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Poskodenie DNA latkami rozpustenymi vo vode
z propolisu a flavonoidu kvercetinu v pritomnosti Cu**

JOZEF SIMUTH

Suhrn. Pomocou agarézovej gélovej elektroforézy sa sledoval ucinok latok rozpuste-
nych vo vode z propolisu (VRP) a rastlinného flavonoidu kvercetinu na chromozémov
a plazmidovi DNA.

Zistilo sa, ze k poskodeniu DNA u¢inkom VRP alebo kvercetinu dochadza az po 72.
hodinach. V pritomnosti Cu’*, VRP, ako aj kvercetinu dochidza k radovo rychlejsiemu
rozkladu DNA. Predpoklada sa, ze k rozkladu DNA dochadza uc¢inkom volnych radikalov.

Rastliny, ako zdroj ludskej vyzivy su predmetom vyskumu nielen z hladiska
potravinarskeho, ale aj pre svoje farmaceutické vlastnosti vyuzivané v tradicnej
Tudovej i modernej alternativnej medicine. Takmer vo vSetkych vekovych kate-
goriach obyvatelstva zaznamenavame v dennej potrave zvySeni konzumaciu
potravin rastlinného povodu. V potravinovom retazci sa takto za¢ina zvySovat
mnozstvo roznych rastlinnych zlicenin. Medzi tieto zluceniny patria aj flavono-
idy, ktoré maju vyznamnu regula¢n funkciu vo flexibilnych ochrannych systé-
moch rastlin.

Flavonoidy su dolezité pri pigmentacii kvetov a ochrane pred UV Ziarenim
[1], jednoduché flavonoidy ako naringenin a luteolin, su signalmi indukcie génov
hluzkotvornych baktérii zijucich v symbioze so strukovinami [2] a niektoré
flavonoidy zase reguluju transport auxinov v rastlinach [3]. Clovek prijima
denne v rastlinnej potrave okolo 50mg ,.kvercetinovych ekvivalentov* [4].
Flavonoidy sa zGcastniuju aj na vytvarani dolezitej organoleptickej vlastnosti
potravin — farbe [5]. R6zne druhy flavonoidov [6, 7] sa hojne vyskytuju v lieci-
vych rastlinach a v lepivom ochrannom povlaku povrchu pucikov rastlin. Vcela
v evolu¢nej symbioze s rastlinami zbiera tieto ochranné materialy rastlin, homo-
genizuje ich s vyluckami vlastnych Zliaz, najmé proteinmi [8] a pouziva ich ako
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vantutornt ochrannt vrstvu la, znamu pod nazvom propolis. Clovek oddavna
vyuziva v ludovom liecitelstve hojivé antimikrobalne, antiviralne a iné vlastnos-
ti extraktov z propolisu. Otazky spojene s polyfunkénostou flavonoidov v rastli-
nach a podstata ich biologického Gcinku v roéznych Zivych systémoch sa
stavaju predmetom molekularno-biologického vyskumu, najmé z hladiska ich
mutagénneho ucinku [4].

Zatial nie su k dispozicii tidaje. ktoré by indikovali, ze ordlne prijimané
flavonoidy su spojené s mutagenicitou, karcinogenicitou alebo inou chronickou
toxicitou. S cielom objasnit Gc¢inok flavonoidov nachadzajicich sa v rastlinnej
potrave a v extraktoch propolisu sme sledovali posobenie modelového flavono-
idu kvercetinu a vo vode rozpustnej frakcie propolisu na najuniverzalnej$iu
biologicki makromolekulu DNA v pritomnosti Cu” ",

Material a metédy

Propolis sa zbieral v mnohych oblastiach Slovenska (rok 1989) a poskytoval
ho Medos, Galanta. Quercetin (3,3,4,5.7-pentahydroxyflavon) dodala firma
Sigma, St. Louis (USA). Ostatné biochemikalie a chemikalie boli od firmy
Serva, Heidelberg (Nemecko).

Priprava ldtok rozpustnych vo vode z propolisu (VRP). 100 g propolisu sa
mieSalo s 500 ml dvojnasobne destilovanej vody pocas 48h pri laboratornej
teplote. Potom sa suspenzia prefiltrovala cez sklenent vatu a centrifugovala
IS min pri 10000 x g. Ciry supernatant sa pouzil na experimenty. Susina okolo
30mg.ml".

