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PROTEKTIVNI EFEKAT EKSTRAKATA BILJKE Pulmonaria officinalis L.
NA OKSIDATIVNO OSTECENJE DNK U IN VITRO USLOVIMA

Nikola Sreckovicl, Vladimir Mihailovi¢!, Sanja Matié?, Nevena Mihailoviél,
Jelena S. Katanié¢ Stankovic?, Milan S. Stankovié3, SneZana Stanié?

Izvod: Cilj ovog rada je bio odredivanje ukupne koli¢ine razli¢itih grupa
fenolnih jedinjenja u metanolskim ekstraktima nadzemnog dela i korena biljke
Pulmonaria officinalis L., kao i procena njihove protektivne aktivnosti od o$tecenja
DNK izazvanog hidroksil i peroksil radikalima u in vitro uslovima. Sadrzaj fenolnih
jedinjenja u oba ekstrakta je bio visok, naro¢ito sadrzaj fenolnih kiselina, pri ¢emu je
na osnovu HPLC analize potvrdeno prisustvo ruzmarinske kiseline kao dominantnog
jedinjenja u oba ekstrakta. Ekstrakti su pokazali efikasno smanjenje DNK ostecenja
indukovanog hidroksil i peroksil radikalima, bez znacajnije promene zastitnog
efekta sa porastom koncentracije ekstrakata.

Kljuéne reci: antigenotoksitna aktivnost, Pulmonaria officinalis L.,
ruzmarinska kiselina, hidroksil radikal, peroksil radikal

Uvod

Pulmonaria officinalis L. je zeljasta, viSegodi3nja, rizomska biljka iz roda
medunica (Pulmonaria), koja pripada porodici Boraginaceae. U narodu je poznata
pod nazivom pluénjak ili medunika. Biljka je od davnina poznata Evropskim
narodima, a zbog njene upotrebe u le¢enju respiratornih bolesti dobila je ime
»pluénjak” (Gligi¢, 1953). Pored upotrebe kod iskasljavanja, bronhitisa, laringitisa i
tuberkuloze, plu¢njak se koristi i kod ¢ira na Zelucu i dvanaestopalatnom crevu,
kao i kod nekih bubreZnih oboljenja (Dumitru i Rdducanu, 1992). Drugi
etnomedicinski izvori ukazuju da infuzi ili dekokti P. officinalis imaju adstrigentno,
antikoagulaciono, antimikrobno i antiupalno delovanje, a primenjuju se i kao lek za
urinarne probleme i ciste (Akram M. i Rashid A. 2017).

Postoji mali broj istrazivanja hemijskog sastava biljaka ovog roda, medutim
postoje podaci da biljke iz roda Pulmonaria, pored bogatog polifenolnog sadrzaja,
poseduju i manju koli¢inu nezasic¢enih pirolizidinskih alkaloida, pa se ne preporutuje
dugotrajna konzumacija (Liithy i sar., 1984). Poznato je da P. officinalis sadrzi 6-10%
tanina i druga fenolna jedinjenja (KusStrak, 2005), a potvrdeno je da ekstrakt
nadzemnog dela sadrZi rutin, hiperozid, kafeinsku, ruzmarinsku i hlorogensku kiselinu
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(Neagu i sar,, 2018), kao i derivate salvionoli¢ne kiseline i slobodnu dansensu kiselinu
(Krzyzanowska-Kowalczyk i sar., 2018).

Zbog nedostatka literaturnih podataka i nau¢ne potvrde o biolo$kim aktivnostima i
potencijalnoj primeni ove biljke, potrebno je sprovesti brojna ispitivanja. U tom smislu,
cilj ovog rada je da se ispita fenolni sastav metanolskih ekstrakata nadzemnog dela i
korena biljke P. officinalis i proceni njihova sposobnost zatite DNK od oSteéenja
indukovanog hidroksilinim i peroksilnim radikalima, a sve to u cilju ispitivanja
moguénosti primene ove biljke kao dijetetskog suplementa koji moZe umanjiti
nezeljene efekte poveéanog oksidativnog stresa.

Materijal i metode rada
Biljni materijal i priprema ekstrakata

Biljni materijal je sakupljen pocetkom aprila 2018. godine u fazi cvetanja u
selu Veliko Krémare, okolina Kragujevca. Nadzemni deo biljke i koren su odvojeni i
osuseni na sobnoj temperaturi u tami. Osu$en i usitnjen nadzemni deo biljke (60 g)
i koren (90,78 g) je ekstrahovan metanolom postupkom maceracije, i dobijeni
ekstrakti su profiltrirani i upareni vakuum upariva¢em.

Odredivanje sadriaja fenolnih jedinjenja

SadrZaji razli¢itih grupa fenolnih jedinjenja odredeni su spektrofotometrijskim
metodama ranije opisanim postupcima (Mihailovi¢ i sar., 2015). Koli¢ine ukupnih
fenolnih jedinjenja i kondenzovanih tanina u ekstraktima izraZene su u
ekvivalentima galne kiseline (mg GK/g ekstrakta), sadrZaj ukupnih flavonoida
izrazen je u ekvivalentima kvercetina (mg KV /g ekstrakta), dok je koli¢ina ukupnih
fenolnih kiselina izraZzena u ekvivalentima kafeinske kiseline (mg KK/g ekstrakta).

