ORIGINALNI NAUCNI RADOVI

EFEKTI ASKORBINSKE KISELINE NA BLASTNU TRANSFORMACIJU

LIMFOCITA

Voja Pavlovi¢*, Zoran Pavlovi¢** i Zorica Anti¢***

Proucavan je uticaj askorbinske kiseline na intenzitet blastne transformacije limfocita in-
dukovane Con-A i LPS mitogenima. Za oglede su kori§¢eni limfociti slezine C3H/HEJ miSeva.
Celije su izlagane delovanju razli¢itih koncentracija askorbinske kiseline, a proces sinteze DNK
meren je kratkotrajnim obeleZavanjem kulture tritiliranim timidinom (H-TdR) nukleozidom,
koji se ugraduje u novostvorenu DNK. Koli¢ina ugradenog *H-TdR odredivana je scintila-
cijskim merenjem u tekucem scintilacijskom beta brojacu.

Dobijeni rezultati pokazuju da askorbinska kiselina pokazuje stimulativno delovanje na
blastnu transformaciju limfocita u doziod 0,075 do 0,175 gama/2,5x10° éelija. Sa progresivnim
poveéanjem doze askorbinske kiseline, progresivno raste inhibitorni efekat askorbinske kiseline
na intenzitet blastne transformacije limfocita. Askorbinska kiselina pokazuje snaznije delovanje
na T, nego na B limfocite. Ovi rezultati sugeriraju na zaklju¢ak da askorbinska kiselina ima
znacajan uticaj na intenzitet mitogenima stimulisane limfocitne aktivnosti. Acta Medica Media-

nae 2003; 42 (3): 5-8.
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Uvod

Poznato je da askorbinska kiselina igra znacajnu
ulogu u odvijanju procesa celularne i humoralne imu-
nosti u organizmu. Tokom poslednjih nekoliko decenija
XX veka u medicinskoj literaturi aglomeriralo se obilje
podataka, eksperimentalnih i klini¢kih studija, 0 ko-
risnim efektima visokih doza askorbinske kiseline u
spre¢avanju razvoja respiratornih infekcija (1), kao i 0
porastu vremena preZivljavanja bolesnika u terminalnoj
fazi malignih oboljenja (2, 3). Takode, postoje mnogo-
brojni podaci 0 ulozi askorbinske kiseline u sintezi ad-
renalnih steroida, kao i 0 uticaju vitamina C na rao-
dulaciju odbrambene funkcije imunog sistema. Danas je
poznato da se pod dejstvom vitamina C poveava mo-
tilitet nomnalnih neutrofila i monocita (4), stimuliSe ak-
tivnost heksozomonofosfatnog Santa (5), stimulise
antimikrobna aktivnost u ¢elijama in vitro (6) i inhi-
bira mijeloperoksidazom posredovana joinacija in-
gestiranih proteina (7). Askorbinska kiselina je
neophodna za diferentovanje limfoidnih organa u toku
rastenja i regeneracije limfoidnog tkiva posle X-
zraCenja (8), kao i za stimulaciju produkcije antitela
(9), sintezu CI komponentu komplementa (10) i sin-
tezu interferona (11).
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Rezultati dosadasSnjih klini¢kih i eksperimental-
nih istrazivanja efekata askorbinske kiseline na aktiv-
nost limfocita su dosta kontradiktorni. Yonemoto (12) i
Anderson (13) su pokazali da peroralni unos askorbin-
ske kiseline dovodi do porasta intenziteta blastne trans-
formacije limfocita na stimulaciju mitogenima (LPS i
Con-A). Sli¢ne rezultate saopstili su i Siegel i Morton
(14). Medutim, Nungester i sar. (15) su pokazali da ve-
like doze askorbinske kiseline inhibiSu blastnu trans-
formaciju limfocita pod dejstvom fitohemaglutinina.

Cilj rada

Imajuéi u vidu ove literaturne podatke pokusali
smo u ovom radu da prou¢imo efekat razli¢itih doza ask-
orbinske kiseline na blastnu transformaciju limfocita, pod
dejstvom konkavalina (Con-A) i lipopolisaharida (LPS).

