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ABSTRACT

This article describes the in-vivo methods of studying the antioxidant
properties of complex compounds. The reduced glutathione (GSH) method, which
uses the reactivity of the reduced form of GSH with free radicals, is among the
described methods. Further the in-vivo methods are based on the use of antioxidant
enzymes such as glutathione peroxidase, glutathione S-transferase, superoxide
dismutase, catalase. These types of enzymes occur naturally in the human body and
they are responsible for the inactivation of free radicals, e. g. superoxide dismutase
catalyzes the reaction of disproportionation of superoxide anion radical to water and
oxygen. The next in-vivo methods described in this article use y-glutamyl
transpeptidase and glutathione reductase, which are components of the antioxidant
mechanism occurring in an organism. The last method described in this work
relates to the lipid peroxidation, which is determined by the concentration of
dimalonic aldehyde.

Keywords: antioxidant properties, radicals, in — vivo methods
Stowa kluczowe: wlasciwosci przeciwutleniajgce, rodniki, metody in — vivo
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WPROWADZENIE

Reaktywne formy tlenu i azotu (RFTN) to czynniki ryzyka stresu oksydacyjnego
w organizmie ludzkim. Wystepowanie RFTN w organizmie jest naturalne i powigzane
z licznymi szlakami metabolicznymi m. in. tancuchem oddechowym. W przypadku, gdy
stezenie RFTN w organizmie jest wyzsze niz stezenie fizjologiczne tych indywiduéw to
wystepuje zjawisko nazywane stresem oksydacyjnym. Zjawisko stresu oksydacyjnego
w kilku przypadkach ma pozytywne skutki dla organizmu. Stres oksydacyjny jest
czynnikiem indukujacym relaksacje migsni gtadkich. Pelni role regulujaca cisnienie
krwi oraz normalizujaca transformacje widkien miesniowych. Niestety dlugotrwale
utrzymujgce sie zjawisko stresu oksydacyjnego moze prowadzi¢ do apoptozy komorek
i licznych uszkodzen komorek.

Antyoksydanty to zwiazki chemiczne, ktére obnizaja stezenie RFTN
w organizmie. Naleza do nich przeciwutleniacze enzymatyczne np. dysmutaza
ponadtlenkowa, nieenzymatyczne takie jak np. witaminy A, E, C, karotenoidy oraz
antyoksydanty syntetyczne.

Z uwagi na zagrozenia wynikajace z dlugotrwale utrzymujacego sie stresu
oksydacyjnego wazne jest poznanie wielu metod in-vivo oznaczania aktywnosci
przeciwutleniajacej. Metody te maja na celu pomiar poziomu stezenia poszczegolnych
RFTN, a takze pomiar wptywu RFTN na dany uktad pomiarowy.

1. METODY IN-VIVO OZNACZANIA AKTYVYNOSCI
PRZECIWUTLENIAJACEJ ZWIAZKOW
KOMPLEKSOWYCH

Metody in — vivo stosowane sa do okreslenia wlasciwos$ci antyoksydacyjnych
w warunkach, ktore sg ich odwzorowaniem w organizmie cztowieka. Do takich
systemow naleza liposomy i mikrosomy ze wzgledu na podobienstwo do btony
komoérkowej. Do metod in — vivo zalicza si¢ miedzy innymi metode LDL
(lipoproteina o niskiej gestosci), oznaczanie utleniania fragmentacji DNA czy tez
inhibicje utleniania indukujacego apoptoze zywych komoérek ludzkich [1]. Pomimo,
ze istnieje wiele metod in — vivo, nie podlegajg one zadnej standaryzacji wynikow,
co niewatpliwie jest duza ich wada. Otrzymane wyniki badan nie mogg zostac
poréwnane z innymi, poniewaz czesto przeprowadzane sa w innych warunkach. Nie
mozna oceni¢, ktéra z metod charakteryzuje sie¢ najwieksza czutoscia i precyzja
oraz wybra¢ taka, ktéra jest optymalna dla naszych badan i obarczona
najmniejszym btedem [2].

