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FITOHEMIJSKO ISPITIVANJE FLORE CRNE GORE
SA POSEBNIM OSVRTOM NA NEKE BILJKE
IZ REGIONA PASTROVICA

Sazetak: U ekstraktima ispitivanih biljnih vrsta Euphorbia dendroides (drvenasta mle-
¢ika), Cephalaria leucantha (glavatka) i Cotinus coggygria (ruj), koje se mogu naci u regionu
Pastrovica, identifikovan je veliki broj razli¢itih sekundarnih metabolita kao $to su diterpe-
noidi tipa jatrofana, triterpenoidni saponin leukantozid A, iridoidi, flavonoidi i etarska ulja.
Ova jedinjenja su pokazala razli¢ite bioloske aktivnosti koje mogu biti interesantne sa far-
mokoloske tacke gledista. Pojedini jatrofani iz mlecike pokazuju aktivnosti protiv nekih ce-
lijskih linija humanog kancera, triterpenoidni saponin leuakantozid A iz C. leucantha stabi-
lizuje mikrotubule u tzv. tubulinskom testu, dok je etarsko ulje iz rujevine ispoljilo znacaj-

nu antimikrobnu aktivnost.

Kljucne reci: Sekundarni metaboliti, Euphorbia dendroides, Cephalaria leucantha, Co-
tinus coggygria

1. UVOD

Predmet ovog rada je sazet prikaz dosadasnjih fitohemijskih istrazivanja samo-
niklih biljaka Crne Gore sa naglaskom na bioaktivnim sastojcima. U Crnoj Gori
samoniklo raste 3.136 vrsta i podvrsta visih biljaka (paprati i cvetnice) [24], medu
kojima su preko 400 endemiti Balkanskog poluostrva, a oko 50 vrsta endemiti Cr-
ne Gore i okolnih podruc¢ja [25]. Teritorija Crne Gore se moze podeliti na tri eko-
regije: ilirske listopadne $ume, sredozemnu vegetaciju na priobalju i dva podtipa
mesovitih $uma (balkanske mesovite Sume na krajnjem severu i istoku i dinarske
mes$ovite Sume u ostatku zemlje [1].
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Nasa istrazivanja, zapoceta sredinom 90-tih godina na Hemijskom fakultetu i
u Centru za hemiju (IHTM), u saradnji sa Institutom za istraZivanje lekovitog bilja
»Dr Josif Panci¢”, obuhvatila su slede¢e familije (klase prirodnih proizvoda): Aste-
raceae (seskviterpenski laktoni, flavonoidi i lignani), Apiaceae (kumarini, seskvi-
terpenski laktoni i lignani), Gentianaceae (ksantoni, sekoiridoidi, C-glukoflavoni),
Guttiferae (prenilovani floroglucinoli), Dipsacaceae (triterpenoidni sapononi, se-
koiridoidi i flavonoidi), Euphorbiaceae (diterpenoidi) i Anacardiaceae (flavonoidi).
Ispitivane (uglavnom visokoplaninske) biljke su prikupljane na vise lokacija u Cr-
noj Gori. Ukupno je izolovano i okarakterisano vise stotina jedinjenja, od kojih su
mnoga bila nova, a veliki broj je pokazao i razli¢ite bioloske aktivnosti (antibakterij-
ske, antifungalne, citotoksi¢ne, tubulinski test, radioprotetktivne i antioksidativne).!

Mada su ova istrazivanja bila uglavnom fokusirana na visokoplaninske biljke
Crne Gore, prikupljene su i detaljno hemijski ispitane neke biljne vrste koje se mo-
gu nadi i u regionu Pastrovica, kao $to su, na primer, Euphorbia dendroides (drve-
nasta mlecika), Cephalaria leucantha (glavatka) i Cotinus coggygria (ruj). U ovom
radu prikazano je hemijsko ispitivanje navedenih biljnih vrsti, kao i sazet prikaz
bioloskih aktivnosti njihovih sekundarnih metabolita.

