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1. UVOD 
 

Proučavanje biokemijskih spojeva nastalih metaboličkim putevima u biljkama sakupljenim na 

prirodnim staništa iznimno je važno jer izolacijom i identifikacijom tih spojeva dobivamo uvid 

koji spojevi utječu ne samo na biljku u kojoj se nalaze, već neizravno i na druge biljke u blizini 

kao i na okoliš u cjelini [1]. Ovi spojevi su važni čimbenici u prilagodbi biljaka na abiotske 

stresne čimbenike. Štoviše, susjedne biljke detektiraju druge biljne hlapljive tvari kao „poruke“ 

o napadima biljojeda ili patogena, i posljedično prilagođavaju svoje metaboličke odgovore [2]. 

Prvi dio disertacije usmjeren je na identifikaciju slobodnih hlapljivih spojeva koji čine važan 

dio specijaliziranih biljnih metabolita, te biološku aktivnost kod vrsta Veronica saturejoides 

Vis. ssp. saturejoides, Veronica officinalis L. i Veronica austriaca L. ssp. jacquinii (Baumg.) 

Eb. Fisch. a objavljen je kroz prva tri rada (poglavlje 3.1., 3.2. i 3.3.). Drugi dio disertacije se 

bavi pitanjem slobodnih hlapljivih komponenti kao kemofenetskih markera za rod Veronica 

istraženih i objavljenih kroz dva znanstvena članka prikazanim u poglavljima 3.4. i 3.5.  

1.1. Rod Veronica – čestoslavice 

 

Vrste odabrane za istraživanje u okviru ove doktorske disertacije pripadaju rodu 

Veronica L. (čestoslavica) koji je najbrojniji rod unutar reda Lamiales (porodica 

Plantaginaceae) s oko 500 vrsta. Vrste ovog roda uglavnom rastu u umjerenim regijama 

sjeverne hemisfere, a značajan broj vrsta (približno 180) s Hebe kompleksom raste u regijama 

južne hemisfere (npr. u Australiji) [3], [4]. Ekstremna varijabilnost u morfologiji i vrlo dobra 

prilagodba različitim životnim uvjetima ovog roda omogućila je ovim biljnim vrstama 

rasprostranjenost na širokom rasponu staništa, od vodenih, močvarnih i šumskih staništa do 

stijena, pukotina, polja i ruderalnih staništa [3], [5]. Većina predstavnika raste u područjima s 

mediteranskom klimom [3]. Za Europu je opisano 67 vrsta roda Veronica [6] dok je u Hrvatskoj 

opisano 37 vrsta od kojih su tri endemične: V. dalmatica Padilla-García, Rojas-Andrés, López-

González & M.M.Mart.Ort., V. orbiculata A. Kern. i vrsta koja je predmet ovog rada V. 

saturejoides Vis. ssp. saturejoides [7]. Čestoslavice su zeljaste trajnice ili jednogodišnje biljke 

s plavim, bijelim, ružičastim ili ljubičastim cvjetovima [8]. Stabljika je ponekad drvenasta, a 

može biti uspravna i polegnuta s nasuprotno smještenim listovima koji su ponekad skupljeni 

kao rozeta pri dnu stabljike [9]. Pojedinačni cvjetovi razvijaju se u pazušcima listova ili su 

raspoređeni u pazušne ili završne cvjetove. Čaška je podijeljena na četiri ili pet, često 

nejednakih, segmenata. Vjenčić se sastoji od 4 srasle latice. U cvjetovima su dva prašnika i 

jedan tučak koji se sastoji od dva srasla plodna lista. Plod je tobolac (čahura) [6]. Cvjetna 
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formula ovog roda je ↑K(4)C(4)A2G(2). 

 

1.1.1. Vriskova čestoslavica – Veronica saturejoides ssp. saturejoides 

 

 Vriskova čestoslavica (Slika 1a i 1c) je endemična vrsta koja raste na stijenama 

Dinarskog gorja u Hrvatskoj, Bosni i Hercegovini i Crnoj Gori. Postoje još dvije podvrste ove 

biljke, jedna iz Albanije, V. saturejoides ssp. munellensis, i jedna iz Bugarske, V. saturejoides 

ssp. kellereri [10]. Vrsta V. saturejoides Vis. ssp. saturejoides je višegodišnja puzava biljka, 

koja naraste 10 – 30 cm u visinu i ima izduženo, donekle lignificirano korijenje. Ima dlakavu 

stabljiku koja je pri dnu drvenasta. Listovi su jednostavni, jedan nasuprot drugome, dugi 6 – 9 

mm, integriranog ruba i nisu ili su malo dlakavi (Slika 1c). Pri dnu su skupljeni i formiraju 

rozetu. Cvjetovi su plavo-ljubičaste boje, dvospolni i nepravilni (zigomorfni). Po šest do 

dvanaest cvjetova formiraju duge terminalne grozdove duge svega 3 cm [11]. Cvate od kraja 

svibnja do lipnja (srpnja). Plod je tobolac srcolikog oblika, dlakav, dug 3,5 – 4 mm (Slika 1b i 

1d). 

(a)     (b)  

            (c)      (d)  

Slika 1. Veronica saturejoides Vis. ssp. saturejoides – vriskova čestoslavica na prirodnom 

staništu na planini Dinari: (a) u cvatu (Autor: Milenko Milović, s dopuštenjem), (b) s plodovima 

(Autor: Marija Nazlić), (c) cvat – krupni plan (Autor: Milenko Milović, s dopuštenjem), (d) s 

plodovima – krupni plan (Autor: Marija Nazlić) 



 

3 
 

1.1.2. Ljekovita ili puzava čestoslavica – Veronica officinalis L.  

 Ljekovita čestoslavica je zeljasta trajnica s malim ljubičastim cvjetovima. Stabljika je 

polegnuta ili rjeđe pridignuta u donjim dijelovima, visine 10 – 50 cm, okrugla ili tupo 

četverobridna, obrasla stršećim dlakama (Slika 2). Ima listove dužine 1,5 – 5 cm, na kratkim 

peteljkama, koji su na rubu pilasti i dlakavi [7], [12]. Cvjetovi su dvospolni, zigomorfni s dva 

prašnika, jednim tučkom, skupljeni u grozdaste cvatove. Čaška je dlakava, duga 2,5 – 3 mm, a 

vjenčić koturastozvonast, promjera 8 mm, svijetloljubičast, blijedoplavičast ili rjeđe bijel. 

Cvate od svibnja do lipnja. Medonosna je biljka. Plod je tobolac veličine oko 4 mm, dlakav i 

naopako deltast do naopako srcast. Rasprostranjena je u Europi, na Azorskom otočju i u 

jugozapadnoj Aziji gdje raste u šumama, šumskim čistinama, od gorskog do pretplaninskog 

vegetacijskog pojasa, na umjereno suhim kiselim tlima. Prema dosadašnjem korištenju i 

znanstvenim istraživanjima, najznačajnija je ljekovita vrsta u rodu te se često koristi u pučkoj 

medicini za liječenje plućnih bolesti, jetre, slezene, bubrega, mokraćnog mjehura, kod kožnih 

bolesti, gihta i za zacjeljivanje rana [13], [14]. 

   

Slika 2. Veronica officinalis L. – ljekovita ili puzava čestoslavica na prirodnom staništu na 

planini Kamešnici (Autor: Marija Nazlić) 

 

1.1.3. Tankolisna čestoslavica – Veronica austriaca L. ssp. jacquinii 

Tankolisna ili žakenova čestoslavica (Slika 3) je višegodišnja zeljasta biljka koja raste 

na sunčanim, suhim mjestima, na kamenjarima i pašnjacima. Stabljika je visine (10) 25 – 50 

(70) cm, blago puzajuća, češće uspravna. Stabljika je prekrivena trihomima duljine (0,6) 0,8 – 

1,2 (1,5) mm, katkad manje ili više gola. Listovi su okruglasti ili široko lancetasti, rasperani, 

linearni ili linearno lancetasti, duž oboda više ili manje nazubljeni, pokriveni dlakama duljine 

(0,3) 0,4 – 1,2 (1,5) mm ili rjeđe goli. Listovi sterilnog dijela izdanka na vrhu stabljike su manje 
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razdijeljeni ili skoro cijeli. Grozdasti cvatovi nose 10 – 50 cvjetova na cvatnim stapkama duljine 

2 – 10 cm. Stapke polaze iz pazušca gornjih listova stabljike. Čaška je četverodijelna, rjeđe 

podijeljena na pet linearno lancetastih, nejednakih režnjeva. Vjenčić je širine 7 – 10 mm, 

intenzivno plave boje, a latice nejednake i jajaste. Plod tobolac je spljoštena, okruglast, obrnuto 

srcast, na vrhu usječen, širok 4 – 5 mm, dug kao i čaška ili malo duži, na osnovici zaobljen, 

pokriven dlakama ili gol. Cvjeta od lipnja do srpnja [9], [12], [15], [16]. 

 

Slika 3. Veronica austriaca L. ssp. jacquinii (Baumg.) Eb. Fisch. – tankolisna čestoslavica 

(Autor: Marija Nazlić) 

1.2. Specijalizirani metaboliti 
 

 Biljke su često izložene okolišnim stresnim uvjetima koji nepovoljno utječu na rast, 

razvoj ili urod. Stres može biti biotički, uzrokovan drugim organizmima, ili abiotički, koji 

proizlazi iz obilja ili manjka u fizičkim i kemijskim uvjetima okoliša. Okolišni uvjeti koji 

uzrokuju štetu biljkama uključuju poplave, suše, previsoke ili preniske temperature, visoku 

koncentraciju soli, neodgovarajuće mineralne hranjive tvari, te previše ili premalo svjetla. Stres 

izaziva širok raspon biljnih odgovora, od promjene u genskoj ekspresiji i staničnom 

metabolizmu do promjena u stopi rasta i prinosu usjeva [18]. 

Biljke rastu u svakom nastanjivom okolišu, a većina ih raste na kopnu. Suočene s 

brojnim navedenim stresnim uvjetima i izazovima, uz činjenicu da su sesilne, biljke su počele 

stvarati različite molekule za odbijanje napada životinja i ublažavanje okolišnih stresnih uvjeta. 
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Ove iste molekule daju biljci sposobnost otpuštanja mirisa, boja i toksičnosti [18], a pripadaju 

skupini specijaliziranih (sekundarnih) metabolita. Za razliku od primarnih metabolita, ovi 

metaboliti nemaju ulogu u glavnim metaboličkim procesima kao što su fotosinteza i disanje, ali 

zato su iznimno važni za adaptaciju biljke na različite okolišne uvjete. Specijalizirani metaboliti 

se na temelju načina biosinteze mogu podijeliti na – terpene, fenolne spojeve i spojeve koji 

sadrže dušik (Slika 4) [19]. Ovi metaboliti posjeduju različite biološke aktivnosti koje se mogu 

koristiti u medicini, farmaciji i prehrani (npr. konzerviranju hrane), budući da mikroorganizmi 

postaju sve otporniji na sintetske spojeve. Sintetski spojevi (npr. BHA – butilirani 

hidroksianizol) također mogu biti kancerogeni kada se koriste u konzerviranoj hrani [20], stoga 

se potraga za sigurnim prirodnim konzervansima (antioksidansa) za hranu nastavlja, kao i za 

prirodnim farmaceutskim pripravcima, te prirodnim pesticidima. 

 
 

Slika 4. Glavne vrste specijaliziranih metabolita s obzirom na način biosinteze (strukture 

nacrtane u programu AutoCAD 2021) 

Terpeni su najveća skupina sekundarnih metabolita, netopivi su u vodi, a sintetiziraju se 

putem mevalonske kiseline od izoprenskih jedinica. Fenolne tvari su derivati pentoza fosfatnog 

puta, puta šikiminske kiseline i fenilpropanoidnog puta. Spojevi s dušikom su organske tvari 

koje sadrže dušik u heterocikličkom prstenu [19]. 

 

1.2.1. Slobodne hlapljive tvari – eterična ulja i hidrosoli (hidrolati) 

 

 Od davnina je poznato da cvjetni i vegetativni dijelovi mnogih vrsta biljaka otpuštaju 

tvari s određenim mirisom. Naše se znanje o distribuciji biljnih hlapljivih spojeva značajno 

proširilo posljednjih 30 godina zahvaljujući jednostavnoj metodi uzimanja uzoraka, takozvana 

„headspace“ metoda. Ti spojevi su izrazito lipofilni s molekularnom masom manjom od 300. 

Glavne kategorije spojeva koji ulaze u sastav slobodnih hlapljivih spojeva ili eteričnih ulja su: 

terpenoidi, derivati masnih kiselina, benzenoidi, fenilpropanoidi, C5 razgranati spojevi i različiti 
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spojevi koji sadrže dušik ili sumpor. Veliko otkriće u zadnjih 20 godina bilo je da biljke 

otpuštaju širok raspon hlapljivih tvari prilikom napada herbivora [21]. Prilikom izolacije 

eteričnih ulja iz biljnog materijala, slobodne hlapljive tvari izolirane su u lipofilnoj i vodenoj 

frakciji. Vodene frakcije ili hidrosoli su kondenzirane vodene pare koje sadrže otopljene 

molekule eteričnog ulja i više u vodi topivih (polarnih) hlapljivih spojeva [22]. Zbog različite 

topljivosti hlapivih spojeva u vodi, ukupni sastav, a time i biološka aktivnost hidrosola razlikuje 

se od lipofilne frakcije ili eteričnog ulja. Hidrosoli se često odbacuju nakon ekstrakcije 

eteričnog ulja, ali studije pokazuju da su ti otpadni proizvodi bogati biološki aktivnim tvarima 

[22]–[24]. Zbog razlike u topljivosti hlapljivih spojeva u vodi, cjelokupni sastav, a time i 

biološka aktivnost hidrosola razlikuje se od eteričnih ulja. Hidrosoli iz raznih biljaka postaju 

sve važniji u prehrambenoj industriji, kozmetičkoj industriji, primjeni biljnih pesticida, 

tradicionalnoj farmaceutici, u aromaterapiji kao dio složenih formulacija i kao samostalni 

proizvodi; stoga bi njihova potencijalna uporaba trebala biti i dalje istraživana [25]. 

         

Slika 5. Strukture biljnih terpena – hemiterpeni, monoterpeni i seskviterpeni (preuzeto i 

prevedeno iz Ninkuu et al. [26]) 

MONOTERPENI 

HEMITERPENI 

SESKVITERPENI 

prenol  angelična kiselina            izovalerična kiselina         tiglična kiselina 

citral    mircen        ocimen          karvon     mentol        D-limonen        -pinen    -pinen    -tujon 

ACIKLIČNI   MONOCIKLIČNI   BICIKLIČNI  

 TRICIKLIČNI 

     nerodiol             humulen            hamazulen                    pačuli alkohol 

-bisabolol          nootkaton 
farnesol 

tujopsen 

 ACIKLIČNI   MONOCIKLIČNI    BICIKLIČNI 

MONOTERPENI 
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Slika 6. Strukture biljnih terpena – diterpeni, triterpeni i tetraterpeni (preuzeto i prevedeno iz 

Ninkuu et al. [26]) 

 

Eterična ulja (EO) su vrlo složene mješavine spojeva, uglavnom monoterpena i 

seskviterpena. Osnovni put biosinteze hlapljivih spojeva se može prikazati u tri faze: (1) 

formacija C5 izoprenskih jedinica, (2) kondenzacija dvije ili tri izoprenske jedinice da bi se na 

DITERPENI

TRITERPENI 

TETRATERPENI 

-karoten 

likopen 

lutein 

LINEARNI   BICIKLIČNI    TRICIKLIČNI     TETRACIKLIČNI 

LINEARNI 
TETRACIKLIČNI 

BICIKLIČNI 

TRICIKLIČNI 

PENTACIKLIČNI 

skvalen 

kukurbitacin I 

-tokoferol 

oleanan 

malabarikan 

orizaleksin A momilakton A 
labda-7,14(16),14-trien 

-polipodatetraen 
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kraju procesa formirali C10, C15  i C20 prenil difosfata te na kraju (3) konverzija ovih spojeva u 

krajnje proizvode [21]. Trenutno se istražuje sastav više od 3000 eteričnih ulja, ali nisu sva 

pokazala značajnu biološku aktivnost, samo jedna desetina [27], pa je vrlo važno nastaviti s 

istraživanjem hlapljivih tvari biljaka. Neki od najčešćih spojeva koji se pojavljuju u sastavima 

eteričnih ulja su: pinen, mircen, limonen, kamfor, mentol, tujen, bisabolen, zingiberen, 

germakren, kariofilen, retinol, taksol, fitol, skvalen, karoten i likopen (Slike 5 i 6) [28]. 

 

1.2.2. Tehnike izolacije slobodnih hlapljivih spojeva  

 

Izolacija slobodnih hlapljivih spojeva (FVC, free volatile compounds), koji su važni 

specijalizirani metaboliti biljaka, može se provesti klasičnom i „zelenom“ ekstrakcijom. 

Klasične tehnike ekstrakcije uključuju destilaciju vodenom parom, hidrodifuziju, 

hidrodestilaciju, destruktivnu destilaciju i hladno prešanje. Klasična metoda korištena u ovom 

radu je tehnika ekstrakcije Clevenger aparaturom u kojoj se biljni uzorak u vodi zagrijava da 

ispari hlapljive sastojke, koji se kondenziraju u hladilu. Ovom aparaturom na kraju ekstrakcije 

dobivaju se dva sloja, vodeni i uljni, koji se nakon završetka ekstrakcije odvajaju jedan od 

drugoga. Osim klasične hidrodestilacije u okviru istraživanja ove disertacije koristila se i zelena 

ekstrakcija mikrovalnom pećnicom. Obje metode pripadaju skupini hidrodestilacija u kojima 

se biljni uzorak nalazi u vodi ili je hidratiziran. 

Općenito, tehnike „zelene“ ekstrakcije uključuju turbo destilaciju, ekstrakciju 

potpomognutu ultrazvukom, ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima i tehnologiju 

trenutačnog kontroliranog pada tlaka. Ovisno o tehnici izolacije, sastav eteričnog ulja 

ekstrahiranog iz istog biljnog materijala može varirati. Na to utječu trajanje destilacije, 

temperatura i tlak. Zelena ekstrakcija zahtijeva manje vremena (manji utrošak električne 

energije) i manji utrošak vode nego tradicionalna ekstrakcija [29]. Postoje dvije vrste 

komercijalno dostupnih sustava mikrovalne ekstrakcije, a to su ekstrakcija u zatvorenim 

posudama pri kontroliranom tlaku i temperaturi, te u mikrovalnim pećnicama pri atmosferskom 

tlaku. Mikrovalna ekstrakcija se može koristiti za izdvajanje temperaturno osjetljivih spojeva 

kao što su eterična ulja iako je utvrđeno da je mikrovalna ekstrakcija neučinkovita ukoliko se 

provodi iz potpuno suhih ili svježih neosušenih materijala [30].  

 

1.2.3. Glikozidi 

 

Glikozidi su, uz fenole, od svih skupina specijaliziranih metabolita najznačajniji za 

čestoslavice, barem u dosadašnjim istraživanjima (Slika 7). Glikozidi su organski spojevi koji 
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sadrže šećernu komponentu povezanu glikozidnom vezom na neugljikohidratnu komponentu 

[19]. U brojnim istraživanjima posljednjih 30-ak godina glikozidi su dokazani kao dobri 

kemofenetski markeri (pojam objašnjen u zadnjem poglavlju uvoda, poglavlje 1.5.) na 

međurodnoj, a za neke rodove i međuvrsnoj razini. Ova uloga glikozida posebno za rod 

Veronica detaljnije je opisana u zadnjem poglavlju uvoda 1.5. (Kemofenetski markeri i 

molekularne analize).  

