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Nukleotidy a bielkoviny ako ochrana DNA pred jej poskodenim
kvercetinom v pritomnosti Cu**

LUBICA KUBISOVA-—JOZEF SIMUTH

Suhrn. Nukleotidy a bielkoviny zabranuju rozklad DNA kvercetinom v pritomnosti
CU*". Zistili sme. Ze v pritomnosti ATP. resp. GTP koncentricie 1.0 mmol . 1" dochiadza len
k Glastocnému rozkladu (10-—20 %) "“C-DNA E. coli oproti kontrole v nepritomnosti
nukleotidov. Za tych istych reakénych podmienok prislusné deoxynukleotidy adeninu a gua-
ninu maju priblizne rovnaky ochranny u¢inok na DNA ako nukleotidy.

Zistili sme. 7e hoviidzi albumin (62.5ng.ml ') zabrafuje takmer Uplne rozkladu
“C-DNA E. coli. Rychlos( rozkladu v pritomnosti kvercetinu a Cu™~ je priamo Uimerna ¢asu
a teplote.

V predchadzajicej praci sme zistili. ze kvercetin v pritomnosti Cu”~ rozklada
DNA [1. 2]. Tento jav potvrdili aj dalsi autori [3. 4]. VSetko sved¢i o tom. ze ide
o radikalovy mechanizmus poskodenia DNA [3—35]. ,

Mnohé experimenty potvrdzuju. ze bioflavonoidy maju vyznamnu fyziolo-
gicku funkciu nielen v rastlinach. ale aj v [udskej vyzive. Je to asi 200 derivatov
flavonu, s réoznym stupnom glykozylacie a hydroxylacie [6]. Ich biologicky
ucinok nie je este dostatocne objasneny. Ako antioxidanty mozu zabranovat
roznym neziadlcim reakciam a naopak, mozu sa na tychto reakciach zucastno-
vat. Zistilo sa. ze maju ochrannu funkciu proti u¢inku toxickych polycyklickych
uhlovodikov a aromatickych aminov. lebo blokuju ich mutagénne ucinky
v baktériach [7]. Na druhej strane sa zistilo. ze napr. kvercetin ma mutagennu
aktivitu v bakterialnych [8] a cicav¢ich [9, 10] bunkach.

V experimentoch in vitro sa vo vyskume biologickych uc¢inkov flavonoidov
sleduje predovsetkym ich vplyv na DNA. Pri experimentoch mozeme sledovat
aj vplyv zlucenin. ktoré mozu eliminovat poskodenie DNA sposobené bioflavo-
noidmi v pritomnosti roznych ¢inidiel. Pre nas modelovy experiment sme ako
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zluceniny, ktoré by mohli eliminovat poskodenie DNA volnymi radikalmi
generovanymi v pritomnosti kvercetinu a Cu’*, pouzili nukleotidy a albumin.
Tieto zluceniny sme zvolili preto, ze najcastejSie dochadza k poSkodeniu chro-
mozomove] DNA v Case jej génovej expresie, ked sa ale nachadza v prostredi
zvySena koncentracia nukleotidov a réznych bielkovin, potrebnych na prislusné
transkripcné reakcie. Pritomnost tychto zlucenin sa da vzdy predpokladat
v takmer vsetkych potravinach.

Material a metody

Na sledovanie degradacie DNA sme pouzili DNA z telacieho tymusu (calf
thymus DNA, REACHIM, SNS) a “C-DNA z Escherichia coli so $pecifickou
aktivitou 9,1 kBq ng~' (CBS 144, VVVR Praha). Ako Standard molekulovych
hmotnosti slazila DNA figu lambda po rozstiepeni s Hind I1I (Ustav moleku-
larnej biologie SAV). Chemikalia: kvercetin (SIGMA, USA), albumine bovine
(SIGMA, USA), ATP.3H.O (adenozintrifosfat), GTP (guanozintrifosfat),
ADP (adenozindifosfat), dA (deoxyadenozin), dG (deoxyguanozin) (SERVA,
SRN). CuCl,.2H,O0 (LACHEMA, Brno).

