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Inhibitorno dejstvo flavonola na
indukovanu slobodno-radikalsku
hemolizu eritrocita pacova

U radu je ispitivano inhibitorno dejstvo miricetina, kvercetina i kempferola na
indukovanu slobodno-radikalsku hemolizu eritrocita pacova u in vitro uslovima.
Eritrociti izolovani iz krvi pacova su tretirani razli¢itim koncentracijama rastvora
miricetina, kvercetina i kempferola i 200 mM vodonik-peroksidom. Jacina inhi-
bitorne aktivnosti flavonola je odredena na osnovu apsorbance dobijene spektro-
fotometrijskim merenjima koncentracije oslobodenog hemoglobina. Pri visim
koncentracijama sva tri ispitivana flavonola su u istoj meri inhibirala peroksid-
aciju membrane eritrocita. Razlike se javijaju pri niim koncentracijama, odnosno
postoji razlika u brzini delovanja razlicitih flavonola. Ta razlika ukazuje da broj
hidroksilnih grupa povecava inhibitornu moc ispitivanih flavonola. Kod kverce-
tina se javlja odstupanje u ocekivanom ponasanju. Na osnovu njegovih struktur-
nih odlika, pretpostavljeno je da ce kvercetin imati bolja inhibitorna svojstva od
kempferola. S obzirom da je kempferol pokazao bolja inhibitorna svojstva, potr-
ebno je vrsiti dalja istraZivanja koja bi mogla da objasne otkriveno odstupanje.

Uvod

Lipidna peroksidacija predstavlja posredovanu slobodno-radikalsku
propagaciju oksidativnog napada na nezasi¢ene masne kiseline. Ona uklju-
Cuje nekoliko slobodno radikalskih intermedijera pri ¢emu se terminacija
peroksidacije vrSi enzimski ili slobodno-radikalski (Heim et al. 2002).
Slobodni radikali koji se produkuju u in vivo sistemima mogu da izazovu
oStecenja membrane oksidacijom lipida i proteina Sto kasnije moZe dovesti
do Celijske smrti. Prekomeran oksidativni stres, koji dovodi do destabiliza-
cije membrana, oSteenja DNK i oksidacije LDL-a (Low Density Lipopro-
tein), doprinosi starenju celija (Sastre et al. 2000), mutagenezi (Takabe et
al. 2001), kancerogenezi (Kawanishi et al. 2001) i pojavi koronarnih obo-
ljenja (Khan et al. 2000).
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Flavonoli miricetin, kvercetin i kempferol su sekundarni biljni me-
taboliti koji se karakteriSu prisustvom fenolnih i piranoznih prstenova.
Ova jedinjenja se nalaze u crnom i zelenom ¢aju (Camelia sinesis), crnom
vinu (Hertog et al. 1993), zelenoj salati (Lactuca sativa), crnom luku
(Allium cepa) i celeru (Apium graveolens) (Croizer et al. 2000). Pokazano
je da miricetin, kvercetin i kempferol mogu da se ponaSaju kao helatni
agensi i da neutraliSu slobodne radikale (Cook er al. 1996). U biljkama,
ove komponente pruzaju zastitu od ultravioletnog zracenja, patogena i her-
bivora (Harborn et al. 2000). Kao deo ljudske ishrane imaju znacajnu ulo-
gu u protekciji od degenerativnih bolesti, razli¢itih tipova kancera i
kardiovaskularnih bolesti (Hensley et al. 2000, Morton et al. 2000,
Halliwell er al. 1992). Antioksidativna aktivnost kvercetina, miricetina i
kempferola i njihovih metabolita zavisi od rasporeda funkcionalnih grupa
na prstenu (slika 1). Raspored i broj hidroksilnih grupa uti¢e na meha-
nizam antioksidativnog dejstva kod razli¢itih polifenola. Druge strukturne
karakteristike koje utiCu na antioksidativnu aktivnost su: dvostruka veza
izmedu ugljenika 2 i 3 na C - prstenu, prisustvo Seéerne komponente, pri-
sustvo metoksi grupe (Heim et al. 2002).

