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SAZETAK

Cilj. Oksidativni stres je posledica prekomerne produkcije
slobodnih radikala i nastaje usled poremecaja u ravnotezi
oksido-redukcionih procesa. Salvianolicna kiselina B je
polifenolno jedinjenje, poreklom iz biljke Salvia miltiorrhiza
Bunge, koje je pokazalo znacajna antioksidativna svojstva.
Cilj rada bio je da se ispita genotoksicni potencijal
salvianolicne kiseline B i izvrsi evaluacija njene
antigenotoksicne aktivnosti na DNK ostecenja indukovana
vodonik-peroksidom u leukocitima periferne krvi in vitro,
primenom alkalnog Komet testa.

Materijal i metode. Procenjena je sposobnost razlicitih
koncentracija salvianolicne kiseline B (12,5 uM, 25 uM i 50
uM) da redukuju broj Celija sa DNK oStecenjem izazvanim
vodonik-peroksidom kao oksidansom u okviru dva
eksperimentalna protokola: pretretmana i kotretmana radi
utvrdivanja  antigenotoksicnosti na  preventivnom i
interventnom nivou.

Rezultati. Rezultati su pokazali da salvianolicna kiselina
B, nakon 30 minuta inkubacije, nije ispoljila genotoksican
efekat u ispitivanim koncentracijama. U pretretmanu,
koncentracija od 50 uM pokazala je znacajnu redukciju DNK
ostecenja indukovanih vodonik-peroksidom. Salvianolicna
kiselina B bila je efikasnija u redukciji DNK oStecenja u
kotretmanu, gde su koncentracije od 25 uM i 50 uM pokazale
znacajan efekat redukcije nivoa DNK ostecenja. Pokazani
protektivni efekat salvianolicne kiseline B zavisio je od
koncentracije.

Zakljucak. Dobijeni rezultati pokazali su da salvianolicna
kiselina B ima izraZeniji antigenotoksicni efekat na
interventnom nivou, Sto je cini potencijalnim agensom za
primenu kod oboljenja u kojima oksidativna DNK ostec¢enja
imaju vaznu ulogu.

Kljuéne reci: salvianolicna kiselina B, antigenotoksicnost,
oksidativni stres, Komet test, DNK ostecenje.

ABSTRACT

Aim. Oxidative stress is a consequence of the increased
production of free radicals that is caused by the disturbance
in the balance of oxidation-reduction activity. Salvianolic
acid B is a polyphenol compound, derived from the plant
Salvia miltiorrhiza Bunge, which showed significant
antioxidant properties. The aim of this study is the
investigation of genotoxic potential of salvianolic acid B and
evaluation of its antigenotoxic activity against the DNA
damage induced by hydrogen peroxide in peripheral blood
leukocytes in vitro, using the alkaline Comet assay.

Materials and Methods. The evaluation of the ability of
various concentrations of salvianolic acid B (12.5uM, 25uM
and 50 uM) to reduce the number of cells with DNA damage
caused by hydrogen peroxide as an oxidant was performed
under two experimental protocols: pretreatment and
cotreatment, in order to determine antigenotoxicity on
preventive and intervention levels.

Results. Results indicate that the salvianolic acid B did
not exhibit a genotoxic effect after 30 minutes of incubation,
in the tested concentrations. In the pretreatment, a
concentration of 50 uM showed a significant decrease of the
hydrogen peroxide induced DNA damage. Salvianolic acid B
was more effective in reducing DNA damage in cotreatment,
where concentrations of 25 uM and 50 uM demonstrated a
significant abrogation of DNA damage. Protective effect of
salvianolic acid B was dependent on the concentration.

Conclusions. The results showed that salvianolic acid B
has pronounced antigenotoxic effect on the intervention
level, which makes it a potential agent in treatment of
diseases in which oxidative DNA damage plays an important
role.

