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Ljubica Mihaljevi} i \or|e Bo`i}

Ispitivanje toksi~nosti,
citotoksi~nosti i
genotoksi~nosti taurina i
kofeina Allium testom

Energetska pi}a su uvedena u upotrebu jo{ pre 25

godina, ali se mali broj istra`ivanja bavio njihovim

efektima. Tokom ovog istra`ivanja ispitivana je tok-

si~nost, citotoksi~nost i genotoksi~nost simuliranog

energetskog pi}a pomo}u taurina i kofeina Allium

testom. Analizirano je na koji na~in taurin i kofein

uti~u na ispitivane }elije u zavisnosti od koncentra-

cija u kojima se nalaze. Kori{}ene su iste koncen-

tracije kofeina sa razli~itim dozama taurina 12.5:1

(0.125% taurina i 0.01% kofeina), 25:1 (0.25% ta-

urina i 0.01% kofeina), i 75:1 (0.75% taurina i

0.01% kofeina). Analizirani makroskopski parametri

pokazali su da dejstvo taurina i kofeina u svim ispi-

tivanim odnosima koncentracija ima toksi~an efekat.

Mikroskopski parametri su pokazali da dejstvo kofe-

ina i taurina uglavnom izaziva aberacije na nivou

deobnog vretena, dok su aberacije na nivou hromo-

zoma detektovane u malom broju. Aberacije na ni-

vou deobnog vretena potvr|uju citotoksi~no dejstvo

taurina i kofeina, dok zbog male u~estalosti abera-

cija na nivou hromozoma mo`emo smatrati da dej-

stvo taurina i kofeina u ispitivanim koncentracijama

nema genotoksi~an efekat.

Uvod

Energetska pi}a su dizajnirana tako da poja~avaju
budnost, koncentraciju, psihi~ku aktivnost, kao i da
obezbede kratkoro~no pove}anje energije (Miller
2008; Schneider i Benjamin 2011). Ve}ina energet-
skih pi}a sadr`i prirodne sastojke kao {to su taurin,
guarana i ginseg, u koncentracijama koje su daleko
ispod potrebnih za ostvarivanje ne`eljenog ili tera-
peutskog dejstva. Me|utim, kofein i {e}er su prisutni

u koli~inama za koje je poznato da izazivaju niz ne-
gativnih zdravstvenih efekata (Clauson et al. 2008).

Kofein je prirodni alkaloid koji se javlja u zrnu
kafe, kakaa, kao i u guarani i ~aju. Koli~ina kofeina u
energetskim pi}ima je oko 80 mg na 250 mL (MAFF
UK 1998), a to je nivo za koji je prijavljeno da ima
psiho-stimulativni efekat (Smit i Rogers 2000). Mu-
tageno dejstvo kofeina je pokazano kod bakterije
Escherichia coli (Demerec et al. 1951; Gezelius i
Fries 1952) kao i kod gljive Ophiostoma multiannu-

latum (Fries i Kihlman 1958; Fries 1950; Zetterberg
1960). Utvr|eno je da kofein uti~e na replikaciju
DNK, pove}ava broj hromozomskih aberacija (Itoya-
ma i Bicudo 1992) i krosingovera (Yefremova i
Filippova 1974) kod vinske mu{ice, Drosophila

melanogaster. Efekat kofeina na formiranje hromo-
zomskih prekida je demonstriran u biljnim }elijama
(Kihlman i Levan 1949; Kihlman i Sturelid 1970;
Kihlman et al. 1971), }elijama kineskih hr~aka
(Kihlman i Sturelid 1970), kao i u ljudskim }elijama
in vitro (Ostertag et al. 1965). Kilhman i Levan
(1949) su koristili kofein u Allium testu i pokazali da
pri vi{im koncentracijama (1% i 2%) izaziva hromo-
zomske prekide u mitoti~kim }elijama vrhova korena,
inhibicija formiranja }elijskog zida javlja se pri
koncentracijama od 0.02% do 0.04%, dok 0.4%
suzbija mitozu. Istra`ivanje Timsona (1970) pokazalo
je da je kofein citotoksi~an u limfocitima svih donora
pri koncentraciji od 10–2 M ({to je ekvivalent dozi od
97.1 g kofeina za osobu od 70 kg), dok pri kon-
centraciji od 10–4 zavisi od pola donora. Postoje
indikacije o mutagenom dejstvu kofeina, me|utim pri
in vivo istra`ivanju kod sisara nije dokazana njegova
mutagenost. Zbog razlike u metaboli~kim i fizio-
lo{kim procesima, organizaciji hromozoma, }elijskih
ciklusa, lokusa mutacija, veli~ine gena i uslova rasta
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u do sad kori{}enim sistemima, jako je te{ko pre-
cizno odrediti ta~an uticaj kofeina na ljude
(D’Ambrosio 1994).

