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Rezime/lzvod iz teze:

Uvod

Izop (Hyssopus officinalis L., Lamiaceae) je aromati¢na 1 ljekovita biljka, ¢ija se
ljekovita svojstva koriste u tradicionalnoj medicini od davnina. Uprkos podacima o
tradicionalnoj primjeni, jo§ uvijek nema podataka o zvani¢noj primjeni herbe izopa u
terapijske svrhe, Sto stvara potrebu za daljim, farmakognozijskim istrazivanjima ove vrste.
Pregledom dostupne literature, definisani su glavni ciljevi istrazivanja u onim djelovima gdje
nedostaje podataka ili su oskudni. Preliminarno je procijenjena opravdanost tradicionalne
primjene i potencijalno novih mogucnosti za primjenu ispitivanih preparata herbe izopa, a sve
u vezi sa njihovim hemijskim profilom.

Cilj

Glavni ciljevi disertacije su bili da se ispitaju antioksidativna, antimikrobna,
genotoksi¢na, antigenotoksi¢na, citotoksi¢na 1 antiinflamatorna svojstva hemijski
okarakterisanih etarskih ulja i ekstrakata herbe izopa. Biljni materijal je sakupljen na pet
razli¢itih prirodnih lokaliteta u Crnoj Gori, a koris¢en je i komercijalni uzorak, koji se
sastojao od uzoraka sakupljenih na prirodnim staniStima biljke sa juga Srbije.

Metodologija

Hemijski sastav je ispitan primjenom gasne hromatografije u kombinaciji sa masenom
spektrometrijom (GC-MS), za etarska ulja, odnosno za ekstrakte - te¢cnom hromatografijom
sa diodnim 1 masenim detektorom (eng. liquid chromatography with diode array and mass
spectrometry, LC-DAD-MS). Antioksidativna aktivnost je ispitana primjenom testa
neutralizacije DPPH radikala (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal) i FRAP testa (eng. ferric
reducing/antioxidant power ftest), za ispitivanje antimikrobne aktivnosti kori§¢ena je
mikrodiluciona i1 checkerboard metoda; genotoksi¢na i antigenotoksicna aktivnost je ispitana
primjenom Komet testa; dok je citotoksi¢nost procijenjena MTT testom (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difenil tetrazolijum bromid reagens), na tumorske ¢elijske linije (SW480, MDA-MB



231, HeLa), kao i1 na zdravu, netransformisanu celijsku liniju humanih fibroblasta pluca
(MRC-5). Antiinflamatorna svojstva preparata herbe izopa (etarskog ulja 1 metanolnih
ekstrakata) su procijenjena in vivo, in vitro i in silico. Za in vitro ispitivanje etarskih ulja i
ekstrakata herbe izopa, koris¢eni su ciklooksigenaza-1 (COX-1) i ciklooksigenaza-2 (COX-2)
enzimski testovi. /n vivo antiinflamatorni potencijal ekstrakata (u dozama 50, 100 1 200
mg/kg) je procijenjen na modelu karagenanom izazvane inflamacije Sape pacova.
Molekularni doking je kori§¢en za in silico ispitivanje inhibitorne aktivnosti hlorogenske
(eng. chlorogenic acid, CA) 1 rozmarinske kisjeline (eng. rosmarinic acid, RA), kao
dominantnih jedinjenja u ispitivanim metanolnim ekstraktima, prema enzimaima COX-1 i
COX-2.

Rezultati i diskusija

Rezultati su pokazali da su ispitivana etarska ulja herbe izopa bogata monoterpenskim
ugljovodonicima (npr. limonen; 7.99%-23.81%), oksidovanim monoterpenskim jedinjenjima
(1,8-cineol; 38.19%-67.1%) 1 fenilpropanoidima (metil eugenol; 0.00%-28.33%).
Kvantitativno dominantna jedinjenja u ekstraktima su bila - rozmarinska (3.53-17.98 mg/g) i
hlorogenska kisjelina (23.35-33.46 mg/g). Metanolni ekstrakti herbe izopa su pokazali slabu
do srednje jaku antioksidativnu aktivnost (DPPH ICso = 56.04-199.89 ug/mL, FRAP =
0.667-0.959 mmol Fe?'/g). Pokazalo se da postoji odredeni potencijal preparata herbe izopa
da djeluju antimikrobno, posebno na gljivicu Candida albicans (nesto bolju aktivnost protiv
C. albicans su pokazali ekstrakti). Preparati izopa su znacajno redukovali ostecenja DNK u
¢elijama pune krvi, koja su prethodno izazvana vodonik peroksidom. Metanolni ekstrakti su
pokazali selektivnu, i moénu, dozno 1 vremenski zavisnu, aktivnost protiv HeLa tumorske
Celijske linije. Znacajna inhibitorna aktivnost je pokazana u COX-2 testu i to kada su u
pitanju ekstrakti. Naime, svi analizirani ekstrakti, pri koncentraciji 20 pg/ml su dali procenat
inhibicije COX-2 enzima (54.04 - 63.04%) koji se nije stratisticki znacajno razlikovao od
pozitivne kontrole, celekoksiba (61.60%), pri koncentraciji 8.8 uM. U in vivo ispitivanju svi
metanolni ekstrakti herbe izopa, u najvisoj ispitivanoj dozi od 200 mg/kg u treem 1 Cetvrtom
satu, nakon primjene karagenana, su pokazali statisticki znacajan (p < 0.05) inhibitorni efekat
na povecanje edema Sape pacova u odnosu na kontrolu. Ova aktivnost je uporediva ili veca u
odnosu na referentnu supstancu, indometacin pri koncentraciji 8 mg/kg. Preliminarni in silico
rezultati sugeriSu da ispitivana jedinjenja (RA 1 CA) pokazuju bolju inhibitornu aktivnost
prema COX-1 1 COX-2 od standardnog nesteroidnog antiinflamatornog lijeka (NSAIL),
ibuprofena, §to se vidi iz slobodne energije vezivanja (AGbind u kJ mol-1). Naime, vezivna
energija ispitivanih jedinjenja prema COX-1 1 COX-2 je bila u opsegu od -48.2 do -50.8 kJ
mol-1. Ibuprofen, kao NSAIL, za ista receptorska ciljna mjesta, je pokazao znacajno viSu
energiju vezivanja (AGbind=-31.3 kJ mol-1 za COX-1 i AGbind=-30.9 kJ mol-1 za COX-2).

Zakljuéak

Definisana su dominantna jedinjenja, kao potencijalni markeri kvaliteta biljne droge
Hyssopi herba. Dobijeni rezultati, demonstriraju znacajan ljekoviti potencijal H. officinalis,
opravdavaju primjenu u tradicionalnoj medicini, otvaraju nova vrata i pozivaju na dodatna in
vivo istrazivanja narocito ekstrakata herbe izopa, kako bi se istrazili molekularni mehanizmi



antigenotoksiCne, citotoksicne (prema HeLa ¢elijskoj liniji) 1 antiinflamatorne aktivnosti u
zivim sistemima i kako bi se u buduc¢nosti mozda razvio neki novi lijjek ili suplement.

Kljuéne rijeéi: Hyssopus officinalis; antioksidativna aktivnost; antigenotoksi¢na aktivnost;
Komet test; citotoksicna aktivnost; HeLa Ccelijska linijja; GC-MS; LC-DAD-MS;
antiinflamatorna aktivnost; in silico studije.
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Abstract/Thesis Overview:

Introduction

Hyssop (Hyssopus officinalis L., Lamiaceae) is a medicinal and aromatic plant, whose
medicinal properties have been used in traditional medicine since ancient times. Despite the
data on traditional use, there is still no data on the official use of hyssop herb for therapeutic
purposes, which creates the need for further, pharmacognosy research of this species. A
review of the available literature has defined the main objectives of the research in those parts
where data are lacking or scarce. The justification of the traditional application and
potentially new possibilities for the application of the tested hyssop herb preparations were
preliminary assessed, all in connection with their chemical profile.

Aim of the study

The main aims of this study were to assess the antioxidant, antimicrobial, genotoxic,
antigenotoxic, cytotoxic and anti-inflammatory properties of characterized hyssop essential
oils and methanol extracts. Plant material was collected from five localities in the territory of
Montenegro. In addition a commercial sample was used, which consisted of samples
collected at natural localities from southern Serbia.

Methodology

Chemical composition of essential oils and extracts was analyzed by gas
chromatography - mass spectrometry (GC-MS) and liquid chromatography with diode array
detection and mass spectrometry (LC-DAD-MS), respectively. Antioxidant activity was
examined by 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and ferric reducing/antioxidant power
(FRAP) tests; microdilution and checkerboard methods were used to test antimicrobial
activity; genotoxic and antigenotoxic activity were examined by the comet assay, while
cytotoxicity was evaluated by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl1)-2,5 diphenyltetrazolium
bromide dye (MTT) test against tumor cell lines (SW480, MDA-MB 231, HelLa) and non-
transformed human lung fibroblast cell lines (MRC-5). Anti-inflammatory potential of



hyssop herb preparations (essential oil and methanol extracts) was evaluated in vivo, in vitro
and in silico. For in vitro testing of essential oils and extracts of hyssop herb, the
cyclooxygenase-1 (COX-1) and cyclooxygenase-2 (COX-2) enzyme assays were used. /n
vivo anti-inflammatory potential of the extracts (at doses of 50, 100 and 200 mg/kg) was
assessed using the carrageenan-induced rat paw edema test. Molecular docking was used for
in silico testing of the inhibitory activity of chlorogenic (CA) and rosmarinic (RA) acids, as
the dominant compounds in the tested methanol extracts against COX-1 and COX-2
enzymes.

Results and discussion

The essential oils were rich in monoterpene hydrocarbons (e.g., limonene; 7.99%—
23.81%), oxygenated monoterpenes (1,8-cineole; 38.19%-67.1%) and phenylpropanoids
(methyl eugenol; 0.00%-28.33%). In methanol extracts, the most abundant phenolics were
chlorogenic and rosmarinic acid (23.35-33.46 and 3.53-17.98 mg/g, respectively). Methanol
extracts expressed moderate to weak antioxidant activity (DPPH IC50 = 56.04-199.89
ug/mL, FRAP = 0.667-0.959 mmol Fe2+/g). It has been shown that there is a certain
antimicrobial potential of hyssop herb preparations, especially on the Candida albicans
species (and slightly better activity against C. albicans was shown for extracts). Hyssop
preparations significantly reduced DNA damage in human whole blood cells, induced by
pretreatment with hydrogen peroxide. Methanol extracts exhibited selective and potent dose-
and time-dependent activity against the HeLa cell line. Significant inhibitory activity was
shown in the COX-2 test regarding extracts (essential oils did not exhibit any significant
activity). Namely, all analysed extracts, at a concentration of 20 pg/ml, showed a percentage
of inhibition of COX-2 enzyme (54.04 - 63.04%), which did not indicate a statistically
significant difference from the positive control of celecoxib (61.60%) at a concentration of
8.8 uM. In vivo testing showed that all methanol extracts of hyssop herb, at the highest test
dose of 200 mg/kg in the third and fourth hours, after carrageenan administration, exhibited a
statistically significant (p < 0.05) inhibitory effect on the increase in rat paw edema in
relation to control. This activity is comparable or higher in relation to the reference substance,
indomethacin, at a concentration of 8 mg/kg. The preliminary in silico results suggest that
investigated compounds (RA 1 CA) show better inhibitory activity against COX-1 and COX-
2 than standard non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID), ibuprofen, as evident from
the free binding energy (AGyind in kJ mol™). The binding energies of the docked compounds
to COX 1 and 2 were found to be in the range between -48.2 and -50.8 kJ mol™!. Ibuprofen, as
the one NSAID, for the same receptors targets, showed remarkably higher binding energy
(AGbing=-31.3 k] mol™! to COX-1, and AGping=-30.9 kJ mol™! to COX-2).

Conclusion

Dominant compounds have been defined as potential markers of the quality of the
herbal drug Hyssopi herba. The obtained results demonstrate the significant healing potential
of H. officinalis, justify the use in traditional medicine, open the door to and the need for
further in vivo testing of extracts in order to further examine the molecular mechanism of
antigenotoxic, cytotoxic (against HeLa cell line) and anti-inflammatory activity in living
systems and possibly develop a new anti-inflammatory drug or supplement.
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PREDGOVOR

“Onaj kome je poznat nacin lijecenja ljudi —
neka ne cuva to samo za sebe, nego neka sve
izloZi i drugima u punoj mjeri”

Parafraza sv. Kirila

Farmakognozija je nauka o prirodnim ljekovitim proizvodima, u koje izmedu ostalog
spadaju svi oni proizvodi koji kao aktivan (ili na drugi nacin dominantan) sastojak sadrze
biljne droge ili preparate biljnih droga.

Farmakognozijska ispitivanja za cilj imaju definisanje 1 pracenje parametara opsteg i
specificnog kvaliteta prirodnih ljekovitih proizvoda, odnosno biljnih droga 1 njihovih
preparata, kao sirovina za primjenu u farmaceutskoj industriji. Pored toga,
farmakognozijskim ispitivanjima je obuhvacena i evaluacija etnofarmakoloskih indikacija za
primjenu biljnih ljekovitih supstanci (droga) 1 preparata, primjenom adekvatnih in vitro i in
vivo testova, radi ocjene efikasnosti njthovog djelovanja i bezbjednosti primjene.

Znanja iz farmakognozije primjenu u praksi, izmedu ostalog, nalaze 1 u fitoterapiji,
koja predstavlja sistem lijeCenja zasnovan na primjeni biljnih ljekovitih sirovina (droga) i
njihovih preparata. Fitoterapija pripada 1 tradicionalnoj (narodnoj) medicini, iz koje 1 vuce
korijene, komplementarnoj 1 alternativnoj medicini, kao i farmakoterapiji 1 konvencionalnoj
medicini, koje se zasnivaju na konceptu racionalne fitoterapije. Koncept racionalne
fitoterapije podrazumijeva primjenu biljnih ljekovitih proizvoda zasnovanu na dokazima
(eng. evidence-based phytotherapy).

