5, CH 131,1 1315 133,8 134,8 5, CH 128,9
6’, CH 129,50° 129,5 129,59° 129,4 6, CH 133,6
7’, CH 1271 127,3 132,1 128,4 7, CH 135,1
8’, CH 133,3 133,3 131,36>% 1333 8,CH 130,04°
9’, CH 130,7 130,9 131,43*% 1328 9,CH 129,98°
10’, CH 1335 1335 132,9 128,0 10,CH 1356
11’, CH 129,53° 1296 129,63° 1282 11,CH 1294
12°, CH 137,3 1374 136,9 1320 12,CH 1385
13°, CH> 259 26,05° 26,0 21,4 13,CH, 26,1
14°, CHs 13,5 13,7 13,6 144 14,CHs 13,6
17, C / 171,0 / / /
2”, CH3 / 20,8 / / /

! Nema ugljenika u ovoj poziciji. 2 Moguée je da se asignacija ova dva signala medusobno
zameni. ® Vrednost pomeranja je data na dve decimale jer su u spektru bili vidljivi razdvojeni

signali.
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Tabela 18. *H NMR spektralni podaci (400 MHz, CDCls) za jedinjenja 31, 33-35, i 38

» 31 34 33 38 . 35
Pozicija Pozicija
ont, m (J u Hz, integral)? ont, m (J u Hz, integral)?
1 B 7 7 7 7
2 4,04,dd (6.0, 34, 1 H) 482,d (47, 1H) 4,03,dd (6.0, 3.6, 1 H) 2,54, sept (6.9, 1 H) /
OH-2 2,81, d (6,0, 1 H) ] 2,81, d (6,0, 1 H) / /
2,07, qqd (7.0, 6,8, 3.4, 1 H) iaz) qqd (7.0.68, 4.7, 5 7 4qd (7.0,6:8,3.4, 1 H) 1,16, d (6,9, 3 H) /
4 0,86,d (7,0, 3 H) 0,98, d (7,0, 3H) 0,86,d (7,0, 3 H) 1,16,d (6,9, 3 H) ]
5 1,03,d (6,8, 3 H) 1,00, d (6,8, 3 H) 1,03,d (6,8, 3 H) / /
1'a 421,d¢ (10,8, 66,1 H)  +16,ddd(-10.6,7.0,65 454 g 107, 6,6, 1 H) /
zll ll_g ddd (-10.,6, 7.0, 6,5 4,07,1(6,6,2H)
b 417,06 (108,66, 1H) T}y (-10.6,7.0.65, 4 17 4t (10,7, 6.6, 1 H) /
2’a 1,70, dddt® (13,8, 80, 7.2, 1,68, ddddd (-13,8,9.0, 1,70, dtC (-13,8, 7.2, 6.6, o 2,57, ddd
6.6, 1 H) 7.0,6,5,6,0, 1 H) 1H) 1,67, tt (7.6, 6,6, (-17.5,9,5, 9.4, 1 H)
o 1,68, ddd (13,8, 8.0, 7.2, 1,67, ddddd (-13.8,9,0, 1,68, dU (-13.8,7.2,66, 2 H) 2 2,54, ddd
6.6, 1 H) 7.0, 6,5, 6,0, 1 H) 1H) (-17.5,92, 4,6, 1 H)
o 148, ddt’d (133,80, 7.6, 1,47, ddt’d (13,3, 9.0, 1,48, dt (-13,3, 7.6, 7.2, - 2,41, ddddd (-13,0, 9.5,
7.2, 1H) 7.6, 6,0, 1 H) 1H) 1,47, quint* (7,6, 6,8, 4,6,0,7, 1 H)
0 147, ddt’d (133,80, 7.6, 146, ddt’d (-13,3, 9.0, 146, dv (133, 76,72, 2H) 2 2,01, dddd (-13.0, 9.4,
7.2, 1H) 7.6, 6.0, 1 H) 1H) 9.2,7.7, 1 H)
e 2,24, ddtd (-17.2, 7.7, 7.6, - 2,24, ddt’d (-17,2, 7.7, 2,15, ddd (-17.2, 7.6, 6.9,
13,1H) 7.6, -1,3, 1 H) 1,3, 1 H) 204,10 (76,14, 5,00, ddddd (7,7, 7,0,
b 2,23, dt%dd (-17.2, 7.6, 7.1, - 2,23, d0dd (-17,2, 7.6, 2,13, dtdd (-17.2, 7.6, 6.9, _ 2 H) 6.8,07,-0.7, 1 H)
14,1 H) 7.1, 14,1 H) 1.4, 1H)
) 539,400 (103, 7.7, 7.0, 540,dddd (103,7.7, 565 dt'd (14,6,69,-07,  546,dtd (112, 76.- 5,65, dddd (15,4, 7,0,
1.1, 1 H) 71,11, 1H) 1H) 1.1,1H) 0.7,-0,7, 1 H)
. 6,05, dddd (11,3, 10,3, -1,4, 6,05, ddddd (11,3, 10,3, 6,08, ddt’d (14,6, 11,3, -1,3, 6,06, ddtd (11,2, ] 6,34, dddtd (15,4, 111,
-1,3.-0,7, 1 H) 1,4, -1,3,-07, 1 H) 0,7, 1H) 10,9, -14,-07, 1 H) -0,9,0,7,-0,7, 1 H)
- 6,43, dddd (14,5, 11,3, 1.1, - 6,44, dddd (14,5, 11,3, 6,16, ddd (15,0, 11,3, -0.7, 6,50, dddd (15,4, : 6,18, ddt°t* (14,8, 11,1,
0.7, 1H) 11,-0.7, 1 H) 1 H) 10,9, -1.1,-07, 1 H) 0.7,-0,7, 1 H)
o 6,224, dddd (145, 11,2, -08, 6,224, dddd (145, 11,2, 6.14,ddd (15,0, 11,0, 0.7, 627, ddt* (154,109, ¢ 6,30, ddddd (14,8, 10,7,
0,7, 1H) 0,8, -0,7, 1 H) 1H) 0,7, 1H) -0,9,0.7,-0.7, 1 H)
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6,19, ddt* (15,5, 11,2, -0,7, 1

6,19, ddt* (15,5, 11,2, -

6,14, ddd (15,0, 11,0, -0,7,

6,26, ddt* (15,4, 10,9,

6,15, ddt*d (14,3, 10,7,

9 H) 0,7, 1H) 1H) 0,7, 1 H) 9 0,7, 0,7, 1 H)
o 6,216, ddt (15,5, 10,8, 0,8, 6,221, ddt” (15,5, 10,8, - 6,15, ddd (15,0, 11,0, 0,7, 6,47, dddd (154, 10 6,26, dddt* (14,3, 10,4,
1H) 0,8, 1H) 1H) 10,9, 0,8, -0,7, 1 H) 0,7,-07, 1 H)
" 6,08, ddt’d (15,0, 10,0, -1,4, 6,09, ddtd (15,0, 10,8, - 6,08, ddtd (14,5, 11,0, -1,4, - 6,01, ddtd (11,3, 0 6,09, ddt (15,2, 10,4,
0,7, 1H) 14,07, 1 H) 0,7,1H) 10,9, -1,4,-07, 1 H) 13, 1H)
: 5,76, dtd (15,0, 6,8, 5,77, dtd (15,0, 6,8, 5,43, dtd (11,3, 7,7, 5,82, dtdd (15,2, 6,7, 0,7,
12 o6 1H) o8, 1H) 5,75, dt (14,5, 7,1, 1 H) B8 1H) 12 b7 1H)
: 2,13, qdd (7,5, 6,8, 2,13, qdd (7,5, 6,8, ] 2,22, dqd (7,7, 7,5, - 2,14, qdd (7,4, 6,7,
13 T 2H) T2 213,40 (75,72, -14,2H) 73700 13 G324
1 1,02, (7,5, 3H) 1,02, (7,5, 3 H) 1,01, (7,5, 3 H) 1,011 (7,5, 3 H) 14 1,02, (7,4, 3 H)
2 / 2,15, 5 (3 H) J ] / /

! Hemijska pomeranja i konstante sprezanja odredene su na osnovu eksperimenata selektivnog homodekuplovanja i spinske simulacije. 2 Vrednosti konstanti sprezanja |J|<0,7
nisu navedene radi lak3eg poredenja. * /, Nema protona ili nema pozicije. 4 Pseudo, odnosno pseudo-multiplet. Na primer, dublet dubleta sa dve sli¢ne J-vrednosti mogao bi
da na triplet, takav je ovde nazvan pseudotripletom.
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Geometrija C-5’-C-6" i C-11"-C-12’ dvostrukih veza odredena je kao Z, odnosno E,
na osnovu uoc¢enih vrednosti konstanti sprezanja izmedu odgovaraju¢ih protona (Ju-s-H-s> =
10,3 Hz i JH-11-n-122 = 15,0 Hz), kao i vrednosti konstanti sprezanja odgovarajucih protona i
ugljenika-13 (slika 31). Na osnovu kuplovanih *H-*C NMR-spektara, eksperimenata
selektivnog homodekuplovanja i naknadne potpune spinske simulacije *H NMR-spektra
(Radulovi¢ et al., 2019), omoguceno je odredivanje geometrije unutras$njih dvostrukih veza
(E,E) i potpuna asignacija NMR-signala protona i ugljenika-13 (tabele 17 i 18). Poredenje sa
NMR-podacima za izomere metil-parinarata (Kuklev & Smith, 2004, slika 32, tabele S1 i S2,
prilog) dodatno je potvrdilo konfiguraciju 5Z,7E,11E,13E jedinjenja 31. Treba naglasiti da
potpuna spektralna, strukturna i stereohemijska karakterizacija nije mogla biti postignuta
konvencionalnim pristupima (ukljucujuéi i 2D NMR), ve¢ isklju¢ivo putem potpune simulacije
'H NMR-spektra (slika 33), $to je klju¢no za dereplikaciju polinezasié¢enih alifati¢nih lanaca
(Pauli et al., 2014). NMR-parametri dobijeni simulacijom, kako u ovom, tako i u svim drugim
slucajevima gde je pristup primenjen, navedeni su U prilogu sa odgovaraju¢im brojem decimala

(tabele S1 i S2, prilog).

Slika 32. Odabrane a) *H-'H i b) *H-13C konstante sprezanja (Hz) jedinjenja 31, 33, i 38
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Slika 32. Strukture i numeracija atoma stereoizomernih metil-parinarata (P-1 — P-4)
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Slika 33. A) Eksperimentalni *H NMR-spektar jedinjenja 31; B) Simulirani *H NMR-spektar

jedinjenja 31; C) Razlika izmedu eksperimentalnog i simuliranog spektra jedinjenja 31
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Apsolutna konfiguracija hiralnog centra na C-2 u jedinjenju 31 odredena je
uporedivanjem 'H NMR-parametara Mosher-ovog estra (R)-MTPA i jedinjenja 31 sa
odgovaraju¢im podacima za dijastereomerno Ciste (R)-MTPA estre dva model jedinjenja —
metil-2-hidroksi-3-metilbutanoata, (R)-31a i (S)-31a (Sema 4; tabela 19). Najznacajnije razlike
izmedu dijastereomernih estara uo¢ene su u hemijskim pomeranjima geminalnih metil-grupa
(C-4 i C-5), orto-protona na benzenovom prstenu i metoksi-grupe (slika 34). Odli¢no
poklapanje podataka za (R)-MTPA-31i (R)-MTPA-(R)-31a (tabela 19, slika 34), kao i izraZzene
razlike u odnosu na (R)-MTPA-(S)-31a, omogucili su nedvosmisleno odredivanje strukture
jedinjenja 31  kao (5Z,7E,9E,11E)-tetradeka-5,7,9,11-tetraen-1-il-(R)-2-hidroksi-3-
metilbutanoata, a ono predstavlja novi prirodni proizvod, za koji se predlaze naziv prealtaestar
A.

o) 0 0
M NaNO,, AcOH/H,0 CH,N,
- /
OH ——
25 °C, 16 h OH ©

NH
2 Deechongkit et al., 2004 OH OH

L-valin (R)-31a

DL-valin (S)-31a

Sema 4. Sinteza model jedinjenja (R)-31a i (S)-31a

Tabela 19. *H NMR-parametri (CDCls) (R)-MTPA estara jedinjenja 31, (R)- i (S)-31a.

on, M (J in Hz, integral)

Poziclia &y MTPA-(R)-31a (R)-MTPA-31 (R)-MTPA-(S)-31a
EL 5,035L, d (4,2, 1 H) 5,0186, d (4,21 H) 50457, d (4.2, 1 H)
F 2,3100, sept?d (6,8, 4,2, LH) 23130, qqd (7.0, 6.8, 4.2, LH) _ 2,3479, septed (6,8, 4,2, 1 H)
H 0,9369, d (6,8, 3 H) 0,9410, d (7,0, 3 H) 1,0577,d (6,8, 3 H)
G 0,9483, d (6,8, 3 H) 0,9498, d (6,8, 3 H) 0,9836, d (6,8, 3 H)
AAT 17,6988, ABB'MM’ 7,7058, ABB'MM’ 7,5990, ABB'MM’
B/B® 17,4400, ABB'MM’ 7.4430, ABB'MM’ 7,4400, ABB'MM’
CIC 74370, ABB'MM 7.4380, ABB'MM’ 7,4450, ABB'MM’
DD’ 3,6587,q(0,9,3H) 3,6564, q (1,0, 3 H) 3,5825, q (0.9, 3 H)
OMe  3.8146,s (3 H) - 3,7769, s (3 H)

! Kori$¢eno obelezavanje vodonika prikazano je na slici 32. 2 Pseudo, odnosno pseudo-multiplet; vidi obja$njenje
fusnote 4, tabela 18.
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Slika 34. Odabrana uveéanja *H NMR-spektara (R)-MTPA estara jedinjenja: 1) 31, I1) (R)-
31a, i 1) (S)-32a

Alkoholni deo prealtaestra A (31), ali sa razli¢itom konfiguracijom dvostrukih veza
(5E,7E,9Z,11E), do sada je objavljen za nepotpuno okarakterisani estar izolovan iz vrste
Centaurea ruthenica Lam. (Asteraceae, Bohlmann & Jastrow, 1962; Bohlmann et al., 1961), a
kasnije i iz vrste C. scabiosa L. kao odgovarajuci izovalerat (Christensen et al., 1991), ali
geometrija dvostrukih veza nije bila odredena za ovaj izovalerat. U ekstraktu nadzemnih delova
uzorka BP-1 detektovano je i jedinjenje 32, koje predstavlja izovalerat tetradeka-5,7,9,11-
tetraen-1-ola. U cilju potvrdivanja strukture ovog jedinjenja, pripremljen je uzorak estra
izovalerijanske kiseline i (5Z,7E,9E,11E)-tetradeka-5,7,9,11-tetraen-1-ola, prethodno
dobijenog pazljivom metanolizom jedinjenja 31 (Sema 5). Eksperiment ko-injekcije
sintetisanog jedinjenja potvrdio je prisustvo jedinjenja 32, tj. (5Z,7E,9E,11E)-tetradeka-
5,7,9,11-tetraen-1-il-3-metilbutanoata (prealtaestar B), u nadzemnim delovima vrste B.
praealtum, dok se ¢ini da je bio odsutan u zrelim Sizokarpijumima.

%(OMR 1. NaOMe, MeOH _ WOMR
4 2. 3-metilbutanska kiselina, o
o} DCC, DMAP
31 32

R:W

Sema 5. Sinteza jedinjenja 32
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Takode, u ekstraktu uzorka sizokarpijuma ovog taksona, GC-MS-analizom detektovan
je i izomer jedinjenja 31 (jedinjenje 33), kao i njegov odgovarajuéi acetilovani derivat
(Jedinjenje 34, slika 27). Retencioni indeks jedinjenja 33 (R1(33)=2403) bio je za 38 jedinica
vis$i u odnosu na indeks jedinjenja 31 (R1(31)=2365), pri ¢emu su njihovi maseni spektri bili
gotovo identi¢ni. Ove sli¢nosti ukazivale su na odnos cis- i trans-geometrijskih izomera, u
ovom sluc¢aju izmedu 31 i 33, §to je potvrdeno i uporedivanjem vrednosti retencionih indeksa
jedinjenja  sa  slicnim  trienskim  sistemima  (npr.  RI(trans,cis,trans)=1598,
Rl(trans,trans,trans)=1648 (Binder & French, 1994)). Stoga se moglo pretpostaviti da
jedinjenje 33 razlikuje od jedinjenja 31 isklju¢ivo po geometriji (C-5’—C-6") dvostruke veze.
1D i 2D NMR-spektri frakcije obogacene jedinjenjem 33 (76%, slike S8-S10, prilog), zajedno
sa prethodno simuliranim spektrom jedinjenja 31, omogudili su potpunu spektralnu asignaciju
(tabele 17 i 18) i nedvosmisleno potvrdili da je jedinjenje 33 ,sve-trans® izomer, tj.
(5E,7E,9E,11E)-tetradeka-5,7,9,11-tetraen-1-il-2-hidroksi-3-metilbutanoat  (prealtaestar C,
slika 27). Moguce je da jedinjenje 33 predstavlja artefakt nastao iz jedinjenja 31,
termodinamicki stabilniji izomer koji nastaje kao posledica izlaganja UV-zracenju (Bohlmann
& Jastrow, 1962). Ovo bi moglo ukazivati na potencijalnu zastitnu funkciju jedinjenja 31 i
srodnih molekula u biljci protiv Stetnog UV-zra¢enja. Ovakva postepena konverzija u ,,sve-
trans* izomer uocena je i kod jedinjenja 32, pri ¢emu je transformacija najverovatnije bila
uzrokovana sunc¢evim zra¢enjem. Sveze sintetisano jedinjenje 32 sadrzavalo je manje od 2%
,,sve-trans“ izomera (na osnovu *H NMR-spektra), dok je posle nedelju dana (slika S5, prilog),

molarni udeo porastao na 22%, iako je uzorak ¢uvan na 4 °C u zatvorenoj bocici u mraku.

Poredenje masenih spektara jedinjenja 31 i 34, ukljucujuéi prisustvo dominantnog
fragmenta na m/z 43 i porast molekulske mase za 42 jedinice, odnosno retencionog indeksa,
ukazivalo je na to da je jedinjenje 34 (slika 26) acetilovani derivat jedinjenja 31. Ova hipoteza
je potvrdena sintezom acetata jedinjenja 31 i eksperimentom ko-injekcije sa ekstraktom BP-1.
Pripremljeni uzorak koris¢en je za prikupljanje svih relevantnih analitickih podataka za novo

jedinjenje (prealtaestar D, 34), koji su dati u tabelama 17 i 18.

Jos jedno polinezasic¢eno, poliensko jedinjenje, oznaceno kao 35 (slika 27), izolovano
je iz ekstrakta nadzemnih delova uzorka BP-1, a na osnovu HREIMS-analize utvrdena je
njegova molekulska formula — C14H1502. Ostra i intenzivna traka u IR-spektru na 1771 cm™
jasno je ukazivala na prisustvo y-laktonskog prstena, koja objasnjava dva od ukupno Sest
nezasic¢enja prisutnih u molekulu (Pretsch et al., 2009). Preostala cetiri nezasi¢enja pripisana

su konjugovanim dvostrukim vezama, $to je prvobitno zakljueno na osnovu apsorpcionih
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maksimuma u UV-spektru jedinjenja 35, a zatim potvrdeno prisustvom osam signala metinskih
sp?-hibridizovanih ugljenikovih atoma u **C NMR/DEPT-90-spektrima. Podaci iz *C i H
NMR-spektara (tabele 17 i 18) dodatno su ukazivali na prisustvo metil-grupe (triplet na 1,02
ppm), tri metilenske grupe, jos jedne metinske grupe vezane za atom kiseonika, kao i
laktonskog ugljenika (177,2 ppm). Signal na Jn 5,00, koji odgovara protonu H-4, pruzio je uvid
u povezanost laktonskog fragmenta sa ostatkom molekula i to na osnovu vrednosti konstanti
sprezanjaod 7,7, 7,0 1 6,8 Hz, kao i odgovarajucih daljinskih C-H sprezanja. Time je pokazano
da je laktonski fragment smesten s jedne strane tetraenskog sistema, dok se s druge strane nalazi
etil-grupa, sli¢no kao kod jedinjenja 31-34. Odgovarajuéa H NMR-potpuna spinska
simulacija, kao i poredenje hemijskih pomeranja i konstanti sprezanja sa jedinjenjima 31-34,

omogucila je odredivanje (E,E,E,E)-konfiguracije Cetiri dvostruke veze.

Apsolutna konfiguracija hiralnog centra na C-4 u jedinjenju 35 odredena je nakon
potpune hidrogenizacije (Sema 6). Specifi¢na optic¢ka rotacija dobijenog y-tetradekalaktona bila
je istog znaka i priblizno iste vrednosti kao kod (R)-enantiomera (Thijs & Zwanenburg, 2004;
Zhou et al., 2018). Ovo ukazuje na to da jedinjenje 35 poseduje (S)-konfiguraciju na C-4, usled
formalne promene oznake konfiguracije zbog promene prioriteta supstituenata po Cahn-
Ingold-Prelog-ovim pravilima nakon hidrogenizacije. Prethodno je sintetisano i strukturno
sli¢no dvostruko nezasi¢eno laktonsko jedinjenje sa (S)-konfiguracijom na C-4 (Naruse et al.,
1996) i ono je takode pokazalo pozitivan znak opticke rotacije, kao i jedinjenje 35. Na osnovu
navedenog, jedinjenje 35 predstavlja novi prirodni lakton, identifikovan kao (S)-5-
((1E,3E,5E,7E)-deka-1,3,5,7-tetraen-1-il)dihidrofuran-2(3H)-on, za koji je predlozen naziv
prealtalakton.

Hy
OS(jQ/\/\/\/\/ T © 2
0~ 2 NN F Pt/C 0 =

H

I

[0]?°5 +30,1

o 5 __(S) P [a]?p +27,3 Zhou et al., 2018
H

7
Sema 6. Hidrogenizacija jedinjenja 35 sa navedenim vrednostima specifi¢nih optickih

rotacija

Iz ekstrakata uzorka BP-1 izolovana su jos dva srodna dibenzilbutirolaktona. Jedan od

njih, naden u nadzemnim delovima, bio je (+)-arcitin (sinonim: O,0-dimetilmatairesinol; slika
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35), ¢ija je identifikacija potvrdena poredenjem NMR-podataka sa ranije objavljenim
vrednostima (Davidson et al., 2018). NMR-, IR- i MS-spektri drugog lignana (36, slika 35),
izolovanog iz ekstrakta Sizokarpijuma, ukazivali su na to da on predstavlja oksigenovani

derivat arcitina sa ketonskom funkcijom u polozaju 7.

enolni oblik R
36 jedinjenja 36
nije detektovan

=CH; arcitin
R=H konikaol B

Slika 35. Strukture jedinjenja i numeracija atoma jedinjenja 36 (7-oksoarcitin, tj. O-

metilkonikaol B) i (+)-arcitina, izolovanih iz uzorka BP-1, i struktura konikaola B

Zakljuceno je da lignan 36 u CDCI3z postoji isklju¢ivo u ketonskom tautomernom
obliku, s obzirom da u NMR-spektrima nisu uoc¢eni ni tragovi enolnog oblika (slika 35), koji
se inae mogu ocekivati kod f-ketolaktona. Enolni tautomeri takode nisu pomenuti ni u
radovima koji su se bavili sintezom srodnih ketolignana, niti za prirodni konikaol B (slika 33,
Fan et al., 2006; He et al., 2010). Podaci iz pomenutih radova bili su korisni i pri odredivanju
relativne konfiguracije hiralnih centara u polozajima 8 i 8”, budu¢i da NOESY-interakcije za
protone u jedinjenju 36 nisu bile jednozna¢ne — uoceni su korelacioni signali kako izmedu H-
8 i H-8, tako i izmedu H-8 i H-7’a/b. Kao i kod strukture arcitina, na osnovu poredenja
relevantnih spektralnih podataka utvrdeno je da su dve supstituisane benzilne grupe na y-butiro-

laktonskom prstenu jedinjenja 36 u medusobnom trans odnosu.

