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Uticaj slobodnih radikala
na aktivnost citohrom c¢
oksidaze — protektivna
svojstva zelenog Caja

Slobodni radikali su atomi, molekuli ili joni koji u
poslednjoj energetskoj orbitali imaju nesparene ele-
ktrone. Nastaju tokom razlicitih fizioloskih i patolo-
Skih procesa i poznati su po visokoj reaktivnosti.
Lako stupaju u reakcije sa lipidima i proteinima do-
vodeci do izmena u njihovoj strukturi i funkciji. Ci-
tohrom ¢ oksidaza jedan je od enzima respiratornog
lanca mitohondrija koji ima ulogu u prenoSenju
elektrona od citohroma do kiseonika. Reakcija je
izrazito egzotermna i dolazi do stvaranja vode, a
oslobodena energija koristi se za sintezu ATP-a.
Slobodni radikali mogu ostetiti ovaj enzim i smanjiti
njegovu aktivnost, a to moze dovesti do razvoja po
Celiju teSkog energetskog deficita. Brojna is-
traZivanja okrenuta su ka pronalaZenju supstancija
iz prirode sa antioksidantnim svojstvima. Zeleni caj
je bogat flavonoidima i polifenolima za koja je
pokazano da imaju antioksidantne osobine. Cilj
ovoga rada bio je da se ispitaju protektivna svojstva
zelenog caja na smanjenje aktivnosti citohrom c ok-
sidaze uzrokovane slobodnim radikalima. Dobijeni
rezultati pokazali su znacajan antioksidativni efekat
ekstrakta zelenog Caja.

Uvod

Najznacajniji put sinteze ATP-a i dobijanja ener-
gije za Celiju predstavlja respiratorni lanac mitohon-
drija. On se sastoji od niza FeS proteina, citohroma
i flavoproteina ¢ija je funkcija prenos elektrona
preko redoks parova sa mesta niZeg ka mestu viSeg
redoks potencijala. Citohrom ¢ oksidaza, poznata joS§
i kao Varburgov enzim ili citohrom aa3 oksidaza,
jedan je od enzima respiratornog lanca, prenosilac
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redukcionih ekvivalenata sa sistema citohroma na
molekularni kiseonik. Primanjem elektrona kiseonik
se redukuje, odnosno aktivira, pri ¢emu reaguje sa
jonima vodonika grade¢i vodu. Nastanak vode u res-
piratornom lancu najvaznija je egzotermna reakcija u
metabolizmu. Energija oslobodena u ovoj reakciji se
koristi za stvaranje visokoenergetskih veza, tj. u fos-
forilaciji ADP-a u ATP.

U fizioloSkim uslovima se oko 1% elektrona koji
prolaze kroz respiratorni lanac direktno prebacuje na
molekulski kiseonik i stvara superoksidni anjon koji
antioksidantnim sistemima organizma biva odmah
redukovan. Usled raznih patoloSkih procesa moze
doci do poremecaja u sistemu za transport elektrona
u mitohondrijama koji prevazilazi moguénosti an-
tioksidante odbrane, $to se moZe dramati¢no odraziti
na produkciju slobodnih radikala (Acker et al.
2006).

Slobodni radikali su atomi, joni ili molekuli, koji
u spoljasnjoj orbitali sadrZe jedan ili viSe nesparenih
elektrona. Veoma su reaktivni i osobina im je da iza-
zivaju niz lananih reakcija u kojima nastaju novi
slobodni radikali, koji nastavljaju reakciju i pri tom
oStecuju materiju. Ispoljavanju njihovih $tetnih dej-
stava se suprotstavljaju enzimski i neenzimski antioksi-
dansi. U uslovima u kojima produkcija slobodnih
radikala prevazilazi kapacitet antioksidativne zaStite
nastaje stanje koje se naziva oksidativni stres i dolazi
do oStecenja brojnih molekula u celiji.

Lipidna peroksidacija je najizraZeniji negativni
fenomen delovanja slobodnih radikala. Osim lipida,
mozZe dodi i do oStecenja tercijarne strukture konsti-
tutivnih i funkcionalnih proteina $to se loSe odrazava
na njihove funkcije u organizmu. Posledice ataka
slobodnih radikala na DNK su odvajanje i cepanje
lanaca DNK i hidroksilacija konstitutivnih baza. Is-
hod moze biti smrt Celije ili mutacija (Mimi¢ 1998).

Poveéano stvaranje slobodnih radikala u mito-
hondrijama moZe uzrokovati i promene u proteinskoj
strukturi enzima citohrom ¢ oksidaze, Sto uslovljava
smanjenje aktivnosti ovog enzima. Posledi¢na sma-
njena produkcija ATP-a u ovim uslovima doprinosi
daljem oksidativnom oStecenju Celije.

