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Po5kodenie DNA l:itkami rozpustenymi vo vode

z propolisu a flavonoidu kvercetinu v pritomnosti Cu2+

JozEF SItr,turH

Suhrn. Pomocou agarozovej g6lovej elektroforez;- sa sledoval udinok litok rozpuste-
nych vo vode z propolisu (VRP) a rastlinn6ho flalonoitlu k'u'ercetinu na chromozirmovir
a plazmidovu DNA.

Zistilo sa. Zc k poikodeniu DNA ridinkom VRP alebo kvercctinu dochirdza a2 po 72.

hodinach. V pritomnosti Cur'. VRI'. ako aj kvercetinu dochadza k rddoro rychlcjiiemu
rozkladu DNA. PredpokladA sa. 2c k rozkladu DNA dochirdza udinkom volnich radikhlov.

Rastliny. ako zdroj l'udskej vyZivy s[ predmetom vyskumu nielen z hiadiska
potravinerskeho. ale aj pre svoje farmaceuticke vlastnosti vyuZivane v tradidnej
ludovej i modernej alternativnej medicine. Takmer vo vSetkych vekovych kate-
gori6ch obyvatelstva zaznamendvame v dennej potrave zvy5ent konzum6ciu
potravin rastlinn6ho povodu. V potravinovom retazci sa takto za(ina zvy5ovat
mnoZstvo roznych rastlinnych zludenin. Medzi tieto zludeniny patria aj flavono-
idy, ktore maju vyznamnu reguladnu funkciu vo flexibilnych ochrannych syste-

moch rastlin.
Flavonoidy su doleiit6 pri pigrnent6cii kvetov a ochrane pred UV Ziarenim

[ ], jednoduch6 flavonoidy ako naringenin a luteolin. su signdlmi indukcie genov
hl'uzkotvornyich bakterii Zijicich v symbioze so strukovinami [2] a niektor6
flavonoidy zase regulujfi transport auxinov v rastlinech [3]. elovek prijima
denne v rastlinnej potrave okolo 50 mg ,,kvercetinovych ekvil'alentov" [4].
Flavonoidy sa zudastiuju aj na vytv6rani doleZitej organoleptickej vlastnosti
potravin -' farbe [5]. R6zne druhy flavonoidov [6, 7] sa hojne vyskytuju v liedi-
vych rastlin6ch a v lepivom ochrannom povlaku povrchu pudikov rastlin. Vdela
v evoludnej symbioze s rastlinami zbiera tieto ochranne materidly rastlin, homo-
genizuje ich s vyluikami vlastnych Lliaz. najmd proteinmi [8] a pouZiva ich ako
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nie '.'iizi'r,,' .rlr,.i.ir r .ic-clnolr alcbo y obidi'oclr yiulkir;i.:l-r ijr.,:!\r,;,'i,,.-cl i,i.. r

itl.izlii,.iil f -lii: -lll 'l-rgii: ..zitrt1V" ! lti(;leklle niazriii,-1r,,,,r-i i ))..j .\. ,,ir1r..,,.i.i..;;...

ctltslti lt.j ,<,iir',r-lti i:rilrkiiir:ri. -.a ilajit ider.rtifikoviii i',.ir;',,.'(r'", ;;g,,',''.,,;\'.i it,,rli.i, '.

t::akI::.-'iirit:,".
i)i:ri rrrir i,rr :i i :r i';,\ \ \ i., ii r'a l;'r'. nadipi ralor, ir :;ii iik ii; i l

krul i,ir ii, j vitiil:i i :,lir i z angiicke!ro covalcntl!, close(i i. u,'
nie : -'cci)li x^l lii:o ecii):'iA sti po plerui,.,rii.!t-clneht'., ,