Keywords: salvianolic acid B, antigenotoxicity, oxidative
stress, Comet assay, DNA damage.
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UvOD

Oksidativni stres nastaje zbog prekomerne produkcije
slobodnih radikala koja se javlja usled poremecaja u
ravnotezi oksido-redukcionih procesa. Jedan je od
uzrocnika poremecaja u organizmu koji se nalaze u osnovi
oboljenja kao Sto su kardiovaskularne bolesti,
ateroskleroza, infektivne i neurodegenerativne bolesti,
dijabetes melitus, autoimune bolesti i neke vrste
karcinoma (1, 2). U uslovima povisene koncentracije
slobodnih radikala oste¢uju se DNK, lipidi i proteini, pri
¢emu zbog oksidacije dolazi do promene njihovog
funkcionalnog stanja. Slobodni radikali mogu da budu
uzrocnici razli¢itih modifikacija molekula DNK poput
oste¢enja baza, oSte¢enja Secera i nastanka DNK-protein
adukata (3, 4). Vodonik-peroksid prolazi kroz akvaporine
na Celijskoj membrani (5), zatim dopire do jedra i izaziva
oksidativna oste¢enja DNK molekula generisanjem
slobodnih hidroksilnih radikala (6). Visokoreaktivni
slobodni hidroksilni radikali nastaju u reakciji vodonik-
peroksida sa slobodnim dvovalentnim jonima gvozda (7)
ili bakra (8).

Koren kineske zalfije (Salviae miltiorrhizae radix)
koristi se u Kini, Koreji, Japanu u tretmanu
kardiovaskularnih, cerebrovaskularnih 1 hepatickih
bolesti, pneumonije, hroni¢nog nefritisa i vaskularnih
komplikacija dijabetesa melitusa (9, 10). Godine 1934.
prvo je detektovan sastojak tanSinon Ila (11), a od tada je
identifikovano i izolovano vise od 100 sastojaka (12).
Hidrosolubilni sastojci korena dele se na derivate fenola
(protokatehuinski aldehid, protokatehuinska kiselina,
kofeinska kiselina i 3,4-dihidroksi fenil mle¢na kiselina) i
derivate polifenola (rozmarinska kiselina, litosperminska
kiselina, salvianoli¢na kiselina A, salvianoli¢na kiselina B
i ostale salvianoli¢ne kiseline). Sastojci lipidne frakcije su
tanSinon I, tanSinon IIA, tanSinon IIB, kriptotanSinon i
ostali derivati tansinona (10).

Salvianolicna kiselina B (Sal B), polifenolno
jedinjenje izolovano iz biljke Salvia miltiorrhiza Bunge,
pokazala je u prethodnim istrazivanjima znacajna
antioksidativna i citoprotektivna svojstva (13,14). Sal B je
prisutna kao sastojak i u drugim Salvia vrstama koje rastu
na podruéju Kine (15), ali je sadrze i neke biljke iz familije
Boraginaceae (16). Sal B ima dugogodis$nju primenu u
kineskoj tradicionalnoj medicini kao hepatoprotektivni i
antikancerski agens (18). Medutim, poslednjih nekoliko
godina, najveci klinicki znaCaj pokazala je kao snazan
antioksidans za kardiovaskularnu zastitu (17). Sal B
pokazuje sposobnost neutralizacije slobodnih radikala,
vodonik-peroksida i superoksidnog anjona u endotelnim
¢elijama humane umbilikalne vene (18). Sal B ima veci
kapacitet neutralizacije slobodnih hidroksilnih radikala i
aktivnosti vodonik-peroksida od vitamina C (19). Osim
S$to ispoljava protektivni efekat protiv direktnog dejstva

slobodnih radikala, utvrdeno je i da stiti od toksi¢nih
dejstava lekova na kardiomiocitima (20, 21). Pokazano je
i da Sal B, zahvaljuju¢i svom antioksidativnom kapacitetu,
sprecava oksidativna oStecenja mitohondrijske DNK in
vitro 1 in vivo u ¢elijama bubrega (22).

