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Mgr Jacek Malinowski rozpoczat stacjonarne studia doktoranckie Chemii i Biochemii na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego. Ukonczyt studia I stopnia na kierunku Chemia — Analityka i Diagnostyka w 2012,
nastgpnie ukonczyl studia II stopnia na kierunku Chemia — Analityka i Diagnostyka. Jego zainteresowania
naukowe dotycza: badanie szybkosci reakcji zwiazkow polikarboksylanowych cynku(Il) metoda
zatrzymanego przeplywu, synteza nowych zwiazkéw koordynacyjnych Cr(Ill) oraz wanadu(IV) oraz
charakterystyka ich wlasciwosci fizykochemicznych oraz biologicznych.
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ABSTRACT

In - vitro methods of determination of the antioxidant activity of complex
compounds are very interesting and not fully investigated areas of knowledge from
the borderline of chemistry and biology. Methods used for determination of the
activity of antioxidant complex compounds are modified due to the conditions of
the experiments in which they should be carried out, e.g. reactions at physiological
pH.

Civilization diseases, stress related to the fast pace of life and increasing
requirements of our lives cause the formation of free radicals in our body, i.e.
particles characterized by a high reactivity.

The methods of determination of the antioxidant activity of complexes
discussed in this work apply tests carried out in laboratory conditions - in — vitro.

Keywords: antioxidant activity, in — vitro methods
Stowa kluczowe: aktywnos¢ przeciwutleniajaca, metody in — vitro
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— kwas - 2,2-azynobis-(3-etylobenzotiazolin-6-sulfonowy)

— kationorodnik kwasu - 2,2-azynobis-(3-etylobenzotiazolin-
6-sulfonowego)

— antyutleniacz

—kwas 2 — [6 — (4V — amino) — fenoksy — 3H — ksanten — 3 —
on — 9 —yl] benzoesowy

— organiczny kompleks miedzi(Il) z fluorochromem

— 1,1 —difenylo — 2 — pikrylohydrazyl

— Ferric ion reducing Antioxidant Parameter — oznaczenie
oparte na redukcji kompleksu Fe(IIT)

— nadtlenek wodoru

— przeniesienie atomu wodoru

—kwas 2 — [6 — (4V — hydroksy)fenoksy — 3H — ksanten — 3 —
on — 9 —yl] benzoesowy

— nadsiarczan potasu

— Oxygen Radical Absorbance Capacity — metoda polegajaca
na oznaczeniu aktywnosci przeciwutleniajacych rodnikow
peroksylowych

— tlenek manganu(IV)

—rodnik tlenku azotu(II)

— anionorodnik ponadtlenkowy

— rodnik hydroksylowy

— anion nadtlenoazotynowy

— kwas nadtlenoazotawy

— R - fikoerytryna

—reaktywne formy tlenu

— rodnik alkoksylowy

—rodnik nadtlenkowy

—nadtlenek peroksylowy

— przeniesienie pojedynczego elektronu

— parametr okreslajacy zdolnos$ci antyutleniajace w metodzie
ABTS, w jednostkach stezenia troloksu na mase Iub objetosé
probki

—sonda fluorescencyjna
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WPROWADZENIE

Wolne rodniki to atomy, jony lub czasteczki o bardzo duzej reaktywnosci.
Charakteryzuja si¢ obecnoscia jednego lub wigcej niesparowanych elektronéw na
powloce walencyjnej. Powstaja one ze zwiazkoéw chemicznych, ktore posiadaja
w budowie stabe wiagzanie kowalencyjne. Do innych czynnikéw powodujacych
powstawanie rodnikow nalezy promieniowanie radiacyjne, ultradzwigki, sity
mechaniczne, wytadowania elektryczne czy tez zwiazki chemiczne, w tym zwiazki
pochodzenia naturalnego, gdzie przykladem sa enzymy. Wolne rodniki po raz pierwszy
zostaly zsyntezowane oraz udokumentowane na przetomie XX i XXI wieku.

Rodniki mozna otrzyma¢ réznymi metodami, a najwazniejsze z nich to metoda
pirolityczna (termiczna), elektrochemiczna, fotochemiczna oraz radiacyjna. Wolny
rodnik dzigki swoim wlasciwo$ciom bardzo tatwo utlenia biatka, lipidy budujace blony
komérkowe i kwasy nukleinowe. Najbardziej znanymi sa rodniki tlenowe: *OH, O,
oraz H,0,. Nazywane sa one czesto reaktywnymi formami tlenu (z ang. ROS — reactive
oxygen species).