1.1. METODA ZREDUKOWANEGO GLUTATIONU

Glutation jest to trojpeptyd y — glutamylocysteinyloglicyna, ktéry wystepuje
w dwoch formach, zredukowanej (GSH) oraz utlenionej (GSSG) (Rys.1). Zwigzek
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ten w komérkach biologicznych wystepuje w postaci zredukowanej w ilosci okoto
99 %, natomiast pozostaty procent to forma utleniona oraz koniugaty [3, 4]. Synteza
zredukowanego glutationu przebiega w cytozolu, gdzie wigkszos¢ tego zwiazku sie
znajduje oraz, w bardzo malym stopniu, poza komdrkami [5].

HaC——CH,

NH; 0 5 f \
cH gz g )k N HN H,C—S,
Ho\( \c/ Y \CH c/ YO \ ’ \S—CH
Hy I Ha CH, 2
z HO

0 0 /E OH 5 < iiNe
Hs - o >—c<2 o
NH O HoG
/

GSH GSSH

Rysunek 1. Wzory uproszczone glutationu: formy zredukowanej (GSH) oraz utlenionej (GSSH)
Figure 1. Simplified formulas of glutathione forms: reduced (GSH) and oxidized (GSSH)

Grupa tiolowa -SH, wystepujaca w GSH, a doktadnie w jednostce cysteiny
powoduje jego naturalng zdolnos¢ antyutleniajaca do redukcji mostkow
disiarczkowych oraz eliminacji zwigzkdéw utleniajacych [6]. Mozliwe jest to dzieki
temu, ze w komdrkach stezenie formy zredukowanej tréjpeptydu jest bardzo
wysokie oraz warto$¢ standardowego potencjatu redoks jest bardzo mata i wynosi
okoto 240 mV [7].

GSH reaguje bezposrednio z wolnymi rodnikami NO, ‘OH czy tez H,0,
w  reakcjach nieenzymatycznych [8-11]. Forma zredukowana 7y —
glutamylocysteinyloglicyny dzieki odwracalnemu przytgczaniu do grup tiolowych
w bialkach utrzymuje protekcje przed nieodwracalnym ich utlenieniem w
warunkach stresu oksydacyjnego, réwnoczesnie monitorujac aktywnos¢ wyzej
opisanego procesu [12]. GSH jest donorem elektronu dla enzyméw glutaredoksyny
(Grx) oraz peroksydazy glutationowej, ktére biora udzial w redukcji nadtlenku
wodoru oraz organicznych nadtlenkéw (ROOH), gdzie R stanowi tancuch weglowy
(najczesciej rozgaleziony) [13].
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1.2. TEST PEROKSYDAZY GLUTATIONOWEJ

Peroksydaza glutationowa (Rys. 2) nalezy do enzymoéw wykazujacych
wlasciwosci antyoksydacyjne. Enzym ten ma mase czasteczkowag okolo 86 kDa,
jest tetramerem, gdzie kazda domena zbudowana jest z 203 reszt aminokwasowych.
Jest ona kodowana przez gen GPXI1, ktory znajduje si¢ na krétkim ramieniu
chromosomu 3. Enzym ten odpowiedzialny jest za redukcje H,O, do H,O.
Mechanizm tej reakcji opiera si¢ na przeniesieniu elektronow z GSH na nadtlenek
wodoru. Enzym ten moze powrdci¢ do formy zredukowanej dzigki dziataniu
reduktazy. Proces ten polega na przeniesieniu wodoru pochodzacego od fosforanu
dinukleotydu nikotyno — amidoadeninowego (NADPH).

Reakcja utleniania peroksydazy glutationowe;:
H,0, +2 GSH — 2 H,0 + GSSG.
Reakcja redukeji GSSG:
NADPH + H" + GSSG — 2 GSH + NADP".

Obnizona aktywno$¢ enzymu moze wynika¢ ze zbyt malego stezenia
pierwiastka sladowego jakim jest selen w organizmie, ktory odpowiedzialny jest za
prawidtowa prace tego enzymu [14-17].

