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ZASTOSOWANIE HPLC DO OZNACZANIA
WOLNYCH RODNIKOW, ANTYOKSYDANTOW
ORAZ CALKOWITEGO POTENCJALU
ANTYOKSYDACYJNEGO

W pracy przedstawiono podstawowe informacje o wolnych rodnikach, ich wytwarza-
nie, oddziatywanie z podstawowymi skfadnikami organizméw Zywych, udziat w wielu
stanach chorobowych, a takze starzeniu organizmu. Ponadfo oméwiono metody
oznaczania wolnych rodnikéw, antyoksydantéw oraz caftkowitego potencjatu antyok-
sydacyjnego za pomocg HPLC.

INFORMACJE PODSTAWOWE

Tlen jest pierwiastkiem bardzo rozpowszechnionym na Ziemi. Odpo-
wiada za mniej wiecej jedng czwartg jej masy. W dolnych warstwach atmos-
fery objetoSciowa zawartoS¢ tlenu wynosi 21%. Pierwotna atmosfera ziem-
ska byta mieszaning gazéw o wiasciwosciach redukujgcych. Wolny tlen
w postaci czgsteczkowej pojawit si¢ w niej wraz z rozwojem pierwszych or-
ganizméw fotosyntezujacych, ok. 2 miliardéw lat temu. Rozpuszczajac sie
w wodzie byt on niezbednym czynnikiem powstania i rozwoju organizmdw
wyzszych. Znacznie wyzsza niz w wodzie jest jego rozpuszczalnos¢ w roz-
puszczalnikach organicznych, co wptywa na lokalizacje rodnikéw tlenowych
w hydrofobowych czg$ciach bton biologicznych. W organizmach aerobo-
wych znaczna cze$¢ pobieranego tlenu wykorzystywana jest jako akceptor
elektronéw. Takie enzymy jak dioksygenaza tryptofanowa i oksydaza ksan-
tynowa katalizujg reakcje utleniania polegajace na przenoszeniu pojedyn-
czych elektronéw z substratéw na czgsteczke tlenu. W trakcie redukcji tlenu
wytwarzane sg tzw. reaktywne formy tlenu (ang. ROS - reactive oxygen spe-
cies). Jest to pojecie szersze, gdyz oprécz wolnych rodnikéw zalicza sie do
nich m.in. wzbudzony tlen singletowy i nadtlenek wodoru. Wolne rodniki za$
sg to atomy, czasteczki (lub ich fragmenty) badz tez jony posiadajgce nie-
sparowane elektrony, nadajgce im wiasnosci paramagnetyczne.



Tlen, chociaz jest konieczny do zycia, paradoksalnie ma on jednocze-
Snie dziatanie toksyczne dla organizméw zywych [1, 2]. Przyktadowo, oddy-
chanie czystym tlenem przez diuzej niz 48 godzin prowadzi do S$mierci.
Olbrzymia jego wiekszo$¢ wykorzystywana jest jako akceptor elektronéw
w komérkowych procesach energetycznych. Tym niemniej, w trakcie reduk-
cji, niewielka cze$¢ tlenu przeksztatcana jest w reaktywne formy tlenu, do
ktérych zalicza sie réwniez rodniki tlenowe. Ocenia sie, ze do ROS prze-
ksztatcane jest 1+4% tlenu zuzywanego przez organizm cztowieka [3]. Przy
dziennym jego zuzyciu wynoszacym ok. 10 | oznacza to wytworzenie ok.
4,5+18 mmoli rodnikow. Jest to iloS¢ znaczna, zwtaszcza, jesli uwzgledni sie
fakt, ze wiele uszkodzen wolnorodnikowych ma tendencje do gromadzenia
si¢ w organizmach zywych. W zywym organizmie wolne rodniki sgq wytwa-
rzane w warunkach zaréwno fizjologicznych jak i patologicznych. W warun-
kach fizjologicznych nie gromadzg si¢ w tkankach gdyz sg stale unie-
czynniane, ,zmiatane” przez miejscowe mechanizmy antyoksydacyjne.
W patologicznych moga prowadzi¢ do degeneracji i obumierania komorek [1].

Kolejnym paradoksem tlenowym jest fakt, ze chociaz obecnie po-
wszechnie wiadomo, ze tlen w nadmiarze jest szkodliwy to jednakze nie ma
spojnej teorii tumaczacej, ktory z rodnikéw jest za te toksyczno$¢ odpowie-
dzialny [2]. Wspomniany, paradoks tlenowy na tym sie nie konczy. Okazato
sig¢, ze niektore wolne rodniki petnig istotne funkcje fizjologiczne, np. inhibito-
réw niektérych enzyméw [4]. Do tego mozna dodaé dalsze paradoksy. Nie-
jasny jest wplyw rodnikéw na przebieg niektérych zmian patologicznych, jak
miazdzycy [5] czy choroby Alzheimera [6]. Czesto wystepujga nawet ktopoty
z odpowiedzig na pytanie czy rodniki sg przyczyng czy skutkiem owych
zmian. Jeszcze wigksze problemy sprawia odpowiedz na pytanie czy poda-
wanie antyoksydantéw zapobiega tym zmianom [7, 8]. Wynika z tego, ze
cho¢ jest to tematyka bardzo szeroko ostatnio dyskutowana to jej podsta-
wowe problemy sg wcigz nierozwigzane.

WYTWARZANIE RODNIKOW

Wystepowanie reaktywnych form tlenu jest charakterystyczne nie tylko
dla organizméw zywych. W warstwach przypowierzchniowych naturalnych
zbiornikdw wodnych ich stezenie jest znacznie wigksze niz we wnetrzu or-
ganizmow zywych, gdzie moga si¢ przedostawac. Najprostszym za$s rodni-
kiem (doktadnie — birodnikiem w stanie trypletowym) jest tlen atmosferyczny
ktérym oddychamy.

Wolne rodniki mogq by¢ indukowane in vitro i in vivo przez rézne
czynniki: promieniowanie jonizujgce, ultrafioletowe, widzialne i podczerwone
oraz wszelkie reakcje utleniania i redukcji. Do reakcji tych zaliczy¢é mozna
autooksydacje tioli, katecholamin, flawin i hydrochinonéw oraz niektore re-
akcje enzymatyczne, np. oksydazy ksantynowej, dysmutazy ponadtlenkowej
stymulujgcej mitochondrialny system transportu elektronéw, oksydazy cyto-
chromowej P-450 i b-5 systemu mikrosomalnego.
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Rys. 1. Schemat transportu elektronéw, tworzenia ATP oraz utlenianie zredukowanego
koenzymu Q wraz z towarzyszacg mu redukcja cytochromu b

Rodniki mogg réwniez generowaé pobudzone komorki fagocytujgce
(makrofagi, monocyty i granulocyty) podczas tzw. wybuchu oddechowego.
W tym przypadku odgrywaja one pozytywng role. Jednakze dtugotrwate ich
wytwarzanie (np. w przewlektych stanach zapalnych) ma dziatanie kancero-
genne. W btonach komérkowych tworzg sig¢ one gtéwnie w wyniku metaboli-
zmu kwasu arachidonowego przy udziale cyklooksygenazy i lipooksygenazy.
Z czynnikbéw zewnetrznych wymieni¢ mozna przyktadowo fenacytyne czy tez
parakwat oraz caty szereg lekow (haloperidol, salsolinol, cytostatyki itp.).
Najwazniejszym generatorem wolnych rodnikéw wydaje sie by¢ mitochon-
drialny tancuch oddechowy (rys. 1). Nalezy sobie rowniez zdaé sprawe z te-
go, ze w komérkach zywych zwierzat i ro$lin wolne rodniki sg stale obecne
jako konieczny etap przej$ciowy przebiegu szeregu reakc;ji.