Taurin (2-aminoetanosulfonska kiselina) je
amino-kiselina koja se sinteti{e u pankreasu iz ci-
steina. Ima sli~an fiziolo{ki efekat kofeinu na intra-
celularnu koncentraciju kalcijuma u glatkim mi{i}ima
iako im je jonotropski efekat razli~it (Schneider i
Benjamin 2011). Tako|e je poznat kao antioksidans,
puferuje procese oksidacije i stabilizuje oksidativnu
okolinu u mitohondrijama (Hansen et al. 2006).
Pokazano je antimutageno dejstvo taurina koje je
najverovatnije posledica njegove molekulske struk-
ture i mo`da se mo`e pripisati njegovim antioksi-
danskim sposobnostima (Laidlaw et al. 1989).
Istra`ivanje Alam et al. (2011) ukazuje na za{titno
svojstvo taurina protiv anti-neoplasti~nih lekova koje
indukuju genotoksi~nost u somatskim i germina-
tivnim tkivima i mogu}nost postojanja terapeutskog
potencijala u spre~avanju rizika od sekundarnih tu-
mora u hemoterapiji. Taurin {titi srce od povreda
tako {to spre~ava preoptere}enje kalcijumom i ima
sposobonost da maskira simptome intoksikacije ko-
feinom (Lin et al. 2010). Utvr|eno je da taurin ima
sposobnost citolo{ke za{tite (Ricci et al. 2009). Do
sada nije prijavljeno nijedno istra`ivanje koje bi uka-
zalo na mutageno dejstvo taurina.

Mogu}nost predoziranja kofeinom porasla je sa
prisustvom taurina u ovim pi}ima. U slu~aju dugo-
ro~ne upotrebe energetskih pi}a, kroz taurinski trans-
porter dolazi do akumulacije taurina u tkivu koji biva
oslobo|en tokom stresa. Visoke doze taurina mogu
da interaguju sa GABA receptorima u sinapsama i
mogu prouzrokovati njihovu desenzitizaciju ili naru-
{avanje GABA homeostaze {to dovodi do neuro-
lo{kih poreme}aja (Lin et al. 2010). Prema propisima
administracije za hranu i lekove SAD (FDA) maksi-
malna dozvoljena koli~ina kofeina je 71 mg / 360 mL
(0.02%), ali i pored toga mnoga energetska pi}a
imaju jasno pre|enu granicu po porciji. Iznos kofeina
po porciji energetskog pi}a kre}e se izme|u 76 i
80 mg ili 0.03% (na primer, originalni Red Bull� ili
Monster�), ekvivalentna jednoj {oljici kafe, do 280
mg ili 0.11% (na primer Cocaine�). Monster XXL�

sadr`i 240 mg / 695 mL. Red Bull� i Monster�

imaju 1000 mg ili 0.4% taurina u 250 mL dok se ta
koli~ina utrostru~uje u Monster XXL�. Iako proizvo-
|a~i tvrde da su kofein i taurin korisni i bezbedni za
upotrebu, interakcija izme|u kofeina i taurina jo{
uvek nije u potpunosti ispitana (Lin et al. 2010).

