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Stowa kluczowe:

Streszczenie

0d czasu odkrycia roli reaktywnych form tlenu (RFT) w etiologiitzw. choréb cywilizacyjnych,
obejmujacych nieinfekcyjne chroniczne choroby, takie jak nowotwory, cukrzyca czy nadcisnie-
nie tetnicze oraz mozliwo$ci wykorzystania zwigzkdw o charakterze przeciwutleniaczy w walce
z tymi chorobami, naukowcy opracowali wiele metod stuzacych do oznaczania aktywnosci
przeciw- utleniajacej, zaréwno czystych zwigzkéw chemicznych, jak i ekstraktéw roslinnych
czy suplementéw diety. Metody sa przewaznie oparte na prostych reakcjach chemicznych
miedzy przeciwutleniaczem a modelowymi wolnymi rodnikami (np. testy ABTS, DPPH) lub
jonami metali (np. FRAP czy CUPRAC). Jednak metody chemiczne zazwyczaj nie odzwiercie-
dlaja rzeczywistej aktywnosci przeciwutleniaczy w zywym organizmie. Przyczyna jest to, iz
metody te nie tylko wykorzystuja niefizjologiczne warunki pH i temperatury, ale réwniez nie
uwzgledniajg metabolizmu przeciwutleniaczy w organizmie ani ich transportu wewnatrz
komérki. Idealnym modelem do oceny aktywnosci zwigzkéw o charakterze przeciwutlenia-
czy bytby model ludzki, jednak zaréwno badania z udziatem ludzi, jak i testy na zwierzetach
sg bardzo ztozone, a ich wyniki czesto niejednoznaczne. Najlepsza alternatywa zaréwno dla
testéw chemicznych, jak i badani z udzialem ludzi sg obecnie testy wykorzystujace modele
komérkowe. Sg znacznie tafisze, a przy tym odwzorowuja systemy biologiczne lepiej od testéw
chemicznych. Komdrkowe testy oznaczania aktywnos$ci przeciwutleniajacej sa bowiem pro-
wadzone w fizjologicznym zakresie pH i temperatury oraz - co najwazniejsze - uwzgledniaja
metabolizm oraz transport komérkowy. W artykule opisano metody oznaczania aktywnosci
przeciwutleniajgcej w systemach komérkowych z wykorzystaniem zjawisk luminescencji lub
fluorescencji.

reaktywne formy tlenu, przeciwutleniacze, komdrkowe testy przeciwutleniajace
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Summary

As soon as the role of Reactive Oxygen Species (ROS) in so-called civilization diseases, which
include non-infectious chronic diseases such as cancer, diabetes or high blood pressure has
been discovered, and the possibility of employing antioxidants as a remedy for these diseases
have been proposed, scientists developed a broad spectrum of methods to determine antio-
xidant activity of pure chemicals and plant extracts, as well as dietary supplements. Most of
these methods are based on simple redox reactions between antioxidant and ROS (for example
ABTS, DPPH, or FRAP tests). However, chemical methods of assessing antioxidant activity are
rarely biologically relevant. They do not mirror the real effect of antioxidants in living orga-
nisms, because they are used in non-physiological conditions of temperature and pH; neither
they take metabolism nor intracellular transport under consideration. The perfect model for
assessment of antioxidant activity in living organisms would be human or animal model, but
such determinations are very complicated and often ambiguous. The current best alternative
to chemical and human tests are assays employingcell culture models being less expensive
than human tests, yet still reflecting biological systems more convincingly than chemical
assays. Cellular antioxidant assays are performed under physiological pH and temperature,
but most importantly, they take metabolism and intracellular transport under consideration.
In this review, we present cellular tests used to determine antioxidant activity that are based
on luminescence and fluorescence methods.
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Wykaz skrotow: ~ AAPH/ABAP - dihydrochlorek2,2’-azobis(amidopropanu) (2,2"-azobis(2-amidinopropane)dihy-