TLEN | PRODUKTY JEGO REDUKCJI

Czasteczki o spinach potdwkowych opisuje statystyka Fermiego-Diraca.
Zgodnie z funkcjg rozkfadu prawdopodobienstwo wystepowania elektronu
(fermionu) wzrasta ze spadkiem energii nie przekraczajgc 1. To znaczy, ze
w danym stanie energetycznym okreslonym energia, pgdem oraz spinem mo-
Ze znajdowac si¢ tylko jeden elektron. Rozkiad elektronéw w czgsteczce tlenu
i produktach jego redukcji przedstawiono na rys. 2. W stanie podstawowym
tlen wystepuje jako dwurodnik trypletowy, co tumaczy jego wzglednie duzg
reaktywno$¢ ale jednoczesnie stosunkowo mata, jak na rodnik.
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Rys. 2. Rozktad elektronéw na orbitalach tlenu i produktach jego redukciji.
- orbital molekularny, * - orbitale antywigzace, 1| - spiny elektronowe

W stanie wzbudzonym tlen wysteguje w postaci singletu. Jego steze-
nie w cytoplazmie jest na poziomie 107°M, podczas gdy tlenu trypletowego
10°M. W}/réiniamy dwa stany singletowe - delta i sigma. Czas zycia tlenu
w stanie 'Zg*0, (antyréwnolegte spiny na réznych orbitalach) w roztworach
wodnych wynosi 10" s, za$ tlenu delta 'AgO, — 10° s. W gazach czasy te
wynoszg odpowiednio 12 s i 45 min.

Pierwszym produktem redukcji tlenu jest anionorodnik ponadtlenkowy
(027) i jego zprotonowana forma — rodnik nadhydroksylowy (HO, ). W roku
1954 Gershman, Gilbert i Fridovich wysungli hipoteze, ze za toksyczno$¢
tlenu odpowiedzialny jest wtasnie anionorodnik ponadtlenkowy. Niestety,
okazato sie, ze jest on wprawdzie bardzo reaktywny ale jednoczesSnie krot-
ko-zyjacy oraz mato reaktywny w $rodowisku aprotycznym i w stosunku do
aminokwasow i kwasow ttuszczowych. Rodnik nadhydroksylowy jest znacz-
nie silniejszym utleniaczem niz anionorodnik ponadtlenkowy. Sugeruje sie
nawet [9], ze za szkodliwe dziatanie tlenu i uszkadzanie bton komdrkowych
odpowiedzialny jest uktad rodnikéw O,7/HO,, a nie rodnik hydroksylowy.
HO, charakteryzuje sie dtugim czasem zycia przez co moze dyfundowaé on
do sgsiednich struktur komoérkowych. Przy pH fizjologicznym 7,4 ok. 1%
anionorodnika wystepuje w postaci zhydratowanej (pK, = 4,88). W wyniku
przebiegu reakcji dysmutacji oba te rodniki wytwarzajg nadtlenek wodoru.

W obecnosci jondéw metali grup przejéciowych (zelaza i miedzi) nad-
tlenek wodoru ulega rozpadowi z wytworzeniem reaktywnego rodnika hy-
droksylowego, zgodnie z reakcjg opisang po raz pierwszy w roku 1884 przez
Fentona:

(1) FeZ+ (M”+)+H202 :Fe3+(M(n+I)+)+0H- +0H. .

Utleniony metal moze zosta¢ nastegpnie zredukowany, co oznacza, ze pehi
on role katalizatora:
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2)  Fe’*+0,” =Fe™ +0,.
W sumie obie reakcje przedstawia sie jako reakcje Habera-Weissa (1934 r.):
(3) 0, +H,0,=0, +OH +OH".

Bez katalizatora (jonéw metali) reakcja (3) przebiega bardzo wolno. Znacz-
nie przy$piesza jg niewielka nawet obecnos$¢ zelaza na plus drugim stopniu
utlenienia. Zelazo trojwarto$ciowe rowniez moze jq katalizowaé gdyz jest
ono fatwo redukowalne w organizmie, np. w obecno$ci kwasu askorbinowe-
go, cysteiny lub glutationu. Przy$pieszajg ja rowniez niektore kompleksy
(EDTA, cytrynian). Kompleksy te mogg przy$pieszaé jego utlenianie gdyz
eliminujg koniecznos¢ zmiany jego powtoki hydratacyjnej. W Swietle powyz-
szego problematyczne jest podawanie zelaza w postaci kompleksu z askor-
binianem i EDTA, stosowane przez niektore firmy farmaceutyczne.

Powstaty w reakcjach (1 - 3) rodnik hydroksylowy jest wyjatkowo reak-
tywny. Wchodzi on w reakcje z wieloma zwigzkami organicznymi (addycja,
substytucja wolnorodnikowa, przenoszenie elektronéw). Rodnik ten jest bar-
dzo stabym kwasem, uwalniajgc alkaliczny jon nadtlenkowy O'. Jego stafa
dysocjacji poréwnywalna jest ze statg nadtlenku wodoru i wynosi 11,85. Nie
penetruje on jednak komoérki. Reaguje tylko z czasteczkami obecnymi
w bezposrednim ich sasiedztwie, np. z jonem weglanowym tworzac rodnik
weglanowy bedacy silnym reduktorem.

Bardzo intensywnie badanym ostatnio rodnikiem jest tlenek azotu.
Jest to zwigzek wyjatkowo ciekawy gdyz, z jednej strony, jest on poszukiwa-
nym od dawna Srédbtonkowym czynnikiem rozluzniajgcym (ang. EDRF - en-
dothelial derived relaxing factor), neurotransmiterem i zmiataczem wolnych
rodnikow (przez to zwigzkiem antykancerogennym). Z drugiej strony, bedac
sam wolnym rodnikiem, jest on réwniez neurotoksyczny, kancerogenny
i moze wytwarza¢ inne wolne rodniki.

Tlenek azotu jest zmiataczem anionorodnika ponadtlenkowego,
a w szczegolnosci skutecznym (silniejszym niz witamina E) przeciw utlenia-
czem lipidow. Co ciekawe, po przejsciu do nadtlenoazotynu z przeciwutle-
niacza staje sie on silnym utleniaczem. Nadtlenoazotyn utlenia grupy tiolowe
reszt tryptofanowych i metionylowych w biatkach (powoduje to ich fragmen-
tacje), indukuje powstawanie grup karbonylowych, nitruje reszty tyrozylowe,
utlenia kwasy nukleinowe i lipidy. Te oddziatywania z biologicznie czynnymi
zwigzkami majg aspekt pozytywny, mianowicie — antykancerogenny, chociaz
mechanizm jego dziatania jest nieznany. Zwigzany jest on m.in. z blokadg
reduktazy rybonukleinowej, co uniemozliwia wytwarzanie DNA i podziat ko-
morek nowotworowych. Z drugiej strony nitrozuje on aminy drugorzedowe
do toksycznych, rakotwoérczych N-nitrozoamin. Tlenek azotu oddziatywuje
réwniez z centrami Fe-S réznych biatek tworzac klastery nitrozylowe. Jest on
inhibitorem enzyméw mitochondrialnych, akonitazy i kompleksu | (NADPH -
oksydorektuza ubichinowa).
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Rozpuszczalnos$é tlenku azotu w wodzie wynosi 1,8:10° M, a stezenie
w komorce jest rzedu 3-10° M, okres pottrwania w wodzie od 4 min do
3 godzin, we krwi 0,1 sek., a w tkankach 3 - 30 sek. W komérce wytwarzany
jest podczas utleniania (w obecno$ci NADPH jako donora elektronéw) przez
syntaze tlenku azotu (NOS), zalezng od cytochromu P-450, argininy do cy-
truliny i NO. Jest on nastepnie szybko degradowany z powodu reakcji z tle-
nem, dwutlenkiem azotu i anionorodnikiem ponadtlenkowym. Zmiatajgc
anionorodnik wytwarza anion peroksyazotawy, bedacy silnym utleniaczem
i rozpadajacym sie na dwa rodniki, hydroksylowy i dwutlenek azotu. Wytwa-
rzajg one z mata szybko$cig azotany i azotyny.

Cytotoksycznos$¢ tlenku azotu wywotujg anion peroksyazotawy i po-
wstajacy z jego rozpadu rodnik hydroksylowy. Oddziatywaja one m.in. z lipi-
dami, DNA i wptywajg na mitochondrialne kanaty wapniowe (oddziatywanie
na kompleksy zelaza w bfonie mitochondrialnej). Uszkodzenia DNA aktywujq
poli(ADP-rybozo)polimerazg, PARP. Enzym ten odpowiedzialny jest za
energetyczng Smier¢ komérki poprzez zuzywanie ATP podczas naprawy
uszkodzonego DNA. Jego nadprodukcja jest przyczyng Smierci neuronow
podczas zawatéw naczyniowych, w chorobie Huntingtona i Alzheimera.