Uprkos brojnim podacima o tradicionalnoj primjeni izopa, Hyssopus officinalis L.,
Lamiaceae, jo§ uvijek nema podataka o zvani¢noj primjeni ove biljne vrste u terapijske svrhe.
Relevantne institucije 1 udruzenja (Evropska agencija za ljekove - EMA, Evropsko nau¢no
udruzenje za fitoterapiju — ESCOP, Komisija E njemackog ministarstva zdravalja 1 Svjetska
zdravstvena organizacija — WHQ)) do sada nisu objavile zvani¢ne podatke (monografije)
kojima bi bila uredena primjena biljnih ljekovitih proizvoda na bazi Hyssopus officinalis.
Takode, do sada nema definisanih zvani¢nih podataka o specificnom kvalitetu biljnih droga
vrste H. officinalis, odnosno nema oficinalnih droga.

U vezi sa navedenim 1 u konceptu racionalne fitoterapije, farmakognozijska
ispitivanja herbe izopa predstavljaju neophodan korak ka racionalnoj primjeni ove biljne
droge koja se koristi u tradicionalnoj medicini mnogih naroda.
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1. UVOD

1.1. Familija Lamiaceae — Usnatice

Familija usnatica, Lamiaceae (Labiatae), kao jedna od najraznovrsnijih i najbrojnijih
familija, rasprostranjena je Sirom svijeta, sa oko 240 rodova 1 preko 7200 vrsta, dominantno u
oblastima sa tropskom i1 umjerenom klimom [1,2]. U flor1 Balkanskog poluostrva, zastupljeno
je oko 370 vrsta [3]; u flori Crne Gore oko 150 vrsta 1 podrvrsta iz ove familije [4,5] i
priblizno isto toliko u flori Srbije [2].

U familiju usnatica spadaju jednogodisSnje i viSegodi$nje biljke, raznovrsnih formi
(zeljaste biljke, zbunovi, rjede drvece), pri ¢emu su najzastupljenije viSegodiSnje zeljaste
biljke 1 zbunovi [2,6]. Stablo je Cetvrtasto; listovi su obi¢no prosti, naspramni; cvjetovi su
zigomorfni, najesce dvopolni 1 uglavnom grupisani u cimozne, dihazijalne cvasti, sakupljene
u prsljenove, koji mogu biti razmaknuti ili sabijeni, pa grade glavicaste ili klasolike agregate
[2,7]. Cvjetni omotac (perijant) je simpetalan 1 petoclan; krunica je zigomorfna, simpetalna,
dvousnata (gornja usna ima dva, a donja tri reznja), po ¢emu je ova familija 1 dobila ime.
Andreceum ¢ine 4 ili rjede 2 prasnika, dok je gineceum sinkarpan, sa dva oplodna listica.
Plod je merikarpijum 1 raspada se na 4 oraSice [2,7].

Vecina predstavnika ove familije su aromati¢ne biljke, zbog prisustva etarskog ulja
koje se produkuje u zljezdanim dlakama. Primjenu nalaze u prehrambenoj, kozmetickoj
industriji, industriji parfema, kao dekorativne vrste [2], a ono Sto je znaCajno sa aspekta
farmacije 1 farmakognozije, jeste njihova primjena kao ljekovitih sirovina, gdje takode
zauzimaju znacajnu poziciju.

Kada je u pitanju morfologija i hemijski sastav vrsta unutar familije Lamiaceae, ali i
hemijski sastav u okviru jedne vrste, karakteriSe ih velika raznolikost, Sto je vazno i sa
teorijskog, ali i prakticnog aspekta. Varijabilnost u sastavu etarskog ulja moze npr.
promijeniti gastronomsku vrijednost zacina, ali 1 modifikovati farmakoloske efekte biljke u
slu¢aju medicinske upotrebe. 1z tog razloga kompleksna istrazivanja sastava i farmakoloske

studije aktivnih sastojaka predstavnika familije usnatica sve vise dobijaju na vaznosti [8].



1.2. Rod Hyssopus L.

Rod Hyssopus L. (Lamiaceae) obuhvata 13 prihvaéenih biljnih vrsta, sa
rasprostranjenjem prvenstveno u umjerenom klimatskom pojasu Evroazije, od Sredozemlja,

preko srednje Azije do Mongolije (Slika 1.1.) [9].

Slika 1.1. Rasprostranjenost vrsta roda Hyssopus L. Preuzeto iz: Anon. Hyssopus L. in GBIF Secretariat (2019)
[91.

Rod obuhvata aromati¢ne visegodiSnje zeljaste biljke ili polugrmove. Vrste se
uglavnom gaje, ali se mogu naci i u divljini [8].

Listovi su lancetasti; cvjetovi na vrhu grana grade jednostrane prividne klasove.
Cvjetovi su modri ili crvenkasti (vrlo rijetko bijeli) [6]. Casica je cjevasto-zvonastog oblika,
sa S5 priblizno jednakih zubaca i 15 nerava, gola sa unutrasnje strane. Krunica je
karakteristicno dvousnata (gornja usna ravna, na vrhu usjecena, donja troreznjevita (srednji
rezanj dijeljen u dva manja)); kruni¢na cijev prava. Cetiri didinamiéna prasnika, vire izvan
krunice. Plodi¢i su jajasto trouglasti [3].

Rod je u Cmoj Gori 1 Srbiji monotipski — javlja se samo jedna vrsta Hyssopus
officinalis L. 1 to subsp. aristatus (Godr.) Nyman (sin. subsp. pilifer (Gris. ex Pant.) Murb.).
Vrsta je rasprostranjena prije svega u mediteranskoj oblasti, a nalazista u Srbiji predstavljaju

jednu od najsjevernijih tacaka njenog areala [3].



1.3. Hyssopus officinalis L.

Hyssopus officinalis L. (narodna imena: izop, i1sop, i1zop, hisop, miloduh, milodun,
blagovanj, glagoran, crkvinjak, osipant, sipan, §ipant, Satrajka, pravi vrisak, mindrak, veljen,
veljenduh, vusak, vuzak; (hyssope (fr.), ysop (njem.), issopo (ital.), hisopo (Span.), jufa
(sanskr./ind.), az-zufa (arap.), zufa (pers.)) [9-15] je porijeklom iz juzne Evrope, Srednjeg
Istoka 1 regiona koji okruzuje Kaspijsko more [9]. Od davnina je poznat kao ljekovita,
zacinska biljka, prijatnog mirisa [13].

Grcka rijec hyssopos potiCe od hebrejske rijeci ezob, §to znaci sveta biljka, jer je
koriS¢en za procisc¢avanje hramova, kao 1 u ritualima €iS¢enja od lepre [14].

U Bibliji, u Starom zavjetu se navodi: “Pokropi me isopom 1 o€istiCu se; umij me 1
bicu bjelji od snijega” — Psalm 51:7 [16]. Vjeruje se da bi ovi navodi mogli da se odnose na
zalfiju, origano ili majoran, mada novija istrazivanja sugeriSu da bi upravo izop mogao biti
biljka na koju se odnosi ovaj Biblijski stih, buduc¢i da je ustanovljeno da na njegovim
listovima moze da raste gljiva koja proizvodi penicilin. Ovim bi se mogla objasniti dobra
antibiotska zastita kod oboljelih od lepre koji su se kupali u izopu [14]. U Starom zavjetu, se
1zop pominje jo§ na nekim mjestima npr.. Druga Knjiga Mojsijeva (12:22), Treca knjiga
Mojsijeva — Ciséenje gube na ljudima i kuéama (14:4, 6, 49, 51, 52), Cetvrta knjiga
Mojsijeva (19:6, 18), Prva knjiga o carevima — Solomunovi pristavi; njegova mo¢ 1 mudrost
(4:33): “Govorio je o drvecu, od kedra na Livanu do isopa koji ni¢e iz zida...” [16]. U
Novom zavjetu, izop se pominje u poslanici Jevrejima sv. Apostola Pavla (9:19): “Jer kad
Mojsije izgovori sve zapovijesti po zakonu svemu narodu, onda uze krvi jarcije 1 telece, s
vodom i vodom crvenom i isopom, te pokropi i knjigu i sav narod” [16]. M. Grieve u knjizi A
Modern Herbal, pise o izopu, kao sredstvu koje pomaze kod slabosti zeluca. Izopovo vino,
nazvano hyssopites, pominje se od strane Plinija Starijeg u prvom vijeku nove ere.
Benediktinski monasi su koristili herbu izopa u likerima, u desetom vijeku [14].

Izop (Slika 1.2.) je viSegodiSnja biljka (poluzbun), sa vretenastim, viSeglavim 1 veoma
razgranatim korijenom drvenastog vrata. Stabljike su brojne (visine 20 do 60 (80) cm),
razgranate, uspravne ili polegle pa se uzdizu, pri zemlji odrvenjele, sa mrkom korom, a iznad
zeljaste. Izdanak je blijedo-zelenkast, pokriven kratkim somotastim dlakama, sa
mnogobrojnim utisnutim Zzlijezdama 1 karakteristi€no prijatno mirise. Listovi su naspramni,
sjajni, ¢vrsti, kozasti, tamnozeleni, cijelih ivica, linearno-kopljasti. Duzina listova je oko 1-3

(4) cm, Sirina 2-8 (10) mm. Na obje strane lista su gusto utisnute zljezdane dlake sa etarskim



uljem. Bazalni listovi mogu biti sa kratkom lisnom drSkom, gornji su sjedeci. Cvjetovi se
grupiSu, obi¢no po 3 do 9 u pazuhu listova, u gornjem dijelu stabljike, formirajuci duguljaste
klasolike cvasti (Slika 1.2.), orjentisane na jednu stranu. Casica je cjevasta (3-5 mm), manje-
viSe gusto pokrivena dlakama, obi¢no ljubicasta, sa 15 nerava i 5 gotovo identi¢nih ¢aSi¢nih
zubaca. Krunica je tamnoplava, rjede ruzicasta ili bijela, dvousnata. Gornja usna je kratka,
urezana na vrhu oboda, spolja pokrivena kratkim dlakama, donja usna je duza, sa tri reznja 1
Sirokim, urezanim i nazubljenim srednjim reznjem. Prasnika ima 4, od kojih su dva duza, a
svi vire 1z ¢aSice za 3-4 mm. ReZnjevi ziga su jednaki, dok stubi¢ nadrasta prasnike. Plod je
tamna ili crno-smeda oraSica, izduZeno-jajastog oblika, zaSiljena na vrhu, veliine 2-2.5 mm

[3,13].

Slika 1.2. H. officinalis L.



U okviru vrste H. officinalis L. prepoznato je pet podvrsta: subsp. canescens (DC.)
Nyman; subsp. montanus (Jord. & Fourr.) Briq.; subsp. aristatus (Godr.) Nyman; subsp.
officinalis i subsp. austro-oranensis Maire [9].

Izop raste na suvom, kamenitom, krecnjackom tlu. Generalno nije zahtjevan kada su u
pitanju uslovi za rast, dobro podnosi zimu i mrazeve, kao i suSu ljeti; medutim preferira
dobro osvijetljena podrucja, suvo, rastresito zemljiste, na kom nema konkurencije drugih
vrsta [3,13].

Cvjeta od sredine ljeta do oktobra, prijatnog je mirisa. Kao droga se koristi nadzemni
dio biljke u cvijetu (herba). U narodu se cvjetne gancice izopa nazivaju i “sveta jevrejska
trava”. Izop je medonosna, zaCinska i ljekovita biljka, a koristi se 1 u dekorativne svrhe
[2,11,12].

Najvise je rasprostranjen u mediteranskim zemljama do Centralne Azije. Samoniklo
raste i u Americi, kao i u Indiji na Himalajima (od Kasmira do Kumaona) (Slika 1.3.). U
srednjoj 1 juznoj Evropi se dosta i gaji. Na jednom mjestu moze da se gaji preko deset godina.
Zetva se obavlja u fazi punog cvjetanja, jer je tada sadrzaj etarskog ulja najveci. Ruéno ili
masinski se kosi cijela stabljika, na oko 10 cm iznad zemlje. SuSenje se odvija vjestackim
putem u suSnicama ili prirodnim, po Supama, tavanima, koSevima ili drugim mjestima bez

prisustva sunca [13,14,17].

Slika 1.3. Rasprostranjenost vrste Hyssopus officinalis L. Preuzeto iz: Anon. Hyssopus L. in GBIF Secretariat
(2019) [9].

W

go. Listovi u gornjem dijelu stabljika i brakteje se zavrSavaju osastim §iljkom (duzine 2 do 3

mm). Cvjetovi su grupisani u pazuhu listova u prividne prsljenove, a svi zajedno grade



rastresite, prividne klasove na vrhu. Pricvjetni listovi su manje viSe dugacki kao i ¢asica [3].

Rasprostranjenost navedene podvrste u svijetu je prikazana na Slici 1.4.

Slika 1.4. Rasprostranjenost Hyssopus officinalis subsp. aristatus (Godr.) Nyman (sin. subsp. pilifer (Gris. ex
Pant.) Murb.) Preuzeto iz: Anon. Hyssopus L. in GBIF Secretariat (2019) [9].

Prema literaturnim podacima u Crnoj Gori je registrovan na sljedecim lokalitetima:
“Ad Vucje Gornje pr. Gvozd Han sub monte Vojnik; inter TuSina et Bijela distr. Drobnjaci;
Krivaca, Radoljev vrh et Bjelice pr. Njegusi; Kokoti distr. LjeSanska nahija, Goransko et
Sarisnik supra coenob. Piva, Borkoviéi distr. Piva; Jasenovo polje sub monte Vojnik” [4]. U
Srbiji se nalazi u jugoistocnom dijelu zemlje (Sicevacka klisura, Basara, Sarlak, Belava, Stol,
Rakos, Kamenica, Matejevci, Suva planina). Moze da se javi i kao podivljala, od gajenih
vrsta u nekim djelovima zemlje, npr. Deliblatska pescara [3].