 

 

Slika 7. Strukture derivata aukubina i katalpola izoliranih iz mnogih vrsta roda Veronica 

uključujući sekcije Paederota, Pseudolysimachia, Veronicastrum, Omphalospora i 

Chamaedrys (preuzeto i prevedeno iz Salehi i sur. [31]) 

 

1.2.4. Fenoli 

 

Prijelaz ranih vaskularnih biljaka na kopnena staništa je bio uspješan u velikom dijelu 

zbog razvoja i usavršavanja raznolike skupine tvari općenito nazivane „fenoli“. Iako su većina 

fenolnih tvari komponente stanične stijenke, veliki broj tvari su toksini i tvari koje odbijaju 

herbivore, pigmenti cvjetova i plodova, arome biljnih organa (miris cvijeća i okus voća) i 

antioksidansi drva, kore i sjemenki. Sve ove funkcije biljnih fenolnih tvari su neophodne za 

opstanak vaskularnih biljaka [17]. Sintetiziraju se putem šikiminske kiseline i putem jabučne 

kiseline pomoću enzima fenilalanil amonijska lijaza [19]. Poznato je da imaju raznoliko 

biološko djelovanje uključujući antibakterijsko, antifungicidno, antivirusno, protuupalno, 

antiproliferativno i antioksidativno [32]. Glavne podvrste fenolnih tvari su: flavonoidi, 

antocijanidini, izoflavoni, halkoni, stilbeni, kumarini i furanokumarini, monolignoli te lignani 

nafta- i antra-kvinona kao i diarilheptanoidi [17]. Flavonoidi i fenolni spojevi također su 

opsežno proučavani, vjerojatno zbog njihove važnosti za biološku aktivnost biljaka. Poznato je 

da ovi spojevi imaju antialergijska, antivirusna, protuupalna, kardioprotektivna i 

R = H, katalpol R = benzoil     R = H, aukubin 

R = kafeoil  R= p-hidroksibenzoil    R = cinamoil 

R = izoferuloil R = vaniloil 

R = protokatehuoil 
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vazodilatatorska svojstva te, iznad svega, antioksidativni i potencijal hvatanja radikala [33]. 

Neki primjeri jednostavnih fenolnih kiselina su trans-cimetna kiselina, p-kumarinska kiselina, 

kavina i ferulinska kiselina [19]. 

 

1.2.5. Specijalizirani metaboliti roda Veronica  

 

Najproučavaniji specijalizirani metaboliti roda Veronica su iridoidni glikozidi. 

Najznačajniji su aukubin i katalpol i njihovi derivati koji su izolirani u gotovo svim 

proučavanim vrstama [34]–[36]. Harput i sur. proučavali su iridoidne i feniletanoidne glikozide 

vrste Veronica persica [37]. Iz nadzemnih dijelova izolirani su novi feniletanoidni glikozid, 

persikozid i tri poznata feniletanoidna glikozida, akteozid, izoakteozid i lavandulifoliozid. Osim 

feniletanoidnih glikozida izolirali su i, heksitol, dulcitol i sedam poznatih iridoidnih glukozida, 

aukubin, veronikozid, amfikozid, 6-O-veratroil-katalpol, katalpozid, verprozid i verminozid 

[37]. Osim glikozida, druga značajna proučavana skupina specijaliziranih metabolita su fenolne 

tvari. Hong-Young je iz vrste Veronica linariifolia izolirao apigenin, luteolin, vaniličnu 

kiselinu, p-hidroksibenzojevu kiselinu, protokatehuinsku kiselinu, etil ester protokatehuinske 

kiseline izoeruličnu kiselinu, katehol i emodin [38]. Beara i sur. su istraživali fenole triju vrsta 

roda Veronica:  V. urticifolia, V. jacquinii i V. teucrium. Od 30 identificiranih fenola 

najzastupljeniji su bili baikalin, hiperozid, izokvercetin, klorogenska kiselina i kininska 

kiselina. Genistein i baikalein otkriveni su prvi put u porodici Plantaginaceae i rodu Veronica 

[39]. Živković i sur. identificirali su fenolne i flavonoidne komponente vrste Veronica 

urticifolia [40]. Barreira i sur. proučavali su fenolne spojeve vrsta V. montana, V. polita i V. 

spuria te su pokazali da su flavoni prevladavali u sastavu (V. montana: sedam fenolnih kiselina, 

pet flavona, četiri feniletanoida i jedan izoflavon; kod vrste V. polita: 10 flavona, pet fenolnih 

kiselina, dva feniletanoida, jedan flavonol i jedan izoflavon i kod V. spuria: 10 fenolnih kiselina, 

pet flavona, dva flavonola, dva feniletanoida i jedan izoflavon). Vrsta V. spuria je imala najveći 

sadržaj svih skupina fenolnih spojeva, osim flavona [5].  

Najmanje istraživani specijalizirani metaboliti čestoslavica su slobodni hlapljivi 

spojevi. Nekoliko istraživanja je identificirano pri pregledu literature. U prethodno istraživanoj 

vrsti Veronica spicata fitol je bio dominantan spoj u ukupnom sastavu eteričnog ulja [20]. Li 

[41] je identificirao komponente eteričnog ulja V. linariifolia i utvrdio da su glavne komponente 

cikloheksen, β-pinen, 1S-α-pinen, β-felandren, β-mircen i germakren D. Çelik i sur. istraživali 

su eterično ulje ekstrahirano iz Veronica sp. i utvrdili da su glavne komponente uglavnom 

linalol i karvakrol [42]. Istraživanje u okviru ove doktorske disertacije najviše novih saznanja 
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donosi upravo na području sastava slobodnih hlapljivih spojeva roda Veronica te njihove 

biološke aktivnosti.

1.3. Trihomi – mjesta sinteze i prikupljanja slobodnih hlapljivih tvari 
 

Akumulacija eteričnih ulja u biljkama općenito je ograničena na specijalizirane 

sekretorne strukture, naime, žljezdane trihome (dlake) koje su višestanične epidermalne 

žlijezde, koje se nalaze u nekim biljnim porodicama kao što su Lamiaceae, Asteraceae i 

Solanaceae, a koje luče terpene u subkutikularnu šupljinu na vrhu trihoma. Pohranjivanje 

terpenoida u tim strukturama također se može koristiti za ograničavanje rizika od toksičnosti za 

samu biljku. Morfologija ovih struktura mijenja se s fenologijom biljke ovisno o uvjetima 

navodnjavanja i uvjetima u okolišu te također prema toksičnosti intrakutikularnog sadržaja. 

Žljezdani trihomi aromatičnih biljaka dolaze u različitim oblicima i veličinama, kako bi 

osigurale određenu funkciju. Ova se funkcija uglavnom sastoji u zaštiti različitih biljnih organa 

i privlačenju oprašivača. Neki su znanstvenici klasificirali ove žlijezde u peltatne (štitaste) i 

glavičaste na temelju morfoloških kriterija; međutim, drugi su ih svrstali u kratkotrajne i 

dugotrajne žlijezde, na temelju načina lučenja. Kratkotrajne žlijezde su žlijezde koje brzo 

izlučuju hlapljive tvari kako bi zaštitile mlade organe. Dugotrajne žlijezde su žlijezde u kojima 

se sekretorna tvar postupno nakuplja u subkutikularnom prostoru i igraju ulogu u zaštiti zrelih 

organa kao što je cvijet, kao i u oprašivanju. Prema toj definiciji, zaključeno je da su glavičaste 

dlake kratkotrajne žlijezde, dok su štitaste (peltatne) dlake dugotrajne žlijezde. Razlika između 

ove dvije vrste žlijezda sastoji se od nekoliko aspekata poput strukture, načina lučenja i vremena 

lučenja [43]. 

 

1.3.1. Vrste i morfološka podjela trihoma 

 

Trihomi su široko rasprostranjeni na površini različitih organa/tkiva u različitim 

biljkama te se općenito dijele na jednostanične ili višestanične, jednostavne i razgranate te na 

žljezdane i nežljezdane na temelju morfoloških značajki i funkcija [44]. Na Slici 8 prikazane su 

osnovne vrste biljnih trihoma: jednostanični i višestanični nežljezdani trihomi te žljezdani 

trihomi. Trihomi imaju različite oblike, kao što su npr. glavičasti i ljuskasti. Theobald i Barthlott 

dalje su podijelili trihome u tri kategorije na temelju distribucije listova: velike, male i žljezdane 

trihome. Veliki trihomi uglavnom su raspoređeni na abaksijalnoj (okrenuto suprotno od 

osnovne osi biljke) strani lista i rubovima te u vaskularnim snopovima; mali trihomi u 
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stomatalnom paracelularu; a žljezdani trihomi obično su pravilno raspoređeni u cijelom ili 

dijelu subepidermalnog tkiva na površini lista [44].  

 

 
Slika 8. Morfološka podjela biljnih trihoma (preuzeto i prevedeno s https://www.bartleby.com 

[45]) 

 

1.3.2. Trihomi roda Veronica i srodnih vrsta porodice Plantaginaceae 

 

Trihomi čestoslavica su se počeli istraživati još u prošlom stoljeću. Kurer je prije 100 

godina spomenuo postojanje nežljezdanih trihoma na dijelovima cvijeta neke vrste iz roda 

Veronica [46]. Također, Kraehmer i Baur opisali su te trihome u vrste V. persica Poir [47]. Ista 

vrsta nežljezdanih trihoma uobičajena je u mnogim drugim vrstama drugih porodica, npr.  

Lamiaceae [48]–[50]. Ti se trihomi sastoje od jedne stanice drške i dvije eliptično oblikovane 

stanice glave (Slike 9a, 10a i 11a). Nisu uspravne i mogu se opisati kao pripijene uz površinu. 

Isti tip glavičastih trihoma uočen je i u vrste V. beccabunga L. [51]. Isto tako, tip pognutog 

trihoma s dvostaničnom glavom zabilježen je kod vrste Stachys recta L. subsp. recta u 

ŽLJEZDANI 

JEDNOSTANIČNI 

VIŠESTANIČNI 

Utanjeni                             Razgranati                      Zvjezdasti                     S više redova stanica 

Papilarni               Utanjeni               Razgranati                            Zvjezdasti 

 

Jednostanični                  Višestanični s                    Višestanični                         Štitasti 

               jednostaničnom                 s višestaničnom 

                                        sekretornom glavom         sekretornom glavom 
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istraživanju Vundać i sur. [52]. Trihomi roda Veronica su istraživani i svjetlosnom 

mikroskopijom u okviru izrade diplomskih radova. Tako su uočeni nežljezdani (Slika 9b, 10b i 

11b) jednostanični ili višestanični utanjeni trihomi te žljezdani glavičasti trihomi s 

dvostaničnom glavom (Slike 9a, 10a  i 11a) [53].  

 (a)  (b)  

 

 Slika 9. Trihomi vrste Veronica spicata: (a) Žljezdani trihomi; (b) Nežljezdani trihomi 

(Autor: Marija Nazlić) 

  (a)  (b)  

  

          Slika 10. Trihomi vrste Veronica austriaca ssp. jacquinii: (a) Žljezdani trihomi;  

(b) Nežljezdani trihomi (preuzeto s dopuštenjem iz diplomskog rada [53]) 

  (a)  (b)  

Slika 11. Trihomi vrste Veronica saturejoides ssp. saturejoides: (a) Žljezdani trihomi; 

(b) Nežljezdani trihomi (preuzeto s dopuštenjem iz diplomskog rada [53]) 
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Kremer i sur. su u novijem istraživanju mikromorfologije trihoma vrste Veronica 

barrelieri Schott ex Roem. et Schult [54] identificirali nežljezdane trihome vrlo slične onima 

do sada opisanima kroz već spomenute studije, utanjeni i višestanični, rijetko raspoređeni po 

različitim dijelovima biljke (Slika 12f i 12g, NG). Identificirana su i dva tipa glavičastih 

žljezdanih trihoma. Prvi tip trihoma je iste građe kao i u navedenim istraživanjima unutar 

diplomskog rada [53] s jednom stanicom stapke i dvije stanice glave žlijezde. Drugi tip trihoma 

prvi je put prijavljen kod roda Veronica [54], ali je karakterističan i identificiran unutar roda 

Micromeria [55], [56], a sastoji se od jedne stanice stapke i jedne stanice koja čini glavu 

žlijezde.  

 

Slika 12. Žljezdani i nežljezdani trihomi vrste Veronica barrelieri Schott ex Roem. et Schult 

(a-j), na gornjoj ili adaksijalnoj (a,b) i donjoj ili abaksijalnoj (c,d) površini lista, čašci (e,f) i 

peteljci (g,h). Nežljezdani trihomi (NG - non-glandular), podtip 1 (C1 – capitate 1) i podtip 2 

(C2 – capitate 2) žljezdanih glavičastih trihoma (preuzeto iz Kremer et al. [54])



 

15 
 

1.4. Biološka aktivnost specijaliziranih metabolita s naglaskom na eterična 

ulja 

 

1.4.1. Antioksidativna aktivnost 

 

Proces oksidativne fosforilacije u mitohondrijima je proces nužan i zajednički svim 

živim bićima jer proizvodi energiju potrebnu za normalno funkcioniranje. Ovaj proces kao 

nusprodukt proizvodi i slobodne radikale (ROS – reactive oxygen species, reaktivne kisikove 

čestice) koji mogu naštetiti stanicama [57], [58]. Antioksidansi su spojevi koji mogu usporiti ili 

zaustaviti oksidaciju tvari koje se mogu oksidirati, čak i kada se koriste u vrlo malim količinama 

u usporedbi s količinom tvari koju moraju zaštititi [59]. Ta svojstva daju mogućnost korištenja 

tih spojeva u očuvanju hrane od oksidacije te u reakcijama protuupalnog djelovanja. Postoji 

direktna veza između proizvodnje reaktivnih kisikovih čestica (ROS) i oksidativnih i upalnih 

stanja koji mogu voditi prema oboljenju od raka [60]. 

Antioksidativna aktivnost eteričnih ulja se lako može objasniti postojanjem fenolnih 

komponenti u njihovom sastavu, ali dokazano je da i druge nefenolne komponente mogu imati 

antioksidativnu aktivnost, iako nižu od fenola [61].  

Najčešće korištene metode za utvrđivanje antioksidativne aktivnosti pojedine tvari ili 

ekstrakta su: DPPH (2,2-diphenyl-picrylhydrazyl), ORAC (oxygen radical absorbance 

capacity), TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity), ABTS (2,2'-azino-bis(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) i test izbjeljivanja karotena. DPPH je karakteriziran kao 

stabilan slobodni radikal zahvaljujući delokalizaciji slobodnog elektrona preko cijele molekule, 

tako da se molekula ne dimerizira, kao što bi bio slučaj s većinom drugih slobodnih radikala. 

Delokalizacija elektrona također dovodi do tamnoljubičaste boje, koju karakterizira 

apsorpcijski spektar u otopini etanola sa maksimumom na oko 517 nm.  

          (a) (b)  

Slika 13. Ilustracija metoda za mjerenje antioksidativne aktivnosti: (a) DPPH (preuzeto i 

prilagođeno iz [62]), (b) ORAC (preuzeto i prilagođeno iz [63]) 
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Kada se otopina DPPH pomiješa s onom supstrata (AH-antioksidans, Slika 13a) koji 

može donirati atom vodika, tada dolazi do reduciranog oblika molekule DPPH s gubitkom 

ljubičaste boje. ORAC je relativno nova analiza koja se može koristiti za testiranje 

antioksidativne aktivnosti hrane i drugih kemijskih tvari. Ciljna molekula koja se koristi za ovaj 

test je fluorescein (Slika 13b). Test se provodi korištenjem Troloxa (u vodi topljivog analoga 

vitamina E) kao standarda za određivanje Trolox ekvivalenta (TE). ORAC vrijednost se tada 

izračunava iz Trolox ekvivalenta i izražava kao ORAC jedinice ili vrijednost. Što je veća ORAC 

vrijednost, to je veća „antioksidativna moć“. Ovaj se test temelji na stvaranju slobodnih radikala 

AAPH (2,2-azobis(2-amidopropan) dihidroklorid) i mjerenju smanjenja fluorescencije u 

prisutnosti hvatača slobodnih radikala [64]. Prior i sur. objavili su automatizirani ORAC test 

[65].  

Različite tvari različito djeluju kao antioksidansi. Zato je u istraživanjima potrebno 

koristiti više metoda u svrhu izbjegavanja lažno pozitivnih ili negativnih rezultata. Metoda se 

bira i po procijenjenoj potencijalnoj primjeni ekstrakta koji se testira.  

 

1.4.2. Antiproliferativna aktivnost 

 

Rak se u svijetu smatra glavnim uzrokom smrti. Tumor ili rak je skupina bolesti u kojima 

dolazi do nekontroliranog rasta stanica i ima potencijal da se proširi na druge dijelove tijela. 

Rak je postao glavni uzrok smrtnosti u cijelom svijetu, bez obzira na ljudski razvoj. Rak pluća 

najrašireniji je karcinom (11,6 % od ukupnog broja slučajeva), za kojim slijede rak dojke kod 

žena (11,6 %), rak prostate (7,1 %) i kolorektalni karcinom (6,1 %). Prirodni proizvodi izolirani 

iz ljekovitog bilja korišteni su za liječenje raznih bolesti od davnina. Prva uporaba prirodnih 

proizvoda kao lijeka datira još 2600. godine prije Krista u Mezopotamiji. Zapisi “Ebers 

Papyrus” o više od 700 lijekova 1550. godine prije Krista također su dobro očuvani. Slično, 

tradicionalna kineska medicina dobro je dokumentirana tisućama godina, a indijski ajurvedski 

sustav prakticira se od 1. tisućljeća prije Krista [60]. Otkriće lijekova na bazi prirodnih 

proizvoda povezano je s nekim izazovima, kao što su dostupnost, identifikacija bioaktivnih 

spojeva, poteškoće u prikupljanju samoniklih vrsta i nekompatibilnost prirodnih proizvoda. 

Zbog ovih je poteškoća farmaceutska industrija preusmjerila svoj glavni fokus na sintetske 

spojeve radi otkrića novih lijekova. No, primjena sintetičkih lijekova uvedenih devedesetih 

godina 20. stoljeća nije ispunila očekivanja. Brojevi odobrenih lijekova od strane američke 

Uprave za hranu i lijekove (FDA) bili su niski te je iz tih razloga oživio interes za otkrivanje 

lijekova na bazi prirodnih proizvoda [60]. 
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Iako su istraživanja o primjeni EO-a (eteričnih ulja, essential oils) kao antikancerogenih 

terapijskih agensa relativno nova, otprilike polovica konvencionalnih kemoterapijskih 

sredstava je biljnog podrijetla, s otprilike 25 % izravno dobivenim iz biljaka, a 25 % su kemijski 

modificirane verzije fitoprodukata. Jedna od takvih molekula je paklitaxel  (čiji je najčešći naziv 

robne marke Taxol) koji je izvorno izveden iz kore drveta Taxus brevifolia [66]. Odobrenje 

Taxol®-a 1993. označilo je veliki ulazak terpenoida u područje borbe protiv raka, a ovaj lijek 

je i dalje vrlo važan u liječenju refraktornih karcinoma jajnika, dojke i drugih vrsta raka. 

Tijekom desetljeća drugi istaknuti prirodni terpenoidi postali su neophodni za suvremenu 

farmakoterapiju raka dojke. [67].  

EO zbog svoje kemijske građe imaju sposobnost prolaženja kroz stanične membrane i 

djeluju na različite stanične mete uključene u različite putove. EO povećavaju unutarstanične 

razine ROS/RNS što rezultira apoptozom u stanicama raka. EO također moduliraju mehanizme 

popravljanja DNA djelujući kao inhibitori DNA polimeraze i dovode do cijepanja PARP-a 

(poly(ADP ribose) polymerase) što također dovodi do apoptoze u stanicama raka [68]. 

Antitumorsko djelovanje terpenoida povezano je s aktiviranjem fenomena stanične smrti 

(apoptoze) u stanicama raka bez utjecaja na normalne stanice [69]. 

Jedna od glavnih poteškoća u istraživanjima antiproliferativnih aktivnosti eteričnih ulja 

povezana je s racionalizacijom učinka: budući da su EO složene smjese stotina sastojaka, 

njihovo djelovanje na stanice raka zbroj je svake pojedinačne aktivnosti, modulirano svim 

potencijalnim sinergijama. Međutim, ovo ne bi trebalo obeshrabriti studije o upotrebi cjelovitog 

EO, osobito u kombinaciji s konvencionalnim kemoterapijama, jer se te smjese mogu smatrati 

obećavajućim izvorima novih antitumorskih sredstava. Stoga je istraživanje antitumorskih 

svojstava EO sada jako važno i trebalo bi imati isti interes kao i konvencionalniji kemoterapijski 

tretmani sintetskim sredstvima protiv raka [69]. Terapeutska aktivnost biljnih ekstrakata obično 

je posljedica sinergijskog i istodobnog djelovanja nekoliko kemikalija. S obzirom na složenu 

prirodu mnogih bolesti, uključujući rak i degenerativne bolesti, nije iznenađujuće da oslanjanje 

na otkriće lijekova na bazi jedne izolirane komponente nije uspjelo pružiti učinkovite lijekove 

[18]. 

