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ИЗВОД 

 

Бројна истраживања у генетичкој токсикологији указују да велики број агенса природног 

порекла показује генотоксични ефекат на различитим типовима ћелија и експерименталним 

модел организмима. Од велике je важности укључивање генотоксичног приступа у 

токсиколошку евалуацију биљних екстраката који и поред повољних својстава могу да садрже 

хемијске компоненте са мутагеним, тератогеним и/или канцерогеним активностима. 

Применом теста за детекцију полно везаних рецесивно леталних мутација код еукариотског 

модел организма Drosophila melanogaster на нивоу герминативних ћелија и Комет теста код D. 

melanogaster и пацова соја Wistar на нивоу соматских ћелија у in vivo условима утврђена је 

антигенотоксична активност метанолског екстракта биљне врсте Cotinus coggygria Scop. 

Антимикробна активност утврђена је применом стандардних метода, диск дифузионe и агар 

дилуционe. Процена антиоксидативне активности спроведена је на основу праћења in vitro 

способности неутрализације слободних радикала (DPPH·), редукционог потенцијала и 

хелационе активности метанолског екстракта. Применом спектрофотометријских метода 

одређен је садржај, а применом HPLC технике и идентификација фенолних компоненти. Осим 

наведеног, део истраживања је посвећен утврђивању механизама хепатопротективне 

активности метанолског екстракта на основу: процене биохемијских параметара у серуму 

пацова; релативне концентрације и експресије акутно фазних протеина у серуму и јетри 

пацова; in vivo инхибиције липидне пероксидације и активности антиоксидативних ензима; 

као и утицај метанолског екстракта на експресију транскрипционих фактора. 



SUMMARY 

 

Numerous studies in genetic toxicology indicate that a large number of natural agents showed 

genotoxic effects in different cell types and experimental model organisms. Plant extracts that appear 

to have favorable properties, may contain chemical compounds with mutagenic, teratogenic and/or 

carcinogenic activity, and it is of great importance to the inclusion of genotoxic approaches to 

toxicological evaluation of plant extracts. Applying a test for the detection of sex linked recessive 

lethal mutations in eukaryotic model organism Drosophila melanogaster, at the level of germ cells, 

and the Comet assay in D. melanogaster and Wistar rats, at the level of somatic cells, potential 

antigenotoxic activity of the methanol extract of plant Cotinus coggygria Scop. was determined. 

Antimicrobial activity was determined by standard disk diffusion and agar dilution methods. 

Evaluation of antioxidant activity was carried out by monitoring the in vitro ability to neutralize free 

radicals (DPPH•), the reduction potential and chelation activities of the methanol extract. Applying 

spectrophotometric methods and HPLC technique the content of phenolic compounds was 

determined. In addition, part of the survey examines the mechanisms of hepatoprotective activities of 

the methanol extract on the basis of: assessment of biochemical parameters in rats, relative 

concentration and expression of acute phase proteins in serum and liver of rats, in vivo inhibition of 

lipid peroxidation, activities of antioxidant enzymes, and the effect of methanol extract on the 

expression of transcription factors. 
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Поред неоспорног значаја за фармацеутску индустрију, природни производи биљака 

налазе широку примену у производњи дијетских суплемената и функционалне хране. Осим 

задовољавајућих нутритивних својстава производи биљног порекла испољавају и одређене 

фармаколошке и физиолошке ефекте на људско здравље, што је од великог значаја у 

превенцији настанка болести савременог човека. Због тога су испитивања биолошких 

активности и хемијска карактеризација до сад неиспитаних биљних врста од изузетног 

научног и практичног интереса, јер воде ка новим изворима биолошки активних природних 

производа. 

Поред широко распрострањене традиционалне примене као медикамената или додатака 

исхрани, већина врста фамилије Anacardiaceae није детаљно окарактерисана и у литератури 

постоји врло мало података о биолошкој активности и хемијском саставу како екстраката, 

тако и етарских уља. 

 

1.1. Род Cotinus (Anacardiaceae) и његов таксономски положај 

 

Anacardiaceae је фамилија дрвенастих дикотиледоних скривеносеменица која обухвата око 

800 врста у 82 рода. У фамилији се филогенетски разликују две групе родова, организованих у 

потфамилије Anacardioideae и Spondoideae. 

Припадници фамилије Anacardiaceae су распрострањене широм света, углавном на 

равничарским стаништима, пре свега у тропима и субтропима али и у умереној зони. Могу се 

наћи на западној хемисфери, у Африци, јужној Европи, умереној и тропској Азији, тропској и 

суптропској Аустралији и на већини Пацифичких острва. Anacardiaceae су одсутне из северне 

Европе и умерене и сушне Аустралије, са Новог Зеланда, Галапагоских острва, са пустиња и 

станишта на великим висинама. 

Cotinus је мали род листопадних дрвенастих биљака у оквиру фамилије Anacardiaceae са 

две врсте: eвроазијскa, Cotinus coggygria Scop. (синоним Rhus cotinus L.) и северноамеричкa, 

Cotinus obovatus Raf. Флора Србије дефинише двa варијетета врсте Cotinus coggygria: вар. 

laevis и вар. arenaria (1). До 1965. године ова врста је класификована унутар сродног рода 

Rhus, када је Barkley (2) поделио Rhus sensu lato у девет родова од којих је један и род Cotinus. 

Биљке рода Cotinus су животне форме дрвета или жбуна, висине до 7 m (евроазијски руј), 

или 12 m (амерички руј). Листови су цели, округлог облика, са равним ободом, дужине од 3 до 

13 cm. Цветови су ситни, величине до 3 mm, петочлани, жућкасте боје, сакупљени у вршне 

метличасте цвасти величине до 30 cm. Биљке су једнодоме, понекад дводоме. Плод је сува, 

ситна коштуница која садржи једно семе, а на којој се задржавају чашични листићи (3). У 
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Србији локални назив за биљку C. coggygria је "руј'' или ''рујевина'' јер лишће у јесен добија 

ружичасту или тамноцрвено-љубичасту, рујну боју услед оксидације танина (Слика 1). 

Распрострањена је у јужној Европи, централној Кини и на Хималајима, где расте на сувим 

стеновитим обронцима и у саставу листопадних шума, најчешће на ободу, понекад доминира 

и у спрату жбуња обично на кречњаку. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 1. Cotinus coggygria Scop. 

(http://www.sciencephoto.com/media/95341/view, април 2011) 

 

 

1.1.1. Билошке карактеристике фамилије Anacardiaceae и врсте Cotinus coggygria 

 

Биљке из фамилије Anacardiaceae имају дугу историју употребе у исхрани: манго 

(Mangifera indica L.), пистаћи (Pistacia vera L.), индијски орах (Anacardium occidentale L.) и 

рози бибер (Schinus terebinthifolia L.), врсте које се примењују широм света, и врстe као што 

су Spondias L., Sclerocarya birrea (A. Rich.) Hochst. и Tapirira Aubl., са ограниченом, 

локализованом култивацијом и потрошњом. 

У традиционалној медицини, због својих фармаколошких ефеката, припадници ове 

фамилије се користе за лечење различитих обољења. Rhus glabra се традиционално користи у 

лечењу бактеријских обољења као што су сифилис, гонореја, дизентерија и гангрена. R. 

coriaria се обично користи као зачин али и као лековита биљка посебно за зарастање рана (4). 

Врсте рода Toxicodendron се користе у лечењу херпеса и акутног реуматизма (5); рода 

Anacardium, кора за зубобољу и дизентерију, а лишће за дијареју; Antrocarion, воће за 
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стомачне тегобе, а кора за болести јетре; Buchanania Spreng. за грозницу, кожна обољења, ујед 

змија и инсеката, полних болести; корен врста рода Heeria Meissn. се корести за дигестивне 

тегобе; корен врста из рода Lannea се користи код венеричних болести, кора за стомачне 

тегобе, а лишће за зарастање рана и као лаксатив; корен врста из рода Ozoroa се користи код 

мигрене, дизентерије, бола у стомаку и леђима, маларије, а лишће код кожних обољења; 

лишће врста из рода Sorindeia се користи као лаксатив и диуретик; воће врста рода Spondias се 

користи као диуретик, кора за кашаљ и лечење рана док се лишће користи за стомачне тегобе, 

род Trichoscipha, кора се користи за велике богиње, констипацију код одојчади и код 

крварење у трудноћи (6). 

У народној медицини биљка C. coggygria Scop. се користи као антисептик, за зарастање 

рана, против упала и против крварења (7). Ова биљка се често користи за лечење разних 

болести, као што су дијареја и парадонтозa (8). Показано је да сируп ове биљке штити јетру од 

хемијских оштећења (9). Руј се употребљава као адстригенс (за лечење запаљења коже и 

слузокоже), против грознице (10), као коагулант, за повишену температуру и као третман код 

болести ока (11). Северноамерички Индијанци су употребљавали плодове руја у свежем стању 

или су га користили уместо сирћета и за припремање напитка сличног лимунади. У кожарској 

индустрији користи се за штављење и бојење коже и вуне. Захваљујући црвеним листовима 

служи и као декоративна врста (12). 

 

1.1.2. Фитохемијски састав и биолошка активност врсте Cotinus coggygria 

 

Врсте фамилије Anacardiaceae биле су предмет бројних истраживања, било да се ради о 

фитохемијским испитивањима, биолошким, биохемијским, физиолошким и еколошким 

студијама. 

Резултат фитохемијских испитивања биљке C. coggygria је изолација и структурна 

идентификација неколико фенолних једињења, углавном аурона, халкона, дихидрофлавона и 

дихидрофлавонола. Међу њима, најзаступљенији су сулфуретин, сулфуреин, биаурон 

дисулфуретин 2,2'-[1,2-бис(3,4-дихидроксифенил)-1,2-етандилиден]-бис[6-хидрокси-3(2H)-

бензофуранон], 7,3',4'-трихидрокси-дихидрофлавон, 5,7,4'-трихидрокси-дихидрифлавон, 

4,2',4'-трихидроксихалкон, 3,7,3',4'-тетрахидрокси-дихидрофлавон, 3,5,7,3',4'-пентахидрокси-

дихидрофлавон, фисетин, гална киселина и њени деривати, метил галате и пентагалол глукоза 

(13, 14). 

Испитивањем хемијског састава метанолског екстракта добијеног из стабла ове биљне 

врсте утврђено је присуство: 3′,4′,6-трихидроксиаурона (сулфуретин), 3′,4′,7-
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трихидроксифлавонола (фисетин), 3′,4′,7-трифидроксифлаванола (фустин), 3′,4′,5,7-

тетрахидроксифлавонола (кверцетин), 3′,4′,5,7-тетрахидроксифлаванола (таксифолин), 4′,7-

дихидроксифлаванола, 3′,4′,7-трихидроксифлаванона (бутин), 4′,7-дихидроксифлаванона 

(ликвиритигенин), транс-2′,3,4,4′-тетрахидроксихалкона (бутеин), 4′,5,7-

трихидроксифлаванона, транс-2′,4,4′-трихидроксихалкона (15), катехина, ериодиктиола и 

кверцетина (16). 

Simić и сарадници (17) су испитивали хемијски састав воденог, етил-ацетатног и 

хлороформског екстракта биљке C. coggygria и указали на највиши садржај тоталних фенола 

(92.9%), танина (83.4%) и флавоноида (3.5%) у етил-ацетатној фракцији. Применом HPLC 

(енг. high-pressure liquid chromatography) методе у овом екстракту је утврђено присуство 

галне киселине, апигенина и литеолина. 

За разлику од екстракта, знатно више података постоји о саставу есенцијалних уља ове 

врсте са различитих локалитета. Испитивањем састава етеричних уља добијених из цветова, 

лишћа и стабљика биљке C. coggygria са југа Србије (локалитет Рујиште, на северу Косова) 

утврђено је присуство компоненти из групе монотерпена и сесквитерпена са доминацијом 

монотерпена лимонен и α-пинен (18). Есенцијална уља добијена из грана и лишћа биљке C. 

coggygria са два локалитета, Делиблатска пешчара и Земун, показала су сличан хемијски 

састав са доминацијом лимонена, (Z)-β-оцимена, α-пинена, (E)-β-оцимена и терпинолена (19). 

У есенцијалном уљу из Турске утврђено је присуство лимонена, (Z)-β-оцимена и (E)-β-

оцимена (7). У есенцијалном уљу из Бугарске идентификовани су α-пинен, лимонен и β-пинен 

(20). У етеричном уљу из Мађарске утврђено је присуство лимонена, α-пинена, β-пинена, Δ3-

карена и α-терпинолена (21). У уљу из Грчке главне компоненте су биле различите у 

различитим узорцима: у једном узорку главне компоненте су лимонен, α-пинен и терпинолен; 

у другом мирцен, сабинен и α-пинен; а у трећем сабинен, мирцен, лимонен и терпин-4-ол (22). 

Биолошка испитивања врсте C. coggygria показала су да екстракти, есенцијална уља и 

изоловане компоненте поседују биолошке активности, што потврђује и широку примену саме 

врсте у традиционалној медицини. 

Многе активности врсте C. coggygria су и експериментално потврђене. Посебан значај 

придаје се истраживањима антиоксидативне активности екстраката врсте C. coggygria (8, 13, 

17, 23) као и инхибиција ацетил-холинестерасе екстрактом добијеним из стабла ове биљне 

врсте (24). 

Испитиван је и анти-инфламаторни ефекат екстраката добијених из младих изданака врсте 

C. coggygria на едем шапа пацова изазван карагенином (17). 
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Доказан је цитотоксичан ефекат екстракта цвета и лишћа према LS174 ћелијама хуманог 

канцера црева и према ћелијама хуманог карцинома грлића материце HeLa (23). 

Екстракти листова и цветова врсте C. coggygria показали су антимикробну активност на 

велики број бактеријских сојева, како на Грам позитивне тако и на Грам негативне бактерије  

(25). Есенцијална уља ове биљне врсте показала су значајну антибактеријску и антифугалну 

активност према Грам позитивним бактеријама у односу на стандард (19). 
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1.2. Секундарни метаболити биљака - полифенолна једињења 

 

Захваљујући научним сазнањима данас је познато да је медицински значај лековитих 

биљака у уској вези са садржајем секундарних биомолекула, од којих неки испољавају 

изразито снажне фармаколошке ефекте. Секундарни биомолекули биљака, гледано са 

еколошке стране, настали су еволуцијом као компоненте хемијске одбране биљака од других 

биљних врста, инсеката и животиња (26). 

Велики број ароматског и зачинског биља садржи фенолна једињења. У ширем смислу 

називају се полифенолима, а укључују спојеве различите хемијске структуре од једноставних 

хидроксициметних киселина, антоцијанина, до сложенијих флавоноида и танина. Заштитна 

улога фенолних једињења у биолошким системима приписује се њиховој способности 

спаривања (''хватања'') електрона слободних радикала (27, 28), хелатног везивања јона 

прелазних метала (Fe
2+

, Cu
2+

, Zn
2+

 и Mg
2+

), активирања антиоксидативних ензима и 

инхибирања оксидаза. Зато се фенолним једињењима приписују и многа терапијска деловања, 

као што су антибактеријско, противупално, антиалергијско, антимутагено, антивирално и 

антиканцерогено (29). 

Фенолна једињења представљају широко распрострањену групу биљних метаболита која 

могу бити врло једноставне структурe, као што су фенолне киселине, или врло сложене 

структуре, као што су проантоцијанидоли. Заједничка карактеристика фенолних једињења је 

да садрже ароматичан прстен са једном или више хидроксилних група (30). 

Природна фенолна једињења настају током два биосинтетичка пута: 

 путем биосинтезе ароматичних аминокиселина преко шикимске киселине као 

интермедијера и 

 путем биосинтезе бензеновог прстена из ацетата (ацетогенински пут). 

Метаболички пут шикимске киселине представља главни хемизам биосинтезе фенолних 

једињења у биљкама. Путем биосинтезе шикимске киселине настају деривати бензоеве 

киселине (гална и протокатехинска киселина), а из ароматичних аминокиселина настају 

деривати циметне киселине (Схема 1). Циметна киселина се даље трансформише до осталих 

C6–C3 фенилпропаноида, кумаринске, кафене, ферулне и синапинске киселине и њихових 

деривата (31). 
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Схема 1. Биосинтеза шикимске киселине 

 

 

Осим метаболичког пута шикимске киселине, фенолна једињења у биљкама могу настати 

и ацетогенинским путем. Овим биосинтетским путем ароматични прстен настаје 

кондензацијом сирћетне киселине у линеарни низ састављен од наизменичних кетонских и 

метиленских група које даље подлежу циклизацији по механизму алдолне или Claisen-ове 

кондензације. Прстен А флавоноида потиче од полиацетилног низа, а прстен Б из угљених 

хидрата преко шикимске киселине. 

Фенолне киселине и флавоноиди су од свих полифенола најчешће предмет научних 

истраживања. Фенолне киселине се састоје од фенолног језгра и бочног низа који садржи 

један (деривати бензоеве киселине) или три (деривати циметне киселине) угљеникова атома. 
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Фенолне киселине заступљене у биљном свету деле се на: 

 хидроксициметне киселине (C6-C3), (Слика 2): 

 

 Ферулинска киселина  R1=R2=H 

      R3=OH 

      R4=OCH3 

 р - кумаринска киселина R1=R2=R4=H 

      R3=OH 

 Кафеинска киселина  R1=R2=H 

      R3=R4=OH 

 Синапинска киселина  R1=H 

      R3=OH 

      R2=R4=OCH3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 2. Хемијска структура хидроксициметних киселина 
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  и хидроксибензоеве киселине (C6-C1), (Слика 3):  

 

 Гална киселина   R1=R2=R3=OH 

 Протокатехинска киселина R1=H  

    R2=R3=OH 

 Ванилинска киселина  R1=H  

      R2=OH 

      R3=OCH3 

 Сирингинска киселина  R2=OH 

      R1=R3=OCH3 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 3. Хемијска структура хидроксибензоевих киселина 

 

Разлика у структури између појединих хидроксициметних и хидроксибензоевих киселина 

последица су ступња хидроксилације и метилације ароматског прстена (32). 

Флавоноиди су веома распрострањена органска једињења биљног порекла. Хемијски 

флавоноиди су полифенолна једињења мале молекулске масе. У групу флавоноида у ужем 

смислу убрајају се флавони, изофлавони, флавоноли, флаванони, флаваноноли, флаваноли, а у 

ширем смислу и нека биогенетски сродна полифенолна једињења, као што су антоцијанидини, 

катехини, леукоантоцијанидини, халкони, дихидрохалкони и аурони (33). Присуство 

хидроксилних група флавоноиде чини ефикаснијим у терапији. Најзаступљенији су 

флавоноиди са два бензенова прстена (А и Б) повезана пиринским прстеном (В) који садржи 

кисеоник (Слика 4). 
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Слика 4. Основна структура флавоноида 

 

Флавоноиди показују широк спектар биолошке активности и често се користе у 

фитотерапији. Неки флавоноиди делују као коронарни вазодилататори, други се користе као 

анти-инфламаторни агенси, диуретици и хепатопротективи (34, 35), док неки показују 

позитиван ефекат на кардиоваскуларна обољења (36, 37) и канцерогене и мутагене промене 

(38, 39). 

Танини су сложена природна полифенолна једињења, за које је заједничко да стварају 

комплексе са протеинима, мукополисахаридима, нуклеинским киселинама и алкалоидимa 

(40). У везивању учествују фенолне, односно кетофункционалне групе танина, хидроксилне и 

пептидне групе протеина. 

Према хемијској структури, као и према реакцији са солима гвожђа, танини се могу 

поделити на: 

 хидролизујуће танине (галотанини и пирогални танини) и 

 катехинске (кондензоване) танине. 

Досадашње студије су указале на антивирусну и цитотоксичну активност танина (41, 42). 

Потврђена је и корелација између структуре танина и цитотоксичне активности у in vitro 

условима на ћелијама карцинома утеруса и карцинома назофарингса (43). Претпоставља се да 

је механизам дејства танина на вирус Herpes Simplex тип 1 заснован на реакцији танина са 

протеинима вируса при чему процес интеракције зависи од pH вредности средине и природе 

протеина (43, 44). 
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1.3. Детекција и евалуација генотоксичних ефеката агенса природног порекла 

 

За велики број биљних врста, које су одличан извор биолошки активних једињења, 

углавном није познат утицај на људско здравље или генетички материјал. Употреба биљног 

екстракта у лечењу различитих болести је врло честа у народној медицини. Биљни екстракти, 

који очигледно имају повољна својства, могу да садрже хемијске компоненте са мутагеним, 

тератогеним и/или канцерогеним активностима. Присутне генотоксичне компоненте могу да 

интерагују са ДНК молекулом водећи до генетских оштећења. Од изузетне је важности 

укључивање генотоксичног приступа у токсиколошку евалуацију њиховог потенцијалног 

мутагеног или генотоксичног ефекта. 

Основни циљ бројних метода које се користе у генетичкој токсикологији је откривање 

агенаса који изазивају генетичке промене у герминативним и/или соматским ћелијама, као и 

процењивање, на основу експерименталних података, степена опасности излагања тим 

агенсима. 

Један од основних квалитета који мора да испуњава тест у генетичкој токсикологији јесте 

примењивост добијених резулатата на човека. Резултати треба да дају прецизну информацију 

о степену ризика за човека у одређеним околностима. Тестови морају испољити осетљивост, 

могућност детекције генотоксичног ефекта за сваки агенс који га потенцијално може 

поседовати, без обзира на интензитет његове активности или степен присутности. Од великог 

је значаја и поновљивост теста која се постиже униформношћу тест-организама и 

стандардизацијом експерименталних процедура. Пожељно је да тест буде погодан за 

испитивање што већег броја агенаса као и да постоји могућност статистичке обраде резултата.  

При одабиру метода за утврђивање генотоксичног ефекта неког агенса користе се две 

главне стратегије: 

 

  хијерархијски (фазни) приступ и  

  матриксни приступ (батерија тестова). 

 

Хијерархијски приступ испитивању генотоксичности састоји се у коришћењу система 

тестирања у три нивоа (корака). Супстанце чији генотоксични ефекат треба утврдити морају 

проћи први ниво тестирања. Тестови који се на том нивоу примењују морају бити брзи 

(краткотрајни), поуздани и са релативно ниском ценом коштања. Ова фаза тестирања у 

хијерархијском приступу представља тзв. енг. ''screening'' фазу. Други ниво тестирања 

обезбеђује детекцију евентуалног генотоксичног ефекта код вишећелијских еукариота. У ту 
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сврху примењују се тестови са Drosophila melanogaster и културама сисарских ћелија, који 

омогућавају детекцију генских и хромозомских мутација. Трећа фаза тестирања има задатак 

да квантификује стварни мутациони ризик за човека. Стога је важно да су тест-организми који 

се користе биолошки, а пре свега физиолошки и биохемијски, што сличнији човеку. У овој 

фази, тестирање се искључиво врши у in vivo условима на сисарском модел организму. 

Други стратегијски приступ тестирању агенаса на генотоксичност је коришћење батерије 

тестова (матриксни приступ). Батерија тестова која се у ту сврху користи састоји се од 

неколико тестова са различитим нивоом детекције. Ради утврђивања генотоксичног ефекта, 

испитивани агенс пролази кроз све тестове који се групишу у конкретну батерију. Процена 

генотоксичног потенцијала испитиваног агенса и евалуација ризика за човека врши се на 

основу резултата добијених применом свих одабраних експерименталних процедура. 

Принцип формирања батерије тестова је врло деликатан. С обзиром да је потребно добити 

што поузданије податке, за што краће време и уз што нижу цену тестирања, неопходно је 

одабрати најбољу комбинацију тестова која задовољава постављене услове. Преовлађује став 

да је најцелисходније формирати такву батерију тестова која ће омогућити мерење 

способности супстанце да изазове генотоксични ефекат и дати резултате за процену ризика. 

Матриксни приступ је погодан за екстензивно тестирање за што краће време, али је цена 

тестирања по испитиваном узорку већа. Овај приступ је посебно погодан при развоју нових 

супстанци јер, за релативно кратко време, пружа довољну количину података потребних за 

доношење поузданих закључака. 

Релативна вредност тестова зависи од многих фактора који проистичу из биологије тест-

организма, односно тест-система. Вредност теста је утолико већа уколико тест-систем више 

имитира услове људског организма, тј. његовог метаболизма. Стога је већа ''тежина'' тестова 

који се изводе у in vivo, од тестова који се изводе у in vitro условима. Тестови на еукариотским 

модел организмима имају предност у односу на тестове са прокариотским организмима, као 

што и сисарски системи имају предност у односу на несисарске. 

Од велике важности за предвиђање генотоксичног ефекта испитиваног агенса је тип 

ћелија. Поједини агенси показују генотоксичан ефекат код једне врсте организама или у 

одређеном типу ћелија, док такав ефекат не испољавају код других организама или ћелија. 

Тестови који детектују ефекат на герминативним ћелијама имају већу примењивост и 

поузданост за предвиђање мутагеног ефекта у односу на тестове код којих се генотоксични 

потенцијал процењује на нивоу соматских ћелија (45). Генетичке промене у соматским и 

герминативним ћелијама су повезане са озбиљним здравственим проблемима, који се у 

принципу могу појавити и при ниским нивоима изложености.  



Докторска дисертација  Увод 

 

Сања Матић  14 

 

Мутације у соматским ћелијама могу изазвати канцер уколико се јаве у прото-онкогенима, 

тумор супресор генима и/или генима одговорним за ДНК оштећења (46). Акумулација ДНК 

оштећења у соматским ћелијама игра важну улогу код дегенеративних стања као што су 

имуне дисфункције, кардиоваскуларне и неуродегенеративне болести (47, 48, 49, 50). 

Мутације у герминативним ћелијама изазивају потенцијалне генетске болести у будућим 

генерацијама јер се овакве мутације преносе на потомство (51). Резултати компаративних 

истраживања су показали да, у квалитативном смислу, већина мутагена на нивоу 

герминативних ћелија уједно показује и генотоксичан ефекат у соматским ћелијама, тако да 

негативни резултати у in vivo тестовима са соматским ћелијама генерално указују на одсуство 

генотоксичног ефекта и у герминативним ћелијама (52). 

Приликом избора адекватног теста за утврђивање генотоксичности треба имати у виду да 

ни један од постојећих тестова не може у потпуности да испуни све наведене квалитативне 

услове. Опште је прихваћен став да доношење закључака са високим степеном сигурности о 

постојању или непостојању способности неког агенса да изазове оштећења и промене на 

генетичком материјалу, не може се базирати само на резултатима једног теста, или групе 

тестова на истом или сличном модел организму. Да би се донео закључак о постојању или 

непостојању генотоксичног ефекта потребно је тестирати агенс применом серије одабраних 

тестова. 

У циљу откривања агенаса који могу да изазову генетичке промене у герминативним или 

соматским ћелијама код различитих модел организама могу се користити различити тестови 

за детекцију мутација који се генерално деле у три групе (Табела 1). 
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Табела 1. Тестови за детекцију генотоксичности агенаса природног и вештачког порекла 

 

Тестови за детекцију 

генских мутација 

Тест реверзних мутација код Salmonella typhiurium  

Тест реверзних мутација код Escherichia coli 

Тест генских мутација у култури сисарских ћелија 

Тест полно везаних рецесивно леталних мутација код 

Drosophilа melanogaster 

Тест генских мутација код Saccharomyces cervisiae 

Спот тест код миша 

Тестови за детекцију 

хромозомских мутација 

In vivo и in vitro цитогенетски тест 

Микронуклеус тест 

Тест доминантно леталних мутација 

Тест наследних транслокација 

Цитогенетски тест на сисарским ћелијама 

Тестови за детекцију 

ефеката на нивоу ДНК 

Тест измене сестринских хроматида in vitro 

Тест митотске рекомбинације на квасцу 

Не планирана синтеза ДНК in vitro 

 

 

Kомет тест (53) 

)  

In vivo испитивања генотоксичности на вишем нивоу биолошке организације са 

еукариотским ћелијама или организмима су знатно релевантнија за процену ризика по човека. 

 

 

 

1.3.1. Тест полно везаних рецесивно леталних мутација код Drosophilа melanogaster 

 

Тест за детекцију полно везаних рецесивно леталних мутација (енг. sex-linкed recessive 

lethal test for mutagenicity, SLRL) је краткотрајан тест за детекцију мутагености код 

еукариотског организма Drosophila melanogaster у in vivo условима и један од 

најсензитивнијих тестова који се изводи на овом модел организму. Врсте рода Drosophila су 

један од најпогоднијих објеката за лабораторијска истраживања у генетици јер је тип 

интерцелуларне активације сличан као и код сисара. Микрозоми Drosophila су способни за 
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исте ензимске реакције које се одигравају у јетри сисара (54), па се резултати могу применити 

и на сисарски организам. 

SLRL тестoм се може утврдити фреквенца генских мутација и малих делеција у 

герминативним ћелијама мужјака D. melanogaster. Применом овог теста добија се стварни 

наследни ефекат јер се наследне промене мере на нетретираном потомству. SLRL тест 

покрива рецесивне леталне мутације на око 800 гена (55) смештених на X-хромозому D. 

melanogaster, при чему X-хромозом представља апроксимативно 1/5 генома поменуте врсте. 

Висок степен корелације (између 85 и 91%) утврђен је између канцерогене и мутагенe 

активности у SLRL тесту због чега се овај тест често употребљава у генотоксиколошким 

истраживањима. 

Принцип теста заснива се на следећем: 

 рецесивне леталне мутације доводе до угинућа јединки када су у хомозиготном 

стању; 

 штетни утицај рецесивнe леталнe мутацијe ''маскиранe'' доминантним алелом на 

одговарајућем хомологом хромозому се не испољава; 

 ако се рецесивна летална мутација налази на X-хромозому тада код мужјака нема 

одговарајућег генског локуса на Y хромозому (хемизиготно стање) и не постоји 

могућност хетерозиготне комбинације са доминантним алелом. Mужјаци који носе 

рецесивне леталне мутације угинуће пре завршетка постембрионалног развића; 

  женке могу имати на једном X хромозому рецесивни летални алел, а на другом 

нелеталан доминантни алел. Ова хетерозиготна комбинација омогућава нормално 

преживљавање женки и преношење рецесивне леталне мутације у следећу 

генерацију, где ће се испољити код половине мужјака у потомству те женке. 

Тест полно везаних рецесивно леталних мутација се може користити за детекцију 

генотоксичности како синтетичких агенаса (56, 57, 58, 59, 60, 61), тако и агенаса природног 

порекла (62, 63). 

 

1.3.2. Комет тест 

 

Комет тест (енг. single cell gel electrophoresis, SCGE, или Comet assay) је један од високо 

осетљивих тестова за тестирање генотоксичности који се користи за детекцију широког 

спектра оштећења ДНК (64, 65). У последњих неколико година Комет тест je стекао широку 

пажњу јер је релативно једноставан за руковање и може се применити на ћелијама 

изолованих из различитих организама и ткива. In vivo Комет тест представља користан тест 
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индикатор у погледу своје осетљивости на супстанце које изазивају мутације гена и/или 

структурне хромозомске аберације (66). 

Данас се највише користе две верзије Комет теста, једну су предложили Olive и сарадници 

(67), а другу Singh и сарадници (68). Прва верзија теста се одвија у неутралним условима и 

омогућује специфично откривање дволанчаних прекида у молекулу ДНК. Друга верзија 

Комет теста је у алкалним условима (pH 13), омогућује откривање великог броја различитих 

оштећења генома, и уједно се ова верзија сматра оптималном за откривање ефеката 

различитих генотоксичних материја. Током последњих деценија, алкална верзија Комет теста 

у in vivo условима, поред широке употребу у различитим областима, користи се и као 

стандардно средство у фармацеутској индустрији за процену безбедности нових лекова и, све 

више, као средство за евалуацију генотоксичности агенаса природног и вештачког порекла 

(69, 70, 71). 

Комет метода је једна од ретких метода која омогућава анализу појединачних интерфазних 

ћелија на врло малом узорку, са резултатима доступним за неколико сати након излагања 

токсичном агенсу. 

 

1.3.3. Методе за утврђивање присуства и детекцију мутација 

 

Технолошки напредак у молекулараној генетици довео је до развоја брзих и једноставних 

метода за лако и прецизно детектовање мутација. 

Молекуларно-генетичке методе за анализу мутација се могу поделити у две групе: 

1. Методе за утврђивање присуства (скрининг) мутација подразумевају да се фрагмент 

ДНК познате секвенце тестира на присуство било које разлике (непознати 

полиморфизам који може представљати потенцијалну мутацију) у односу на 

референтну Wt ДНК секвенцу.  

Методе за утврђивање присуства мутација се заснивају на: 

 промени конформације, па самим тим и електрофоретске покретљивости, ДНК 

фрагмента који садржи секвенцу различиту од Wt секвенце: 

 гел електрофореза са градијентом денатуришућег агенса (енг. Denaturing 

Gradient Gel Electrophoresis – DGGE). 

 гел електрофореза у температурном градијенту (енг. Temperature Gradient Gel 

Electrophoresis – TGGE) и  

 гел електрофореза са константном концентрацијом денатуришућег агенса (енг. 

Constant Denaturant Gel Electrophoresis – CDGE); 
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 на промени електрофоретске покретљивости хетеродуплексних ДНК молекула, тј. 

дволанчаних хибридних ДНК молекула у којима један ланац потиче од мутираног 

алела, а други од Wt алела: 

 хетеродуплекс анализа 

 на препознавању и/или хемијској или ензимској разградњи погрешно спарених база 

у хетеродуплексном ДНК молекулу: 

 хемијско и ензимско сечење погрешно спарених база (енг. Chemical Cleavage 

of Mismatches – CCM) 

 скрининг тачкастих мутација коришћењем mismatch-repair протеина 

Метода секвенцирања ДНК молекула се убраја у методе за скрининг јер не подразумева a 

priori претпоставку о позицији и типу тражене мутације.  

2. Методе за детекцију и идентификацију мутација подразумевају да се узорак ДНК 

тестира на присуство/одсуство тачно одређене (специфичне) мутације. 

У ову групу спадају: 

2.1. Методе за анализу полиморфизма нуклеотидне секвенце: 

  рестрикциона дигестија PCR (енг. Polymerase Chain Reaction) продукта, 

  хибридизација PCR продуката са алел-специфичним пробама, 

  дот блот, 

  слот блот или Southertn блот хибридизација, 

  алел специфични PCR. 

2.2. Методе за анализу полиморфизма дужине секвенце: 

  PCR 

  Southertn блот. 

Тестирање ДНК узорка на присуство/одсуство одређене мутације је једноставније него 

скрининг ДНК узорка за непознату мутацију, али није увек могуће.  

Оптимална метода за анализу мутација требало би да задовољава одређене критеријуме:  

 да буде поуздана, 

 да буде брза, 

 да је јефтина, 

 да даје тачну информацију о позицији и природи детектоване мутације, 

 да није пуно захтевна у смислу рада и времена, 

 да не захтева коришћење опасних реагенаса и 

 да постоји начин за њену аутоматизацију како би лако ишла у рутинску употребу.
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1.4. Антимикробни потенцијал  

 

Збoг рeзистeнтнoсти бaктeриja нa вeлики брoj aнтибиoтикa, aли и спoсoбнoсти биљaкa дa 

синтeтишу биoлoшки aктивнe мaтeриje, примeнa прeпaрaтa биљнoг пoрeклa дoбиja свe вeћи 

знaчaj у кoнтрoли и сузбиjaњу бaктeриja.  

Антимикробни лекови ефикасно делују на бројне узрочнике инфекција, међутим има и 

оних који нису довољно ефикасни, који се слабије ресорбују, на које се развила резистенција  

код бактерија, или пак оних који изазивају веома озбиљна нежељена дејства (72). Последњих 

година су инфекције узроковане пре свега резистентношћу микроорганизама на 

конвенционалну терапију, и сами тим резултују дужим трајањем болести и већим ризиком од 

смртног исхода (73). Стога је неопходно развити природан и безбедан начин контроле и 

заштите људи и животиња од инфекција. 

У циљу проналажења нових средстава у борби против инфекција изазваних 

мултирезистентним сојевима бактерија, у свету су све актуелнија испитивања 

антибактеријског деловања неантибиотских супстанци укључујући и биљне екстракте, 

етерична уља или изолованa једињења као што су алкалоиди, флавоноиди, лактони и 

дитерпени (74, 75, 76, 77). 

Одавно је познато да биљни екстракти показују значајан негативан утицај на раст и 

размножавање бактерија и да је њихова примена у традиционалној медицини, при третирању 

бактеријских инфекција, вишеструка. 

Антимикробни потенцијал природних производа објашњава се чињеницом да производи 

овог типа нарушавају структуру липида који улазе у састав мембрана бактерија, чинећи их на 

тај начин порозним и лако пропустљивим за различите молекуле (78, 79), што доводи до 

инхибиције раста и, у већини случајева, смрти (80). 

Главна разлика између бактерија и ћелија сисара је у присутности ригидног зида изван 

ћелијске мембране бактерија. Структура која даје чврстоћу ћелијском зиду и резистенцију на 

осмотску лизу код грам-позитивних бактерија је пептидогликан. Код грам-позитивних 

бактерија пептидогликан представља спољашњи слој ћелијске мембране, док код грам-

негативних бактерија постоји и спољашња мембрана изван танког пептидогликанског слоја. 

Већа осетљивост грам-позитивних бактерија на дејство тест супстанце објашњава се 

чињеницом да је плазмална мембрана ових бактерија лакше доступна, што за последицу има 

повећање пропустљивости мембране за јоне, екскрецију интрацелуларних компоненти у 

спољашњу средину и оштећење ензимског система бактерија (81, 82, 83). 
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При испитивању антимикробног потенцијала биљних екстраката поред диск дифузионе 

методе, најчешће се користи агар дилуциона метода, као и дилуциона метода у епруветама 

или микротитар плочама (84, 85). 

Антимикробна једињења могу да имају бактериостатски ефекат, тј. спречавају синтезу 

појединих фактора битних за живот, раст и размножавање ћелије, и бактерицидно дејство тј. 

да убијају бактеријску ћелију. Антибиограмом се дефинише бактериостатска антимикробна 

активност. Антибиограм представља мерило осетљивости културе на антибиотик и, у 

зависности да ли се одређује дифузионом или дилуционом методом, може се представити 

преко пречника зоне инибиције у којој антибиотик спречава раст културе, односно минималне 

инхибиторске концентрације при којој спречава раст и развој ћелија микроорганизама (86). 
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1.5. Антиоксиданти и антиоксидативни потенцијал 

 

Многобројне студије, које проучавају биолошке активности хемијских супстанци биљног 

порекла, потврђују да су неке од њих природни антиоксиданти који могу имати и 

антигенотоксичну (87, 88, 89) и антиканцерогену (90) способност или да индукују апоптозу 

која може бити важна у лечењу различитих обољења (91). 

За синтетске антиоксиданте, као што су бутилирани хидрокситолуен (БХТ) и бутилирани 

хидроксианизол (БХА), који су познати по својој способности да заустављају ланчану реакцију 

липидне пероксидације, је доказано да показују канцерогени ефекат и да изазивају оштећење 

јетре (92). Природни антиоксиданти, у великом броју случајева, се добијају из биљака, те се 

безусловно сматрају безбедним за употребу. Улога биљака, као и сирових и пречишћених 

екстраката биљног материјала, у превенцији и лечењу болести приписује се делимично 

антиоксидативним својствима фитохемикалија али и великом броју полифенолних једињења. 

Значајна група природних антиоксиданата су биљни секундарни метаболити које чине биљни 

феноли (фенолне киселине, флавони, изофлавони, флаван-3-оли, антоцијани, 

проантоцијанидини, танини...), терпеноиди, токофероли, глукозинолати, као и једињења која 

садрже сумпор, који поред антиоксидативних поседују и антимутагена, антиканцерогена, 

анти-инфламаторна, антиулкусна и антимикробна својства. Полифенолна једињења поседују 

многа биолошка и фармаколошка дејства, што указује да они у значајној мери утичу на 

основне ћелијске функције као што су раст, деоба и/или смрт ћелије (апоптоза). 

Антиоксидативна активност полифенолних једињења заснива се на њиховом редокс 

потенцијалу, па стога они могу да делују као редукујући агенси, ''квенчери'' синглетног 

кисеоника, да отпуштају водоник и хелирају метале (8). 

Антиоксиданти су супстанце које присутне у малим количинама у односу на супстрат који 

је подложан оксидацији (липиди, протеини, угљени хидрати, ДНК) значајно инхибирају или 

потпуно спречавају њихову оксидацију (93). У ширем смислу, антиоксидант је заправо агенс 

који онемогућава, спречава или уклања оксидативна оштећења циљног молекула (94). 

Деловање антиоксиданата се заснива на њиховој способности да: 

 делују као "скевинџери" слободних радикала, односно донори електрона или H-

атома; 

 комплексирају јоне метала, спречавајући њихову каталитичку функцију у процесима 

разградње липидних хидро-пероксида и настанку слободних радикала; 

 разграђују хидро-пероксиде липида, трансформишући их у нерадикалске врсте (нпр. 

алкохоле); 
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 спречавају дејство синглетних облика кисеоника; 

 инхибирају неке ензиме; 

 показују синергистичке ефекте или 

 редукују нека једињења (95). 

Антиоксидативни систем обједињује више нивоа заштите који се могу поделити на: 

 примарни 

 ензимске компоненте: супероксид-дизмутаза (SOD), каталаза (CAT), ензими 

глутатион редокс циклуса (глутатион-пероксидаза (GSHPx), глутатион-

редуктаза (GR), глутатион-С-трансфераза (GST) и други), затим 

цитохром-оксидазе, као и тиоредоксин и фамилија пероксиредоксин 

протеина који функционишу као сакупљачи супероксид-анјон радикала 

(О2
-
) и водоник-пероксида (96, 97). 

 неензимске компоненте: глутатион (GSH), аскорбинскa киселинa (витамин C), 

α-токоферол (витамин E), β-каротен (провитамин A), коензим Q (CoQ, 

убихинон), металотионеин (MT). 

 секундарни - протеин специфичне оксидоредуктазе (тиол-трансфераза, протеин-ADP-

рибозил-трансфераза и ATP и Ca
2+

- независна трансфераза) (98, 99). 

У погледу биолошких система, познато је да реактивнe врстe кисеоника (енг. reactive 

oxygen species, ROS) могу да ''нападају'' липиде ћелијских мембрана, протеине ткива или 

ензиме, угљене хидрате и ДНК, да узрокују оксидацију и тиме изазову оштећења мембрана, 

ДНК и модификацију протеина (100). 

Антиоксидативни систем има значајну улогу у заштити при ћелијским оштећењима. 

Примарни антиоксиданти спречавају стварање реактивних врста кисеоника и представљају 

прву линију одбране ћелија од оксидативног стреса. Наведени антиоксиданти блокирају 

ланчану реакцију слободних радикала и, самим тим, онемогућавају пратећу пероксидацију 

липида (96), јер сваки од њих детоксикује неког припадника реактивних врста кисеоника 

(101). Један од примера је спрега која постоји између супероксид-дизмутазе, каталазе и 

глутатион-пероксидазе (Схема 2). Супероксид-дизмутаза је металоензим сa три изоензимске 

форме (102): цитосолна (Cu,Zn-SOD), митохондријална (Mn-SOD) и екстрацелуларна (EC-

SOD), које учествују у дизмутацији супероксид-анјон радикала (О2
•–

) до О2 и H2О2 

(каталитички уклањају О2
•–

). На њихово деловање се наставља активност ензима каталазе 

(103) и глутатион-пероксидазе. Каталаза (CAT) разлаже водоник-пероксид до воде (H2O) и 

молекулског кисеоника (О2), док га глутатион-пероксидазе (GSH-Px; GPx), са изузетком 

хепатоцитне глутатион-С-трансферазе (GST), преводе у H2O и оксидовани глутатион (96, 97). 
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Осим тога, глутатион-пероксидазе уклањају и органске хидропероксиде и липидне пероксиде, 

уз оксидацију глутатиона као косупстрата (2GSH + ROOH → GSSG + ROH + H2O). Цитохром-

оксидазе спречавају ослобађање активних кисеоничних врста током редукције О2 у H2O2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Схема 2. Примери инактивације слободних радикала 

 

 

Због великог броја реактивних врста које нарушавају хомеостазу ћелије и разноликости 

механизaма њиховог деловања, немогуће је дефинисати јединствено мерило 

антиоксидативног потенцијала. У процесу евалуације антиоксидативног потенцијала 

потребно је изабрати комбинацију више тестова који се заснивају на различитим принципима 

и показују антиоксидативни потенцијал испитиване супстанце путем различитих механизама 

деловања. 

Методе које се користе за одређивање антиоксидативног потенцијала агенса природног 

или вештачког порекла заснивају се на различитим механизмима одбрамбеног система 

антиоксиданаса попут: 

 способности хватања слободних радикала, 

 трансфера електрона и 

 инхибиције липидне пероксидације. 

Антиоксидативни потенцијал се утврђује серијом in vitro (антиоксидативни капацитет, 

неутрализација DPPH, пероксидног и хидроксилног радикала, хелатациони капацитет...), а 

затим и in vivo (каталитичка активност ензима оксидационог стреса) тестова. 
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1.6. Хепатопротективни потенцијал 

 

Имајући у виду озбиљне нежељене нуспојаве синтетичких агенаса (104) све је већа тежња 

ка истраживањима у циљу процене научних основа за традиционалне биљне лекове са 

хепатопротективним потенцијалом (105). Проблем употребе биљних лекова или њихових 

екстраката у савременој медицини је у чињеници да научни докази, у већини случајева, 

недостају. Ограничавајући фактори који доприносе овој ситуацији су: 

 недостатак стандардизације, 

 недостатак идентификације биолошки активних компоненти (106), 

 механизам деловања није довољно познат, 

 непостојање клиничких студија и 

 недостатак токсиколошких евалуација (107). 

Управо из ових разлога, студије са биљним екстрактима су корисне како би се добиле 

информације о њиховој безбедности, ефикасности и механизмима деловања. 

Деловање различитих хепатотропних и хепатотоксичних супстанци (лекова, токсичних 

материја, вируса...) доводи до микроморфолошких, ултраструктурних и функционалних 

промена и поремећаја јетре. Јетра има важну детоксикациону улогу, како од токсичних 

материја које се стварају у току нормалног ендогеног метаболизма, тако и од оних који долазе 

у организам из спољашње средине (108). 

Природни лекови, који се добијају из лековитих биљака, сматрају се ефикасним и 

безбедним алтернативним третманом за хепатотоксичност. Биљке које показују 

хепатопротективну активност садрже различите хемијске компоненте као што су феноли, 

кумарини, лигнани, етерична уља, монотерпени, каротеноиди, гликозиди, флаваноиди, 

органске киселине, липиди, алкалоиди и ксантени (109). 

Јетра је орган који генерише реактивне врсте кисеоника који индукују оксидативна 

оштећења ткива. Ови радикали реагују са ћелијским мембранама и индукују липидну 

пероксидацију (110, 111) или изазивају инфламацију, као важан патолошки посредник у 

многим клиничким поремећајима (112). Редукција ових радикала антиоксидантима је од 

кључног значаја за заштиту ћелија против разних болести као што је поремећај јетре (113, 

114). 

За испитивање хепатопротективног потенцијала биљних екстраката као модел токсичног 

оштећења јетре најчешће се користе једињења која доводе до оштећења хепатоцита 

механизмом у који су укључени слободни радикали попут угљен тетрахлорида (115) и 
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пирогалола (116, 117). Оваква једињења се примењују за процену хепатопротективног дејства 

управо биљних екстраката за које се зна или се претпоставља да делују антиоксидантно. 

С обзиром на разноврсност и сложеност функције јетре, не може се применом само једне 

методе проценити степен оштећења већ је потребно применити ''батерију'' тестова (118, 119). 

Генерално за утврђивање степена оштећења јетре мери се ниво аспартат-аминотрансферазе 

(АST), аланин-аминотрансферазе (АLТ), алкалнe фосфатазe (АLP), билирубинa и албуминa. 

Опште прихваћена класификација тестова за испитивање функције јетре обухвата три 

групе (120): 

 тестови за утврђивање капацитета јетре за транспорт органских анјона и метаболизам 

лекова (одређивање билирубина у серуму и урину), 

 тестови за откривање оштећења хепатоцита (тестови за одређивање новоа ензима у 

серуму попут аминотрансфераза, алкалне фосфатазе...) и  

 тестови за утврђивање капацитета биосинтезе јетре (серумски протеини, албумин, 

преалбумин, церулоплазмин, 1-антитрипсин, протромбинско време...). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. ЦИЉ ИСТРАЖИВАЊА 
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Полазећи од претпоставке да би до сада неистражена биљна врсте рода Cotinus, са 

територије републике Србије, могла бити потенцијални извор нових биолошки активних 

једињења, ова докторска дисертација имала је за циљ спровођење детаљних фитохемијских и 

биолошких испитивања метанолског екстракта биљне врсте Cotinus coggygria Scop. 

Циљ фитохемијских испитивања била је идентификација и квантификација фенолних 

једињења у екстракту биљне врсте C. coggygria применом спектрофотометријских метода и 

HPLC анализе. 

Мултидисциплинарни приступ је примењен са циљем да се обједини неколико 

биолошких активности метанолског екстракта биљке C. coggygria: примарни циљ је био да 

се утвди ефекат метанолског екстракта на функцију генетичког материјала код различитих 

модел организама, а затим и евалуација антимикробне, антиоксидативне и 

хепатопротективне активности екстракта ради утврђивања терапеутског потенцијала. 

Ефекат метанолског екстракта на функцију генетичког материјала код различитих модел 

организама утврђен је применом теста за детекцију полно везаних рецесивно леталних 

мутација код еукариотског модел организма Drosophila melanogaster на нивоу 

герминативних ћелија и Комет теста код D. melanogaster и пацова соја Wistar на нивоу 

соматских ћелија у in vivo условима. 

Антимикробна активност утврђена је применом стандардних метода, диск дифузиона и 

агар дилуциона, на серију бактерија и гљива, које су узрок многих инфекција. 

Процена антиоксидативне активности вршена је на основу праћења in vitro способности 

неутрализације слободних радикала (DPPH·), редукционог потенцијала и хелационе 

активности метанолског екстракта биљке C. coggygria. 

У циљу утврђивања механизама хепатопротективне активности метанолског екстракта 

биљке C. coggygria примењене су методе за процену биохемијских параметара у серуму 

пацова; одређена је релативна концентрација и експресија акутно фазних протеина у серуму 

и јетри пацова; in vivo инхибиција липидне пероксидације и активност антиоксидативних 

ензима; као и утицај метанолског екстракта на експресију транскрипционих фактора. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 
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3.1. Материјал коришћен у истраживањима 

 

3.1.1. Биљни материјал 

 

Биљка C. coggygria је сакупљана на територији јужне Србије (у селу Рујишту, планина 

Рогозна, на северу Косова), у току маја и јуна 2007. Врста је идентификованa и примерак је 

депонован (16178, БЕОУ) на Катедри за ботанику Биолошког факултета, Универзитета у 

Београду. 

 

3.1.2. Хемикалије и реагенси 

 

Сви реагенси и хемикалије употребљене у експерименталном раду су аналитичке 

чистоће. 

Пирогалол (каталошки број: 254002-50), SYBR GREEN I (каталошки број: С 9430), 

тиобарбитурна киселина (TBA), диметилсулфоксид (DMSO), 1,1-дифенил-2-пикрилхидразил 

(каталошки број: D9132), мирицетин (каталошки број: М 6760), нипагин (каталошки број: 

111 H5501) Sigma-Aldrich (St Louis, Mo., USA); инхибитори протеазе (Mix G, Serva), PVDF 

мембране (Hybond-P, Amersham Pharmacia Biotechnology); поликлонална антитела (NF-κB 

p65, фосфорилисан NF-κB p65 (Ser311) (рNF-κB), Akt 1/2/3, фосфорилисан Akt 1/2/3 (Ser 473) 

(pAkt), α2-макроглобулин (α2M ), тубулин (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Calif., USA) 

и хаптоглобин (Hp) (Sigma Aldrich Inc, Milwaуkee, Wis., USA); анти-хумана антитела за Hp и 

α2M (Sigma Aldrich Inc, Milwaukee, Wis., USA). 

 

3.1.3. Експериментални модел организми 

 

За извођење теста за детекцију полно везаних рецесивно леталних мутација у in vivo 

условима користе се две лабораторијске линије еукариотског модел организма D. 

melanogaster: једна линија је са нормалним фенотипом ("дивљи тип") и без леталних 

рецесивних мутација у генотипу ("Canton S") и друга са генским мутацијама на X хромозому 

(''Basc'' ili ''Muller – 5''). За извођење Комет теста користе се јединке "дивљег типа" ("Canton 

S"). Јединке D. melanogaster (Umea Stock Centre, Sweden) се чувају у теглицама са храњивим 

супстратом на константној температури од 25°C и при релативној влажности од 60%. 

Током експерименталног рада коришћени су и албино пацови соја Wistar, адултни 

мужјаци старости 2-2.5 месеца чија је телесна маса варирала између 220-250 g. Пре и током 
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експеримента животиње су држане под контролисаним условима на температури од 20 до 

22ºC, са дневно-ноћним ритмом на 12 сати. Примењена је нормална исхрана животиња 

комерцијално доступном храном. Животиње су третиране по протоколима одобреним од 

стране Етичког комитета за рад са експерименталним животињама, Института за биолошка 

истраживања у Београду, публикованим од стране Националног Института за здравље САД 

(публикација број 85/23, ревидирана 1986. године). 

 

3.2. Методе коришћене у истраживањима 

 

3.2.1. Поступак термичког третмана биљног материјала и екстракцијa са 

метанолом по Soxhlet-у 

 

Осушенe гране биљке C. coggygria (1.2 kg) уситњене су на мање комаде (2-6 mm) 

применом цилиндричне дробилице и естраховане са метанолом користећи Soxhlet-ову 

апаратуру. Добијени екстракт је профилтриран кроз филтер папирa (Whatman, број 1) и 

концентрован на ротационом вакуум упаривачу до сува како би се уклонио растварач. Суви 

остатак (32 g) је чуван у тамним стакленим бочицама до даље примене. 

 

3.2.2. Испитивање хемијског састава метанолског екстракта биљке Cotinus 

coggygria 

 

3.2.2.1. Спектрофотометријска метода са Folin-Ciocalteu реагенсом за 

одређивање укупне количине фенола у екстракту биљке Cotinus coggygria 

 

Метода по Folin-Ciocalteu је заснована на мерењу редукујућег капацитета полифенолних 

једињења, чијом дисоцијацијом настаје протон и феноксидни анјон. Настали феноксидни 

анјон редукује Folin-Ciocalteu реагенс до плаво обојеног јона. 

 

Раствори и реагенси: 

1. 7.5% раствор NaHCO3 

2. Folin-Ciocalteu реагенс 

3. Стандардни раствор галне киселине 
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Спектрофотометријско одређивање 

Реакциона смеша припремљена је мешањем 0.5 mL метанолског екстракта, 2.5 mL Folin-

Ciocalteu реагенса и 2 mL 7.5% NaHCO3 (121). Упоредо је припремљена и слепа проба. Након 

15 минута на 45°C измерене су апсорбанце на λ = 765 nm на спектрофотометру (ISKRA, 

MA9523-SPEKOL 211). На основу измерених апсорбанци, са калибрационе криве 

стандардног раствора галне киселине, очитана је концентрација полифенолних једињења, а 

затим је садржај полифенолних једињења у екстракту изражен као еквивалент галне 

киселине (mg галне киселине/g сувог биљног материјала). 

 

3.2.2.2. Спектрофотометријска метода са алуминијум-хлоридом за одређивање 

укупне количине флавоноида у екстракту биљке Cotinus coggygria 

 

Одређивање укупних флавоноида засновано је на њиховој особини да са металима дају 

одговарајуће метало - комплексе. 

 

Раствори и реагенси 

1. 2% раствир AlCl3  

2. Стандардни раствор рутина 

 

Спектрофотометријско одређивање 

У 0.5 mL 2% раствора AlCl3 додата је иста запремина екстракта, паралелно је 

припремљена и слепа проба (121). Апсорбанца је очитана на λ = 415 nm након 1 сата. 

На основу измерених апсорбанци, са калибрационе криве стандардног раствора рутина, 

очитана је концентрација укупних флавоноида, а затим је садржај укупних флавоноида у 

екстракту изражен као еквивалент рутина (mg рутина/g сувог биљног материјала). 

 

3.2.2.3. Спектрофотометријска метода за одређивање укупне количине танина у 

екстракту биљке Cotinus coggygria 

 

Метода за одређивање кондензованих танина из биљног материјала се заснива на 

таложењу проантоцијанида формалдехидом (122). Најпре се одређује садржај укупних 

фенола помоћу Folin-Ciocalteu-овог реагенса, као што је описано раније. Затим се у екстракту 

на сваки еквивалент галне киселине додаје по 0.5 мол еквивалената флороглуцинола. 
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Количина танина у екстракту одређује се из 2 mL биљног екстракта користећи Folin-

Ciocalteu-ову методу. Талог садржи проантоцианидине и познати износ флороглуцинола. 

Галотанини су хидросолисабилни танини који садрже остатке галне киселине 

естерификоване до полиола. Галотанини могу бити квантитативно одређени методом са 

калијум-јодатом. Ова метода се заснива на реакцији калијум-јодата (KIO3) са галоил естром 

(122), након чега се формира црвено обојење које прелази у жуто обојени комплекс. 

Концентрација црвеног интермедијера може се одредити спектрофотометријски мерењем 

апсорбанце раствора на 550 nm. Реакција је извршена додавањем 1.5 mL засићеног раствора 

калијум јодата у 3.5 mL екстракта на температури изнад 40°C до постизања максималне 

апсорбанце узорка (без обзира на време). Садржај галотанина одређен је користећи танинску 

киселину као стандард. 

 

3.2.2.4. HPLC метода за утврђивање квалитативног и квантитативног састава 

метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria 

 

Квантификација појединих фенолних једињења урађена је применом течне 

хроматографије високе резолуције (енг. high-pressure liquid chromatography, HPLC) са 

реверзном фазом. Узорци су убризгавани у Waters HPLC систем који се састоји од 1525 

бинарних пумпи, термостата и 717 аутосемплера повезаних са Waters 2996 диодом за 

детекцију зрачења (Waters, Milford, MA, USA). Раздвајање фенола је извршено на Symmetry 

C-18 RP колони величине 125 x 4 mm и пречником честица од 5 µm (Waters, Milford, MA, 

USA), повезаној са одговарајућом заштитном колоном. Пре убризгавања, сви узорци су 

филтрирани кроз најлонски филтер са величином пора од 0.22 µm (Phenomenex, Torrrance, 

CA, USA). Две мобилне фазе, А (0.1% фосфорна киселина) и Б (ацетонитрил) су коришћене 

при протоку од 1 mL/min са следећим градијент профилом: првих 20 минута са 10 на 22% Б, 

затим 20 минута линеарни раст до 40% Б, а затим 5 минута уназад до 10% Б и додатних 5 

минута довођења у равнотежно време. Прикупљање података и спектрална евалуација за 

потврду пика спроведена је применом Waters Empower 2 софтвера (Waters, Milford, MA, 

USA). 
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3.2.3. Ефекат метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria на функцију 

генетичког материјала код различитих модел организама 

 

3.2.3.1. Тест за детекцију полно везаних рецесивно леталних мутација код 

еукариотског модел организма Drosophila melanogaster у in vivo условима 

 

Један од најпогоднијих објеката за лабораторијска истраживања у биологији, а пре свега 

на пољу проучавања проблема везаних за мутационе процесе, јесу мушице рода Drosophila. 