Prema Pravilniku o blizem nacinu i uslovima sakupljanja, kori§¢enja i prometa
nezasSticenih divljih vrsta, Zivotinja, biljaka 1 gljiva koje se koriste u komercijalne svrhe
(,,Sluzbeni list CG” broj 51/08), izop u Crnoj Gori spada u nezasticene biljne vrste [18]. Kada
je u pitanju Srbija, prema Pravilniku o proglasenju i zastiti strogo zasti¢enih 1 zaSticenih
divljih vrsta biljaka, zivotinja 1 gljiva (SI. glasnik RS br. 5/2010, 47/2011, 32/2016 1 98/2016;

Prilog II), spada u zasti¢ene divlje biljne vrste [19].


https://epa.org.me/wp-content/uploads/2017/12/Pravilnik-o-bliem-nainu-i-uslovima-sakupljanja-korienja-i-prometa-nezatienih-divljih-vrsta-ivotinja-biljaka-i-gljiva-koje-se-koriste-u-komercijalne-svrhe.pdf
https://epa.org.me/wp-content/uploads/2017/12/Pravilnik-o-bliem-nainu-i-uslovima-sakupljanja-korienja-i-prometa-nezatienih-divljih-vrsta-ivotinja-biljaka-i-gljiva-koje-se-koriste-u-komercijalne-svrhe.pdf

1.4. Sekundarni metaboliti familije usnatica (Lamiaceae) i glavni

biosintetski putevi

U okviru familije Lamiaceae je veliki broj vrsta, koje se koriste kao ljekovite u
tradicionalnoj medicini naroda Sirom svijeta, kod razliCitth poremecaja/bolesti. Sve ovo
zahvaljuju¢i posebnoj, slozenoj mjeSavini bioloski aktivnih jedinjenja (sekundarnih
metabolita), pri Cemu svako jedinjenje doprinosi ukupnoj aktivnosti odredene vrste. Glavni
sekundarni metaboliti koji doprinose bioloskoj aktivnosti i u krajnjem primjeni mnogih vrsta
1z ove familije u ljekovite svrhe su fenolna jedinjenja, u prvom redu flavonoidi i
fenolkarboksilne (fenolne) kisjeline, kao 1 isparljivi sastojci (etarska ulja). Mnogi autori daju
podatke o antioksidativnim, antimikrobnim 1 antiinflamatornim svojstvima, tj. aktivnostima
Lamiaceae vrsta, koje uglavnom poticu od navedenih grupa sekundarnih metabolita [20].

Fenolkarboksilne (fenolne) kisjeline, su fenolna biljna jedinjenja; derivati benzoeve

(Ce-Cy) ili cimetne kisjeline (Cs-C3) (Slika 1.5.) [21].

Fenolne kisjeline

Benzoeva kisjelina Cimetna kisjelina
COOH
COOH
=
]
NS
Derivati benzoeve kisjeline Derivati cimetne Kisjeline
(kisjeline) (kisjleline)
l ‘ ' coor cooH S00H coca-‘
GOOH COOH COOH COOH — — !
Ho oH S om = i i i — - Ho'  ocH w oo
OH OH OH
Galna Protokatehinska p-Hidroksibenzoeva Salicilna p-Kumarna Kafena Ferulinska Sinapinska

Slika 1.5. Fenolne kisjeline (struktura benzoeve, cimetne kisjeline i njihovih derivata). Preuzeto i prilagodeno
iz: Marchiosi i sar. (2020) [22].

Osnovni biosintetski put u kojem nastaju biljna fenolna jedinjenja, pa samim tim i
fenolne kisjeline je put Sikiminske kisjeline, koji je zastupljen jos i kod bakterija i gljiva.
Malonatni biosintetski put je vazan izvor fenolnih jedinjenja kod gljiva i bakterija, ali kod
visih biljaka je manje znadajan. Sikimatni put zapoéinje spajanjem fosfoenolpiruvata iz
glikolitickog puta i D-eritroza 4-fosfata (iz puta pentoza fosfata) i nastavlja se nizom od

sedam enzimskih koraka preko Sikimata ka horizmatu, koji je zajednic¢ki prekursor za



aromati¢ne aminokisjeline (fenilalanin, tirozin 1 triptofan) koje nastaju u Sikimatnom
biosintetskom putu [22].

Vec¢ina jednostavnih fenola nastaje od aminokisjeline fenilalanina. Fenilalanin 1
tirozin predstavljaju osnovu za Cs-C3 fenilpropanske jedinice (fenilpropanoidni put), koje se
nalaze u mnogim biljnim jedinjenjima (kod cimetnih kisjelina, izmedu ostalog, ali 1 npr. kod
kumarina, lignana 1 flavonoida). Fenilpropanoidni put zapo€inje tako Sto enzim fenilalanin
amonijum-liaza (PAL) katalizuje dezaminaciju fenilalanina da bi se formirala trans-cimetna
kisjelina (Slika 1.6.). U slede¢em koraku, t-cimetna kisjelina se hidroksiluje na C4 polozaju
aromati¢nog prstena dejstvom cinamat 4-hidroksilaze (C4H), formiraju¢i p-kumarnu
kisjelinu. Alternativno, kod trava, p-kumarna kisjelina se takode moze formirati iz tirozina
dejstvom enzima tirozin amonijum-liaze (TAL), zaobilaze¢i reakciju koju katalizuje C4H.

Ostale cimetne kisjeline nastaju daljim reakcijama hidroksilacije 1 metilacije [22,23].

CO,H CO.H
NH, 7
E1l
L-fenilalanin Cimetna kisjelina
(L-Phe) o
NADPH l E3 hidroksilacija niz reakcija hidroksilacije i metilacije

COH CO»H CO":H

; CO,H
NH, P
NADPH SAM NADPH SAM
— — -
E2 E4
OH “MeO
oH Bl

L-tirozin (L-Tyr) p-kumarna kisjelina kafena kls_]elma ferulmska le, 5—h1dr0k51ferulmska kis; smapmska kis.

Slika 1.6. Biosinteza fenil-propanskih (cimetnih kisjelina); E 1 -fenilalanin amonijum-liaza (PAL); E2-tirozin
amonijum-liaza (TAL); E3-cinamat 4-hidroksilaza (C4H); E4-p-kumarat 3-hidroksilaza; E5-kafena kisjelina O-
metiltransferaza; nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH); S-adenozilmetionin (SAM). Preuzeto i
prilagodeno iz: Dewick (2009) [23].

Derivati benzoeve kisjeline, mogu nastati direktno u Sikimatnom putu ili cijepanjem
derivata cimetne kisjeline [23].

Najzastupljenije fenolne kisjeline u familiji Lamiaceae su kafena i rozmarinska
kisjelina, a od znacajna je i hlorogenska kisjelina [20].

Fenolne kisjeline se mogu na¢i u razliitim organima biljke (slobodne ili

konjugovane), a osnovna uloga im je zaStitna, buduci da Stite biljku od razlicitih stresora, kao



Sto su patogeni, povrede 1 Stetan uticaj hemikalija 1z okruzenja (ozon, sumpordioksid 1 sl.)
[21]. Fenolne kisjeline 1 njihovi heterozidi su rastvorne u polarnim rastvaraima 1 slabo
baznim rastvorima [24].

Flavonoidi su najveca grupa biljnith fenolnih jedinjenja, sa zajednickom
karakteristitnom dvoprstenom strukturom 1 mostom od tri C atoma izmedu (C6-C3-C6). U
biljci se nalaze slobodni ili u obliku heterozida, u razli¢itim koli¢inama, u zavisnosti od vrste,
dijela biljke, stadijuma razvoja i uslova rasta. Heterozidi su rastvorni u vodi 1 polarnim
rastvaraima (nalaze se rastvoreni u vakuolama biljnih ¢elija), dok su aglikoni nepolarni 1 kao
takvi rastvorni u nepolarnim rastvaratima (mogu da se jave kao praSkasta prevlaka na
povrsini listova 1 cvjetova). Ovakav raspored doprinosi zastiti biljke od UV zracenja. Pored
ove uloge, imaju 1 brojne druge (npr. u rastu i1 razvoju biljke, kao dio enzimskih sistema
ucestvuju u metabolickim procesima, zastitna uloga od brojnih fitopatogena, oksidativnog
stresa; nazivaju se 1 biljnim pigmentima, jer daju boju cvjetovima, listovima, plodovima, ali 1
sjemenima, privlaceci na taj nacin oprasivace 1 rasprsivace sjemena) [24,25,26].

Glavne podrupe flavonoidnih jedinjenja su (ako se posmatra struktura C-3 mosta):

- flavonoidi u uzem smislu:
e derivati hromona (benzo-y-pirona): flavoni (zuti) i flavonoli (bezbojni do blijedozuti
pigmenti); flavanoni (dihidroflavoni) i flavanonoli (dihidriflavonoli), koji su bezbojni;
e derivati 3-fenil hromona: izoflavonoidi
- flavonoidi u Sirem smislu: flavan-3-oli (katehini) i flavan-3,4-dioli (leukoantocijanidini),
koji su bezbojni, antocijanidini (crveni do ljubicasti pigmenti), halkoni (intenzivno zuto

obojeni), auroni i proantocijanidini ili kondenzovani tanini (Slika 1.7.) [24,25,26].

Halkon

Auron Izoﬂa\ on

@a«f@%

Slika 1.7. Primjeri glavnih podgrupa flavonoidnih jedinjenja. Preuzeto i prilagodeno iz: Falcone Ferreyra i sar.
(2012) [25].



Mozemo reci da su flavonoidi proizvod mjeSovitog biosintetskog puta (Sikimatno-
acetatnog). Naime, para-kumaroil-koenzim A (p-kumaroil-CoA, sin. 4-kumaroil-CoA), koji
je derivat cimetne kisjeline, nastao u fenilpropanoidnom biosintetskom putu (kom prethodi
Sikimatni put), se ukljucuje u acetatni (poliketidni) biosintetski put 1 produzava u reakciji sa
tri molekula malonil-CoA, koji sluze kao kondenzacione jedinice. Biosintezu flavonoida
katalizuje enzim halkonat sintaza (CHS) i nastaje Zuto obojeno jedinjenje, halkon. U vecini
biljnih vrsta, halkoni nijesu krajnji proizvodi 1 put se nastavlja kroz nekoliko enzimskih

koraka, do drugih klasa flavonoida (Slika 1.8.) [26,27].

Fenilalanin

/

4-kumaroil CoA + 3 x malonil CoA

Halkon sintaza

trihidroksi «— tetrahidroksi halkon _ plobafeni

halkon
halkon
Auroni 1zome] aza/ dihidroflavonol
reduktaza
likviricigenin nari ngemn > Flavoni

izoflavon / Flavon - R

- S. < ; o
sintaza 7oflavon sintaza I + 11

smtaza o ° Luteolin
izoflavon
. . i
izoflavon | Vestiton S-OH-ﬂawanonl — > Flavonoli on
reduktaza| yeduktaza l Flavonol HO.
sintaza
Izoflavonoidi Flavan-3.,4-dioli © :
Kvrcetin
HO_ e O\\ HO o l
SO\ 98
Ny o s S
af Yy OH © O o 3-0H-antnfl_]amdml Kondenzovani tanini
. . oo,
Medikarpin Genistein Antocijani

Slika 1.8. Biosinteza flavonoida (pojednostavljeni Sematski prikaz sa glavnim enzimima). Preuzeto i
prilagodeno iz: Weston i Mathesius (2013) [27].

Etarska ulja su lako isparljive, mirisne, uljaste teCnosti, bezbojne, zuckaste do
zutozelene boje ili rijetko specificno obojene, koje produkuju aromati¢ne biljke. Mogu se
naci u razli¢itim djelovima biljke, endogeno (npr. sekretorne Supljine, kanali...) ili egzogeno
(zljezdane dlake), kao kod ¢lanova familije Lamiaceae. Sastav etarskog ulja kod iste biljke, u

razliCitim djelovima, moze biti sli¢an, ali se moze i znacajno razlikovati [21,24].
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Etarska ulja imaju brojne funkcije u biljci: zastita od patogena, biljojeda, uloga u
signalizaciji medu biljkama, olakSavanju rasijavanja sjemena 1 opraSivanja, uloga u
termoregulaciji... [28].

Generalno, sastojci etarskih ulja mogu biti derivati izoprenoida (terpenoida/terpena),

derivati masnih kisjelina i fenolnih jedinjenja (Slika 1.9.) [28].

. . .
/ HOJJ\\/\/\VWNwa —» | Derivati masnih—km
Masne kisjeline

/ m JC:" 9 ? =
OO e~ Tobo —» Monnterpenl
MEP PP
Piruvat \
Seskviterpeni
/ ?(/\ou *J\/\n'i\o’ro P
H H HHOHH
| RO N A TR | Mevalonal o
co,— “‘?“f“ﬁ‘“f‘?‘°= P
s
CHy
]
Glukoza @ — 'I:I —» |Derivati aroma-
./C" ti¢nih amino kis

L}
\ Sikimat Aromati¢ne amino-kisjeline /

Slika 1.9. Biosintetski putevi u kojima nastaju glavna isparljiva jedinjenja u biljkama. Preuzeto i prilagodeno iz:
Rehman i sar. (2016) [28].

Etarska ulja su izuzetno slozenog sastava, zbog prisustva velikog broja razliCitih
hemijskih supstanci, medutim mozemo re¢i da su glavne grupe jedinjenja: monoterpeni,
seskviterpeni 1 u manjem procentu fenilpropanoidi [28]. U pitanju su razli€iti ugljovodonici,
alkoholi, aldehidi, ketoni, estri, epoksidi, fenoli. Etarska ulja mogu da sadrze i do 200
razliCitih komponenti, pri ¢emu su neke prisutne u veem procentu u odnosu na druge (20-
95%) 1 oznacCene su kao glavne [24].

Osnovna struktura izoprenoida je gradena od ostataka 2-metilbutana, koji se obi¢no

nazivaju izoprenske jedinice (2-metilbutadien) (C5) n (Slika 1.10.).