U literaturi se sugerira da jedan test ne mora točno odražavati učinke istraživanih 

spojeva. Najčešći primjenjivani testovi za procjenu antiproliferativne aktivnosti prirodnih tvari 

uključuju klonogene testove (in vitro metode kojima se određuje preživljavanje stanica): MTT, 

MTS, LDH i SRB. Stupanj citotoksičnosti ili stanična održivost tvari mogu varirati i uvelike 

ovise o testovima koji su korišteni za procjenu te ukazuju na to da je odabir odgovarajuće in 

vitro analize citotoksičnosti ključan za sprječavanje lažno pozitivnih ili lažno negativnih 
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rezultata. In vitro istraživanje koje se bavi farmakološkim svojstvima može se smatrati 

preliminarnim korakom za prikupljanje prvih informacija o aktivnosti sirovih ekstrakata, 

njihovih frakcija ili izoliranih spojeva [67]. Test korišten u istraživanjima unutar ovog 

doktorskog rada je MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium) test koji se temelji na enzimskoj pretvorbi MTS-a s 

mitohondrijskom reduktazom. Protokol MTS testa temelji se na redukciji spoja MTS tetrazolija 

u živim stanicama sisavaca (i stanicama drugih vrsta) kako bi se stvorio obojeni spoj formazan 

koji je topiv u mediju stanične kulture. Ako ima više živih stanica boja otopine je ljubičasta, a 

ako ima više mrtvih stanica boja otopine je žuta. Metoda je kolorimetrijska [70], [71].  

 

1.4.3. Antifitovirusna aktivnost 

 

Ekološke (“zelene”) strategije prevencije i prirodna sredstva kontrole biljnih virusa 

danas su posebno važni za podršku organskoj proizvodnji i zamjeni sintetičkih kemikalija 

biološkim antivirusnim lijekovima. Ovakav pristup modernoj poljoprivredi još uvijek je u 

razvoju, a jedan od ciljeva znanstvenika je pronaći bezopasne i ekološki prihvatljive 

antifitovirusne agense. Virus mozaika duhana (TMV) model je virusa u biljnoj virologiji i vrlo 

važan patogen za poljoprivredne usjeve, koji uzrokuje značajne gubitke prinosa. TMV pripada 

virusima s pozitivnim lancem RNA i kodira dva proteina koji funkcioniraju kao replikaze 

(molekularne težine 126 kDa i 183 kDa), protein za kretanje (30 kDa) koji olakšava kretanje 

virusa između stanica domaćina i protein omotača (17,5 kDa) koji ima važnu ulogu u stvaranju 

viriona [72]. Različiti biljni proizvodi kao što su eterična ulja, flavonoidi, polifenoli i organski, 

alkoholni i vodeni ekstrakti iz biljaka korišteni su protiv niza biljnih bolesti uzrokovanih 

virusima, fitopatogenim bakterijama, gljivicama, biljkama parazitskih nematoda te parazitskih 

i neparazitskih korova [73]–[76] s ciljem pronalaženja proizvoda na prirodnoj bazi korisnih za 

zaštitu bilja od patogena. Eterična ulja i hidrosoli roda Veronica do sada nisu istraživani na 

području djelovanja protiv fitovirusa te su rezultati dobiveni u okviru ove disertacije prvi 

prijavljeni za ove ekstrakte.

1.5. Biološka aktivnost specijaliziranih metabolita iz ekstrakata biljaka 

roda Veronica 

1.5.1. Pregled najopsežnijih istraživanja biološke aktivnosti 

 

Vrste roda Veronica koriste se u tradicionalnoj medicini za liječenje raznih bolesti, 

uključujući gripu, respiratorne bolesti i karcinom, te kao diuretici [20] zbog prirodno većeg 
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sadržaja fenolnih spojeva i iridoida. Posljednjih godina neka su istraživanja pokazala da se vrste 

iz ovog roda mogu koristiti i za liječenje mentalnih poremećaja [77] te nekih tipova dijabetesa 

[78]. Korištenje ovih biljaka u tradicionalnoj medicini u zemljama diljem svijeta potaknulo je 

interes za njihovim proučavanjem s obzirom na njihov kemijski sastav i biološku aktivnost. 

Mnoge biološke aktivnosti različitih ekstrakata zabilježene su u novijim studijama [31], [79]. 

Na primjer, metanolni i etil-acetatni ekstrakti vrste V. spicata testirani su na antimikrobno 

djelovanje, a vrijednosti MIC-a bile su između 1,25 i 5,00 mg/mL. Ovaj biljni ekstrakt također 

je pokazao značajno antioksidativno djelovanje, posebno metanolni ekstrakti cvijeća i lišća s 

IC50 i DPPH vrijednostima od 8,21 µg/mL odnosno 8,69 µg/mL [20]. Ertas i sur. istraživali su 

antimikrobno djelovanje fenolnih ekstrakata vrste Veronica thymoides subsp. pseudocinerea,  a 

utvrđena vrijednost MIC-a bila je 31,25 mg/mL za metanolni ekstrakt protiv bakterije 

Escherichia coli [80]. 

Vrsta Veronica officinalis, koja je jedna od triju istraživanih vrsta u ovoj disertaciji, 

tradicionalno se koristi u medicini balkanskih naroda. Mocan i sur. istraživali su antioksidativnu 

aktivnost za etanolske ekstrakte fenolnih spojeva za vrstu V. officinalis te dobili rezultat od 

157,99 mg Trolox ekvivalenta/g suhe tvari [81]. Valyova i sur. također su potvrdili 

antioksidativnu aktivnost fenolnih ekstrakata za V. officinalis u svojoj studiji [82]. Nadzemni 

dijelovi ljekovite čestoslavice koriste se za liječenje jetre, slezene, bolesti bubrega i mjehura, 

kao i za zacjeljivanje rana, kožnih lezija, ekcema i čireva [20], [80], [83]. 

Živković i sur. proučavali su fenolne spojeve, antioksidativno i antineurodegenerativno 

djelovanje vrste V. austriaca ssp. jacquinii i njihovi rezultati su pokazali da ova vrsta ima 

značajno antioksidativno i antineurodegenerativno djelovanje [77]. Mnoge druge vrste 

čestoslavica i biološka aktivnost njihovih specijaliziranih metabolita, posebno fenolnih spojeva, 

istražene su i pokusi su pokazali da imaju antioksidativnu [77], [80], [81], [84], antimikrobnu 

[20], [40], [81], [85], citotoksičnu i antitumorsku aktivnost [40]. 

Dosadašnja istraživanja antiproliferativne aktivnosti vrsta roda Veronica rađene su 

uglavnom na fenolnim ekstraktima. Može se reći da je vrlo malo vrsta čestoslavica proučavano 

na njihovu citotoksičnu aktivnost in vitro i in vivo. Uglavnom su metanolni i vodeni ekstrakti 

različitih vrsta roda Veronica testirani na staničnim linijama raka. Metanolni ekstrakt vrsta V. 

cymbalaria, V. hederifolia, V. pectinata var. glandulosa, V. persica i V. polita pokazale su 

značajno citotoksično djelovanje protiv epidermalnog karcinoma i stanica melanoma. Izolirana 

ekstrakt pokazao je citotoksičnost ovisnu o dozi [86]. Metanolni ekstrakt jestive vrste V. 

americana pokazao je citotoksično djelovanje protiv staničnih linija raka HF-6 (debelo crijevo) 

i PC-3 (prostata) [87]. U drugoj studiji istraživana je citotoksična aktivnost metanolnog 
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ekstrakta vrsta V. cuneifolia ssp. cuneifolia i V. cymbalaria. Rezultati su pokazali da bolju 

citotoksičnu aktivnost ima V. cuneifolia ssp. cuneifolia. Obje vrste su inhibirale diobu stanica 

raka Hep-2, RD i L-20B [88]. Flavonoidi izolirani iz vrste V. sibirica zaustavili su diobu stanica 

raka dojke MCF-7, vrijednost IC50 za enzimsku pretvorbu MTT-a bila je 42 µg/mL. 

Mehanizam inhibicije diobe stanica raka uključivao je apoptozu [79].  

 

1.5.2. Ostala istraživanja biološke aktivnosti  

 

Sva dosadašnja istraživanja biološke aktivnosti specijaliziranih metabolita roda 

Veronica provedena su s nekom vrstom fenolnog ekstrakta pripremljenog korištenjem različitih 

otapala (metanol, etanol, aceton ili voda) ili ekstraktom glikozida. 

Osim gore navedenih aktivnosti ekstrakata čestoslavica, proučavano je i antibakterijsko, 

antifungalno i antiparazitsko djelovanje. Biljke roda Veronica odavno su poznate po svom 

korištenju u narodnoj medicini, a posebno vrsta V. officinalis, tj. ljekovita čestoslavica [20], 

[81]. Unatoč njihovoj širokoj upotrebi u narodnoj medicini, podaci o antimikrobnom djelovanju 

su još uvijek nedostatni. Antibakterijsko djelovanje protiv Gram-pozitivnih i Gram-negativnih 

vrsta ovisi o vrsti ekstrakta (korišteno otapalo, ekstrahirani dio, vrsta itd.). Kao primjer, 

ispitivana su antimikrobna svojstva ekstrakata nadzemnih dijelova biljke V. spicata s metodom 

difuzije i metodom mikrodilucije. Utvrđeno je da su bakterijski sojevi korišteni u istraživanju 

osjetljivi na metanolne i etil-acetatne ekstrakte, s vrijednostima minimalne inhibitorne 

koncentracije (MIC) između 1,25 i 5 mg/mL metodom mikrodilucije, dok su vodeni ekstrakti 

bili neaktivni [20]. U drugom radu, koristeći metodu mikrodilucije, Živković i sur. istraživali 

su antibakterijski učinak metanolnog ekstrakta biljke V. urticifolia na Gram-negativne bakterije 

Escherichia coli, Enterococcus faecalis i Pseudomonas aeruginosa te Gram-pozitivne bakterije 

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes i Bacillus cereus. Nakon mjerenja minimalne 

baktericidne koncentracije (MBC) i MIC vrijednosti, utvrđeno je da je najosjetljiviji soj 

Staphylococcus aureus. Zaključeno je da antistafilokokni učinak ova biljka posjeduje zbog 

glavnog fenolnog spoja akteozida, koji bi mogao inhibirati ugradnju leucina i poremetiti sintezu 

proteina [40]. Drugi kemijski spojevi također mogu biti odgovorni za ovo antibakterijsko 

djelovanje, npr. β-sitosterol, kampesterol, stigmasterol, hispidulin i flavonoidi. Ovi su rezultati 

važni za ljudsko zdravlje jer je S. aureus patogena bakterija koju je teško liječiti s razvojem 

otpornosti na antibiotike. Iz tog su razloga korisne prirodne alternativne terapije za rješavanje 

ovog problema. Druge studije pokazale su antibakterijsko djelovanje metanolnih, etanolnih ili 

vodenih ekstrakata iz V. urticifolia Jacq., V. orchidea Crantz, V. persica i V. montana L. protiv 

Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija [31]. Nisu sve studije dokazale pozitivne 
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antibakterijske učinke. U jednoj studiji ekstrakti vrste V. anagallis-aquatica testirani su pomoću 

testa difuzije protiv pet sojeva bakterija i dva soja kvasca. Nijedan od ekstrakata ove 

čestoslavice nije pokazao značajnu inhibiciju u usporedbi s pozitivnom kontrolom (gentamicin) 

[89]. Čestoslavice su u istraživanjima pokazale i antifungalno, antivirusno i antiparazitsko 

djelovanje. Mocan i sur. su istraživali antifungalna svojstva vrste V. persica protiv Aspergillus 

niger i Penicillium hirsutum difuzimetrijskom metodom. Antifungalni učinak bio je veći za A. 

niger nego za P. hirsutum i to zbog fenolnih spojeva [81]. Koristeći istu metodu, antifungalni 

učinci ekstrakta vrste V. persica protiv Candida albicans i A. niger prikazani su u drugoj studiji 

[90]. Rezultati su pokazali da je najveći antifungalni učinak za oba gljivična patogena postignut 

pri koncentraciji od 300 µg/mL ekstrakta. Dunkić i sur. pokazali su u drugoj studiji antifungalni 

učinak metanolnog ekstrakta vrste V. spicata na MIC vrijednosti u rasponu od 1,25 mg/mL do 

5 mg/mL [20]. Kao rezultat ovih pozitivnih podataka, čestoslavice se potencijalno mogu 

smatrati dobrim prirodnim terapeutskim alternativama za blage gljivične infekcije [31]. Novo 

biološko svojstvo, tj. antivirusno djelovanje (protiv herpes simplex virusa HSV1 i HSV2), za 

vrstu V. persica je dokazano u nedavnom istraživanju koje su proveli Sharifi-Rad i sur. [91]. U 

ovoj studiji, etanolni ekstrakt vrste V. persica testiran je na Vero stanicama zaraženim s obje 

vrste virusa. Jače antivirusno djelovanje pronađeno je u 80 % metanolnoj frakciji ekstrakta V. 

persica tijekom i nakon infekcije stanica virusima, što ukazuje na interferenciju ekstrakta s 

intracelularnim ulaskom virusa i moguću inhibiciju virusne unutarstanične replikacije 

endogenih herpetičkih virusa. HSV1 bio je puno osjetljiviji na djelovanje metanolne frakcije u 

usporedbi s HSV2. Ovo antivirusno djelovanje ukazuje na korisnost ekstrakta biljke V. persica 

u kombinaciji s antivirusnim lijekovima (kao što je aciklovir) za smanjenje ozbiljnosti 

simptomatskih epizoda oralne herpetičke infekcije, koja se vraća kada je imunološki sustav 

oslabljen [31].  

Nisu istraživana samo biološka djelovanja ekstrakata čestoslavica. U jednom istraživanju Pinto-

Zevallos i sur. istraživali su sadržaj hlapljivih spojeva klasaste čestoslavice (V. spicata) koji su 

se proizvodili u biljci prilikom napada herbivora. Zaključili su da biljka proizvodi različite 

hlapljive tvari prilikom napada herbivora u svrhu privlačenja predatora koji će se hraniti 

herbivorom koji je napao biljku [92]. 

1.6. Molekularne analize i kemofenetski markeri  

Rod čestoslavica (Veronica) nekada je bio klasificiran u porodicu Scrophulariaceae 

uglavnom na temelju morfoloških karakteristika, ali je na temelju rezultata istraživanja sekvenci 

molekule DNA premješten i trenutno se nalazi u porodici Plantaginaceae [93]. 
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U Hrvatskoj je prema bazi Flora Croatica Database zabilježeno 40 vrsta čestoslavica [7] 

koje su raspoređene u 7 podrodova: Beccabunga, Chamaedrys, Veronica, Cochlidiosperma, 

Stenocarpon, Pocilla i Pentasepalae. 

 

Podrod Beccabunga 

V. acinifolia L. 

V. anagallis-aquatica L. 

V. anagalloides Guss. 

V. beccabunga L. 

V. catenata Pennell 

V. scardica Griseb. 

V. serpyllifolia L. 

V. serpyllifolia L. ssp. humifusa  

V.a peregrina L. 

 

Podrod Chamaedrys 

V. arvensis L. 

V. chamaedrys L. 

V. dillenii Crantz  

V. vindobonensis M. A. Fisch. 

V. verna L. 

 

Podrod Veronica 

V. alpina L. 

V. aphylla L. 

V. montana L. 

V. officinalis L.  

V. scutellata L. 

V. urticifolia Jacq. 

 

Podrod Cochlidiosperma 

V. cymbalaria Bodard 

V. hederifolia L. 

V. sublobata M. A. Fisch.  

V. triloba (Opiz) Opiz 

Podrod Stenocarpon 

V. saturejoides Vis. 

 

Podrod Pocilla 

V. agrestis L. 

V. opaca Fr. 

V. persica Poir. 

V. polita Fr.  

V. praecox All. 

V. triphyllos L. 

 

Podrod Pentasepalae 

V. austriaca L. ssp. austriaca 

V. austriaca L. ssp. jacquinii  

V. dalmatica  

V. teucrium L. ssp. crinita  

V. teucrium L. ssp. pseudochamaedrys 

(Jac.) Nyman 

V. orbiculata A. Kern. 

V. orsiniana Ten. 

V. prostrata L.

 

Albach i Taskova i njihovi suradnici istraživali su iridoidne glikozide roda Veronica i 

zaključili da se raspodjela tih tvari u različitim vrstama roda podudara s molekularnom 

filogenijom roda i tako pokazali da kemija roda može poslužiti kao dobar pokazatelj 
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međuvrsnih i međurodovskih veza [34]–[36], [94], [95]. Napredak u analitičkim metodama, 

posebice kromatografiji, zatim elektrokemijskim metodama detekcije (konduktometrijska, 

potenciometrijska, voltametrijska, amperometrijska i kulometrijska mjerenja), dovelo je do 

napretka u kemijskim studijama sve do metaboličkog profiliranja biljnih vrsta [1]. 

Kemotaksonomske studije temeljene isključivo na identifikaciji malih molekula postale su 

zastarjele kao alati za proučavanje filogenetskih odnosa viših biljaka zbog pojave mnogo 

moćnijih molekularnih tehnika i novih metoda analize genetskog materijala. Zato je predložen 

i u posljednje vrijeme se koristi novi termin za područje studija usmjerenih na identifikaciju 

karakterističnih specijaliziranih metabolita: kemofenetika biljaka. Kemofenetske studije su 

studije čiji je cilj opisivanje niza specijaliziranih sekundarnih metabolita u određenom rodu 

[96]. Dakle, kemofenetske studije pridonose fenetskom opisu roda ili vrste, slično anatomskim, 

morfološkim i kariološkim opisima, pa se tvari koje se identificiraju kao specijalizirani 

metaboliti karakteristični za pojedinu vrstu, rod ili porodicu, zovu kemofenetski markeri. 

Iridoidni glikozidi korišteni su kao kemofenetski markeri na različitim taksonomskim 

razinama. U okviru istraživanja kemofenetskih markera za rod Veronica, Taskova i sur. izolirali 

su 16 iridoidnih glikozida i dali vezu između kemijskog sastava i osnovnog broja kromosoma 

[97]. Mehrvarz i sur. istraživali su kemijski sastav odabranih vrsta roda Veronica, iridoida i 

flavonoida, te proučavali njihovu važnost za sistematiku i filogenetsku asocijaciju ovih vrsta. 

Analiza 4 vrste roda Veronica (V. persica, V. polita, V. francispetae, V. siaretensis) pokazala je 

kvalitativno konstantan sastav uzoraka iridoida svih vrsta, neovisno o okolišnim uvjetima [98]. 

Crişan i sur. istraživali su metodom LC-MS 12 vrsta čestoslavica analizirajući sadržaj aukubina 

i katalpola koji pripadaju iridoidnim glikozidima. Prema njima, iridoidni glikozidi su se 

pokazali kao vrlo važni prirodni spojevi zbog svoje farmakološke aktivnosti i važnosti za 

kemofenetiku [99]. Općenito, najčešći iridoidi roda Veronica su aukubin i katalpol [37], [97], 

[99] za koje se pokazalo da djeluju antitoksično, protuupalno, antioksidativno, štite od 

osteoporoze i degeneracije živčanog sustava [99], [100]. Albach i sur. također su istraživali 

iridoidne glikozide aukubin i katalpol u rodu Veronica i biljnoj vrsti Paederota lutea te su na 

temelju sastava ovih spojeva došli do zaključka o povezanosti ova dva roda, Veronica i 

Paederota [101]. Ovo dokazuje da su iridoidi vrlo dobar marker za kemofenetiku biljnih vrsta, 

kao što su i Saracoglu i sur. potvrdili u svom istraživanju [102].  

Za razliku od fitokemijskih istraživanja čestoslavica koja su uglavnom bila usmjerena 

na sadržaj glikozida, fenola i flavonoida, slobodni hlapljivi spojevi znatno su manje proučavani 

[41], [42], [80]. Molekularna filogenija i taksonomija roda Veronica dobro je istražena [3], [4], 

[10], [93], [95], [103]–[108]. Zbog paralelne morfološke evolucije uočene u tom rodu 
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(taksonomski različite vrste razvijaju slične morfološke karakteristike) [3], ne preporuča se 

oslanjati samo na morfologiju biljke pri određivanju i klasifikaciji vrsta roda. Stoga se za 

pouzdano i precizno određivanje vrste preporučuje analiza DNA barkodirane regije, kao što je 

ITS1-5.8SrDNA-ITS2, (nuklearni geni koji su naslijeđeni od oba roditelja) i trnL-trnF regije 

(geni iz kloroplasta koji se obično nasljeđuju od ženskog roditelja) [105]. 

