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Nukleotidy a bielkoviny ako ochrana DNA pred jej po5kodenim
kvercetinom v pritomnosti Cu2+

LUBICA KUBISOVA- JOZEF SIIUUTH

Suhrn. Nukleotidy a bielkoviny zabraiuju rozklad DNA kvercetinom r pritomuosti
CU: t . Zistili sme. Ze v pritomnosti ATP. resp. GTP koncentrAcie I .0 mmol . l- I dochidza ten

k iiastodn6mu rozkladu (10-20%)rrC-DNA E. c'oli oproti kontrole v nepritomnosti
nukleotidov. Za tych istlich reakdnlich podmienok prisluin6 deoxynukleotidy adenir.ru a gua-

ninu maju pribliZne rovnaky ochranni tdinok na DNA ako nukleotidy.
Zistili sme. Ze hoviidzi albumin (62.5ng.ml-r) zabraiuje takmer uplne rozkladu

'{C-DNA E. col/. Rychlosf rozkladu v pritomnosti kvercetinu a Cur* je priamo fmernA dasu

a teplote.

V predch6dzajucej pr6ci sme zistili. Ze kvercetin v pritomnosti Cu:- rozkladA
DNA [. 2]. Tento jav potvrdili aj d'alSi autori [3. 4], Vietko sveddi o tom. Ze ide
o radik6lovy mechanizmus po5kodenia DNA t3-51.

Mnohe experimenty potvrdzuju. Ze bioflavonoidy maju vyznamnir fyziolo-
gickir funkciu nielen v rastlin6ch. ale aj v ludskej vlZive. Je to asi 200 deriv6tov
flavonu. s r6znym stupfiom glykozyl6cie a hydroxyldcie [6]. Ich biologicky
ridinok nie je eite dostatodne objasneny. Ako antioxidanty m62u zabraiovat
r6znym neZiaducim reakciem a naopak. mdZu sa na tichto reakciirch zud:rstfio-
vat'. Zistilo sa. Ze majri ochrannu funkciu proti udinku toxickych polycyklickych
uhlovodikov a aromatickfch aminov. lebo blokuju ich mutag6nne udinky
v bakteridch [7]. Na druhej strane sa zistilo. 2e napr. kvercetin ma muta-s6nnu
aktivitu v bakteri6lnych [8] a cicavdich [9. l0] bunk6ch.

V experimentoch in vitro sa vo vyskume biologickych ridinkov flavonoidov
sleduje predovsetkim ich vplyv na DNA. Pri experimentoch m6Zeme sledovat
aj vplyv zludenin. ktor6 m6Zu eliminovaf poSkodenie DNA sp6soben6 bioflavo-
noidmi v pritomnosti r6znych dinidiel. Pre n65 modelovy experiment sme ako

Ing. Lubica Kubi5ovd. ChemickotechnologickA lakulta STU. Radlinskeho 9.811-17 Brati-
slava.

Ing. Jozef Simuth. DrSc.. Laboratorium g6nov6ho iniiniersna. Chemick. usta\ SAV. Dilb-
ravskA cesta 9.84238 Bratislava.
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zluieniny, ktore by mohli eliminovat po5kodenie DNA volnymi radik6lmi
generovanymi v pritomnosti kvercetinu a Cu:*, pouZili nukleotidy a albumin.
Tieto zludeniny sme zvolili preto. Ze najdastej5ie doch6dza k poikodeniu chro-
mozomovej DNA v dase jej g6novej expresie, ked sa ale nach6dza v prostredi
zvy5enA koncentrdcia nukleotidov a r6znych bielkovin. potrebnych na prisluine
transkripdn6 reakcie. Pritomnost tychto zludenin sa dd vZdy predpokladat'
v takmer vSetkych potravindch.