Dorde Dorovic¢ (1990), Beograd, Gocka 10,
ucenik 1. razreda XV beogradske gimnazije
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Zeleni ¢aj (Camellia Sinensis) se smatra odli¢nim
izvorom polifenolnih antioksidanasa, posebno katehina.
Pokazano je da zeleni ¢aj smanjuje gvoZdem indu-
kovanu lipidnu peroksidaciju u homogenatima tkiva
mozga i kulturi atrocita (Lin et al. 1998). IstraZivanja
su pokazala da ostvaruje i odredeni neuroprotektivni
efekat na oStecenje mozga izazvano ishemijom/reper-
fuzijom. Takode, postoje podaci iz epidemioloskih stu-
dija koji ukazuju da konzumiranje zelenog Caja
smanjuje rizik od nastanka sr¢anih oboljenja i karci-
noma (Khan et al. 1992).

Cilj rada je da se odredi uticaj slobodnih radi-
kala na aktivnost citohrom ¢ oksidaze i da se ispitaju
antioksidativna svojstva zelenog Caja.

Materijal i metode

Osnovna aktivnost citohrom ¢ oksidaze je odre-
divana u nepreciScenoj mitohondrijalnoj frakciji kore
mozga Wistar pacova po metodi Hess and Pope
(1960). Princip metode je da citohrom c okidaza u
prisustvu kiseonika oksiduje ferocitohrom ¢ u ferici-
tohrom c¢. Pad koncentracije ferocitohroma c je pro-
porcionalan smanjenju ekstinkcije u toku 3-5 minuta,
mereno spektrofotometrijski na 550 nm. Nakon
odredivanja osnovne aktivnosti citohrom ¢ oksidaze,
ispitivao se uticaj slobodnih radikala na njenu ak-
tivnost. Koriscen je free radicals generating medium
koji je u prethodnim istraZivanjima pokazao da ima
uticaja na aktivnost Na, K-ATP-aze u in vitro us-
lovima (Stojadinovi¢ i sar. 1996). Za izracunavanje
aktivnosti ovog enzima potrebno je i poznavanje
koncentracije proteina u mitohondrijama koje je
radeno po Lowry metodi.

U eksperimentu su formirane tri grupe. U prvoj
grupi je u uzorcima nepreciSéene mitohondrijalne
frakcije mozga pacova odredivana osnovna aktivnost
citohrom ¢ oksidaze. U drugoj grupi je aktivnost ci-
tohrom ¢ oksidaze odredivana nakon izlaganja
nepreciS¢ene mitohondrijalne frakcije dejstvu
sistema koji indukuje stvaranje slobodnih radikala
(free radicals generating medium — 0.1 mM FeSO4
i 5 mM askorbinska kiselina). U trecoj grupi ispiti-
van je antioksidanti uticaj ekstrakta ¢aja: uzorcima
nepreciséene mitohondrijalne frakcije pre inkubacije
dodat je sistem za generisanje slobodnih radikala i
0.02 mL ekstrakta zelenog ¢aja. Za svaku grupu
uradena su po Cetiri ponavljanja.

Aktivnost citohrom ¢ oksidaze raCunata je prema
formuli:
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A [UM cyt. C / mg prot] =

_ A E3min [20 D06
1.96 0% Oy

gde je AE3min — promena apsorbance merena u toku
tri minuta na 550 nm, AE3min [2 0 — promena ap-
sorbance za 60 minuta, 10° — odnosi se na pre-
ra¢unavanje u UM, 1.96000" - razlika molarnih ap-
sorpcionih koeficijenata redukovanog (2.80[]04) i
oksidovanog (0.84|1|O4) citohroma C, Y — koli¢ina
proteina u uzorku.

Ekstrakt zelenog Caja pripreman je na slededi
nacin: 2.0 g suvih listova zelenog Caja zagrevano je
u 100 mL vode, 10 minuta na 80°C. Dobijeni eks-
trakt je prvobitno propusten kroz Wahtman No. 1 fil-
ter papir (Whatman Imternational Ltd., Maidstone,
Kent, UK) a zatim kroz elulozni filter promera pora
0.45 pm. Ekstrakt je upotrebljavan istog dana zbog
nestabilnosti (Srichairatanakool et al. 2006).

