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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 -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 

in vivo



 
 

 
CAT   katalaza 
CuZnSOD (SOD1)   

 
DTNB   kwas  5,5-ditio-bis- 2-nitrobenzoesowy 
EC   SOD   
Gr   reduktaza glutationowa 
Grx   glutaredoksyna 
GSH   forma utleniona glutationu 
GSSH   forma zredukowana glutationu 
GST  S  transferaza glutationowa 
H2O2  nadtlenek wodoru 
hem   grupa hemowa 
LDL     
LH    
LO     
LOO.   rodnik nadtlenkowy kwasu  
LOOH    
LPIC  metoda oznaczania inhibicji utlenienia frakcji LDL 
MAPEG    
MDA   aldehyd dimalonowy 
MnSOD (SOD2)  

mangan 
NADPH   fosforan dinukleotydu nikotyno  amidoadeninowego 
NADP+   ester fosforanowy dinukleotydu nikotyno  

amidoadeninowego 
non  Se  GPx    
O2

 -   anionorodnik ponadtlenkowy 
RFT   reaktywne formy tlenu  
RFTN   reaktywne formy tlenu i azotu  
Se  GPx    
TBA    kwas tiobarbiturowy 
TNB   kwas 5  tio  2  nitrobenzoesowy  
TPTZ   (2,4,6-tris(2- pirydylo)-1,3,5-triazyna  
TRAP    

antyoksydacyjnego 
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WPROWADZENIE 

 
Reaktywne formy tlenu i azotu (RFTN) to czynniki ryzyka stresu oksydacyjnego  

  

e zjawisko nazywane stresem oksydacyjnym. Zjawisko stresu oksydacyjnego 
w kilku przypadkach ma pozytywne skutki dla organizmu. Stres oksydacyjny jest 

 
 

 
                    

w 
ponadtlenkowa, nieenzymatyczne takie jak np. witaminy A, E, C, karotenoidy oraz 
antyoksydanty syntetyczne.  

oks in-vivo

 

1. METODY IN-VIVO
PRZ

KOMPLEKSOWYCH 
 

Metody in  vivo 

in  vivo 
(

in  vivo

 
 

1.1. METODA ZREDUKOWANEGO GLUTATIONU 
 

              
zredukowanej (GSH) oraz utlenionej (G



 

 [3, 4]. Synteza 
zredukowanego glutationu przebiega w cytozolu, 

  
 

 

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 -

disiarczkowych oraz elimi

 
olnymi rodnikami .NO, .

2O2             
w reakcjach nieenzymatycznych [8-  

 

(Grx) oraz peroksydazy glutationow
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1.2. TEST PEROKSYDAZY GLUTATIONOWEJ 

 

Jest ona 

2O2 do H2O. 

dinukleotydu nikotyno  amidoadeninowego (NADPH). 
Reakcja utleniania peroksydazy glutationowej: 

H2O2 2O + GSSG. 
Reakcja redukcji GSSG:  

NADPH + H+  +. 

-17]. 

ymu stanowi 

(Se  
 

w organicznych i nieorganicznych natomiast non  Se  

peroksydaz glutationowych non - Se - GPx wyk

arachidonowego [21]. 

Rysunek 2.      jelitowej 
[22] 

Figure 2. The exemplary spatial structure of human gastrointestinal glutathione peroxidase [22]



 
1.3. TEST S  TRANSFERAZY GLUTATIONOWEJ 

 

S  
               

A1, GSTA2) (Rys. 3), mi (GSTM1, GSTM2, GSTM3, 
GSTM4 oraz GSTM5), omega (GSTO1), pi (GSTP1), sigma (GSTS1), 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

 

Klasa A 

 
S  

 S  
transferazy glutationowej.  

 

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

 

izoform tego enzymu. Pierwszym z nich 
jest dysmutaza ponadtlenkowa miedziowo  cynkowa CuZnSOD (SOD1) (Rys. 5). 

 
Druga z izoform w centrum aktywnym posiada jon manganu(III) i nazywana 

 
dysmutaza ponadtlenkowa (EC 

 

                          
w organizmie reaktywne formy tlenu.  

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

 

2
.- do H2O2 oraz tlenu 

miedzi(I) w centrum katalitycznym. W drugim etapie zachodzi jednoelektronowy 
 

 
SOD  Cu2+ + O2

.-  Cu+ + O2 
SOD  Cu+  + O2

.-  + 2H+   Cu2+ + H2O2 

 
4O2

.- + 2H+ 2 + H2O2 

 
podobnie jak w przypadku SOD1. Pierwszy etap to redukcja manganu(III) 



 

proces utlenienia Mn(II) do Mn(III) wraz z wytworzeniem nadtlenku wodoru.  
 

Mn3+ + O2
.- 2+ + O2 

Mn2+  + O2
.- + 2H+  3+ + H2O2 

 

1.5.  
 

                  

do wody. Mechanizm ten przebiega dwuetapowo [30]. 
Etap I : 

H2O2 + Fe(III)  2O + O + Fe(V)  CAT 
Etap II : 

H2O2 + O = Fe(V)   CAT + H2O + O2 

CAT - katalaza
Pierwszy etap mechanizmu polega na reakcji nadtlenku wodoru z Fe(III)  

CAT 2O2 do wody oraz powstanie nowego 
 CAT [31-34]. W d  O = Fe(V)  CAT 

 
Katalaza jest enz

2O2 

2O2 jest 
niskie (10-9  10-7 

reakcji [36]. 
H2O2 + H2 2O + S 

 
1.6. -GLUTAMYLOWEJ 

 

-

   w   metabolizmie      oraz   leukotrienu   C4   oraz  utrzymuje  
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-

                        
-  

wykorzystanie odczynnika komercyjnego Gamma-glutamylo-transferazy (Pointe 
Scientific
przeniesienia grupy glutamylowej z L- -glutamylo-3-karboksy-4-nitroanilidu na 

amino 2  nitrobenzoesanowy.    

15 nm, 

Lamberta                 
 

 

A = 

 
-1] 

Vc [ml]   
Vp [ml]   

 [mM-1cm-1]  
 

L [cm]  drogi optycznej w danych warunkach 
 

1.7. TEST REDUKTAZY GLUTATIONOWEJ 
 

[13].  
niku utleniania NADPH 

do NADP+ [38]. 
  



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

 

testu Glutathione Reductase Assay Kit firmy ABCAM. Metoda ta polega na 
-ditio-bis-2-

nitrobenzoesowym (DTNB odczynnik Elmanna) daje fluorescencyjny produkt 

[40]. 
 

1.8. MET  
 

                      
z mechanizmem wolnorodnikowym 

 
 

I etap  inicjacja 
LH + O2  + HOO  

2LH + O2  + H2O2 

 

 

II etap - prolongacja 
L + O2  

LOO   
 + OH  
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III etap  terminacja 

L  + L   L 
L  + LOO   

LOO  + LOO  2 

 

dimalonowego 

ie tej pomiary 
 

 

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

 
1.9. TEST LPIC 

 

kontrolowania reakcji utlenienia jest spektrofotometria. Reakcja monitorowana jest 

ji. W pierwszym etapie 

fazy propagacji. Innymi metodami monitorowania jest chromatografia cieczowa 
 

 
 

 



 
 

 
W niniejszym artykule opisano wiele metod in-vivo 

in-
vivo 

 
in-vivo 

stosowana w badaniach prowadzonych na organizmie ludzkim po doustnym podaniu 
polifenoli. 

d metod in-vivo 

in-vivo 
antyoksydacyjnych  

in-vivo wymaga dopracowania pod 

in-
vivo 
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