Тип интерцелуларне активације присутан код Drosophila представља важну погодност за 

њихово коришћење као модел организме јер су њихови микрозоми способни за исте 

ензимске реакције које се одигравају у јетри сисара. 

За извођење теста користе се две лабораторијске линије, једна са нормалним фенотипом 

(нпр. "Oregon", "Canton S"...) и друга са генским мутацијама на X хромозому које 

условљавају морфолошке промене у односу на "дивљи тип" (''Basc'' ili ''Muller - 5'') која носи 

три генетске мутације на локусима X хромозома: семидоминантна Bar мутација (B) – 

морфолошке промене облика сложеног ока адулта које се огледају у фенотипу познатом као 

бар-око; друга мутација је apricot (w
a
) има фенотипски ефекат на око у виду промене боје ока 

(хомозиготна или хетерозиготна комбинација рецесивног алела w
a
 условљава светло-оранж 

боју очију) и трећа мутација scute (sc) условљава различиту дужину и број торакалних 

чекиња. 

Код Basc линије на X хромозому се налази једна инверзија која спречава кросинг-овер и 

могућност да леталне мутације настале услед третмана мужјака буду инкорпориране у X 

хромозом који потиче од женке. Летална мутација, настала услед излагања X хромозома 

мушког родитеља неком фактору спољашње средине, ће бити пренета мушком потомству F2 

генерације које носи дати X хромозом. Одсуство мужјака са "дивљим фенотипом" у F2 

генерацији индикативно је за наслеђивање полно везаних рецесивно леталних мутација. 

 

Припремни поступци 

 

Eксперименту испитивања утицаја метанолског екстракта биљке C. coggygria на 

функцију генетичког материјала код D. melanogaster као модел организма, претходи низ 

припремних поступака као што је разливање супстрата и пребацивање и одвајање мушица у 

циљу добијања неоплођених женки и мужјака одређене старости. 

Поступак за припрему супстрата на којима се пребацују мушице приказан је у Прилогу 1. 



Докторска дисертација  Материјал и методе 

Сања Матић 34 

 

Поступак пребацивања и одвајања мужјака од женки приказан је у Прилогу 2. 

 

Третман 

 

Мужјаци старости 3-4 дана се чувају у теглицама без храњивог супстрата 5 сати, а затим 

се пребацују у теглице са метанолским екстрактом биљке C. coggygria (на дно теглице се 

постави филтер папир са 2 mL екстрактa). Исти поступак се понавља и за негативну, 1% 

водени раствор сахарозе, и за позитивну контролу, 0.75 ppm етил метаносулфонат (ЕМС) 

(123). По истеку 24 сата мужјаци се пребацују у теглице са храњивим супстратом у којима 

бораве наредна 24 сата (тзв. период релаксације). 

За испитивање антигенотоксичности мужјаци се држе 24 сата у теглицама у којима се 

налази филтер папир на који је нането 2 mL ЕМС-а, а затим 24 сата са 2 ml 2% раствором 

метанолског екстракта биљке C. coggygria (пост-третман). Исти поступак се понавља и за 

утврђивање антигенотоксичне активности мирицетина, главне компоненте метанолског 

екстракта биљке C. coggygria, као и кверцетина и рузмаринске киселине, у концентрацији од 

100 ppm. 

 

Поступак 

 

По један третиран мужјак се укршта са по три неоплођене, нетретиране и три дана старе 

женке Basc линије (I легло). Током два дана женке остају у теглицама са мужјацима, а затим 

се мужјаци пребацују у нове теглице са по три нове женке (II легло). Након три дана, 

мужјаци се пребацују у нове теглице са новим неоплођеним женкама (III легло), након три 

дана мужјаци се избацују, а женке остају у теглицама још пет дана, ради полагања јаја.  

Након излегања јединки F1 генерације сачека се три дана како би се обавило укрштање по 

принципу ''брат-сестра'', а затим се по принципу случајности из сваке теглице узима по десет 

парова и појединачно се ставе у флаконе. Након седам дана и након полагања јаја мушице се 

уклањају, а излегле јединке представљају F2 генерацију. Генотоксичан/антигенотоксичан 

ефекат се утврђује на нивоу ове генерације. Јединке се прикупљају сваког другог дана у 

периоду од десет дана, а затим се пребројавају и региструју фенотипови (колико има "дивљег 

типа", а колико Basc мужјака). Ако има мужјака "дивљег типа" то значи да на X хромозому 

није дошло до рецесивних леталних мутација. Уколико нема мужјака "дивљег типа" то значи 

да X хромозом има леталну мутацију (Слика 5). 
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Слика 5. Фенотипске разлике у боји очију код мужјака "дивљег типа" (А) и Basc 

мужјака (Б), разликовање женке од мужјака (постојање полног чешља на 

предњим екстремитетима мужјака (В и Г) 

(http://www.hoxfуlmonsters.com/2009/01/novel-gateway-cloning-system-with-

molecуlar-tags-in-drosophila/) 

 

У F2 генерацији женке су хомозиготне или хетерозиготне за Basc мутацију, а мужјаци су 

хемизиготни за Basc мутацију и/или су "дивљег типа", ако тестирани агенс није 

генотоксичан. 

P:   Basc/Basc x X/Y 

F1: Basc/X x Basc/Y 

F2: Basc/Basc; BascY; Basc/X; X/Y 

 

Имајући у виду да сви стадијуми сперматогенезе нису подједнако осетљиви, третирани 

мужјаци се три пута сукцесивно укрштају са новим Basc женкама (I, II и III легло), и добија 

се потомство које се разликује по стадијуму сперматогенезе на ком је била герминативна 

ћелија при третману тест супстанцом. Прво легло даје потомке који су се развили из зигота 

који су настали спајањем јајне ћелије нетретираних женки и сперматозоида третираних 

мужјака који су на том стадијуму били у контакту са екстрактом. Друго легло даје потомке 

који су се развили из зигота који су настали спајањем јајне ћелије нетретираних женки и 

сперматозоида третираних мужјака који су на стадијуму сперматида били у контакту са 

екстрактом, а треће легло даје потомке који су се развили из зигота који су настали спајањем 
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јајне ћелије нетретираних женки и сперматозоида третираних мужјака који су на стадијуму 

сперматоцита били у контакту са метанолским екстрактом биљке C. coggygria (124). 

Укупан број третираних X хромозома једнак је збиру леталних и нелеталних култура, а 

фреквенца полно везаних рецесивних летала израчунава се из формуле (1): 

 

  
нелеталаБројлеталаБрој

леталаБрој
Летала%


   (1) 

 

при чему се % летала утврђује у свакој експерименталној групи. 

 

3.2.3.2. Алкална верзија Комет теста код Drosophila melanogaster у in vivo 

условима 

 

У Генетичкој токсикологији најчешће се као модел организми користе пацови и мишеви, 

међутим, последњих неколико година, један од основних проблема, и за науку и за етику, је 

смањење броја експерименталних организама. У овом контексту, нагласак је дат на 

коришћењу алтернативних модел организама као што је D. melanogaster, чију употребу 

препоручује и Европски центар за валидацију алтернативних метода (енг. European Centre 

for the Validation of Alternative Methods). 

Комет метода (енг. Single cell gel electrophoresis или Comet assay) је једноставна, брза и 

осетљива техника за анализу и квантификовање ДНК оштећења на нивоу индивидуалне 

ћелије. Метода је названа Комет метода јер ДНК подсећа на комету - интактна ДНК чини 

главу, а оштећена ДНК реп ''комете''. 

Принцип Комет методе састоји се у хоризонталној електрофорези индивидуалних, 

појединачних ћелија у агарозном гелу. Ћелије се претходно лизирају како би се отклонили 

ћелијски протеини при чему је ДНК молекулу омогућено одмотавање под алкалним или 

неутралним условима, а затим се ДНК пропушта кроз електрично поље и боји 

флуоресцентним бојама. Током електрофорезе покидани делови ДНК (оштећена ДНК) 

мигрирају од језгра (интактне ДНК). Дужина ДНК која је ''отпуштена'' од главе комете 

директно је пропоционална ДНК оштећењу. Најједноставнији типови ДНК оштећења су 

двоструки преломи ДНК ланца (енг. ''double strand breaks''). Такви преломи се могу 

детектовати Комет методом у неутралним условима јер резултирају ДНК фрагментима. 

Једноструки преломи ДНК ланца (енг. ''single strand breaks'') стварају ДНК фрагменте само 

ако су два ланца ДНК одвојена или денатурисана (одмотавање ДНК се врши при pH од 12.1). 
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Kонтролисањем услова у којима се одвија лиза и одмотавање ДНК могуће је пратити 

различита оштећења ДНК молекула. 

Због величине ћелија, протокол Комет теста у коме се као модел организам користи D. 

melanogaster се разликује од општег протокола. Концентрација агарозе са ниском тачком 

топљења је 1.5% насупрот 0.75% која се углавном користи и препоручује (69). Модификације 

постоје и у саставу пуфера за лизирање ћелија (не додаје се диметилсулфоксид) и трајању 

електрофорезе (електрофореза траје 15 минута). 

 

Третман 

 

За утврђивање генотоксичног ефекта метанолског екстракта биљке C. coggygria користи 

се предњи део задњег црева ларви на трећем ступњу развића лабораторијске линије "Canton 

S'' (Слика 6). 

Поступак дисекције и припреме узорака приказан је у Прилогу 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 6. Развојни цуклус врсте Drosophila melanogaster 

(http://www.hoxfulmonsters.com/2008/05/drosophila/) 
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Једна група ларви (10 ларви по групи) старости 72 ± 2 сата (24 ± 1ºC) пребацује се на 

супстрат са ЕМС-ом (1 ml, 1 mМ), друга група у супстрат са метанолским екстрактом биљке 

C. coggygria (1%), трећа само на храњиви супстрат. Након 24 сата испирају се са 50 mM PSS 

(119.0 NaCl, 25 NaHCO3, 11.1 глукоза, 4.7 KCl, 1.6 CaCl2, 1.2 MgSO4, 1.2 KH2PO4, pH 7.4). 

Одстрани се предњи део задњег црева и пребаци у епендорф са 50 mM PSS и припреми се 

ћелијска суспензија по методи Howell и Taylor-а (125) модификованој од стране 

Mуkhopadhyay и сарадника (126). Затим се 50 mM PSS замени са колагеназом (300 l 0.5 

mg/mL у PBS-у, pH 7.4, 15 минута на 24 ± 1ºC). Ћелијска суспензија се процеди кроз 

најлонску мрежу (60 μm), а колагеназа се уклони испирањем са PBS-ом, 3 пута по 5 минута 

уз благо мешање, и на крају се дода 80 μl PBS. 

 

Поступак 

 

Стаклене плочице се оперу детерџентом, осуше и обришу 70% етанолом. За плочице се 

користи 1% ''нормална'' агароза (енг. normal melting agarosa - NMA) у PbS-у (20 mM 

Na2HPO4, 10 mM KCl, 70 mM KH2PO4, 340 mM NaCl, pH 7.4), а затим се плочице суше у Easy 

breeze gel dryer-у или на собној температури током ноћи. За узорке се користи 1.5% агароза 

са ниском тачком топљења (енг. low melting point agarose - LMPA) у PbS-у. 

У 80 μl узорка додаје се 80 µl LMPA, а затим се одпипетира 75 µl и наноси се на 

претходно припремљене плочице, одмах се прекрије са покровним стаклом како би се 

ћелијска суспензија зајeдно са LMPA распоредила у танком слоју по предметном стаклу 

(126). 

Након 10 минута пажљиво се уклоне покровна стакла и нанесе се 75 µl 1% LMPA. Након 

10 минута плочице се поређају у пластичне посуде са пуфером за лизу (2.5 M NaCl, 100 mM 

EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100, pH 10.0). По истеку 2 сата на 4ºC, плочице се пребацују 

у пластичне посуде са пуфером за електрофорезу (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH 13.0) 10 

минута пре хоризонталне електрофорезе на 0.7 V/cm (300 mA/25 V, 15 минута). Плочице се 

изваде из кадице за електрофорезу, обришу се и поређају у пластичне посуде са пуфером за 

неутрализацију (0.4 M Tris-HCl, pH 7.4; на собној температури 3 пута по 5 минута). 

Пре анализирања неопходно је да се плочице осуше, а затим се боје етидијум бромидом 

(75 l) и покрију покровним стаклом. Применом флуоресцентног микроскопа Nikon (Ti-

Eclipse) анализирају се и сликају ћелије, за сваки узорак 3 мерења по 100 ћелија. 

Степен оштећења ДНК утврђује се помоћу две комплементарне методе, квантитативне и 

квалитативне методе дистрибуције оштећења. ''Комете'' су визуално анализиране и 
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класификоване у пет категорија (127), дефинисаних као 0, 1, 2, 3 и 4, где 0 указује на 

одсуство ДНК оштећења; 1, 2 и 3 на мање, средње и дуге ДНК миграције; и 4 на највиши 

степен деградације, ''комете'' са врло малим главама и дугим репом (Слика 7).  

 

Слика 7. Дистрибуција ''комета'' у различите класе на основу степена оштећења након 

бојења са етидијум бромидом. Класа 0 – неоштећена ДНК; класа 1, 2 и 3 - мање, средње и 

дуге ДНК миграције и класа 4 - максимално оштећење ДНК 

 

 

Укупан скор се израчунава применом формуле (2) Manoharan и Banerjee (128): 

 

Укупан скор = (% ћелија у класи 0 x 0) + (% ћелија у класи 1 x 1) + (% ћелија у класи 2 x 2) + 

(% ћелије у класи 3 x 3) + (% ћелија у класи 4 x 4) 

(2) 

 

Након визуалне анализе ћелије су квантификоване применом софтвера 

TriTekCometScore
ТМ

 Freeware v1.5 доступан на web страници 

http://www.aуtocomet.com/main_home.php. Дужина репа и % ДНА у репу изабрани су као 

параметри за процену степена оштећења ДНК. 

 

3.2.3.3. Алкална верзија Комет теста код албино пацова соја Wistar у in vivo 

условима 

 

Третман 

 

За процену утицаја метанолског екстракта биљке C. coggygria на функцију генетичког 

материјала на сисарском модел организму, пацови соја Wistar су подељени у четири групе са 

по пет животиња. Три групе животиња су третиране интраперитонеално једном дозом 

екстракта у концентрацији од 500, 1000 и 2000 mg/kg телесне масе. Концентрације су 

засноване на растворљивости метанолског екстракта у физиолошком раствору. Четврта 

http://www.autocomet.com/main_home.php
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група је третирана са физиолошким раствором (0.9% NaCl) и представља негативну 

контролу. Три одвојена експеримента су спроведена. Животињама које су жртвоване 

декапитацијом 2, 12, 24, 48 и 72 сата након третмана уклоњене су и обрађене јетре, док је 

животињама жртвованим након 24 и 72 сата обрађена и коштана срже како би се добила 

суспензија ћелија. 

У циљу утврђивања утицаја метанолског екстракта биљке C. coggygria у концентрацији 

од 500 mg/kg телесне масе пацова и мирицетина, у концентрацији која одговара тестираној 

дози екстракта, педесет животиња је подељено у десет  експерименталних група, са по пет 

животиња у свакој групи. Прва група животиња, негативна контрола, третирана је са 

физиолошким раствором. Друга експериментална група третирана је интраперитонеално са 

пирогалолом, 100 mg/kg телесне масе, претходно раствореног у физиолошком раствору. 

Трећа експериментална група је третирана интраперитонеално једном дозом од 500 mg/kg 

екстракта биљке C. coggygria 2 сата пре третмана са пирогалолом, а четврта група је 

третирана са метанолским екстрактом биљке C. coggygria (500 mg/kg телесне масе) 12 сати 

пре третмана са пирогалолом. Пета и шеста група су третиране са једном дозом мирицетина, 

која одговара концентрацији присутној у тестираној дози екстракта. Након 2 сата, пета група, 

и након 12 сати, шеста експериментална група, су третиране са пирогалолом у концентрацији 

од 100 mg/kg. Седма и осма експериментална група интраперитонеално је третирана са 

једном дозом мирицетина, а девета и десета са екстрактом биљке C. coggygria (500 mg/kg 

телесне масе). Након третмана животиње су жртвоване, јетре су уклоњене и обрађене како 

би се добилe суспензијe ћелија. 

 

Поступак 

 

Стаклене плочице се оперу детерџентом, осуше и обришу 70% етанолом. За припремање 

плочица користи се 1.5% ''нормална'' агароза у PbS-у (20 mM Na2HPO4, 10 mM KCl, 70 mM 

KH2PO4, 340 mM NaCl, pH 7.4). За припремање узорака користи се 1% агароза са ниском 

тачком топљења у PbS-у. 

У узорку јетре или косне сржи додаје се по 1 mL свеже припремљеног и охлађеног HBSS 

пуфера (0.14 g/l CaCl2, 0.4 g/l KCl, 0.06 g/l KH2PO4, 0.1 g/l MgCl2x6H2O, 0.1 g/l MgSO4x7H2O, 

8.0 g/l NaCl, 0.35 g/l NaHCO3, 0.09 g/l Na2HPO4x7H2O, 1.0 g/l D-глукоза, 20 mM EDTA и 10% 

DMSO), уситни се узорак и процеди. Поступак се понавља три пута и коначна суспензија 

ћелија се прикупља. 
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Из смеше која се састоји од 10 µl ћелијске суспензије и 75 µl 1% LMPA одпипетира се 85 

µl, наноси се на претходно припремљене плочице и одмах се прекрије са покровним стаклом 

како би се ћелијска суспензија зајeдно са LMPA распоредила у танком слоју по предметном 

стаклу. 

Након 10 минута пажљиво се уклоне покровна стакла и нанесе се 100 µl 1% LMPA. 

Након 10 минута плочице се поређају у пластичне посуде са пуфером за лизу (2.5 M NaCl, 

100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100, 10% DMSO, pH 10.0). Након 1 сата и 30 минута 

на 4ºC, плочице се пребацују у пластичне посуде са пуфером за електрофорезу (300 mM 

NaOH, 1 mM EDTA, pH 13.0), 30 минута пре хоризонталне електрофорезе (2 kV и 139 mA 

током 30 минута). Плочице се изваде из кадице за електрофорезу, обришу се и поређају у 

пластичне посуде са пуфером за неутрализацију (0.4 Tris-HCl, pH 7.4, на собној температури 

3 пута по 5 минута), а затим у 97% етанолу 20 минута (68). 

Пре анализирања неопходно је да се плочице осуше у Easy breeze gel dryer-у 30 минута 

или током ноћи на собној температури, а затим се боје SYBR GREEN I (90 l) и покрију 

покровним стаклом. Применом флуоресцентног микроскопа Leica DMLB са CCD камером 

анализирају се и сликају ћелије, за сваки узорак 3 мерења по 100 ћелија. 

 

 

 

Слика 8. Дистрибуција ''комета'' у различите класе на основу степена оштећења након 

бојења са SYBR GREEN I. Класа 0 – неоштећена ДНК; класа 1, 2 и 3 - мање, средње и дуге 

ДНК миграције и класа 4 - максимално оштећење ДНК 

 

Степен оштећења ДНК мерен је помоћу две комплементарне методе, квантитативне и 

квалитативне методе дистрибуције оштећења, као и код модел организма D. melanogaster. 

Комете су прво визуално анализиране и класификоване у пет категорија (127), дефинисаних 

као 0, 1, 2, 3 и 4 (Слика 8). Укупан скор је израчунат применом формуле (2). Проценат 

редукције (%Р) у укупном скору након третмана са метанолским екстрактом биљке C. 
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coggygria, а у циљу утврђивања антигенотоксичног ефекта, рачуна се применом формуле (3) 

(128, 129): 

 

100
Вскораукупног.в.сАскораукупног.в.с

Бскораукупног.в.сАскораукупног.в.с
Р% 




  (3) 

 

где с.в. укупног скора А представља средњу вредност укупног скора у позитивној 

контроли (пирогалол третираној групи); с.в. укупног скора Б представља средњу вредност 

укупног скора у групи третираној метанолским екстрактом биљке C. coggygria (или 

мирицетином) пре третмана са пирогалолом и с.в. укупног скора В представља средњу 

вредност укупног скора у негативној контроли. 

Након визуелне анализе, ћелије су квантификоване применом софтвера 

TriTekCometScore
ТМ

 Freeware v1.5. Дужина репа, % ДНА у репу и репни моменат изабрани 

су као параметри за процену степена оштећења ДНК. 

 

 

3.2.4. Антимикробна активност метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria 

применом стандардних микробилошких метода 

 

Eксперименту одређивања антимикробне активности претходи низ припремних 

поступака комплетно урађених према предвиђеном протоколу публикованом од стране 

Националног комитета за клиничке лабораторијске стандарде САД (енг. National Committee 

for Clinical Laboratory Standards) (130). 

Припремни поступци за чврсте подлоге, на којима се врши засејавање култура, и течне 

подлоге, у којим се одређује антибиограм, приказани су у Прилогу 4. 

У експеримент су укљућене следеће културе: 

Staphylococcus aureus (IPH), Bacillus subtilis (IPH), Klebsiella pneumoniae (B26), 

Escherichia coli (ATCC 25923), Staphylocossus aureus (ATCC 25923), Micrococcus lysodeikticus 

(ATCC 4698), Candida albicans (ATCC 10259), Pseudomonas fluorescens (B28), Pseudomonas 

glycinea (B40), Bacillus mycoides (B1), Erwinia carotovora (B31), Agrobacterium tumefaciens 

(B11), Azotobacter chroococcum (B14), Enterobacter cloaceae (B22), Trichoderma viride (SB11), 

Trichoderma harzianum (SB12), Penicillium chrysogenum (SB 22), Penicillium cyclopium (SB 23), 

Aspergillus glaucus (SB 32) и Fusarium oxysporum (SB 91). 
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Све коришћене културе бактерија добијене су од Института за заштиту здравља у 

Крагујевцу и Природно-математичког факултета, Универзитета у Београду. 

 

 

3.2.4.1. In vitro одређивање антимикробне активности метанолског екстракта 

биљке Cotinus coggygria дифузионом методом 

 

У претходно стерилисане Петри посуде одпипетира се по 1 mL суспензије спора одређене 

културе (6.5 x 10
6
 CFU/mL за бактерије и 3 x 10

4
 CFU/mL за гљиве; енг. Colony forming unit, 

CFU), а затим се разлива по 10 mL подлоге (храњиви и Mуller-Hinton-ов агар за бактерије и 

Sabourand декстрозни агар за гљиве). Након очвршћавања и инкубације 20 минута на 37ºC на 

подлогама се бактериолошком петљом формирају цилиндри пречника 7 mm (131), у којима 

се пипетом укапава метанолски екстракт биљке C. coggygria (150, 300, 500 и 1000 µg) 

односно стандард (Амрацин, 100 µg за бактерије и Нистатин, 100 µg за гљиве). Као 

контролни раствор коришћен је 5% DMSO. Након инкубација од 24 сата на 37ºC за 

бактерије, и 48 сати на 28ºC за гљиве, мерене су зоне инхибиције. Пречник зоне инхибиције 

мерен је у mm, два пута за сваку концентрацију. 

 

3.2.4.2. In vitro одређивање антимикробне активности метанолског екстракта 

биљке Cotinus coggygria дилуционом методом 

 

Минимална инхибиторна концентрација (MIC) метанолског екстракта биљке C. coggygria 

одређена је макродилуционом методом (132, 133). Припреми се серија разблажења 

испитиваног екстракта у храњивој подлози. У епрувете се стерилном пипетом одмери по 1 

mL течне подлоге. У прву епрувету се додаје 1 mL раствора екстракта, односно стандардног 

антибиотика одређене концентрације. Раствори подлоге и супстрата се мешају до 

хомогенизације. Потом се пипетом узима 1 mL добивеног раствора из прве епрувете и 

преносе у другу. Сукцесивним двоструким разблаживањем полазног раствора супстрата, 

добија се серија раствора екстракта у опсегу од 7.8 g/mL до 500 g/mL, односно 

стандардних једињења. Затим се у све епрувете додаје по 0.1 mL припремљене суспензије 

спора (5.4 x 10
6
 CFU/mL за бактерије и 3 x 10

4
 CFU/mL за гљиве). По истеку 24 сата за 

бактерије и 72 сата за гљиве, на температури од 38ºС, очитавају се вредности минималне 

инхибиторне концентрације. То је најмања концентрација екстракта која инхибира видљиви 
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раст микроорганизма. Као стандарди коришћени су Амрацин, 5 µg/mL за бактерије и 

Нистатин, 5 µg/mL за гљиве. 

 

 

3.2.5. Одређивање антиоксидативне активности метанолског екстракта биљке 

Cotinus coggygria 

 

In vitro антиоксидативна активност метанолског екстракта биљке C. coggygria испитивана 

је применом DPPH методе, одређен је хелациони капацитет и редуктивна активност. У in vivo 

условима утврђена је концентрација липидних пероксида применом TBARS есеја и 

активност антиоксидативних ензима (SOD, MnSOD, CuZnSOD, CAT и GST). 

 

3.2.5.1. Одређивање "скевинџер" активности на DPPH˙ радикале метанолског 

екстракта биљке Cotinus coggygria у in vitro условима 

 

Могућност неутрализације стабилног DPPH˙ радикала метанолским екстрактом биљке C. 

coggygria испитивана је применом DPPH (1,1-дифенил-2-пикрил-хидразил) радикала са 

максималном апсорбанцом на 517 nm (134). Метода неутрализације DPPH˙ радикала се 

широко примењује при одређивању антиоксидативне активности на дугоживећим 

радикалима и представља стандардну методу утврђивања опште антиоксидативне 

активности испитиваног једињења (135). 

 

Поступак 

 

Од метанолског екстракта биљке C. coggygria почетне концентрације 1 mg/mL припреми 

се серија од шест раствора концентрације 5, 10, 25, 50, 125 и 250 μg/mL у етанолу. Као 

референтна супстанца у овом тесту коришћен је комерцијални антиоксидант, аскорбинска 

киселина (Asc). Свеж раствор 1,1-дифенил-2-пикрил-хидразила се до употребе чува у 

фрижидеру, у нормалном суду заштићеном са алуминијумском фолијом. 

У стаклене епрувете се одмери по 1 mL 0.3 mM DPPH раствореног у етанолу и по 2.5 mL 

екстракта различитих концентрација. Након 30 минута на собној температури мери се 

умањење апсорбанце раствора на таласној дужини од 517 nm у односу на бланко пробу. 

Проценат инхибиције се израчунава по формули (4): 
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100
А

АА
Инхибиције%

бланк

узоракбланк



     (4) 

где је Абланк апсорбанца DPPH без метанолског екстракта биљке C. coggygria и Аузорак 

апсорбанца DPPH са метанолским екстрактом биљке C. coggygria. 

 

3.2.5.2. Одређивање Fe
2+

 хелационе активности метанолског екстракта биљке 

Cotinus coggygria у in vitro условима 

 

Способности метанолског екстракта биљке C. coggygria да врши инхибицију стварања 

комплекса Fe
2+

- ферозин одређена је методом по Decker и Welch (136). 

 

Поступак 

 

Припреми се серија раствора метанолског екстракта и стандарда етилен диамин тетра 

ацетичне киселине (енг. еthylenediaminetetraacetic acid, EDTA) у метанолу. 

У 1 mL екстракта различитог разблажења додаје се 3.7 mL метанола, 0.1 mL 2 mM 

раствора FeCl2 и 0.2 mL 5 mM раствора ферозина. Смеша се остави да одстоји 10 минута на 

собној температури након чега се мере апсорбанце на 562 nm (у односу на метанол као 

бланко пробу, тј. стандард). Способност метанолског екстракта да у наведеним 

експерименталним условима хелатизујe феро-јон рачуна се према једначини (5): 

100
А

А1
(%)ефекатХелациони

бланк

узорка



     (5) 

 

3.2.5.3. Одређивање редуктивне активности метанолског екстракта биљке 

Cotinus coggygria у in vitro условима 

 

Редуктивна способност метанолског екстракта биљке C. coggygria одређена је применом 

методе по Oyaizu (137). 

 

Поступак 

 

У 0.3 mL екстракта додаје се 0.3 mL 1% калијум ферицијанида и 0.3 mL 200 mM 

фосфатног пуфера (pH 6.6). Након инкубирања 20 минута на 50ºC и хлађења на собној 

температури, додаје се 0.3 mL 10% трихлорсирћетне киселине и центрифугира се 10 минута 
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на 1000 x g. Аликвотира се 0.6 mL супернатанта и помеша се са 0.12 mL 0.1% фери-хлорида 

и 0.6 mL дејонизоване воде. Смеша се остави да одстоји 10 минута на собној температури и 

мери се апсорбанца на 700 nm. Редуктивна активност цистеина је коришћена као стандард. 

 

 

3.2.6. Одређивања биохемијских параметара у серуму пацова у in vivo условима 

 

У серуму су одређене концентрације ензима аспартат аминотрасферазе (AST), аланин 

аминотрансферазе (ALT) и алкалне фосфатазе (ALP), количина укупног билирубина и 

гвожђа. Сви параметри су одређени према клиничким протоколима Интернационалне 

Федерације за Клиничку Хемију (енг. International Federation of Clinical Chemistry, IFCC). 

 

Третман 

 

У овом експерименту су коришћени пацови соја Wistar који су 2 или 12 сати пре 

апликације 100 mg/kg пирогалола, раствореног у физиолошком раствору, интраперитонеално 

третирани са метанолским екстрактом биљке C. coggygria (500 mg/kg), или са еквивалентном 

дозом мирицетина, док су контролне животиње третиране са физиолошким раствором или 

пирогалолом. Након третмана животиње су жртвоване, прикупљeна је крв, центрифугирана 

на 3000 x g (Sorval центрифуга, ротор SS-34, DJB Labace Ltd., Newport Pagnell, 

Buckinghamshire, УK), 10 минута на 4ºC. Серум у виду супернатанта изнад талога крвних 

ћелија је аликвотиран и чуван на -20ºC. 

 

3.2.6.1. Одређивање концентрације аспартат-аминотрасферазе (AST) 

 

Каталитичка концентрација аспартат-аминотрансферазе мери се на основу реакције 

трансаминације апсартата и редукције насталог оксал-ацетата (138). 

 

Поступак 

 

Реагенс А (пуфер/ензим реагенс):  

Tris-HCl пуфер 100 mmol/L, pH 7.8, 

L-Aspartate 300 mmol/L, 

лактат дехидрогеназа ≥ 900 У/L, 
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малат дехидрогеназа ≥ 600 У/L; 

Реагенс Б (супстрат):  

α-кетоглутарат 60 mmol/L и  

NADH 0.9 mmol/L и  

Радни реагенс:  

Аликвот од 1 mL реагенса Б се помешаса 1 mL реагенсa А и хомогенизује уз пажљиво 

мешање. 

У претходно термостатирану кивету на 37ºС одпипетира се 100 μL серума и 1000 μL 

радног реагенса. Раствор се пажљиво промеша и након 1 минута се унесе у Perkin-Elmer 

Lambda 25 UV/Vis спекрофотеметар и очита апсорбанца на 340 nm. Апсорбанца се поново 

очитава након 1, 2 и 3 минута. Након очитавања апсорбанци израчунава се разлика између 

узастопних мерења и бележи просечна разлика у апсорбанцама по минути (ΔА/мин). 

Каталитичка активност AST-а рачуна се по формули (6): 

    L/U
VI

10V

мин

A

c

6

T 






     (6) 

где је Vт укупна запремина раствора, Vс запремина анализираног узорка, ε моларна 

апсорбанца NADH на 340 nm (εNADH=6300), I дебљина кивете од 1 cm, 1 U/L износи 0.0166 

μкат. 

 

 

3.2.6.2. Одређивање концентрације аланин-аминотрансферазе (ALT) 

 

Каталитичка концентрација аланин-аминотрансферазе мери се на основу реакције 

трансаминације L-аланина и редукције насталог пирувата (139). 

 

Поступак 

 

Реагенс А (пуфер/ензим реагенс):  

Tris-HCl пуфер 150 mmol/L pH 7.5,  

L-Ala 750 mmol/L,  

лактат дехидрогеназа ≥ 1200 У/L; 

Реагенс Б (супстрат): 

α-кетоглутарат 90 mmol/L и  

NADH 0.9 mmol/L и 
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Радни реагенс:  

Аликвот од 1 mL реагенса Б се помеша са 1 mL реагенсa А и хомогенизује уз 

пажљиво мешање. 

У претходно термостатирану кивету на 37ºС одпипетирати 100 μL серума и 1000 μL 

радног реагенса. Раствор се пажљиво промеша и након 1 минута се унесе у Perkin-Elmer 

Lambda 25 UV/Vis спекрофотеметар и очита апсорбанца на 340 nm. Апсобранца се поново 

очитава након 1, 2 и 3 минута. Након очитавања апсорбанци израчунава се разлика између 

узастопних мерења и бележи просечна разлика у апсорбанцама по минути (ΔА/мин). 

Каталитичка активност ALT рачуна се по формули (6). 

 

 

3.2.6.3. Одређивање концентрације алкалне фосфатазe (АLP) 

 

Каталитичка активност алкалне фосфатазе мери се на основу реакције хидролитичке 

дефосфорилације р-нитрофенолфосфата (140). 

 

Поступак 

 

Основни реагенси за одређивање каталитичке активности ALP припремају се мешањем 

следећих реагенаса: 

Реагенс А: 

AMP 420 mmol/L,  

магнезијум-ацетат 2.4 mmol/L,  

ZnSO4 1.2 mmol/L,  

HEDTA 2.4 mmol/L, (pH=10.7), 

Реагенс Б (супстрат): 

4-нитрофенилфосфат (4-NPP) 16.3 mmol/L, 

Радни реагенс: 

Аликвот од 1 ml реагенса Б се помеша са 1 mL реагенсa А и хомогенизује уз пажљиво 

мешање. 

У претходно термостатирану кивету на 37ºС одпипетирати 20 μL серума и 1000 μL 

радног реагенса. Раствор се пажљиво промеша и након 1 минута се унесе у Perkin-Elmer 

Lambda 25 UV/Vis спекрофотеметар и очита апсорбанца на 340 nm. Апсобранца се поново 

очитава након 1, 2 и 3 минута. Након очитавања апсорбанци израчунава се разлика између 
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узастопних мерења и бележи просечна разлика у апсорбанцама по минути (ΔА/мин). 

Каталитичка активност ALP рачуна се по формули (7): 

L/U2757
мин

A



      (7) 

 

 

3.2.6.4. Одређивање концентрације укупног билирубина 

 

Билирубин реагује са диазо-једињењима градећи црвено обојени комплекс. Реакција се 

прекида додатком аскорбинске киселине која разара преосталу диазо боју. Концентрација 

укупног билирубина у серуму одређује се додатком Фелинговог раствора II при чему 

комплекс мења боју из црвене у плаву (141). 

 

Поступак 

 

Реагенс А:  

кофеин-бензоат (260 mmol/L кофеина, 964 mmol/L натријум-ацетата, 520 mmol/L 

натријум-бензоата и 2.69 mmol/L Na2EDTA); 

Реагенс Б: 

диазо реагенс I (29 mmol/L сулфанилне киселине, 175 mmol/L HCl), 

диазо реагенс II (72 mmol/L натријум-нитрита);  

10 mL реагенса I помеша се са 0.25 mL реагенса II; 

Реагенс В: 

аскорбинска киселина 227 mmol/L и 

Реагенс Г (Фелинг II):  

К,Na-тартарат 1.24 mmol/L, NaOH 2.5 mol/L. 

Раствор за одређивање укупног билирубина припрема се мешањем 2.0 mL реагенса А, 1.0 

mL серума и 0.5 mL реагенса Б. Раствор се добро измеша и остави да остоји 10 минута након 

чега се додаје 0.1 mL регаенса В и 1.4 mL реагенса Г. Слепа проба припрема се мешањем 2.0 

mL реагенса А, 0.1 mL реагенса В и 0.5 mL реагенса Б. Раствор се добро измеша и остави да 

стоји 10 минута након чега се додаје 1.4 mL реагенса Г. Укупни билирубин одређује се према 

формули (8): 

    L/mol5,73)АA(
спуб

                                      (8) 
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3.2.6.5. Одређивање концентрације гвожђа у серуму пацова соја Wistar 

 

Ниво гвожђа у серуму мерена је применом Ferrimat кита (bioMerieуx SA, Marcy-l’Étoile, 

France), који омогућава колориметријско одређивање гвожђа у серуму и плазми без 

депротеинизације. Метода је заснована на дисоцијацији тровалентног гвожђа од свог носача 

трансферина у киселој средини и редукцији у двовалентну форму. Двовалентно гвожђе са 

хелатором (ферозином) гради плаво обојени комплекс. Интензитет боје, мерен на 590 nm, је 

директно пропорционалан концентрацији гвожђа у узорку. Концентрација гвожђа у узорку је 

одређена поређењем оптичке густине на 590 nm са стандардном кривом. С обзиром да се 

тровалентно гвожђе редукује у двовалентно, мерена је укупна концентрација гвожђа. Да би 

се утврдила концентрација слободног двовалентног гвожђа у серуму (насупрот укупном 

гвожђу), спроведена је иста процедура као и за одређивање укупног гвожђа осим што је 

редуктант (хидроксиламин) искључен из поступка. 

 

Поступак 

 

Реагенс 1:  

Стандард гвожђа, 

Реагенс 2:  

Гуанидин хидрохлорид 4.5 mol/L, 

хидроксиламин 230 mmol/L, 

ацетатни пуфер 44.4 mmol/L pH 5.0, 

Реагенс 3: 

Ферозин и ацетатни пуфер 44.4 mmol/L pH 5.0. 

Бланко проба припрема се мешањем 1.5 mL реагенса 3, 150 L реагенса 2 и 0.5 mL 

дестиловане воде која не садржи гвожђе. Узорак за анализу припрема се мешањем 1.5 mL 

реагенса 3, 150 L реагенса 2 и 0.5 mL серума. Стандардни раствор припрема се мешањем 

1.5 mL реагенса 3, 150 L реагенса 2 и 0.5 mL реагенса 1. Након инкубације 40 минута на 

собној температури очитају се апсорбанце на 590 nm. 
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3.2.7. Квантитативна анализа акутно фазних протеина Hp и α2M 

 

3.2.7.1. Релативна концентрација акутно фазних протеина Hp и α2M у 

серуму пацова соја Wistar 

 

За анализу протеина серума пацова коришћена је метода једнодимензионалне ("Rocket") 

имуноелектрофорезе по модификованој методи Laurell-а (142). Метода се заснива на 

имунопреципитационој реакцији антиген - антитело у агарозном гелу на месту оптималног 

односа антигена и антитела. Антиген, односно протеин из серума, преципитира у агарозном 

гелу који садржи моноспецифично антитело искључиво на тај протеин. Концентрација 

антигена у узорку пропорционална је висини преципитационог лука и користи се за 

квантитативно одређивање антитела. 

 

Третман 

 

За мерење нивоа акутно фазних протеина Hp (хаптоглобин) и α2M (α2-макроглобулин) у 

серуму, 30 пацова соја Wistar је подељено у шест група са по пет пацова у свакој групи. Једна 

група пацова, третирана интраперитонеално са физиолошким раствором, представља 

негативну контролу. Једна група је третирана са терпентинским уљем, 1 μL по граму телесне 

тежине пацова, у циљу индуковања акутно фазног одговора. Преостале четири групе пацова 

једнократно су третиране са C. coggygria метанолским екстрактом у концентрацији од 500 

mg/kg телесне масе. Животиње су жртвоване у различитим временским интервалима: 

контролна група и терпентином третиране животиње 24 сата након третмана, а преостале 

четири групе третиране са метанолским екстрактом биљке C. coggygria 12, 24, 48 и 72 сата 

након третмана. Након декапитације пацова узета крв је центрифугирана на 3000 x g (Sorval 

центрифуга, ротор SS-34, DJB Labace Ltd., Newport Pagnell, Buckinghamshire, UK), 10 минута 

на 4ºC. Серум у виду супернатанта изнад талога крвних ћелија је аликвотиран и чуван на -

20ºC до употребе. 

 

Поступак 

 

На стаклене плочице се наноси 1% агароза у Tris-барбиталном пуферу (70 mM Tris-HCl 

pH 8.6, 20 mM барбитал, 3 mM Na-азид, 0.4 mM Ca-лактат) у коју је претходно додата 

одговарајућа количина моноспецифичног антитела на Hp и α2M. Након полимеризације 
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агарозног гела наношени су узорци серума (10 g) претходно разблажени на адекватан начин 

(1:15 в/в) у Tris-барбиталном пуферу. Електрофореза је текла у истом пуферу преко ноћи, 

при сталној волтажи од 100 V уз непрекидно хлађење апаратуре циркулишућом чесменском 

водом. На месту оптималног односа антигена и антитела формирани су комплекси у облику 

лукова. По завршној електрофорези гелови су испирани два сата са концентрованим PBS 

пуфером (340 mM NaCl, 10 mM KCl, 20 mM Na2HPO4, 70 mM KH2PO4, pH 7.2) ради 

уклањања непреципитованих протеина, а затим у води ради уклањања соли. Гелови су 

фиксирани на стаклене површине, осушени уклањањем воде помоћу вишеструких слојева 

филтер папира и сушени на 60ºC. Гелови су бојени бојом Coomassie плаво R (0.25% боја, 

40% метанол и 7% сирћетна киселина) и одбојени у одбојивачу (40% метанол и 7% сирћетна 

киселина). Квантификовање протеина је вршенo пресликавањем лукова на милиметарском 

папиру и мерењем захваћене површине испод преципитационог лука. Релативна промена у 

концентрацији испитиваног протеина у серуму је изражена као однос између вредности за 

контролне (100%) и третиране пацове. 

 

3.2.8. Одређивање концентрације липидних пероксида применом TBARS есеја 

у јетри и серуму пацова у in vivo условима 

 

TBARS (енг. thiobarbituric acid reactive substances) есеј се заснива на реакцији 

малондиалдехида са тиобарбитурном киселином (TBA) на 95°C. Ниво TBARS-а је одређен у 

јетри и серуму по методи Ohkawa и сарадника (143). 

 

Третман 

 

Двадесет пет пацова соја Wistar је подељено у пет експерименталних група, са по пет 

пацова у свакој групи. Прва група животиња, негативна контрола, третирана је са 

физиолошким раствором. Друга група животиња је третирана са пирогалолом (100 mg/kg). 

Трећа експериментална група је третирана интраперитонеално са једном дозом од 500 mg/kg 

телесне масе метанолског екстракта биљке C. coggygria 2 сата пре третмана са пирогалолом, 

а четврта група са метанолским екстрактом биљке C. coggygria 12 сати пре третмана са 

пирогалолом. Пета експериментална група је третирана интраперитонеално са метанолским 

екстрактом биљке C. coggygria (500 mg/kg телесне масе). Након третмана животиње су 

жртвоване, 500 mg јетре се изолује, испере са 0.9% NaCl и хомогенизује са 4.5 mL 0.15 mol/L 

KCl. Прикупљена крв се центрифугира на 3000 x g (Sorval центрифуга, ротор SS-34, DJB 
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Labace Ltd., Newport Pagnell, Buckinghamshire, UK), 10 минута на 4ºC. Серум, у виду 

супернатанта изнад талога крвних ћелија, је аликвотиран и чуван на -20ºC. 

 

Поступак 

 

У 0.1 mL аликвота хомогената јетре или серума додаје се 0.2 mL 8.1% SDS-а, 1.5 mL 20% 

сирћетне киселине (pH 3.5), 1.5 mL 0.8% TBA, 0.7 mL воде и инкубира 60 минута на 95ºC. 

Након хлађења на собној температури, додаје се 1 mL воде и 5 mL n-бутанол-пиридина (у 

запреминском односу 15:1), а затим се центрифугира 10 минута на 3000 x g. Апсорбанце 

црвено обојеног супернатанта се мере на 532 nm. Калибрациона крива је припремљена уз 

малондиалдехид као стандард (концентрација малондиалдехида је у опсегу од 25 nmol/mL до 

1 μmol/mL). 

 

3.2.9. Одређивање активности антиоксидативних ензима у јетри пацова у in 

vivo условима 

 

Антиоксидативни систем има значајну улогу у заштити при ћелијским оштећењима. 

Примарни антиоксиданси спречавају стварање реактивних врста кисеоника (енг. reactive 

oxygen species, ROS) и представљају прву линију одбране ћелија од оксидативног стреса. 

Посебно су значајни тзв. антиоксидативни ензими и њихова улога у регулацији и одбрани 

организма од нежељених дејстава слободних радикала. Главни антиоксидативни ензими су: 

супероксид дизмутаза (енг. superoxide dismutases, SOD) са три изоензима; интрацелуларни: 

бакар-цинк супероксид дизмутаза (енг. copper–zinc superoxide dismutases, CuZn-SOD), 

митохондријски: манган супероксид дизмутаза (енг. мanganese superoxide dismutases, Mn-

SOD) и екстрацелуларни: EC-SOD; каталаза (енг. catalase, CAT) и глутатион-С-трансфераза 

(енг. glutathione S-transferase, GST). 

 

Третман 

 

Експеримент је обухватио двадесет и пет животиња подељених у пет експерименталних 

група, са по пет животиња у свакој групи. Прва група је третирана са физиолошким 

раствором, друга са пирогалолом (100 mg/kg), а трећа и четврта са метанолским екстрактом 

биљке C. coggygria (500 mg/kg) 2 и 12 сати пре третмана са пирогалолом. Пета 

експериментална група је третирана интраперитонеално само са метанолским екстрактом 
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биљке C. coggygria (500 mg/kg). Након третмана животиње су жртвоване, одстрањене су 

јетре и по 300 g од сваке јетре је хомогенизовано у 0.25 mol/L сахарозе, 0.1 mol/L EDTA и 

0.05 mol/L Tris-HCl, pH 7.4. У току хомогенизације посуда за хомогенизацију је хлађена на 

+4°C, а клип и посуда су после сваке јетре испирани физиолошким раствором. Након 

сонификације (три пута по 15 секунди са паузама од 10 секунди, 20 kHz), узорци су 

центрифугирани 90 минута на 100 000 x g у Beckmann Ti 50 центрифуги (Beckman Coulter, 

Inc., Miami, Fla., USA). Добивени супернатант је аликвотиран и чуван на -80°C. 

 

 

Поступак 

 

Да би се изразила активност антиоксидативних ензима по mg протеина, концентрације 

протеина су колориметријски одређене према методи Lowry и сарадника (144). Метода се 

заснива на биуретској реакцији пептидних веза протеина и купри јона у алкалној средини и 

реакцији фосфомолибденско-фосфоволфрамовог реагенса са тирозином и триптофаном 

садржаним у испитиваним протеинима. Узорак запремине 2 μL разблажен је са водом до 

финалне запремине од 200 μL и помешан са 1 mL свеже припремљеног раствора који се 

добија мешањем 1 mL 1% CuSO4∙5H2O, 1 mL 2% K-Na-тартарата и 98 mL 2% Na2CO3 у 0.1 N 

NaOH. Након 10 минута на собној температури узорцима је додат Фолинов реагенс 

разблажен у односу 1:2 (в/в) са дестилованом водом. После 10 минута, колико је потребно да 

се развије боја, мерене су апсорпције узорака на 750 nm наспрам "слепе" пробе на 

спектрофотометру (Shimatzu UV-160). 

Активност укупне SOD, заснована на способности SOD да инхибира аутооксидацију 

епинефрина до адренохрома (изражена као U/mg протеина), је мерена методом описаном од 

стране Misra и Fridovich (145). Активност манган-SOD (МnSOD) је одређена након 

преинкубације са 8 mmol/L КCN, док је активност бакар-цинк-SOD (CuZnSOD) израчуната 

из разлике између укупне SOD и МnSOD активности. Активност каталазе (CAT) је oдређена 

праћењем брзине декомпозиције водоник пероксида и изражена је као μmol H2O2/min/mg 

протеина (146). Активност ензима GST у хомогенату јетре је одређена методом Habig и 

сарадника (147), коришћењем 1-хлоро-2,4-динитробензена (CDNB) као супстрата, а изражена 

је у nmol GSH/min/mg протеина. 
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3.2.10. Квантитативна анализа експресије протеина 

 

Western блот анализа подразумева трансфер биолошких узорака са гела на мембрану, као 

и њихову детекцију на површини мембране уз примену антитела. Специфичност антиген-

антитело реакције омогућава да се у смеши различитих протеина детектује циљни протеин. 

 

Третман 

 

Четрдесет пацова соја Wistar је подељено у осам експерименталних група, са по пет 

пацова у свакој групи. Прва група животиња, негативна контрола, третирана је са 

физиолошким раствором (0.9% NaCl). Животиње у другој експерименталној групи су 

интраперитонеално третиране са пирогалолом (100 mg/kg телесне масе). Трећа 

експериментална група је третирана само са метанолским екстрактом биљке C. coggygria у 

концентрацији од 500 mg/kg телесне масе, четврта са екстрактом 2 сата пре третмана са 

пирогалолом, а пета група са метанолским екстрактом 12 сати пре третмана са пирогалолом. 

Шеста експериментална група је третирана интраперитонеално само са мирицетином, седма 

са мирицетином 2 сата, а осма 12 сати пре аплицирања пирогалола. Након третмана 

животиње су жртвоване и јетре су уклоњене и обрађене како би се добили хомогенати. 

Око 300 mg јетре пацова је хомогенизовано на 4°C у 2 mL претходно охлађеног пуфера за 

изолацију (10 mmol/L Tris, pH 7.6, 1 mmol/L EDTA, 250 mmol/L сахарозе) који садржи смешу 

инхибитора протеазе (Protease inhibitor, Mix G; SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Germany). Узорци су центрифугирани 20 минута на 9700 x g, на 4°C у Eppendorf центрифуги. 

Супернатант је аликвотиран у епендорфе и подвргнут дубоком замрзавању на -80ºС у течном 

азоту. 

 

3.2.10.1. Електрофоретско раздвајање протеина 

 

За раздвајање и карактеризацију протеина коришћена је техника једнодимензионалне 

електрофорезе на полиакриламидном гелу у присуству содиум-додецилсулфата (SDS). Ову 

методу, која се заснива на раздвајању протеина на основу њихових молекулских маса, 

поставио је Laemmli (148). 

SDS-полиакриламидна гел електрофореза је систем са великом моћи раздвајања 

протеинских фракција захваљујући чињеници да полиакриламидни гел служи као инертни 

матрикс кроз који се протеини крећу под утицајем електричног поља, при чему величина 

пора гела зависи од његовог процента, тако да се поре могу прилагођавати маси протеина. 
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Сами протеини су ресуспендовани у раствору у коме се налази SDS који се везује за 

хидрофобне регионе протеинских молекула одвијајући их у ланчасти облик. Како сваки 

молекул протеина везује велики број молекула SDS-а, читав молекул постаје негативно 

наелектрисан и креће се у електричном пољу ка позитивном полу. У полиакриламидном 

гелу, који служи као молекулско сито, комплексна мешавина протеина се раздваја у низ 

дискретних трака које постају видљиве након бојења. 

Током експеримента коришћен је полиакриламидни гел који садржи 12% акриламида, 

0.3% метилен-бис-акриламида, 375 mM Tris-HCl pH 8.8, 0.1% SDS и 4 M уреу. Гел је 

полимеризован уз додатак 0.05% TEMED-а и 0.02% амониум персулфата. Гел за 

сконцентрисавање узорака је 4% и садржи 0.125 M Tris-HCl, pH 6.8, 0.1% SDS, 0.05% APS и 

0.1% TEMED. На гел је наношено по 20 g хомогената јетре, растворених у пуферу за узорак 

који садржи 5% SDS, 5 mM Tris-HCl pH 7.0, 200 mM DTT и 20% глицеролa. Као пуфер за 

електрофорезу коришћен је Tris-глицински пуфер pH 8.8 (0.192 M глицин, 25 mM Tris-HCl, 

0.1% SDS). Електрофореза је трајала 1 сат на 0.12 kV кроз гел за сконцентрисавање, односно 

на 0.15 kV кроз гел за раздвајање протеина и рађена је у БиоРад систему (Mini-Protein II, 

Elektrophoresis Cell). 

 

3.2.10.2. Бојење протеина на полиакриламидном гелу 

 

По завршеној полиакриламидној електрофорези, протеини из контролних јетри и јетри 

третираних пацова су бојени у смеши која садржи 0.1% боју Coomassie-plavo (Coomassie 

brilliant blуe R-250), метанол, воду и глацијалну сирћетну киселину у запреминском односу 

2.5:2.5:1. Након бојења, преко ноћи, вршено је одбојавање гела у мешавини метанола, воде и 

глацијалне сирћетне киселине у запреминском односу 5:5:1. 

 

3.2.10.3. Пренос протеина на PVDF мембране 

 

Након раздвајања на једнодимензионалној електрофорези протеини су преношени на 

поливинилиден-флорид (PVDF) мембране (Hybond-P, Amersham Pharmacia Biotech, 

Schenectady, N.Y., USA). Овај трансвер протеина са гела на мембране обављен је у апарату за 

трансфер БиоРад (Mini Trans-Blot Electophoretic Transfer Cell). Након електрофорезе гел и 

мембране су инкубирани 90 минута у пуферу за трансфер (0.3% Tris baze, 1.4% глицин, 20% 

метанол). Електро-пренос је вршен на 0.03 kV преко ноћи. По завршеном трансферу 

мембране су бојене бојом Ponceau-S (1% Ponceau-S у 5% сирћетној киселини), а гел 
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Coomassie-плавим ради провере исправности тока трансфера и електрофорезе. Мембране су 

чуване на 4ºC до употребе у имуно-блот анализи. 

 

3.2.10.4. Western имуно-блот анализа за различита антитела 

 

Квантитативна анализа експресије протеина рађена је по модификованој методи Towbin и 

сарадника (149). Суштина ове методе је да се, након електрофоретског раздвајања протеина и 

њиховог пребацивања на мембране, примарно антитело везује за протеине, а секундарно 

антитело препозна антигене детерминанте на примарном антителу. 

Мембране су инкубиране 30 мин у 0.05% Tween 20 и 3% немасном млеку у TBS пуферу 

(50 mM Tris-HCl, pH 7.6, 150 mM NaCl), а затим са полиспецифичним антителом за NF-κB 

p65, фосфорилисаним NF-κB p65 (Ser311) (pNF-κB), Akt 1/2/3, фосфорилисаним Akt 1/2/3 

(Ser 473) (pAkt), α2-макроглобулином (α2M), тубулином (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

Calif., USA), и хаптоглобулином (Hp) (Sigma–Aldrich Inc., Milwaukee, Wis., USA) у раствору 

TBS-Tween два сата на собној температури. По завршеној инкубацији, мембране су испране 

неколико пута по 5 мин у раствору TBS-Tween и инкубиране са одговарајућим секундарним 

антителом коњугованом пероксидазом (IgG-HRP, sc-2379, Santa Cruz Biotechnology). 

Секундарно антитело коришћено је у разблажењу 1:1000 (в/в) у раствору TBS-Tween, током 

инкубације од једног сата на собној температури. Невезана секундарна антитела су потом 

одстрањена испирањем неколико пута по 5 мин у раствору TBS-Tween и два пута у самом 

TBS-у. Визуализација сигнала је постигнута луминол реагенсом (Santa Cruz Biotechnology), а 

квантификација са TotalLab (Phoretik) софтвером (верзија 1.10) у односу на тубулин или 

актин. 

 

3.2.11. Статистичка обрада података 

 

Међу дескриптивним статистичким параметрима за ниво анализираних обележја, 

израчуната је аритметичка средина са стандардном девијацијом (СД) или стандардном 

грешком (СМЕ), са 95% интервалом поверења. Статистички значајна разлика утврђена је на 

нивоу грешке од 5% (p < 0.05). За тестирање статистичке значајности коришћен је Студентов 

т тест за зависне узорке, Тестирање разлике између пропорција - разлика између великих 

независних узорака (150) и анализа варијансе (ANOVA тест). За статистичку обраду података 

коришћен је компјутерски софтверски програм SPSS верзија 13.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, 

USA).



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. РЕЗУЛТАТИ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Докторска дисертација  Резултати 

Сања Матић 59 

 

4.1. Хемијски састав метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria 

 

4.1.1. Спектофотометријско одређивање полифенолних једињења у екстракту 

биљке Cotinus coggygria 

 

У Табели 2 приказани су резултати спектрофотометријског одређивања полифенолних 

једињења у метанолском екстракту биљке C. coggygria. 

Садржај укупних фенола износи 3.78  mg по g биљке, укупних флавоноида 8.29 mg по g 

биљке, док је садржај кондензованих танина и галотанина 1.24 и 0.53 mg по g биљке, 

респективно. 

 

Табела 2. Садржај укупних фенола, флавоноида и танина у метанолском екстракту биљке 

Cotinus coggygria 

 

Cotinus 

coggygria 

метанолски 

екстракт  

Укупни 

феноли 

(mg ГК/g биљке)
а
 

Укупни 

флавоноиди 

(mg РУ/g биљке)
б
 

Кондензовани 

танини 

(mg ГК/g биљке)
в
 

Галотанини 

 

(mg ТК/g биљке)
г 

3.78 ± 0.19 8.29 ± 0.37 1.24 ± 0.35 0.53 ± 0.03 

Резултати представљају средњу вредност и стандардну девијацију из три независна 

експеримента. 

a 
милиграми еквивалената галне киселине (ГК) по граму сувог биљног материјала; 

б
 милиграми еквивалената рутина (РУ) по граму сувог биљног материјала; 

в
 милиграми еквивалената галне киселине (ГК) по граму сувог биљног материјала; 

г
 милиграми еквивалената танинске киселине (ТК) по граму сувог биљног материјала. 

 

 

 

4.1.2. HPLC анализа метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria 

Квалитативна и квантитативна анализа метанолског екстракта биљке C. coggygria 

извршена је применом поступка течне хроматографије под високим притиском. 
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Табела 3. Квалитативни и квантитативни састав метанолског екстракта 

биљке Cotinus coggygria 

 

Екстракт биљке Cotinus 

coggygria 

Садржај 

(µg/g екстракта)
a 

Рузмаринска киселина 18.55 ± 0.50 

Кумаринска киселина 1.75 ± 0.51 

Хлорогенска киселина 1.55 ± 0.04 

Ферулна киселина 1.15 ± 0.36 

Кафена киселина 0.75 ± 0.32 

Мирицетин 511.50 ± 0.50 

Кверцетин 69.80 ± 0.44 

Кемпферол 8.90 ± 0.15 

Резвератрол 2.65 ± 0.11 

Рутин 0.25 ± 1.05 

a
Резултати представљају средњу вредност и 

стандардну девијацију из три независна 

експеримента 

 

 

 

Квалитативном HPLC анализом метанолског екстракта биљке детектовано је присуство 

флавоноидa и фенолних киселина (Табела 3). У поређењу са осталим квантификованим 

једињењима, својим садржајем се издвајају флавоноиди мирицетин са 511.50 µg/g и кверцетин 

са 69.80 µg/g. Од укупно пет детектованих фенолних киселина са 18.55 µg/g најзаступљенија 

је фенолкарбонска рузмаринска киселина. 