Rodniki sa integralna czgscia funkcjonowania organizméw zywych. U czlowieka
powstaja one w wielu reakcjach zachodzacych w naszym organizmie. Do takich
samoistnych reakcji zachodzacych w naszym ciele nalezy generowanie ich w osrodku
zapalnym przez leukocyty w celu niszczenia drobnoustrojow [1]. Zwiazki te
odpowiedzialne sa nie tylko za reakcje o negatywnych skutkach dla organizmu
czlowieka, ale tez biora udziat w procesach, ktére wplywaja pozytywnie na
funkcjonowanie organizmu cztowieka.

Bardzo popularnym wspolczesnie tematem naukowym jest wpltyw rodnikow na
choroby cywilizacyjne. Brak odpowiedniego odzywiania si¢, zbyt mato snu oraz stres
powoduja, Zze nasz organizm i jego uklad odpornosciowy nie sg w stanie poradzi¢ sobie
ze skutkami stresu nitro - oksydacyjnego. Stres nitro - oksydacyjny wystepuje
w momencie, gdy zaburzona jest rownowaga pomiedzy reaktywnymi formami tlenu
a ,,biologiczng obrona” organizmu, ktérego rola jest naturalna detoksykacja. Stres nitro
— oksydacyjny ma wielki wplyw na patogenez¢ chordb cywilizacyjnych, takich jak
cukrzyca czy nowotwory ztosliwe. Nalezy podkresli¢ jednak, ze indukcja stresu nitro —
oksydacyjnego jest bardzo waznym narzedziem do walki z nowotworami. Nalezy
nadmieni¢, ze opisane metody w artykule maja potencjal kliniczny. Szczegdlnie
interesujagcym tematem jest wewnatrzkomorkowa detekcja stresu nitro — oksydacyjnego,
rola poszczegoélnych form tlenu i azotu wykorzystywanych jako bio — markerow
w leczeniu chor6b nowotworowych, cukrzycy.

W niniejszym artykule opisano wybrane metody, ktore pozwalaja walczy¢ ze
stresem nitro - oksydacyjnym. Proponowane zwiazki kompleksowe znajduja
zastosowanie jako potencjalne antyutleniacze wspomagajace walke z roznymi
chorobami, jak nowotwory ztos§liwe czy tez cukrzyca. Charakterystyka odpowiednich
metabolitow wymaga odpowiedniej analizy ich wlasciwosci. Metody in — vitro sg czesto



528 J. MALINOWSKI, J. DRZEZDZON, L. CHMURZYNSKI, D. JACEWICZ

stosowane, poniewaz nie sa drogie, sa stosunkowo szybkie do przeprowadzenia oraz co
wazne, pozwalajg unikna¢ wielu bledow pomiarowych [2].

1. METODY IN-VITRO OZNACZANIA AKTYWNOSCI
PRZECIWUTLENIAJACEJ ZWIAZKOW KOMPLEKSOWYCH

Procesy zachodzace poza organizmami zywymi wykorzystywane sg do
badania wilasciwosci antyoksydantow w celu unieczynnienia wolnych rodnikow.
Reakcje badane metodami in — vitro moga zachodzi¢ zgodnie z dwoma
mechanizmami:

e  HAT (ang. hydrogen atom transfer) — przeniesienie atomu wodoru
e  SET (ang. single electron transfer) — przeniesienie pojedynczego elektronu.

Drugi podzial metod oznaczania zwigzkéw antyoksydacyjnych uwzglednia
zastosowany system pomiarowy. Mozna podzieli¢ je na:

e addycyjne — okresla si¢ opoznienie rozpoczgcia dziatania oksydantu na
antyoksydant wskaznikowy

e postaddycyjne — okresla si¢ aktywnos$¢ antyoksydacyjng za pomoca zmian
stezen substratu testowego badz produktu, na skutek reakcji chemicznej badz

rodnikowej utleniacza i antyoksydantow obecnych w prébee [3].

1.1. TEST DPPH

Jedna z najczgsciej stosowanych metod in — vitro jest metoda z zastosowaniem
odczynnika DPPH. 1,1 — difenylo — 2 - pikrylohydrazyl (DPPH) nalezy do grupy
stabilnych rodnikéw, poniewaz jest stabilizowany poprzez struktury rezonansowe.
Posiada on w swojej budowie niesparowany elektron na powloce walencyjnej
znajdujacy sie na jednym z atoméw azotu, ktoéry moze tworzy¢ mostek azotowy
(Rys. 1). Zdelokalizowany elektron w czasteczce DPPH uniemozliwia tworzenie si¢
dimerow.

