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Uticaj miricetina 1
kampferola na aktivnost
enzima glutation reduktaze

Ispitivan je uticaj flavonola miricetina i kampferola
na aktivnost enzima glutation reduktaze. IzvrSena je
kineticka karekterizacija enzima, odredivanjem
vrednosti Vmax i Km. Aktivnost glutation reduktaze
merena je spektrofotometrijski uz koriscenje kon-
stantnih koncentracija supstrata i promenljive kon-
centracije miricetina i kampferola. Oba flavonola
uzrokovala su smanjenje aktivnosti glutation reduk-
taze. Pri koncentraciji kampferola od 0.53 UM/L
aktivnost glutation reduktaze bila je 7414%, dok je
pri istoj koncentraciji miricetina aktivnost enzima
bila 5014 %. Pri koncentracijama visim od 60
WM/L dolazi do potpune inhibicije enzima.
Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu kon-
trolne grupe i grupa sa flavonoidima (p<0.01), kao
i izmedu dve grupe sa flavonoidima (p<0.01).
Miricetin je ispoljio jace inhibitorno dejstvo od
kampferola, verovatno usled razlike u strukturi.
Radi boljeg shvatanja mehanizma inhibicije potre-
bno je uraditi kineticka i strukturna istraZivanja in-
hibicije sa oba inhibitora.

Uvod

Glutation-glutaredoksin i tioredoksin sistemi
predstavljaju dva srodna sistema Cija je funkcija u
celiji raznovrsna. Jedna od osnovnih funkcija jeste
prenos elektrona do ribonukleotid reduktaze, a
samim tim i redukcija ribonukleotida koji ulaze u
sastav nukleinskih kiselina DNK i RNK (Holmgren
1989). Pored toga imaju vaZnu ulogu u regulisanju
mnogih metabolic¢kih enzima koji obrazuju disulfide
tokom katalize (Rietsch i Beckwith 1998). Glutation-
glutaredoksin sistem ¢ine NADPH, glutation reduk-
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taza, glutation i glutaredoksin (Holmgren 1989).
Kljuéni regulatorni enzimi koji odreduju redoks
stanje tioredoksin i glutation-glutaredoksin sistema
jesu tioredoksin reduktaza i glutation reduktaza
(Trotter i Grant 2003).

Glutation reduktaza (GR, EC 1.6.4.2) katalise
reakciju redukcije oksidovanog glutationa (GSSG)
do glutationa (GSH). Neophodna je za odrZavanje
glutation redoks ciklusa koji omoguéava odrZavanje
odgovarajuceg nivoa redukovanog glutationa u Celiji.

Ovaj homodimerni enzim je ¢lan porodice flavo-
protein disulfid oksidoreduktaza. Svaka subjedinica
ima Cetiri domena: FAD-vezujué¢i domen, NADPH-
vezujuci domen, centralni i meduvezni domen. Ve-
zujuée mesto oksidovanog glutationa je sastavljeno
od nastavaka sa obe subjedinice, tako da je samo di-
merna forma enzima aktivna (Bashir er al. 1995).

Kampferol i miricetin su flavonoidi, koji zajedno
sa kvercetinom pripadaju podgrupi flavonola. Fla-
vonoli su polifenolski sekundarni biljni metaboliti.
Prisutni su u mnogim biljkama u razli¢itim koncen-
tracijama.

Flavonoli pokazuju snazno antioksidantno dej-
stvo. Pored poznatog antioksidantnog dejstva, ova
grupa flavonoida u novijim istraZivanjima pokazuje in-
hibitorno, odnosno aktivirajuée dejstvo na odredene
enzime koji pripadaju oksido-reduktazama. Ispitivan-
jem delovanja kampferola i miricetina pokazano je
njihovo inhibitorno dejstvo na aktivnost tioredoksin
reduktaze (Jun et al. 2006), dok je kvercetin pokazao
aktivirajue dejstvo na glutation peroksidazu, mada
nije objaSnjen sam mehanizam aktivacije (Nagata et
al. 1999).

Cilj ovog istraZivanja je da se ispita dejstvo
miri-cetina i kampferola na aktivnost glutation re-
duktaze zbog njihove strukturne sli¢nosti sa kvercet-
inom.

Vladan Martinovi¢ (1988), Banatsko
Karadordevo, Pure Jaksic¢a BB, ucenik 4. razreda
Zrenjaninske gimnazije
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Materijal 1 metode

KoriS¢ene su slede¢e hemikalije (Sigma Aldrich
Chem. Corp.):
— Glutation reduktaza iz pekarskog kvasca
(S. cerevisiae)
— PB-nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
(NADPH) ~ 95%
— oksidovani L — glutation (GSSG)
— kampferol u obliku praska 90% (HPLC)
— miricetin u obliku kristala 96%
Sve ostale koriS¢ene hemikalije su bile p.a ili re-
search grade Cistoce.