Allium test je relevantan kratkotrajni test koji
koristi luk (Allium cepa) kao test organizam za
ispitivanje genotoksi~nosti. Prednosti kori{}enja
biljnih sistema uklju~uju ~injenicu da je organizacija
hromozoma biljaka sli~na onoj kod ~oveka, i na taj
na~in se mogu ispitati mutageni efekti u {irokom ra-
sponu. Sem toga, biljke se lako gaje i odr`avaju, pa
je cena izvo|enja testa relativno niska. Allium test je
u upotrebu uveo Levan i njime pokazao da kolhicin
onemogu}ava organizaciju deobnog vretena i samim
tim prouzrokuje poliploidiju u meristemskim }eli-
jama korena Allium cepa. Kasnije je pokazao i da
rastvori razli~itih neorganskih soli uzrokuju nastanak
~itavog niza hromozomskih aberacija u meriste-
mskim }elijama korena Allium cepa. Nakon toga test
je u{ao u {iroku upotrebu i kori{}en je u mnogim
istra`ivanjima. Od tada su razvijeni mnogobrojni
testovi koji se zasnivaju na biolo{kim sistemima, kao
{to su mikroorganizmi ili sisarske linije }elija, ali
biljni testovi su i dalje u upotrebi kao rutinski testovi
za analiziranje genotoksi~nosti u mnogim labora-
torijama {irom sveta. Test se zasniva na proceni
toksi~nog i genotoksi~nog potencijala nekog hemij-
skog jedinjenja i to merenjem rasta glavnog korena
(makroskopski parametar) i odre|ivanjem mitoti~ke
aktivnosti, mitoti~ke abnormalnosti i hromozomskih
aberacija tokom anafaze i telofaze meristemskih
}elija korena (mikroskopski parametar). Dokazano je
da postoji zna~ajna korelacija izme|u makroskopskih
i mikroskopskih parametara i da su makroskopski
parametri osetljiviji (Fiskesjö 1985).

Meristemske }elije korena luka zadr`avaju spo-
sobnost deobe tokom ~itavog `ivota i podlo`ne su
uticajima razli~itih agenasa, koji mogu dovesti do
promena u njihovoj deobi (slika 1). Mutacije su slu-
~ajne promene u naslednom materijalu i mogu biti
genske, koje obuhvataju promene u okviru jednog ili
nekoliko nukleotida odre|enog gena, i hromozomske
koje menjaju broj hromozoma, odnosno broj ili
raspored gena u hromozomu. Mutacije koje dovode
do promene broja hromozoma nastaju usled promena
na nivou organizacije deobnog vretena. Numeri~ke
mutacije kao {to su aneuploidija i poliploidija su
stekle odre|eni stepen ustaljenosti u prirodi, dok su
endomitoza, c-mitoza i multipolarnost re|e.

C-mitoza nastaje zbog odsustva deobnog vretena
pri ~emu hromatide metafaznih hromozoma le`e
jedna pored druge i ne mogu se transportovati na
polove. Multipolarnost, tj. poreme}aj polariteta do-
vodi do longitudinalne rascepljenosti vretena pri
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~emu se hromozomi za vreme anafaze transportuju
na polove u grupama. Sa promenom brojnog stanja
hromozoma dolazi i do promene morfologije }elije.
Agensi koji dovode do promena na nivou deobnog
vretena mogu se smatrati citotoksi~nim.

Strukturne hromozomske mutacije dovode do
promena na nivou DNK (slika 2). Postoje ~etiri glav-
ne grupe aberacija i to su: delecije, duplikacije, trans-
lokacije i inverzije. Acentri~ni fragmenti su rezultat
terminalnih delecija. Most je naj~e{}e rezultat reci-

Slika 1.

Normalna anafaza (a) i
telofaza (b) (Adna|evi} 2005)

Figure 1.

Normal anaphase (a) and
telophase (b) (Adna|evi}
2005)

Slika 2.
Tipovi aberacija
(Adna|evi} 2005)
A – anafazni most
Z – zaostali hromozom
V – vi{estruka aberacija
M – multipolarnost
C – c-mitoza
T – telofazni most

Figure 2.
Types of aberrations
(Adna|evi} 2005)
A – anaphase bridge
Z – lagging chromosome
V – multiple aberration
M – multipolarity
C – c-mitosis
T – telophase bridge



pro~nih translokacija, ali do njegovog formiranja
mogu da dovedu i drugi mehanizmi. Kada dolazi do
promena broja hromozoma odnosno aberacija na
nivou deobnog vretena govorimo o citotoksi~nom
efektu izvesnog mutagena. Mutageni koji mogu u
malim koli~inama i koncentracijama nepovratno iz-
meniti geneti~ku informaciju organizma, nazivaju se
genotoksi~nim.

Cilj ovog istra`ivanja je da se ispita toksi~nost,
citotoksi~nost i genotoksi~nost simuliranog ener-
getskog pi}a pomo}u taurina i kofeina. Analizirano je
na koji na~in taurin i kofein, u zavisnosti od koncen-
tracija u kojima se nalaze, uti~u na navedene oblike
toksi~nosti.