W badaniach stosuje si¢ najczesciej alkoholowe roztwory tego rodnika [4].
Maja one barwe fioletowg. Maksimum absorbancji rodnika DPPH wystepuje przy
dhugosci fali L = 517 nm [5]. Reakcja redukcji rodnika DPPH charakteryzuje sie
zmiang barwy na kolor zéity. Podczas przeprowadzania tego testu nalezy
ograniczy¢ do minimum dostep tlenu oraz $wiatta do probki, doktadnie dostosowaé
pH roztworu oraz wybra¢ odpowiedni rozpuszczalnik [6]. DPPH rozpuszcza sig¢
tylko w rozpuszczalnikach hydrofobowych, natomiast oznaczenie w rozpuszczal-
nikach hydrofilowych jest niemozliwe poniewaz jest to zwigzek wykazujacy
powinowactwo do grup hydrofobowych. Niewlasciwe warunki pomiarow mogg
wplyna¢ na obnizenie absorbancji roztworu [7].
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Zawarto$¢ niezredukowanego DPPH wyrazona w procentach jest odwrotnie
proporcjonalna do stgzenia substancji utleniajacej w badanej probce. Metoda ta
wykorzystywana jest do okreslenia wiasciwosci antyoksydacyjnych zwiazkow
fenolowych, antyutleniajacych zwiazkéow chemicznych zawartych w owocach,
wyciagach roslinnych czy tez w zywnosci. Ponizej na Rysunkach 1 i 2
przedstawiono dwie struktury rezonansowe DPPH [8, 9].

NO,

Rysunek 1.  Wzor uproszczony wolnego rodnika DPPH

Figure 1. The simplified formula of the free radical DPPH
NO,
H
NO, N—N
NO,

Rysunek 2. Wzor uproszczony formy zredukowanej DPPH
Figure 2. The simplified formula of the reduced DPPH form

1.2. TEST WYCHWYTU H,0,

Nadtlenek wodoru nalezy do reaktywnych form tlenu. Zwigzek ten
wykorzystywany jest jako antyoksydant w komoérkach biatek enzymatycznych.

Opracowano test ROS — GLO TM, dzieki ktéoremu mozna bezposrednio
oznaczy¢ stgzenie nadtlenku wodoru lub reaktywnych form tlenu, bezposrednio
w komorkach czy tez w okreslonych reakcjach enzymatycznych za pomoca
luminescencji. Wzrost zawartos$ci nadtlenku wodoru moze oznacza¢ ogo6lny wzrost
stezenia wszystkich reaktywnych form tego pierwiastka poniewaz roézne RFT
wystepujace w komorkach sg przeksztalcane w nadtlenek wodoru. Przyktadem
moze tu by¢ dysmutaza ponadtlenkowa, ktéra w reakcji dysmutacji dwoéch
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rodnikow ponadtlenkowych z udziatem dwoch protonéw prowadzi do powstania
H,0, oraz tlenu czasteczkowego. Ponadto nadtlenek wodoru posiada najdtuzszy
okres pottrwania ze wszystkich RFT wystepujacych w komorkach.

Metoda ta, zaproponowana przez firm¢ Promega nalezy do bardzo szybkich
- wykonanie takiego testu zajmuje mniej niz dwie godziny. Ten test oparty jest na
zjawisku chemiluminescencji. Polega on na wykorzystaniu luminoforu, ktéry
w reakcji z HyO, znajdujacym si¢ w badanej prébce tworzy prekursor lucyferyny,
a ta w polaczeniu z odczynnikiem ROS — GLO daje aktywna postaé
luminescencyjng. Dzieki temu obserwuje sie sygnal w postaci $wiatla
proporcjonalny do stgezenia nadtlenku wodoru. Ponizej, na Rysunku 3
przedstawiono schemat oméwionego powyzej testu.

Substrat HyO0,

: /C[\yz

!

) Reakcja z H,0,

N

N c=N
Prekursor Lucyferyny

s

HO

3 QOdczynnik ROS - GLO

<

Forma aktywna Ho

HO

Rysunek 3.  Schemat dziatania testu ROS — GLO ™ firmy Promega [10]
Figure 3. The scheme of the Promega ROS - GLO ™ test [10]
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1.3. TEST WYCHWYTU 'NO

Tlenek azotu(Il) odgrywa wazng rolg w organizmie czlowieka, odpowiadajac
za rozszerzanie $cian naczyn krwionosnych, transport sygnatldéw pomiedzy
neuronami w mozgu, regulacje krwi oraz ma wplyw na mechanizmy
immunologiczne [11, 12].