Materijal i metod rada

Za oglede smo koristili C3H/HEJ miseve, muskog
pola, starih 6 do 7 nedelja, prose¢ne telesne mase od 20
do 30 g na pocetku eksperimenta. MiSevi su bili u gru-
pama od 4 do 5 ujednom kavezu. Bili su na uobicajenoj
ishrani i ziveli pod laboratorijskim uslovima.

Izdvajanje limfocita

Za eksperimente smo Koristili limfocitne slezine.
Zivotinje smo mehanic¢ki zrtvovali, a izvadene slezine
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macerirali, ispirali PBS-om (Dulbeck). Dobijeni rast-
vor centrifugirali smo 10 minuta na 3.000 g. Super-
natant je dekantiran, a d¢elije su resuspendovane u
RPMI-1640 (Grand Island Co. NY) tako da bi se dobilo
4.000.000 ¢elija/ml (Stock). Od ovoga stoka pripre-
mano je razblaZzenje u RPMI-1640 (1:8). Na taj nacin
dobijana je koncentracija mononuklearnih ¢elija od
2.5x10° celija/ml medijuma obogaéenog BCS (Bovin
Calf Serum, Biologic. Lab. Rocviller, Md). Za mikro-
kulture limfocita Koristili smo sterilne, specijalne pla-
sti¢cne mikrotube za kulture tkiva (10x75 mm, Falcon).

U svaku epruvetu dodavano je po 2,5 x 10’ lim-
focita i po 10 mikrolitara RPMI 1640 medijuma. Sve
kulture su radene u triplikatu.

Kulture su bile podeljene u tri grupe:

Prvoj grupi, ovako pripremljenih kultura lim-
focita, dodavali smo po 10 fig medijuma. Nije dodavan
mitogen. Ona je sluzila kao kontrola (grupa A).

Drugoj grupi kultura dodavali sm& p o 5 ug Con-
A (National Biochemical Corp., Cliveland, Ohio). Bile
su to kulture grupe B.

Trecoj grupi dodavali smo po 2,5 ug LPS (lipopo-
lisaharid, Escherichia colli, National Biochemical Corp,
Cliveland, Ohio, USA). Bile su to kulture grupe C.

Kulturama grupa B i C dodavana je razlicita kon-
centracija askorbinske kiseline: 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 10,0
i 100,0 gama. Kulture su inkubirane u atmosferi sa 5%
CO, na temperaturi od 37°C u toku 72 h. Sest sali pre
kraja inkubacije svakoj kulluri smo dodavali po 2 (aCi
tritiliranog timidina (H-TdR, New England Nuclear).
Kulture su potom prane na +4°C, jednom u 2,5 ml
DPBS, a potom tretirane dva puta u 2,5 ml 5% trihlor-
sircetnoj Kkiselini (Bacer). Precipitati trihlorsircelne
kiseline su potom rastvarani u 1,0 ml N NaOH, u toku
20 minuta na 37°C, neutralizirani sa 0,1 ml 2 N HCI.
Sest sati nakon tretmana trihlorsiréetnom kiselinom i
NaOH, odredivana je koli¢ina ugradenog H-TdR scin-
tilacijskim merenjem u tekuéem scintilacijskom beta
brojacu LKB-1219 (Rachbeta, Finland). Ugradnja ra-
dioaktivno obelezenog H-TdR prikazana je kao vred-
nost impulsa u minuti (cpm-counter per minute).
Dobijene srednje vrednosti stimulacije triplikatnih uzo-
raka, za svaku kulturu, su sabirani, a dobijeni rezultati
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su prikazani kao vrednosti
stimulacije u minuti.

Od rezultata cpm, dobijenih za stimulisane kul-
ture, oduzimani su rezultati dobijeni za nestimulisane
kulture, i tako dobijeni odnos je oznacavan kao indeks

stimulacije.

srednje impulsima

Nasi rezultati

Kulture iz slezina dobijenih limfocita podeljene
su u tri grupe: A, B i C. Limfociti kultura grupe A nisu
dobijali stimulaciju mitogenima, limfociti kultura gru-
pe B dobijale su stimulaciju mitogenom Con-A, a lim-
fociti kultura grupe C bile su stimulisane mitogenom
LPS. Sve kulture su bile u triplikatu. Kulture grupa B i
C dodatno su dobijale razli¢ite koncentracije askorbin-
ske kiseline.