/ rep

glav.

2-metil-1,3-butadien

(izopren) 2-metilbutan

Slika 1.10. Osnovna strukturna jedinica izoprenoida (izopren). Preuzeto iz: Rehman i sar. (2016) [28].
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Podjela terpenoida, prema broju izoprenskih — C5 jedinica je data na Slici 1.11.

Terpeni Br. C atoma Br. izoprenskih jedinica  Struktura

Hemiterpeni

Monoterpeni

Seskviterpeni

Diterpeni

Triterpeni

Tetraterpeni

Politerpeni

Cs

Cao

(Cs)n gdje n moie biti 9-30,000 ili vise

Jedna

Dvije

Cetiri

Sest

Osam

glava Lep

2-metilbutan

*}P «)\/
“glava

2,6-dimetiloktan

YO

2,6,10-trimetildodekan (farnezan)

2,6,10,14-tetrametilheksadekan (fitan)

I Ko gy

2,6,10,15,19,23-heksametiltetrakozan (skvalan)
L rep
rep

Y, v karoten

o
n
all-trans-poliizopren (Gutaperka)

Slika 1.11. Klasifikacija terpenoida. Preuzeto iz: Rehman i sar. (2016) [28].

Aktivna CS izoprenska jedinica, izopentenil pirofosfat (IPP) 1 njegov izomer

dimetilalil pirofosfat (DMAPP) su univerzalni prekursori svih terpenoida. Biosinteza

terpenoida se uglavnom desava dodavanjem IPP-a izomeru DMAPP (glava-rep vezivanje),

Sto rezultira stvaranjem geranil difosfata (sin. geranil pirofosfat, GPP). Naime, enzim prenil

difosfat sintaza (prenil transferaza) u odredenom dijelu biljne celije (citosol ili plastid)

omogucava kondenzaciju IPP i DMAPP prekursora koji dalje formiraju prenil difosfat, koji je

supstrat za terpenske sintaze (TPS). TPS je ogromna grupa enzima, koji katalizuju stvaranje

finalnih terpenoidnih proizvoda [28]. Sematski uproicena biosinteza terpenoida je prikazana

na Slici 1.12.
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> (DMAPP )

( 7[PF'> N
izopentil difosfat, C5 dimetilalil difosfat, CS
| |l  Hemiterpeni
Glava-rep kondenzacija (izopren) _

GDP/GPP |
r sintaza
——

'V:YCTDP /| GPP —P Monoterpeni

gerani[ (iifogfat, C10

Triterpeni FDP/FPP
sintaza Etarska ulja
T Y (+ PP)
— —_— lsTPS]
2 ~ |sTPS
Skvalen | ' _FOP / o —————— Seskviterpeni |
l Farnezil difosfat, C15

GGDP/GGPP
sintaza
(+ IPP)

Saponini l

CGGOP /| GGPP_) == | Diterpen

geranil geranil difosfat, C20

(+ IPP)n

Politerpeni

i

Slika 1.12. Sinteza razli€itih klasa terpenoida u biljci. Preuzeto i prilagodeno iz: Rehman i sar. (2016) [28].

Izopentenil pirofosfat (IPP) i1 dimetilalil pirofostat (DMAPP) nastaju iz dva nezavisna
biosintetska puta u biljkama: mevalonatni put (koji djeluje u citosolu 1 biosintetiSe IPP iz
acetil-koenzima A (CoA)) 1 plastidni, mevalonat nezavisni put (put 2-C-metil-D-eritritol-4-
fosfata (MEP) ili put 1-deoksi-D-ksiluloza-5-fosfata (DKSP ili DOKSP)), koji dovodi do
stvaranja IPP 1 DMAPP iz gliceraldehid-3-fosfata 1 piruvata (Slika 1.9.) [28].

Istrazivanja su pokazala da se seskviterpeni 1 triterpeni sintetiSu iz farnezil difosfata
(FDP) uglavnom koriste¢i citosolni IPP kao prekursor, dok je plastidni IPP uglavnom
prekursor za geranil difosfat (GDP) i geranil geranil difosfat (GGDP), od kojih dalje nastaju
mono-, di- i tetraterpeni [28].

Etarska ulja, kao lipofilna se rastvaraju u nepolarnim, organskim rastvara¢ima. Nakon
destilacije 1 izolacije etarskog ulja, nastali sporedni proizvod, vodeni destilat, predstavlja
aromati¢nu vodicu i1 u njoj se nalaze hidrosolubilni sastojci etarskog ulja (sa kiseoni€nim

funkcionalnim grupama, u prvom redu alkoholi i kisjeline) [24].
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1.5. Sekundarni metaboliti H. officinalis

Dosadasnja istrazivanja fitohemijskog profila izopa, su uglavnom bila fokusirana na
vrstu H. officinalis; manji broj istrazivanja je bio fokusiran na podvrste. Pored toga,
istrazivanja su se uglavnom bavila sastavom etarskog ulja, dok su ekstrakti izuavani u
mnogo manjem obimu.

Etarsko ulje je najvazniji 1 najCesce ispitivani proizvod izopa. U pitanju je bezbojna ili
blijedo zuckasta do zelena teCnost, sa kamforastim, prijatnim mirisom i1 pikantnim ukusom.
Dostupni literaturni podaci o samoniklom i gajenom izopu pokazuju da herba daje 0.3% —1%
etarskog ulja uglavnom sa izopinokamfonom kao dominantnim jedinjenjem, pri ¢emu su
kvantitativno zastupljeni i pinokamfon, f-pinen, 1,8-cineol, pinokarvon, linalool, sabinen i
metil eugenol (Slika 1.13.) [15,29,30]. Medutim, kada se sumiraju dosadasnji podaci u
literaturi, treba napomenuti da su identifikovana i brojna druga jedinjenja (Tabela 1.1.) i
dobijeni razli¢iti hromatografski profili u zavisnosti od biljnog materijala koji je kori§¢en u
ispitivanjima. Razlike u sastavu ulja (koje poticu od klimatskih uslova, porijekla biljnog
materijala, podvrste ili sorte, stadijuma razvoja, tipa zemljista, tehnologije obrade, metode
ekstrakcije itd.) odreduju njegova organolepticka i fizioloSka svojstva, a time 1 mogucnosti
primjene [15,31-37].

U literaturi se takode navodi da je biljni materijal, u cilju dobijanja najveceg prinosa
etarskog ulja, kao 1 etarskog ulja najboljeg kvaliteta, preporucljivo sakupljati u periodu oko
pete godine zivota biljke, u fazi punog cvjetanja. Sadrzaj etarskog ulja je najveéi u
cvjetovima, ne§to manji u listovima, a najmanji u stabljikama [8,38]. Nalaze se 1 podaci da
razlike u sadrzaju izopinokamfona i pinokamfona u etarskom ulju herbe izopa variraju u
zavisnosti od stadijuma rasta biljke, na nacin da pinokamfon preovladava u etarskom ulju
biljke u vegetativnoj fazi 1 sadrzaj se smanjuje sa rastom biljke, dok se sadrzaj
izopinokamfona povecava [39]. Takode, navodi se da u fazi cvjetanja, dolazi do povecanja
masenog udjela monoterpena za 18% i smanjenja sadrzaja seskviterpena za 10% [38].

Pored etarskog ulja, herba izopa sadrzi i flavonoide, fenolne kisjeline, tanine,
diterpenske laktone (marubiin) 1 triterpenoidna jedinjenja kao §to su ursolna i oleanolna
kisjelina [15,32,40].

Kada su u pitanju flavonoidna jedninjenja, kvantitativno se prema nekim literaturnim
podacima izdvajaju izokvercitrin 1 diosmin (Slika 1.14.), a karakteristi¢an flavonoid (halkon)

je 1 hisopin, koji se sastoji od hisopin aglikona (Slika 1.14.) 1 Sec¢era ramnoze 1 glukoze
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[38,40,41]. U radu Srivastava i saradnika iz 2018. godine u kom je ispitivan samonikli izop iz
Kasmira se navodi da je ukupan sadrzaj flavonoida, u herbi (metanolni ekstrakt) oko 1.16%
[42]; Hatipoglu 1 saradnici u radu iz 2013. godine, su ispitivali hloroformski, heksanski,
metanolni 1 vodeni ekstrakt Hyssopus officinalis L. 1 prema njihovim rezultatima najveci
ukupan sadrzaj flavonoida je imao vodeni ekstrakt - 1.3% [43]. Prema navodima iz rada
Vlase i saradnika iz 2014. godine, u kom je ispitivan etanolni ektrakt gajenog izopa iz Italije,
ukupni sadrzaj flavonoida je bio 1.30+/-0.10 mg/g, izrazeno kao rutin ekvivalent, a kao
flavonoid sa najvec¢im sadrzajem identifikovan je izokvercitrin (32.78+/-0.23ug/g) [40].

Kada su u pitanju fenolne kisjeline, kao kvantitativno dominantne u dostupnoj
literaturi za herbu izopa, se navode ferulinska i kafena kisjelina, mada su zabiljezene i druge,
npr. protokatehinska, siringinska, p-hidroksibenzoeva, hlorogenska, rozmarinska (Slika 1.15.)
[31,44]. U radu Srivastava i saradnika iz 2018. godine je pokazano da je sadrzaj ferulinske
kisjeline (0.034%), ve¢i od sadrzaja kafene kisjeline (0.0064%), a ukupan sadrzaj
fenolkarboksilnih kisjelina je bio 2.32% [42].

U Tabeli 1.1. je dat sumarni literaturni pregled jedinjenja identifikovanih u herbi

1zopa.

sabinen izopinokamfon pinokamifon F-pinen

HO

linalool pinokarvon 1,8-cineol

OCH;

metil eugenol

H,C” OCHs

Slika 1.13. Dominantna jedinjenja etarskog ulja herbe izopa. Strukture preuzete iz: Tahir i sar. (2018) i
Southwell i sar. (2003) [45,46].
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a) diosmin; struktura preuzeta iz: Lii Du (2018) [47]

OH

HO

2 o)
CH,OH

OH O

b) izokvercitrin; struktura preuzeta iz: Valentova i sar. (2014) [48]

H,C-—O\ HO._
O-—&  H—CO—~CH=CH— S—OH
HO~

¢) hisopin aglikon,; struktura preuzeta iz: Karrer (1976) [49]

Slika 1.14. Karakteristi¢na flavonoidna jedinjenje herbe izopa: a) diosmin [47], b) izokvercitrin [48] i
¢) hisopin (aglikon) [49].
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HO

kafena kisjelina

HOOC_ CH

O
HO OH

hlorogenska Kisjelina

HO
HO

rozmarinska kisjelina

OH
W :

H,C0 X
OH

HO

ferulinska kisjelina

Slika 1.15. Strukture predstavnika fenolnih kisjelina prisutnih u herbi izopa, preuzete iz: Chaowuttikul i sar.

(2020) i Zdunska i sar. (2018) [50,51].

Tabela 1.1. Literaturni pregled glavnih sastojaka herbe izopa - Hyssopus officinalis L. (gajeni i samonikli)

Etarsko ulje

jedinjenje Zemlja porijekla biljnog Dominantno Biljni materijal i podatak o podvrsti Literatura
materijala i sadrzaj jedinjenja jedinjenje (+) (subsp.)/varijetetu (var.) - gdje je poznato

izopinokamfon Turska — 57.27% + samonikli 52
Turska — 5.3% samonikli 53
Bugarska — 48.98-50.77% + komercijalni uzorak 30
Bugarska — 16.3%129.2% samonikli (subsp. aristatus) 44
Poljska - 44.77% + gajeni 54
Poljska - 37.13% + gajeni 39
Italija — 43.3% + samonikli 31
Italija — 29% gajeni (subsp. officinalis) 55
Srbija —44.7% + gajeni 33
Srbija - 15.32% samonikli (subsp. aristatus) 31
Iran (Khalkhal) — 38.47% (list) 1 + samonikli 56
40.25% (cvijet)
Iran — 28.1% (list) 1 27.49% gajeni 57
(cvijet)
Indija (U.P. Himalaya) — 38.1% + samonikli 44
Indija - 9.7% gajeni (subsp. officinalis) 58
Litvanija - 33.6% + (u 2/6 lokaliteta) samonikli 59
Kosovo — 30.44-57.73% + samonikli (subsp. aristatus) 35

pinokamfon Indija — 49.1% + gajeni (subsp. officinalis) 58
Italija— 18.5% + gajeni (subsp. officinalis) 55
Poljska — 28.67% gajeni 39
Turska — 19.6% samonikli 53
Turska — 2.59% samonikli 52
Egipat — 19.2% gajeni 60
Kosovo — 14.76% samonikli (subsp. aristatus) 35
Iran (Khalkhal) — 13.32% (list) 1 samonikli 56