Jedna z bezposrednich metod wychwytu *NO jest metoda z uzyciem
organicznego kompleksu miedzi(Il) CuFL (organiczny kompleks miedzi(II)
z fluorochromem), ktory to nalezy do fluorochroméw. Polega ona na redukcji
Cu(1l) do Cu(l) oraz na wewnatrzczasteczkowym nitrozowaniu atomu azotu, ktéry
jest drugorzedowy [13]. Kompleks ten przenika przez btong komorkowg bardzo
fatwo, dzieki czemu test ten mozna przeprowadza¢ w warunkach fizjologicznych.

Przeprowadzane tego typu analizy nie wymagaja dostgpu tlenu by badana
probka wykazywata mozliwos$¢ fluorescencji. Metoda ta nalezy do specyficznych,
poniewaz pozwala wykry¢ ‘NO w obecnosci aniondw azotanowych(V), anionéw
azotanowych(Ill) czy tez RFT takich jak : O,", H,0,, ONOO", ktére nie reaguja
z powstajacym produktem. Dzigki tej wiasciwosci unika sie mozliwosci
zafalszowania wynikow fluorescencji. Ponizej, na Rysunku 4 przedstawiono
schemat reakcji CuFL z tlenkiem azotu(Il) [13, 14].

™~
7\ NO
0. 0. o]
200
/ cl
I COOH

CuFL

Rysunek 4.  Schemat reakcji CuFL z tlenkiem azotu(Il) [13, 14]
Figure 4. The scheme of CuFL reaction with nitric oxide (II) [13, 14]

1.4. TEST WYCHWYTU ONOO

Anion nadtlenoazotynowy powstaje w wyniku reakcji rodnika *NO oraz O, .
Powstajace indywiduum jest w rownowadze ze swojg sprotonowang forma, tzn.
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kwasem nadtlenoazotawym [15]. Réwnowaga pomigdzy ONOO™ a ONOOH
wystepuje w pK = 6,8 [16].

Anion ONOO'™ nalezy do silnych utleniaczy a jego reaktywnos¢ jest mocno
zalezna od pH srodowiska. Kwas nadtlenoazotawy ONOOH bardzo szybko ulega
reakcji izomeryzacji [17]. Wraz z coraz mniejszymi wartosciami pH stosunek
formy zredukowanej do utlenionej wzrasta na Korzys¢ indywiduum
sprotonowanego. Prowadzi to do wzrostu szybkosci izomeryzacji kwasu
nadtlenoazotawego. ONOOH ulega homolizie, czyli rozpadowi wigzania w miejscu
0-0 z utworzeniem dwodch rodnikéw *OH oraz ONOO-, ktore znajduja sig¢ w tzw.
Kklatce” (klatka jest miejscem gdzie zachodzi proces izomeryzacji) i otoczone sa
czasteczkami wody. Para wyzej wymienionych rodnikéw moze przenika¢ na
zewnatrz ,.klatki” badz ulec bezposredniemu przegrupowaniu do NO;". Pierwszy
przypadek to okoto 30% prawdopodobienstwa, natomiast drugi wynosi 70% dla tej
pary rodnikowej. Ponizej przedstawiono opisane powyzej reakcje [18, 19].

NO + O,” = ONOO

ok 70%, NOy +H'
Homoliza /D' *
— P | AN e
ONOOH<—= |oNo OH ;o?/NOﬁOH
0OK. 0

ONOO +H"— ONOOH , pK = 6,8

Anion nadtlenoazotynowy uznawany jest za niebezpieczny oraz toksyczny
zwiazek dla organizmu czlowieka. Do najskuteczniejszych antyoksydantow, ktore
zwalczajg rodnik *ONOO naleza metmioglobina, methemoglobina oraz
peroksyredoksyny. Ich ste¢zenia lokalne w réznych czgéciach organizmu czltowieka
oraz ich duze wartosci stalych szybkosci reakcji antyoksydacji anionu
nadtlenoazotynowego powoduja, ze sa one najbardziej efektywne, oraz co wazne,
sa to zwiazki wystepujace naturalnie u cztowieka.

W toku sa badania nad zwigzkami syntetycznymi, ktére moga pehic role
antyoksydantéw. Naleza do nich zwiazki manganu Mn(Il, III) i zelaza Fe(III)
w ukladzie ze zwigzkami kompleksowymi. Porfiryny manganowe, aby byly
skuteczne w swoim dziataniu potrzebuja wsparcia dobrego reduktora, jakim jest np.
kwas askorbinowy lub glutation, aby zneutralizowaé toksyczny rodnik w cyklu
katalitycznym [20].
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1.5. TEST WYCHWYTU ‘OH

Rodnik “OH jest najbardziej reaktywna formg RFT. Jego okres pdttrwania
w organizmie jest bardzo krotki i wynosi okoto 10™s. Uwaza sie, ze to indywiduum
chemiczne moze wchodzi¢ w reakcje ze wszystkimi substancjami w komorce.