NO jest tez neurotransmiterem w obwodowym uktadzie nerwowym
(sercowo-naczyniowym, ptciowo-moczowym, oddechowym i trawiennym).
Przyktadowo, kontroluje on rozkurcz migsni jelit podczas ruchow perystal-
tycznych i rozkurcz miesni ciat jamistych utatwiajgcych naptyw krwi do pracia
podczas erekcji oraz rozkurcz miesni naczyn krwiono$nych. To ostatnie po-
woduje spadek ci$nienia krwi. Dlatego chorym na serce podawana jest nitro-
gliceryna, metabolizowana w organizmie do NO. eNOS z komoérek srodbtonka
aktywowany jest przez kompleks Ca**-kalmodulina, tworzacy sie po wniknie-
ciu jonéw wapnia do wnetrza komérki. Otwarcie kanatéw jonowych nastepuje
po zwigzaniu przez receptory powierzchniowe np. acetylocholiny. NO dyfun-
duje do wnetrza naczynia krwionosnego i jako czynnik EDRF do komoérek
miesni gtadkich. Uaktywnia cyklaze guanylowg, cGMP, fosforylacje protein
transportujacych jony wapnia (spadek ich stgzenia) przez kinazg biatkowa, co
prowadzi do rozkurczu. Podobny efekt dajg S-nitrozole, [Fe(CN)s(NO)]Z',
[FesS4(NO),], organiczne azotyny i azotany, np. nitrogliceryna.

WPLYW WOLNYCH RODNIKOW NA PODSTAWOWE SKLADNIKI
KOMOREK

Wolne rodniki reagujg w zasadzie ze wszystkimi sktadnikami komoérek.
Najwieksze uszkodzenia powodujg w lipidach, biatkach i DNA. Z organelli
komdrkowych najbardziej narazone na atak wolnych rodnikéw sg mitochon-
dria. Ich uszkodzenie prowadzi¢ moze nawet do $mierci komorek.

Nalezy w tym miejscu zaznaczyé, ze mimo ich negatywnego wptywu
na organizmy zywe, wolne rodniki sg koniecznymi etapami przejSciowymi
przebiegu szeregu reakcji biochemicznych, jak tez majg szereg dziatan po-
zytywnych. Przyktadowo wspomnie¢ tu mozna o tym, ze szereg enzymow
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reperujgcych DNA (polimerazy) aktywowanych jest wolnymi rodnikami, czg-
sto indukowanych Swiattem. Rodniki umozliwiajg rowniez spetnianie funkcji
biologicznych cyklazie guanylynowej (receptor NO aktywujacy cGMP, PKG
i fosforylujgcy NOS), oksydazie glukozy, S-transferazie glutationu. Wolne
rodniki sg rowniez stosowane w terapii nowotwordw — tlenek azotu oraz wy-
twarzane przez promieniowanie rodniki hydroksylowe. Duze ilosci wolnych
rodnikow wytwarzajg rowniez pobudzone komérki fagocytujgce (granulocyty,
monocyty i makrofagi) w trakcie tzw. — wybuchu oddechowego.

Wyjatkowo aktywnym organem, zuzywajacym ponad 20% dostarcza-
nego organizmowi tlenu, jest mézg. Jest on réwniez szczegdlnie narazony
na uszkodzenia wolnorodnikowe gdyz w duzym stezeniu wystepujg w nim
wielonienasycone kwasy (PUFA) i zelazo, a w matym - antyutleniacze. Ma
on ponadto mate mozliwosci wigzania metali i nie posiada mozliwosci rege-
neracji neuronéw. Ich nadmierne stezenie wplywa na starzenie sie mozgu,
jest przejawem choroby Alzheimer’a i syndromu Downa.

Wolne rodniki odgrywaja tez wazng role w wielu teoriach procesu sta-
rzenia. Sam proces starzenia nie jest obecnie doktadnie poznany. Prawdo-
podobnie starzenie sie zwigzane jest w jaki$ sposob ze zmianami genetycz-
nymi. Nawet nieSmiertelne organizmy musiaty umieraé z przyczyn losowych.
Dlatego nie przekazywaty one swojemu potomstwu cech umozliwiajgcych
zwalczanie choréb starczych. 2 000 lat temu przewidywana dtugo$¢ zycia
cztowieka wynosita 19 lat. Oznacza to, ze geny ktére bylyby korzystne
w wieku 50 lat nie byly wowczas przekazywane. Chociaz wiec starzenie nie
jest korzystne z punktu widzenia poszczegdlnej jednostki to nie bylo ewolu-
cyjnego nacisku jezeli tylko nieliczne jednostki dozywaty wieku sedziwego.
Jak wiadomo wolne rodniki rodniki oddziatywajg z DNA. Trudno jest jednak-
Ze jednoznacznie stwierdzi¢ ich wptyw na rozwdj ewolucjny. Wraz z rozwo-
jem, ,program” genetyczny coraz to bardziej komplikowat si¢, a przez to byt
bardziej narazony na uszkodzenia. Tym mozna wyttumaczy¢ dlaczego zna-
ne sa nie$miertelne organizmy jednokomoérkowe, a nie np. ludzie. W latach
piecdziesiatych L. Hayflick i P. Moorhead wysuneli koncepcje o ograniczonej
liczbie podziatéw komérki diploidalnej i wystepowaniu tzw. limitu Hayflicka.
Zauwazono w tym przypadku Scistg korelacje miedzy oczekiwang dtugoscig
zycia réznych organizmow, a ich limitem Hayflicka. Te teorie jest wyjatkowo
trudno potaczy¢ z wolno-rodnikowg teorig starzenia. Ostatnio sugeruje sie
jednakze, ze limit Hayflicka zalezy rowniez od $rodowiska w ktérym przeby-
wa komérka. Mogtoby to oznacza¢ udziat wolnych rodnikéw w starzeniu, tym
bardziej, ze zaobserwowano, ze komérki pochodzace od organizméw dtugo-
zyjacych sg bardziej odporne na ich ataki. Faktycznie udato sie wydtuzyé
dtugos$¢ zycia nicieni poprzez zamiane jednego z gendw zwiekszajaca jego
funkcje anty-oksydacyjne.

ZMIATACZE WOLNYCH RODNIKOW | ANTYUTLENIACZE
Organizmy zywe w trakcie ewolucji wytworzyly szereg mechanizméw

zapobiegajacych lub naprawiajgcych uszkodzenia powstate wskutek dziata-
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nia wolnych rodnikéw. Dlatego nie gromadzg si¢ one w tkankach gdyz sg
stale unieczynniane, ,zmiatane” przez miejscowe mechanizmy antyoksyda-
cyjne. Bardzo czesto stanowig one niedostateczng ochrone i co wiecej, ich
efektywno$¢ maleje z wiekiem. Generalnie mozna je podzieli¢ na systemy
naprawcze biatek, lipidow i DNA oraz antyutleniacze enzymatyczne lub nie-
enzymatyczne, jak to zostato zestawione ponize;.

Utleniacze

W
Uszkodzenia Naprawa

RéwnoWaga

Rys. 3. Réwnowaga oksydacyjna

1. Systemy naprawcze

1.1. Naprawa biatek - proteinazy (odcinaja utlenione biatka), proteazy
(tng produkty aktywno$ci proteinaz), peptazy (tng produkty aktywno-
Sci proteaz na aminokwasy).

1.2. Naprawa lipidéw - fosfolipazy (usuwajg utleniane fragmenty lipidow
z bton), acetylotransferazy (wymieniajg kwasy ttuszczowe oddzielo-
ne od lipidow), peroksydaza glutationowa i transferaza (wspomagaja
naprawe utlenionych kwaséw ttuszczowych).