Na taj nacin, jedinjenje 36 je identifikovano kao 7-oksoarcitin, ili O-metilkonikaol B —
novi prirodni proizvod; pre skoro 60 godina ovo jedinjenje zabelezeno je kao nedovoljno
okarakterisan sintetski intermedijer (Adjangba, 1963; Adjangba, 1965) uz navedene samo UV-
i IR-spektralne podatke. Stoga je u ovom radu prvi put izvrSena potpuna NMR-karakterizacija
ovog jedinjenja (slike S21 i S22, prilog).
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4.2. Ispitivanje imunomodulatorne aktivnosti odabranih metabolita izolovanih iz vrste B.
praealtum

Jedinjenja 31, 34, 35 i (+)-arcitin, koja su izolovana u dovoljnim koli¢inama, zajedno
sa cisplatinom (0,1 mM), ispitivana su u koncentracionom opsegu od 10 do 10 mM kako bi
se procenio njihov uticaj na vijabilnost i funkcionalne karakteristike splenocita (SPC) i
makrofaga (M¢). Sva testirana jedinjenja su statisticki znacajno menjala (povecavala i/ili
smanjivala) mitohondrijalnu i lizozomalnu funkciju SPC i Mg, §to je potvrdeno njihovom
sposobnoséu da redukuju MTT” (slika 36) i akumuliraju bojeni marker neutralno crveno (NR)
(slika 37).

Jedinjenja 31, 34 i 35 poseduju isti strukturni motiv — deka-1,3,5,7-tetraen-1-ilnu grupu
—koji je takode karakteristi¢an za parinarne kiseline. Poznato je da pomenute parinarne kiseline
utiCu na vijabilnost ¢elija humane leukemije (THP-1 monocitna leukemija i HL-60 humani
promijelocitni oblik) ve¢ pri koncentracijama od 5 uM ili nizim (Cornelius et al., 1991). U
poredenju sa citotoksi¢nim efektima parinarnih kiselina, prealtalakton (35) je znacajno
smanjivao vijabilnost SPC i Mg in vitro tek pri koncentraciji od 100 uM. S druge strane,
jedinjenja 31 i 34 u svim testiranim koncentracijama, kao i jedinjenje 35 pri koncentracijama
ispod 10 uM, pokazala su suprotan efekat — povecavala su mitohondrijalnu redukcionu
aktivnost 1 funkciju lizozoma. Ovakva selektivna citotoksi¢nost usmerena na transformisane
(tumorske), a ne na normalne ¢elije, ranije je primecena i za a-parinarnu kiselinu u sluc¢aju
netumorskih astrocita. Veruje se da parinarne kiseline povecavaju proizvodnju slobodnih
radikala 1 tako senzitiviziraju transformisane ¢elije na lipidnu peroksidaciju, pre svega zbog

pojac¢anog unosa ovih kiselina u tumorske celije koje brzo rastu.

* U proceni citotoksi¢nosti najéescée se kombinuju MTT i Neutral Red testovi: prvi se oslanja na sposobnost mitohondrijalnih
NAD(P)H-zavisnih oksidoreduktaza da zutu tetrazolijum-so MTT redukuju u nerastvorni ljubiasti formazan, ¢ija je koli¢ina,
izmerena spektrofotometrijski nakon rastvaranja, srazmerna broju metaboli¢ki aktivnih ¢elija; dok drugi koristi katjonsku boju
Neutral Red koja se, zahvaljujuéi protonskim-pumpama, selektivno akumulira u kiselim lizozomima; koli¢ina boje (takode
odredena apsorbancijom) odrazava integritet lizozomalne membrane, pa je zajednicka interpretacija rezultata oba testa
pouzdan pokazatelj celijske vijabilnosti i subCelijskog ostecenja.
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Slika 36. Uticaj jedinjenja 31, 34, 35 i (+)-arcitina na sposobnost splenocita (A) i makrofaga
(B) da metabolisu MTT. Prikazani podaci predstavljaju srednje vrednosti (%) sa standardnom
devijacijom (SD), izraCunate na osnovu vrednosti dobijenih za celije tretirane Samo
medijumom RPMI. Za medusobno uporedivanje rezultata koriS¢ena je jednofaktorska-
ANOVA analiza, nakon ¢ega je primenjen Tukey-jev post-hoc test: *p<0,001, **p<0,01,
*#%p<0,05 u poredenju sa Celijama tretiranim medijumom RPMI; #p<0,001 u poredenju sa

tretmanom cisplatinom.
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Tretman splenocita (+)-arcitinom u koncentraciji od 100 uM doveo je do smanjenja
njihove sposobnosti akumulacije neutralnog crvenog (slika 37); medutim, ovaj efekat nije bio
statisti¢ki znacajan. Zanimljivo je da je kod makrofaga, pri izlaganju najviSim koncentracijama
arcitina (100 i 10 uM), zabelezen suprotan efekat — statisticki znacajno povecanje sposobnosti

za akumulaciju neutralnog crvenog.
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Slika 37. Uticaj jedinjenja 31, 34, 35 i (+)-arcitina na sposobnost splenocita (A) i makrofaga
(B) da akumuliraju NR. Prikazani podaci predstavljaju srednje vrednosti (%) sa standardnom
devijacijom (SD), izracunate na osnovu vrednosti dobijenih za celije tretirane samo
medijumom RPMI. Za medusobno uporedivanje rezultata koriS¢ena je jednofaktorska-
ANOVA analiza, nakon ¢ega je primenjen Tukey-jev post-hoc test: *p<0,001, **p<0,01,
*#%p<0,05 u poredenju sa Celijama tretiranim medijumom RPMI; #p<0,001 u poredenju sa

tretmanom cisplatinom.
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Ranije je utvrdeno da arcitin pokazuje izrazenu citotoksi¢nost prema Jurkat T ¢elijama
(besmrtni humani T-limfociti, Davidson et al., 2018) i da na koncentraciono zavisan nacin
smanjuje nivo IgE u kulturama U266 ¢elija (besmrtni humani B limfociti, Tanabe et al., 2011).
Medutim, rezultati dobijeni na primarnim kulturama limfocita i makrofaga slezine pacova
pokazuju da (+)-arcitin ne smanjuje njihovu vijabilnost, ve¢ ¢ak podstice njihovu sposobnost
da metabolisu MTT i akumuliraju neutralno crveno, $to ukazuje na funkcionalnu aktivaciju
ovih imunih ¢elija. Na osnovu toga se moze zakljuciti da ovaj lignan deluje selektivno
citotoksi¢no na transformisane limfocite, dok ne uti¢e negativno na vijabilnost i/ili funkciju

normalnih ¢elija.

Prealtalakton (35), pretezno, i prealtaestar A (31), u manjoj meri, pokazali su potencijal
za modulaciju aktivnosti mijeloperoksidaze makrofaga (slika 38). Ova aktivnost moZe biti
rezultat njihove sposobnosti da inhibiraju enzim MPO (mijeloperoksidaza) ili da reaguju sa
slobodnim radikalima (van den Berg, 1994) koje MPO generise, $to ukazuje na njihovo moguce
direktno uceS¢e u oksidativnim ¢elijskim procesima izazvanim reaktivnim kiseoni¢énim
vrstama, slicno kao a-parinarna kiselina. Antioksidativna svojstva jedinjenja 31, 34 i 35 u

¢elijskim kulturama sugerisSu 1 njihovu potencijalnu zastitnu ulogu u biljnim tkivima.

Izrazenija citotoksi¢nost jedinjenja 35 mogla bi se objasniti njegovim specifiénim
metabolizmom u ¢elijama, koji moze dovesti do stvaranja citotoksi¢nih agenasa tipa Majklovih
akceptora. Poznato je da alifati¢ni y-laktoni podlezu hidrolizi uz posredstvo paraoksonidaza,
nakon Cega sledi a- ili f-oksidacija masnih kiselina. U slu¢aju jedinjenja 35, nakon hidrolize i
pocetne oksidacije novonastale hidroksilne grupe, verovatno dolazi do formiranja a,f-
nezasi¢enog konjugovanog ketona, koji se ponasa kao Majklov akceptor, tj. potencijalni

alkilujuéi agens.
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Slika 38. Aktivnost MPO u makrofagima tretiranim jedinjenjima 31, 34, 35 i (+)-
arcitinom. Prikazani podaci predstavljaju srednje vrednosti (%) sa standardnom devijacijom
(SD), izraCunate na osnovu vrednosti dobijenih za celije tretirane medijumom RPMI. Za
medusobno uporedivanje rezultata koriS¢ena je jednofaktorska-ANOVA analiza, nakon ¢ega
je primenjen Tukey-jev post-hoc test: *p<0,001, **p<0,01, ***p<0,05 u poredenju sa ¢elijama

tretiranim RPMI; #p<0,001 u poredenju sa tretmanom cisplatinom.

U zakljucku, moze se reci da vrste roda Bupleurum koje su etnofarmakoloski cenjene
zaista opravdavaju svoj status biljaka sa imunomodulatornim dejstvom — posebno u smislu
biljnih lekova koji jac¢aju funkcionalne karakteristike normalnih splenocita i makrofaga, iako

pojedinacni metaboliti mogu ispoljiti specifi¢ne, razlicite efekte.
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4.3. Analiza hemijskog sastava ekstrakta vrste B. veronense

U ovom delu bice opisana analiza hemijskog sastava dietil-etarskog ekstrakta vrste B.
veronense. Hromatografija ekstrakta rezultirala je izolovanjem tri nova jedinjenja:
sedamnaesto¢lanog makrolida (37), jednog polinezasi¢enog estra (38) i derivata floroglucinola
(39). Strukturna identifikacija izvrSena je kombinacijom spektroskopskih metoda, ukljuéujuci
masenu spektrometriju, infracrvenu spektroskopiju, detaljnu analizu NMR-spektara, kao i
hemijske transformacije. Potpuna NMR-karakterizacija postignuta je primenom iterativne
spinske simulacije. Apsolutna konfiguracija jedinjenja 39 odredena je sintezom odgovarajucih

dijastereomernih Mosher-ovih estara.

Hromatografskim razdvajanjem dietil-etarskog ekstrakta vrste B. veronense (BV)
izolovano je jedinjenje 37 (slika 39), ¢iji je maseni spektar bio slican masenom spektru
falkarinola (Radulovi¢ et al., 2016a), diendiinskom sekundarnom alkoholu. Molekulski jon
jedinjenja 37, odreden HREIMS-analizom, odgovarao je formuli CigH240>, §to ukazuje na
sedam nezasi¢enja U ovom molekulu — odnosno da on poseduje jedan atom ugljenika, jedan
atom kiseonika i jedno nezasicenje vise u poredenju sa falkarinolom. U IR-spektru uoéena je

traka koja potvrduje prisustvo i estarske karbonilne grupe (1727,5 cm™) u ovom molekulu.

(Z)-falkarinol

Slika 39. Strukture i numeracija atoma jedinjenja 37-39 i falkarinola
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U 3C NMR-spektru jedinjenja 37 (tabela 20; slika S27, prilog) uo¢eno je osamnaest
signala, $to je u skladu s molekulskom formulom, ukljuc¢ujuéi jedan karbonilni ugljenik (Jc
173,5), jednu metil-grupu (dc 9,6), devet sp*-metilenskih ugljenika, jedan oksigenovani sp®-
ugljenik (Jc 65,3), dva sp?-metinska, kao i etiri neprotonovana sp-hibridizovana ugljenika (dc
64,7, 70,4, 74,5 i 80,5). Pomenute funkcionalne grupe objasnjavaju Sest od ukupno sedam

nezasi¢enja, Sto ukazuje na to da jedinjenje 37 poseduje i jedan prsten.
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Tabela 20. *H (400 MHz) i *C (100,6 MHz) NMR (CDClIs) spektralni podaci jedinjenja 37 i (Z)-falkarinola

homodihidrofalkarinolid (37) (2)-falkarinol (Radulovi¢ et al., 2016a)
Pozicija  dc, tip ort, (J u Hz, integral)? Pozicija  dc, tip Jn, (J U Hz, integral)
1 173,5,C P 17 4
2a 2,35,ddd (-13,3,9,8,4,1, 1 H)
T A CH 2,31, ddd (-13,3,4,3,7,5, 1 H) 16 226.CH,
B e CH. L70. m(1H) 15 31,9,CH;  1,22-131
3b T 1,64, m (1 H) = A
preklopljeni signali (8 H)
4 28,80, CH> 1,351, m (2 H) 14
5 29,8, CH» 1,301, m (2 H)
29,2, CH;
6 30,3, CH; 1,341, m (2 H) 13
7 28,77, CH; 1,43, m (2 H) 12 1,37, m (2 H)
8a 2,11, ddddd (-13,8, 8,4, 7,0, 6,6,
T 28,4, CH; 2,06, ddddd (-13.8, 7.6, 6.7, 6.5, 11 272,CH,  2,02,¢°(7,1,2 H)
9 135,2, CH 5,58, dddt® (10,3, 8,4, 7,6, -1,1, 10 133,1,CH 5,52, dtt (10,5, 7,1, 1,5, 1 H)
10 121,4, CH 5,45, dt®t° (10,3, -1,2, -1,1, 1 H) 9 121,9,CH 5,37, dtt (10,5, 6,9, 1,5, L H)
1la 2,95, ddd (-17,9, 7,4, -1,1, 1 H)
T 17,0, CH; 2.89, ddd (179,73, 11, 1 H) 8 17,7,CH,  3,03,d (6,9,2 H)
12 80,5, C / 7 80,2, C /
13 64,7,C / 6 64,0,C /
14 70,4, C / 5 71,2,C /
15 74.5,C / 4 74,3,C /
16 65,3, CH 5,28,1(6,7, 1 H) 3 63,5, CH 4,92, d*quint (5,3, 1,1, 1 H)
17 27,3, CH; 1,79,dq (7,4, 6,7, 2 H) 2 136,2,CH 5,94 ddd (17,0, 10,1, 5,3, 1 H)
18 9,6, CHs 1,00,t(7,4,3H) 1 - -

! Hemijska pomeranja i konstante sprezanja odredene su na osnovu eksperimenata selektivnog homodekuplovanja i spinske
simulacije. 2 |J|<0,7 nije navedeno radi lakseg poredenja. 2 /, Nema protona ili nema pozicije. # Pomeranja nisu relevantna za
poredenje. 5 Pseudo, odnosno pseudo-multiplet. Na primer, dublet dubleta sa dve sliéne J vrednosti verovatno bi se ispoljio kao
pseudotriplet.
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Polozaj estarske karbonilne grupe C-1 (dc 173,5) odreden je na osnovu gHMBC-
interakcija protona H-2a i H-2b sa C-1 (slika 40). Gradijentni *H-*H COSY -eksperiment
ukazao je na prisustvo dugog niza medusobno spregnutih protona na ugljenicima od C-2 do C-
11i od C-16 do C-18. Ova dva fragmenta medusobno su povezana na osnovu slabe daljinske
J-konstante od 0,7 Hz, najverovatnije preko dve konjugovane trostruke veze. Analiza gHMBC-
spektra jedinjenja 37 potvrdila je ovakvu povezanost, dok je polozaj estarske/laktonske grupe
utvrden na osnovu korelacije H-16-C-1 kroz tri veze, §to ukazuje na formiranje vrlo retkog

sedamnaestoclanog makrolida.

Slika 40. HMBC- i NOESY - interakcije klju¢ne za odredivanje strukture jedinjenja 37; i

vrednosti odabranih *H-'H (dole levo) i 3C-'H (dole desno) konstanti sprezanja (Hz)

Prisustvo dvostruke veze u jedinjenju 37 u istom polozaju kao kod falkarinola
potvrdeno je poredenjem hemijskih pomeranja njihovih protona i ugljenika-13 u polozajima 9
(0n 5,58; dc 135,2, odnosno J1 5,52; oc 133,1) i 10 (on 5,49; 6C 121,4, odnosno JH 5,37; dc
121,9), a na osnovu vrednosti konstante kuplovanja ovih protona (J = 10,3 Hz) ustanovljena je
(2)-konfiguracija ove dvogube veze. To je dodatno potvrdeno uoc¢enim visestrukim gHMBC-
korelacijama: H-8-C-9i C-10, H-10-C-91i C-11, kao i H-11-C-10 (slika 40). Korelacije preko
vise veza U gHMBC-spektru, H-11 sa C-12 (¢ 80,5) i C-13 (oc 64,7), kao i H-16 sa C-14 (dc
70,4) i C-15 (oc 74,5), ukazuju na prisustvo konjugovanog diinskog fragmenta (od C-12 do C-
15, cetiri sp-hibridizovana ugljenika) koji povezuje C-11 i C-16. Na osnovu svega navedenog,
zakljuceno je da jedinjenje 37 predstavlja (Z)-17-etiloksacikloheptadeka-10-en-13,15-diin-2-
on — novo prirodno jedinjenje, verovatno biosintetski povezano sa (Z)-falkarinolom, pa je za

njega predlozeno ime homodihidrofalkarinolid.
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Strukturno najsli¢nija jedinjenja jedinjenju 37 su imunosupresivni makrolid ivorenolid
B, izolovan iz africkog mahagonija Khaya ivorensis A.Chev. (Meliaceae, Wang et al., 2014;
Zhang et al., 2012) i kampestrolid izolovan iz Eryngium campestre L. (Apiaceae, Medbouhi et
al., 2018). Ivorenolid B sadrzi dva dodatna atoma kiseonika: umesto dvostruke veze izmedu C-
9 i C-10 nalazi se epoksidni prsten, dok je u alilno-propargilnom polozaju C-11 prisutna
hidroksilna grupa. Kampestrolid se razlikuje od homodihidrofalkarinolida samo u postojanju
dodatne C-17-C-18 dvostruke veze. U skladu sa predloZzenim imenom jedinjenja 37,
kampestrolid je homofalkarinolid. Smatra se da (Z)-falkarinol i homodihidrofalkarinolid (37)
dele zajednicki biosintetski put (o ¢emu ¢e biti reci kasnije); pretpostavlja se da je 17,18-
didehidro-kiselina, koja odgovara nelaktonizovanom obliku jedinjenja 37, prekursor Koji
dekarboksilacijom daje falkarinol (Minto & Blacklock, 2008). Jedinjenje 37 moze predstavljati
kariku koja nedostaje u biosintetskom putu od krepeninske Kkiseline ka derivatima falkarinola,
ili pak polaznu tacku divergentnog biosintetskog ogranka. Nije moguce zakljuciti da li

kampestrolid je biosintetski prekourskor ili metabolit koji nastaje iz homodihidrofalkarinolida.

Maseni spektar jedinjenja 38, izolovanog iz ekstrakta BV, sli¢no kao i prealtaestar A
(31), sadrzao je dominantne fragmentne jone na m/z 91, 105, 117 itd., $to ukazuje na visok
stepen nezasi¢enja. Molekulski jon (m/z 276) sugerisao je da se radi o jedinjenju srodnom
jedinjenju 31, odnosno estru tetradekatetraenola i zasi¢ene karboksilne kiseline sa Cetiri atoma
ugljenika. Kao $to je prethodno opisano za jedinjenja 31-34, analizom H i 3C NMR-spektara,
zakljuéeno je da je jedinjenje 38 zapravo tetradeka-5,7,9,11-tetraen-1-il-2-metilpropanoat
(slika 39).

Na osnovu oblika signala olefinskih protona u *H NMR-spektru jedinjenja 38 odmah je
uoceno da se konfiguracija dvostrukih veza razlikuje od one u jedinjenjima 31, 32 i 34
(5Z,7E,9E,11E), kao i od one u jedinjenju 33 (5E,7E,9E,11E). Geometrija dvostrukih veza C-
5-C-6" i C-11"-C-12’ u jedinjenju 38 odredena je kao Z, na osnovu vrednosti konstanti
sprezanja cis-protona (Ju-s-1-6' = 11,2 Hz i Jn-11>- 112> = 11,3 Hz), kao i trans-proton—-ugljenik-
13 sprezanja (Jn-e-c-4 = 12,0 Hz, Ju-s>-c-7» = 11,3 HZ i JH-12>c-100 = 11,0 HZz). Ove vrednosti su
dobijene direktnim ocitavanjem iz spektra ili simulacijom; poslednji pristup omogucio je
odredivanje svih preostalih konstanti. Na slican nacin, konfiguracije unutrasnjih dvostrukih

veza odredene su kao E, §to je u skladu sa konfiguracijom u jedinjenjima 31-34.

Uporedna analiza 3C i 'H NMR-spektara jedinjenja 38 sa odgovarajuéim izomerom

metil-parinarata (tabele S1 i S2, prilog) potvrdila je (5Z,7E,11E,13Z)-konfiguraciju. Dakle,

131



(5Z,7E,11E,13Z)-tetradeka-5,7,9,11-tetraen-1-il-2-metilpropanoat (38), za koji je po analogiji
sa jedinjenjima 31-34, predloZzeno ime veronaestar, predstavlja novo prirodno jedinjenje
izolovano iz vrste B. veronense, srodno jedinjenjima iz vrste B. praealtum, pri ¢emu se razlike
ogledaju u vrsti esterifikujuce kiseline i konfiguraciji regiohemijski istog tetraenskog alkohola.
Hemotaksonomski gledano, prisustvo ovih jedinjenja u oba taksona predstavlja snazan

argument za njihovo svrstavanje u istu sekciju unutar roda Bupleurum (sekcija Aristata).

Jedinjenje 39 (slika 41), izolovano iz jedne od najpolarnih hromatografskih frakcija
ekstrakta BV, bilo je podvrgnuto reakciji sililovanja. Dobijen je viSestruko trimetilsililovani
derivat, ¢iji je maseni spektar, nakon gubitka fragmenta C7H140>Si, pokazao veliku sli¢nost sa
spektrom trimetilsilil-derivata floroglucinola (Zenkevich et al., 2007), $to ukazuje na prisustvo
tri fenolne i jedne alkoholne hidroksilne grupe. U IR-spektru uocena je apsorpciona traka na
1630 cm™, $to sugerise na prisustvo karbonilne funkcionalne grupe koja je intramolekulski
vodoni¢no vezana i konjugovano stabilizovana sa elektron-donorskom grupom. Takode,
uodena je i Siroka traka na oko 3241 cm™, koja odgovara ve¢em broju hidroksilnih grupa.

Prisustvo konjugovanog ketona dodatno je potvrdeno signalom u C NMR-spektru
((CD3)2S0) na 203,6 ppm (tabela 21).