', it tlroiiItrli iir i/ li,trtiiii.,lho llir;lasi1 dttplcr. L\N ir (r,;r;

prt,Liscli i rri:it{,ir',i!r ,. 1;rl,nac}r DNA v'znikti lj tllir':-,;,

Di: '1, (z "ilriliiviri'iri, irnear tlr.ipiex DNA).
i,.*iit.rk \ Ri' ;,;, llitzll,trlovit t)NA sne siedoyai: '1)i,ti.:, , i)ii ii{:t,; ir: .'1', q .:t!i'\.'i

elekii-oflrr,-l',v. Ztt-i:iii i rtri-rlekttie nlti;rl-nidtt llllR- i--: -\i-irc 1iilit;illl\:i:iill ili i:,.,
7.1-hotlirtor()iit i;(.]5,)beiii VRP (t;br-, l) li pre'juriii rii \ ,irir'!. l.: 1, iIN,\ .;1r

preruSuje r,.jeCttor.i"t ro svo.iich rciazcor ir rneni ita klrri.io,,rr i-:iJZitiiclrr\ rj t-li:iA
(obr. t.linia -1 ). 

-ieltto expcrirttcttt ukazu-ie. ako 1-ronrulr,.lochlrtiza l. posktiiitirirr
DNA lirtkarri rrstlinneho povodu. takie tieto kitkv by r, l.rotlnrienliach nornriil-
neho fyziologickeho tritvcnia nenriili priamo poSkoelzoviri I)NA a ledri ['rv

nemali pdsobit ako genotoxiny. Treba viak mai na./rctcli Jednak trvalu zltrri
orgernizmu tvuritrr zlirceninami. jednak moTnosi trchrannihr-. rii'inl,r.r inv,-'h llitok
zamedzujilcich poikodenie DNA v organizmc.

Latky rozpustn6 \,o vode z propolisu olplyvnuje po dlhoclobonr irosobeiri rr.j

biologicki firnkciu DNA. Restrikina endonukleaza Eco l{l (obrr. l.linirr b) nit:
je schopnh rozStiepii molekulLr DNA plaznridu pllR -ill. ktora bolri i'-r'starcna
72-hodinovernu pcisobeniu VRP v por()vnarri s kontrolnimi crpei-inrcntrni
(obr. l. linia 4 a 5). Plazrnidclva Dni-A po 72-hodinr.'voi.r.r 1'rosobcni iatkiinri
rozpustnimi vo vode z propolisu straca aL 50oio svojej templatove.l aktir,'it5,

v transkripcii in vitro (experiment sa neuvadza). Poikodenie rnolekuly plaznri-
dovej DNA a zniZenie jej biologickej aktivity v dosledku dlhodobeho posobenia
ldtkami rozpustnymi vo vode z propolisu ma istlr analogiu s ircinkom inlrch.
biologicky iriinnych l6tok rastlinneho povodu na DNA v d6slcdku vzniku
volnych radikAlov. ktorych produkcia sa redovo zvy5uje v pritomnosti niekto-
rych dvojmocnich kovov. najmd v5ak Cur- [0]

Na obr. 2 vidiet' udinok ldtok rozpustnych vo vode z propolisu a kvercetinu
na chromoz6movu DNA v pritomnosti 0,1 mmol . I I ('uCl. po 2:l-hodino'vorn
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Obr. i. Ucinok VRP na DNA plazmidu pBR 322. Reakine podmienky su uveden6 v kap. Materiril
a metody. Po 72-hodinovom prisoheni VRP na cccDNA sa vzorkv analyzovali agar6zovou g6iovou
elektrolorezou priamo (linie l- -3) alebo po inkubicii s restrikdnou endonukleizou Eco RI {linic

4 6).

Linia I a 4: pBR 322po72-hodinovom stiti v dest. H,O pri teplote miesrrrosri.
Linia 2 a 5: pBR 322 cccDNA po 72-hodinovej diallize oproti 0,3 mol . I ' NaCl v H,O.
Linia 3 a 6: pBR 322 cccDNA po 72-hodinovej dialyze oproti VRP v 0,3mol .l-r NaCl.
Fig. l. Effect of VRP on DNA of plasmid pBR 322. Reaction conditions are stated in chapter
Material and methods. After a 72-hour action ol VRP on cccDNA, the samples were analysed by
agarose gel electrophoresis directly (lines l-3) or after incubation using restriction endonuclease

EcoRI (lines zl- 6).