1.3. Naprawa DNA - egzo- i endonukleazy (usuwajg zniszczone frag-
menty DNA), glikozylazy i polimerazy (wypetniajg ubytki powstate po
dziataniu nukleaz), ligazy (taczg naprawione fragmenty).

2. Antyutleniacze (zmiatacze wolnych rodnikow)

2.1. Enzymatyczne
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2.2.

211,

21.2.

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) — skiada sie ona z dwdch
dimeréw o M = 32000, kazdy zawiera Cu(ll) i Zn(ll), przy czym
miedZ znajduje sie w centrum katalicznym, a cynk petni role
strukturalng. Wystepuje w cytozolu i mitochongriach (magne-
zo-zalezna). Katalizuje dysmutacje anionorodnika ponadtlen-
kowego w nadtlenek wodoru, powodujac obnizenie jego ste-
Zenia do poziomu ponizej 10™""'M. Wstrzyknieta do chorej
tkanki z przewlektym stanem zapalnym powoduje szybkie jej
wyleczenie. Daje to lepsze wyniki leczenia reumatyzmu niz
dotychczasowa terapia polegajgca na naswietlaniu, powodu-
jaca wzrost stezenia rodnikow i tylko przejsciowa ulge.
Katalaza (M = 240 000) - skfada sie z 4 podjednostek, kazda
zawiera grupe hemowag z wysokospinowym zelazem Fe(lll).
Jest reaktywna w peroksyzomach, obniza stezenie nadtlenku
wodoru. Ostabienie funkcji SOD i katalazy jest przyczyng
szybkiego starzenia sie. Przy ich prawidtowym rozwoju czto-
wiek mégtby, prawdopodobnie, zy¢ znacznie diuze;j.

. Peroksydaza glutationowa (M = 90 000) zawiera atom selenu,

stad niektorzy mylnie zaliczajg selen do antyutleniaczy. Wyste-
puje w mitochondriach i cytozolu, redukuje hydronadtenki orga-
niczne i nadtlenek wodoru do wody i tlenu czgsteczkowego.

. Ceruloplazmina - niebieska miedzioproteina wystepujaca

w surowicy krwi (M = 132000; 7,8 jonéw Cu(ll)). Katalizuje
ona utlenianie jonow zelaza, przez co zapobiega tworzeniu si¢
rodnikow hydroksylowych, likwiduje anionorodnik ponadtlen-
kowy. Mniej reaktywna od SOD, nie wytwarza nadtlenku wo-
doru. W przeciwienstwie do SOD jest zewnatrzkomoérkowa
w uktadzie krazenia.

Nieenzymatyczne

2.21.

222

2.23.

224

Witamina E i beta-karoten — reagujac z wolnymi rodnikami wy-
twarzajg trwate rodniki oddziatywujgce nastepnie z witaming
C. Jako rozpuszczalne w tuszczach chronig gtownie btony
plazmatyczne. Usuwajg NO," chronigc ptuca przed dymem ty-
toniowym.

Witamina C — reduktor zaangazowany w reakcje hydroksylacji
(tworzenie hydroksyproliny w kolagenie). Chelatuje metale,
w tym zelazo. Chroni witaminy A i E przed utlenianiem. Re-
aguje z wolnymi rodnikami w cytoplazmie. Dziata antyutlenia-
jaco wspdlnie z witaming E.

Kwas moczowy — likwiduje rodniki w cytoplazmie. Jest on
koricowym produktem metabolizmu puryny u cztowieka i na-
czelnych. Jego duze stezenie (> 0,5 mM) u naczelnych tuma-
czy ich duzg zywotnos¢.

Chelatory metali (transferyna, laktoferyna, w tym biatkowe:
hemoglobina, mioglobina, ferrodyksyna) — zapobiegajq katali-
zowaniu reakcji utleniania przez zelazo i miedz Zaliczy¢ moz-
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2.25.

2.26.

2.217.

2.28.

2.29.

na do nich réwniez poliaminy biogenne (spermina) — produkty
metabolizmu (podobnie do NO) argininy.

Zwigzki zawierajgce grupy sulfhydrylowe -SH (cysteina, cy-
steamina, glutation).

Kwas liponowy (tiooktanowy) — lek podawany diabetykom
(normalizuje poziom cukru we krwi). Usuwa z organizmu me-
tale ciezkie (Fe, Cu) i toksyczne (Cd, Pb, Hg). Ostatnio okaza-
to sig, ze regeneruje on system nerwowy i watrobe oraz spo-
walnia rozwdj wirusa HIV, choroby Parkinsona i Alzheimera.
Wiagze sie to z jego silnym dziataniem antyutleniajagcym (za-
rowno w wodzie jak i w ttuszczach) oraz z ochrong przed roz-
ktadem witamin C i E.

Melatonina — hormon wytwarzany w szyszynce. Poniewaz za-
nika ona z wiekiem stad wysunieto koncepcje, ze podawanie
melatoniny moze zapobiec, a nawet odwrdci¢ procesy starze-
nia. Faktycznie, w roku 1994r. Pierpaoli i Regalson przediuzyli
maksymalng dtugo$¢ zycia myszy (z 23 do 28 miesiecy) po-
przez podawanie im melatoniny w pozywieniu lub przeszczep
szyszynki. Dziatanie melatoniny nie jest dokfadnie poznane.
Wiadomo, ze jest ona 15 razy silniejszym antyutleniaczem niz
witamina E. Jest stezenie (10'9 M) jest jednakze za mate, aby
mogta ona skutecznie usuwac wolne rodniki. Problematyczna
wydaje sie réwniez mozliwos¢ ,bezkarnej” kuracji hormonal-
nej. Wigze sie to z wysunietg jeszcze w latach dwudziestych,
przez Steinacha, koncepcjg, wedtug ktorej gtéwna przyczynag
starzenia jest niedobdér hormondw. Spektakularne wyniki oka-
zaty sig bardzo niekorzystne w dtuzszym okresie czasu.
Koenzym Q1o (ubichinon) — wystepuje w komdrkowym ukta-
dzie oddychania, na wewnetrznej membranie mitochondriéw
oraz w cytoplazmie w potgczeniu z lipoproteinami. Chroni
przed utlenianiem lipidéw.

Fito-zwigazki — zmiatacze rodnikéw pochodzenia ro$linnego
(polifenole, flawonoidy, antocyjany, proantocyjanidy, pyto-
estrogeny).

CALKOWITY POTENCJAL ANTYOKSYDACYJNY

W literaturze mozna znalez¢ opisy wielu metod oznaczania zaréwno
poszczegoinych wolnych rodnikow [32-54] jak tez antyoksydantéw [32,
54-57]. Wolne rodniki wytwarzane sg w trakcie przebiegu catego faricucha
przemian. W rezultacie dochodzi do wytworzenia wielu rodnikow o réznej
trwatosci i reaktywno$ci. Istnieje, wiec potrzeba oznaczania sumarycznej ilo-
Sci wolnych rodnikéw lub stresu oksydacyjnego spowodowanego przez nie
[41, 42, 51-53]. Z drugiej strony w trakcie przebiegu zmian patologicznych
zmieniajg sie stezenia réznych antyoksydantéw. Spowodowane jest to
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z jednej strony ich zuzywaniem si¢ w czasie reakcji z wolnymi rodnikami,
z drugiej za$ akcjg obronng organizmu. Okazato si¢, ze oznaczanie suma-
rycznego stezenia wszystkich antyoksydantéw czesto lepiej pozwala oceni¢
poziom mocy antyoksydacyjnej badanego uktadu biologicznego niz ozna-
czanie stezenia poszczegdinych antyoksydantéw osobno [58-67]. Obie te
wielkosci, tzn. stres oksydacyjny i catkowity potencjat antyoksydacyjny, sg ze
sobg Scisle powigzane, a nawet czasami, utozsamiane [67]. M.in. zmiana
stezenia antyoksydantéw w surowicy krwi pozwala badaé wptyw wolnych
rodnikbw na przebieg szeregu stanéw patologicznych [68-70]. Okazato sie,
Ze wspotdziatanie miedzy roznymi antyoksydantami daje wigkszg protekcje
niz zwigzki te osobno. Przyktadowo, wymieni¢ tu mozna synergizm glutatio-
nu regenerujgcego askorbinian [71], czy askorbinianu regenerujacego
a-tokoferol [27, 72]. Te zdolnoSci zmiatania rodnikow w literaturze definio-
wane i nazywane sg bardzo réznorodnie (ang. TAC — total antioxidant capa-
city, FRAP — ferric reducing ability of plasma, TRAP — total peroxyl radical
trapping antioxidant parameter, TRAP — total redox antioxidant potential,
ORAC - oxygen radical absorbance capacity, TEAC — Trolox-equivalent an-
tioxidant capacity czy TAR — total antioxidant reactivity) [59, 64, 73]. W opra-
cowaniu stosujemy skrét CPA pochodzacy od terminu - cafkowity potencjat
antyoksydacyjny.