Из приказаног хроматограма (Слика 9) може се видети да је, при наведеним условима, 

испитивани екстракт раздвојен на више компонената, међу којима је и мирицетин. 
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Слика 9. HPLC-хроматограм метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria 

 

 

 

4.2. Ефекат метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria на функцију 

генетичког материјала код различитих модел организама 

 

Са фитомедицинске тачке гледишта процена генотоксичности је од нарочитог значаја јер 

генотоксични ефекaт хемикалија или комплексне мешавине може бити од кључне важности. 

У традиционалној медицини целе биљке или микстуре биљака имају већу примену у 

односу на изоловане компоненте. Биљни екстракти често показују значајнију in vitro или/и in 

vivo активност у односу на изоловане компоненте у еквивалентној концентрацији. 

Имајући у виду да је квалитативном HPLC анализом метанолског екстракта детектовано 

да се мирицетин у поређењу са осталим квантификованим једињењима издваја својим 

садржајем, осим ефекта метанолског екстракта биљке C. coggygria на функцију генетичког 

материјала код различитих модел организама испитан је и утицај мирицетина у in vivo 

условима применом SLRL методе и Комет теста користећи D. melanogaster и пацове соја 

Wistar као модел организме. 
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4.2.1. Тест за детекцију полно везаних рецесивно леталних мутација код 

еукариотског модел организма Drosophila melanogaster у in vivo условима 

 

Фреквенца герминативних мутација изазваних етил метаносулфонатом у концентрацији од 

0.75 ppm знатно је виша од фреквенце мутација индукованих сахарозом, као негативном 

контролом. У односу на третман са сахарозом, екстракт биљке C. coggygria индуковао је 

рецесивне леталне X-везане мутације у две герминативне ћелијске линије, у сперматозоидима 

и сперматоцитама, док су се сперматиде показале као отпорније (Табела 4). У поређењу са 

ЕМС-ом, као позитивном контролом, екстракт биљке C. coggygria је индуковао мутације у 

сперматоцитaма, док су се сперматозоиди и сперматиде показале као отпорније на 5% 

метанолски екстракт (Табела 4).  

 

 

Табела 4. Учесталост полно везаних рецесивно леталних мутација након третмана мужјака 

врсте Drosophila melanogaster са метанолским екстрактом биљке Cotinus coggygria 

 

 Сахароза
а 

ЕМС
б 

Cc екстракт
в
 

екстракт
в 

tсахароза/ЕМС tсахароза/Cc екстракт tЕМС/Cc екстракт 

I легло Σ 300 221 269 9.51 5.45 5.26 

Број летала 5 73 34 p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.001*** 

% летала 1.67 33.03 12.64    

II легло Σ 269 161 284 8.38 2.57 7.04 

Број летала 5 54 17 p < 0.001*** p < 0.05* p < 0.001*** 

% летала 1.86 33.54 5.99    

III легло Σ 252 117 252 5.85 5.72 1.92 

Број летала 6 30 43 p < 0.001*** p < 0.001*** p > 0.5 

% летала 2.38 25.64 17.06    

I+II+III Σ 821 499 805 13.81 8.15 7.92 

Број летала 16 157 94 p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.001*** 

% летала 1.95 31.46  11.67     

а 
Сахароза; негативна контрола, 1%; 

б 
ЕМС; етил метаносулфонат, позитивна контрола, 0.75 ppm; 

в
 Cc екстракт; метанолски екстракт биљке Cotinus coggygria, 5%. 

Статистички значајне разлике: р < 0.05*; р < 0.001*** 
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Пост-третман са метанолским екстрактом биљке C. coggygria у концентрацији од 2% 

утицао је на смањење генотоксичности ЕМС-а у две герминативне ћелијске линије 

(сперматозоиди и сперматиде) у односу на позитивну контролну групу (Табела 5).  

 

Табела 5. Учесталост полно везаних рецесивнo леталних мутација након третмана 

мужјака врсте Drosophila melanogaster са етил метаносулфонатом и метанолским екстрактом 

биљке Cotinus coggygria 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

а 
Сахароза; негативна контрола, 1%; 

б 
ЕМС; етил метаносулфонат, позитивна контрола, 0.75 ppm; 

Статистички значајна разлика: p < 0.05*; p < 0.001*** 

 

 

Иако је третман са ЕМС-ом довео до значајног повећања у учесталости мутација у сва три 

легла, пост-третман са мирицетином (Табела 6) драстично је редуковао фреквенцу рецесивно 

Третман I легло Σ 

Број летала 

% летала 

II легло Σ 

Број летала 

% летала 

III легло Σ 

Број летала 

% летала 

I+II+III Σ 

Број летала 

% летала 

Сахароза
а 

300 269 252 821 

негативна контрола 5 5 6 16 

(1%) 1.67 1.86 2.38 1.95 

ЕМС
б 

276 201 146 623 

позитивна контрола 91 67 37 195 

(0.75 ppm) 32.97 33.33 25.34 31.30 

ЕМС (0.75 ppm) 214 123 107 444 

+ C. coggygria (2%) 52 16 22 90 

пост-третман 24.30 13.01 20.56 20.27 

 10.79 9.10 6.11 14.50 

tсахароза/ЕМС p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.001*** 

 7.53 3.55 4.52 9.23 

tсахароза/ пост-третман p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.001*** 

 2.17 4.45 0.84 4.15 

tЕМС/пост-третман p < 0.05* p < 0.001*** p > 0.5 p < 0.001*** 
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леталних X-везаних мутација, како у премејотичким, тако и у постмејотичким герминативним 

ћелијским линијама. У односу на негативну контролу, пост-третман са мирицетином 

статистички значајно је утицао на смањење генотоксичности ЕМС-а у све три герминативне 

ћелијске линије: сперматозоиди, сперматиде и сперматоците. 

 

 

Табела 6. Учесталост полно везаних рецесивнo леталних мутација након третмана мужјака 

врсте Drosophila melanogaster са мирицетином 

 

 Сахароза
а
 ЕМС

б
 М

в 
tсахароза/ЕМС tсахароза/ЕМС + М tЕМС/ЕМС + М 

I легло Σ 150 110 92 6.9 0.13 6.72 

Број летала 3 37 2 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001*** 

% летала 2.0 33.03 2.17    

II легло Σ 135 81 61 6.20 0.23 5.81 

Број летала 3 27 1 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001*** 

% летала 2.22 33.33 1.64    

III легло Σ 126 59 49 4.03 0.16 3.8 

Број летала 3 15 1 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001*** 

% летала 2.38 25.42 2.04    

I+II+III Σ 411 250 202 9.9 0.17 9.87 

Број летала 9 79 4 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001*** 

% летала 2.19 31.6 1.98    

а 
Сахароза; негативна контрола, 1%; 

б 
ЕМС; етил метаносулфонат, позитивна контрола, 0.75 ppm; 

в 
М; мирицетин, 100 ppm. 

Статистички значајне разлике: р < 0.001*** 

 

 

 

Пост-третман са кверцетином у концентрацији од 100 ppm статистички значајно је 

редуковао фреквенцу рецесивно леталних X-везаних мутација индукованих након третмана са 

ЕМС-ом у поређењу са негативном контролом (Табела 7). 
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Табела 7. Учесталост полно везаних рецесивнo леталних мутација након третмана мужјака 

врсте Drosophila melanogaster са кверцетином 

 

 Сахароза
а
 ЕМС

б
 К

в 
tсахароза/ЕМС tсахароза/ЕМС + К tЕМС/ЕМС + К 

I легло Σ 150 110 89 6.9 1.52 5.2 

Број летала 3 37 6 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001*** 

% летала 2.0 33.03 6.7    

II легло Σ 135 81 72 6.2 0.8 5.1 

Број летала 3 27 3 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001*** 

% летала 2.22 33.33 4.2    

III легло Σ 126 59 72 4.03 0.6 3.5 

Број летала 3 15 3 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001*** 

% летала 2.38 25.42 4.2    

I+II+III Σ 411 250 233 9.9 1.5 10.0 

Број летала 9 79 12 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001*** 

% летала 2.19 31.6 5.2    

а 
Сахароза; негативна контрола, 1%; 

б 
ЕМС; етил метаносулфонат, позитивна контрола, 0.75 ppm; 

в 
К; кверцетин, 100 ppm. 

Статистички значајне разлике: р < 0.001*** 

 

 

 

Третман са рузмаринском киселином 24 сата након третмана са ЕМС-ом редуковао је 

фреквенцу полно везаних рецесивно леталних мутација са високом сигнификантношћу (p < 

0.001***) у сва три легла. У поређењу са негативном контролом ова фенолна киселина је 

показала способност заштите ДНК од оштећења изазваног третманом са алкилирајућим 

агенсом (Табела 8). 
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Табела 8. Учесталост полно везаних рецесивнo леталних мутација након третмана мужјака 

врсте Drosophila melanogaster са рузмаринском киселином 

 

 Сахароза
а
 ЕМС

б
 РК

в 
tсахароза/ЕМС tсахароза/ЕМС + РК tЕМС/ЕМС + РК 

I легло Σ 150 110 80 6.9 0.24 6.6 

Број летала 3 37 2 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001*** 

% летала 2.0 33.03 2.5    

II легло Σ 135 81 91 6.2 0.65 6.4 

Број летала 3 27 1 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001*** 

% летала 2.22 33.33 1.1    

III легло Σ 126 59 73 4.03 0.25 3.7 

Број летала 3 15 2 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001*** 

% летала 2.38 25.42 2.7    

I+II+III Σ 411 250 244 9.9 0.17 9.7 

Број летала 9 79 5 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001*** 

% летала 2.19 31.6 2.1    

а 
Сахароза; негативна контрола, 1%; 

б 
ЕМС; етил метаносулфонат, позитивна контрола, 0.75 ppm; 

в 
РК; рузмаринска киселина, 100 ppm. 

Статистички значајне разлике: р < 0.001*** 

 

4.2.2. Алкална верзија Комет теста код Drosophila melanogaster у in vivo 

условима 

 

Применом алкалне верзије Комет есеја утврђен је степен оштећења ДНК на основу 

квалитативне анализе дужине репа и квантитативних параметара (% ДНК у репу и дужина 

репа) у соматским ћелијами ларви врсте D. melanogaster. 

Расподела комет класа након третмана са метанолским екстрактом биљке C. coggygria 

приказана је у Табели 9. У односу на негативну контролу, ларве третиране са ЕМС-ом 

показују висок ниво генотоксичности са доминацијом класа 2, 3 и 4 (максимум оштећења). 

Анализирајући расподелу комет класа након третмана са метанолским екстрактом у 

концентрацији од 1%, евидентно је да су ''комете'' са оштећењем које се може класификовати 
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у класе 0 и 1 (врло низак и низак степен оштећења ДНК) најраспрострањеније и да су ''комете'' 

са средњим степеном оштећења (класа 2) ретке. 

 

 

Табела 9. Генотоксични ефекат метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria применом 

квалитативних параметара 

 

Третман Ниво ДНК оштећења 

Укупан скор
в
 

0 1 2 3 4 

Негативна контрола 92.1±0.72 7.9±0.40 0.00±0.3 0.00±0.00 0.00±0.00 7.9±1.8 

ЕМС
а 

5.63±0.31 20.0±0.90 32.1±0.33 27.12±0.50 15.15±1.02 226.16±0.41
*
 

C. coggygria екстракт
б
 85.6±0.20 12.2±1.35 2.2±0.42 0.00±0.00 0.00±0.00 16.6±1.04

**
 

а 
ЕМС; етил метаносулфонат, позитивна контрола, 1 mM; 

б
C. coggygria екстракт, Cotinus coggygria екстракт, 1%; 

в 
Резултати представљају средњу вредност и стандардну девијацију три независна 

експеримента. 

*p < 0.05 у поређењу са негативном контролом, 

**p < 0.05 у поређењу са ЕМС-ом. 

 

 

У Табели 10 приказан је ефекат метанолског екстракта биљке C. coggygria на основу 

квантитативних параметара: % ДНК у репу и дужина репа, у ћелијама које су добијене 

изоловањем предњег дела задњег црева ларви врсте D. melanogaster. Статистички значајне 

разлике у одабраним квантитативним параметрима, у односу на негативну контролу, се могу 

уочити након третмана са ЕМС-ом. In vivo третман са метанолским екстрактом биљке C. 

coggygria у концентрацији од 1% није узроковао статистички значајне промене у односу на 

негативну контролу. 
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Tабела 10. Генотоксични ефекат метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria применом 

квантитативних параметара 

 

 Негативна 

контрола
 

ЕМС
а 

C. coggygria 

екстракт
б 

% ДНК у репу 

Дужина репа
 

9.42±0.70 

4.21±0.99 

17.3±1.33
* 

23.1±0.32
* 

10.17±0.51
**

 

5.04±0.21
**

 

Резултати представљају средњу вредност и стандардну девијацију 

из три независна експеримента. 

а 
ЕМС; етил метаносулфонат, позитивна контрола, 1 mM; 

б 
C. coggygria екстракт, Cotinus coggygria екстракт 1%. 

*
p < 0.05 у поређењу са негативном контролом, 

**
p < 0.05 у поређењу са ЕМС-ом. 

 

 

4.2.3. Алкална верзија Комет теста код албино пацова соја Wistar у in vivo 

условима 

 

Ефекат метанолског екстракта биљке C. coggygria у концентрацији од 500, 1000 и 2000 

mg/kg телесне тежине пацова, 2, 12, 24, 48 и 72 сата након третмана, приказан је у Табели 11. 

 

Taбела 11. Генотоксичност метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria применом Комет 

есеја на пацовима соја Wistar 

Третман 
Репни моменат  

2 12 24 48 72 

Негативна контрола 3.71±2.92 3.67±0.91 2.62±0.25 3.33±1.74 2.75±1.54 

C. coggygria екстракт      

500 mg/kg 3.98±2.44 3.32±1.94 3.13±0.11 3.02±2.36 2.84±0.16 

1000 mg/kg 17.32±1.16
*
 15.43±6.03

*
 11.72±0.13

*
 8.23±1.14

*
 6.73±0.15

*
 

2000 mg/kg 23.51±1.08
*
 19.65±2.61

*
 17.14±0.38

*
 13.31±1.22

*
 9.71±0.32

* 

Резултати представљају средњу вредност и стандардну девијацију три независна 

експеримента. 

*
p < 0.05 у односу на негативну контролу. 
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Статистички значајне разлике у репном моменту у односу на негативну контролу се могу 

уочити након третмана са испитиваном дозом екстракта биљке C. coggygria од 2000 mg/kg 

телесне тежине и са дозом од 1000 mg/kg. Насупрот томе, статистички значајно повећање у 

репном моменту није примећено након третмана са најнижом дозом од 500 mg/kg телесне 

масе у свим временским интервалима у односу на негативну контролну групу. Може се 

приметити да је оштећење ДНК 72 сата након третмана са 500, 1000 и 2000 mg/kg телесне 

тежине знатно мање него 2 сата након третмана. 

Средње вредности репног момента у узорцима јетре и коштане сржи 24 и 72 сата након 

третмана са метанолским екстрактом биљке C. coggygria у концентрацији од 500, 1000 и 2000 

mg/kg телесне масе приказане су у Табели 12. У групи животиња третираних 

интраперитонеално са екстрактом у концентрацији од 500 mg/kg телесне масе није уочена 

статистички значајна разлика у репном моменту у односу на контролну групу. У односу на 

негативну контролу, знатно повећање у репном моменту уочено је 24 и 72 сата након 

третмана са екстрактом у концентрацији од 1000 и 2000 mg/kg телесне масе. Треба истаћи да 

се 72 сата након третмана уочава благи пад у вредностима репног момента, како у јетри, тако 

и у коштаној сржи, у односу на репни моменат 24 сата након третмана. 

 

Табела 12. Репни моменат 24 и 72 сата након третмана албино пацова соја Wistar са 

метанолским екстрактом биљке Cotinus coggygria 

 

Третман 

Репни моменaт 

Јетра Коштана срж 

24 72 24 72 

Негативна контрола 2.7±0.2 2.7±0.2 5.4±0.25 5.4±0.25 

C. coggygria екстракт     

500 mg/kg 3.1±0.11 2.8±0.16 5.80±0.17 5.6±0.12 

1000 mg/kg 11.7±0.13
*
 6.7±0.15

*
 16.55±0.43

*
 13.8±0.40

*
 

2000 mg/kg 17.1±0.38
*
 9.6±0.32

*
 20.80±0.63

*
 17.5±0.36

*
 

Резултати представљају средњу вредност и стандардну девијацију три независна 

експеримента. 

*
p < 0.05 у односу на негативну контролу. 
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У узорцима јетре животиња третираних са екстрактом биљке C. coggygria у концентрацији 

од 500 mg/kg телесне масе, није уочена статистички значајна разлика у укупном скору између 

третираних животиња и негативне контроле (Табела 13). Већина ''комета'' је неоштећена 

(класа 0), са само неколико ћелија са минималним (класа 1) и средњим оштећењем (класа 2). 

У узорцима јетре животиња третираних са 1000 и 2000 mg/kg констатовано је оштећење ДНК. 

У групи животиња третираних са екстрактом у концентрацији од 1000 mg/kg телесне масе, 

визуелно се може уочити присуство ''комета'' са знатним оштећењем (класе 3 и 4) у односу на 

контролну групу. Највиши ниво оштећења ДНК забележен је у групи животиња које су 

третиране са 2000 mg/kg телесне тежине након оба временска интервала. 

 

 

Табела 13. Генотоксични ефекат метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria у јетри 

пацова соја Wistar 24 и 72 сата након третмана 

 

Третман Ниво ДНК оштећења Укупан скор
а 

0 1 2 3 4 

Негативна контрола 84.1±1.32 10.6±0.40 6.30±0.3 0.00±0.00 0.00±0.00 23.20±1.10 

C. coggygria екстракт 

 

24 сата након третмана 

500 mg/kg 78.8±0.42 15.6±0.44 5.60±0.16 0.00±0.00 0.00±0.00 26.80±2.30 

1000 mg/kg 43.8±0.33 32.8±0.20 17.7±0.40 4.70±0.40 1.00±0.21  86.30±0.83
*
 

2000 mg/kg 27.2±0.26 38.8±0.34 25.7±0.39 6.10±0.19 2.01±0.21 116.50±1.14
*
 

C. coggygria екстракт 72 сата након третмана 

500 mg/kg 81.0±0.84 13.4±0.16 5.70±0.84 0.00±0.00 0.00±0.00 24.80±0.45 

1000 mg/kg 41.6±0.26 45.0±0.42 10.1±0.18 3.10±0.24 0.00±0.00 74.50±1.14
*
 

2000 mg/kg 30.4±0.32 47.2±0.35 16.6±0.37 2.90±0.24 1.03±0.25 92.10±1.22
*
 

а
Резултати представљају средњу вредност и стандардну девијацију три независна 

експеримента. 

*
p < 0.05 у односу на негативну контролу. 
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Проценат ''комета'' распоређених у класе, које представљају степен оштећења ДНК у 

узорцима коштане сржи, 24 и 72 сата након in vivo третмана са метанолским екстрактом 

биљке C. coggygria, представљен је у Табели 14. Са доминацијом ''комета'' у класи 0 и готово 

без присуства комета у класама 1 и 2, може се констатовати да не постоји статистички 

значајна разлика између животиња третираних са метанолским екстрактом у концентрацији 

од 500 mg/kg и нетретираних животиња. Под истим околностима, у групи животиња 

третираних са 1000 и 2000 mg/kg телесне тежине, уочено је статистички значајно повећање у 

оштећењу ДНК у односу на контролну групу. 

 

 

Табела 14. Генотоксични ефекат метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria у коштаној 

сржи пацова соја Wistar 24 и 72 сата након третмана 

 

Третман 

Ниво ДНК оштећења Укупан скор
а
 

0 1 2 3 4 

Негативна контрола 79.8±0.41 20.2±0.35 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 21.0±1.60 

C. coggygria екстракт 24 сата након третмана 

500 mg/kg 76.4±0.48 20.4±0.43 3.20±1.51 0.00±0.00 0.00±0.00 26.8±0.24 

1000 mg/kg 31.1±0.41 40.2±0.28 19.8±0.38 7.40±0.36 1.50±0.47 108.0±0.65
*
 

2000 mg/kg 27.4±0.48 32.1±0.27 30.2±0.33 6.60±0.20 3.80±0.42 127.5±0.43
*
 

C. coggygria екстракт 72 сата након третмана 

500 mg/kg 72.2±0.58 27.7±0.47 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 25.2±1.90 

1000 mg/kg 42.3±0.42 47.3±0.43 8.70±0.40 1.90±0.42 0.00±0.00 70.4±1.50
*
 

2000 mg/kg 27.2±0.40 49.5±0.45 19.10±0.2 3.20±0.23 1.01±0.26 101.3±3.60
*
 

а
Резултати представљају средњу вредност и стандардну девијацију три независна 

експеримента. 

*
p < 0.05 у односу на негативну контролу. 

 

Антигенотоксична активност метанолског екстракта биљке C. coggygria и мирицетина, 

главне компоненте екстракта, испитивана је на пацовима третираним пирогалолом, 

индуктором акутног оштећења јетре, у концентрацији од 100 mg/kg телесне тежине. Имајући 
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у виду да је применом Комет теста утврђено да доза од 500 mg/kg телесне тежине не показује 

генотоксичну активност, метанолски екстракт биљке C. coggygria, у поменутoј концентрацији, 

аплициран је 2 и 12 сати пре третмана са пирогалолом. Мирицетин, у концентрацији која 

одговара концентрацији у поменутој дози екстракта, аплициран је 2 или 12 сати пре третмана 

са пирогалолом. Један сат након аплицирања пирогалола, животиње су жртвоване. 

Расподела комет класа након третмана са метанолским екстрактом биљке C. coggygria и 

мирицетином 2 или 12 сати пре третмана са пирогалолом приказана је у Табели 15. У односу 

на негативну контролу, у групи животиња третираних са пирогалолом уочен је висок ниво 

генотоксичности са доминацијом класе 3 и 4 (максимум оштећења). Анализирајући расподелу 

комет класа након третмана са метанолским екстрактом у концентрацији од 500 mg/kg телесне 

тежине и мирицетином, засебно, 2 сата пре третмана са пирогалолом, евидентно је да су 

''комете'' са оштећењем које се може сврстати у класе 0, 1 и 2 (врло низак, низак и средњи 

степен оштећења ДНК, респективно) најраспрострањеније и да су ''комете'' са максималним 

оштећењем (класе 3 и 4) ретке. Након третмана са истом дозом метанолског екстракта или са 

мирицетином 12 сати пре третмана са пирогалолом већина комета се може сврстати у две 

класе: 0 (неоштећене ''комете'') и 1 (минимално оштећење ДНК). Укупан скор у групи 

животиња које су третиране само са екстрактом или само са мирицетином статистички се не 

разликује од укупног скора негативне контроле. 
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Табела 15. Антигенотоксични ефекат метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria и 

мирицетина 2 и 12 сати након третмана са пирогалолом применом алкалне верзије Комет 

теста у in vivo условима 

 

Третман 

Степен ДНК оштећења 
Укупан скор

а
 

0 1 2 3 4 

Негативна контрола 73.53±0.02 26.50±0.12 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 26.50±0.14
**

 

Пирогалол 0.00±0.00 3.44±0.40 4.62±0.43 44.53±0.43 47.53±0.62 336.40±4.71
*
 

C. coggygria 2 сата 

пре пирогалола 
14.09±0.72 57.64±1.11 21.04±0.72 4.28±0.82 2.16±0.43 121.20±2.65

**
 

C. coggygria 12 сати 

пре пирогалола 
42.22±0.87 47.72±0.87 8.66±0.44 1.48±0.71 0.00±0.00 69.50±1.22

**
 

Мирицетин 2 сата 

пре пирогалола 
12.90±1.02 58.10±1.04 25.81±0.51 3.22±0.04 0.00±0.00 119.40±0.02

**
 

Мирицетин 12 сати 

пре пирогалола 
66.70±0.32 33.33±0.27 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 33.33±1.23

**
 

Мирицетин 2 сата 78.05±1.21 27.96±0.60 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 27.96±1.02
**

 

Мирицетин 12 сати 74.50±0.05 25.53±1.32 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 25.53±0.12
**

 

C. coggygria 2 сата 73.30±0.21 24.40±1.04 2.32±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 29.04±1.20
**

 

C. coggygria 12 сати 72.2±0.43 26.70±0.00 1.11±0.14 0.00±0.00 0.00±0.00 28.90±0.61
**

 

а
Резултати представљају средњу вредност и стандардну девијацију три независна 

експеримента. 

*
р < 0.05 у поређењу са негативном контролном групом животиња, 

**
р < 0.05 у поређењу са групом животиња третираним са пирогалолом. 

 

 

Проценат редукције (%Р) у укупном скору је знатно експресивнијег карактера (86.1 и 

97.8%) у групи животиња изложених пирогалолу 12 сати након третмана са метанолским 

екстрактом или мирицетином и мање експресивног (69.3 и 70.1%) за експерименталне групе 

третиране пирогалолом 2 сата након аплицирања метанолског екстракта биљке C. coggygria 

или мирицетина (Слика 10). 
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Слика 10. Проценат редукције (%Р) ДНК оштећења након третмана са метанолским 

екстрактом биљке Cotinus coggygria и мирицетином 2 и12 сати пре третмана са 

пирогалолoм 

 

Применом алкалне верзије Комет есеја и квантитативних параметара утврђено је да ли 

претретман са метанолским екстрактом биљке C. coggygria може довести до редукције у ДНК 

оштећењу након аплицирања пирогалола. 

У Табели 16 приказан је ефекат метанолског екстракта биљке C. coggygria након третмана 

са 500 mg/kg телесне тежине 2 или 12 сати пре третмана са пирогалолом на основу 

квантитативних параметара: % ДНК у репу и дужина репа у ћелијама јетре пацова соја Wistar. 

Аплицирање пирогалола у концентрацији од 100 mg/kg телесне тежине условила је 

статистички значајно повећање у квантитативним параметрима у односу на негативну 

контролу. Значајно смањење je примећено код животиња третираних са метанолским 

екстрактом биљке C. coggygria 2 или 12 сати пре аплицирања пирогалола. In vivo третман са 

метанолским екстрактом биљке C. coggygria у концентрацији од 500 mg/kg није узроковао 

статистички значајне промене у односу на негативну контролу. 
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Tабела 16. Ефекат пирогалола и претретмана са метанолским екстрактом биљке Cotinus 

coggygria на степен ДНК оштећења у јетри пацова соја Wistar 

 

 Негативна 

контрола 

Пирогалол 

100 mg/kg 

телесне 

тежине 

C. coggygria 

екстракт 2 

сата пре 

третмана са 

пирогалолом 

C. coggygria 

екстракт 12 

сати пре 

третмана са 

пирогалолом 

C. coggygria 

екстракт 500 

mg/kg телесне 

тежине 

% ДНК у репу
а
 

Дужина репа
 

7.43±0.26 

12.8±0.25 

51.3±1.01
* 

105.2±2.01
* 

26.8±0.66
**

 

46.4±0.33
**

 

12.9±0.54
**

 

22.2±1.42
**

 

8.67±0.26
**

 

13.4±0.32
**

 

а
Резултати представљају средњу вредност и стандардну девијацију из три 

независна експеримента. 

*
p < 0.05 у поређењу са негативном контролом, 

**
p < 0.05 у поређењу са групом животиња третираних са пирогалолом. 

 

 

Применом још једног квантитативног параметра, репног момента, утврђено је да пре-

третман са метанолским екстрактом биљке C. coggygria и пре-третман са мирицетином може 

да заштити ДНК од оштећења након аплицирања пирогалола (Слика 11). 
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Слика 11. Детекција ДНК оштећења у јетри пацова применом репног 

момента након третмана са метанолским екстрактом биљке Cotinus 

coggygria и мирицетином 2 и 12 сати пре третмана са пирогалолом 

*p < 0.05 статистички значајна разлика у односу на негативну контролу. 

 

 

Третман са пирогалолом индукује статистички значајан пораст вредности репног момента 

у односу на негативну контролу. Значајно смањење je примећено у експерименталним 

групама третираних са метанолским екстрактом биљке C. coggygria и мирицетином, 2 или 12 

сати пре апликације пирогалола. In vivo третман са мирицетином није узроковао статистички 

значајне промене у односу на негативну контролу. 
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4.3. Антимикробна активност метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria 

 

Збoг рeзистeнтнoсти бaктeриja нa вeлики брoj aнтибиoтикa, aли и спoсoбнoсти биљaкa дa 

синтeтишу биoлoшки aктивнe мaтeриje, свe вeћи знaчaj дoбиja примeнa прeпaрaтa биљнoг 

пoреклa у кoнтрoли и сузбиjaњу бaктeриja. 

Антимикробна активност метанолског екстракта биљке C. coggygria, применом методе 

дифузије са цилиндрима и макро дилуционе методе на изабране културе бактерија и гљива, 

приказана је у Табелама 17 и 18. 

 

4.3.1. Антимикробна активност екстракта биљке Cotinus coggygria применом 

дифузионе методе 

 

Метанолски екстракт биљке C. coggygria у концентарцији од 500 g показао је активаност 

према свим испитиваним патогеним и фитопатогеним бактеријама и гљивама A. glaucus, F. 

oxysporum, P. cyclopium и T. viride са зоном инхибиције у интервалу од 8 до 18 mm. 



Докторска дисертација  Резултати 

Сања Матић 78 

 

Табела 17. Антимикробна активност метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

а 
Резултати представљају средњу вредност три мерења; 

б 
"0" одсуство антимикробне активности; 

в 
Негативна контола (5% DMSO); 

г 
Стандард: Амрацин, 100 µg за бактерије и Нистатин 100 µg за гљиве. 

Микроорганизми Зоне инхибиције (mm)
а,б,в

 

 Концентрација екстракта (µg) Стандард
г 
(µg) 

 150 300 500 1000 100 

Бактерије      

S. aureus (IHP) 14±1.0 6±0.5 9±0.5  26.0±1 

B. subtilis (IHP) 0 8±1 9±0.5  30.0±1 

K. pneumoniae (B 26) 0 0 10±0.5  31±0.5 

E. coli (ATCC 25923) 29±1.0 15±0.5 17±0.5  36±0.1 

S. aureus (ATCC 25923) 15±0.5 19±0.5 10±0.5  32±1.0 

M. lysodeikticus (ATCC 4698) 20±0.5 8±0.5 18±0.5  40±0.5 

P. fluorescens (B 28) 0 9±1.0 10±1.0 14±1.0 20±0.5 

P. glycinea (B 40) 0 8±0.5 9±0.5 11±0.5 24±0.5 

B. mycoides (B 1) 0 8±0.1 10±0.1 15±0.2 25±0.1 

E. carotovora (B 31) 0 8±0.2 9±0.2 14±0.1 22±0.1 

A. tumefaciens (B 11) 0 8±0.5 10±0.5 13±0.5 26±0.1 

A. chlorococcum (B 14) 0 9±1.0 9±0.5 13±0.5 20±0.5 

E. cloaceae (B 22) 0 8±0.2 11±0.1 13±0.1 23±0.1 

Гљиве      

C. albicans (ATCC 10259) 0 0 0   

T. viride (SB11) 0 0 16±0.2 0 32±0.5 

T. harzianum (SB12) 0 0 0 14±0.5 26±0.1 

P. chrysogenum (SB22) 0 0 0 9±0.5 20±0.5 

P. cyclopium (SB23) 0 0 9±0.5 14±0.5 28±0.5 

A. glaucus (SB32) 0 0 8±0.4 10±0.4 27±0.5 

F. oxysporum (SB91) 0 9±0.5 12±0.5 13±0.5 29±0.5 
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Значајну осетљивост према дејству метанолског екстракта показала је Грам негативна 

бактерија Е. coli (при концентрацији екстракта од 150 и 500 g зоне инхибиције су износиле 

29 и 17 mm, респективно) и M. lysodeikticus (при концентрацији екстракта од 150 и 500 g зоне 

инхибиције су износиле 20 и 18 mm, респективно). Све фитопатогене бактерије су осетљиве 

на присуство екстракта у концентрацији од 300 до 1000 g. Највећа концентрација 

метанолског екстракта (1000 g) показала је зону инхибиције у интервалу од 11 до 15 mm. 

Метанолски екстракт биљке C. coggygria у концентрацији од 500 g показао је 

антифунгалну активност са зонама инхибиције у интервалу од 8 mm (за A. glaucus) до 16 mm 

(за T. viride). При концентрацији екстракта од 1000 g зоне инхибиције су биле у интервалу од 

9 mm (за P. chrysogenum) до 14 mm (за T. harzianum и P. cyclopium). C. albicans је у 

потпуности отпорана на присуство свих испитиваних концентрација екстракта биљке C. 

coggygria. 

 

4.3.2. Антимикробна активност екстракта биљке Cotinus coggygria применом 

дилуционе методе 

 

Минималне инхибиторне концентрације (MIC) одређене су за седам одабраних 

индикаторских сојева које су показале осетљивост у претходном испитивању. Из резултата 

приказаних у Табели 18 уочава се да метанолски екстракт биљке C. coggygria показује 

антимикробну активност у опсегу концентрација од 125 до 250 µg/mL. Највећу осетљивост 

према метанолском екстракту биљке C. coggygria показала је бактерија B. subtilis и гљива T. 

viride (MIC = 125 µg/mL), док су најмању осетљивост показале бактерије S. aureus, K. 

pneumonia, E. coli и M. lysodeikticus (MIC = 250 µg/mL). 
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Табела 18. Mинималне инхибиторне концентрације (MIC, g/ml) метанолског екстракта 

биљке Cotinus coggygria у in vitro условима 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

а 
MIC - минимална инхибиторна концентрација, 

б 
Стандард - Амрацин за бактерије и Нистатин за гљиве, 5 µg/mL. 

 

 

4.4. Антиоксидативна активност метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria 

 

4.4.1. Антиоксидативна активност метанолског екстракта биљке Cotinus 

coggygria применом DPPH методе in vitro 

 

Антиоксидативна активност метанолског екстракта биљке C. coggygria испитивана је 

методом неутрализације DPPH радикала. Одређивање капацитета неутрализације DPPH
·
 

радикала је метода која због своје тачности, брзине и комерцијалне доступности DPPH 

реагенса има широку примену у испитивањима антиоксидативног потенцијала природних 

производа. 

 

 

 

Mикроорганизми MIC
а 
(µg/ml) 

 
C. coggygria 

екстракт 

Стандард
б 

Бактерије   

S. aureus (IHP) 250 2.5 

B. subtilis (IHP) 125 1.25 

K. pneumonia (B 26) 250 0.625 

E. coli (ATCC 25923) 250 0.625 

S .aureus (ATCC 25923) 250 1.25 

M. lysodeikticus (ATCC 4698) 250 1.25 

Гљива   

T. viride (SB 11) 125 5 
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Слика 12. Утицај метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria на 

трансформацију DPPH
• 
радикала 

 

 

Максималан ефекат инхибиције метанолског екстракта биљке C. coggygria на DPPH 

радикале је око 95%, док је максимална концентрација инхибиције око 125 g/ml (Слика 12). 

 

 

4.4.2. In vitro хелациона активност метанолског екстракта биљке Cotinus 

coggygria 

 

Jони Fe
2+

 могу да иницирају реакцију липидне пероксидације Фентоновом реакцијом 

(H2О2 + Fe
2+

 → Fe
3+

 + ОH
-
 + ОH˙), као и да убрзају разградњу липидних пероксида, у правцу 

стварања перокси и алкокси радикала који даље врше пропагацију (151). Стога се сматра да је 

хелација један од значајних механизама антиоксидативне активности (152). У циљу 

утврђивања потенцијалне способности сакупљања слободних радикала испитивана је 

хелациона активност метанолског екстракта биљке C. coggygria. Хелациона активност 

метанолског екстракта биљке C. coggygria се повећава са порастом концентрације до 20 g/ml, 

при овој концентрацији хелациона активност екстракта износи 78% (Слика 13). 
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Слика 13. Хелациона активност метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria 

 

 

4.4.3. In vitro редуктивна активност метанолског екстракта биљке Cotinus 

coggygria 

 

Редуктивна способност метанолског екстракта биљке C. coggygria је од великог значаја за 

антиоксидативно функционисање у in vivo условима. Способност екстракта да трансформише 

Fe
2+ 

у Fe
3+

 у поређењу са цистеином, који поседује значајну антиоксидативну активност, 

приказана је на Слици 14. Са порастом концентрације повећава се и редуктивна активност 

екстракта у поређењу са цистеином, као стандардом. При концентрацији од 60 g/ml, 

метанолски екстракт биљке C. coggygria показује скоро дупло већу редукциону активност у 

односу на цистеин. 
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Слика 14. Редуктивна активност метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria 

 

 

4.5. Механизми хепатопротективне активности метанолског екстракта биљке 

Cotinus coggygria 

 

У циљу утврђивања потенцијалних механизама хепатопротективне активности 

метанолског екстракта биљке C. coggygria, након оштећења јетре насталог третманом са 

пирогалолом, мерена је активност ензима маркера хепатотоксичности; концентрација 

билирубина и гвожђа у крвном серуму; интензитет оксидативног стреса (мереног кроз ниво 

липидне пероксидације и антиоксидативних ензима) и експресија акутно фазних протеина (Hp 

и 2M) и транскрипционих фактора NFB и Akt. 

 

4.5.1. Биохемијски параметри у серуму пацова in vivo 

 

У циљу сагледавања оштећења ћелија јетре након третмана са пирогалолом, праћена је 

активност хепатичних ензима (аспартат аминотрансаминазе – AST, аланин 

аминотрансаминазе – ALT и алкалне фосфатазе - АLP) и концентрација укупног и феро 

гвожђа, док је хепатобилијарна функција јетре праћена преко промена у концентрацији 

укупних билирубина у серуму. 

Значајно повећање у концентрацији укупног и феро гвожђа у серуму пацова (1.58 и 1.52 

пута, респективно) уочено је након администрације пирогалола у концентрацији од 100 mg/kg 
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(Табела 19). Интраперитонеална апликација метанолског екстракта биљке C. coggygria пре 

третмана са пирогалолом статистички значајно је редуковала вредности серумског гвожђа: 

концентрације укупног и феро гвожђа у серуму су, респективно, 1.07- и 1.33- пута (пре-

третман 2 сата пре третмана са пирогалолом) и 1.05- и 1.15- пута (пре-третман 12 сати пре 

третмана са пирогалолом) изнад контролне вредности. Администрација само метанолског 

екстракта биљке C. coggygria не доводи до значајних промена у концентрацији укупног или 

феро гвожђа у серуму у односу на негативну контролу. 

 

 

Табела 19. Укупно и феро гвожђе у серуму пацова третираних екстрактом биљке Cotinus 

coggygria и пирогалолом 

 

 
Укупно гвожђе 

(µg/dl) 

Fe
2+

 

(µg/dl) 

Негативна контрола 172.65±0.50 52.33±0.23 

Пирогалол    273.40±1.08
*
 79.70±0.30

*
 

C. coggygria 2 сата пре пирогалола    184.80±0.43
**

   68.90±0.16
**

 

C. coggygria 12 сати пре пирогалола    181.10±0.40
**

  60.20±0.53
**

 

C. coggygria екстракт     173.60±1.70
**

  53.60±0.73
**

 

Резултати представљају средњу вредност и стандардну девијацију из три 

независна експеримента. 

*
p < 0.05 у односу на негативну контролу, 

**
p < 0.05 у односу на пирогалол. 

 

 

Хепатопротективна активност метанолског екстракта биљке C. coggygria и мирицетина 

приказана је у Табели 20. Анализа биохемијских параметара у серуму код експерименталне 

групе пацова третираних пирогалолом показује статистички значајне повишене вредности 

AST, ALT, ALP и укупног билирубина за 1.53-, 2.4-, 1.9- и 3.2-пута изнад базалне вредности 

истих параметара код контролне групе пацова (p < 0.05). У серуму пацова третираних са 

метанолским екстрактом 2 или 12 сати пре третмана са пирогалолом, уочено је значајно 

смањење у вредностима трансаминаза, алкалне фосфатазе и укупног билирубина 1.2-, 1.61-, 

1.60- и 1.71-пута (у групи третираној 2 сата пре третмана са пирогалолом) и 1.04-, 1.06-, 1.48- 

и 1.01-пута (у групи третираној 12 сати пре третмана са пирогалолом) изнад контролних 
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вредности. Третман само са екстрактом није довео да значајних промена у вредностима 

серумских ензима. Третман са мирицетином пре апликације пирогалола статистички значајно 

је смањио вредности AST, ALT, ALP и укупних билирубина: 1.08-, 1.48-, 1.41- и 1.08-пута (у 

групи третираној 2 сата пре третмана са пирогалолом) и 1.05-, 1.25-, 1.32- и 1.04-пута (у групи 

третираној 12 сати пре третмана са пирогалолом) у односу на контролне вредности. Анализа 

биохемијских параметара у серуму код групе пацова третираних само са мирицетином 

показује вредности AST, ALT, ALP и укупног билирубина које се статистички не разликују од 

негативне контроле. 
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Табела 20. AST, ALT, ALP и укупни билирубин у серуму пацова третираних екстрактом 

биљке Cotinus coggygria и мирицетином 

 

 
AST 

(U/L)
а
 

ALT 

(U/L)
б
 

ALP 

(U/L)
в 

UB 

(μmol/l)
г 

Негативна контрола 164.9±4.20
** 

39.4±0.91
**

 233.2±0.86
**

 2.18±0.24
**

 

Пирогалол  252.2±6.74
*
 93.6±0.86

*
 442.0±0.65

*
 6.91±1.05

*
 

C. coggygria 2 сата 

пре пирогалола 
192.5±1.41

**
 63.9±0.62

**
 373.3±0.53

**
 3.74±0.33

**
 

C. coggygria 12 сати 

пре пирогалола 
171.6±5.51

**
 41.9±0.81

**
 347.1±1.21

**
 2.20±0.47

** 

Мирицетин 2 сата 

пре пирогалола 
178.2±0.65

**
 58.2±1.02

**
 327.9±1.25

**
 2.37±0.24

**
 

Мирицетин 12 сати 

пре пирогалола 
173.7±3.44

**
 49.1±0.54

**
 307.1±0.79

**
 2.26±1.02

**
 

Мирицетин 2 сата 169.3±0.53
**

 50.2±0.23
**

 241.2±0.48
**

 2.08±1.57
**

 

Мирицетин 12 сати 165.4±0.79
**

 41.0±1.50
**

 251.9±1.40
**

 2.24±0.64
**

 

C. coggygria 2 сата 171.5±1.02
**

 51.2±1.27
**

 261.0±0.26
**

 3.01±1.12
**

 

C. coggygria 12 сати 170.6±1.26
**

 37.8±2.47
**

 269.9±0.66
**

 2.40±0.28
**

 

Резултати представљају средњу вредност и стандардну девијацију из три независна 

експеримента. 

а
 AST; аспартат аминотрасфераза; 

б 
ALT; аланин аминотрансфераза;

 

в 
ALP; алкалне фосфатаза; 

г 
UB; укупни билирубини. 

*
p < 0.05 у односу на негативну контролу, 

**
p < 0.05 у односу на пирогалол. 

 

 

4.5.2. Релативна концентрација и експресија акутно фазних протеина у серуму 

и јетри пацова 

 

У одговору на инфламацију, као саставни део одбрамбених механизама у организму, 

покреће се след догађаја познат као акутно-фазни одговор у оквиру кога се у јетри синтетише 
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група протеина означена као акутно фазни протеини. Студије показују да се све промене у 

хепатоцитима, током акутно фазног одговора, односе на промене нивоа синтезе протеина, са 

једне стране, док се са друге, мењају нивои протеина који су, иначе, нормално присутни у 

овом органу, као структурно-функционалне компоненте хепатоцита. 

Применом једнодимензионалне имуноелектрофорезе на серуму пацова детектован је 

највећи пораст два важна акутно фазна реактанта, хаптоглобина и α2-макроглобулина, 24 сата 

након третмана са метанолским екстрактом биљке C. coggygria (Слика 15), што кореспондира 

са највишом вредношћу хаптоглобина и α2-макроглобулина у јетри (Слика 16). Ниво 

испитиваних акутно фазних протеина се вратио на базални ниво 72 сата након третмана са 

екстрактом. Вредности хаптоглобина и α2-макроглобулина биле су ниже од вредности након 

третмана са терпентином, стандардним индуктором акутно фазног одговора. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 15. Релативна концентрација хаптоглобина (Hp) и α2-

макроглобулина (α2М) у серуму пацова третитраних са метанолским 

екстрактом биљке Cotinus coggygria 

Rocket имуноелектрофореза са анти-хаптоглобин и анти-α2-макроглобулин 

антителима. Колона 1: негативна контрола; колоне 2, 3, 4 и 5: 12, 24, 48 и 72 

сата након третмана са метанолским екстрактом биљке C. coggygria, 

респективно; колона 6: 24 сата након апликације терпентина. 

*p < 0.05 статистички значајна разлика у односу на негативну контролу. 

 

Имуноблот анализа јетре са анти-хаптоглобин и анти-α2-макроглобулин антителима, након 

третмана са метанолским екстрактом биљке C. coggygria, приказана је на Слици 16. Третман 
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са метанолским екстрактом биљке C. coggygria довео је до пораста у нивоу оба акутно-фазна 

протеина. Највиша вредност је детектована 24 сата након третмана са метанолским 

екстрактом биљке C. coggygria (линија 3, ред Hp и α2М, респективно). Након третмана са 

метанолским екстрактом биљке C. coggygria 2 или 12 сати пре третмана са пирогалолом, 

пораст у нивоу хаптоглобина и α2-макроглобулина је забележен након третмана са екстрактом 

12 сати пре третмана са пирогалолом (линија 9, ред Hp и α2М, респективно). 
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Слика 16. Експресија хаптоглобинa и α2-макроглобулинa у јетри пацова третитраних 

са метанолским екстрактом биљке Cotinus coggygria 

Western блот анализа хомогената јетре пацова са анти-α2-макроглобулин, 

анти-хаптоглобин и анти-тубулин антителима. 

Линија 1 - негативана контрола; линија 2, 3, 4 и 5: 12, 24, 48 и 72 сата 

након третмана са метанолским екстрактом биљке C. coggygria, 

респективно; линија 6: 24 сата након апликације терпентина; линија 7: 

третман пирогалолом; линија 8: третман са метанолским екстрактом 

биљке C. coggygria 2 сата пре третмана са пирогалолом; линија 9: третман 

са метанолским екстрактом биљке C. coggygria 12 сати пре третмана са 

пирогалолом. Тубулин је коришћен као интерна контрола. Western блот 

анализа је квантификована применом TotalLab (Phoretix) софтвера (вер. 

1.10) у односу на тубулин  и приказанa је на графиконима. Резултати 

представљају средњу вредност и стандардну девијацију из три независна 

експеримента. 

*p < 0.05 статистички значајна разлика у односу на негативну контролу. 
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4.5.3. Концентрација липидних пероксида у серуму и јетри пацова у in vivo 

условима 

 

Липидна пероксидација незасићених масних киселина, деловањем слободних радикала, 

неповољан је и негативан процес који је праћен масивним оштећењем липидних мембрана 

ћелија. Ефекат администрације метанолског екстракта биљке C. coggygria процењен је 

мерењем ниво TBARS-а, општим индикатором оксидативног стреса (153). 

Један сат након третмана са пирогалолом, ниво липидне пероксидације у серуму био је 

1.81-пута изнад вредности измерене у негативној контроли. Након 12 сати претретмана са 

метанолским екстрактом, ниво липидне пероксидације је 1.19-пута изнад основне вредности. 

Третман са метанолским екстрактом 12 сати пре третмана са пирогалолом је био нешто 

ефикаснији од третмана 2 сата пре третмана са пирогалолом (1.43-пута) у односу на негативну 

контролу (Табела 21). Администрација метанолског екстракта биљке C. coggygria није 

изазвала значајан пораст вредности TBARS-а. 

 

Tабела 21. Ефекат екстракта биљке Cotinus coggygria на TBARS у серуму и јетри пацова 

соја Wistar 

 

 
TBARS 

(nmol/ml)
а
 

TBARS 

(nmol/mg)
б
 

Негативна контрола 2.54±0.26 

 

1.35±0.12 

Пирогалол   4.61±0.07
* 

 

 4.37±1.04
*
 

C. coggygria 2 сата пре пирогалола    3.63±0.12
** 

 

  1.70±2.06
**

 

C. coggygria 12 сати пре пирогалола    3.02±0.05
** 

 

  1.36±0.03
**

 

C. coggygria екстракт     2.61±1.03
** 

 

  1.31±0.01
**

 

Резултати представљају средњу вредност и стандардну девијацију из три 

независна експеримента. 

а 
TBARS у серуму; 

б 
TBARS у јетри. 

*
p < 0.05 у односу на негативну контролу, 

**
p < 0.05 у односу на пирогалол. 

 

Значајно повећање у нивоу TBARS-а у јетри уочено је након третмана са пирогалолом, 

3.23-пута у односу на негативну контролу, и потпуно слабљење овог ефекта након третмана са 
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метанолским екстрактом 2 или 12 сати пре третмана са пирогалолом. Третман само са 

екстрактом није условио пораст у нивоу TBARS-а у јетри пацова (Табела 21). 

 

4.5.4. Активност антиоксидативних ензима у јетри пацова у in vivo условима 

 

Пораст реактивних врста кисеоника директно је повезана са индукцијом прекида ДНК 

молекула (154). Антиоксидативни ензими представљају прву линију одбране од оксидативног 

оштећења и имају важну улогу у очувању интегритета ДНК, а њихова активност представља 

важан маркер оксидативног статуса организма. 

Резултати испитивања активности антиоксидативних ензима у јетри пацова приказани су у 

Tабели 22. Након третмана са пирогалолом активност укупне SOD била је 71.38% од базалне 

вредности (у односу на негативну контролну групу, која представља 100%). Код животиња 

претретираних са екстрактом биљке C. coggygria 2 сата пре третмана са пирогалолом, 

активност укупне SOD била је 88.62% од контролне вредности. Третман са екстрактом 12 сати 

пре третмана са пирогалолом, није условио статистички значајне промене у активности 

укупне SOD (96.51% од основне вредности). Након аплицирања пирогалола активност 

MnSOD је износила 49.15% од базалног нивоа, док је код пацова који су претретирани са 

екстрактом 2 или 12 сати пре третмана са пирогалолом, активност MnSOD била 81.81 и 

92.73% од базалног нивоа, респективно. Активност CuZnSOD након третмана са пирогалолом 

износила је 62.53% од базалне вредности док је након претретмана са екстрактом уочено 

побољшање у ензимској активности, 87.5 и 95.32% од базалне вредности, респективно. 

Третман са екстрактом биљке C. coggygria није довео до сигнификантне промене у 

активности антиоксидативних ензима SOD, MnSOD и CuZnSOD (98.72, 98.79 и 98.62%, 

респективно). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Докторска дисертација  Резултати 

Сања Матић 92 

 

Табела 22. Ефекат екстракта биљке Cotinus coggygria на активност антиоксидативних 

ензима у јетри пацова соја Wistar 

 

 

Негативна 

контрола 

Пирогалол  C. coggygria 

екстракт 2 

сата пре 

пирогалола 

C. coggygria 

екстракт 12 

сати пре 

пирогалола 

C .coggygria 

екстракт 

SOD
 а
 

MnSOD
б 

CuZnSOD
в
 
 

CAT
г
 

GST
д 

 54.5±0.31 

 16.5±0.24 

 36.3±0.24 

 30.5±0.68 

533.4±2.21 

 38.9±0.32
*
 

 8.11±0.07
*
 

 22.7±0.60
*
 

 9.70±0.42
* 

429.1±2.90
* 

 48.3±0.31
**

 

 13.5±0.16
**

 

 31.6±0.33
**

 

 14.5±0.27
**

 

488.4±3.73
** 

 52.6±0.33
**

 

 15.3±0.22
**

 

 34.6±0.23
**

 

 24.9±0.25
**

 

526.5±0.84
** 

 53.8±1.35
**

 

 16.3±1.25
**

 

 35.8±0.27
**

 

 27.7±0.27
**

 

528.5±2.92
** 

Резултати представљају средњу вредност и стандардну девијацију из три 

независна експеримента. 

а 
SOD; супероксид-дизмутаза, U/mg протеина; 

б 
MnSOD; манган-супероксид-дизмутаза, U/mg протеина; 

в
CuZnSOD; бакар-цинк- супероксид-дизмутаза, U/mg протеина; 

г 
CAT; каталаза, μmol H2O2 мин/mg/протеина; 

д 
GST; глутатион-С-трансфераза, nmol/мин/mg протеина. 

*
p < 0.05 у односу на негативну контролу, 

**
p < 0.05 у односу на пирогалол. 

 

 

Интраперитонеално аплицирање пирогалола довела је до смањења активности ензима 

CAT за 31.80% од базалног нивоа. Након третмана са екстрактом 2 сата пре третмана са 

пирогалолом, ензимска активност је била релативно ниска, 47.54% од базалног нивоа. 

Третман са екстрактом 12 сати пре третмана са пирогалолом износио је 1.64% од базалне 

активности ензима CAT. Третман са метанолским екстрактом изазвао је благи пад у 

активности ензима CAT за 90.82%. 

Испитивање активности ензима GST показало је да пирогалол индукује пад ензимске 

активности за 80.45%, док је третман са екстрактом 2, а посебно 12 сати пре третмана са 

пирогалолом ублажио ово смањење за 91.56 и 98.71%, респективно, у односу на базалну 

ензимску активност. Третман са метанолским екстрактом биљке C. coggygria изазвао је благо 

смањење активности ензима GST (99.08%) у односу на базалну вредност. 



Докторска дисертација  Резултати 

Сања Матић 93 

 

4.5.6. Квантитативна анализа експресије транскрипционих фактора NF-κB и Akt 

 

Применом алкалне верзије Комет есеја утврђено је да је пирогалол, индуктор акутног 

оштећења јетре, у концентрацији од 100 mg/kg телесне тежине, условио висок ниво 

генотоксичности. Имајући у виду антиоксидативну активност метанолског екстракта и да 

претретман са метанолским екстрактом биљке C. coggygria штити ДНК од оштећења након 

аплицирања пирогалола, испитиване су две важне компоненте комплексног целуларног 

одговора на факторе стреса. 

Слободни радикали стимулишу експресију транскрипционог фактора NF-κB (енг. Nuclear 

factor-κB), који контролише многе гене који учествују у инфламаторнoм одговору. Насупрот 

томе, антиоксиданти са анти-инфламаторном активношћу генерално спречавају експресију 

NF-κB (155). 

Транскрипциони фактор NF-κB је регулаторни протеин који контролише експресију 

многих индуцибилних и ткивно специфичних гена, учествујући на тај начин у регулацији 

проинфламаторних и имуних одговора ћелије, ћелијске пролиферације и апоптозе. 

Квантитативна анализа експресије транскрипционих фактора NF-κB и Akt извршена је 

применом Western блот анализе хомогената јетре уз примену специфичних антитела. 

Пирогалол, у дози од 100 mg/kg телесне тежине животиња, је индуковао експресију NF-κB 

(линија 2, ред NF-κB, Слика 17А) и статистички значајну активацију (линија 2, ред pNF-κB, 

Слика 17А) 1.40- и 3.72-пута, респективно, у односу на контролну вредност. Метанолски 

екстракт биљке C. coggygria 2 или 12 сати пре третмана са пирогалолом (линија 3 и 4, 

респективно, Слика 17А) статистички значајно је смањио експресију и активацију NF-κB у 

поређењу са пирогалолом. 
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Слика 17. Ефекат метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria пре 

апликације пирогалола на релативни ниво протеина NF-κB (p65) (А) и Аkt (Б). 

Western блот анализа хомогената јетре пацова је урађена са анти-NF-κB 

p65, анти-фосфорилисаним NF-κB p65 (pNF-κB) антителима (А), са анти-

Аkt и анти-фосфорилисаним Аkt (pАkt) антителима (Б). Тубулин је 

коришћен као интерна контрола. 

Линија 1: негативна контрола; линија 2: третман са пирогалолом; линија 

3: третман са метанолским екстрактом биљке C. coggygria 2 сата пре 

третмана са пирогалолом; линија 4: третман са метанолским екстрактом 

биљке C. coggygria 12 сати пре третмана са пирогалолом. 

Western блот анализа је квантификована применом TotalLab (Phoretix) 

софтвера (вер. 1.10) у односу на тубулин, и приказанa је на графиконима. 

Резултати представљају средњу вредност и стандардну девијацију из три 

независна експеримента. 

*p < 0.05 статистички значајна разлика у односу на негативну контролу. 

 

 

Серин-треонин киназа Аkt (позната и као протеин киназа Б) је од велике важности за 

контролу ћелијског циклуса. Akt сигнални пут у ћелији регулише бројне критичне ћелијске 

путеве, укључујући оне које воде ка пролиферацији и инхибицији апоптозе (156, 157). 
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Квантификација нивоа експресије и активације (фосфорилације) интрацелуларног протеина 

Akt праћена је применом Western имуно-блот методе. 

Western блот анализа хомогената јетре показала је да третман са пирогалолoм условљава 

благо смањење Аkt активности, посматрано као смањење у нивоу рАkt (Слика 17 Б, линија 2, 

ред рАkt). У узорцима јетре добијених након жртвовања животиња које су третиране са 

метанолским екстрактом биљке C. coggygria 2 или 12 сати пре третмана са пирогалолом 

(Слика 17 Б, линије 3 и 4, респективно), ниво активне Аkt киназе је повећан. 

Имајући у виду да је квалитативном HPLC анализом метанолског екстракта детектовано 

да се мирицетин, у поређењу са осталим квантификованим једињењима, издваја својим 

садржајем, испитиван је Аkt статус у хомогенатима јетре животиња пре-третираних са 

метанолским екстрактом биљке C. coggygria и мирицетином применом имуноблот анализе. 

Третман са пирогалолом узрокује незнатну редукцију у експресији Akt протеина, око 1.01-

пута изнад базалне вредности измерене у негативној контроли (Слика 18, линија 2, ред Akt). 

Интраперитонеално иницирање метанолског екстракта узрокује незнатно повећање Akt 

вредност, око 1.03-пута изнад негативне вредности (линија 3, ред Akt). Третман са екстрактом 

2 или 12 сати пре третмана са пирогалолом, узрокује пораст вредност Akt киназе (линије 4 и 5, 

појединачно). Третман са мирицетином изазива несигнификантно повећање вредности Akt 

киназе, око 1.03-пута (линија 6, ред Akt) изнад базалне вредности. У узорцима 

експерименталних животиња третираних са мирицетином 2 или 12 сати пре третмана са 

пирогалолом (линије 7 и 8), уочен је пораст вредности активне Akt киназе. 
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Слика 18. Ефекат метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria и 

мирицетина пре апликације пирогалола на релативни ниво протеина 

Аkt 

Western блот анализа хомогената јетре пацова урађена је са анти-Аkt и анти-

фосфорилисаним Аkt (pАkt) антителима. Актин је коришћен као интерна 

контрола. 

