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IN VIVO ANTIGENOTOKSICNA AKTIVNOST ELAGINSKE I GALNE
KISELINE

Sanja Matié, Snezana Stanié, Milica Kanjevac

Izvod: Polazeéi od &injenice da sekundami metaboliti imaju funkcionalnu vrednost za
ljudski organizam u radu je ispitivana antigenotoksiéna aktivnost elaginske i galne kiseline
u odnosu na etil metanosulfonatom indukovano DNK oSteéenje u germinativnim i
somatskim ¢elijama kod Drosophila melanogaster, primenom SLRL i komet testa.
Galna i elaginska kiselina redukuju frekvencu X-vezanih mutacija u germinativnim
éelijskim linijama i ispoljavaju antigenotoksi¢ni efekat sa procentom redukcije DNK
osteéenja veéim od 50%. Rezultati potvrduju opravdanost primene ispitivanih fenolnih
kiselina u spretavanju pojave ili smanjenju stope genetickih ostecenja koja mogu biti
uzrok brojnih oboljenja.

* Klju&ne redi: antigenotoksi¢na aktivnost, Drosophila melanogaster, galna kiselina,
elaginska kiselina

Uvod

Biljke, sekundarnim metabolizmom, produkuju razligite materije: terpenoide,
iridoide, alkaloide, fenolna jedinjenja, flavanoide, vitamine i dr. koje imaju
funkcionalnu vrednost za ljudski organizam, delujuéi u smislu zastite od bolesti. Iako se
flavonoidi smatraju glavnim bioaktivnim polifenolima, sve vise se  proucava
biomedicinski potencijal fenolnih kiselina i njihovo blagotvorno delovanje na zdravlje
ljudi (Saxena i sar., 2012.; Rosa i sar., 2016.). Unos dovoljne koli¢ine fenolnih kiselina,
preko namirnica biljnog porekla, ima znagajnu ulogu u zastiti organizama od 3tetnog
oksidativnog stresa (Leopoldini i sar., 2011.).

Fenolne kiseline 3iroko su rasprostranjene u voéu, povréu, zitaricama i u brojnim
lekovitim biljnim vrstama (Janicsak i sar., 1999.). Izvori galne kiseline jesu jabuke,
breskve, citrusni plodovi i povrée. Elaginska kiselina je prisutna u jagodi (162 mg/100 g
suve materije), malini (415 mg/100 g suve materije), grozdu i oraSastim plodovima
(Toth i sar., 2003.).

Obzirom na to da su mnoge bolesti Eoveka u vezi sa promenom strukture naslednog
materijala, veliki broj nau¢nih istraZivanja bazira se na otkrivanju jedinjenja, kako
prirodnog tako i ve§talkog porekla, koja uti€u na funkciju DNK, ali i na funkciju
reparacionih mehanizama. U ove svrhe se sve vise koriste in vivo i in vitro testovi, kako
na prokariotskim tako i na eukariotskim organizmima. In vivo eksperimenti na
eukariotskim model organizmima imaju prednost jer prikazuju stvami metabolicki
efekat i obezbeduju znalajne rezultate za razumevanje bioloske aktivnosti ispitivanih
jedinjenja (Zimonji¢ i sar., 1990.).

Univerzitet u Kragujeveu, Prirodno-matematicki fakultet, Institut za biologiju i ekologije, Radoje
domanoviéa 12, Kragujevac, Srbija (sanjamatic@kg.ac.rs)
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Cilj ovog rada je ispitivanje potencijalne antigenotoksi¢nosti odabranih fenolnih
kiselina (galne i elaginske) u odnosu na etil metanosulfonatom (EMS) indukovano DNK
oSteCenje u germinativnim i somatskim celijama kod Drosophila melanogaster,
primenom SLRL (enr. Sex Linked Recessive Lethal) i komet testa.

Materijal i metode rada

Jedinke D. melanogaster (Bloomington Stock Centre, Indiana, USA) se &uvaju u
teglicama sa hranjivim supstratom na konstantnoj temperaturi od 25°C i pri relativnoj
vlaznosti od 60%.

Test za detekciju germinativnih mutacija: Primenom testa za detekciju polno
vezanih recesivno letalnih mutacija, dobijene frekvence X vezanih mutacija,
indukovanih kod muzjaka laboratorijske linije "Canton S", prikazane su za Cetiri grupe:
prva grupa je tretirana rastvorom saharoze (1%), druga grupa je tretirana dokazanim
mutagenom EMS-om (0,75 ppm), tre¢a grupa (post-tretman) je tretirana EMS-om (0,75
ppm) 24 h pre tretmana sa galnom kiselinom (100 ppm, kataloski broj 149-91-7, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) i Cetvrta grupa (post-tretman) je tretirana EMS-om 24 h
pre tretmana sa elaginskom kiselinom (100 ppm, kataloski broj 133039-73-3, TCI,
Tokyo Chemical Industry CO., LTD). SLRL test je izveden prema standardnoj
proceduri (Wiirgler i Graf, 1985.).