Rodnik hydroksylowy powstaje jako produkt uboczny metabolizmu
oddychania tlenowego. Do oznaczania tego rodnika stosuje si¢ migdzy innymi
komercyjna metoda CAA (celluar antioxidant activity assay) z uzyciem
odpowiedniej sondy fluorescencyjnej w polaczeniu z kontrolowanymi, réznymi
zrédtami RTF.

Do sond, ktorych uzywa si¢ dzigki ich duzej selektywnosci wzgledem OH
naleza pochodne fluoresceiny: APF, czyli kwas [2 — [6 — (4V — amino) — fenoksy —
3H - ksanten — 3 — on — 9 — yl] benzoesowy oraz HPF - kwas [2 — [6 — (4V —
hydroksy)fenoksy — 3H — ksanten — 3 — on — 9 — yl] benzoesowy. Jesli w poblizu
sondy znajdujg si¢ RFT ulega ona utlenieniu i wykazuje fluorescencj¢. Ponizej
przedstawiono wzory uproszczone tych zwigzkéw (Rys. 5 - 6).

OH NH,

\_/

Rysunek 5.  Wzor uproszczony HPF Rysunek 6.  Wzor uproszczony APF
Figure 5. The simplified formula of HPF Figure 6. The simplified formula of APF

Wykazano, ze obie sondy wykazuja zdolnos¢ do detekcji rodnika
hydroksylowego w wyniku reakcji Fentona. Na skutek O-dearylacji tych sond oraz
wzbudzenia rodnika ‘'OH mozna zaobserwowac silng fluorescencj¢ przy A = 520 nm
dzieki powstajagcym pochodnym fluoresceiny [21].
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1.6. METODA ABTS

Metoda ta oparta jest na przeniesieniu elektronu, czyli SET w polaczeniu
z detekcjg spektrofotometryczng. Polega ona na kontrolowaniu zmian stgzen
rodnika 2,2-azynobis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu). Ponizej przedstawiono
wzOr uproszczony tego kationorodnika [22].

Rysunek 7. Wzor uproszczony kationorodnika ABTS ™
Figure 7. The simplified formula of cationic radical ABTS ™

ABTS™ ma barwe niebiesko-zielong oraz posiada w srodowisku wodnym
cztery maksima absorbancji przy nastgpujacych dlugosciach fal: A= 417, 645, 728
i 815 nm, natomiast w Srodowisku alkoholowym, a doktadnie w $rodowisku
etanolowym, wykazuje maksima absorbancji przy nastepujacych dlugosciach fal:
A=414,730 i 873 nm. Pomiary w tej metodzie wykonywane sa przy pH= 7,4 [3].

Warunkiem koniecznym do przeprowadzenia tego testu jest zsyntezowanie
ABTS ™. Mozna dokonaé tego poprzez zainicjowanie reakcji enzymatycznych badz
metodami chemicznego utlenienia. Reakcje enzymatyczne wywoluje sie dzigki
reakcjom z mioglobing, hemoglobing badz peroksydaza chrzanowg [23].
Chemiczne utlenienie mozna przeprowadzi¢ za pomoca zwigzkéw chemicznych
takich jak MnO, lub K,S,0g, jednakze wymaga ono dluzszego czasu na
przeprowadzenie reakcji, ktory wynosi okoto 16 godzin.

Wplyw na redukcje kationorodnika ma reaktywnos¢ i stezenie antyoksydantu
oraz czas trwania reakcji. Otrzymane wyniki wyrazane sg poprzez ekwiwalent
TEAC, czyli ekwiwalent potencjalu przeciwutleniajgcego troloksu w reakcji
z kationorodnikiem. Troloks jest to syntetyczna pochodna witaminy E pelnigca
funkcje substancji odniesienia. Wadg tej metody jest fakt, ze generowany rodnik
wykazuje o wiele wieksza trwalo§¢ niz inne rodniki obecne w organizmie
cztowieka [24].

1.7. METODA TRAP
(OZNACZANIE CALKOWITEGO POTENCJALU ANTYOKSYDACYJNEGO)

Metoda oznaczania catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego oparta jest na
mechanizmie HAT (hydrogen atom transfer), czyli przeniesienia atomu wodoru. Na
poczatku, gdy metoda ta zostala odkryta, polegata ona na pomiarze spadku
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fluorescencji biatka R — fikoerytryny. Spadek fluorescencji wynika z powstajacych
rodnikéw nadtlenkowych, ktére tworzg si¢ w termicznym rozpadzie zwigzkow
azowych.