Линија 1: негативна контрола; линија 2: третман са пирогалолом; линија 3: 

третман са метанолским екстрактом биљке C. coggygria; линија 4: третман са 

метанолским екстрактом биљке C. coggygria 2 сата пре третмана са 

пирогалолом; линија 5: третман са метанолским екстрактом биљке C. 

coggygria 12 сати пре третмана са пирогалолом; линија 6: третман са 

мирицетином; линија 7: третман са мирицетином 2 сата пре третмана са 

пирогалолом; линија 8: третман са мирицетином 12 сати пре третмана са 

пирогалолом. Western блот анализа је квантификована применом TotalLab 

(Phoretix) софтвера (вер. 1.10) у односу на актин и приказанa је на графикону. 

Резултати представљају средњу вредност и стандардну девијацију из три 

независна експеримента. 

*p < 0.05 статистички значајна разлика у односу на негативну контролу. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. ДИСКУСИЈА 
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5.1. Хемијски састав метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria 

 

Лековите биљке се због своје благотворности и ефикасности вековима примењују у 

профилакси и лечењу многих болести. Захваљујући развоју експерименталне фармакогнозије, 

препарати на бази лековитих биљака добијају научну потврду о својој делотворности. 

Биолошка активност биљака и биљних екстраката превасходно зависи од заступљености 

различитих секундарних метаболита. Полифенолна једињења, осим што показују 

антиканцерогени ефекат, могу се применити и у превенцији кардиоваскуларних и 

цереброваскуларних болести. Флавоноиди показују широк спектар биолошких активности као 

што је антиканцерогена (158), антиоксидативна (159), цитопротективна и анти-инфламаторна 

(160). Fedeli и сарадници (161) су показали да танини имају способност да при ниским 

концентрацијама штите ДНК од оштећења, док при високим концентрацијама могу да 

показују генотоксичан ефекат. 

Имајући у виду да су фенолна једињења, посебно флавоноиди, група природних производа 

који су изузетно потентни агенси, детерминисан је њихов укупни садржај у испитиваном 

метанолском екстракту биљке C. coggygria. 

Садржај укупних фенола износио је 3.78 mg еквивалената галне киселине по граму сувог 

биљног материјала, укупних флавоноида 8.29 mg еквивалената рутина по граму сувог биљног 

материјала, док је садржај кондензованих танина и галотанина 1.24 mg еквивалената галне 

киселине по граму сувог биљног материјала и 0.53 mg еквивалената танинске киселине по 

граму сувог биљног материјала. Добијени резултати су у складу са студијом Simić и 

сарадника (17) за садржај тоталних фенола, танина и флавоноида, имајући у виду да је ова 

група аутора поменуте компоненте детектовала у етил-ацетатној фракцији биљке C. coggygria. 

Скрининг одабраних полифенолних компоненти екстракта врсте C. coggygria показао је да 

се по количини једино издваја мирицетин са 511.5 µg/g екстракта, и у знатно мањој мери 

кверцетин са 69.8 µg/g. 

Преглед доступне литературе показује да о фенолном саставу ове биљне врсте постоје 

наводи (13, 14). Valianou и сарадници (15) и Antal и сарадници (16) су у метанолском 

екстракту добијеног из стабла ове биљне врсте утврдили присуство кверцетина. Са друге 

стране, резултати Westenburg и сарадника (13) и Stathopoulou и сарадника (14) нису у складу 

са добијеним резултатима за присуство мирицетина, будући да ова група аутора поменути 

флавоноид није ни детектовала. 

Чињеница да се садржај фенолних једињења исте врсте са различитих локалитета може 

значајно разликовати и у квалитативном и у квантитативном смислу, може бити показатељ да 
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фенолни профил није у потпуности контролисан на нивоу гена, него да делимично зависи и од 

других, а посебно еколошких фактора. 

Уопштено, добијени резултати фенолног скрининга могу да буду од велике користи у 

процени лековитости врсте C. coggygria, имајући у виду широку примену у традиционалној 

медицини. Ова биљна врста се може сматрати потенцијалним извором одређених фенолних 

једињења и може бити искоришћена као сировина за њихово добијање. 
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5.2. Ефекат метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria на функцију генетичког 

материјала код различитих модел организама 

 

Ефекат екстракта биљке C. coggygria утврђен је применом SLRL и Комет теста користећи 

као модел организме D. melanogaster и пацове соја Wistar у in vivo условима. 

Различити механизми су укључени у ова два вида генотоксичног тестирање. SLRL тест се 

користи за детекцију генских мутација, како тачкастих мутација тако и малих делеција, у 

герминативним ћелијама. Мутације на X хромозому код D. melanogaster су фенотипски 

изражене код мужјака који носе мутирани ген. Тест за детекцију полно везаних рецесивно 

леталних мутација код D. melanogaster се показао као одличан тест за откривање природних 

биљних мутагена (62). 

Насупрот SLRL тесту, Комет тест се не користи за откривање мутација, већ геномских 

лезија којe би моглe да доведу до мутација (162). Током последњих деценија алкална верзија 

Комет теста у in vivo условима, поред широке примене у разним областима, представља и 

стандардну методу у фармацеутској индустрији за процену безбедности нових лекова и, све 

више, као средство за утврђивање генотоксичног ефекта како природних тако и вештачких 

агенаса (69, 70, 71). 

Применом SLRL теста утврђено је да је учесталост герминативних мутација изазваних 

метанолским екстрактом биљке C. coggygria, у концентрацији од 5%, већа од учесталости 

мутација изазваних сахарозом као негативном контролом у сперматозоидима и 

сперматоцитама, док су се сперматиде показале као отпорније. Етил метаносулфонат, у 

концентрацији од 0.75 ppm, индуковао је рецесивне леталне мутације у сва три легла, што је 

уједно и јасан показатељ његовог мутагеног ефекта. У односу на групу мужјака третираних 

само са ЕМС-ом, пост-третман са метанолским екстрактом биљке C. coggygria у 

концентрацији од 2% након третмана са ЕМС-ом, довео је до статистички значајног смањења 

у фреквенцији мутација у две герминативне ћелијске линије, код сперматозоида и сперматида. 

Мирицетин, као најзаступљенија компонента екстракта, кверцетин и рузмаринска киселина у 

концентрацији од 100 ppm статистички значајно су редуковали стопу мутација индукованих 

након третмана са ЕМС-ом. 

Према Hung и сарадницима (163) и Kuroda и сарадницима (164) постоје две главне групе 

ДНК заштитних механизама: дезмутагени, у коме тестиране супстанце делују директно на 

мутаген или га инактивирају спречавајући настанак ДНК оштећења, и биоантимутагени, у 

коме тестиране супстанце или делују на процес мутагенезе или поправљају ДНК оштећења 

смањујући фреквенцу мутација. Дезмутагени могу да се детектују након пре-третмана, док се 
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биоантимутагени детектују након пост-третмана (165). Имајући у виду да су јединке врсте D. 

melanogaster третиране са ЕМС-ом пре третмана са екстрактом, антимутагени присутни у 

екстракту се ''понашају'' као биоантимутагени, односно утичу на репарацију претходно 

индукованих ДНК оштећења. 

Алкилирајући агенси реагују са нуклеотидима нападајући њихова нуклеофилна места (N и 

О атом унутар структуре), условљавајући ковалентно повезивање са ДНК молекулом. Они 

могу да изазову широк спектар ДНК адуката, укључујући N-алкиловане: N
7
-метилгуанин 

(N
7
MeG), N

3
-метиладенин (N

3
MeA) и N

3
-метилгуанин (N

3
MeG); и О-алкиловане адукте: О

6
-

метилгуанин (О
6
MeG) и О

4
-метилтимин (О

4
MeT). N-алкиловани адукти чине више од 80% 

алкилованих база и показују различиту стабилност, док О-алкиловани адукти представљају 

мање од 10% од укупних алкилованих база. У принципу, О-алкиловање је мутагено и 

генотоксично, док је N-алкиловање цитотоксично, али мање мутагено (166, 167). 

Литературни подаци указују да је мутагена активност алкилирајућих агенаса у вези са 

њиховом способношћу да формирају О
6
-метилгуанин (О

6
МеG) (168). Протеин О

6
-

метилгуанин ДНК метилтрансфераза (МGМT) (169) поправља О
6
МеG преношењем етил 

групе од основне лезије на цистеински остатак, обнављајући интегритет ДНК, без стварања 

додатног оштећење (170). 

ЕМС је монофункционални алкилирајући агенс који углавном изазива тачкасте мутације 

(измена само једне базе) које ремете функцију гена изазивајући мутације промењеног смисла 

(''мисенс'') или бесмислене мутације (''нонсенс'') (171). Оваj алкилирајући агенс се не 

инкорпорира у ДНК молекул, већ замењује постојећу базу изазивајући погрешно спаривање. 

ЕМС додаје етил групу на О
6 

атом гуанина, формирајући абнормалну базу О
6
-етилгуанин 

(172). Током репликације ДНК, ДНК полимераза чешће постави тимин, уместо цитозина, 

насупрот О
6
-етилгуанин (Схема 3). Након наредне репликације, оригинални G:C базни пар 

може постати А:Т пар (C_G:T_A транзиција). ЕМС додаје етил групу и на позицији 4 тимина 

стварајући О
4
-етилтимин који се спарује са гуанином, условљавајући Т_А:C_G транзициону 

мутацију (173). 
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Схема 3. Алкилација ДНК секвенце ЕМС-ом, формирање О

6
-етилгуанина и О

4
-

етилтимина 

 

 

Екстракт биљке C. coggygria има способност анти-алкиловања и утиче на активност О
6
-

метилгуанин ДНК метилтрансферазе. У сагласности са овом чињеницом је и студија De Flora 

и Ferguson-а (174), у којој су аутори дошли до закључка да биоантимутагени агенси делују на 

физиолошке механизме заштите и поправке ДНК, да ''опозивају'' мутагене ефекте и спречавају 

фиксацију мутација. 

Недавна студија Mladenović и сарадника (175) пружила је потпуно нови приступ и увид у 

механизам антигенотоксичне активности природних ароматичних једињења. Како се 

генотоксичност карактерише као хемијски изазвано оштећење физиолошких форми 

нуклеотида, односно њихово алкиловање, студијом се наводи да постоји каскадни механизам 

деловања генотоксичних и антигенотоксичних агенаса, а да спрегу у механизму чини сама 

деалкилација оштећених нуклеотида. Механизам протекције ДНК испитиваним једињима 

дефинисан је методом молекулског доковања. Након алкилације, која чини први корак у 

каскадном механизму, ензим O
6
-алкилгуанин-ДНК-алкилтрансфераза врши репарацију 

оштећених нуклеотида, О
6
-етилгуанина и О

6
-етилтимина, прихватањем етил групе са лезија. 
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По деалкилацији констатована су два различита механизма антигенотоксичне активности за 

флавоноиде (мирицетин и кверцетин) и за фенолну киселину (рузмаринска киселина). 

Мирицетин и кверцетин врше протекцију нуклеотида од поновног оштећења формирањем 

јаке водоничне везе са O
6
 атомом гунанина односно O

4
 атомом тимина, који су и реакциони 

центри и акцептори етил групе алкилирајућег агенса. Донор водоничне везе је хидроксилна 

група са Б прстена флавоноида. Како је јачина формираних водоничних веза велика и може се 

поредити са јачином ковалентне везе, обзиром на то да је дужина везе мања од 2.5 Å (Å - 

Ангстрем), у нормалним физиолошким условима не постоји могућност нарушавања исте, и 

тиме је спречена поновна алкилација нуклеотида. Са друге стране, рузмаринска киселина 

штити нуклеотиде блокирањем приступа алкилирајућем агенсу, заузимајући простор око 

нуклеотида који нормално окупира алкилирајући агенс непосредно пре алкилације. Таква 

структура је стабилизована oстваривањем хидрофобних интеракција између фенил остатака 

рузмаринске киселине и језгра нуклеотида. 

Степен оштећења ДНК након третмана са метанолским екстрактом биљке C. coggygria 

одређен је и квалитативном анализом дистрибуције ''комета'' и применом одабраних 

квантитативних параметара код D. melanogaster и пацова соја Wistar. 

Анализирајући расподелу комет класа у групи ларви D. melanogaster третираних са 

метанолским екстрактом евидентно је одсуство комета са максималним оштећењем (класе 3 и 

4), и да су ''комете'' са ниским степеном оштећења (класе 0 и 1) најраспрострањеније. In vivo 

третман са екстрактом није узроковао статистички значајне промене у одабраним 

квантитативним параметрима, у односу на негативну контролу. 

Процена генотоксичности метанолског екстракта биљке C. coggygria применом Комет 

теста показала је да је екстракт изазвао умерено оштећење ДНК код пацова соја Wistar. Након 

третмана са екстрактом у концентрацији од 1000 и 2000 mg/kg телесне масе животиња уочен 

је низак ниво генотоксичности, док третман са екстрактом у концентрацији од 500 mg/kg 

телесне тежине не показује генотоксични потенцијал. У узорку јетре и коштане сржи 

животиња третираних са 500 mg/kg телесне масе, није уочена статистички значајна разлика у 

укупном скору у односу на контролну групу. Већина ''комета'' је неоштећена, а само неколико 

''комета'' је са минималним (класа 1) и средњим оштећењем (класа 2). 

Имајући у виду да третман са метанолским екстрактом биљке C. coggygria у 

концентрацији од 500 mg/kg није довео до ДНК оштећења и да је квалитативном HPLC 

анализом екстракта детектовано да се мирицетин, у поређењу са осталим квантификованим 

једињењима, издваја својим садржајем, применом пирогалола испитивана је потенцијална 

антигенотоксична активност екстракта и мирицетина. Након третмана са пирогалолом 
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утврђен је пораст у фреквенци репног момента, дужине репа и % ДНК у комет репу у односу 

на негативну контролу. Третман са метанолским екстрактом биљке C. coggygria 2 или 12 сати 

пре третмана са пирогалолом узроковао је статистички значајно смањење у оштећењу ДНК, 

исказаног преко процента редукције (%Р) ДНК оштећења. Треба истаћи да се третман са 

метанолским екстрактом биљке C. coggygria 12 сати пре третмана са пирогалолом показао 

ефикаснијим у односу на третман 2 сата пре третмана са пирогалолом. Третман са 

мирицетином у концентрацији која је еквивалентна концентрацији мирицетина у испитиваној 

дози екстракта, показао је исти ефекат као и третман са екстрактом 2 или 12 сати пре 

апликације пирогалола. Може се закључити да је за антигенoтоксични потенцијал екстракта 

одговоран секундарни метаболит мирицетин који се у поређењу са осталим компонентама 

екстракта издваја својим садржајем. 
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5.3. Антимикробна активност метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria 

 

Обимна потрошња антибиотика, која је довела до резистенције бактерија на велики број 

лекова, подстакла је испитивања антибактеријског деловања супстанци, које нису 

антибиотици, укључујући и биљне екстракте. У циљу проналажења нових средстава у борби 

против инфекција изазваних мултирезистентним сојевима бактерија, етарска уља и екстракти 

лековитих и зачинских биљака су предмет испитивања антибактеријске активности. 

Метанолски екстракт биљке C. coggygria је показао значајан степен антимикробне 

активности на тестиране микроорганизме применом диск дифузионе методе са зонама 

инхибиције које су се кретале од 6 до 29 mm. Максималну активност екстракт је испољио 

према Грам негативној бактерији Е. coli и Грам-позитивној бактерији M. lysodeikticus, док је 

умерену активност испољио према Грам-позитивној бактерији S. aureus. Метанолски екстракт 

биљке C. coggygria је показао најјачу антифугалну активност у концентрацији од 500 g и то 

према T. viride. Слично резултатима испитивања диск-дифузионом методом, највећу 

активност екстракт је показао према гљиви T. viride и на основу MIC вредности. 

Имајући у виду резистентност бактерија на синтетичка антибиотска средства, и честе 

инфекције, попут уринарних инфекција, изазваних бактеријама као што је Е. coli, јавља се све 

већа потреба за природним препаратима којима треба дати предност у односу на синтетичке 

који могу да имају и негативне ефекте. На основу добијених резултата може се закључити да 

се метанолски екстракт биљке C. coggygria може применити у лечењу инфекција изазваних Е. 

coli, M. lysodeikticus, S. aureus и T. viride. 

Borchardt и сарадници (176) су утврдили да екстракт добијен из лишћа ове биљне врсте 

показује зону инхибиције од 13 до 10 mm према S. aureus и Pseudomonas aeruginosa, али да 

према C. albicans не показује активност. 

Метанолски екстракт биљке C. coggygria показао је значајнији антимикробни потенцијал 

према сојевима Грам-позитивних бактерија, у односу на Грам-негативне, што се може 

објаснити присуством спољашње и плазмалне мембране код Грам-негативних бактерија које 

представљају баријеру за испољавање антимикробног ефекта испитиваног екстракта. 

Иако је активност метанолског екстракта биљке C. coggygria слабија у поређењу са 

стандардима, антибиотицима, не треба заборавити да је у питању смеша са могућим 

садржајем микробиолошки инактивних супстанци, као и чињеница да су испитивања вршена 

у in vitro условима. 

Квалитативном HPLC анализом екстракта утвређено је да се мирицетин, у поређењу са 

осталим квантификованим једињењима, издваја својим садржајем. Преглед доступне 
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литературе показује да о антимикробној активности мирицетина постоје наводи (177, 178). 

Две врсте рода Bacillus, B. subtilis и B. cereus показале су приближно исту осетљивост према 

мирицетину, док је врста B. poylymxa показала значајну отпорност током периода инкубације 

(178). Након третмана сојева Listeria (LM1, LM2 и LM3) са мирицетином утврђен је висок 

степен антимикробне резистентности током периода инкубације од 60 часова (179). Насупрот 

овим резултатима, Yao и сарадници (180) су указали да мирицетин естрахован из биљке 

Myrica rubra показује антимикробну активност према неким сојевима врсте L. monocytogenes. 

Demetzos и сарадници (181) испитујући антимикробну активност мирицетина и његових 

деривата дошли су до закључка да мирицетин са већом значајношћу инхибира Грам-

позитивне у поређењу са Грам-негативним бактеријама. 
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5.4. Aнтиоксидативна активност метанолског екстракта биљке Cotinus coggygria 

 

Многе лековите биљке садрже велике количине антиоксиданата, као што су секундарни 

метаболити, који могу да играју важну улогу у адсорбцији и неутрализацији слободних 

радикала (182). 

Способност сакупљања слободних радикала одређенa је применом DPPH есеја, једнoм од 

најефикаснијих, поузданих и једноставаних in vitro метода за процену ове важне активности 

(183, 184). Метода на DPPH˙ радикале се широко примењује при одређивању "скевинџер" 

активности према дугоживећим радикалима. Антиоксиданти реагују са стабилним DPPH˙ 

радикалима и трансформишу их у 1,1-дифенил-2-(2,4,6-тринитрофенил)-хидразин. Ниво 

деколорације раствора DPPH˙ радикала указује на "скевинџер" потенцијал антиоксидантних 

једињења (185). 

Слободни DPPH радикали се најчешће употребљавају у антиоксидативним тестовима за 

одређивање способности природних секундарних метаболита, присутних у биљним 

екстрактима, да предају лабилан водоников атом слободним радикалима. Иако је DPPH
•
 

азотов радикал, што значи да се неспарени електрон налази на азотовом атому, константе 

брзине реакција антиоксиданата са овим радикалом се могу апроксимирати са константама за 

реакције са липидним пероксил радикалима (186, 187, 188). То значи да резултати добијени 

применом овог антирадикалског теста дају информацију и о заштитном ефекту 

антиоксиданата током оксидације липида. 

Резултати добијени применом ове методе указују да метанолски екстракт биљке C. 

coggygria испољава значајну способност сакупљања слободних радикала и могу се упоредити 

са вредностима Westenburg и сарадника (13) и Šavikin и сарадника (23). Овакви резултати 

указују да би се метанолски екстракт биљке C. coggygria могао применити као инхибитор или 

сакупљач слободних радикала. 

Активност неутрализације DPPH радикала је добро корелисана са садржајем полифенола у 

испитиваном узорку. Значајна способност сакупљања слободних радикала метанолског 

екстракта биљке C. coggygria може се приписати присуству полифенолних компоненти. Ови 

резултати су у сагласности са студијама Katalinić и сарадника (183), Mahakunakorn и 

сарадника (189) и Opoku и сарадника (190) у којима је уочено да се бројна фенолна једињења, 

широко распрострањена у биљном свету, понашају као редукујући агенси са 

антиоксидативном активношћу и способношћу сакупљања слободних радикала. 

Ако се има у виду да јони Fe
2+

 могу да иницирају реакцију липидне пероксидације, 

хелација је један од значајних механизама антиоксидативне активности. Хелациони агенси 

делују као секундарни антиоксиданти, јер смањују редокс потенцијал стабилизујући 
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оксидативну форму металног јона (191). Метанолски екстракт биљке C. coggygria показује 

значајну in vitro хелациону и редукциону способност према феро јонима. 

Неколико студија је показало да Fe-хелациона активност зависи од структуре флавоноида; 

само флавоноиди који поседују катехол групу на Б-прстену и 3-хидроксил групу на C-прстену 

имају Fe
3+

-редукујућу активност и тада се везују за гвожђе (192). Мирицетин (3,3',4',5,5',7-

хексахидроксифлавон), је флавоноид по наведеном принципу. Неколико студија је показало да 

мирицетин има разнолик терапеутски потенцијал као што је анти-оксидативан, анти-

канцероген и анти-инфламаторан (193, 194). Abalea и сарадници (195) су показали да 

мирицетин штити од оштећења индукованог гвожђем у примарним културама хепатоцита код 

пацова. 
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5.5. Механизми хепатопротективне активности метанолског екстракта биљке Cotinus 

coggygria 

 

Третман пацова соја Wistar са метанолским екстрактом биљке C. coggygria у концентрацији 

од 500 mg/kg није довео до ДНК оштећења. Применом Комет есеја утврђена је и 

антигенотоксична активност метанолског екстракта исте концентрације. Са циљем да се 

утврде потенцијални механизми хепатопротективне активности дозе која није показала 

генотоксичан ефекат, пацови соја Wistar су третирани са метанолским екстрактом биљке C. 

coggygria 2 или 12 сати пре аплицирања пирогалола у концентрацији од 100 mg/kg телесне 

тежине пацова. Спроведено је тестирање активности ензима маркера хепатотоксичности; 

концентрације билирубина и гвожђа у крвном серуму; интензитета оксидативног стреса и 

експресије акутно фазних протеина (Hp и 2M) и транскрипционих фактора (NFB и Akt). 

Најчешће коришћени биохемијски параметри за детектовање оштећења јетре су 

аминотрансферазе: аспартат аминотрасфераза (AST) и аланин аминотрансфераза (ALT) и 

алкална фосфатаза (АLТ) као хепатоцелуларни маркери, и укупни билирубин, као 

хепатобилијарни маркери (196). Статус јетре такође се може пратити и преко концентрације 

серумског гвожђа (197). 

АLТ, AST и АLP су осетљиви показатељи акутног оштећења јетре и анализа ових ензима 

у поремећајима који нису везани за оштећење јетре је неуобичајена (198). У хепатологији се 

најчешће одређују вредности трансаминаза, и њихова повећана активност представља врло 

осетљив показатељ оштећења хепатоцита. ALT је билокуларни ензим присутан у цитоплазми 

и митохондријама хепатоцита, док је АSТ унилокуларни ензим и налази се у цитозолу 

хепатоцита (199). Пораст у нивоу АSТ-а и ALT-а у серуму се приписује оштећењу 

структуралног интегритета јетре, јер су ови ензими локализовани у цитоплазми и ослобађају 

се у крв након оштећења ћелија (200). Активност ALT је највећа у хепатоцитима те се може 

сматрати специфичним параметром хепатоцелуларног оштећења, док се израженији пораст 

АSТ-а јавља код тежих и дубљих оштећења хепатоцита. Нешто већи пораст АLТ-a се 

објашњава чињеницом да је АLТ специфичнији ензим јетре, јер га у осталим органима има 

релативно мало, за разлику од АSТ-а. АLТ је цитозоларни ензим хепатоцита, који и код 

мањих оштећења јетре излази у циркулацију, док је АSТ присутан у митохондријама (60-70%) 

и цитозолу (30-40%) хепатоцита и потребно је веће оштећење хепатоцита да би се испољио 

пораст овог ензима у плазми (201). Оштећења јетре и жучних канала праћена су порастом 

каталитичке активности алкалне фосфатазе (197). Код свих патолошких процеса који доводе 

до сметњи у протоку жучи, долази до изражаја солубиларно дејство жучних соли који 
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изазивају ослобађање ALP са спољашње стране ћелијске мембране. Билирубин је један од 

најкориснијих клиничких индиција на озбиљност некрозе и његова акумулација је мера 

коњугације и екскреторног капацитета хепатоцита (202). Метаболише се у јетри и излучује у 

жучи, акумулира се у крви када постоји оштећење јетре и запушење жучних путева. 

Повишена концентрација билирубина у серуму је један од клиничких показатеља оштећења 

жучи, а такође указује и на измењену функцију јетре (197). 

Повишене вредности трансаминаза и алкалне фосфатазе као и вредности укупног 

билирубина у серуму експерименталне групе животиња третираних са пирогалолом су 

статистички сигнификантне у односу на вредности контролне групе пацова, и уједно 

представљају меру оштећења ћелија јетре код ове експерименталне групе. Повишене 

вредности наведених биохемијских параметара указују на функционално оштећење јетре 

пацова, изазвано интраперитонеалним аплицирањем пирогалола, које је код ове 

експерименталне групе евидентно. Пирогалол, услед стварања слободних радикала, изазива 

значајно оштећење мембрана хепатоцита и ослобађање цитозолне ALT и АST у циркулацију, 

што је у корелацији са студијом Gupta и сарадника (116, 117). У експерименталној групи 

животиња третираних са метанолским екстрактом биљке C. coggygria у концентрацији од 500 

mg/kg телесне масе пре третмана са пирогалолом уочено је статистички значајно смањење 

вредности трансаминаза и алкалне фосфатазе, као и вредности укупног билирубина, у односу 

на групу животиња третираних само са пирогалолом. Смањене вредности ALT, АST, ALP и 

укупног билирубина, као резултат аплицирања метанолског екстракта биљке C. coggygria пре 

третмана са пирогалолом, може бити последица присуства структурно различитих фенолних 

једињења, као што су фенолне киселине, флавоноиди и танини (203, 204, 205). Имајући у виду 

да је HPLC анализом екстракта утврђено да се мирицетин, у поређењу са осталим 

квантификованим једињењима, издваја својим садржајем, применом пирогалола испитивана 

је улога мирицетина, као главне компоненте екстракта, у редукцији вредности ALT, АST, ALP 

и укупног билирубина. Интраперитонеално аплицирање мирицетина значајно је смањило 

пирогалолом индуковано повећање вредности ALT, АST, ALP и укупног билирубина у 

серуму. 

Интраперитонеално аплицирање пирогалола узроковало је пораст нивоа гвожђа у серуму 

пацова. Акумулација гвожђа је штетна јер промовише сакупљање високо реактивних 

хидрокси радикала који су способни да уклоне атом водоника од полинезасићених масних 

киселина и тиме иницирају липидну пероксидацију (206). Agrawal и сарадници (207) су 

указали да гвожђе ослобођено од феритина након третмана са пирогалолом катализира 

пероксидацију ћелијских мембрана. Генерисани липидни хидропероксиди могу изазвати 
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значајне промене у структури и функцији мембране. Третман са метанолским екстрактом 

биљке C. coggygria у концентрацији од 500 mg/kg телесне масе 2 или 12 сати пре третмана са 

пирогалолом утицао је на статистички значајно смањење нивоа гвожђа у односу на третман 

само са пирогалолом. 

Одговор организма на трауму је полигено детерминисан, али вероватно неки ген или група 

гена доприносе више него други, у смислу веће отпорности организма на траума. Различите 

врсте траума, као што су инфламације и инфекције, изазивају акутно фазни одговор, 

неспецифичну, системску реакцију која има важну заштитну улогу (208, 209, 210, 211). Улога 

акутно фазног одговора је да спречи даље оштећење ткива које је настало услед запаљења, да 

изолује и уништи инфективне микроорганизме и да активира процесе одговорне за репарацију 

оштећеног ткива, односно врати организам у нормално стање - хомеостазу (212). Акутно 

фазни одговор обухвата специфичне промене у кардиоваскуларном, неуроендокрином и 

метаболичком систему (208). У протеинском систему долази до de novo синтезе такозваних 

протеина акутне фазе, специфичних за акутно фазни одговор (213, 214). Ови протеини се 

убрајају у компоненте урођеног (неспецифичног) имунитета укљученог у успостављање 

хомеостазе и ограничавање размножавања микроорганизама пре него што се развије стечени 

(специфични) имунитет. 

Протеини акутне фазе могу да се поделе на ''позитивне'' и ''негативне'' у односу на то да ли 

им се концентрација повећава или смањује током одговора организма на неки стимулус. У 

позитивне акутно фазне протеине убрајају се протеини чија се концентрација увећава и до 

неколико стотина пута у току акутно фазног одговора као што је то случај са хаптоглобином, 

С-реактивним протеинима, серум амилоид А, церулоплазмином, фибриногеном, α1-ацид 

гликопротеином итд. Ове гликопротеине синтетишу хепатоците након стимулације 

проинфламаторним цитокинима, а затим их ослобађају у крв. У негативне акутно фазне 

протеине убрајају се албумин и трансферин који се такође синтетишу у јетри, али у мањем 

обиму у тим условима него када је у стању хомеостазе (215). Промене у концентрацији ових 

протеина доводе и до промена у целом протеинском систему тј. одражавају се на 

концентрацију укупних протеина. 

Третман са метанолским екстрактом биљке C. coggygria индукује акутно фазни одговор у 

смислу повећања концентрације два испитивана акутно фазна протеина, хаптоглобинa (Hp) и 

α2-макроглобулина (α2М). 

Основна улога хаптоглобина је да везује слободни хемоглобин који је токсичан и 

медијатор је инфламације (216, 217). Поред биолошких функција хаптоглобина као што су 

стимулација ангиогенезе (218), улога у метаболизму масти (219), имуномодулаторни ефекат 
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(220), инхибиција нагомилавања неутрофила у респираторном тракту (221), примарна улога је 

да спречи губитак гвожђа формирањем стабилног комплекса са слободним хемоглобином у 

крви (222). Сматра се да хаптоглобин има и бактериостатски ефекат ограничавајући 

доступност гвожђа у крви које је неопходно за раст бактерија (222). 

α2М је тетрамерни гликопротеин који функционише као неселективни инхибитор 

различитих врста неспецифичних протеазa са важном улогом у успостављању нарушене 

хомеостазе олакшавајући транспорт цитокина и хормона (223). Ранија истраживања су 

показала да аплицирање пречишћеног пацовског α2М експерименталним животињама у 

траумама, типа опекотина или озрачивања целог организма, значајно повећава њихову стопу 

преживљавања (224). 

Иако је метанолски екстракт биљке C. coggygria индуковао пораст нивоа два акутно фазна 

протеина, вредности су биле статистички ниже у односу на акутно фазну реакцију након 

аплицирања терпентина, индуктора акутно фазног одговора. Јасно је да је овај процес имао 

значајну улогу у слабљењу ефекта пирогалола, с обзиром да је третман након 12 сати, који је 

омогућио развој акутно фазне реакције, био ефикаснији од третмана након 2 сата, када је 

акутно фазна реакција била у својој раној фази. Акутни одговор организма, односно његови 

медијатори, могу да се докажу неколико дана од стимулуса, али кинетика одговора зависи од 

врсте и од степена оштећења ткива (225). Максимална концентрација протеина акутне фазе у 

серуму се углавном постиже након 24 до 48 часова од стимулуса. Може се закључити да је 

третман са метанолским екстрактом биљке C. coggygria 12 сати пре аплицирања пирогалола 

ефикасно заштитио јетру пацова од накнадног, пирогалолом индукованог прекида хомеостазе. 

Самим тим резултати показују значајни превентивни потенцијал екстракта биљке C. coggygria 

према акутној хепатотоксичности. 

 

Настанак слободних радикала је у сталној равнотежи са антиоксидативним одбрамбеним 

системом. Иако слободни радикали имају значајну улогу у низу физиолошких процеса, 

поремећај баланса између ових реактивних врста и антиоксидативног система може да доведе 

до озбиљног нарушавања нормалне хомеостазе ћелије. Нарушавање оксидо-редуктивне 

равнотеже услед повишеног нивоа слободних радикала, уз висок степен њихове неселективне 

реактивности и нестабилности, доводи до стања оксидативног стреса. Као последица 

оксидативног стреса јављају се тзв. оксидативна оштећења, која се изражавају кроз различита 

патолошка стања. Уопштено, оксидативни стрес може да буде проузрокован повишеним 

нивоом слободних радикала као последица излагања кисеонику, присуства токсина, 

инфламаторних процеса и слично, или инхибиране функције антиоксидантног система, који 
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се јавља при смањењу активности ензима антиоксидативне заштите (супероксид дизмутазе, 

каталазе, глутатион пероксидазе...). 

Имајући у виду да су антиоксиданси синтетичког порекла (бутилирани хидрокситолуен и 

бутилирани хидроксианизол), са једне стране познати по својој способности да заустављају 

ланчану реакцију липидне пероксидације, док је са друге доказана њихова канцерогена 

активност и способност изазивања оштећења јетре (92), све је већа тежња у примени 

антиоксиданаса природног порекла. За процену нарушене прооксидативно-антиоксидативне 

равнотеже код експерименталних животиња третираних са пирогалолом и са метанолским 

екстрактом биљке C. coggygria од посебног значаја је испитивање липидних пероксида. 

Липидна пероксидација, као најчешћи феномен деловања слободних радикала, представља 

оксидативно оштећење које захвата ћелијске мембране, липопротеине и друге молекуле који 

садрже липиде, у условима постојања оксидативног стреса. Најчешће се одређује 

концетрација малоналдехида који настаје из липидних пероксида у процесу липидне 

пероксидације. Липидна пероксидација и продукти слични малондиалдехиду испитивани су 

као индикатори оксидативног стреса, јер слободни радикали и/или реактивни оксигени 

метаболити директно могу узроковати оксидативно оштећење, а њихов серумски ниво 

исказује постојање оксидативног стреса (226, 227). 

Крајњи продукт липидне пероксидације након третмана са пирогалолом детектован је 

индиректним путем – мерењем TBARS-а у серуму и јетри експерименталних животиња. 

Пораст концентрације TBARS-а, индекса липидне пероксидације, у серуму и јетри пацова 

третираних са пирогалолом указује на присуство оксидативног стреса. Повећан ниво липидне 

пероксидације у јетри животиња третираних са пирогалолом указује на значајну липидну 

пероксидацију. 

Agrawal и сарадници (207) у својој студији су указали да гвожђе ослобођено из феритина 

након третмана са пирогалолом катализује пероксидацију ћелијских мембрана. Липидни 

хидропероксиди изазивају значајну штету у структури и функцији мембране. Ови налази су у 

сагласности са чињеницом да администрација метанолског екстракта биљке C. coggygria 

доводи до смањења пирогалолом изазваног повећања нивоа TBARS-а скоро до базалног 

нивoа. Чињеница да претретман са екстрактом спречава липидну пероксидацију индуковану 

пирогалолом указује да метанолски екстракт биљке C. coggygria има важну улогу у заштити 

мембрана од оштећења. 

 

Оксидативни стрес представља дисбаланс између прооксиданаса (слободних радикала) и 

система антиоксидативне заштите у корист прооксиданаса, који потенцијално води ка 
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оштећењу. Антиоскидативна заштита као физиолошки процес функционише непрестано у 

здравом организму и има за циљ да спречи штетно деловање прооксидативних фактора. 

Ензими антиоксидативне заштите имају главну улогу у ендогеној заштити ћелија од 

оксидативног оштећења путем утицаја на инхибицију ћелијске пролиферације, мутације и 

геномске нестабилности (228). 

Претретман са метанолским екстрактом биљке C. coggygria условљава статистички 

значајно повећање активности антиоксидативних ензима (SOD, CAT и GST) у јетри 

експерименталних животиња. Активност антиоксидативних ензима у јетри пацова третираних 

само са пирогалолом је знатно испод базалног нивоа активности ензима у контролној групи 

животиња. Овакви резултати јасно указују на ефикасну заштиту екстракта биљке C. coggygria 

од пирогалолом изазваног преоптерећења слободним радикалима. Kако су нус-производи 

липидне пероксидације узрок ковалентних модификација GST (229), смањење активности 

GST након изложености животиња пирогалолу је вероватно последица повећане липидне 

пероксидације, док је код пацова третираних са метанолским екстрактом биљке C. coggygria 

пре третмана са пирогалолом GST активност делимично повећана као резултат способности 

екстракта да сузбије пероксидацију липида. 

 

Сигналом индукована фосфорилација је од необичне важности за модулацију активности 

многих транскрипционих фактора. Најизразитији пример оваквог механизма активације 

транскрипционих фактора је активација NF-κB транскрипционог фактора. Транскрипциони 

фактор NF-κB (енг. Nuclear Factor-kappa B) је регулаторни протеин који контролише 

експресију многих индуцибилних и ткивно специфичних гена, учествујући на тај начин у 

регулацији проинфламаторних и имуних одговора ћелије, ћелијске пролиферације и апоптозе. 

Овај транскрипциони фактор координира и активира одбрану организма или директним 

одговором на патогене и стресогене стимулусе, или индиректним одговором на сигналне 

молекуле ослобођене из других инфицираних или оштећених ћелија и ткива. 

Међу бројним сигналним молекулима који активишу NF-κB спадају и агенси који узрокују 

оксидациони стрес (230). Реактивни кисеонички метаболити, који настају у респираторном 

ланцу митохондрија у улози секундарних гласника, посредују у активацији NF-κB. Да 

активност NF-κB директно зависи од редокс стања ћелија показују резултати позитивне 

регулације активности овог фактора при ниској концентрацији тиолних једињења (глутатион) 

и инхибиције његове активације при високим концентрацијама истих. Регулација 

интраћелијског глутатиона директо регулише експресију гена који поседују NF-κB-везујуће 
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место у промотору (231). И док, са једне стране, реактивне врсте кисеоника активирају NF-κB, 

различита антиоксидативна једињења инхибирају његову активацију (232, 233). 

Велики број агенаса природног и синтетичког порекла су тестирана у циљу утврђивања 

потенцијалне инхибиторне активности транскрипционог фактора NF-κB (234, 235, 236). 

У пирогалол третираној групи животиња ниво експресије NF-κB је изнад базалног нивоа, 

док је код пацова претретираних са метанолским екстрактом биљке C. coggygria уочен знатно 

нижи ниво експресије NF-κB. Очигледно је да претретман са метанолским екстрактом 

ефикасно уклања реактивне врсте кисеоника, ублажава последице оксидативног стреса и 

уклања стимулусе активације транскрипционог фактора NF-κB. 

 

До сличног закључка се долази и након праћења експресије серин-треонин киназе Б 

познате и као Аkt. Аkt функционише као централни интегрисани модул фосфатидилиноситол 

3-киназе – Akt сигналног пута у ћелији и регулише бројне критичне путева, укључујући и оне 

који доводе до ћелијске пролиферације и инхибиције апоптозе (156, 157). Аkt игра важну 

улогу у одржавању ћелијског опстанка (237, 238, 239). Док администрација пирогалола 

резултира смањену Аkt фосфорилацију и активност, претретмани са метанолским екстрактом 

биљке C. coggygria или са мирицетином очигледно обезбеђује параметар који дозвољава 

функционисање Аkt, неопходног за правилно функционисање ћелија. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. ЗАКЉУЧЦИ 
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Иако досадашња испитивања биолошких активности екстраката бројних биљних врстa 

указују на њихову антимикробну, анти-инфламаторну, антиоксидативну, антимутагену и 

антиканцерогену активност, мали број студија обједињује све ове биолошке активности. 

Мултидисциплинарни приступ је примењен са циљем да се обједини неколико биолошких 

активности метанолског екстракта биљке C. coggygria, ради утврђивања терапеутског 

потенцијала. 

 

На темељу добиjених резултата могу се извести следећи  закључци: 

 

1. У погледу квантитативног садржаја укупних фенола, флавоноида, кондензованих 

танина и галотанина у екстракту је детектована значајна количина флавоноида и укупних 

фенола. 

 

2. Квантитативном анализом састава фенолних једињења метанолног екстракта биљке 

утврђено је присуство кафене киселине, хлорогенске киселине, кумаринске киселине, ферулне 

киселине, рузмаринске киселине и флавоноида мирицетина, кверцетина, кемпферола, 

резвератрола и рутина. 

 

3. У погледу идентификације конституената, на основу ретенционих времена и њиховим 

поређењем са стандардима и квантитативне анализе HPLC методом, утврђено је да су 

најзаступљенији флавоноиди мирицетин са 511.50 µg/g екстракта и кверцетин са 69.80 µg/g 

екстракта. У поређењу са осталим детектованим једињењима из групе фенолних киселина 

својим садржајем се истиче рузмаринска киселина са 18.55 µg/g екстракта. 

 

4. Применом теста за детекцију полно везаних рецесивно леталних мутација код 

еукариотског модел организма D. melanogaster утврђено је да је екстракт биљке C. coggygria 

при концентрацији од 5% индуковао рецесивне леталне X-везане мутације у две герминативне 

ћелијске линије, на нивоу сперматозоида и сперматоцита, док су се сперматиде показале као 

отпорније. Иако екстракт показује одређен ниво генотоксичног потенцијала, он је још увек 

далеко од мутагености добијене за позитивну контролу. Пост-третман са метанолским 

екстрактом у концентрацији од 2% утицао је на смањење генотоксичности ЕМС-а у две 

герминативне ћелијске линије (сперматозоиди и сперматиде) у односу на позитивну 

контролну групу. Пост-третмани са мирицетином, који се у поређењу са осталим 

квантификованим једињењима издваја својим садржајем, кверцетином и рузмаринском 
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киселином, који се по садржају издвајају у односу на остале идентификоване флавоноиде и 

фенолне киселине у екстракту, драстично су редуковали фреквенцу рецесивно леталних X-

везаних мутација, како у премеиjотским, тако и у постмејиотским герминативним ћелијским 

линијама. 

 

5. Применом алкалне верзије Комет есеја на модел организму D. melanogaster није 

утврђена статистички значајна разлика у третману са метанолским екстрактом биљке C. 

coggygria у концентрацији од 1% у односу на негативну контролу. На основу расподела комет 

класа и одабраних квантитативних параметара може се закључити да метанолски екстракт 

добијен из стабла биљке C. coggygria у концентрацији од 1% не показује генотоксичну 

активност. 

 

6. Применом Комет теста код пацова соја Wistar у in vivo условима испитана је 

потенцијална генотоксична активност метанолског екстракта у концентрацији од 500, 1000 и 

2000 mg/kg телесне тежине пацова. Статистички значајне разлике у квалитативним и 

квантитативним параметрима у односу на негативну контролу се могу уочити након третмана 

са највишом испитиваном дозом екстракта биљке C. coggygria од 2000 mg/kg и са дозом од 

1000 mg/kg телесне тежине. У узорцима јетре и коштане сржи животиња третираних са 

екстрактом у концентрацији од 500 mg/kg телесне масе, није уочена статистички значајна 

разлика у квалитативним и квантитативним параметрима у односу на негативну контролу. 

Иако екстракт при концентрацијама од 1000 и 2000 mg/kg телесне тежине пацова показује 

одређен ниво генотоксичног потенцијала, он је још увек далеко од мутагености добијене за 

позитивну контролу. Концентрација од 500 mg/kg телесне масе (или нижа) се може сматрати 

безбедном концентрацијом у погледу продуковања генотоксичног ефекта. 

 

7. Антигенотоксична активност метанолског екстракта биљке C. coggygria и мирицетина, 

главне компоненте екстракта, испитивана је на пацовима третираним пирогалолом, у 

концентрацији од 100 mg/kg телесне тежине. На основу расподеле комет класа и одабраних 

квантитативних параметара може се уочити знатан степен редукције ДНК оштећења након 

претретмана са екстрактом и са мирицетином 2 и 12 сати пре пирогалола. Проценат редукције 

у укупном скору знатно је експресивнијег карактера у групи животиња изложених пирогалолу 

12 сати након третмана са метанолским екстрактом или мирицетином. 
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8. Метанолски екстракт биљке C. coggygria у концентарцији од 500 g показао је 

активност према свим испитиваним патогеним и фитопатогеним бактеријама и гљивама са 

зоном инхибиције у интервалу од 8 до 18 mm. Значајну осетљивост према дејству метанолског 

екстракта показале су Грам-негативна бактерија Е. coli (при концентрацији екстракта од 150 и 

500 µg зоне инхибиције су износиле 29 и 17 mm, респективно) и M. lysodeikticus (при 

концентрацији екстракта од 150 и 500 µg зоне инхибиције су износиле 20 и 18 mm, 

респективно). Резултати антимикробног потенцијала метанолског екстракта су у опсегу 

концентрација од 125 μg/ml до 250 μg/ml, што представља веома добру антимикробну 

активност. Екстракт је показао најјачу осетљивост на бактерију B. subtilis и гљиву T. viride са 

MIC = 125 μg/ml, а најмању осетљивост према бактеријама S. aureus, K. pneumonia, E. coli и M. 

lysodeikticus (MIC = 250 µg/mL). 

 

9. Метанолски екстракт биљке C. coggygria поседује значајну антиоксидативну 

активност. Резултати добијени применом DPPH методе in vitro указују да екстракт испољава 

значајну способност сакупљања слободних радикала, и да би се могао применити као 

инхибитор слободних радикала. Резултати указују на значајну in vitro хелациону и 

редукциону способност метанолског екстракта према феро јонима. Са порастом 

концентрације повећава се и редуктивна и хелациона активност екстракта у поређењу са 

стандардима. 

 

10. Са циљем да се утврде потенцијални механизми хепатопротективне активности дозе 

која није показала генотоксичан ефекат, пацови соја Wistar су третирани са метанолским 

екстрактом биљке C. coggygria 2 или 12 сати пре аплицирања пирогалола у концентрацији од 

100 mg/kg. У циљу сагледавања оштећења ћелија јетре након третмана са пирогалолом, 

праћена је активност хепатичних ензима (AST, ALT и АLP) и концентрација укупног и феро 

гвожђа, док је хепатобилијарна функција јетре праћена преко промена у концентрацији 

укупног билирубина у серуму. Статистички значајна редукција у концентрацији укупног и 

феро гвожђа, и у вредностима трансаминаза, алкалне фосфатазе и укупног билирубина уочена 

је серуму пацова третираних са метанолским екстрактом или са мирицетином 2 или 12 сати 

пре третмана са пирогалолом. Резултати показују значајни превентивни потенцијал екстракта 

биљке C. coggygria према акутној хепатотоксичности. 

 

11. Третман пацова соја Wistar са метанолским екстрактом биљке C. coggygria индуковао 

је акутно фазни одговор у виду повећања концентрације два испитивана акутно фазна 
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протеина, Hp и α2М. Иако је екстракт узроковао раст нивоа два акутно фазна протеина, 

вредности су биле статистички ниже у односу на акутно фазну реакцију након аплицирања 

терпентина, индуктора акутно фазног одговора. Јасно је да је овај процес имао значајну улогу 

у слабљењу ефекта пирогалола, с обзиром да је третман након 12 сати, који је омогућио развој 

акутно фазне реакције, био ефикаснији од третмана након 2 сата, када је акутно фазна 

реакција била у својој раној фази. Може се закључити да је третман са метанолским 

екстрактом биљке C. coggygria 12 сати пре аплицирања пирогалола ефикасно заштитио јетру 

пацова од накнадног, пирогалолом индукованог прекида хомеостазе. 

 

12. Липидна пероксидација, као најчешћи феномен деловања слободних радикала, 

представља оксидативно оштећење које захвата ћелијске мембране, липопротеине и друге 

молекуле који садрже липиде, у условима постојања оксидативног стреса. Третма са 

метанолским екстрактом биљке C. coggygria доводи до смањења пирогалолом изазваног 

повећања липидне пероксидације скоро до базалног нива. Чињеница да претретман са 

екстрактом спречава липидну пероксидацију индуковану пирогалолом указује да метанолски 

екстракт биљке C. coggygria има важну улогу у заштити мембрана од оштећења. 

 

13. Ензими антиоксидативне заштите имају главну улогу у ендогеној заштити ћелија од 

оксидативног оштећења путем утицаја на инхибицију ћелијске пролиферације, мутације и 

геномске нестабилности. Претретман са метанолским екстрактом доводи до статистички 

значајног пораста у активности антиоксидативних ензима (SOD, CAT и GST) у јетри 

експерименталних животиња. Резултати јасно указују на ефикасну заштиту екстракта од 

пирогалолом изазваног преоптерећења слободним радикалима. 

 

14. У групи животиња третираних са пирогалолом ниво експресије NF-κB је изнад 

базалног нивоа, док је код пацова претретираних са метанолским екстрактом уочен знатно 

нижи ниво експресије NF-κB. Очигледно је да претретман са метанолским екстрактом 

ефикасно уклања реактивне врсте кисеоника, ублажава последице оксидативног стреса и 

уклања стимулусе активације транскрипционог фактора NF-κB. До сличног закључка се 

долази и након праћења експресије транскрипционог фактора Аkt. Док третман са 

пирогалолом условљава смањену Аkt фосфорилацију и активност, претретман са метанолским 

екстрактом или са мирицетином очигледно обезбеђује параметар који дозвољава 

функционисање транскрипционог фактора Аkt, неопходног за правилно функционисање 

ћелија. 
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Значај ове докторске дисертације огледа се у откривању, тестирању и препоруци за 

потенцијалну примену екстракта богатог фенолним једињењима који показују значајну 

биолошку и фармаколошку активност у хемији хране, медицини, козметици и фармацији. 

Резултати су дефинисали фармаколошку активност испитиване биљке и јасно указали да 

метанолски екстракт биљке C. coggygria има све предуслове за примену у фармацеутске сврхе 

и за даља испитивања у циљу дефинисања начина и дозне примене. 
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Прилог 1. Састав и поступак припреме супстрата за одржавање линија Drosophila 

melanogaster 

 

Различити типови супстрата за одржавање линија Drosophila се користе у зависности од 

експеримента, већина садржи квасац као фактор неопходан за нормално развиће. Најчешће се 

користи супстрат са кукурузним гризом: 400 ml воде, 40 g кукурузног гриза, 4 g агара, 5 g 

квасца, 50 g шећера и 2 g нипагина. 

 

Припрема супстрата 

 

Вода се помеша са кукурузним брашном, агаром и квасцом и кува у посуди од 2 L на 

умереној ватри и уз стално мешање 15 минута. Затим се додаје шећер и кува се још 5 минута. 

Посуда се скида са ватре и додаје се, уз стално мешање, раствор нипагина (2 g нипагина се 

раствори у 10 ml 96% етанола). Нипагин се додаје да би се спречило развиће плесни. Супстрат 

се затим разлива у стерилне теглице, обично до висине од око 1.5 cm. Чим се подлога охлади 

са зидова теглица се обришу кондензоване капљице воде и теглице се затварају са тупферима 

направљеним од вате. Овако припремљене теглице са супстратом се могу чувати у 

фрижидеру, а могу се и одмах користити. 

Уколико се подлога од кукурузног брашна припрема без квасца, неопходно је да се пре 

уношења мушица у теглице на површину храњиве подлоге ставе 1-2 капи густог воденог 

раствора пекарског квасца. 
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Прилог 2. Поступак пребацивања и одвајања мужјака од женки Drosophila melanogaster 

 

Поступак пребацивања 

 

Пребацивање мушица из једне теглице у другу врши се тако што се теглицом, у којој су 

мушице, лупи неколико пита по подлози да би се мушице потиснуле на дно. Затим се обе 

теглице приљубе отворима и мушице се истресу у нову теглицу са свеже припремљеним 

супстратом. Пребацивење може да се врши и аспиратором који се пре свега користи за 

одвајање мужјака од неоплођених женки. Аспиратор је стаклена цевчица дужине око 20 cm и 

унутрашњим пречником око 3 mm. На око 5 cm од једног краја се налази трбушасто 

испупчење у које се кроз отвор цевчице убацују комадићи сунђера. На крај који је ближи 

испупчењу навлачи се гумено црево дужине око 40 cm. Пребацивање се врши тако што се у 

чеп од сунђера, којим се затвори теглица, увлачи врх аспиратора и усисавањем се прикупљају 

мушице у аспиратор, а издувавањем се избацују из аспиратора у нову теглицу. 

 

Поступак одвајања 

 

Одвајање мужјака од женки треба урадити у првих 12 до 15 часова по излегању из 

стадијума лутке. У супротном, само једно парење је довољно да се већина јаја женки оплоди и 

тада се не могу вршити наменска укрштања. Приликом раздвајања треба имати у виду 

разлику између полова: мужјаци су ситнији и код њих је крај абдомена заобљен док је код 

женки шиљат; у абдоминалном региону код женки се могу уочити пруге, а код мужјака 

затамљен врх јер су задњи абдоминални стернити црно обојени; мужјаци, за разлику од 

женки, на првом пару ногу имају у низ постављене црне хитинске длачице, које граде тзв. 

полни чешаљ. 



Докторска дисертација  Прилози 

 

Сања Матић 144 

 

Прилог 3. Поступак припреме узорака за Комет тест са Drosophila melanogaster 

 

За утврђивање генотоксичног ефекта метанолског екстракта биљке C. coggygria користи се 

предњи део задњег црева ларви на трећем ступњу развића лабораторијске линије "Canton S''. У 

циљу добијања што крупнијих ларви културе се гаје на нешто нижим температурама и у 

некомпетативним условима (са довољно хране и простора). 

 

Поступак дисекције 

 

Дисекција се обавља уз помоћ бинокуларног стереомикроскопа у капи физиолошког 

раствора (0.67% NaCl) или тзв. Рингеровог раствора, који садржи 0.65 g NaCl, 0.025 g KCl и 

дестиловану воду. 

Помоћу две анатомске игле ларва се ставља на микроскопску плочицу у кап раствора и 

развлачењем игала (једна се поставља на главени регион, а другом се придржава задња 

трећина ларве) тело ларве се прекида у пределу задњег црева, и извлачи се његов предњи део. 

Након одстрањивања предњи део задњег црева се пребаци у епендорф са 50 mM PSS и 

припреми се ћелијска суспензија. 
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Прилог 4. Врсте, састав и поступак припреме хранљивих подлога 

 

Хранљиви агар у праху се користи за засејавање бактерија док се кромпир-глукозни агар 

користи за засејавање гљива. У фази испитивања потенцијалног антибиотика, као течне 

подлоге у дилуционој техници се користе: Милер-Хинтон-ова (Мüeller-Hinton) подлога за 

бактерије и сабора (Saboraud) течна подлога за гљиве (Институт за имунологију и 

вирусологију Торлак, Београд). 

 

Припрема хранљивог агара 

 

Суспендује се 43.1 g праха састава: 15 g пептон-1 ''Торлак''; 3 g месни екстракт ''Торлак''; 5 

g натријум-хлорид; 0.3 g калијум-фосфат; 18 g агар; pH 7.3; раствори у 1000 mL хладне воде и 

остави да стоји 15 минута. Највећи број микроорганизама се добро размножава у области 

оптималног pH између 6.5 и 7.5. Потом се раствор пажљиво загрева до кључања, уз стално 

мешање стакленим штапићем, да би се прах у потпуности растворио. Уз интензивно мешање 

током кључања, боја раствора треба да постане светло жута и бистра, што се постиже у 

периоду од 5 до 15 минута. Раствор се потом пребацује у ерленмајер, затвара и стерилише 20 

минута на 120°С. Након хлађења се припремљени агар разлива у епрувете и формира коси 

агар, епрувете се затворе и оставе да се охладе. Пресејавање се врши након 24 часа. 

 

Припрема Милер-Хинтон-овог бујона (П29)–течна подлога 

 

Oдмери се 17.5 g казеин-хидролизата, 3 g месног екстракта и 1.5 g скроба (подлога 

Института за имунологију и вирусологију Торлак, Београд) и раствори у 1000 mL дестиловане 

хладне воде. Након растварања се подлога загрева до кључања, уз стално мешање, до појаве 

бистре боје раствора, а потом пребаци у ерленмајер и стерилише 20 минута на 120°С. 

 

Припрема кромпир-глукозног агара 

 

Очишћени кромпир исече се на ситне комадиће и 250 g сипа у 1 L воде. Кромпир се кува 

док не омекша, затим се процеди, а вода од цеђења се допуни свежом количином воде, до 

запремине од 1 L. По додатку воде, додаје се 17 g агара (15-20%), а када се агар отопи и 20 g 

глукозе. Након корекције pH до 6.5 подлога се стерилише 20 минута на 120°С и разлива у 

епрувете формирајући коси агар. 
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Припрема Saboraud течне подлоге 

 

Раствори се 30 g праха Saboraud течне подлоге (Торлак, Београд), састава 10 g пептона и 

20 g декстрозе, у 1000 mL дестиловане воде и пажљиво загрева до кључања и потпуног 

растварања. По пребацивању у одговарајући суд, врши се стерилизација у аутоклаву 20 

минута на 120°С. 
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Прилог 5. Публиковане референце у којима су објављени резултати докторске дисертације 
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The  present  study  was  undertaken  to investigate  the  hepatoprotective  effect  of the methanol  extract
of  Cotinus  coggygria  Scop.  in rats  exposed  to the hepatotoxic  compound  pyrogallol.  Assessed  with  the
alkaline  version  of  the comet  assay,  1000  and  2000  mg/kg  body  weight  (bw)  of  the  extract  showed  a  low
level of  genotoxicity,  while  500  mg/kg  bw of  the extract  showed  no  genotoxic  potential.  Quantitative  HPLC
analysis  of  phenolic  acids  and  flavonoids  in the methanol  extract  of  C. coggygria  showed  that  myricetin  was
a major  component.  To  test  the  hepatoprotective  effect,  a non-genotoxic  dose  of  the  C. coggygria  extract
and  an  equivalent  amount  of  synthetic  myricetin,  as present  in  the  extract,  were applied  either  2  or  12  h
prior  to  administration  of  100  mg/kg  bw of pyrogallol.  The  extract  and  myricetin  promoted  restoration  of
hepatic  function  by  significantly  reducing  pyrogallol-induced  elevation  in  the  serum  enzymes  AST,  ALT,
ALP and in  total  bilirubin.  As measured  by the decrease  in total  score  and  tail  moment,  the  DNA  damage  in
liver was  also  reduced  by the  extract  and  by  myricetin.  Our  results  suggest  that  pro-surviving  Akt  activity
and  STAT3  protein  expression  play  important  roles  in decreasing  DNA  damage  and  in  mediating  hepatic
protection  by  the extract.  These  results  suggest  that  myricetin,  as  a  major  component  in the  extract,  is
responsible  for  the  antigenotoxic  and  hepatoprotective  properties  of the methanol  extract  of  C. coggygria
against  pyrogallol-induced  toxicity.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The search for medical treatments based on alternative
medicine has increased significantly, making knowledge of the
plants commonly used as folk medicines extremely important.
Some substances produced by plants have been studied and
characterized [1], but insufficient toxicological and genotoxicolog-
ical studies have been done. However, there has recently been
growing interest in the possible toxic, genotoxic and mutagenic
effects of those plant metabolites that are used therapeutically
[2].

