Aleksej Drino

Ispitivanje uticaja kvercetina
na aktivnost katalaze u in
vivo model sistemu Helix
pomatia

Ispitivano je indirektno dejstvo kvercetina na akti-
vnost enzima oksidativnog stresa katalaze, na in
vivo modelu Helix pomatia. PuZevi su tretirani ras-
tvorima olovo acetata kao prooksidanta, i kverce-
tina kao antioksidanta i inhibitora ksantin okidaze.
Aktivnost katalaze je merena spektrofotometrijski na
240 nm. Rezultati su pokazali da je rastvor olovo
acetata inhibirao katalazu, dok kvercetin doprinosi
ocuvanju aktivnosti enzima. Mala razlika u aktiv-
nosti katalaze u kontrolnoj grupi i grupi tretiranoj
kvercetinom se pripisuje inhibitornom dejstvu kom-
pleksa kvercetina sa olovom na ksantin oksidazu.
Inhibicijom ksantin oksidaze se smanjuje koncentra-
cija vodonik peroksida, ¢ime se smanjuje i aktivnost
enzima. Predasnji in vitro rezultati pokazuju slicne
rezutate kompleksiranja flavonoida sa metalima.

Uvod

Flavonoli su polifenolski sekundarni biljni meta-
boliti. Kvercetin je flavonoid koji, zajedno sa kampfe-
rolom i miricetinom pripada podgrupi flavonola. Ova
jedinjenja pokazuju jako antioksidantno dejstvo
(Pietta 2000). Pored antioksidantnog, ova grupa
flavonoida pokazuje inhibitorno (Jun ez al. 2006), kao
i aktivirajuce dejstvo (Nagata et al. 1999) na odre-
dene enzime koji pripadaju oksidoreduktazama, tako
Sto interaguje sa njihovom FAD (flavin adenin di-
nukleotid) komponentom (DZami¢ 1990). U ranijim
istrazivanjima je dokazano da kvercetin inhibira
enzim ksantin oksidaze, mada sam mehanizam inhi-
bicije nije u potpunosti razja$njen (Bindoli et al.
1985; Hanaee et al. 2004),
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Ksantin oksidaza je enzim koji pripada grupi fla-
voproteina, i u sebi sadrzi 8 atoma gvozda, 2 atoma
molibdena i 2 FAD-vezujuéa domena. Igra vaznu
ulogu u procesu stvaranja mokracéne kiseline, koja je
krajnji produkt metabolizma nukleinskih kiselina.
Naime, mokracna kiselina se obrazuje iz ksantina,
oksidativnim putem, dejstvom ksantin oksidaze.
Ksantin potreban za proizvodnju mokraéne kiseline
se dobija oksidacijom hipoksantina, takode dejstvom
ksantin oksidaze, kao Sto je naznaceno sledeCcom
Semom:.

ksantin oksidaza

hipoksantin + HyO + O ——M———
— ksantin + HyO»

ksantin oksidaza

ksantin + HyO + Op ————————>—> mokracna
kiselina + H2O»

Kao Sto se vidi, u reakcijama koje katalizuje
ksantin oksidaza stvara se vodonik peroksid. Vodo-
nik peroksid je jak prooksidans i predstavlja jednu
od najbitnijih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta.

Slobodni radikali su atomi, joni ili molekuli koji
u spoljasnjoj elektronskoj orbiti sadrze jedan ili vise
nesparenih elektrona. Veoma su rekativni i imaju
sposobnost da izazovu niz lancanih reakcija u ko-
jima dalje nastaju novi slobodni radikali. U uslovima
kada produkcija slobodnih radikala prevazilazi kapa-
citet antioksidantne ZzaStite nastaje stanje koje se
naziva oksidativni stres. Ispoljavanju njihovih $tetnih
dejstava se suprotstavljaju razni neenzimski i enzim-
ski antioksidansi. Razlaganje vodonik peroksida u
organizmu se vr§i posredstvom enzima katalaze
(Porovi¢ 2006).

Enzim katalaza se nalazi u skoro svim organi-
zmima koji su izloZeni kiseoniku. Njegova glavna
uloga je reakcija oksidoredukcije u kojima se H2O2
raspada na vodu i kiseonik. U reakciji se jedan
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molekul ponasa kao donor elektrona i oksiduje se do
O3, dok drugi kao akceptor i redukuje se do H20O:

2 HO2 — 2 HO + O».

Cilj ovog rada je da se utvrdi da li kvercetin in-
hibitornim dejstvom na ksantin oksidazu i sledstve-
nim smanjenjem koncentracije vodonik peroksida
utice na aktivnost katalaze.