Reakcia DNA s kvercetinom a Cu’* prebiehala vo fosfatovom tlmivom
roztoku (8§ mmol.1"), pH 8,0. Reak¢na zmes obsahovala DNA telacieho tymu-
su (0,05mg.ml™") alebo "“C-DNA (1,25 ug.ml™"), kvercetin (0,1 mmol.l1™")
a CuCl, (0,1 mmol.1""). Agarézova gélova elektroforéza sa uskutoénila ako je
uvedené v predchadzajucej praci [2].

Mnozstvo vzniknutych degradac¢nych produktov “C-DNA sa sledovalo me-
todou zostupnej papierovej chromatografie na papieri Whatman 3 v systéme
octan amonny : etanol (1 :1). V tomto systéme ostava nedegradovana DNA na
Starte. Mierou vzniknutych degradaénych produktov bola radioaktivita papiera
vo vzdialenosti 3 a viac cm od S$tartu.

Radioaktivitu sme merali na scintilacnom pocitaci KLB WALLAC, 1217
Rackbeta v scintila¢nej kvapaline obsahujucej PPO (2,5-difeneloxazol) a 0,1 g
POPOP (1,4-bis(2,5-fenyloxazolyl) benzén) v 11 toluénu. Radioaktivita je vy-
jadrena poc¢tom impulzov za minutu (cpm), ktoré zaznamenal scintilacny pri-
stroj. Namerané udaje boli spracované programom Grapher na osobnom poci-
taci fy Philips.

Vysledky a diskusia

V nadviznosti na nase predchadzajuce experimenty [1, 2] o rozklade DNA
telacieho tymusu latkami propolisu rozpustnymi vo vode, kvercetin v pritom-
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nosti Cu’* rozklada "“C-DNA E. coli. Mnozstvo degradaé¢nych produktov
DNA je priamo umerné teplote a ¢asu (obr. 1). Tento modelovy experiment
spolu s nasimi predchadzajucimi [1, 2] nevystihuju reakéné podmienky v Zivych
systemoch, kde tieto reakcie prebiehaju v pritomnosti bielkovin a réznych
metabolitov napr. nukleotidov.
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Obr. 1. Casova zavislost rozkladu "C-DNA v pritomnosti kvercetinu a CuCl,. ZloZenie reakénej
zmesi: “C-DNA 1,25 pg. ml~', kvercetin 0,1 mmol.1~', CuCl, 0,1 mmol. 1", fosfatovy timivy roztok
8 mmol.l ', pH 8.0. P— mnozstvo degradac¢nych produktov vyjadrené ako cpm. Namernym tdajom
zodpovedaju rovnice: 25°C — Y = 14.89X — 22,118, 45°C — Y = 81.02X — 1140.69. 60°C
Y =210.55X + 509.61.
Fig. 1. Time behaviour of "C-DNA degradation in the presence of quercetine and CuCl,. Reaction
mixture composition *C-DNA 1.25 ug ml ', quercetine 0.1 mmol I~'. CuCl, 0.1 mmol | ', phosphate
buffer §mmol I ', pH 8.0. P — Amount of degradation products experessed as cpm. To measured
values, following equations correspond: 25°C Y =19.89X — 22.118. 45°C Y =81.02X —
— 1140.69. 60°C — Y = 210.55X + 509.61.