The family of the Anacardiaceae includes approximately 800
species in 82 genera. Members of the family are cultivated
throughout the world for their edible fruits and seeds, medici-
nal compounds, valuable timber and landscape appeal. The plant

∗ Corresponding author. Tel.: +381 34 336 223; fax: +381 34 335 040.
E-mail address: sanjamatic@kg.ac.rs (S. Matić).

Cotinus coggygria Scop. is a small genus of the family Anacardiaceae
with two  species: C. coggygria Scop. and Cotinus obovatus Raf. The
flora of Serbia defines two varieties of C. coggygria:  var. laevis and
var. arenaria [3]. Plants in the family Anacardiaceae have a long his-
tory of use by peoples in traditional medicine for the treatment
of various illnesses due to their reputed pharmacological effects.
Rhus glabra is traditionally used in the treatment of bacterial dis-
eases such as syphilis, gonoerrhoea, dysentery and gangrene. Rhus
coriaria is commonly used as a spice by grinding the dried fruits
with salt and is also widely used as a medicinal herb particularly
for wound healing [4]. Toxicodendron species have been used in
the treatment of herpes eruptions, acute rheumatism and articu-
lar stiffness and in various forms of chronic and abstinate eruptive
diseases [5].

Published information indicates that C. coggygria has anti-
haemorrhagic and wound-healing effects, anti-inflammatory and
antimicrobial activity [6]. This plant is frequently used for the treat-
ment of various illnesses such as diarrhoea, paradontosis, gastric
and duodenal ulcer [7]. It has been previously shown that the

1383-5718/$ – see front matter ©  2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
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C. coggygria syrup has the effect of protecting the liver from chem-
ical damage [8].

Previous phytochemical investigations on C. coggygria heart-
wood resulted in the isolatation of several phenolic com-
pounds, mainly aurones, chalcones, dihydroflavones and dihy-
droflavonols. Among them, the most abundant were sul-
phuretin and 7,3′,4′-trihydroxy-dihydroflavone, 5,7,4′-trihydroxy-
dihydroflavone, 4,2′,4′-trihydroxychalcone, 3,7,3′,4′-tetrahydroxy-
dihydroflavone, 3,5,7,3′,4′-pentahydroxy-dihydroflavone, fisetin
and methyl galate [9]. Westenburg et al. [10] isolated aurones, gal-
lic acid and its derivatives from the whole plant of C. coggygria,
while gallic acid and its derivatives were found to be dominant
compounds in the leaves and flowers of this species [11].

In an increasing number of studies, many naturally occurring
phytochemicals have been recommended as potential hepatopro-
tective agents [12], but the search for novel natural agents and
the determination of novel targets for hepatoprotection is chal-
lenging. Flavonoids are plant polyphenolic compounds that can
protect against oxidative stress by scavenging free radicals [13,14]
and by chelating iron [15]. Several studies have shown that the
iron-chelating ability is dependent on the flavonoid structures;
only flavonoids that have the catechol group in the B-ring and
the 3-hydroxyl group in the C-ring have Fe3+-reducing activity and
then bind iron [16]. Myricetin (3,3′,4′,5,5′,7-hexahydroxyflavone),
a naturally occurring phytochemical, is one of such flavonoids.
Some studies have shown that myricetin have diverse therapeutic
potential such as anti-oxidant, anti-tumour, and anti-inflammatory
[17,18]. Myricetin has been suggested to inhibit cellular prolifer-
ation and to induce apoptosis in tumour cells [18]. It has been
reported that myricetin protects against iron-induced damage in
primary rat hepatocyte cultures [19].

Extract of the stem of C. coggygria was evaluated against
pyrogallol-induced hepatic damage in rats with the aim of devel-
oping a natural hepatoprotective drug [20]. Pyrogallol showed
mutagenic effect, and its cytotoxicity and mutagenicity seem
to be attributable to formation of reactive oxygen species [21].
According to Gupta et al. [22,23] and Upadhyay et al. [24,25],
pyrogallol induced hepatotoxicity in experimental animals through
generation of free radicals and, therefore, pyrogallol-induced hep-
atotoxicity could be used as an appropriate model to evaluate
hepatoprotective agents that have free radical-scavenging prop-
erties.

In traditional medicine, whole plants or mixtures of plants are
used rather than isolated compounds. Also, crude plant extracts
often have greater in vitro or/and in vivo activity than isolated con-
stituents at an equivalent dose [26]. The objective of this study was
to evaluate the antigenotoxic potential of a methanolic extract of
C. coggygria and its main flavonoid compound, myricetin, and their
possible hepatoprotective effects on Wistar rats exposed to pyro-
gallol. Biochemical parameters of hepatic damage such as serum
aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT),
alkaline phosphatase (ALP) and total bilirubin concentration were
determined. A further attempt has been made to study the potential
effects of C. coggygria extract on signal transduction and activa-
tion of the transcription 3 (STAT3) signalling pathway, as well as
the activation of the Akt signalling pathway that mediates cellular
survival signals.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

SYBR® GREEN I (CAS no. S 9430), 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (CAS no. D 9132)
and  myricetin (CAS no. M 6760) were purchased from Sigma–Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Pyrogallol (Sigma–Aldrich, CAS no. 254002-50) was diluted in saline solu-
tion and used as a positive control and as the damage-inducing agent in the tests
concerning possible protective effects.

2.2. Plant material and extraction procedure

C. coggygria plants were collected in southern Serbia (in the village of Rujište,
Mt.  Rogozna), in May–June 2007. The species was identified and the voucher speci-
men  was deposited (16178, BEOU) at the Department of Botany, Faculty of Biology,
University of Belgrade.

The air-dried sample of C. coggygria stem (1.2 kg) was broken into small pieces
2–6 mm with a cylindrical crusher and extracted with methanol in a Soxhlet appara-
tus. The extract was filtered through paper filter (Whatman, No. 1) and evaporated
to dryness under vacuum to remove the solvent (methanol). The residue (32 g) was
stored in a dark glass bottle for further processing.

2.3. Phytochemical analysis of the methanol extract from C. coggygria

2.3.1. Total phenolic content
Total soluble phenolic compound in the methanol extract of C. coggygria was

determined with the Folin–Ciocalteu reagent [27] and with gallic acid as a standard.
The extract was diluted to a concentration of 500 �g/ml and 0.5 ml  of the diluted
extract was mixed with 2.5 ml of Folin–Ciocalteu reagent (previously diluted 10-fold
with distilled water) and 2 ml  of NaHCO3 (7.5%). After 15 min of incubation at 45 ◦C,
the absorbance was measured at 765 nm vs a blank sample with a spectrophotome-
ter (ISKRA, MA9523-SPEKOL 211).

2.3.2. Total flavonoid content
The total flavonoid compound in the extract was determined spectrophotomet-

rically according to Bringhente et al. [27]. Briefly, 0.5 ml  of 2% solution of AlCl3 in
ethanol was  mixed with the same volume of extract (500 �g/ml). Absorption read-
ings at 415 nm were taken after 1 h against a blank (ethanol). The total flavonoid
content was determined by use of a standard curve with rutin (0–50 mg/l).

All the values were uniformly expressed as the corresponding dry weight of
plant (1 g). All measures were repeated three times.

2.3.3. HPLC of the C. coggygria methanolic extract
Quantification of individual phenolic compounds was  done by reversed-phase

HPLC analysis. Samples were injected onto a Waters HPLC system consisting of a
1525 binary pumps, a thermostat and a 717+ autosampler connected to a Waters
2996 diode-array detector (Waters, Milford, MA,  USA). Separation of phenolics was
achieved on a Symmetry C-18 RP column of 125 mm × 4 mm size with 5-�m particle
diameter (Waters, Milford, MA,  USA) connected to an appropriate guard column.
Prior to injection, all samples were filtered through 0.22-�m pore size nylon syringe
filters (Phenomenex, Torrrance, CA, USA). Two mobile phases, A (0.1% phosphoric
acid) and B (acetonitrile) were used at a flow rate of 1 ml/min with the following
gradient profile: the first 20 min from 10 to 22% B; next 20 min  of linear increase up to
40%  B, followed by 5 min  decrease to 10% B, and an additional 5 min of equilibration
time. The data acquisition and spectral evaluation for peak confirmation were done
by use of the Waters Empower 2 Software (Waters, Milford, MA,  USA).

2.4. DPPH radical-scavenging assay

The free radical-scavenging activity of the C. coggygria methanolic extract was
determined by use of DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), which is a stable free
radical with a maximal absorbance at 517 nm [28]; it has been widely used as a
substrate to evaluate the antioxidative activity of samples [29–31]. Sample stock
solutions (1.0 mg/ml) were diluted to final concentrations of 5, 10, 25, 50, 125 and
250  �g/ml, in ethanol. One milliliter of a 0.3 mM DPPH ethanolic solution was  added
to  2.5 ml  of sample solutions of different concentrations and allowed to react at room
temperature. After 30 min  the absorbance values were measured spectrophotomet-
rically at 517 nm.  Ascorbic acid was used as a standard. All tests were performed
in  triplicate. The inhibitory percentage of DPPH was calculated according to the
following formula:

% Inhibition = Ablanc − Atest

Ablanc
× 100

where Ablanc is the absorbance of the DPPH in solution without the test sample and
Atest is the absorbance of DPPH in the solution with the test sample.

2.5. Animals

Male albino Wistar rats (2–2.5 months old and weighing 220–250 g) were used
in  the experiments. All rats were caged at 24 ◦C, with a 12-h light–dark cycle, and
allowed free access to food and water. Animal studies were approved by the Commit-
tee for Ethical Animal Care and Use of the Institute for Biological Research, Belgrade,
which acts in accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals,
published by the US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85/23, revised
in  1986).

2.6. Experimental design

To evaluate the genotoxicity by use of the comet assay, the methanolic extract
of C. coggygria was tested at three different doses, i.e. 500, 1000, and 2000 mg/kg
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Table  1
Phytochemical constituents of the Cotinus coggygria methanol extract.

Total phenolics (mg  GA/g)a Total flavonoids (mg  RU/g)b

Cotinus coggygria methanol extract 3.78 ± 0.19 8.29 ± 0.37

Data are presented as means ± SD; all measures were repeated three times.
a Expressed as milligrams of gallic acid (GA) per gram of dry plant material.
b Expressed as milligrams of rutin (RU) per gram of dry plant material.

bw. These concentrations were based on the solubility limit of the extract in saline
solution. The rats were divided into four main groups. The first group served as
the  negative control group and received an intraperitoneal (ip) injection of saline
solution (0.9% NaCl). The other three groups of animals received a single ip dose of
500, 1000, or 2000 mg/kg bw, respectively, of the C. coggygria extract. The animals
(25 in each group; 5 for each time point) were sacrificed by decapitation at 2, 12,
24,  48 or 72 h after treatment, and liver tissue was  obtained from each group of
animals for analysis in the comet assay. Three totally independent experiments were
performed.

To  assess the antigenotoxic activity of the methanolic extract of C. coggygria,
only one dose, i.e. 500 mg/kg bw, which was found to display no genotoxic activity,
was  evaluated. Fifty rats were divided into ten equal experimental groups. The first
group, referred as the negative control, received only saline (0.9% NaCl; ip). The
second group received (ip) 100 mg/kg bw of pyrogallol dissolved in saline. The third
group received a single ip dose of 500 mg/kg bw of the C. coggygria extract at 2 h
before the pyrogallol injection. The fourth group received a single ip dose of the
C.  coggygria extract at 12 h before the pyrogallol injection. The fifth and the sixth
groups of five male Wistar rats received a single ip dose of myricetin, in equivalent
concentration as that present in the extract. After 2 h, the fifth group, and after 12 h,
the sixth group of rats, received in a single intraperitoneally dose 100 mg/kg bw
of  pyrogallol dissolved in saline solution. One hour after pyrogallol administration
animals were sacrificed by decapitation. The seventh and the eighth groups of five
male  Wistar rats received a single ip dose of myricetin dissolved in saline. The ninth
and  the tenth groups received a single ip dose (500 mg/kg bw) of the C. coggygria
extract dissolved in saline. Three separate experiments were performed. The animals
were killed by decapitation, and the livers from both controls and test animals were
quickly removed and separated into 2 parts. One part was  used for the comet assay
and  another part was  frozen in liquid nitrogen and subsequently used for protein
immunoblotting. Blood samples were collected to obtain serum for analysis of blood
chemistry.

2.7. Determination of DNA damage by the comet assay

The alkaline version of the comet assay was  carried out by the standard proce-
dure originally described by Singh et al. [32]. Slides were stained with 90 �l of SYBR
GREEN I just before the analysis. Comets were visualized and captured with the 40×
objective lens of the fluorescence microscope Leica DMLB (Meyer Instruments, Inc.,
Langham Creek, Houston, TX, USA) attached to CCD camera. One hundred comet
images per slide were randomly captured and only cells that did not overlap and
had  a clear margin around them were scored.

The extent of DNA damage was measured by means of two complementary
methods, a tail moment quantitative method and a qualitative method of damage
distribution.

The comets were analyzed by a visual scoring method as described by Collins
[33] and classified into five categories, defined as types 0, 1, 2, 3 and 4, where 0
indicated no or very low damage; 1, 2 and 3 indicate low, medium and high DNA
migration, respectively, and 4 indicated highest level of degradation, i.e. comets
with a very small head and a long tail. The total comet score was  calculated by
the following equation modified of Manoharan and Banerjee [34]: (% of cells in
class 0 × 0) + (% of cells in class 1 × 1) + (% of cells in class 2 × 2) + (% of cells in class
3  × 3) + (% of cells in class 4 × 4). Consequently, the total score was  in the range from
0  (all undamaged) to 400 (all maximally damaged).

The percentage reduction (%R) in the comet score in the treatments with C.
coggygria extract showing antigenotoxicity was  calculated according to the formula
of  Manoharan and Banerjee [34] and Waters et al. [35] with the following formula:

(%)  R = mean total score in A − mean total score in B

mean total score in A − mean total score in C
× 100

where A is the positive control (pyrogallol), B is pretreatment with C. coggygria
extract plus pyrogallol or pretreatment with myricetin prior to pyrogallol, and C
is  the negative control.

2.8. Blood chemistry

After decapitation of the animals, whole blood was collected and allowed to
clot  for 45 min  at room temperature and centrifuged at 2000 × g for 10 min  at 4 ◦C
in  a Sorval SS-34 rotor (DJB Labace Ltd., Newport Pagnell, Buckinghamshire, UK) to
obtain serum. Serum was  separated from clot into sterile-serum sample tubes for

the measurement of serum hepatospecific markers such as aspartate transaminase
(AST), alanine transaminase (ALT), alkaline phosphatase (ALP) and total bilirubin,
by  use of BioSystems commercially available test kits (S.A., Barcelona, Spain) and a
Roche/Cobas Mira automated analyzer.

2.9. Western immunoblot analysis

About 200–400 mg  of frozen rat liver tissue was  homogenized at 4 ◦C in 2 ml ice-
cold  homogenization buffer (10 mmol/L Tris (pH 7.6), 1 mmol/L EDTA, 250 mmol/L
sucrose) containing a mixture of protease inhibitors (Protease inhibitor, Mix  G;
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany). Samples were centrifuged at
9700 × g for 20 min  at 4 ◦C in an Eppendorf centrifuge. Supernatants were aliquoted,
snap-frozen in liquid nitrogen, and stored at −80 ◦C. A 20-�g sample of whole-liver
homogenate was  loaded onto 4% stacking −12% separating slab gels as described
by  Laemmli [36]. After electrophoresis, proteins were transferred to PVDF mem-
branes (Hybond-P, Amersham Pharmacia Biotech, Schenectady, NY, USA). Western
immunoblot analysis was performed according to the procedure of Towbin et al.
[37] with polyclonal antibodies to rat STAT3, pSTAT3 (Tyr 705), Akt 1/2/3, phospho-
rylated Akt 1/2/3 (Ser 473) (pAkt) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).
After incubation with blocking solution (0.05% Tween 20, 50 mmol/L Tris–HCl (pH
7.6), 150 mmol/L NaCl, 3% nonfat condensed milk), the membranes were incubated
with antibody for 2 h at room temperature. After rinsing, the blots were incubated
with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody for 1 h. Immunoreac-
tive bands were identified by an enhanced chemiluminescence detection system
(Santa Cruz Biotechnology) according to the manufacturer’s instructions. The bands
were visualized and quantified with TotalLab (Phoretix) electrophoresis software (v
1.10) relative to tubulin.

2.10. Statistical analysis

The experimental results were expressed as mean ± SEM (standard error of
the  mean) and statistical evaluation of data was performed with one-way analy-
sis  (ANOVA). Variance homogeneity and data distribution was  determined with the
Levene and Kolmogorov–Smirnov tests, respectively. Post hoc comparison between
control and treated groups was performed with the T3 Dunnett test or with the
Bonferroni test when the variance was not homogeneous. Statistical analysis was
performed with the SPSS statistical software package, version 13.0 for Windows.
The results were considered to be statistically significant at p < 0.05.

3. Results

3.1. Phytochemical analysis of the methanolic extract of C.
coggygria

The total phenolics in the C. coggygria extract were determined
as gallic acid-equivalents by use of Folin–Ciocalteau’s reagent,
while the spectrophotometric method with aluminium chloride
was used for the determination of total flavonoids. According to
these analyses (Table 1) the methanolic extract of C. coggygria con-
tained 3.78 mg  gallic acid per gram of dry plant material in total
phenolics, while the content of flavonoids was 8.29 mg  rutin per
gram of dry plant material.

Based on these results, HPLC analysis was used to define – qual-
itatively and quantitatively – the contents of phenolic acids and
flavonoids in the C. coggygria methanolic extract. The results of
quantitative HPLC analysis (Table 2) showed that myricetin was
a major component in the extract (511.5 �g/g). Also, hydroxyl
derivatives of cinnamic acids (chlorogenic, caffeic, coumaric, fer-
ulic and rosmaric acid) were identified in the extract in various
amounts. Rosmaric acid (18.55 �g/g) was  the major phenolic acid
in the extract, while the other phenolic acids were present in lower
amounts.
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Fig. 1. The free-radical-scavenging activity of the Cotinus coggygria methanolic
extract.

3.2. The free radical-scavenging activity of the methanolic extract
of C. coggygria

Proton-radical scavenging capacity is an important attribute of
antioxidants. The free-radical-scavenging activity of the methano-
lic extract of C. coggygria was quantitatively determined with the
DPPH radical-scavenging assay. According to Fig. 1, the maximum
inhibiting effect of the C. coggygria extract on DPPH radicals was
about 95%, while the maximum inhibitory concentration is approx-
imately 125 �g/ml.

3.3. Genotoxic activity of the methanolic extract of C. coggygria

Scientific information regarding plants used in folk medicine,
and their effects on human health or on the genetic material have
been the subject of many different types of investigation. The geno-
toxic activity was studied of C. coggygria,  rich in compounds of the

Table 2
Quantitative analysis of phenolic acids and flavonoids in Cotinus coggygria methano-
lic  extract.

Cotinus coggygria methanol extract Content (�g/g
of extract)a

Rosmaric acid 18.55 ± 0.50
Coumaric acid 1.75 ± 0.51
Chlorogenic acid 1.55 ± 0.04
Ferulic acid 1.15 ± 0.36
Caffeic acid 0.75 ± 0.32
Myricetin 511.50 ± 0.50
Quercetine 69.80 ± 0.44
Kaempferol 8.90 ± 0.15
Resveratrol 2.65 ± 0.11
Rutine 0.25 ± 1.05

a Each value represents the mean ± SD of three experiments.

group of flavonoids and phenolics and frequently employed in folk
medicine.

Table 3 shows the comet assay results obtained after exposure of
rats to 500, 1000 and 2000 mg/kg bw of the methanolic extract of C.
coggygria, at 2, 12, 24, 48 and 72 h after ip injection. Statistically sig-
nificant differences in tail moment were seen in groups of animals
at all time intervals after treatment with highest dose (2000 mg/kg
bw,  ip). At all time points, the groups of animals treated with
1000 mg/kg bw of the extract also showed a statistically significant
enhancement in tail moment. In contrast, no significant increase
was observed after treatment with 500 mg/kg bw of the extract
sampled at all time intervals compared with the negative control
group. It should be noted that the DNA damage at 72 h was less than
that at 2 h after treatment.

3.4. Hepatoprotective effect of the methanolic extract of C.
coggygria

Based on the results mentioned above, we evaluated the ability
of the C. coggygria methanolic extract to counteract the toxic effects
of pyrogallol. The hepatoprotective effect of the C. coggygria extract
and of myricetin, a major constituent of the extract, was  studied on
rats treated with an inducer of acute liver damage, i.e. pyrogallol
(100 mg/kg bw). The methanolic extract at a dose of 500 mg/kg bw,
which displays no genotoxic activity, and myricetin in an equivalent
concentration as that present in the extract, were administered at 2
or 12 h before pyrogallol. One hour after treatment with pyrogallol
the rats were sacrificed.

The measurement of the activities of marker enzymes or
diagnostic enzymes plays a significant and well-known role in diag-
nosis, disease investigation and assessment of drug or plant extracts
with respect to safety/toxicity risk. The enzymes considered in this
study are useful markers of liver cytolysis and damage to the plasma
membrane of liver cells [38]. The changes of serum AST, ALT, ALP
and total bilirubin levels in the various groups of rats are shown
in Table 4. The administration of pyrogallol produced a significant
increase in the serum AST, ALT, ALP levels and in total bilirubin
(1.5-, 2.4-, 1.9-, and 3.2-fold, respectively) above the basal value
measured in the negative control. The C. coggygria extract signif-
icantly reversed the pyrogallol-induced rise in the levels of AST,
ALT, ALP and total bilirubin when compared with rats treated with
pyrogallol alone. The levels of AST, ALT, ALP and total bilirubin in
the serum were, respectively, 1.2-, 1.6-, 1.6-, and 1.7-fold (in rats
pretreated 2 before) and 1.0-, 1.1-, 1.5-, and 1.0-fold (in rats pre-
treated 12 h before) above the control values. Administration of the
extract alone did not produce significant alterations in the serum
enzymes. In comparison, administration of the myricetin before the
pyrogallol treatment prevented the increase in serum AST, ALT, ALP
levels and total bilirubin: 1.1-, 1.5-, 1.4-, and 1.1-fold (in rats pre-
treated 2 h before), respectively, and 1.1-, 1.3-, 1.3-, and 1.0-fold (in
12 h pretreated rats), respectively, above the control values. In vivo
exposure to myricetin did not induce significant increases in serum

Table 3
Evaluation of genotoxicity by the tail moment in the comet assay for Wistar rats treated with three different concentrations of Cotinus coggygria methanol extract.

Treatments Tail moment at different sampling times

2 h 12 h 24 h 48 h 72 h

Negative control 3.71 ± 2.92 3.67 ± 0.91 2.62 ± 0.25 3.33 ± 1.74 2.75 ± 1.54

C.  coggygria
500 mg/kg 3.98 ± 2.44 3.32 ± 1.94 3.13 ± 0.11 3.02 ± 2.36 2.84 ± 0.16
1000  mg/kg 17.32 ± 1.16a 15.43 ± 6.03a 11.72 ± 0.13a 8.23 ± 1.14a 6.73 ± 0.15a

2000 mg/kg 23.51 ± 1.08a 19.65 ± 2.61a 17.14 ± 0.38a 13.31 ± 1.22a 9.71 ± 0.32a

Data are presented as the means ± SEM from three independent experiments.
n  = 20 rats per group, of which 5 rats for each time point.

a Values with the same superscripts represent means that are significantly different from the negative control (p < 0.05).
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Table  4
Effect of Cotinus coggygria methanol extract on serum AST, ALT, ALP and total bilirubin of pyrogallol induced hepatotoxicity in Wistar rats.

AST (U/L) ALT (U/L) ALP (U/L) Total bilirubin
(�mol/l)

Negative control 164.9 ± 4.20b 39.4 ± 0.91b 233.2 ± 0.86b 2.18 ± 0.24b

Pyrogallol 252.2 ± 6.74a 93.6 ± 0.86a 442.0 ± 0.65a 6.91 ± 1.05a

C. coggygria 2 h prior to pyrogallol 192.5 ± 1.41b 63.9 ± 0.62b 373.3 ± 0.53b 3.74 ± 0.33b

C. coggygria 12 h prior to pyrogallol 171.6 ± 5.51b 41.9 ± 0.81b 347.1 ± 1.21b 2.20 ± 0.47b

Myricetin 2 h prior to pyrogallol 178.2 ± 0.65b 58.2 ± 1.02b 327.9 ± 1.25b 2.37 ± 0.24b

Myricetin 12 h prior to pyrogallol 173.7 ± 3.44b 49.1 ± 0.54b 307.1 ± 0.79b 2.26 ± 1.02b

Myricetin 2 h 169.3 ± 0.53b 50.2 ± 0.23b 241.2 ± 0.48b 2.08 ± 1.57b

Myricetin 12 h 165.4 ± 0.79b 41.0 ± 1.50b 251.9 ± 1.40b 2.24 ± 0.64b

C. coggygria 2 h 171.5 ± 1.02b 51.2 ± 1.27b 261.0 ± 0.26b 3.01 ± 1.12b

C. coggygria 12 h 170.6 ± 1.26b 37.8 ± 2.47b 269.9 ± 0.66b 2.40 ± 0.28b

Values represented mean ± SEM from three independent experiments.
n  = 5 rats per group.
AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; ALP, alkaline phosphatase.

a p < 0.05 when compared with the negative control group.
b p < 0.05 when compared with the pyrogallol control group.

Table 5
Evaluation of antigenotoxicity by use of the comet assay, based on the percentage of comets assigned to damage categories and total comet score, induced by the Cotinus
coggygria methanol extract and myricetin, at 2 or 12 h prior to pyrogallol.

Treatments Levels of damage Total score
(mean ± SEM)

0 1 2 3 4

Negative control 73.53 ± 0.02 26.50 ± 0.12 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 26.50 ± 0.14b

Pyrogallol 0.00 ± 0.00 3.44 ± 0.40 4.62 ± 0.43 44.53 ± 0.43 47.53 ± 0.62 336.40 ± 4.71a

C. coggygria 2 h prior to pyrogallol 14.09 ± 0.72 57.64 ± 1.11 21.04 ± 0.72 4.28 ± 0.82 2.16 ± 0.43 121.20 ± 2.65b

C. coggygria 12 h prior to pyrogallol 42.22 ± 0.87 47.72 ± 0.87 8.66 ± 0.44 1.48 ± 0.71 0.00 ± 0.00 69.50 ± 1.22b

Myricetin 2 h prior to pyrogallol 12.90 ± 1.02 58.10 ± 1.04 25.81 ± 0.51 3.22 ± 0.04 0.00 ± 0.00 119.40 ± 0.02b

Myricetin 12 h prior to pyrogallol 66.70 ± 0.32 33.33 ± 0.27 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 33.33 ± 1.23b

Myricetin 2 h 78.05 ± 1.21 27.96 ± 0.60 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 27.96 ± 1.02b

Myricetin 12 h 74.50 ± 0.05 25.53 ± 1.32 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 25.53 ± 0.12b

C. coggygria 2 h 73.30 ± 0.21 24.40 ± 1.04 2.32 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 29.04 ± 1.20b

C. coggygria 12 h 72.2 ± 0.43 26.70 ± 0.00 1.11 ± 0.14 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 28.90 ± 0.61b

Values represented mean ± SEM from three independent experiments.
n  = 5 rats per group.

a p < 0.05 when compared with the negative control group.
b p < 0.05 when compared with the pyrogallol control group.

AST, ALT and ALP levels and total bilirubin compared with those of
the negative control.

The extract of C. coggygria and myricetin were evaluated sepa-
rately for protection against DNA damage induced by pyrogallol.
The comet class-distribution is shown in Table 5. In contrast to
the negative control group, the pyrogallol-treated group showed
high levels of genotoxicity according to the comet classes detected,
with a predominance of damage classes 3 and 4 (maximum dam-
age). Analyzing the comet class-distribution for the pretreatments
with 500 mg/kg bw of the C. coggygria methanolic extract and with
myricetin, respectively, administered 2 h before pyrogallol, it is evi-
dent that comets with damage classes 0, 1 and 2 (very low, low
and medium damage, respectively) were most prevalent and that
comets with damage classes 3 and 4 (maximum damage) were
rare. Moreover, after treatment with the same doses of C. coggygria
extract and of myricetin at 12 h prior to pyrogallol, respectively,
most of the comets were in classes 0 (undamaged) and 1 (mini-
mum  damage). In vivo exposure to the C. coggygria extract itself
did not induce DNA damage. The levels of DNA damage in the liver
in the control group did not differ from those observed in animals
treated with myricetin alone.

Fig. 2 shows the percentage reduction (%R) in the comet score
obtained in the comet assay after pretreatments with the C. cog-
gygria methanol extract and with myricetin, respectively, at 2 or
12 h before pyrogallol. The percentage reduction in the total comet
score was more pronounced in the group of rats exposed to pyrogal-
lol 12 h after treatment with 500 mg/kg bw of C. coggygria extract
and myricetin (86.1 and 97.8%, respectively) and less strong for the

groups of rats exposed to pyrogallol 2 h after pretreatment with
the C. coggygria extract and myricetin (69.4 and 70.1%, respec-
tively).

Fig. 3 shows the effects of 2-h or 12-h treatments with 500 mg/kg
bw of the methanolic extract of C. coggygria and of myricetin,
respectively, prior to treatment with pyrogallol on the comet tail
moment in liver cells from Wistar rats. As expected, 100 mg/kg
bw of pyrogallol led to a significant increase in tail moment com-
pared with the negative control. A significant reduction of the tail
moment was  observed in rats pretreated with 500 mg/kg bw C. cog-
gygria extract and myricetin, respectively, either 2 or 12 h before
pyrogallol.

Fig. 2. Percentage of damage reduction (%R) promoted by the Cotinus coggygria
methanolic extract and by myricetin at 2 h or 12 h prior to treatment with pyrogallol.
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Fig. 3. Detection of DNA damage in rat liver by use of the comet tail moment after
pretreatments with Cotinus coggygria methanolic extract and myricetin at 2 h or 12 h
before exposure to pyrogallol; *p < 0.05: statistically significant difference compared
with pyrogallol.

3.5. Relative changes in Akt and STAT3 activities in the liver

Phosphoinositide 3-kinases (PI3Ks) have been linked to a
diverse group of cellular functions that relate to their ability to
activate Akt or protein kinase B, the general mediator of cellular
survival signals. Activation of the PI3K/Akt signalling pathway is
critical for hepatic regeneration [39]. Since myricetin is a major
constituent of the C. coggygria methanolic extract, we examined
the status of Akt in whole-liver homogenates of rats pretreated with
C. coggygria extract and with myricetin by means of immunoblot
analysis. As can be seen from Fig. 4A, pyrogallol treatment induced
a slight reduction of Akt protein expression (Fig. 4A, lane 2, row
Akt). Administration of the C. coggygria extract alone caused a slight
increase in level of Akt (lane 3, row Akt).

Administration of the C. coggygria methanolic extract, either
2 h or 12 h before the pyrogallol treatment, causes a pronounced
increase in the levels of active Akt kinase (lanes 4 and 5, respec-
tively). These findings are in agreement with our previous work
and with the observation that administration of the C. coggygria
extract clearly provided a setting that allowed for the function-
ing of Akt, which is essential for proper cell functioning [20].

Administration of the myricetin alone caused no increase in the
level of active Akt kinase (about 1.03-fold change; lane 6, row Akt).
In samples obtained from rats given myricetin either 2 or 12 h
before the pyrogallol treatment (lanes 7 and 8, respectively), the
levels of active Akt kinase were increased.

The JAK–STAT signalling pathway is a major cascade associated
with signal transduction during hepatic injury [40]. To examine
the level of STAT3 protein, we performed Western blot analysis of
whole-liver homogenates with antibodies raised against transcrip-
tion factor STAT3 and the activated, phosphorylated protein STAT3
at Tyr705 (designated as pSTAT3). As can be seen from Fig. 4B, pyro-
gallol administration induced a slight reduction of STAT3 activity
(lane 2, row STAT3). In samples obtained from rats that were given
the C. coggygria extract or myricetin either 2 or 12 h before the
pyrogallol treatment (lanes 4, 5, 7, and 8, respectively), the levels
of STAT3 were increased. As can be seen from Fig. 4B, the C. cog-
gygria methanol extract or myricetin alone induced STAT3 protein
expression (lanes 3 and 6, respectively, row STAT3) and activation
(lanes 3 and 6, respectively, row pSTAT3).

4. Discussion

The growing interest in herbal medicine demands information
on toxicity risk-assessment of the various plant preparations used
in the management of diseases. Numerous plants and their con-
stituents have been shown to possess beneficial therapeutic effects
for various diseases [41]. In view of this, the present study was set
out to provide information on the safety of the methanol extract of
the C. coggygria stem and of myricetin, one of the most abundant
secondary metabolites in the extract, tested on the liver of Wistar
albino rats.

Antimutagenic activities have been correlated with the pres-
ence of certain phytochemical substances, such as compounds of
the flavonoid group [42–45]. A relationship has been reported
between structure and activity, both for mutagenic activity [44]
and for protection of the genetic material [42]. Flavonoids have
numerous physiological health benefits, covering protection from
cardiovascular disease and cancer. Most of these health-beneficial
effects are thought to derive from effective anti-oxidant and
free-radical-scavenging properties, as well as the ability to regu-
late many cellular enzymic functions [46]. In fact, many flavonoids

Fig. 4. The effects of the Cotinus coggygria methanolic extract and myricetin prior to pyrogallol administration on the relative protein levels of Akt (A) and STAT3 (B).
Western-blot analysis of the rat-liver homogenate was performed with anti-Akt and anti-phosphorylated Akt (pAkt) antibodies (A) and with anti-STAT3 and anti-pSTAT3
antibodies (B). Actin was  used as the internal control. Lane 1: negative control; lane 2: treatment with pyrogallol; lane 3: treatment with C. coggygria extract; lane 4:
pretreated with the C. coggygria extract 2 h before pyrogallol administration; lane 5: pretreated with the C. coggygria extract 12 h before pyrogallol administration; lane 6:
treatment with myricetin; lane 7: pretreated with myricetin 2 h before pyrogallol administration; lane 8: pretreated with myricetin 12 h before pyrogallol administration.
Western-immunoblot analysis was performed by use of TotalLab (Phoretix) electrophoresis software (version 1.10) to quantify protein levels relative to actin levels and is
presented in the graphs. The values are means ± SEM from three separate experiments.
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act directly as anti-oxidants, compensating the toxic reactive
oxygen species by donation of hydrogen ions, or by modula-
tion of cell-signalling pathways [47]. Also, a number of scientific
reports indicated that flavonoids have protective effect on liver
due to their antioxidant properties [48,49]. Myricetin has impor-
tant pharmacological properties. In early studies anti-oxidant [50]
and antigenotoxic [51] properties have been described for this
type of compound. The results of HPLC analysis showed that the
methanolic extract of C. coggygria is a rich source of the important
biologically active flavonoid, myricetin. Myricetin (511.5 �g/g) was
shown to be the major component in the C. coggygria extract, while
the phenolic acids were present in lower amounts. Rosmaric acid
(18.55 �g/g) was present in substantial quantities whereas caffeic
acid was found in trace amounts (Table 2).

The composition of plant extracts that apparently exhibit only
beneficial properties may  nonetheless include chemical compo-
nents with mutagenic, teratogenic and/or carcinogenic activity. If
a genotoxic compound is present it can interact with DNA, leading
to genetic damage. Thus, it is very important to include a genotoxic
approach in toxicological evaluation of these plant extracts and
their major constituent(s). In the present study, the antigenotoxic
potential of the C. coggygria methanol extract and of myricetin were
observed in vivo via the alkaline version of the comet assay. The
results obtained in relation to genotoxicity of the methanol extracts
of C. coggygria in the comet assay demonstrated that these extracts
cause moderate damage, since the tail moment obtained after the
treatments with 1000 and 2000 mg/kg bw of the extract showed
a low level of genotoxicity and treatment with 500 mg/kg bw of
the C. coggygria methanol extract revealed no genotoxic poten-
tial. Pretreatment with C. coggygria methanol extract either 2 h or
12 h before treatment with 100 mg/kg bw of pyrogallol revealed a
significant protective effect, as was evident from the percentage
reduction in comet score (%R). This result led us to evaluate hep-
atoprotection of the abovementioned effective dose (500 mg/kg)
of the plant extract, and of myricetin in an equivalent amount as
present in the extract, against pyrogallol-induced hepatotoxicity.
Pyrogallol, as a free-radical generator, induces hepatotoxicity in
experimental animals [22,24]. Gupta et al. [23] tested New Livfit®

(a polyherbal formulation containing the extracts of 11 medicinal
plants; Courtesy, Dabur India Ltd.) administered 1 h before pyro-
gallol injection, similar to the experimental design in our study.
Pyrogallol caused hepatic damage due to free radicals that pro-
duced significant liver damage as indicated by a marked increase in
serum AST and ALT levels in the study of Gupta et al. [22,23]. In the
present study, the most commonly used biochemical parameters
to detect liver damage, ALT, AST and ALP as hepatocellular mark-
ers, and bilirubin as hepatobiliary marker [52], were measured. ALT
and AST are sensitive indicators of acute liver damage, and ele-
vation of these enzymes in non-hepatic diseases is unusual [53].
The rise in serum levels of AST and ALT has been attributed to the
damaged structural integrity of the liver, since these enzymes are
cytoplasmically located and released into the blood after cell dam-
age [54]. ALP, a marker of obstructive jaundice and intrahepatic
cholestasis, is produced by osteoblasts in the bone, by the intestinal
mucosa and by epithelial cells of the biliary canaliculi. Obstruc-
tion of bile with consequent irritation of epithelial cells leads to
secretion of ALP into serum. It is often employed to assess the
integrity of the plasma membrane [55], since it is localized pre-
dominantly in the microvilli of the bile canaliculi, located in the
plasma membrane [56]. Bilirubin is one of the most useful clini-
cal clues to assess the severity of necrosis, and its accumulation is
a measure of binding, conjugation and excretory capacity of hep-
atocytes [57]. Serum AST, ALT and ALP levels and total bilirubin
content were markedly elevated in the group of animals treated
with pyrogallol alone. Treatment with the methanol extract of
C. coggygria significantly altered these changes to almost normal

values. Intraperitoneal administration of myricetin provided sig-
nificant protection from pyrogallol-induced elevation in AST, ALT,
ALP and bilirubin in serum. Rats receiving myricetin or extract
alone showed less elevation of AST, ALT and total bilirubin than
rats receiving pyrogallol alone.

Antioxidants constitute a range of substances that play a role
in protecting biological systems against the deleterious effects of
oxidative processes on macromolecules, such as proteins, lipids,
carbohydrates, and DNA [58]. Many of those substances are
plant-derived natural molecules that contribute to the prevention
and treatment of diseases in which reactive oxygen species are
involved. This protection can be explained by antioxidant capac-
ity of the plants to scavenge free radicals [59,60]. In this study
the effect on the free-radical-scavenging ability was determined
by means of the DPPH assay as one of the most effective, reactive,
reliable, simple and reproducible in vitro methods for evaluat-
ing this important activity of single compounds as well as plant
extracts [61,62]. The result obtained with the C. coggygria methano-
lic extract revealed relatively strong radical-scavenging activity,
which is comparable with the values reported by Westenburg
et al. [10] and Savikin et al. [11]. Taken together, these results
indicate that the C. coggygria methanolic extracts could serve as
free-radical inhibitors or scavengers, acting possibly as primary
antioxidants.

One of the most actively studied kinase pathways in basic
research and drug development includes the serine–threonine
kinase Akt, also known as protein kinase B. The phosphatidyl-
inositol-3-kinase (PI3-K)/Akt signalling pathway has been iden-
tified as having a key role in mediating signals for cell growth,
cell survival [63,64], cell-cycle progression, differentiation, tran-
scription, translation, glucose metabolism [65], and hepatic
regeneration [39]. Whereas administration of pyrogallol resulted
in decreased Akt activity and phosphorylation, we report here that
the separate pretreatments with the C. coggygria extract and with
myricetin clearly provided a setting that allowed for the functioning
of Akt, which is essential for proper cell functioning.

The signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3),
initially named acute-phase response factor, belongs to the family
of STAT transcription factors that consists of at least seven members
in mammals [66], which mediate the cellular response to a vari-
ety of cytokines and growth factors [67]. STAT3 is one of the most
important transcription factors involved in the initiation of liver
development and regeneration [68]. In the liver, activation of STAT3
by IL-6, its related cytokines, and IL-22, plays an important role in
acute-phase response and hepatoprotection [69–71]. The physio-
logical functions of STAT3 have been extensively studied, and it
is known to play an essential role in the development of various
organs and in cell proliferation [72], survival, and differentiation
[73]. Activated STAT3 is phosphorylated at Tyr705 (designated as
pSTAT3) and was decreased to above the basal level after treat-
ment with pyrogallol. Since activation of hepatocyte STAT3 protects
against hepatocellular damage, we  observed increased STAT3 phos-
phorylation in rats pretreated either with C. coggygria extract or
myricetin at 2 h or 12 h prior to administration of pyrogallol.

5. Conclusions

The antigenotoxic and hepatoprotective properties elucidated
in this study suggest that the methanolic extract of C. coggygria
shows medicinal potential as an antigenotoxic and antihepatotoxic
natural agent, modulating the genotoxicity and hepatotoxicity
caused by pyrogallol, in a mammalian model. The secondary
metabolite myricetin, its main flavonoid constituent, could be
responsible for their antigenotoxic, antihepatotoxic and free-
radical-scavenging activity.
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Academy of Science and Arts, Belgrade, 1973, pp. 63–65.

[4] S. Rayne, G. Mazza, Biological activities of extracts from Sumac (Rhus spp.): a
review, Plant Food Hum. Nutr. 62 (2007) 165–175.

[5] M.  Grieve, A Modern Herbal, Dover Publication Inc., New York, 1971.
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A B S T R A C T

Considering the controversial results concerning the antimutagenicity of some phenolic compounds

recorded in the literature, the antigenotoxic effects of four selected phenolic compounds, myricetin,

quercetin, rutin, and rosmarinic acid, against DNA damage induced by alkylation with ethyl

methanesulfonate (EMS), were evaluated in Drosophila melanogaster males using the sex-linked

recessive lethal (SLRL) test. To assess the protective effects against DNA damage, D. melanogaster males

were exposed to a monofunctional alkylating agent EMS in concentration of 0.75 ppm, 24 h prior to one

of the selected phenolic compounds in the concentration of 100 ppm. The possible differences in

mechanisms of protection by selected compounds were determined by molecular docking, after which

structure-based 3-D pharmacophore models were generated. EMS induced considerable DNA damage as

shown by significant increase in the frequency of germinative mutations. The frequency decreased with

high significance (p < 0.001***) after post-treatments with all selected phenolic compounds. Further,

docking analysis revealed EMS pre-bond conformations against guanine and thymine as a necessary

condition for alkylation, after which resulting O6-ethylguanine and O4-ethylthimine were docked into

the active site of O6-alkylguanine-DNA alkyltransferase to confirm that particular lesions are going to be

repaired. Finally, myricetin and quercetin protected dealkylated nucleotides from further EMS alkylation

by forming the strong hydrogen bonds with O6-guanine and O4-thymine via B ring hydroxyl group (bond

lengths lower than 2.5 Å). On the other side, rutin and rosmarinic acid encircled nucleotides and by

fulfilling the EMS binding space they made an impermeable barrier for the EMS molecule and prevented

further alkylation.

� 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

The search for effective and non-toxic bioactive products in the
interest of prevention and/or treatment of diseases is an important
research line. Available epidemiologic evidence is exceptionally
strong and consistent that the consumption of high amounts of
fruits and vegetables reduces the risk of human diseases [1].
Therefore, efforts were directed towards the determination of
antigenotoxic effects of fruits, vegetables, and natural compounds
* Corresponding author. Tel.: +381 34 336 223; fax: +381 34 335 040.
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in vivo antigenotoxic activity of naturally occurring aromatic compo
Pharmacol (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.bcp.2013.08.018

0006-2952/$ – see front matter � 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

http://dx.doi.org/10.1016/j.bcp.2013.08.018
from dietary plants, including mechanisms of action [2]. Many of
the known protective effects have been attributed to plant
secondary metabolites, i.e. natural aromatic compounds, terpenes,
and alkaloids [1].

Aromatic compounds constitute one of the most numerous and
ubiquitous group of plants secondary metabolites. Within the
class, flavonoids are the most common and widely distributed sub-
group [3]. In addition to known activity [4], they have been tested
extensively under in vitro and in vivo experimental conditions in
order to assess their mutagenic and genotoxic potential. Never-
theless, the data on antigenotoxicity and genotoxicity of flavonoids
are incomplete and contradictory. Complementary studies of
cytotoxicity, genotoxicity and mutagenicity indicated that the
majority of flavonoids like catechins, genistein, daizein, and rutin,
among others, are not genotoxic but instead provide considerable
protection against mutagens [5,6]. Furthermore, genistein [7],
ecular docking and 3-D pharmacophore generation to enclose the
unds: Myricetin, quercetin, rutin, and rosmarinic acid. Biochem
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catechin, epicatechin [8], and luteolin [9] showed antigenotoxic
effects against oxidative DNA damage in several cell models.
However, other investigations have demonstrated that some
flavonoids possess toxic and genotoxic effects [10,11], and some
have been shown to be mutagenic in bacteria and mammalian test
systems [12–14].

The protective effects of myricetin and quercetin on hydrogen
peroxide-mediated DNA damage in human lymphocytes were
determined using the comet assay [15]. In contrast, myricetin and
quercetin showed no protection against DNA strand breaks in
human hepatoma cells induced by heterocyclic amines (HCAs)
[16].

Early studies documented the mutagenicity of quercetin and its
capacity to induce chromosomal aberrations and sister chromatid
exchanges in CHO cells [13], but opposite results were obtained by
using the micronucleus test [17]. The in vitro protection against
DNA damage in human lymphocytes after quercetin pre-treatment
in Caco-2 and HepG2 cells has been also described [18,19].

The protective activity of quercetin and rutin presented in
human hepatoma HepG2 cells against the genotoxicity induced by
Aflatoxin B1, methyl methanesulfonate or doxorubicin [20] was
confirmed by comet assay. Rutin shows various beneficial
properties for human health and there are few studies on its
cytotoxic and genotoxic potential in which conflicting results are
reported depending on the utilized test system [17,21]. According
to Marcarini et al. [22] rutin exhibited the protective effect against
benzo[a]pyrene in HTC cells using the MNCtB assay. The in vivo

study by Silva et al. [10] demonstrated the lack of micronucleus
induction in mouse bone marrow upon the rutin consumption.

On the other hand, phenolic acids have also attracted
considerable interest owing to their potential health benefits
reflected in antiallergenic, anti-inflammatory, antioxidant, cardi-
oprotective, and vasodilatory effects [23,24]. Based on the
literature reported so far, the results concerning the genotoxic
effect of phenolic acids are however contradictory. Maistro et al.
[25] reported the genotoxic potential of caffeic, cinnamic and
ferulic acids using the in vitro micronucleus assays in drug-
metabolizing rat hepatoma tissue cells (HTCs). Similar, an adverse
effect has been reported for gallic acid by El Hajjouji et al. [26].
Among well documented activity of rosmarinic acid [27,28], as a
class representative, Vattem et al. [29] demonstrated that
compound inhibited the mutagenic potential of sodium azide
and N-methyl-N0-nitro-N-nitrosoguanidine in the Ames test. Alike
results [30,31] showed that rosmarinic acid reduced the frequency
of micronuclei, induced by gamma irradiation of human lympho-
cytes. Furthermore, rosmarinic acid decreased the level of DNA
damage induced by ethanol in mice peripheral blood and brain
cells [32]. Rosmarinic acid reduced the frequency of micronuclei
and the extent of DNA damage induced by doxorubicin in V79 cells
[33]. Pereira et al. [34] also found no DNA damage induced by
rosmarinic acid in Wistar rat brain tissue or peripheral blood using
the comet assay.

Due to the inconsistent results regarding the adverse properties
of flavonoids and phenolic acids, studies on the level of safety are of
extreme importance. Against this background, the present paper
summarizes the effort to evaluate the capacity of myricetin,
quercetin, rutin, and rosmarinic acid to prevent the DNA damage
induced by the alkylation with ethyl methanesulfonate (EMS)
using the sex-linked recessive lethal (SLRL) test. In addition,
molecular docking studies enclosed diverse mechanisms of
antigenotoxic behaviour of tested compounds, while 3-D phar-
macophore generation confirmed their crucial interactions
with DNA. Since EMS alkylation results with the formation of
O6-ethylguanine and O4-ethylthymine and consequent mispairing
[35] that induces mutations, docking assessment elucidated
protective mode of tested compounds upon O6-alkylguanine-DNA
Please cite this article in press as: Mladenović M, et al. Combining mol
in vivo antigenotoxic activity of naturally occurring aromatic compo
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alkyltransferase catalyzed dealkylation of lesions. The binding of
examined compounds into DNA prevents further DNA damage
brought on by EMS. To the best of our knowledge, no study so far
employed molecular docking and generation of structure-based
pharmacophores to regard the in vivo antigenotoxic potential of
selected naturally occurring phenolic compounds.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

Myricetin (CAS No. M6760, �96%), rutin (CAS No. 207671,
�94%, HPLC grade), sucrose (CAS No. 57-50-1), and nipagin (CAS
No. H5501) were purchased from Sigma–Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Quercetin hydrate (CAS 849061-97-8, �95% HPLC grade) was
obtained from TCI Europe N.V., Zwijndrecht, Belgium. Rosmarinic
acid (CAS No. 20283-92-5) was supplied by ChromaDex1, Irvine,
CA, USA. The particular compounds were chosen as test substances
due to their wide availability and to extend the list of their known
health benefits.

The ethyl methanesulfonate (EMS, CAS No. 62-50-0, Sigma–
Aldrich, St. Louis, MO, USA) was diluted in sucrose (1%) and used as
a positive control, i.e. the DNA damage-inducing agent, in final
concentration of 0.75 ppm. The particular EMS concentration was
considered as an optimal since any increase in the dosage would be
lethal for this model of organism [36]. The choice of using EMS as
the positive control is related with the fact that alkylating agents
are widely used in chemistry since the alkyl group is probably the
most common group encountered in organic molecules. Many
biological target molecules or their synthetic precursors are
composed of an alkyl chain with specific functional groups in a
specific order. Selective alkylation, or adding parts to the chain
with the desired functional groups, is used especially if there is no
commonly available biological precursor [37]. In medicine,
alkylation of DNA is used in chemotherapy to damage the DNA
of cancer cells [38].

Test substances (Fig. 1) were each dissolved in 1% sucrose at
room temperature and solutions in concentration of 100 ppm were
used immediately in the treatments. The higher dose of tested
compounds was applied according to requirements that the
concentration of antigenetoxic agent must be significantly higher
than the concentration of genotoxic one [39].

2.2. Treatments

The SLRL test was conducted on stock of Drosophila melano-

gaster (obtained from Bloomington Stock Centre, IN, USA). Males of
well-defined Canton S stock and appropriately marked balancer
females of Basc stock, with multiple inverted X-chromosomes,
were used for the experiment. The stocks were maintained and all
experiments were performed under the optimal conditions
(t = 25 8C, relative humidity = 60%, 12/12 h of light/dark regime)
on a standard nutritive medium for Drosophila (corn flour, yeast,
agar, sugar, and nipagin to prevent mold and infection).

In order to evaluate the antigenotoxicity of four selected
phenolic compounds, three days old Canton S males were divided
into six groups, each consisted of fifteen males, and starved in
empty bottles for 5 h prior to treatments. For the first group of
males, treatment was performed by exposing them to acute 24 h
feeding in bottles containing the filter paper soaked with 1%
sucrose solution, and that group was referred as the negative
control [36]. The second experimental group was treated for 24 h
with 0.75 ppm of EMS, strong mutagen used as the positive control.
For the remaining four groups (one group for each phenolic
compound), post-treatment was performed by feeding Drosophila

males with EMS in concentration of 0.75 ppm 24 h prior to a single
ecular docking and 3-D pharmacophore generation to enclose the
unds: Myricetin, quercetin, rutin, and rosmarinic acid. Biochem
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Fig. 1. Chemical structures of myricetin, quercetin, rutin, rosmarinic acid, and EMS.
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dose of one of the four compounds in concentration of 100 ppm
dissolved in 1% sucrose.

2.3. Test procedure

The standard procedure for the detection of sex linked recessive
lethal mutations on D. melanogaster was applied [40]. After 24 h,
the treated males were individually crossed with virgin females
from Basc stock, after which the brood I was created and further
used to test all germ-cell stages for the presence of mutations. Two
days after, the males were transferred to new vials containing
three virgins of Basc line, which resulted in the genesis of brood II.
After another three days the males were transferred into fresh vials
with three Basc virgins and thus formed the brood III. These males
stayed with females for three days and were removed afterwards.
Females were left alone for five days to lay eggs and then removed.

When flies emerged in the first generation (F1) in all test groups,
brother–sister mating was allowed for several days, whereupon
ten pairs from each vial were individually placed together into new
vials. Each vial would give the progeny of one treated X-
chromosome.

The frequency of sex linked recessive lethal mutations was
detected by examining males in the second generation (F2).
Phenotypes were scored according to the eye colour and shape. All
wild type males in the second generation possessed the same
treated X-chromosome in a hemizygous condition (males have
only one X chromosome and thus only one copy of each X-linked
gene – in contrast to females, who carry two copies of the X
chromosome [41]). The outcome of the experiment is that any
recessive lethal mutation is expressed before the adult stage. Thus,
the absence of wild type males in the second generation indicates
the occurrence of such mutations.

2.4. Statistical evaluations

The frequency of sex-linked recessive lethal cultures was
calculated according to the ratio between the number of lethal
cultures and the total number of treated X-chromosomes. The total
number of treated X-chromosomes is equal to the sum of lethal
and non-lethal cultures. The significance of percentage differences
in lethal cultures was achieved by testing for large or small
Please cite this article in press as: Mladenović M, et al. Combining mol
in vivo antigenotoxic activity of naturally occurring aromatic compo
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independent samples, and then by testing the difference between
proportions [42].

2.5. Computational procedures

Since EMS mutagenic behaviour is related with the alkylation of
guanine and thymine as DNA constituents, antigenotoxic activity
of tested natural aromatic compounds is expressed after the
dealkylation of nucleotides and must be a consequence of non-
covalent interactions with particular nucleotides. The ultimate
task of the present work was to enclose those interactions and to
find the correlation between the antigenotoxic activity of
myricetin, quercetin, rutin, and rosmarinic acid, and their DNA-
bounded conformations, which will confer structure-based anti-
genotoxic mechanism of action. Therefore, we considered the
alkylation of nucleotides by positioning of EMS narrow to O6 or O4

oxygen atoms [35] of guanine and thymine, respectively, using the
molecular docking simulations. The repair of guanine and thymine
was examined by docking of alkylated lesions into the active site of
O6-alkylguanine-DNA alkyltransferase (AGT). Finally, the docking
of naturally occurring compounds, myricetin, quercetin, rutin, and
rosmarinic acid on repaired nucleotides was performed to outline
the mechanism of GO6 or TO4 oxygen atoms protection. The crucial
interactions within the proposed mechanism were confirmed by
the generation of structure-based 3-D pharmacophore models.

2.5.1. Molecular docking and energy minimization of EMS–DNA

complex

The O6-alkylguanine and O4-alkylthymine lesions in DNA,
which result from the endogenous source like EMS, are carcino-
genic and mutagenic and cause unnatural GT and TG transition
mutations [35]. Since those lesions arise after the direct transfer of
EMS ethyl group towards O6 and O4 atoms of guanine and thymine
(Scheme 1), respectively, we were interested at the beginning of
molecular modelling studies to determine the most conceivable
conformations of EMS in which the ethyl group transfer occurs
easily. Hence, following procedure was utilized.

The EMS–DNA complex generated in an environment without
solvent was obtained from the experimental part of our previous
article [39]. The DNA structure (PDB: 1DSC), as a molecular target
for docking simulations was initially obtained by cleaning the
ecular docking and 3-D pharmacophore generation to enclose the
unds: Myricetin, quercetin, rutin, and rosmarinic acid. Biochem
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Scheme 1. The alkylation of random DNA sequence with EMS, formation of O6-ethylguanine and O4-ethylthymine, and consequent mispairing of guanine and thymine.
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macromolecule from Actinomycin D as inhibitor [43]. The EMS–
DNA complex was loaded into UCSF Chimera software [44] and
further improved by adding hydrogen atoms using the leap module
of Amber 12 suite [45], upon which the correct protonation at pH
7.4 was assigned to each nucleic acid residue by means of
Antechamber module of Amber 12 suite. The complex was then
solvated (SOLVATEOCT command) in a box entering 5 Å with water
molecules (TIP3 model) and neutralized with Na+ and Cl� ions.
Since water molecules at the surface of DNA are critical to its
equilibrium structure, DNA–protein function, and DNA–ligand
recognition [46], the exact purpose of solvation was to provide the
environment for as much as possible realistic docking into the
DNA, which is described further in the text. Afterwards, the
solvated complex was refined by a single point minimization using
the Sander module of AMBER suite. As a final step, both EMS and
solvated DNA were saved separately and imported in AutoDock-
Tools [47] for docking experiment.

The rigid root and rotable bonds were defined using Auto-
DockTools. The 3-D structure of DNA was further manipulated by
removing nonpolar hydrogen atoms, while Gasteiger charges and
solvent parameters were assigned by default. The docking was
performed with AutoDock 4.2 [47]. To explore the binding of EMS
to both guanine and thymine, two region-focused molecular
docking analyses were conducted. For binding to arbitrarily
selected guanine the dimension of the grid was 18 Å � 18 Å � 24 Å,
Å, with a spacing of 0.375 Å between the grid points while the
centre grid box coordinates were x = 10.647, y = 1.848, z = 0.714.
Binding to arbitrarily chosen thymine required following setup:
the dimension of the grid was 18 Å � 12 Å � 24 Å, 0.375 Å spacing
Please cite this article in press as: Mladenović M, et al. Combining mol
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between the grid points, centre grid box coordinates equal to
x = 13.117, y = 7.155, z = �2.819. The Lamarckian Genetic Algo-
rithm was used to generate conformations of ligands within the
binding site. The global optimization started with a population of
200 randomly positioned individuals, a maximum of 1.0 � 106

energy evaluations and a maximum of 27,000 generations. A total
of 100 runs were performed with RMS Cluster Tolerance of 0.5 Å.