Iako je regija ITS1-5.8SrDNA-ITS2 vjerojatno najpopularniji molekularni marker u 

biljkama za DNA identifikaciju biljnih vrsta, ova sekvenca može biti hipervarijabilna i stoga 

teška za analizu ako se sekvenciranje izvodi na tradicionalan način, Sangerovom metodom. Ovo 

posebno vrijedi za biljke hibridnog i/ili poliploidnog podrijetla. Kako je pojava poliploidije 

primijećena kod nekoliko vrsta čestoslavica [105], potencijalno puno preciznija identifikacija 

vrste može se dobiti novom metodom sekvenciranja sljedeće generacije (NGS, next generation 

sequencing). Ovom metodom moguće je sekvencirati mnogo više varijanti gena (markera) i 

dobiti mnogo kvalitetnije podatke, s većom rezolucijom, i time otkriti genetičku raznolikost kao 

što su polimorfizmi jednog nukleotida (SNP), umetanja/brisanja (indeli), homopolimerne regije 

i mikrosateliti, što sve zajedno omogućuje precizniju identifikaciju vrsta. NGS metoda već se 

primjenjuje u mnogim slučajevima: hvatanje varijacija alela ITS2 kod komaraca [109], 

raznolikost jedinica rDNA u rodu Nicotiana [110], autentičnost prehrambenih proizvoda 

biljnog podrijetla [111] i identifikacija ljekovitog bilja [112].
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2. HIPOTEZE I CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

 

Cilj ovog doktorskog rada bio je iz odabranih vrsta roda Veronica izolirati i identificirati 

slobodne hlapljive spojeve iz eteričnih ulja i hidrosola, odrediti njihovu kemofenetsku 

(fitotaksonomsku) važnost te istražiti biološko djelovanje izoliranih specijaliziranih 

metabolita. Uz navedeno, jedan od ciljeva je također bio istražiti mikromorfologiju trihoma 

odabranih vrsta Veronica kao mjesta sinteze eteričnih ulja. U svrhu ostvarivanja navedenih 

ciljeva formirane su tri hipoteze.  

Hipoteza 1: Odabrane vrste roda Veronica posjeduju žljezdane trihome u kojima se 

sintetiziraju raznovrsni slobodni hlapljivi spojevi.  

Hipoteza 2: Pojedine identificirane komponente ili kemoskupine koje se nalaze u sastavu 

eteričnih ulja mogu biti kemofenetski markeri za rod Veronica.  

Hipoteza 3: Slobodni hlapljivi spojevi koji se nalaze u sastavu eteričnog ulja i hidrosola 

posjeduju antioksidativnu i antiproliferativnu aktivnost te time doprinose biološkoj aktivnosti 

vrsta roda Veronica zajedno sa svim drugim specijaliziranim metabolitima. 
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3. RADOVI 
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3.1. Endemic Veronica saturejoides Vis. ssp. saturejoides – Chemical 

Composition and Antioxidant Activity of Free Volatile Compounds 
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3.2. Wild Species Veronica officinalis L. and Veronica saturejoides Vis. ssp. 

saturejoides — Biological Potential of Free Volatiles 
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3.3. Free Volatile Compounds of Veronica austriaca ssp. jacquinii (Baumg.) 

Eb. Fisch. and Their Biological Activity 
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3.4. Hydrodistillation and Microwave Extraction of Volatile Compounds: 

Comparing Data for Twenty-One Veronica Species from Different Habitats 
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3.5. Free Volatile Compounds as Chemophenetic Markers—Comparison with 

ITS2 and ITS1-5.8S-ITS2 Sequence Data for 18 Species of the Genus Veronica
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Table S1: GenBank accession numbers for the ITS2 and ITS1-5.8S-ITS2 sequences of Veronica species obtained in 

this study 

 ITS2 ITS1-5.8S-ITS2 

Species  GenBank number GenBank number 

V. dalmatica_1 OQ594828  

V. dalmatica_2 OQ594829 OQ564378 
V. dalmatica_3 OQ594830 OQ564379 

V. polita_1 OQ594831  

V. polita_2 OQ594832  

V. polita_3 OQ594833 OQ564385 

V. austriaca subsp. jacquinii_1 OQ594834  

V. austriaca subsp. jacquinii_2 OQ594835 OQ564380 

V. austriaca subsp. jacquinii_3 OQ594836  

V. chamaedrys_1 OQ594837  

V. chamaedrys_2 OQ594838  

V. chamaedrys_3 OQ594839  

V. saturejoides_1 OQ594840  

V. saturejoides_2 OQ594841  
V. saturejoides_3 OQ594842  

V. officinalis_1 OQ594843  

V. officinalis_2 OQ594844  

V. officinalis_3 OQ594845  

Veronica anagallis-aquatica_1 OQ594846  

Veronica anagallis-aquatica_2 OQ594847  

Veronica anagallis-aquatica_3 OQ594848  

Veronica anagalloides_1 OQ594849  

Veronica anagalloides_2 OQ594850  

Veronica anagalloides_3 OQ594851  

Veronica cymbalaria_1 OQ594852 OQ564383 
Veronica cymbalaria_2 OQ594853  

Veronica hederifolia_1 OQ594854  

Veronica hederifolia_2 OQ594855  

Veronica hederifolia_3 OQ594856  

Veronica montana_1 OQ594857  

Veronica montana_2 OQ594858  

Veronica montana_3 OQ594859  

Veronica acinifolia_1 OQ594860  

Veronica acinifolia_2 OQ594861 OQ564384 

Veronica acinifolia_3 OQ594862  

Veronica persica_1 OQ594863  

Veronica persica_2 OQ594864  
Veronica persica_3 OQ594865  

Veronica arvensis_1 OQ594866  

Veronica arvensis_2 OQ594867  

Veronica arvensis_3 OQ594868  

Veronica serpyllifolia_1 OQ594869  

Veronica serpyllifolia_2 OQ594870  

Veronica serpyllifolia_3 OQ594871 OQ564386 

Veronica longifolia_1 OQ594872  

Veronica longifolia_2 OQ594873  

Veronica longifolia_3 OQ594874  

Veronica beccabunga_1 OQ594875  
Veronica beccabunga_2 OQ594876  

Veronica beccabunga_3 OQ594877  

Veronica catenata_1 OQ594878  
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Table S2. List of taxa, GenBank accession numbers, and references for the previously published ITS1-5.8S-

ITS2 sequences used in this study. 

Species GenBank accession 

number 
References 

V. austriaca subsp. jacquinii KT361675 Rojas-Andres et al. 2015 

V. persica DQ534897 Kaplan and Hasanoglu, unpublished 

V. persica AF313001 Albach and Chase 2001 

V. polita AF509818 Albach et al. 2004. 

V. chamaedrys AF313003 Albach and Chase 2001 

V. arvensis AF313002 Albach and Chase 2001 
V. hederaefolia AJ548981 Ronald et al 2003 

V. cymbalaria AY741526 Munoz-Centeno et al. 2006 

V. longifolia AY673619 Albach et al. 2005 

V. saturejoides EU282097 Albach et al. 2009 

V. montana AF313014 Albach and Chase 2001 

V. officinalis AF313012 Albach and Chase 2001 

V. serpyllifolia AF313017 Albach and Chase 2001 

V. acinifolia AF509798 Albach et al. 2004. 

V. beccabunga AF313015 Albach and Chase 2001 

V. anagallis-aquatica KJ630576 Meudt et al 2014, unpublished 

V. anagalloides ssp. heureka KJ630578 Meudt et al 2014, unpublished 

Satureja montana  EU823287 Bezić et al 2009 
Satureja subspicata EU823288 Bezić et al. 2009 

Clinopodium macrostemun JQ668083 Drew and Sytsma 2012 
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4. RASPRAVA 
 

4.1. Kemijski sastav specijaliziranih metabolita 
 

Slobodne hlapljive tvari: eterična ulja i hidrosoli 

 Slobodne hlapljive tvari iz roda Veronica do sada nisu šire istraživane. Za istraživanje 

kemijskog sastava (s posebnim naglaskom na slobodne hlapljive tvari) i biološku aktivnost tih 

ekstrakata u okviru ove disertacije odabrane su vrste: Veronica saturejoides Vis. ssp. 

saturejoides, Veronica officinalis L. i Veronica austriaca  L. ssp. jacquinii (Baumg.) Eb. Fisch. 

Prema pregledu literature, kemijski sastav FVC-ova (free volatile compounds, slobodne 

hlapljive tvari) i njihova biološka aktivnost za ove vrste još nije istražena, pa je ovo prvi pregled 

slobodnih hlapljivih komponenti za ove vrste, posebno u smislu usporedbe hlapljivih 

komponenti iz eteričnog ulja (EO, essential oil) i iz vodenih ostataka (HY, hidrosola, 

hydrosols), ispitivanja antioksidativnog i antiproliferativnog djelovanja ovih ekstrakata, te 

mikromorfološke karakterizacije trihoma. Budući da ove vrste rastu i u ekstremnim uvjetima 

okoliša, pretpostavljeno je da razvijaju hlapljive komponente koje bi mogle imati 

antioksidativno djelovanje, kao i neka druga biološka djelovanja.  

 Za vriskovu čestoslavicu (V. saturejoides ssp. saturejoides) za biološku aktivnost i 

identifikaciju FVC-ova istražene su tri lokacije: s planine Prenj (PS) (rad u sklopu poglavlja 

3.1.), s planine Kamešnica (KS) (rad u sklopu poglavlja 3.1.) i s planine Dinara (DS) (rad u 

sklopu poglavlja 3.2.). U eteričnom ulju PS (Prenj sample, uzorak s planine Prenj) identificirano 

je 25 spojeva koji čine 92,47 % ukupnog ulja. Najzastupljeniji spoj bio je heksahidrofarnezil 

aceton (30,13 %). U eteričnom ulju KS (Kamešnica sample, uzorak s planine Kamešnica) 

identificiran je ukupno 21 spoj, što predstavlja 95,38 % ukupnog ulja, a najzastupljenija je 

heksadekanska kiselina (37,31 %). Tablica 1 iz poglavlja 3.1. pokazuje da je broj spojeva 

otkrivenih i identificiranih u hidrosolu manji nego u EO. To je i logično jer su nepolarni spojevi 

manje topljivi u vodi. U PS hidrosolu identificirano je 17 spojeva, što predstavlja 92,29 % 

ukupnog hidrosola; u hidrosolu KS identificirano je 16 spojeva, što predstavlja 92,43 % 

ukupnog hidrosola. U uzorcima hidrosola najzastupljeniji spoj bio je trans-p-menta-1(7),8-

dien-2-ol, koji je predstavljao 31,75 % odnosno 36,63 % ukupnog hidrosola u PS i KS. Ovi 

rezultati su u skladu s činjenicom da hidrosoli sadrže otopljene molekule EO, s obzirom da se 

više od polovice spojeva koji su identificirani u hidrosolu nalaze i u eteričnom ulju [22]. 

  Heksahidrofarnezil aceton (fiton) i heksadekanska kiselina (palmitinska kiselina) važne 

su komponente u oba uzorka analiziranih EO. Prema literaturi, fiton pokazuje snažno 
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antimikrobno djelovanje i inhibiciju širokog spektra protiv različitih sojeva gljivica [113]. 

Palmitinska kiselina ima antioksidacijsku, nematidnu, pesticidnu, antiandrogenu, hemolitičku i 

5-alfa reduktaznu aktivnost [114]. Palmitinska kiselina je također pronađena u EO vrste 

Veronica thymoides P. H. Davis subsp. pseudocinerea M. A. Fischer, gdje je činila 5,4 % 

ukupnog EO [80]. 

 Prisutnost ugljikovodika je značajna, posebno u EO PS uzorka gdje dominira 

pentakosan sa 6,28 %. Seskviterpeni (E)-kariofilen i kariofilen oksid identificirani su u oba 

uzorka ulja. Kariofilen oksid je posebno prisutan u PS ulju sa 20,25 %, dok ga je u KS ulju 

gotovo deset puta manje (2,34 %). Seskviterpeni su također značajno zastupljeni i dominiraju 

u analiziranim hidrosolima. Udio identificiranog (E)-kariofilena u uzorcima hidrosola (24,52 

% i 12,35 %) značajno je veći nego u uzorcima ulja, a zatim slijede allo-aromadendren (8,13 % 

i 11,53%) i germakren D (2,56 % i 4,67 %), dok je kariofilen oksid najmanje prisutan u 

uzorcima hidrosola (Tablica 1, poglavlje 3.1). Poznato je da hlapljive komponente bogate 

seskviterpenima imaju antifungalna, antimikrobna, antikancerogena i antioksidativna svojstva 

[115]–[118]. Uz ove seskviterpene i trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol u analiziranim uzorcima 

hidrosola značajno je prisutan metil eugenol i to 13,35 % u PS hidrosolu i 11,92 % u KS 

hidrosolu.  

 Glavni FVC-ovi V. officinalis su: heksadekanska kiselina (20,62 %), β-ionon (17,88 %), 

heksahidrofarnezil aceton (13,92 %) i (E)-kariofilen (6,78 %). Ovi spojevi također su 

identificirani u frakciji hidrosola V. officinalis, ali s mnogo manjim udjelima, osim β-ionona, 

koji ima visok udio od 10,74 %. Štoviše, fenolni spoj p-vinil gvajakol (11,59 %) najzastupljeniji 

je spoj u frakciji hidrosola V. officinalis, a slijede ga benzaldehid (9,25 %), kariofilen oksid 

(7,52 %) i (E)-β-damaskon (6,69 %). Oksigenirani seskviterpeni glavna su skupina u obje 

frakcije V. saturejoides ssp. saturejoides (Tablica 1, Slika 2, poglavlje 3.2.) s prevladavajućim 

spojem kariofilen oksidom (23,65 % u EO i 21,28 % u HY). Među fenolnim spojevima samo 

je metil eugenol identificiran kao najzastupljeniji spoj, u EO-frakciji s 20,23 %, a u hidrosolnoj 

frakciji s 23,31 %. Među oksigeniranim monoterpenima kod vrste V. saturejoides ssp. 

saturejoides u obje frakcije, trans-1(7),8-p-mentadien-2-ol bio je najzastupljeniji spoj (10,62 % 

u EO i 11,75 % u HY). U hidrosolima KS i PS također je najzastupljeniji trans-1(7),8-p-

mentadien-2-ol, s postotkom od 31,75 % za uzorak PS i 36,63 % za uzorak KS. Kariofilen oksid 

također je bio prisutan u obje frakcije V. saturejoides DS uzorak (eterično ulje i hidrosol) što je 

djelomično u skladu s rezultatima za PS i KS uzorak gdje je za PS uzorak EO postotak kariofilen 

oksida bio 20,25 %, dok je za KS bio tek 2,34 %. 
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 Izolacija i identifikacija FVC-a vrste V. austriaca ssp. jacquinii je napravljena za četiri 

uzorka EO i četiri hidrosola, a rezultati su prikazani u Tablicama 1 i 2, poglavlja 3.2. Spojevi u 

tablici navedeni su redoslijedom njihovog eluiranja s kolone. Prinosi EO s četiri lokacije bili su 

0,38 %, 0,47 %, 0,51 % i 0,64 %, redom. Cilj je bio utvrditi sličnosti i razlike u hlapljivim 

komponentama ovisno o populaciji. U svim uzorcima EO identificirano je više od 90 % 

ukupnog ulja, a heksahidrofarnezil aceton (23,34–52,56 %) i heksadekanska kiselina (26,71–

58,91 %) bili su najzastupljeniji (Slika S1, poglavlje 3.2.). Ove komponente također su 

identificirane u svim uzorcima hidrosola, ali u znatno nižem postotku u rasponu od 0,48 % do 

7,70 % kada se promatraju obje komponente. Osim ove dvije komponente, (E)-kariofilen i (Z)-

metil izoeugenol prisutni su u sva četiri uzorka EO i u sva četiri uzorka hidrosola. Glavne 

komponente u hidrosolima su metil eugenol (23,35–57,93 %), trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 

(5,24–7,69 %) i timol (3,48–9,45 %) (Tablice 1 i 2, poglavlje 3.2.). Na Slici 2a (poglavlje 3.2.) 

prikazan je sastav na temelju Tablica 1 i 2 (prema % - relativna površina vrha analize plinskom 

kromatografijom - masenom spektrometrijom, rezultat je maseni udio određene tvari u 

ukupnom sastavu, a ne masa tvari; kvalitativno, a ne kvantitativno analiziranje sastava uzorka). 

Može se vidjeti da je sastav svih EO uzoraka karakteriziran visokim postotkom kategorijom 

tvari „Oksigenirani seskviterpeni” i kategorijom „Kiselina, alkohola i estera”. Ovaj rezultat je 

u skladu s rezultatima za EO V. saturejoides [119]. 

 Heksahidrofarnezil aceton identificiran je u V. saturejoides i V. jacquinii kao glavni EO 

spoj, dok je u vrsti V. officinalis prevladavajući spoj bio heksadekanska kiselina. Osim 

heksahidrofarnezil acetona u svim ispitivanim uzorcima EO vrste V. austriaca ssp. jacuinii, 

heksadekanska (palmitinska) kiselina je također identificirana u visokom postotku. Sva četiri 

uzorka hidrosola V. austriaca ssp. jacquinii imaju sličan sastav s metil eugenolom kao 

najzastupljenijim spojem (Tablica 2, Slika S2, poglavlje 3.3.). Ovaj bi spoj mogao biti 

odgovoran za veću antioksidacijsku aktivnost hidrosola u usporedbi s aktivnošću EO (mjereno 

DPPH metodom). Glavna razlika između sastava EO i hidrosola (Slika 2, poglavlje 3.3.) je u 

tome što su nepolarni spojevi kao što su masne kiseline i oksigenirani seskviterpeni glavne 

kategorije spojeva u EO, dok su polarniji spojevi kao što su fenolne kiseline i oksigenirani 

monoterpeni najzastupljeniji u hidrosolima. Za ovu vrstu istraženi su i drugi specijalizirani 

metaboliti. Živković i sur. identificirali su flavonoide izvedene iz flavona - luteolin i 

izoskutelarein i otkrili da je akteozid najdominantniji spoj u V. austriaca ssp. jacquinii. Također 

su otkrili derivate kvercetina u ovoj vrsti [77]. 

 U dopunskim materijalima u Tablicama S1 i S2 poglavlja 3.3 prikazani su sastavi 

hlapljivih spojeva iz EO i hidrosola preračunati prema prinosima iz suhog biljnog materijala (u 
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mg po g suhog materijala biljke). Glavne kategorije prikazane su na Slici 2b poglavlja 3.3. Ako 

usporedimo podatke sa Slike 2a, glavna razlika je u tome što je na Slici 2b dobro prikazano da 

je koncentracija hlapljivih tvari u hidrosolima niža nego u EO, ali distribucija glavnih kategorija 

ostaje ista kao što je raspoređena na Slici 2a. Može se vidjeti da su u EO spojevi koji pripadaju 

skupinama "Oksigeniranim seskviterpenima" i "Kiseline, alkoholi i esteri" najzastupljeniji 

(1,44-2,01 odnosno 1,34-4,00 mg/g), a spojevi koji pripadaju "Fenolnim spojevima" su 

najzastupljeniji u hidrosolima (1,20–2,24 mg/g). 

 Pregledom literature utvrđeno je da nije provedeno mnogo istraživanja o sastavu 

hlapljivih spojeva drugih vrsta čestoslavica. Sastav EO V. spicata je prethodno analiziran i 

studija je pokazala da je najzastupljeniji spoj fitol (21,13 %) [20]. Valyova i sur. proučavali su 

ekstrakte bugarske vrste Veronica officinalis i pronašli su sljedeći sastav u etanolnom ekstraktu 

nadzemnih dijelova: terpeni, zasićene i nezasićene masne kiseline i esteri, steroidi, p-

hidroksifeniletil alkohol, maltol i loliolid. Po sadržaju je najzastupljeniji β-sitosterol. U svojoj 

studiji također su identificirali terpinen-4-ol, neofitadien, heksahidrofarnezil aceton, vitamin E, 

fitol i skvalen po prvi put u rodu Veronica [82]. Ostala istraživanja EO roda Veronica provedena 

su na V. thymoides subsp. pseudocinerea, V. linariifolia i Veronica sp.. Ertas i sur. utvrdili da 

je najzastupljeniji sastojak eteričnog ulja Veronica thymoides subsp. pseudocinerea bio je 

heksatriakonten (21 %) koji pripada skupini ugljikovodičnih spojeva [80]. U drugom 

istraživanju sastava eteričnog ulja vrste Veronica linariifolia Pall. ex Link glavni sastojci bili 

su cikloheksen (25,83 %), β-pinen (11,61 %), 1S-α-pinen (10,65 %), β-felandren (10,49 %), β-

mircen (10,42 %) i germakren D ( 4,99 %) (monoterpenski i seskviterpenski ugljikovodici). 

Çelik i sur. proučavali su eterična ulja ekstrahirana iz Veronica sp. i utvrdili da su glavne 

komponente uglavnom linalol (4,18 %) i karvakrol (7,28 %) [42]. 