Materijal i metode

Lukovice Allium cepa su podeljene u pet grupa:
negativnu kontrolu je predstavljala ~esmenska voda,
pozitivnu MMS (metil metanosulfonat), preostale tri
grupe su predstavljale razli~ite koncentracije taurina i
kofeina. Nakon 48 h izvr{eno je brojanje i merenje
du`ine korenova lukova na osnovu kojih je utv|ivana
toksi~nost (makroskopski parametar). Zatim su pra-
vljeni mikroskopski preparati pomo}u kojih je odre-
|ivana citotoksi~nost i genotoksi~nost uzoraka.

Lukovice Allium cepa su postavljene u flakone sa
15 mL vode na period od 24 h, nakon ~ega je ukupan
uzorak od 54 lukovice podeljen u pet grupa. Kao
negativna kontrola kori{}ena je ~esmenska voda
(dalje u tekstu ozna~ena kao K–), a kao pozitivna
kontrola MMS (metil metanosulfonat) koncentracije
10 mg/L (dalje u tekstu ozna~ena kao K+). Preostale
tri grupe su ~inile razli~ite koncentracije kofeina i
taurina u odnosu 1:12.5 (80 mg : 1000 mg; dalje u
tekstu ozna~ena kao T 12.5), 1:25 (80 mg : 2000 mg;
dalje ozna~ena kao T 25) i 1:75 (80 mg : 6000 mg;
dalje u tekstu ozna~ena kao T 75). Sve grupe su
postavljene u duplikatu, izuzev pozitivne kontrole.
Kori{}eno je 6 lukova po koncentraciji. U ~a{e za-
premine 1000 mL sipano je 100 mL medijuma, i alu-
minijumska folija sa 6 rupa je postavljena tako da
omogu}i da u uzorku budu samo korenovi lukova.
Nakon 48 h isklju~en je po jedan luk sa najslabijim
rastom korena u svakom uzorku. Izvr{eno je brojanje
i merenje du`ine korenova preostalih 5 lukova po
uzorku. Zatim je odse~eno po pet vrhova korenova
du`ine 10 mm od svakog pojedina~nog luka i pre-
ba~eno u epruvetu sa rastvorom 45% sir}etne kiseline
i 1 M HCL u odnosu 9:1. Epruvete su postavljene u

vodeno kupatilo na 50ºC u trajanju od 5 min. Za
pravljenje mikroskopskih preparata kori{}eno je 1-2
mm svakog vrha korena, koji su macerirani uz
dodatak 1-2 kapi orseina (Fiskesjö 1985).

Du`ina korenova je kori{}ena kao makroskopski
parametar toksi~nosti. Svaki koren du`ine ispod
5 mm nije kori{}en u daljoj analizi. Primenom jedno-
parametarske analize varijanse pore|ene su vrednosti
du`ine rasta korena u analiziranim grupama. Razlike
izme|u pojedinih grupa ispitane su Tuckeyevim nak-
nadnim testom.

Kao mikroskopski parametar genotoksi~nosti
uzoraka pra}ene su promene u anafazi i telofazi }e-
lijske deobe (slika 2). Na svakom mikroskopskom
preparatu je analizirano oko 100 anafaza i telofaza.
Mikroskopski preparati su pregledani na Nikon SE
mikroskopu sa uveli~anjem od 1000 puta. Iz svake
serije pregledano je oko 500 }elija, kako u anafazi
tako i u telofazi, i detektovane su i prebrojane pro-
mene u geneti~kom materijalu. Detektovane promene
u geneti~kom materijalu u anafazi su: mostovi, multi-
polarne }elije, zaostali hromozomi, fragmenti i c-mi-
toze, kao i kombinacije ovih promena, dok je u
telofazi pra}ena samo promena koja obuhvata formi-
ranje mosta izme|u novoformiranih jedara. Dobijene
vrednosti mikroskopskih parametara genotoksi~nosti
su me|usobno pore|ene Fi{erovim testom egzaktne
verovatno}e (2�2). Rezultati su obra|eni program-
skim softverom Statistica V 5.0.