In vitro oksidativha hemoliza eritrocita predstavlja model-sistem za
istrazivanje oStecenja bioloskih membrana izazvanih slobodnim radika-
lima. Eritrociti su podlozni lipidnoj peroksidaciji zbog prisustva velike
koli¢ine nezasi¢enih viSih masnih kiselina, kiseonika i prelaznih metala
kao Sto su gvozde i bakar (Zhu et al. 2005). Reaktivne kiseonicne vrste
koje se stvaraju u plazmi, citosolu ili ¢elijskoj membrani mogu da napa-
dnu membrane eritrocita, naruse njihov integritet i izazovu oksidaciju lipi-
da i proteina $to dovodi do hemolize (Zhu et al. 2001). Pomocu ovog
model-sistema ispitani su protektivni uticaji sastojaka zelenog ¢aja (Rizvi
et al. 2005) i flavanola i procijanidina iz kakaoa (Zhu et al. 2005). Nacini
interakcije kvercetina, kempferola i miricetina sa celijskom membranom
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Slika 1.

Strukture flavonola
a — kvercetin

b — miricetin

¢ — kempferol

Figure 1.

Flavonol structures
a — Quercetin

b — Myricetin

¢ — Kaempferol
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su ispitani pomocu lipozoma kao model-sistema (Oteiza et al. 2005), ali
nisu ispitana njihova protektivna dejstva.

Cilj ovog istrazivanja je bio da se in vitro ispitaju inhibitorna dej-
stva flavonola, miricetina, kvercetina i kampferola na indukovanu slobo-
dno-radikalsku hemolizu eritrocita.

Materijal 1 metode

Eritrociti koriS¢eni u eksperimentu izolovani su iz krvi pacova soja
Vistar. Flavonoli miricetin, kvercetin i kempferol i vodonik peroksid su
nabavljeni od Sigma Chemical Co. Merenja su sprovedena pomocu spe-
ktrofotometra Cintra 10 UV/VIS Spectrophotometer, GBC Spectral, Mel-
bourne.

Priprema eritrocita

Eritrociti su iz krvi pacova izdvojeni centrifugiranjem na 3000 obr-
taja po minuti, 10 minuta, a zatim su ispirani Cetiri puta sa 5 zapremina
fiziol§kog rastvora sa fosfatnim puferom pH = 7.4 (PBS). Za vreme po-
slednjeg ispiranja centrifugirani su 20 minuta. Nakon ispiranja napravljen
je rastvor eritrocita u PBS-u koji je kasnije koriS¢en za eksperiment (Miki
et al. 1987). Hematokrit tog rastvora bio je 10%.

Inhibicija hemolize eritrocita

Jacina inhibitorne aktivnosti flavonola je odredena spektrofotometrij-
ski na osnovu koncentracije oslobodenog hemoglobina. U zavisnosti od
stepena oStecenja membrane hemoglobin koji se nalazi unutar eritrocita se

oslobada u reakcionu smeSu usled hemolize celije. U 100 pL suspenzije
eritrocita je dodato 50 pL rastvora flavonola kvercetina, miricetina ili ke-
mpferola koncentracija 6.25, 12.5, 25, 50 i 100 uM. Reakcija je zapoceta
dodavanjem 100 pL 200 mM vodonik peroksida. Uzorci su nakon zapo-

Cete reakcije inkubirani 3 h na 37°C uz blago mesanje. Nakon inkubacije,
uzorci su razblazeni sa 1.2 mL PBS (pH 7.4) i centrifugirani 10 minuta na
4000 obr/min. Apsorbance supernatanta dobijenih nakon centrifugiranja
izmerene su na talasnoj duZini od 540 nm. Procenat inhibicije hemolize
racunat je po formuli (Zhu er al. 2002):

A
Inhibicija (%) = [1 - j x 100
A

k

gde je A, apsorbanca uzorka koji sadrzZi flavonole, a A, — apsorbanca pozi-
tivne kotrole.
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Spontana hemoliza eritrocita eliminisana je pripremom probe kojoj
nisu dodati rastvori flavonola i vodonik peroksida. Reakciona smesa u ko-
ju nije dodat rastvor flavonola koris$cena je kao pozitivna kontrola. Za sva-
ku reakcionu smeSu uradeno je 4 ponavljanja.