Materiil a met6dy

Na sledovanie degraddcie DNA sme pouZili DNA z telacieho tymusu (calf
thymus DNA, REACHIM, SNS) a roC-DNA z Escherichia coli so Specifickou
aktivitou 9.1 kBq ng ' ICBS 144, VVVR Praha). Ako Standard molekulovych
hmotnosti sluZila DNA fdgu lambda po roz5tiepeni s Hind III (Ustav moleku-
l6rnej biologie SAV). Chemik6lia: kvercetin (SIGMA, USA), albumine bovine
(SIGMA. USA). ATP.3H"O (adenozintrifosf6t), GTP (guanozintrifosf6t).
ADP (adenozindifosfit), dA (deoxyadenozin), dG (deoxyguanozin) (SERVA,
SRN). CuCl, .2HrO (LACHEMA, Brno).

Reakcia DNA s kvercetinom a Cur* prebiehala vo fosf6tovom tlmivom
roztoku (8 mmol . l- '), pH 8,0. Reakdn6 zmes obsahovala DNA teLacieho tymu-
su (0,05mg.ml ') alebo '4C-DNA (l,25pg.ml-'), kvercetin (0,1 mmol.l-r)
a CuCl, (0,1 mmol.l-r). Agarozova gelova elektrofor6za sa uskutodnila ako je
uveden6 v predch6dzajucej prdci [2].

MnoZstvo vzniknutych degradadnych produktov I4C-DNA sa sledovalo me-
todou zostupnej papierovej chromatografie na papieri Whatman 3 v systeme

octan amonny : etanol ( I : 1). V tomto systeme ostava nedegradovan6 DNA na
Starte. Mierou vzniknutych degradainych produktov bola r6dioaktivita papiera
vo vzdialenosti 3 a viac cm od Startu.

R;idioaktivitu sme merali na scintilatnom poditadi KLB WALLAC, l2l7
Rackbeta v scintiladnej kvapaline obsahujucej PPO (2,5-difeneloxazol) a 0,1 g
POPOP (1.4-bis(2.5-fenyloxazolyl) benzen) v I I tolu6nu. Radioaktivita je vy-
jadren6 poitom impulzov za minutu (cpm), ktor6 zaznamenal scintiladny pri-
stroj. Namerane fidaje boli spracovan6 programom Grapher na osobnom poii-
tadi fy Philips.

Vfsledky a diskusia

V nadviznosti na na5e predchadzajuce experimenty [, 2] o rozklade DNA
tel'acieho tymusu lirtkami propolisu rozpustnymi vo vode. kvercetin v pritom-
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nosti Cu2+ rozklad6 '4C-DNA E. coli. MnoZstvo degradadnych produktov
DNA je priamo umern6 teplote a iasu (obr. l). Tento modelovy experiment
spolu s na5imi predch6dzajricimi [, 2] nevystihujri reakdne podmienky v Zivych
syst6moch, kde tieto reakcie prebiehaju v pritomnosti bielkovin a r6znych
metabolitov napr. nukleotidov.

P'to-3
Ecpml

Obr. l. easovi zdvislost'rozkladu '{C-DNA v pritomnosti kvercetinu a CuCI,. Zloienie reakinej
zmesi: raC-DNA 1.25 pg.ml-r. kvercetin 0,1 mmol .l-r. CuCl.0.l mmol . t-I, fosfiltov! tlmivy roztok
8 mmol .l '. pH 8.0. P - mnoZstvo degradadnlich produktov vyjadren6 ako cpm. Namernym irdajom
zodpovedaju rovnice: 25"C - Y = 14,89X-22.118. 45oC Y =81.02X - 1140.69. 60oC

Y = 2t0.55X + 509.61 .

Fig. l. Time behaviour of uC-DNA degradation in the presence olquercetine and CuCl.. Reaction
mixturecompositionrtC-DNA l.25pgml-r.quercetine0.lmmol l-r. CuCl,0. Immol l-r. phosphare

buffer 8mmol I r. pH 8.0. P - Amount of degradation products experessed as cpm. To nreasured

values. lollowing equations correspond: 25oC Y :19.89X - 22.118. 45oC Y :81.02X -
- I 140.69. 60oC - Y = 210.55X + 509.61.

