Dragomir Milovanovi¢, Arpad Kiralj, Marina Arnaut

Ispitivanje antimutagenog dejstva
infuza od nevena, bokvice 1 koprive
testom somatskih mutacija 1
rekombinacija

Testom somatskih mutacija i rekombinacija ispitivana su svojstva razli¢itih cajeva
nevena, bokvice i koprive na vinske musice Drosophila melanogaster. U toku tes-
tiranja radeno je akutno, hronicno tretiranje i vrSen je posttretman. U ispitivanju
je koriséen metil-metanosulfat (MMS) kao dokazni, jak mutagen sa izraZenim
alikilirajucim svojstvima. Na osnovu ukupnog broja uocenih mrlja (registrovanih
mutacija) zakljucuje se da su akutni test koprive i hronicni test bokvice pokazali
nemutagena svojstva i to u odnosu na negativau, vodenu kontrolu, dok svi tret-
mani sa ovim tradicionalnim biljkama pokazuju odsustvo mutagenog efekta u od-
nosu na pozitivnu kontrolu sa 3 mM MMS kao mutagenom. Ovo je posebno bitno
kada se posmatraju rezultati u posttretmanu, koji pokazuju da infuzi ovih biljaka
u velikoj meri sniZavaju stopu mutacija izazvanu MMS, delujuci tako antimu-
tageno.

Uvod

Neven (Calendula officinalis), kopriva (Urtica dioica) i bokvica
(Plantago lanceolata) poznate su biljke koje se koriste u terapiji zbog svog
antioksidantnog dejstva (Kovacevi¢ 2000). Zajedni¢ka osobina sve tri vrste
je prisustvo flavonoida kao glavne aktivne supstance. Polifenolni karakter
ovih jedinjenja utie na inhibiciju enzima (hijaluronidazu, elastazu i kate-
hol-0-metiltransferazu), usporavanje procesa razlaganja elastina, a potvrde-
no je i njihovo diureti¢no, antimikrobno i antioksidativno dejstvo
(Andersen i Markham 2006).

Prethodna istraZivanja su pokazala antimutageno dejstvo razlicitih
vrsta biljaka koje se koriste u ishrani, poput paprike (Capiscum annuum)
i crnog bibera (Piper nigrum). Od tradicionalnih lekovitih biljaka ispiti-
vane su kamilica (Matricaria chamomilla), sitnolisna lipa (Tilia cordata),
menta (Mentha piperita i Mentha pulegium), maciji nokat (Uncaria tomen-
tosa) valerijana (Valeriana officinalis), Curcuma longa. Medu aktivnim
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supstancama ovih biljaka javljaju se i supstance polifenolnog karaktera
poput flavonoida koji je aktivna supstanca biljaka ispitivanih u radu.
(Hamss et al. 1999, Hams et al. 2003, Romero-Jimenez et al. 2005).

Veliki broj genotoksikoloskih istraZivanja radi se na vrsti vinske
musice Drosophila melanogaster, koja je i posluzila kao prvi model-or-
ganizam za genotoksikoloSka istraZivanja. Pogodnost za geneticke analize
leZi u Cinjenici da vrste roda Drosophila poseduju relativno mali broj gena,
a istovremeno, kao viSecelijski eukariot poseduju hromozomsku organi-
zaciju sli¢nu sisarskoj (Zimoni¢ et al. 1990). Vise od Cetvrt veka vrsi se
ispitivanje uticaja hemijskih supstanci na mutacije i rekombinacije u so-
matskim celijama ove vrste. Ove promene se registruju testom somatskih
mutacija i rekombinacija SMART (Somatic Mutation And Recombination
Test). Kori§éenje ovog testa zasniva se na tretiranju larvi, a broj mutiranih
mrlja koje se pojave na krilima adulta ukazuju na ucestalost geneticke
promene, dok veli¢ina ukazuje na vreme dejstva mutagena tokom embrio-
geneze (Graf et al. 1984, Petrovi¢ 2004).