Ze wzgledu na wady stosowania biatka R — Pe, do ktérych zalicza si¢ powolng
reakcje rodnikow z R — fikoerytryng w poréwnaniu z antyutleniaczami (okoto 100
razy wolniej) zmodyfikowano metode poprzez zastosowanie dioctanu 2,7 —
dichlorofluoresceiny (Rys. 8), ktéra w wyniku reakcji z rodnikami tworzy pochodna
fluoresceiny charakteryzujaca sie fluoryzacja. Reakcja ta przebiega przy pH = 8,6
w Srodowisku buforu fosforanowego lub roztworu glicyny.

Otrzymane wyniki opracowuje si¢ za pomoca dwdch metod. Pierwsza z nich,
polega na zmierzeniu czasu indukcji prébki i poréwnaniu z czasem modelowym.
Nie zawsze jednak mozliwe jest wyznaczenie czasu, wiec drugg mozliwoscig jest
porownanie pol powierzchni pod krzywa otrzymana po zuzyciu probki. Krzywa ta
przedstawia chemiluminescencje (%) w czasie (s). Wyznaczony parametr pozwala
okresli¢ zdolno$¢ neutralizacji rodnikéw przez zwigzki chemiczne, dla ktérych
niemozliwe jest okreslenie czasu indukcji. Metoda ta wykazuje dobra
odtwarzalno$¢ wynikow [3, 25].

COOH

Cl Cl

I ) |

C. C

7 4/ ScH
o 7 ch, 7 3
Rysunek 8. Wzor uproszczony dioctanu 2,7 — dichlorofluoresceiny
Figure 8. The simplified formula of 2,7-dichlorofluorescein diacetate

1.8. METODA FRAP

Metoda FRAP (ang. Ferric ion reducing Antioxidant Parameter) oparta jest na
mechanizmie SET. Nalezy ona do najbardziej rozpowszechnionych testow
wykorzystywanych do oznaczenia catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej probek
zywnosci za pomoca metod spektrofotometrycznych. Polega na redukcji jonu
Fe(Ill) w kompleksie z (2,4,6-tris(2- pirydylo)-1,3,5-triazyng (TPTZ) do
intensywnie niebieskiego kompleksu z jonami Fe(Il), ktérego maksimum
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absorbancji wystepuje przy dlugosci fali A= 593 nm. Schemat tej reakcji
przedstawiono na Rysunku 9.

/\ /Fe(un el O Fe(u
/b N dmwtj)\ J\(j il

[Fe(II)(TPTZ)),*"] [Fe(I)(TPTZ)),?'

Rysunek 9.  Schemat reakcji redukcji kompleksu Fe(IIl)-TPTZ do Fe(I)-TPTZ
Figure 9. The scheme of the reduction reaction of the Fe (III) -TPTZ complex to Fe (II) -TPTZ

Za pomoca tego testu sprawdzana jest zdolno$¢ donorowa utleniacza. Stosujac
te metode mozna szybko przeprowadzi¢ analize, natomiast nalezy podkresli¢, ze
metoda FRAP posiada tez wady. Do nich zalicza si¢ fakt, ze stosowany kompleks
moze zosta¢ zredukowany przez kazdy zwigzek chemiczny, ktory charakteryzuje
si¢ potencjatem redoks ponizej 0,7 V. Kolejnym ograniczeniem tej metody jest
produkcja rodnikow w obecnosci Fe(Il) i nadtlenku wodoru. Badania prowadzi sie
w pH = 3,6, poniewaz w takich warunkach kompleks posiada najwieksza trwatos¢.
Wyzej wymienione wlasciwosci sklaniaja do stwierdzenia, ze metoda ta nie jest
efektywna w przypadku badan prowadzonych na probkach biologicznych,
poniewaz warunki w ktérych przeprowadzane bylyby badania nie odzwierciedlaja
warunkoéw fizjologicznych organizmu.

Z tego powodu trwaja poszukiwania innych reduktorow, ktore bedzie mozna
wykorzysta¢ do badan w pH fizjologicznym. Naukowcy wykazuja zainteresowanie
uktadami redukujacymi Fe(lll) z ligandami takimi jak 1,10 — fenantrolina,
batofenantrolina oraz zelazocyjankami.

1.9. METODA HORAC

Metoda HORAC przebiega wedlug mechanizmu HAT, czyli przeniesienia
atomu wodoru.

Polega na pomiarze aktywno$ci antyoksydacyjnej za pomocg zwigzku
kompleksowego, w ktorego budowie wystepuje jon metalu, ktory chelatuje ligandy,
w tym przypadku jest to Co(I). Reakcja ta przebiega w warunkach podobnych do
reakcji Fentona i ma za zadanie ocenia¢ zdolno$¢ antyoksydacyjna przeciw
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tworzeniu si¢ najbardziej reaktywnego rodnika RFT - rodnika hydroksylowego.
Badana prébka zawiera sonde fluorescencyjng oraz odczynnik Fentona, dzigki
ktoremu produkowany jest rodnik. Pozostate rodniki w probce niszcza sondg
fluorescencyjna.