Wyréznia si¢ 6 izoform peroksydazy glutationowej, w zaleznosci od jej
wystepowania. 5 z 6 izoform tego enzymu jest zalezne od selenu, natomiast jedna
jest niezalezna od tego pierwiastka (GPx — 5). Oznacza to, ze w organizmie
cztlowieka wystepuje 5 form, gdzie centrum aktywne enzymu stanowi
selenocysteina. Nazywa si¢ je formami selenozaleznymi peroksydazy glutationowej
(Se — GPx) [18]. Réznica pomigdzy izoformami zaleznymi a niezaleznymi od
selenu jest taka, ze Se — GPx wykazujg zdolno$¢ katalizowania reakcji redukowania
nadtlenkow organicznych i nieorganicznych natomiast non — Se — GPx wykazuja
wlasciwosci do katalizowania wylacznie nadtlenkéw o charakterze organicznym,
powstajacych w mechanizmie peroksydacji lipidow [19, 20]. Aktywno$¢
peroksydaz glutationowych non - Se - GPx wykazuja biatka blonowe MAPEG.
Zbudowane sa z trzech podjednostek (trimery) i uczestniczag w metabolizmie kwasu
arachidonowego [21].

Rysunek 2. Przykladowa struktura przestrzenna ludzkiej peroksydazy glutationowej zotadkowo — jelitowej
[22]
Figure 2. The exemplary spatial structure of human gastrointestinal glutathione peroxidase [22]
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1.3. TEST S - TRANSFERAZY GLUTATIONOWEJ

S — transferaza glutationowa wystepuje w postaci trzech form: cytozolowe;j,
mikrosomalnej oraz mitochondrialnej. Pierwsze dwie wystepuja naturalnie
w organizmie cztowieka. Do grupy cytozolowych enzyméw GST nalezg
nastepujace klasy: alfa (GSTA1, GSTA2) (Rys. 3), mi (GSTM1, GSTM2, GSTM3,
GSTM4 oraz GSTMS), omega (GSTOI1), pi (GSTP1), sigma (GSTSI1), teta
(GSTT1, GSTT2) oraz zeta (GSTZ1) [23].

Rysunek 3.  Struktura cytozolowej S-transferazy glutationowej GSTA1 w kompleksie z glutationem
Figure 3. The structure of cytosolic glutathione S-transferase GSTA1 in the complex with glutathione

Formy cytozolowe GST odpowiedzialne sa za metabolizm ksenobiotykow,
natomiast mikrosomalne odpowiadaja za metabolizm substancji endogennych.
Klasa A enzymdéw GSTA wykazuje wlasciwosci antyoksydacyjne, a niektére z nich
chronig mitochondria przed niebezpiecznymi produktami powstajacymi w procesie
peroksydacji lipidow.

S — transferazy glutationowe katalizuja rowniez reakcje sprzegania miedzy
GST a zwigzkami elektrofilowymi. Na rysunku 4 zamieszczono przyktad reakcji
pomigdzy glutationem a ksentobiotykiem, ktéra zachodzi pod wplywem S —
transferazy glutationowe;.

SH 5-X
I P
Hy H ‘ GST Hy 1 7
HaN C! CH N C + ksenobiotyk ———H,N c. c CH N c
N AW e W N 2 G W W e T
| H; H ” Ha | H, H ” Hy OH
/C\ o éc\ [¢]
o OH Glutation 0 OH Koniugat S - Glutationu

Rysunek 4. Struktura przestrzenna dimeru CuZnSOD [26, 27]
Figure 4. The spatial structure of the CuZnSOD dimer [26, 27]

GST Kkatalizuje tez detoksykacje produktéw wysoce reaktywnych, ktore
powstaja podczas wystepowanie stresu oksydacyjnego. Uczestniczy réwniez
w usuwaniu kancerogendw, pestycydow i herbicydow [24, 25].
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1.4. METODA DYSMUTAZY PONADTLENKOWEJ

Pierwszym  metaloenzymem jaki zostal odkryty byta dystmutaza
ponadtlenkowa. Wyr6zniono trzy rodzaje izoform tego enzymu. Pierwszym z nich
jest dysmutaza ponadtlenkowa miedziowo — cynkowa CuZnSOD (SOD1) (Rys. 5).
Wystepuje ona glownie w cytozolu i jadrze komdrkowym. Kontroluje ona
wydzielanie tlenku azotu(Il), gtdwnie w naczyniach krwiono$nych.

Druga z izoform w centrum aktywnym posiada jon manganu(Ill) i nazywana
jest dysmutazg ponadtlenkowa manganowa, a jej skrét to MnSOD (SOD2). SOD2
wystepuje w macierzy mitochondrialnej i jest odpowiedzialna za rozktad RFT.