Cilj istrazivanja je utvrdivanje antimutagenog dejstva infuza od
nevena, koprive i bokvice na laboratorijskoj liniji vinske muSice (Droso-
phila melanogaster), koriSéenjem SMART testa.

Materijal 1 metode

Ispitivanje je vrSeno na laboratorijskim linijama vrste Drosophila
melanogaster, koje su uzete sa Instituta za bioloSka istraZivanja SiniSa
Stankovié, Laboratorije za populacionu genetiku i ekogenotoksikologiju.
Ispitivane su linije sa specificnim markerima, odnosno, muZjaci sa mwh
(multiple wing hair) — linija 85744 sa genskom konstrukcijom y[I];
mwh[ 1] jv[I] i Zenke sa fIr (flare) — linija 2371 fIr" / TM3 Ser[ 1], opisani
u literaturi (Lindsley i Zimm 1992).

Infuz je spreman od svake biljke pojedinacno i pri tom je koriSéeno
redom: 3 g droge nevena (Calendulae flos), 2.8 g koprive (Urticae folium)
i 1.5 g bokvice (Plantago folium). Zatim se odmerena koli¢ina droge sta-
vila u 2 dL kljucale vode. Nakon 10 minuta stajanja infuz je proceden.

Eksperimentalna procedura je, uz odredene modifikacije, izvrSena
prema Grafu (Graf et al. 1984). Citav eksperiment je obavljen na optimal-
nim uslovima za Drosophila melanogaster: 25+1 C°, 60% vlaZnost
vazduha, dnevni ritam 12 h dan, 12 h no¢. Razdvajanje nevinih muzjaka

i Zenki vrSeno je na svakih osam sati. Flakoni sa odvojenim polovima su
¢uvani na temperaturi od 25+1°C tokom tri dana. Nakon toga su jedinke
oba pola prebacivane u tegle sa hranljivim supstratom gde su ostavljene
nekoliko dana radi ukrStanja. Potom su adulti prebacivani u sterilne tegle
sa supstratom, na koji su oplodene Zenke polagale jaja. Petri Solje sa sup-
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stratom su menjane na svakih 8 sati. Larve stare 724h su izdvajane iz
hranljive podloge, koja je prethodno hladena nekoliko minuta u friZideru,
da bi larve izasSle u povrsinski sloj supstrata. Potom su skupljane lancetom
i ispirane destilovanom vodom.

IzvrSena su tri tipa tretiranja: akutno tretiranje infuzom, hroni¢no tre-
tiranje infuzom i posttretman, tretiranje mutagenom, a zatim infuzom. U
svakom tretiranju kori§¢eno je najmanje po 50 larvi starosti 724 h.

Kod akutnog tretmana larve su tretirane 4 h, u 1.5 mL infuzai 03 g
celuloze u prahu, za svaki pojedinacni infuz. Nakon tretmana larve su is-
pirane destilovanom vodom i Cuvane na hranljivom supstratu do pojave
adulta.

U slucaju hroni¢nog tretmana, larve su premeStane na hranljivu pod-
logu spremljenu sa infuzom caja, umesto sa destilovanom vodom.

Kod posttretmana larve su tretirane prvo sa 1.5 mL mutagenog
rastvora — 3 mM MMS i 0.3 g celuloze u prahu, u trajanju od 4 h, potom
isprane destilovanom vodom i prebacene na hranljivu podlogu spremljenu
sa infuzom, kojom su se hranile do kraja larvenog perioda.

Nekoliko dana nakon dostizanja adultnog stadijuma jedinke su
zamrznute i napravljeni su trajni mikroskopski preparatai (Cupanjem i le-
pljenjem krila dvostrano lepljivom selotejp trakom na predmetne plocice).
Preparati su posmatrani pod svetlosnim mikroskopom, pri uvecanju od 400
puta.