Priprava plazmidu pBR 322. Kovalentne uzavreta kruhova dvojSpirala
(cccDNA) plazmidu pBR 322 sa pripravila ako opisal Kupersztoch a kol. [9].

Agarézova gélova elektroforéza. Vzorka obsahujiuca okolo 0.1 ug DNA sa
naniesla na 1 % agarézovy gél. Elektroforéza prebiehala pri teplote miestnosti
v pritomnosti 40 mmol . 17" Tris-acetatu, pH 8,2a 1 mmol .1~ EDTA, pri napiti
10V na 1 cm gélu. Po elektroforéze sa gél zafarbil roztokom etidiumbromidu
(0,5pg.mi™"). Za tychto podmienok putuju k anode zakladné topologické
formy plazmidovej DNA v tomto poradi: kovalentne uzavreta kruhova dvojspi-
rala (cccDNA), linearna plazmidova DNA a najpomal$ie sa pohybuje kruhova
dvojspirala DNA (ncDNA).

Interakcia plazmidovej DN A ldatkami rozpustnymi vo vode z propolisu (VRP).
0,15pg DNA plazmidu pBR 322 v I ml dvojnasobne destilovanej vody sa
umiestnilo do dialyza¢ného vrectiska a vlozilo do 500ml VRP v 0,3 mol.1"!
NaCl a mieSalo pri teplote miestnosti. V kontrolnom experimente 0,15 ug DNA
plazmidu pBR 322 v 1 ml dvojnasobne destilovanej vody sa dialyzovalo oproti
500ml 0,3mol.17" NaCl v dvojnasobne destilovanej vode a miesalo pri teplote
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miestnosti. V roznych ¢asovych intervaloch (2, 6, 24 a 72 h) sa z dialyza¢ného
vrecuska pipetovalo 10 pl a pouzilo na agarozovu gélovu elektroforézu.

Vysledky a diskusia

Za velmi citlivy indikator poSkodenia DNA réznymi zlGceninami je preruse-
nie vdzby zlom v jednom alebo v obidvoch vldknach dvojspirdlovej DINA
plazmidu pBR 322. Tieto ,.zlomy* v molekule plazmidovej DNA. sposcbené
¢asto aj volnymi radikalmi, sa daji identifikovat pomocou agardzovej gélove]
elektroforézy.

Plazmidova DNA vytvara tzv. nadspiralova Struktaru, kovalentne uzavreti
kruhovi dvojspirélu (z anglického covalently closed circular duplex — oznace-
nie: cccDNA). Tato cceDNA sa po prerusent jedného z vliakien meni na kruho-
va dvojspirdlu (z anglického nicked duplex DNA — oznacenie: ncDNA) a po
preruseni v obidvoch vldknach DNA vznika linearna molekula dvojspiraly
DNA (z anglického linear duplex DNA).

{J¢inok VRP na plazmidovit DNA sme sledovaii pomocou agarézovej gélovej
elektroforézy. Zmeny v molekule plazmidu pBR 322 sme zaznamenali az po
72-hodinovom posobeni VRP (obr. 1) a prejavili sa v tom, ze cccDNA sa
prerusuje v jednom zo svojich retazcov a meni na kruhovu plazmidovi DNA
(obr. 1, linia 3). Tento experiment ukazuje, ako pomaly dochadza k poSkodeniu
DNA latkami rastlinného povodu, takze tieto latky by v podmienkach normal-
neho fyziologického travenia nemali priamo poskodzovat DNA a teda by
nemali posobit ako genotoxiny. Treba vSak mat na zreteli jednak trvalu zataz
organizmu tymito zluceninami, jednak moznost ochranného tc¢inku inych latok
zamedzujlcich poskodenie DNA v organizme.

Latky rozpustné vo vode z propolisu ovplyviuje po dlhodobom posobeni aj
biologicku funkciu DNA. Restrikéna endonukleaza Eco RI (obr. 1, linia 6) nie
je schopna rozstiepit molekulu DNA plazmidu pBR 322, ktora bola vystavena
72-hodinovému posobeniu VRP v porovnani s kontrolnymi experimentmi
(obr. 1, linia 4 a 5). Plazmidovda DNA po 72-hodinovom posobeni latkami
rozpustnymi vo vode z propolisu straca az 50 % svojej templatovej aktivity
v transkripcii in vitro (experiment sa neuvadza). Poskodenie molekuly plazmi-
dovej DNA a znizenie jej biologickej aktivity v dosledku dlhodobého posobenia
latkami rozpustnymi vo vode z propolisu ma isti analdgiu s Gc¢inkom inych,
biologicky ucinnych latok rastlinného povodu na DNA v dosledku vzniku
volnych radikalov, ktorych produkcia sa radovo zvySuje v pritomnosti niekto-
rych dvojmocnych kovov, najma vsak Cu’* [10].