-047

0~ \ " 0,10

w052 000

RO

R = &etiri (S)-MTPA ili getiri (R)-MTPA
Mosher-ovih estra jedinjenja 39

OR

Slika 41. Struktura i numeracija atoma jedinjenja 39 i njegovih Mosher-ovih estara sa

relevantnim *H NMR-podacima
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Tabela 21. *H (400 MHz) i *C (100,6 MHz) NMR-podaci veroglucinola (39) u (CD3)2SO i CDsOD

(CD3),SO

CDs0D

Pozicija dc, tip On, (J u Hz, integral) dc, tip on, (J u Hz, integral) HMBC! NOESY*
1 203,6, C Ik 205,2,C / / /
2a 3,13,dd (-15,8, 7,1, 1 H) 3,22,dd (-16,0, 5,3, 1 H)
2b 52,9, CH, 3,09, dd (-15,8, 5,6, 1 H) °39.CH. = e dd (-16,0, 7,5, 1 H) L3 4
3 63,4, CH 4,20,dqd (7,1,6,1,5,6,1H) 65,7, CH 4,35,dqd (7,5,6,1,53,1H) 2,4 2,4
4 23,8, CH3 1,13,d (6,1, 3 H) 23,7, CHs 1,23,d (6,1, 3 H) 2,3 3
r 104,3,C / 104,3,C / / /
2,6 164,3,C / 166,0, C / / /
3,5 94,8, CH 5,83,5 (2 H) 95,9, CH 5,81,5 (2 H) 1, (5°,3) /
4 164,7,C / 166,4, C / / /
OH-2’,6> |/ 12,22,'s (1 H) / / 2,6 /
OH-4> / 10,32, s (1 H) / / 4 /

! Kuplovanje kroz veci broj veza izmedu protona u koloni pozicija i ugljenika u koloni HMBC. ? Uo&ene nOe interakcije izmedu protona u
koloni pozicija i protona u koloni NOESY. 2/, nema protona ili nema pozicije.
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Odnos integrala signala *H NMR-spektru na 12,22 ppm (OH-2’ i 6°) i 10,32 ppm (OH-
4”), koji odgovaraju izmenljivim protonima fenolnih grupa, kao i signala na 5,83 ppm (H-3’ i
H-5"), koji potice od protona na elektron-bogatom aromati¢nom prstenu, ukazuju na simetri¢nu
supstituciju jezgra jedinjenja 39 (slika 42). Simetrija aromati¢nog prstena potvrdena je i
prisustvom meta-konstante kuplovanja (2,3 Hz) za hemijski ekvivalentne protone H-3” i H-5’,

koja je vidljiva kroz cepanje 13C satelita u *H NMR-spektru (slika 39).
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Slika 42. 'H NMR (400 MHz, (CD3),SO) spektar jedinjenja 39 i odgovaraju¢a uveéanja

Hemijska pomeranja dijastereotopnih protona H-2a (3,13 ppm) i H-2b (3,09 ppm), kao
i njihove gHMBC-korelacije sa ugljenicima C-1 i C-3 (slika 43), pozicioniraju ih o u odnosu
na karbonilnu grupu i ukazuju na prisustvo sekundarnog alkoholnog centra unutar aldolnog
fragmenta (C-3, 63,4 ppm). Na osnovu svega navedenog, zakljueno je da jedinjenje 39
predstavlja 3-hidroksi-1-(2,4,6-trihidroksifenil)butan-1-on, relativno strukturno jednostavan

derivat acilfloroglucinola, ali i novi prirodni proizvod.

Slika 43. a) Konstante sprezanja protona i b) odabrane HMBC- i NOESY-interakcije u
jedinjenju 39 ((CD3)2S0)
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Odredivanje konfiguracije hiralnog centra na C-3 zahtevalo je pripremu
dijasterecizomernih Mosher-ovih estara kori$¢enjem komercijalno dostupnih enantiomerno
gistih Mosher-ovih kiselina. tH NMR-podaci dobijenih estara omoguéili su nam da dodelimo
konfiguraciju S tom centru (slika 41), sto je dodatno potvrdeno poredenjem relevantnih
hemijskih pomeranja u *H NMR-spektrima sa literaturnim podacima za srodna jedinjenja
dobijena u enantiospecificnom koraku redukcije pomocu pekarskog kvasca (Berti et al., 2011).
Za jedinjenje 39, (S)-3-hidroksi-1-(2,4,6-trihidroksifenil)butan-1-on, predlozeno je ime

veroglucinol, zbog njegove veoma ograni¢ene rasprostranjenosti u prirodi.

Rehromatografijom frakcije koja prethodi onoj koja sadrzi jedinjenje 39 izolovana su
jos dva jedinjenja — proizvod njegove dehidratacije 39a, kao i proizvod dalje ciklizacije ovog
konjugovanog enona, odnosno 39b (slika 44). Jedinjenje 39a se u literaturi pominje iskljuéivo
kao sintetski intermedijer (Tanabe et al., 2017) i do sada nikada nije izolovano iz prirodnih
izvora, dok je ciklizovani derivat 39b ranije izolovan iz biljne vrste Aphanamixis grandifolia
Blume, Meliaceae (Zeng et al., 2013) i gljive Xylaria nigripes (Gong et al., 2008). Cini se da
su ova tri jedinjenja — 39, 39a i 39b — medusobno povezana ili biosintetski ili kao artefakti
procesa izolovanja. S obzirom na to da 39 postoji kao jedan enantiomer, najverovatniji sled
transformacija podrazumeva (laku) dehidrataciju g-hidroksiketona (krotonsku kondenzaciju),
pri ¢emu nastaje konjugovani enon (39a), a zatim i intramolekulsku Majklovu adiciju kojom
nastaje hromanonski derivat (39b). Imajuéi u vidu da su 39a i 39b izolovani u tragovima i da
prakti¢no koeluiraju sa jedinjenjem 39, viSe argumenata ide u prilog artefaktnoj prirodi ova

dva dodatna derivata floroglucinola.

OH O OH 0
/@ﬁl\/\ /ﬁ:ﬁﬁ\
HO OH HO o)
39a 39b

Slika 44. Strukture jedinjenja 39a i 39b izolovanih iz uzorka BV

Iz ekstrakta vrste B. veronense izolovana su jo$ dva lignana — izojatein i laricirezinol
(slika 45). Izojatein predstavlja redak derivat dibenzilbutirolaktona, koji je ranije izolovan iz
vrste Piper cubeba L.f., Piperaceae (Badheka et al., 1986), a detektovan je i u vrsti Callitris
preissii Miq., Cupressaceae (Xie et al.,, 2003). S druge strane, laricirezinol je Siroko
rasprostranjen u biljnom svetu (Hanthanong et al., 2019), ali do sada nije identifikovan kao

sekundarni metabolit vrsta roda Bupleurum.
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izojatein laricirezinol

Slika 45. Strukture izojateina i laricirezinola detektovanih u ekstraktu uzorka BV
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4.4. Analiza hemijskog sastava dietil-etarskog ekstrakta taksona B. falcatum sensu lato

Polaze¢i od Cinjenice da manje polarni sastojci taksona B. falcatum nisu dovoljno
istrazeni, za razliku od polarnih metabolita, konkretno saikosaponina, u ovom delu bic¢e opisan
hemijski sastav dietil-ctarskih ekstrakata vise populacija taksona B. falcatum sensu lato, s
ciljem identifikacije potencijalno novih prirodnih jedinjenja. Hromatografskim razdvajanjem
na silika-gelu izolovana su tri do sada nepoznata jedinjenja, kao i jo$ jedan metabolit koji ranije

nije bio detektovan u biljkama.

Frakcija dobijena dry-flash hromatografijom ekstrakta uzorka B. falcatum prikupljenog
na Suvoj planini (BFS), eluirana smesom heksana i dietil-etra (6:1, v/v), koja je sadrzavala
jedinjenje 40 (slika 46), 10-nonakozanon i jo$ neke manje zastupljene sastojke, ponovo je
hromatografisana na koloni silika-gela, ¢ime je dobijeno 30 mg Cistog jedinjenja 40. Masenom
spektrometrijom visoke rezolucije (HREIMS) odredena je njegova molekulska formula:
C19H2802 (A = 40,5 mmu, slika S41). Karakteristi¢ni fragmentni joni (na m/z 91, 105, 117 i
131), uoceni u masenom spektru jedinjenja 40, ukazuju na visok stepen sliCnosti sa
prealtaestrima izolovanim iz vrste B. praealtum. Na osnovu ove sli¢nosti pretpostavljeno je da
je jedinjenje 40 estar ve¢ pomenutog polinezasi¢enog alkohola — 5,7,9,11-tetradekatetraenola.
Razlika izmedu molekulskog jona jedinjenja 40 (m/z 288) i molekulske mase ovog alkohola, u
kombinaciji sa uoc¢enim fragmentom na m/z 83, ukazuje na to da je u pitanju estar 5,7,9,11-

tetradekatetraenola i neke nezasi¢ene karboksilne Kiseline sa pet ugljenikovih atoma.

& OH

0 46

Slika 46. Strukture i numeracija atoma jedinjenja 40, 41 i 45, izolovanih iz ekstrakta taksona

B. falcatum, kao i jedinjenja 46

U 3C NMR-spektru jedinjenja 40 uogeno je 19 signala (slika 47), uklju¢ujuéi po jedan
signal karbonilnog ugljenika na oc 168,3 (C-1) i signal oksigenovanog, sp3-hibridizovanog
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ugljenika na oc 64,4 (C-1°). Signali vodonika metilenske grupe u polozaju 1’ u *H NMR-
spektru uoceni su na on 4,13 (tabela 22) i pokazali su korelaciju sa signalom C-1 u gHMBC-
spektru (slika S39, prilog). Pored signala dveju metil-grupa (on 1,78 i 1,83; tabela 22) u
'H NMR-spektru (slika S38, prilog) koji poti¢u iz kiselinskog dela molekula, primeéen je i
dodatni signal metil-grupe, tripleta, bez virtuelne konstante sprezanja, na on 1,01 (J = 7,5 Hz),
Sto ukazuje na to da se nezasi¢enja nalaze blizu w-kraja alkoholnog lanca, kao i da jedinjenje
40 ne sadrzi dodatna ra¢vanja ugljovodoni¢nog niza. Na osnovu osam sp?-CH signala u 3C
NMR/DEPT-90-spektrima (tabela 22), zakljuéeno je da su sva Cetiri nezasi¢enja locirana u
Cetiri dvostruke veze, a na osnovu izgleda UV-spektra ovog jedinjenja zakljuceno je da su one

medusobno konjugovane.
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Slika 47. 3C NMR-spektar (100,6 MHz, CDClIs) jedinjenja 40 i odgovarajué¢a uveéanja sa

asignacijom signala

Njihove pozicije u lancu odredene su na osnovu analize gHMBC-spektra (slika S39,
prilog) i gradijentnog *H-'H COSY-spektra, i nalaze se izmedu C-5’ i C-6°, C-7° i C-8’, C-9’
i C-10°, kao i C-11" i C-12°, pri ¢emu je na w-kraju alkoholne grupe prisutna etil-grupa.
Geometrija dvostrukih veza C-5-C-6" i C-11’-C-12’ odredena je kao Z, na osnovu uocenih
konstanti sprezanja izmedu olefinskih protona (Ju-s>-H-6> = JH-11-H-12> = 11,0 HZz). Poredenje sa
NMR-podacima srodnih prealtaestara dodatno je potvrdilo (5Z,7E,9E,11Z) konfiguraciju
jedinjenja 40. NOESY- i ROESY-korelacije uocene za jedinjenje 40 podrzavaju ove
konfiguracije dvostrukih veza. Ipak, zbog vrlo sli¢nih hemijskih pomeranja vodonika

unutra$njih dvostrukih veza, nisu sve uzajamne korelacije protona bile jasno uocljive. Za ove
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protone, spinska simulacija je bila od klju¢nog znacaja za potvrdu konfiguracije, preciznim
reprodukovanjem oblika uocenih signala. Svi dobijeni podaci su u skladu sa predlozenim
konfiguracijama i slazu se sa podacima datim za jedinjenja izolovana iz BP-1 uzorka opisanih
u delu 4.1 i 4.2. Pored toga, 3C NMR-pomeranja C-4’ i C-13” alilnih metilenskih grupa bila
su u saglasnosti sa vrednostima zabeleZzenim za veronaestar, koji takode poseduje
(5Z,7E,9E,117)-konfiguraciju. Kao $to je i o¢ekivano, odgovaraju¢a pomeranja za prealtaestar
A, koji sadrzi (5Z,7E,9E,11E)-5,7,9,11-tetradekatetraenil-grupu, razlikovala su se znacajno
jedino za C-13’, za priblizno 4 ppm.
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Tabela 22. 'H (400 MHz) i *C (100,6 MHz) NMR-podaci (CDCls) jedinjenja 40 i 41 (NMR-spektralni podaci su dobijeni

spinskom simulacijom)

Jedinjenje 40

Jedinjenje 41

Pozicija on m, (J u Hz, integral)! dc, tip Pozicija on m, (J uHz, integral) dc, tip
1 / 168,3, C 1 / 168,3,C
2 / 128,9,C 2 / 128,8,C
3 6,85qq (7,1, 1,4, 1 H) 137,1,CH 3 6,85qq (7,0, 1,5, 1 H) 137,3, CH
4 1,78d (7,1, 3 H) 14,4, CHs 4 1,79dq (7,0, 1,2, 3H) 14,4, CHs
5 1,83d (1,4,3H) 12,2, CHs S 1,83dq (1,5,1,2,3H) 11,8, CHs
I’a 4,13dd (7,7,5,5, 1 H) I’a 4,13dd (7,0, 1 H)
64,4, CH; 64,2, CH;
1’b 4,13dd (7,7,5,5, 1 H) I’b 4,13 dd (7,0, L H)
2’a 1,69 dddd (9,8, 7,7, 5,6, 5,5, 1 H) 2’a 1,69 dddd (9,0, 7,0, 5,0, 1 H)
28,4, CH; 26,1, CH;
2’b 1,69 dddd (9,8, 7,7, 5,6, 5,5, 1 H) 2’b 1,69 dddd (9,0, 7,0, 5,0, L H)
3’a 1,49 dddd (9,8, 5,6, 1 H) 3’a 1,48 dddd (9,0, 5,0, 1 H)
26,2, CH; 26,9, CH;
3’b 1,49 dddd (9,8, 5,6, 1 H) 3’b 1,48 dddd (9,0, 5,0, 1 H)
4’a 2,23 dddd (9,8,7,8,5,6,1,7, L H) 4a 2,12 dddd (9,0, 7,3, 5,0, 1,3, 1 H)
27,6, CH; 27,6, CH:
4’b 2,23dddd (9,8,7,8,5,6, 1,7, 1 H) 4’b 2,12 dddd (9,0, 7,3, 5,0, 1,3, 1 H)
5 5,46 dddd (11,0, 7,8, -1,7, 1 H) 134,8, CH 5’ 5,38 dddd (10,8, 7,3, -0,8, L H) 132,0, CH
6 6,06 ddddd (11,0, 1,7, -0,7, L H) 129,4, CH 6 6,02 ddddd (11,4, 10,8, 1,3, -0,7, 1 H) 129,3, CH
7 6,50 ddddd (15,2, 11,0, -1,7, -0,8, -0,6, 1 H) 128,4, CH 7 6,36 dddd (14,8, 11,4, -0,8, -0,7, 1 H) 125,9, CH
8’ 6,27 dddd (15,2, 12,0, -0,8, -0,7, 1 H) 133,3,CH 8 6,17 dddd, (14,8, 10,8, -0,7, -0,7, L H) 132,0, CH
9 6,26 dddd (15,2, 12,0, -0,8, -0,7, 1 H) 132,8, CH 9 6,0980 ddddd (15,0, 10,8, -0,7, 1,3, L H) 130,6, CH
10° 6,48 ddddd (15,2, 11,0, 1,0, -0,8, -0,6, 1 H) 128,0, CH 10° 5,71 dddd (15,0, 6,9, -0,7, L H) 135,6, CH
11’a 2,10 dddd (6,9, 7,2, 1,3, 1 H)
1 6,01 ddddd (11,0, 1,6, -0,7, L H) 128,2, CH 32,6, CH;
11’b 2,10 dddd (6,9, 7,2,1,3, 1 H)
12’a 1,29 dddd (9,0, 7,2, 5,0, L H)
12° 5,43 dddd (11,0, 7,8, 1,0, 1 H) 132,1, CH 31,6, CH;
12°b 1,29 dddd (9,0, 7,2, 5,0, L H)
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13°a 2,24.ddd (7,8,7,5, 1,6, 1 H) 13’ 1,37 ddd (9,0, 7,0, 5,0, 1 H)

21,4, CH 22,5, CH
13°b 2,24ddd (7,8,7,5, 1,6, 1 H) 2 3% 1,37 ddd (9,0, 7,0, 5,0, 1 H) 2

14 1,01t(7,5, 3 H) 14,4, CH3 14’ 0,90t (7,0, 3 H) 14,1, CH3

! Vrednosti konstanti sprezanja su inicijalno odredene iz eksperimenata selektivnog homodekuplovanja, a zatim su utaénjavane koristeéi spinsku
simulaciju.
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U TIC-hromatogramu iste frakcije BFS ekstrakta koja je sadrzavala jedinjenje 40,
uocen je dodatni pik sa slicnom fragmentacijom u masenom spektru. Molekulski jon je
detektovan na m/z 290, za koji je na osnovu HREIMS-analize zaklju¢eno da odgovara
molekulskoj formuli C19H3002, §to ukazuje na to da jedinjenje ima jednu dvostruku vezu
manje u odnosu na jedinjenje 40. Fragmentni jon na m/z 83 upucuje na to da se radi o estru
tiglinske kiseline (kao i u slu¢aju jedinjenja 40), pri ¢emu alkoholni deo molekula sadrzi jedno
nezasicenje manje. Naknadnim postupcima preciS¢avanja dobijena je frakcija obogacena

jedinjenjem 41 (slika 46).

Analiza NMR-spektra ove frakcije nije bila jednostavna, budu¢i da je doslo do
preklapanja signala u delu u kome se javljaju protoni dvostrukih veza, §to je onemogucilo
donoSenje jasnih zaklju¢aka. Na osnovu gHMBC-interakcija, pretpostavljeno je da su
dvostruke veze u jedinjenju 41 smesStene u polozajima C-5°, C-7° i C-9°, ali je ovu
pretpostavku bilo potrebno potvrditi, a i odrediti konfiguraciju dvostrukih veza. Zato je
sintetisano model jedinjenje sa pretpostavljenom regiohemijom tri dvostruke veze, koje je

posluzilo za odredivanje konfiguracije.

a-Eleostearinska kiselina (42), odnosno (9Z,11E,13E)-9,11,13-oktadekatrienska
kiselina, koja sadrzi tri konjugovane dvostruke veze i koja ima (w—5)-regiohemiju, kao i
jedinjenje 41, moze se lako dobiti iz komercijalnog tungovog ulja (Vernicia fordii (Hemsl.)
Airy Shaw, Euphorbiaceae, Madbouly et al., 2016). Direktnom redukcijom tungovog ulja sa
LiAlIH;4 dobija se tetrahomo-alkohol u odnosu na onaj koji se nalazi u jedinjenju 41 (43, Sema
7). Ovaj alkohol (43) je dalje esterifikovan tiglinskom kiselinom, ¢ime je dobijen odgovarajuéi
homologi estar ((9Z,11E,13E)-oktadeka-9,11,13-trien-1-il-tiglat, 44). H NMR-spektri
sintetisanog model-jedinjenja 44 i frakcije obogaéene jedinjenjem 41 su medusobno
uporedeni (slika 48), ¢ime je sa sigurnoséu potvrdeno prisustvo i polozaj tri konjugovane
dvostruke veze u alkoholnom delu estra, kao i njihova (5Z,7E,9E)-konfiguracija. Takode,
ocekivana razlika u retencionim indeksima za ova dva jedinjenja od priblizno 400 jedinica (RI
2652 za jedinjenje 44 i 2253 za jedinjenje 41) dodatno je potvrdila identifikaciju jedinjenja 41
kao (5Z,7E,9E)-tetradeka-5,7,9-trien-1-il-(E)-2-metilbut-2-enoata u ekstraktu uzorka BFS.
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Sema 7. Sinteza (9Z,11E,13E)-oktadeka-9,11,13-trien-1-il-tiglata (44)

ONGNF

n=3ili7 o

M UL A e

688 6.84 680 640 636 632 618 614 610 606 602 598 594574 570 566 542 538 534 412 408184 180 176
Hemijsko pomeranje (ppm)

Slika 48. Odabrana uveéanja 'H NMR-spektra jedinjenja 41 (gore) i jedinjenja 44 (dole)

Jedna od polarnijih frakcija dobijena dry-flash hromatografijom ekstrakta BFS (heksan
: EtoO = 3:2, v/v) predstavljala je smeSu koja je sadrzavala jedinjenje 45 (slika 46). Na osnovu
karakteristi¢ne fragmentacije (dominantni joni nam/z 43, 71, 115 i molekulski jon na m/z 298),
pretpostavljeno je da se radi o acetatu jedinjenja 46 ((7E,9E,15E)-17-hidroksiheptadeka-
7,9,15-trien-11,13-diin-4-on). Na osnovu HREIMS spektra, molekulska formula jedinjenja 45
odredena je kao C19H2203. Kao i za jedinjenje 46 (Bohlmann & Viehe, 1955; Bohlmann &
Rode, 1968b; videti ispod), karbonilna grupa uo¢ena je na dc 209,8 u *C NMR-spektru, a njena
pozicija na C-14’ potvrdena je prisustvom fragmenta m/z 71 (acilijum jon) u masenom spektru
(slika 49). Konstanta sprezanja protona H-2 i H-3” (15,8 Hz) potvrdila je E-konfiguraciju
dvostruke veze. gHMBC-interakcija protona u polozaju 1, sa estarskim ugljenikom C-1 na dc
170,4 dodatno je potvrdila identitet jedinjenja kao acetata. Spektralni podaci za jedinjenje 45

143



navedeni su u radu Sommerwerk-a i saradnika (sintetski derivat, Sommewerk et al., 2015), a

ovde se po prvi put pominje kao novo prirodno jedinjenje.

O
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Slika 49. EIMS (70 eV) spektar jedinjenja 45

Dry-flash hromatografijom ekstrakta taksona B. falcatum sakupljenog na planini
Galic¢ica (BFG) dobijeno je 25 frakcija. Frakcija 9 (heksan : dietil-etar = 13:1, v/v), sadrzavala
je jedinjenje 47 (slika 50), sa molekulskim jonom na m/z 224 i fragmentnim jonima na m/z 139,
1521 165, $to ukazuje na visok stepen nezasicenja (ekvivalentan propenilnaftalenu ili tetrainu).
Na osnovu HREIMS-analize (A = +0,5 mmu), molekulska formula jedinjenja 47 odredena je

kao C17H2o, $to je u skladu sa predlozenim brojem nezasicenja.