Finally, a molecular mechanics approach was applied to refine
the Autodock output. The computational protocol consisted the
application of 10,000 steps of the steepest descent algorithm until
the derivative convergence was 0.01 kcal/Å mol. The AMBER force
field with the continuum GB/SA salvation model (water as solvent)
implemented in MacroModel [48], via graphical interface Maestro
9.0, was used during minimization.

2.5.2. Covalent molecular docking and energy minimization of EMS–

DNA complex

The alkylated guanine and thymine residues were further
subjected to the flexible molecular docking protocol. The aim of
this procedure was to obtain the lowest energy poses of O6-
ethylguanine and O4-ethylthymine residues upon the alkylation.

To the best of our knowledge, no docking programme is able to
simulate the direct transfer of particular functional group towards
the molecular target residues. Therefore, we decided to manually
build alkylated guanine and thymine residues. Thus, O6-ethylgua-
nine and O4-ethylthymine were formed by the extension of
original residues using the Build Structure function implemented
in UCSF Chimera. Double bonds connecting the O6 and O4 atoms of
guanine and thymine, respectively, were converted into single
ecular docking and 3-D pharmacophore generation to enclose the
unds: Myricetin, quercetin, rutin, and rosmarinic acid. Biochem
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ones by changing the hybridization from sp2 to sp3 of carbon and
oxygen atoms involved in the formation of target bonds. Following,
sp3 O6 and O4 atoms were substituted with ethyl groups, to simulate
the EMS induced alkylation. Newly formed O6-ethylguanine-DNA
and O4-ethylthymine-DNA macromolecules were protonated at pH
7.4, solvated and neutralized, by respecting the above described
procedure, after which the complexes were refined.

Finally, alkylated macromolecules were imported in Auto-
DockTools where O6-ethylguanine and O4-ethylthymine were
treated as flexible residues, thus allowing as much as possible free
rotation within the corresponding macromolecule. Still, the most
important step in this procedure was the selection of ligand.
Therefore, as all calculations were performed in water, one
arbitrarily selected water molecule proximal to alkylated residues
was saved and prepared as the ligand. The outcome of such
Scheme 2. The proposed mechanism for helix-turn-helix mediated dealkylation of O

Please cite this article in press as: Mladenović M, et al. Combining mol
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procedure was actually not docking of O6-ethylguanine and O4-
ethylthymine residues but in fact the docking of particular water
molecule, during which the free rotation of alkylated residues and
their exploration of binding space was allowed. Generated flexible
docking poses were further prepared for interaction with O6-
alkylguanine-DNA alkyltransferase.

At the end of this stage, previously described molecular
mechanics approach was applied to refine the Autodock output.

2.5.3. Docking of alkylated DNA macromolecules into active site of

AGT

Upon the alkylation, AGT repairs alkyl lesions in modified
oligodeoxynucleotides by transferring the O6-alkyl and O4-alkyl
group towards the active site cysteine (Cys145) in an irreversible
and stoichiometric reaction [49]. Prior to dealkylation reaction,
6-ethylguanine within the active site of O6-alkylguanine-DNA alkyltransferase.

ecular docking and 3-D pharmacophore generation to enclose the
unds: Myricetin, quercetin, rutin, and rosmarinic acid. Biochem
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M. Mladenović et al. / Biochemical Pharmacology xxx (2013) xxx–xxx6

G Model

BCP-11739; No. of Pages 21
flipping of damaged nucleotide, facilitated by and arginine finger
within the helix-turn-helix (HTH) motif, is required to stabilize the
extrahelical O6-alkylguanine and O4-ethylthymine into the reac-
tive cysteine environment without the protein conformational
change [49]. In that sense, the aim of the next docking experiment
was to explore how the ethyl derivatives of guanine (Scheme 2)
and thymine (Scheme 3) are going to be recognized by AGT, after
which the enzyme will catalyze dealkylation.

The molecular docking of O6-ethylguanine-DNA and O4-
ethylthymine-DNA macromolecules into the active site of AGT
was the most challenging step in the presented computational
procedure. Ability of AGT to catalyze dealkylation of methyl [50]
and benzyl [51] derivatives was confirmed by crystallography data.
Scheme 3. The proposed mechanism for helix-turn-helix mediated dealkylation of O
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It is a general opinion that O6-ethylguanine is repaired by AGT
[52,53] but there is a lack of knowledge whether or not O4-
ethylthymine is a convenient substrate for dealkylation reaction. The
necessary step in the planed procedure was the manual emulation
of HTH conformational change [49] within the structure of best-
docked O6-ethylguanine-DNA and O4-ethylthymine-DNA macro-
molecules. Macromolecules were thus loaded into UCSF Chimera
after which O6-ethylguanine and O4-ethylthymine were selected
and flipped out of DNA using Structure Editing/Adjust Torsions tool.

The docking setup is further presented. Since there is no
available tridimensional structure of D. melanogaster O6-alkylgua-
nine-DNA alkyltransferase, non-alkylated human O6-alkylgua-
nine-DNA alkyltransferase (PDB: 1EH6) was chosen as a
4-ethylthymine within the active site of O6-alkylguanine-DNA alkyltransferase.

ecular docking and 3-D pharmacophore generation to enclose the
unds: Myricetin, quercetin, rutin, and rosmarinic acid. Biochem
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receptor, due to the high similarity between the sequences [51].
The receptor was further prepared by adding hydrogen atoms. All
amino acids in the protein were additionally individually inspected
and correct protonation states at pH 7.4 were considered: i.e.
lysines, arginines, aspartates and glutamates were assumed to be
in the ionized form. Complex was further solvated in a box entering
10 Å with water molecules, neutralized with Na+ and Cl� ions, and
refined. Considering the fact that planned experiment was
macromolecule-macromolecule docking, additional effort was
conducted to obtain the correct starting coordinates for docking
experiment for both receptor and ligand. The crystal structure of
human O6-alkylguanine-DNA alkyltransferase in complex with
DNA containing O6-methylguanine (PDB: 1T38) [50] was chosen as
a template for the preparation of correct coordinates for the
docking of O6-ethylguanine. Similarly, the crystal structure of O6-
alkylguanine-DNA alkyltransferase in complex with O4-methylcy-
tosine (PDB: 1YFH) [54] was chosen as template for preparing the
correct coordinates for the docking of O6-ethylthymine. Therefore,
the receptor structure was prepared by superimposition of
templates to protein part by utilizing the MatchMaker. The correct
orientation of flipped alkylated DNA macromolecules was
obtained by the alignment to crystal DNA. The final step was to
insert the generated complexes into AutoDockTools and to set up
properties for Lamarckian Genetic Algorithm guided docking. For
ligands, i.e. alkylated nucleotides, maximum number of torsions
was allowed. Grid box was manually centred on active site of AGT,
using 40 Å � 40 Å � 40 Å grid dimensions and 0.375 Å space
between the grid points, with centre grid box coordinates
x = 13.246, y = 7.224, z = �2.532.

2.5.4. The preparation of structures of antigenotoxic agents

When endogenous alkylation is directly reversed by AGT, HTH
motif returns DNA molecule into its native state [49]. Afterwards,
natural aromatic compounds, myricetin, quercetin, rutin, and
rosmarinic acid, express antigenotoxic activity trough the inter-
actions with O6-guanine and O4-thymine residues and thus they
protect residues of renewed exposure to EMS. In the following lines
there is a detailed description of protocols used to reveal those
interactions, after which possible mechanisms of action were
proposed.

The crystal structures of chosen natural occurring compounds
were downloaded from the Brookhaven Protein Data Bank, as all
compounds were co-crystallized as inhibitors of corresponding
enzymes. In such manner, all of the compounds were obtained in
their physiological state by which any geometric inaccuracy
caused by manual drawing was avoided. The compounds were
extracted using the UCSF Chimera and the maintenance of
coordinates was used as obtained for the generation of geometries
in experimental environment of performed antigenotoxic assay.
Therefore, the structure of myricetin was extracted as inhibitor of
phosphoinositide 3-kinase (PDB: 1E90) [55], quercetin was saved
from transcriptional regulator TtgR complex (PDB: 2UXH, chain B)
[56], rutin was collected from prostaglandin F synthase complex
(PDB: 1RY8, chain B) [57], while rosmarinic acid was kept from
complex with a Bothropic Myotoxin (PDB: 3QNL) [58]. Hydrogen
atoms were added afterwards to all saved PDB structures, upon
which all molecules were additionally individually inspected and
protonated correctly at pH 7.4 by means of Antechamber module
of Amber suite.

2.5.5. Monte Carlo molecular modelling simulations of ligands

After the initial preparation, all tested compounds were
subjected to molecular modelling protocol to determine con-
formations in experimental environment prior to DNA binding. The
structures were imported into MacroModel 9.5 [48] via graphical
interface Maestro 9.0. The conformations were obtained by using
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Monte Carlo simulated annealing molecular dynamics procedure
implemented in MacroModel [59]. Each structure was energy
minimized to a low gradient. The non-bonded cutoff distances
for van der Waals interactions were set to 8 Å while distances for
the electrostatic ones were set to 20 Å. An initial random velocity
to all atoms corresponding to 310.15 K was applied. Molecular
dynamics was carried out for 10 ps with a 1.5 fs time-step and
simulation time of 10.0 ps, at a constant temperature of 310.15 K
for equilibration purposes. The minimizations and molecular
dynamics were performed by implicit salvation in simulated
water solution (e = 80.3) using GB/SA (Generalized Born
solvent accessible surface area) keyword and the OPLS2005
force field.

2.5.6. Molecular docking and energy minimization of ligand–DNA

complexes

Modelled flavonoid and fenolic compounds were further
subjected to the same docking protocol as described for EMS.
The lowest energy conformations were obtained in both regions
occupied by arbitrarily chosen guanine and thymine residues.
Revealed docking poses provided insight into the mechanism of
antigenotoxic behaviour of tested compounds.

2.5.7. The generation 3-D pharmacophore models

The best docked structures of examined natural occurring
compounds in complex with DNA were used as starting structures
for the generation of 3-D pharmacophore models in the present
study. The software LigandScout 3.1 [60] was applied for the
detection and interpretation of crucial interaction patterns
between DNA and ligands. LigandScout extracts and interprets
the ligand and the macromolecular environment from PDB file,
then automatically creates and visualizes an advanced pharma-
cophore model. The pharmacophores were exported as hypoedit
scripts and converted into Discovery Studio 2.1 [61] format with
Hypoedit tool. The bound ligands were converted to shape query
and was merged with the pharmacophore model to give a
combined feature-shape query.

3. Results

3.1. Antigenotoxic activity of tested natural aromatic compounds

The assay for induction of sex-linked recessive lethal mutations
in germ cells of male D. melanogaster detects chemicals that are
capable of inducing heritable lethal mutations, which may range
from changes in only one base of the DNA, that is point mutation, to
small deletions or chromosome aberrations, which are lethal in
hemizygous and homozygous conditions before the adult stage
[40]. This test is a forward mutation assay capable of screening for
mutations at about 800 loci on the X-chromosome; this represents
about 80% of all X-chromosomal loci.

In this study we evaluated the antigenotoxic effects of natural
aromatic compounds common in fruits and vegetables, myricetin,
quercetin, and rutin, as structurally related flavonoids, as well as
the rosmarinic acid, a phenolic acid representative, against the
DNA damage induced by EMS, a well-established chemical
mutagen. The protection against EMS-induced DNA damage,
conferred by a 24 h of post-treatment with selected phenolic
compounds, is shown in Tables 1–4.

The frequency of germinative mutations induced by EMS is
significantly higher (p < 0.001) than the one induced by sucrose (S)
as the negative control (Tables 1–4), serving as a clear indicator of
its mutagenic effect. Compared with the sucrose, myricetin
decreased (p > 0.05) the genotoxicity of EMS in postmeiotic
germinative cell line – at spermatozoids and spermatids, and in
premeiotic line – spermatocytes (Table 1).
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Table 1
Frequencies of sex linked recessive lethal mutations in the Drosophila melanogaster after the treatment with EMS and the post-treatment with myricetin.

Broods Treatments

Sa EMSb EMS + Mc tS/EMS tS/EMS + M tEMS/EMS + M

I No of crosses 150 110 92 6.9 0.13 6.7

No of lethal 3 37 2 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001***

% of lethal 2.0 33.03 2.2

II No of crosses 135 81 61 6.2 0.23 5.8

No of lethal 3 27 1 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001***

% of lethal 2.2 33.3 1.64

III No of crosses 126 59 49 4.03 0.16 3.8

No of lethal 3 15 1 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001***

% of lethal 2.4 25.4 2.04

I + II + III No of crosses 411 250 202 9.9 0.17 9.9

No of lethal 9 79 4 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001***

% of lethal 2.2 31.6 1.98

The results are analysed by the test for difference in proportions, by simultaneous comparison with the positive and negative controls. Triple asterix indicates significantly

higher frequency compared to EMS as positive control or to sucrose as negative control.
a S; sucrose; negative control, 1%.
b EMS; ethyl methanesulfonate, positive control, 0.75 ppm.
c M; myricetin, 100 ppm.

Table 3
Frequencies of sex linked recessive lethal mutations in the Drosophila melanogaster after the treatment with EMS and the post-treatment with rutin.

Broods Treatments

Sa EMSb EMS + Rc tS/EMS tS/EMS + R tEMS/EMS + R

I No of crosses 150 110 91 6.9 0.62 5.4

No of lethal 3 37 3 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001***

% of lethal 2.0 33.03 3.3

II No of crosses 135 81 92 6.2 0.11 5.7

No of lethal 3 27 2 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001***

% of lethal 2.2 33.3 2.2

III No of crosses 126 59 59 4.03 0.84 3.3

No of lethal 3 15 3 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001***

% of lethal 2.4 25.4 5.1

I + II + III No of crosses 411 250 242 9.9 0.62 9.7

No of lethal 9 79 8 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001***

% of lethal 2.2 31.6 3.3

The results are analysed by the test for difference in proportions, by simultaneous comparison with the positive and negative controls. Triple asterix indicates significantly

higher frequency compared to EMS as positive control or to sucrose as negative control.
a S; sucrose; negative control, 1%.
b EMS; ethyl methanesulfonate, positive control, 0.75 ppm.
c R; rutin, 100 ppm.

Table 2
Frequencies of sex linked recessive lethal mutations in the Drosophila melanogaster after the treatment with and EMS and the post-treatment with quercein.

Broods Treatments

Sa EMSb EMS + Qc tS/EMS tS/EMS + Q tEMS/EMS + Q

I No of crosses 150 110 89 6.9 1.52 5.2

No of lethal 3 37 6 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001***

% of lethal 2.0 33.03 6.7

II No of crosses 135 81 72 6.2 0.8 5.1

No of lethal 3 27 3 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001***

% of lethal 2.2 33.3 4.2

III No of crosses 126 59 72 4.03 0.6 3.5

No of lethal 3 15 3 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001***

% of lethal 2.4 25.4 4.2

I + II + III No of crosses 411 250 233 9.9 1.5 10.0

No of lethal 9 79 12 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001***

% of lethal 2.2 31.6 5.2

The results are analysed by the test for difference in proportions, by simultaneous comparison with the positive and negative controls. Triple asterix indicates significantly

higher frequency compared to EMS as positive control or to sucrose as negative control.
a S; sucrose; negative control, 1%.
b EMS; ethyl methanesulfonate, positive control, 0.75 ppm.
c Q; quercetin, 100 ppm.
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Table 4
Frequencies of sex linked recessive lethal mutations in the Drosophila melanogaster after the treatment with EMS and the post-treatment with rosmarinic acid.

Broods Treatments

Sa EMSb EMS + RAc tS/EMS tS/EMS + RA tEMS/EMS + RA

I No of crosses 150 110 80 6.9 0.24 6.6

No of lethal 3 37 2 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001***

% of lethal 2.0 33.03 2.5

II No of crosses 135 81 91 6.2 0.65 6.4

No of lethal 3 27 1 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001***

% of lethal 2.2 33.3 1.1

III No of crosses 126 59 73 4.03 0.25 3.7

No of lethal 3 15 2 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001***

% of lethal 2.4 25.4 2.7

I + II + III No of crosses 411 250 244 9.9 0.17 9.7

No of lethal 9 79 5 p < 0.001*** p > 0.05 p < 0.001***

% of lethal 2.2 31.6 2.1

The results are analysed by the test for difference in proportions, by simultaneous comparison with the positive and negative controls; Triple asterix indicates significantly

higher frequency compared to EMS as positive control or to sucrose as negative control.
a Sucrose; negative control, 1%.
b EMS; ethyl methanesulfonate, positive control, 0.75 ppm.
c RA; rosmarinic acid, 100 ppm.
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The post-treatments with quercetin in concentration of
100 ppm drastically reduced the frequency of sex linked recessive
lethal mutations induced by EMS in comparison with the negative
control value (Table 2).

As shown in Table 3, post-treatment with rutin caused a
statistically significant reduction in frequency (p < 0.001***) of sex
linked recessive lethal mutations in all three broods, related to the
EMS, as a positive control (p < 0.001).

As can be seen from Table 4, the treatment with rosmarinic acid,
24 h after the application of EMS, revealed that phenolic acid
decreased the frequency of sex-linked recessive lethal mutations of
EMS with high significance in all broods (p < 0.001***). Compared
with the sucrose, rosmarinic acid decreased (p > 0.05) the
genotoxicity of EMS in postmeiotic and in premeiotic germinative
cell lines.

The average values of frequencies of germinative mutations for
all three broods indicate that all selected phenolic compounds in
concentration of 100 ppm exhibit antigenotoxic effect, as they
significantly reduce the rate of mutation induced by a proven
mutagen EMS, thus revealing a potential antigenotoxic activity.

Results obtained from the negative control and selected phenolic
compounds in broods I, II and III, did not differ from each other. These
data suggest that the protection of DNA damaging is stirred up in
haploid and in diploid stages of the gametogenesis. By taking into
account the fact that some flavonoids show genotoxic potential on
bacteria [14], we still think that all tested compounds can be
successfully applied as human antigenotoxic agents according to the
results of this experiment since the assays performed on D.

melanogaster can be considered as relevant due to the similarity
of metabolic pathways between Drosophila and mammals [62].

The rate of O6-ethylguanine reparation by AGT in vivo is already
known [52,53], but to the best of our knowledge there are no assays
developed to outline the reparation of O4-ethylthimine. Moreover,
there are no crystallography studies dealing with the mechanism
of reparation of neither corresponding ethyl lesions, O6-ethylgua-
nine or O4-ethylthimine. Therefore, to explain the exceptional
activity of all examined compounds, consideration of results was
transposed on the molecular level, seeking for mechanisms of
actions that provide DNA protection.

3.2. Insight into EMS interactions with DNA

The harmful effect of EMS against fly DNA (Tables 1–4) is seen
upon the electrophilic alkylation of O6 atom of guanine and O4 atom
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of thymine (Scheme 1) [35]. The consequence of such alkylation is
the formation of O6-ethylguanine and O4-ethylthymine, adducts
that are unable to form physiologically normal nucleotide pairs,
but instead can produce unnatural G55T and T55G hydrogen
bonding associated to mutagenic, toxic and carcinogenic effects
[35]. Using the Lamarckian Genetic Algorithm we were able to
propose EMS physiological conformations during EMS–DNA
counteract, immediately before the alkylation of guanine and
thymine residues.

To the best of our knowledge there is no available co-
crystallized structure of EMS–DNA complex. In our previous study
some docking experiments were conducted with the aim to outline
the EMS binding to DNA in solventless environment [39].
Significant improvement in the accuracy of the procedure was
achieved during this experiment, as water molecules that naturally
encircle DNA macromolecule were included in modelling proce-
dures. Although the crystallographic orientation of water is
unknown, docking simulation in water environment was directed
towards the prediction of the lowest energy pose of EMS in
physiological conditions, i.e. the conformation of the molecule in
which it acts as an electrophilic alkylation agent. AutoDock
algorithm does not have the ability to simulate the alkylation of
guanine and thymine but it can predict the best possible
orientation of EMS towards the O6 oxygen atom of guanine or
O4 oxygen atom of thymine.

Therefore, as presented by Fig. 2A, EMS molecule is fitted bellow
the GO6 and occupies the region around guanine residue in such
manner that EMS ethyl group (carbon atoms are coloured in grey)
is within the C–O covalent bond distance (d = 1.397 Å) from the O6

of guanine (carbon atoms are depicted in purple). This suggests
that, in such orientation of EMS towards DNA, alkylation occurs
easy and results with the formation of O6-ethylguanine. The low
value of EMS binding energy to DNA (DG = �7.34 kcal/mol)
confirmed that the docked conformation is in fact the bioactive
one. The inspection of EMS binding mode in the proximity of
thymine (Fig. 2B), revealed that EMS is placed above the TO4 and
that the ethyl group is within the C–O covalent bond distance
(d = 1.567 Å) from the O4 of thymine. Still, the binding of EMS to
thymine is more energetically expensive (DG = �6.24 kcal/mol).
By matching two EMS geometries, it was determined that the EMS
bonded to thymine is flipped horizontally in comparison with EMS
narrowed to guanine, but the relative orientations of the ethyl
groups are quite similar indicating that the transfer of ethyl group
towards nucleotides occurs in the same manner.
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Fig. 2. The EMS conformation that is about to release ethyl group towards (A) guanine and (B) thymine. Target nucleotide cores are depicted by medium purple while EMS

ethyl residues are coloured by slate grey (for interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of the article).
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3.3. Effect of EMS alkylation on nucleotide mispairing

Molecular docking simulations provided significant insight how
ethyl group, originating from EMS, may influence the future
incorporation of base pairs during the mispairing stage. Therefore,
O6-ethylguanine and O4-ethylthymine are nucleotide analogues
that have pairing properties unlike those of the normal bases. Since
they cannot form regular hydrogen bonds with complementary
nucleotides, mutations are produced as they stipulate incorrect
nucleotides to be inserted opposite to them in the replication. As
they exist only in a single DNA strand, they can cause a nucleotide-
pair substitution that is replicated in all DNA copies descended
from the original strand [35]. The addition of EMS ethyl group to
guanine leads to direct mispairing with thymine, and vice versa

(Scheme 1), and would result in GC ! AT transitions at the next
round of replication [35]. As expected, determinations of
mutagenic specificity for EMS show a strong preference for
GC ! AT transitions.

What was unseen and uncontemplated so far is readily
expected conformational change of O6-ethylguanine and O4-
ethylthymine in comparison with the unchanged guanine and
thymine, which must occur due to the steric hindrance between
alkylated bases and opposite corresponding nucleotides, caused by
voluminous ethyl group. Those conformational changes may occur
just before the beginning of replication phase. Indeed, altered
guanine ring is slightly rotated out-of-plane for �128 related to the
unchanged guanine, determined by measuring the angle formed
between the N9 atom of guanine core as root atom and both amino
groups at position C-2 (Fig. 3A). The distance between two amino
groups is 1.236 Å, with root mean square deviation (rmsd)
between normal and altered guanine ring of 1.743 Å. Also, there
is a conformational clash between the ethyl group and amino
group of complementary cytosine at position C-4 of pyrimidine
core. This particular conformational twist is the reason why the
formation of O6-ethylguanine is energetically less favourable
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(DG = �1.72 kcal/mol) than actual positioning of EMS before the
alkylation (DG = �7.34 kcal/mol). The corresponding steric effect
of ethyl group was also determined for conformation of O4-
ethylthymine (Fig. 3B). Hence, O4-ethylthymine is even more
rotated, for �268, referring to unaltered base. For two considered
conformations, the carbonyl group at position C-2 of pyrimidine
core was used as a reference functional group, where the distance
between two carbonyl oxygen atoms is 1.674 Å and consequent
rmsd value between two rings amounts 1.978 Å. In addition, ethyl
group pressures the amino group at position C-6 of purine core of
complementary adenine. As described for guanine, the formation
of O4-ethylthymine is energetically more unfavourable process
(DG = �1.87 kcal/mol) than EMS pre-bond interaction with the
base (DG = �6.24 kcal/mol).

3.4. The O6-ethylguanine and O4-ethylthymine dealkylation

To be recognized as targets for dealkylation catalyzed by AGT
both O6-ethylguanine and O4-ethylthymine must be aligned in the
active site of AGT in the same region as O6-methylguanine [50] and
O4-methylthymine [54,63], after which similar interactions must
be established between the lesions and the active site residues. The
O6-ethylguanine can be catalyzed in vivo [64] but there are still no
available crystallographic data to describe the reaction. For the O4-
ethylthymine, there is lack of experimental evidence that this
lesion is a substrate for AGT, but recent docking study that
described binding of O4-methylthymine into AGT [63] assured
immediate breakthrough in the fortune of O4-ethylthymine.
Guided by the fact that there is no crystallographic structure of
D. melanogaster AGT, molecular docking of O6-ethylguanine and
O4-ethylthymine into human AGT was a reasonable decision since
AGT contains a highly conserved sequence of –(I/V)PCHR(V/I)–
within the active site [49,65] across numerous species, with
Cys145 as an exclusive catalytic amino acid available to receive
alkyl group in suicide reaction without inducing DNA stand breaks
ecular docking and 3-D pharmacophore generation to enclose the
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Fig. 3. The best docked poses of (!) O6-ethylguanine and (B) O4-ethylthymine. Alkylated nucleotide cores are depicted by medium purple, ethyl residues by slate grey, while

docked water molecules are especially marked (for interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of the article).
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[49]. Due to the high sequence similarity [51,65], it is assumed that
D. melanogaster AGT is of the very similar tertiary structure to
human enzyme, i.e. it is consisted of non-catalytically N-terminal
domain and C-terminal domain that bears catalytic activity. The N-
terminal seems to provide proper orientation of C-terminal for
dealkylation [65].

The topology of the C-terminal domain is absolutely conserved
for all known AGT structures, and it is consisted of the active site
cysteine motif (PCHR), the O6-alkylguanine binding channel, and
an Arg128 mediated HTH DNA-binding motif that actually inverts
lesion towards the active site by forcing a mechanism of 30-
phosphate rotation [50]. To repair DNA, AGT must first bind to DNA
to detect the alkyl lesion. According to the accepted mechanism
[66], EMS induced lesions can be detected during AGT migration
along the DNA, after which they are going to be flipped into the
active site. Due to the great structural similarities with O6-
methylguanine and O4-methylthymine, O6-ethylguanine (Scheme
2) and O4-ethylthymine (Scheme 3) are most likely favourable
lesions for flipping. Docking experiments that lead towards O6-
ethylguanine and O4-ethylthymine recognition by AGT active site
were conducted by respecting above described reaction rules.

When alkyl groups of both O6-ethylguanine and O4-ethylthy-
mine are placed in close proximity to the Cys145 acceptor site, a
Glu172-His146-water-Cys145 hydrogen bond network increases
the reactivity of Cys145 in AGT [49]. It is thought that the low pKa

and high reactivity of Cys145 is due to generation of thiolate anion
via proton transfer through the network. According to well
accepted mechanism of the dealkylation reaction, His146 acts as
a water-mediated base while Cys145 acts as the nucleophile.

The Cys145 and Val148 carbonyls accept hydrogen bonds from
guanine’s exocyclic amine of O6-benzylguanine [51] and O6-
methylguanine [49,50] whereas the Tyr114 hydroxyl oxygen and
Ser159 backbone nitrogen donate hydrogen bonds to guanine N3

and O6 atoms, respectively. Reactivity may also be promoted by the
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reduction of negative charge on the repaired guanine through the
donation of a hydrogen bond by Tyr114 to N3 of guanine core [49].

Molecular interactions in the generated O6-ethylguanine-DNA
complex (Fig. 4A) position the lesion nearly ideally for the ethyl
transfer reaction (Fig. 4B) [49]. The O6-ethylguanine centres itself
in the 8 Å groove defined by the backbone of Asn147/Tyr158 and
recognition helix, and is packed between the main chain of Asn157,
Tyr158, Glu131, and the side chain of Met134. This arrangement
brings the guanine N3 within the hydrogen-bond distance of the
Tyr114 and positions the exocyclic amino group for hydrogen
bonding (d = 1.784 Å) with the peptide bond carbonyl of Val148.
The Tyr114 hydroxyl donates moderate hydrogen bond
(d = 2.691 Å) to N3 of O6-ethylguanine. The ethoxyl group oxygen
is narrow to weak hydrogen bond (d = 3.796 Å) with the Ser159
backbone nitrogen. Described structure-based alignment of O6-
ethylguanine in the active site of AGT assures that the damaged
nucleotide is recognized by catalytic amino acid Cys145 as a target
for dealkylation. The Cys145 side chain lies 1.556 Å away from the
ethyl lesion. The conformation and slightly longer carbon–sulfur
bond length of Cys145 in the native structure are consisted with a
distance lower than 3 Å between the sulfur nucleofile and ethyl
lesion in the reactive complex that is required for the transfer of
alkyl group to occur easily [49–54]. Additionally, the conformation
of Cys145 places the thiolate nearly opposite to the O6–CH2–CH3

bond for in-line displacement. Upon the transfer, the S–CH2–CH3

adduct of Cys145 is stabilized with Pro140 in hydrophobic
interaction [49–54].

AGTs are also known to be able to repair methyl adduct at the
O4-position of thymine (m4T), although the rate of reaction is much
lower in comparison with guanine dealkylation. The mT4 is more
potent inducer of mutations than O6-methylguanine (m6G) [67].
The ability of AGT to repair mT4 varies widely. The in vitro

efficiency is low and can be increased using mutant AGTs [63], but
human AGT expressed from D. melanogaster or rat is able to reduce
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Fig. 4. (A) The predicted interaction between the AGT and O6-ethylguanine-DNA macromolecule. AGT ribbon is coloured in orange while first helix and second (recognition)

helix in helix-turn-helix motif are depicted by dark grey and dark red, respectively; (B) The binding of O6-ethylguanine into AGT active site. For the clarity of presentation only

catalytic amino acids are conserved and they are coloured in white. Only important hydrogen atoms were preserved (for interpretation of the references to color in this figure

legend, the reader is referred to the web version of the article).
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the amount of mT4 and incidence of T:A to G:G transition
mutations [68]. However, it remains unclear whether those base
lesions are actually repaired inside living cells.

To determine how AGT might repair thymine lesion formed
upon the EMS alkylation, the O4-ethylthymine-DNA macromole-
cule was docked into the active site of the enzyme (Fig. 5A). The
close examination of docked conformation reveals that the
extrahelical thymine is not fully inserted [63] into the active site
and is far from the Cys145 (Fig. 5B). But, the elongation of
nucleotide by the ethyl group brings the lesion close enough to
Cys145 in a way that the Cys145 side chain is 1.584 Å away from
the ethyl lesion. More, the ethoxyl group oxygen is narrow to weak
hydrogen bond (d = 3.026 Å) with the Ser159 backbone nitrogen.
The distance between the Cys145 and thymine O4-ethyl scaffold
implies that O4-ethylthymine can be recognized as a lesion for AGT
and that the dealkylation can occur. In the active site, the Tyr114
forms a very weak hydrogen bond to O2 of the thymine. Since
Tyr114 bonds with the guanine lesion via N3 atom, the establish-
ment of hydrogen bond with oxygen atom suggests that this
particular amino acid cannot play the stabilization role in the same
manner because it is too far from thymine N3 [63]. This might be
one of the reasons why O4-ethylthymine is repaired less efficiently
than guanine lesion. The damaged nucleotide is indeed stabilized
within the active site (DG = �3.46 kcal/mol) but in much lower
rate than the guanine lesion (DG = �4.76 kcal/mol). The 5-methyl
group of the thymine base packs with the side chain portion of
Ser159 side chain.
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3.5. Antigenotoxic activity of natural aromatic compounds

The inspection of binding modes of myricetin (Fig. 6A),
quercetin (Fig. 6B), rutin (Fig. 6C), and rosmarinic acid (Fig. 6D),
in the guanine region revealed several positive interactions and
provided insight into the most favourable mechanism of com-
pounds action. Therefore, it was concluded that compounds can be
separated into two sub-groups due to their mode of DNA
protection. Structure–activity relationships by which myricetin
and quercetin are placed into first group while rutin and
rosmarinic acid are constituents of the second group are described
further in the text.

Guided by the understanding of docking results, the conclusion
is that myricetin (M, Fig. 6A) and quercetin (Q, Fig. 6B) both express
the antigenotoxic activity by forming the hydrogen bond with
guanine O6 atom. Both molecules occupy the region that is filled up
with EMS in the stage before the alkylation, and therefore the
second level of DNA defence is demonstrated trough the blocking
of EMS approach near the target guanine residue. The myricetin
and quercetin flavonoid cores are placed in almost parallel
orientation relative to the guanine residue. As a consequence of
such positioning, the hydroxyl group of the B ring of flavonoid core
of both compounds is within hydrogen-bonding distance with O6

of guanine. Myricetin itself forms stronger hydrogen bond
(d = 2.307 Å) than quercetin (d = 2.437 Å). Therefore, the formation
of those particular hydrogen bonds is crucial for the protection of
guanine O6 by myricetin and quercetin. By the establishment of
ecular docking and 3-D pharmacophore generation to enclose the
unds: Myricetin, quercetin, rutin, and rosmarinic acid. Biochem
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Fig. 5. (A) The predicted interaction between AGT X-ray and O4-ethylthymine-DNA macromolecule. AGT ribbon is coloured in orange while first helix and second

(recognition) helix in helix-turn-helix motif are depicted by dark grey and dark red, respectively; (B) The binding of O4-ethylthymine into AGT active site. For the clarity of
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this interaction O6 is no longer available to receive the ethyl group
from EMS. Flavonoid molecules are additionally stabilized near
guanine by forming the hydrophobic and electrostatic interactions.
In resulting geometry, the B rings are placed in nonplanar
orientation by the formation of hydrophobic interactions with
carbon atoms that constitute the pyrimidine ring, integral part of
purine core. The ring-ring bonding provides proper myricetin
geometry for the formation of electrostatic interactions between
the amino group at position 1 of guanine core on one side and the
carbonyl group of ring B and vicinal hydroxyl group of ring A on the
other. Quercetin does not form the corresponding interaction
between guanine amino and flavonoid hydroxyl group. The ring C
of both compounds is displaced from double helix plane. The
binding energies of myricetin and quercetin amount
E = �10.74 kcal/mol and E = �9.81 kcal/mol, respectively, which
suggests that DNA protection occurs easily. The lower values of
binding energy of myricetin and quercetin in comparison with EMS
are additional contribution to the protective role of compounds,
making their substitution by EMS and new alkylation reaction
energetically less favourable.

The consideration of rutin docking results opened the great
interest in the activity of the compound. Since rutin is quercetin
analogue, i.e. quercetin-3-O-rutinoside, it was expected to express
the activity in similar manner as myricetin and quercetin. Instead,
the presence of disaccharide rutinose, a-L-rhamnopyranosyl-
(1!6)-b-D-glucopyranose, within the structure, causes completely
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different mechanism of antigenotoxic activity. Therefore, rutin
(Fig. 6C) interacts with DNA in comprehensively different way in
comparison with myricetin and quercetin. The lowest energy
docked conformation is oriented in the way that molecule encircles
the guanine moiety by filling up the large region in space around the
nucleotide. The structure of rutin itself determines its mechanism of
action. Hence, hydroxyl group of myricetin and quercetin that forms
hydrogen bond with GO6 is in the structure of rutin substituted with
rutinose and, therefore, rutin does not possess the potential to
protect DNA likewise myricetin and quercetin. In other words, there
is no plausibility for rutin to form hydrogen bond with guanine O6

which further means that antigenotoxic activity of rutin is only
reflected by the prevention of EMS binding. This is supported by
thorough analysis of rutin binding mode. The flavonoid part of
molecule conquers the region bellow guanine that is in precedence
of alkylation taken by EMS. The flavonoid core is no longer parallel
with the guanine; it is slightly rotated for �158 in comparison with
myricetin and quercetin and displaced (rmsd = 2.6 Å) towards the
aqueous region. The glycoside bond determines the rutin binding
geometry. The rutinose moiety is positioned in almost right angle
with respect to flavonoid core, which is the consequence of glycoside
bond conformation (Cflavonoid–O–Crutinose angle = 81.908). Hence,
rutinose residue is blocking the EMS entering pathway and prevents
any interaction between the alkylating agent and nucleotide. In
more detail, rutinose is placed in front of the imidazole part of
guanine moiety, where a-L-rhamnopyranose faces outer DNA region
ecular docking and 3-D pharmacophore generation to enclose the
unds: Myricetin, quercetin, rutin, and rosmarinic acid. Biochem
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Fig. 6. The bioactive conformations of (A) myricetin, (B) quercetin, (C) rutin, and (D) rosmarinic acid during prevention of guanine alkylation. (for interpretation of the
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while two hydroxyl groups at position C-4 and C-5 of b-D-
glucopyranose establish electrostatic interactions with guanine
O6. The binding energy of rutin amounts E = �10.96 kcal/mol thus
assuring compound’s high efficiency as antigenotoxic agent.

Similarly to rutin, rosmarinic acid (Fig. 6D) also expresses
protection of DNA molecule by the obstruction of EMS interaction
with macromolecule. Both caffeic acid and 3,4-dihydroxyphenyl
lactic acid, as integral constituents of rosmarinic acid, have
significant role in the antigenotoxic activity. Thus, the complete
3,4-dyhydroxy-trans-cinamate scaffold is directed perpendicularly
related to guanine and makes a spatial barrier for entering of EMS
molecule. The phenyl ring of caffeic acid (the first ring) is in almost
parallel orientation with the guanine core but does not interfere
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with it by means of hydrophobic interactions. Hydroxyl groups at
positions 3 and 4 interact with water molecules. Nevertheless,
hydroxyl group at position 3 is involved in the electrostatic
interaction with hydroxyl group at position 4 of 3,4-dihydrox-
yphenyl lactic acid moiety. The coupling of two hydroxyl groups
determines the orientation of phenyl group that originates from
3,4-dihydroxyphenyl lactic acid (the second ring), and therefore,
two phenyl residues are positioned against each other by the angle
of �1208. Consequently, the hydroxyl group at position 3 of 3,4-
dihydroxyphenyl lactic acid forms strong repulsing electrostatic
interaction with guanine O6 oxygen. In addition, the second ring
traverses trough the EMS binding area, thus making the guanine
residue inaccessible for any interaction with alkylating agent. The
ecular docking and 3-D pharmacophore generation to enclose the
unds: Myricetin, quercetin, rutin, and rosmarinic acid. Biochem
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Fig. 7. The 3-D pharmacophore models aligned against bioactive conformations of (A) myricetin, (B) quercetin, (C) rutin, and (D) rosmarinic acid as inhibitors of guanine

alkylation. The farmacophore features are colour coded; green: hydrogen-bond acceptor, magenta: hydrogen-bond donor, blue: hydrophobic aromatic, yellow: positive
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M. Mladenović et al. / Biochemical Pharmacology xxx (2013) xxx–xxx 15

G Model

BCP-11739; No. of Pages 21
role of carboxyl group from 3,4-dihydroxyphenyl lactic is also
remarkable. The carboxyl group is placed behind the guanine and
forms electrostatic bonds with the amino group at position 1 of
guanine core. In that sense, the whole alkyl residue of caffeic acid is
the backbone for a sort of a chair conformation of the molecule
which rounds the guanine. The binding energy of such tight
conformation amounts E = �8.43 kcal/mol thus confirming anti-
genotoxic potential of compound.

The generated structure-based pharmacophore models used to
further describe the guanine protection by natural compounds
(Fig. 7) confirmed all significant interactions established in the
compound-guanine interaction modes. The best pharmacophore
hypothesis emphasizes a series of excluded volumes in the model
related to hydrophobic aromatic (HA) interactions near the
guanine moiety. Those HA interactions (blue spheres) are common
pharmacophore features for all compounds and are the conse-
quence of stabilizations provided by aromatic scaffolds during the
interaction with the guanine ring. More, myricetin (Fig. 7A) and
quercetin (Fig. 7B) modes of action are characterized by mutual
hydrogen-bond donor (HBD, magenta spheres) features placed on
hydroxyl group of the B ring. The prediction of those properties
highlights the extreme importance of formation of hydrogen bond
between the flavonoid and GO6, especially following the fact that
GO6 oxygen is specified as hydrogen-bond acceptor (HBA, green
spheres). The interactions of rutin and rosmarinic acid are
additionally explained by the recognition of corresponding
electrostatic features. Thus, regarding the rutin, the pharmaco-
phore model describes electrostatic interaction (NC, red spheres)
between two hydroxyl groups at positions C-4 and C-5 of b-D-
glucopyranose and guanine O6 oxygen. In the case of rosmarinic
acid, electrostatic interaction between the hydroxyl group at
position 3 of 3,4-dihydroxyphenyl lactic acid and guanine O6

oxygen is described by the negative charge features (NC), while the
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attraction between the 3,4-dihydroxyphenyl lactic acid carboxyl
group and guanine amino group at position 1 is seen through the
corresponding negative (NC) and positive charge (PC, yellow
sphere) features, respectively.

In general, analogous mechanism of antigenotoxic activity as
described for guanine is concluded upon the inquest of docked
conformations of myricetin (Fig. 8A), quercetin (Fig. 8B), rutin
(Fig. 8C), and rosmarinic acid (Fig. 8D) within the thymine region.

In bound conformations of myricetin (Fig. 8A) and quercetin
(Fig. 8B), the hydroxyl group of B ring is the reaction centre
involved in hydrogen bonding with thymine O4 oxygen atom. By
this bond thymine is hereinafter protected from any mutagenic
effect of EMS molecule. In particular, hydroxyl group portion of
myricetin donates a strong hydrogen bond (d = 1.764 Å). The
quercetin hydroxyl group is narrower to thymine (d = 1.760 Å)
resulting in the low increment of hydrogen bond strength, by
comparing the two compounds. Further inspection of the spatial
arrangement revealed particularities in the myricetin/quercetin-
thymine interactions. Thus, the bioactive conformations of
myricetin and quercetin are superimposed one to another but
while interacting with thymine they do not occupy spatial region
that is filled up with EMS in the stage before the alkylation. They
are in fact positioned bellow the nucleotide. Accordingly, blocking
of EMS approach near the target residue is not necessary for the
protection of thymine residue, and, therefore, DNA defence is
demonstrated only through the formation of hydrogen bond with B
ring hydroxyl group. This simply means that the formation of
crucial hydrogen bond is dependless on relative flavonoid
conformation, i.e. it will be formed irrespective whether or not
myricetin or quercetin occupy region filled up with EMS. This
remarkable conclusion puts a new light on the overall mechanism
of antigenotoxic activity of myricetin and quercetin in which the
formation of hydrogen bond is enough for the protection of both
ecular docking and 3-D pharmacophore generation to enclose the
unds: Myricetin, quercetin, rutin, and rosmarinic acid. Biochem
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Fig. 8. The bioactive conformations of (A) myricetin, (B) quercetin, (C) rutin, and (D) rosmarinic acid during prevention of thymine alkylation. (for interpretation of the
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guanine and thymine while additional interference of EMS
interaction with DNA is desirable but not a decisive factor for
the activity. The complete flavonoid core of both myricetin and
quercetin is as for guanine placed in almost parallel orientation
related to the thymine residue. Flavonoid geometries are in great
manner conditioned by the interaction with complementary base
adenine where mutual m-OH group of C ring forms electrostatic
interactions with the NH2 group at position C-6 of adenine, while
shared p-OH groups are electrostatically bonded to the nitrogen at
position 9. The C ring is also involved in hydrophobic interactions
with pyrimidine ring inside the purine core of adenine. Both
myricetin and quercetin traverse horizontally DNA double helix.
The binding energies of myricetin and quercetin amount
E = �10.25 kcal/mol and E = �10.14 kcal/mol, respectively, which
suggests that the interaction with thymine occurs easily. The lower
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value of binding energy of myricetin and quercetin in comparison
with EMS is the additional contribution to the protective role of
compounds, making their substitution by EMS and new thymine
alkylation energetically less favourable.

The rutin interference with thymine is accompanied with the
fact that the EMS entrance into the binding site is physically
restricted by the rutinose moiety, i.e. disaccharide occupies
equivalent position to that of EMS which is found in the thymine
O4 domain (Fig. 8C). As a reminder, the EMS positioning near
guanine is prevented by rutin flavonoid core. This difference still
does not have a particular influence on rutin mode of action. Since
the B ring hydroxyl group is substituted with sugar residue, it
cannot be involved in hydrogen bonding with thymine O4 oxygen
and rutin antigenotoxic activity is related only with the prevention
of further EMS binding to DNA. Thus, the complete thymine moiety
ecular docking and 3-D pharmacophore generation to enclose the
unds: Myricetin, quercetin, rutin, and rosmarinic acid. Biochem
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Fig. 9. The 3-D pharmacophore models aligned against bioactive conformations of (A) myricetin, (B) quercetin, (C) rutin, and (D) rosmarinic acid as inhibitors of thymine

alkylation. The farmacophore features are colour coded; green: hydrogen-bond acceptor, magenta: hydrogen-bond donor, blue: hydrophobic aromatic, dark blue:

hydrophobic aliphatic, yellow: positive charge, red: negative charge (for interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version
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is trapped within rutin molecule, the natural compound carbon
skeleton rounds nucleotide and makes the impermeable barrier for
the alkylation agent. Interactions that support rutin activity are
listed. The presence of rutinose moiety forces in-plane rotation of
flavonoid core towards the inside of DNA double helix for 458,
measured by the position of B ring carbonyl group of quercetin and
rutin, and also quantified by rmsd of 3.141 Å. Due to this shift there
is a strong electrostatic bonding between the outlined carbonyl
rutin group and O4 atom of thymine. The thymine purine ring is
parallel with the B ring. The sandwich-like conformation is formed
since the glycoside bond (Cflavonoid–O–Crutinose angle = 87.428)
completes the spatial pocket around TO4. As a consequence of
such spatial arrangement rutinose scaffold is positioned normal to
flavonoid core. The b-D-glucopyranose lies ahead of thymine O4

while a-L-rhamnopyranose is suited up above the nucleotide,
where the methyl group of sugar moiety is in direct contact with
thymine C-2 carbon. There are no significant electrostatic
interactions between the rutinose and thymine. The binding
energy of rutin amounts E = �11.43 kcal/mol, emphasizing the
extreme level of DNA protection by the molecule.

The antigenotoxic activity of rosmarinic acid (Fig. 8D) is reflected
in a way that two constituting fragments, caffeic acid and 3,4-
dihydroxyphenyl lactic acid, are integrated below and above the
thymine region, respectively. This particular conformation has a
relevant effect on the prevention of further EMS binding. The 3,4-
dihydroxyphenyl lactic acid invade the EMS binding space, while
carbon linker of two phenyl rings is a spatial gate that forbids the
access towards the O4 atom portion of thymine moiety. In the same
time this conformational bridge does not establish any interaction
with the targetoxygen atom. The first phenylring thatoriginates from
caffeic acid forms weak hydrophobic interactions with nucleotide
methyl group while the second ring is bonded to thymine core. The
binding energy of such tight conformation amounts E = �8.22 kcal/
mol thus confirming the antigenotoxic potential of compound.

The enclosure of antigenotoxic activity on thymine level is
completed by taking into account the generated corresponding 3-D
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pharmacophores (Fig. 9). Beside the mandatory hydrophobic
interactions of B flavonoid ring, the importance of the formation
of hydrogen bond between the myricetin (Fig. 9A), quercetin
(Fig. 9B) and TO4 for the protection of thymine is showed by
corresponding hydrogen-bond donor features placed on hydroxyl
group of B ring. Some additional electrostatic interactions related
to complementary helix were included in the pharmacophoric
model of myricetin but they are not common feature for both
flavonoids. The rutin pharmacofore (Fig. 9C), related with the
protection of thymine, emphasizes the importance of electrostatic
interactions around thymine O4. The hydrophobic aromatic and
hydrophobic aliphatic (HAL, dark blue spheres) interactions
provide spatial arrangement of rutin around the thymine moiety.
Rosmarinic acid protects thymine mainly due to the establishment
of hydrophobic aromatic features (Fig. 9D).

The general conclusion is that tested compounds provide DNA
protection against EMS-induced alkylation in two different ways:
myricetin and quercetin establish crucial hydrogen bond with O6

or O4 atom of guanine and thymine (Fig. 10A and C), respectively,
while rutin and rosmarinic acid physically prevent (Fig. 10B and D)
the EMS interference with DNA. All compounds are exceptional
antigenotoxic agents. Furthermore, the discovered rule by which
myricetin and quercetin exert antigenotoxic activity by protecting
the nucleotide trough the formation of the hydrogen bond can be
most certainly applied on other similar flavanols, flavonols,
flavanonols, and even anthocyanidins since they all contain the
hydroxyl group within the B ring. Stilbens and chalcones will
demonstrate their activity similarly to rosmarinic acid or rutin.

4. Discussion

The aim of the present study was to evaluate the ability of four
selected phenolic compounds to modulate the DNA damage
induced by the alkylation with EMS in D. melanogaster males using
the SLRL test. This in vivo model is often used to study genotoxic
and antigenotoxic properties of various compounds and mixtures
ecular docking and 3-D pharmacophore generation to enclose the
unds: Myricetin, quercetin, rutin, and rosmarinic acid. Biochem
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Fig. 10. The imagined superimposition of EMS with myricetin and quercetin in guanine (A) and thymine (C) region, and of EMS with rutin and rosmarinic acid in guanine (B)

and (D) thymine region, presented in side view, that shows virtual spatial interactions between the compounds. The EMS molecule is encircled with mash surface while

natural compounds are depicted in white. Picture abbreviations: EMS (E), myricetin (M), quercetin (Q), rutin (R), rosmarinic acid (RA), and hydrogen bond (HB). (for
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[39,69]. The similarity of metabolic pathways between Drosophila

and mammals makes the results of this test widely applicable and
gives the possibility to utilize active compounds in the prevention
and treatment of human health [62].

It is well known that the germ-cell stages differ in sensitivity to
potential mutagens and promutagens [40], and that chemical
mutagens often exhibit stage specificity, i.e. show more or less
pronounced mutagenic effects at different stages in germ-cell
development. Therefore, it is essential to analyse the progeny from
treated spermatozoids, late and early spermatids, and spermato-
cytes. An important feature of SLRL test is that the treated males
are successively mated with marker stock females, so the effect of
selected phenolic compounds on frequency of mutations is assayed
at each of the germ-line stages [40]. According to the test
procedure, cells were exposed in successive spermatogenetic
stages (three broods): the first brood gives the effect of treated
postmeiotic stages, spermatozoids, the second brood on sperma-
tids, and the third brood reveals the effect of the tested agents on
the premeiotic stage (spermatocytes).

The DNA damage is accumulated in cells over time as a result of
the exposure to a variety of exogenous and endogenous agents.
This damage, if not repaired properly, can generate mutations in
somatic or germ-line cells, which are involved in the pathogenesis
of many diseases [70]. Considering the continuous human
exposure to genotoxic agents from different sources [71], such
as alkylating agents, the prevention of DNA damage and
modulation of DNA repair by dietary phytochemicals represents
a relevant contribution for human health.

Epidemiological studies as well as laboratory data strongly
suggest that long term consumption of diets rich in plant
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polyphenols reduced risk of developing a wide range of diseases.
Flavonoids are present in almost all dietary and medicinal plants
consumed by humans, including tea, fruits, vegetables, and wine.
Myricetin is widely distributed in berries, fruit, vegetables, and
medicinal herbs. This flavanols found in grapes [72], guava, black
tea, broccoli, cabbage, green and red chilli, bell pepper, garlic, bean,
and peas [73]. Quercetin is found in a variety of foods including
capers, apples, tea, red grapes, onions [74], leafy green vegetables,
citrus fruits, cherries, raspberries, green and black tea [75]. Rutin is
found in many vegetables and fruits, such as buckwheat [76],
asparagus, red pepper, chillies pepper, cherry, aronia, grape seeds,
green tea [77], citrus fruits, berries, apricot [78], red apples and
their peels, black currants, and cantaloupe [79]. Rosmarinic acid,
found in oregano [80], sage [81], lemon balm, marjoram, wild mint,
hyssop, comfrey and in high concentration in rosemary [82].

Alkylating agents represent the largest group of cancer
chemotherapeutic agents that play an important role in the
treatment of several types of cancers [83]. Despite the progress
made in the development of potent chemotherapy drugs, their
toxicity to normal tissues and adverse side effects in multiple
organ systems have remained the major obstacles for the
successful clinical use. Supplementing or supporting the body
with natural phytochemicals cannot only reduce adverse side
effects but also improve the effectiveness of chemotherapeutics.
Dietary agents may play an important role in chemotherapy when
they used in combination with alkylating agents. Different natural
compounds can improve efficiency of chemotherapeutic agents,
decrease the resistance of chemotherapeutic drugs, lower and
alleviate the adverse side effects of chemotherapy, and detoxify the
body of chemotherapeutics. Therefore, it is recommended that diet
ecular docking and 3-D pharmacophore generation to enclose the
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of cancer patients treated with chemotherapy should be rich in
herbal constituents (including quercetin, kaempferol, naringenin,
silymarin, catechins), fruits and berries (e.g., grapefruit, orange,
apricot, strawberry), and spices (mint, rosemary, curcumin, garlic,
ginseng, piper nigrum, onion) [84].

Alkylating agents are able to react with nucleotides by attacking
their nucleophilic sites (N and O atoms within the structure) which
results in covalent binding with DNA. They can cause a wide
spectrum of DNA adducts, including N-alkylated ones, like N7-
methylguanine (N7MeG), N3-methyladenine (N3MeA), and N3-
methylguanine (N3MeG), as well as O-alkylated adducts, such as
O6-methylguanine (O6MeG) and O4-methylthymine (O4MeT). The
N-alkylated adducts comprise more than 80% of alkylated bases
and exhibit different stabilities, while O-alkylated adducts corre-
spond to less than 10% of total alkylated bases. In general, O-
alkylations are highly mutagenic and genotoxic, whereas N-
alkylations are cytotoxic, but less mutagenic [85,86].

To assess the protective effects of selected phenolic com-
pounds against DNA damage induced by the alkylation, EMS, a
direct alkylating agent, was used. EMS is a monofunctional
electrophilic alkylating agent that has been found to be mutagenic
in a wide variety of genetic test systems. It mainly induces single-
base changes (point mutations), which disrupt gene function by
causing missense or nonsense mutations [87]. This alkylating
agent is not incorporated into the DNA, but instead alters the
existing bases, causing specific mispairing. EMS is able to produce
significant levels of alkylation at O6 oxygen atom of guanine, by
forming the abnormal base O6-ethylguanine [88], as well as at the
position 4 of thymine, after which O4-ethylthymine is generated
[89]. On the other side, other alkylating agents such as N-methyl-
N-nitrosourea (MNU), methyl methanesulfonate (MMS), and
methyl-lexitropsin (Me-lex), are all monofunctional agents and
their activity is related to the transfer of methyl group towards
target nucleotides. In that manner, the reparation of methyl lesion
is going to be performed according to the mechanism that is
already known [50], so their mutagenic potential was not
considered in this study. Since EMS induces O-alkylations, their
prevention and repair are of extreme importance. Therefore, our
efforts were directed towards the discovery of compounds acting
like powerful antimutagens that are going to prevent the
formation of O-lesions.

The present work demonstrates that all tested phenolic
compounds (myricetin, quercetin, rutin, and rosmarinic acid), in
described experimental conditions, possess protective effects
against damage DNA induced by EMS alkylation. Results show
clear induction of harmful effects on DNA and demonstrate that
those effects can be reduced by the post-treatment with selected
compounds. A post-treatment revealed that all compounds
drastically reduced the frequency of of sex-linked recessive lethal
mutations induced by EMS towards the negative control value,
with high significance at each of the germ-line stages: sperma-
tozoids-spermatids-spermatocites (p < 0.001***).

To the best of our knowledge, no study so far evaluated the
capacity of myricetin, quercetin, rutin, and rosmarinic acid to
prevent the DNA damage induced by the alkylation with EMS using
the SLRL test. Only several studies have been reported genotoxic
activity of flavonoid and phenolic acid using the same Drosophila
assay. MacGregor and Curd [90] and Watson [91] reported that
quercetin and kaempferol increase the frequency of sex-linked
recessive mutations in D. melanogaster SLRL test. In our previous
study gallic acid in concentration of 5% was shown to be clearly
genotoxic, inducing significant increases in the frequency of
mutants in both post-meiotic (spermatids and spermatozoids) and
pre-meiotic (spermatocytes) germ-cell lines of the eukaryotic
species D. melanogaster [92]. The wing spot test of D. melanogaster

was used to evaluate the genotoxicity and antigenotoxicity of the
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three phenols, protocatechuic acid, apigenin, and bisabolol, that
did not exhibit any genotoxic effect [93]. Flavonoids kaempferol,
quercetin, and quercetin 3b-D-glycoside were investigated for
genotoxicity using the wing somatic mutation and recombination
test (SMART). The data obtained in this study showed that the
tested flavonoids did not induce somatic mutations or recombina-
tion in D. melanogaster [94].

The exploration of interactions between the EMS and DNA on
molecular level on one side, and naturally occurring aromatic
compounds and DNA on the other, revealed the mechanisms of
frequency reductions of sex-linked recessive lethal mutations.
Thus, antigenotoxic activity of myricetin, quercetin, rutin, and
rosmarinic acid depends on co-operation with AGT enzyme that
accepts the ethyl group from O6-ethylguanine and O4-ethylthy-
mine, respectively, and neutralizes EMS harmful effect at the first
stage. By the comparison with available co-crystallized structure
that described the O6-methylguanine dealkylation by AGT, and
molecular docking study that presented the potential for O4-
methylthymine dealkylation by the same enzyme, we have
demonstrated that AGT can successfully recognize O6-ethylgua-
nine and O4-ethylthymine as lesions and that may perform
dealkylation of residues. By using molecular docking technique, we
have concluded that there is a high level of probability for
recognition, since O6-ethylguanine and O4-ethylthymine establish
the same crucial interactions within the AGT active site as their
template analogues. Successful dealkylation of EMS induced
lesions is a necessary condition for the post-treatment with
aromatic compounds. Only when damaged nucleotides are
correctly repaired, myricetin, quercetin, rutin, and rosmarinic acid
can express their antigenotoxic potential. To elucidate the
mechanism of antigenotoxic action of four selected phenolic
compounds we performed another molecular docking study.
According to the results, compounds can be separated into two
sub-groups due to their DNA protective mode. Thus, myricetin and
quercetin form the crucial strong hydrogen bonds with O6 oxygen
of guanine and O4 oxygen of thymine via the mutual ring B
hydroxyl group. In that way, they prevent further modification of
oxygen atoms in the sense of receiving EMS ethyl group. The
strength of the hydrogen bonds governs the level of nucleotides
protection established by aromatic compounds. Since all the
measured lengths are below the 2.5 Å, the strength of the formed
hydrogen bonds is nearly equal to the strength of covalent bond
[95], suggesting that bonds formed between the myricetin and
quarcetin and nucleotides cannot be easily broken and that the
protection of nucleotides is assured. The extreme importance of
this hydrogen-bond formation was confirmed by 3-D pharmaco-
phore models containing hydrogen-bond donor features of
reactive flavonoid hydroxyl group. Another factor, spatial restric-
tion of EMS interference with DNA caused by conformation of
myricetin and quercetin is desirable but not a decisive. But, this
physical prevention of EMS–DNA interaction is in fact the mode of
action for rutin and rosmarinic acid, since those molecules round
the guanine and thymine residues and make an impermeable
barrier for the EMS molecule. Rutin and rosmarinic acid are
inserted around guanine and thymine by favour of hydrophobic
and electrostatic interactions, which are often considered as the
most important ones in any ligand-receptor binding [96] since they
actually provide strong conformational stabilization. Therefore,
both compounds are ‘‘sealed’’ for nucleotides and establish barrier
that cannot be overcame by EMS.