2. REZULTATI I DISKUSIJA

2. 1. IZOLOVANJE I KARAKTERIZACIJA I BIOLOSKA AKTIVNOST
JATROFANSKIH DITERPENA 1Z EUPHORBIA DENDROIDES
L. (DRVENASTA MLECIKA) [2-6]

Familija mlecika (Euphorbiaceae) u najsirem smislu [7] jedna je od najvecih i
najbrojnijih biljnih familija dikotiledonih skrivenosemenica, koju ¢ini pet potfa-
milija, 49 tribusa, 317 rodova i vise od 8.000 vrsta. Vrsta cije je ispitivanje ovde pri-
kazano, Euphorbia dendroides, u narodu poznata kao drvenasta mlecika, pripada
rodu familije Euphorbiaceae (potfamilija Euphorbioideae, tribus Euphorbieae, sup-
tribus Euphorbiinae Griseb. I sekciji Sect. Pachycladae /Boiss./ Tutin) koji ¢ine jed-
nogodis$nje, dvogodisnje ili visegodisnje zeljaste i drvenaste cvetnice. Kada se po-
vrede, biljke ove familije luce lepljivu tecnost - lateks koji ima odbrambenu ulogu,
otrovan je za biljojede, odbija insekte, a deluje i kao iscelitelj rana biljaka koje ga
luce. Kod vecine vrsta je beo (podseca na mleko, od ¢ega i potice naziv — mlecike)
ili bezbojan, ali moze biti i Zute boje. Iz biljke isti¢e kada se ona mehanicki osteti.
Hemijski sastav lateksa (diterpenski i/ili triterpenski estri) se razlikuje od vrste do
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vrste i od njega zavisi koliko je pojedina vrsta otrovna. Neke komponente lateksa
deluju kao iritanti za kozu i sluzokozu, i mogu uzrokovati bolna zapaljenja, pa u
radu sa njima treba biti veoma obazriv.

E. dendroides je malo drvo iz familije Euphorbiaceae koje raste u mediteran-
skom bazenu, pretezno na ostrvima i uzanom priobalju njegovog severnog dela
od Balearskih ostrva do egejskih obala Male Azije. U Severnoj Africi retka i spo-
radi¢na duz mediteranske obale AlZzira, Tunisa, Libije i zapadnog Egipta. Osetlji-
va je na mraz te raste na stenama i klifovima neposredno uz more ili na ostrvima
gde obrazuje zbunaste formacije. Retko se nalazi dublje u kopnu i to samo na za-
$ticenim osunc¢anim stranama. Retko se gaji po parkovima kao nisko ukrasno dr-
vo. Koristi se u tradicionalnoj medicini. Kao i mnoge druge vrste roda, kada se po-
vredi luci beli lepljivi lateks koji je toksican i koristi se od davnih vremena za treti-
ranje izraslina na kozi kao $to su obi¢ne bradavice i tumori (benigni i maligni) [8].
Uprkos Sirokom mediteranskom rasprostranjenju, E. dendroides nije mnogo fito-
hemijski prou¢avana. Do sada je proucavana ova vrsta razli¢itog geografskog po-
rekla: isparljive supstance E. dendroides poreklom iz Grcke [9], epikutikularni vo-
skovi E. dendroides [10], antioksidativna i citotoksi¢na aktivnost E. dendroides iz
Egipta [11], ulje [12], tokoferoli, masne kiseline i steroli [13], kao i diterpeni [14, 15]
E. dendroides poreklom sa Sardinije, ali ova vrsta sa izabranog lokaliteta (Crna Go-
ra) do sada nije fitohemijski prouc¢avana. Nadzemni delovi ispitivane E. dendroi-
des sakupljeni su u aprilu 2009. godine u okolini Petrovca, Crna Gora, i osu$eni na
promajnom mestu bez direktnog izlaganja suncevoj svetlosti. Herbarski primerak
(No. 030409) je deponovan u herbarijumu Botanicke baste ,,Jevremovac” Biolos-
kog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Lateks E. dendroides sakupljen je u aprilu
2011. godine na istom lokalitetu. Odvojeno su proucavani nadzemni delovi i lateks.

Jedinjenja su izolovana primenom standardnih hromatografskih tehnika na si-
lika gelu: ,,dry-column flash” hromatografije, hromatografije na koloni i prepara-
tivne tankoslojne hromatografije, kao i preparativne te¢ne hromatografije. Struk-
ture i relativne konfiguracije izolovanih jedinjenja odredene su primenom savre-
menih spektrometrijskih i spektroskopskih metoda: masene spektrometrije viso-
kog razlaganja (HRESIMS), 1 D i 2 D NMR spektroskopije (' H, * C, DEPT, COSY,
NOESY, HSQC, HMBC), UV i IR spektroskopije i polarimetrije, kao i poredenjem
dobijenih spektralnih podataka sa spektralnim podacima srodnih jedinjenja izo-
lovanih iz E. dendroides [14] i drugih mlecika iz ovog roda.