Za przyblizong miarg stresu oksydacyjnego jest stezenie najbardziej
reaktywnych rodnikéw - hydroksylowych. Poniewaz sg one wyjatkowo nie-
trwate dlatego do ich oznaczania stosuje sie metode putapki spinowej. Me-
toda ta polega na wprowadzeniu do materiatu biologicznego wzglednie nie-
toksycznych zwigzkéw aromatycznych i oznaczaniu produktéw ich reakciji
(substytucja wolnorodnikowa lub nukleofilowa) z rodnikiem hydroksylowym.
Jako putapke spinowg wykorzystuje sie naturalnie wystepujaca fenyloalani-
ne, kwas tereftalowy [74] lub egzogenne pochodne aspiryny. Produkty ich
reakcji z rodnikiem hydroksylowym oznaczane sg chromatograficznie.

Chromatografia moze by¢ réwniez zastosowana do pomiaru CPA.
Wéwczas uktad pomiarowy zawiera badany zwigzek lub probke biologiczng
oraz bedacy putapkg spinowg ,detektor” (np. kwas p-hydroksybenzoesowy)
[75]. Rodniki hydroksylowe wygenerowane zostajg w reakcji analogicznej do
Fentona, w uktadzie zelazo (Il), nadtlenek wodoru i ADP [76, 77]. Rodniki te
sg zmiatane zaréwno przez detektor jak i badang prébke. Jesli prébka cha-
rakteryzuje sie wiekszg reaktywnoscig z rodnikami wéwczas spowoduje to
zmniejszenie wysokosci piku chromatograficznego produktu reakcji detekto-
ra z rodnikiem. Umozliwia to poréwnanie mocy zmiatania rodnikow hydrok-
sylowych przez rézne prébki.

Rodniki sg wytwarzane m.in. pod wptywem dziatania promieniowania
elektromagnetycznego na niektore zwigzki. Podczas reakcji odwrotnej, np.
rekombinacji rodnikéw lipidowych dochodzi do wydzielenia kwantu promie-
niowania elektromagnetycznego (chemiluminescencji). Dzigki temu metoda
chemiluminescencji mozna bada¢ niestabilne rodniki lipidowe, niemozliwe
do bezposredniej ich analizy, nawet w zywym materiale biologicznym [78].
Inna metoda polega na dodaniu do badanego uktadu zwigzku tworzgcego
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trwaty rodnik, mozliwy do oznaczenia fotometrycznego [62, 64] lub za pomo-
cq elektronowego rezonansu paramagnetycznego [79, 80]. Olbrzymia wigk-
szoS¢ rodnikdw majgcych istotne znaczenie biologiczne jest utleniaczami.
Dlatego tez sumaryczne stezenie rodnikow niskoczgsteczkowych mozna
oznacza¢ metodami elektrochemicznymi [81, 82].

Oddzielng grupe technik oznaczania stresu oksydacyjnego jest anali-
za niektdérych zwigzkdw naturalnie wystepujacych w uktadach biologicznych.
Zaliczy¢ do tego mozna oznaczanie sumarycznego stezenia tioli [99, 100],
stosunku stezen glutationu do jego utlenionej postaci [101, 102] czy kwasu
askorbinowego do dehydroaskorbinowego [103]. Wolne rodniki reagujg
praktycznie z wszystkimi zwiazkami biologicznie aktywnymi. Najbardziej
istotne sg ich oddziatywania z DNA, biatkami i lipidami. Produkty tych reakciji
stuzg do wyznaczenia stopnia uszkodzenia tych zwigzkéw [104]. Uszkodze-
nie wolnorodnikowe biatek mierzone jest stopniem przereagowania tyrozyny
w bityrozyne lub stezeniem grup karbonylowych [105]. Znanych jest ponad
20 wolnorodnikowych uszkodzeri zasad purynowych i pirymidynowych.
Wsréd istotnych wskaznikow uszkodzenia kwasow nukleinowych wyrdznic¢
nalezy 8-okyguaning i 8-oksyadenine i 8-hydroksy-2-deoksyguanozyne
[106]. Inne podejscie polega na okresleniu aktywnos$ci enzymu reperujgcego
nici DNA, Poli-ADP-rybozy [107]. Najwiecej prac pos$wieconych jest jednak
okresleniu stopnia peroksydaciji lipidow [60, 108]. W tym przypadku oznacza
si¢ dialdehyd malonowy (MDA) [108, 109], 4-hydroksy-2-nonenal [110],
oksysterole [111], hydroksynadtlenki [112] czy tez sprzezone dieny [113].
Ostatnio stwierdzono, ze izomery prostaglandyny F, sg réwniez wskaznika-
mi generacji wolnych rodnikow i peroksydacji lipidéw. Fs-izoprostany
(w szczegdlnosci 8-epiPGF,,) powstajg przede wszystkim w procesie perok-
sydacji kwasu arachidonowego i eikozanoidéw (prostoglandyny, leukotrieny
i tromboksany) [114-117].

Jednym z pierwszych oznaczen aktywno$ci antyoksydacyjnej byta
wprowadzona w Instytucie Fizyki Chemicznej bytego ZSRR w Moskwie me-
toda polegajgca na ocenie wptywu ekstraktow tkanek otrzymanych w wyniku
dziatania rozpuszczalnikdw organicznych na utlenianie nienasyconego kwa-
su tluszczowego w standardowych warunkach (przedmuchiwanie tlenem,
stata temperatura 37°C). Je$li w ekstrakcie znajdowaty sie antyoksydanty,
utlenianie kwasu ttuszczowego (monitorowane przez jodometryczny pomiar
zawartosci nadtlenkéw) rozpoczynato sie z opdznieniem, po czasie indukgji,
ktory byt zalezny od sumarycznego stezenia antyoksydantéow. Metoda ta po-
zwalata na oznaczenie zawartosci antyoksydantéw hydrofobowych i zdol-
nych do oddziatywania z hydrofobowym kwasem tluszczowym. Wraz z roz-
wojem nauki powstaty coraz to nowocze$niejsze i bardziej czute metody
oznaczania CPA. Wiekszo$¢ tych metod opiera sie¢ na tej samej zasadzie.
Utleniacz inicjuje reakcje ktorej przebieg mozna tatwo $ledzi¢, np. fotome-
trycznie. Obecno$¢ antyoksydantéw w probce spowalnia reakcje utleniania,
a mierzony parametr (np. czas indukcji) charakteryzujacy to spowolnienie
jest miarg zawartosci antyoksydantow w prébce [118].
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Jednym z najpowszechniejszych oznaczen jest TAS (Total Antioxidant
Status), zaproponowane przez Rice-Evans [118]. Opiera sie ono na naste-
pujacej zasadzie. W Srodowisku reakcji znajduje si¢ 2,2-azynobis-
-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian) (ABTS), nadtlenek wodoru i peroksyda-
za lub mioglobina dziatajaca jako pseudoenzym. Peroksydaza katalizuje
reakcje jednoelektronowego utleniania ABST przez nadtlenek wodoru.
W wyniku reakcji powstaje kationorodnik ABTS™ charakteryzujacy sie zielo-
noniebieskg barwg. Im wiecej antyoksydantéw znajduje sie w $rodowisku
reakcji tym wolniej powstaje zielone zabarwienie i tym jest ono stabsze. Za-
hamowanie zielenienia probki mierzonego spektrofotometrycznie po okre-
Slonym czasie inkubaciji jest miarg zawartoSci przeciwutleniaczy w probce.
Metoda ta ma wiele wad, jednak jej ogromng zaletg jest wykonanie ozna-
czeh w SciSle okreSlonych warunkach, gdyz zestaw odczynnikéw do prze-
prowadzenia testu jest powszechnie dostepny [118].