Ostatniag formg SOD jest zewnatrzkomérkowa dysmutaza ponadtlenkowa (EC
—SOD). Jest to gtéwny enzym ptynu stawowego, osocza oraz chtonki. Podobnie jak
SODI1 posiada w swoim skladzie jon miedzi(Il) oraz jon cynku(ll). Jej gléwnym
zadaniem jest umozliwienie przenikniecia tlenku azotu(ll) przez $ciang naczyn.
SOD2 uwazana jest za najwazniejszg izoforme¢ zwalczajaca powstajace
w organizmie reaktywne formy tlenu.

Rysunek 5. Struktura przestrzenna dimeru CuZnSOD [26, 27]
Figure 5. The spatial structure of the CuZnSOD dimer [26, 27]

SOD katalizuj¢ reakcje dysmutacji rodnika O, do H,O, oraz tlenu
czasteczkowego. Ponizej przedstawiono schematy tej reakcji dla kazdej izoformy
tego enzymu. W pierwszym etapie zachodzi redukcja jonow miedzi(ll) do jonow
miedzi(I) w centrum katalitycznym. W drugim etapie zachodzi jednoelektronowy
proces utlenienia jonow miedzi(l) wraz z wytworzeniem nadtlenku wodoru.

W przypadku SOD1 reakcje zachodza nastgpujaco:
SOD - Cu*" + 0,”— SOD - Cu' + 0,
SOD - Cu' +0,” +2H" — SOD - Cu’" + H,0,

Po zbilansowaniu reakcji potdéwkowych rownanie reakcji przedstawia sie
nastepujaco [28]:

40,"+2H" — 30, + H,0,
Dysmutacja rodnika ponadtlenkowego za pomocg SOD2 przebiega
podobnie jak w przypadku SOD1. Pierwszy etap to redukcja jonow manganu(III)
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do jonoéw manganu(ll) znajdujacych si¢ w centrum katalitycznym. Drugi etap to
proces utlenienia Mn(II) do Mn(III) wraz z wytworzeniem nadtlenku wodoru.
Reakcje z zastosowaniem enzymu SOD2 sg nastepujace [29]:
Mn'" +0,"— Mn*" + 0,
Mn™" +0,”+2H" — Mn’" + H,0,

1.5. OZNACZANIA AKTYWNOSCI KATALAZY

Katalaza to enzym posiadajagcy w swojej budowie grupe hemowa, ktéra
zawiera centralnie potozony jon zelaza(lll). W wyniku reakcji z nadtlenkiem
wodoru powstaje kompleks Fe(V), ktory zwigzany jest piecioma wigzaniami
koordynacyjnymi, gdzie cztery wigzania to polaczenie z azotem z grupy hem a piate
wigzanie koordynacyjne Fe(V) tworzy z tyrozyna, ktora zajmuje 358 miejsce
w tancuchu polipeptydowym biatka. Odpowiada on za rozktad nadtlenku wodoru
do wody. Mechanizm ten przebiega dwuetapowo [30].

Etap I:
H,0; + Fe(Ill) - CAT — 2H,0 + O + Fe(V) — CAT
EtapIT :
H,0,+ O =Fe(V) — CAT — Fe(lll) - CAT + H,O + O,
CAT - katalaza

Pierwszy etap mechanizmu polega na reakcji nadtlenku wodoru z Fe(Ill) —
CAT dzigki czemu nastepuje redukcja H,O, do wody oraz powstanie nowego
kompleksu zelaza(V) — CAT [31-34]. W drugim etapie zwigzek O = Fe(V) — CAT
utlenia nadtlenek wodoru z utworzeniem wody i tlenu czasteczkowego. Kompleks
zelaza(V) powraca do stanu poczatkowego, gdzie zelazo w strukturze hemowej
przyjmuje stopien utlenienia rowny III [33, 35].

Katalaza jest enzymem, ktory w sposob skuteczny chroni organizm przed
toksycznym dzialaniem H,O, w $rodowisku, gdzie stezenie nadtlenku wodoru jest
wyzsze niz fizjologiczne, tworzac wode i tlen. W przypadku, gdy stezenie H,0, jest
niskie (10° — 107 M), katalaza przyjmuje funkcje aktywnosci peroksydazowe;.
Wymaga to obecnosci odpowiednich donoréw wodoru, pochodzacych np. od
metanolu. Nastgpuje wtedy usuniecie toksycznego nadtlenku wodoru i jednoczesne
utlenienie. Ponizej zamieszczono przyktad takiej reakcji [36].