Nezavisno su analizirani ekstrakti osusenog i samlevenog biljnog materijala
(nadzemni delovi), odnosno lateksa koji je prikupljan na licu mesta. Iz nadzemnog
dela E. dendroides izolovano je i okarakterisano Sest novih jatrofana, koji su nazva-
ni eufodendrofani A - F (1-5, 16) [2, 3], a iz mle¢nog lateksa E. dendroides izolova-
no je i okarakterisano trinaest novih jatrofana, eufodendrofani G - S (6-15, 17-19),
kao i tri jatrofana izolovana iz nadzemnih delova (1, 2, 16). U ovom radu, kao i u ref.
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[6] su prikazani rezultati analize lateksa, dok je analiza nadzemnih delova opisana u
referencama [2, 3]. Strukture identifikovanih efodendrofana prikazane su na Slici 1.

Neka od izolovanih jedinjenja su podvrgnuta testovima za ispitivanje bioloskih
aktivnosti. Sposobnost jedinjenja 1-7, 9, 10 i 16-19 da in vitro inhibiraju rast sen-
zitivih i rezistentnih celijskih linija humanog karcinoma pluc¢a (NCI-H 460 i NCI-
H 460/R), karcinoma debelog creva (DLD 1 i DLD-TxR) i glioblastoma (U 87 i U
87-TxR) procenjivana je pomocu sulforodamin B (SRB) testa. Kao kontrolna sup-
stanca upotrebljen je paklitaksel. Od ukupno trinaest analiziranih jatrofana, jedi-

1-14 15 16-19

Jatrofan R, R, R, R, R, R, R,
1: Eufodendrofan A H Pr Ac iBu Ac Nic H
2: Eufodendrofan B H iBu Ac iBu Ac Nic H
3: Eufodendrofan C H Pr Ac iBu Ac Nic Ac
4: Eufodendrofan D H iBu Ac Ac Bz Ac H
5: Eufodendrofan E H Pr Ac iBu Bz Ac H
6: Eufodendrofan H H Pr Ac iBu Bz Nic H
7: Eufodendrofan I H Pr Ac iBu Nic Nic H
8: Eufodendrofan J H Pr Ac iBu iBu Nic H
9: Eufodendrofan K H iBu Ac iBu Bz Nic H
10: Eufodendrofan L H iBu Ac iBu Nic Nic H
11: Eufodendrofan M H iBu Ac Ac Nic Ac H
12: Eufodendrofan N H Ac Ac iBu Ac Nic H
13: Eufodendrofan O OAc iBu Ac iBu Ac Nic H
14: Eufodendrofan P OAc iBu Nic iBu Ac Nic H
15: Eufodendrofan G ONic iVal Ac / / / /
16: Eufodendrofan F OAc Ac iBu Ac Nic Ac Ac
17: Eufodendrofan Q OAc Pr iBu Ac Nic Ac Ac
18: Eufodendrofan R OAc Ac iBu Nic Nic Ac Ac
19: Eufodendrofan S OAc Ac iBu Ac Bz Ac Ac
Ac - acetil; Bz — benzoil; iBu - izobutanoil; iVal - izovaleril;
Nic - nikotinoil; Pr - propanoil

Slika 1. Strukture jatrofanskih diterpena izolovanih iz lateksa
i nadzemnih delova E. dendroides
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njenja 2, 6, 9, 10, 17-19 efikasnije od ostalih inhibiraju rast kako NCI-H 460 tako
i NCI-H 460/R ¢elijja (ICy, 4,7 - 16,2 uM, odnosno IC;, 8,3 — 26,8 pM).

Jedino je otpornost NCI-H 460/R celija na jedinjenje 16 znacajna. Jedinjenja
10 i 18 najefikasnije od ispitivanih jatrofana inhibiraju rast U 87 ¢elija (IC 5, 10,0,
odnosno 8,6 uM), a postizu zadovoljavajuce dejstvo i na U 87-TxR ¢elijama (IC ;,
57,1, odnosno 28,5 uM).

2.2. SEKUNDARNI METABOLITI BILJNE VRSTE CEPHALARIA
LEUCANTHA L (GLAVATKA BELA) [16, 17]

Rod Cephalaria Schard., familija Dipsacaceae obuhvata oko 60 vrsta raspro-
stranjenih uglavnom u sredozemnoj oblasti i prednjoj Aziji. Neke vrste nastanjuju
stepske oblasti do Sibira, a ostale se javljaju preko Etiopije sve do Juzne Afrike. U
Srbiji i Crnoj Gori je zabelezeno 7 vrsta [18].