 Fenilpropanoidi kao što su metil eugenol i identificirani Z-metil izoeugenol (1,25 % i 

4,16 %) pojavljuju se u biljkama u uvjetima stresa, kao što je ultraljubičasto zračenje i napad 

patogena [120], pa ne čudi njihova identifikacija u uzorcima iz ove disertacije, a posebno kod 

vrste V. saturejoides koja raste na velikim visinama, u sušnim uvjetima. U prethodno 

istraživanoj vrsti Veronica spicata L. fitol je bio dominantan spoj (21,13 %) u ukupnom EO 

[9]. U istraživanju u okviru ove disertacije fitol je bio prisutan samo u eteričnom ulju PS 

(Tablica 1, poglavlje 3.1.) (2,82 %). Daljnja usporedba spojeva pronađenih u V. spicata L. i V. 

saturejoides pokazuje da je devet spojeva pronađeno u obje biljne vrste: (E)-kariofilen, 

spatulenol, kariofilen oksid, γ-eudesmol, fitol, dokosan, trikosan, tetrakosan i pentakosan. Ako 

se usporedi sve ispitane uzorke, može se reći da su vrste V. jacquinii i V. officinalis bogatije 

heksadekanskom kiselinom od vrste V. saturejoides ssp. saturejoides. Zapravo za sve uzorke 
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se može zaključiti, zbog identificiranog heksahidrofarnezil acetona i heksadekanske kiseline u 

višim postotcima, da su najbogatije kategorijom FVC-a „Oksigenirani seskviterpeni“ ili 

kategorijom „Masne kiseline, aldehidi, alkoholi, esteri i ketoni“, ovisno o tome u koju 

kategoriju je smještena tvar heksahidrofarnezil aceton. 

 Za rad unutar poglavlja 3.3. provedena je preliminarna PCA (principal component 

analyses) analiza za hlapljive spojeve iz EO i hidrosola u količini većoj od 2 % (Slika 3, 

poglavlje 3.3.) u koju su uključeni spojevi vrste V. austriaca ssp. jacquinii te V. saturejoides 

kako bi se istražilo hoće li se dvije vrste razlikovati jedna od druge prema sadržaju FVC-a i 

mogu li hlapljivi spojevi biti kemofenetski marker za ovaj rod (Slika 3a, poglavlje 3.3.). PC1 i 

PC2 za hlapljive spojeve iz EO i hidrosola objasnili su 50,04 % varijance i razlikovali V. 

saturejoides od V. austriaca ssp. jacquinii. Osim toga, hidrosoli su se razlikovali od EO. To je 

bilo za očekivati, kao što je ranije spomenuto, sastav hlapljivih spojeva u EO je nešto drugačiji 

nego u hidrosolima. Komponente koje razlikuju EO od hidrosola nalaze se u negativnom 

području PC1 i PC2 za obje vrste. Glavne komponente koje razlikuju V. austriaca ssp. jacquinii 

od V. saturejoides za hidrosole su trans-p-1(7),8-menta-dien-2-ol, allo-aromadendren, (Z)-metil 

izoeugenol, germakren D i (E)-kariofilen (Slika 3b, poglavlje 3.3.). Glavne komponente koje 

razlikuju V. austriaca ssp. jacquinii od V. saturejoides za EO su 1-heksadekanol, α-muurolol, 

trikosan, pentakosan, 2-metoksi-4-vinilfenol, oktadekanol acetat, β-kariofilen oksida i 

heksadekanska kiseline (Slika 3b, poglavlje 3.3.). Iz Slike 3. vidljivo je da se te dvije vrste 

najbolje razlikuju na temelju hlapljivih komponenti hidrosola.  

 Istraživanje FVC-a u okviru četvrtog rada iz disertacije (poglavlje 3.4.) rađeno je 

prvenstveno u svrhu izrade klastera temeljenih na slobodnim hlapljivim spojevima roda 

Veronica. Osim izolacije klasičnom Clevenger aparaturom korištena je i nova aparatura 

mikrovalne ekstrakcije te su uspoređeni rezultati ove dvije ekstrakcije. U ovoj studiji 

proučavani su FVC-ovi u vrstama Veronica kako bi se utvrdilo mogu li se neki od spojeva 

koristiti kao kemofenetski markeri za buduća istraživanja i kako bi se utvrdilo utječu li okolišni 

uvjeti na različitim staništima na sastav tih spojeva. Studijom je utvrđeno da su neki glavni 

sastojci prisutni u svim vrstama bez obzira na stanište u kojem vrste obitavaju. Ovi FVC-ovi su 

heksahidrofarnezil aceton, fitol i heksadekanoična kiselina. Gledajući klastere za 

hidrodestilaciju Clevengerom (HD) i mikrovalnom pećnicom, može se vidjeti da staništa 

temeljena na vlažnosti ne utječu na sastav hlapljivih spojeva, jer su sva staništa zastupljena u 

većini klastera. Ovakav sličan rezultat su dobili Mehrvarz i sur. u analizi četiri vrste čestoslavica 

(V. persica, V. polita, V. francispetae M. A. Fisch. i V. siaretensis E. Lehm.). Studija je pokazala 

kvalitativno konstantan sastav uzoraka iridoida kod svih vrsta, neovisno o okolišnim uvjetima 
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[98]. Brojni drugi pokusi pokazali su da se FVC mogu koristiti za razlikovanje vrsta i kultivara 

[121]–[124]. 

 Što se tiče relativnog sadržaja hlapljivih spojeva u vrstama Veronica prikupljenim iz 

suhih staništa, oksigenirani seskviterpeni čine glavnu klasu klasično izoliranih spojeva. Iznimka 

je endemična vrsta V. dalmatica, kod koje je udio oksigeniranih seskviterpena bio sličan za obje 

metode izolacije. Kod vrste V. dalmatica oksigenirani diterpeni bili su najzastupljeniji u HD, a 

seskviterpenski ugljikovodici bili su dominantni u mikrovalnoj ekstrakciji (Slika 2, poglavlje 

3.4.). U skupini biljaka sakupljenih s vlažnih staništa postotci klasa spojeva ekstrahiranih 

objema metodama bili su isti. Najveće varijacije utvrđene su u postotku identifikacije 

oksigeniranih monoterpena u V. beccabunga (Slika 4, poglavlje 3.4.). Spojevi u sastavu 

monoterpenskih ugljikovodika općenito su najmanje identificirani, a najviše izolirani kod vrste 

umjerenih staništa V. hederifolia objema metodama izolacije (Slika 6, poglavlje 3.4.). Utvrđeno 

je da u sastavu V. officinalis dominira skupina spojeva koja se sastoji od kiselina, alkohola i 

estera. Jedan od tih spojeva bio je alkohol 3-heksen-1-ol, koji je izoliran zelenom ekstrakcijom. 

Poznato je da je ova komponenta jedna od najvažnijih u sastavu FVC-a [125]. Ova se vrsta 

često koristi u biljnim čajevima, pa je prisutnost 3-heksen-1-ol-a bila očekivana budući da je 

ovaj spoj široko zastupljen u svježim listovima čaja [125]. S ovom studijom o slobodnim VC-

ima, prošireno je znanje o specijaliziranim metabolitima koji čine osnovu za daljnja biološka 

istraživanja. 

 Uspoređujući rezultate ekstrakcije FVC-a klasičnom hidrodestilacijom i mikrovalnom 

destilacijom, može se vidjeti da su iste glavne komponente izolirane objema metodama, ali u 

različitim relativnim postocima. Neki spojevi izolirani su samo hidrodestilacijom ili 

mikrovalnom destilacijom. To je i logično jer je poznato da proces hidrodestilacije može 

negativno utjecati na neke od spojeva koji se zbog visokih temperatura i dugog vremena 

ekstrakcije razgrađuju. S druge strane, mikrovalna destilacija ponekad može rezultirati 

izolacijom manjeg broja komponenti kao što je navedeno u studiji Wu i sur. [126]. U svojem 

su istraživanju zaključili da hidrodestilacija ostaje bolja opcija za ekstrakciju FVC-a jer 

ekstrahira najveći broj komponenata. Gledajući rezultate za izolirane FVC za rod Veronica i 

činjenicu da su svi glavni spojevi ekstrahirani objema metodama, treba uzeti u obzir mikrovalnu 

ekstrakciju pri ekstrakciji FVC iz manje količine (laboratorijska ekstrakcija) uzorka jer je to 

ekološki prihvatljiviji izbor te koristi manje vode i energije i neće pregrijati uzorak. 
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Polifenoli 

 Biljni polifenoli prirodni su biološki aktivni spojevi koji se mogu sintetizirati i u 

laboratoriju. Zbog svojih dobrih antioksidativnih, antineurodegenerativnih i antikancerogenih 

svojstava, često se konzumiraju u prehrani [127]. Također, pomažu biljci da se zaštiti od 

ultraljubičastog zračenja ili napada patogena [128]. U istraživanju u okviru ove disertacije, kao 

što je prikazano u Tablici 3 (poglavlje 3.1.), najveći sadržaj ukupnih fenolnih kiselina utvrđen 

je kod V. saturejoides ssp. saturejoides (Kamešnica-KS; 1; A525 nm, 86.9±1.4 mg/g), dok je 

prinos ukupnih flavonoida (TF) bio vrlo nizak i isti za oba istraživana primjerka V. saturejoides 

ssp. saturejoides (Tablica 3, poglavlje 3.1.). Harput i sur. utvrdili su da je ukupni sadržaj fenola 

bio 200,20 mg/g u V. officinalis L., 139,92 mg/g kod V. peduncularis M. Bieb., 127,64 mg/g 

kod V. orientalis Mill. i 83,15 mg/g kod V. baranetzkii Bordz. [84]. Uspoređujući ove rezultate 

s rezultatima dobivenim u okviru ove disertacije, može se vidjeti da V. saturejoides ima sličan 

ukupni sadržaj fenola kao V. baranetzkii. Ertas i sur. otkrili su da je ukupni sadržaj fenola u 

metanolnim ekstraktima V. thymoides subsp. pseudocinerea iznosio 248,37 ± 3,68 mg/g, a 

ukupni sadržaj flavonoida 47,02 ± 0,21 mg/g [80]. 

 Tablica 4 unutar poglavlja 3.3. prikazuje rezultate analiza polifenola V. austriaca ssp. 

jacquinii s četiri lokacije u Hrvatskoj. Najveći sadržaj ukupnih fenolnih kiselina (TPA, total 

phenolic acids) utvrđen je kod V. austriaca ssp. jacquinii s lokaliteta Br (78.79±1.30 mg/g) dok 

je prinos ukupnih flavonoida (TF) vrlo nizak i sličan za sve istraživane jedinke ispitivane vrste. 

Za ovaj uzorak s najvišim ukupnim fenolima možemo reći da je sličnog sastava kao i uzorak V. 

saturejoides, ali rezultati iz pregleda literature pokazuju da V. officinalis ima najveći sadržaj 

ukupnih polifenola, ranije navedenih [84]. Vrsta V. jacquinii ima veći sadržaj ukupnih tanina 

od vrste V. saturejoides, te veći sadržaj ukupnih flavonoida.  

4.2. Trihomi 
 

 Istraživanja slobodnih hlapljivih spojeva roda Veronica vrlo su oskudna, stoga je važno 

da je ovo istraživanje potkrijepljeno mikromorfologijom trihoma kao vidljivim dokazom mjesta 

sinteze slobodnih hlapljivih spojeva. Žljezdani trihomi su „bio-tvornice“ hlapljivih spojeva koji 

stvaraju komponente eteričnih ulja. Imaju važnu ulogu u zaštiti biljaka od biljojeda i patogena 

te u privlačenju oprašivača [43].  

 Općenito, mikromorfološka istraživanja čestoslavica su rijetka, pa je stoga odlučeno 

provesti mikromorfološka istraživanja biljaka odabranih za ovu disertaciju kroz prva tri 

znanstvena rada, kako bi se pronašlo mjesto proizvodnje eteričnog ulja. Na stabljikama, 
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listovima i čaškama V. saturejoides mogu se uočiti nežljezdani i žljezdani trihomi. Prema 

istraživanju skenirajućeg elektronskog mikroskopa (SEM), nežljezdani trihomi (Slika 2a, 2b, 

2g, 2h, poglavlje 3.1.) su nerazgranati, dvostanični do višestanični, jednostruki i presavijeni na 

različitim razinama. Mogli bi se definirati kao utanjeni trihomi [129]. Duljina ovih trihoma 

varirala je od vrlo kratkih do dugih trihoma (Slika 2g, 2h, poglavlje 3.1.). Ovi trihomi štite 

biljku od gubitka vode i održavaju pozitivnu mikroklimu (na površini zadržavaju vlagu, 

održavaju umjerenu temperaturu pri površini listova, štite od prezagrijavanja). Površine ovih 

trihoma pokazale su bradavičast izgled zbog pojave kutikularnih mikropapila (Slika 2g, 2h, 

poglavlje 3.1.). Listovi i cvjetovi su rijetko prekriveni nežljezdanim trihomima (Slika 2a–f, 

poglavlje 3.1.), dok stabljiku karakterizira relativno gusti raspored ovih trihoma (Slika 2g, 2h, 

poglavlje 3.1.). Kurer je prije 100 godina spomenuo postojanje nežljezdanih trihoma na 

dijelovima cvijeta vrste Veronica [46]. Dodatno, Kraehmer i Baur opisali su te trihome u V. 

persica Poir [47]. Ista vrsta nežljezdanih trihoma uobičajena je u mnogim drugim vrstama 

Lamiaceae [48]–[50]. 

 Osim nežljezdanih trihoma, na stabljikama, listovima i čaškama V. saturejoides ssp. 

saturejoides mogu se uočiti i žljezdani glavičasti trihomi. Ti se trihomi sastoje od jedne stanice 

stapke i dvije eliptično oblikovane stanice glave (Slika 2e, poglavlje 3.1.). Nisu uspravne i mogu 

se opisati kao pripijene uz površinu. Svi istraživani dijelovi biljaka su prekriveni rijetko 

raspoređenim glavičastim trihomima. Isti tip glavičastih trihoma uočen je i kod V. beccabunga 

L. [51]. Isto tako, tip nagnutog trihoma s dvostaničnom glavom zabilježen je u Stachys recta L. 

ssp. recta u studiji koju su proveli Vundać i sur. [52]. Usporedivi glavičasti trihomi sa samo 

jednom eliptično oblikovanom stanicom glave mogu se uočiti na SEM mikrofotografijama 

Marrubium vulgare L. (Lamiaceae) u istraživanju Haratyma i Weryszko-Chmielewske [48]. 

Također, Hanlidou i sur. opisali su sličan tip trihoma ("kratak i obično savijen") u Calamintha 

menthifolia Host. [130]. Kremer i sur. također su identificirali tip nagnutog trihoma s jednom 

stanicom glave kod vrste Micromeria croatica (Pers.) Schott [55], kao i u novijem istraživanju 

kod 9 vrsta roda Micromeria te pet vrsta roda Clinopodium [56]. Iz podataka o prinosu EO iz 

PS i KS uzoraka za V. saturejoides ssp. saturejoides (poglavlje 3.1.), prinos je znatno veći u PS 

(0,07 %) nego u KS (0,03 %), ali mikrografije nisu pokazale nikakvu značajnu razliku između 

uzoraka u broju glavičastih trihoma na čašicama i listovima (Tablica 2, Slika 2c–f, poglavlje 

3.1.). Nešto veći broj glavičastih trihoma pronađen je na stapkama iz PS (Slika 2g, poglavlje 

3.1.). Dobivena razlika u prinosu EO između uzoraka mogla bi biti posljedica drugih razloga, 

poput klimatskih uvjeta ili mogućeg mehaničkog oštećenja žljezdanih trihoma. 
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 Na površini proučavane biljke V. officinalis mogu se vidjeti dvije vrste žljezdanih 

trihoma: štitasti i glavičasti (Slika 3, poglavlje 3.2.). Štitasti žljezdani trihomi sastoje se od 

bazalne stanice, vrlo kratke stapke i višestanične glave s prilično velikim subkutikularnim 

prostorom (Slika 3c, poglavlje 3.2.). Ovi trihomi su vrlo rijetki i uočeni su samo na čašci V. 

officinalis. Ova vrsta trihoma nije identificirana kod vrste V. saturejoides ssp. saturejoides ni 

kod V. austriaca ssp. jacquinii. S druge strane, štitasti trihomi česti su u nekim drugim biljnim 

vrstama, posebice u Lamiaceae [48], [131]. Štitastu vrstu žljezdanih trihoma opisali su Kremer 

i sur. kod vrsta roda Micromeria i Clinopodium gdje su poprilično zastupljene [55], [56]. 

Glavičasti žljezdani trihomi ljekovite čestoslavice mogu se dalje podijeliti u dva podtipa. 

Glavičasti trihomi podtipa 1 (C1) sastoje se od stanice drške i dviju stanica glave eliptičnog 

oblika sa subkutikularnim prostorom (Slika 3g, poglavlje 3.2.). Prisutni su na adaksijalnoj i 

abaksijalnoj strani lista, na čaški i na stabljici. Glavičasti trihomi podtipa 2 (C2) jednostruki su, 

nerazgranati, višestanični, dugi i presavijeni na različitim razinama (Slika 3e, 3h, poglavlje 

3.2.). Sastoje se od nekoliko (najčešće četiri do pet) stanica stabljike i stanice glave sa 

subkutikularnim prostorom. Prisutni su na stabljici i čaški V. officinalis. Na površini lista 

prisutni su samo C1 trihomi i čini se da su gušći nego na stabljici i čaški. C1 trihomi također su 

uočeni na površini stabljike, lišća i čaške V. saturejoides ssp. saturejoides. S druge strane, C2 

trihomi nisu pronađeni u V. saturejoides ssp. saturejoides. Kao što je i ranije spomenuto, 

glavičasti trihomi tipa C1 prethodno su uočeni u vrste V beccabunga L. [51]. Usporedni, ali 

više ili manje uspravni glavičasti trihomi s kratkom peteljkom i dvostaničnom glavom uočeni 

su u Marrubium vulgare L. [48] i u endemskoj Salvia smyrnea L. iz Turske [131]. 

 Nežljezdani trihomi također imaju zaštitnu funkciju u biljkama. Mogu zaštititi biljke od 

biljojeda i spriječiti veći gubitak vode transpiracijom [43]. Ovi trihomi uočeni su na čaškama, 

listovima i peteljkama V. officinalis. Prema istraživanju provedenom SEM–om, nežljezdani 

trihomi su nerazgranati i jednostruki. Također se može primijetiti da su to kratki (dvostanični) 

ili duži (višestanični) trihomi (Slika 3b, 3f, poglavlje 3.2.). Ovi trihomi su presavijeni na 

različitim razinama. Nežljezdani trihomi gušći su na površini stabljike nego na listovima i 

čaškama (Slika 3, poglavlje 3.2.). Prisutnost istog tipa trihoma identificirana je i na nadzemnim 

dijelovima V. saturejoides, na dijelovima cvijeta Veronica sp. [46] i kod vrste V. persica Poir. 

[47]. 

 Za treću vrstu odabranu za istraživanje kroz ovu disertaciju, V. austriaca ssp. jacquinii, 

nežljezdani i jedan tip žljezdanih trihoma uočeni su na čaškama, listovima i stabljici. Prema 

istraživanju provedenom SEM–om, nežljezdani trihomi variraju od dvostaničnih do 

višestaničnih (Slika 4a, 4f, 4h, poglavlje 3.3.). Nerazgranate su, jednostruke i presavijene na 
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različitim razinama, a duljina je varirala od kratkih do dugih dlaka. Njihova je površina bila 

bradavičastog izgleda zbog prisutnosti kutikularnih mikropapila (Slika 4a, poglavlje 3.3.). Ove 

vrste trihoma mogu se uočiti kao utanjene dlake [129]. Čaške, stabljike i adaksijalna strana lista 

su umjereno gusto prekriveni nežljezdanim trihomima (Slika 4a, 4e, 4h), dok su na abaksijalnog 

strani lista ti trihomi bili uglavnom raspoređeni duž glavne žile i ruba lista (Slika 4c, poglavlje 

3.3.). Ovaj tip nežljezdanih dlačica uočen je kod V. saturejoides ssp. saturejoides i V. officinalis. 

Utanjeni, nežljezdani trihomi općenito su poznati iz drugih biljnih vrsta [132]–[134]. 

 Žljezdani trihomi vrste V. austriaca ssp. jacquinii pripadaju glavičastom tipu trihoma i 

sastoje se od jedne stanice unutar drške i dvije glavičaste stanice eliptičnog oblika (Slika 4b, 

poglavlje 3.3.). Ovi trihomi nisu uspravni, već bi se mogli opisati kao prilijepljeni za površinu. 