V dal5ich experimentoch sme sledovali pr6ve vplyv nukleotidov a ich zloZiek
a bielkoviny albuminu na reakciu kvercetinu s DNA v pritomnosti Cur+.
Zistilisme (obr.2), Ze v pritomnosti 0,lmmol.l-r CuCl,, lmmol.l-r ATP.
I mmol.l-r GTP sa |4C-DNA E. coli rozklad6len nepatrne (10-20 %) oproti
kontrole (100 %). Ochrannlf vplyv nukleotidov na rozklad DNA je evidentny.
pretoZe pri koncentr6cii ATP, resp. GTP o poriadok niZ5ej sa roC-DNA E. coli
rozkladS na 85,2 7o v pritomnosti 0,1 mmol . l- | ATP, resp. 64 7o v pritomnosti
0,1 mmol.l-r GTP oproti kontrole v nepritomnosti nukleotidov. Podobne ako
nukleotidy chr6nia DNA pred rozkladom v pritomnosti kvercetinu a CuCl, aj
ich deoxynukleozidy. Na obr. 3 je znizorneni vplyv deoxyadenozinu. resp.

deoxyguanozinu na rozklad '4C-DNA E. coli v pritomnosti kvercetinu a Cur+.
Reakdn6 podmienky sir totoZn6 s experimentmi znazornenymi na obr. 2. ale
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Obr. l. VplyvnuklcolidovnalticpcnierrC-DNA E.utli v pritonruosti kvcrcetinuaCuCl..ZloZcnie
rcaktncj znrcsi: irC-DNA l.25pg.ml r. kvcrcetin 0.lmmol .l r. CuCl.0.lrnnrol .l r.

r----] IATP(0. I nrnrol .l r1. l----] 2ATP(l.0mnrol .l r). r---l GTp(0.1nrmol .l r).

z-- :Gtp (l.o mmol .l r).

Podrnicnky rcakcic: 60oC. 2 h. pH 8.0.
I stupcri inhibicic vzhladom na reirkciu bez pridavku ATP. resp. GTP.

Fig. 2. Nuclcotidcs influcnce'on rrc-DNA E. r'oli clcavagc rn thc prcsencc ol'quercctine and CuCl..
Rcaction mixlurc cornposition: rtc-DNA I.25 pg ml r. quercetinc 0.1 mmol I r. CuCl.0. I mmol I r.

r--------rlATP(0. lnrmol lr). l-----.l 2ATP(l.Ommol lr). r- IGTP(0. lnrmol lr).
v- L GTP (1.0mmol I r).

Rcaction conditions: 60oC. 2 h. pH tt.0.
I inhibition stagc with rcspect to lhc rcaction without ATP or GTP addition.

Obr. -1. Vplyr nukleozidov na Strcpenie rrC-DNA 1,. utli. I stupeii inhibicie vzhladom na reakciu
hcz pridavku dA (dcoxyadcnozinu). rc'sp. dG (dcoxyguanozinu). Zlo2cnic rcakdncj zmcsi: I{C-DNA

l.25prg.nrl r. kvcrcctin 0. lnrnrol .l r. CuCl. 0. lmmol .l r. r----'i I dA (l.0mmol .l r).

r----r2dA(l.0nrnrol .l r). v-l dG(0.lmrnol .l r). v-- 2dG(l.0mmol .l r1.

Podnricnky rcakcie: 60oC. 2 h. pH tt.0.
Fig. .1. \uclsotidcs influence onrtC-DNA E. rrrli cleavage. I inhibitron stage with respect to rhe
rcitctiott without dA (dcoxyadcrrosinc). dG (dcoxyguanosinc). rcspcctivcly. Rcaction mixturc'compo-
sition: 'jC-DNA l.25pg nrl r. qucrcetine 0. lrnmol I r. CuCl. 0. lmrnol I r. r--------r I dA
(l.0nrnrol I r;. r------'l 2 dA (l.0nrnrol I r). 7- | dG (0. lmnrol I r).

11.0 mmol I r).

Rclction conditions: 60oC. I h. pH ti.0.

ObrObr

v-2dG

ochranni 0dinok deoxynukleozidov na rozklad DNA je o niedo niZii ako
v pritomnosti nukleotidov.