drochloride); ABTS - sél diamonowa2,2'-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu) (2,2"-azi-
no-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) diammonium salt); AIPH - dihydrochlorek 2,2'-azo-
bis[2-(2-imidazol-2-yl)propanu] (2,2"-azobis-[2-(2-imidazolin-2-yl)propane] dihydrochloride);
AMVN - 2,2'-azobis(2,4-dimetylowaleronitryl) (2,2'-azobis(2,4-dimethylvaleronitrile)); APF
- kwas 2-[6-(4V-amino)-fenoksy-3H-ksanten-3-on-9-yllbenzoesowy (2-[6-(4-amino)pheno-
xy-3H-xanthen-3-on-9-yl]benzoic acid); CAA test- test mierzacy komorkowa aktywnos¢ prze-
ciwutleniajaca (cellular antioxidant activity assay); CBA - metoda odbarwienia krocyny (crocin
bleaching assay); CUPRAC - metoda oznaczania zdolnosci do redukowania jonéw miedzi (Il)
(cupric ion reducing antioxidant capacity); CV - cykliczna woltametria (cyclic voltammetry);
DCF - 2,7-dichlorofluoresceina (2,7-dichlorofluorescein); DCFH - 2,7-dichlorodihydrofluore-
scyna (2,7-dichlorodihydrofluorescein); DCFH-DA - dioctan 2,7'- dichlorodihydrofluorescyny
(2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate); DHE - dihydroetydyna (dihydroethidium); DHR
- dihydrorodamina (dihydrorhodamine); DMSO - dimetylosulfotlenek (dimethyl sulfoxide);
DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (deoxyrybonucleic acid); DPMD - dichlorowodorek
dimetylo-p-fenylenodiaminy; DPPH - 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (2,2'-diphenylo-1-picryl-
hydrazyl); DPPP - difenylo-1-pyrenylofosfina (diphenyl-1-pyrenylphosphine); DPV - wolta-
metria pulsowa réznicowa (differential pulse voltammetry); FCR - odczynnik Folin-Ciocalteu
(Folin-Ciocalteu reagent); FRAP - metoda oznaczania zdolnosci redukowania jonéw Zelaza
(1) (ferric ion reducing antioxidant parameter); HPF - kwas 2-[6-(4V-hydroksy) fenoksy-3H-
-ksanten-3-on-9-yl] benzoesowy (2-[6-(4'-hydroxy)phenoxy-3H-xanthen-3-on-9-yllbenzoic
acid); LDL - lipoproteina o niskiej gestosci (low density lipoprotein); LPIC - metoda oznaczania
inhibicji utlenienia frakcji LDL (lipid peroxidation capacity); mtDNA - mitochondrialny DNA
(mitochondrial DNA); NADH - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (nicotinamide adenine
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dinucleotide); ORAC - metoda oznaczania zdolnosci absorpcji rodnikéw tlenowych (oxygen
radical absorbance capacity); RFA - reaktywne formy azotu (RNS - reactive nitrogen species);
RFT - reaktywne formy tlenu (ROS - reactive oxygen species); TOSC — metoda oznaczania
catkowitej zdolnosci wychwytywania rodnikéw tlenowych (total oxidant scavenging capaci-
ty); TPTZ - 2,4,6-tripirydylo-S-tiazyna (2,4,6-tripyridyl-S-triazine); TRAP - metoda oznaczania
catkowitej zdolnosci zmiatania wolnych rodnikéw (total redox antioxidant parameter); UV -
promieniowanie ultrafioletowe (ultra-violet).

HoMEoSTAZA REDOKSOWA

Reaktywne formy tlenu (RFT) sg chemicznie aktywnymi
czasteczkami powstajgcymi przewaznie w enzyma-
tycznych lub nieenzymatycznych reakcjach metaboli-
zmu komdrkowego. Do reakcji enzymatycznych naleza
zaangazowane przede wszystkim w taricuch oddechowy,
fagocytoze, synteze prostaglandyn i uktad cytochromu
P-450. RFT moga by¢ réwniez generowane w wyniku nie-
enzymatycznych reakcji tlenu ze zwiazkami organicz-
nymi oraz w odpowiedzi na niekorzystne dla komérek
czynniki §rodowiskowe, takie jak promieniowanie joni-
zujace lub nadfioletowe, czy tez toksyczne zwiazki che-
miczne [27]. Informacje o rodzajach i klasyfikacja RFT
przedstawiono na ryc. 1.