Dobijeni rezultati kultura stimulisanih mitoge-
nom Con-A i dodavanih razli¢itih koncentracija ask-
orbinske kiseline prikazani su na tabeli 1.

Iz tabele se vidi da doza askorbinske kiseline od
0,05 gama askorbinske kiseline pokazuje manju stimu-
laciju od Con-A, dok najsnazniju stimulaciju blastne
transformacije limfocita pokazuje doza od 0,1 gama
askorbinske kiseline. Medutim, sa daljim povecanjem
doze askorbinske kiseline nastaje postepeno opadanje
intenziteta blastne transformacije limfocita. Ovaj ef-
ekat askorbinske kiseline jo§ bolje se zapaZza na
slede¢em grafikonu (grafikon 1).

Sli¢ni rezultati su dobijeni i pri dodavanju mito-
gena LPS i askorbinske kiseline (tabela 2 i grafikon 2).

Sa gornje tabele zapaza se da najjaCu stimulaciju
izaziva dodavanje askorbinske Kkiseline u dozi od 0,1
gama po kulturi. Sa porastom doze dodavane askorbin-
ske kiseline progresivno opada intenzitet stimulacije
blastne transformacije limfocita.

Diskusija

U medicinskoj literaturi aglomerirano je
mnostvo, ¢esto puta, kontradiktornih podataka o uticaju
askorbinske kiseline na blastnu transformaciju limfo-

Tabela 1. Efekat askorbinske kiseline i Con-A na blastnu transformaciju limfocita (index stimulacije)

Con-A (ug) 5 5 5 5 5 5 5
Askorb. kis. (gama) | 0 0.05 0.1 0.5 1.0 10 100
Sred. vr. 5312 5000 23125 9500 8750 6750 4375
SD 1159 1192 7312 1319 2390 1991 276
Tabela 2. Efekat askorbinske kiseline i LPS na blastnu transformaciju limfocita (index stimulacije)
LPS (ug) 2.5 2.5 2.5 25 2.5 2.5 2.5
Askorb. kis. (gama) | 0 0.05 0.1 0.5 10 10 100
Sred. vr. 4000 3200 12000 8200 6600 6000 800
SD 1275 352 3752 2492 1075 2090 74
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Graf ikon 1. Efekat askorbinske kiseline i Con-A na blastnu
transformaciju  limfocita

cita. Neki autori su ukazali na ¢injenicu da askorbinska
kiselina stimuliSe mitogenima indukovanu blastnu tra-
nsformaciju limfocita periferne krvi (16, 10, 13) i lim-
focita slezine miSa (11), dok druga grupa istrazivaca
ukazuje na suprotne efekte. Naime, ovi autori ukazuju
da dijetetske koli¢ine askorbinske kiseline menjaju efe-
kte askorbinske Kkiseline na blastnu transformaciju T
limfocita, indukovanu mitogenima (8) i limfocitima
zamoraca. Rezultati dobijeni u toku in vitro ekspe-
rimenata takode su kontradiktorni. Prema nekim au-
torima askorbinska kiselina stimuliSe  blastnu
transformaciju limfocita periferne krvi (16, 17, 18, 19),
dok druga grupa autora ukazuje na inhibitorni uticaj
askorbinske Kkiseline na blastnu transformaciju (15).

Rezultati naSeg rada pokazuju da doza asko-
rbinske kiseline od 0,05 gama/2,5x 10’ éelija, ima manji
intenzitet blastne transformacije limfocita nego Sto je
intenzilet blastne transformacije samo sa Con-A.
Medutim, sa porastom doze aplikovane askorbinske
kiseline raste i intenzitet mitogenima indukovane bla-
stne transformacije limfocita. Najveéi intenzitet blastn-
korbinske kiseline/2,5x10° limfocitnih éelija. Daljim
poveéanjem doze aplikovane askorbinske kiseline na-
staje progresivno opadanje intenziteta blastne transfo-
rmacije limfocita. Primena najveée doze askorbinske
kiseline (100 gama) pracena je najnizim intenzitetom
blastne transformacije.