5. Conclusion

Our results showed that rutin, quercetin, myricetin, and
rosmarinic acid are able to protect DNA from alkylating damage
induced by EMS. Upon the successful dealkylation of lesions,
ecular docking and 3-D pharmacophore generation to enclose the
unds: Myricetin, quercetin, rutin, and rosmarinic acid. Biochem
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myricetin and quercetin donate hydrogen bond to repaired oxygen
atoms to protect the DNA from further alkylation, while rutin and
rosmarinic acid restrict EMS approach to DNA. This protective
effect of the selected phenolic compounds against DNA damage
induced by EMS, well-established chemical mutagen, suggests an
important biological activity for these compounds, which can
contribute to human health through diet.
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Abstract

The intention was to evaluate the possible in vivo genotoxic potential in different cell-types, of a methanol extract ob-
tained from the plant stem of Cotinus coggygria Scop., using the sex-linked recessive lethal (or SLRL) test and alka-
line comet assay. The SLRL test, revealed the genotoxic effect of this extract in postmeiotic and premeiotic germ-cell
lines. The comet assay was carried out on rat liver and bone marrow at 24 and 72 h after intraperitoneal administra-
tion. For genotoxic evaluation, three concentrations of the extract were tested, viz., 500, 1000 and 2000 mg/kg body
weight (bw), based on the solubility limit of the extract in saline. Comet tail moment and total scores in the group
treated with 500 mg/kg bw, 24 and 72 h after treatment, were not significantly different from the control group,
whereas in the groups of animals, under the same conditions, but with 1000 and 2000 mg/kg bw of the extract, scores
were statistically so. A slight decrease in the comet score and tail moment observed in all the doses in the 72 h treat-
ment, gave to understand that DNA damage induced by Cotinus coggygria extract decreased with time. The results
of both tests revealed the genotoxic effect of Cotinus coggygria under our experimental conditions.

Key words: comet assay, Cotinus coggygria, extract, genotoxic effect, SLRL.
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Many plant extracts have been used as sources of me-

dicinal agents, in the cure of urinary tract infections, cervi-

citis vaginitis, gastrointestinal disorders, respiratory dis-

eases, cutaneous affections, helminitic infections and

inflammatory processes (Brantner and Grein, 1994; Meyer

et al., 1996). Nevertheless, of late, the safeness of their use

has been questioned in view of the reports of illness and fa-

talities (Stewart et al., 1999; Ernst, 2002; Veiga-Junior et

al., 2005). Considering the complexity of herbs in general

and their inherent biological variation, it is now necessary

to evaluate their safety, efficacy and quality (WHO, 2002).

Cotinus coggygria is one of two species constituting a

minor genus of the family Anacardiaceae, viz., Cotinus

coggygria Scop. (syn.: Rhus cotinus L.) itself and Cotinus

obovatus Raf., the American smoketree. Its wide distribu-

tion extends from southern Europe, the Mediterranean,

Moldova and the Caucasus, to central China and the Hima-

layas (Novakovic et al., 2007). Plants of the family

Anacardiaceae have a long history of use by various peo-

ples for medicinal and other purposes. Rhus glabra is tradi-

tionally used in the treatment of bacterial diseases such as

syphilis, gonorrhea, dysentery and gangrene, while R.

coriaria, besides its common use as a spice consisting of

ground dried fruits with salt, is also widely used as a medic-

inal herb, particularly for wound healing (Rayne and Maz-

za, 2007). In folk medicine, Cotinus coggygria is routinely

used as an antiseptic, anti-inflamatory, antimicrobial and

antihaemorragic agent in wound-healing (Demirci et al.,

2003), as well as for countering diarrhea, paradontosis, and

gastric and duodenal ulcers (Ivanova et al., 2005).

This study was undertaken with the aim of determin-

ing, by way of SLRL testing and comet assay, the in vivo

genotoxic effects of acute administration of a Cotinus

coggygria stem extract on different models of eukaryotic

organisms.

Cotinus coggygria plants were collected at a place

called Rujiste, in the Rogozna mountain, in northern Ko-

sovo, during the period May to June 2007. The species was

identified and a voucher specimen (16178, BEOU) depos-

ited at the Department of Botany, the Faculty of Biology,

University of Belgrade. The extract was obtained, first by

breaking air-dried stem (1.157 g) into small pieces

(2-6 mm) with a cylindrical crusher, and then by applying

the Soxhlet procedure using methanol (500 mL) as solvent.

The extract, firs filtered through a paper filter (Whatman,
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No. 1), was then evaporated so as to remove the solvent.

The residue (32 g) was stored in a dark glass bottle for fur-

ther processing.

The sex-linked recessive lethal test for mutagenicity

(SLRL test) was carried out with laboratory stocks of Dro-

sophila melanogaster (obtained from the Umea Stock Cen-

tre, Sweden). The stocks were maintained and all experi-

ments performed under optimal conditions (25 °C, 60%

relative humidity and a 12/12 h light/dark regime) on a

standard nutritive medium for Drosophila, (corn flour,

yeast, agar, sugar and nipagin to prevent the occurrence of

mould and infections).

Three-to-four-days-old wild type males of Droso-

phila melanogaster (test group 1, N = 30) were left to starve

in empty bottles for 5 h and then transferred and exposed to

a 1% sucrose (as negative control), according to the method

of Lewis and Bacher (1968). The second group (test group

2, N = 15) was treated with 0.75 ppm ethyl-methane sulfo-

nate (EMS) in 1% sucrose (positive control). The third

group (test group 3, N = 15) was treated with a 5% plant ex-

tract dissolved in sucrose. After 24 h of treatment and a fur-

ther 24 h resting on fresh medium, males were individually

mated to two-to-five-days-old virgin Basc females (brood

I). The males were then remated in fresh vials with three

other virgin Basc females at two-to-three-days intervals

(brood II), so as to test all germ-cell stages for the presence

of mutations. Once again, the males were then transferred

to fresh vials containing three Basc virgins (brood III).

These males remained with the females for three days, to

then be removed. The females were left alone for five days

to lay eggs, and then removed. When the F1 flies emerged,

brother-sister mating was allowed, whereupon ten pairs

from each progeny were individually placed together, from

the same number. The F2 generation was examined for the

presence or absence of wild-type males. It was noted that,

when this was so, these all contained the same treated

X-chromosome in hemizygous condition. Any recessive le-

thal therein would be expressed before the adult stage,

whereat males would not emerge. Cells exposed in succes-

sive spermatogenesis stages were tested for induced muta-

tions, to thus check the effects on postmeiotic (spermato-

zoa, spermatids), meiotic (spermatocytes) and premeiotic

(spermatogonia) cells (Würgler and Graf, 1985).

Two to two-and-half-months-old male albino rats of

the Wistar strain (Rattus norvegicus), each weighing

220-250 g, were used for the comet assay. The rats were

kept in an experimental room under controlled conditions

of temperature and humidity, with food and water available

ad libitum. Lighting was controlled to provide 12 h artifi-

cial light followed by 12 h darkness. All animal procedures

had been previously approved by the Ethical Animal Care

and Use Committee of the Institute for Biological Re-

search, Belgrade, which acts in accordance with the Guide

for the Care and Use of Laboratory Animals, published by

the US National Institutes of Health (NIH Publication No.

85/23, revised 1986).

In order to evaluate the genotoxicity of the Cotinus

coggygria stem extract, rats were divided into four groups

of five animals each. For three of the groups, each received

(i.p.) a single dose of different concentrations of extract

disolved in saline solution: 500, 1000 and 2000 mg/kg bw.

These concentrations were based on the solubility limit of

the methanol extract of Cotinus coggygria in saline solu-

tion. The fourth group (control), received a saline solution.

Four separate experiments were carried out. The animals

were sacrificed by decapitation 24 and 72 h after treatment.

Liver and femur bone marrow, obtained from each group of

animals, was quickly removed and separately processed, so

as to obtain cell suspensions.

The alkaline version of the comet assay was carried

out by the standard procedure originally described by Singh

et al. (1988). Immediately prior to analysis, the slides were

stained with 90 �L of SYBR GREEN I (Sigma-Aldrich, S

9430). Comets were visualized and captured with the 40x

objective lens of a Leica DMLB fluorescence microscope,

attached to a CCD camera. One hundred comet images per

slide were randomly captured and analyzed. The extent of

DNA damage was measured by means of two complemen-

tary methods, the tail moment quantitative method and a

qualitative method of damage distribution. Comets, first

analyzed by the visual scoring method, as described by Col-

lins (2004), were then classified into five categories, de-

fined as types 0, 1, 2, 3 and 4, where 0 indicates no or very

low damage, and 1, 2 and 3 low, medium and long DNA

migration, respectively, with 4 as the highest level of degra-

dation, viz., comets with very small heads and long tails.

The total score was calculated by the following equation

modified from Manoharan and Banerjee (1985): (% cells in

class 0 x 0) + (% cells in class 1 x 1) + (% cells in class 2 x 2)

+ (% cells in class 3 x 3) + (% cells in class 4 x 4), to finally

appear in a 0 (all undamaged) to 400 (all maximally dam-

aged) range. Images were analyzed with software

TriTekCometScore Freeware v1.5 available at web page

AutoComet.com.

For SLRL testing, the frequency of sex-linked reces-

sive lethal cultures was calculated according to the ratio be-

tween the numbers of lethal cultures and the total number of

treated X-chromosomes. The total number of treated

X-chromosomes is equal to the sum of lethal and non-lethal

cultures. The significance of percentual differences in le-

thal cultures was arrived at by testing for large independent

samples, and then testing the difference between propor-

tions (Petz, 1985). For comet analysis, average tail moment

and standard deviation per treatment were obtained. Vari-

ance analysis was performed by using one-way analysis

(ANOVA). Variance homogeneity and data distribution

were determined with the Levene and Kolmogorov-Smir-

nov tests, respectively. Post-hoc comparison between con-

trol and treated groups was performed with a T3 Dunnett or
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Bonferroni test when variance was not homogeneous. Sta-

tistical analysis was performed using the SPSS statistical

software package, version 10.0 for Windows. The results

were considered to be statistically significant at p < 0.05.

From a phytomedicinal point of view, the evaluation

of genotoxicity is of particular importance, since the geno-

toxic effects of chemicals or complex mixtures may be cru-

cially important at the population level.

In the present study, the genotoxic effect of a Cotinus

coggygria extract was observed via SLRL test and comet

assay using Drosophila melanogaster as an insect and

Wistar rats as a mammal model.

Various mechanisms are involved in this form of

genotoxicity testing. Essentially, the SLRL test is used for

detecting the occurrence of mutations, both point mutations

and small deletions, in the germ line. Mutations in the

X-chromosome of Drosophila melanogaster are pheno-

typically expressed (presence or absence of white-eyed) in

males carrying the mutant gene. The sex-linked recessive

lethal test in Drosophila melanogaster has been proved to

be an excellent screening test for the detection of natural

plant mutagens (Stanic et al., 2008). Over several decades,

Drosophila has been widely used as an insect model, due to

its well-elucidated genetics and developmental biology. In

the present study, the genotoxicity of a methanol extract of

Cotinus coggygria was examined, using a short test for the

detection of mutagenicity under in vivo conditions. The fre-

quency of germinative mutations induced by the Cotinus

coggygria extract in SLRL test is significantly higher than

that induced by sucrose as negative control (Table 1), this

being a clear indication of its mutagenic effect. Ethyl-

methane sulfonate in a concentration of 0.75 ppm was

shown to be clearly genotoxic, by inducing significant in-

creases in the frequency of mutants in all the three broods.

On the other hand, and in comparison, the Cotinus

coggygria extract induced recessive lethal X-linked

mutations in premeiotic germinative cell lines, i.e. sperma-

tozoids and others of this line, as well as spermatocytes,

while spermatids proved to be more resistant to the

genotoxic effects of the extract.

Over the last decade, in vivo alkaline comet assay, be-

sides gaining widespread use in various areas, has emerged

as a standard tool in the pharmaceutical industry for assess-

ing the safety of new drugs and, increasingly, as a means of

evaluating genotoxicity testing (Tice et al., 2000; Hart-

mann et al., 2001; Brendler-Schwaab et al., 2005). In the

present study we evaluated the extent of DNA damage by

determining average tail moment and by analyzing qualita-

tive tail length distribution in comet images. In the liver

sample from animals treated with 500 mg/kg bw of the ex-

tract, no statistically significant difference in total score be-

tween treated animals and control was observed at 24 and

72 h after treatment (Table 2). Most of the comets remained

undamaged, with only a few cells denoting minor damage

(class 1), and less still medium (class 2). However, this was

not the case with animals treated with 1000 and

2000 mg/kg, where significant differences were noted (Ta-

ble 2). In the case of rats exposed to 1000 mg/kg bw, this

was apparent in comet tails being longer (classes 3 and 4)

when compared to the control group. The highest level of

DNA damage was observed in the group treated with

2000 mg/kg bw of the extract after 24 and 72 h.

The percentage of comets assigned to damage catego-

ries in bone marrow, at 24 and 72 h after in vivo exposure to

500 mg/kg bw of the extract, are presented in Table 3. With

a predominance of comet class 0 and almost no presence of

classes 1 and 2, no statistically significant difference be-

tween treated and untreated animals could be observed. Un-

der the same circumstances, this was not the case in the

groups treated with 1000 and 2000 mg/kg bw of the extract,
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Table 1 - Frequencies of SLRL mutations after treatment of Drosophila melanogaster males with a methanol extract from Cotinus coggygria plants

Sucrose negative

control

EMS positive

control

Cotinus coggygria

extract

tsucrose/EMS tsucrose/extract tEMS/extract

I broods S 300 221 269 9.51 5.45 5.26

No of lethals 5 73 34 p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.001***

% of lethals 1.67 33.03 12.64

II brood S 269 161 284 8.38 2.57 7.04

No of lethals 5 54 17 p < 0.001*** p < 0.05* p < 0.001***

% of lethals 1.86 33.54 5.99

III broods S 252 117 252 5.85 5.72 1.92

No of lethals 6 30 43 p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.1

% of lethals 2.38 25.64 17.06

I+II+III S 821 499 805 13.81 8.15 7.92

No of lethals 16 157 94 p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.001***

% of lethal 1.95 31.46 11.67

Statistically significant difference: p < 0.05*; p < 0.01**; p < 0.001***



where there was a significant increase in damages, when

compared to the control group.

The average values of comet tail moment in liver and

bone marrow are shown in Table 4. Comet tail moment in

the group treated with 500 mg/kg bw of the extract was not

significantly different from the control group. Neverthe-

less, when compared to the control, there was a significant

increase in tail moment at both 24 and 72 h after treatments

with 1000 and 2000 mg/kg bw. It should be pointed out,

however, that after 72 h, a slight decrease in tail moment,

both in the liver and bone marrow, was detected when com-

pared to the 24 h time point.

This difference in the response seen in the comet as-

say and SLRL test is not surprising, since the comet assay is

a rapid, simple and highly sensitive method for detecting

single and double DNA strand breaks and alkali-labile

sites. In contrast, the comet assay is not used to detect muta-

tions, but rather to detect genomic lesions that could lead to

a mutation (Gontijo and Tice, 2003).

The fact that certain plants may have genotoxic ef-

fects depends on the various compounds present in their ex-

tracts. The partial chemical analysis of the methanol extract

of Cotinus coggygria, showed flavonoids, tannins and phe-

nolic compounds to be the main compounds (Stanic et al.,

2009). In a previous study, total soluble phenolic com-

pounds in the methanol extract of Cotinus coggygria stems

were determined with the Folin-Ciocalteu reagent, using

pyrocatechol as a standard. In the methanol extract of C.

coggygria (1 g), 62.50 mg pyrocatechol equivalent of phe-

nols was detected, while 46.76 mg of flavonoids and

15.75 mg of nonflavonoids were detected in 1 g of dry

weight (Stanic et al., 2009).

Fractionation of the methanol extract from Cotinus

coggygria performed by Stathopoulou et al. (2007), led to

the isolation of sulfuretin, fisetin, 7,3’,4’-trihydroxy-fla-
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Table 2 - DNA migration in the comet assay for the assessment of genotoxicity of Cotinus coggygria extract in the livers of albino wistar rats, 24 and 72 h

after treatment.

Treatments Levels of damage Total score (mean � SD)

0 1 2 3 4

Negative control 84.1 � 1.32 10.6 � 0.40 6.30 � 0.3 0.00 � 0.00 0.00 � 0.00 23.20 � 1.10

C. coggygria 24 h

500 mg/kg 78.8 � 0.42 15.6 � 0.44 5.60 � 0.16 0.00 � 0.00 0.00 � 0.00 26.80 � 2.30

1000 mg/kg 43.8 � 0.33 32.8 � 0.20 17.7 � 0.40 4.70 � 0.40 1.00 � 0.21 86.30 � 0.83*

2000 mg/kg 27.2 � 0.26 38.8 � 0.34 25.7 � 0.39 6.10 � 0.19 2.01 � 0.21 116.50 � 1.14*

C. coggygria 72 h

500 mg/kg 81.0 � 0.84 13.4 � 0.16 5.70 � 0.84 0.00 � 0.00 0.00 � 0.00 24.80 � 0.45

1000 mg/kg 41.6 � 0.26 45.0 � 0.42 10.1 � 0.18 3.10 � 0.24 0.00 � 0.00 74.50 � 1.14*

2000 mg/kg 30.4 � 0.32 47.2 � 0.35 16.6 � 0.37 2.90 � 0.24 1.03 � 0.25 92.10 � 1.22*

*Significantly different from the negative control p < 0.05.

Table 3 - DNA migration in the comet assay for the assessment of genotoxicity of Cotinus coggygria extract in bone marrow of albino wistar rats, 24 and

72 h after treatment.

Treatments Levels of damage Total score (mean � SD)

0 1 2 3 4

Negative control 79.8 � 0.41 20.2 � 0.35 0.00 � 0.00 0.00 � 0.00 0.00 � 0.00 21.0 � 1.60

C. coggygria 24 h

500 mg/kg 76.4 � 0.48 20.4 � 0.43 3.20 � 1.51 0.00 � 0.00 0.00 � 0.00 26.8 � 0.24

1000 mg/kg 31.1 � 0.41 40.2 � 0.28 19.8 � 0.38 7.40 � 0.36 1.50 � 0.47 108.0 � 0.65*

2000 mg/kg 27.4 � 0.48 32.1 � 0.27 30.2 � 0.33 6.60 � 0.20 3.80 � 0.42 127.5 � 0.43*

C. coggygria 72 h

500 mg/kg 72.2 � 0.58 27.7 � 0.47 0.00 � 0.00 0.00 � 0.00 0.00 � 0.00 25.2 � 1.90

1000 mg/kg 42.3 � 0.42 47.3 � 0.43 8.70 � 0.40 1.90 � 0.42 0.00 � 0.00 70.4 � 1.50*

2000 mg/kg 27.2 � 0.40 49.5 � 0.45 19.10 � 0.2 3.20 � 0.23 1.01 � 0.26 101.3 � 3.60*

*Significantly different from the negative control p < 0.05.



vanone, 5,7,4’-trihydroxy-flavanone, 4,2’,4’-trihydroxy-

chalcone, 2,3-dihydro-fisetin, 2,3-dihydro-quercetin,

methyl gallate, 3,4,2’,4’-tetrahydroxy-chalcone, quercetin,

4’,7-dihydroxy-flavanone and 4’,7-dihydroxy-2,3-dihy-

droflavonol. Dominant compounds in the ethyl acetate par-

tition of Cotinus coggygria were disulfuretin, sulfuretin,

sulfurein, gallic acid, methyl gallate and pentagalloyl glu-

cose (Westenburg et al., 2000).

It has been suggested that polyphenolic compounds,

besides having been shown to exert anticarcinogenic ef-

fects, are potential preventives against cardiovascular and

cerebrovascular diseases. Gallic acid and its derivatives are

biologically active compounds which are present in several

plants. This polyhydroxyphenolic acid has been reported to

be a free radical scavenger, as well as an inducer of differ-

entiation and apoptosis in leukemia, lung cancer, colon

adenocarcinoma cell lines, and normal lymphocyte cells

(Kawada et al., 2001; Sohi et al., 2003).

Flavonoids, such as fisetin, are naturally occurring

molecules with antioxidant, cytoprotective and anti-in-

flammatory actions. Tannins, as one such class of com-

pounds, are suspected of possessing protective properties.

Fedeli et al. (2004) showed that they are capable of protect-

ing against DNA breakage at low concentrations, although

at high levels they could be genotoxic.

The results in this study imply that the methanol ex-

tract from Cotinus coggygria plant stems is capable of giv-

ing rise to genotoxic effects in vivo under our experimental

conditions, thereby indicating caution in its use. The fact

that 500 mg/kg body weight of the Cotinus extract was not

genotoxic in the alkaline comet assay, and that the manifest

antigenotoxic activity might be attributed to the presence of

polyphenolic constituents, indicates that further studies are

required, in order to evaluate antigenotoxic activity in vivo,

and to isolate these constituents and decipher their mode of

action.
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Extract of the plant Cotinus coggygria Scop.
attenuates pyrogallol-induced hepatic oxidative
stress in Wistar rats

Sanja Matić, Snežana Stanić, Desanka Bogojević, Melita Vidaković,
Nevena Grdović, Jelena Arambašić, Svetlana Dinić, Aleksandra Uskoković,
Goran Poznanović, Slavica Solujić, Milan Mladenović, Jelena Marković, and
Mirjana Mihailović

Abstract: To examine the protective potential of the Cotinus coggygria Scop. methanol extract, Wistar rats were treated
with the hepatotoxic compound pyrogallol, which possesses a potent ability to generate free radicals and induce oxidative
stress. The ability of the extract to counteract the oxidative stress was examined in rats that were injected with the extract in-
traperitoneally (500 mg·(kg body weight)–1) either 2 or 12 h before the pyrogallol treatment. The extract possesses a reduc-
ing activity in vitro and an ability to chelate the ferrous ion both in vivo and in vitro. Application of the extract prior to
pyrogallol treatment led to a decrease in the levels of thiobarbituric acid-reactive substances, aspartate aminotransferase, and
alanine aminotransferase, increased activities of antioxidant enzymes and attenuation of DNA damage, as well as increased
Akt activity and inhibition of NF-kB protein expression. Treatment with the extract 12 h prior to pyrogallol administration
was more effective in suppressing pyrogallol-induced oxidative damage than the 2 h pretreatment. Extract administration
promoted an increase in acute phase reactants haptoglobin and a2-macroglobulin that was short of a full-fledged acute phase
response. Administration of the extract considerably improved the markers of oxidative stress, thus revealing a potential hep-
atoprotective activity. Our results suggest that Akt activation, NF-kB inhibition, and induction of the acute phase play im-
portant roles in mediating hepatic protection by the extract. The greater effectiveness of the 12 h pretreatment with extract
points to the important role that preconditioning assumes in improving resistance to subsequent exposure to oxidative stress.

Key words: Akt, Cotinus coggygria, hepatotoxicity, NF-kB, pyrogallol.

Résumé : Pour examiner le potentiel protecteur de l’extrait méthanolique Cotinus coggygria Scop., nous avons traité des
rats Wistar avec le composé hépatotoxique pyrogallol, qui a un très forte capacité à produire des radicaux libres et à induire
un stress oxydatif. Nous avons examiné la capacité de l’extrait à contrebalancer le stress oxydatif chez des rats, après une in-
jection par voie intrapéritonéale (500 mg·(kg de poids corporel–1)) soit 2 ou 12 h avant le traitement au pyrogallol. L’extrait
possède une activité de réduction in vitro et une capacité de chélation de l’ion ferreux tant in vivo qu’in vitro. L’application
de l’extrait avant le traitement au pyrogallol a mené à une diminution des taux de substances réactives à l’acide thiobarbitu-
rique, aspartate aminotransférase et alanine aminotransférase, augmenté les activités des enzymes antioxydantes et l’atténua-
tion du dommage à l’ADN, et augmenté l’activité Akt et l’inhibition de l’expression de la protéine NF-kB. L’application
12 h avant l’administration de pyrogallol a supprimé plus efficacement le dommage oxydatif induit par le pyrogallol que le
prétraitement de 2 h. L’administration de l’extrait a favorisé une augmentation des protéines de phase aiguë, Hp et a2M,
sans véritable réponse de phase aiguë. Elle a aussi considérablement amélioré les marqueurs de stress oxydatif, révélant ainsi
une activité hépatoprotectrice potentielle. Nos résultats donnent à penser que l’activation d’Akt, l’inhibition de NF-kB et
l’induction de phase aiguë jouent des rôles importants dans la protection hépatique induite par l’extrait. La plus grande effi-
cacité du prétraitement de 12 h souligne le rôle essentiel du préconditionnement dans l’augmentation de la résistance à une
exposition subséquente à un stress oxydatif.

Mots‐clés : Akt, Cotinus coggygria, hépatotoxicité, NF-kB, pyrogallol.
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Introduction

The past two decades have witnessed a tremendous resur-
gence in interest and analysis of different plants and plant ex-
tracts for their potential medicinal qualities. Of the many
bioactive properties, the ability of a plant preparation to exert
antioxidant and related effects assumes a central place. This
particular feature is seen as capable of attenuating complica-
tions associated with a variety of inflammatory diseases, im-
proving defences against exposure to xenobiotics, irradiation,
and even delaying tumour development. The antioxidant ac-
tivity of an applied substance, seen as its ability to inhibit
the generation of free radicals and either directly or indirectly
improve their clearance rate, is important in providing protec-
tion against hepatic damage. Many plant extracts have been
shown to possess a hepatoprotective property that is to a
greater or lesser extent accomplished through an improve-
ment of antioxidant status (Chang et al. 2008; Esmaeili et al.
2009).
The plant Cotinus coggygria Scop. belongs to the family

Anacardiaceae. It is commonly used in folk medicine for the
treatment of various illnesses, such as diarrhoea, paradonto-
sis, and gastric and duodenal ulcers (Ivanova et al. 2005),
while the dried leaves and twigs of C. coggygria are used in
Chinese traditional medicine for their antipyretic properties
(Huang 1999). Different parts of this plant have been sub-
jected to pharmacological evaluation for their potential anti-
haemorragic, wound-healing, anti-inflammatory effects, as
well as antimicrobial activity (Demirci et al. 2003). Phyto-
chemical investigation of the plant has resulted in the isola-
tion of gallic acid and their derivatives, methyl gallate and
pentagalloyl glucose. In addition, 3 active aurones — sulfur-
etin, sulfurein, and disulfuretin — have been identified
(Westenburg et al. 2000). The in vivo antioxidant activity of
C. coggygria, the focus of our present work, has not been ad-
dressed before.
To prevent damage by oxygen free radicals, the liver and

other tissues have developed a highly complex protection sys-
tem essentially consisting of 3 main groups of antioxidants.
The primary antioxidants that constitute the first line of de-
fence work by preventing the formation of new free-radical
species and include the superoxide dismutase (SOD) en-
zymes, a sensitive index of hepatocellular damage; catalase
(CAT), which is regarded as a major determinant of hepatic
and cardiac antioxidant status (Manonmani et al. 2002); glu-
tathione S-transferase (GST); as well as metal-binding pro-
teins such as ferritin and ceruloplasmin. The secondary
antioxidants trap radicals, thereby preventing chain reactions,
and include the vitamins E and C, b-carotene, uric acid, bilir-
ubin, and albumin, whereas the tertiary antioxidants repair bio-
molecules damaged by free radicals, notably DNA, the
damage of which is one of the most deleterious effects of
free radicals (Wang et al. 1998). Liver injury caused by pyro-
gallol is based on its potent ability to generate highly reactive
free radicals and induce oxidative stress (Torii et al. 1994;
Gupta et al. 2002; Upadhyay et al. 2008). Recently, a number
of studies have shown that various herbal extracts protect
against pyrogallol-induced oxidative stress by enhancing the
decreased activities of SOD, CAT, and GST and by altering
the levels of lipid peroxidation (Gupta et al. 2004; Joharapur-
kar et al. 2004; Upadhyay et al. 2007; Upadhyay et al. 2008).

Consequently, it can be expected that the level of DNA dam-
age will be lower and the outlook for long-term liver damage
better in proportion to the increase in effectiveness of the
downstream lines of antioxidant defences.
NF-kB is a redox-sensitive transcription factor that func-

tions as a sensor for oxidative stress and is rapidly induced
after initial exposure (Martindale and Holbrook 2002). The
role of NF-kB in the transcriptional control of many inflam-
matory genes and the involvement of reactive oxygen species
in its activation has made NF-kB a preferred target for inhib-
ition by various reagents. A large number of natural and syn-
thetic compounds are currently being investigated for NF-kB
inhibitory activity (Surh et al. 2001; Takada et al. 2004; Lin
et al. 2009). One of the most actively studied kinase path-
ways in basic research and drug development includes the
serine–threonine kinase Akt, also known as protein kinase B.
Activated Akt plays a key role in mediating signals for cell
growth, cell survival, cell-cycle progression, differentiation,
transcription, translation, and glucose metabolism (Kandel
and Hay 1999).
This work was undertaken to assess the antioxidant poten-

tial of the C. coggygria methanol extract in a biological con-
text against pyrogallol-induced toxic oxidative processes in
Wistar rats. We examined the effect of extract administration
on the markers of oxidative stress — the levels of thiobarbi-
turic acid-reactive substances (TBARS) and the activities of
antioxidant enzymes (SOD, MnSOD, CuZnSOD, CAT, and
GST) — on the degree of DNA damage, the expression of
hepatic NF-kB and Akt, the effect of preconditioning by
acute-phase proteins, as well as changes in aminotransferase
levels, an established indicator of hepatic damage.

Materials and methods

Chemicals
Pyrogallol (CAS No. 254002-50), SYBR Green I (CAS

No. S9430), thiobarbituric acid (TBA), and dimethylsulfoxide
(DMSO) were purchased from Sigma–Aldrich (St. Louis,
Mo., USA). All other chemicals and reagents used were of
analytical grade.

Preparation of the extract of the stem of Cotinus
coggygria
Cotinus coggygria plants were collected in southern Serbia

(in the village of Rujište, Mt. Rogozna), in May–June 2007.
The species was identified and the voucher specimen depos-
ited (16178, BEOU) at the Department of Botany, Faculty of
Biology, University of Belgrade. The air-dried C. coggygria
stem (1.2 kg) was broken into small pieces (2–6 mm) using
a cylindrical crusher and extracted with methanol using a
Soxhlet extractor. The extract was filtered through Whatman
No. 1 filter paper and evaporated to dryness under vacuum to
remove the solvent (methanol). The residue (32 g) was stored
in a dark glass bottle until further processing.

Evaluation of antioxidant activities in vitro

Measurement of the reducing activity of the Cotinus
coggygria extract
The reducing power of the plant extract was determined by

the method of Oyaizu (1986). The C. coggygria extract
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(0.3 mL) was mixed with 0.3 mL 1% potassium ferricyanide
and 0.3 mL 200 mmol/L phosphate buffer (pH 6.6). The
mixture was placed in a water bath for 20 min at 50 °C. The
resulting solution was cooled, mixed with 0.3 mL 10% tri-
chloroacetic acid, and centrifuged at 1000g for 10 min. A
0.6 mL fraction from the supernatant was mixed with
0.12 mL 0.1% ferric chloride and 0.6 mL deionized water.
Absorbance of the resulting mixture was measured at
700 nm after 10 min. The reducing activity of a cysteine sol-
ution was used as the standard. A higher absorbance value
indicates a stronger reducing power. All the experiments
were done in triplicate. The values are given as means ± SD.

Measurement of ferrous ion chelating ability
The ferrous ion chelating ability of the C. coggygria ex-

tract was determined according to the method of Decker and
Welch (1990). One millilitre samples of different dilutions of
the extract were mixed with 3.7 mL methanol, 0.1 mL of
2 mmol/L FeCl2 solution, and 0.2 mL of 5 mmol/L ferrozine
solution. The absorbance at 562 nm was measured after
10 min. A lower absorbance indicates a stronger ferrous ion
chelating ability. The ability to chelate the ferrous ion was
calculated as follows:

Chelating effect ð%Þ ¼ 1� absorbancesample

absorbancecontrol
� 100%

The ferrous ion chelating ability of an EDTA solution was
used as the standard.

Evaluation of the biological effects of the Cotinus
coggygria extract in vivo

Treatment of animals
Animal studies were approved by the Committee for Ethi-

cal Animal Care and Use of the Institute for Biological Re-
search, Belgrade, which acts in accordance with the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals, published by
the US National Institutes of Health (Institute for Laboratory
Animal Research 1996). Ten-week-old male albino Wistar
rats weighing 220–250 g were used. The animals were main-
tained under standard laboratory conditions of constant tem-
perature (24 ± 1 °C), relative humidity (50% ± 15%), 12 h
light: 12 h dark cycle, and allowed free access to food and
water.
Twenty-five rats were divided into 5 experimental groups,

with 5 rats in each group. The first group of animals, referred
to as the negative control, received only saline. The second
experimental group received intraperitoneally 100 mg·(kg
body weight)–1 of pyrogallol dissolved in saline. The third
experimental group received intraperitoneally a single dose
of 500 mg·(kg body weight)–1 of the C. coggygria extract
2 h before the pyrogallol injection and is referred to as the
2 h pretreated group. The fourth experimental group received
intraperitoneally a single dose of 500 mg·(kg body weight)–1
of the C. coggygria extract 12 h before the pyrogallol injec-
tion and is referred to as the 12 h pretreated group. As a
follow-up to our previous study on the genotoxic effect of 3
doses (500, 1000, and 2000 mg·(kg body weight)–1) of C.
coggygria extract (Matić et al. 2011), here we studied only
the dose of 500 mg·(kg body weight)–1, which was found to
display no genotoxic potential. The fifth experimental group

received intraperitoneally a single dose (500 mg·(kg body
weight)–1) of the C. coggygria extract dissolved in saline.
Three separate experiments were performed. The animals

were killed by decapitation, and the livers were quickly re-
moved and separated into 4 parts. One part was placed in an
ice-cold buffer for analysis of antioxidant enzyme activities;
one part was placed in 0.15 mol/L KCl for the TBARS assay;
one part was used for the Comet assay; and another part was
frozen in liquid nitrogen and subsequently used for protein
immunoblotting. Blood samples were collected and allowed
to clot for 45 min at room temperature and centrifuged at
2000g for 10 min at 4 °C in a Sorval SS-34 rotor (DJB Lab-
ace Ltd., Newport Pagnell, Buckinghamshire, UK)to obtain
the serum.
To measure acute phase (AP) protein levels in the serum

and AP protein expression in the liver, 30 rats were divided
into 6 groups, with 5 rats in each group. One group of rats
received saline and served as the control. One group of rats
received intraperitoneally 1 µL·(g body weight)–1 turpentine
oil, causing a sterile-tissue injury and induction of the AP re-
sponse. The remaining 4 groups of rats each received a single
intraperitoneal injection of 500 mg·(kg body weight)–1 of the
C. coggygria extract. The animals were killed by decapitation
at different times postinjection. The control and turpentine-
treated groups were killed 24 h posttreatment, and the 4 C.
coggygria extract-treated groups were killed 12, 24, 48, and
72 h posttreatment. Blood serum and liver were collected
from each rat.

Determination of the serum iron content
The serum iron content was measured by the Ferrimat kit

(bioMerieux SA, Marcy-l’Étoile, France), which allows for
the colorimetric determination of iron in the serum and
plasma without deproteinization. The method is based on the
dissociation of the ferric iron from its carrier protein, trans-
ferrin, in an acid medium and its reduction to the ferrous
form. The ferrous iron then forms a coloured complex with
the iron chelator ferrozine. The intensity of the colour,
measured at 590 nm, is directly proportional to the iron con-
centration in the sample. The iron concentration in the exper-
imental samples was determined by comparison of the optical
density at 590 nm with the standard curve. Since the ferric
iron in the sample is reduced to the ferrous iron, we meas-
ured the total iron concentration. To determine the concentra-
tion of the free ferrous iron (vs. total iron) in the serum, we
conducted the same procedure as for total iron determination
except that the reductant (hydroxylamine) was excluded from
the assay procedure.

Determination of serum aminotransferases
Serum was used to estimate the hepatospecific markers as-

partate aminotransferase (AST) (Bergmeyer et al. 1976) and
alanine aminotransferase (ALT) (Bergmeyer 1980).

Thiobarbituric acid-reactive substance assay
The TBARS assay is based on the reaction of malondialde-

hyde with TBA at 95 °C. The level of TBARS was deter-
mined in liver homogenates and serum according to the
method of Ohkawa et al. (1979). Briefly, 0.1 mL aliquots of
the liver homogenates or serum were mixed with 0.2 mL of
8.1% SDS, 1.5 mL of 20% acetic acid (pH 3.5), 1.5 mL of
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0.8% TBA, and 0.7 mL water and heated at 95 °C for
60 min. After cooling samples to room temperature, 1 mL of
water and 5 mL of n-butanol–pyridine (15:1, v/v) were
added, and the samples were mixed and centrifuged at
3000g for 10 min. The absorbance of the red colour in the
supernatants was measured at 532 nm. A calibration curve
was prepared with malondialdehyde as the standard (malon-
dialdehyde concentrations ranged from 25 nmol/mL to
1 µmol/mL).

Estimation of antioxidant enzyme activities
About 200–400 mg of liver was excised and homogenized

in 0.25 mol/L sucrose, 0.1 mol/L EDTA, and 0.05 mol/L
Tris–HCl, pH 7.4. After sonification, the samples were cen-
trifuged for 90 min at 100 000g in a Beckmann Ti 50 rotor
(Beckman Coulter, Inc., Miami, Fla., USA). Aliquots of the
supernatants were stored at –80 °C. To express the antioxi-
dant enzyme activities per milligram of protein, the protein
concentrations were determined colorimetrically according to
Lowry et al. (1951). Total SOD activity, based on the ca-
pacity of SOD to inhibit the autooxidation of epinephrine to
adrenochrome (expressed as U·(mg of protein)–1), was meas-
ured by the epinephrine method described by Misra and
Fridovich (1972). Manganese SOD (MnSOD) activity was
determined after preincubation with 8 mmol/L KCN.
Copper–zinc SOD (CuZnSOD) activity was calculated from
the difference between total SOD and MnSOD activities.
CAT activity was measured by the rate of hydrogen peroxide
decomposition and expressed as µmol H2O2·min–1·(mg pro-
tein)–1 (Beutler 1982). GST activity was determined by the
method of Habig et al. (1974), which is based on the reaction
of 1-chloro-2,4-dinitrobenzene with the -SH groups of gluta-
thione catalyzed by GST and contained in the samples. The
activity was expressed as nmol GSH·min–1·(mg protein)–1.

Determination of DNA damage by the alkaline Comet assay
The alkaline Comet assay was carried out according to the

standard procedure originally described by Singh et al.
(1988). The slides were stained with 90 µL of SYBR Green
I before analysis. Comets were visualized and captured with a
40× objective lens of a fluorescence microscope (Leica
DMLB, Meyer Instruments, Inc., Langham Creek, Houston,
Tex., USA) with an attached charge-coupled device camera.
One hundred comet images per slide were randomly cap-
tured. Comets without heads and those with almost all the
DNA in the tail or with a very wide tail were excluded from
the analysis, since they could represent dead cells. Only cells
that did not overlap and had a clear margin surrounding them
were scored (Hartmann and Speit 1997). Two parameters
were considered to indicate DNA migration: tail length (dis-
tance from the head center to the end of the tail) and the per-
centage of DNA in the tail.

Western immunoblot analysis
About 200–400 mg of frozen rat liver tissue was homo-

genized at 4 °C in 2 mL ice-cold homogenization buffer
(10 mmol/L Tris (pH 7.6), 1 mmol/L EDTA, 250 mmol/L su-
crose) containing a mixture of protease inhibitors (Protease
inhibitor, Mix G; SERVA Electrophoresis GmbH, Heidel-
berg, Germany). Samples were centrifuged at 9700g for
20 min at 4 °C in an Eppendorf centrifuge. Supernatants

were aliquoted, snap-frozen in liquid nitrogen, and stored
at –80 °C. A 20 µg sample of whole-liver homogenate was
loaded onto 4% stacking – 12% separating slab gels as de-
scribed by Laemmli (1970). After electrophoresis, proteins
were transferred to PVDF membranes (Hybond-P, Amersham
Pharmacia Biotech, Schenectady, N.Y., USA). Western im-
munoblot analysis was performed according to the procedure
of Towbin et al. (1979) using polyclonal antibodies to rat
NF-kB p65, phosphorylated NF-kB p65 (Ser311) (pNF-kB),
Akt 1/2/3, phosphorylated Akt 1/2/3 (Ser 473) (pAkt), a2-
macroglobulin (a2M), tubulin (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, Calif., USA), and haptoglobin (Hp) (Sigma–
Aldrich Inc., Milwaukee, Wis., USA). After incubation with
blocking solution (0.05% Tween 20, 50 mmol/L Tris–HCl
(pH 7.6), 150 mmol/L NaCl, 3% nonfat condensed milk), the
membranes were incubated with antibody for 2 h at room
temperature. After rinsing, the blots were incubated with
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody for
1 h. Immunoreactive bands were identified by an enhanced
chemiluminescence detection system (Santa Cruz Biotechnol-
ogy) according to the manufacturer’s instructions. The bands
were visualized and quantified with TotalLab (Phoretix) elec-
trophoresis software (v 1.10) relative to tubulin.

Measurement of acute-phase protein concentrations in the
serum
The concentrations of Hp and a2M were determined by

rocket immunoelectrophoresis with anti-human Hp and a2M
antibodies (Sigma–Aldrich Inc., Milwaukee, Wis., USA) ac-
cording to Laurell (1972). The method is based on the immu-
noprecipitation reaction between the antigen (Hp or a2M)
present in the serum and anti-Hp or anti-a2M antibodies in-
corporated in the agarose gel at the points of their optimal
concentration, characterized by the formation of immunopre-
cipitation peaks, or “rockets”. The concentration of the anti-
gen in the serum is proportional to the area under the
formed precipitation peak. The area was used to quantify the
antigen in the serum, i.e., to determine its relative concentra-
tion. Every “rocket”, corresponding to the control and indi-
cated times after turpentine injection, was drawn on tracing
paper and the areas were integrated. The values obtained
after quantification were expressed as the means ± SE from
3 separate experiments.

Statistical evaluations
Statistical evaluation of the data was performed by 1-way

analysis (ANOVA). Variance homogeneity and data distribu-
tion were determined with the Levene and Kolmogorov–
Smirnov tests, respectively. Post-hoc comparison between
control and treated groups was performed with the T3 Dun-
nett’s test or with the Bonferroni test when the variance was
not homogeneous. Statistical analysis was performed using
the SPSS statistical software package, version 13.0 for Win-
dows. The results were considered to be statistically signifi-
cant at p < 0.05.

Results
In the present study we examined the capability of the

methanol extract of the plant C. coggygria to counteract oxi-
dative stress induced in Wistar rats by the administration of
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pyrogallol, which causes liver injury through generation of
highly reactive free radicals.

In vitro antioxidant potential of the Cotinus coggygria
methanol extract
A fundamental property of the extract, its reducing power

— which is expected to be of major importance to its antiox-
idant functioning in vivo — was examined. Its ability to
transform the ferric to ferrous ion was compared with that of
cysteine, which has marked antioxidant properties. As can be
seen from Fig. 1A, the reducing power of the extract in-
creased in a concentration-dependent manner and was consis-
tently greater than that of cysteine, which was used as the
standard. At 60 µg/mL, the extract exhibited an almost two-
fold higher reducing power than cysteine. To elucidate the
potential free-radical scavenging property of the C. coggygria
extract, we examined its ability to chelate ferrous ion, a
powerful hydroxyl radical promoting agent that can engage
in lipid peroxidation, leading to organelle and cell damage.
As shown in Fig. 1B, the ferrous chelating activity of the C.
coggygria extract increased with increasing concentration up
to 20 µg/mL, at which concentration the extract possessed a
78% chelating effect. EDTA was used as the standard.

Serum iron, thiobarbituric acid-reactive substances,
aspartate aminotransferase, and alanine aminotransferase
contents
Iron is essential for many physiological processes; how-

ever, iron overload is toxic, since it leads to tissue damage
through generation of reactive oxygen species. As can be
seen from Table 1, the concentrations of total and ferrous
iron in the serum were significantly increased (1.58- and
1.52-fold, respectively) after pyrogallol administration. In

comparison, administration of the C. coggygria extract before
the pyrogallol treatment prevented the increase in serum iron:
the total and ferrous iron concentrations in the serum were,
respectively, 1.07- and 1.33-fold (in 2 h pretreated rats) and
1.05- and 1.15-fold (in 12 h pretreated rats) above the control
values. Administration of the extract alone did not produce
significant alterations in either total or ferrous iron concentra-
tions in the serum.
The effect of extract administration was assessed by meas-

uring the level of TBARS, which is considered to be a gen-
eral indicator of oxidative stress (Armstrong and Browne
1994). One hour after treatment with pyrogallol, the serum
level of TBARS was 1.81-fold above the basal value meas-
ured in the negative control. Administration of the extract
prior to the pyrogallol treatment attenuated the rise in
TBARS. After the 12 h pretreatment with the extract, a 1.19-
fold increase in TBARS above the basal value was observed;
this pretreatment was slightly more effective than the 2 h pre-
treatment after which a 1.43-fold increase was observed (Ta-
ble 1). Administration of the extract alone did not induce a
significant increase in TBARS.
Assessment of liver injury can be made by estimating the

activities of serum AST and ALT, as they are the most sensi-
tive markers employed in the diagnosis of hepatic damage.
The hepatoprotective activity of the C. coggygria extract on
pyrogallol-treated rats is shown in Table 1. Levels of the hep-
atic enzymes ALT and AST were significantly increased in
the serum of pyrogallol-treated animals. The C. coggygria
extract significantly reversed the pyrogallol-induced rise in
the levels of AST and ALT when compared with rats treated
with pyrogallol alone. The C. coggygria extract did not pro-
duce any significant alterations in the serum AST and ALT
activities.

Levels of thiobarbituric acid-reactive substances and
antioxidant enzyme activities in the liver
Examination of the liver TBARS levels revealed its signifi-

cant increase above the basal value (3.23-fold) after pyrogal-
lol treatment and complete attenuation of this effect by both
2 and 12 h pretreatments with the C. coggygria extracts. Ad-
ministration of the extract alone did not induce a rise in liver
TBARS levels.
Antioxidant enzymes constitute the first line of defence

against reactive oxygen species, and their activities represent
important markers of the oxidative status of an organism. Re-
sults of the examination of liver antioxidant enzyme activities
are presented in Table 2. Pyrogallol administration caused a
decline of the total liver SOD activity to 71.38% of the basal
value (relative to the negative control group, which was as-
sumed to be 100% and as will be presented throughout this
section). In animals pretreated with the C. coggygria extract
2 h before pyrogallol administration, the total SOD activity
was 88.62% of the control level; however, when the extract
was administered 12 h before the pyrogallol treatment, total
SOD activity was practically unchanged at 96.51% of the
basal value. The activity of MnSOD exhibited a sharp de-
crease to 49.15% of the basal level after pyrogallol adminis-
tration, while in rats that were pretreated with the extract
either 2 or 12 h before the pyrogallol treatment, MnSOD ac-
tivity was at 81.81% and 92.73% of the basal level, respec-
tively. A comparable effect on CuZnSOD activity was
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Fig. 1. Reducing power (A) and ability to chelate ferrous ion (B) of
increasing concentrations of Cotinus coggygria extract. Each value
represents the mean ± SD (n = 3). Cysteine and EDTA were used as
the standards.
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Table 1. Total iron, free ferrous iron, TBARS, AST, and ALT contents in the serum of rats treated with Cotinus coggygria methanol extract and pyrogallol.

Negative control
Pyrogallol,
100 mg·(kg BW)–1

C. coggygria extract 2 h
prior to pyrogallol

C. coggygria extract 12 h
prior to pyrogallol

C. coggygria extract,
500 mg·(kg BW)–1

Total iron, µg/dL 172.65±0.50 273.4±1.08* 184.8±0.43† 181.1±0.40† 173.6±1.70†

Ferrous iron, µg/dL 52.33±0.23 79.7±0.30* 68.9±0.16† 60.2±0.53† 53.6±0.73†

TBARS, nmol/mL 2.54±0.26 4.61±0.07* 3.63±0.12† 3.02±0.05† 2.61±1.03†

AST, U/L 169.9±4.20 252.2±6.74* 192.5±1.41† 171.6±5.51† 37.08±2.47†

ALT, U/L 39.4±0.91 93.6±0.86* 63.9±0.62† 41.9±0.81† 170.6±1.26†

Note: The values are presented as the means ± SD obtained from 3 independent experiments. n = 25 rats; 5 rats/group. Rats were treated with saline (negative control), either with pyrogallol alone or with
the C. coggygria methanol extracts 2 or 12 h before pyrogallol administration, as well as with the extract alone as indicated. BW, body weight; TBARS, thiobarbituric acid-reactive substances; AST, aspartate
aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase.
*p < 0.05 when compared with the negative control group.
†p < 0.05 when compared with the pyrogallol group.

Table 2. The effects of the Cotinus coggygria extract on the levels of TBARS and activities of antioxidant enzymes in the liver of rats.

Negative control
Pyrogallol,
100 mg·(kg BW)–1

C. coggygria extract 2 h
prior to pyrogallol

C. coggygria extract 12 h
prior to pyrogallol

C. coggygria extract,
500 mg·(kg BW)–1

TBARS, nmol/mg 1.35±0.12 4.37±1.04* 1.70±2.06† 1.36±0.03† 1.31±0.01†

TotSOD, U·(mg protein)–1 54.5±0.31 38.9±0.32* 48.3±0.31† 52.6±0.33† 53.8±1.35†

MnSOD, U·(mg protein)–1 16.5±0.24 8.11±0.07* 13.5±0.16† 15.3±0.22† 16.3±1.25†

CuZnSOD, U·(mg protein)–1 36.3±0.24 22.7±0.60* 31.6±0.33† 34.6±0.23† 35.8±0.27†

CAT, µmol H2O2·min–1·(mg protein)–1 30.5±0.68 9.70±0.42* 14.5±0.27† 24.9±0.25† 27.7±0.27†

GST, nmol·min–1·(mg protein)–1 533.4±2.21 429.1±2.90* 488.4±3.73† 526.5±0.84† 528.5±2.92†

Note: Data are presented as the means ± SD obtained from 3 independent experiments. n = 25 rats; 5 rats/group. Rats were treated with saline (negative control), either with pyrogallol alone or with the C.
coggygria methanol extracts 2 or 12 h before pyrogallol administration, as well as with the extract alone as indicated. BW, body weight; TBARS, thiobarbituric acid-reactive substances; TotSOD, total super-
oxide dismutase; MnSOD, manganese SOD; CuZnSOD, copper–zinc SOD; CAT, catalase; GST, glutathione S-transferase.
*p < 0.05 when compared with the negative control group.
†p < 0.05 when compared with the pyrogallol group.

Table 3. The effects of pyrogallol administration and pretreatment with Cotinus coggygria extract on the level of DNA damage in the liver of rats.

Negative control
Pyrogallol,
100 mg·(kg BW)–1

C. coggygria extract 2 h
prior to pyrogallol

C. coggygria extract 12 h
prior to pyrogallol

C. coggygria extract,
500 mg·(kg BW)–1

% DNA in tail 7.43±0.26 51.3±1.01* 26.8±0.66† 12.9±0.54† 8.67±0.26†

Tail length 12.8±0.25 105.2±2.01* 46.4±0.33† 22.2±1.42† 13.4±0.32†

Note: Data are presented as the means ± SD obtained from 3 independent experiments. n = 25 rats; 5 rats/group. Rats were treated with saline (negative control), either with pyrogallol alone or with the C.
coggygria methanol extracts 2 or 12 h before pyrogallol administration, as well as with the extract alone as indicated.
*p < 0.05 when compared with the negative control group.
†p < 0.05 when compared with the pyrogallol group.
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observed: decreased activity (to 62.53% of the basal activity)
after pyrogallol treatment and improved enzymatic activity as
a consequence of the pretreatments with the C. coggygria ex-
tract 2 or 12 h before pyrogallol administration (to 87.5% and
95.32% of the basal activity, respectively). Administration of
the C. coggygria extract alone caused nonsignificant changes
in total SOD, MnSOD, and CuZnSOD activities (98.72%,
98.79, and 98.62%, respectively).
Pyrogallol administration induced a pronounced decline in

CAT activity to 31.80% of the basal level. As a result, after
the 2 h pretreatment with the C. coggygria extract, enzymatic
activity remained comparatively low, at 47.54% of the basal
level. However, the 12 h pretreatment enabled 81.64% of
basal CAT activity. Administration of the extract alone
caused a slight decrease in CAT activity to 90.82%.
Examination of GST activity showed that pyrogallol in-

duced a decline in enzymatic activity to 80.45%, while the 2 h
and in particular the 12 h pretreatment alleviated this decrease,
allowing for 91.56% and 98.71% of the basal enzymatic activ-
ities, respectively. Administration of the extract alone caused a
nonsignificant decrease in GST activity (99.08%).

DNA damage in the liver
The alkaline Comet assay of liver cells was performed to

assess whether pretreatment with the C. coggygria extract
can improve DNA damage resulting from pyrogallol adminis-
tration. Pyrogallol caused a statistically significant rise in

DNA damage, observed as an increase in comet tail length
and percentage of DNA in the tail compared with the nega-
tive control group (Table 3). Decreased DNA damage, ob-
served as a decreased frequency of tail length and lower
percentage of DNA in the tail, was observed after pretreat-
ments with the C. coggygria extracts. In vivo exposure to
the C. coggygria extract did not induce DNA damage.

Relative changes in NF-kB and Akt activities in the liver
In the next set of experiments we examined 2 important

components of the complex cellular response to stress fac-
tors. Stimuli such as free radicals stimulate the expression of
the transcription factor NF-kB, which controls many genes
that participate in the inflammatory response. In contrast,
antioxidants with anti-inflammatory activities generally in-
hibit NF-kB expression. To examine NF-kB expression, we
performed Western blot analysis of whole-liver homogenates
using antibodies raised against transcription factor NF-kB
p65 and the activated, phosphorylated protein NF-kB p65
(pNF-kB). As can be seen from Fig. 2A, pyrogallol adminis-
tration induced NF-kB protein expression (lane 2, row NF-
kB) and significant activation (lane 2, row pNF-kB), 1.40-
and 3.72-fold, respectively, above the control values. Admin-
istration of the C. coggygria extract either 2 or 12 h before
the pyrogallol treatment (lanes 3 and 4, respectively) effec-
tively prevented the increase of NF-kB and appearance of
pNF-kB protein species.

Fig. 2. The effects of the Cotinus coggygria extract before pyrogallol administration on the relative protein levels of NF-kB (p65) (A) and Akt
(B). Western blot analysis of the rat liver homogenate was performed with anti-NF-kB p65 and antiphosphorylated NF-kB p65 (pNF-kB)
antibodies (A) and with anti-Akt and antiphosphorylated Akt (pAkt) antibodies (B). Tubulin was used as the internal control. Lane 1: negative
control; lane 2: pyrogallol treated; lane 3: pretreated with the C. coggygria extract 2 h before pyrogallol administration; lane 4: pretreated with
the C. coggygria extract 12 h before pyrogallol administration. Western immunoblot analysis was performed using TotalLab (Phoretix) elec-
trophoresis software (version 1.10) to quantify protein levels relative to tubulin levels and is presented on the graphs. The values are means ±
SE from 3 separate experiments. *, p < 0.05, statistically significant difference versus negative control.
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In the complex protective biological responses to harmful
stimuli, Akt kinase functions as the central integrating mod-
ule of the stress-signaling machinery in the cell. As it is in-

volved in cellular survival pathways that promote cell
survival, it can serve as an indicator of cell viability. Western
blot analysis revealed that pyrogallol treatment promoted a
slight reduction of Akt activity, observed as a decrease (about
twofold) in the level of pAkt (Fig. 2B, lane 2, row pAkt). In
samples obtained from rats that were administered the C.
coggygria extract either 2 or 12 h before the pyrogallol treat-
ment (lanes 3 and 4, respectively), the levels of active Akt
kinase were increased.

Changes in acute-phase protein levels in the serum and
liver
An aspect of the molecular response of the liver in the

context of its role as a principal participant of the anti-
inflammatory reaction was examined. In the course of in-
flammation, the liver produces a class of proteins referred
to as the AP reactants, which play important protective
roles in host defence against tissue damage and whose
plasma concentrations reach a maximal increase by 24 h
after initial stimulation. Rocket immunoelectrophoresis of
the serum revealed the highest increase of 2 important AP
reactants, Hp and a2M, 24 h after treatment with the C.
coggygria extract (Fig. 3A). The level of the examined AP
proteins returned to the basal level 72 h after treatment with
the extract. The levels of Hp and a2M were lower than
those during the full-fledged AP response observed after
treatment with turpentine, the standard laboratory inducer
of the AP response (Turnbull et al. 1994). Immunoblot
analysis of the total liver extract with anti-Hp and anti-a2M
antibodies after C. coggygria extract administration is pre-
sented in Fig. 3B. Treatment with the extract promoted a
rise in the levels of both AP proteins. The highest Hp and
a2M levels were detected 12 and 24 h after extract adminis-
tration (lanes 2 and 3, rows designated Hp and a2M, re-
spectively); they corresponded with the highest levels of
Hp and a2M in the serum (Fig. 3A). When the C. coggy-
gria extract was administrated 2 and 12 h before pyrogallol,
increased levels of Hp and a2M were detected 12 h before
pyrogallol administration (lane 9, rows Hp and a2M, respec-
tively).