Kineticka karakterizacija preparata
glutation reduktaze

Radi odabira koncentracija supstrata koje ée se
koristiti pri odredivanju aktivnosti glutation redukta-
ze, uradena je karakterizacija enzima koja podra-
zumeva odredivanje kineti¢kih parametara:
maksimalne brzine (Vmax) i Michaelis-Menteove
konstante (Km).

Kori$éeno je po deset razli¢itih koncentracija
oba supstrata (tabela 1) tako da je ukupno bilo 100
reakcionih smeSa sa razli¢itim koncentracijama oba
supstrata.

Tabela 1. Koncentracije supstrata za kineti¢ku
karakterizaciju

NADPH GSSG [M/L]
[UM/L]

0.67 10.67
133 26.67
267 4533
4 5333
533 82.67
8 109.33
933 138.67
10.67 165.33
1333 194.67
17.33 248

Aktivnost glutation reduktaze je odredivana spe-
ktrofotometrijski. Promena apsorbancije merena je
na 340 nm tokom | minuta sa o¢itavanjem apsorban-
cije na svake 3 sekunde (GBC UV-VIS Cintra 10).
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Odredivanje aktivnosti glutation
reduktaze pod dejstvom flavonola

Za odredivanje aktivnosti glutation reduktaze
pod dejstvom flavonoida kori$éene su konstantne
koncentracije oba supstrata: 248 UM GSSG i 17 uM
NADPH.

Koriscéeno je devet koncentracija miricetina i se-
dam koncentracija kampferola. Odabir koncentracija
flavonola je izvrSen na osnovu literature (Lu et al.
2006). Koncentracije miricetina bile su: 0.26,0.53, 1, 5,
10, 15, 20, 60, 80 UM/L, dok su koncentracije

kampferola iznosile 0.53, 1, 5, 10, 20, 60, 80 UM/L.
Zapremina reakcione smeSe za sve analize bila
je 1500 pL. U sastav reakcione smeSe ulazili su:
L. Destilovana voda, 100 UL
- 1 UM rastvor GSSG, 380 UL

2

3. 200 UM rastvor NADPH. 130 UL

4. Odredene zapremine flavonola radi posti-
zanja Zeljene koncentracije

5. 100 mM Fosfatni pufer sa 3.4 mM EDTA,
pH 7.6 — do 1475 uL.

6. 25 UL glutation reduktaze.

Kontrolna grupa je, umesto flavonola, sadrzala
fosfatni pufer u istoj zapremini. Aktivnost glutation
reduktaze odredivana je spektrofotometrijski. Prome-
na apsorbancije u zavisnosti od vremena merena je
na 340 nm 1 minut sa oitavanjem apsorbancije na
svake 3 sekunde (GBC UV-VIS Cintra 10).

Merenja za sve tri grupe ponovljena su Cetiri
puta.

Rezultati 1 diskusija

Radi odredivanja koncentracija supstrata koje ¢e
se koristiti pri izraCunavanju pocetnih brzina reakcija
sa razli¢itim koncentracijama oba napravljen je
Lineweaver-Burkov dijagram na osnovu koga su
odredeni kineti¢ki parametri Km i Vmax. Vrednost
Km za GSSG iznosila je 201.47 UM/L, a za
NADPH 16.8 uUM/L, dok je Vmax bila 0.0085

UM/L. Na osnovu dobijenih kinetickih parametara
odabrane su koncentracije supstrata koje su
kori$éene prilikom odredivanja aktivnosti glutation
reduktaze usled uticaja flavonola.

IzraCunavanjem pocetnih brzina pod dejstvom
razli¢itih koncentracija miricetina i kampferola dobi-
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Slika 1.

Uticaj kampferola na aktivnost glutation reduktaze

Figure 1.
Effect of kaempferol on glutathion reductase activity

jene su vrednosti stepena aktivnosti glutation reduk-
taze. Rezultati su prikazani na graficima zavisnosti
koncentracije flavonola i aktivnosti glutation reduk-
taze (slika 11 2).

Oba flavonola uzrokovala su smanjenje ak-
tivnosti glutation reduktaze Sto je i bilo ocekivano na
osnovu prethodnih istraZivanja sa sli€nim enzimima
i flavonoidima (Lu et al. 2006; Paulikova i Ber-
czeliova 2005). Dobijeni rezultati pokazuju da pos-
toji funkcionalna zavisnost izmedu koncentracije
flavonola i stepena inhibicije enzima. Poveéavanjem
koncentracija flavonola dolazi do potpune inhibicije
enzimske aktivnosti. Enzim postaje neaktivan pri kon-
centracijama preko 60 UM/L oba flavonola.