Svenal

L 4

Czas

Rys. 4. Schemat pomiaru catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego metodg fotometryczna.
1 — hipotetyczna zmiana sygnatu przy braku prébki w mieszaninie reakcyjnej, 2 — przebieg
rzeczywistej zmiany sygnatu w obecnos$ci probki charakteryzujgcej sie duzo wieksza statg

szybkosci reakcji z rodnikiem niz ,detektor” i 3 — statg szybko$ci reakcji poréwnywalng z nim

Pomiar CPA jest szczegolnie czesto stosowany do badan skompliko-
wanych probek biologicznych, gtéwnie surowicy lub osocza krwi [59-67].
Oparty on jest na fotometrycznym pomiarze wytworzonych trwatych rodni-
kéw [62, 99] lub redukcji zelaza przez sktadniki surowicy [60]. Najczesciej
jednak wykorzystuje sie metode opartg o generacje rodnikéw wskutek ter-
micznego rozpadu zwigzkéw dwuazowych, najczesciej AAPH (2,2-diazobis-
(2-amidinopropano)-dihydrochlorek). Poczatkowo AAPH rozpada sie¢ samo-
rzutnie na dwa rodniki alkilowe, ktére nastepnie reagujac z tlenem wytwarza-
ja rodniki ponadtlenkowe. Powstate rodniki monitoruje sie za pomocg tzw.
detektora, tzn. zwigzku, ktéry po przereagowaniu z rodnikami zmienia sygnat
luminescencyjny [63], fluorometryczny [59, 119] lub fotometryczny [61, 65].
Miarg potencjatu antyoksydacyjnego jest czas opdznienia krzywej obrazuja-
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cej zmiany stezenia detektora lub produktu jego reakcji w czasie (rys. 4). To
przesuniecie spowodowane jest tym, ze antyoksydanty zawarte w prébce
nie dopuszczajg do reakcji rodnika z detektorem. Stad podstawowym wy-
mogiem tej metody jest, aby reakcja probki z rodnikiem byta znacznie szyb-
sza od analogicznej reakcji detektora.

Duza ilo$¢ metod pomiaru CPA powoduje, ze ten sam materiat mie-
rzony za pomocg roznych metod moze dawaé odmienne wyniki. W celu
ujednolicenia wynikow w wigkszosci przypadkdw stosuje sie przeliczanie ich
na jeden ze standardow, przewaznie stezenie Troloksu, syntetycznego, roz-
puszczalnego w wodzie analogu witaminy E.

CHROMATOGRAFICZNY POMIAR STRESU OKSYDACYJNEGO

CPA jest odwrotnie skorelowany z inng sumaryczng wielko$cia, mia-
nowicie ze stresem oksydacyjnym. Pos$rednig grupe technik oznaczania
stresu oksydacyjnego jest analiza niektorych zwigzkéw naturalnie wystepu-
jacych w uktadach biologicznych. Zaliczy¢ do tego mozna oznaczanie suma-
rycznego stezenia tioli, stosunku stezen glutationu do jego utlenionej postaci
czy kwasu askorbinowego do dehydroaskorbinowego. Wolne rodniki reagujg
z praktycznie wszystkimi zwigzkami biologicznie aktywnymi (najbardziej
istotne sg ich oddziatywania z DNA, biatkami i lipidami). Produkty tych reak-
cji stuzg do wyznaczenia stopnia uszkodzenia tych zwigzkéw. Poniewaz sg
one nietrwate ich bezposrednie oznaczanie w probkach materiatu biologicz-
nego (np. w osoczu, czy w homogenatach tkankowych) nie jest zazwyczaj
mozliwe, dlatego tez posrednig metodg oznaczania stresu oksydacyjnego
jest analiza produktéw tych reakcji. Uszkodzenie wolnorodnikowe biatek
mierzone jest stopniem przereagowania tyrozyny w bityrozyne lub stezeniem
grup karbonylowych. Znanych jest ponad 20 wolnorodnikowych uszkodzen
zasad purynowych i pirymidynowych. W5réd istotnych wskaznikéw uszko-
dzenia kwasoéw nukleinowych wyrézni¢ nalezy 8-okyguanine i 8-oksyadening
i 8-hydroksy-2-deoksyguanozyne. Inne podejsScie polega na okreSleniu ak-
tywnosci enzymu reperujacego nici DNA, poli-ADP-rybozy. Wydaje sig, ze
w chwili obecnej najwigksze zainteresowanie wzbudza okreslenie stopnia
peroksydaciji lipidéw. Oznaczanymi produktami ich peroksydac;ji jest dialde-
hyd malonowy (MDA) [7], 4-hydroksy-2-nonenal (HNO), oksysterole (7a-,
7B-, 24, 25- | 27-hydroksycholesterol oraz epoksycholesterol [8a]), hydrok-
synadtlenki, sprzezone dieny czy tez ostatnio intensywnie badane izomery
prostaglandyny F,. F,-izoprostany (w szczegolno$ci 8-epiPGF,,) powstajg
przede wszystkim w procesie peroksydacji kwasu arachidonowego i eikoza-
noidéw (prostoglandyny, leukotrieny i tromboksany).

Produktami peroksydacji, gtéwnie wielonienasyconych kwasow ttusz-
czowych (PUFA), sg aldehydy, hydroksynadtlenki i ketony, a ich produktem
koricowym jest dialdehyd malonowy (MDA). Pomiar jego stezenia jest po-
wszechnie uznawany za miarg wolnorodnikowego uszkodzenia lipidow [7].
NajczeSciej stosuje sie do tego, ze wzgledu na prostote obstugi i wysoka
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czufosé, test kwasu tiobarbiturowego, TBA [7]. Niestety test TBA jest wysoce
niespecyficzny i trudny do zastosowania w prébkach biologicznych. Dodatni
wynik otrzymuje si¢ takze z cukrami, niektorymi aminokwasami, kwasami
zbtciowymi, alkenami, alkadienami, itp. Pewne udoskonalenie uzyskano sto-
sujgc chromatografie w uktadzie faz odwréconych z detekcjq fluorometrycz-
ng [10, 11] lub fotometryczng przy dtugosci fali 535 nm [13-16]. W tym przy-
padku derywatyzacja (kwasem tiobarbiturowym) wptywa zaréwno na
rozdziat, jak i na detekcje. Ciggle jednak etap derywatyzacji zwigzany z opi-
sang niejednoznacznoécia, jest wymagany. Metode te probowano zmodyfi-
kowa¢ stosujgc derywatyzacje 2,4-dinitrofenylohydrazyng [17-19] lub diami-
nonaftalenem [20] z detekcja fotometryczng przy 310 nm. Etap
derywatyzacji usunigto stosujgc tzw. chromatografi¢ par jonowych [21, 22]
(dialdehyd jest kwasem i dlatego jest on stabo zatrzymywany na fazie
RP-18). Detekcja fotometryczna przy 267 nm pozwala na jednoczesng ana-
lize MDA z dwoma powszechnie wystepujgcymi w surowicy krwi antyoksy-
dantami, tzn. kwasem askorbinowym i moczowym. Na rysunku 5 przedsta-
wiono analogiczny chromatogram uzyskany metodg chromatografii
wykluczania jonowego (jest to technika predysponowana do rozdziatu sta-
bych kwaséw), takich jak MDA (pK, ~4.5) [23]. Poréwnany on zostat
z chromatogramem uzyskanym po derywatyzacji MDA.

