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EFEKAT FLAVONOIDA PROCIJANIDOLA
NA UCESTALOST MIKRONUKLEUSA
U HUMANIM LIMFOCITIMA OZRACENIM IN VITRO

M. Stankovié, A. Leskovac, S. Petrovi¢
Institut za nuklearne nauke “Vin¢a”, Laboratorija za fizicku hemiju

SADRZAJ

U radu je pracena promena ucestalosti mikronukleusa u neozracenim i
ozracenim kulturama humanih limfocita tretiranih (0,87uM i 4,37uM) procijanidolom.
Ucestalost mikronukleusa u uzorcima koji su tretirani 0,87uM pricijanidolom je ~40%
manje u odnosu na ucestalost mikronukleusa kontrolnih uzoraka, dok je u ozracenim
uzorcima tretivanim 0,87uM procijanidolom, ucestalosti mikronukleusa ~15% manje u
odnosu na ucestalost mikronukleusa ozracene kontrolne grupe. Ovako znacajno smanjenje
ucestalisti mikronukleusa u uzorcima tretiranim 0,87uM procijanidolom potvrduje njegov
znacajan protektivni efekat na kulture humanih limfocita.

UvOD

Ubrzani razvoj nauke i tehnologije doprineo je da se neprekidno poveéava broj
raznovrsnih genotoksiénih agenasa, prisutnih u zivotnoj sredini. Poja¢ano stvaranje
slobodnih radikala mogu favorizovati spoljasnji ¢inioci kao Sto su: jonizujuée zraéenje,
metaboliti razli¢itih toksi¢nih jedinjena i lekova kao i povecana koncentracija kiseonika. U
uslovima nekontrolisanog stvaranja slobodnih radikala, njihova koli¢ina moze prevazici
kapacitet celije i tada nastaje oksidativni stres.

Baldi i saradnici [1], su izvrsili kvalitativnu i kvantitativnu analizu polifenola iz
grozda 1 vina i zatim ispitivali antioksidativnu aktivnost frakcija i nekih pojedina¢nih
komponenti in vitro i ex vivo i pokazali da su frakcije koje sadrze proantocijanidole
najefikasniji hvataci slobodnih radikala. Proantocijanidoli su proizvodi polimerizacije
flavan-3-ola do oligomera. To su jedinjenja koja pripadaju grupi flavanola koji su derivati
fenil-2-hromana. Osnovni skelet, kao i kod flavonoida, ¢ine dva benzenova prstena (A i B)
i jedan oksidovani heterocikli¢ni prsten. Za njih je karakteristicno da pored OH grupe na C;
atomu, istu funkcionalnu grupu uvek imaju i na C; i C4 atomima. Gotovo sve aktivnosti
proantocijanidola zasnivaju se na njihovoj antioksidativnoj aktivnosti dobrih hvataca
slobodnih radikala [2,3]. Zahtevi za maksimalnom ta¢no$¢u i sigurno$éu u ispitivanju
ostecenja nastalih delovanjem jonizujuceg zraCenja i genotoksi¢nih agenasa, na humanu
populaciju su sve veéi, jer ¢ak i male nepravilnosti pri tako osetljivim istrazivanjima mogu
imati znacajne posledice. U vezi sa tim analiza mikronukleusa citohalazin-B metodom za
sada predstavlja najbolje resenje. Sigurnost citohalazin-B mikronukleusnog testa zasniva
se na Cinjenici da se iz jednog uzorka moze analizirati viSe desetina hiljada binuklearnih
limfoblasta, Sto daje objektivnu sliku ucestalosti i distribucije hromozomskih aberacija.
Osnovna prednost citohalazin-B mikronukleusnog testa je pouzdana identifikacija celija
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koje su prosle samo jednu deobu. Danas, citohalazin-B mikronukleusni test nalazi Siroku
primenu u ispitivanju mutagenog efekta razliCitih agenasa. Od strane velikog broja autora
ova metoda je predloZena kao alternativa za dugotrajne metafazne analize hromozoma [5],
naroCito kada se radi o populacionim monitoring studijama u kojima je potrebna brza i
precizna informacija da li je data supstanca genotoksic¢na ili ne.

MATERIJAL I METODE

Za analizu mikronukleusa koriséeni su kriterijumi Countryman and Heddle [4].

Preparacija je obavljena po metodi Fenech and Morely [5]. Pregledano je 1000 binuklearnih
¢elija po uzorku.

REZULTATI I DISKUSIJA

U ovom radu smo pratili promenu ucestalosti mikronukleusa u neozra¢enim i
ozracenim kulturama humanih limfocita tretiranih (0,87uM i 4,37uM) procijanidolom.

Na grafiku:1, je prikazana ucestalost mikronukleusa u neozracenim uzorcima
koji su tretirani razli¢itim koncentracijama procijanidola (0,87uM, 4,37uM).