Otrzymany wynik po przeprowadzeniu testu sktada sie z czasu potrzebnego na
zahamowanie powstawania rodnikdw oraz wolnych rodnikéw pozostatych
w probece. Wydajnos¢ antyoksydacyjna skorelowana jest ze stopniem fluorescencji,
dzieki czemu mozemy wyznaczy¢ pole pod wykreslong krzywa (AUC).

AUC shuizy do wyznaczenia calkowitego potencjalu antyoksydacyjnego
rodnika hydroksylowego. AUC poréownuje si¢ z wyznaczong krzywa ilustrujaca
potencjal redukcji kwasu galusowego (kwas 3,4,5 — trihydroksybenzoesowy)
wykorzystywanego jako substancja standaryzujaca. Ponizej zamieszczono schemat
opisanej metody (Rys. 10) [27].

Probka

negatywna AUC (probka standaryzacyjna)
+ sonda f luoresccncxlna +OH inicjator

Probka z AUC (probka badana)

antyoksydantem Sl -

HORAC = AUC (prébka standaryzacyjna) - AUC (probka badana)

Rysunek 10.  Schemat metody HORAC
Figure 10. The scheme of the HORAC method

1.10. METODA ORAC
(ANG. OXYGEN RADICAL ABSORBANCE CAPACITY)

Metoda ta polega na pomiarze zdolnos$ci neutralizacji rodnikow peroksylowych
i posiada cztery etapy:

etap 1: rozpad zwigzku azowego w wyniku, ktérego powstajg rodniki;
etap 2: synteza rodnikow ROO-;

etap 3: reakcja rodnikow ROO* z sondg fluorescencyjng;

etap 4: neutralizacja wolnych rodnikow przez zwigzek antyutleniajacy.

Ponizej zamieszczono schemat reakcji wchodzacych w caly mechanizm tej
metody (Rysunek 11).
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R—N=—=N—-R —® 2R + N,
R+ 0O, — ROO
ROO '+ TH —» ROOH+ T

ROO + AH ——ROOH + A

ROO + A- — ROOA
gdzie: TH — sonda fluoerescencyjna, AH — antyutleniacz [28)].

Rysunek 11.  Schemat reakcji zachodzacych podczas metody ORAC
Figure 11. The scheme of reactions taking place during the ORAC method

Test ten polega na reakcji rodnikow peroksylowych, ktére powstaja ze
zwiazkéw azowych lub hydroksylowych, generowanych w reakcji Cu’
z nadtlenkiem wodoru oraz sonda fluorescencyjna, ktérg moze by¢ fluoresceina, jej
pochodne, rozpuszczalny w wodzie kompleks biatka z fikoerytrobiling lub pirogalol
[29, 30]. Zanik fluorescencji sondy spowodowany jest reakcjg utlenienia.
Substancja antyutleniajgca powoduje inhibicje rozktadu znacznika, by nastapita
potem kolejno neutralizacja wolnych rodnikow przez antyoksydant. Procesy te
powoduja wydtuzenie czasu indukcji i zmniejszenie wartoSci statej szybkosci
reakcji sondy.

Analiza ilosciowa polega na obliczeniu pola pod krzywa zaniku fluorescencji
probki badanej oraz probki standaryzowanej [31]. Do substancji wzorcowych
stosowanych w tej metodzie zalicza si¢ troloks oraz kwas galusowy. Metode te
stosuje si¢ zaré6wno do okreslenia wilasciwosci antyoksydacyjnych zwiazkow
lipofilowych jak i hydrofilowych. Metoda ORAC nalezy do testow o duzej precyzji
i czulosci. Wykorzystywana jest do badan prébek biologicznych oraz zywnosci
[32].

1.11. METODA OKSYDAZY KSANTYNOWEJ

Oksydaza ksantynowa nalezy do grupy enzymoéw, jakimi sg oksydoreduktazy.
Oksydaza ksantynowa katalizuje reakcje utlenienia ksantyny do kwasu moczowego,
puryny do hipoksantyny, hipoksantyny do ksantyny oraz aldehydéw do kwaséw
karboksylowych (Rysunek 12). Oksydaza moze redukowaé O, jedno lub
dwuelektronowo, gdzie akceptorem jest tlen czasteczkowy. Sposéb redukcji tlenu
zalezy od pH, stezenia tlenu w roztworze oraz st¢zenia substratow.
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Reakeja utlenienia hipoksantyny do ksantyny. Reakcja utlenienia ksantyny do kwasu moczowego.
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Reakgja utlenienia aldehydu octowego do kwasu octowego.