UA

AA 267nm

535nm

'20 min

Rys. 5. Chromatogram jonowo-wykluczajacy 100 uM kwasu (AA) — askorbinowego,
(UA) — moczowego, (MDA) — dialdehydumalonylowego i - 25 yM MDA TBA (dolny wykres).
Warunki: kolumna — 300x7.8 mm |.D. TSK-GEL SCH(H") (TosoHaas); faza ruchoma:
(A) - 3 mM H,SO,, 3 mM TBABr, 5% ACN, temp. — 40°C; (B) — 1 mM H,SO,, 15% ACN,
temp. — 20°C; detektor UV-267/535 nm
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Rodniki hydroksylowe sa wyjatkowo reaktywne. Dlatego tez sg sto-
sunkowo czesto oznaczane i posSrednio Swiadczg o catkowitym stresie oksy-
dacyjnym. Poniewaz sg one wyjatkowo nietrwate, do ich oznaczania stosuje
si¢ metode putapki spinowej. Polega ona na wprowadzeniu do materiatu bio-
logicznego wzglednie nietoksycznych zwigzkéw aromatycznych i oznaczaniu
produktéw ich reakcji (substytucja wolnorodnikowa lub nukleofilowa) z rodni-
kiem hydroksylowym. Jako putapke spinowg wykorzystuje si¢ naturalnie wy-
stepujacy fenyloalanine, kwas tereftalowy lub egzogenne pochodne aspiry-
ny. W przypadku fenyloalaniny (D-izomer) jej produktami reakcji z rodnikami
hydroksylowymi sa tyrozyny [24]. Produkty ich reakcji z rodnikiem hydroksy-
lowym oznaczane sg chromatograficznie.

Aspiryna (kwas o-acetylosalicylowy) jest lekiem powszechnie stoso-
wanym m.in. przy leczeniu standéw zapalnych i ztogéw naczyn krwiono$nych.
W organizmach jest ona bardzo szybko hydrolizowana do kwasu salicylo-
wego (rys. 9). Kwas ten w warunkach fizjologicznego pH = 7,4 reaguje
z rodnikami hydroksylowymi dajac trzy produkty reakcji: kwasy 2,3- (49%)
i 2,5-dihydroksybenzoesowe (40%) (DHBA) oraz o-katechol (11%). Putap-
kowanie rodnikéw hydroksylowych kwasem salicylowym zostato wielokrotnie
opisane w literaturze [24]. Kwas ten (ok. 5 mM) wprowadzany jest dootrzew-
nowo lub stereotaktycznie dokomorowo do komory moézgowej. Stezenie
2,5-DHBA moze by¢ powigzane ze stezeniem cytochromu P-450. Zmiany
stezenia 2,3-DHBA sa za$ bezposSrednio powigzane ze zmianami stg¢zenia
rodnikéw hydroksylowych. Kwasy te oznaczane sg zwykle chromatograficz-
nie w uktadzie faz odwréconych [25], jak przedstawiono to na rys. 6.

o0 mAll YifL:205 nm
1
| 2
400+
200+
3
AW R IIIII""IImlin
00 50 00 150 200 44

Rys. 6. HPLC chromatogram 1 mM standardéw kwasoéw (1) - 2,5-,
(2) - 2,3-dihydroksybenzoesowych oraz (3) - kwasu salicylowego. Warunki chromatograficzne:
kolumna - 250x4 mm $r. wew. Zorbax ODS 5 pm (Knauer); faza ruchoma - bufor octanowo-
cytrynianowy pH = 4,3, 1 mM KClI, 0,25 mM EDTA, 5% MeOH, 3 mM TBAP; temp. - 20°C;
szybkos¢ przeptywu - 0,9 ml/min; detektor - UV-205 nm
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Putapka salicylanowa posiada szereg wad [26]:

a) problematyczne jest oznaczanie kwasu 2,5-dihydroksybenzoesowe-
go gdyz moze on wystepowaé endogennie, np. wskutek dziatania
cytochromu P-450,

b) czuto$¢ uktadu jest zmniejszona na skutek tworzenia sie dwoch pro-
duktéw reakciji,

c) pochodne aspiryny mogg wystepowaé w pozywieniu, a jej nieuza-
sadnione podawanie wptywa na stany zapalne.

Aby unikng¢ tych trudno$ci SteMarie i wsp. zaproponowali zastgpienie sali-
cylanéw kwasem p-hydroksybenzoesowym [26]. Chociaz kwasy te oznaczac
mozna fotometrycznie to zwykle stosuje sie znacznie bardziej czutg (1 pg dla
DHBA, 100 pg dla kwasu salicylowego) detekcje elektrochemiczng (elektro-
da pracujgca: wegiel szklisty; 0,8 V vs Ag/AgCl) [25].

10° 1 [nA] »-HBA

.
e~ ~/’\»\/\~f\ — /\/ \\/ \\//

0 4 ¥ 12 16 20 24

3,4-DIHBA

n

Vfml]

Rys. 7. Chromatogram jonowo-wykluczajgcy kwasoéw 3,4-dihydroksybenzoesowego oraz kwasu
p-hydroksybenzoesowego. Warunki chromatograficzne: kolumna - 300x7,8 mm $r. wew.
TSK-GEL SCX(H") (TosoHaas); faza ruchoma - 1 mM H,SO,4, 1 mM KCI, 0,25 mM EDTA,
13% ACN; detektor elektrochemiczny
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Rys. 8. Hydrodynamiczne woltamogramy 1 mM kwasoéw 3,4-dihydroksybenzoesowego
i p-hydrosybenzoesowego. Warunki chromatograficzne jak na rysunku powyzej
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Rys. 9. Metabolity i produkty reakcji ataku rodnika hydroksylowego na kwas salicylowy

CHROMATOGRAFICZNY POMIAR CALKOWITEGO POTENCJALU
ANTYOKSYDACYJNEGO

COOH COOH

OH
B ——
OH
OH OH

Rys. 10. Reakcja putapkowania rodnika hydroksylowego kwasem p-hydroksybenzoesowym,

w wyniku ktérej powstaje kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy

Poniewaz rodnik hydroksylowy jest najbardziej reaktywny z catej ka-
skady rodnikéw jego oznaczanie pozwala uzyskaé informacje o catkowitym
stresie oksydacyjnym. Rodniki hydroksylowe sg wyjatkowo nietrwate dlatego
do ich oznaczania stosuje si¢ metode putapki spinowej. Polega ona na
wprowadzeniu do materiatu biologicznego wzglednie nietoksycznych zwigz-
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kéw aromatycznych i oznaczaniu produktéw ich reakcji (substytucja wolno-
rodnikowa lub nukleofilowa) z rodnikiem hydroksylowym. Jako putapke spi-
nowg wykorzystuje sie m.in. naturalnie wystepujgca fenyloalanine, kwas te-
reftalowy, egzogenne pochodne aspiryny oraz, przedstawiony na rys. 10,
kwas p-hydroksybenzoesowy (p-HBA) [25]. Kwasy hydroksybenzoesowe
mogg byé oznaczane metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej
w uktadzie faz odwréconych z detekcja elektrochemiczng (wegiel szklisty;
0,8 V vs Ag/AgCl).

W tym miejscu warto zauwazy¢, ze salicylany, czy szerzej hydroksy-
benzoesany, (np.: aspiryna - kwas o-acetylosalicylowy) wystepuja w wielu
roSlinach. Wykorzystanie, z powodzeniem, tej grupy zwigazkéw jako putapki
rodnika hydroksylowego udowadnia, ze oprocz wtasnosci przeciwzapalnych
zwigzki te w organizmie mog4q petni¢ rowniez rolg antyoksydantow.