Analizira se i dorzalna i ventralna povrSina oba krila. Svaka delija
krila formira pojedinacni celijski izrastaj, tj. dlaku ili tzv. trihom. Klonovi
se nalaze samo na distalnim delovima krila. Odreduje se i veli¢ina mrlje
(fenotipski izmenjene Celije uocene na povrsini krila), tj. broj zahvacenih
celija, kao i njihov tip, tj. da li je mwh ili flr, ili je dvostruka mrlja. (Mrlje
se racunaju kao dve posebne ako su odvojene sa 3 ili viSe normalnih ce-
lijskih nizova.)
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Slika 1.

Sektori normalnog
krila, od kojih se
distalni delovi od A
do E, analiziraju kao
mesta gde se
pojavljuju klonovi
mutiranih celija

Figure 1.

Normal wing sections,
with distal sections
A-E where mutated
cells occur
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Prema Grafu i Wiirgleru slededi tipovi mrlja se procenjuju odvojeno:

1) Male pojedinacne mrlje (mwh ili flr fenotip), sastoje se samo od

jedne ili dve celije;

2) Velike pojedinacne mrlje koje sadrZze viSe od 2 zahvacene Celije;

3) Dvostruke mrlje (i mwh i fIr Celije).

Mwh wmrlje (slika 2): u ovu grupu se klasifikuju svi oni slucajevi u
kojima delija krila sadrZi tri ili viSe dlaka, nasuprot normalnom slucaju sa
jednom dlakom po éeliji, ako se Celija sa dve dlake nalazi u velikoj mwh
mrlji ili na njenoj ivici ona se ukljuCuje u odredivanje veliCine klona.

Flr mrlje: pojedinacne fIr Celije nisu uoclene. Flr pokazuje dosta
razlicitu fenotipsku ekspresiju koja se kreée od ostrih, skracenih i zade-
bljalih dlaka, do amorfnih, ponekad balonu sli¢nih izduZenja od melanin-
skog, hitinskog materijala.

Klasifikacija prema Grafu se obavlja prema sledecim veli¢inama
klasa: 1, 2, 3-4, 5-8, 9-16, 17-32, 32-64 i preko 64 Celije.

Rezultati 1 diskusija

Dobijeni rezultati su statisticki obradeni kondicionalnim binomnim
testom. KoriS¢ene su istorijska pozitivna i negativna kontrola (Petrovié
2004).

Rezultati su prikazani u tabeli 1. Usled razli¢itog broja posmatranih
krila po tretmanu, nije se uporedivao direktan broj mutacija, ve¢ se radilo
poredenje njihove frekvence.
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Slika 2.

Prikaz segmenta krila
sa mutiranim déelijama
(mwh)

Figure 2.
The wing segment
with mwh mutations
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Pored izracunavanja frekvence radena je i dijagnostika uslovnim bi-
nomnim testom. Pri tom se javljanje mutacija u infuzima poredilo sa
javljanjem mutacija u vodenoj kontroli.

Posmatrajuci ukupan broj mrlja uocava se da su akutni test koprive
i hroni¢ni test bokvice pokazali njihova nemutagena dejstva.

Kod posttretmana gde su korisceni infuzi od bokvice i koprive zapaza
se znacajan nivo mutacija (u poredenju sa vodenom kontrolom). S obzirom
da se radi o velikim pojedina¢nim mrljama, moZemo pretpostaviti da do
ovih mutacija dolazi u ranim fazama razvica.

Analizirajuci pozitivnu kontrolu sa posttretmanom sva tri infuza ne-
dvosmisleno mozemo zakljuciti da se javlja odsustvo mutagenih svojstava,
tj. dolazi do smanjenja frekvencije mutacija.

Pri delovanju infuza (akutno i hroni¢no), kao i pri posttretmanu,
uocava se potpuno odsustvo rekombinantnih mutacija na somatskim deli-
jama u odnosu na pozitivnu i negativnu kontrolu.