Discussion
During states of oxidative stress, highly reactive oxygen

species bring about a broad range of molecular rearrange-
ments (Halliwell and Gutteridge 1986; Toyokuni 1996) that
lead to membrane, DNA, and organelle damage, cellular dys-
function, and eventual cell death. Therefore, reactive oxygen
species are at the root of a variety of tissue and organ disor-
ders and disease progression in different pathological states.
Much attention is focused on the identification of natural
and synthetic antioxidant compounds that could attenuate the
cytotoxic events that take place during oxidative stress.
The present study was undertaken to assess the efficacy of

the methanol extract of the plant C. coggygria in alleviating
oxidative stress in the liver induced by the administration of
the hepatotoxic compound pyrogallol. The free-radical gener-
ator pyrogallol (100 mg/kg, intraperitoneally) caused signifi-
cant hepatic damage, observed as increased levels of AST
and ALT, malondialdehyde, and GSH. Histological examina-
tion has also revealed that pyrogallol administration leads to

Fig. 3. Relative serum concentrations of haptoglobin (Hp) and a2-
macroglobulin (a2M) (A) and the expression of Hp and a2M in the
liver (B) in rats treated with Cotinus coggygria methanol extract. (A)
Rocket immunoelectrophoresis was performed using anti-Hp and
anti-a2M antibodies. Column 1: negative control; columns 2, 3, 4,
and 5: 12, 24, 48, and 72 h after C. coggygria extract administra-
tion, respectively; column 6: 24 h after turpentine administration.
(B) Western blot analysis of the rat liver homogenate was performed
with anti-a2M, anti-Hp, and anti-tubulin antibodies. Lane 1: negative
control; lanes 2, 3, 4, and 5: 12, 24, 48, and 72 h after C. coggygria
extract administration, respectively; lane 6: 24 h after turpentine ad-
ministration; lane 7: pyrogallol treated; lane 8: pretreated with C.
coggygria extract 2 h before pyrogallol administration; lane 9: pre-
treated with C. coggygria extract 12 h before pyrogallol administra-
tion. Tubulin was used as the internal control. Western immunoblot
analysis was performed using TotalLab (Phoretix) electrophoresis
software (version 1.10) to quantify protein levels relative to tubulin
levels and is presented on the graph. The values are means ± SE
from 3 separate experiments. *, p < 0.05, statistically significant
difference versus negative control.
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infiltration of liver tissue with white blood cells (Gupta et al.
2002). We report that the C. coggygria extract was effective
in protecting the liver against injury induced by pyrogallol in
rats. This was evident from the significant reduction in levels
of hepatic damage markers, serum ALT and AST. The in-
crease in TBARS concentration in the serum and liver ob-
served after pyrogallol treatment revealed the presence of
oxidative stress. The elevated concentration of hepatic
TBARS in pyrogallol-treated rats indicates that significant
lipid peroxidation took place in the liver. We also observed
that pyrogallol administration led to an increase in iron levels
in the serum. The accumulation of iron is injurious, since it
promotes the generation of highly reactive hydroxyl radicals,
which are capable of removing a hydrogen atom from poly-
unsaturated fatty acids and initiating lipid peroxidation
(Emerit et al. 2001). Agrawal et al. (2001) suggested that the
iron released from ferritin after pyrogallol treatment can cata-
lyze the peroxidation of cell membranes. The generated lipid
hydroperoxides cause considerable damage to membrane
structure and function. These processes can be delayed by
iron chelation and its resulting deactivation. Thus chelating
agents are effective as secondary antioxidants because they
reduce the redox potential by stabilizing the oxidized form
of a metal ion (Gordon 1990). Our results revealed a marked
in vitro ability of the C. coggygria extract to reduce and che-
late ferrous ion, as well as a significant decrease in the levels
of circulating iron after extract administration to rats. These
findings are in agreement with the observation that adminis-
tration of the extract resulted in a lowering of the pyrogallol-
induced increase in TBARS level almost to the basal level.
The observation that pretreatment with the extract prevented
pyrogallol-induced lipid peroxidation suggests that the extract
could play an important role in protection against membrane
damage.
Increased levels of reactive oxygen species are directly as-

sociated with the induction of DNA strand breaks (Labieniec
et al. 2003). The antioxidant enzymes as the first line of cel-
lular defense against oxidative damage thus assume an impor-
tant role in preserving DNA integrity. Using the Comet assay
to determine the presence of DNA damage, we observed an
increase in the frequency of tail length and percentage of
DNA in the comet tail after treatment with pyrogallol. Pre-
treatments with the C. coggygria extract 2 or 12 h prior to
pyrogallol administration resulted in a statistically significant
decrease in DNA damage. In agreement with this result, we
observed that the pretreatments with the extract promoted
significant increases in hepatic antioxidative enzyme (SOD,
CAT, and GST) activities that were considerably below their
respective basal levels in the pyrogallol-treated rats. Together,
these results clearly illustrate the efficient clearance of the
pyrogallol-induced overload with free radical species by the
C. coggygria extract. For instance, as lipid peroxidation by-
products cause covalent modification of GST (Harris and
Stone 1988), the decrease in GST activity following pyrogal-
lol exposure was probably due to increased lipid peroxidation,
while in rats pretreated with the extract prior to pyrogallol ad-
ministration, GST activity was in part increased as a result of
the ability of the extract to suppress lipid peroxidation.
Transcription factor NF-kB has been described as a redox-

sensitive nuclear transcription factor, since its activation is
modulated by the cell’s redox status (Meyer et al. 1994), and

while reactive oxygen species increase NF-kB activation, a
variety of antioxidant compounds have been shown to inhibit
it (Flohé et al. 1997; Li et al. 2000). Since the production of
reactive oxygen species is a key factor in NF-kB activation, it
has been proposed that strategies that enhance the antioxidant
status are beneficial in inhibiting NF-kB activation, which,
when inappropriate and (or) sustained, plays a central role in
different downstream pathological events. In pyrogallol-
treated rats, the expression level of NF-kB was above the
basal level, whereas rats pretreated with the C. coggygria ex-
hibited considerably lower levels of NF-kB expression. We
assume that the latter result revealed the efficient clearance
of reactive oxygen species, alleviation of oxidative stress,
and resulting removal of NF-kB-inducing stimuli by the pre-
treatments with the C. coggygria extract.
In effect, we arrived at a similar conclusion after examina-

tion of the expression of the serine–threonine kinase Akt. Akt
functions as the central integrating module of the phosphati-
dylinositol 3-kinase – Akt signalling pathway in the cell and
regulates a number of critical cellular pathways, including
those leading to cellular proliferation and inhibition of apop-
tosis (Li et al. 2005; Miyamoto et al. 2005). Thus Akt plays
an important role in maintaining cell survival (Datta, et al.
1999; Kandel and Hay 1999; Downward 2004). Whereas ad-
ministration of pyrogallol resulted in decreased Akt phos-
phorylation and activity, the pretreatments with the C.
coggygria extract clearly provided a setting that allowed for
the functioning of Akt, which was essential for proper cell
functioning.
We consistently observed that exposure to a single dose of

the C. coggygria extract 12 h prior to pyrogallol administra-
tion was more effective in suppressing the negative effects of
pyrogallol than when the extract was administered 2 h before
pyrogallol treatment. Different types of trauma such as tissue
injury and infections induce the AP response, a nonspecific,
systemic reaction that plays an important protective role (Ga-
bay and Kushner 1999; Noursadeghi et al. 2002; Gruys et al.
2005; Leendertse et al. 2009) and is characterizated by liver
production of a set of AP proteins (Heinrich et al. 1990;
Gruys et al. 1994). The administration of the C. coggygria
extract induced an AP response-like increase in the concen-
tration of the 2 examined AP proteins, Hp and a2M. Hp is a
haemoglobin-binding protein whose protective role is pro-
vided by restriction of oxidation through interaction with
free hemoglobin (Tseng et al. 2004), iron recycling, cathepsin
inhibition, regulation of the immune cell response, and role
as a chaperone (Huntoon et al. 2008). a2M is a tetrameric,
disulfide-rich plasma glycoprotein that functions as a nonse-
lective inhibitor of different types of nonspecific proteases
and as a carrier of cytokines, growth factors, and hormones
(Borth 1992). Previous studies have demonstrated certain sur-
vival benefits of a pretreatment with turpentine prior to sub-
sequent application of semilethal or lethal stimuli
(Noursadeghi and Cohen 1999; Hochepied et al. 2000; Nour-
sadeghi et al. 2002). Also, we have documented the complete
survival and improved recovery of rats that were exposed to a
lethal dose of ionizing radiation, if they were pretreated with
purified rat a2M prior to irradiation (Mihailović et al. 2009).
While the C. coggygria extract-induced increase in at least 2
studied AP proteins was lower than that during the full-
fledged AP reaction (turpentine-treated rats), it is clear that
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this process had an important role in attenuating the effects
of pyrogallol, since the 12 h pretreatment, which allowed for
the development of the AP reaction, was more effective than
the 2 h pretreatment, when the AP reaction was in its early
stage. We thus conclude that the pretreatment with the C.
coggygria extract 12 h before pyrogallol administration effec-
tively preconditioned the rat liver against the subsequent py-
rogallol-induced disruption of liver homeostasis. Our results
illustrate the considerable preemptive potential of the C. cog-
gygria extract to attenuate acute hepatotoxicity.
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Matić et al. 411

Published by NRC Research Press

C
an

. J
. P

hy
si

ol
. P

ha
rm

ac
ol

. D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 w
w

w
.n

rc
re

se
ar

ch
pr

es
s.

co
m

 b
y 

U
ni

ve
rs

ity
 o

f 
A

lb
er

ta
 o

n 
09

/2
2/

11
Fo

r 
pe

rs
on

al
 u

se
 o

nl
y.



Biological properties of the Cotinus coggygria

methanol extract

Abstract

Background and Purpose: The purpose of this study was to determine
the possible antimicrobial and genotoxic effect of the methanol extract ob-
tained from the stem of the plant Cotinus coggygria Scop. (Anacardiaceae).

Subjects and Method: The in vitro antimicrobial activity of the metha-
nol extract of C. coggygria and gallic acid was examined on six different
bacterial species and Candida albicans, using the cylinder plate and macro
broth dilution method. The genotoxicity of the 5% methanol extract from
the stem of C. coggygria and synthetic gallic acid in a concentration of 5%
was tested on the eukaryotic model system Drosophila melanogaster using
the sex-linked recessive lethal (SLRL) test.

Results and Conclusions: The results suggest that the methanol extract
from C. coggygria showed antimicrobial activity against all test microor-
ganisms, on the other hand, synthetic gallic acid exhibited less antimicrobial
activity than methanol extract. Under our experimental conditions, the syn-
thetic gallic acid and methanol extract of the plant C. coggygria showed
genotoxic effects inducing increases in the frequency of mutants in both
postmeiotic (spermatids and spermatozoids) and premeiotic (spermato-
cytes) germ cell lines of eukaryotic species Drosophila melanogaster.

INTRODUCTION

Plants are not only important to the millions of people to whom tra-
ditional medicine serves as the only opportunity for health care and

to those who use plants for various purposes in their daily lives, but also
as a source of new pharmaceuticals (1). So far the extracts of many plant
species have been examined for a number of biological activities, and
their antimicrobial, anti-inflammatory, antioxidant, antimutagenic and
cancer preventive effect have been partially described (2, 3, 4, 5).

Cotinus is a small genus of the family Anacardiaceae with two spe-
cies: C. coggygria Scop. (syn.: Rhus cotinus L.) and C. obovatus Raf.,
American smoketree. C. coggygria is usually either considered large
shrubs or small trees. It has a wide distribution from southern Europe,
the Mediterranean, Moldova and the Caucasus to central China and
the Himalayas (6). The flora of Serbia defines two varieties of C.
coggygria: var. laevis and var. arenaria (7). In folk medicine the plant is
used for its antiseptic, anti-inflammatory, antimicrobial, antihaemor-
rhagic, anti-diarrhea and wound healing properties (8).

It has been suggested that gallic acid (3,4,5-trihydroxybenzoic acid)
and its derivatives are biologically active compounds which are present
in several plants. According to Westenburg et al. (9), Stathopoulou et al.

SANJA MATI]1

SNE@ANA STANI]1

SLAVICA SOLUJI]2

TANJA MILO[EVI]2

NEDA NICIFOROVI]2

1Institute of Biology and Ecology,
Faculty of Science, University of Kragujevac,
Radoja Domanovi}a 12, Serbia

2Institute of Chemistry, Faculty of Science
University of Kragujevac,
Radoja Domanovi}a 12, Serbia

Correspondence:
Dr. Sne`ana Stani}
Institute of Biology and Ecology,
Faculty of Science
University of Kragujevac,
Radoja Domanovi}a 12, Serbia
E-mail: stanic@kg.ac.rs

Received February 25, 2011.

PERIODICUM BIOLOGORUM UDC 57:61
VOL. 113, No 1, 87–92, 2011 CODEN PDBIAD

ISSN 0031-5362

Original scientific paper



(10) and Antal et al. (11) gallic acid had been previously
isolated from this species. This polyhydroxyphenolic acid
has been reported to be a free radical scavenger, as well as
an inducer of differentiation and apoptosis in leukemia,
lung cancer, colon adenocarcinoma cell lines and normal
lymphocyte cells (12, 13).

The objective of this study was to compare selected bi-
ological activities of C. coggygria methanol extract with
natural polyphenols as dominant constituents, versus the
biological activities of gallic acid.

MATERIAL AND METHODS

Plant methanol extraction

The plant material was collected from Ruji{te on Ro-
gozna mountain in the North of Kosovo, in May-June
2007. The species was identified and the voucher speci-
men deposited (16178, BEOU) in the Department of
Botany, Faculty of Biology, University of Belgrade.

The air-dried C. coggygria stem (170 g) was broken
into small pieces 2–6 mm by using a cylindrical crusher
and extracted with methanol (500 mL) using Soxhlet ap-
paratus. The extract was filtered through a paper filter
(Whatman, No. 1) and solvent was evaporated. Dry ex-
tract (4.7 g) was stored in a dark glass bottle for further
processing.

Identification of methanol extracts

Total soluble phenolics compounds in the methanol
extract of C. coggygria stem were determined with Folin-
-Ciocalteu reagent (14) using pyrocatechol as a standard.
Methanol extract was soluted to a concentration of 0.02
g/mL. Of the soluted extract 0.5 mL was mixed with 2.5
mL of FC reagent (previously diluted 10-fold with dis-
tilled water) and 2 mL of NaHCO3 (7.5%). After 15 min of
stirring at 45°C the absorbance was measured at 765 nm
on a spectrophotometer (ISKRA, MA9523-SPEKOL 211).

The concentration of total phenolics compounds in
the C. coggygria stem was determined as mg of pyrocate-
chol equivalent g dry weight of extract, by using an equa-
tion that was obtained from the standard pyrocatechol
graph (15, 16). All samples were analyzed in triplicate.

Flavonoids fraction was precipitated according to
Alberto et al. (17) by mixing 10 mL of the extract dis-
solved in methanol (0.02 g/mL) with 10 mL HCl (1:3)
and 5 mL of HCHO (8 mg/mL). After 24 h the mixture
was filtered through a filter paper (Whatman No.5).
Nonflavonoid components were determined from the
filtrate with Folin-Ciocalteu reagent, by using the same
spectrophotometric method as for determining total phe-
nolics concentration, absorbance was measured at 765 nm
on the spectrophotometer. Nonflavonoid content was ex-
pressed as mg of pyrocatechol per g of dry weight through
the calibration curve with pyrocatechol. All samples were
analyzed in triplicate.

Flavonoids content was determined from residuum of
the total phenolics and nonflavonoid content. Flavono-

ids content was expressed as mg of pyrocatechol per g of
extract. All samples were analyzed in triplicate.

For the purpose of comparative analysis synthetic gal-
lic acid (Sigma-Aldrich) was used.

Microorganisms

Bacterial strains and yeast used in these experiments
were: Staphylococcus aureus (IPH), Bacillus subtilis (IPH),
Klebsiella pneumoniae (B26), Escherichia coli (ATCC
25923), Staphylocossus aureus (ATCC 25923), Microco-
ccus lysodeikticus (ATCC 4698) and yeast Candida albi-
cans (ATCC 10259).

All of the tested bacteria cultures were obtained from
the Institute for Health Protection (IPH) in Kragujevac
and the Faculty of Science, University of Belgrade, Ser-
bia. The identity of the bacterial strains and yeast was
confirmed in the Laboratory for Microbiology at the De-
partment of Biology (B), Faculty of Science, University
of Kragujevac and University of Belgrade, Serbia.

Antimicrobial activity determined
by the cylinder plate method

Petri dishes containing 10 mL Muller Hinton Agar
(for bacteria) and Sabouraud dextrose agar (for yeast)
with 1 mL volume of microbial suspension. For bacteria,
24 h old culture and for yeast, 72 h old, were adjusted
with sterile water to 6.5 ´ 106 CFU/mL for bacteria and 3
´ 104 CFU/mL for yeast. The plates incubated at 37°C
for approximely 20 min until microbial overlay had dried
on the surface. Then sterile vertical cylinders were placed
alternatively on the Petri plates and samples of methanol
extract and gallic acid, respectively (150, 300 and 500 mg)
were aseptically poured into the vertical cylinder using
micropipettes (18). The plates were subsequently incu-
bated for 24 h at 37°C for bacteria and 48 h at 28°C for
yeast. Negative controls were prepared using the same
solvents (5% DMSO) employed to dissolve the extract.
Amracin (100 mg for bacteria) and Nistatin (100 mg for
yeast) were used as positive controls. The diameter of
zones of inhibition was measured in mm. All experi-
ments were performed in duplicate.

Antimicrobial activity determined
by the macro broth dilution method

The minimal inhibitory concentration (MIC) (19, 20)
of the methanol extract was determined by the macro
broth two-fold serial technique. A series of two-fold dilu-
tions of the gallic acid and extract, ranging from 7.8
mg/mL to 500 mg/mL (in 5% solution of DMSO) was
prepared in Mueller-Hinton broth with the addition 0.1
mL of a suspension of the microbial spores (5.4 ´ 106

CFU/mL for bacteria and 3 ´ 104 CFU/mL for yeast).
The MIC values were determined after 24 h as the lowest
concentration of the extract, which inhibited visible growth
of each organism. Amracin and Nystatin were chosen as
the positive control drugs for bacteria and C. albicans, re-
spectively. Negative control contained only 5% solution
of DMSO.
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Genotoxicity determination by
sex-linked recessive lethal (SLRL) test

The sex-linked recessive lethal test for mutagenicity
was carried out by the standard procedure (21) with labo-
ratory stocks of Drosophila melanogaster (obtained from
the Umea Stock Centre, Sweden).

The stocks were maintained and all experiments were
performed under optimal conditions (t = 25°C, relative
humidity = 60%, 12/12 h light/dark regime) on a stan-
dard nutritive medium for Drosophila (corn flour, yeast,
agar, sugar and nipagin to prevent the occurrence of
mould and infections).

Three to four day old wild type males of Drosophila
melanogaster (test group 1, N = 30) were starved in
empty bottles for 5 h and then transferred and exposed to
the 1% sucrose by methods of Lewis and Bacher (22) and
served as the negative control group. The other group of
individuals (test group 2, N = 30) was treated with 0.75
ppm ethyl-methane sulfonate (EMS) dissolved in 1% su-
crose and served as the positive control group. The third
group of individuals (test group 3, N = 30 males) was ex-
posed to the methanol extract dissolved in 1% sucrose,
while the fourth group of individuals (test group 2, N =
15 males) was treated with 5% synthetic gallic acid dis-
solved in 1% sucrose.

After 24 h treatment and further 24 h resting on the
fresh medium, males were individually mated to two-five
day old virgin Basc females (which made brood I). The
males were then remated in new vials with three new vir-
gins Basc females at two-three day intervals (thus creat-
ing brood II), to test all germ cell stages for the presence
of mutations. Males were then transferred again to the
fresh vials containing three Basc virgins (brood III).

The F2 generation was examined for the presence or
absence of wild type males. All wild type males in this

generation contained the same treated X-chromosome in
hemizygous condition. Any recessive lethal on it will be
expressed before the adult stage and such males will not
emerge. Cells exposed in successive spermatogenesis sta-
ges, were tested for induced mutations (23).

Statistical analysis

Statistical evaluation of the antimicrobial data was
performed by Student’s t-test. The results are expressed
as mean ± standard deviation. The frequency of sex-
-linked recessive lethal cultures was calculated according
the ratio between the numbers of lethal cultures to the to-
tal number of treated X-chromosomes. The total num-
ber of treated X-chromosomes is equal to the sum of le-
thal and non-lethal cultures. The significance of the
percentage difference regarding lethal cultures was ex-
amined by testing for big independent samples – testing
the difference between proportions (24).

RESULTS

In the methanol extract of C. coggygria (1 g), 62.50 mg
pyrocatechol equivalent of phenols was detected. Also,
46.76 mg flavonoids and 15.75 mg nonflavonoids were
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TABLE 1

Total phenolics, flavonoids and nonflavonoid content of

the Cotinus coggygria methanol extract determined spectro-

photometrically with Folin-Ciocalteu reagent.

C. coggygria
methanol

extract

Total
phenolics

mg/g extract

Flavonoids
mg/g extract

Nonflavonoids
mg/g

extract

62.50 ± 2.55a 46.75 ± 3.05a 15.75 ± 1.50a

aExpressed as mg of pyrocatechol equivalent per g dry weight
of extract
All measurements were repeated three times

TABLE 2

Antimicrobial activity of the methanol extract of C. coggygria stem and synthetic gallic acid by cylinder plate method.

Microorganism Zones of inhibition (mm)a,b,c

C. coggygria extract Gallic acid Standardd

150 mg 300 mg 500 mg 150 mg 300 mg 500 mg 100 mg

Bacteria

S. aureus (IHP) 14 ± 1.0 6 ± 0.5 9 ± 0.5 0 0 0 26 ± 1.0

B. subtilis 0 8 ± 1.0 9 ± 0.5 0 0 0 30 ± 1.0

K. pneumoniae 0 0 10 ± 0.5 10 ± 1.0 13 ± 0.5 0 31 ± 0.5

E. coli 29 ± 1.0 15 ± 0.5 17 ± 0.5 29 ± 0.5 31 ± 0.2 30 ± 0.5 36 ± 0.1

S. aureus 15 ± 0.5 19 ± 0.5 10 ± 0.5 9 ± 0.5 9 ± 1.0 10 ± 0.1 32 ± 0.5

M. lysodeikticus 20 ± 0.5 8 ± 0.5 18 ± 0.5 18 ± 0.3 19 ± 0.5 0 40 ± 0.5

Yeast

C. albicans 0 0 0 0 0 0 32 ± 0.5

a Values are mean ± S.E based on two replicates, zone of inhibition in mm
b "O" absence of antimicrobial activity
c Negative control (DMSO) was negative
d Positive control: Amracin 100 mg for the bacteria and Nistatine 100 mg for the yeast



detected in 1 g of dry weight of extract. Results of the de-
termination of total phenolics, flavonoid and nonflavo-
noid contents are given in Table 1.

The antimicrobial activities by cylinder plate method
of the methanol extract of C. coggygria stem and synthetic
gallic acid against the test bacteria and C. albicans are

presented in Table 2, while the data of antimicrobial ac-
tivities by macro broth dilution method of the methanol
extract of C. coggygria stem and synthetic gallic acid were
given in Table 3. These results showed that the methanol
extract has higher antimicrobial activity than synthetic
gallic acid.

The genotoxic effect of C. coggygria methanol extract
(test group 3) and synthetic gallic acid (test group 4) are
shown in Table 4. Ethyl-methane sulfonate in a concen-
tration of 0.75 ppm (test group 2) was shown to be clearly
genotoxic, inducing significant increases in the frequen-
cy of mutations in all the three broods. The frequency of
germinative mutations induced by the C. coggygria ex-
tract in SLRL test is significantly higher than that in-
duced by sucrose as negative control (Table 4). Compa-
red to the EMS as a positive control group, the extract
induced recessive lethal X-linked mutations in all three
stage of spermatogenesis. On the other hand, the syn-
thetic gallic acid in the concentration of 5% induced sig-
nificant increases in the frequency of mutations in III
brood compared to the EMS, based on which we may
conclude that spermatocytes fall into and represent a
sensitive stage of spermatogenesis.

DISCUSSION

The use of a natural product with therapeutical prop-
erties has a long history. Plants are invaluable sources of
pharmaceutical products (25). Many plant extracts have
been used as a source of medicinal agents to cure urinary
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TABLE 4

Frequencies of SLRL mutations after treatment of Drosophila melanogaster males with methanol extract of plant C. coggygria

and synthetic gallic acid.

Treatment I brood S
No of lethal
% of lethal

II brood S
No of lethal
% of lethal

III broods S
No of lethal
% of lethal

I+II+III S
No of lethal
% of lethal

Test group 1 300 269 252 821

1% Sucrose 5 5 6 16

negative control 1.67 1.86 2.38 1.95

Test group 2 265 193 140 598

0.75 ppm EMS 88 65 36 189

positive control 32.21 33.68 25.71 31.61

Test group 3 269 284 252 805

5% C. coggygria 34 17 43 94

extract 12.64 5.99 17.06 11.67

Test group 4 134 130 96 360

5% Synthetic 13 12 16 41

gallic acid 9.7 9.2 16.6 11.4

tsucrose/extract 5.45*** 2.57* 5.72*** 8.15***

tsucrose/gallic acid 3.02** 2.76** 3.65*** 5.42***

tEMS/extract 5.71*** 7.57*** 2.25* 9.09***

tEMS/gallic acid 6.13*** 6.25*** 1.70# 8.4***

Statistically significant difference: p < 0.05*; p < 0.01**; p < 0.001***
Frequencies that are not significantly different: p > 0.05#

TABLE 3

Antimicrobial activity of the methanol extract of C. coggy-

gria stem and synthetic gallic acid by macro broth dilution

method.

Microorganism Minimal inhibitory concentration
(mg/mL)

C. coggygria
extract

Synthetic
gallic acid

Standarda

Bacteria

S. aureus (IHP) 250 0 2.500

B. subtilis 125 0 1.250

K. pneumoniae 250 500 0.625

E. coli 250 0 0.625

S. aureus 250 500 1.250

M. lysodeikticus 250 0 1.250

Yeast

C. albicans 125 500 5

a Standard: Amracin 5 mg/mL for the bacteria and Nistatine
5 mg/mL for the yeast
b "O" absence of antimicrobial activity



tract infections, cervicitis vaginitis, gastrointestinal dis-
orders, respiratory diseases, cutaneous affections, helmi-
nitic infections and inflammatory process (26, 27).

Phytochemical investigation of the methanol extract
of plant C. coggygria led to the isolation of several pheno-
lic compounds (10, 28). Polyphenolic compounds are
known to have antioxidant activity and it is likely that the
activity of the extracts is due to these compounds. It is
suggested that polyphenolic compounds have shown anti-
carcinogenic effects and potential to prevent cardiovas-
cular and cerebrovascular diseases (29). Our results dem-
onstrate (Table 1) that in the methanol extract of C.
coggygria (1 g), 62.50 mg of pyrocatechol equivalent of
phenols are detected.

Many efforts have been made to discover new anti-
microbial compounds from various sources such as ani-
mals, microorganisms and plants. Plants possess antimi-
crobial natural products to protect themselves (30, 31).
Antimicrobial activities of various herbs and spices in
plant leaves, flowers, stems, roots or fruits have been re-
ported (32, 33, 34, 35).

The results obtained regarding the antimicrobial ac-
tivity of the methanol extract and synthetic gallic acid, as
evident from Table 2 and Table 3, showed that synthetic
gallic acid demonstrated lower antimicrobial activity than
methanol extract. In an amount of 500 mg, extract was ac-
tive against all examined pathogenic and phytopatho-
genic bacteria with the inhibition zones ranging from 9
to 18 mm (Table 2). Very sensitive bacteria toward meth-
anol extract are E. coli (in amounts of 150 mg and 300 mg
inhibition zones are 29 and 17 mm, respectively) and M.
lysodeikticus (150 and 300 mg of extracts produced inhibi-
tion zones of 20 and 18 mm, respectively). All phytopa-
thogenic bacteria were sensitive in the presence of the ex-
tract in an amount of 300 mg to 500 mg. The highest
concentration of the methanol extract of C. coggygria
(500 mg) showed the highest inhibition zones (ranging
from 9 to 18 mm). C. albicans was completely resistant in
the presence of all examined concentration of the plant
methanol extract.

Based on MIC values, the tested extract shows anti-
bacterial activity between 125 and 250 mg/mL against all
tested pathogenic bacteria (Table 3). Although the MICs
obtained with the methanol extracts are high compared
with those of Amracine, in general between 125–250
mg/mL, these results are of interest since they have been
obtained with methanol extracts and are not a pure prod-
uct and could be considered to have good potency level.
Based on these results, it is possible to conclude that
methanol extract of C. coggygria has stronger antibacte-
rial activity.

In general, pure gallic acid showed lower antimicro-
bial activities than the methanol extract. From six investi-
gated bacteria gallic acid showed activity on four bacteria
species. Gallic acid (the concentrations are 150, 300, 500
mg/disc) showed strong antibacterial activity against E.
coli (36) with inhibition zones from 29–31 mm respec-
tively. For S. aureus the effect of gallic acid is 40–50% less

than methanol extract. The examined concentration of
gallic acid does not demonstrate inhibition effect on the
growth of S. aureus (isolate), B. subtilis and C. albicans.

The sex-linked recessive lethal test on Drosophila me-
lanogaster has been proved to be an excellent screening
test for the detection of natural plant’s mutagens (37). In
the present study, we examined the genotixicity of the
methanol extract of plant C. coggygria and synthetic gal-
lic acid using a short test for the detection of mutageni-
city in vivo conditions. According to the results, metha-
nol extract of plant C. coggygria in a concentration of 5%
induced sex-linked recessive lethal mutations on the X-
-chromosome of Drosophila melanogaster (test group 3,
Table 4) in both postmeiotic (spermatids and spermato-
zoids) and premeiotic (spermatocytes) germ cell lines.
For the purpose of comparative analysis we used syn-
thetic gallic acid (test group 4). Compared to the EMS as
positive controle group, this polyphenolic acid induced
significant increases in the frequency of mutations in III
brood (Table 4), based on which we may conclude that sper-
matocytes represent a sensitive stage of spermatogenesis.

The antimicrobial studies revealed that methanol extract
of C. coggygria is more effective against all tested microor-
ganisms than gallic acid. Therefore, the extract can be used
as an effective and safe source of antibacterial agent. On the
other hand, the results obtained in the investigation of
genotoxicity showed the genotoxic effect of the extract.

Reviewing the literature we found an increasing num-
ber of articles showing adverse effects of the drug. For ex-
ample, two antibacterial compounds, metronidawle and
furazolidone, were tested for their genotoxic effects in so-
matic and male germ line cells of Drosophila melanogas-
fer. The results show that metronidazole is only genoto-
xic at the highest concentration (100 mM) both in the so-
matic and germ line cells, whereas hrazolidone is geno-
toxic even at lower concentrations (38). Another example
is Ciprofloxacin, one of the best known drugs for the
treatment of many bacterial infections and widely used
in medicine. Ciprofloxacin is highly active in vitro against
a broad spectrum of Gram-negative and Gram-positive
organisms (39). On the other hand, in vitro genotoxicity
of Ciprofloxacin has been demonstrated with sister chro-
matid exchange and unscheduled DNA synthesis (40) and
in vivo genotoxicity with the micronucleus test (41) and
chromosomal aberrations (42) in lymphocytes of humans.

In conclusion, the results of this research showed that
total phenolics are important components of this plant,
and some of the pharmacological effects could be attrib-
uted to the presence of these valuable constituents. Fur-
ther work is required to establish if any other compo-
nents of this plant have any role in the activity of the C.
coggygria extracts. Also, further in vitro and in vivo stud-
ies are needed before definitive conclusions about the
mutagenic potential of C. coggygria can be drawn.
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1 The existence of experimental evidence about diver�
sity of chemical substances that are of natural origin and
their capability to achieve (realize) different biological
effects, because they can serve as a raw material in phar�
maceutical industry, are the reasons for more studious
approach in research of consequences of herbal metabo�
lit interaction with hereditary material.

The Cotinus coggygria plant is a small genus of the
family Anacardiaceae with two species: Cotinus coggy�
gria Scop. (syn.: Rhus cotinus L.) and Cotinus obovatus
Raf., American smoketree. Smoketree comes from
southern Europe, central China and Himalayas.
Plants in the family Anacardiaceae have a long history
of use by peoples for medicinal and other uses. Cotinus
coggygria it tradicionally belived to be usefil as an anti�
microbial treatment, used in the form of external
washes [1]. In the folk medicine Cotinus coggygria is
used as antiseptic, anti�inflamatory, antimicrobial,
antihaemorragic effects, wound�healing [2], against
diarrrhoea, paradontosis, gastric and duodenal ulcer
[3]. Extract of Cotinus coggygria is effective for
enhancing the elasticity of the skin and/or treating
wounds, including the inhibition of the appearance of
scars [4]. A yellow/orange dye can be obtained from
the root and stem and can be used for fabric dying. The
leaves and bark are a good source of tannins [5], which
can have influence on DNA function [6].

Chemical analyses of the plant Cotinus coggygria,
which is often used in traditional medicine, show that
is rich with polyphenols, flavonoids and tannins [7, 8]

1 The article is published in the original.

and it is established that they can influence on bio�
chemical and physiological functions of living systems
that are on different leveals of complexity [9, 10]. Sci�
entific data confirm that this metabolits have antioxi�
dative, antiphugal and anti�inflamatory capability [11,
12], but there is little information about genotoxicity
and/or antigenotoxicity of the extract of this plant [6].

Test for sex linked lethals (sex�linked recessive
lethal test—SLRL) is short�termed, highly sensitive
and is used for detection of mutations on X chromo�
some in germinative cell lines of pre�meiotic (sperma�
tocites) and post�meiotic degress (spermatides and
spermatozoides) in the conditions of in vivo [13]. The
high correlation between carcinogenic and mutagenic
activity in SLRL test is the reason of its frequent using
in genotoxicity research. Hereditary changes are mea�
sured on non�treated offsprins (posterity) so that we
get a real hereditary effect, and microsome enzyme
reactions of the used model system, enable results
extrapolation that is danger estimation on man [14].

We have used SLRL test on Drosophila melano�
gaster for evaluation in vivo genotoxicity and antigeno�
toxicity of Cotinus coggygria extract, prepared in two
concentrations. For positive control and post�treat�
ment we used 0.75 ppm of EMS which is a proven
mutagene from alkilating agents class [15].

In this study we show results of investigations of geno�
toxic and antigenotoxic effects of Cotinus coggygria meth�
anol extract on mutagenicity induced with EMS on X
chromosome on Drosophila melanogaster males.
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MATERIALS AND METHODS

Chemicals

The mutagen used in this study was EMS—ethyl
methanesulfonate in a concentration of 0.75 ppm and
1% sucrose was used as a negative control (Sigma�Ald�
rich, St. Louis, MO, USA).

Plant Material and Extract Preparation

The Cotinus coggygria plants were collected from
the place Rujište from mountain Rogozna in the
North of Kosovo, in May–June 2007. The species was
identified and the voucher specimen was deposited
(16178, BEOU) at the Department of Botany, Faculty
of Biology, University of Belgrade.

The air�dried of Cotinus coggygria stem (1157 g)
was broken in the small pieces 2–6 mm by using a
cylindrical crusher and extracted with methanol (500
ml) using Soxhlet apparatus. The extract was filtered
through a paper filter (Whatman, no. 1) and evapo�
rated. The residue (32 g) was stored in a dark glass bot�
tle for further processing.

The sex�linked recessive lethal test was done with lab�
oratory stocks of Drosophila melanogaster (obtained from
Bloomington Stock Center, Indiana). One is Canton S
whose individuals have normal phenotype (wild type),
while Basc line flies are characterized with individuals
homozygous for a balancer X�chromosome which carries
two genetic markers: Bar (B) which produces a narrow
eye shape in homo� and hemizygous conditions and a
kidney shaped eye when heterozygous in females. Eye
restricted to a narrow vertical bar about 80 facets appear
in males and about 70 facets in homozygous females.
Heterozygous female has intermediate number of facets
(about 360) between homozygous females (about 70) and
wild�type (about 780). The character can be regarded as
partially dominant; white�apricot (wa)—changes the red
eye color into a light orange and is expressed only in
homozygous females and hemizygous males; scute (sc)
—recessive mutation that reduces the number of tho�
racic bristles. This mutation is linked with the long inver�
sion on X�chromosome, which is necessary for suppres�
sion of crossing�over that could change the existing gene
combinations on the treated chromosome [14].

Text Procedure

Three days old Canton S males were starved in
empty bottles for 5 hours prior to treatment and then
transferred and fed in bottles with filter paper soaked
with solution of 0.75 ppm ethyl methanesulfonate for
24 h (positive control). After another 24 h of recovery
on the standard medium, each male was mated indi�
vidually to three Basc females, in 30 bottles, which
made I brood. After two days, males were transferred
to the new vials with three virgins of Basc line
(II brood), and after three days males were transferred
again to the fresh vials with three Basc virgins

(III brood). These males stayed with females for three
days and were removed afterwards. Females were left
for five days to lay eggs and then they were removed.

The same procedure was used to solvent, 1%
sucrose that served as the negative control [15], while
0.75 ppm of EMS 24 hours prior to 2% methanolic
extract of Cotinus coggygria in the relaxation period
(within following 24 hours) was the test group for
antigenotoxicity (post�treatment). Another group of
30 males was treated with 5% extract of Cotinus coggy�
gria dissolved in sucrose.

After F1 emerged, brother�sister matings were
allowed for several days and 10 pairs from each vial
were placed individually into the new vials. Each vial
would give the progeny of one treated X�chromosome.

In F2 the phenotypes were scored according to the
eye color and shape. Absence of the wild type males
indicated the presence of recessive lethal induced by
the test substance (Figure).

The stocks were maintained and all the experi�
ments were done under optimal conditions (t = 25°C,
relative humidity = 60%, 12/12 h of light/dark regime)
on a standard nutritive medium for Drosophila (corn
flour, yeast, agar, sugar and nipagin to prevent mold
and infection).

The total number of treated X�chromosomes is
equal to the sum of lethal and nonlethal cultures, and
the frequency of sex�linked recessive lethal was calcu�
lated by the ratio of the number of lethal to the total
number of treated X�chromosomes. Testing of signifi�
cance of difference in percentage of lethals was done
by test for big independent samples (testing of differ�
ence between proportions [16]).

RESULTS

The results obtained for SLRL test are presented in
Table. The 0.75 ppm of EMS and 5% methanolic extract
of Cotinus coggygria induced significant mutations in X
chromosome of Drosophila melanogaster males. The fre�
quency of germinative mutations induced by those
chemical agents is significantly higher than the frequency
of mutations induced by sucrose (negative control).

P:

F1:

F2:

×

;

red eyes

×

; ;

Illustracion of crosses Drosophiles through generations.
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Therefore, 2% methanolic extract of Cotinus coggygria
reduced the genotoxicity of EMS in two germ cell lines
(spermatozoides and spermatides) compared to the pos�
itive control. The results shown in table suggest that the
components that containing Cotinus coggygria (probably
the combination of phenoles and flavonoides) and pro�
moting anti�genotoxic activity in in vivo system of Droso�
phila melanogaster and might be considered as potential
agents for chemoprevention, as well as for fertility
improvement of the individuals.

DISCUSSION

Studies that are dealing with biological effects estima�
tion of chemical substances that are of natural origin,
confirm that some of them are strong natural antioxi�
dants, that can have antigenotoxic and anticancerogenic
capability [17] or to iduce apoptosis which can be impor�
tant in the treatment of various diseases. That is impor�
tant to study their possible hemopreventive potentials.

In this study, methanol extract of Cotinus coggygria
stem was investigated for genotoxicity and anti�geno�
toxicity in males Drosophila melanogaster treated with
0.75 ppm of EMS. By phytochemical analysis, in the
methanol extract of Cotinus coggygria 62.50 mg of pyro�
catechol equivalent of phenols was detected, also,
46.76 mg of flavonoids and 15.75 mg of nonflavonoids
were observed in 1 g of dry weight of extract [18]. West�
enburg et al. [11] also shows that dominant compounds
in the ethyl acetate partition of Cotinus coggygria were
disulfuretin, sulfuretin, sulfurein, gallic acid, methyl
gallate and pentagalloyl glucose. Fractionation of the
methanolic extract from Cotinus coggygria was per�
formed by Stathopoulou et al. [7] and led to the isola�
tion of the sulfuretin, fisetin, 7,3',4'�trihydroxy�fla�
vanone, 5,7,4'�trihydroxy�flavanone, 4,2',4'�trihydrox�
ychalcone, 2,3�dihydro�fisetin, 2,3�dihydro�quercetin,
methyl gallate, 3,4,2',4'�tetrahydroxy�chalcone, quer�
cetin, 4',7�dihydroxy�flavanone and 4',7�dihydroxy�
2,3�dihydroflavonol. Polyphenoles and flavonoids are
the key extract components of this plant, and scientists

Frequencies of SLRL mutations after treatment of Drosophila melanogaster males with EMS and methanol extract of plant
Cotinus coggygria (post�treatment)

Treatment
I brood Σ 

No of lethal 
% of lethal

II brood Σ 
No of lethal 
% of lethal

III broods Σ 
No of lethal 
% of lethal

I + II + III Σ 
No of lethal 
% of lethal

Sucrose 300 269 252 821

negative control 5 5 6 16

(1%) 1.67 1.86 2.38 1.95

Cotinus 269 284 252 805

coggygria extract 34 17 43 94

(5%) 12.64 5.99 17.06 11.67

EMS 276 201 146 623

positive control 91 67 37 195

(0.75 ppm) 32.97 33.33 25.34 31.30

EMS (0.75 ppm) 214 123 107 444

+ C. coggygria 52 16 22 90

(2%) post�treatment 24.30 13.01 20.56 20.27

10.79 9.10 6.11 14.50

tsucrose/EMS p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.001***

5.45 2.53 5.73 8.61

tsucrose/extract p < 0.001*** p < 0.05* p < 0.001*** p < 0.001***

7.53 3.55 4.52 9.23

tsucrose/ post�treatment p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.001***

tEMS/extract 5.84 7.50 2.00 9.05

p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.05* p < 0.001***

tEMS/post�treatment 2.17 4.45 0.84 4.15

p < 0.05* p < 0.001*** p > 0.5 p < 0.001***

Note: Statistically significant difference: * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.
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experimentally confirm that gallic acid, that is found
free or in tannin in numerous herbal species, can have
influence on the structure and the function of the
hereditary material [19]. Two phenols, gallic acid and
oleuropein induced a significant increase in micronu�
cleus frequency in Vicia faba while the four other phe�
nols (4�hydroxyphenyl acetic acid, caffeic acid, para�
coumaric acid and xeratric acid) had no significant
genotoxic effect. Olive mill waste water (OMWW)
genotoxicity was associated with galic acid and oleu�
ropein [20].

Our results confirm that methanol extract of Cotinus
coggygria, in a concentration of 5%, were shown to be
clearly genotoxic, induced sex�linked recessive lethal
mutations on the X�chromosome of Drosophila melan�
ogaster males in all three broods (Table). Since one of
the aims of this research was to testing the antigenotoxic
potential of the mentioned extract, the proven
mutagene was used for positive control ethyl methane�
sulfonate. The alkiltaing agent EMS is a very powerful
mutagene in almost all biological systems. Mutagenic
activity of EMS is proven for bacteriophages [21], bac�
teria [22], Arabidopsis [23] and Vicia [24].

Alkilating agents can induce mutations of different
types: transition, transversion and chromosome aber�
ations. They belong to a group of chemical mutagenes
which induce direct changes on DNA because they
react directly with the definite bases on it. This reac�
tion does not require an active DNA synthesis to
occur, but it requires DNA synthesis to be “fixed”
[25]. It is established with the precise methods of
molecular biology that EMS changes guanin into
ethil�guanin (adds ethyl –CH3–CH2�group), causing
mutations of the substitution type. Because of this,
instead of G�C pair, there is a A�T pair bases on the
DNA. Besides modification, they can “cut” few bases
from desoxy�ribosophosphate skeleton DNA—they
have clastogenic effect. They react with purins, pirim�
idins and phosphates [26].

The results from the Table clearly point out that
EMS, in concentration of 0.75 ppm, increases the fre�
quency of X�linked lethal recessive mutations in
Drosophila melanogaster in the all three broods, on all
three stages of gametogenesis.

Post�treatment results show that methanol extract
of Cotinus coggygria, applied after the acting of EMS
(in relaxation period), in lower concentration (2%)
can have inhibitory effect on mutagenesis of this alki�
lating agent. Antigenotoxicity, probably of polyphenol
constituents, appears in I and II brood because the
lower rate mutation, in relation to positive control, is
noticed in post�meiotic stagies: at spermatozoides and
spermatides. These data suggest that the reparation of
DNA damages, with the help of this extract, is stirred
up in haploid stagies of the gametogenesis. Also, it can
be concluded that this effect is temporarily (5 days
from use). Fedeli et al. [27] showed that tannins are
capable of protecting against DNA breakage at low
concentrations, while at high concentrations they

could be genotoxic. Also, Birosová et al. [19] showed
that gallic acid inhibits mutagenic effect of sodium
azide in the concentration of 500 mg/plat.

Since the high level of damage in the DNA sequences
can have harmful consequences on organism, it is impor�
tant to keep both the exact mechanism of DNA replica�
tion and the normal function of enzyme complex for rep�
aration changes that appear in DNA spontaneously or
inductively with various agents [28, 29]. Based on our
results, we can conclude that methanol extract of Cotinus
coggygria, applied in lower concentration, can be impor�
tant for keeping the genetic stability of the organism, as
well as for fertility improvement of the individuals. The
phytopreparation with low concentrations had a antimu�
tagenic effect.
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INTRODUCTION

Cotinus is a small genus of the family Anacardiaceae 
with two species: Cotinus coggygria Scop. (syn.: Rhus 
cotinus L.) and Cotinus obovatus Raf., American smo-
ketree. Cotinus coggygria is a deciduous, polygamous 
shrub or little tree up to 7 m tall. It has a wide dis-
tribution from Southern Europe, the Mediterranean, 
Moldova, and the Caucasus to Central China and 
the Himalayas (Novaković et al., 2007). Flora of 
Serbia defines two varieties of Cotinus coggygria: 
var. laevis with form atropurpurea and var. arenaria 
(Josifović et al., 1973).

Leaves and young branches are utilized for the 
production of essential oil with a terpenic scent for 
use in perfumery (Tsankova et al., 1993). Yellow/
orange color can be obtained from the root and stem 
of Cotinus cogygria and can be used for fabric color-
ing. Leaves and bark are a good source of tannins 
(Grieve, 1971).

In folk medicine, the plant is used for its anti-
septic, anti-inflamatory, antimicrobial, antihem-
orrhagic, and wound-healing effects and against 
diarrrhoea (Demirci et al., 2003). The dried leaf and 

twig of C. coggygria are used in Chinese traditional 
medicine to eliminate «dampness» and «heat», and 
as an antipyretic (Huang, 1999). 

Extracts of aromatic plants obtained using organ-
ic solvents or fluidized gasses, essential oils, fractions 
and isolates of extracts, and essential oils are utilized 
in flavor and fragnance, food, perfumery, cosmetics 
and toiletries, fine chemicals, and the pharmaceuti-
cal industry and in therapy. They are used as such or 
in diluted forms in the budding aromatherapy sec-
tor.  

The objectives of this study were to identify 
chemical components and investigate the genotox-
icity of methanol extract of the plant Cotinus coggy-
gria and to investigate the genetic effects of synthetic 
gallic acid using the SLRL test. 

MATERIAL AND METHODS

Plant Material

Cotinus coggygria plants were collected from the 
Rujište locality on Mt. Rogozna in Northern Kosovo 
during May-June 2007. The species was identified 
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Fig 1. C6H2(OH)3COOH; MW 170.12; 3,4,5-trihydroxybenzoic 
acid (gallic acid).

and the voucher specimen was deposited (16178, 
BEOU) at the Department of Botany, Faculty of 
Biology, University of Belgrade.

Chemicals 

Total soluble phenolic compounds in methanol 
extract of C. coggygria stem were determined with 
Folin-Ciocalteu reagent (FC) using pyrocatechol 
as a standard. Methanol extract was soluted to a 
concentration of 0.02 g/mL. Of the soluted extract, 
0.5 mL was mixed with 2.5 mL of FC reagent (previ-
ously diluted 10-fold with distilled water) and 2 mL 
of NaHCO3 (7.5%). After 15 min of stirring at 45ºC, 
the absorbance was measured at 765 nm on a spec-
trophotometer (ISKRA, MA9523-SPEKOL 211). 

The concentration of total phenolic compounds 
in the C. coggygria stem was determined as mg of 
pyrocatechol equivalent/g of dry weight of extract 
using an equation obtained from the standard pyro-
catechol graph. All samples were analyzed in three 
replications.

The flavonoid fraction was precipitated by mix-
ing 10 mL of the extract dissolved in methanol (0.02 
g/mL) with 10 mL of HCl (1: 3) and 5 mL of HCHO 
(8 mg/mL). After 24 h, the mixture was filtered 
through filter paper (Whatman No. 5). Nonflavonoid 
components were determined from the filtrate with 
Folin-Ciocalteu reagent using the same spectropho-
tometric method as for determining total phenolic 
concentration; absorbance was measured at 765 nm 
on a spectrophotometer. Nonflavonoid content was 
expressed as milligrams of pyrocatechol per gram 

of dry weight through the calibration curve with 
pyrocatechol. All samples were analyzed in three 
replications.

Flavonoid content was determined from the 
residium of total phenolic and nonflavonoid con-
tent. Flavonoid content was expressed as milligrams 
of pyrocatechol per mg of extract. All samples were 
analyzed in three replications.

Synthetic gallic acid (SIGMA ALDRICH) was 
used for comparative analysis (Fig. 1).

Genotoxicity

The sex-linked recessive lethal test for mutagenicity 
(SLRL test) was performed with laboratory stocks of 
Drosophila melanogaster (obtained from the Umea 
Stock Center, Sweden). Canton-S line flies had a nor-
mal phenotype (wild type), while Basc line flies were 
characterized by individuals homozygous for an X-
chromosome balancer carrying three genetic mark-
ers: Bar (B), which produces a narrow eye shape 
in homo- and hemizygous conditions and a kid-
ney-shaped eye when heterozygous in females (the 
character can be regarded as partially dominant); 
white-apricot (wa), which alters the red eye color to 
light-orange and is expressed only in homozygous 
females and hemizygous males; and scute (sc), which 
is a recessive mutation that reduces the number of 
thoracic bristles [the given mutation is linked with 
a long inversion on the X-chromosome, necessary 
for suppression of crossover that could potentially 
change the existing gene combinations on the treat-
ed chromosome (Lee et al., 1983)].

The stocks were maintained and all experiments 
performed under optimal conditions (t = 25ºC, rela-
tive humidity = 60%, 12/12 h light/dark regime) on 
a standard nutritive medium for Drosophila (corn 
flour, yeast, agar, sugar, and nipagin to prevent the 
occurrence of mold and infections). 

Test procedure 

Three-day-old Canton-S males (test group 1, N = 
30) were starved in empty bottles for 5 h prior to 
the treatment, then transferred and fed in bottles 
containing filter paper soaked with 5% methanol 
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extract for 24 h. After another 24 h of recovery on 
a standard medium, each male was mated individu-
ally to three Basc females in bottles, which yielded 
brood I. Two days later, males were transferred to 
new set of vials containing three virgins of the Basc 
line (thus creating brood II). After three days, males 
were transferred again to fresh vials containing three 
Basc virgins (brood III). These males stayed with 
females for three days and were removed afterwards. 
Females were left alone for five days to lay eggs, and 
then removed. 

Another group of individuals of the same age 
(test group 2, N = 15 males) was treated with 5% 
synthetic gallic acid, the solvent 1% sucrose (test 
group 3, N = 30 males) serving as a negative control 
(Lewis and Bacher, 1968).

After F1 emerged in all three-test groups, broth-
er-sister mating was allowed for several days, and 
10 females from each vial were put individually 
into new vials. Each vial would give the progeny of 
one treated X-chromosome. In F2, the phenotypes 
were scored according to eye color and shape. The 
absence of wild type males indicated the presence 
of a recessive lethal agent induced by the test sub-
stance.

The total number of treated X-chromosomes is 
equal to the sum of lethal and non-lethal cultures, and 
the frequency of sex-linked recessive lethal cultures 
was calculated from the ratio between the number of 
lethal cultures to the total number of treated X-chro-
mosomes. Significance of the percentage difference 
of lethal cultures was determined through testing for 
large independent samples by testing the difference 
between proportions (Petz, 1985).

RESULTS

In methanol extract of C. coggygria (1 g), 62.50 mg 
of pyrocatechol equivalent of phenols was detected. 

Also, 46.76 mg of flavonoids and 15.75 mg of nonfla-
vonoids were detected in 1 g of dry weight of extract. 
Results of determining total phenolic, flavonoid, and 
nonflavonoid content are given in Table 1.

The results of testing the genotoxic effect of 
methanol extract (test group 1) and synthetic gal-
lic acid (test group 2) are shown in Table 2. In our 
experiment, a 5% concentration of methanol extract 
was shown to be clearly genotoxic, inducing sig-
nificant increases in the frequency of mutants in all 
three broods (I, II, and III). Also, 5% synthetic gallic 
acid induced sex-linked recessive lethal mutations 
on the X-chromosome of Drosophila melanogaster 
males in all three stages of spermatogenesis.

DISCUSSION

Plant extracts and essential oils, as well as their 
constituents, are used in the food, cosmetics, and 
pharmaceutical industries (Stammati et al., 1999). 
Extracts of many plant species have been examined 
for a number of biological activities so far, and their 
antimicrobial, anti-inflammatory, antioxidant, anti-
mutagenic, and cancer-preventive effects have been 
partially described (Baricevic and Bartol, 2000; Mitić 
et al., 2001; vujošević and Blagojević, 2004; Faried et 
al., 2007). 

Phytochemical investigation of methanol extract 
of the plant Cotinus coggygria led to the isolation 
of several phenolic compounds (Stathopoulou et 
al., 2007; Zdunić et al., 2007). Our results demon-
strate that in methanol extract of C. coggygria (1 g), 
62.50 mg of pyrocatechol equivalent of phenols are 
detected.

Phenols are very important plant constituents 
because of their scavenging ability due to their 
hydroxyl groups (Hatano et al., 1989). Phenolic 
compounds may contribute directly to antioxida-
tive action (Duh et al., 1999). It is suggested that 

Table 1. Total phenolics, flavonoids, and nonflavonoid content of C. coggygria stem methanol extract.

Extract 
(MeOH)

Total phenolics
mg/g of extract

Flavonoids
mg/g of extract

Nonflavonoids
mg/g of extract

62.50 ± 2.55 mg 46.75± 3.05 mg 15.75 ± 1.50 mg
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polyphenolic compounds have inhibitory effects on 
mutagenesis and carcinogenesis in humans when up 
to 1.0 g is ingested daily from a diet rich in fruits and 
vegetables (Tanaka et al., 1998; Yoshida et al., 2000; 
Tsuda et al., 2004).

From alcoholic extract of C. coggygria, gallic 
acid and its derivatives methyl gallate and pentagal-
loyl glucose were isolated (Westenburg et al., 2000). 
Polyphenolic gallic acid and its derivatives are bio-
logically active compounds present in many plants 
(Kahkonen et al., 1999; Lee et al., 2000). They are 
widespread in plant foods and beverages such as tea 
and wine and are present in Cotinus coggygria, both 
in the free state and as part of the tannin molecule 
(Trpinac et al., 1983). 

Many plants and herbs have potential anti-
oxidant activity. Gallic acid is a strong natural 
antioxidant (Aruoma et al., 1993; Heinonen et al., 
1998; Khan et al., 2000; Zheng and Wang, 2001). It 
was reported as a free radical scavenger and as an 
inducer of differentiation and apoptosis in leukemia, 
lung cancer, and colon adenocarcinoma cell lines, 
as well as in normal lymphocyte cells (Inoue et al., 
1994; Kawada et al., 2001; Salucci et al., 2002; Sohi 

et al., 2003). Several plant species with anti-cancer 
activity have already been discovered, one of them 
being Cotinus coggygria. Gallic acid from this plant 
has been shown to display selective cytotoxicity 
against tumor cells and to induce apoptosis in tumor 
cells (Isuzugawa et al., 2001).

In the present study, we examined the genotox-
icity of methanol extract of the plant Cotinus cog-
gygria and synthetic gallic acid using a short test for 
detection of mutagenicity under in vivo conditions. 
Our results suggest, as evident from Table 2, that 
the components of methanol extract of Cotinus cog-
gygria in a concentration of 5% induced sex-linked 
recessive lethal mutations on the X-chromosome of 
Drosophila melanogaster (test group 1) in all three 
broods (I, II, and III). We used synthetic gallic acid 
for comparative analysis (test group 2). This poly-
phenolic acid was shown to be clearly genotoxic, 
inducing significant increases in the frequency of 
mutants in both post-meiotic (spermatids and sper-
matozoids) and pre-meiotic (spermatocytes) germ 
cell lines of the eukaryotic species Drosophila mela-
nogaster.

Employing in vivo experimental methods, the 

Table 2. Frequencies of SLRL mutations after treatment of Drosophila melanogaster males with methanol extract of the plant Cotinus cog-
gygria and synthetic gallic acid (statistically significant differences: p < 0.05*; p < 0.01**; p < 0.001***).

Methanol extract of
Cotinus coggygria

Synthetic gallic acid Sucrose-negative 
control

(Test group 1)     (Test group 2)  (Test group 3) tsucrose/extract tsucrose/gallic acid

I brood Σ 269 134 300 5.45 3.02
No. of lethal 34  13 5 p < 0.001***  p < 0.01**
% of lethal           12.64 9.7 1.67

II brood Σ 284 130 269 2.57 2.76
No. of lethal 17 12 5   p < 0.05*  p < 0.01**
% of lethal 5.99 9.2 1.86

III brood Σ 252 96 252 5.72 3.65
No. of lethal 43 16 6 p < 0.001*** p < 0.001***
% of lethal 17.06 16.6 2.38

I + II + III Σ 805 360 821 8.15 5.42
No. of lethal 94 41 16 p < 0.001*** p < 0.001***
% of lethal  11.67 11.4 1.95  
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present study showed a significant genotoxic effect 
of gallic acid on Drosophila melanogaster. Also, 
methanol extract of the plant Cotinus coggygria 
induced mutations in male germinative cells of this 
eukaryotic species, while certain chemical com-
ponents (except gallic acid) in methanol extract 
manifested a genotoxic effect. Further studies are 
needed to prove the genotoxicity of these chemical 
substances.
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Ис­пи­ти­ван је гено­то­к­с­и­ч­ни­ ефек­ат метано­л-
с­к­о­г ек­с­трак­та би­љ­к­е Cotinus coggygria и­ галне 
к­и­с­ели­не вештач­к­о­г по­рек­ла к­о­ри­шћењем SLRL 
тес­та. По­већање фрек­венци­је по­лно­ везани­х реце-
с­и­вни­х летала к­о­д тес­ти­рани­х гру­па му­ж­јак­а еу­к­а-
ри­о­тс­к­е врс­те Drosophila melanogaster, у­ о­дно­с­у­ на 

негати­вну­ к­о­нтро­лу­ предс­тављ­а по­зи­ти­ван резу­л-
тат. Стати­с­ти­ч­к­и­ знач­ајне разли­к­е у­с­тано­вљ­ене за 
I, II и­ III легло­ у­к­азу­ју­ на по­дједнак­у­ о­с­етљ­и­во­с­т 
ћели­ја премејо­ти­ч­к­о­г и­ по­с­тмејо­ти­ч­к­о­г с­ту­пња 
с­пермато­генезе на к­о­мпо­ненте метано­лс­к­о­г ек­с­-
трак­та и­ галну­ к­и­с­ели­ну­ вештач­к­о­г по­рек­ла.

ГЕНОТОКСИЧНО ТЕСТИРАЊЕ МЕТАНОЛСКОГ ЕКСТРАКТА БИЉКЕ
COTINUS COGGYGRIA И ГАЛНЕ КИСЕЛИНЕ НА DROSOPHILA MELANOGASTER
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