- &

-

0% MeOH 0.1% EWOH 01% DMSO

Rys. 11. Poréwnanie potencjat antyoksydacyjny metanolu, etanolu i dimetyosulfotlenku. Rodniki
hydroksylowe zostaty wygenerowane w uktadzie (ADP/Fe(l1)/H;0,)) i putapkowane kwasem
p-hydroksybenzoesowym w obecnosci badanych rozpuszczalnikéw o stezeniu 0.1%. Produkt
reakcji (kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy) byt oznaczany z zastosowaniem chromatografii
wykluczania jonowego. Prébka kontrolna nie zawierata antyoksydantéw, dlatego wysokosé
jej piku chromatograficznego przyjeto za 100%

Aol

: hl] )0 A

AGHM AT SPD SPE

Rys. 12. Préwnanie potencjatu antyoksydacyjny poliamin biogennych (AGM — agmatyny,
PUT - putrescyny, SPD — spermidyny i SPE — sperminy). Warunki jak na rys. 11
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W statycznej, chromatograficznej metodzie pomiaru catkowitego po-
tencjatu antyoksydacyjnego uktad pomiarowy zawiera badany zwigzek lub
prébke biologiczng oraz bedacy putapkg spinowg ,detektor” (np. kwas
p-hydroksybenzoesowy) [28]. Rodniki hydroksylowe wygenerowane zostajq
w reakcji analogicznej do Fentona, w ukfadzie zelazo (ll), nadtlenek wodoru
i ADP [29]. Rodniki te sg zmiatane zaréwno przez detektor jak i badang
probke. Jesli prébka charakteryzuje sie wiekszg reaktywnoscig z rodnikami
wowczas spowoduje to zmniejszenie wysoko$ci piku chromatograficznego
produktu reakcji detektora z rodnikiem. Umozliwia to poréwnanie mocy zmia-
tania rodnikow hydroksylowych przez rézne probki. Okazato sig, ze tak wy-
znaczony potencjat antyoksydacyjny skorelowany jest ze stalymi szybkosSci
reakcji rodnika hydroksylowego z badanymi zwigzkami.

Na rys. 11 pokazano wysokosci pikow chromatograficznych uzyska-
nych w obecnoéci niektérych rozpuszczalnikédw organicznych (metanolu,
etanolu i dimetylosulfotlenku — DMSO) w odniesieniu do prébki kontrolnej
(wytworzony rodnik+detektor) [28]. Zmniejszenie wysokoSci pikow wskazuje
na to, ze rozpuszczalniki te zmiatajg rodniki hydroksylowe. Moze to ttuma-
czy¢ protekcyjne wiasnosci DMSO obserwowane w czasie stresu oksyda-
cyjnego moézgu [30, 31]. Obserwowane zmniejszenie wysokoSci pikow
chromatograficznych dihydroksybenzoesanoéw jest proporcjonalne do steze-
nia probki, ale takze i jej wtasno$ci. Ta ostatnia jest prawdopodobnie zalez-
na od wartoSci statej szybkosSci reakcji probki z rodnikiem hydroksylowym.
State szybko$ci wynoszg 8.3 x 10%, 2.2 x 10°i 7.0 x 10° mol L"'s™ odpowied-
nio dla metanolu, etanolu i DMSO.

Podobne zaleznosci uzyskane dla poliamin biogennych, putrescyny,
spermidyny, sperminy i agmatyny przedstawiono na rys. 12 [11]. Zwigzki te
petnig istotng role we wszystkich zywych organizmach, m.in. we wzroscie
i replikacji komorek Poza tgm petnig role antagonistow niektérych kationow
(takich jak K Mg czy Ca™) i antyoksydantéw [12]. Jako substancje sma-
kowe i zapachowe wystepUJq m.in. w winie, herbacie, grzybach, jabtkach itd.
Petnig one role tez antygenéw w komdrkach niektérych bakterii, nowotwo-
réw, pasozytow i grzybéw chorobotworczych. Dlatego sugeruje sie, ze picie
herbaty ma dziatanie antykancerogenne gdyz pobudza to aktywnos¢ komo-
rek ukfadu odporno$ciowego i wzrost produkcji np. interferonu gamma.
Zmiany ich stezenia obserwowano w czasie ischemii i reperfuzji. Kontrower-
sje wzbudza w dalszym ciggu czy ich wytwarzanie ma w tym przypadku
dziatanie neurotoksyczne czy neuroprotekcyjne [13]. Z przedstawionego ry-
sunku wynika, ze poliaminy sg zmiataczami wolnych rodnikdéw. Podobnie do
opisanych wcze$niej rozpuszczalnikow organicznych ich potencjat antyok-
sydacyjny proporcjonalny jest do statych szybko$ci |ch reakcji z rodn|k|em
hydroksylowym (wynoszg one odpowiednio 1.1 x 108, 1.2 x 10%i 1.3 x 10°
mol L1s1) Mechanizm zmiatania rodnikéw w tym przypadku oparty jest
gtéwnie na kompleksowaniu jondéw zelaza, co zapobiega przebiegowi reakcji
Fentona, a nie na konkurencyjnej reakcji z jonami hydroksylowymi.

Ostatnio duzym zainteresowaniem cieszg sie naturalne antyoksydanty
do ktérych zalicza sig wystepujace w roslinach barwniki — flawonoidy w tym
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antocyjany. Do tych ostatnich nalezy m.in. barwnik C3G (3-O-B-D glukozyd
cyjnidyny) oraz jego aglikol — cyjanidyna. Sg to zwigzki powszechnie wyste-
pujace w warzywach i owocach. Duze ilosci antocyjandéw zawierajg owoce
0 niebieskim badz fioletowym zabarwieniu. Wyizolowano je m.in. z czerwo-
nej i czarnej fasoli. Uwazane sg one za potencjalne wymiatacze wolnych
rodnikéw tlenowych in vivo [14]. W szczegodlno$ci duzo antocyjandéw zawar-
tych jest w aronii czarnej (Aronia melanocarpa) [14-16]. W literaturze mozna
znalez¢ liczne opisy ich neuro- i cytoprotekcyjnego dziatania, m.in. w choro-
bie Alzheimera, udarze mézgu, zawale serca itp. [14]. Ekstrakt z owocow
aronii jak i zawarte w niej antocyjany charakteryzujg sie silnymi wtasnoscia-
mi antyoksydacyjnymi. Okazato si¢ jednakze, ze nie zmieniat on potencjatu
antyoksydacyjnego osocza krwi, co oznacza, ze zwigzki te nie sg wchtania-
ne z przewodu pokarmowego. Wyjaénieniem tego paradoksu moze okazac
sie sugestia Tsudy i wsp., Ze cyjanidyna zawarta w aronii ulega w organi-
zmach zywych alglikolizacji, a nastgpnie jest metabolizowana do kwasu
3,4-dihydroksybenzoesowego (3,4-DHBA) (rys. 13), jak wynika z badan sil-
nego zmiatacza rodnikéw peroksylowych.

Rys. 13. Przypuszczalny schemat metabolizmu cyjanidyny

Wedtug tradycji w roku 2737 p.n.e. cesarzowi Chen Nung wpadt do
wody listek herbaty. Odtad datujg sie poczatki znajomosci zdrowotnego
dziatania réznych herbat, ktére okoto XVI wieku przybyly do Europy. Spo-
8rod przebadanych i przedstawionych na rys. 14 [120] fotometrycznych war-
tosci CPA wynika, ze najsilniej wolne rodniki sg zmiatane przez ekstrakt
z herbaty zielonej. Na uwage zastuguje tez fakt zupetnego braku zmiatania
wolnych rodnikéw przez napdj herbaciany Green Tea & Lychee. Sugeruje
sig, ze tymi aktywnymi antyoksydantami wystepujacymi w herbacie sg
zwigzki z grupy flawonoidéw. Podobne wyniki uzyskane zostaty z zastoso-
waniem metody analogicznej do opisanej powyzej chromatograficznej
(rys. 15). Rdéznica polegata na detekcji z zastosowaniem spektroskopii ma-
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sowej. Warto zwrdci¢ w tym przypadku uwage na silne wiasnoSci zmiatajace
melatoniny, zupetnie nieaktywnej w stosunku do rodnikéw peroksylowych.
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Rys. 14. Catkowity potencjat antyoksydacyjny, odniesiony do rodnikéw peroksylowych,
niektdrych ekstraktdw ziotowych o stezeniu poczatkowym 1 mg/ml: ekstraktu z herbaty zielonej,
aronii, pycnogenol, ekstraktu z herbaty czerwonej, imbiru oraz napoju herbacianego
Green Tea & Lychee

100
80
60
40
20

melatonina zielona imbir0,5 aronia0,5 czerw. b-amyloid
0,05 mgiml herbata 0,5 mgiml mg/ml  herbata 0,5 0,02 mgiml|
mg/m| mg/m|

Rys. 15. Catkowity potencjat antyoksydacyjny ekstraktéw ziotowych, melatoniny oraz
B-amyloidu. Rodnik generowany — hydroksylowy, metoda pomiaru — MS
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