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IN VITRO ANTIGENOTOKSICNA AKTIVNOST ETANOLSKIH
EKSTRAKATA KORENA BILJKE Salvia verticillata L. DOBIJENIH
RAZLICITIM METODAMA EKSTRAKCIJE

Nikola Sreckovicl, Vladimir Mihailovié?, Jelena S. Katani¢ Stankovic?,
Sanja Mati¢?, SneZana Stani¢?

Izvod: U cilju evaluacije DNK protektivnog potencijala etanolskih ekstrakata
korena biljke S. verticillata dobijenih razli¢itim metodama ekstrakcije od ostecenja
koja su indukovana hidroksil i peroksil radikalima primenjena su dva in vitro testa.
Za ekstrakciju korena biljke sa etanolom kao rastvaratem primenjene su tri
razlitite metode: etnofarmakolodka, ekstrakcija maceracijom i ultrazvucna
ekstrakcija. Ekstrakti su pokazali efikasno smanjenje DNK o$tecenja zavisno od
koncentracije, gde sa porastom koncentracije ekstrakata opada zaStitni efekat.
Uotene su neznatne razlike u DNK protektivnom potencijalu ekstrakata u

zavisnosti od postupka ekstrakcije biljnog materijala.

Kljuéne reci: antigenotoksitna aktivnost, Salvia verticillata L., hidroksil
radikal, peroksil radikal

Uvod

Biljke roda Salvia, porodice Lamiaceae, poznate su po svojim lekovitim svojstvima i
&irokom spektru in vitro i in vivo biologkih aktivnosti. U zavisnosti od biljnog materijala
(deo biljke, lokalitet, sezona, itd) i nafina ekstrakcije, postoje Siroke varijacije u
bioloskim aktivnostima biljaka ovog roda. U tradicionalnoj medicini ove biljke se
koriste za tretmane razli¢itih oboljenja. Same biljke, preparati ili bioaktivna jedinjenja
izolovana iz ovih biljaka se koriste kod groznice, reumatskih bolesti, kod problema sa
prekomernim znojenjem, poremecaja seksualne funkcije, hroni¢nog bronhitisa i
razli¢itih mentalnih bolesti (Kamatou i sar., 2005; Fu i sar,, 2013).

Dosada3nja istraZivanja su se uglavnom fokusirala na najrasprostranjenije
biljne vrste iz roda Salvia. S. verticillata L., u narodu poznata pod nazivom
"priljenasta" ili "vretenasta Zalfija", je jedna od vrsta iz roda Salvia koja ima
obecavajuci potencijal u farmakoloske, kozmeti¢ke i prehrabrene svrhe. U narodu
je. poznata i pod nazivom "sjeru$a" zbog nekada3nje upotrebe u aromatizaciji
s:rE\fa.i produZenja njegovog roka upotrebe. Nadzemni deo biljke se primenjuje u
tradicionalnoj medicine u obliku ¢aja za iskaljavanje, dezinfekciju oralne $upljine i
kao obloga za zarastanje rana (Jari¢ i sar., 2015).
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Nekoliko dosada$njih studija proulavalo je fitohemijski sastav ekstrak-
nadzemnog dela biljke S. verticillata i identifikovalo kafeinsku kiselinu i njene derivat:
kvantitativno najprisutnijom i biologki najaktivnijom ruzmarinskom kiselinom (Tez-
sar,, 2007; Oztiirk i sar.,, 2011; Sulniiite i sar, 2017; Katani¢ Stankovi¢ i sar,, 2020
danas nije sprovedena nijedna studija o fitohemijskom sastavu i bioloskim aktivnosz -
korena ove biljke. Medutim u narodu postoji verovanje da je etanolski ekstrakt kc--
sjeruse delotvoran u suzbijanju cista, menstrualnih poremecaja i drugih izraslina.

Imajuéi u vidu da ne postoje literaturni podaci o in vitro i/ili in
antigenotoksiénoj aktivnosti ove biljne vrste, cilj ove studije je bio da se u~
potencijalna in vitro DNK protektivna aktivnost ekstrakata korena biljk-
verticillata dobijenih razli¢itim metodama ekstrakcije.

Materijal i metode rada
Biljni materijal

Biljka S. verticillata je sakupljana na teritoriji centralne Srbije (u selu M:-
blizini Kragujevca), u toku oktobra 2017. godine. Vrsta je identifikor -
sistematisana u Institutu za biologiju i ekologiju Prirodno-matematickog fa+
Univerziteta u Kragujevcu.