Rysunek 12.  Reakcje oksydazy ksantynowej [1]
Figure 12. Reactions of xanthine oxidase [1]

Oksydaze ksantynowg wykorzystuje si¢ w syntezie anionorodnika
ponadtlenkowego. Ten redukuje cytochrom c, ktérego roztwdr mocniej absorbuje
przy dtugosci fali A= 550 nm niz jego forma utleniona. W przeprowadzonym tescie
nalezy doda¢ odpowiednig ilos¢ oksydazy ksantynowej, tak aby katalizowata
reakcje w odpowiedni sposob. Redukcja cytochromu ¢ powinna skutkowaé
przyrostem absorpcji $wiatta przez roztwor z szybkoscig okoto 6 ns™' [1].

1.12. CYTOMETRIA PRZEPLYWOWA ORAZ CYTOMETRIA OBRAZOWA

Pomiary fluorescencji mozemy zmierzy¢ za pomoca wielu metod. Napotykamy
si¢ jednak na problem utrudniajacy pomiar, mierzac warto$¢ fluorescencji metoda
np. czytnika ptytek wielodotkowych — otrzymywany wynik jest suma wartosci
fluorescencji tla oraz fluorescencji wewnatrzkomérkowej. Metoda, ktdra rozwigzuje
ten problem jest cytometria przeptywowa. Metoda ta podaje wartos¢ tylko
fluorescencji wewnatrzkomorkowej. W wyniku zastosowania tej techniki otrzymuje
si¢ dane ilosciowe mowigce o liczbie komdrek emitujacych fluorescencje, zamiast
wzglednej fluorescencji calej probki. Do wad tej metody nalezy fakt, ze badane
komorki muszg by¢ zawieszone w probce. Cytometria przeplywowa w polaczeniu
z sondami fluorescencyjnymi pozwala na detekcje reaktywnych form tlenu i azotu.
Ponadto, znajduje zastosowanie w badaniach klinicznych. Cytometria obrazowa
wykorzystywana jest przede wszystkim w badaniach biologicznych. Pozwala na
okreslenie ksztattu, wymiaréw oraz struktury badanych narzadéw, tkanek czy
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organelli. Metoda ta pozwala uzyska¢ wiele szczegdlowych informacji jak
liczebno$¢ badanych komérek czy tez pola powierzchni przez nie zajmowanych.

UWAGI KONCOWE

Metody in — vitro oznaczania aktywnosci przeciwutleniajacych zwiazkéw
kompleksowych sa tematem przysztosciowych badan, poniewaz powiazane sa ze
zmianami $rodowiskowymi, nieprawidlowymi nawykami zywieniowymi oraz stylem
zycia, ktore prowadza do chorob cywilizacyjnych. Cukrzyca, nowotwory ztosliwe,
miazdzyca oraz otylo$¢ to przyktady najpowazniejszych chorob wywotanych poprzez
dziatania wolnych rodnikow.

Stres oksydacyjny oraz metody badania zwalczania tego zjawiska nie sa jeszcze
doktadnie poznane, poniewaz mechanizmy reakcji powodujacych jego wystepowanie sa
skomplikowane. W XX wieku uwazano, ze wolne rodniki powstajace w wyniku stresu
oksydacyjnego sa tylko i wylacznie szkodliwe dla organizmu czltowieka. Teraz mozna
stwierdzi¢, ze istnieja przestanki, ktore $wiadcza réwniez o pozytywnej roli tych
indywiduéw chemicznych. Wspomagaja one bowiem gojenie sie ran, zrost kosci oraz
maja wlasciwosci antybakteryjne.

Podsumowujac, nalezy jednoznacznie stwierdzi¢, iz warto kontynuowa¢ badania
w zakresie tego tematu, poniewaz badania nad rolag i mechanizmami stresu nitro-
oksydacyjnego sa wazne w patogenezie i leczeniu wielu choréb. Niezwykle istotna jest
rowniez walka z chorobami cywilizacyjnymi, poprzez poszukiwanie nowych zwiazkow
aktywnie czynnych. Jednak nalezy bra¢ pod uwagg tez aspekt negatywny stresu nitro —
oksydacyjnego, na przyktad skutki kancerogenne. Stad, wazne jest zachowanie
homeostazy organizmu oraz réwnowagi pomiedzy stresem nitro-oksydacyjnym,
a fizjologicznymi mechanizmami przeciwutleniajacymi.
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