14.92% (cvijet)
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Iran - 15.5% (list)1 19.34%
(cvijet)

gajeni

57

Srbija - 6.39% samonikli (subsp. aristatus) 31
Srbija - 14.1% gajeni 33
Bugarska — 5.78-5.94% komercijalni uzorak 30
p-pinen Iran - 31.2% (list)123.38% + gajeni 57
(cvijet)
Egipat — 19.6% + gajeni 60
Srbija — 19.55% samonikli (subsp. aristatus) 31
Indija — 18.4% gajeni (subsp. officinalis) 58
Indija (U.P. Himalaya) — 10.2% samonikli 44
Spanija — 16.82% gajeni 61
Kosovo — 12.66% samonikli (subsp. aristatus) 35
Bugarska — 11.4%139.6% samonikli (subsp. aristatus) 44
Bugarska - 13.38-13.54% komercijalni uzorak 30
Italija — 10.8% gajeni (subsp. officinalis) 55
Turska — 10.6% samonikli 53
Turska — 7.23% samonikli 52
Crna Gora - 9.6% samonikli (subsp. aristatus) 34
Poljska — 8.12% gajeni 39
Litvanija - 7-11.4% samonikli 59
pinokarvon Turska - 36.3% + samonikli 53
Turska — 6.49% samonikli 52
Litvanija - 21.1-28.1% + (u 4/6 lokaliteta) samonikli 59
Indija (U.P. Himalaya) — 20.3% samonikli 44
Iran (Khalkhal) — 5.34% (list) 1 samonikli 56
6.76% (cvijet),
1, 8 - cineol Spanija — 52.89% + gajeni 61
Bugarska — 48.2% 1 39.6% + samonikli (subsp. aristatus) 44
Srbija — 36.43% + samonikli (subsp. aristatus) 31
Francuska - 13.3% samonikli (var. decumbens) 62
Indija (U.P. Himalaya) — 12.2% samonikli 44
Turska - 7.2% samonikli 53
linalool Italija - 35.3-51.2% + samonikli (subsp. aristatus) 32
Italija — 7.9% gajeni (subsp. officinalis) 55
Francuska - 49.6% + samonikli (var. decumbens) 62
metil-eugenol Crna Gora —38.3% + samonikli 34
Italija - 7.3-22.7% samonikli (subsp. aristatus) 32
sabinen Iran-42-17.1% + gajeni 63
mirtenil acetat Iran — 74.08% + samonikli 64
kamfor Egipat — 16.3% gajeni 60
Bugarska — 12.5% gajeni 44
Iran — 6.76% samonikli 64
Iran — 3.47% samonikli 65
limonen Crna Gora - 37.4% samonikli 34
Francuska — 5.4% samonikli (var. decumbens) 62
Italija - 3.7-4.4% samonikli (subsp. aristatus) 32
germakren D Srbija - 5.7% gajeni 33
Litvanija - 3.7-5.5% samonikli 59
Poljska — 4.65% gajeni 39
Italija - 1.9-4.1% samonikli (subsp. aristatus) 32
kumin aldehid Iran — 3.22%, samonikli 65
Pp-bisabolol Iran - 16.62% samonikli 65
p-cimen Turska - 2.81% samonikli 52
n-dodekan Iran - 5.23% samonikli 65
n-dekan Iran (Khalkhal) — 8.67% (list) 1 samonikli 56
8.63% (cvijet)
hedikariol Litvanija - 4.1-4.8 % samonikli 59
orto-acetanisol Iran —4.72% samonikli 65
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p-kariofilen Francuska — 2.8% samonikli (var. decumbens) 62
Iran -2.10% samonikli 64
p-felandren Bugarska — 4.44-5.17% komercijalni uzorak 30
kariofilen oksid Iran - 2.13% samonikli 64
a-pinen Francuska — 2.4% samonikli (var. decumbens) 62
elemol Poljska - 8.95% gajeni 39
Srbija - 5.6% gajeni 33
spatulenol Iran — 3.02% samonikli 64
cis-sabinol Iran - 1.75% samonikli 64
B-burbonen Iran - 1.47% samonikli 64
bornil-acetat Iran - 1.42% samonikli 64
(Z)-f-ocimen Italija - 5.1-5.8% samonikli (subsp. aristatus) 32
(E)-f-ocimen Italija - 2.1-5.3% samonikli (subsp. aristatus) 32
terpinen-4-ol Turska — 7.33% samonikli 52
Ostali sastojci identifikovani u etraskom ulju herbe izopa Literatura
mirtenol metil etar 44
mirtena Kkisjelina 44
metil mirtenat 44
pinska Kkisjelina 44
pinonska kisjelina 44
kubeben 44
biciklogermakren 66
safrol 44
benzil benzoat 44
germakren B 44
Flavonoidi Literatura
(Pod * navedeni dodatni dostupni podaci (tip ekstrakta, porijeklo biljnog materijala i sl.)
kvercetin-7-O-3-D- * Kina - etanolni ekstrakt; gajeni 67
apiofuranozil-(1—2)-#-D-

ksilopiranozid

kvercetin-7-O-$-D-
apiofuranozil-(1—2)-#-D-
ksilopiranozid 3’-O-$-D-
glukopiranozid

apigenin-7-O-$-D-
glukopiranozid

apigenin-7-O-$-D-
glukuronopiranozid
metil estar

apigenin-7-O-f-D-
glukuronopiranozid butil estar

luteolin-7-O-$-D-
glukopiranozid

akacetin-7-O-a-L-
ramnopiranozil-(1—6)-$-D-

glukopiranozid

apigenin-7-O-f-D-glukuronid * Kina - etanolni ekstrakt; gajeni 67
* Iran - vodenometanolni ekstrakt, samonikli 64

diosmin * Kina - etanolni ekstrakt; gajeni 67
* Spanija - sredstvo za ekstrakciju - dimetil sulfoksid; gajeni 41

5,4'-dihidroksi-7,3'-dimetoksi / 44

flavanon

katehin * Grcka - metanolni ekstrakt; gajeni 1 samonikli 68

apigenin

hesperidin, kvercetin, / 8, 38,40

izokvercitrin, rutin, hisopin,

hrizoeriol
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Fenolkarboksilne kisjeline

(Pod * navedeni dodatni dostupni podaci (tip ekstrakta, porijeklo biljnog materijala 1 sl.)

Literatura

hlorogenska *metanolni ekstrakt 68, 69
*deodorisani vodeni ekstrakt 31
*etanolni ekstrakt, Rumunija; gajeni 40, 32
* etanolni ekstrakt; Italija; subsp. aristatus;, samonikli
protokatehinska *metanolni ekstrakt 68, 69
ferulinska *metanolni ekstrakt 68, 69
*deodorisani vodeni ekstrakt 31
*etanolni ekstrakt; Rumunija; gajeni 40
siringinska *metanolni ekstrakt 68, 69
*deodorisani vodeni ekstrakt 31
*etanolni ekstrakt; Italija; subsp. aristatus, samonikli 32
p-hidroksibenzoeva *metanolni ekstrakt 68, 69
kafena kisjelina *metanolni ekstrakt 68, 69
*etanolni ekstrakt; Italija; subsp. aristatus, samonikli 32
vanilinska *metanolni ekstrakt 68, 69
p-kumarna *metanolni ekstrakt 68, 69
*etanolni ekstrakt; Rumunija; gajeni 40
rozmarinska *metanolni ekstrakt 68, 69
*deodorisani vodeni ekstrakt 31
*etanolni ekstrakt; Italija; subsp. aristatus, samonikli 32
genistinska kisjelina *metanolni ekstrakt 68, 69
*etanolni ekstrakt; Rumunija; gajeni 40
kaftarna kisjelina *etanolni ekstrakt; Rumunija; gajeni 40
8-epiloganinska kisjelina *etanolni ekstrakt; Italija; subsp. aristatus, samonikli 32
Ostali sastoici Literatura
triterpeni - ursolna i *etanolni ekstrakt; Italija; subsp. aristatus, samonikli 32
oleanolna kisjelina
uglijeni hidrati / 38,42
diterpenski lakton / 14
(marubiin)
tanini / 42
alkaloidi / 42
vitamini (C, B2) / 38
kumarini (umbeliferon 1 / 38
skopoletin)
pigmenti (karoten), smole | / 38
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1.6. FarmakoloSka aktivnost H. officinalis

Antibakterijska i antigljivicna aktivnost

Antibakterijska i antigljivicna aktivnost etarskog ulja samoniklog ili gajenog izopa u

razliCitim regionima svijeta, najCeSce je ispitivana aktivnost ovog prirodnog proizvoda. U

Tabeli 1.2. je dat pregled literaturnih podataka u kojima je vrSeno ispitivanje navedenih

aktivnosti preparata herbe izopa 1 date minimalne inhibitorne koncentracije (MIC), gdje je

poznato.

Tabela 1.2. Pregled literaturnih podataka o antibakterijskoj/antigljivi¢noj aktivnosti preparata herbe izopa

Podaci o ispitivanom biljnom Bakterije/Gljive Dodatne napomene Literatura
materijalu/preparatu

* Hyssopus officinalis var. * Baktericidno dejstvo [70]

decumbens (Jordan and Fourr.)

Briq. — samonikli G (+) bakterije MIC izmedu 0.15% 1 0.6% v/v

* Porijeklo:
Francuska (Banon)

* Etarsko ulje

- Enterococcus spp. 1
- Staphylococcus aureus

G (-) bakterije

- Escherichia coli

- Pseudomonas spp.
- Proteus mirabilis
- Klebsiella oxytoca
- Salmonella spp.

Gljive

- Candida tropicalis
- Candida krusei i

- Candida albicans

MIC izmedu 0.3%1 1.2% v/v

MIC izmedu 0.15%1 0.3% v/v

3k 3k ok sk sk e sk e ok sk sk skeskok sk ok kok

Smatra se da su sastojci 1,8-
cineol (12.3%) i linalool
(57.1%) kojima je bogat H.
officinalis var. decumbens,
odgovorni za njegovu ve¢u
antimikrobnu aktivnost, u
poredenju sa H. officinalis
(Italija (Pijemont)), koji je
ispitivan istovremeno, a da je
limonen odgovoran za dobru
antigljivi¢nu aktivnost
pokazanu kod oba ulja.
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* Hyssopus officinalis subsp. G (+) bakterije [32]
aristatus — samonikli - Staphylococcus aureus Dijametar inhibicije rasta
(mm): 8.1-10.5
* Porijeklo: centralna Italija * Nije bilo aktivnosti protiv
Enterococcus faecalis
* Etarsko ulje, sa linaloolom
(35.3%-51.2%) i G (-) bakterije Dijametar inhibicije rasta
metil eugenolom - Escherichia coli (mm): 7.5-10.3
(7.3 -22.7%), * Nije bilo aktivnosti protiv
kao glavnim sastojcima Pseudomonas aeruginosa
Gljive Dijametar inhibicije rasta
Candida albicans (mm): 9.4-10.2
* Hyssopus officinalis L. — G (+) bakterije Dijametar inhibicije rasta (mm) | [52]

samonikli

* Porijeklo: Jugoisto¢na
Anadolija (Turska)

* Etarsko ulje
(SpLil0pul)sa
izopinokamfonom (52.27%)
kao glavnim sastojkom

- Staphylococcus pyogenes
- Staphylococcus aureus

G (-) bakterije

- Escherichia coli

Gljive
- Candida albicans

za5uL 110 uL:

- Staphylococcus pyogenes
5 ul: 19.0£0.1;
10puL: 23.6+0.5

- Staphylococcus aureus
5ul: 18.0£1.7;
10pL: 21.7+1.5

- Escherichia coli
5 uL:20.3£1.8;
10puL: 23.3+1.7

* Nije bilo aktivnosti protiv
Pseudomonas aeruginosa

- Candida albicans
5 uL: 15.0£1.0;
10 uL: 20.0+1.1

* Hyssopus officinalis L. -
gajeni

* Porijeklo: Iran

* Etanolni ekstrakt nadzemnih
djelova, sa glavnim sastojcima
metil benzoatom (15.78%) i
izopinokamfonom (10.3%)

G (+) bakterije

- Bacillus cereus

G (-) bakterije

- Pseudomonas aeruginosa
- Serratia marcescens

(MIC 1.562 pg/uL)

(MIC 3.125 pg/uL)
(MIC 6.25 pg/uL)

Nije pokazao aktivnost na
gljive Candida albicans i
Aspergillus niger.

[71]
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*Hyssopus officinalis L. Antigljivi¢na aktivnost protiv [30]

Porijeklo: Bugarska 52 klini¢ka izolata i referentna
soja kvasnica Candida spp.

*Etarsko ulje izopa iz Bugarske (MIC £ SD, ug/mL):
(komercijalni uzorak)

- Candida albicans (210.3 £62.3)
* Dominantna jedinjenja u - Candida glabrata (768.0 +£280.4)
etarskom ulju: - Candida tropicalis (682.7 £264.4)
cis-pinokamfon - Candida parapsilosis (298.7 £ 104.5)
(48.98%-50.77%), - Candida krusei (224.0 £64.0)
f-pinen
(13.38%-13.54%)),
trans-pinokamfon Kompleksan hemijski sastav i
(5.78%-5.94%) i sinergija sastojaka kao $to su
S —felandren cis- 1 trans- pinokamfon, a- i -
(4.44%-5.17%) pinen.

Etarsko ulje - aktivno i protiv
flukonazol osjetljivih i
flukonazol rezistentnih izolata
Candida spp.

Mehanizam antigljivinog
dejstva etaskog ulja bi mogao
da bude posljedica povecanja
permeabiliteta Celijske
membrane gljive, kao i
naruSavanja normalnog
membranskog transporta,
djeluju¢i na membransku ATP-
azu.

U radu Hamzah iz 2016, se navodi da je etarsko ulje i etanolni ekstrakt izopa pokazao
antimikrobni efekat na Psuedomonas aeruginosa (dijametar inhibicije je bio oko 20.5 mm za
etarsko ulje, odnosno 18.3 mm za ekstrakt, pri koncentraciji od 50 mg/mL; MIC vrijednosti -
2.5 mg/mL za etarsko ulje i 1.25 mg/mL za etanolni ekstrakt) [72]. Dzami¢ i saradnici su
2013. ispitivali antigljivinu aktivnost etarskog ulja i ekstrakata (deodorisani vodent,
metanolni 1 etil acetatni) Hyssopus officinalis L. subsp. pilifer (Pant.)) Murb. na nekoliko
sojeva gljiva iz rodova Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, zatim na Trichoderma viride
1 Candida albicans. Pokazalo se da je Aspergilus niger najrezistentnija gljiva, dok su vrste
Cladosporium bile najosjetljivije; ekstrakti su bili aktivniji od etarskog ulja, a najbolju
aktivnost je pokazao metanolni ekstrakt. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) u ovom
eksperimentu se kretala u opsegu od 4 do 10 mg/mL, a minimalna fungicidna koncentracija
(MFC): 6-14 mg/mL [31]. Navode se podaci da je kompletna inhibicija gljive Aspergillus
niger postignuta pri koncentraciji etarskog ulja od 0.5 do 1.5% v/v [44]. Takode, postoje i

podaci o antigljivicnom djelovanju etarskog ulja izopa na neke fitopatogene gljive, kao i
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gljivu Penicillium verucosum, koja se javlja na siru, §to ima znaCaja u prehrambenoj
industriji, kako bi se oCuvala i unaprijedila organolepti¢na svojstva hrane [15,73].