HPLC analiza

Preliminarna identifikacija i kvantifikacija fenolnih jedinjenja prisutnih u
ekstraktima odradena je kori$¢enjem Shimadzu prominence HPLC aparata (Kyoto,
Japan) sa PDA detektorom i C18 kolone Luna (Phenomenex, Torrance, CA, USA)
veli¢ine 250x4.6 mm i veli¢ine ¢estica 5 um, Mobilnu fazu su ¢inili voda (A) |
acetonitril (B) uz dodatak 0,1% trifluorsiréetne kiseline. Gradijent eluiranja bio je
slededi: 0-1 min 5% B, 1-5 min 5-10% B, 5-25 min 10-80% B, 25-27 min 100% B |
27-30 min 5% B.

DNK protektivna aktivnost ekstrakta biljke P. officinalis prema ostecenju
indukovanom hidroksil i peroksil radikalima

DNK zastitna aktivnost ekstrakata biljke P. officinalis (25, 50, 100, 200 i 40
pg/mL) prema DNK ostecenju izazvanom hidroksil radikalima utvrdena je prem:
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metodi Lin i sar. (2008). DNK izolovana iz sperme lososa (CarlRoth, GmbH,
Karlsruhe, Nemacka) je koriS¢ena kao negativna kontrola, dok su ruzmarinska
kiselina (100 uM) i katehin (100 puM) koriS¢eni kao standardna jedinjenja.

Protektivna aktivnost ekstrakata biljke P. officinalis (25, 50, 100, 200 i 400
ug/mL) prema o$te¢enju 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).

Rezultati istrazivanja i diskusija

Koli¢ina ukupnih fenola, flavonoida, fenolnih kiselina i tanina metanolskih
ekstrakata nadzemnog dela i korena biljke P. officinalis predstavljena je u Tabeli 1.
Metanolski ekstrakt korena biljke P. officinalis sadrZao je neznatno vecu koliinu
ukupnih fenolnih jedinjenja (90,37 GK/g) u odnosu na nadzemni deo (81,22 mg
GK/g). Medutim, sadrZaj flavonoida u ekstraktu nadzemnog dela je bio 8,70 mg
KV/g, dok u ekstraktu korena flavonoidi nisu kvantifikovani primenjenom
metodom. Oba ekstrakta poseduju znacajnu koli¢inu fenolnih kiselina, dok ekstrakt
korena sadrzi nesto vecu koli¢inu kondenzovanih tanina.

Tabela 1. Sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida, fenolnih kiselina i kondenzovanih

tanina
Table 1. The content of total phenols, flavonoids, phenolic acids and condensed
tannins
Ukupna : Ukupne
fenolna Ukupn.l ; fenolne Ukupni sadrzaj
oo P flavonoidi Gt :
P. officinalis jedinjenja (mg KV/ kiseline kondenzovanih
ekstrakti (mg GK/g eks%raktag) (mg KK/g tanina (mg GK/g
P. officinalis ekstrakta) ; ekstrakta) ekstrakta)
; Total flavonoid ; ;
extracts Total phenolic (mg QU/. Total phenolic ~ Condensed tannins
content (mg Zﬁme t)g acid (mg CA/g  (mg GA/g extract)
GA/qg extract) extract)
nadzemni
deo 81,22+2,454 8,70+0,73 57,47+0,57 44,25+1,21
aerial part
k:’;:t“ 90,37+2,94 b 52,57+1,05 59,4243,38

a srednja vrednost * SD; P nije kvantifikovano

Na Slici 1 prikazani su HPLC-PDA hromatogrami ekstrakata nadzemnog dela i
korena biljke P. officinalis, pri ¢emu je na osnovu poredenja retencionih vremena i
UV spektara standarda i jedinjenja prisutnih u ekstraktima identifikovana
ruzmarinska kiselina u oba ispitivana ekstrakta. HPLC analiza je pokazala da je
ruzmarinska kiselina dominantno jedinjenje u oba ekstrakta i da je nadzemni deo
biljke (5,73 mg/g ekstrakta) bogatiji u sadrzaju ovog jedinjenja u odnosu na koren
(3,11 mg/g ekstrakta), $to je u skladu sa postoje¢im literaturnim podacima za ovu
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biljku ili biljke ovog roda (Krzyzanowska-Kowalczyk i sar., 2018; Dresler i sar.
2017).
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Slika 1. HPLC-PDA hromatogrami metanolnih ekstrakata nadzemnog dela (A) i
korena (B) biljke P. officinalis
Figure 1. HPLC-PDA chromatograms of P. officinalis methanolic extracts of aerial

part (A) and root (B)
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Graf. 1. Antigenotoksi¢na aktivnost ekstrakata nadzemnog dela A) i korena B)
biljke P. officinalis prema DNK ostecenjima izazvanih hidroksil radikalima. 1:
negativna kontrola; 2: pozitivna kontrola; 3: standardi (ruzmarinska kiselina kod A
i katehin kod B, 100 mM); 4-8: ekstrakti u koncentracijama 25, 50, 100, 200 i 400
pg/mL.