Pri koncentraciji kampferola od 0.53 UM/L ak-

tivnost glutation reduktaze bila je 7414 %, dok je pri
istoj koncentraciji miricetina aktivnost enzima bila
5024 %. Pri koncentracijama od 60 UM/L i vi§im
dolazi do potpune inhibicije enzima (slike 1 i 2).
Utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika izmedu
kontrolne grupe i grupa sa flavonoidima (p < 0.01)
pri najnizim koncentracijama flavonoida — 0.26
UM/L miricetina i 0.53 UM/L kampferola. Takode
statistiCki znacajna razlika je utvrdena i izmedu dve
grupe sa flavonoidima miricetinom i kampferolom
(p < 0.01), pri istim koncentracijama od 0.53 UM/L.
Ovo pokazuje da je miricetin jaci inhibitor glutation
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Uticaj miricetina na aktivnost glutation reduktaze

Figure 2.
Effect of myricetin on glutathione reductase activity

reduktaze od kampferola. Mogu¢i razlog je razlika u
strukturi ova dva flavonoida jer miricetin poseduje
tri hidroksilne grupe na svom C prstenu, dok
kampferol ima samo jednu.

Zakljucak

Oba flavonola, miricetin i kampferol, jesu snazni
inhibitori glutation reduktaze. Njihovo inhibitorno
dejstvo ispoljava se i pri koncentracijama od 0.53
UM/L, sto ukazuje da su dovoljne i niske koncen-
tracije miricetina i kampferola za inhibiciju glutation
reduktaze. Miricetin je jaci inhibitor od kampferola
verovatno usled strukturne razlicitosti u broju hidro-
ksilnih grupa. Radi boljeg shvatanja mehanizma in-
hibicije potrebno je uraditi kineti¢ka istrazivanja
inhibicije oba inhibitora kao i strukturno ispitivanje
mehanizma inhibicije, radi saznanja koje hemijske
grupe na flavonolima su odgovorne za inhibiciju
enzima, odnosno da li broj hidroksilnih grupa na C
prstenu flavonola ima uticaj na stepen inhibicije glu-
tation reduktaze.

Zahvalnost. Zahvaljujem se kompaniji Van
Drunen Farms-Europe iz Banatskog Karadordeva na
nabavci potrebnih hemikalija, bez kojih ovaj rad ne
bi bio mogud.
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Viadan Martinovi¢

Effect of Myricetin and Kaempferol
on Glutathione Reductase
Activity

Gluthation-glutaredoxin and thioredoxin systems
are two related systems whose functions in cells are
versatile. One of the most important functions is the
electron transfer to ribonucleotid reductase and the
reduction of ribonucleotids which are components of
DNA and RNA. The glutathione-glutaredoxin sys-
tem is composed of NADPH, glutathione reductase,
glutathione and glutaredoxin. (Holmgren 1989). Glu-
tathione reductase (GR, EC 1.6.4.2) catalyses the re-
action of reduction of oxidized glutathione (GSSG)
to glutathione (GSH). GR is needed for maintaining
glutathione homeostasis in the cell.

Kaempferol and myricetin, along with quercet-
ine, are flavonoids from the subgroup of flavonols.
Apart from their known antioxidant effect, this
group of flavonoids showed an inhibitory or activa-
tory effect on some enzymes which belong to the
oxide-reductase family in recent research (Lu et al.
2006; Paulikova and Berczeliova 2005).

The aim of this research was to investigate the
effect of myricetin and kaempferol on glutathione
reductase activity.

For the determination of glutathione reductase
activity under the effect of flavonoides, constant
concentrations of substrats were used: 248 UM

GSSG and 17 UM NADPH, which were previously
determined by the kinetic characterization of the en-
zyme. Nine concentrations of myricetin and seven
concentrations of kaempferol were used. Concentra-
tions were chosen based upon literary data (Lu et al,
2006). Myricetin concentrations were: 0.26, 0.53, 1,
5, 10, 15, 20, 60, 80 PM/L, while kaempferol con-

centrations were 0.53, 1, 5, 10, 20, 60, 80 UM/L.
The control group contained the same volume of
phosphate buffer. Glutathione reductase activity was
measured by a spectrophotometric assay. Absor-
bance change was measured at 340 nm for 1 minute
with absorbance reading every 3 seconds. (GBC
UV-VIS Cintra 10).

Both flavonols caused a decrease in glutathione
reductase activity, which was expected based on pre-
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vious research with similar enzymes and fla-
vonoides. The results show that between flavonoid
concentration and the level of inhibition there exists
a functional dependency. With concentrations of

kaempferol of 0.53 UM/L, the glutathione reductase
activity was 7414%, while with the same myricetin
concentration the enzyme activity was 5024%. Com-

plete inhibition is noticed at 60 [LM/L concentrations
of both flavonols.
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It is shown that even low concentrations of fla-
vonols inhibit glutathione reductase, and that
myricetin is more efficient. A possible explanation
for this is the structural difference between these two
flavonols, which is manifested in the number of hy-
droxyl groups at the C ring of the flavonols. In the
future, a structural analysis of the enzyme-inhibitor
complex is needed, as well as kinetic studies of glu-
tathione reductase inhibition with myricetin and
kaempferol. G
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