Rezultati i diskusija

Kao makroskopski parametar toksi~nosti ko-
ri{}ena je du`ina korena luka. Statisti~kom obradom
podataka utvr|eno je da se u odnosu na negativnu
kontrolu zna~ajno razlikuju svi testirani uzorci, kao i
pozitivna kontrola (slika 3 i tabela 1). Na osnovu
ovih rezultata mo`emo smatrati da navedene kon-
centracije taurina i kofeina imaju toksi~an efekat na
rast korena. Me|usobno pore|enje uzoraka sa raz-
li~itom koncentracijom taurina nije pokazalo statis-
ti~ki zna~ajne razlike, {to mo`e zna~iti da toksi~nost
ne zavisi od koli~ine taurina u uzorku, ve} od kofeina
koji je u svim uzorcima prisutan u jednakim ko-
li~inama.
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Tabela 1. Zna~ajnost razlike u du`ini korenova

K– K+ T 12.5 T 25

K+ 0.0007 –
T 12.5 0.0003 0.9337 –
T 25 0.0001 0.9999 0.7248 –

T 75 0.0001 0.9998 0.9001 0.9964

Kihlman i Levan (1949) su pokazali da pri kon-
centracijama izme|u 0.1% i 0.04% kofeina u uzorku
dolazi do smanjenja broja deoba, {to se ogleda u
smanjenoj du`ini koren~i}a. Lin i saradnici (2010) su
pokazali da taurin u malim dozama dovodi do pove-
}anja aktivnosti kofeina. Kako je u ovom istra`ivanju
kori{}eno 0.01% kofeina, koncentracija za koju nije
dokazan efekat na }elije, mogu}e je da taurin, ~ak i u
minimalnim dozama pri interakciji sa kofeinom ima
toksi~ni efekat. Sem toga mogu}e je i da kofein i u
vrlo malim koncentracijama, kao ova kori{}ena u
analizi, deluje na deobu }elija, bez uticaja taurina u
bilo kojoj koncentraciji.

Najve}i procenat aberacija detektovan je u uzo-
rku T 75 gde je koncentracija taurina iznosila
6000 mg/L, a najmanji u uzorku T 12.5 sa taurin-
skom koncentracijom od 1000 mg/L (tabela 2).

Najmanji procenat aberacija je detektovan u nega-
tivnoj kontroli (2.1%), a najve}i u pozitivnoj, 7.5%.
Svaki uzorak koji sadr`i nivo aberacija pribli`an
nivou kod pozitivne kontrole mogao bi se smatrati
mutagenim. Nasuprot tome uzorak u kome se detek-
tuje procenat aberacija koji je pribli`an procentu
aberacija u negativnoj kontroli se ne bi smatrao geno-
toksi~nim. U ispitivanim uzorcima nivo aberacija je
izme|u vrednosti dobijenih u negativnoj i pozitivnoj
kontroli, i pove}ava se sa porastom koli~ine taurina u
uzorku.

Tabela 2. Ukupna u~estalost aberantnih }elija u
analiziranim uzorcima

Grupa Ukupan broj
analiziranih }elija

Udeo aberantnih
}elija (%)

K– 700 2.1
K+ 200 7.5
T 12.5 500 3.8
T 25 600 4.3

T 75 600 4.8

Tabela 3. Zna~ajnost razlike u~estalosti aberacija
me|u analiziranim uzorcima (Fi{erov test)

K– K+ T 12.5 T 25

K+ 0.0006 –
T 12.5 0.0508 0.0314 –
T 25 0.0164 0.0533 0.3947 –

T 75 0.0058 0.1072 0.2394 0.3663

Kada uporedimo negativnu kontrolu sa grupama
razli~itih koncentracija taurina i kofeina prime}ujemo
da se grupe sa koncentracijama kofeina i taurina u
odnosu 1:25 i 1:75 statisti~ki zna~ajno razlikuju, dok
grupa 1:12.5 pokazuje marginalnu zna~ajnost (tabela
3). Pore|enjem pozitivne kontrole i uzoraka utvr|eno
je da se uzorci sa koncentracijom taurina od 2000 mg
(T 25) i 6000 mg (T 75) statisti~ki zna~ajno ne raz-
likuju. Va`no je napomenuti da se grupa sa koncen-
tracijom taurina od 1000 mg (T 12.5) statisti~ki
zna~ajno razlikuje od pozitivne kontrole, {to mo`e
ukazati na to da je manje genotoksi~na, za razliku od
ostalih grupa. Kada uporedimo ispitivane uzorke sa
razli~itom koncentracijom taurina me|usobno, do-

Slika 3. Srednje vrednosti du`ina korenova luka
analiziranih uzoraka:
K– – negativna kontrola, K+ – pozitivna kontola,
T 12.5 – odnos koncentracija kofeina i taurina 1:12.5,
T 25 – odnos koncentracija kofeina i taurina 1:25,
T 75 – odnos koncentracija kofeina i taurina 1:75.