Zakljucak

Poredenjem broja registrovanih mutacija ispitivanih infuza i mutacija
u pozitivnoj i negativnoj kontroli uofava se antimutageno dejstvo infuza
od nevena, bokvice i koprive. Najbolje rezultate u odnosu na negativnu
kontrolu pokazuju akutni tretman koprive i hroni¢ni tretman bokvice. Kada
je u pitanju pozitivna kontrola, svi posttretmani pokazuju antimutagena
svojstva.

Konaéno, predlaZe se detaljnija analiza infuza ovih Cajeva sa veéim
uzorkom, razli¢itim koncentracijama i razli¢itim mutagenima ne bi li se
dobila potpuna slika o delovanju ovih biljaka i, eventualno, njihovoj pri-
meni u farmakologiji.

Zahvalnost. Autori koriste priliku da se zahvale svim zaposlenima u
Laboratoriji za populacionu genetiku i ekogenotoksikologiju, Instituta za
bioloska istraZivanja SiniSa Stankovi¢ na svesrdnoj pomod¢i i prijatnoj at-
mosferi prilikom izvodenja projekta.
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Dragomir Milovanovi¢, Arpad Kiralj, Marina Arnaut

Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) of the
Effect of Marigold, Nettle and Plantain

Marigold (Calendula officinalis), nettle (Urtica dioica) and plantain
(Plantago lanceolata) are plants reported to have antioxydative activities
and they are used in therapy, both traditional and medical (Kovacevié
2000). They are characterised by the presence of flavonoids as one of the
main active supstances. The polyphenolic character of flavonoids affects
the inhibition of several ensyms, deceleration of decomposition of elastane,
and diuretical, antimicrobial and antioxidative effects are also confirmed
(Andersen & Markham 2006).

The ability of chemical substances to affect the mutations and recom-
binations in somatic cells can be assayed using the Somatic Mutation And
Recombination Test (SMART). The aim of the present study was to esti-
mate the antimutagenic effect of Calendula officinalis, Urtica dioica and
Plantago lanceolata, using the SMART test procedure in D.melanogaster,
in chronic, acute and posttreatment. As a positive mutagen a 3 mM solu-
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tion of methyl-methanosulphonate (MMS, CAS no. 66-27-3, Aldrich,
USA) was used in this test.

The experimental procedure was done according to the protocol given
by Graf (Graf et al. 1984) with some modifications. Virgin flies were
separated into males and females and then crossed 3 days after on a nu-
trient medium, where females were laying eggs. The medium was changed
every 8 hours, and 724h old larvae were collected from the substrate.

Three types of treatments were done:

1. acute treatment with Calendula, Urtica and Plantago infusions for

2h

2. chronical treatment with Calendula, Urtica and Plantago infusions

for 48 h
3. posttreatment — 2 h treatment with 3 mM MMS, followed with
48 h treatment with infusions

Several days’ old adults were freezed and their wings were cut and
mounted on slides. The wings were observed under a photonic microscope
under 400x magnification. The results are statistically defined by the con-
ditional binom test. Results are given in Table 1. The results have shown
that the acute test (Urtica) and the chronical test (Plantago) have no mu-
tagenic effects. When compared to the water control, posttreatments of
Plantago and Urtica have shown the presence of mutations. Considering
that the detected mutations are large single spots, the cause is probably the
occurence of these mutations in prior degrees of development.

Posttreatments of all three infusions, compared with the positive con-
trol, show the decreasement of frequency of mutations. Within the effects
of infusions, both in acute, cronic and posttreatment, when compared with
the positive and negative control, an absence of recombinations in somatic
cells is detected.

Results have shown that infusions of Calendula officinalis, Urtica
dioica and Plantago lanceolata have antimutagenic effects, compared with
both the positive and the negative control. The highest effectivity, com-
pared with the negative contol, was shownin the acute treatment with Ur-
tica, and the cronical treatment with Plantago.
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