Cilj rada bila je evaluacija genotoksi¢nosti Sal B i
njenog antigenotoksi¢nog potencijala u odnosu na
ostecenja DNK molekula koja izaziva vodonik-peroksid
kao oksidans, na humanim leukocitima periferne krvi in
vitro, primenom alkalnog Komet testa (engl. Comet
assay).

MATERIJAL I METODE

Uzorci. Uzorci periferne krvi uzeti od tri zdrava
dobrovoljca starosti izmedu 23 i 40 godina sakupljeni su u
tube s heparinom. Ispitanici nisu bili pusaci, nisu koristili
alkohol, lekove i dijetetske suplemente tokom trajanja
studije. Protokoli i informisani pristanak dobrovoljaca
odobrio je Eticki komitet Farmaceutskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu.

Salvianolicna kiselina B. Sal B (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) u suvoj formi u vidu praha rastvorena je
u fosfatnom puferu da bi se dobile tri razlicite
koncentracije: 12,5 uM, 25 uM 1 50 pM.

Dizajn eksperimenta. Genotoksi¢nost Sal B evaluirana
je u odnosu na poznati oksidans vodonik-peroksid (H202,
CAS No. 7722-84-1, ZORKA Pharma, Sabac, Srbija) kao
pozitivne kontrole i rastvara¢ — fosfatni pufer (PBS,
Institut za imunologiju i virusologiju, Torlak, Beograd,
Srbija) kao negativne kontrole. Uzorci leukocita periferne
krvi inkubirani su s razli¢itim koncentracijama Sal B na
37°C, tokom 30 minuta, radi procene njihove sposobnosti
da izazovu DNK ostecenja. Istovremeno su postavljeni i
kontrolni uzorci koji su tretirani PBS-om, kao negativhom
kontrolom i 50 pM vodonik-peroksidom kao pozitivnom
kontrolom. Koncentracija od 50 uM H202 odabrana je kao
najmanja koncentracija koja je izazivala znaCajno visok
nivo DNK oste¢enja nakon 30 minuta inkubacije na
¢elijama u poredenju s netretiranim celijama.
Antigenotoksi¢ni/genoprotektivni potencijal Sal B u
odnosu na DNK oSte¢enja indukovana H202 u humanim
leukocitima periferne krvi evaluiran je u dva
eksperimentalna protokola: pretretmana i kotretmana. U
pretretmanu, leukociti su tokom 30 minuta inkubirani na
37°C sa Sal B u tri izabrane koncentracije, a zatim tretirani
50 uM H202 na 4°C, 20 minuta. U kotretmanu, uzorci su
istovremeno tretirani vodonik-peroksidom u koncentraciji
od 100 uM i Sal B u tri razli¢ite koncentracije (12,5 uM,
25 uM, 50 uM) na 37°C, 30 minuta.

Komet test. Komet test (engl. Comet assay ili single
cell gel electrophoresis — SCGE), tehnika za merenje i
analizu DNK oSte¢enja na pojedinacnim ¢elijama, moze se
primeniti u in vitro, ex vivo 1 in vivo sistemima. Metoda se
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moze sprovoditi na gotovo svakom tipu celija kao i na
leukocitima periferne krvi koji su predmet tretmana u
ovom radu. Komet testom se mogu uspe$no proceniti
interakcije antioksidanasa i genotoksi¢nih agenasa (23), a
pouzdano se koristi i za ispitivanje efekta odredenih
supstanci na ocuvanje integriteta genetickog materijala
(24, 25, 26). Komet test su prvobitno razvili Ostling i
Johanson (27) 80-ih godina, a kasnije su Singh i sar. (28)
modifikovali protokol i dizajnirali alkalni Komet test,
verziju primenjenu u ovom eksperimentalnom radu.