Lines I and 4: pBR 322 cccDNA alter 72 hours in distilled water at room temperature.
Lines 2 and 5: pBR 322 cccDNA afterT2 hours dialysis against 0.3mol l-rNaCl in HrO.
Lines 3 and 6: pBR 322 cccDNA after 72 hours dialysis against VRP in 0.3mol l-r NaCl.

posobeni pri teplote miestnosti. Doch6dza k rozkladu vysokopolymernej DNA
telacieho tymusu aZ na nizkomolekulove lragmenty (obr. 2, linia l). Vlfsledok
tejto reakcie je podobnf enzimovemu rozkladu DNA ridinkom dezoxynukle6z,
preto sa zlirieniny podobnfch vlastnosti oznadujil ako chemick6 nuekl6zy I l].
V pritomnosti Cu2+ nast6vaju vyrazn€ zmeny v molekule kvercetinu (obr. 3)
ako d6sledok oxidadno-redukdnych reakcii s ndslednou gener6ciou volnich
radikilov, ktor6 sa zridastiujri rozkladu DNA. Sriiasne s naSimi experimentmi
[2] potvrdil po5kodenie DNA flavan-3-olmi v pritomnosti Cu2+ ionov aj
Shirahata a kol. [3].

Ziskan6 vyfsledky poukazujri na to. Ze flavonoidy a l6tky rozpustne vo vode
z propolisu m6Zu v pritomnosti vySSej koncentrecie tranzitnlich kovov sp6sobid
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Obr.2. Udinok VRP a kvercetinu na DNA telacieho tlmusu h v pritomnosti Curt.
Reakdn6 podmienky: Reakind zmes ( I ml) obsahuje 0. l6 mg DNA telacieho tymusu, 0,001 mol . I I

CuSOo. 0.01 mol .I I Tris-tlCl. pH 8.2.

VRP (l l5 opticklich jednotiek pri 285 nm) alebo 50 pg kvercetinu. Kontrolne experimenty sa robili
za rovnakych podmienok s tinr, Zc sa nepouiili iony Cu:' .

Po 24-hodinovej inkubricii pri 25oC sa odpipetovalo z reakinej zmesi l0pl a pouZilo pre g6lovri

elektrolorczu v 1o/o agaroz-ovom g6li.

Linia l: Udinok kvercetinu na DNA v pritomnosti 0.001 mol .l I CuSOo.

Linia 2: Udinok VRP na DNA v pritomnosti 0,001 mol .I I CuSOr.

Linia 3: 0iinok kvercetinu na DNA.
Linia 4: Udinok VRP na DNA.
Linia 5: Udinok 0,001 mol .l-r CuSOi na DNA.
Linia 6: DNA telacieho tymusu (2pg/l0ml).

Fig.2. VRP and quecetin effect on DNA olcalf thymus in the presence of Cu2*.
Reaction conditions: Reaction mixture (lml) contains 0.l6mg DNA ol calf thyms' thymus.

0.001mol .l-r CuSo4, 0.01 mol l-r Tris-HCl. pl{ 8.2.

WSP ( I I 5 optical units at 285 nm) or 50 pg quercetine. Checking experiments were carried out under

the same conditions, but without the use of Cur n ions. Alter 24-hour incubation at 25oC, l0 pl from
reaction mixture was withdrawn and used for gel electrophoresis in I 7o agarose gel.

Line 1: Quercetin effect on DNA in the prescnce of 0.00lmoll I CuSO..
Line 2: VRP effect on DNA in the presence ol0.00lmoll I CuSO.,.