Ekstrakcija biljnog materijala

Koren biljke S. verticillata je susen na vazduhu u provetrenoj i zar~
prostoriji na sobnoj temperaturi. Primenjene su tri razli¢ite metode ekstrz-
etanolom kao rastvaratem.

Prva metoda je etnofarmakoloska metoda ekstrakcije kod koje <-
osusenog i usitnjenog korena prelije sa 250 mL etanola, na sobnoj temper-
povremeno mesanije u periodu od 20 dana.

Kod metode ekstrakcije maceracijom 100 g osu3enog i usitnjenog k-
prelije sa 250 mL etanola. Nakon 24 h na sobnoj temperaturi i u mraku e
proceden, a ostaci se preliju ponovo sa istom koli¢inom etanola. Nakon _-
postupak se ponavlja. Po isteku novih 24 h ekstrakt se procedi i svi filtrat, -~

Kod metode ultrazvutne ekstrakcije 50 g osuSenog i usitnjenog -
prelije sa 250 mL etanola i postavlja se na ultrazvuéno kupatilo na frek. -
35 kHz 30 min. Ekstrakti dobijeni primenom navedenih metoda koncen:
pomocu rotacionog vakuum uparivaca.

In vitro DNK za$titna aktivnost ekstrakata biljke S. verticillat- =
o$tecenju indukovanom hidroksil radikalima

DNK zadtitna aktivnost ekstrakata biljke S. verticillata u
koncentracijama (25, 50, 100, 200 i 400 pg/mL) prema DNK ostecen _
hidroksil radikalima utvrdena je prema metodi Lin i sar. (2008). Eksp- -
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izvedeni primenom DNK izolovane iz sperme lososa (CarlRoth, GmbH, Karlsruhe,
Nematka) kao negativne kontrole i ruzmarinske kiseline (100 uM) kao standarda.

Ekstrakti su rastvoreni u metanolu (1 mg/mL), i razli¢ite koncentracije (25, 50,
100, 200 i 400 ug/mL) odvojeno su uzete u eppendorf tube. Nakon isparavanja
uzoraka do suva, dodato je 45 mL fosfatnog pufera (0.2 mol/L, pH 7.4), a zatim je u
svaku tubu dodato 10 pL rastvora DNK (10 mg/mL u NaCl), 0,9 mL 180 mmol/L
FeSO; i 3,6 mL 600 mmol/L vodonik peroksida. Nakon inkubacije na sobnoj
temperaturi 15 min, doda se po 10 pL 1 mmol/L EDTA da se zaustavi reakcija. Po
10 pL alikvota reakcione smeSe nanese se na 1% agarozni gel koji sadrZi etidijum
bromid (10 mg/mL). Nakon elektroforeze u 1xTEA puferu pH 8.0 na sobnoj
temperaturi, gelovi su vizuelizovani (UV transiluminator, Vilber Lourmat na 365
nm), fotografisani i intenzitet DNK traka kvantifikovan je kori$¢enjem Image]
softvera (verzija 1.48 za Windows).

In vitro DNK zastitna aktivnost ekstrakata biljke S. verticillata prema
ostecenju indukovanom peroksil radikalima

Antigenotoksi¢ni efekat ekstrakata biljke S. verticillata (25, 50, 100, 200 i 400
ug/mL) prema odtecenju DNK koje je indukovano peroksil radikalima poreklom od
2,2'-azobis (2-amidinopropan) dihidrohlorida (AAPH, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) ispitan je prema metodi Zhang i sar. (2017) sa modifikacijama. DNK
izolovana iz sperme lososa (10 mg/mL u NaCl) je pomeSana sa razliitim
koncentracijama ekstrakata (25, 50, 100, 200 i 400 pg/mL) i 10 uL 200 mM AAPH
u PBS (pH 7,4), i sme$a je inkubirana 30 min na 37°C. Po 10 pL reakcione smese
nanese se na 1% agarozni gel sa etidijum bromidom (10 mg/mL). Nakon
elektroforeze (1xTEA puferu pH 8.0 na sobnoj temperaturi) gelovi su fotografisani
i intenzitet traka je kvantifikovan primenom Image] softvera (verzija 1.48 za
Windows).