Rola RFT oraz reaktywnych formazotu (RFA) jest przed-
miotem obszernych badan dotyczacych tzw. stresu
oksydacyjnego, jak i udziatu w komérkowych szlakach
sygnalizacyjnych. Do niedawna uwazano, ze RFT maja
tylko szkodliwy wptyw na ludzki organizm, a skutki ich
dziatania w komdrkach wiazano gtéwnie ze stanami
patologicznymi. Koncentrowano sie na udziale RFT w
etiologii wielu chordb przewlektych, okreslanych cze-
sto mianem chordb cywilizacyjnych. Obecnie zwraca sie
uwage na ,,drugg twarz” RFT, czyli na ich funkcje fizjo-
logiczne, takie jak udzial w zewnatrz- i wewnatrzkomér-
kowych szlakach sygnalizacyjnych zaangazowanych w
procesy proliferacji, réznicowania i apoptozy komédrek
[35,54,58]. Stwierdzono réwniez, ze RFT nie zagrazaja
prawidtowemu funkcjonowania komdérek dopdki jest
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Ryc. 1. Klasyfikacja i rodzaje reaktywnych form tlenu [2]
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Chemiczne metody oznaczania wlasciwoSci
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Metody oparte na mechanizmie HAT
(przeniesienia atomu wodoru)

Metody oparte na mechanizmie SET
(przeniesienia pojedynczego elektronu)

Metody wykorzystujace inne mechanizmy

ORAC - (ang. oxygen radical absorbance
capacity) metoda oznaczania zdolnoSci absorpcji
rodnikéw tlenowych. Metoda polega na pomiarze w
obecnosci przeciwutleniacza spadku intensywnosci
fluorescencji sondy molekularnej np. fluoresceiny,
ulegajacej utlenieniu pod wptywem indukowanych
termicznie RFT o charakterze wolnych rodnikéw.

TRAP - (ang. total redox antioxidant
parameter) metoda oznaczania catkowitej zdolnosci
zmiatania wolnych rodnikéw. W tej metodzie
analizuje si¢ spadek fluorescencji sondy, np. biatka
R-fikoerytryny (R-Pe), ktéry spowodowany jest
przez rodniki nadtlenkowe produkowane na drodze
termicznego rozktadu zwigzku azowego. Dodatek
antyoksydantéw do mieszaniny reakcyjnej powoduje
op6znienie  procesu  zanikania  fluorescencji
roztworu. Opdznienie jest proporcjonalne do
potencjatu antyoksydacyjnego przeciwutleniacza.

CBA - (ang. crocin bleaching assay) metoda
odbarwienia  krocyny. Polega na  pomiarze
spektrofotometrycznym hamowania  odbarwienia
krocyny przez rodniki nadtlenkowe w obecnosci
przeciwutleniaczy.

LPIC - (ang. lipid peroxidation inhibition
capacity) metoda oznaczania inhibicji utlenienia
frakcji LDL cholesterolu. Polega na pomiarze
zdolnosci lipofilowych i hydrofilowych
przeciwutleniaczy do ochrony lipofilowej sondy
fluorescencyjnej (C11-BODIPY) wbudowanej w
btong komérkows przed RFT generowanymi w
srodowisku wodnym.

FRAP - (ang. ferric ion reducing antioxidant parameter)
metoda ia zdoInoSci ia jonéw Fe(Ill). Zasada
dziatania tej metody opiera si¢ na spektrofotometrycznym
pomiarze redukcji zwigzku TPTZ (kompleks zelazowo-2.4.6-
tripirydylo-S-tiazyny) pod wptywem dziatania przeciwutleniacza.
Z bezbarwnego odczynnika powstaje intensywnie niebieski
zwigzek Fe(Il).