Uočeni su na čaškama, listovima i stabljici. Svi istraživani dijelovi biljaka bili su srednje gusti 

prekriveni glavičastim trihomima. Ova vrsta žljezdanih trihoma također je identificirana kod V. 

saturejoides ssp. saturejoides i V. officinalis. Osim već ranije spomenutih istraživanja, 

usporedivi žljezdani trihomi, ali sa samo jednom eliptično oblikovanom stanicom glave, 

pronađeni su u vrstama Satureja thymbra L., Thymus capitatus (L.) Hoffmanns, Majorana 

syriaca (L.) Rafin. [33], Calamintha menthifolia Host. [39], Geranium macrorrhizum L. i G. 

dalmaticum (Beck) Rech. f. [135]. U općoj usporedbi s V. saturejoides, možemo reći da su 

trihomi V. austriaca ssp. jacquinii gušće raspoređeni na svim dijelovima nadzemnih dijelova 

(stabljika, listovi i čaške) dok vrsta V. officinalis ima sličnu gustoću trihoma kao i V. austriaca 

ssp. jacquinii. 

4.3. Biološka aktivnost 
 

Za rod Veronica različite biološke aktivnosti ispitivane su najviše na nekoj vrsti fenolnih 

ekstrakata (metanolni, etanolni, acetonski i vodeni) ili na ekstraktima iridoidnih ili 

feniletanoidnih glikozida. Istraživanja biološke aktivnosti ekstrakata slobodnih hlapljivih 

spojeva roda Veronica do sada nije ni bilo, stoga je na tri vrste odabrane za istraživanje u okviru 

ove doktorske disertacije testirano antioksidativno, antiproliferativno (citotoksično) i 

antifitovirusno djelovanje. S obzirom da za ove ekstrakte FVC-a nema prijavljenih istraženih 

aktivnosti drugih vrsta roda Veronica, ovi rezultati uspoređuju se s drugim relevantnim EO i 

hidrosolima koji se obično koriste u konzerviranju hrane, prehrani, farmaciji i kozmetici. 

 

Antioksidativno djelovanje 

 Ispitivanje antioksidativne aktivnosti često je jedan od prvih koraka u procjeni 

pozitivnog djelovanja odabranih ekstrakata s obzirom da je stvaranje ROS–a (reactive oxygen 
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species) posljedica svakog normalnog metabolizma, a njihovo nakupljanje uzrokuje bolesti. 

Antioksidativna aktivnost je najčešće ispitivana na različitim vrstama hrane te medicinskom i 

začinskom bilju koje također koristimo kao dodatke prehrani. S obzirom na sve navedeno, u 

okviru ove doktorske disertacije istraženo je antioksidativno djelovanje svih ekstrakata dvjema 

metodama, ORAC (oxygen radical absorbance capacity) i DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil). 

 Ako promotrimo aktivnost prve istražene vrste, u Tablici 5 (poglavlje 3.1.) može se 

vidjeti da je KS uzorak vrste Veronica saturejoides pokazao nešto veću aktivnost u ORAC i 

DPPH metodi nego uzorak PS, i u slučaju EO i hidrosola. U usporedbi s izvješćima o drugim 

biljkama, Aazza et al. [136] istraživali su antioksidacijsku aktivnost prema ORAC metodi 

hidrosola nekoliko ljekovitih biljaka (Lavandula officinalis, Origanum majorana, Rosmarinus 

officinalis, Salvia officinalis, Thymus vulgaris, Cinnamomum verum i Syzgium aromaticum). 

Hidrosol KS ispitan u našem istraživanju ima veću vrijednost ORAC od vrste Salvia officinalis 

i sličnu kao Rosmarinus officinalis [136]. Bentayeb i sur. [137] istražili su antioksidativno 

djelovanje za 10 EO biljaka koje se često koriste kao začini. Vrijednost ORAC vrste V. 

saturejoides uzorak KS, prema njihovim utvrđenim vrijednostima, ima sličnu aktivnost kao EO 

ružmarina i bosiljka. Viuda-Martos i sur. [138] izvijestili su o antioksidativnom djelovanju za 

pet biljaka koje se koriste na Mediteranu, a EO V. saturejoides pokazao je sličnu vrijednost 

DPPH kao ulje ružmarina, što je u skladu s prethodno spomenutim rezultatima druge studije. 

Antioksidativno djelovanje metabolita roda Veronica većinom je ispitano na različitim 

ekstraktima fenolnih spojeva i na iridoidnim glukozidima. Mocan i sur. [81] potvrdili su 

antioksidativnu aktivnost za V. officinalis s TEAC metodom 157,99 ± 6,58 mg TE/g. Živković 

i sur. [77] testirali su metanolne ekstrakte V. teucrium i V. jacquinii i bili su jači nego što su 

prethodno izvijestili Harput et al. [139] za V. officinalis, s IC50 vrijednostima od 28.49 ± 0.6, 

za V. teucrium i 37.63 ± 0.6 µg/mL za V. jacquinii, iako oba imaju nižu aktivnost od standarda 

(BHT-butilirani hidroksitoluen i BHA-butilirani hidroksianizol). Kwak i sur. izvijestili su o 

antioksidativnom djelovanju iridoidnih glukozida u kojima je etanolni ekstrakt pokazao veću 

aktivnost od Troloxa [83]. Dunkić i sur. [20] testirali su antioksidativnu aktivnost prema DPPH 

metodi različitih ekstrakata vrste V. spicata, a IC50 vrijednost za DPPH metodu pokazala je 

najveću aktivnost u metanolnim ekstraktima cvjetova i listova s vrijednostima od 8,21 ± 0,06 

µg/mL i 8,69 ± 0,06 µg/mL, tj. više od vrijednosti za standarde BHT i BHA prema vrijednosti 

u studiji Živkovića i sur. [77]. Uspoređujući rezultate za antioksidativnu aktivnost vrste V. 

officinalis s izvješćima za druge vrste biljkama, čini se da V. officinalis hidrosol ima veću 

vrijednost aktivnosti prema ORAC metodi od Salvia officinalis hidrosola [136]. Valyova i sur. 

proučavali su fenolne ekstrakte V. officinalis i otkrili da ekstrakti etil acetata pokazuju izvrsnu 
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antioksidativnu aktivnost na temelju DPPH i ABTS testova [82]. Harput i sur. istraživali su 

antioksidativno djelovanje za četiri vrste čestoslavica (V. orientalis, V. baranetzkii, V. 

officinalis i V. peduncularis) i utvrdili najjače antioksidativno djelovanje za vodene ekstrakte 

V. officinalis (IC50 54,19 µg/mL). To bi moglo biti zbog najvećeg utvrđenog ukupnog sadržaja 

fenola za ovu vrstu (200,20 mg/g) [84]. U drugoj studiji, Harput i sur. izvijestili su da je 

antioksidacijska aktivnost protiv SO (superoksida) za V. chamaedrys (IC50 za inhibiciju 

superoksidnog radikala) veća od standarda (BHA i kvercetin), a najviša vrijednost IC50 za V. 

officinalis protiv DPPH radikala iznosi 40,93 µg/mL [139]. U njihovoj drugoj studiji 

antioksidativna aktivnost prema DPPH metodi otkrivena je za vodene ekstrakte vrsta V. 

cymbalaria, V. hederifolia, V. pectinata, V. persica i V. polita. Najveća aktivnost otkrivena je 

za V. polita [86]. Živković i dr. istraživali su antioksidacijsku aktivnost triju vrsta čestoslavica 

i izvijestili o najvećoj antioksidativnoj aktivnosti za V. teucrium za 70 % vodeni acetonski 

ekstrakt (DPPH IC50 vrijednost 12,58 µg/mL) [140]. Dunkić i sur. izvijestili su o čak većoj 

antioksidativnoj aktivnosti metanolnih ekstrakata cvjetova V. spicata s IC50 8,21 µg/mL [20]. 

Sharifi-Rad i sur. izvijestili su da je antioksidativna vrijednost DPPH metanolnog ekstrakta 

nadzemnih dijelova V. persica IC50 30 µg/mL [141]. Svi ovi rezultati pokazuju da bi 

čestoslavice trebalo dodatno istražiti u pogledu njihove in vivo antioksidativne aktivnosti ili 

potencijalne upotrebe u konzerviranju hrane. 

 Eterično ulje V. saturejoides ssp. saturejoides s treće lokacije DS (poglavlje 3.2.) 

pokazalo je veću antioksidacijsku aktivnost od EO V. officinalis objema metodama. To bi 

moglo biti posljedica puno većeg sadržaja oksigeniranih seskviterpena, posebice spoja 

kariofilen oksida. Hidrosoli su pokazali malo drugačije rezultate. Kod DPPH metode veću 

aktivnost pokazao je hidrosol V. saturejoides, a kod ORAC metode hidrosol V. officinalis 

(Tablica 4, poglavlje 3.2.). Hidrosoli V. saturejoides također imaju veći sadržaj oksigeniranih 

seskviterpena. Prethodno je objavljeno da seskviterpeni posjeduju brojne biološke aktivnosti 

[142], [143]. Uspoređujući ove rezultate s onima za V. saturejoides ssp. saturejoides s druge 

dvije lokacije (Kamešnica i planina Prenj), može se vidjeti da je antioksidativna aktivnost EO 

V. saturejoides (uzorak s Dinare) pokazala sličnu aktivnost prema ORAC metodi kao druga dva 

prethodno prijavljena EO, ali se čini da je aktivnost po DPPH metodi niža nego EO V. 

saturejoides KS i PS. Može se zaključiti da KS uzorak ima najveće antioksidativno djelovanje, 

što je pokazano i za antiproliferativno djelovanje (dalje u raspravi). Eterično ulje vrste V. 

officinalis ima nižu antioksidativnu aktivnost od uzorka EO V. saturejoides iz istraživanja 

(uzorak Dinara, objavljeno u radu, poglavlje 3.2.) i također nižu od dva prethodno navedena 

EO (objavljeno u radu, poglavlje 3.1.). Stoga se može zaključiti da V. officinalis EO ima slabiju 
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antioksidativnu aktivnost nego V. saturejoides EO. Uspoređujući rezultate za hidrosole, vidljivo 

je iz Tablice 4. (poglavlje 3.2.) i rezultata za V. saturejoides (poglavlje 3.1.), da hidrosoli V. 

officinalis i V. saturejoides DS imaju nižu antioksidativnu aktivnost od prethodno prijavljenih 

hidrosola s dvije lokacije za V. saturejoides (KS i PS). 

 Na antioksidativnu aktivnost ispitan je i najzastupljeniji spoj u EO vrsta čestoslavica, 

heksahidrofarnezil aceton, s DPPH i ORAC metodama i on nije pokazao nikakvo 

antioksidativno djelovanje, pa možemo pretpostaviti da antioksidativno djelovanje dolazi od 

drugog spoja u EO ili je vjerojatnije rezultat sinergijskog djelovanja između različitih spojeva. 

Sinergijsko djelovanje spojeva dokazano je u nekim studijama. U svojim eksperimentima 

Huang i sur. potvrdili su sinergistički učinak manje zastupljenih komponenti EO cimeta protiv 

Salmonella pullorum [144]. Amorati i sur. testirali su i usporedili antioksidacijsku aktivnost za 

5 različitih EO, njihove ugljikovodične i oksigenirane frakcije te također za dva spoja 

karakteristična za te EO, timol i karvakrol. Rezultati su pokazali da u 4 od 5 uzoraka ukupno 

ulje (ne pojedine komponente ulja, nego cijelo eterično ulje dobiveno ekstrakcijom iz biljke) 

ima veću antioksidacijsku aktivnost od svojih frakcija, a u 3 od 5 uzoraka ukupno ulje ima veću 

aktivnost od izoliranih pojedinačnih aktivnih spojeva, tako da se može zaključiti da sinergija 

između različitih spojeva u eteričnom ulju igra ključnu ulogu u njegovom djelovanju [59]. Iz 

rezultata u okviru ove disertacije također možemo zaključiti da aktivnost ne potječe od 

najzastupljenijeg spoja, već od međusobnog djelovanja svih spojeva iz EO. U studiji Dunkić i 

sur. za vrstu V. spicata  pokazano je da postoji negativna korelacija između količine fenolnih 

spojeva i antioksidativnog djelovanja, pa je zaključeno da druge tvari poput terpenoida i 

proteina mogu utjecati na antioksidacijsku aktivnost [20].  

 Promatrajući rezultate antioksidativnog djelovanja za uzorke vrste V. austriaca ssp. 

jacquinii, iz Tablice 3 (poglavlje 3.3.) vidljivo je da se rezultati antioksidativnog djelovanja za 

EO i hidrosole razlikuju usporedbom dviju metoda (ORAC i DPPH). Ako pogledamo rezultate 

za ORAC metodu, najveću aktivnost pokazao je uzorak St (Stupačinovo) (6,6±0,47 µmol/g EO) 

što nije slučaj za rezultate dobivene DPPH metodom. U ovoj metodi uzorak Mr (Mrkopalj) 

pokazao je najveću aktivnost (IC50 246,55±14,19 mg/mL). Rezultati za hidrosole pokazali su 

da je uzorak GJ (Gornje Jelenje) imao najveću aktivnost primjenom ORAC metode (1,41±0,149 

µmol/g hidrosola). Najveću aktivnost DPPH metodom pokazao je uzorak Br (Brezovac) 

hidrosola (7,263 ± 0,593 mg/mL). Kada se usporede EO i hidrosoli, vidi se da EO pokazuju 

veću aktivnost u ORAC metodi, dok hidrosoli pokazuju veću aktivnost u DPPH metodi. Ovo 

se može objasniti različitim mehanizmom djelovanja reakcija ovih testova, zbog čega je i bitno 

u istraživanjima koristiti više od jedne metode, kao što je naznačeno i u uvodu disertacije. U 
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usporedbi s istraživanjem na ekstraktima V. saturejoides ssp. saturejoides, EO V. jacquinii 

imaju nižu antioksidacijsku aktivnost u obje metode. Uzimajući u obzir studiju Aazza et al. 

[136] koji su istraživali ORAC aktivnost hidrosola nekoliko ljekovitih biljaka, istraživani 

hidrosoli čestoslavica u koncentraciji hlapivih tvari od 10 mg/mL sa sva četiri lokaliteta imaju 

veću ORAC antioksidativnu aktivnost od hidrosola prije spomenutih vrsta S. officinalis, L. 

officinalis, R. officinalis i C. verum. Pregled istraživanja antioksidansa drugih specijaliziranih 

metabolita iz roda Veronica (fenolnih spojeva i iridoidnih glikozida) pokazuje da mnogi od njih 

imaju značajno antioksidativno djelovanje. 

 Kao što je ranije spomenuto, u testiranju antioksidacijske aktivnosti najzastupljenijeg 

spoja u EO, heksahidrofarnezil acetona, ovaj spoj nije pokazao antioksidativno djelovanje, pa 

je zaključeno da vjerojatno antioksidativno djelovanje dolazi od drugog spoja u EO ili je rezultat 

sinergističkog učinka između različitih spojeva. Rezultati antioksidativne aktivnosti za sve tri 

vrste iz ove disertacije u skladu su s ovim nalazima, jer se može vidjeti da postoje velike razlike 

u aktivnosti EO V. austriaca ssp. jacquinii i V. saturejoides, iako su iste glavne komponente 

prisutne u oba ulja. S druge strane, iz ovog i prethodnih istraživanja može se zaključiti da jedan 

spoj koji je zastupljeniji u hidrosolima nego u EO može imati utjecaj na antioksidacijsku 

aktivnost ovih ekstrakata. Spoj trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol prisutan je u sva četiri uzorka 

hidrosola V. jacquinii. Ovaj spoj nije prisutan u EO V. jacquinii pa bi to mogao biti razlog veće 

aktivnosti hidrosola u DPPH metodi. Ovaj spoj je također prisutan u EO uzorku V. saturejoides, 

koji je pokazao veću antioksidativnu aktivnost od svih ostalih testiranih uzoraka. Također, 

zanimljiva je činjenica da je antioksidativna aktivnost po DPPH metodi za dvije lokacije vrste 

V. jacquinii (Mr i Br) veća od svih ostalih istraženih hidrosolnih ekstrakata. Ovi hidrosoli imaju 

visoke sadržaje metil eugenola, timola i spomenute tvari trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol. 

Gledajući kemijsku strukturu trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ola, to je izomer karveola koji prema 

Kaur i sur. ima visok potencijal antioksidativnog djelovanja [145]. Ovaj tim ispitao je 

antioksidacijsku aktivnost karveola pomoću četiri metode i zaključeno je da visoka 

antioksidativna aktivnost karveola vjerojatno dolazi od nezasićene hidroksilne skupine. 

Gledajući ponovno kemijsku strukturu trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ola [47], može se vidjeti da 

ovaj spoj također ima ovakvu hidroksilnu skupina. Stoga bi u budućim istraživanjima ovaj spoj 

trebao biti testiran na njegovu antioksidacijsku aktivnost kako bi se vidjelo je li ova hipoteza 

točna. Drugi spoj koji bi mogao biti razlog boljeg antioksidativnog djelovanja hidrosola je metil 

eugenol koji je glavni spoj za sva četiri uzorka hidrosola vrste V. austriaca ssp. jacquinii, 

posebno u uzorku Br koji je pokazao najveću antioksidativnu aktivnost u DPPH metodi i u GJ 

uzorku koji je pokazao najveću aktivnost u ORAC metodi. 
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 Osim zaključka o sinergističkom djelovanju komponenti ekstrakata, rezultati također 

pokazuju važnost korištenja različitih metoda pri procjeni antioksidativne aktivnosti biljnih 

ekstrakata jer su različite metode pokazale za različite ekstrakte posjedovanje najveće aktivnost. 

To je očekivano jer različiti spojevi imaju različite reakcije sa spojevima i radikalima [136]. 

 

Antifitovirusno djelovanje 

 Većina današnjih istraživanja neke vrste biološke aktivnosti prirodnih ekstrakata i 

spojeva izvodi se u svrhu pronalaženja prirodnijih rješenja za primjenu u poljoprivredi, 

medicini, farmaciji, prehrani i kozmetici. Ista je situacija i s antifitoviralnim djelovanjima koja 

se izvode u potrazi za prirodnim rješenjima protiv različitih biljnih patogena s obzirom na sve 

češću prijavljivanu štetnost umjetno sintetiziranih pesticida. 

 Rezultati aktivnosti na biljne viruse, odabranih vrsta u okviru ove disertacije, pokazuju 

da su biljke tretirane hidrosolom V. officinalis i V. saturejoides prije infekcije TMV-om 

značajno smanjile broj lokalnih lezija u usporedbi s kontrolnim biljkama. Kod biljaka tretiranih 

eteričnim uljem (EO) broj lokalnih lezija smanjio se samo na listovima biljaka tretiranih EO V. 

officinalis (Tablica 3, poglavlje 3.2.), dok su biljke tretirane EO V. saturejoides u 

preliminarnom pokusu razvile slične, odnosno čak teže infekcije od kontrolnih biljaka. Trećeg 

dana nakon inokulacije, inhibicija lezija na lišću biljaka tretiranih s hidrosolima V. officinalis i 

V. saturejoides  bila je 84,69 % odnosno 74,11 %, dok je na lišću tretiranom s EO V. officinalis 

iznosila 59,43 % (Slika 4, poglavlje 3.2.). Sve do sedmog dana nakon inokulacije, inhibicija 

lokalnih lezija bila je još uvijek izražena u svim tretiranim skupinama, sa 79,09 % i 68,38 % na 

listovima biljaka tretiranih s hidrosolima V. officinalis i V. saturejoides, odnosno 62,70 % na 

listovima biljaka tretiranih EO vrste V. officinalis. Pregledom literature mogu se usporediti ovi 

rezultati s antifitovirusnim djelovanjem hlapljivih tvari biljaka objavljenim u prethodnim 

studijama. Tako su eterična ulja izolirana iz aromatične vrste Satureja montana ssp. variegata 

i Teucrium arduini inhibirala infekciju TMV-om za 29,2 % odnosno 25,7 %, a infekciju 

virusom mozaika krastavca (CMV) za 24,1 % odnosno 21,9 % [146]. Eterična ulja vrsta iz roda 

Micromeria (M. graeca, M. fruticulosa i M. croatica) pokazala su antifitovirusno djelovanje na 

biljke zaražene satelitskim RNA virusom mozaika krastavca (satCMV) s aktivnošću od 59,3 %, 

43,6 % i 34,5 %, tim redoslijedom [147]–[149]. Eterična ulja ekstrahirana iz četiri vrste roda 

Teucrium (T. polium, T. flavum, T. montanum i T. chamaedrys) su pokazali da smanjuju broj 

lezija u biljkama domaćinima zaraženim CMV-om, pri čemu je eterično ulje T. polium imalo 

najjači učinak s aktivnošću od 41,4 % [150]. Eterična ulja Hypericum perforatum ssp. 

veronense, Eryngium alpinum i E. amethystinum pokazale su obećavajuće razine antivirusnog 
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djelovanja od 88 %, 77,8 % odnosno 80,5 % [151], [152]. Osim toga, među eteričnim uljima 

ekstrahiranima iz 29 autohtonih kineskih aromatičnih biljaka, ulja đumbira, limuna, čajevca, 

kore mandarine, artemizije i limunske trave uzrokovala su više od 50 % inhibicije TMV-a pri 

testiranim koncentracijama [153], [154]. Osim biljnih ekstrakata, inhibitori biljnih virusa 

dobiveni iz metabolita mikroba također se smatraju potencijalnom alternativom kemijskim 

pesticidima [155]. Ningnanmicin izoliran iz fermentacijske smjese Streptomyces noursei var. 

xichangensis pokazuje sveobuhvatnu antifitoviralnu aktivnost i karakterizirana je povećanom 

otpornošću, izvrsnom učinkovitošću i niskom toksičnošću u biljkama domaćinima djelujući 

kroz ekspresiju proteina povezanih s patogenezom, povećavajući biosintezu salicilne kiseline i 

izazivajući sistemsku otpornost u biljkama domaćinima [156]–[158]. Ova i prethodna 

istraživanja koje se bave eteričnim uljima i hidrosolima aromatičnih biljaka pokazuju da 

hlapljivi biljni spojevi mogu povećati otpornost biljaka na virusne patogene. Djelovanje 

hidrosola obiju vrsta čestoslavica još više obećava od aktivnosti eteričnih ulja, a prikazani 

rezultati upućuju na potrebu daljnjih istraživanja antivirusnog djelovanja hlapljivih tvari drugih 

vrsta čestoslavica. Djelovanje testiranih ekstrakata vjerojatno je povezano s njihovim 

kemijskim sastavom, gdje bi sinergistički učinak hlapljivih sastojaka mogao aktivirati signalne 

puteve biljaka i dovesti do povećane otpornosti na virusne infekcije. Među glavnim sastojcima 

eteričnog ulja (Tablica 2, poglavlje 3.2.), β-ionon i heksadekanska kiselina su zastupljeni u EO 

V. officinalis (17,88 % odnosno 20,62 %), za razliku od EO V. saturejoides, gdje su ovi sastojci 

manje zastupljeni (heksadekanska kiselina) ili uopće nisu identificirani (β-ionon). Osim toga, 

vrijedni su pažnje δ-selinen (3,32 %), benzil benzoat (4,56 %), dokosan (2,13 %) i pentakosan 

(2,71 %), koji su također otkriveni samo u EO V. officinalis, ali ne i u EO V. saturejoides. 