Graph. 1. Antigenotoxic activity of extracts of the aerial part A) and root B) of P.
officinalis against DNA damage induced by hydroxyl radicals. 1: negative control; 2:
positive control; 3: standards (rosmarinic acid at A and catechin at B, 100 uM); 4-8:
extracts at concentrations of 25, 50, 100, 200 and 400 pg/mL.

Zastitni efekat ekstrakata biljke P. officinalis od oite¢enja DNK izazvanih
hidroksil i peroksil radikalima ispitan je primenom DNK izolovane iz sperme
lososa. Ekstrakt nadzemnog dela biljke (koncentracije 25-400 pg/mL) ispoljio je
efikasno dozno-zavisno smanjenje hidroksil radikal-indukovanog DNK oStecenja
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(Grafikon 1A), ¢ak u vecem stepenu od ruzmarinske kiseline (100 mM). Ekstrakt
korena biljke je ispoljio neSto nizi efekat zaStite DNK od oksidativnog dejstva
hidroksil radikala u odnosu na ekstrakt nadzemnog dela, ali je u rangu sa
aktivno§¢u katehina kao standarda (Graf. 1, B).

U slu¢aju DNK zastite od oStecenja peroksil radikalima, nije primecena dozno-
zavisna aktivnost ekstrakata (Grafikoni 2A i 2B), sve primenjene koncentracije
ekstrakata su gotovo u identitnom stepenu srefile DNK oStecenje. Dobijeni
rezultati ukazuju da ekstrakt korena svoj maksimalni efekat zastite DNK od dejstva
peroksil radikala ispoljava ve¢ pri koncentraciji od 25 pg/mL. Oba ekstrakta
poseduju veci DNK protektivni potencijal u odnosu na primenjene standarde.

e
9
b

=

a
£l

o
@

Relative density
Relative density
a
@

f b4 L
B
o
B

=]
[
o
~

o ! o
1 2 3 a 5 L] 7 L 4 z 3 4 5 6 7 B

Graf. 2. Antigenotoksi¢na aktivnost ekstrakata nadzemnog dela A) i korena B)
biljke P. officinalis prema DNK o3tecenjima izazvanih peroksil radikalima. 1:
negativna kontrola; 2: pozitivna kontrola; 3: standardi (ruzmarinska kiselina kod A
i katehin kod B, 100 mM); 4-8: ekstrakti u koncentracijama 25, 50, 100, 200 i 400
ug/mL.

Graph. 2. Antigenotoxic activity of extracts of the aerial part A} and root B) of P.
officinalis against DNA damage induced by peroxyl radicals. 1: negative control; 2:
positive control; 3: standards (rosmarinic acid at A and catechin at B, 100 uM); 4-8:
extracts at concentrations of 25, 50, 100, 200 and 400 pg/mL.

Zakljucak

Na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je da su metanolski ekstrakti
nadzemnog dela i korena biljke P. officinalis bogati u sadrzaju fenolnih jedinjenja,
pri ¢emu se kao dominantno jedinjenje izdvaja ruzmarinska kiselina. Dva
primenjena in vitro testa su pokazala da ispitivani ekstrakti ispoljavaju izuzetan
stepen DNK zastite od reaktivnih radikalskih vrsta, hidroksil i peroksil radikala.
Predstavljeni rezultati pruzaju mogucnost potencijalne primene biljke P. officinalis
kao dijetetskog suplementa u tretmanu bolesti i stanja izazvanih povecanim
oksidativnim stresom.
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PROTECTIVE EFFECT OF Pulmonaria officinalis L. AGAINST IN VITRO
OXIDATIVE DNA DAMAGE

Nikola Srec¢koviél, Viadimir Mihailovi¢l, Sanja Mati¢z, Nevena Mihailoviét,
Jelena S. Katanié Stankoviéz, Milan S, Stankovic, Snezana Stanié3

Abstract

The aim of this study was to investigate the total contents of different phenolic
compounds of the aerial part and root methanol extracts of Pulmonaria officinalis
L, as well as to evaluate their protective activity against DNA damage induced by
hydroxyl and peroxyl radicals using two in vitro tests. The extracts were rich in
total phenolic compounds and the rosmarinic acid was confirmed as the dominant
compound in both extracts by HPLC analysis. The extracts showed an effective
reduction of DNA damage induced by hydroxyl and peroxyl radicals, with no
significant change in the protective effect by increasing the concentration of the
extracts.

Key words: antigenotoxic activity, Pulmonaria officinalis L., rosmarinic acid,
hydroxyl radical, peroxyl radical
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