Materijali i metode

Laboratorijske Zivotinje. Dvadeset jedan vino-
gradarski puz (vrste Helix pomatia), teSkih prose¢no
30 grama su koriS¢eni u ovom eksperimentu. Akti-
vni puZevi su uhvaceni u svom prirodnom stanistu, u
blizini IstraZivacke Stanice Petnica. Po donoSenju u
laboratoriju su ¢uvani u providnim staklenim akva-
rijumima na sobnoj temperaturi. Bili su izloZeni pri-
rodnoj smeni dana i no¢i, i bili su hranjeni kupusom,
Sargarepom i travom.

PuZevi su bili podeljeni u tri grupe po sedam
Zivotinja. Svaka grupa je dva puta tretirana sa po
100 uL datih rastvora, u razmaku od 20 minuta.
Shema tretmana je prikazana u tabeli 1.

Tabela 1. Rastvori kojim su tretirani puZevi

Grupa Prvo Drugo
ubrizgavanje ubrizgavanje
Kontrola 10% dimetil- 10% dimetil-
sufoksid u sufoksid u
fizioloSkom fizioloSkom
rastvoru rastvoru
Kvercetin  olovo-acetat u  Rastvor
fizioloskom kvercetina u 10%
rastvoru u dimetilsufoksidu
koncentraciji u koncentraciji
od 200 ppm od 0.6 ppm
Olovo- olovo-acetat u  10% dimetil-
-acetat fizioloSkom sufoksid u
rastvoru u fizioloSkom
koncentraciji rastvoru
od 200 ppm

Kontrolna grupa je primila dimetilsulfokisd da bi
se otklonio mogudi uticaj rastvaraca na rezultate.

Rastovor olovo-acetata je koriS¢en za indukciju
oksidativnog stresa u obe grupe, i podaci za kori$ée-
nje su nadeni u literaturi (Mass6 et al. 2007). Olovo
acetat grupa je bila koriS¢ena kao kontrolni para-
metar za indukovan oksidativni stres.
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Priprema organa za biohemijske analize. Na-
kon 48 h od tretiranja rastvorima, hepatopankreasi
puzeva sve tri grupe su pripremljeni za merenje
enzimske aktivnosti zamrzavanjem puZeva u zamrzi-
vacu na 4 h. Nakon disekcije i izolacije hepato-
pankreasa, uzeti su uzorci tezine 0.5 g. Uzorci su
homogenizovani u avanu sa 6 mL 0.1 M kalijum
fosfatnog pufera pH 7.4. Ceo postupak je raden na
ledu. Homogenat je odmah centrifugiran 25 minuta
na 3000 rpm. Uzeto je dva uzorka supernatanta od
po 1 mL za svaki uzorak hepatopankreasa, koji su
nadalje Cuvani u frizideru (5°C).

Merenje aktivnosti katalaze. Merenje aktiv-
nosti katalaze izvrSeno je spektrofotometrijskim
merenjem absorbance vodonik peroksida na 240 nm.
Rastvor za merenje je napravljen tako Sto je 54 mM
H202 u 50 mM fosfatnom puferu pH 7.0 pomeSan
sa 20 L supernatanta homogenata svakog uzorka,
do ukupne zapremine od 3 mL. Promena absorbance
je pracdena 3 minuta.

Statisticka obrada. Dobijeni podaci su obradeni
u programu za statisticku obradu Origin 8.5. Izra-
¢unate su srednje vrednosti absorbanci rastvora
homogenata hepatopankreasa puZeva u jedinici vre-
mena za svaku grupu. Dobijeni podaci su prikazani
graficki u vremenu (slika 1). Ovim je dobijena kriva
promene absorbanci koja je proporcionalna enzim-
skoj aktivnosti. Kriva je linearizovana, da bi se pre-
ko koeficijenta nasla aktivnost enzima.

Enzimska aktivnost sve tri grupe je iskazana
preko promene koncentracije vodonik peroksida u
vremenu. Dobijeni podaci su prikazani na slici 2.
Koncentracija je izracunata preko Lambert-Beerove
formule.