U 3C NMR-spektru uogeno je 17 signala, a analiza DEPT-spektara ukazala je na
prisustvo Cetiri sp2-C-H signala (tabela 23). Konstante sprezanja protona vezanih za ove
ugljenike, H-8 i H-9, kao i H-10 i H-11, iznosile su priblizno 15,6 i 15,1 Hz, $to ukazuje na
trans-konfiguraciju dvostrukih veza. Pored toga, konstanta sprezanja protona H-9 i H-10
sugeri$e da dve dvostruke veze zauzimaju s-trans konformaciju. U DEPT-spektrima uoceno je
prisustvo sedam sp3-hibridizovanih ugljenikovih atoma: pet metilenskih i dve metil-grupe, pri
¢emu se jedna metil-grupa javljala na niskom hemijskom pomeranju dc 4,9. Uoceno je i
postojanje Sest neprotonovanih ugljenika u rasponu hemijskih pomeranja éc 59,5-78,6, koji su

prepoznati kao sp-hibridizovani ugljenici u okviru tri trostruke veze.
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krepeninska kiselina

5 (Z)-falkarinol

Slika 50. Strukture jedinjenja 47, krepeninske kiseline, (Z)-falkarinola i
homodihidrofalkarinolida (37)

Signal ugljenika na Jc 4,86, sa karakteristicnim hemijskim pomeranjem propargil-
metil-grupe, vezan je za protone na hemijskom pomeranju o 1,99 (tabela 23), a njihove
gHMBC-interakcije sa signalima na Jc 78,6 i 65,2 (koji odgovaraju ugljenicima C-2 i C-3)
nedvosmisleno potvrduju da je ova metil-grupa direktno vezana za sp-hibridizovani ugljenik.
Dodatne, iako slabije, gHMBC-korelacije ovih protona sa ugljenicima na Jc 68,0 i 59,5
sugeriSu da se radi o ugljenicima trostruke veze C-4 i C-5. Takode, interakcije protona H-9 i
H-8 sa ugljenicima C-7 i C-6, kao i ,,slabije” interakcije sa C-5 i C-4 u gHMBC-spektru,
zajedno sa poredenjem sa dostupnim podacima iz literature (Bohlmann & Brehm, 1979; Hearn
& Turner, 1976; Zeisberg & Bohlmann, 1974), omogudile su asignaciju signala ovih sest sp-
hibridizovanih ugljenika. Na taj nacin, jedinjenje je identifikovano kao (8E,10E)-heptadeka-

8,10-dien-2,4,6-triin, novo jedinjenje izolovano iz uzorka BFG.

Moze se pretpostaviti da biosinteza jedinjenja 47 i homodihidrofalkarinolida (37, slika
4), identifikovanog u vrsti B. veronense, prati tzv. krepeninski biosintetski put, kao §to je
diskutovano u slucaju poliacetilena falkarinolskog tipa (Dawid et al., 2015; Hansen & Boll,
1986). Ukratko, oleinska kiselina podleze nizu desaturacija i acetilenizacija kako bi se
formirale linolna kiselina, krepeninska kiselina i dehidrokrepeninska kiselina, kljucni
intermedijeri na putu ka poliacetilenskim skeletima (Ahmad et al., 2019; Hansen & Boll, 1986).
Kod falkarinola i homodihidrofalkarinolida, intermedijerna 17,18-didehidro kiselina se
oksiduje, hidroksiluje i na kraju dekarboksiluje kako bi se dobio kona¢ni skelet falkarinola
(slika 51).
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Slika 51. Biosintetski put sinteze falkarinola i jedinjenja 37 (BV) i 47 (BFG)

Na osnovu predstavljene strukturne analize moZze se predloziti biosintetski put koji vodi
do jedinjenja 47, a koji se odvaja od standardnog biosintetskog puta falkarinola nakon
hidroksilacije — koraka kljuénog za nastanak karakteristicne 3-hidroksi-grupe kod falkarinola
(slika 51). Ova razlika u toku biosinteze dovodi do jedinstvene strukture jedinjenja 47 i otvara
moguénost da ono predstavlja ili do sada neprepoznat meduprodukt u okviru falkarinol-serije,

ili granu iz koje nastaju strukturno srodni derivati.

Zanimljiva paralela ovim pretpostavkama jeste i prisustvo strukturno srodnog
jedinjenja, pentadeka-8,10-dien-2,6,4-triina, u vrsti Jungia spectabilis D.Don (Asteraceae,
Bohlmann & Zdero, 1977). Budu¢i da vrste roda Jungia L.f. obi¢no imaju drugacije terminalne
supstituente u svojim poliacetilenima u poredenju sa falkarinol-tipom, pretpostavlja se da
njihova biosinteza sledi drugaciji, ,,ne-falkarinolski* put (Bohlmann & Zdero, 1977). Kada
uzmemo u obzir sve navedene ¢injenice mozemo zakljuciti da prisustvo homologih Cis i Cy17
poliacetilena u porodicama Apiaceae i Asteraceae ukazuje na postojanje konvergentnih, ali
ipak razli¢itih biosintetskih puteva u razli¢itim biljnim porodicama, $to dodatno potvrduje

biohemijsku prilagodljivost metabolizma acetilenskih lipida.
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Tabela 23. *H (400 MHz) i *C (100,6 MHz) NMR-podaci (CDCls) jedinjenja 47

Pozicija o m (J u Hz, integral)! dc, tip

1 1,995 (3 H) 4,9, CH3
2 /? 78,5, C

3 / 65,2, C

4 / 68,0, C

5 / 595, C

6 / 76,5, C

7 / 75,6, C

8 5,48 ddd (15,6, 0,7, 0,6, 1 H) 106,7, CH
9 6,74 ddd (15,6, 10,9, 0,6, 1 H) 147,0, CH
10 6,10 ddtd (15,1, 10,9, 1,3, 0,7, 1 H) 129,5, CH
11 5,89 dtdd (15,1, 7,2, 0,6, 1 H) 141,1, CH
12 2,12m (7,2,1,3, 2 H) 33,06, CH>
133 1,37 preklopljeni multipleti (2 H) 28,98, CH2
143 1,31 preklopljeni multipleti (2 H) 29,85, CH>
153 1,25 preklopljeni multipleti (2 H) 31,79, CH2
16° 1,29 m (7,2, 2 H) 22,71, CH,
17 0,881(7,2, 3 H) 14,21, CHs

! Vrednosti konstanti sprezanja su inicijalno odredene iz eksperimenata
selektivnog homodekuplovanja, a zatim su utanjavane koriste¢i spinsku
simulaciju. 2 Nema protona. 2 Preklopljeni multipleti; signali nisu simulirani.

Inicijalna GC-MS-analiza dietil-etarskog ekstrakta uzorka BFS omogucila je dodatnu
identifikaciju 10-nonakozanona (15,3%) kao dominantnog isparljivog sastojka (pod uslovima
GC-analize), zajedno sa germakrenom D (4,1%), dugolan¢anim aldehidima (heksakozanal
6,0%, oktakozanal 4,1%), alkoholima (1-heksakozanol 9,8%) i n-alkanima (tabela 24). Dry-
flash hromatografija ekstrakta rezultovala je u dobijanju 30 frakcija, pri ¢emu je identifikacija
jedinjenja 40, 41 i 45 iz frakcija 11 i 18 ve¢ opisana. Frakcija 10 (heksan : Et,O = 12:1, v/v)
sadrzavala je pretezno dugolancane aldehide i metil-estre masnih kiselina. U frakciji 20, koja
je eluirana smeSom heksan-Et,0 (1:4, v/v), identifikovano je Cisto jedinjenje 48 — (2E,8E,10E)-
pentadekatrien-4,6-diin-1-ol (slika 52), sto je potvrdeno NMR-analizom, a spektroskopski
podaci su bili u skladu sa onim dostupnim u literaturi (Bohlmann & Zdero, 1971; Huang et al.,
2009).
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Slika 52. Strukture jedinjenja 48-56 identifikovanih u ekstraktu uzorka BFS, kao i lignana
detektovanih u ekstraktu uzorka BFG

Prethodna frakcija (19, heksan : Et2O = 3:2, v/v) sadrzavala je smesu (2E,8E,10E)- i
(2Z,8E,10E)-pentadekatrien-4,6-diin-1-ola (48 i 49, slika 52), bupleurinola i njegovog
stereoizomera (51 i 50, slika 52; Ma et al., 2017), sto je odredeno na osnovu poredenja masenih
spektara i vrednosti retencionih indeksa (videti eksperimentalni deo).

U manje polarnoj frakciji (13, heksan : EtoO = 4:1, v/v) detektovana su Cetiri jedinjenja
(52-55), koja su, u svojim masenim spektrima, imala osnovni jon na m/z 43 i sli¢an nacin
fragmentacije kao i jedinjenja 48-51. Na osnovu ovoga i molekulskih jona, preliminarno su
identifikovana kao acetati pomenutih alkohola. Radi potvrde, frakcija 19 je podvrgnuta
Steglich-ovoj esterifikaciji sir¢etnom kiselinom, a retencioni indeksi i maseni spektri dobijenih
estara uporedeni su sa podacima za jedinjenja detektovana u frakciji 13 (Sema 8). Ova analiza

je potvrdila da su jedinjenja 52-55 zaista acetati alkohola 48-51 (slika 52).

0
RN
= OH AcOH = X \O)k
7
S DCC, DMAP
/ AN
n
48 (n = 3; 2E) 52 (n = 3; 2E)
49 (n = 3; 22) 53 (n = 3;22)
50 (n =5; 2E) 54 (n = 5; 2E)
51 (n=5;22) 55 (n =5;22)

Sema 8. Sinteza jedinjenja 52-55
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Frakcija 26 (EtOAc, 20 mg) predstavljala je kao ¢isti lignan (56, slika 52) prethodno

detektovan u vrsti B. handiense (Lopez ez al., 1996). Hidroksilovani polinezasi¢eni keton 46

(slika 46) detektovan je u frakciji 23 (Et20, v/v, 170 mg) kao deo kompleksne smese. Njegov

identitet je najpre pretpostavljen na osnovu analize njegovog masenog spektra, a zatim potvrden

i NMR-analizom. U 3C NMR-spektru frakcije 23 uocen je signal na dc 203,5, §to ukazuje na

prisustvo ketona, dok su u *H NMR-spektru uoéeni signali na Jn 5,5 i 5,7 sa konstantom

sprezanja od 15 Hz, sto potvrduje E-konfiguraciju dvostruke veze na poziciji 2.

Uporedna analiza dietil-etarskih ekstrakata Cetiri taksona roda Bupleurum (BFS, BFK,

BFG i BS, tabela 24) ukazuje na izrazenu fitohemijsku raznolikost, §to je u skladu sa ranijim

zapazanjima o morfoloSkoj i1 taksonomskoj sloZenosti ove grupe (Micevski, 2005; Nikoli¢,

1973). Dobijeni rezultati dodatno potvrduju da varijacije u metabolickom profilu mogu

odrazavati genetske i ekoloske faktore koji oblikuju razli¢ite hemotipove.

Tabela 24: Hemijski sastav dietil-etarskih ekstrakata uzoraka BFS, BFK, BFG i BS

Relativna zastupljenost, %*

1 ) L g
RI RI Jedinjenje BES BEK BEG BS
1100 1100 Undekan® 0,2 8 0,3 -
1424 1419 p-llangen - - 0,1 -
1420 1417 (E)-Kariofilen® 0,2 - - -
1489 1484 Germakren D® 4,1 - tr’ tr
1504 1500 Biciklogermakren 0,2 - - -
1512 1505 fS-Bisabolen - - 0,1 -
1550 1542 (E)-a-Bisabolen - - 0,1 -
1844 1841 Neofitadien - - 0,2 -
(Izomer 1)
2116 /8 Jedinjenje 49 2,2 45 - -
2110 2104 (E)-Fitol® - - 0,8 -
2196 / Jedinjenje 48 10,1 17,6 - -
2210 / Jedinjenje 47 - - 51 -
2219 / Stereoizomer - 0,3 - -
jedinjenja 52°
2229 / Prealtaestar B 0,6 - - -
2232 / Stereoizomer 1 15 0,1 - 0,7
prealtaestara B
2236 / Stereoizomer 2 - 0,3 - 0,7
prealtaestara B
2240 / Stereoizomer 3 - 1,0 - 45
prealtaestara B
2245 / Jedinjenje 53 0,3 - - -
2253 / Jedinjenje 41 0,6 0,6 - 1,4
2270 / Stereoizomer 4 - 0,6 - 1,6

prealtaestara B
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2274 / Stereoizomer 5 - 0,5 - 2,6
prealtaestara B
2300 2300 Trikozan® - 0,1 0,1 0,4
2310 / Jedinjenje 52 2,2 10,5 - -
2331 / Jedinjenje 40 10,3 1,0 - 1,4
2338 / Jedinjenje 51 tr 0,7 1,8 -
2341 / Stereoizomer 1 3,4 4.7 - 6,1
jedinjenja 40
2358 / Stereoizomer 1 - - - 49
jedinjenja 50
2371 / Stereoizomer 2 0,3 1,2 - 1,3
jedinjenja 40
2378 / Stereoizomer 3 tr 1,9 - 2,8
jedinjenja 40
2416 / Jedinjenje 50 4,6 6,3 0,8 -
2432 2432 Dokozanal® - - 0,1 -
2434 / Stereoizomer 2 - - - 5,2
jedinjenja 50
2500 2500 Pentakozan® 0,4 0,1 0,5 0,8
2532 / Jedinjenje 54 0,5 4.8 0,1 -
2595 2595 1-Heksakozen - - 0,1 -
2600 2600 Heksakozan ® - - 0,1 -
2639 2632 Tetrakozanal® 0,2 0,4 0,2 0,4
2700 2700 Heptakozan® 0,9 0,2 15 1,1
2742 2738 Pentakozanal tr 0,1 - tr
2800 2800 Oktakozan® tr - - -
2831 2835 (E,E,E,E)-Skvalen® - - 0,2 -
2845 2833 Heksakozanal® 6,0 9,6 6,0 7,1
2900 2900 Nonakozan® - 0,3 1,1 1,0
2908 2906 1-Heksakozanol® 9,8 - 3,0 0,9
2946 2944 Heptakozanal 0,3 0,1 0,3 -
3049 3040 Oktakozanal® 4,1 3,9 3,3 4,0
3097 3090 10-Nonakozanon 15,3 8,8 0,6 40,1
3100 3100 Hentriakontan® - 0,1 0,4 -
3111 3111 1-Oktakozanol® 6,7 4.8 - -
3112 3111 10-Nonakozanol - - 9,5 -
3120 / Bursehernin®® s - 21,3 s
3148 3149 a-Tokoferol® 1,6 - 3,6 2,8
3175 / Kareofilin* - - 12,6 -
3186 / Izokareofilin'? - - 2,7 -
3251 3250 Triakontanal - - 0,4 0,8
Ukupno identifikovano (%): 86,6 85,1 77,0 92,6

! Eksperimentalno odredeni retencioni indeksi na koloni DB-5MS, u odnosu na seriju n-alkana (Cio-
Cas). 2 Literaturne vrednosti retencionih indeksa preuzetih iz odgovaraju¢ih baza (Adams, 2007; NIST,
2017); osim ukoliko nije naglaseno drugadije. ® Jedinjenje je identifikovano na osnovu poredenja
masenih spektara i retencionih indeksa sa onim dostupnim u literaturi. 4 Date vrednosti su rezultat tri
individualne analize; Relativna zastupljenost (%) je odredena integraljenjem TIC-hromatograma, bez
primene korekcionih faktora.® Identitet jedinjenja potvrden je ko-injekcijom sa standardom. © -, Nije
detektovano analizom sirovih ekstrakata. ” tr, tragovi (<0,05%). 8 Nema dostupnih podataka; verovatno
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novo ili prvi put identifikovano jedinjenje. ® Ovde se stereoizomer odnosi na dijastereoizomer koji se
razlikuje iskljucivo u konfiguraciji dvostrukih veza. 1 EIMS (70 eV) m/z (%): 371 (11), 370 (48), 177
(14), 152 (24), 151 (74), 136 (13), 135 (100), 107 (14), 105 (11), 77 (25) (McDoniel & Cole, 1972). 1
EIMS (70 eV) m/z (%): 368 (14), 234 (13), 233 (96), 177 (36), 146 (13), 135 (100), 131 (11), 115 (9),
77 (31), 51 (11) (Gonzélez et al., 1990; Mikaya et al., 1981). 12 EIMS (70 eV) m/z (%): 368 (13), 234
(14), 233 (100), 177 (42), 146 (15), 135 (86), 131 (12), 115 (10), 77 (30), 51 (12) (Gonzalez et al., 1990;
Mikaya et al., 1981).

Hemotaksonomski profil, koji karakteriSe relativno visok sadrzaj 10-nonakozanona, 1-
heksakozanola, heksakozanala i jedinjenja 40, jasno izdvaja uzorak sa Suve planine (BFS) u
odnosu na ostale ispitivane taksone. Ovaj hemotip se stoga najverovatnije moze dovesti u vezu
sa taksonom B. falcatum f. latifolium, za koji je Nikoli¢ (1973) naveo da je rasprostranjen

isklju¢ivo na Suvoj planini.

Dalje, iako je Micevski (2005) pretpostavio da je na Sar-planini dominantna podvrsta
B. falcatum subsp. cernuum, hemijski profil uzorka BFK sa te lokacije ukazuje na verovatno
prisustvo meSovitih morfotipova. Vec¢ina analiziranih jedinki pokazuje morfoloske
karakteristike tipi¢ne za B. falcatum subsp. falcatum, dok su u okviru iste populacije zabelezene
i jedinke C¢ije su osobine u skladu sa opsiom podvrste B. falcatum subsp. cernuum. Ova pojava
moze ukazivati na postojanje zone potencijalne simpatrije izmedu navedenih taksona, §to
implicira potrebu za dodatnim ispitivanje prisustva hibridnih ili intermedijernih populacija.
Morfoloska varijabilnost se dalje odrazava i na hemijski sastav, pri ¢emu su u BFK ekstraktu
najzastupljenija isparljiva jedinjenja 48 i 52, uz manju zastupljenost dugolancanih alkana i

alkohola u poredenju sa ekstraktom BFS.

Uzorak sa Olimpa (BS) imao je najvisi sadrzaj 10-nonakozanona medu svim
analiziranim uzorcima, ¢ime se moze potvrditi njegov izdvojeni status. Naime, ovaj uzorak se
moze opavdano pripisati taksonu B. falcatum subsp. cernuum (syn. B. sibthorpianum), §to je u
skladu sa distribucijom ovog taksona zabelezenom od strane Nikoli¢a (1973). Izrazito visoka
koncentracija 10-nonakozanona u ekstraktu BS, kao i prisustvo stereoizomernih jedinjenja
(stereoizomer jedinjenja 40 — 6,1% i dva stereoizomera jedinjenja 50 — 4,9% i 5,2%), dodatno
potvrduju njegovu hemijsku izdvojenost. Ova metabolicka raznolikost dosledna je jasno
morfoloski definisanom taksonu B. sibthorpianum, sa linearnim i sede¢im bazalnim listovima.
Visok sadrzaj 10-nonakozanona, prisustvo n-alkana i novootkrivenih polinezasi¢enih estara

ukazuju na znacajnu metabolicku divergenciju unutar populacija B. falcatum sensu lato.

Sa druge strane, ekstrakt BFG sa planine Galic¢ice pokazuje hemijski sastav koji ukazuje

na specificnu biosintezu, koja se pre svega ogleda u prisustvu bursehernina i vecih koli¢ina a-
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tokoferola. Ovakvi rezultati mogu podrzavati pretpostavku Micevskog, da se na Gali¢ici mogu
javiti varijeteti B. falcatum var. orbelicum ili B. falcatum var. montenegrinum, iako morfoloski
karakteri za razlikovanje ovih varijeteta jo$ uvek nisu dovoljno jasno definisani. Ipak, prisustvo
znatno uzih, bazalnih listova sa diferenciranim lisnim drskama u uzorku sa Gali¢ice u odnosu

na druge taksone, ukazuje na potrebu za ciljanom morfoloSkom kao i molekularnom analizom.

Ovi rezultati dodatno potvrduju hipotezu da su morfoloske razlike — posebno one koje
se odnose na izgled bazalnih listova (oblik, diferenciranost i duzina lisne drSke) — u korelaciji
sa specificnim profilima sekundarnih metabolita, koji mogu posluziti kao taksonomski markeri.
Na primer, zastupljenost 10-nonakozanona u uzorcima sa Suve planine i Gali¢ice u kontrastu
je sa raznovrsnijim spektrom polinezasiéenih metabolita u populaciji sa Sar-planine, §to
sugeriSe divergentne evolutivne puteve. Naravno, pomenute razlike mogu predstavljati i
rezultat adaptacije na razlic¢ite mikroklimatske uslove, $to ukazuje na potrebu za obuhvatanjem
i ovOog aspekta istrazivanja. Zajedno posmatrano, rezultati isticu neophodnost integracije
morfoloskih, fitohemijskih, citolo§kih i molekularnih ekoloskih pristupa za konacno

rasvetljavanje kompleksnih odnosa u okviru taksona B. falcatum.

Iako su bioloske aktivnosti saikosaponina roda Bupleurum detaljno ispitivane, mnogo
manje je poznato o farmakoloSkoj aktivnosti polinezasi¢enih derivata. Prethodna istraZivanja
strukturno srodnih poliina u drugim vrstama familije Apiaceae ukazuju na mogucu
antiinflamatornu i antiproliferativnu aktivnost (Teng et al., 2023). Dalja istraZivanja ovih novih
jedinjenja izolovanih iz vrsta roda Bupleurum, ukljucujuci testove na ¢elijskim linijama i in
vivo modelima, mogla bi doprineti boljem razumevanju njihove moguée uloge u ispoljavanju

lekovitih svojstava koja se tradicionalno povezuju sa taksonom B. falcatum.
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4.5. Analiza hemijskog sastava etarskih ulja vrsta B. praealtum i B. affine

U ovom delu bi¢e opisana analiza hemijskog sastava etarskih ulja dveju vrsta roda
Bupleurum. Koris¢enjem GC-MS-analize ispitan je hemijski sastav etarskih ulja izolovanih iz
Sizokarpijuma vrste B. praealtum (BP-2), kao i, po prvi put, iz nadzemnih delova vrste B. affine
(BA). Poseban fokus bice stavljen na identifikaciju i karakterizaciju novootkrivenih jedinjenja,
uz kompletnu NMR-asignaciju. Radi potvrde identiteta odabranih sastojaka, sprovedena je
odgovarajuc¢a sinteza, ¢ime su dobijeni standardi, koji su zatim koriS¢eni za validaciju

preliminarnih identifikacija putem ko-injekcionih eksperimenata.

GC-MS-analiza etarskih ulja vrsta B. affine i B. praealtum rezultirala je identifikacijom
ukupno 230 sastojaka (tabela 25), koji ¢ine 97,1%, odnosno 91,1% ukupnih povrsina
detektovanih ispod GC-pikova. Ulje izolovano iz nadzemnih delova uzorka BA pokazuje nesto
nizi udeo seskviterpenskih ugljovodonika (41,2%) u poredenju sa uljem $izokarpijuma uzorka
BP-2 (45,3%). Sa druge strane, ulje BP-2 sadrZi znatno veci udeo strukturno i biohemijski
razli¢itih sastojaka, klasifikovanih kao ,,ostalo* (30,0%) u odnosu na ulje BA (12,7%), §to
odrazava vecu raznovrsnost manje zastupljenih sastojaka. Ipak, ulje BP-2 karakteriSe znatno
manyji sadrzaj alkana (5,0%) u poredenju sa uljem BA (23,4%), §to moZe ukazivati na razlike u
isparljivim sekundarnim metabolitima, odnosno aromati¢nim osobinama biljaka. Dominantni
sastojci ulja Sizokarpijuma BP-2 bili su germakren D (24,0%), (E)-fitol (14,2%) i
biciklogermakren (11,4%). Nasuprot tome, glavni sastojci ulja BA bili su undekan (21,0%),
koji nije prisutan u ulju BP-2, zatim germakren D (18,6%) i (E)-fitol (5,0%).