V dalsich experimentoch sme sledovali prave vplyv nukleotidov a ich zloziek
a bielkoviny albuminu na reakciu kvercetinu s DNA v pritomnosti Cu’".
Zistili sme (obr. 2), ze v pritomnosti 0,1 mmol.1~" CuCl,, I mmol.l"' ATP,
1 mmol.I=' GTP sa '"“C-DNA E. coli rozklada len nepatrne (10—20 %) oproti
kontrole (100 %). Ochranny vplyv nukleotidov na rozklad DNA je evidentny,
pretoze pri koncentracii ATP, resp. GTP o poriadok nizsej sa *C-DNA E. coli
rozklada na 85,2 % v pritomnosti 0,1 mmol.1~' ATP, resp. 64 % v pritomnosti
0,1 mmol.1~" GTP oproti kontrole v nepritomnosti nukleotidov. Podobne ako
nukleotidy chrania DNA pred rozkladom v pritomnosti kvercetinu a CuCl, aj
ich deoxynukleozidy. Na obr. 3 je znazorneny vplyv deoxyadenozinu, resp.
deoxyguanozinu na rozklad '*C-DNA E. coli v pritomnosti kvercetinu a Cu**.
Reak¢éné podmienky s totozné s experimentmi znazornenymi na obr. 2, ale
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Obr. 2. Vplyv nukleotidov na stiepenie "C-DNA E. coli v pritomnosti kvercetinu a CuCl,. Zlozenic
reakénej zmesi: "C-DNA 1.25pg. ml . kvercetin 0.1 mmol.1 ', CuCl, 0.1 mmol.1 '
CI1ATP (O mmol. 1 '), C_—J2ATP(1.0mmol.l ") I GTP (0.1 mmol.1 ").
2GTP (1.0mmol.1 ).
Podmienky reakeie: 60°C. 2 h. pH 8.0.
I stupen inhibicie vzhladom na reakciu bez pridavku ATP. resp. GTP.
Fig. 2. Nucleotides influence on "C-DNA E. coli cleavage in the presence of quercetine and CuCl..
Reaction mixture composition: "C-DNA 1.25 pg ml ', quercetine 0.1 mmol I ', CuCl, 0.1 mmol | .
C—1 ATP (0.l mmol | ). C—I2ATP(1.Ommol 1 '), | GTP (0.1 mmol 1 ).
2 GTP (1.0mmol 1 ).
Reaction conditions: 60°C, 2 h, pH 8.0.
I inhibition stage with respect to the reaction without ATP or GTP addition.

Obr. 3. Vplyv nukleozidov na Stiepenie "C-DNA E. coli. I stupen inhibicie vzhladom na reakciu
bez pridavku dA (deoxyadenozinu). resp. dG (deoxyguanozinu). Zlozenie reakénej zmesi: "C-DNA
1.25pg.ml . kvercetin 0.1 mmol.1 ', CuCl, 0.1 mmol.l ', C—31 dA (1.0mmol.1 "),
C—32dA (1.0mmol.1 ). 1 dG (0.1 mmol.1 "), 2dG (1.0mmol.1").
Podmienky reakcie: 60°C. 2 h. pH 8.0.
Fig. 3. Nucleotides influence on "C-DNA E. coli cleavage. I inhibition stage with respect to the
reaction without dA (decoxyadenosine). dG (deoxyguanosine). respectively. Reaction mixture compo-
sition: "C-DNA 1.25pg ml ', quercetine 0.1 mmol | '. CuCl, 0.Immol 1 ', T—31 dA
(1.0mmol 1 ). C—12 dA (I.0mmol | '), vzzz2 1 dG (0.1 mmol | '), 2 dG
(1.0mmol 1 ).
Reaction conditions: 60°C. 2 h. pH 8.0.

ochranny ucinok deoxynukleozidov na rozklad DNA je o nieco nizsi ako
v pritomnosti nukleotidov.