Na obr. 2 vidiet ucinok latok rozpustnych vo vode z propolisu a kvercetinu
na chromozomovi DNA v pritomnosti 0,1 mmol .1~ CuCl, po 24-hodinovom
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Obr. i. Ucinok VRP na DNA plazmidu pBR 322. Reakéné podmienky st uvedené v kap. Material

a metody. Po 72-hodinovom posobeni VRP na cccDNA sa vzorky analyzovali agar6zovou géiovou

elektroforézou priamo (linie i--3) alebo po inkubdcii s restrikénou endonukleazou Eco RI (linie

4—06).

Linia 1 a 4: pBR 322 po 72-hodinovom stati v dest. H,O pri teplote miestnosti.

Linia 2 a 5: pBR 322 cccDNA po 72-hodinovej dialyze oproti 0,3mol.1~" NaCl v H,O.

Linia 3 a 6: pBR 322 cccDNA po 72-hodinovej dialyze oproti VRP v 0,3mol.1~" NaCl.

Fig. 1. Effect of VRP on DNA of plasmid pBR 322. Reaction conditions are stated in chapter

Material and methods. After a 72-hour action of VRP on cccDNA, the samples were analysed by

agarose gel electrophoresis directly (lines 1-—3) or after incubation using restriction endonuclease
EcoRI (lines 4—6).

Lines 1 and 4: pBR 322 cccDNA after 72 hours in distilled water at room temperature.

Lines 2 and 5: pBR 322 cccDNA after 72 hours dialysis against 0.3 moll~! NaCl in H,0.

Lines 3 and 6: pBR 322 cccDNA after 72 hours dialysis against VRP in 0.3 moll~' NaCl.

posobeni pri teplote miestnosti. Dochadza k rozkladu vysokopolymérnej DNA
telacieho tymusu az na nizkomolekulové fragmenty (obr. 2, linia 1). Vysledok
tejto reakcie je podobny enzymovému rozkladu DNA uc¢inkom dezoxynukleaz,
preto sa zluc¢eniny podobnych vlastnosti oznacuji ako chemické nueklazy [11].
V pritomnosti Cu®* nastavaju vyrazné zmeny v molekule kvercetinu (obr. 3)
ako dosledok oxidacno-redukénych reakcii s naslednou generaciou volnych
radikalov, ktoré sa zucastnuji rozkladu DNA. Stcasne s nasimi experimentmi
[12] potvrdil poskodenie DNA flavan-3-olmi v pritomnosti Cu’* i6nov aj
Shirahata a kol. [13].

Ziskané vysledky poukazuju na to, ze flavonoidy a latky rozpustné vo vode
z propolisu mozu v pritomnosti vys$sej koncentracie tranzitnych kovov spdsobit
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Obr. 2. Ucinok VRP a kvercetinu na DNA telacieho tymusu h v pritomnosti Cu**.
Reakéné podmienky: Reakéna zmes (1 ml) obsahuje 0,16 mg DNA telacieho tymusu, 0,001 mol. 1!
CuSO,. 0,01 mol.1~" Tris-HCI, pH 8.2.

VRP (115 optickych jednotiek pri 285 nm) alebo 50 pg kvercetinu. Kontrolné experimenty sa robili

za rovnakych podmienok s tym, Ze sa nepouzili iony Cu’'.

Po 24-hodinovej inkubécii pri 25°C sa odpipetovalo z reakénej zmesi 10 pul a pouzilo pre gélovi
elektroforézu v 1 % agarozovom géli.

Linia 1: Uginok kvercetinu na DNA v pritomnosti 0,001 mol.1~" CuSO,.

Linia 2: U¢inok VRP na DNA v pritomnosti 0,001 mol.1~' CuSO,.

Linia 3: U¢inok kvercetinu na DNA.

Linia 4: Uc¢inok VRP na DNA.

Linia 5: U¢inok 0,001 mol.1 " CuSO, na DNA.

Linia 6: DNA telacieho tymusu (2 pg/10 ml).

Fig. 2. VRP and quecetin effect on DNA of calf thymus in the presence of Cu’*.
Reaction conditions: Reaction mixture (I ml) contains 0.16 mg DNA of calf thyms’ thymus.
0.001 mol.1~" CuSO,, 0.01 moll~" Tris-HCI, pH 8.2.