Test za detekciju somatskih mutacija: Za izvodenje komet testa koristi se prednji deo
zadnjeg creva larvi na tre¢em stupnju razviéa laboratorijske linije "Canton S". Jedna grupa
larvi (10 larvi po grupi) starosti 72 + 2 sata (24 £ 1°C) prebacuje se na hranjivu podlogu
(negativna kontrola), druga grupa na supstrat sa etil metanosulfonatom (5 mM, pozitivna
kontrola), tre¢a grupa na supstrat sa 5 mM EMS-om i 1 mM galnom kiselinom i Cetvrta
grupa na supstrat sa S mM EMS-om i 1 mM elaginskom kiselinom. Komet test je izveden
prema standardnoj proceduri (Singh i sar, 1988.) modifikovanoj od strane
Mukhopadhyay i sar. (2004.). Plocice se boje etidijum bromidom (75 pl) i pokriju
pokrovnim staklom. Primenom fluorescentnog mikroskopa Nikon (Ti-Eclipse) analiziraju
se i slikaju Celije, za svaki uzorak 3 merenja po 100 Celija. Stepen zastite DNK utvrduje se
pomocu % DNK u repu i procenta redukcije DNK ostecenja (%R).

Statisticka obrada podataka: StatistiCki znaajna razlika utvrdena je na nivou
greSke od 5% (p < 0,05) testiranjem razlike izmedu proporcija - razlika izmedu velikih
nezavisnih uzoraka (Petz, 1985.) i primenom analize varijanse (ANOVA test). Za
statisticku obradu podataka kori§¢en je kompjuterski softverski program SPSS verzija
13.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA).

Rezultati istraZivanja i diskusija

U radu su prikazani rezultati antigenotoksi¢nog potencijala galne i elaginske
kiseline, dobijeni primenom dva testa na D. melanogaster, SLRL test za detekciju X
vezanih mutacija u premejoti¢kim i postmejoti¢kim germinativnim c¢elijama, i komet
test primenjen za detektovanje somatskih mutacija.

Ucdestalost polno vezanih recesivnih letalnih mutacija u prvoj grupi (koja
predstavlja negativnu kontrolu) je u sva tri legla najniZa 3to je i o€ekivano jer tretman

786



“XXIV SAVETOVANJE O BIOTEHNOLOGIJI" Zbornik radova 2, 2019.

saharozom pokazuje spontanu stopu mutacije (Tabela 1, kolona 2). 1z kolone 3 uotava
se da EMS (primenjen u koncentraciji od 0,75 ppm) indukuje visoku stopu mutacija u
premejoti¢kim i postmejotickim germinativnim ¢elijama.

Ta6ena 1. Antigenotoksiéna aktivnost galne i elaginske kiseline
Table 1. Antigenotoxic activity of gallic and ellagic acids

Tretman
Treatments
s + EMS+GK{EMS+EKY ts/emsiok | tsmmsiex | temsevsiox | lewsmmsiek
§* |EMS EMS+GAYEMS+EAY ™S IEms+GA | Loems~EA | lemsEms+Ga | TeMeEMS+EA
IlegloZ
a0 92 | 104 88 72 83 0,6 0,75 7.1 5.7
Broj letala Bt
tirien L Raadll L 16 |p<0001%**| p>0,05 | p>0.05 p<0,001**4p <0001
% letala
R 13,04| 61,5 | 20,5 22,2
Il leglo =
1 hrood 5 % | %0 56 80 6,7 1,8 2,5 35 34
3:?,‘?:3‘2’ 10 44 12 20 p<0,001***| p>0,05 [p <0,05*p <0,001***p < 0,001***
% letala
% of lethal 10’4 48'9 214 25
111 leglo =
Uibronds] 4 |18 | 32 62 53 0.9 0,5 36 47
Sm"rl,et?,la 6 44 S 8 p<0,001***| p>0,05 | p>0,05 p<0,001**+p <0,001***
%letala | 94 | 40,7 | 15,6 12,9
HIHITE | 252 | 302 176 214 13,3 2,1 29 78 73
_3;‘2!‘,“,‘2'“ 28 | 152 35 44 |p<0,001%+*[p<0,05*p <0,01*% < 0,001**%p < 0.001%**
% letala
2 oflethal 111 503 19.9 20'6

*S; Saharoza; negativna kontrola, 1%

°S; Sucrose; negative control, 1%

*EMS; etil metanosulfonat, pozitivna kontrola, 0,75 ppm

*EMS; ethyl methanesulfonate, positive control, 0.75 ppm

“EMS+GK;; etil metanosulfonat 0,75 ppm + galna kiselina 100 ppm
“EMS+GA; ethyl methanesulfonate 0.75 ppm + gallic acid 100 ppm
*EMS+GK; etil metanosulfonat 0,75 ppm + elaginska kiselina 100 ppm
“EMS+GA; ethyl methanesulfonate 0.75 ppm + ellagic acid 100 ppm
Statisti¢ki znadajne razlike: p <0,01**, p <0,001***

Statistically significant difference: p < 0.01*%, p < 0.00]***

U Tabeli 1 prikazane su potencijalne antigenotoksi¢ne aktivnosti galne i elaginske
kiseline, odnosno sposobnosti da smanje frekvencu germinativnih mutacija izazvanih u
sost-tretmanu etil metanosulfonatom.