Pre pocetka eksperimenta, mikroskopske plocice su
presvucene slojem 1% agaroze normalne tacke topljenja
(engl. Normal melting point agarose, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) i ostavljene tokom tri dana na sobnoj
temperaturi da bi se osusile. Uzorci krvi (po 6 pulL) zatim
su resuspendovani u 90 pL 0,67% agaroze niske tacke
topljenja (engl. Low melting point agarose) i naneseni
pipetom na prethodno osusene agarozne plocice preko
kojih su stavljene staklene ljuspice. Posle skidanja
ljuspica, uzorci su tretirani po dizajniranom
eksperimentalnom protokolu (pretretman i kotretman), a
zatim su plocice s tretiranim uzorcima prekrivene tre¢im
slojem 0,5% agaroze niske tacke topljenja. PloCice su
zatim ohladene 5 min na 4°C radi stvrdnjavanja agaroze.
Nakon ucvrs¢ivanja agaroze i skidanja ljuspica plocice s
uzorcima potopljene su preko noci na 4°C u kivete s
prethodno pripremljenim rastvorom za liziranje (2,5 M
NacCl, 0,100 mM EDTA, 0,10 mM Tris, 1% Triton X100 1
10% dimetilsulfoksid) koji ¢e ukloniti sve c¢elijske
strukture i ostaviti jedarnu DNK izmedu slojeva agaroze.
Sledeceg dana, uzorci su podvrgnuti elektroforezi (25 V,
300 mA, 30 min) radi razdvajanja negativno
naelektrisanih fragmenata DNK. Nakon elektroforeze,
uzorci su tri puta ispirani neutraliSu¢im puferom (0,4 M
Tris, pH 7,5) u intervalima od po 5 minuta. Zatim, uzorci
su obojeni etidijum-bromidom (20 pg/ml) radi
vizuelizacije kometa. Nakon bojenja, uzorci su posmatrani
pod mikroskopom (Olympus Optical Co., GmbH,
Hamburg, Germany), koji je opremljen fluorescentnom
lampom (HBO 50 W, 516-560 nm, Zeiss), sa objektivom
koji uvelicava 100 puta.

Stepen DNK oStecenja evaluiran je na osnovu metode
Anderson i sar. (29). Naime, fragmenti oSte¢enog DNK
lanca migriraju iz jedra pod uticajem elektri¢nog polja i
distribuiraju se u vidu ,,repa“, dobijajuéi izgled komete.
Stepen fragmentacije DNK srazmeran je duZzini i gustini
materijala u repu kometa. Komete su na osnovu vizuelne
procene klasifikovane u pet kategorija: (A) bez osteéenja
< 5%; (B) nizak nivo ostec¢enja 5-20%; (C) srednji nivo
ostec¢enja 20—40%; (D) visok nivo ostecenja 40-95%; (E)
totalno oStecenje > 95%.

Na svakoj plocici brojano je po 100 kometa koje su
klasifikovane u odgovaraju¢e kategorije prema stepenu
oSte¢enja DNK. Za svaki individualni tretman

pripremljene su plocice sa ¢elijama u duplikatu, a ¢elije su
dobijene iz uzoraka tri razliCita ispitanika. Vrednosti
prikazane u radu izrazene su kao zbir broja ¢elija sa DNK
ostecenjem (kategorije kometa B + C + D + E), koje su
izraCunate za sva tri ispitanika.

Statisticka analiza. Dobijeni podaci statisticki su
obradeni upotrebom Hi-kvadrat testa (y* -test). Kao
granica statistiCke znacajnosti uzeta je vrednost p < 0,05.

REZULTATI

Genotoksicnost salvianolicne kiseline B. Rezultati
ispitivanja genotoksi¢nosti Sal B prikazani su na
Histogramu 1. Ispitana je sposobnost salvianoli¢ne
kiseline B da u koncentracijama od 12,5 uM, 25 uM i 50
puM indukuje DNK ostec¢enja u leukocitima periferne krvi.
Dobijeni rezultati pokazuju da ispitivane koncentracije Sal
B nisu znacajno povecale ukupan broj ¢elija sa DNK
oSteéenjem, u poredenju sa negativnom kontrolom
tretiranom samo sa PBS-om.

Histogram 1.