Rezultati 1 diskusija

Dobijeni rezultati su prikazani graficki na slici 1.
Nakon racunanja koncentracija vodonik peroksida i
graficke obrade dobijen je grafik na slici 2.

Poredenjem grafika absorbanci hepatopankreasa
1 njihovih parametara, kao i grafika i tabele pada ko-
ncentracija vodonik peroksida za sve tri grupe
zakljuceno je da najvecu aktivnost ima grupa 1. Sup-
rotno o¢ekivanjima, grupa 3 je imala najmanju ak-
tivnost enzima. Ova pojava se moze objasniti
inhibicijom enzima samim olovom, kao jednim od
pripadnika teSkih metala. Ovo je primer nekompe-
titivne inhibicije, koja se mogla dogoditi na dva
sledeca nacina:
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Slika 1. Grafik pada absorbanci ekstrakta
hepatopankreasa puzeva.

Figure 1. Curve of absorbance fall of snails liver extract
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Slika 2. promena koncentracije vodonik peroksida po
grupama

Figure 2. The change of hydrogen peroxide
concentration in different groups

1. Prvi mehanizam inhibicije ukljucuje reakciju
olova sa tiolnom grupom bocnog niza cisteina, $to
za posledicu ima stvaranje merkaptida, i tako remeti
disulfidne mostove. Ovo je posledica velikog afini-
teta olova prema sumporu, te je ovaj mehanizam i
najvise proucavan.

2. Drugi mehanizam se bazira na elektronega-
tivnosti olova. Joni olova, tj, teSkih metala uopste,
mogu da poremete elektrostaticke interakcije izmedu
suprotno naelektrisanih aminokiselina. Ovo se deSa-
va zato §to joni metala imaju veliku neto pozitivou
Sarzu, te se kompetitivno vezuju za negativno naele-
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ktrisanu komponentu iz te interakcije, i tako je
neutraliSu i destabilizuju (Petrovi¢ i Velimirovi¢
2006)

Ovim mehanizmima su destruktuirane 2 od 4
vrste interakcija koje ucestvuju u stabilizaciji terci-
jarne strukture proteina. Oba mehanizma za posle-
dicu imaju parcijalnu denaturaciju polipeptida, ¢ineci
ga podloznim agregaciji.

Ne mozZe se sigurno tvrditi da olovo nije indu-
kovalo oksidativni stres bez merenja lipidne pero-
ksidacije, ili merenja aktvnosti jo§ nekog enzima
oksidativnog stresa (SOD, peroksidaza). Olovo je
jak prooksidans, kao i svi teSki metali, pa je vrlo ve-
rovatno da je olovo indukovalo oksidativni stres, ali
i inhibiralo enzim katalazu.

Iz posmatranja grafika namece se pitanje zasto
grupa 2 koja je primila istu koncentraciju olova kao
i grupa 3 nije bila podloZna inhibiranju katalaze olo-
vom. Ova pojava se moZe objasniti interakcijom
kvercetina i olova. Po nekim autorima, deo aktivnost
svih flavonoida, i samim tim i kvercetina se zasniva
na mogucnosti da reaguje sa jonima metala, gradeci
komplekse sa njima (Bors et al. 1990). Afinitet fla-
vonoida prema jonima metala pociva na ¢injenici da
u svakom molekulu flavonoida postoje hemijske
grupe koji mogu reagovati sa jonima metala. U slu-
¢aju kvercetina to mogu biti:

— 3’4’ dihidroksi grupe na B prstenu (zaokru-
Zene okvirom 1 na slici 3)
3-hidroksi ili 5-hidroksi sa 4-karbonilnom
grupom na C prstenu (zaokruZene okvirom 2
na slici 3)

Slika 3. Struktura kvercetina

Figure 3. Structure of quercetin

Oba zaokruZena dela mogu reagovati sa jonima
metala, mada je ¢eSce rasprostranjeno misljenje da je
u pitanju deo na C prstenu nego orto-orjentisane
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hidroksilne grupe na B prstenu,$to pokazuju podaci
dobijeni IR spektroskopijom (Malesevi Kunti¢
2007). Prema dosada$njim rezultatima dobijenim in
vitro ispitivanjima najverovatniji izgled kompleksa
kvercetina sa olovom je (slika 4):

Slika 4. Struktura kvercetin-olovo kompleksa.

