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Ovaj  Zbornik  je
zbirka radova saopstenih na XXIV Simpozijumu Drustva za zastitu od
zracenja Srbije i Crne Gore koji je odrzan od 3 - 5. oktobra 2007. godine
na Zlatiboru. Radovi su razvrstani po sekcijama. Mada su svi radovi u
Zborniku recenzirani od strane Redakcionog odbora za sve iznesene
tvrdnje i rezultate odgovorni su sami autori.

Organizacioni odbor
se zahvaljuje svim autorima radova na uloZenom trudu. Posebno se
zahvaljujemo sponzorima koji su pomogli odrzavanje Simpozijuma i
Stampanje Zbornika.
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ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST FLAVONOIDA
(PROCIJANIDOLA, KVERCETINA, KEMFEROLA I LUTEOLINA)
U HUMANIM LIMFOCITIMA OZRACENIM IN VITRO

Miroslava STANKOVIC, Andreja LESKOVAC, Sandra PETROVIC
Institut za nuklearne nauke “’Vinca’’, Laboratorija za fizicku hemiju

SADRZAJ

U ovom radu je pracena promena ucestalosti mikronukleusa(MN) i aktivnost
antioksidativnih enzima katalaze(CAT) i glutation S transferaze (GST), kao i produkcija
malondialdehida(MDA) u neozracenim i ozracenim Celijskim kulturama humanih limfocita
tretiranih 0,87uM flavonoidima (procijanidolom, kvercetinom, luteolinom i kemferolom).
Rezultati su pokazali da najbolji antioksidativni efekat na Celijske kulture humanih
limfocita pokazuje procijanidol, antioksidativni efekat luteolina i kemferola je slabiji, dok
kvercetin pokazuje i prooksidativnu aktivnost.

1. Uvod

Mnoge biljke sadrze slobodne ili glikozidno vezane flavonoide kao Zute Celijske
pigmente (flavus-zut), lokalizovane u raznim organelama, narocito u cvetovima i lis¢u.

Flavonoidi su fenolna jedinjenja koja sadrze 15 atoma ugljenika (C¢-C;5-Cs), od kojih 9
pripada benzopirenskom prstenu (benzenski prsten-A, kondenzovan sa piranskim
prstenom). Ostalih 6 C-atoma c¢ine benzenski prsten (B), povezan sa benzopiranskim
prstenom na poziciji dva ili tri. Razli¢ite vrste flavonoida medusobno se razlikuju prema
tipu hibridizacije C atoma (sp3 ili sp2), na poziciji 2, 3 i 4 benzopirenskog prstena i prema
supstituentima na tim ugljenikovim atomima [1]. Gotovo sve aktivnosti flavonoida se
zasnivaju na njihovoj antioksidativnoj aktivnosti dobrih hvataca slobodnih radikala [2,3].

Pojacano stvaranje slobodnih radikala mogu favorizovati spoljasnji ¢inioci kao §to su:
jonizujuée zracenje, metaboliti razlic¢itih toksi¢nih jedinjena i lekova kao i poveéana
koncentracija kiseonika. U uslovima nekontrolisanog stvaranja slobodnih radikala, njihova
koli¢ina moze prevazici kapacitet ¢elije i tada nastaje oksidativni stres.

Glavni sistem zastite od reaktivnih vrsta kiseonika (ROS), ¢ini grupa antioksidativnih
enzima u koje spadaju i glutation-S transferaza (GST) i katalaza (KAT), koji predstavljaju
prvu liniju odbrane u eliminaciji primarnih proizvoda redukcije molekulskog kiseonika.
Antioksidativni zastitni sistem (AOS-antioxidant defence system), nastao je tokom
evolucije kod svih aerobnih organizama, kako bi se sprecila, ogranicila ili "popravila"
ostecenja nastala delovanjem reaktivnih vrsta kiseonika (O, ", HO,, OH i l02).

Zahtevi za maksimalnom ta¢no$¢u i sigurno$¢u u ispitivanju osteCenja nastalih
delovanjem genotoksi¢nih agenasa na humanu populaciju su sve veci, jer ¢ak i male
nepravilnosti pri tako osetljivim istrazivanjima mogu imati znacajne posledice. Jedan od
nacina bolje rezolucije u citogenetskim ispitivanjima je povecanje broja analiziranih ¢elija
po ispitaniku. U vezi sa tim analiza mikronukleusa citohalazin-B metodom za sada
predstavlja najbolje resenje.