CUPRAC - (ang. cupric ion reducing antioxidant
capacity) metoda oznaczania zdolnosci do redukowania jonéw
Cu(Il). Zasada metody polega na spektrofotometrycznym
pomiarze absorpcji powstajacego barwnego kompleksu jonow
Cu(l) z batokuproing (2.9-dimetylo-4,7-difenylo-1,10-
fenantrolina) lub neokuproing (2,9-dimetylo-1,10-fenantrolina).

ABTS - akronim wywodzi si¢ od (2,2-azobis(3-
etylobenzotiazolino-6-sulfonianu)). Spektrofotometryczna
metoda oznaczania zdolnosci przeciwutleniaczy do neutralizacji
niebieskiego kationorodnika generowanego z ABTS pod
wptywem nadsiarczanu sodu przejawiajacej si¢ spadkiem
absorbancji roztworu.

DPPH—(2,2-diphenylo-1-pikrylohydrazyl).
Spektrofotometryczna metoda oznaczania zdolnosci
przeciwutleniaczy do neutralizacji fioletowego rodnika DPPH,
Antyoksydanty zmieniajg barwe roztworu na z6tta

FCR - (ang. Folin-Ciocalteau reagent).
Spektrofotometryczna metoda oznaczania catkowitej zawartosci
antyoksydantéw  zawierajagcych  tzw.  aktywng  grupg
hydroksylowg . Antyoksydanty zmieniaja barwe roztworu na
zielono-niebieskg.

TOSC - (ang. total oxidant scavenging capacity)
metoda oznaczania catkowitej zdolno§ci wychwytywania
rodnikéw tlenowych. W tej metodzie wolne rodniki reaguja
z dodawanym kwasem  a-keto-y-metiolobutanowym
(KMBA) i utleniajg go do etenu. Kinetyka tworzenia etenu
jest Sledzona za pomocg chromatografii gazowej.
Wrhasciwosci antyoksydacyjne prébki sa tym wigksze, im
wigksza jest zdoIno$¢ obecnych w niej przeciwutleniaczy do
inhibicji reakcji tworzenia si¢ etenu.

Metody chemiluminescencyjne - w wyniku reakcji
RFT o charakterze wolnych rodnikéw z odpowiednim
znacznikiem  (luminol, lucygenina, biatko Pholasin)
powstajg jego wzbudzone formy emitujgce
chemiluminescencj¢. Przeciwutleniacze zawarte w prébce
majace zdolno$¢ reagowania z rodnikami hamuja emisje
promieniowania.

Metody elektrochemiczne - wykorzystuja prad jaki
powstaje w czasie elektrochemicznej reakcji tlenu na
elektrodzie. Przeciwutleniacze reagujac z tlenem i jego
pochodnymi, zmniejszaja natgzenie tego pradu. Istnieje
kilka wariantéw elektrochemicznego pomiaru aktywnoSci
antyoksydacyjnej. Najwazniejsze z nich, cykliczna
woltametria (CV) i réznicowa woltametria pulsowa (DPV),
pozwalajg na pomiar sity dziatania przeciwutleniaczy
zawartych w badanych prébkach za pomocy specjalnej
szklanej elektrody weglowej.

Spektroskopia elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR) - pozwala na wykrycie
zwigzkéw posiadajacych niesparowane elektrony

bed

DMPD - (dichlorowodorek dimetylo-p-
fenylenodiaminy). ~Spektrc czna metoda i
zdolno§ci  przeciwutleniaczy ~do  redukcji  purpurowego

kéw), czyli be h wolnymi rodnikami.
Utrudnieniem w obserwacji wolnych rodnikéw jest ich

TOZtWOoru.

kationorodnika DMPD**. Antyoksydanty powodujg odbarwienie

krétki czas zycia. Aby oming¢ ten problem stosuje si¢
putapki spinowe - zwiazki diamagnetyczne, ktore dzigki
obecnosci wigzafi -N=0 tworzg stosunkowo trwate addukty
sninowe 7 wolnvmi rodnikami