Poredenjem frekvencija X vezanih mutacija indukovanih kod muZjaka tretiranih
EMS-om i muZjaka sa post-tretmanom (EMS + galna kiselina) uotava se znatajno
smiZenje stope mutacija u sva tri legla (Tabela 1). U poredenju sa negativnom kontrolom
ova fenolna kiselina je pokazala sposobnost zaStitt DNK od oSteéenja izazvanog
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tretmanom sa alkiliraju¢im agensom. Dobijeni rezultati ukazuju na to da galna kiselina
ispoljava antigenotoksi¢no svojstvo, odnosno da smanjuje stopu mutacija prethodno
indukovanih EMS-om kako u premejotickim, tako i u postmejoti¢kim stupnjevima
celija.

lako je tretman sa EMS-om doveo do znaCajnog poveéanja u ucestalosti mutacija u
sva tri legla, post-tretman sa elaginskom kiselinom (Tabela 1) drasti¢no je redukovao
frekvencu recesivno letalnih X-vezanih mutacija, kako u premejotickim, tako i u
postmejoti¢kim germinativnim ¢elijskim linijama.

U Tabeli 2 prikazana je antigenotoksiZna aktivnost galne i elaginske kiseline na
osnovu kvantitativnog parametra: % DNK u repu, u éelijama koje su dobijene
izolovanjem prednjeg dela zadnjeg creva larvi vrste D. melanogaster.

Tabela 2. Antigenotoksi¢na aktivnost galne i elaginske kiseline primenom komet testa
Table 2. Antigenotoxic activity of gallic and ellagic acids using comet assay

Tretman® % IHK y peny %R®
Treatments” % of DNA in tail ’
Negan'vna kontrola 5.4:0,611 /
Negative control
EMS® 61,5¢1,2° /
EMS + GK* “
iy 23,8£0,31 67,2
EMS + EK’ °t

+
ot 30,3£0,7 55,6

*Rezultati predstavljaju s.v. + s.d. tri nezavisna eksperimenta

“Values represented mean + S.D. of three independent experiments

EMS; etil metanosulfonat, 5 mM

*EMS + GK; etil metanosulfonat 5 mM + galna kiselina 1 mM

“EMS + GA; ethyl methanesulfonate 5 mM + gallic acid 1 mM

JEMS + EK; etil metanosulfonat 5 mM + elaginska kiselina 1 mM

4EMS + GA; ethyl methanesulfonate 5 mM + ellagic acid 1 mM

“%R; procenat redukcije

“9%R; percentage of reduction

“p < 0,05 u odnosu na negativnu kontrolu; 'p < 0,05 u odnosu na pozitivnu kontrolu.
*p < 0.05 when compared with the negative control; 'p < 0.05 when compared with
the positive control.

Nakon in vivo kombinovanog tretmana EMS-om i galnom kiselinom procenat
redukcije DNK ofteéenja iznosio je 67,2%, dok je pomenuti procenat kod
kombinovanog ftretmana sa EMS-om i elaginskom kiselinom 55,6%. Na osnovu
dobmenih rezultata zakljuCujemo da pomenute fenolne kiseline, imaju znacajni
memgenotoksiéni efekat sa procentom redukcije DNK oste¢enja veéim od 50%.
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Zakljudak

Na osnovu primene SLRL i komet testa na Siroko koriéenom model organizmu D.
melanogaster, moze se zakljuéiti da odabrane fenolne kiseline pokazuju visok stepen
smanjenja DNK ostecenja indukovanog EMS-om, Sto dokazuje da ispitivane fenolne
kiseline imaju antigenotoksi¢ni efekat. Rezultati potvrduju opravdanost primene
ispitivanih fenolnih kiselina kao agenasa sa antigenotoksiénom aktivno$éu u
spreavanju pojave ili smanieniu stope genetickih oSteéenia koia mogu biti uzrok
brojnih oboljenja.

Napomena

IstraZivanja u ovom radu deo su projekta III 4300£ ;1 41010 koje finansira
Ministarstvo prosvete, nauke i tehnolo$kog razvoja Republike Srbije.
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IN VIVO ANTIGENOTOXIC ACTIVITY OF ELLAGIC AND GALLIC
ACIDS

Sanja Matié, Snezana Stani¢, Milica Kanjevac
Abstract

Starting from the fact that secondary metabolites have a functional value for the
human, in this work the antigenotoxic activity of elllagic and gallic acids in relation to
ethylmethanosulfonate induced DNA damage in germinative and somatic cells in
Drosophila melanogaster, was investigated using SLRL and comet assays. Gallic and
ellagic acids reduce the frequency of X-linked mutations in germ cell lines and exhibit
antigenotoxic effect with a percentage reduction in DNA damage greater than 50%. The
results confirm the justification of the application of investigated phenolic acids in
preventing the occurrence or reducing the rate of genetic damage which can be the
cause of many diseases.

Key words: antigenotoxic activity, Drosophila melanogaster, gallic acis, ellagic
acid
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