2. Materijal i metode
Za odredivanje efekta pojedinacnih flavonoida na ucestalost mikronukleusa i enzimsku
aktivnost u kulturama humanih limfocita, mi smo u eksperimentu koristili flavonoide:
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Procijanidol (-)-epigalokatehin-3-O-galat (EGCG); Kvercetin (3,5,7,3',4'-penta oksi
flavonol); Luteolin (5,7,3',4'-tetrahidroksiflavon); Kemferol (3,5,7,4'-tetraoksiflavonol).

Za analizu mikronukleusa kori§¢eni su kriterijumi Countryman and Heddle [4].
Preparacija je obavljena po metodi Fenech and Morely [5]. Pregledano je 1000 binuklearnih
¢elija po uzorku.

Koli¢ina stvorenog MDA se meri spektrofotometrijski po metodi Aruoma [6] i
predstavlja indeks lipidne peroksidacije.

Aktivnost GST je odredivana po metodi Habiga i sar. [7], dok je katalazna aktivnost
odredivana po metodi Fleschera [8].

3. Rezultati i diskusija

U radu smo pratili promenu ucestalosti MN i aktivnost antioksidativnih enzima CAT i
GST u neozratenim i ozratenim kulturama humanih limfocita tretiranih 0,87uM
flavonoidima (procijanidolom, kvercetinom, luteolinom i kemferolom).

Procijanidol dovodi do smanjenja prosecne ucestalosti mikronukleusa za oko 40% u
odnosu na ucestalost mikronukleusa kontrolne grupe. Luteolin, za oko 22%, smanjuje
prosecnu ucestalost mikronukleusa u odnosu na ucestalost mikronukleusa kontrolne grupe,
dok kemferol smanjuje ucestalost mikronukleusa za oko 10% u odnosu na ucestalost
mikronukleusa kontrolne grupe (Tabela 1).

U neozracenim celijskim kulturama tretiranim procijanidolom, dolazi do smanjenja
produkcije malondialdehida priblizno 30% u odnosu na produkciju malondialdehida
kontrolnih uzoraka. U neozraCenim uzorcima tretiranim luteolinom, produkcija
malondialdehida je priblizno 20% niza a u uzorcima tretiranim kvercetinom priblizno 10%
viSa u odnosu na produkciju malondialdehida kontrolnih uzoraka , dok je produkcija
malondialdehida u neozraenim uzorcima tretiranim kemferolom sli¢na produkciju
malondialdehida kontrolnih uzoraka.

Aktivnost antioksidativnih enzima u uzorcima tretiranim procijanidolom i luteolinom je
priblizno 4-5% niZza u odnosu na vrednost izmerenu u kontrolnim uzorcima, dok je u grupi
tretiranoj kvercetinom, aktivnost antioksidativnih enzima priblizno 6% veéa u odnosu na
enzimsku aktivnost izmerenu u kontrolnoj grupi (Tabela 1).

Tabela 1. Ucestalosti MN, produkcija MDA i aktivnost enzima CAT i GST
prikazani kao % od kontrole u kontrolnim uzorcima i uzorcima tretiranim

flavonoidima

Konc.

0,87uM MN MDA CAT GST
Kontrola 100 100 100 100
Procijanidol 59,92 | 69,13 96,81 | 96,34
Kvercetin 102,1 | 110,72 | 106,04 | 105,6
Luteolin 77,95 | 81,78 94,52 | 97,34
Kemferol 92,15 | 99,86 99,46 | 98,15
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Ako pogledamo tabelu 2, vidimo da procijanidol smanjuje prose¢nu ucestalost
mikronukleusa u ozracenim kulturama za oko 15% u odnosu na ucestalost mikronukleusa
ozracenih kontrolnih uzoraka. Luteolin, smanjuje prosecnu ucestalost mikronukleusa u
ozratenim kulturama za oko 3%, dok kemferol smanjuje proseénu ucestalost
mikronukleusa u ozra¢enim kulturama humanih limfocita za oko 10% u odnosu na
ucestalost mikronukleusa ozra¢enih kontrolnih uzoraka. Prooksidativna aktivnost
kvercetina je jako mala, oko 1%, u odnosu na ucestalost mikronukleusa ozracenih
kontrolnih uzoraka (Tabela 2).