Cephalaria leucantha L. je visegodi$nja poluzbunasta biljka. Raste na kame-
nitim, osun¢anim mestima. Rasprostranjena je u Juznoj Evropi, pre svega u obal-
nom pojasu Mediterana. Kod nas se moze naci u Koznickoj boki (Kosovo), doli-
ni Zete i primorskim predelima Crne Gore. Biljke ovog roda sadrze iridoide, seko-
iridoide, lignane i flavonoide, kao i triterpenske saponine. Neke vrste sadrze i al-
kaloide. Iz C. leucantha ranije je izolovan jedan C-glikozidni flavon, swertiajapo-
nin [19]. Veliko je interesovanje za ove klase jedinjenja iz dva razloga: zbog razno-
vrsnih biologkih efekata, i zbog mogué¢nosti primene kao markera u biohemijskoj
sistematici (hemotaksonomiji).

Nadzemni deo C. leucantha sakupljen je u julu 2003. godine u blizini Da-
nilovgrada, pored magistralnog puta Podgorica-Niksi¢. Herbarski primerak (C
243/03) se nalazi u herbarijumu Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta u
Podgorici.
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Slika 2. Strukture sekundarnih metabolita izolovanih iz nadzemnih delova
C. leucantha: leukantzid A (20), loganinska kiselina (21) i loganin (22)
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Nakon susenja biljnog materijala na vazduhu i ekstrakcije 90% metanolom,
usledile su hromatografije na kolonama sefadeksa LH-20 i silika gela. Dalje pre-
¢iS¢avanje je izvr$eno uz pomoc¢ tzv. Lobar kolone. Na ovaj nacin izdvojen je nov
triterpenoidni saponin, leukantozid A (20) (SI. 2), ¢ija je struktura odredena pri-
menom spekroskopskih metoda nabrojanih u prethodnom poglavlju (2.1) [17, 18].

Jedinjenje 20 pokazalo je aktivnost u stabilizovanju mikrotubula u tzv. tubu-
linskom testu, koja je bila priblizno sto puta manja od aktivnosti paklitaksela ko-
ji se koristi u hemoterapiji kancera. Pored leukantozida A iz nadzemnih delova C.
leucantha izolovani su i okarakterisani pomocu spektara iridoidi loganinska kise-
lina (21) i loganin (22) (SI. 2). Loganin, iridoidni glukozid pokazuje mnoge bioloske
aktivnosti, kao $to su npr., inhibicija Cox-1 i suzbijanje stvaranja TNF-a. Ovo jedi-
njenje je takode i moc¢an lovac slobodnih radikala, a inhibira i melanogenezu [20].

2.3. SEKUNDARNI METABOLITI BILJNE VRSTE COTINUS
COGGYGRIA SCOP. (RUJ, RUJEVINA) [21, 22]

Cotinus coggygria Scop. pripada oiligotipskom rodu Cotinus familije Anacar-
diaceae, obuhvata 5 vrsta rasprostranjenih u Evropi, Isto¢noj Aziji i juznim delovi-
ma SAD: Ruj (C. coggygria) je $iroko rasprostranjen u srednjoj i jugoisto¢noj Evro-
pi, Centralnoj Aziji i Dalekom istoku. Najce$ce naseljava termofilna kamenita kre¢-
njacka i serpentinitska stanista, pescare i posebno Sume crnog graba i crnog bo-
ra. U okviru velikog evroazijskog areala obrazuje veci broj varijeteta, od koji su u
Srbiji zabalezena var. laevis i var. arenaria. U narodu je poznata pod imenom ru-
jevina [23]. Jedna je od popularnijih ukrasnih bastenskih biljaka, zahvaljujuci bo-
ji plodne cvasti (Zutobela, rozikasta i zelenkasta) preko leta i liS¢a u jesen, tako da
je ima po parkovima. Postoji veliki broj kultivisanih sorti. Poseduje i mnoge kori-
sne lekovite osobine. U narodnoj medicini mnogih zemalja koristi se kao antiin-
flamatorno, antimikrobno, antihemoralgi¢no sredstvo, kao i za zaceljivanje rana.
Ekstrakti pokazuju izrazitu antioksidativnu aktivnost in vitro. Etarsko ulje lis¢a i
mladih grancica pokazuje prilicnu antibakterijsku i antifungalnu aktivnost, a ter-
penski kompleks se koristi za parfeme. Takode, lis¢e i stablo se koriste za bojenje
koze, vune, svile u Zutu i Zutonarandzastu boju.

Biljni materijal ¢ije je hemijsko ispitivanje ovde prikazano (suvo stablo rujevine
i sveze lis¢e sa grancicama) je sakupljen na Zlatiboru, u Deliblatskoj pescari, Bota-
nickoj basti Jevremovac (Beograd) i Zemunu u julu 2005. godine.