Uspoređujući sastav eteričnog ulja sa sastavom hidrosola, α-terpineol, allo-aromadendren, 

benzen acetaldehid, n-nonanal i heksil 2-metilbutanoat navedeni su u sličnoj količini u 

hidrosolima V. saturejoides  i V. officinalis, dok su identificirani u manjoj količini ili ih nema 

u EO V. saturejoides. Navedene sličnosti i razlike u sastavu ispitivanih ekstrakata mogu biti 

korisne za buduća predviđanja njihove učinkovitosti u zaštiti bilja. Antifitovirusno djelovanje 

vrsta roda Veronica trebalo bi detaljnije analizirati u budućnosti, uključujući daljnja istraživanja 

za procjenu njihove učinkovitosti protiv virusnih bolesti u terenskim uvjetima. 

 

Antiproliferativno djelovanje 

Potraga za prirodnim ekstraktima i na ovom području istraživanja je jako zastupljena 

oduvijek, jer su neki od najboljih lijekova protiv tumora izolirani iz biljaka [67]. Stoga je uz 

antioksidativno i antifitovirusno, u okviru istraživanja za ovu disertaciju, analizirano i 
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antiproliferativno djelovanje eteričnog ulja (EO) i hidrosola za sve tri vrsta čestoslavica (V. 

saturejoides, V. austriaca ssp. jacquinii i V. officinalis). Ovo djelovanje je bilo od posebnog 

interesa jer u literaturi nema podataka o antiproliferativnom djelovanju ovih vrsta. Rezultati 

ovog istraživanja pokazali su značajno antiproliferativno djelovanje ulja i hidrosola za neke 

vrste. Eterično ulje i hidrosol V. saturejoides prikupljeni s dvije različite lokacije (uzorak s 

Kamešnice (KS) i uzorak s Dinare (DS)) i V. officinalis (uzorak s Kamešnice (KS)) ispitani su 

na tri stanične linije raka: HeLa (stanična linija ljudskog cervikalnog raka), HCT116 (stanična 

linija raka debelog crijeva) i U2OS (stanična linija osteosarkoma). Najbolju antiproliferativnu 

aktivnost na sve tri testirane stanične linije pokazalo je eterično ulje vrste V. saturejoides KS 

(Slika 5a, poglavlje 3.2.). Osobito značajna razlika u antiproliferativnoj moći V. saturejoides 

KS u usporedbi s V. saturejoides DS i V. officinalis KS uočena je u staničnim linijama HeLa i 

U2OS. Zanimljivo je da je hidrosol pokazao nešto drugačije rezultate u odnosu na eterično ulje 

(Slika 5b, poglavlje 3.2.). Hidrosol V. saturejoides KS i DS pokazao je sličan antiproliferativni 

učinak na sve ispitivane stanice raka. Hidrosol V. officinalis DS pokazao je najjače 

antiproliferativno djelovanje na staničnim linijama HeLa i HCT116 s IC50 vrijednostima od 

64,93 % odnosno 45,93 %. Hidrosol V. saturejoides KS imao je najbolju inhibiciju rasta na 

staničnoj liniji U2OS s IC50 vrijednošću od 48,23 %. 

Citotoksični učinak eteričnog ulja i hidrosola V. austriaca ssp. jacquinii testiran je na tri 

stanične linije raka (HeLa, U2OS i HCT116) i dvije zdrave stanične linije (HaCaT i RPE1). 

Rezultati su pokazali da ni EO ni hidrosol nisu pokazali toksičnost ni za stanice raka ni za 

zdrave ljudske stanične linije (Slika 5a, 5b, poglavlje 3.3.). Vrijednosti IC50 bile su iznimno 

visoke, preko 1,5 mg/mL za ulje i preko 3 mg/mL za hidrosol. HeLa stanice su pokazale najveću 

otpornost, zahtijevajući 3,47 mg/mL EO i 4,55 mg/mL hidrosola za inhibiciju rasta stanica za 

50 %. Stanice debelog crijeva (HCT116) i osteosarkoma (U2OS) pokazale su nešto manju, ali 

još uvijek značajnu otpornost na učinke EO i hidrosola, s IC50 vrijednostima od 1,9 mg/mL i 

2,7 mg/mL za EO te 3,65 i 4,54 mg/mL za hidrosol, tim rasporedom. EO i hidrosol vrste V. 

austriaca ssp. jacquinii također nisu spriječili diobu zdravih stanica. Stanice RPE1, koje 

predstavljaju model epitelnih stanica, nisu bile osjetljive na učinak ulja i hidrosola s IC50 

vrijednostima od 2,82 odnosno 4,61 mg/mL. Osim toga, ulje i hidrosol nisu pokazali toksičnost 

za stanice ljudskih keratinocita (HaCaT) (vrijednosti IC50 bile su 1,93 mg/mL za EO i 3,72 

mg/mL za hidrosol). Dva glavna spoja EO-a, heksahidrofarnezil aceton i palmitinska kiselina, 

također su testirani na antiproliferativno djelovanje. Nijedan od testiranih spojeva nije pokazao 

citotoksičnu aktivnost protiv raka i zdravih staničnih linija. Vrijednosti IC50 za 

heksahidrofarnezil aceton bile su iznad 4 mg/mL, a za palmitinsku kiselinu znatno niže, ali još 
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uvijek dovoljno visoke da ne inhibiraju proliferaciju i raka i zdravih stanica (IC50 > 1 mg/mL) 

(Slika 5c, poglavlje 3.3.). 

Nadalje, metanolni i vodeni ekstrakti nekoliko vrsta čestoslavica testirani su na 

različitim staničnim linijama raka. Citotoksično djelovanje metanolnih ekstrakata pet vrsta roda 

Veronica (V. cymbalaria, V. hederifolia, V. pectinata var. glandulosa, V. persica i V. polita) 

ispitano je na stanice KB (humani epidermoidni karcinom) i B16 (mišji melanom). Sve su vrste 

pokazale slične učinke ovisne o dozi protiv testiranih stanica [86]. Metanolni ekstrakt V. 

americana uspio je zaustaviti diobu dviju stanica raka HF-6 (debelo crijevo) i PC-3 (prostata) 

staničnih linija raka [87]. Feng i sur. pokazali su da flavonoidi izolirani iz V. sibirica induciraju 

apoptozu ovisnu o dozi u stanicama raka dojke MCF-7 s IC50 od 42 µg/mL [159]. Vodeni 

ekstrakti V. cuneifolia subsp. cuneifolia i V. cymbalaria pokazale su umjerenu citotoksičnu 

aktivnost protiv Hep-2 (humani epidermoidni karcinom), RD (ljudski rabdomiosarkom) i L-

20B (transgene mišje L-stanice) [88]. Vodene frakcije metanolnih ekstrakata V. persica i V. 

crista-galli učinkovito su inhibirale proliferaciju HeLa i MCF-7 stanica, ali nisu pokazale 

toksičnost protiv normalne stanične linije fibroblasta. Ove vodene frakcije sadržavale su visoku 

koncentraciju flavonoida i fenola, zbog čega su uz citotoksičnu aktivnost pokazale i značajno 

antioksidativno djelovanje [160].  

Vrste iz roda Veronica odavno se koriste u tradicionalnoj medicini za liječenje brojnih 

bolesti uključujući rak, gripu, herniju, kašalj, bolesti dišnog sustava i mnoge druge [161]–[163]. 

Istraživanja su pokazala da su ove biljke izvor specijaliziranih metabolita koji su uvelike 

odgovorni za njihovu izvrsnu biološku aktivnost, poput antimikrobnih, antioksidativnih i 

protuupalnih svojstava. Iako su se različiti ekstrakti čestoslavica koristili u narodnoj medicini 

za liječenje raka, vrlo je malo vrsta proučavano zbog njihove citotoksične i antikancerogene 

aktivnosti [31]. Prethodna istraživanja na raznim vrstama čestoslavica uglavnom su dovela do 

izolacije biološki aktivnih spojeva kao što su iridoidni glukozidi, za koje je utvrđeno da su 

izvrsna prirodne tvari s djelovanjem protiv raka [86], [164]–[168]. 

Rezultati ovog istraživanja po prvi put pokazuju da i eterično ulje i hidrosol vrste V. 

saturejoides i V. officinalis imaju značajno antiproliferativno djelovanje, a time i moguća 

kemoterapijska svojstva, zbog čega zaslužuju daljnje studije. Potrebno je provesti daljnja 

istraživanja ovih ekstrakata i njihovih glavnih sastojaka na različitim staničnim linijama raka 

kako bi se utvrdio mehanizam antiproliferativnog djelovanja i procijenila mogućnost njihove 

primjene u medicini i farmakologiji. 
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4.4. Molekularna analiza i kemofenetski markeri 
 

Ovaj posljednji dio rasprave temelji se na rezultatima dva rada prikazana u poglavljima 

3.4. i 3.5. Analiza FVC-a prikazana u radu u poglavlju 3.4. preuzeta je u svrhu izrade klaster 

analize vrsta na temelju ovih spojeva detektiranih u eteričnim uljima 18 vrsta odabranih za 

molekularnu analizu. Dobiveni klasteri usporedili su se s klasterima dobivenim molekularnom 

analizom ITS regija za odabrane vrste roda Veronica (Tablica 1, poglavlje 3.5.).  

Iako je bilo moguće identificirati većinu analiziranih vrsta Veronica koje su proučavane 

iz podataka o njihovim ITS2 sekvencama generiranim NGS sekvenciranjem, točnija 

identifikacija postignuta je korištenjem duljih ITS1-5.8S-ITS2 sekvenci dobivenih klasičnim 

Sangerovim sekvenciranjem. Osim toga, bolji rezultati filogenetske analize i klasteriranja vrsta 

Veronica u 8 podrodova dobiveni su na temelju ITS1-5.8S-ITS2 sekvenci nego s podacima 

temeljenim na ITS2 sekvencama. To je vjerojatno zbog činjenice da su dulje sekvence 

generirane Sangerovom metodom sekvenciranja (~580 bp) dale više varijabilnih i informativnih 

pozicija od kraćih NGS sekvenci (~360 bp). Međutim, obilje ITS2 sekvenci dobivenih NGS 

tehnologijom, zajedno s ITS1 sekvencama također sekvenciranim NGS-om za 18 vrsta roda 

Veronica, koje nisu prikazane u ovom radu jer su manje informativne od ITS2 sekvenci, koristit 

će se za detaljnu analizu raznolikosti kontiga/ribotipova (kontige – konsenzusne sekvence, skup 

DNA segmenata ili sekvenci koji se preklapaju na način da pružaju kontinuirani prikaz 

genomske regije) unutar svake vrste i njihove molekularne evolucije i strukture genoma (ove 

analize su u tijeku).  

Rezultati dviju filogenetskih analiza (na temelju ITS2 i ITS1-5.8S-ITS2) uvelike su u 

skladu s prethodnim publikacijama. Prema ovim i ranije objavljenim podacima o molekularno-

filogenetskim analizama vrste Veronica [3], [4], [10], [93]–[95], [103], [169], vrste iz Hrvatske 

odabrane za ovo istraživanje pripadaju u osam podrodova (Slike 2 i 3, poglavlje 3.5.): 

Pseudolysimachium (V. longifolia), Beccabunga (V. acinifolia, V. anagallis-aquatica, V. 

beccabunga, V. catenata, V. serpyllifolia, V. anagalloides), Veronica (V. montana, V. 

officinalis), Chamaedrys (V. arvensis, V. chamaedrys), Pentasepalae (V. austriaca, V. 

dalmatica), Stenocarpon (V. saturejoides), Pocilla (V. persica, V. polita) i Cochlidiosperma (V. 

cymbalaria, V. hederifolia). 

Uspoređujući dva klastera stvorena na temelju slobodnih hlapljivih spojeva (Slike 4 i 5, 

poglavlje 3.5.) i na temelju molekularnih podataka za ITS regije (Slika 2, poglavlje 3.5), može 

se reći da je klasteriranje na temelju hlapljivih spojeva iz mikrovalne ekstrakcije rezultiralo 

klasterima koji se bolje uklapaju u molekularne klastere. Prvi klaster (Slika 5, poglavlje 3.5.) 
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sastoji se od vrsta koje pripadaju podrodovima Chamaedrys, Pocilla, Stenocarpon i 

Beccabunga. Chamaedrys i Pocilla srodniji su u molekularnim ITS klasterima nego s ostalim 

podrodovima. Drugi klaster uključuje vrste iz podrodova Cochlidiosperma, Veronica i 

Pentasepalae. Treći klaster čine vrste iz podrodova Veronica i Beccabunga. Na Slici 2 ova su 

dva podroda, Veronica i Beccabunga, blisko srodna. FVC-ovi koji su bili prisutni u svim 

vrstama bez obzira na stanište i uvjete u kojima su rasle uključuju heksahidrofarnezil aceton, 

heksadekanska kiselina, kariofilen oksid i (E)-kariofilen. Drugi spojevi također prisutni u 

uzorcima gotovo svih vrsta su fitol, germakren D i pentakosan. Različiti relativni postotci i 

njihov međusobni omjer vjerojatno su posljedica ekoloških uvjeta na njihovim staništima. 

Budući da nije pronađena korelacija između ITS klastera i hlapljivog klastera, može se 

zaključiti da ovi spojevi nisu dobri interspecijski (koji pripadaju istom rodu) kemofenetski 

markeri, ali se neki od njih mogu definirati kao kemofenetski markeri za cijeli rod Veronica. U 

prilog ovom rezultatu, uspoređeni su hlapljivi spojevi proučavani u drugim rodovima koji 

pripadaju porodici Plantaginaceae i otkriveno je da se sastavi hlapljivih tvari razlikuju u 

glavnim spojevima, ali imaju neke iste spojeve kao vrste Veronica. Hammami i sur. proučavali 

su eterično ulje vrste Plantago afra i otkrili da su glavni sastojci timol (14,3 %), 3-[4-(t-Butil) 

fenil]furan-2,5-dion (12,7 %), heksadekanska kiselina (8,9 %) i eudezman [170]. Al-Mazroa i 

sur. proučavali su eterična ulja vrsta Plantago amplexicaulis i Plantago boissieri i rezultati su 

pokazali da su glavne komponente EO vrste P. amplexicaulis heksadekanska kiselina i 3-metil 

undekan [171]. Utvrđeno je da su glavni spojevi EO vrste P. boissieri biciklo-2,2, 1-heptan, 2-

(2-propenil i l-dodekan-3-ol. U studiji de Lima i sur. utvrđeno je da su glavni sastojci EO 

Conobea scoparioides timol metil eter (62 %), timol (16 %) i α-felandren (14 %) [172]. U 

drugoj studiji, Brandao i sur. otkrili su da su glavni sastojci eteričnog ulja Dizygostemon 

riparius endo-fenhilacetat i endo-fenhol, a poslije tih tvari, (E)-kariofilen i kariofilen oksid u 

manjim relativnim postocima [173]. Bajer i sur. proučavali su sastav EO lišća Plantago 

lanceolata i pronašli ove glavne spojeve: heksadekansku kiselinu, linalol i pentil vinil keton. 

Također su identificirali heksahidrofarnezil aceton, ali u malim relativnim postocima (1,81-

2,99 %) [174]. U drugoj studiji o EO vrsta Plantago lanceolata i Plantago major identificirani 

su drugačiji glavni spojevi nego u istraživanju Bajer i sur.: metaraminol, bifemelan, metozamin 

i pterin-6-karboksilna kiselina u vrsti P. lanceolata i 2-dodecen-1-il (-) jantarni anhidrid, 

benzenmetanol, α-(1-aminoetil)-2,5-dimetoksi, dl-fenilefrin i nortriptilin u vrsti P. major [175]. 

Fons i sur. također su proučavali eterično ulje vrste Plantago lanceolata i otkrili da su glavni 

spojevi eteričnog ulja lišća: oct-1-en-3-ol i (E)-4(3-okso-2,6,6-trimetilcikloheks-2-en-1-il)-3-

buten-2-ol [176]. Pronašli su heksahidrofarnezil aceton kao glavni spoj, ali samo u plodovima 
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ove biljke [176], [177]. Još jedna studija o porodici Plantaginaceae identificirala je 

heksahidrofarnezil aceton kao spoj u sastavu FVC-a. Roudbaraki i sur. proučavali su hlapljive 

spojeve lišća Digitalisa nervosa i otkrili da su glavni spojevi bili trans-pinokamfon i 

heksadekanska kiselina, te nakon njih u nešto manjem postotku, kariofilen oksid i fitol. 

Heksahidrofarnezil aceton bio je identificiran u nešto manjem postotku od navedenih glavnih 

tvari (4.6 %) . Uspoređujući sve ove rezultate s identificiranim slobodnim hlapljivim tvarima 

vrste Veronica i njihovim relativnim postotkom, može se zaključiti da identificirani hlapljivi 

spojevi roda Veronica nisu pronađeni izvan roda u ovoj kombinaciji, barem ne do ovog 

trenutka. Neki glavni spojevi spomenuti ranije u ovim identificiranim postotnim omjerima 

mogu se definirati kao kemofenetski markeri za rod Veronica. Osobito je vrijedan pažnje 

heksahidrofarnezil aceton, koji se pojavljuje u visokim postotcima kod svih proučavanih vrsta 

Veronica i pojavljuje se u drugim rodovima porodice Plantaginaceae u mnogo manjim 

relativnim postocima nego kod čestoslavica. Druge prijavljene identifikacije ovog spoja 

proučavane su u sjemenkama ili plodovima, tako da nisu usporedive sa studijom ove doktorske 

disertacije [176], [178]. Slična je situacija i s kariofilen oksidom, (E)-kariofilenom, fitolom, 

germakrenom D i pentakosanom. Pregledom svih ovih hlapljivih tvari porodice Plantaginaceae 

može se zaključiti da heksadekanska kiselina nije dobar kemofenetski marker jer se pojavljuje 

u mnogim drugim vrstama izvan roda Veronica, te čak i izvan ove porodice. Naša studija nije 

prva koja je pronašla spojeve koji su kemofenetski markeri za međurodne, ali ne i za relacije 

unutar roda. Mehrvarz i sur. pronašli su slične rezultate u svojoj studiji, u kojoj su otkrili stalne 

i karakteristične iridoidne i flavonoidne profile u odabranim vrstama roda Veronica, što je 

korisno u analizi taksonomskih problema na specifičnoj razini (razina između rodova) [98], ali 

ne i za razlikovanje vrsta koje pripadaju istom rodu. Pregledom glikozida koji su otkriveni u 

vrstama roda Veronica, Taskova i sur. otkrili su aukubin i katalpol u svim vrstama koje su 

istraživali. Mnoge od njih su bile dio studije unutar ove doktorske disertacije kroz četvrti rad 

pod poglavljem 3.4: V. polita, V. persica, V. chamaedrys, V. cymbalaria, V. montana, V. 

officinalis, V. longifolia, V. anagallis-aquatica, V. peregrina, V. beccabunga, V. serpyllifolia i 

V. acinifolia [97]. U svom istraživanju Taskova i sur. također nisu pronašli korelaciju između 

pripadnosti podrodovima i fitokemijskih komponenti zbog varijabilnosti unutar roda što je 

slučaj i sa slobodnim hlapljivim spojevima iz  istraživanja u okviru ove disertacije. U svom 

drugom istraživanju novozelandske snježne hebe i njenih glikozida, Taskova i sur. su zaključili 

da kemijski profili mogu pružiti vrijedne podatke za taksonomske probleme na rangu 

pododsjeka [179]. Daljnja istraživanja slobodnih hlapljivih spojeva kao kemofenetskih markera 

mogla bi uključiti neke dijelove roda Veronica koji rastu na južnoj hemisferi kao što su Hebe, 
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Parahebe, Heliohebe, Detzneria i Derwentia, budući da su se nekada smatrali različitim 

rodovima. 