Tabela 25. Hemijski sastav etarskih ulja vrsta B. affine i B. praealtum

Sadrzaj*
RI! RI? Jedinjenje’ — Klasa®

BA BP
770 768 (2)-2-Penten-1-ol tr® -7 GL
802 801 Heksanal® tr - GL
830 828 Furfural® r - O
845 844 (E)-3-Heksen-1-ol® tr - GL
853 850 (2)-3-Heksen-1-ol® 23 - GL
862 859 (2)-2-Heksenal® tr - GL
868 863 1-Heksanol® 07 - GL
900 900 Nonan® 01 - A
904 901 Heptanal® 01 - GL
927 924 a-Tujen tr - MH
936 932 a-Pinen® 02 - MH
953 946 Kamfen® tr - MH
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959 947 (E)-2-Heptenal® tr - GL
968 959 1-Heptanol® tr - GL
972 952 Benzaldehid® tr tr O
975 969 Sabinen 04 - MH
978 974 1-Okten-3-ol® tr - GL
983 974 p-Pinen® 01 - MH
985 981 6-Metil-5-hepten-2-on® r - O
989 984 2-Pentilfuran tr - GL
989 988 Mircen?® 0,7 - MH
1000 1000 Dekan?® tr - A
1004 1004 (2)-3-Heksenil-acetat 06 - GL
1005 998 Oktanal® tr - GL
1010 1007 Heksil-acetat® 01 - GL
1020 1005 (2E,4E)-2,4-Heptadienal tr - GL
1020 1014 a-Terpinen® tr - MH
1024 / 6,6-Dimetil-2-cikloheksanon® tr - O
1027 1020 p-Cimen8 01 - MH
1032 1024 Limonen® 1,0 - MH
1034 1025 p-Felandren® tr - MH
1038 1033 2,2,6-Trimetilcikloheksanon tr - O
S-1zoforon
10441044 (syn. 3,5,5-trimetil-3-cikloheksen-1-on) ro- 0
1045 1044 (E)-5-Ocimen r - MH
1049 1036 Fenilacetaldehid® 01 02 O
1060 1054 y-Terpinen® tr - MH
1061 1049 (E)-2-Oktenal tr - GL
1063 1057 2,6,6-Trimetil-2-cikloheksanon® tr - O
1070 1060 (E)-2-Okten-1-ol tr - GL
1070 1063 1-Oktanol® 01 tr GL
1074 1065 cis-Sabinen-hidrat tr - MO
1090 1086 Terpinolen® tr - MH
1092 1098 1-Undecen 02 - @)
1100 1100 Undekan® 21,0 - A
1101 1100 Nonanal® - tr GL
1125 1108 1,3,8-p-Mentatrien tr - MH
1195 1127 2,6,6-TrimetiI-2-cikIoh_eksep-l-kgarboksaldehid r i 0
(syn. a-Ciklocitral)
1163 1157 (E)-2-Nonenal 0,1 tr GL
1173 1165 1-Nonanol® tr - GL
1185 1174 Terpinen-4-ol® 01 tr MO
1200 1186 a-Terpineol® tr - MO
1200 1200 Dodekan® tr tr A
1205 1196 Safranal® tr - O
1208 1201 Dekanal® 01 tr GL
1224 1217 p-Ciklocitral 01 - 0]
1232 1232 O-Metiltimol® 01 - MO
1235 1232 (2)-3-Heksenil-3-metilbutanoat® tr - GL
1241 1241 Heksil-izovalerat® tr - MO
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1259 1261 (2,6,6-Trimetil-1-cikloheksen-1-il)acetaldehid tr tr O
1260 1262 (E)-2-Decenal 0,1 0,2 GL
1274 1266 1-Dekanol® tr - GL
1289 1288 3-Undekanon® r - O
1292 1293 Dihidroedulan | 0,1 tr @)
1292 1286 4-Undekanol tr - @)
1294 1294 2-Undekanon® tr - 0
1297 1298 1-Tridecen tr - O
1297 1289 Timol® tr - MO
1300 1300 Tridekan® 04 - A
1300 1293 3-Undekanol tr - O
1302 1299 Teaspiran (izomer 1) tr tr @)
1304 1301 2-Undekanol 01 - O
1304 / 4-Decil-acetat® tr -

1309 1305 Undekanal® tr 01 GL
1318 1313 Teaspiran (izomer 2) tr tr @)
1320 1309 p-Vinilgvajakol® tr - O
1324 1315 (E,E)-2,4-Dekadienal 0,1 01 GL
1336 1335 o-Elemen tr 20 SH
1347 1345 7-epi-Silfiperfol-5-en tr - SH
1349 1345 a-Kubeben tr tr SH
1358 1355 Dehidro-ar-jonon tr tr @)
1361 1361 (2)-p-Damascenon tr - O)
1368 1365 (2)-2-Undecenal 0,1 0,1 GL
1372 1374 Cikloizosativen 01 - SH
1373 1373 a-1langen tr - SH
1379 1374 a-Kopaen 0,2 02 SH
1382 1383 (E)-p-Damascenon 0,2 tr @)
1387 1387 S-Burbonen 03 22 SH
1390 1387 S-Kubeben tr - SH
1392 1389 S-Elemen 09 0,7 SH
1394 / 4-Undecil-acetat™® r - O
1400 1400 Tetradekan® tr tr A
1404 1405 Seskvitujen 03 - SH
1407 1412 6,10-Dimetil-2-undekanon -t @)
1411 1407 1-Decil-acetat® 14 - GL
1417 1412 Dodekanal® - 04 GL
1424 1417 (E)-Kariofilen® 4 - SH
1424 1419 p-llangen - 22 SH
1430 1437 a-Gvajen 02 - SH
1436 1431 S-Gurjunen 25 - SH
1437 1430 [-Kopaen - 10 SH
1442 1446 Seskvisabinen 02 - SH
1446 1439 Izogermakren D - 05 SH
1453 1458 allo-Aromadendren tr - SH
1455 1453 Geranil-aceton - 16 O
1456 1454 (E)-B-Farnezen® 4,7 SH
1460 1452 a-Humulen® 1,7 tr SH
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1477 1469 1-Dodekanol® - 03 GL
1493 1484 Germakren D® 18,6 24,0 SH
1496 1489 S-Selinen 02 - SH
1498 1493 a-Zingiberen 03 - SH
1498 1500 a-Murolen tr - SH
1501 1500 Biciklogermakren 28 11,4 SH
1500 1500 Pentadekan® tr - A
1506 1505 (E,E)-a-Farnezen® tr - SH
1510 1503 S-Dihidroagarofuran tr - SO
1513 1508 Germakren A 13 - SH
1513 1514 S-Kurkumen tr - SH
1514 1504 Kuparen tr - SH
1518 1513 y-Kadinen 04 - SH
1520 1514 Kubebol tr - SO
1524 1522 o-Kadinen 21 11 SH
1525 1521 p-Seskvifelandren tr - SH
1526 1528 Zonaren 02 - SH
1529 1529 (E)-y-Bisabolen tr - SH
1535 1529 Kesan 05 - SO
1535 1528 cis-Kalamenen tr - SH
1535 1533 10-epi-Kubebol tr - SO
1536 1533 trans-Kadina-1,4-dien tr - SH
1541 1537 a-Kadinen 02 tr SH
1541 1534 Liguloksid tr - SO
1545 1544 a-Kalakoren tr  tr SH
1552 1548 o-Agarofuran 01 - SO
1552 1550 cis-Murol-5-en-44-ol tr - SO
1562 1561 (E)-Nerolidol 0,1 0,1 SO
1572 1565 Dodekanska kiselina® 01 - 0
1575 1577 (E)-Dendrolazin - tr SO
1576 1565 (2)-3-Heksenil-benzoat® tr - GL
1577 1567 (E)-2-Tridecenal - 02 GL
1579 1574 Germakren D-4-ol tr - SO
1582 1577 Spatulenol® 1,3 50 SO
1587 1581 10-epi-Junenol 06 - SO
1595 1589 allo-Hedikariol 19 - SO
1598 1594 Salvial-4(14)-en-1-on 04 06 SO
1600 1600 Heksadekan® tr tr A
1609 1607 S-Oplopenon 05 - SO
1610 1600 Rozifoliol - tr SO
1607 1611 1-Dodecil-acetat® tr 05 GL
1615 1608 Humulen-epoksid II 01 - SO
1619 1618 1,10-di-epi-Kubenol tr - SO
1626 1618 Junenol - tr SO
1633 1627 1-epi-Kubenol 15 - SO
1635 1631 (E)-Seskvilavandulol - 05 SO
1639 1625 Izospatulenol - 12 SO
1640 1641 S-Eudezmol 02 - SO
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1646 1640 epi-a-Murolol (syn. z-murolol) 05 - SO
1652 1645 a-Murolol (syn. torejol) 1,1 - SO
1661 1652 o-Kadinol 19 0,1 SO
1664 1664 Perilil-2-metilbutanoat®*! 03 - MO
1671 1666 Bulnezol tr - SO
1671 1671 1-Tetradekanol® - 05 O
1677 1673 3-Metilheksadekan 0,6 A
1690 1685 Germakra-4(15),5,10(14)-trien-1a-ol 0,2 06 SO
1700 1698 2-Pentadekanon 0,2 - O
1700 1700 Heptadekan® tr - A
1716 1715 Pentadekanal® 01 01 O
1734 1739 (E)-Seskvilavandulil-acetat - 03 SO
1745 1740 Mint-sulfid 01 05 SO
1775 1759 Benzil-benzoat® - 03 O
1769 1765 Tetradekanska kiselina® tr 05 O
1793 1789 1-Oktadecen tr - O
1800 1800 Oktadekan® tr tr A
1804 1803 14-Hidroksi-o-kadinen tr - SO
1819 1818 Heksadekanal® 01 02 O
1837 1830 Neofitadien (izomer 1) 13 05 O
1843 1843 Heksahidrofarnezil-aceton 04 37 O
1851 1843 6,10,14-Trimetilpentadeka-2-ol! r - O
1861 1849 Neofitadien (izomer 3) 01 01 O
1883 / Neofitadien (izomer 2)° - 02 O
1884 1880 1-Heksadekanol?® tr - o)
1900 1900 Nonadekan® 02 03 A
1911 1913 (E,E)-5,9-Farnezil-aceton tr - O]
1920 1920 Heptadekanal® 01 06 O
1926 1921 Metil-heksadekanoat® tr 01 O
1947 1942 Izofitol tr 0,1 O
1977 1959 Heksadekanska kiselina® 03 60 O
1994 1990 Etil-heksadekanoat® tr - o)
2000 2000 Eikozan® tr - A
2024 2026 (E,E)-Geranillinalol tr 02 O
2043 2035 (2)-Falkarinol 04 - )
2088 2083 1-Oktadekanol?® 01 - 0]
2097 2092 Metil-(62,92,127)-6,9,12-oktadekatrienoat tr 02 O
2100 2100 Heneikozan® 04 04 A
2117 2114 (E)-Fitol® 50 142 O
2192 2172 1-Nonadekanol® 01 - 0]
2195 2196 1-Dokozen tr - 0]
2200 2200 Dokozan® tr 01 A
2203221310 Dodecil-benzoat® 01 - o)
2227 2225 Eikozanal - 01 O
2930 2997 (52,7E,9E,11E)-Tetradeka—5,7,9,11-tetraen-1-|l-3- 01 - 0
metilbutanoat (prealtaestar B)
2938 | (5,7,9,11)-Tetradeka-5,7,9,11-tetraen-1-il-3- 01 - 0

metilbutanoat (izomer 1)°
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5,7,9,11)-Tetradeka-5,7,9,11-tetraen-1-il-3-

2213 1 metilbutanoat (izomer 11)° 0L - ©
2997 | (5,7,9,11)-Tetradekz_;1—5,7,9,11-t_etraen-19-|I-2-h|drok3|-3- v - 0
metilbutanoat (izomer)
2300 2300 Trikozan® 01 - A
2323 2329 Heneikozanal -t O
2346 2342 o-Heksadekalakton tr - @)
2364 2352 4,8,12,16-Tetrametilheptadekan-4-olid!! - 01 O
(5Z,7E,9E,11E)-Tetradeka-5,7,9,11-tetraen-1-il-(R)-2- i
2370 2365 hidroksi-3-metilbutanoat (prealtaestar A) 15 O
2395 2395 1-Tetrakozen 01 ftr O
2400 2400 Tetrakozan® 03 02 A
oa14 | (5,7,9,11)-Tetradekz_;1—5,7,9,11-t_etraen-19-|I-2-h|drok3|-3- 15 - 0
metilbutanoat (izomer)
2430 2430 Dokozanal tr - @)
2500 2500 Pentakozan® 01 12 A
0514 | (5,7,9,11)-Tetradeke_1—5,7,9,11-te_>traen-1;|I-2-acetok3|-3- v - 0
metilbutanoat (izomer)
2594 2595 1-Heksakozen tr tr @)
2600 2600 Heksakozan® tr 05 A
2635 2630 Tetrakozanal tr - @)
2700 2700 Heptakozan® 01 1,7 A
2740 2735 Pentakozanal tr - @)
2794 2795 1-Oktakozen tr - @)
2800 2800 Oktakozan® tr 02 A
2811 2814 (E,E,E,E)-Skvalen tr 01 O
2841 2840 Heksakozanal 01 01 O
2900 2900 Nonakozan® 01 04 A
2940 2944 Heptakozanal -t O]
3040 3042 Oktakozanal tr 05 O
3082 3090 10-Nonakozanon tr - @)
3100 3100 Hentriakontan® - tr A
3213 3235 Triakontanal tr - @)
Ukupno identifikovano (%) 97,1 91,1
Alkani 23,4 50
Oksilipinski metaboliti (green leaf volatiles, GL) 58 19
Monoterpenski ugljovodonici (MH) 25 ftr
Oksigenovani monoterpeni (MO) 05 tr
Seskviterpenski ugljovodonici (SH) 41,2 45,3
Oksigenovani seskviterpeni (SO) 11,0 8,9
Ostalo (O) 12,7 30,0

! Retencioni indeksi odredeni eksperimentalno na DB-5MS koloni u odnosu na niz n-alkana C7—Cqo. ?
Retencioni indeksi preuzeti iz literature (Adams, 2007; NIST, 2017) osim ako nije drugacije navedeno. 2
Jedinjenje je identifikovano na osnovu poredenja masenog spektra i retencionog indeksa sa literaturnim
podacima, osim ako nije drugadije navedeno. 4 Vrednosti predstavljaju srednje vrednosti tri pojedinacne
analize. ® A, alkani; GL, oksilipinski metaboliti; MH, monoterpenski ugljovodonici; MO, oksigenovani
monoterpeni; SH, seskviterpenski ugljovodonici; SO, oksigenovani seskviterpeni; O, ostalo. ® tr, tragovi
(< 0,05%). 7 -, nije detektovano. ® Identitet sastojka potvrden ko-injekcijom sa standardom. ® Preliminarna
identifikacija zasnovana isklju¢ivo na poredenju masenih spektara. 1° Videti eksperimentalni deo ! Ta¢na

stereohemija nije poznata.
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GC-MS-analiza etarskog ulja vrste BA ukazala je na prisustvo jednog manje
zastupljenog sastojka na RI 1664, ¢iji maseni spektar, odnosno fragmentacija, na osnovu
poredenja sa masenim spektrima iz baza podataka, sugeriSe da se radi o nekom perilil-estru.
Na osnovu molekulskog jona na m/z 236 (slika S63, prilog) pretpostavljeno je da je rec o estru
perila-alkohola i kiseline sa pet ugljenikovih atoma. Ova grupa estara je do sada zabeleZena
samo jednom, i to u etarskom ulju druge vrste iz porodice Apiaceae — Kitagawia baicalensis
(Redow. ex Willd) Pimenov, bajkalska kitagavija (Letchamo et al., 2005). Medutim, u
pomenutom radu nije precizirano na koji nacin su identifikovani estri perila-alkohola sa 2-
metilbutanskom i 3-metilbutanskom kiselinom. Zbog male razlike u njihovim retencionim
indeksima, samo njihovo poredenje (RI 1658 za perilil-2-metilbutanoat i Rl 1665 za perilil-3-
metilbutanoat) sa indeksom pomenutog sastojka iz ulja BA (Rl 1664) nije dovoljno za
pouzdanu identifikaciju prisutnog estra. Radi razjasnjenja ove nedoumice pristupljeno je
njihovoj sintezi — redukcijom komercijalno dostupnog perila-aldehida, a zatim esterifikacijom
odgovaraju¢im kiselinama, dobijeni su Zeljeni estri (Sema 9). Eksperimentima ko-injekcije
potvrdeno je prisustvo perilil-2-metilbutanoata u ulju BA. Vrednosti retencionih indeksa nasih,
sintetisanih standarda ne poklapaju se sa onima iz literature (Letchamo et al., 2005), $to upucuje
na mogucu pogresnu identifikaciju ovih estara kod autora Letchamo i saradnika. Retencioni
indeks perilil-3-metilbutanoata koji je naveden u radu Letchamo i saradnika odgovara indeksu
naSeg sintetisanog 2-metilbutanoata, te predlazemo ispravku identiteta ovih jedinjenja. Stoga
je ovde prvi put pouzdano potvrdeno prisustvo perilil-2-metilbutanoata u prirodi. Zanimljivo
je da u etarskom ulju nisu detektovani ni slobodan perila-alkohol, kao ni perila-aldehid, iako
su biosintetski blisko povezani sa prisutnim perila-estrom. Pretpostavljamo da detektovan

perila-estar potice od enzimatske alilne oksidacije limonena, koji je prisutan u ulju BA (1,0%).

Q o]
= OH )\)\
o NaBH, RJ\OH O)J\R
—_— R=
o o DCC, DMAP /\ﬁ\
H

Sema 9. Sinteza perilil-2-metilbutanoata i perilil-3-metilbutanoata

S obzirom na to da u perilil-2-metilbutanoatu postoje dva hiralna centra, postoje dva
dijastereoizomera. Sintetisani uzorak bio je sacinjen od smese ovih dijastereoizomera, koji se
nisu mogli razdvojiti ni preparativnho na koloni SiO2, ni na koloni gasnog-hromatografa, a
njihovi NMR-signali bili su preklopljeni. Spektri smese sintetisanih estara interpretirani su uz

pomo¢ manuelne potpune spinske simulacije H NMR-spektra (slika 53; tabela 26). Simulacija
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spektra je izvrSena podeSavanjem oJn i J vrednosti, koriS¢enjem softvera MestReNova 11.0.3
(tools/spin simulation), kako bi izgled signala bio u skladu sa eksperimentalno dobijenim
spektrom. lako eksperimentalni spektar predstavlja sumu signala oba dijastereoizomera (slike
S65 i S66, prilog), dok je simulacija izvrSena samo za jedan dijastereoizomer, postignuto
slaganje izmedu simuliranih i eksperimentalnih podataka bilo je odlicno. Ovakav rezultat moze
se objasniti time Sto su hiralni centri medusobno udaljeni unutar molekula, te se ne uocavaju
znacajne razlike u polozaju i obliku signala udaljenih protona iz razlicitih dijastercomera.
Takve razlike (najcesce blago Sirenje signala) mogu se primetiti samo kod pojedinih protona,
naro¢ito onih u neposrednoj blizini hiralnih centara — na primer, kod metil-grupe u okviru

kiselinskog dela estra.
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Slika 53. Simulirani *H NMR (400 MHz) spektar perilil-2-metilbutanoata (gore); *H
NMR (400 MHz, CDCls) spektar perilil-2-metilbutanoata (dole, smesa dva dijastereoizomera)

Simulacija spektra (slika 53) omogucila je prepoznavanje glavnih konstanti sprezanja
medu protonima koji su obi¢no u spektrima preklopljeni, a neki od njih su i signali viSeg reda.
Najznacajnije konstante sprezanja prikazane su na strukturi na slici 54. Tri konstante sa
vrednostima veéim od 10 Hz, ukazuju na priblizno antiperiplanarnu orijentaciju protona u
okviru CH,-CH-CH> spinskog sistema na Sesto¢lanom prstenu, ¢ime se izopropilenska grupa
pozicionira u pseudoekvatorijalni polozaj — $to je i oc¢ekivano. Takode je uocen i izrazeno
homoalilno sprezanje izmedu aksijalnih protona u pozicijama 4 i 7, sa konstantom od 4 Hz, uz
jos$ dva homoalilna sprezanja od oko 2 Hz. Razlog za tako snaznu interakciju izmedu relativno
udaljenih protona moze se na¢i u njihovom prostornom polozaju u odnosu na dvostruku vezu,
pri ¢emu paralelna orijentacija cC-H 1 nC=C orbitala dodatno potvrduje prikazanu

trodimenzionalnu strukturu (slika 54). Visoka vrednost jo$ jedne daljinske konstante (tzv.
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W-sprezanje), od oko 2 Hz, izmedu ekvatorijalnih protona u pozicijama 4 i 6, dodatno

potvrduje pouzdanost prikazane 3D strukture ovog perila-estra.

Slika 54. 3D struktura perilil-2-metilbutanoata i analiza konstanti sprezanja dobijena

spinskom simulacijom.

Cetiri moguda stereoizomera perilil-2-metilbutanoata mogu se razlikovati ne samo po
mirisu, ve¢ i po potencijalnim bioloskim aktivnostima. Sintetisana smeSa ovih izomera (sva
Cetiri) imala je cvetno-mentolast miris. Sintezom ovih estara uz upotrebu hiralno ¢istih alkohola

1 kiselina bilo bi moguc¢e utvrditi miris svakog pojedinacnog stereoizomera.
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Tabela 26. *H (400 MHz) i 3C (100,6 MHz) NMR-parametri perilil-2-metilbutanoata (CDCls, NMR-parametri

odredeni su potpunom spinskom simulacijom), kao i uo¢ene gHMBC- i NOESY -interakcije

Pozicija Snm (J u Hz, integral)! de, tip gHMBC? NOESY?
1a 4,49 ddtdd (-14,1,2,0, 1,8, 1,4, 1,25, 1 H)
1b 4,46 ddtt (-14,1, -1,35,1,3, 0,7, L H) 68,2, CH, 231,11 3, 7ax, 7eq
2 / 1329, C / /
3 5,76 dddddd (4,4, 3,45, -1,6, 1,4, -1,35, -1,2, 1 H) 125,6, CH 2,7,4 4?;, i%q,
4ax 1,98 ddddddd (-18,7, 12,4, 4.4, 4,0, 2,0, 1,7, 1,3, 1 H)
H 2
4eq 2,164 ddddtdd (-18,7, 3,45,2,8, 2,0, 1.8, 1,3, 1,25, 1 H) 30,6, CH 35 3
5 2,158 ddddddd (12,5, 12,4, 4,8, 2,8, 0,85, 0,55, 0,5, 1 H) 50,0, CH 8,9,6 6a, 6b
ax  1,49dddd (-13,3, 12,5, 10,0, 7,0, L H)
27,4, CH 5,7 5, 7a, 7b
6eq  1,85ddddd (-13,3, 6,0, 4,8, 2,0, 0,6, 1 H) 2 a
7ax 2,08 ddddtdd (-17,5, 10,0, 6,0, 4,0, 1,8, -1,6, 0.7, L H) 6ag, 6eq,
26,9, CH; 2,3,6
7eq 2,09 ddtdddd (-17,5, 7,0, 1,8, 1,7, -1,.2, 0,7, 0,6, L H) 1a, 1b
8 / 149,7, CH / /
9F 4,71 dqd (1,85, 1,1, 0,85, 1 H)
1 H 1
9z 4,73 dqd (1,85, 1,5, 0,5, 1 H) 08,9, CH 8 10,5 >
10 1,74.ddd (1,5, 1,1, 0,55, 3 H) 20,9, CH; 5,8, 9 5
11 / 1768, C / /
12 2,391q (7,1, 7,05, 1 H) 41,3, CH 11,13, 15 13, 15
13a 1,69dqd (-17,2,7,4,7,1, 1 H)
26,5, CH 12, 14 12, 14
130 148dqd (17,2, 7,4, 7.1, L H) 65, CH; ’ !
14 0,91 (7,4, 3 H) 11,8, CHs 12,13 13a, 13b
15 1,16d (7,5, 3 H) 16,8, CH; 11,12 12

! Vrednosti spin-spin sprezanja prvobitno su odredene pomoé¢u eksperimenata selektivnog homodekuplovanja, a zatim utaénjavane
spinskom simulacijom. 2 gHMBC-korelacije uoéene izmedu protona u ovom redu i ugljenika-13 na navedenoj poziciji. 3 nOe korelacije
uocene izmedu protona u ovom redu i protona na navedenoj poziciji.
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U etarskom ulju vrste BA zabeleZeno je prisustvo brojnih sastojaka ¢iji su maseni
spektri identi¢ni ili sli¢ni spektrima estara tetradeka-4,6,8,10-tetraen-1-ola i kiselina sa pet
atoma ugljenika, identifikovanih u dietil-etarskom ekstraktu vrste B. praealtum (prealtaestri A,
B, C i D). Moze se pretpostaviti da, pored ve¢ poznatih estara, preostali detektovani estri
predstavljaju sastojke koji se razlikuju u konfiguraciji dvostrukih veza u alkoholnom delu
molekula. Zanimljivo je da ovakva jedinjenja nisu detektovana u etarskom ulju vrste B.
praealtum. Ova razlika mogla bi se pripisati uticaju ekoloskih faktora ili ¢injenici da je etarsko
ulje dobijeno iz plodova te biljne vrste, dok su pomenuti polinezasi¢eni estri izolovani
uglavnom iz dietil-etarskog ekstrakta celih nadzemnih delova biljke. Svi detektovani izomeri
predstavljali bi nove prirodne proizvode.