Dalej sme pomocou agarozovej gélovej elektroforézy sledovali u¢inok ATP
na rozklad DNA telacieho tymusu kvercetinom (0,1 mmol.1") v pritomnosti
CuCl, (0,1 mmol.1"". Pri koncentracii | mmol.1"' ATP nedochadza k rozkladu
tejto chromozomovej DNA (obr. 4).
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Na vysvetlenie pri¢in inhibi¢ného ucinku nukleotidov a nukleozidov na
reakciu kvercetinu s DNA v pritomnosti Cu’" existuje viacero interpretacii.
Nukleotidy mozu byt terom posobenia vzniknutych volnych radikalov, alebo
s niektorou zlozkou reakcie (alebo viacerymi) mozu vytvarat komplex [12].
ktory neprodukuje radikaly. Dalsou alternativou by bolo ovplyvnenie reaktivity
urcitej zlozky reakcie. Monoméry nukleovych kyselin mozu totiz usmernovat
oxidaciu aromatickych reduktonov [13].
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Obr. 4. Vplyv koncentracie ATP na Stiepenie DNA telacieho tymusu posobenim kvercetinu a CuCl,.
Podmienky reakcie: (gélova elektroforéza) fosfatovy timivy roztok 8 mmol.1 ' pH 8.0 pri 25°C. 22 h.
Vzorka 1 je kontrolna — c¢ista DNA. V ostatnych vzorkach DNA (0.05mg.ml ') inkubovana
s kvercetinom (0,1 mmol.1~" a CuCl, (0,1 mmol.1""). Koncentracia ATP v jednotlivych vzorkich:
(1. 2) 0mmol.17", (3) 0,0l mmol.1"", (4) 0.05mmol.1"", (5) 0.1 mmol.1"", (6) 0.2mmol.1"". (7)
0.3mmol.1"", (8) 0.4mmol.l ", (9) 0.5mmol.I"', (10) 1.Ommol.1"", (11) 2.0mmol.1 ", (12)
3.0mmol.1"". Vzorka 13 je DNA fagu lambda (0.01 mmol.1 ') itiepena s Hind III.
Fig. 4. ATP concentration influence on veal thymus DNA cleavage applying quercetine and CuCl,.
Reaction conditions: phosphate buffer 8§ mmol 1", pH 8.0 at 25°C. 22 h. Sample No. | is control one
— pure DNa. In other samples — DNA (0.05 mg ml~') is incubated by means of quercetine (0.1 mmol
I"" and CuCl, (0.1 mmol 1 '). ATP concentrations in individual samples: (1, 2) 0mmol 1 ', (3)
0.01 mmol 1", (4)0.05mmol 1", (5) 0.1 mmol1~".(6) 0.2 mmol1~".(7) 0.3 mmol 1", (8) 0.4 mmol 1",
(9)0.5mmol 1", (10) .LOmmol 1", (11) 2.0 mmol I ', (12) 3.0 mmol I '. Sample No. 13— DNA phage
lambda (0.01 mmol 1) cleaved by Hind III.

Okrem monomérov nukleotidov a ich deoxynukleozidov sme sledovali aj
ucinok hovidzieho albuminu na poskodenie DNA v pritomnosti kvercetinu
a Cu’*. Zistili sme (obr. 5), Ze albumin pri koncentracii 62,5 pg.ml~' takmer
uplne zabranuje vzniku degrada¢nych produktov “C-DNA E. coli.
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Pridanim albuminu do reakcnej zmesi doslo pravdepodobne k vytvoreniu
komplexu Cu’*-albumin, pretoZe proteiny reaguji s roznymi kovmi za vzniku
koordina¢nych zltcenin [14]. Med viazana do komplexu sa nemoze zucastnovat
na oxidacii kvercetinu a produkcii volnych radikalov. Albumin ju takto vlastne
maskuje, o vedie k zastaveniu rozkladu DNA. Stupen inhibicie vzrasta aj
s reakénou teplotou. Pri 60 °C sa na vychytavani Cu’** idnov (obr. 5) zicastiujl
pravdepodobne uz aj agregaty albuminu vzniknuté denaturaciou.
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Obr. 5. Vplyv albuminu na Stiepenie '*C-DNA. 1 — stupen inhibicie vzhladom na reakciu bez
pridavku albuminu. 1,25 pg. ml~' “C-DNA stiepena kvercetinom (0,1 mmol.17").
[CJ6.25ug. ml™" albuminu, 62,5ug.ml" " albuminu.
Podmienky reakcie: fosfatovy timivy roztok pH 8.0.
1.2 — 24 H, 25°C, 3,4 — 24 h, 37°C, 5,6 — 2 h, 60°C.
Fig. 5. Influence of albumine on '“C-DNa cleavage. I — Inhibition stage with respect to the reaction
without albumine addition. 1.25ug ml~' “C-DNA cleaved with quercetine (0.1 mmol 17').
[C16.25pg ml ' albumine, 62.5ug ml~' albumine.
Reaction conditions: phosphate buffer pH 8.0.
1,2 — 24 h, 25°C, 3.4 — 24 h, 37°C, 5,6 — 2 h, 60°C.