Iz ekstrakta (CHCl;-MeOH, 2:1) osusenog biljnog materijala primenom hro-
matografije na koloni silika-gela ukupno je izolovano deset jedinjenja (SL. 3): au-
ron - sulfuretin (23), flavonol - fisetin (24), flavanonoli - fustin (25) i 3-metilfu-
stin (26), flavononi - eriodiktiol (27) i butin (28), flavon - 2’,3’,7-trihidroksiflavon
(29), 3,4, 7-trihidroksi-3-metoksi-2,3-oksaflavanonol (30), sterol — 3-3-O-sitosterol
glukozid (31) i -rezorcinolna kiselina (32), ¢ije su strukture odredene spektroskop-
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25:R"=0OH,R?=H
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Slika 3. Strukture jedinjenja izolovanih iz nadzemnih delova C. coggygria

skim (1D i 2D NMR, UV, MS) metodama. Fustin, sulfuretin i fisetin su pokazali
znacajnu in vitro antioksidativnu i antibakterijsku aktivnost. Ostala jedinjenja su
izolovana u koli¢ini nedovoljnoj da bi im se ispitale ove aktivnosti.

Pored toga, analizirana su i etarska ulja svih uzoraka. Njihov sastav je pokazao
zavisnost od lokaliteta, mada su medusobno veoma sli¢na po sastavu, izuzev ulja
uzorka iz botanicke baste, koje se razlikuje od svih do sad radenih. Najdominan-
tnija klasa jedinjenja u etarskim uljima uzoraka sa lokaliteta Zlatibor, Deliblatska
pescara i Zemun su monoterpenski ugljovodonici, a medu njima najzastupljeniji
su limonen, (Z)- i (E)-B-ocimen i a- i $-pinen. U etarskom ulju uzorka iz botanic-
ke baste glavna komponenta je seskviterpen germakren D, zajedno sa monoterpe-
nima a- i f-pinenom i bornil acetatom. Etarska ulja uzoraka iz Zemuna i Deliblat-
ske pedcare su podvrgnuta antibakterijskim i antifungalnim testovima. Medu te-
stiranim bakterijskim vrstama, Staphylococcus i Micrococcus vrste su pokazale naj-
vecu osetljivost prema ovim uljima, dok su Candida albicans i Trichophyton men-
tagrophytes bile najosetljivije od fungalnih vrsta.

3. ZAKLJUCAK

Ipitivanjem hemijskog sastava nadzemnih delova tri biljne vrste koje se mogu
naci u regionu Pastrovi¢a Euphorbia dendroides, Cephalaria leucantha i Cotinus
coggygria, identifikovano je primenom spektrometrijskih metoda tridesetak sekun-
darnih metabolita. Jatrofani (1-19), triterpen leukantozid A (20) i flavonoid 30 bi-
li su nova jedinjenja, a otkriveni su i novi potencijalni izvori lekovitih sirovina (E.
dendroides). Pored ispitivanih biljnih vrsta postoje jo$ neke samonikle vrste, kao
§to su npr. Euphorbia wulfenii i Helichrysum italicum u regionu Pastrovica koje bi
bile vredne fitohemijskih ispitivanja.
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Milka JADRANIN, Dejan GODEVAC,
Miroslav NOVAKOVIC, Slobodan MILOSAVLJEVIC

PHYTOCHEMICAL INVESTIGATION OF THE FLORA OF MONTENEGRO
WITH THE EMPHASIS ON SOME SPECIES FROM PASTROVICI REGION

Summary

Chemical investigation of plant species Euphorbia dendroides (tree spurge), Cephalaria
leucantha and Cotinus coggygria (smoke tree) which coud be found in Pastrovi¢i region re-
vealed quite a few different secondary metabolites such as diterpenes jatrophanes, a triter-
penoid saponin leucanthoside A and iridoids, as well as flavonoids and essential oil. These
compounds exhibited different biological activities, interesting from pharmacologic point
of view. For example, some jatrophanes originating from the tree spurge were rather active
against some human cancer cell lines, triterpenoid saponin leucanthoside A from C. leu-
cantha exhibited a microtubule-stabilizing activity in the tubulin assay, wheras the essential

oil from Cotinus coggygria was considerably effective in antimicrobial tests.

Key words: Euphorbia dendroides, Cephalaria leucantha, Cotinus coggygria, diterpenes,
jatrophanes, triterpene, leucanthoside A, flavonoids



	Milka JADRANIN, Dejan GOĐEVAC, Miroslav NOVAKOVIĆ, Slobodan MILOSAVLJEVIĆ: FITOHEMIJSKO ISPITIVANJE FLORE CRNE GORE SA POSEBNIM OSVRTOM NA NEKE BILJKE IZ REGIONA PAŠTROVIĆA