Pored toga, medusobno sli¢na fragmentacija u masenom spektru kod dva minorna
sastojka ulja BA (R1 1304 i 1394), sa osnovnim jonom na m/z 43, karakteristicnim za acetate, i
manje intenzivnim jonom na m/z 115, ukazuje na to da se radi o homolozima acetata
dugolancanih zasic¢enih 4-alkanola (slika 55). Alternativna a-fragmentacija 4-alkil-acetata,
uocena na m/z 157, odnosno m/z 171, u ova dva spektra, navela je na zakljucak da broj atoma
ugljenika u alkoholnom delu iznosi 10, odnosno 11. Prisustvo 4-decil-acetata i 4-undecil-
acetata, novih prirodnih jedinjenja, potvrdena je korelacijom eksperimentalnih vrednosti RI sa
dostupnim literaturnim podacima za 4-nonil-acetat (Rl 1206; Andriamaharavo, 2014). Takode,
u etarskom ulju BA identifikovani su izomerni undekanoli (razlikuju se po polozaju hidroksilne

grupe), koji su verovatno nastali hidroksilacijom undekana prisutnog u ulju.

Int (%)

10 > Tz 157

Int (%)

10

= iz 171

154 171
40 60 80 100 120 140 160 180 miz

Slika 55. Maseni spektri 4-decil-acetata i 4-undecil-acetata
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Zanimljivo je da i etarska ulja vrsta roda Hypericum (Hypericaceae) i vrste Scandix
pecten-veneris L. (Apiaceae) sadrze zna¢ajnu koli¢inu alkana sa 9 do 15 atoma ugljenika, $to
je u skladu sa sastavom ulja BA. Na primer, etarska ulja izolovana iz vrsta Hypericum iz
Bugarske okarakterisana su prisustvom 2-metiloktana (9,13-40,9%), kao i nonana i undekana
(Semerdjieva et al., 2023). Sli¢no tome, etarska ulja razli¢itih vrsta roda Hypericum Tourn. ex
L. iz Srbije imaju visok sadrzaj alkana, pri cemu je ulje vrste H. hirsutum L. sadrzavalo vece
koli¢ine nonana i undekana (Saroglou, 2007). Frakcija alkana u etarskom ulju S. pecten-veneris
bila je narocito zastupljena u uzorcima dobijenim iz nadzemnih delova i korena, ¢ine¢i 47,8%
do 78,1% ukupnog sastava ulja (Radulovi¢ et al., 2014b). lako su isti alkani detektovani i u
plodovima, njihov relativni udeo bio je znatno nizi (11,1%). U etarskim uljima ove biljne vrste
uocene su izuzetno visoke koncentracije tridekana i pentadekana. Takav sastav je u skladu sa
rezultatima analize ulja BA, u kojem je undekan identifikovan kao jedan od glavnih sastojaka
(21%), dok je u ulju BP undekan, kao i ostali alkani sli¢ne duzine lanca, potpuno izostao.
Vredno je istaé¢i da je prethodno analizirano etarsko ulje nadzemnih delova vrste B. praealtum
sadrzavalo znacCajne koli¢ine (+)-spatulenola, (-)-(E)-kariofilen-oksida i oktil-2-
metilbutanoata, koji su u ovde analiziranom ulja $izokarpijuma bile prisutne u znatno manjim
koli¢inama ili potpuno odsutni. U radu Kapetanos-a i saradnika (Kapetanos et al., 2008) nije
precizirano na koje delove biljke se odnosi termin ,,nadzemni delovi®, ali se na osnovu datuma
sakupljanja (jun 2003) moZe pretpostaviti da biljke tada nisu bile u fazi formiranja plodova, te
da nisu sadrzavale Sizokarpijume. Ova razlika u fenofazi biljke mogla bi objasniti i uocene
razlike u hemijskom sastavu izmedu ulja dobijenog iz plodova analiziranog u ovom radu i ranije
analiziranog ulja nadzemnih delova.

Do sada ispitivana etarska ulja vrsta roda Bupleurum koje pripadaju podsekciji Juncea,
ukljucujuéi B. cappadocicum, B. gerardii i B. pauciradiatum, okarakterisana su visokim
sadrzajem undekana. Medutim, medu njima su uo¢ene znacajne razlike u hemijskom sastavu u
zavisnosti od analiziranog biljnog organa. Tako je, na primer, u ulju cvetova vrste B.
cappadocicum detektovan visok sadrzaj heptanala, dok je ulje plodova bilo bogato
spatulenolom, a ulje korena heksadekanskom kiselinom (Saragoglu et al., 2012). Nasuprot
tome, u etarskim uljim vrste B. gerardii varirao je sadrzaj heksanala u zavisnosti od organa,
dok je undekan u svim uzorcima bio prisutan u visokom procentu (Rustaiyan et al., 2010;
Saragoglu et al., 2011). Sli¢éno tome, kod vrste B. pauciradiatum, germakren D je bio
dominantan sastojak iz ulja cvetova, f-pinen iz ulja plodova, a spatulenol iz ulja korena, §to

ukazuje na izrazenu specifi¢nost hemijskog profila unutar iste podsekcije.
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Ovi rezultati ukazuju na znacajnu varijabilnost hemijskog sastava medu vrstama roda
Bupleurum unutar podsekcije Juncea, pri ¢emu na ove razlike uti¢u kako genetski faktori, tako
i uslovi zivotne sredine. Dve vrste analizirane u okviru ove doktorske disertacije pokazuju
hemijske karakteristike sli¢ne onima ranije proucavanih taksona iz ove podsekcije. Moguce je
da kod ovih vrsta postoji mehanizam specijacije u pogledu akumulacije ili biosinteze isparljivih
alkana i seskviterpena, koji ¢ine glavne sastojke etarskih ulja. Ova pretpostavka zahteva
dodatna istrazivanja i mogla bi imati potencijal za prepoznavanje hemotaksonomski znac¢ajnih

osobina.
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5. Zakljucak



U okviru doktorske disertacije pod nazivom ,,Sekundarni metaboliti odabranih vrsta
roda Bupleurum L. (Apiaceae): izolovanje, identifikacija i bioloSka aktivnost* predstavljeni su
rezultati hemijske analize dietil-etarskih ekstrakata Cetiri taksona ovog roda: B. praealtum, B.
veronense, B. sibthorpianum i B. falcatum. Pored toga, sprovedena je komparativna analiza
hemijskog sastava etarskih ulja biljnih vrsta B. praealtum i B. affine. Dietil-etarski ekstrakti
vrsta B. praealtum, B. veronense i B. falcatum bili su podvrgnuti dry-flash hromatografiji na
silika-gelu, nakon c¢ega su odabrane frakcije dodatno preéis¢avane kolonskom
hormatografijom, pa detaljno analizirane primenom gasne hromatografije sa masenom

spektrometrijom (GC-MS) i NMR-spektroskopijom.

Hemijskom analizom dietil-etarskog ekstrakta nadzemnih delova i Sizokarpijuma vrste
B. praealtum izolovano je ukupno Sest jedinjenja, medu kojima Eetiri nova polinezasi¢ena estra
(31-34, prealtaestri A-D), jedno novo polinezasi¢eno y-butirolaktonsko jedinjenje (35) i jedan
lignan (36), novo prirodno jedinjenje. Novi estri predstavljaju derivate Ci4 tetraenskog
alkohola, esterifikovanog razli¢itim (hidroksi)kiselinama. Konfiguracija dvostrukih veza u
polienskom lancu svih novih jedinjenja odredena je kombinacijom 1D- i 2D-NMR
spektroskopije i potpune spinske simulacije, koja je bila od klju¢nog znacaja za utvrdivanje
geometrije konjugovanih sistema i potvrdu stereostruktura. Apsolutna konfiguracija jedinjenja
31 utvrdena je poredenjem NMR-parametara njegovog Mosher-ovog estra sa odgovaraju¢im
parametrima dijastereomernih Mosher-ovih estara model jedinjenja poznate konfiguracije
(dobijenih iz enantiomerno ¢istog i racemskog Vvalina). Kod jedinjenja 35, apsolutna
konfiguracija hiralnog centra odredena je na osnovu uporedne analize vrednosti optic¢ke rotacije
potpuno hidrogenizovanog derivata 1 literaturnih podataka za strukturno sli¢na jedinjenja
poznate konfiguracije. Lignan 36 predstavlja derivat arcitina — 7-oksoarcitin, novo prirodno
jedinjenje.

Jedinjenja 31, 34, 35 i (+)-arcitin testirana su na primarnim kulturama splenocita i
makrofaga pacova radi procene njihove imunomodulatorne aktivnosti, a kroz ispitivanje
njihovog uticaja na vijabilnost i funkcionalne karakteristike ovih ¢elija. Sva jedinjenja su
znacajno uticala na mitohondrijalnu i lizozomalnu aktivnost ovih ¢elija, pri cemu su jedinjenja
31, 34 i 35, koja poseduju deka-1,3,5,7-tetraen-1-ilnu grupu, pokazala dvojako svojstvo — u
nizim koncentracijama stimulativno, a u viS§im potencijalno citotoksi¢no dejstvo. (+)-Arcitin
nije ispoljio citotoksi¢nost prema primarnim imunim ¢elijama, ve¢ je ¢ak stimulisao njihovu
funkcionalnu aktivaciju, §to ukazuje na njegovu selektivnu aktivnost prema transformisanim,

a ne zdravim ¢elijama. Prealtalakton (35) je pokazao izraZeniju citotoksi¢nost, moguce usled
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stvaranja reaktivnih metabolita tipa Majklovih akceptora. Pored toga, jedinjenja 31 i 35 su
delimic¢no inhibirala aktivnost mijeloperoksidaze, ukazuju¢i na njihovu potencijalnu ulogu u

modulaciji oksidativnog stresa.

Hemijskom analizom dietil-etarskog ekstrakta nadzemnih delova vrste B. veronense
izolovana su tri nova jedinjenja, medu kojima jedan makrolidni derivat
(homodihidrofalkarinolid), jedan polinezasic¢eni estar srodan estrima detektovanim u vrsti B.
praealtum (veronaestar) i jedno fenolno jedinjenje iz klase derivata floroglucinola (39).
Homodihidrofalkarinolid verovatno predstavlja biosintetski prekursor falkarinola ili neku
boc¢nu granu tog biosintetskog puta. Apsolutna konfiguracija jedinjenja 39 odredena je Mosher-
ovom metodom, sintezom dijastereomernih estara jedinjenja 39 i (R)-MTPA, odnosno (S)-
MTPA. Takode, izolovana su jo$§ dva derivata nastala dehidratacijom i ciklizacijom jedinjenja
39. S obzirom na prisustvo veoma male koli¢ine ovih jedinjenja i ¢injenicu da koeluiraju sa
jedinjenjem 39, pretpostavlja se da su ova dva derivata nastala kao artefakti tokom procesa
izolovanja. Iz ekstrakta vrste B. veronense izolovana su i dva poznata lignana — izojatein i
laricirezinol. Laricirezinol do sada nije identifikovan kao sekundarni metabolit vrsta roda

Bupleurum.

U ovoj doktorskoj disertaciji izvrSena je analiza dietil-etarskih ekstrakata cetiri
balkanske populacije koje su preliminarno identifikovane kao B. falcatum subsp. falcatum (syn.
B. falcatum) ili B. falcatum subsp. cernuum (syn. B. sibthorpianum). Primenom
hromatografskih i spektroskopskih metoda (GC-MS i 1D/2D-NMR) izolovana su i
identifikovana tri nova alifati¢na polinezasi¢ena estra (40, 41 i 45). Takode izolovan je novi
polinezasic¢eni ugljovodonik (47) strukturno srodan homodihidrofalkarinolidu detektovanom u
vrsti B. veronense, odnosno falkarinolu. Hemijski profili svake uzorkovane populacije pokazali
su varijaciju koja odgovara varijaciji morfologije bazalnih listova i u skladu je sa literaturnim
navodima o distribuciji pojedinih infraspecifi¢nih taksona. Na primer, populacija sa planine
Galicice (B. falcatum) sadrzala je jedinstveno, do sada nepoznato, jedinjenje heptadekadientriin
(47), dok su populacije sa Sar-planine i Suve planine sadrzavale razli¢ite koncentracije drugih
polinezasic¢enih jedinjenja. U uzorku B. falcatum sa Suve planine detektovani su i prethodno
poznati homologi stereocizomerni polinezasi¢eni alkoholi sa 15, odnosno 17 ugljenikovih
atoma, koji su se razlikovali u konfiguraciji dvostruke veze u polozaju 2, kao i1 njithovi
odgovarajuci acetati. Radi potvrde struktura acetata, izvrSena je njihova sinteza Steglich-ovom
esterifikacijom frakcije koja je sadrzavala pomenute alkohole. Uzorak sa Olimpa okarakterisan

je visokim sadrzajem 10-nonakozanona i razli€itih stereoizomernih estara.
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Dobijeni rezultati ukazuju na znacajnu hemotipsku varijabilnost unutar taksona B.
falcatum i predstavljaju prvi sistematski opis manje polarnih sekundarnih metabolita,
ukljucujuéi novootkrivene polinezasic¢ene derivate. Buduca istrazivanja koja budu obuhvatila
molekularne markere 1 testove bioloske aktivnosti mogla bi razjasniti ulogu ovih
specijalizovanih metabolita u taksonomiji i farmakolo§kom potencijalu ovih nedovoljno
proucenih taksona. Iako taksoni B. falcatum i B. sibthorpianum pokazuju visok stepen hemijske
slicnosti u pogledu prisustva alifaticnih estara i ostalih isparljivih i delimi¢no isparljivih
sekundarnih metabolita, pazljivom analizom utvrdene su kvantitativne i kvalitativne razlike

koje ukazuju na mogucnost njihovog potencijalnog hemotaksonomskog razgraniéenja.

Na kraju je izvrSena i detaljna hemijska analiza etarskih ulja dve vrste roda Bupleurum
sa prostora Srbije — B. praealtum i B. affine. Primenom gasne hromatografije sa masenom
spektrometrijom identifikovano je ukupno 230 jedinjenja, pri cemu su zabelezene jasne razlike
u kvalitativnom i kvantitativnom profilu izmedu analiziranih vrsta. Etarsko ulje B. affine
karakteriSe visoka koncentracija alkana (23,4%) i seskviterpenskih ugljovodonika (41,2%),
dok u ulju vrste B. praealtum dominiraju seskviterpenski ugljovodonici (45,3%) i ,,ostala”
jedinjenja (30,0%). Oba ulja sadrze relativno nizak udeo monoterpenskih i oksilipinskih
metabolita, uz primetne kvantitativne razlike koje ukazuju na specifi¢ne isparljive profile ovih
vrsta. U ulju B. affine po prvi put je identifikovan perilil-2-metilbutanoat, ¢iji je hemijski
identitet potvrden njegovom sintezom, i sintezom njegovog regioizomera (perilil-3-
metilbutanoat). Pored toga, u ulju su detektovana dva nova prirodna proizvoda, koja su

preliminarno identifikovana kao 4-decil-acetat i 4-undecil-acetat.

U zakljucku, dobijeni rezultati ne samo da proSiruju fitohemijska znanja o rodu
Bupleurum, ve¢ i otvaraju mogucénosti za primenu izolovanih jedinjenja u imunofarmakologiji,
posebno kao potencijalni modulatori funkcije imunih ¢elija. Dalja istrazivanja ovih jedinjenja,
uklju€ujudi testiranje na razli¢itim modelima 1 ciljnim putevima, mogla bi doprineti razvoju

novih fitofarmaceutika baziranih na hemijskom potencijalu biljaka iz roda Bupleurum.

Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji su objavljeni u jednom radu kategorije
M21a i dva rada kategorije M21.
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6. Summary



Within the doctoral dissertation entitled “Secondary metabolites of selected taxa of the
genus Bupleurum L. (Apiaceae): isolation, identification and biological activity”” we report the
chemical analysis of diethyl-ether extracts from four Bupleurum taxa: B. praealtum, B.
veronense, B. sibthorpianum, and B. falcatum. In addition, we performed a comparative study
of the essential-oil composition of B. praealtum and B. affine. The diethyl-ether extracts of B.
praealtum, B. veronense, and B. falcatum were fractionated on silica gel. Selected fractions

were then characterized by GC-MS and 1D/2D NMR spectroscopy.

From the aerial parts and schizocarps of B. praealtum, six compounds were isolated:
four new polyunsaturated esters (31-34, praealtaesters A-D), one new polyunsaturated -
butyrolactone (35), and one lignan (36), a new natural compound. These Ci4 tetraene esters
bear diverse (hydroxy)acid moieties. The geometry of all conjugated double bonds was
unambiguously established by combining 1D/2D NMR experiments with full spin-system
simulation — an approach that proved essential for resolving stereochemical details. Absolute
configuration of compound 31 was determined by comparison of its Mosher ester NMR data
with those of diastereomeric standards (synthesized from enantiomerically pure and racemic
valine); for compound 35, complete hydrogenation followed by optical-rotation measurement
against literature values confirmed its chiral center. Lignan 36 was identified as 7-oxoarcitin,

a previously undescribed natural product.

Compounds 31, 34, 35 and (+)-arcitin were evaluated on primary rat splenocyte and
macrophage cultures for immunomodulatory effects via the assessment of cell viability and
function. All four significantly modulated mitochondrial and lysosomal activity: esters 31, 34
and 35 — each bearing a deca-1,3,5,7-tetraen-1-yl motif — exhibited dual behavior, stimulating
at low doses and exerting cytotoxicity at higher concentrations. In contrast, (+)-arcitin showed
no toxicity toward normal immune cells but actually enhanced their metabolic activity,
indicating selective action against transformed cells. Praealtalactone (35) proved most
cytotoxic, likely through formation of Michael-type electrophilic metabolites. Moreover,
compounds 31 and 35 partially inhibited myeloperoxidase activity, suggesting a role in

oxidative-stress modulation.
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From B. veronense extract, three new metabolites were isolated: a macrolide derivative
(homodihydrofalcarinolide), a polyene ester structurally related to those from B. praealtum
(veronaester), and a phloroglucinol derivative (39). Homodihydrofalcarinolide represents a
biochemical precursor of falcarinol or a side branch of the later. Absolute configuration of
compound 39 was elucidated via Mosher-ester synthesis with (R)- and (S)-MTPA. Two
additional dehydration/cyclization artifacts co-eluting with 39 are presumed to have formed
during isolation. Two known lignans — isoyatein and lariciresinol — were also obtained,;

lariciresinol represents the first report of this diol in the genus Bupleurum.

We further analyzed diethyl-ether extracts of four Balkan populations preliminarily
identified as B. falcatum subsp. falcatum (syn. B. falcatum) and B. falcatum subsp. cernuum
(syn. B. sibthorpianum). GC-MS and NMR studies led to the discovery of three new aliphatic
polyunsaturated esters and a new polyunsaturated hydrocarbon (47) closely related to
homodihydrofalcarinolide. Chemical profiles correlated strongly with basal leaf morphology
and is in accordance with published data on the distribution of certain intraspecific taxa. The
Galic¢ica population uniquely produced a heptadecadienetriyne (47), while populations from
Mt. Sar planina and Mt. Suva Planina differed in their polyene contents. In the B. falcatum
sample from Mt. Suva Planina, we also detected homologous polyunsaturated stereoisomeric
Cisand Cy7 alcohols differing in double-bond geometry at C-2 and their corresponding acetates.
To confirm acetate structures, we performed Steglich esterification of the fraction containing
these alcohols, thereby synthesizing and validating the natural acetates. The sample from
Olymp Mt. was characterized by a high content of 10-nonacosanone and various stereoisomeric

esters.

These findings reveal significant chemotypic diversity within the B. falcatum complex
and constitute the first systematic description of its less-polar secondary metabolites, including
newly discovered polyenes. Future work combining molecular markers and bioactivity assays
will clarify the taxonomic and pharmacological significance of these specialized metabolites.
Although B. falcatum and B. sibthorpianum taxa share many aliphatic esters and other volatiles,

guantitative and qualitative differences support their potential chemotaxonomic discrimination.

Finally, GC-MS analysis of the essential oils of Serbian B. praealtum and B. affine
allowed the identification of 230 constituents with distinct quantitative profiles: B. affine oil is
rich in alkanes (23.4%) and sesquiterpene hydrocarbons (41.2%), while B. praealtum oil is
dominated by sesquiterpene hydrocarbons (45.3%) and other unclassified components
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(30.0%). Monoterpenes and oxylipins remain minor fractions. Perillyl 2-methylbutanoate was
observed in B. affine oil for the first time and confirmed by its synthesis, and of the isomeric
valerate, alongside two new natural products — 4-decyl acetate and 4-undecyl acetate,
tentatively identified.

Collectively, these studies expand our phytochemical knowledge of the genus
Bupleurum and point toward promising immunopharmacological applications of its
metabolites. Continued evaluation across diverse biological models and pathways may pave

the way for novel plant-derived therapeutics.