Pretretman protokol. Rezultati dobijeni u pretretmanu
prikazani su na Histogramu 2. Ispitan je genoprotektivni
efekat Sal B protiv DNK ostecenja koja su indukovana 50
pM H202 u humanim leukocitima periferne krvi. U
pretretmanu, pri svim ispitivanim koncentracijama
salvianoli¢ne kiseline B (12,5 uM, 25 uM, 50 uM) nivo
ukupnog DNK ostecenja smanjen je u odnosu na pozitivnu
kontrolu (H202 50 uM), ali statisti¢ki znacajnu redukciju
ostecenja pokazuje samo koncentracija Sal B od 50 uM.
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Histogram 2.

Kotretman protokol. Rezultati dobijeni u kotretmanu
prikazani su na Histogramu 3. U kotretmanu nivo ukupnog
DNK oste¢enja smanjen je u odnosu na pozitivau kontrolu
(H202 100 uM) pri svim ispitivanim koncentracijama Sal
B. Statisticki znacajnu redukciju oStecenja pokazuje
kotretman 100 uM vodonik-peroksida i 25 pM Sal B, kao
i 50 uM Sal B.
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oStecenjem koje su prvo tretirane Sal B u tri ispitivane

koncentracije, a zatim oksidansom vodonik-peroksidom
50 uM, *p < 0,05 vs. H202

Histogram 3.

Sal B efikasnije redukuje DNK oSteCenja kada se
primenjuje u kotretmanu nego u pretretmanu jer je
statisti¢ki znacajna redukcija oste¢enja DNK u kotretman
protokolu pokazana u koncentraciji i od 50 uM i od 25
uM, dok je u pretretman protokolu statisticki znaéajnu
redukciju DNK ostecenja pokazala samo koncentracija Sal
B od 50 uM. Postoji koncentraciona zavisnost u odnosu na
ispoljeni efekat Sal B i u pretretman i u kotretman
protokolu zato Sto se ukupan broj celija sa DNK
osteéenjem smanjuje sa povec¢anjem koncentracije Sal B.
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Histogram 3. Kotretman protokol: zbir celija sa DNK
oStecenjem koje su istovremeno tretirane salvianolicnom
kiselinom B u tri razlicite koncentracije i oksidansom
vodonik-peroksidom 100 uM, *p < 0,05 vs. H202

DISKUSIJA

Na stanje intracelularne oksidativne ravnoteze uticu
slozeni procesi endogenog i egzogenog oksidativhog
stresa 1 antioksidativnih mehanizama odbrane (30).
Ukoliko dode do oksidativnog disbalansa i poveéanja
produkcije slobodnih radikala, mogu se javiti oksidativna
oste¢enja biomolekula u celijama i pojave patoloskih
promena. Radi zastite od Stetnog dejstva oksidativnog
stresa u celiji je razvijen kompleksan antioksidativni
sistem koji ukljucuje: antioksidativne enzime; proteine
koji vezuju metale, slobodno gvozde i jone bakra koji
katalizuju oksidativne reakcije; celijske antioksidanse

male molekulske mase. Osim endogenih antioksidanasa,
¢elije mogu koristiti i antioksidanse poreklom iz hrane,
kao §to su vitamin C, vitamin E 1 polifenoli (31).

Sal B, polifenolno jedinjenje, snazan je antioksidans.
Utvrdeno je da Sal B dostize maksimum koncentracija u
plazmi ve¢ 0,5-1 sat nakon oralne primene i njeni
metaboliti mogu biti prisutni u organizmu i nakon 180
minuta od trenutka primene (17). U dosadasnjim

studijama glavni zabeleZzeni efekti Sal B jesu
kardioprotektivna, neuroprotektivna i antitumorska
svojstva,  zasnovana pre svega na njenom