Line 3: Quercetin effect on DNA.
Line 4: VRP effect on DNA.
Line 5: Effect ol 0.001mol I I CuSOr on DNA.
Line 6: DNA olcalf thyms thymus (2pgll0ml).
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Obr. 3. Zmcnl spcktroibtonrctrickjch rlastnosti krcrcctinu v pritomnosti Cu:'.
Rcakr'nri zrncs obsahu.jc 0.0lnrol .l jl'ris-tlCl. plt 1i.1.0.1-smnrol .l rCucl. a l50pg kvercctinu
r I rll. Ihncd po znricSani kompolrL-nt()\'sa reakc'nli zmcs zricclila I : l0 s 0.01 mol .l I Tris-HCl. pH
8.1. Reakcia pcbiehala pri teplote mic:tnosti a nrcralo sa na spcktrtrlbtometri PYE UNICAM.

Modcl 600.

I kvercctir.r r nepritorrrnostr Cur . I krcrcctin r pritornnosti CuCl. po 4-min inkubAcii.
I kvercctin r pritonrnosti CuCl. po lO-min inkuhri.^ii.,1 kvcrcctin v pritomnosti CuCl. po

l0-min inkubacii. A absorbancia.
Fig. .1. Altcration of spcctrophotornctric pr()pcrtics ol quercc{in in the presence ol Cul' .

Reactionnrirturccontains0.0lnrol I rTris-llCl.pH8.l.0.l5mnrol I rCucl"plusl50pgquercetin

in I rnl. Immediatelv alter the blendin-q ol'cornponcnts. reaetion nrirture uas diluted (l: l0) with
0.01 moi I I Tris-HCl. pH ti.l. Rcaction ran at ro()nr tcrnpcraturc and rneasurcmcnts wcre carried
out using spectrophotomctnc dsice PYE LINIt'Al\.{. Moclcl 600.

I Quercetin wrthout Cu:-. 2 Qucrcctin in thc presence ol CuCl. alter 4-min incubation.
3 Quercetin in thc presence ol-CuCl. alier l0-min incubation.4 Quercetin in the presence of
CuCl. aftcr 20-min incubation. 5 Wa"elcngth. A Absorbancc.

poSkodenie DNA. To potvrdzuje davno znamu zasadu v potravinerskej techno-
logii - zamedzit' podas spracovania. usklardnenia a konzumacie potravy kon-
takt s vol'nymi ionmi kovov. ako aj lAtkami schopnymi produkovaf voln6
radikdly.
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Pctxrrrc

C novorrtr: arapo3Horo rcjtoBoro l"re KTpo(bopc3a Ha6-rro.1a-rocb B.rrtHnc Bclr(ccrB pacrB()ptt-

\,tbrx B Bojlc H3 npono-rHca (VRP) n pacrtlToJbHorcl rp,ranoHou,lrt KBclltlcrttHa Hit xpo\toc()Ilit,-lt,-

Hyrcl H n.Tir3\tu.rHyro IHK.
Vcrauos:lcnt'r. rtro K noBpex,:tcuuxl [HK .lct"tci'Buc]r VRP u-rrt KBcptlcrtrHit npottc\(),tttr noc-rc

72 qacon. B rrpucy,lcrnrru Cu: VRP Ho u KBepucrHHar .loxo,:tnr K nops,lKoro )'cKopcrrlro\,r!
pa3,'roxcHrrK) Jl[{K. [Ipcrno,raracrcr. rrro x pa3-roxcHuro [HK npn\o,IHT -lct"IcrBlrc\r cgtt(rtt.lttstt
piL]HKalOB.

DNA damage by water-soluble substances from propolis and flavonoide quercetin

in the presence of Cu2+

Sumrrary

Ellcct ol'watcr'-soluhlc suhstanccs from propolis (VRP) and li'ttm plant flavonoidc clucrcctitr otr

chr.o11lrsomc ald plasnrid DNA wcrc in'uestigated by hclp ol'agarosc gel clcctrophorcsis.

It has bccl lbund out. thrrt DNA damagc t-rccurs. irrvolvinq into actiort VRP or quercctitl. illtcr
72 hours. ln the presence ol'Cur' VRP as uell as qucrcetin. morc rapid iu order DNA dcgradation

appears. It has been supposcd. that DNA dccay is caused by frcc radicals.
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