H,0,+H,S—2H,0+S

1.6. TEST AKTYWNOSCI TRANSPEPTYDAZY y-GLUTAMYLOWEJ
Transpeptydaza y-glutamylowa jest enzymem, ktéry w sposob posredni

katalizuje reakcj¢ utlenienia zredukowanej formy glutationu. Enzym ten bierze
udzial w metabolizmie ksenobiotykéw oraz leukotrienu C, oraz utrzymuje
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homeostazg cysteiny i glutationu. Zatem bierze on udziat w antyoksydacji
organizmu, leczeniu stanéw zapalnych i detoksykacji.

Transpeptydaza y-glutamylowa nalezy do glikoprotein znajdujgcych sie we
wszystkich komorkach ludzkich oprocz miocytow, ktéry przenosi grupe
v-glutamylowa.

Jedng z metod oznaczania aktywno$ci przeciwutleniajacej tego enzymu jest
wykorzystanie odczynnika komercyjnego Gamma-glutamylo-transferazy (Pointe
Scientific). Oznaczanie to polega na ocenieniu zdolnosci katalizowania reakcji
przeniesienia grupy glutamylowej z L-y-glutamylo-3-karboksy-4-nitroanilidu na
glicyloglicyne w wyniku czego powstaje anion 5—amino—2— nitrobenzoesanowy.
W czasie trwania reakcji monitorowana absorbancja przyjmuje coraz wyzsze
wartosci. Pomiar rejestruje si¢ spektrofotometrycznie przy dtugosci fali A = 415 nm,
spisujac wartosci absorpcji w okreslonym, stalym odstgpie czasu. Za pomocg prawa
Lamberta — Beera oblicza si¢ ilos¢ moli powstatego fluorochromu w czasie 1 min
1 mg prébki [37].

__ AAbs/min V.
EVy L

A

AADbs/min [min™'] — zmiana absorbancji badanej probki w czasie

V. [ml] — objetos¢ catkowita mieszaniny reakcyjnej

V,, [ml] — objetos¢ probki

€ [mM"em™] — wspolezynnik absorbancji danego fluorochromu dla danej dtugosci
fali i drogi optycznej réwnej 1 cm

L [cm] — dtugos¢ drogi optycznej w danych warunkach

1.7. TEST REDUKTAZY GLUTATIONOWEJ

Reduktaza glutationowa (Gr) to enzym nalezacy do oksydoreduktaz. Struktura
przestrzenna reduktazy glutationowej zostala przedstawiona na rysunku 6.
Wystepuje on w mitochondriach oraz cytozolu. Enzym ten ma za zadanie utrzymac
odpowiednie stezenie glutationu w komorkach. Spetnia to zadanie dzieki swoim
zdolnosciom do przeksztalcania formy utlenionej glutationu w forme zredukowana
[13].

Gr dziata wspolnie z GPx dostarczajac jej GSH w wyniku utleniania NADPH
do NADP' [38].



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

Rysunek 6.  Struktura przestrzenna reduktazy glutationowej [39]
Figure 6. The spatial structure of glutathione reductase [39]

Aktywno$¢ antyoksydacyjng reduktazy glutationowej oznacza si¢ za pomoca
testu Glutathione Reductase Assay Kit firmy ABCAM. Metoda ta polega na
redukcji GSSH do GSH, ktéry reagujac z kwasem 5,5-ditio-bis-2-
nitrobenzoesowym (DTNB — odczynnik Elmanna) daje fluorescencyjny produkt
TNB (kwas tionitrobenzoesowy). Przyrost absorbancji monitoruje sie
spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 415 nm. Aktywnos¢ GR oznacza si¢ jako
ilos¢ moli powstatego TNB w czasie 1 minuty przypadajaca na 1g badanej probki
[40].