Izgleda da askorbinska kiselina u dozi od 0,075
do 1,175 gama signifikantno povecéava intenzitet
blastne transformacije T i B limfocita, stimulisanih
mitogenima Con-A i LPS. Medutim, veée doze as-
korbinske kiseline inhibiraju inkorporaciju H’ timidina
od strane T i B limfocita. Najveéa doza primenjene
askorbinske kiseline pra¢ena je najnizim intenzitetom
blastne transformacije.

Ovi rezultati su u skladu sa nalazima Panush-a i
sar. (17), koji su zapazili da askorbinska kiselina, u dozi

Crafikon 2. Efekat askorbinske kiseline i LPS-a na blastnu
transformaciju  limfocita

od 5-15 micro g/ml, stimuli§e inkorporaciju H® ti-
midina od strane humanih limfocita, dok porast doze
askorbinske kiseline (vise od 15 |i/ml) inhibira blastnu
transformaciju. Takode su u skladu i sa nalazima Si-
egel-a i Morton-a (14) koji su ukazali da askorbinska
kiselina povecava sintezu DNA u T limfocitima sle-
zine, kod pacova koji su hranjeni hranom bogatom
askorbinskom kiselinom.

Rezultati dobijeni stimulacijom blastne transfo-
rmacije limfocita mitogenima pokazuju snaznu sti-
mulaciju T limfocitne populacije u odnosu na blastnu
transformaciju B limfocitne populacije. Najjai stepen
blastne transformacije, kako T tako i B limfocitne
populacije, pokazuje koncentracija askorbata od 0,075
do 1,175 gama/2,5x10° ¢elija. Porast koncentracije
askorbinske kiseline progresivno inhibiSe blastnu
transformaciju T i B limfocita.

Zakljucak

Na osnovu dobijenih rezultata moze se za-
kljuciti:

Askorbinska Kkiselina, u dozi od 0,05 ga-
ma/2,5x10° limfocita, ima manji intenzitet blastne
transformacije nego $to je intenzitet blastne transfor-
macije indukovane samo mitogenom Con-A.

Sa porastom doze askorbinske kiseline raste in-
tenzitet blastne transformacije.

Najveci intenzitet mitogenima indukovane bla-
stne transformacije izaziva aplikacija 0,1 gama as-
korbinske kiseline na 2,5 x 10° limfocitnih éelija.

Sa porastom doze askorbinske kiseline progre-
sivno opada intenzitet mitogenima indukovane blastne
transformacije. Najnizi intenzitet se zapaza kada je
aplikovana najvec'a koncentracija askorbinske kiseline
(100 gama) na 2,5 x 10’ éelija.
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THE EFFECT OF ASCORBIC ACID ON BLAST
TRANSFORMATION OF LYMPHOCYTES

Voja Pavlovié, Zoran Pavlovié and Zorica Antié

The impact of ascorbic acid on the intensity of blast transformation of lymphocytes in-
duced by Con-A and LPS mytogens was considered. For the experiments the spleen lympho-
cytes C3H/HEJ mouse were used. The cells were explored to the impact of different ascorbic
acid concentration, and the process of DNA synthesis was measured by frequent marking of 'H -
TdR, which were incorporated into a newly sinthetisized DNA. The quantity of the incorporated
*H-TdR was measured by scintillation in the beta counter.

The achieved results show that ascorbic acid exemplifies the stimulative influence on
blast transformation lymphocyte in dose from 0,075 to 0,175 gamma/2,5x10° cells. With pro-
gressive increase of ascorbic acid dosage, the inhibitatory effect of ascorbic acid progressively
increases. Ascorbic acid shows a stronger effect on T than on B lymphocytes. These results lead
to a conclusion that ascorbic acid has an important effect on the intensity of stimulated lympho-
cyte activity by mitogen. Acta Medica Medianae 2003; 42 (3): 5-6.

Key words: ascorbic acid, blast transformation of lymphocytes