Ryc. 2. Klasyfikacja klasycznych metod in vitro oznaczania whasciwosci przeciwutleniajacych

utrzymywana w nich tzw. homeostaza redoksowa, czyli
stan réwnowagi miedzy ilo$cia RFT a stezeniem substan-
cji przeciwutleniajgcych. W warunkach fizjologicznych
poziom RFT jest kontrolowany przez antyoksydacyjny
system obronny organizmu. Dopiero nadmiar RFT, ktdre
nie zostaly zneutralizowane w komdrkach moze wywo-
ta¢ stan stresu oksydacyjnego, w wyniku ktérego moze
dochodzi¢ do uszkodzen oksydacyjnych wielu czaste-
czek, w tym lipidéw, biatek i kwaséw nukleinowych
[34,40,42].

Uwaza sie, ze zagrozeniom tym zapobiega nie tylko
wspomniany antyoksydacyjny system obronny orga-
nizmu, ale takze substancje przeciwutleniajgce spozy-
wane z pokarmami, szczegdlnie pochodzenia roslinnego.
Przeciwutleniacze mozna zdefiniowa¢ jako substancje
redukujgce i/lub antyrodnikowe, ktére przeciwdzialajg
powstawaniu w komdrkach zniszczert spowodowanych
dziataniem RFT. Definicja dotyczy niskoczasteczkowych
zwiazkéw chemicznych o wysokim potencjale reduk-
cyjnym. Jednak réwniez makroczasteczki moga prze-
ciwdziataé szkodliwym skutkom utleniania, takie jak
enzymy, czy pewne struktury komérkowe. Sg réwniez
okre$lane mianem antyoksydantéw, pojecie to zaczerp-
niete z jezyka angielskiego odnosi sie do wszystkich
czasteczek zdolnych do wychwytu i/lub redukcji prook-
sydantéw. Wyrdznia sie 5 mechanizméw dziatania anty-
oksydantéw:

« antyoksydanty tworzace fizyczng bariere przeciwdzia-
tajaca powstawaniu RFT i ich wnikaniu do waznych
struktur biologicznych, np. substancje redoks aktywne
w btonie komérkowej czy filtry UV,

« putapki chemiczne absorbujace energie badZ wigzace
elektrony pochodzace z RFT, czyli zwigzki najbardziej
kojarzace sie z podanag definicja przeciwutleniaczy, do
ktérych nalezg np. karotenoidy czy antocyjany,

- systemy katalityczne odpowiedzialne za neutralizacje
RFT, np. enzymy antyoksydacyjne, takie jak dysmutaza
ponadtlenkowa, peroksydaza glutationowa czy kata-
laza,

« antyoksydanty zdolne do chelatowania jonéw metali
i w wyniku tego zapobiegajgce powstawaniu RFT, np.
katechiny,

« antyoksydanty przerywajace taticuch reakcji utlenia-
nia przez wylapywanie RFT, np. kwas askorbinowy czy
tokoferole [21].

Zrozumienie roli zaburzonej homeostazy redoksowej
w patogenezie nieinfekcyjnych choréb przewlektych,
takich jak miazdzyca, nadci$nienie, cukrzyca, choroby
neurodegeneracyjne, czy nawet nowotwory, zwrécito
uwage naukowcdédw na znaczenie przeciwutleniaczy w
przeciwdziataniu i/lub spowalnianiu rozwoju oraz wspo-
maganiu leczenia tych chordéb. Biomarkerami stresu
oksydacyjnego in vivo sa zazwyczaj produkty utlenia-
nia lipidéw, produkty oksydatywnej modyfikacji biatek
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i cukréw, pekniecia nici DNA oraz produkty utlenie-
nia zasad azotowych, jak réwniez utlenienia endogen-
nych przeciwutleniaczy. Wykorzystanie prébek ludzkich
potwierdzito wptyw przeciwutleniaczy oraz diety w
nie bogatej na obnizenie poziomu biomarkeréw stresu
oksydacyjnego w ludzkim organizmie [14]. Wptyw byt
bardziej widoczny, gdy obiektem badar byty osoby nara-
zone na podwyzszony poziom stresu oksydacyjnego,
np. cierpigce na nadci$nienie, niz gdy badano osoby
zdrowe [21]. Przeciwutleniacze dostarczane z pozywie-
niem zaczeto zalecaé w profilaktyce wspomnianych
choréb przewlektych, jako wsparcie naturalnego anty-
oksydacyjnego systemu obronnego przed uszkodzeniami
wywolanymi stresem oksydacyjnym. Na przyktad wiek-
szo$¢ lekéw stosowanych w chemioterapii przeciwno-
wotworowej charakteryzuje sie dzialaniem toksycznym
na miesiert sercowy. Sugeruje sie, ze odpowiada za to
stres oksydacyjny stymulowany w kardiomiocytach pod
wplywem przyjmowanych lekéw. Dieta wzbogacona w
fitozwiazki o aktywnosci przeciwutleniajacej, podobnie
jak syntetyczne zwigzki antyoksydacyjne, moze ogra-
niczaé niepozadane dziatania chemioterapii, takie jak
kardiotoksyczno$¢, jednoczeénie nie obnizajac terapeu-
tycznej skutecznosci leku [32].