Rezultati predstavljaju srednju vrednost £SD Cetiri merenja za razli-
Cite koncentracije flavonola.

Rezultati 1 diskusija

Rastvori miricetina, kvercetina i kempferola su pri najvisoj koncen-
traciji (100 uM) pokazali izraZenu inhibiciju hemolize. Miricetin je inhi-
birao procese hemolize 82%, kvercetin 82%, a kempferol 84%. Pri viS§im
primenjenim koncentracijama rastvora ne postoje znacajne razlike izmedu
miricetina, kvercetina i kempferola u inhibiciji peroksidacije membrane
eritrocita.

Rastvori miricetina su ispoljili najizraZeniji stepen inhibicije peroksi-
dacije membrane eritrocita i najmanje izraZenu zavisnost sposobnosti inhi-
bicije od koncentracije primenjenog rastvora. Veé pri najnizoj
koncentraciji od 6.25 pM dolazi do inhibicije lipidne peroksidacije od
69%, a taj procenat se krece do 82% pri najvi§oj koncentraciji od 100 uM
(slika 2).
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Rastvori kempferola su pri niZim koncentracijama pokazali manji ste-
pen inhibicije peroksidacije membrane eritrocita u odnosu na rastvor mi-
ricetina. Procenat inhibicije hemolize pri najniZoj koncentraciji (od 6.25

UM) iznosi 54%, a pri najviSoj (100 uM) 84% (slika 3).

286 + PETNICKE SVESKE 64

Slika 2.

Kriva inhibicije hemolize
razli¢itim koncentracijama
rastvora miricetina

Figure 2.

Erythrocyte hemolysis
inhibition curve for
different myricetin
solutions
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Rastvori kvercetina su pokazali najniZi stepen inhibicije peroksidacije
membrane eritrocita pri niZim koncentracijama. Pri koncentraciji od 6.25
UM procenat inhibicije hemolize iznosi 26%, a pri najviSoj koncentraciji

procenat inhibicije od 82%. Kriva inhibicije hemolize rastvorom kverce-
tina pokazuje da procenat inhibicije postepeno raste sa povecanjem kon-
centracije kvercetina u rastvoru, za razliku od miricetina i kempferola koji
ve¢ pri nizim koncentracijama dovode do visokog stepena inhibicije (vi-
deti sliku 4).
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Slika 3.

Kriva inhibicije hemolize
razli¢itim koncentracijama
rastvora kempferola

Figure 3.

Erythrocyte hemolysis
inhibition curve for
different kaempferol
solutions

Slika 4.

Kriva inhibicije hemolize
razli¢itim koncentracijama
rastvora kvercetina

Figure 4.

Erythrocyte hemolysis
inhibition curve for
different quercetin
solutions
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Inhibicija peroksidacije membrane eritrocita zavisi od strukturnih od-
lika ispitanih jedinjenja. Zbog prisustva hidroksilnih grupa, dvostruke veze
izmedu drugog i treceg ugljenikovog atoma C prstena svi ispitani flavo-
noli pokazali su sposobnost da u velikoj meri inhibiraju peroksidaciju me-
mbrane eritrocita (Heim et al. 2002).