Systém kvercetin—Cu’* produkujuci volné radikaly, tak ako aj ostatné
oxidac¢no-reduk¢éné systémy, velmi zavisi od reakénych podmienok (pH, kon-
centracia reaktantov, teplota, pritomnost inych zloziek v systéme). Za istych
podmienok tento systém prejavuje schopnost degradovat DNA. Problém vzni-
ku volnych radikalov méze byt velmi aktualny v potravinarskych technolo-
giach. Pridavanie réznych latok, resp. vyuzivanie roznych procesov (sterilizacia,
udenie, ziarenie) za ucelom konzervacie potravin, moze ovplyviovat latky
schopné produkovat volné radikaly a tym podmiefiovat tvorbu tychto radika-
lov. Kvalita potravin by sa preto azda mala posudzovat aj z hladiska pritom-
nosti moznych induktorov radikalovych reakcii, ale aj 1atok schopnych zabranit
tymto reakciam, ¢o potvrdili aj naSe experimenty.
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Do redakcie doslo 25. 10. 1991

Nucleotides and proteins as DNA protection before its damage
by quercetine in the presence of Cu’*

Summary

Nucleotides and proteins prevent DNA disintegration by quercetine in the presence of Cu**. We
have found out, that in the presence of ATP or GTP as the case may be, and at the concentration
level of 1.0 mmol 17!, only partial disintegration of (10—20%) "*C-DNA E. coli appears, compared
with the control in the absence of nucleotides. Under the same reaction conditions, corresponding
adenine and guanine nucleotides have approximately the same protective effect on DNA as nucleoti-
des do.

We have found out, that beef albumine (62.5 ng ml~") prevents almost entirely “C-DNA E. coli
disintegration. Degradation rate in the presence of quercetine and Cu’* is directly proportional to
time and temperature.
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Hyxk:eotuas! u 6eaxn kak 3ammra JHK nepea noBpekieHnemM KBepueTHHOM
B npucycrereun Cu’”®

Pe3rome

Hyk1eoTH bl ¥ OeIKH NpensTcTByIoT pasiokennto JHK ksepretnnom B npucytersuu Cu '’
Mbi onpeteanan. uto B npucyTcTBud ATP u CTP ¢ konuenTpanmeit 1.0 vvox. 1~ " npuxoaut
TOIbKO K YacTHuHOMY paszioxeruto (10-—20 %) "C-AHK 3. yo.iu, npoTUB KOHTPO.IbHOM Npode
6e3 MpUCYTCTBHUS HYKICOTHIOB. [IpH Tex-kKe YCIOBHAX PCAKLMH, COOTBETCTBYIOLINE TCOKCHHYK-
JIGOTH/IbI AZICHHHA U TYAHHHA, HMEIOT NMPUOIU3UTE IbHO OMHAKOBOE 3alMTHOe AeicTBue Ha JJHK
KAK U HYKJICOTH.IbI.

MbI OnpeeTHIH, YTO FOBSKUA albyMuH (62,5 HF M) BOCTIPENATCTBYET MOUYTH MOJIHOCTIO
pazaoxennio “C-AHK . yo.iu. CKOpoCTb pa310keHus B IPHCYTCTBHM KBepleTHHa 1 Cu’ " psiMo
MPOTIOPLHOHATbHA BPEMCHH M TEMIEpaType.
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