Figure 3. Mean values of root length in analyzed
samples:
K– – negative control, K+ – positive control,
T 12.5 – taurine-caffeine ratio 1:12.5,
T 25 – taurine-caffeine ratio 1:25,
T 75 – taurine-caffeine ratio 1:75.



bijeni rezultati pokazuju da statisti~ki zna~ajna razli-
ka pri merenju ukupne u~estalosti aberacija ne
postoji. Iz navedenog mo`emo zaklju~iti da uzorak sa
najmanjom koli~inom taurina ima najni`i nivo geno-
toksi~nosti, dok se uzorci sa ve}im koli~inama ta-
urina mogu smatrati genotoksi~nim.

Naj~e{}i tip aberacije su multipolarne mitoze ~iji
se broj pove}ava sa rastom koncentracije taurina u
uzorku (tabela 4). Pomo}u ovog podatka mo`emo za-
klju~iti da sinergisti~ko dejstvo taurina i kofeina ima
najve}i efekat na nivou deobnog vretena. Va`no je
napomenuti da je c-mitoza naju~estalija u uzorku sa
odnosom koncentracija 1:75, {to zna~i da sa ve}om
koncentracijom taurina dolazi i do inhibiranja deob-
nog vretena pored toga {to dolazi do reme}enja istog,
{to se mo`e videti i u drugim uzorcima. Hromozom-

ske promene na nivou DNK imaju znatno manju
u~estalost. Od ovog tipa promena naj~e{}i su zaostali
hromozomi i promene koje dovode do formiranja
anafaznog mosta, dok najre|i tip promena predstav-
ljaju telofazni mostovi.

Pore|enjem u~estalosti svake geneti~ke promene
pojedina~no prime}uje se da najve}u zastupljenost
imaju promene koje dovode do formiranja multipo-
larne }elije (slika 4). Najmanja raspodela hromozom-
skih aberacija je detektovana u negativnoj kontroli,
~ak 80% pripada multipolarnim aberacijama {to
mo`e ukazati na to da su }elije kori{}enih lukova
sklonije aberacijama ovog tipa, dok prisustvo inter-
akcije taurina i kofeina indukuje i druge vrste abe-
racija. Uzorak sa najni`om koncentracijom taurina
ima najujedna~eniju raspodelu hromozomskih abera-
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Tabela 4. Rezultati ispitivanja genotoksi~nosti uzoraka

Uzorak Broj promena Ukupan
udeo
geneti~kih
promena
(%)

Anafaza Telofaza

Vi{estruke
promene

Most Zaostali
hromozomi

Fragment Multi-
polarnost

C-mitoza Most

K– 1 1 0 1 12 0 0 2.14
K+ 0 0 3 1 10 1 0 7.5
T 12.5 1 2 4 2 10 3 1 3.84
T 25 2 4 2 1 18 3 0 4.28

T 75 0 2 1 1 15 10 0 4.84

Slika 4. Procentualni udeo svake geneti~ke
promene pojedina~no
K– – negativna kontrola, K+ – pozitivna
kontola, T 12.5 — odnos koncentracija
kofeina i taurina 1:12.5, T 25 – odnos
koncentracija kofeina i taurina 1:25, T 75 –
odnos koncentracija kofeina i taurina 1:75; M
– multipolarnost, Z – zaostali hromozom, A –
anafazni most, F – fragment, C – C-mitoza, V
– vi{estruke aberacije