Statisti¢ke analize

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + SEM, statistitka analiza podataka
je uradena primenom ANOVA testa koriS¢enjem SPSS statistitkog softverskog
paketa, verzija 13.0 za Windows. Nivo znacajnosti je postavljen na p < 0,05.

Rezultati istrazivanja i diskusija

Procesi oksidacije odvijaju se kako u prehrambenim, farmaceutskim i
kozmetickim proizvodima koji sadrZe lipide, tako i u biolo3kim sistemima.
Slobodni radikali u organizmu slabe kontrolne mehanizme, $to za posledicu ima
niz negativnih promena u ¢elijama, na lancu DNK, antioksidativnim enzimima,
vitaminima, lipidima, $eerima, proteinima, $to dalje dovodi do razliitih
fiziologkih i patofizioloskih procesa. Primena sinteti¢kih antioksidanata, pored toga
to uspesno re$ava problem oksidacije lipida u prehrambenim i kozmetitkim
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proizvodima, moZe imati i kancerogeni efekat (Chen i sar., 1992). Iz navedeno:
razloga postoji sve vea teZnja za proizvodnjom i primenom prirodnit
antioksidanata koji ne pokazuju pomenutu aktivnosti, a imaju i Sirok spekta:
antioksidativnog dejstva u in vitro i in vivo uslovima (Esterbauer, 1995; Cuvelier
sar., 1996).

Efikasnost zastite etanolskih ekstrakata korena biljke S. verticillata dobijeni
razlititim metodama ekstrakcije na oksidativno oite¢enje DNK indukovano Fe:-
H,0, prikazana je na Grafikonu 1. Ekstrakti su pokazali efikasno smanjenje DN-
oftetenja zavisno od koncentracije. Sa porastom koncentracije ekstrakata opac:
zadtitni efekat. Ekstrakti imaju veéi DNK zastitni efekat od oStecenja indukovar
hidroksil radikalima u odnosu na standard, ruzmarinsku kiselinu.

Izrazenije DNK protektivno delovanje ekstrakta dobijenih metodo-
ultrazvuéne ekstrakcije (Graf. 1, C) i etnofarmakoloskom metodom ekstrakc: -
(Graf. 1, A) najverovatnije je posledica efikasnije ekstrakcije fenolnih komponen:
drugih prirodnih antioksidanata u odnosu na ekstrakciju maceracijom(Graf. 1, B

¥ i 5 ) 7 ]

| Graf. 1. Antigenotoksi¢ni efekat etanolskih ekstrakata korena biljke S. verticill. -

‘ dobijenih A) etnofarmakolo$kom metodom ekstrakcije, B) metodom ekstrakc -
maceracijom i C) metodom ultrazvu¢ne ekstrakcije prema ostecenjima izazvz-
hidroksil radikalima. 1: Negativna kontrola; 2: pozitivna kontrola; 3: standar -
ruzmarinska kiselina (100 mM); 4-8: ekstrakti u koncentracijama 25, 50, 100 -

i 400 pg/mL.
Graph. 1. Antigenotoxic effect of ethanolic extracts of S. verticillata roots obtain- .
A) ethnopharmacological extraction method, B) maceration extraction method -
C) ultrasonic extraction method against hydroxyl radical induced DNA damag:

Negative control; 2: positive control; 3: standard, rosmarinic acid (100 uM); 4--

extracts at concentrations of 25, 50, 100, 200 and 400 ug/mL.
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Da bi se dodatno procenila sposobnost zastite DNK od o3tecenja, izvrseno je
ispitivanje DNK protektivnog efekta od oksidativnog o3tecenja indukovanog
peroksil radikalima poreklom od AAPH (Grafikon 2).

Kao i kod prethodne metode, DNK zastita od o$tecenja peroksil radikalima
zavisi od doze, smanjuje se sa porastom koncentracije. Rezultati su pokazali da
ekstrakti poseduju vedi protektivni potencijal u odnosu na primenjeni standard.

Za razliku od prethodne metode DNK protektivni potencijal ekstrakata
dobijenih metodom maceracije (Graf. 2, B) i etnofarmakoloskom metodom
ekstrakcije (Graf. 2, A) je neznatno izraZeniji u odnosu na metodu ultrazvucne
ekstrakcije (Graf. 2, C).