Dalej sme pomocou agarozovej gelovej elektroforezy sledovali fiinok ATP
na rozklad DNA telacieho tymusu kvercetinom (0.1 mmol.l-') v pritomnosti
CuCl. (0.1 mmol. I r. Pri koncentrdcii I mmol. l-r ATP nedochddza k rozkladu
tejto chromozomovej DNA (obr.4).
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Na vysvetlenie priiin inhibiineho udinku nukleotidov a nukleozidov nir
reakciu kvercetinu s DNA v pritomnosti Cu:* existuje viacero interpretircii.
Nukleotidy mdzu byt terdom p6sobenia vzniknutych volnlch radikdlov. alebo
s niektorou zlozkou reakcie (alebo viacerymi) moZu vytv6rat komplex [12].
ktory neprodukuje radik6ly. Dal5ou alternativou by bolo ovplyvnenie reaktivity
urditej zloLky reakcie. Monom6ry nukleovych kyselin m6zu totii usmeriovat
oxiddciu aromatickich reduktonov [13].

Obr. 4. Vplyv koncentr:lcie ATP na Stiepenie DNA telacieho tymusu prisobenim kverccrinu a CuCl..
Podmienkyreakcie:(gelovielektrolor6za)fbsfdtovyitlmivyroztok8mmol .l r.pH8.0pri 25oC.22h.
Vzorka lje kontrolnii - distd DNA. V ostatnych vzorkdch DNA (0.05mg.mI ') inkubovanii
s kvercetinom (0.lmmol .l-r a CuCl. (0.lmmol .l r). Koncentrdcia ATP v jednotlivych vzorkirch:
(1.2) 0mmol .l-r. (3) 0.0lmmol .l-'. (4) 0.05mmol .l-'. (5) 0.lmmol .l-'. (6) 0.2mmol .l-r. (7)
0.3mmol .l-'. (8) 0.4mmol .l '. (9) 0.5mmol .l r. (10) l.0mmol .l ,. (ll) 2.0mmol .l r. (12)

3.0mmol .l I. Vzorka l3 je DNA fiigu lambda (0.01mmol .l ') Stiepeni s Hind III.
Fig. 4. ATP concentration influence on veal thymus DNA cleavage applying quercetine and CuCl..
Reaction conditions: phosphate buffer 8 mmol I I, pH 8.0 at 25"C.22 h. Sample No. I is control onc

- pure DNa. In other samples -- DNA (0.05 mg ml-r) is incubated by means olquercetine (0.1 mmol
l-r and CuCll (0.lmmol I r). ATP concentrations in individual samples: (1.2) 0mmol I '. (3)

0.01 mmol l-r.(4)0.05mmol I-r.(5)0.1mmoll-r.(6)0.2mmol I r.(7)0.3mmol I-r.(8)0.4mmol I-r.
(9)0.5mmol t-'.(10) l.0mmol I '.(ll)2.0mmol l-r.(12)3.0mmoll '.SampleNo. l3 DNAphage

lambda (0.01 mmol l-r) cleaved by Hind III.

okrem monom6rov nukleotidov a ich deoxynukleozidov sme sledovali aj
udinok hoviidzieho albuminu na poskodenie DNA v pritomnosti kvercetinu
a Cu2+. Zistili sme (obr.5), Ze albumin pri koncentr6cii 62.5pg.ml-r takmer
uplne zabrailuje vzniku degradainych produktov r4C-DNA E. c.oli.
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Pridanim albuminu do reakinej zmesi doilo pravdepodobne k vytvoreniu
komplexu Cur--albumin, pretoZe proteiny reagujri s r6znymi kovmi za vzniku
koordinadnych zlirdenin [4]. Med viazana do komplexu sa nem6Ze zridastfiovat
na oxiddcii kvercetinu a produkcii volnych radik6lov. Albumin ju takto vlastne
maskuje, do vedie k zastaveniu rozkladu DNA. Stupei inhibicie vzrast| aj

s reakinou teplotou. Pri 60 oC sa na vychytdvani Cu2* ionov (obr. 5) zridastiuji
pravdepodobne uZ aj agreghty albuminu vzniknute denatur6ciou.