Pri viSim koncentracijama rastvor miricetina, kvercetina i kempferola
pokazuju isti stepen inhibicije, dok se razlike medu njima javljaju pri ni-
Zim koncentracijama. To ukazuje na postojanje razlike u kinetici delovanja
razlicitih flavonola. Jedina razlika u strukturi ispitivanih flavonola je broj
hidroksilnih grupa u B prstenu molekula. Miricetin ima najviSe hidroksi-
Inih grupa, tri, na B-3, B-4 i B-5 poloZaju u prstenu. Kvercetin ima dve
na B-3 i B-4 poloZaju u prstenu, a kempferol jednu na B-4 poloZaju u
prstenu. Na osnovu toga moZe se zakljuciti da broj hidroksilnih grupa mo-
Ze uticati na inhibitornu mo¢ flavonola, $to je u skladu sa rezultatima ra-
nijih istraZivanja (Ratty ef al. 1988). Time se moZe objasniti Cinjenica da
je pri niZim koncentracijama miricetin veoma jak inhibitor u odnosu na
kvercetin i kempferol.

Zakljucak

Ispitani rastvori flavonola pokazali su visok stepen inhibicije. Pri naj-
vi§im koncentracijama sva tri ispitana flavonola su u istoj meri inhibirala
peroksidaciju membrane eritrocita. Razlike se javljaju pri niZim koncen-
tracijama, odnosno postoji razlika u kinetici inhibicije peroksidacije mem-
brane eritrocita razli¢itim flavonolima. Broj hidroksilnih grupa povecava
inhibitornu mo¢ ispitivanih flavonola. Krive inhibicije pokazuju da stepen
peroksidacije membrane eritrocita opada sa povecanjem koncentracije pri-
menjenih rastvora flavonola.

Medutim, kod kvercetina se javlja odstupanje u ocekivanom ponasa-
nju. Njegova inhibitorna svojstva pri niZim koncentracijama su manja ne-
go kod kempferola $to nije u skladu sa pretpostavkom koja je izvedena na
osnovu strukturnih uporedivanja kvercetina i kempferola. Ovo odstupanje
u ocekivanom ponasanju potrebno je objasniti daljim istraZivanjima. Ta-
kode je potrebno dalje nastaviti sa istrzivanjima u in vivo sistemima zbog
mogucnosti metabolickih izmena na molekulima u Zivim sistemima.
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Aleksandra Vancevska

Inhibitory Effects of Flavonols on Free-Radical Induced Rat
Erythrocite Hemolysis

Polyphenols are a diverse group of secondary plant metabolites
which have more than one phenol functional group per molecule. They
are known as very good lipid peroxidation inhibitors. The lipid
peroxidation causes damage to many vital parts of the cell, especially to
its membrane, which leads to cell death or mutation. In vitro oxidative
hemolysis of erythrocytes is used as a model-system for studying the dam-
age of biological membranes caused by free radicals and protective effects
of different compounds. The aim of this study was to examine inhibitory
effects of different flavonols (quercetin, myricetin, kaempferol) on
free-radical induced rat erythrocite hemolysis, in vitro. The intensity of
flavonols' inhibitory activity is measured spectrophotometrically by mea-
suring the amounts of hemoglobin in the reaction mixture which corre-
sponds to hemoglobin concentration in the extracellular space. Results
show that all of the examined flavonols (quercetin, myricetin, kaempferol)
are good inhibitors of free-radical induced rat erythrocite hemolysis.
Curves of the inhibition showed that erythrocyte hemolysis inhibition of
flavonols is dose-dependent. In the highest concentration there are no sig-
nificant differences between quercetin, myricetin and kaempferol in the in-
hibition of the processes of erythrocyte hemolysis. The differences
appeared in the lower concentrations, in other words there is a difference
in speed of actions of different flavonols. With quercetin there is a devia-
tion in the expected behavior. On the basis of its structural characteristics
it was assumed that quercetin would have better inhibitory effects than
kaempferol. Considering that kaempferol showed better inhibitory effects
than quercetin it is necessary to continue investigating the causes that lead
to this behavior. Also, it is required to continue with investigating lipid
peroxidation of erythrocytes in in vivo systems considering the possibility
of metabolic changes of the molecules in the living systems, which could
lead to changes of inhibitory effect of different compounds.
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