The work presented here has been published in one M21a-category paper and two M21-

category papers.
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8. Prilog



Spisak priloga:

Slika S1. *H-13C kuplovani NMR-spektar (100,6 MHz, CDCls) jedinjenja of 31 i odgovarajuéa
uvecanja sa asignacijom signala

Slika S2. MS (EI, 70 eV) jedinjenja 31

Tabela S1. *C NMR-parametri (100,6 MHz, CDCIs) jedinjenja 31, 33-35, 38 i P-1-P-4
(Kuklev & Smith, 2004)

Tabela S2. *H NMR-parametri (400 MHz, CDClIs) jedinjenja 31, 33-35, 38 i P-1-P-4 (Kuklev
& Smith, 2004)

Slika S3. 'H NMR-spektar (400 MHz, CDCIs) jedinjenja 32 i odgovarajuéa uvecanja sa
asignacijom signala

Slika S4. *C NMR-spektar (100,6 MHz, CDCIs) jedinjenja 32 i odgovaraju¢a uveéanja sa
asignacijom signala

Slika S5. *H NMR-spektar (400 MHz, CDCls) uzorka ¢uvanog u frizideru u zatvorenoj vijali
koji sadrzi 22% (E,E,E,E)-32 (gore); *H NMR-spektar (400 MHz, CDCls) frakcije obogaéene
jedinjenjem (E,E,E,E)-32 (gore) (72%, dole)

Slika S6. MS (EI, 70 eV) jedinjenja 32

Slika S7. Kljuéne HMBC- i NOESY -interakcije za odredivanje strukture jedinjenja 32

Slika S8. 'H NMR-spektar (400 MHz, CDCIs) jedinjenja 33 i odgovarajuéa uvecanja sa
asignacijom signala (signali obelezeni sa Z poticu od jedinjenju 31)

Slika S9. *C NMR-spektar (100,6 MHz, CDCIs) jedinjenja 33 i odgovaraju¢a uveéanja sa
asignacijom signala (signali obelezeni sa Z poticu od jedinjenju 31)

Slika S10. Simuliani *H NMR-spektar jedinjenja 33 (gore); Simulirani *H NMR-spektar
jedinjenja 31 (sredina); Eksperimentalni *H NMR (400 MHz, CDCls) spektar smese jedinjenja
311 33 (dole)

Slika S11. MS (El, 70 eV) jedinjenja 33

Slika S12. Klju¢ne HMBC- i NOESY -interakcije za odredivanje strukture jedinjenja 33

Slika S13. 'H NMR-spektar (400 MHz, CDCI3) jedinjenja 34 i odgovarajuéa uveéanja sa
asignacijom signala

Slika S14. **C NMR-spektar (100,6 MHz, CDCls) jedinjenja 34 i odgovaraju¢a uveéanja sa
asignacijom signala

Slika S15. MS (El, 70 eV) jedinjenja 34

Slika S16. Klju¢ne HMBC- i NOESY -interakcije za odredivanje strukture jedinjenja 34

Slika S17. *H NMR-spektar (400 MHz, CDCls) jedinjenja 35 i odgovarajuéa uveéanja sa
asignacijom signala

Slika S18. **C NMR-spektar (100,6 MHz, CDCls) jedinjenja 35 i odgovaraju¢a uveéanja sa
asignacijom signala

Slika S19. MS (El, 70 eV) jedinjenja 35

Slika S20. Klju¢ne HMBC- i NOESY -interakcije za odredivanje strukture jedinjenja 35

Slika S21. *H NMR-spektar (400 MHz, CDCls) jedinjenja 36 i odgovarajuéa uveéanja sa
asignacijom signala

Slika S22. *C NMR-spektar (100,6 MHz, CDClIs) jedinjenja 36 i odgovarajuca uvecéanja sa
asignacijom signala

Slika S23. MS (EI, 70 eV) jedinjenja 36

Slika S24. Klju¢ne HMBC- i NOESY -interakcije za odredivanje strukture jedinjenja 36

Slika S25. *H NMR-spektar (400 MHz, CDCls) jedinjenja 37 i odgovarajuéa uveéanja sa
asignacijom signala

Slika S26. A) Eksperimentalni *H NMR-spektar jedinjenja 37; B) Simulirani *H NMR-spektar
jedinjenja 37; C) Razlika izmedu eksperimentalnog i simuliranog spektra jedinjenja 37
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Slika S27. ¥*C NMR-spektar (100,6 MHz, CDClIs) jedinjenja 37 i odgovaraju¢a uvecéanja sa
asignacijom signala

Slika S28. MS (El, 70 eV) jedinjenja 37

Slika S29. 'H NMR-spektar (400 MHz, CDCls) jedinjenja 38 i odgovaraju¢a uveéanja sa
asignacijom signala

Slika S30. A) Eksperimentalni *H NMR-spektar jedinjenja 38; B) Simulirani *H NMR-spektar
jedinjenja 38; C) Razlika izmedu eksperimentalnog i simuliranog spektra jedinjenja 38

Slika S31. *C NMR-spektar (100,6 MHz, CDCls) jedinjenja 38 i odgovaraju¢a uveéanja sa
asignacijom signala

Slika S32. MS (El, 70 eV) jedinjenja 38

Slika S33. Klju¢ne HMBC- i NOESY -interakcije za odredivanje strukture jedinjenja 38

Slika S34. *C NMR-spektar (100,6 MHz, (CD3).S0) jedinjenja 39 i odgovaraju¢a uveéanja sa
asignacijom signala

Slika S35. 'H NMR-spektar (400 MHz, CD30D) jedinjenja 39 i odgovaraju¢a uvecéanja sa
asignacijom signala

Slika S36. 3C NMR-spektar (100,6 MHz, CDsOD) jedinjenja 39 i odgovarajuéa uveéanja sa
asignacijom signala

Slika S37. MS (ElI, 70 eV) sililovanog derivata jedinjenja 39

Slika S38. 'H NMR-spektar (400 MHz, CDCls) jedinjenja 40 i odgovaraju¢a uveéanja sa
asignacijom signala

Slika S39. Klju¢ne HMBC- i NOESY -interakcije za odredivanje strukture jedinjenja 40

Slika S40. MS (El, 70 eV) jedinjenja 40

Slika S41. HRMS spektar jedinjenja 40

Tabela S3. *H (400 MHz) i *3C (100.6 MHz) NMR-spektralni podaci (CDCls) jedinjenja 40 i
41 (NMR-parametri su odredeni spinskom simulacijom

Slika S42. 'H NMR-spektar (400 MHz, CDCls) jedinjenja 41 i odgovarajuéa uveéanja sa
asignacijom signala

Slika S43. 3C NMR-spektar (100,6 MHz, CDCls) jedinjenja 41 i odgovaraju¢a uveéanja sa
asignacijom signala

Slika S44. Klju¢éne HMBC- i NOESY -interakcije za odredivanje strukture jedinjenja 41

Slika S45. MS (El, 70 eV) jedinjenja 41

Slika S46. HRMS spektar jedinjenja 41

Slika S47. HRMS spektar jedinjenja 45

Slika S48. 'H NMR-spektar (400 MHz, CDCls) jedinjenja 47 i odgovarajuéa uveéanja sa
asignacijom signala

Slika S49. 3C NMR-spektar (100,6 MHz, CDCls) jedinjenja 47 sa asignacijom signala

Slika S50. Klju¢ne HMBC- i NOESY -interakcije za odredivanje strukture jedinjenja 47

Slika S51. MS (El, 70 eV) jedinjenja 47

Slika S52. HRMS spektar jedinjenja 47

Slika S53. MS (EI, 70 eV) stereoizomera 1 prealtaestra B

Slika S54. MS (El, 70 eV) stereoizomera 2 prealtaestra B

Slika S55. MS (EI, 70 eV) stereoizomera 3 prealtaestra B

Slika S56. MS (El, 70 eV) stereoizomera 4 prealtaestra B

Slika S57. MS (EI, 70 eV) stereoizomera 5 prealtaestra B

Slika S58. MS (ElI, 70 eV) stereoizomera 1 jedinjenja 40

Slika S59. EI (70 eV) MS (EI, 70 eV) stereoizomera 1 jedinjenja 50

Slika S60. MS (ElI, 70 eV) stereoizomera 2 jedinjenja 40

Slika S61. MS (EI, 70 eV) stereoizomera 3 jedinjenja 40

Slika S62. MS (ElI, 70 eV) stereoizomera 2 jedinjenja 50
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Tabela S4. H (400 MHz) i *C (100,6 MHz) NMR-spektralni podaci (CDCls) jedinjenja 44
(NMR-podaci su odredeni spinskom simulacijom)

Slika S63. MS (ElI, 70 eV) perilil-2-metilbutanoata

Slika S64. MS (EI, 70 eV) perilil-3-metilbutanoata

Slika S65. 'H NMR-spektar (400 MHz, CDCI3) perilil-2-metilbutanoata (smesa
dijastereomera) i odgovarajuc¢a uvecanja sa asignacijom signala

Slika S66. *C NMR-spektar (100,6 MHz, CDCIs) perilil-2-metilbutanoata (smesa
dijastereomera) i odgovarajuc¢a uvecanja sa asignacijom signala

Slika S67. *H NMR-spektar (400 MHz, CDCI3) perilil-3-metilbutanoata

Slika S68. 13C NMR-spektar (100,6 MHz, CDCls) perilil-3-metilbutanoata
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Slika S1. *H-*3C kuplovani NMR-spektar (100,6 MHz, CDCls) jedinjenja of 31 i odgovarajuéa uveéanja sa asignacijom signala
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Tabela S1. 13C NMR-parametri (100,6 MHz, CDCls) jedinjenja 31, 33-35, 38 i P-1-P-4 (Kuklev & Smith, 2004)

Pozicija oc Poziciia

31 34 p-112 33 p-212 38 p-312 p-412 ! 35
1,C 175,03 170,01 175,12 177,34
2, CH 74,94 76,99 75,01 34,15
2-OH & / / / / /
3,CH 32,15 30,13 32,23 19,14
4, CHs 15,94 17,39  neuporedivo* 16,00 neuporedivo* 19,14  neuporedivo* neuporedivo®
5, CHs3 18,83 18,87 18,97 /
1’, CHz 65,44 65,13 65,51 64,22 1, CH 177,16
2’, CHz 28,13 28,20 28,11 28,36 2, CH; 28,77
3’, CHz 25,89 26,00 25,63 26,09 3, CH; 29,02
écl:f_éml 1), 2731 27 46 28,26 32.33 33,21 2757 28,03 33,51 4, CH 80,85
5’ (w10), CH 131,08 131,47 133,20 133,75 135,39 134,76 134,66 134,88 5, CH 128,90
6’ (09), CH 129,50 129,50 130,00 129,59 130,04 129,39 128,99 128,55 6, CH 133,63
7’ (08), CH 127,10 127,35 129,21 132,10 132,81 128,40 128,34 129,22 7, CH 135,08
8 (7). CH 13331 13333 133,24 5131,36 131,26 133.26 133,99 132,38 8, CH 130,04
9" (6), CH 13069 130,88 132,82 3.31,43 131,29 132,78 133,04 130,67 9, CH 129,98
10’ (w5),CH 133,46 133,49 133,48 132,92 132,90 127,98 128,23 127,94 10, CH 135,55
11’ (w4), CH 129,53 129,64 131,29 129,63 131,05 128,22 128,29 129,18 11, CH 129,43
12’ (03),CH 137,26 137,38 137,38 136,93 136,98 132,01 132,94 133,24 12, CH 138,50
(1:3H2(0)2), 2501 26,05 26,28 25.96 26,27 21,38 21,42 21,64 13, CH; 26,06
g:_ls(col), 13,52 13,66 13,92 13,60 13,94 14,37 14,45 14,65 14, CH;s 13,56
17, C / 170,99 / / / / / / / /
2”, CHs / 20,79 / / / / / / / /

1 Strukture jedinjenja P-1-P-4 su date na slici 32. 2 Asignacija signala ugljenika-13 nije izvrSena u citiranom radu (ona koja je ovde data zasniva se na
najboljem slaganju vrednosti). 2 /, nema ugljenika ili nema pozicije. * Signali nisu od zna¢aja za poredenje. > Moguce je da se asignacija ova dva signala
medusobno zameni.
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Tabela S2. 'H NMR-parametri (400 MHz, CDCls) jedinjenja 31, 33-35, 38 i P-1-P-4 (Kuklev & Smith, 2004)

i 31 34 p-11 33 p-2 38 p-3! P41 . 35
Pozicija 5, (B in Hz) Pozicija
1 / / / / /
) 3,2)366, dd (6,0, 4,8175,d (4,7) g,g)341, dd (6,0, 25358, 1(6.9) ,
2-0H  28102,d(6,0) [ 2,8077, d (6,0) / /
@ _zoom, R0 2078 i 7 R /
4 0,8615,d (7,0) _ 0,9760, d (7,0) 0,8615, d (7,0) 1,1628, d (6,9) /
5 1,0262,d (6,8)  1,0013, d (6,8) 1,0262, d (6,8) / /
ba | A2122,dP( 41643 ddd (- 4,2030, dt® (-10,7, ,
10,8, 6,6) 10,6,7.,0, 6,5) 6,6) 40701 1 (65)
Lo ALTAGAP(- 41419, ddd (- 4,1679, df° (-10,7, LD, ,
10,8, 6,6) 10,6,7.,0, 6,5) 6,6)
1,6970, dddt (- 1,6820, ddddd (- 16990, 45 (- 2,5665, ddd
2’a  138,80,72 138,90, 70, 138,72, 66) 2a (-17,5,9,5, 9,4)
6,6) 6,5, 6,0) _ S a0 . 1,6750, tt (7.6, . .
1,6850, dddt® (- 1,6690, ddddd (- neuporedivo® 16840, 4 (- neuporedivo 6,6) neuporedivo  neuporedivo 25435 ddd
b 138,80,72,  138,90,7,0, 138,72, 66) 2b (-17,5,9,2, 4,6)
6,6) 6,5, 6,0) 0 a0
1,4765, ddt°d (- 1,4657, ddted (- 1 4808, %6 ( 2,4118, ddddd
3a 133,80,76, 133,90, 76, 133,756,72) 3a (-13,0, 9,5, 6,8,
7,2) 6,0) 2 10 1 1,4669, quint® 4,6,0,7)
1,4663, ddt’d (- 1,4560, ddtéd (- 1 4645, %6 ( (7,6) 2,0128, dddd (-
b 133,80,76, 133, 90,756, 13.3,7.6,7.2) 3b 13,0,9,4, 9,2,
7,2) 6,0) 2 10 1, 7,7)
2,2405, ddt®d (- 2,2360, ddt®d (- 2,1494, dtdd (-
4’a 173)2 77,76, - 173)2 7,7,786, - 173)2 76,69, - 22375, 10 (7.6, , ?7,979773,0dcédgd
2,2307, d°dd (- 2,2262, dt°dd (- 2,1294, dtodd (- -1,4) 0r o
#b  172,76,71,- 172,76, 7,1, - 17,2,7,6,6,9, - g
1,4) 1,4) 1,4)
5,3890, dddd 5,3991, dddd 5,6513, dtd 5,6550, dddd
5 (010) (103,77,71, (103,77, 7.1, ?g? dt100. (146 6,9, 5,75, m ?1"152607’ ‘étd_l N ?1"(1)16”; 2 5’&3 dt (100, g (15,4, 7,0, 0,7, -
111) 1’1) ’ _0]7) 16y 149, ) Wy [y [l 0’7)
6
’ 6,0548, dddd 6,058, ddddd ¢ )" 11 6.0850, ddted 6,0616, ddtd 6.0L dd 6,3437, dddtd
6(©9) (11310314, (113,103,-14, oy (146,113, 13, - ¢ o (112,109,141 0500 65 6 (154, 11,1, -
1.3, -0,7) 1.3, -0.7) ’ 0.7) p,reklopljeni 0.7) R p}eklopljeni 0.9,0.7, 0.7)
6,4257, dddd 6,4380, dddd rexo 6,5040, dddd rexo 6,1810, ddt°t®
7 (08) (145,113,1,1, (145,113, 1,1, ?'1485 m (14.4, (13’1127?6 3‘)“ (150, signali (154,109, -1,1, ‘(31’185’ M 0 signali 7 (14,8,11,1,0,7,
-0,7) -0,7) ' 4 -0,7) 2 L -0,7)

196



6,2235, dddd _ 6,2245, dddd 6,2715, ddt® 6,2962, ddddd
8 (07) (145,112, -08, (145,112, -08, 613’1130?6(;‘)“ (150, (154,109, - 617 8 (14,8, 10,7, -
-0,7) -0,7) 0 0,7) ' lonfien 0,9,07,-07)
6,1855, dd° 6,1945, dd° 6.1400, ddd (15,0 6,2611, ddt° et 6,1545, ddtéd
9" (06) (155, 11,2, - (155, 11,2, - 10,40 (154,109, - g 9 (14,3,10,7,0,7,
0,7) 0,7) 6,2 preklopljeni T 0,7) -0,7)
6,2163, ddt® 6,2213, ddt® signali 6,4750, dddd 6,2630, dddt®
10’ (@5) (15,5, 10,8, - (15,5, 10,8, - 613’1182?6(;()“ (150, (15,4, 10,9, -0,8, ?ijsé ”Il 0 ?fgjm(“'"" 10 (14,3,10,4, 0,7,
0,8) 0,8) 0, -0, -0,7) 2 L ’ -0,7)
6,0845, ddttd _ 6,0925, ddtd 6,0800, ddtd 6,0099, ddtd 6,0930, ddt
11" (04) (15,0,10,0,-1,4, (15,0,10,8, -1 4, (14,5,11,0, -1,4, - (11,3,10,9, -1,4, ?ﬁlédfo 0 ?bogi dd (1.0, 4y (15,2, 10,4, -
-0,7) -0,7) 07) -0,7) 0, 20, ’ 1,3)
5,7650, dtd 5,8200, dtdd
12’ (@3) (150,68, 5,7705, dtd %f dt (100, ?,1?80, O f’l"fs?o?"i‘d_o . ?1*‘(‘)16”;0) ?‘2‘;‘ dt(100. 4, (15,2, 6,7, 0,7, -
'0,8) (15101 6,8, '0,8) ’ ) Iy Lyl ’ Wy 1y 1 0’7)
13 (@2) élgogéqdd (27'1534g 'Sq‘_’f gy 21.da(7s, 5’1294' @S 511 dq75, 22176, dgd 2,23, dq 222,dq (75, 4 2,1425, qdd
N 2, 0.8, -4, 7,2) Ha 7.2) (77,75,-14)  (1,5,7.2) 7,2) (7.4, 6,7, -1,3)
14" (0]) 1,0162,1(7,5)  1,0185 t(7,5) 1,07, t(7.5) 1,0100, t (7,5) 1,08, t(7,5)  1,0094t(75)  103,1(7,5) 104t(75) 14 1,0200, t (7,4)
7 2,1511, s / / / / / / /

1 Strukture jedinjenja P-1-P-4 su date na slici 32. 2 Vrednosti hemijskih pomeranja i konstanti sprezanja odredene su na osnovu eksperimenata selektivnog homodekuplovanja i spinskom
simulacijom. ® Vrednosti konstanti sprezanja |J|<0,7 nisu navedene radi lakSeg poredenja. 4 /, Nema protona ili nema pozicije. ® Signali nisu od znacaja za poredenje. ® Pseudo, odnosno pseudo-
multiplet. Na primer, dublet dubleta sa dve sli¢ne J-vrednosti mogao bi da na triplet, takav je ovde nazvan pseudotripletom.
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7' 8',9',10' 11 6' 12' 13' 3 2 3 14 4,5
6.44 6.21 6.09 |[ 6.05 5.76 5. 39 4 07 2 33 2 23 2.14 2 08 164 1.46 1.01 0.95
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4 0]
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Chemical shift

Slika S3. *H NMR-spektar (400 MHz, CDCls) jedinjenja 32 i odgovarajuéa uveéanja sa asignacijom signala
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Slika S4. *C NMR-spektar (100,6 MHz, CDCls) jedinjenja 32 i odgovaraju¢a uveéanja sa asignacijom signala
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Slika S5. 'H NMR-spektar (400 MHz, CDCls3) uzorka ¢uvanog u frizideru u zatvorenoj vijali koji sadrzi 22% (E,E,E,E)-32 (gore); *H NMR-
spektar (400 MHz, CDCIs) frakcije obogacene jedinjenjem (E,E,E,E)-32 (gore) (72%, dole)
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Slika S6. MS (EI, 70 eV) jedinjenja 32
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Slika S14. *3C NMR-spektar (100,6 MHz, CDCls) jedinjenja 34 i odgovarajuéa uveéanja sa asignacijom signala
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Slika S18. 3C NMR-spektar (100,6 MHz, CDCls) jedinjenja 35 i odgovarajuéa uveéanja sa asignacijom signala

210



91

100.0%
79
69.3%
41
77
60.0%
? 57.8%
105
51.2%
66
55 39.6%
36.5% 78 e
32.6%| =
80
2 | 24.7% 0 218
21.5% " 129 9
R T 85 [202% 103 Y 145 21.3%
16 0% 8.4% 68 o 2% 106 19 18.1% s
0% ) 6% .
(43 13.1% 0 s4 | |B0% 1A% |
57 69 89 118 134 o
69% 5 4% 4 cor 50% 6.6% 111 6.1% 5.7% 74 31307/ 159
= 2.0% i 270 2.9%
| | | i 1111 |l lin
\ il e \ L 11 b Ll il
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
40 50 60 70 80 %0 100 110 20 130 140 150 160 170 180 190 200 210 2
m/z (Da)

Slika S19. MS (El, 70 eV) jedinjenja 35

Slika S20. Klju¢ne HMBC- i NOESY -interakcije za odredivanje strukture jedinjenja 35

211



2 6 5 5 6 2 9 a 9b OMe-4 OMe-4'
7.46 7.38 6.3 6.76 660| |6.63 4 54 4 % 415 3.95 3.85
OMe-3 OMe-3'
M 3.91 3.80
. :

3. 90 3. 85 3. 80 3.45

455 4.50 4.25 4.15 3. 95

745 740 735 6.85 680 6.75 6.70 6.65

residual solvent
(CHCly) signal
T™MS
48 ghsg 4 gisdda &
9r5 gru 8:5 EjU 7.‘5 7.0 6r5 6.‘0 5.‘5 5j0 4. 4.‘0 3r5 3.0 2.5 ZrU 1:5 lj[] 0.‘5 0.0 -0‘.5
Chemical shift
Slika S21. *H NMR-spektar (400 MHz, CDCls) jedinjenja 36 i odgovarajuéa uveéanja sa asignacijom signala
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Slika S22. 3C NMR-spektar (100,6 MHz, CDCls) jedinjenja 36 i odgovarajuéa uveéanja sa asignacijom signala
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Slika S26. A) Eksperimentalni *H NMR-spektar jedinjenja 37; B) Simulirani *H NMR-spektar jedinjenja 37; C) Razlika izmedu
eksperimentalnog i simuliranog spektra jedinjenja 37

216



o 3 A ReRT AR BRBBRETE &8 o g
oM wn . Z S M S S .
~ ™M o~ ONT OIS TONWWOMNY O n =
— — — OMNMNMNWY MmN NN NN — (e} [w]
[ | | VAN ==\ | \
~ o O~ O < -
o~ o COM~NM ™M O
o o 0 o0 W I~ O
M ~ N AN AN ~ o~
| | N/ | |
5 415 |g 17 |3
6
16 2 11
9
18
10
30 29 28 27 26
3cpely,)
] 1
! 12 15 |
1
14 |13 ‘
T™S
J
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0 5

Slika S27. *3C NMR-spektar (100,6 MHz, CDCls) jedinjenja 37 i odgovarajuéa uveéanja sa asignacijom signala

Chemical shift

217



272

100.0%
91
83.4% 128
79.0%
115
67.9% 129
77 64.0%
55 59.9%
55.9%  °71%
105 117
79 39.3%  [39.0% 131
67 32.8% 34.2% 1%
=7 31.9%
30.1% 103 127
£ 78 255%| || 253% 147 159
0,
21.7% [21.3% 19.6% 21.0% 20.7% 173
102 il g 230 16.1% 187 201
o 7% 13.9%| | |104 144%] | | 144 155 % 122%
9.2% 9.7%||| g1 04 || [10-1% - 9.7% 8.3%
= 6.2% T k170 7 6.7% 188 197 | 203 = 229
o[ 8% 4.2% 217 4.1%
O O 50, 2 e
.‘ H |‘|||||‘| |‘ || |||I|| |||U.| ‘ 1l |||| HIII ||I”| ||IJ||||||||...H‘I|||I. |.|‘L|J|... [ ° ! L !
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
40 50 60 70 80 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 270

m{z (Da)