Srednja vrednost ucestalosti mikronukleusa u kontrolnim uzorcima iznosi:
21,8743,99. U wuzorcima koji su tretirani 0,87uM pricijanidolom, srednja vrednost
ucestalosti mikronukleusa je 13,01+3,20 (~40% manje u odnosu na ucestalost
mikronukleusa kontrolnih uzoraka). Srednja vrednost ucestalosti mikronukleusa u uzorcima
tretiranim  4,37uM  procijanidolom, iznosi:19,60+3,32 (~10% manja ucestalost
mikronukleusa nego u kontrolnim uzorcima), (grafik:1).
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Grafik:1. Srednja vrednosti MN u neozracenim kontrolnim uzorcima
uzorcima tretiranim procijanidolom

Dobijeni rezultati pokazuju da postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti
mikronukleusa izmedu kontrolnih uzoraka i wuzoraka tretiranih procijanidolom u
koncentracijama: 0,87uM; 4,37uM, (t= 7,51 ; p= 0,0006., t= 2,83; p= 0,036 ). Statisticka
znacajnost postoji i izmedu uzoraka tretiranih koncentracijama procijanidola od 0,87uM i
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4,37uM, (t= 10,60; p= 0,00013). Rezultati ispitivanja efekata procijanidola (konc. 0,87uM,
4,37uM) na ozracenim ¢elijskim kulturama, prikazani su na grafiku:2).

Srednja verdnost ucestalosti mikronukleusa u ozra¢enim kontrolnim uzorcima
iznosi 164,20+£26,32. U ozracenim uzorcima tretiranim 0,87uM procijanidolom, srednja
vrednost ucestalosti mikronukleusa je 139,93+11,67 (~15% manje u odnosu na ucestalost
mikronukleusa u kontrolnim uzorcima), a u ozraCenim uzorcima tretiranim 4,37uM
procijanidolom, srednja vrednost ucestalosti mironukleusa je 152,25+15,09 (Sto predstavlja
smanjenje ucestalosti mikronukleusa za 7% u odnosu na kontrolne uzorke), grafik 2.
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Grafik:2. Srednjia vrednosti MN u ozrac¢enim kontrolnim uzorcim
i u ozraéenim uzorcima tretiranim procijanidolom

Rezultati dobijeni T-testom, pokazuju da nema statisticki znaCajne razlike
izmedu ozracenih kontrolnih uzoraka i ozracenih uzoraka tretiranih 0,87uM i 4,37uM
procijanidolom (t=3,01; p= 0,057., t= 2,09; p= 0,127 ).

Postoji korelacija izmedu ozracenih kontrolnih uzoraka i ozraenih uzoraka
tretiranih 4,37uM procijanidolom (r=0,99; t=13,05; p=0,006).

Ovako znacajno smanjenje ucestalisti mikronukleusa u uzorcima tretiranim
0,87uM procijanidolom potvrduje njegov znacajan protektivni efekat na kulture humanih
limfocita. Ovaj rezultat je u toliko znacajniji kad se zna da vestacki protektori, (npr.
Amifostin WR-2721) mogu da smanje ucestalost mikronukleusa najvise za 20% u odnosu
na kontrolne uzorke. Smatra se da dobra protektivna svojstva procijanidola poti¢u od
njegove strukture. Uzimajuci u obzir sve strukturne karakteristike procijanidola , u naSem
radu je pokazano da B2 dimeri (procijanidol 3-O-galat), predstavljaju najefikasnija
jedinjenja u uklanjanju slobodnih radikala i za oko 40% smanjuju ucestalost mikronukleusa
u odnosu na kontrolne vrednosti. Procijanidoli efektivno $tite ¢eliju od jonizujuceg zracenja
i pokazuju snazan antioksidativni efekat.

ZAKLJUCAK

Rezultati dobijeni u ovom radu su pokazali, da se genotoksi¢ni i citotoksiéni
efekti u kulturama humanih limfocita, izazvani produkcijom slobodnih radikala, mogu
meriti preko ucestalosti mikronukleusa (markera DNK oSte¢enja). Najveci sadrzaj
proantocijanidola u grozdu imaju semenke [6,7], a od svih do sada ispitanih sorti, sivi
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burgundac je u njima najbogatiji [8]. Procijanidoli spreavaju oksidativhu degradaciju
vitamina C, imaju antimutagena svojstva, a pokazali su se i kao efikasni inhibitori indukcije
kancenogeneze. Brojna istrazivanja su pokazala da vino sadrzi veliku koli¢inu derivata
katehina-proantocijanodole, koje nemaju drugi proizvodi. Na osnovu dobijenih rezultata
moze se zakljuciti da bi procijanidoli mogli biti odgovorni za pozitivna fizioloska svojstva
crvenih vina.
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ABSTRACT

THE EFFECT OF FLAVONOID PROCYANIDOL ON INDUCTION
OF MICRONUCLEI IN HUMAN LYMPHOCYTES EXPOSED
TO IONIZING RADIATION IN VITRO

M. Stankovié, A. Leskovac, S. Petrovi¢
Institute of Nuclear Sciences “Vinca” Physical Chemistry Laboratory

Phenolic components (procyanidols), common to red wine may be important in
prevention of oxidative DNA damage. We have tested the hypothesis that the phenolic
components of red wine are protective against the DNA-damaging by y-radiation in vitro.
The procyanidol (concentration, 87uM), added to unirradiated and irradiated samples,
significantly reducted the yield of micronuclei, ~40% and ~15%, respectively. The study
confirms strong radioprotective properties of procyanidols.
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