antioksidativnom potencijalu (17, 18, 32, 33, 34).
Pokazano je da Sal B stiti ¢elije endotela, arterijske glatke
misi¢ne celije i kardiomiocite od slobodnih radikala i
peroksidacije, tako §to redukuje intracelularni oksidativni
stres (17). Kardioprotektivnom efektu Sal B ne doprinosi
samo to Sto deluje kao hvata¢ slobodnih radikala
kiseonika, ve¢ i to S§to smanjuje endotelnu adheziju
leukocita, inhibira inflamaciju aortnih glatkih miSi¢nih
¢elija 1 indirektno reguliSe imunoloski sastav (16).
Utvrdeno je da Sal B ublazava ishemijske povrede mozga
tako Sto smanjuje lipidnu peroksidaciju, neutraliSe
slobodne radikale i poboljSava energetski metabolizam
¢elija (32). Postoje dokazi koji ukazuju na to da Sal B
moze da smanji oksidativni stres i fibrozu jetre na modelu
pacova (35).

U ovoj studiji, pomoc¢u dva eksperimentalna protokola
(pretretmana i kotretmana) evaluiran je antigenotoksican
potencijal Sal B u humanim leukocitima periferne krvi in
vitro. Dizajnom ovih eksperimentalnih protokola moguce
je pretpostaviti mehanizme delovanja Sal B na
interventnom i preventivnom nivou. Takode, utvrden je
genotoksi¢ni  potencijal Sal B u ispitivanim
koncentracijama, kako bi se pokazala sigurnost primene
na nivou jedarne DNK.

Sto se ti¢e sigurnosti primene Sal B, u ovoj studiji nije
pokazana sposobnost Sal B da u ispitivanim
koncentracijama indukuje pojavu DNK oStecenja u
leukocitima periferne krvi in vitro, na osnovu Cega se
izvodi zakljucak da Sal B nije genotoksi¢na. Ovi rezultati
su u skladu s podacima studije u kojoj je utvrdeno da u
terapijskoj koncentraciji od 50 pg/ml, ¢ak i u dvostruko
vecoj koncentraciji od terapijske (100 pg/ml), preparati
koji sadrze Sal B nisu znacajno uticali na normalnu
sintezu DNK u kardiomiocitima, dok tek u koncentraciji
vecoj od 200 pg/ml mogu da dovedu do smanjene sinteze
DNK (36). S druge strane, pokazano je da Sal B ima
sposobnost da redukuje oksidaciju mitohondrijske DNK i
produkciju 8-OHdG u ¢elijama bubrega in vitro i in vivo
(22).

Rezultati ove studije pokazuju da Sal B ima izrazen
antigenotoksicni efekat i potencijal redukcije oksidativnih
oste¢enja jedarne DNK u leukocitima periferne krvi in
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vitro. Kada je Sal B primenjena u pretretmanu, nivo
ukupnog DNK ostecenja smanjen je u odnosu na pozitivnu
kontrolu (50 pM H202) pri svim ispitivanim
koncentracijama, ali statisticki znacajnu redukciju DNK
oste¢enja pokazala je samo koncentracija od 50 pM. I
studija radena na nervnim c¢elijama (PC12) dokazuje da
tretman Sal B pre izlaganja vodonik-peroksidu moze da
spre¢i nastanak oksidativnih oSteCenja, §to je Cini
potencijalnim neuroprotektivnim agensom, koji se moze
koristiti u terapiji Alchajmerove ili Parkinsonove bolesti
(37). Pretpostavljeni genoprotektivni mehanizam Sal B u
pretretmanu naSe studije mogao bi da bude povecanje
intracelularnog antioksidativnog enzimskog kapaciteta
(38). Upotreba kineske zalfije (Salvia miltiorrhiza), koja
kao jedan od sastojaka ima Sal B, moze da poveca
aktivnost katalaze i glutation peroksidaze (39), dva enzima
koja su odgovorna za konverziju vodonik-peroksida do
vode i kiseonika (40).