Slika S28. MS (El, 70 eV) jedinjenja 37

218



10' 8' 6' 11 5 1 2 4 2' 3 3and 4 14
6.06 | | 6.01 5.46 4.07 2.54 2.24 1.68 1.47 1.16 1.01

6.47 6.27
7' 9' 12'
6.50 6.26 5.43
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
410 405 260 255 2.50 225  2.20 170 1.65 1.50 145 118 1.16 1.14 1.04 1.02 1.00 098

T T T f T T T T T T T T T
6.55 6.50 645 6.35 6.30 6.25 6.20 6.10 605 6.00 550 545 540

residual solvent
(CHCIy) signal
T™MS
1A ULJL
= = ™ T T T T
888 8 8 g 8 &8
o o — «+ ] o M
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 0.5
Chemical shift

Slika S29. 'H NMR-spektar (400 MHz, CDCls) jedinjenja 38 i odgovarajuéa uveéanja sa asignacijom signala

219



;5000
;4000
;3000
;2000

1000

ik LAk "

ES ;5000
;4000
3000
;2000

1000

s Kk X A g
(: ?400

300
200

100

| JJU | bl o rch ot " bt .L LU“l

ro

r-100

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5 -1.0
Chemical shift

Slika S30. A) Eksperimentalni *H NMR-spektar jedinjenja 38; B) Simulirani *H NMR-spektar jedinjenja 38; C) Razlika izmedu
eksperimentalnog i simuliranog spektra jedinjenja 38
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Slika S31. 3C NMR-spektar (100,6 MHz, CDCls) jedinjenja 38 i odgovarajuéa uveéanja sa asignacijom signala
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Slika S35. 'H NMR-spektar (400 MHz, CD30D) jedinjenja 39 i odgovaraju¢a uveéanja sa asignacijom signala
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Slika S36. 1*C NMR-spektar (100,6 MHz, CD3;0D) jedinjenja 39 i odgovarajuéa uvecanja sa asignacijom signala
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Slika S38. *H NMR-spektar (400 MHz, CDCls) jedinjenja 40 i odgovarajuéa uveéanja sa asignacijom signala
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Slika S39. Klju¢ne HMBC- i NOESY -interakcije za odredivanje strukture jedinjenja 40
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Slika S40. MS (El, 70 eV) jedinjenja 40
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[ Mass Spectrum ]

Data: MS-BFS-1  Date: 25-Sep-2023 13:18
Instrument : MStation

Sample: -

Note: -

Inlet : Direct lon Mode : El+

Spectrum Type : Normal lon [MF linear]
RT:6.55min  Scan#:40 Temp: -

BP: m/z 55 Int. : 85320

Output m/z range : 30 to 295 Cut Level : 0.00%
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Data: MS-BFS-1  Date: 25-Sep-2023 15:48

Instrument : MStation

Sample: -

Note: -

Inlet : Direct lon Mode : El+

RT:6.55min  Scan#:40

Elements : C 19/0, H 28/0, O 2/0

Mass Tolerance : 1000ppm, 5mmu if m/z < 5, 50mmu if m/z > 50
Unsaturation (U.S.) : -0.5 -20.0

Observed m/z Int% Err [ppm / mmu] u.s. Composition
1 288.2094 39.77 +17 1 +05 6 C19 H28 02

Slika S41. HRMS spektar jedinjenja 40
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Tabela S3. *H (400 MHz) i 13C (100.6 MHz) NMR-spektralni podaci (CDCls) jedinjenja 40 i 41
(NMR-parametri su odredeni spinskom simulacijom)

40 41
Pozicija on (m, 3! (Hz), Integral) dc Pozicija on (m, J (Hz), Integral) dc
1 / 168,32 1 / 168,33
2 / 128,87 2 / 128,85
3 6,8468 (qq, %Ja4=7,1, 35 =14, L H) 137,07 3 6,8500 (qq, %Js4=7,0, “J35=1,5, 1 H) 137,30
4 1,7846 (d, %334 =7,1,3 H) 14,45 4 1,7860 (dq, 3Js4 = 7,0, %J45 = 1,2, 3 H) 14,39
5 1,8308 (d, “J35 = 1,4, 3 H) 12,17 5 1,8312 (dq, “Jss = 1,5, ®Jas = 1,2, 3 H) 11,78
1’a 4,1343 (dd, 3Jpa2b = 7,7, 31022 = 5,5, 1 H) 64.39 1’a 4,1320 (dd, 331020 = 3pa2a = 7,0, 1 H) 6416
1’b 4,1343 (dd, 3Jl'b,2'a = 7,7, 3J1‘b,2‘b = 5,5, 1 H) ' 1’b 4,1320 (dd, 3Jl‘b,2‘a = 3J1'b,2'b = 7,0, 1 H) '
2’ 1,6932 (dddd, 3J2’a.3’b =98, 3J1’b,2’a =77, 2’ 1,6900 (dddd, 3\]2'a‘3'b =9,0, 3\]l’b,2’m =
a 243 = 5,6, Y12 = 5,5, 1 H) 28.44 ? Jra2a = 7,0, %3203 = 5,0, 1 H) 26.15
> 16932 (dddd, Tzps = 98, Tpu = 717, ’ > 1,6900 (dddd, T>34 = 9,0, Ty = ’
32630 = 5,6, Y12 = 5,5, 1 H) 812 = 7,0, %J2w3 = 5,0, 1 H)
3a 1,4922 (dddd, *J2b3a = J3aab = 9,8, *Jrasva 3a 1,4820 (dddd, 33234 = 33344 = 9,0,
=3)5,44=5,6, 1 H) 26.23 243 = *3aaa = 5,0, 1 H) 26.95
3 1,4922 (dddd, *J2:03 = *J3p40 = 9,8, Dz ' 3 1,4820 (dddd, 333030 = *J3b4 = 9,0, '
= 3J3’b,4’b =56,1H) 3J2’b‘3’b = 3J3’b,4’b =50,1H)
42 2,2263 (dddd, *J3b40 = 9,8, s = 7.8, &a 2,1210 (dddd, 34 = 9,0, a5 = 7,3,
%304 = 5,6, aras = 1,7, 1 H) 2761 %3440 =5,0, Vaae = 1,3, 1 H) 2758
b 2,2263 (dddd, *J3a4 = 9,8, *Jans- = 7,8, ' b 2,1210 (dddd, 3354 = 9,0, *Jans = 7,3, '
#3340 = 5,6, “ane = 1,7, 1 H) 334 = 5,0, “Jane = 1,3, 1 H)
. 5,4562 (dddd, 3J5"(,* =11,0, 3‘]4*;.45* = 3\]4‘17,5‘ = s 5,3827 (dddd, 3-]5’45* =10,8, 3J4*u»5’ = 3J4’b,5’
5 78,457 =-17,1H) 134,76 5 =73, %5, =-0,8, 1 H) 132,03
N 6,0612 (ddddd, 3\]5',6' = 3-]@'77' = 11,0, 4J4'a,6' = N 6,0170 (ddddd, 3-](,'_7' = 11,4, 3\]5’,6’ = 10,8,
¢ rne =17, Yo =07, 1 H) 12939 ¢ Drag = Do =13, Jpy = 07, 1H) 12934
N 6,5020 (ddddd, 3\]7'73' = 15,2, 3\](,',7' = 11,0, N 6,3642 (dddd, 3\]7',8' = 14,8, 3\]6’,7' = 11,4,
! o7 =17, 3y =-08, Ty =-06,1H) 28407 97 =08, 49y =-07, 1 H) 125,86
s 6,2700 (dddd, *J7¢ = 15,2, 3Jg.o- = 12,0, s 6,1730 (dddd, *J;¢ = 14,8, %Jz-o- = 10,8,
8 o0 = 08, Jpw = 07, 1 H) 18z 8 Y1 =-0,7, Yy =07, 1 H) 132,08
s 6,2599 (dddd, 3J¢ 10 = 15,2, *Jg o = 12,0, s 6,0980 (ddddd, 3Jo-1 = 15,0, 3Jg o = 10,8,
i 370 =08 o= -07, 1 H) 13288 9 99 =07, Byira = Dpun=13,1H) 13062
N 6,4780 (ddddd, 3-]9‘,10‘ = 15,2, 3\]10'_11' = 11,0, N 5,7092 (dddd, 3\Jg’,](y = 15,0, 3\J|0'7|]'a =
10 410120 = 1,0, s10 = 0,8, 33710 = 0,6, 1 H) 128,04 10 3101 = 6,9, ‘g0 =-0,7, 1 H) 135,60
11°a 2,1050 (dddd, 3310711 = 6,9, *J11a12% =
11’ 6,0093 (ddddd, 3-]10'711' = 3\]11'_12' = 11,0, 128.25 3\Jl]'al.IZ'b = 7121 4\]‘)',11'6 = 1131 1 H) 3264
411130 = iz = 1,6, o =-0,7, L H) ' 11°b 2,1050 (dddd, *Jio: 116 = 6,9, ® *Ji1b120 = '
lel’b,lz'b =72, 439’,11’b =13,1H)
12°a 1,2930 (dddd, 3\]]23’,13’b =9,0, 3Jll'a,|2'a =
12° 5,4346 (dddd, 23,112 = 11,0, *Ji2 13 = 132.10 2irpiza = 7,2, Fieaza = 5,0, 1 H) 3158
3-]12‘,13‘13 =178, 4\]10',12‘ =101 H) ' 12°b 1,2930 (dddd, 33121;'.13’3 =9,0, 3\]]l‘a,]2‘b = '
3iraze = 7,2, *Jiavazs = 5,0, 1 H)
s 2,2367 (ddd, 3J12’.13'a = 7,8,3313‘a,14’ =75, s 1,3670 (ddd, 3J12b’,13’a =9,0, 3']13’u, w =10,
13’a 4 _ 13’a 3 —
Jir13a = 1,6, 1 H) 2139 Ji2a3a = 5,0, 1 H) 2255
13°b 2,2367 (ddd, 3\]12'.]3’13 =178, 3~]13'b,14' =15, ' 13°b 1,3670 (ddd, 33123:13’17 =9,0, 3»]13’1),14* =70, '
4-]11‘,13‘1; =16,1H) 3J]2b’,l3'b =5,0,1H)
14’ 1,0092 (t, 3130, 14 = 3Ji3n1a0 = 7,5, 3 H) 14,38 14 0,8964 (t, 3J134, 14 = 21314 = 7,0, 3 H) 14,07

! Konstante kuplovanja su odredene u eksperimentima selektivnog homodekuplovanja i potpunom spinskom simulacijom.
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Slika S42. *H NMR-spektar (400 MHz, CDCls) jedinjenja 41 i odgovarajuéa uveéanja sa asignacijom signala
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Slika S43. 13C NMR-spektar (100,6 MHz, CDCls) jedinjenja 41 i odgovarajuéa uvecanja sa asignacijom signala
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Slika S44. Klju¢ne HMBC- i NOESY -interakcije za odredivanje strukture jedinjenja 41
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Slika S45. MS (El, 70 eV) jedinjenja 41
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[ Mass Spectrum ]

Data: MS-BFS-2  Date: 1-Oct-2023 10:39
Instrument : MStation

Sample: -

Note: -

Inlet : Direct lon Mode : El+

Spectrum Type : Normal lon [MF linear]
RT:6.28 min  Scan#: 38 Temp: -

BP: m/z 83 Int. : 5732

Output m/z range : 35 to 295 Cut Level : 0.00%

LR
1004

"
G0

85
i

T
i
ey 79|
105

and 47

677 ns 133

g3
"

290
204 &3 t‘ 106 162
— 147

m [ I| Ilifllhhl ” ||’|| ||1 | ll 1 |

L RN PR =X [ [T 7] 5, 5, PV G R TR e, 5tV ER\S, [0 Ate/rs HE i 13 [ 5 ok I T 2 o |
4 S 60 A 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 290 290
"z (D)

Data: MS-BFS-2  Date: 1-Oct-2023 11:58

Instrument : MStation

Sample: -

Note: -

Inlet : Direct lon Mode : El+

RT:6.28 min  Scan#: 38

Elements : C 19/0, H 30/0, O 2/0

Mass Tolerance : 1000ppm, 5mmu if miz < 5, 50mmu if miz > 50
Unsaturation (U.S.) : -0.5 -20.0

Observed miz  Int% Err [ppm / mmu] U.S. Composition
1 290.2251 21.28 +1.7 [ +05 5 C19 H30 02

Slika S46. HRMS spektar jedinjenja 41
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[ Mass Spectrum ]

Data: MS-BFS-6  Date: 28-Oct-2023 15:28
Instrument : MStation

Sample: -

Note: -

Inlet : Direct lon Mode : El+

Spectrum Type : Normal lon [MF linear]

RT:7.76 min  Scan#:49 Temp: -

BP: m/z 43 Int. : 75544

Output miz range : 35 to 305 Cut Level : 0.00%
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Data: MS-BFS-6  Date: 28-Oct-2023 17:53

Instrument : MStation

Sample: -

Note: -

Inlet : Direct lon Mode : El+

RT:7.76 min  Scan#:49

Elements : C 19/0, H 22/0, O 3/0

Mass Tolerance : 1000ppm, 5mmu if m/iz < 5, 50mmu if m/z > 50
Unsaturation (U.S.) : -0.5 -20.0

Observed miz Int% Err [ppm / mmu] u.S. Composition
1 298.1574 21 +17 /1 +05 9 C19 H22 03

Slika S47. HRMS spektar jedinjenja 45
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Slika S48.

'H NMR-spektar (400 MHz, CDCls) jedinjenja 47 i odgovaraju¢a uveéanja sa asignacijom signala

236



SO a < A &= B SRa& =~ N g
§ E & 8 ge8 58 8 R=l8 N < 2
| | | | NN | | w5y, V& | | |
CDCl, 14
13
12
9| 11 10 8 ]| 16| 17 1
15~ |
?
2(lll7 4| |3 |5
T™S
- i AL A . ki A ki A A i e e A, UJWMJL-M.\A‘.____/L—_J_*

195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 1200 95 90 85 8 75 70 65 60 55 5 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0 -5
Chemical shift (ppm)

Slika S49. 13C NMR-spektar (100,6 MHz, CDCls) jedinjenja 47 sa asignacijom signala

237



=
Q\/\,,\ﬁ/

Slika S50. Klju¢ne HMBC- i NOESY -interakcije za odredivanje strukture jedinjenja 47
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Slika S51. MS (El, 70 eV) jedinjenja 47
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[ Mass Spectrum ]

Data: MS-BFG-8 Date: 15-Aug-2023 18:37
Instrument : MStation

Sample: -

Note: -

Inlet : Direct lon Mode : El+

Spectrum Type : Normal lon [MF linear]
RT:6.01min  Scan#:36 Temp: -

BP: m/z 152 Int. : 162752

Output m/z range : 35 to 230 Cut Level : 0.00%
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Data: MS-BFG-8  Date: 15-Aug-2023 21:09

Instrument : MStation

Sample: -

Note: -

Inlet : Direct lon Mode : El+

RT:6.01 min  Scan#:36

Elements : C 17/0, H 20/0

Masgs Tolerance : 1000ppm, 5Smmu if miz < 5, 50mmu if m/z > 50
Unsaturation (U.S.) : -0.5 -20.0

Observed miz  Int% Err [ppm / mmu] U.S. Composition
1 2241570 52.90 +22 [ +05 8 C17 H20

Slika S52. HRMS spektar jedinjenja 47
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Slika S55. MS (El, 70 eV) stereoizomera 3 prealtaestra B
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Slika S58. MS (ElI, 70 eV) stereoizomera 1 jedinjenja 40
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Slika S61. MS (EI, 70 eV) stereoizomera 3 jedinjenja 40
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Tabela S4. 'H (400 MHz) i 3C (100,6 MHz) NMR-spektralni podaci (CDCls) jedinjenja
44 (NMR-podaci su odredeni spinskom simulacijom)

Pozicija ox (m, Jt (Hz), Integral) oc
1 / 168,38
2 / 128,90
3 6,8454 (qq, 2Js4=7,1,%J35=1,5, 1 H) 136,91
4 1,7862 (dq, 3Js4=7,1,%J45=1,2, 3H) 14,43
5 1,8314 (dg, “J35 = 1,5, °Jas = 1,2, 3 H) 12,15

1’a 4,1138 (dd, 3Jiva2'b = 331702 = 7,0, 1 H) 64.67
1’b 4,1138 (dd, 3J1b2% = 3J1b2b = 7,0, 1 H) ’
2 1,6729 (dddd, 33203 = 9,0, 3J1b20a = 2Jira2a = 7,0, 3Jova3a =
a
5,0, 1 H) 98.81
b 1,6729 (dddd, 33253 = 9,0, 3J1:a2b = 2Jib2b = 7,0, 32b 3 = ’
5,0, 1 H)
3’ 1,36 (preklopljeni signali, 2 H) 26,13
> 79 L 28,32-
4°-7 1,25-1,40 (preklopljeni signali, 8 H) 29 50
8’ 2,17 (preklopljeni signali, 2 H) 27,94
9’ 5,3927 (dtd, 3Jo 10 = 10,6, 3Js'or = 7,7, *Jo-11- = -0,8, 1 H) 131,99
, 5,9904 (ddtd, 21011 = 11,4, 3o 10 = 10,6, ‘5710 = -1,4,
10 ( AP 128,80
, 6,3785 (dddd, 3J,112: = 14,8, 3Jio~11° = 11,4, *Jo11- = -0,8,
11 ( B 126,07
, 6,1630 (dddd, 3J11-12° = 14,8, 3312130 = 10,8, *J12214 = W10712°
12 =071 H) 132,91
, 6,1050 ddtd, 3\]13’,14’ = 15,0, 3\]12’,13’ = 10,8, 4\]13’,15’ = 1,3,
13 ( e 130,66
14’ 5,6992 (dtd, 3J13-14° = 15,0, 3Jia15° = 6,9, 12014 =-0,7, 1 H) 135,29
15° 2,1050 (preklopljeni signali, 2 H) 32,62
16’ 1,36 (preklopljeni signali, 2H) 31,58
17 1,33 (preklopljeni signali, 2H) 22,35
18 0,8942 (t, %Ji17, 15 = 3 H) 14,06

! Konstante kuplovanja su odredene u eksperimentima selektivnog homodekuplovanja i potpunom spinskom simulacijom

. 2 Preklopljeni signali, nisu simulirni.
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Slika S64. MS (ElI, 70 eV) perilil-3-metilbutanoata
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Slika S65. *H NMR-spektar (400 MHz, CDCI3) perilil-2-metilbutanoata (smesa dijastereomera) i odgovarajuéa uvec¢anja sa asignacijom signala
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Slika S66. 3C NMR-spektar (100,6 MHz, CDCls) perilil-2-metilbutanoata (smesa dijastereomera) i odgovarajuéa uveéanja sa asignacijom

signala
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Slika S67. *H NMR-spektar (400 MHz, CDCI3) perilil-3-metilbutanoata
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Slika S68. 13C NMR-spektar (100,6 MHz, CDCls) perilil-3-metilbutanoata
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U3JABA O AYTOPCTBY
M3japmbyjem aa je A0KTopeka AMcepraiinja, 1o/ HacIo0BoM:

CEKVHAAPHU METABOJIUTH OAABPAHUX BPCTA POJIA BUPLEURUM L.
(APIACEAE): W30JIOBAILE, WIEHTHO®UKALIMJIA U BUOJIOLIKA AKTUBHOCT

xoja je onGpamwena na paxynrery Yuusepsurera y Huury:
®  pe3synTaT CONCTBEHOT UCTPAXKHBAUKOT pajia;

® 71a OBY AMCEPTALN]Y, HU Y LIEIMHHU, HUTH Y 1€JIOBUMA, HUCAM NpHUjaB/bHBA0/Ia HA IPYTHUM
daKynTeTHMa, HUTH YHUBEP3UTETUMA,;

e J]a HMCAM TOBPEANO/Na ayTOpCKa Npasa, HUTH 3710y I0TPEOHO/ 1A MHTENEKTYaIHY CBOjHHY
JOPYTHUX NMua.

Jlo3BosbaBaM jia ce oGjaBe MOjH JIMUHM MOAALM, KOjU Cy y Be3d ca ayTOpCTBOM H
nobujameM akaJeMCKOr 3Bama J0KTOpa Hayka, Kao LITO Cy MME W MpEe3UMe, rOAMHa M MECTO
pohema W aaTym oxbpane pana, u To y karanory bubauoreke, [urutaniHom peno3UTOpHjyMy
Vuusepsutera y Huuly, kao v y ny6aukauujama Yuusepsurera y Huuy.

V Huuy, 11.7.2025.

[Mornuc aytopa aucepratuje:

i
cil(?
yunnua J1. Hewuh




W3JABA O HCTOBETHOCTH EJEKTPOHCKOI' U IITAMITAHOT OBJIMKA
NOKTOPCKE IMCEPTALUJE

Hacnos aucepraumje:

CEKYHAAPHHU METABOJIMTH OJIABPAHUX BPCTA POJIA BUPLEURUM L.
(APIACEAE): U30JIOBAIBE, HUIEHTUO®HUKALMIA U BUOJIOLIIKA AKTUBHOCT

MsjaBibyjem na je enektponcku 06auk MOje JIOKTOpCKe JucepTaLije, Kojy cam npeaao/ia

32 yHOWIEHE y JINMHTAIHM Peno3nTopujym YHuBep3uTera y Humy, ucroBeran wramnadom
obnuky.

V¥V Huwy, 11.7.2025.

ITornuc ayTopa auceprauuje:
/ = /
M@ (e
OMunnua J1. Hewuh
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U3JABA O KOPUILIREY

Osnauwhyjem  Yuusepsurercky Oubnuoreky ,Hukoma Tecna“ pa y Jlururanuu
penosuTopujym Yuusepsurera y Huuy ynece Mojy 10KTOpcKy McepTaliujy, roj HacaioBoM:

CEKYHAAPHU METABOJINTH OJJABPAHUX BPCTA POJIA BUPLEURUM L.
(APIACEAE): H30JIOBABE, UIEHTU®UKALIMJA U BHOJIOIIKA AKTUBHOCT

Jlucepraumjy ca CBMM Nnpuio3uma npeaao/sia cam y eleKTPOHCKOM 00.IMKyY, MOroHOM 3a
TPajHO apXHUBHUpatbE.

Mojy nokTopcky auceprauujy, yHety y JIMruTajiHH perno3WTOpHjyM YHUBEp3UTETA Y
Huuly, MOry KOpUCTHTH CBH KOjH MoOwITYjy oapeade caapxkaHe y 04abpaHOM THIly JIHLEHLE
Kpearusne 3ajeanuue (Creative Commons), 3a Kojy caMm ce o4J1y4Ho/Ja.

1. Aytopcto (CC BY)

2. AytopcTBo — HekomepuujaiaHo (CC BY-NC)

[3. AyTopcTBo — HekomepumjaiHo — 6e3 npepage (CC BY-NC-ND) |

4. AyTOpcTBO — HEKOMepLHjanHo — aenT noj uctiuM yciaosuma (CC BY-NC-SA)

5. AytopctBo — 6e3 npepazne (CC BY-ND)

6. AyTopcTBo — AeauT noa uctum ycinosuma (CC BY-SA)!

VY Huwy, 11.7.2025.

[Tornuc ayTopa auceprauuje:

/ﬂ%/QM’/

UMmmua J1. Hewuh

! AyTop auceptaumje obaBesaH je Aa n3abepe u 03HauW (3a0KPYXW) caMO jeAHY OA WwecT
noHyhHeHux nuueHum; onuc NMLUEeHUM AaT je y HacTaBKy TekcTa.
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