Figure 4. The percentage share of each
individual genetic change
K– – negative control, K+ – positive contol,
T 12.5 — 1:12.5 ratio of the concentration of
caffeine and taurine, T 25 – 1:25 ratio of the
concentration of caffeine and taurine, T 75 –
1:75 ratio of the concentration of caffeine and
taurine, M – multipolarity, Z – lagging
chromosome, A – anaphase bridge, F –
fragment, C – C-mitosis, V – multiple
aberration
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cija, ali i dalje najve}i udeo pripada multipolarnim
}elijama. Odnos koncentracija kofeina i taurina
1:12.5 indukuje sve vrste aberacija, pri odnosu kon-
centracija 1:25 ovaj efekat se zadr`ava, ali u manjoj
meri jer najve}i udeo nose multipolarne aberacije. Sa
porastom koli~ine taurina u uzorku spektar delovanja
se ponovo su`ava na deobno vreteno. Pri najvi{oj
koncentraciji taurina prime}uje se naglo pove}ana
u~estalost c-mitoza {to ukazuje na to da delovanje
kofeina i taurina u ovom odnosu koncentracija pored
toga {to remeti deobno vreteno, ima sposobnost i da
ga inhibira. Va`no je napomenuti da su rezultati
pokazali da efekat kofeina i taurina, po raznovrsnosti
detektovanih aberacija, ima {iri spektar formiranih
aberacija od poznatog mutagena koji je kori{}en kao
pozitivna kontrola.

Tabela 5. Zna~ajnost razlike broja aberacija na
nivou deobnog vretena me|u analiziranim
uzorcima

K– K+ T 12.5 T 25

K+ 0.0053 –
T 12.5 0.3473 0.0197 –
T 25 0.0789 0.0756 0.223 –

T 75 0.0064 0.2710 0.0342 0.1624

Pri ispitivanju u~estalosti aberacija na nivou de-
obnog vretena ne dolazi do statisti~ki zna~ajne
razlike izme|u negativne kontrole i uzoraka sa odno-
sima koncentracija 1:12.5 i 1:25. Prime}uju se stati-
sti~ki zna~ajne razlike u u~estalosti aberacija izme|u
uzorka sa najni`om koncentracijom taurina i po-
zitivne kontrole, kao i pri pore|enju pozitivne kon-
trole sa uzorkom najvi{e koncentracije taurina. Iz
navedenog mo`emo smatrati da interakcija kofeina
koncentracije 0.01% i taurina u ni`im koncentra-
cijama nema zna~ajnije dejstvo na deobno vreteno,
dok uzorak sa najvi{om koncentracijom taurina do-
vodi do reme}enja deobnog vretena. Pretpostavljamo
da taurin u ni`im koncentracijama ima protektivno
dejstvo u odnosu na kofein koji je pokazan kao cito-
toksi~an (Kihlman i Levan 1949), ali to ne mo`emo
sa sigurno{}u tvrditi jer sam kofein dovodi do inhi-
bicije }elijskog zida tek pri ispitanoj koncentraciji od
0.02% i mehanizmi delovanja sinergisti~kog dejstva
taurina i kofeina jo{ uvek nisu dovoljno poznati.
U~estalosti aberacija na nivou hromozoma u nega-

tivnoj kontroli, pozitivnoj kontroli i uzorcima nisu
upore|ivane zbog veoma male prisutnosti.

Utvr|en je veoma visok procenat multipolarnih
aberacija u skoro svim uzorcima. Negativna kontrola
je predstavljala ~esmensku vodu, u kojoj su tako|e
gajeni i lukovi svih grupa tokom inkubacionog pe-
rioda. Kako bismo eliminisali mogu}e uticaje ko-
ri{}ene vode, upore|ivali smo u~estalosti aberacija
bez multipolarnih }elija. Zna~ajna statisti~ka razlika
u u~estalosti aberacija se javlja izme|u negativne ko-
ntrole i svih uzoraka, kao i pozitivne kontrole (tabela
6). Iz navedenih podataka mo`emo smatrati da voda
nije imala uticaj na citotoksi~nost analiziranih uzo-
raka.

Tabela 6. Zna~ajnost razlika u broju svih aberacija
izuzev multipolarnih me|u grupama

K– K+ T 12.5 T 25

K+ 0.0161 –
T 12.5 0.0043 0.4820 –
T 25 0.0171 0.3200 0.3473 –

T 75 0.0024 0.5359 0.5000 0.4217

Zaklju~ak

Analizirani makroskopski parametri su pokazali
da sinergisti~ko dejstvo taurina i kofeina u svim
ispitivanim koncentracijama ima toksi~an efekat.
Efekat ispitivanih koncentracija kofeina i taurina, po
raznovrsnosti detektovanih aberacija, ima {iri spektar
formiranih aberacija od poznatog mutagena (MMS)
koji je kori{}en kao pozitivna kontrola. Analizirani
mikroskopski parametri pokazali su da dejstvo ko-
feina i taurina u ispitivanim koncentracijama uglav-
nom izaziva aberacije na nivou deobnog vretena, dok
su aberacije na nivou hromozoma detektovane u ma-
lom broju. Zbog male u~estalosti aberacija na nivou
hromozoma mo`emo da ka`emo da dejstvo taurina i
kofeina u ispitivanim koncentracijama nema genotok-
si~an efekat, dok na citotoksi~ni efekat ukazuju i ma-
kroskopski i mikroskopski parametri.