Mantelov test (statistički postupak koji ispituje korelaciju između dviju matrica 

udaljenosti) za usporedbu između euklidskih udaljenosti hlapljivih komponenata i Kimura 

genetskih udaljenosti podataka sekvenci DNA pokazao je da nema korelacije između grupa 

kemijskih i genetskih podataka (Kimura genetska udaljenost – matematički model za računanje 

genetskih udaljenosti između sekvenci [180]). Genetske udaljenosti obično se temelje na 

molekularnim markerima koji se sporo razvijaju tijekom vremena i podložni su nasumičnim 

mutacijama. Također, uočeni slučajevi paralelne evolucije u rodu Veronica  mogu dodatno 

otežati korelaciju genetskih podataka s kemijskim sastavom hlapljivih komponenti [3], [34]. 

Hlapljive komponente kao i drugi biljni metaboliti mogu biti pod utjecajem bržih promjena kao 

što su promjene u ekspresiji gena, čimbenici okoliša ili epigenetske modifikacije. Stoga je 

važno uzeti u obzir više linija dokaza kada se proučavaju evolucijski odnosi između 

organizama, uključujući genetske, morfološke i biokemijske podatke.
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5. ZAKLJUČCI 
 

• Mikromorfološkim istraživanjem u sve tri vrste obuhvaćene ovom disertacijom (V. 

saturejoides ssp. saturejoides, V austriaca ssp. jacquinii i V. officinalis) identificirani su 

žljezdani trihomi u kojima se primarno događa sinteza istraživanih spojeva. U sve tri 

istražene vrste žljezdani trihomi se sastoje od jedne stanice koja čini stapku i dvije stanice 

koje čine glavu žlijezde. Kod vrste V. officinalis identificiran je i drugi tip glavičastih 

trihoma sa dužom stapkom te štitasti trihomi. 

• Osim žljezdanih trihoma, na površini listova, stabljike i čaške uočeni su i nežljezdani 

trihomi koji su nerazgranati i jednostruki. Također se može primijetiti da se ovi trihomi 

pojavljuju kao kratki (dvostanični) ili duži (višestanični). Uočeni su u sve tri istražene vrste. 

• Prevladavajući hlapljivi spojevi vrste V. saturejoides ssp. saturejoides u eteričnim uljima 

bili su heksahidrofarnezil aceton i heksadekanska kiselina. Glavni hlapljivi spoj u 

hidrosolima bio je trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol.  

• Heksadekanska kiselina i p-vinil gvajakol bili su najzastupljeniji spojevi u eteričnom ulju 

i hidrosolima ljekovite čestoslavice (V. officinalis).  

• Za vrstu V. austriaca ssp. jacquinii uspoređeni su hlapljivi spojevi ekstrahirani u eteričnim 

uljima i hidrosolima s četiri lokacije. Heksahidrofarnezil aceton i heksadekanska kiselina 

bile su glavne komponente eteričnih ulja bez obzira na lokaciju sakupljanja, a 

prevladavajuće komponente hidrosola bile su metil eugenol, timol te trans-p-menta-1(7),8-

dien-2-ol. 

• Heksadekanska kiselina, heksahidrofarnezil aceton i kariofilen oksid pojavljuju u sve tri 

istraživane vrste. 

• Sastavi ukupnih polifenola utvrđen u okviru ove disertacije u skladu je s dosadašnjim 

literaturnim podacima. 

• Eterična ulja V. saturejoides i V. officinalis pokazuju jače antioksidativno djelovanje od 

hidrosola, dok u slučaju V. austriaca ssp. jacquinii hidrosoli imaju jaču antioksidativnu 

aktivnost. Iz ovog rezultata se može zaključiti da hidrosoli, iako u pravilu sadrže manje 

otopljenih hlapljivih molekula u svom sadržaju, mogu pokazati jače antioksidativno 

djelovanje od eteričnih ulja. 

• Antioksidativno djelovanje eteričnog ulja vrste V. saturejoides ssp. saturejoides bilo je jače 

od onog kod vrste V. officinalis prilikom testiranja obje metode (ORAC i DPPH). Suprotno 

ovom rezultatu, hidrosoli vrste V. officinalis pokazali su veću aktivnost ORAC metodom, 

a hidrosoli vrste V. saturejoides DPPH metodom.  
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• Rezultati za antifitoviralnu aktivnost pokazuju da je hidrosol vrsta V. officinalis i V. 

saturejoides smanjio broj lokalnih lezija na biljkama zaraženim virusom TMV u usporedbi 

s kontrolnim biljkama. Eterično ulje vrste V. officinalis također je pokazalo ovakav rezultat, 

dok ono izolirano iz vrste V. saturejoides nije pokazao antifitovirusno djelovanje.  

• Najbolje antiproliferativno djelovanje na sve tri ispitivane stanične linije pokazalo je 

eterično ulje vrste V. saturejoides s lokaliteta Kamešnica. 

• Najveća antiproliferativna aktivnost hidrosola protiv HeLA i HCT116 staničnih linija bila 

je kod vrste V. officinalis.  

• Izolati vrste V. austriaca ssp. jacquinii nisu pokazale toksičnost prema zdravim stanicama, 

te bi se kao takvi mogli koristiti kao siguran proizvod u kozmetici ili za konzerviranje 

hrane. Također, izolati ove vrste nisu pokazali antiproliferativnu aktivnost ni prema 

odabranim staničnim linijama raka (HeLA – stanična linija cervikalnog raka, U2OS – 

stanična linija osteosarkoma i HCT116 – stanična linija raka debelog crijeva). 

• Heksahidrofarnezil aceton, heksadekanska kiselina, fitol, (E)-kariofilen i kariofilen oksid 

su identificirani kao glavne komponente uporabom klasične (Clevenger hidrodestilacija), 

ali i zelene (mikrovalna) metode ekstrakcije svih istraživanih vrsta roda Veronica bez 

obzira na lokaciju skupljanja. Dokazano je da se metoda mikrovalne ekstrakcije može 

koristiti kao održiva i „zelena“ metoda umjesto klasične hidrodestilacije jer nije zabilježena 

bitna razlika u detekciji različitih hlapljivih spojeva.  

• Nije pronađena korelacije između srodstvenih odnosa dobivenih analizom sekvenci DNA 

(pripadnosti podrodovima roda Veronica) i sastava slobodnih hlapljivih spojeva. Ovaj 

rezultat se može objasniti činjenicom da hlapljive komponente kao i drugi biljni metaboliti 

mogu biti pod većim utjecajem okoliša kroz različitu ekspresiju gena uslijed epigenetskih 

modifikacija.  

• Heksahidrofarnezil aceton, heksadekanska kiselina, fitol, (E)-kariofilen i kariofilen oksid 

identificirani su u svim istraživanim vrstama roda Veronica. Budući da ovi spojevi nisu 

identificirani kao glavni spojevi i u istim relativnim postotnim omjerima ni u jednom rodu 

unutar porodice Plantaginaceae, mogli bi se koristiti kao kemofenetski markeri za rod, ali 

ne i za međuvrsne odnose unutar roda Veronica.
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Prošireni sažetak 

 

Rod Veronica (čestoslavice) je najveći rod porodice Plantaginaceae, bogat biološki 

aktivnim specijaliziranim metabolitima. Istraživanje u okviru ove doktorske disertacije 

obuhvaća odabrane vrste roda Veronica prikupljene na prirodnim staništima u Republici 

Hrvatskoj – endemičnu vrstu V. saturejoides ssp. saturejoides – vriskova čestoslavica, V. 

austriaca ssp. jacquinii – tankolisna čestoslavica i V. officinalis – ljekovita čestoslavica. 

Čestoslavice su kozmopolitske biljke rasprostranjene na mnogo različitih staništa, uključujući 

planine, travnjake, obrađene površine, površine uz vodu, prilagođavajući se na različite uvjete 

staništa. Ove biljke poznate su od davnina po svojim blagotvornim djelovanjima te se stoga 

koriste u narodnoj medicini te su privlačne za istraživanje bioloških aktivnosti koje pokazuju 

njihovi ekstrakti. Cilj ove doktorske disertacije prvenstveno je bio istražiti sastav slobodnih 

hlapljivih spojeva (FVC) vrsta V. saturejoides ssp. saturejoides, V. officinalis i V. austriaca ssp. 

jacquinii i njihovu biološku aktivnost. Vrsta V. officinalis L. je najčešće korištena u narodnoj 

medicini i time čini dobar materijal za usporedbu biološke aktivnosti. Sastav FVC-a analiziran 

je plinskom kromatografijom-masenom spektrometrijom za obje vrste ekstrakata, eterična ulja 

i hidrosole. Rezultati pokazuju da su u eteričnim uljima više zastupljene nepolarnije 

komponente kao što su seskviterpeni i ugljikovodici, a u hidrosolima prevladavaju polarnije 

komponente kao što su fenoli, fenilpropanoidi i oksigenirani monoterpeni. Prevladavajući 

spojevi za eterična ulja su heksahidrofarnezil aceton i heksadekanska kiselina te nakon njih 

kariofilen oksid i (E)-kariofilen. U hidrosolima glavne identificirane komponente su: metil 

eugenol, timol, trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol i benzaldehid. Ekstrakti vrsta V. saturejoides i 

V. officinalis pokazale su jače antioksidativno i antiproliferativno djelovanje u većini testova 

od ekstrakata vrste V. jacquinii. Iako, hidrosoli V. jacquinii su pokazali jače antioksidativno 

djelovanje od hidrosola ostalih dviju vrste, što bi moglo biti zbog visokog sadržaja metil 

eugenola i timola. Mikromorfološkim istraživanjem u sve tri vrste identificirani su žljezdani 

trihomi u kojima se primarno događa sinteza istraživanih spojeva. U sve tri istražene vrste 

žljezdani trihomi se sastoje od jedne stanice koja čini stapku i dvije stanice koje čine glavu 

žlijezde. Kod vrste V. officinalis identificiran je i drugi tip glavičastih trihoma sa dužom 

stapkom te štitasti trihomi. U sve tri istraživane vrste na površini listova, stabljike i čaške uočeni 

su i nežljezdani trihomi koji su nerazgranati i jednostruki, duži i kraći. Uz analiziranje sastava 

FVC-a, cilj ove doktorske disertacije bio je i genetički analizirati ITS (internal transcribed 

spacer) regije i usporediti ih s klasterima dobivenim temeljem analize FVC-a 18 vrsta 

čestoslavica. Osim klasične Sanger metode sekvenciranja ITS regija, napravljena je i NGS 
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analiza ovih sekvenci. Bolji rezultati filogenetske analize i klasteriranja vrsta Veronica u 8 

podrodova dobiveni su na temelju ITS1-5.8S-ITS2 sekvenci nego s podacima temeljenim na 

ITS2 sekvencama. To je vjerojatno zbog činjenice da su dulje sekvence generirane Sangerovom 

metodom sekvenciranja (~580 bp) dale više varijabilnih i informativnih pozicija od kraćih NGS 

sekvenci (~360 bp). Međutim, veliki broj ITS2 sekvenci dobivenih NGS tehnologijom, zajedno 

s ITS1 sekvencama također sekvenciranim NGS-om za 18 vrsta Veronica koristit će se za 

detaljnu analizu raznolikosti kontiga/ribotipova unutar svake vrste i njihove molekularne 

evolucije i strukture genoma (ove analize su trenutno u tijeku). Mantelov test za usporedbu 

između euklidskih udaljenosti hlapljivih komponenata i Kimura genetskih udaljenosti od 

podataka sekvenci DNA pokazao je da nema korelacije između grupa kemijskih i genetskih 

podataka. Ali, pregledom FVC-a unutar drugih vrsta iste porodice donesen je zaključak da se 

komponente koje se pojavljuju u svim vrstama roda Veronica, u takvom omjeru ne pojavljuju 

u drugim vrstama porodice Plantaginaceae te mogu biti kemofenetski markeri za rod Veronica. 

Svi ovi rezultati pokazuju da su čestoslavice vrijedan izvor biološki aktivnih spojeva. Daljnja 

bi se istraživanja mogla usmjeriti na in vivo studije različitih ekstrakata ovih raznolikih, 

kozmopolitskih, i često podcijenjenih vrsta.
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Extended abstract 

 

The genus Veronica is the largest genus of the Plantaginaceae family, rich in 

biologically active specialized metabolites. The research within the framework of this doctoral 

dissertation includes selected species of the genus Veronica collected in natural habitats in the 

Republic of Croatia – endemic V. saturejoides ssp. saturejoides, V. austriaca ssp. jacquinii – 

broadleaf speedwell, and V. officinalis – common speedwell. Speedwells are cosmopolitan 

plants distributed in many different habitats, including mountains, grasslands, cultivated areas, 

waterside areas, adapting to different habitat conditions. These plants have been known since 

ancient times for their beneficial effects and are therefore used in folk medicine and are 

attractive for research into the biological activities shown by their extracts. The goal of this 

doctoral dissertation was primarily to investigate the composition of free volatile compounds 

(FVC) of V. saturejoides ssp. saturejoides, V. officinalis and V. austriaca ssp. jacquinii and 

their biological activity. The composition of FVC was analyzed by gas chromatography-mass 

spectrometry for both types of extracts, essential oils, and hydrosols. The results show that more 

non-polar components such as sesquiterpenes and hydrocarbons are isolated in essential oils, 

and more polar components such as phenols, phenylpropanoids and oxygenated monoterpenes 

prevail in hydrosols. The predominant compounds for essential oils are hexahydrofarnesyl 

acetone and hexadecanoic acid, followed by caryophyllene oxide and (E)-caryophyllene. In 

hydrosols, the main identified components are methyl eugenol, thymol, trans-p-mentha-1(7),8-

dien-2-ol and benzaldehyde. Extracts of the species V. saturejoides and V. officinalis showed 

stronger antioxidant and antiproliferative activity in most tests than extracts of the species V. 

jacquinii. Although, hydrosols of V. jacquinii showed stronger antioxidant activity than the 

other two species, which could be due to the high content of methyl eugenol and thymol. 

Through micromorphological research in all three species, glandular trichomes were identified, 

where the synthesis of the studied compounds primarily takes place. In all three researched 

species, glandular trichomes consist of one cell that forms the stalk and two cells that form the 

head of the gland. Another type of head trichomes with a longer stalk and peltate trichomes 

were also identified in the species V. officinalis. In all three studied species, non-glandular 

trichomes were observed on the surface of the leaves, stems, and calyx, which are unbranched 

and single, longer and shorter. In addition to the analyses FVC composition, the goal of this 

doctoral dissertation was to genetically analyze the ITS (internal transcribed spacer) region 

and compare it with the clusters obtained based on the FVC analysis of 18 species of speedwells. 

In addition to the classic Sanger analysis of the ITS regions, an NGS analysis of these sequences 
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was also performed. Better results of phylogenetic analysis and clustering of Veronica species 

into 8 subgenera were obtained based on ITS1-5.8S-ITS2 sequences than with data based on 

ITS2 sequences analyzed with NGS. This is probably because longer sequences generated by 

Sanger sequencing (~580 bp) yielded more variable and informative positions than shorter NGS 

sequences (~360 bp). However, the abundance of ITS2 sequences obtained by NGS technology, 

together with ITS1 sequences also sequenced by NGS for 18 Veronica species will be used for 

detailed analysis of contig/ribotype diversity within each species and their molecular evolution 

and genome structure (these analyzes are currently ongoing). A Mantel test comparing 

Euclidean distances of volatile components and Kimura genetic distances from DNA sequence 

data showed no correlation between groups of chemical and genetic data. But, by reviewing the 

FVCs within other species of the same family, the conclusion was reached that the components 

that appear in all species of Veronica, do not appear in such proportions in other species of the 

Plantaginaceae family and may be chemophenetic markers for the genus Veronica. All these 

results show that speedwells are a valuable source of biologically active compounds. Further 

research could be focused on in vivo studies of different extracts of these diverse, cosmopolitan, 

and often underestimated species.
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POPIS KRATICA 

 

AAPH – 2,2'-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride; 2,2-azobis(2-amidopropan) 

dihidroklorid 

ABTS – 2,2′‐azino‐bis(3‐ethylbenzothiazoline‐6‐sulfonic acid); 2,2′‐azino‐bis(3‐

etilbenzotiazolin‐6‐sulfonska kiselina) 

Br – Brezovac, uzorak s lokacije Brezovac 

BHA – butylated hydroxyanisole; butilirani hidroksianizol 

CAT – catalase; katalaza 

DNA – deoxyribonucleic acid; deoksiribonukleinska kiselina 

DPPH – 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 

EO – essential oil; eterično ulje 

FRAP – ferric-reducing activity of plasma; snage krvne plazme da reducira željezo 

FVC – free volatile compounds; slobodne hlapljive tvari 

GC-MS – gas chromatography-mass spectrometry; plinska kromatokrafija-masena 

spektrometrija 

GSH – glutathione; glutation 

GR – glutathione reductase; glutation reduktaza 

GJ – Gornje Jelenje (lokacija uzorka) 

GSt – glutathione S-transferases; glutation S-transferaze 

Hep-2 – human epithelial cells; epitelne stanice 

HF-6 – human fibroblast cells; fibroblasti 

HSV1/HSV2 – Herpes simplex virus; virus Herpex siplex 

HY – hydrosols; hidrosoli 

IC50 – half-maximal inhibitory concentration; koncentracija potrebna za 50 % inhbicije, 

kvantitativna mjera koja pokazuje koliko je određene inhibitorne tvari (npr. lijeka ili biljnog 

ekstrakta) potrebno za inhibiciju, in vitro, određenog biološkog procesa ili biološke 

komponente za 50 % 

ITS1/ITS2 – internal transcribed spacer; unutarnji transkribirani razmaknici 

LDH – lactate dehydrogenase; laktat dehidrogenaza 

L-20B – mouse L cells; mišja stanična linija genetski modificirana za ekspresiju ljudskog 

poliovirusnog receptora 

KS – Kamešnica sample; uzorak s planine Kamešnica 

MCF-7 – Michigan Cancer Foundation-7; stanična linija za rak dojke 
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MDA-MB-231 – epithelial, human breast cancer cell line; epitelna stanična linija humanog 

raka dojke 

MIC – minimum inhibitory concentration, minimalna koncentracije inhibije 

Mr – Mrkopalj, uzorak s lokacije Mrkopalj 

MTT – 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide 

NGS – next generation sequencing; sekvenciranje sljedeće generacije 

PS – Prenj sample; uzorak s planine Prenj 

PARP – poly(ADP ribose) polymerase, poli(ADP-ribozil) polimeraza 

PC-3 – prostate cancer cell line; stanična linija raka prostate 

rDNA – ribosomal DNA; ribosomska DNA 

RNA – ribonucleic acid; ribonukleinska kiselina 

RD – rhabdomyosarcoma cells; stanice rabdomiosarkoma 

ROS – reactive oxygen species; reaktivne kisikove čestice 

RNS – reactive nitrogen species; reaktivne dušikove čestice 

SOD – superoxide dismutase; superoksid dismutaza 

SO – superoxide; superoksid 

SEM – scanning electron microscopy; skenirajuća elektronska mikroskopija 

SRB – sulforhodamine B assay; sulforodamin B proba 

St – Stupačinovo, uzorak s lokacije Stupačinovo 

TEAC – Trolox equivalent antioxidant capacity; antioksidativni kapacitet ekvivalenta Troloxa 

TE – Trolox equivalents; ekvivalenti Troloxa 

TMV – Tobaco mosaic virus; mozaični virus duhana 

 