T = —

i 3 . s L} T [}

Graf. 2. Antigenotoksi¢ni efekat etanolskih ekstrakata korena biljke S. verticillata
dobijenih A) etnofarmakolo$kom metodom ekstrakcije, B) metodom ekstrakcije
maceracijom i C) metodom ultrazvuéne ekstrakcije prema otecenjima izazvanih
peroksil radikalima. 1: Negativna kontrola; 2: pozitivna kontrola; 3: standard
ruzmarinska kiselina (100 mM); 4-8: ekstrakti u koncentracijama 25, 50, 100, 200
i400 pg/mL.

Graph. 2. Antigenotoxic effect of ethanolic extracts of S. verticillata roots obtained by
A) ethnopharmacological extraction method, B) maceration extraction method and
C) ultrasonic extraction method against peroxyl radical induced DNA damage. 1:
Negative control; 2: positive control; 3: standard, rosmarinic acid (100 uM); 4-8:
extracts at concentrations of 25, 50, 100, 200 and 400 pg/mL.
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Zakljucak

Rezultati istraZivanja in vitro antigenotoksi¢ne aktivnosti etanolskih ekstrakata
korena biljke S. verticillata dobijenih razli¢itim metodama ekstrakcije pokazali su
da ekstrakti poseduju znatan DNK protektivni potencijal sa neznatnim razlikama u
pogledu procesa ekstrakcije. Dobijeni rezultati daju osnovu i smer daljim
istrazivanjima, koja ¢e se fokusirati na ispitivanju polifenolnog sastava,
antioksidativne i antimikrobne aktivnosti ekstrakata, kao i njihove eventualne
mogucnosti primene u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji.
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IN VITRO ANTIGENOTOXIC ACTIVITY OF ETHANOLIC EXTRACTS OF
THE Salvia verticillata L. ROOT OBTAINED BY DIFFERENT
EXTRACTION METHODS

Nikola Sre¢kovicl, Viadimir Mihailovi¢l, Jelena S. Katanic Stankovié?,
Sanja Mati¢?, SneZana Stanic¢?

Abstract

In order to evaluate the DNA protective potential of ethanolic extracts of the
root of S. verticillata, prepared by different extraction methods, from damage
induced by the hydroxyl and peroxyl radicals two in vitro tests were used. For the
extraction of the roots with ethanol as a solvent, three different methods were
applied: ethnopharmacological, maceration and ultrasonic extraction. The extracts
showed an effective concentration-dependent reduction of DNA damage, with
increasing concentration of the extracts the protective effect decreases. Depending
on the extraction process of the plant material, slight differences in DNA protective
potential of extracts were noticed.

Key words: antigenotoxic activity, Salvia verticillata L., hydroxyl radical,
peroxyl radical

University of Kragujevac, Faculty of Science, Department of Chemistry, Radoja Domanovica 12,
34000 Kragujevac, Serbia

2 University of Kragujevac , Institute for Information Technologies Kragujevac, Jovana Cvijica bb,
34000 Kragujevac, Serbia (sanjamatic@kg.ac.rs)

3University of Kragujevac, Faculty of Science, Department of Biology and Ecology, Radoja Domanovicta
12, 34000 Kragujevac, Serbia

555




CIP - Karanorusauuja y ny6JuKayuju
HapojgHa 6u6nuoTtexa Cp6uje, Beorpaj

63(082)
606:63(082)

CABETOBAIBE 0 6uoTexHo10rHju ca MehyHapogHuM ydyemhem (25 ;
2020 ; Yavyak)

Zbornik radova. 2 / XXV savetovanje o biotehnologiji sa medunarodnim
utestem, Calak, 13-14. mart 2020. godine ; [organizator] Univerzitet u
Kragujevcu, Agronomski fakultet u Cagku ; [urednik Tomo Milogevié]. -
Catak : Univerzitet u Kragujevcu, Agronomski fakultet, 2020 (Beograd :
Sluzbeni glasnik). - Str. 331-616 : ilustr. ; 25 cm

Na vrhu nasl. str.: University of Kragujevac, Faculty of Agronomy Cacak. -
Radovi na srp. i engl. jeziku. - Tiraz 150. - Bibliografija uz svaki rad.

ISBN 978-86-87611-74-0
ISBN 978-86-87611-75-7 (niz)

a) Mossonpuspesa -- 36opHuLU 6) BuoTexHosoruja -- 360pHUALH

COBISS.SR-ID 283507212