Figure 4. Structure of quercetin-Pb complex

Pravljenjem kompleksa sa metalima flavonoidi
sprecavaju generaciju slobodnih radikala od strane
metala, te tako Stite Zive organizme od mogucde Stete
izazvane slobodnim radikalima. Kostyuk i saradnici
su pokazali da su kompleksi rutina, dihidrokver-
cetina i epikatehina u kombinaciji sa Fe(Il), Fe(IIl),
Cu(Il) or Zn(II) mnogo efikasniji u direktnoj reakciji
sa slobodnim radikalim nego sami flavonoidi,
najverovatnije zbog dodatog superoksid dismutaznog
centra (Kostyuk ez al. 2001). Potvrdeno je takode da
Fe(Il) i Cu(Il) kompleksi sa rutinom smanjuju pro-
dukciju slobodnih radikala od strane ksantin oksida-
ze (Afanas'ev et al. 2001) . Ovim se moZe objasniti
manja aktivnost katalaze u grupi 2 nego u kontrolnoj
grupi. Odatle moZemo zakljuditi da inhibiranje
ksantin oksidaze, posrednim uticajem, preko sma-
njivanja koncentracije vodonik peroksida, u odre-
denom postotku smanjuje i aktivnost katalaze.

Ovi kompleksi su veoma stabilni i imaju vema
vaznu ulogu u organizmu. Flavonoidi pravljenjem
kompleksa ogranicavaju ili potpuno suprimiraju tok-
si¢nost jona metala, kao Sto je slucaj u grupi 2.
Ukupna antioksidantna aktivnost flavonoida se pri-
pisuje direktnoj reakciji sa slobodnim radikalima u
sinergiji sa mogucénos$éu komleksiranja sa jonima
metala, koji se u Zivim organizmima ponasaju kao
prooksidanti. Kompleksiranje metala sa flavonoidi-
ma moZze zaustaviti proces proizvodnje slobodnih ra-
dikala od strane metala, te tako flavonoidi se mogu
primenjivati kao tretman u trovanju teSkim metali-
ma.
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Zakljucak

Prema podacima koji su dobijeni pokazano je da
kvercetin pravi komplekse sa olovom. Rezultati
takode pokazuju da inhibiranje ksantin oksidaze
kompleksom kvercetin-olovo, posredno, u malom
postotku menja aktivnost katalaze. Dalja istraZivanja
se mogu baviti sposobnostima kompleksiranja raznih
flavonoida i teskih metala u razli¢itim in vivo model
sistemima, kao i karakterizaciju raznih kompleksa,
$to bi dovelo do mogude terapeutske primene fla-
vonoida pri hroni¢nom trovanju teskim metalima.
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Aleksej Drino

Effect of Quercetin on Catalase
Activity in In vivo System of Helix
pomatia

Quercetin belongs to flavonols, a subgroup of
flavonoids. It is well known that flavonoids are anti-
oxidants, and they also show signs of prohibitory
and inhibitory action on some enzymes like xantin
oxidase. Xantin oxidase is an important enzyme in
our body, and it is essential in nucleic acid metabo-
lism. It catalases the reaction of turning xantin into
uric acid. In that reaction a big amount of hydrogen
peroxide is released. Catalase is an enzyme that pro-
tects all living organisms from the effect of free
radicals such as hydrogen peroxide.

The aim of this study was to determine if the in-
hibitory action of quercetin will significantly affect
catalase activity in garden snail (Helix Pomatia).

We have studied catalase activity in snail’s
hepatopancreas homogenate. Twenty-one adult gar-
den snails were used. After separation into three
groups (control, quercetin and oxidative stress
group) the snails in group two and group three were
treated with the appropriate solutions of quercetin
and lead-acetate. Snails were then frozen, dissected,
and 0.5 gram samples of their liver were homoge-
nized and centrifuged. Samples of supernatant were
collected and stored in a fridge (5°C). Hydrogen
peroxide was added in the supernatant sample and
the change of absorbance was measured at 240 nm
for three minutes.

It has been concluded that in group three lead
has inhibited the enzyme. In group two, which re-
ceived the same concentration, the enzyme was pro-
tected by chelating activity of quercetin. It has also
been shown that quercetin, via his inhibitory effect
on xanthine oxidase, does effect the catalase activity.
Further research can study chelating activities of
quercetin in different in vivo models, and could per-
form complete characterization of these complexes.
This could lead to therapeutical usage of those
flavonols in case of heavy metal poisoning. )

DEOII