Dostupni podaci o antimikrobnoj aktivnosti su razli€iti 1 zavise od brojnih faktora,
koji u krajnjem uti€u na sastav etarskog ulja/ekstrakta, kao §to su podvrsta/varijetet biljke,
staniSte, metoda ekstrakcije 1 sl. U svakom slu€aju, postoje osnove za dalja ispitivanja, kao
Sto su potencijalni sinergisticki efekti etarskog ulja sa antibioticima, o ¢emu nedostaju

literaturni podaci.

Antivirusna aktivnost

Kada se govori o antimikrobnoj aktivnosti, postoje interesantni podaci o antivirusnoj
aktivnosti preparata izopa, konkretno ekstrakata. Naime, u radu Kreis i saradnika iz 1990.
godine, se navodi da su sirovi ekstrakti osusenih listova izopa, H. officinalis pokazali jaku
anti-HIV aktivnost, koja je utvrdena mjerenjem inhibicije formiranja sincicijuma, HIV
reverzne transkriptaze (RT) 1 inhibicije ekspresije pl7 1 p24 antigena, pri ¢emu nisu bili
toksi¢ni za neinficirane Molt-3 Celije. Etarski ekstrakti dobijeni direktnom ekstrakcijom
(Postupak I), nakon uklanjanja tanina (Postupak II) ili iz ostatka nakon dijalize sirovog
ekstrakta (Postupak III), pokazali su dobru antivirusnu aktivnost. Metanolni ekstrakti,
dobijeni nakon ekstrakcije etrom, hloroformom i hloroform etanolom, izvedeni iz procedure I
ili II, takode su pokazali veoma jaku anti-HIV aktivnost. Pored toga i rezidualni materijal,
nakon ekstrakcije metanolom i dalje pokazuje jaku aktivnost. Kafena kisjelina je
identifikovana pomocu HPLC i1 UV spektroskopije, u etarskom ekstraktu dobijenom u
postupku I. U ovom radu je utvrdeno da ekstrakti izopa sadrze kafenu kisjelinu,
neidentifikovane tanine i eventualno trecu klasu neidentifikovanih jedinjenja vece
molekulske mase koja pokazuju jaku anti-HIV aktivnost, i mogu biti korisni u lije¢enju
pacijenata sa AIDS-om [74]. U studiji koju su sproveli Gollapudi i saradnici 1995. godine,
izolovan je polisaharid (MAR-10) iz vodenog ekstrakta H. officinalis 1 ispitivan je na
aktivnost protiv HIV-1 (soj SF) u HUT78 T <(elijskoj liniji 1 primarnim kulturama
mononuklearnih celija periferne krvi. Oni su pokazali da MAR-10 inhibira replikaciju HIV-1
na nacin zavisan od koncentracije, bez znacajne direktne toksicnosti ili efekta na funkcije

limfocita ili titar CD4+ 1 CD8+ T celija [75].
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Antioksidativna aktivnost

Prema dostupnim podacima, dobru antioksidativnu aktivnost su pokazala flavonoidna
jedinjenja (apigenin, kvercetin, luteolin, akacetin i1 njihovi derivati, kao i diosmin) [14]. Od
fenolnih kisjelina, zna€ajne su galna 1 kafena kisjelina [76]. Ebrahimzadeh 1 saradnici (2010)
su u radu koristili Sest razli¢itth in vitro metoda za procjenu antioksidativnih aktivnosti i
sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala metanolnog ekstrakta iz nadzemnih djelova H.
officinalis var. angustifolius zajedno sa jo$ tri biljke. Pokazana je snazna do umjerena
antioksidativna aktivnost ekstrakta izopa u testovima redukcione moci, DPPH testovima 1 Fe
(IT) helatnim testovima [77]. Etanolni ekstrakt H. officinalis pokazao je dobro antioksidativno
djelovanje u sljedecim testovima - antioksidativni kapacitet Trolox ekvivalenta (eng. The
Trolox equivalent antioxidant capacity, TEAC), elektronska paramagnetna rezonanca (EPR),

DPPH 1 test inhibicije aktivnosti hemoglobin-askorbat peroksidaze [40].

Citotoksicna aktivnost

U radu Venditti i1 saradnika iz 2015. godine, se navodi da je etarsko ulje H. officinalis
subsp. aristatus testirano na humane tumorske celijske linije koris¢enjem MTT testa.
Humane tumorske cCelijske linije (A375 - melanoma; MDA-MB 231 - adenocarcinoma dojke
1 HCT116 — karcinoma kolona), su tretirane rastu¢im koncentracijama etarskog ulja izopa u
toku 72h. U zakljuc¢ku se navodi da etarsko ulje pokazuje umjerenu citotoksi¢nu aktivnost
prema testiranim celijskim linijama, kao i da je ona dozno zavisna, u opsegu koncentracija od
0.78-200 pg/mL. ICso vrijednosti etarskog ulja su bile redom 35.16, 62.66 1 29.91 pg/mL na
¢elijskim linijjama A375, MDA-MB 231 i HCTI116 [32]. Dominantna jedinjenja u
navedenom, ispitivanom etarskom ulju su bila linalool i metil-eugenol. Prema ranijim
istrazivanjima, jedinjenje linalool, pokazalo je umjerene inhibitorne efekte na celijske linije
kancera - T-47D dojke (ICso, 224 uM), SW 620 kolorektuma (ICso, 222 uM) i HepG?2 jetre
(ICs0, 290 uM) [78]. Metil eugenol je pokazao aktivnost u MTT testu na celijske linije: HL-
60 humane promijelocitne leukemije (ICso, 76.5 uM) 1 U-937 humanog histocitnog limfoma
(ICso, 89.3 uM) [79]. Veca citotoksiCna aktivnost etarskog ulja u poredenju sa
najdominantnijim komponentama moze biti rezultat njihovog sinergizma ili sinergizma sa
drugim manjim komponentama [32].

Podaci o citotoksi¢noj aktivnosti preparata herbe izopa, a narocito ekstrakata su

oskudni.
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Antiinflamatorna i imunomodulatorna aktivnost

U radu Wang 1 sar. (2011) se navodi da vodeni ekstrakt herbe izopa djeluje kao
potencijalni regulator diferencijacije T pomoc¢nih Celija (Th1, Th2 i Th17) na transkripcionom
nivou, ¢ime doprinosi antiupalnom djelovanju [80]. U radu Ma 1 sar. (2014), pokazano je da
je u grupi asmati¢nih miSeva koja je tretirana suvim vodenim ekstraktom H. officinalis, nivo
eozinofila u bronhoalveolarnoj tecnosti 1 nivo imunoglobulina IgG 1 IgE u serumu, bio sli¢an
grupt zdravih zivotinja, za razliku od grupe tretirane deksametazonom, gdje je doSlo do
povecanja nivoa eozinofila u bronhoalveolarnoj te€nosti 1 povecanja nivoa serumskog IgE,
dok je nivo serumskog IgG smanjen, u poredenju sa grupom zdravih zivotinja. Navodi se da
H. officinalis ne pokazuje samo antiinflamatornu aktivnost inhibiraju¢i porast eozinofila i

smanjujuci nivoe IgE, ve¢ utie 1 na imunoregulaciju [81].

Sedativna i anksioliticka aktivnost

U studiji Lim 1 sar. (2005) se navodi da inhalacija etarskog ulja izopa ima sedativne
efekte na miSevima u testu prinudnog plivanja, koji su prethodno bili vjestacki stimulisani
intraperitonealnom injekcijom kofeina [82].

U zakljucku studije Salehi (2017) se navodi da etarsko ulje ulje H. officinalis (u dozi
od 75 mg/kg) ima anksioliticki efekat i moze da podstakne pamcenje i u¢enje kod miseva pod
hroni¢nim stresom: znacajno je smanjen nivo serumskog i mozdanog malondialdehida,
mozdani i serumski antioksidativni kapacitet znacajno je povecan, zabiljezen je neznatno nizi

nivo kortikosterona u serumu [83].

Spazmoliticka aktivnost

Etarsko ulje izopa 1 izopinokamfon, u radu Lu i sar. (2002) inhibirali su kontrakciju
ileuma zamorca indukovanu acetilholinom 1 barijum hloridom (BaCl2) na nacin zavisan od
koncentracije. Sto se ti¢e inhibicije kontrakcije indukovane acetilholinom, vrijednost ICso za
etarsko ulje je iznosila 42.4 ug/mL, a 61.9 pg/mL za izopinokamfon, dok su vrijednosti istog
parametra inhibicije kontrakcije indukovane barijum hloridom iznosile 48.3 ug/mL i 70.4
ug/mL za etarsko ulje 1 izopinokamfon, respektivno. Aktivnost limonena i f-pinena je bila
neznatna. Bez obzira na to, sinergizam djelovanja razli¢itih komponenata etarskog ulja ne

moze biti iskljucan. U radu se navodi da bi miorelaksantna aktivnost indukovana etarskim
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uljem izopa mogla da potiCe od njegove interakcije sa plazma membranom i naknadne
izmjene jonskih kanala. S obzirom na neaktivnost f-pinena i limonena, sugerisano je da
interakcija ne zavisi samo od lipofilnosti etarskog ulja 1 njegovih komponenti, ve¢ 1 od

hemijske strukture komponenti etarskog ulja [84].

Antiulcerska aktivnost

Predtretman albino pacova sa 100 mg/kg 1 125 mg/kg etanolnog ekstrakta H.
officinalis, 1 h prije primjene etanola, pokazao je dobar antioksidativni 1 antiulkusni
potencijal, koji se detektovao smanjenim nivoom azotnog oksida, smanjenim generisanjem
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS), poboljSanim integritetom Zzeludacne sluznice i
povec¢anom sekrecijom sluzi [85]. Ekstrakt H. officinalis obogacen polifenolnim jedinjenjima
(fenolne kisjeline, tanini 1 flavonoidi) pokazao je znacajnu inhibiciju (92.67%) ureaze
dobijene i1z zrna pasulja 1 nisku inhibiciju (19.6%) a-himotripsina, Sto ga €ini potencijalnim

lijekom za ulkusnu bolest [86].

Antiasmaticna aktivnost

Jedna od glavnih patoloskih karakteristika astme jeste remodelovanje disajnih puteva.
Glavni razlog fibroze i opstrukcije protoka vazduha moze biti talozenje ekstracelularnog
matriksa (ECM) u zidu disajnih puteva. Ekspresija tkivnog inhibitora metaloproteinaze 1
(TIMP-1) i matriks metaloproteinaze 9 (MMP-9), koji dovode do destrukcije plucnog
ekstracelularnog matriksa, kod modela asmati¢nih miSeva, smanjila se nakon tretmana
deksametazonom, kao i nakon tretmana vodenim ekstraktom H. officinalis, uz smanjenje
patoloskih promjena i proliferacije glatkih miSica, sekrecije sluzi i talozenja kolagena, §to

sve, u krajnjem podrzava inhibiciju remodelovanja disajnih puteva [87].
Antidijabeti¢na aktivnost

Matsuura i1 sar. (2004) su procjenjivali inhibitorne aktivnosti vodeno-metanolnih
ekstrakata osuSenih listova H. officinalis prema a-glukozidazi, na eksperimentalnim

miSevima. Ekstrakt je pokazao inhibitornu aktivnost $§to je dalje vodilo ka izolaciji i

identifikaciji jedinjenja koja doprinose ovakvom efektu. Dva izolovana jedinjenja su (7S,
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8S)-siringoilglicerol-9-O- (6’-O-cinamoil)-f-d-glukopiranozid i (7S, 8S)-siringoilglicerol-9-
O-f-d-glukopiranozid [88].

U drugoj studiji, Miyazaki 1 sar. (2003) su procijenili inhibitorne efekte ekstrakta
1zopa na hiperglikemiju 1 apsorpciju ugljenth hidrata u crijevima kod miSeva. Utvrdili su da
ekstrakti izopa inhibiraju varenje slozenih ugljenih hidrata, ali ne apsorbabilnih monosaharida
1 mogu biti korisni suplementi kod hiperglikemije. Za vodeno metanolni ekstrakt osusenog
izopa je potvrdeno da ima inhibitornu aktivnost prema a-glukozidazi. Prema rezultatima,
prilikom primjene 0.51 1.0 mg/mL ekstrakta izopa, prekomjerno povecanje glukoze u krvi je
inhibirano u roku od 120 minuta, Sto sugeriSe da bi izop mogao biti korisna dopunska hrana
za inhibiciju postprandijalne hiperglikemije [89]. U skladu sa ovim rezultatima, patentiran je
proizvod JP 2004256467 koji se bazira na izopu i njegovom inhibitornom dejstvu prema o-
glukozidazi [90].

U studiji Loizzo i saradnika 2008. je pokazano da hloroformski ekstrakt H. officinalis
djeluje inhibitorno prema enzimu a-glukozidazi, sa vrijednostima ICso koje se krecu od 127.3
do 908.4 ug/mL [91].

Antidijabeticka aktivnost metanolnog ekstrakta H. officinalis je evaluirana
odredivanjem njegove sposobnosti inhibicije bioloSke aktivnosti enzima alfa amilaze.
Inhibitorna aktivnost ekstrakta na a-amilazi je uoCena u opsegu 0.1-0.5 mg/mL. ICso
metanolnog ekstrakta je 0.8366 mg/mL. Medutim, vrijednost ICso, referentnog jedinjenja,

akarboze, je manja od 0.025 mg/mL [42].
Larvicidna aktivnost

U radu Pavela (2004) se navodi da metanolni ekstrakt Hyssopus officinalis u
koncentraciji od 10% (w/v), znaCajno inhibitorno utiCe na indeks rasta larve moljca
Spodoptera littoralis (africki/egipatski pamucni crv) [92].