1.8. METODA PEROKSYDACJI LIPIDOW

Peroksydacja lipidow jest to utlenienie wielonienasyconych reszt kwasow
tluszczowych zawartych w  fosfolipidach. Proces ten zachodzi zgodnie
z mechanizmem wolnorodnikowym z utworzeniem nadtlenkow. Jest to mechanizm
trojetapowy [41].

I etap — inicjacja
LH+ 0, — L* +HOO*®
2LH + O, — 2L° + H,0,

II etap - prolongacja
L*+0,— LOO*
LOO® + LH— LOOH +L*
LOOH — LO®+ OH*
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III etap — terminacja
L*+L*—>L-L
L®* +LOO* — LOOL
LOO*® + LOO* — LOOL + O,

Stezenie peroksydacji lipidow okresla si¢ za pomocag stezenia aldehydu
dimalonowego  (MDA),  ktory  jest  produktem  reakcji  rozkladu
hydroperoksykwasow tluszczowych. Oznaczenie polega na reakcji MDA z TBA
(kwas tiobarbiturowy), w wyniku ktérej powstaje barwny produkt, ktory oznacza
si¢ ilosciowo metoda spektrofotometryczng (Rys. 7). W metodzie tej pomiary
przeprowadzane sa przy dlugosci fali rownej 532 nm [42].

H\ /
v
H

o |
HSYN\ S T/ SY”\ o Z Y
2 N| CH, ———™ | |
=z l No _# CH—g=C¢ N
OH \\o OH

Rysunek 7.  Reakcja kwasu dimalonowego z kwasem tiobarbiturowym [43]
Figure 7. The reaction of dimalonic acid with thiobarbituric acid [43]

H

1.9. TEST LPIC

Test LPIC pozwala okresli¢ zdolnos$¢ inhibicji lipidow. Z jego pomoca mozna
oznaczy¢ mozliwosci antyutleniajagce produktéw, ktére powstaja podczas
peroksydacji lipidow frakcji LDL —zawierajacej cholesterol oraz kwas linolowy,
dzigki antyutleniaczom zawartym w probce. Najczgsciej stosowang metoda do
kontrolowania reakcji utlenienia jest spektrofotometria. Reakcja monitorowana jest
przy A = 234 nm. Podczas zmian wartosci absorpcji wyrdznia si¢ trzy etapy
zachodzacej reakcji: inicjacji, prolongacji oraz terminacji. W pierwszym etapie
badanej reakcji przeciwutleniacze zapobiegaja utlenieniu kwasu linolinowego lub
wielonienasyconych kwasow tluszczowych frakcji LDL. Trwa to do czasu
catkowitego przereagowania antyoksydantow. Nastgpnie reakcja przechodzi do
fazy propagacji. Innymi metodami monitorowania jest chromatografia cieczowa
badz gazowa [44].
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UWAGI KONCOWE

W niniejszym artykule opisano wiele metod in-vivo badania wlasciwosci
antyoksydacyjnych. Do badania wlasciwosci przeciwutleniajacych stosuja metody in-
vivo w uktadach nasladujacych warunki panujace w organizmie stosuje si¢ mikrosomy
oraz liposomy. Jest to mozliwe dzieki podobiefistwu tych struktur do blon
biologicznych. Czesto w metodach in-vivo stosuje sie pomiar zahamowania utleniania
LDL poddajac analizie krew zwierzat laboratoryjnych. Tego typu metoda jest tez
stosowana w badaniach prowadzonych na organizmie ludzkim po doustnym podaniu
polifenoli.

Wsrod metod in-vivo badania aktywnosci przeciwutleniajacej czesto zdarza sig tak,
ze dana metoda jest stosowana w wielu wariantach pomiarowych. Rézne warunki
pomiarowe sprawiajg, ze nie mozna poréwnaé¢ wynikow badan przeprowadzonych ta
sama metoda. Nie mozna tez wyszczegolnié jednej metody in-vivo badania wlasciwosci
antyoksydacyjnych jako najczulszej o jak najmniejszym btedzie pomiarowym.

W dalszym ciggu wiele metod pomiarowych in-vivo wymaga dopracowania pod
katem uwzglednienia licznych czynnikow wptywajacych na wynik pomiaru. Z tego
wzgledu uzasadnione jest prowadzenie dalszych badan nad udoskonaleniem metod in-
vivo badania potencjatu przeciwutleniajacego.
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