Daljim ispitivanjima, u ovoj studiji utvrdeno je da
primena Sal B u kotretmanu pokazuje vecu efikasnost
redukcije DNK oStecenja u odnosu na primenu u
pretretmanu. Naime, nivo DNK ostecenja u kotretmanu
znacajno je smanjen nakon istovremene inkubacije H202 i
25 uM Sal B, kao i H202 i 50 pM salvianoli¢ne kiseline B
u odnosu na pozitivnu kontrolu (samo H202). S obzirom
na to da je i srednja koncentracija Sal B (25 pM) u
kotretmanu pokazala statisticki znacajnu redukciju DNK
ostecenja, za razliku od pretretmana, gde je samo najveéa
koncentracija (50 uM) ispoljila znacajan efekat, izvodi se
zakljucak da Sal B ima jaci antigenotoksi¢ni efekat kada
se primeni kao agens na interventnom nego na
preventivnom nivou. Takode, primecena je zavisnost
antigenotoksi¢nog efekta od koncentracije Sal B, tako da
su veée koncentracije pokazale efikasniju redukciju
oste¢enja DNK molekula. Dobijeni rezultati u skladu su s
nalazima drugih autora, Cija istrazivanja pokazuju da
primena Sal B moze znacajno da smanji kardiotoksi¢ne
posledice primene adriamicina i doksorubicina na
doznozavisan nacin (20, 21). Jaci antigenotoksicni efekat
Sal B u kotretmanu verovatno je rezultat zajednickog
dejstva medusobno nezavisnih mehanizama poput
reparacije DNK molekula, hvatanja slobodnih radikala i
aktivacije antioksidativnih enzima. Mehanizam DNK
reparacije najverovatnije ima manji uticaj jer su prethodne
slicne studije pokazale da znadajna reparacija DNK
oSte¢enja nastaje nakon sat vremena od izlaganja
okidativnom agensu (41), dok je u naSoj studiji DNK
molekul bio istovremeno izlozen oksidansu i
antioksidansu 30 minuta.

Veliki broj dosadasnjih studija na Sal B ukazuje na
njena antioksidativna, citotoksi¢na 1 antitumorska
svojstva. Salvianoli¢na kiselina B je jedan od glavnih
sastojaka ekstrakta korena S. miltiorrhize, koji je pokazao
citotoksi¢an efekat i sposobnost inhibicije proliferacije

HepG2 c¢celija (42). Preko slede¢ih pretpostavljenih
antikancerskih mehanizama salvianoli¢na kiselina B moze
da inhibira ili uspori nastanak kancera skvamoznih ¢elija
glave i vrata: inhibicija COX-2/PGE-2 puta, promocija
apoptoze i modulacija angiogeneze (33). Salvianoli¢na
kiselina B ima jako hemopreventivno dejstvo koje
ostvaruje najverovatnije pomocu antioksidativnih i
antiinflamatornih mehanizama. Naime, pretpostavlja se da
je modulacija apoptoze preko vodonik-peroksida jedan od
glavnih puteva za suzbijanje rasta ¢elija kancera (32, 34).
Do sada nisu zabelezeni efekti Sal B na integritet jedarne
DNK pomocu alkalnog Komet testa i ova studija je po prvi
put prikazala odsustvo genotoksic¢nosti i antigenotoksicni
potencijal Sal B.

ZAKLJUCAK

Rezultati ove studije pokazuju da salvianoli¢na
kiselina B u koncentracijama 12,5 uM, 25 uM i 50 uM ne
indukuje ostecenja DNK molekula u leukocitima periferne
krvi in vitro, tako da nije pokazano genotoksi¢no dejstvo.
U pretretman protokolu, redukcija DNK ostecenja
utvrdena je pri svim ispitivanim koncentracijama, ali
statisticki znacajnu redukciju DNK ostecenja pokazuje
jedino koncentracija salvianoli¢ne kiseline B od 50 uM. U
kotretman protokolu, redukcija DNK oStecenja utvrdena
je pri svim koncentracijama koje su ispitivane, ali
statisticki ~ znadajnu  redukciju DNK oStecenja
salvianoli¢na kiselina B pokazuje i u koncentraciji od 25
uM i u koncentraciji od 50 pM, §to je ¢ini pogodnijim
agensom za interventni u odnosu na preventivni nivo
delovanja. Dobijeni rezultati upuéuju na neophodnost
daljih ispitivanja mehanizama njenog dejstva.
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