Etarsko ulje H. officinalis pokazalo je i aktivnost protiv larve komarca, Culex
quinquefasciatus, vektora limfati¢ne filarijaze [93].

AKktivnost protiv lajSmanioze

U radu Tabatabaie i saradnika iz 2014. se navodi da je alkoholni ekstrakt izopa bio

efikasan protiv parazita Leishmania major in vitro [94].
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Antiholinesterazna i antidementivna aktivnost

Metanolni 1 heksanski ekstrakti dvanaest biljaka, ukljuuju¢i H. officinalis, koji se
koriste u tradicionalnoj evropskoj medicini za lijjeenje razli€itth poremecaja centralnog
nervnog sistema, testirani su za simptomatsko lijeCenje Alchajmerove bolesti. Posto se
terapija ranih 1 umjerenih stadijuma Alchajmerove bolesti uglavnom zasniva na inhibitorima
holinesteraze, ispitivani su inhibitorni efekti biljnih ekstrakata na enzime acetilholinesterazu
(AChE) i1 butirilholinesterazu (BuChE), koriS¢enjem Ellmanove kolorimetrijske metode. Na
kraju, H. officinalis nije pokazao znacajnu inhibitornu aktivnost - metanolni 1 heksanski
ekstrakti su pokazali 52 + 821 29.6 + 2.3 AChE inhibicije (%) 1 11.5+ 051232+ 2.0
BuChE inhibicije (%) u koncentracijama od 100 mg/mL [95].

Antimelanogena aktivnost

U radu Shin iz 2016. ispitivana su antimelanogena svojstva suvog etanolnog ekstrakta
Hyssopus officinalis upotrebom in vitro testova i sistema kultura celija. Pokazano je da
navedeni ekstrakt inhibira produkciju intracelularnih kiseoni€nih vrsta 1 melanina u B16F10
¢elijama melanoma kao 1 aktivnost tirozinaze. Ovi nalazi ukazuju da ekstrakt izopa moze biti

koristan za spreCavanje oksidativnog oSte¢enja i melanogeneze koze [96].

Antihemoliticka aktivnost

Ekstrakti H. officinalis pokazali su veoma dobru antihemoliti¢ku aktivnost protiv
hemolize izazvane vodonik peroksidom u eritrocitima pacova (ICso — 48.51 £ 2.27 pg/mL za

cvjetove, 19.47 + 0.73 pg/mL za listove i 63.1 + 2.65 pg/mL za stabljike) [97].

1.7. Istrazivanja vrste H. officinalis u Crnoj Gori

Kada je u pitanju Crna Gora, izop nije znacajnije ispitivan: Postoji jedan rad iz 1995.
godine, u kom je ispitivan sastav etarskog ulja izopa koji je sakupljen na lokalitetu Petnjica
(Savnik). Kombinacijom metoda GC i GC/MS odreden je sastav etarskog ulja. Naime,
identifikovano je 57 sastojaka, od kojih su glavni bili metil eugenol (38.30%), limonen
(37.40%) 1 f-pinen 89.6% [34].
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Pored ovog istrazivanja, u dostupnoj literaturi se navodi samo jo$ jedno iz 2009.
godine. Naime, ispitivana je antimikrobna aktivnost etarskog ulja herbe izopa sakupljenog u
Piperima (Kopilje 1 Radovce) disk difuzionom metodom, pri koncentracijama ulja od 5 do 15
ul/disku 1 navodi se da je ulje pokazalo aktivnost na Gram pozitivne bakterije:
Staphylococcus aureus (zona inhibicije 16-31 mm), Enterococcus faecalis (15-25 mm) i
Gram negativne bakterije: Escherihia coli (15-37 mm) i Citrobacter sp. (16-30 mm) [98].

Nema podataka o hemijskom sastavu polarnih ekstrakata herbe izopa iz Crne Gore.
Postoji potreba za dodatnim istrazivanjima hemijskog sastava i farmakolo$kih aktivnosti kako

isparljivih frakcija, tako 1 polarnih ekstrakata herbe izopa sa teritorije Crne Gore.

1.8. Tradicionalna primjena H. officinalis

Izop je ljekovita i aromati¢na biljka, Cija se ljekovita svojstva koriste u narodnoj
medicini od davnina. U proslosti je ova biljka koriS¢ena za ritualno ¢iS¢enje hramova i svetih
mjesta. Primjena biljke u duhovnom procis¢vanju se pominje u Bibliji na viSe mjesta, Sto je
navedeno na pocetku rada. Takode biljka je koriS§¢ena kao lijek za Ciscenje kod oboljelih od
gube [15]. Hipokrat je preporucivao izop za upalu plu¢a, a Dioskorid ga je koristio za
lijecenje astme 1 katara [99].

U narodu je zabiljezena primjena nadzemnih djelova biljke i njenih preparata (infuz,
sirupi, tinkture, ekstrakti) u razliCite svrhe - kao karminativ, stomahik, tonik, dijaforetik,
emenagog, ekspektorans, antiseptik, miorelaksans; kod probavnih 1 crijevnih tegoba,
nadutosti, gasova, gubitka apetita, bolova i gréeva u stomaku; menstrualnih bolova; kod
infekcija urinarnog trakta; za lijeCenje respiratornih bolesti, kao §to su tuberkuloza, astma,
hroni¢ni katar 1 bronhitis, kasalj, bol u grlu, respiratorne infekcije, groznica i iritacije
respiratornog trakta koje prate prehladu [11,15,32,69]; takode je vrednovan u lijeCenju
reumatskih bolova, modrica, rana, opekotina, promrzlina, iritacija koze; stanja anksioznosti i
histerije; zubobolje, bolova u uhu; u regulaciji krvnog pritiska [32]; kod no¢nog znojenja
[10]. Listovi i cvjetovi se koriste osuSeni za pripremu Caja [14].

Tucakov navodi nekoliko preparata na bazi izopa koji se mogu pripremiti kod kuce:
Cajevi za olakSavanje iskasljavanja; Caj protiv znojenja (narocito noénog znojenja kod nekih
bolesnika); protiv hroni¢ne upale zglobova; protiv neugodnog zadaha iz usta, bolova u

krstima 1 stomaku za vrijeme (i prije) menstruacije; vodica za njegu usta i desni [11].
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Gostuski navodi da je najzgodnije upotrebljavati €aj na bazi herbe izopa, koji se
priprema od 4 g izopa i 200 g kljucale vode 1 piju se 2 do 3 Solje dnevno. Navodi se da se
moze koristiti 1 tinktura u dozi od 10 do 30 kapi dnevno u €asi vode ili 100 g (6 kaSika) sirupa
dnevno, koji se sastoji od 100 g herbe izopa, 1000 g kljucale vode 1 1600 g Secera [100]. Ovi
podaci su sli¢ni sa podacima iz drugih literaturnih izvora, gdje se uopSteno smatra da je
primjena herbe izopa sigurna u dozama do 2-3 g/dan. Pojedinacne doze su obi¢no 450-900
mg do tri puta dnevno, a kada se primjenjuje kombinacija izopa sa drugim biljem,

pojedinaéne doze su obi¢no 100-300 mg do tri puta dnevno [101].

1.9. Savremena primjena H. officinalis

Etarsko ulje i1zopa se koristi kao mirisna komponenta u sapunima, parfemima,
kremama 1 drugim kozmeti¢kim proizvodima, kao 1 u aromaterapiji [15]. Etarsko ulje se
koristi 1 u kupkama, oblogama, uljima za njegu tijela 1 masazu [71]. Etarsko ulje izopa se ne
bi smjelo primjenjivati interno, osim pod stru¢nim nadzorom [56].

Izop se koristi 1 za zaCinjavanje mesa 1 generalno kao zacin u prehrambenoj industriji.
Koristi se 1 kao sredstvo za aromatizaciju u likerima [44,71]. Listovi i cvjetovi se mogu
koristiti kao za¢in uz meso, mesne proizvode, supe, sireve, salate, ribu; cvjetovi se mogu
koristiti za pripremu salate [14].

Izop se koristi 1 kao dekorativna biljka. Pogodan je za ozeljenjavanje suvih predjela
[13].

Postoje 1 patentirani kozmeti¢ki preparati na bazi izopa: JP 2004262861 od
24.09.2004, koji se koristi protiv bora i KR2005073080 od 07.03.2015. koji se koristi u
tretmanu akni, tacnije protiv bakterije Propionibacterium acnes [44].

Isop se ne preporucuje trudnicama i dojama zbog nedostatka dostupnih naucnih
dokaza [101].

Uprkos brojnim podacima o tradicionalnoj primjeni, jo$ uvijek nema podataka o
zvani¢noj primjeni izopa u terapijske svrhe - relevantne institucije i udruzenja (Evropska
agencija za ljekove - EMA, Evropsko nau¢no udruzenje za fitoterapiju — ESCOP, Komisija E
njemackog ministarstva zdravalja i Svjetska zdravstvena organizacija — WHO)) do sada nisu
objavile zvani¢ne podatke (monografije) kojima bi bila uredena primjena biljnih ljekovitih

proizvoda na bazi Hyssopus officinalis.
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1.10. Oficinalne droge H. officinalis

Do sada nema definisanih zvani¢nih podataka o specificnom kvalitetu biljnih droga

biljke H. officinalis, odnosno nema oficinalnih droga.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE

Na osnovu pregleda literaturnih izvora 1 dosadasnjih istrazivanja herbe H. officinalis i

njenih preparata, definisani su glavni ciljevi doktorske disertacije:

a)

b)

d)

Ispitivanje morfoloskih i anatomskih karakteristika herbe izopa sa razli€itih stanista u
Croj Gori, kao 1 uzorka i1z Srbije u cilju definisanja parametara za makroskopsku 1
mikroskopsku identifikaciju biljnog materijala;

Ispitivanje hemijskog sastava 1 varijabilnosti hemijskog sastava etarskog ulja 1
metanolnog ekstrakta herbe izopa porijeklom sa razli€itith prirodnih stanista u Crnoj
Gori 1 uzorka iz Srbije, u cilju procjene kvaliteta raspolozivih resursa;

Preliminarna procjena opravdanosti tradicionalne primjene 1 potencijalno novih
mogucnosti za primjenu razli€itih preparata herbe izopa;

Preliminarna procjena farmakoloske aktivnosti etarskog ulja, ekstrakata i1 sastojaka
herbe 1zopa, te njithovog znacaja za definisanje specifi¢nog kvaliteta potencijalno nove

biljne droge Hyssopi herba.

Radi ostvarivanja postavljenih ciljeva, formulisane su sledece hipoteze:

H1: Hemijski sastav polarnih ekstrakata 1 isparljivih frakcija herbe izopa sa prirodnih
staniSta u Crnoj Gort 1 uzorka iz Srbije ne varira u zna€ajnoj merti,

H2: Hemijski sastav polarnih ekstrakata i isparljivih frakcija herbe izopa sa prirodnih
staniSta u Crnoj Gori i uzorka iz Srbije je povezan sa farmakoloskom aktivnoscu;

H3: Preparati herbe izopa ispoljavaju antimikrobnu aktivnost i sinergisticki efekat
kombinovane primjene sa antibioticima;

H4: Preparati herbe izopa ispoljavaju citotoksi¢nu aktivnost;

HS: Preparati herbe izopa ispoljavaju antiinflamatornu aktivnost;

H6: Preparati herbe izopa ispoljavaju antioksidativno djelovanje;

H7: Preparati herbe izopa ispoljavaju antigenotoksicnu aktivnost;

H8: Primjena ispitivane vrste u okviru indikacija poznatih iz tradicionalne medicine je
opravdana, a preparati imaju odredeni ljekoviti potencijal i pruzaju nove mogucnosti
primjene.

H9: Izolovane i/ili identifikovane komponente, Cije djelovanje bude potvrdeno, moguce
je predloziti kao marker-jedinjenja, pogodna za definisanje specificnog kvaliteta biljne

sirovine Hyssopi herba.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Biljni materijal

Nadzemni dio u cvijetu (herba) biljke Hyssopus officinalis subsp. aristatus (Godr.)
Nyman, je sakupljen na 5 razli¢itih, prirodnih lokaliteta na teritoriji Crne Gore (Tabela 3.1.,
Slika 3.1.). Sakupljanje biljnog materijala je izvrSeno u prijepodnevnim Casovima, po
sun¢anom vremenu, u toku mjeseca septembra 2018. godine, kada je biljka bila u fazi punog
cvjetanja. Vrsta nije pronadena na svim lokalitetima, koji se navode u literaturi za teritoriju
Crme Gore. Tokom terenskog rada i potrage za biljnom vrstom, uoceno je da su prirodna
staniSta 1zopa u Crnoj Gori rjetka, kao 1 da su populacije malobrojne. Na lokalitetima na
kojima je vrsta nadena, koji se navode u Tabeli 3.1, nijesu zabiljezene brojne populacije, ali
su bile dovoljne za uzorkovanje, pri ¢emu se vodilo rauna da se staniSta ne ugroze.

Identifikacija biljnog materijala je izvrSena prema Flora Furopaea [102], a herbarski
primjerci su deponovani u herbarskoj zbirci Prirodno matematickog fakulteta u Podgorici
(Crna Gora), na studijskom programu Biologija (TGU). Sakupljeni biljni materijal je osusen
u suvoj, dobro provjetrenoj prostoriji, na sobnoj temperaturi.

Pored biljnog materijala koji je direktno sakupljen na terenu, obezbijeden je joS jedan
uzorak za dalje analize - komercijalni uzorak herbe izopa, koji je kupljen od lokalnog
preduzeca u Srbiji. Komercijalni uzorak je dobijen takode od samoniklog izopa (Hyssopus
officinalis subsp. aristatus (Godr.) Nyman), prikupljenog na lokalitetima u jugoistocnoj Srbiji
(Pirotski 1 Nisavski okrug).