Rezultati 1 diskusija

Poredenjem osnovne aktivnosti citohrom ¢ oksi-
daze i aktivnosti nakon izlaganja dejstvu slobodnih
radikala, dobijeno je da sistem za generisanje slo-
bodnih radikala u in vitro uslovima dovodi do izraz-
itog smanjenja aktivnosti citohrom ¢ oksidaze
(tabela 1, slika 1).

Tabela 1. Aktivnost citohrom c¢ oksidaze u

uzorcima nepreciséene mitohondrijalne frakcije
korteksa mozga Wistar pacova: I grupa — uzorak
nepreciSéene mitohondrijalne frakcije; 1l grupa —
uzorak nepreciS¢ene mitohondrijalne frakcije
izlagan dejstvu free radicals generating medium-
a; IIT grupa — uzorak nepreciscene
mitohondrijalne frakcije izlagan dejstvu free
radicals generating medium-a u prisustvu

zelenog Caja; izrazena u Pmol cyt. C/mg prot.

I grupa II grupa III grupa
proba 1 508.9 2350 297.9
proba 2 3555 1363 2185
proba 3 373.4 2240 288.0
proba 4 356.8 1982 244.6

Dodavanjem zelenog €aja uzorku nepreciSéene
mitohondrijalne frakcije sa free radicals generating
medium-om neposredno pre inkubacije, pokazan je
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statisti¢ki znacajan (p = 0.05) antioksidativni protek-
tivni efekat u odnosu na grupu u kojoj nije bio dodat
(tabela 1, slika 1). Na osnovu dobijenih rezultata
moze se zakljuciti da je koriSceni ekstrakt zelenog
¢aja pokazao antioksidativna svojstva.

Zakljucak

U sistemu nepreciS¢ene mitohondrijalne frakcije
mozga pacova slobodni radikali ostvaruju znacajno
smanjenje aktivnosti enzima citohrom ¢ oksidaze.
Ispitivani ekstrakti zelenog ¢aja pokazali su da
zeleni ¢aj ima antioksidativna svojstva, odnosno pos-
toji statisti¢ki znacajno poveéanje aktivnosti cito-
hrom c oksidaze u odnosu na grupu kojoj ¢aj nije
bio dodat.

Zahvalnost. Zahvaljujem se doc. dr Natasi Petro-
nijevi¢ koja je izvrSila ekspertizu rada u idejno-pro-
blemskom i prakti¢no-laboratorijskom domenu;
Aleksandru Obradovicu na savesno vodenom men-
torstvu i bezrezervnoj podrici i pomodi; Sonji Cu-
¢ulanovi¢ na pomo¢i pri finalnom sredivanju rada.
PRIZNANJE ODAJEM SEBI KOJI SAM IZGA-
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Slika 1.

Aktivnost citohrom ¢ oksidaze u
uzorcima nepreciS¢ene mitohondrijalne
frakcije kore mozga Wistar pacova:

i — uzorak nepreci§éene
mitohondrijalne frakcije; ii — uzorak
nepreciSéene mitohondrijalne frakcije
izlagan dejstvu free radicals
generating medium-a; iii — uzorak
nepreciSéene mitohondrijalne frakcije
izlagan dejstvu free radicals
generating medium-a u prisustvu
zelenog Caja

T Min-Max
3 25%-75%
B  Median value

Figure 1.

Activity of cytochrome ¢ oxidase in
samples of unpurified mytochondrial
fractions of Wistar rats’ cerebral
cortex:

i — sample of unpurified
mytochondrial fraction; ii — sample of
unpurified mytochondrial fraction
influenced by the free radicals
generating medium; iii — sample of
unpurified mytochondrial fraction
influenced by the free radicals
generating medium in the presence of
green tea

RAO CELO LETO U LABORATORIJI PORED
LONCA SA ZELENIM CAJEM.
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Dorde Dorovié

Influence of Free Radicals on Activity
of Cytochrome ¢ Oxidase and
Protective Characteristics of Green Tea

Free radicals are atoms, molecules or ions that
have unpaired electrons in the last energetic orbital.
They emerge in various physiological and pathologi-
cal processes and they are known by their high reac-
tivity. They easily interact with lipids and proteins
leading to changes in their structure and function.
Cytochrome ¢ oxidase is a participator enzyme of
the respiratory chain which catalyses the transfer of
electrons from cytochrome onto molecular oxygen.
This reaction is highly exergonic and released en-
ergy is used for ATP synthesis. Considering that oxi-
dative damage of enzyme cytohrome ¢ oxidase can
have fatal consequences by further congregating of
oxidative stages and building an energetic lose, the
purpose of this research was to determine the protec-
tive effect of green tea on the influence of free radi-
cals on cytohrome c oxidase. The results have shown
protective antioxidative effects of green tea. Q
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