I
t%)

Obr. 5. Vplyv albuminu na Stiepenie '4C-DNA. I - stupei inhibicie vzhladom na reakciu bez

pridavku albuminu. 1,25 yg.ml I r4C-DNA Stiepen6 kvercetinom (0,1 mmol .l-r).
r---] 6,25 pg. ml-r albuminu. vvTa 62,5 pg. ml- ' albuminu.

Podmienky reakcie: fosftltovy tlmivy roztok pH 8,0.

|.2 - 24 H, 25 0C. 3.4 - 24 h. 37 0C. 5,6 - 2 h, 60 0C.

Fig. 5. Influence of albumine on raC-DNa cleavage. I - Inhibition stage with respect to the reaction

without albumine addition. l.25pg ml-r '4C-DNA cleaved with quercetine (0.lmmol l-r).
r----r 6.25pg ml'-r albumine, v777m62.5pg ml I albumine.

Reaction conditions: phosphate buffer pH 8.0.

t.2 - 24 h. 250C. 3.4 24 h. 370C. 5.6 -- 2 h, 600C.

System kvercetin-Cur* produkujirci voln6 radik6ly, tak ako aj ostatn6

oxidadno-redukdn6 syst6my, velmi z6visi od reakdnfch podmienok (pH, kon-
centr6cia reaktantov, teplota, pritomnosd infch zloZiek v syst6me). Za istfch
podmienok tento system prejavuje schopnost' degradovat' DNA. Probl6m vzni-
ku volnych radikdlov m6Ze byt' velmi aktu6lny v potravin6rskych technolo-
gi6ch. Prid6vanie r6znych l6tok, resp. vyuZivanie r6znych procesov (steriliz6cia,
udenie, Ziarenie) za udelom konzerv6cie potravin, m6Ze ovplyviovat l6tky
schopn6 produkovat'voln6 radik6ly a tfm podmiefiovaf tvorbu tychto radik6-
lov. Kvalita potravin by sa preto azda mala posudzovaf aj z hladiska pritom-
nosti moZnfch induktorov radik6lovych reakcii, ale aj l6tok schopnlich zabrdnif.

tymto reakci6m, do potvrdili aj naSe experimenty.
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Nucleotides and proteins as DNA protection before its damage

by quercetine in the presence of Cu2+

Summary

Nucleotides and proteins prevent DNA disintegration by quercetine in the presence olCu:*. We

have found out, that in the presence ol ATP or GTP as the case may be. and at the concentration
level of L0 mmol I r. only partial disintegration of ( l0 20%) rlC-DNA E. r'oli appears. compared

with the control in the absence ol 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 beel albumine (62.5 ng ml ') prevents almost entirely rlC-DNA E. coli
disintegration. Degradation rate in the presence olquercetine and Cu:* is directly proportional to
time and temperature.
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Mu onpere;rurn. qro B npucyrcrBlru ATP n CTP c xoHueHTpaquefi 1.0MMo:t.t-rnpflxoalrr
roirbxo K rracruqHoMy pa3noxeHnro (10-20 %) |4C-AHK 3. 4o.tu, nporuB rorrpoarnofi npo6e

6e: npucyrcralrr HyKreornaon. IIpn rex-xe ycnoBr.rrx peaxulru. coorBercrByloult4e.qeoKcnHyK-
teor[.4br a,tleHxHa ll ryaHr{Ha. uveror npu6.ll{3r{Te.irbHo o.rl[HaKoBoe 3au[Tnoe aefic,rsue na AHK
xax r,r HyKJeoTr.r,rlbr.

Mu onpe.[eru.irr.r. qro rosrxufi an6ynaun (62.5 nr u:r-r) aocnpenrrcrByer uorrru uoJruocrro
pa3xoxeHr.rrc ''C-AHK 3. t1o.tu. Cropocru parnoxeHr{r B nplcyrcrBltr KBepqernna n Cu:* npruo
nponopunoHaJ'rbHa BpeMeHr{ r.r TeMIIepaType.
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