WSP (115 optical units at 285 nm) or 50 pg quercetine. Checking experiments were carried out under
the same conditions, but without the use of Cu’* ions. After 24-hour incubation at 25°C, 10 ul from
reaction mixture was withdrawn and used for gel electrophoresis in 1% agarose gel.

Line 1: Quercetin effect on DNA in the presence of 0.001 moll~' CuSO,.

Line 2: VRP effect on DNA in the presence of 0.001 moll~" CuSO,.

Line 3: Quercetin effect on DNA.

Line 4: VRP effect on DNA.

Line 5: Effect of 0.001 moll~" CuSO, on DNA.

Line 6: DNA of calf thyms thymus (2 pg/10 ml).
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Obr. 3. Zmeny spektrofotometrickych vlastnosti kvercetinu v pritomnosti Cu’*.
Reakéna zmes obsahuje 0.01 mol . 17" Tris-HCI. pH 8.2, 0.25mmol .1 " CuCl, a 150 ug kvercetinu
v 1 ml. Thned po zmie3ani komponentov sa reakénd zmes zriedila 1:10s 0,01 mol.1~" Tris-HCI, pH
8,2. Reakcia pebiehala pri teplote miestnosti a meralo sa na spektrofotometri PYE UNICAM,

Model 600.

1 — kvercetin v nepritomnosti Cu®*. 2 — kvercetin v pritomnosti CuCl, po 4-min inkubécii,
3 — kvercetin v pritomnosti CuCl, po 10-min inkubacii, 4 — kvercetin v pritomnosti CuCl, po
20-min inkubacii. A — absorbancia.

Fig. 3. Alteration of spectrophotometric properties of quercetin in the presence of Cu®*.
Reaction mixture contains 0.01 mol1~' Tris-HCI, pH 8.2, 0.25 mmol 1~ ' CuCl, plus 150 pg quercetin
in 1 ml. Immediately after the blending of components, reaction mixture was diluted (1:10) with
0.01 moll™ " Tris-HCI, pH 8.2. Reaction ran at room temperature and measurements were carried

out using spectrophotometric device PYE UNICAM, Model 600.
1 — Quercetin without Cu”*, 2 — Quercetin in the presence of CuCl, after 4-min incubation,
3 — Quercetin in the presence of CuCl, after 10-min incubation, 4 — Quercetin in the presence of
CuCl, after 20-min incubation, 5 — Wavelength. A — Absorbance.

poskodenie DNA. To potvrdzuje davno znamu zasadu v potravinarskej techno-
l6gii — zamedzit pocas spracovania, uskladnenia a konzumacie potravy kon-
takt s volnymi ionmi kovov, ako aj latkami schopnymi produkovat volné
radikaly.
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IMospexnenne /IHK BeuecTBaMH pacTBOPHMBIX B BO/Ie M3 NPOIO.IHCA
u aaBoHOMIa KBepueTHHa B npucyactun Cu’*

Pe3rome

C MOMOIIIO Arapo3HOro rejI0BOro 31eKTpodopesa Hab1H01a10Ch BIWSHHE BCILCCTB PACTBOPH-
MbIX B BOJe U3 mpornoauca (VRP) i pacTHTEILHOTO (IIaBOHOM1a KBEPUCTHHA HA XPOMOCOMTh-
Hyro u miasmuanyto JJHK.

VeranoBeHo, uto k nospexieHnto JHK aeiictBuem VRP nan kBepuetuia npoucxomT noc.ie
72 vacoB. B npucyacTBuu Cu’' VRP HO M KBEplETHHA JOXOJHT K TOPSKOIO YCKOPEHHOMY
pasnoxenuto JIHK. TMpeanonaraetes. 4to k pasiaokennto JHK npuxoant acicTBreM cBOOO.1HBIX
PAAMKAJIOB.

DNA damage by water-soluble substances from propolis and flavonoide quercetin
in the presence of Cu*"

Summary

Effect of water-soluble substances from propolis (VRP) and from plant flavonoide quercetin on
chromosome and plasmid DNA were investigated by help of agarose gel electrophoresis.

It has been found out, that DNA damage occurs. involving into action VRP or quercetin, after
72 hours. In the presence of Cu*' VRP as well as quercetin. more rapid in order DNA degradation
appears. It has been supposed. that DNA decay is caused by free radicals.
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