Prije izolacije etarskog ulja, odnosno ekstrakcije, osuSeni biljni materijal je usitnjen

do stepena grubog praska.
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Tabela 3.1. Podaci o biljnom materijalu (herba Hyssopus officinalis subsp. aristatus (Godr.) Nyman) i prinosu
etarskih ulja (1EO-6EO) i metanolnih ekstrakata (1E-6E).

? Srednja vrijednost pet uzastopnih odredivanja.

® N/P (nije primjen;jivo)

Kolektorski  Prinos Prinos
Porijeklo . Nadmorska Datum . . metanolnog
o Mjesto  Geografske . oy L. broj -  etarskog ulja
Uzorak  biljnog Jupliania koordi visina  StaniSte  sakupljanja Vouch EO ekstrakta
materijala sakupljanja koordinate (m) (dd/mmvyyyy) S ou.c er ( 03 a (E)
pecimen (mL/100 g) (% wiw)

Komercijalni Jugoistoéna

1 uzorak . N/P® N/P N/P N/P N/P 1.00 12.02

. Srbija
(Srbija)

Samonikli . N42°31'55"” .

2 (Crna Gora) Kuci £19924'07" 870 kamenjar 13/09/2018 1420263 0.40 9.48
Samonikli G N42°57'16" kameniti

3 (Crma Gora) Savnik £19°05'59" 880 pasnjak 19/09/2018 1420261 0.54 10.24
Samonikli . N43°9'25” .

4 (Crna Gora) Piva E18°50'46" 750 kamenjar 14/09/2018 1420162 0.65 9.05
Samonikli . N42°34'23" kameniti

5 (Crna Gora) Piperi £19°16'0.8" 800 padniak 07/09/2018 1420259 0.79 10.21
Samonikli N42°35'19” .

6 (Crna Gora) Cuce E18°47'40" 820 kamenjar 12/09/2018 1420260 0.48 9.64

Slika 3.1. Hyssopus officinalis subsp. aristatus (Godr.) Nyman, na prirodnim staniStima na teritoriji Cme Gore

(gore lijevo i dolje desno - Piperi; gore u sredini i desno - Cuce; dolje lijevo - Kuci)
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3.2. Makroskopska i mikroskopska analiza herbe izopa

Prikupljeni biljni materijal je analiziran makroskopski. Triokularna lupa Olympus
SZ61 je koriscena za makroskopsku analizu povrsine listova.

IzvrSena je 1 mikroskopska analiza usitnjenog biljnog materijala u cilju utvrdivanja
prisustva karakteristinih elemenata, poredenjem sa dostupnim literaturnim podacima.

Trajni preparati su pripremljeni standardnom metodom za svjetlosnu mikroskopiju.
Popre€ni presjeci listova 1 stabala (debljine 10-15 um) su isjeCeni na Reichert kliznom
mikrotomu. Presjeci su obojeni safraninom (1%, w/v, u 50% etanolu) i alcian plavim (1%,
w/v, vodeni rastvor). Svi preparati su montirani u Kanada balzamu, nakon dehidratacije.
Anatomski presjeci listova 1 stabljika su analizirani na svjetlosnom mikroskopu (LM)
Olympus BX41, sa kamerom Olympus SC30.

Pod svjetlosnim mikroskopom Olympus BX41, takode su analizirani i fotografisani i
privremeni preparati (poprecni presjeci stabala 1 listova) bojeni u opStem reaktivu prema

Tucakovu.

3.3. Izolacija etarskog ulja

Etarska ulja su izolovana iz biljnog materijala hidrodestilacijom u aparaturi po
Klevendzeru (Clevenger) (Slika 3.2.), prema Postupku I, IV Jugoslovenske Farmakopeje
(1984), koji je pogodan za izolaciju etarskih ulja laksih od vode [103].

Za izraCunavanje prinosa etarskih ulja (%, u odnosu na suvu masu biljnog materijala),
1zvrSeno je pet uzastopnih volumetrijskih odredivanja.

Nakon izolacije, etarska ulja su ¢uvana na temperaturi 4°C, u tamnim, staklenim,
dobro zatvorenim bocicama, zasticenim od svjetlosti. Podaci o prinosu etarskih ulja iz biljnog

materijala su dati u Tabeli 3.1.
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Slika 3.2. Izolacija etarskog ulja iz biljnog materijala postupkom hidrodestilacije u aparaturi po Klevendzeru

3.4. Postupak pripreme metanolnih ekstrakata

Metanolni ekstrakti su pripremljeni postupkom bimaceracije, koji propisuje IV
Jugoslovenska Farmakopeja (1984) [103].

Naime, osuSen 1 samljeven biljni materijal, je preliven sa tri dijela metanola i
maceriran tri dana, uz muckanje 1 mijesanje, najmanje dva puta dnevno, u dobro zatvorenoj
posudi zasti¢enoj od direktne sunceve svjetlosti. Nakon tri dana macerat je odvojen od droge
cijedenjem. Zaostala droga u posudi je ponovo macerirana tri dana na isti nacin sa joS dva
dijela metanola. Macerat je ponovo odvojen cijedenjem 1 sjedinjen sa prvim maceratom.
Sjedinjeni macerat je ostavljen dva dana na hladnom mjestu zasticenom od svjetlosti i
filtriran [103].

Nakon bimaceracije, ekstrakti su upareni do suva, pomocu rotacionog evaporatora,
pod snizenim pritiskom 1 na temperaturi ispod 50°C, a zatim 1 u struji azota (Slika 3.3.).

Do analiza, dobijeni ekstrakti su Cuvani na 4°C, u dobro zatvorenim, staklenim
posudama, zasticenim od svjetlosti. Podaci o prinosu metanolnih ekstrakata iz biljnog
materijala su dati u Tabeli 3.1.

Neposredno prije analiza, ekstrakti su rekonstituisani dodavanjem metanola (J.T.
Baker Chemicals Co., Phillipsburg, NJ, SAD), do koncentracije 5 mg/mL 1 filtrirani kroz

membranski filter, veli¢ine pora 0.45 um (Captive Syringe Filters, Agilent, Njemacka).
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Slika 3.3. Priprema metanolnih ekstrakata herbe izopa

3.5. GC-MS analiza etarskih ulja

Kvalitativna i semikvantitativna hemijska analiza etarskih ulja izvedena je primjenom
gasne hromatografije u kombinaciji sa masenom spektrometrijom (GC-MS), na gasnom
hromatografu Agilent Technologies 6890 Series.

Alikvot od 0.2 puL svakog rastvora etarskog ulja (10 pL/mL u heksanu) je injektovan
u split modu, uz split odnos 1:20, pri temperaturi od 220°C. Komponente su razdvojene na
nepolarnoj poli(tetrametil-1,4-sulfenilensiloksan) HP-5ms koloni (Agilent Technologies;
dimenzija 30 m x 0.25 mm, debljina sloja 0.25 pm). Kolona je eluirana u temperaturno-
programiranom rezimu: pocetna temperatura 60°C, porast 3°C/min do 246°C (ukupno
vrijeme analize 62 min). Helijum visoke Cistoce (5.0) je koriS¢en kao gas nosaC, sa
konstantnim protokom od 0.9 mL/min. Efluent je proslijeden u Agilent Technologies series
5975 maseni spektrometar za elektronsku jonizaciju, preko transfer-linije ¢ija je temperatura
odrzavana na 280°C. Parametri masenog spektrometra bili su sljedeci: energija elektrona 70
eV, temperatura jonskog izvora 230°C, temperatura kvadrupola 150°C. Primijenjen je scan
mod akvizicije, u m/z opsegu 35-400, i1 uz solvent delay od 2.30 min. Da bi se postiglo bolje
slaganje izmedu eksperimentalnih i biblioteckih spektara, koriscen je standard spectra tune.

Dobijeni podaci su obradeni pomocu softvera Agilent Technologies MSD
ChemStation (revizija E01.01.335) u kombinaciji sa NIST MS Search softverom (verzija
2.0d). Za identifikaciju masenih spektara koris¢ene su spektralne biblioteke Wiley Registry
of Mass Spectral Data [104], NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library [105] i Adams' mass

38



spectral library of essential oils (3rd Edition) [106]. Identitet jedinjenja je potvrden
poredenjem MS spektara 1 linearnih retencionih indeksa sa literaturnim podacima. Relativni
udio jedinjenja odreden je metodom normiranja povrsine 1 izrazen kao povr§ina u procentima

(%).

3.6. LC-DAD-MS analiza ekstrakata

Tecna hromatografija sa diodnim 1 masenim detektorom (eng. liquid chromatography
with diode array and mass spectrometry, LC-DAD-MS), je sprovedena na uredaju Agilent
LC/MS System 1260/6130 (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka) (Slika 3.4.), koji je
bio opremljen sa: softverom, ChemStation Rev. B.04.03-SP1, degazerom (model G1311B),
kvaternarnom pumpom (G1311B/1260), autosemplerom (G1329B), detektorom sa diodnim
nizom (DAD) (G4212B), maseno selektivnim detektorom (MSD) (6130) (jednostruki
kvadrupol sa elektrosprej jonizacijom na atmosferskom pritisku (eng. atmospheric pressure
ionization - electrospray ionization, API-ESI])) 1 reverzno-faznom kolonom Zorbax SB-Aq
(150 x 3.0 mm; precnik Cestica 3.5 um, Agilent Technologies), pri radnoj temperaturi od
25°C.

Mobilna faza se sastojala od 0.1% vodenog rastvora mravlje kisjeline (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, SAD) - faza A i acetonitrila (J.T. Baker Chemicals Co., Phillipsburg, NJ,
SAD) - faza B. Koris¢en je sljedeci gradijentni program eluiranja: 10% B do 35% B (0-20
min), 35% B do 90% B (20-24 min), 90 % B (24-25 min), 90% B do 10% B (25-30 min), sa
ukupnim vremenskim intervalom rada od 30 minuta, brzinom protoka mobilne faze 0.35
mL/min i zapreminom injektovanog uzorka od 3.00 pL. Spektralni podaci svih pikova su
sakupljeni u opsegu od 190 do 640 nm, a hromatogrami su snimani na 210, 270, 320 1 350
nm. Elektrosprej jonizacija na atmosferskom pritisku (API-ESI) u negativnom polaritetu i
rasponu m/z 100-1000 je koriscena za jonizaciju analita. Parametri jonskog izvora su bili
sljedeci: naponi fragmentacije 100 i 250 V, protok gasa za suSenje (azot) 10.0 L/min,
temperatura gasa za susenje 350°C, pritisak nebulizacije 40 psi, a napon na kapilari 3500 V.

Jedinjenja su identifikovana poredenjem njihovih UV i MS spektralnih podataka i
retencionih vremena (Rt) sa odgovaraju¢im podacima dobijenim za standardna jedinjenja pod
istim hromatografskim uslovima, kao 1 poredenjem sa ranije objavljenim literaturnim
podacima. Sadrzaj hlorogenske (eng. chlorogenic acid, CA) i rozmarinske kisjeline (eng.

rosmarinic acid, RA) je odreden metodom eksternog standarda na 320 nm. Osnovni (eng.
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stock) rastvori hlorogenske kisjeline (0.4 mg/mL) i rozmarinske kisjeline (0.5 mg/mL) su
pripremljeni rastvaranjem referentnih supstanci u metanolu i naknadnim filtriranjem
dobijenih rastvora kroz membranski filter (0.45 uM, Captiva, Agilent). Naknadnim
razblazivanjem istim rastvaraCem, pripremljeni su kalibracioni standardi, sa Sirokim
koncentracionim opsegom. Navedeni postupak (ukljucujuéi pripremu osnovnih rastvora) je
ponavljan tri puta, tako da su za svaku kalibracionu tacku vrSena tri mjerenja. Kalibracione
krive 1 koeficijenti determinacije su dobijeni na osnovu linearne regresione analize. Limit
detekcije (LoD) i limit kvantifikacije (LoQ) su izraCunati prema smjernicama International
Conference on Harmonisation (ICH) [107].

Za odredivanje sadrzaja CA (>97%) (Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka) i RA (>99%)
(Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka), koriscene su sljedece kalibracione krive:

- CA: y = 26733x + 70.594, R? = 0.9998, opseg linearnosti 0.02-0.4 mg/mL; LoD =
0.005 mg/mL; LoQ = 0.015 mg/mL,;

-RA:y = 18000x + 39.94, R? = 0.9998, opseg linearnosti 0.00625-0.5 mg/mL; LoD =
0.003 mg/mL; LoQ = 0.010 mg/mL.

Rastvaraci koji su se koristili za LC-DAD-MS analizu su bili stepena Cistoce LC-MS

grade; svi drugi rastvaraci i reagensi koriS§¢eni u eksperimentima su bili analiti¢ke Cistoce.

Slika 3.4. Uredaj za LC-DAD-MS analizu - Agilent LC/MS System 1260/6130
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3.7. Ukupni fenoli

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u suvim metanolnim ekstraktima je odreden
pomocu Folin-Ciocalteu (FC) reagensa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) -
fosfomolibdovolframova kisjelina, metodom koju opisuju Veliglou 1 sar. (1998) [108].

Fenolna jedninjenja prisutna u biljnom ekstraktu, u baznoj sredini, redukuju FC
reagens, Wo®" jon do Wo*" jona i Mo®" jon do Mo*" jona (volfram-molibdensko plavo), a
sama se oksiduju do o-hinona. Intenzitet plave boje se odreduje spektrofotometrijski i
proporcionalan je sadrzaju fenolnih jedninjenja u biljnom ekstraktu [108]. Postupak 1 reagensi

su prikazani u Tabeli 3.2.

Tabela 3.2. Postupak odredivanja sadZaja ukupnih fenolnih jedninjenja u metanolnom ekstraktu herbe izopa

Analiza Slijepa proba
Uzorak! 100 pL Metanol
FC reagens® 750 uL 750 uL

Smjesa je snazno promuckana i nakon 5 minuta dodat je sljedeci reagens
(Na>COs u vodi — vidjeti ispod)

N2a:COs? u vodi (60 g/L) | 750 pL | 750 uL
Smjesa je inkubirana 90 min. u mraku na s<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>