U ozracenim c¢elijskim kulturama tretiranim flavonoidima, produkcija malondialdehida i
aktivnost antioksidativnih enzima je pribliZno ista kao i vrednosti izmerene u kontrolnim
uzorcima (Tabela 2).

Tabela 2. Ucestalosti MN, produkcija MDA i aktivnost enzima CAT i GST
prikazani kao % od kontrole u ozra¢enim kontrolnim uzorcima i u ozracenim
uzorcima tretiranim flavonoidima

Konc. 0,87uM MN MDA CAT GST
Kontrola 100 100 100 100

Procijanidol 85,22 197,52 | 98,19 98,8
Kvercetin 100,59 | 99,33 | 99,52 | 99,54
Luteolin 97,31 | 99,2 99 98,6
Kemferol 91.10 | 99.45 | 99.04 | 99.54

Rezultati su pokazali, da flavonoidi u koncentraciji od 0,87uM uneti u Celijsku kulturu
in vitro, inhibiraju lipidnu peroksidaciju i pokazuju antioksidativni efekat. Najbolji
antioksidativni efekt ima procijanidol, dok kvercetin pokazuje prooksidativnu aktivnost jer
produkcijom OH jona pokreée procese lipidne peroksidacije, i povecava aktivnost
antioksidativnih enzima katalaze i glutation-S-transferaze.

Dobijeni rezultati su pokazali da i u ozracenim ¢elijskim kulturama jedino procijanidol
pokazuje smanjenu produkciju MDA dok ostali flavonoidi pokazuju aktivnost koja je
veoma sli¢na vrednostima kontrolne grupe.

Aktivnost enzima antioksidativnog stresa CAT i GST je veoma niska i skoro da se ne
razlikuje od vrednosti dobijenih u kontrolnim uzorcima.

Ovako niska, aktivnost antioksidativnih enzima, je posledica jonizujueg zracenja doze
2Gy, koje dovodi do kidanja peptidnih veza i do modifikacije u strukturi enzima, usled cega
dolazi do gubitka enzimske aktivnosti. Smatra se da u uslovima intenzivne produkcije
slobodnih radikala usled jonizujuéeg zracenja, i intenzivne lipidne peroksidacije u
membranama, oksidacija lipida moze uzrokovati promene u konformaciji enzima (katalaze
i GST-a).

4. Zakljucak

Rezultati koji su dobijeni u ovom radu pokazuju da se genotoksi¢ni i citotoksicni efekti
u kulturama humanih limfocita, izazvani produkcijom slobodnih radikala, mogu meriti
preko ucestalosti MN (markera DNK ostecenja), produkcije MDA i aktivnosti CAT i GST.

Dobijeni rezultati su pokazali da najbolji antioksidativni efekat ima procijanidol dok
kvercetin pokazuje prooksidativnu aktivnost.
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Na kraju treba reci, da je opravdano nastaviti istraZivanja o bioloskim efektima
flavonoida kako bi se odredila njihova prava farmakoloska svojstva, kao i mogucnost
sinergizma izmedu flavonoida i hemioterapijskih agenasa. Imajuci u vidu Sirok spektar
antioksidativnog delovanja flavonoida, moZe se ocekivati i njihova raznovrsna primena u
medicini, farmaciji i kozmetici.
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ABSTRACT

THE ANTIOXIDANTS ACTIVITY OF FLAVONOIDS (PROCYANIDOL,
QUERCETIN, LUTEOLIN AND KAEMPHEROL) IN HUMAN LYMPHOCYTES
EXPOSED TO IONIZING RADIATION IN VITRO

Miroslava STANKOVIC, Andreja LESKOVAC, Sandra PETROVIC
Institute of nuclear sciences “’Vinca’’ Physical Chemistry Laboratory

Phenolic components (flavonoids), may be important in prevention of DNA damage.
We have tested the hypothesis that the flavonoids are protective against the DNA-damaging
by y-radiation in vitro. The study confirms strong antioxidant activity and radioprotective
properties of flavonoids.
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