Postoji mali broj radova koji su se bavili inter-
akcijom ove dve supstance, a nijedan nema za temu
njihovo delovanje na }eliju. Woojae (2003) je ispi-
tuju}i efekte taurina u energetskom pi}u Red Bull



do{ao do zaklju~ka da je uzro~nik ve}ine efekata
koje daje ovaj napitak, najverovatnije sam kofein.
Postoje dokazi da dolazi do formiranja kompleksa
DNK-kofein kao jednog od efekata koji kofein ima
na }eliju, a koji uklju~uje i inhibiciju DNK reper me-
hanizma (Tempel i von Zallinger 1977). S druge
strane, postoji niz mehanizama preko kojih taurin is-
poljava citoprotektivna dejstva (Messina i Dawson
2000), na primer mehanizam inhibiranja o{te}enja
DNK. Po{to smo detektovali mali broj aberacija na
nivou DNK, mogu}e je da je visoka koncentracija ta-
urina dovela do toga da je umanjen nivo DNK o{te-
}enja, ali je ipak do{lo do promena na nivou deobnog
vretena. Promene na nivou deobnog vretena mogu
biti izazvane kofeinom, visokom koncentracijom ta-
urina ili njihovim sinergisti~kim delovanjem. Ne-
ophodno je dalje ispitivanje da bi se ustanovilo koji
mehanizam izaziva ovaj tip promena.

Aberacije na nivou deobnog vretena su povezane
sa promenama u mitozi, koje mogu imati reverzibilan
efekat, {to potvr|uje citotoksi~an efekat dejstva ko-
feina i taurina. Interakcija kofeina i taurina u ni`im
koncentracijama nema zna~ajno dejstvo na deobno
vreteno. Pretpostavljamo da taurin u ni`im koncentra-
cijama ima protektivno dejstvo u odnosu na kofein
koji je pokazan kao citotoksi~an, dok se sa pove}a-
njem koncentracije taurina pove}ava i citotoksi~ni
efekat. Rezultati me|usobnog pore|enja broja abe-
racija bez multipolarnih }elija ispitivanih uzoraka
pokazuju da svi ispitivani rastvori imaju efekat sli~an
onome koji se detektuje u pozitivnoj kontroli. U
ovom istra`ivanju je kori{}ena koncentracija kofeina
od 0.01%, {to je vrednost ispod one za koju je poka-
zano citotoksi~no dejstvo, tako da postoji mogu}nost
da je i ovako mala doza kofeina pri interakciji sa tau-
rinom citotoksi~na.
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Ljubica Mihaljevi} and \or|e Bo`i}

Screening of Toxicity, Cytotoxicity,
and Genotoxicity of Taurine and
Caffeine by the Use of the Allium test

Energy drinks were introduced 25 years ago, but
only a few studies of their toxicity have been done
since. The toxicity, cytotoxicity and genotoxicity of
an energy drink simulated by taurine and caffeine
were investigated. Effects of different taurine and
caffeine ratio on Allium cepa cells were analyzed.
Constant caffeine concentration was used with vari-
ous doses of taurine 12.5:1 (0.125% taurine and
0.01% caffeine), 25:1 (0.25% taurine and 0.01% caf-
feine), and 75:1 (0.75% taurine and 0.01% caffeine).
Investigated macroscopic parameters have shown that
the effect of caffeine and taurine, in all examined
concentrations, was toxic. Microscopic parameters
have shown that taurine and caffeine induce mitotic
spindle aberrations, while chromosomal aberrations
were detected at a low level. Spindle aberrations con-
firmed the cytotoxic effect of taurine and caffeine,
but because of the low level of chromosomal aberra-
tions we can consider this effect as non-genotoxic.