Trzeba jednak podkresli¢, iz w chorobach przewleklych
terapia z uzyciem fitozwigzkéw nie moze by¢ podstawa
leczenia, a jedynie wspomaga¢ terapie $rodkami far-
maceutycznymi. Natomiast w chorobach infekcyjnych,

takich jak np. grypa, przeziebienie czy stany zapalne,
preparaty lecznicze na bazie naturalnych ekstraktéw
o duzej zawarto$ci przeciwutleniaczy moga jednak by¢
podstawg terapii i ciesza sie rosnaca popularnoscia
wérdd pacjentéw.

CHEMICZNE METODY OZNACZANIA WEASCIWOSCI
PRZECIWUTLENIAJACYCH

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca réznych substan-
cji pochodzenia naturalnego, m.in. preparatéw zio-
towych czy sktadnikéw zywnosci, byta oznaczana w
niezliczonej liczbie eksperymentdéw z uzyciem wielu
metod i w réznych warunkach. Niestety, czesto bra-
kuje korelacji miedzy wynikami uzyskanymi dla
tego samego materiatu z uzyciem réznych metod, a
nawet miedzy wynikami uzyskanymi dla tego samego
materiatu i ta sama metodg w réznych laboratoriach
badawczych [30]. Chemiczne metody oznaczania
zdolno$ci przeciwutleniajacej sa oparte na pomia-
rze wplywu przeciwutleniaczy na szybkos¢ proceséw
utlenienia zachodzacych w prébce (ORAC i TRAP),
redukcji jonédw metali, np. zelaza (FRAP), czy mie-
dzi (CUPRAC), zdolno$ci wylapywania syntetycznego
rodnika (ABTS, DPPH) lub tez pomiarze ilosci produk-
téw utlenienia lipidéw lub frakcji LDL [17]. Informa-
cje o klasyfikacji chemicznych metod i mechanizmach
wykorzystywanych do oznaczania wla$ciwo$ci prze-
ciwutleniajacych zestawiono na rycinie 2.

Tabela 1. Poréwnanie stosowanych do oceny aktywnosci przeciwutleniajacej metod chemicznych i metod umozliwiajacych pomiar w systemach komérkowych [17]

Metody chemiczne

Metody wykorzystujace systemy komorkowe

Zasada metody

Ekstrakcja zwiazkéw aktywnych rozpuszczalnikiw

Uzycie rozpuszczalnikdw alkoholowych

Uzycie DMSO jako rozpuszczalnika

Analiza i interpretacja danych ilosciowa

Oczekiwana liniowa zaleznos$¢

- o tak
aktywnosci od stezenia

Opieraja sie na znanych reakcjach chemicznych

Dopuszczalne zastosowanie réznych

Dopuszczalne, jesli nie wchodza w reakje z
odczynnikami uzywanymi w tescie

Dopuszczalne, jesli nie wchodzi w reakcje z
odczynnikami uzywanymi w tescie

Opieraja sie na interakgji pomiedzy badanymi zwiazkami a
skomplikowanymi reakcjami enzymatycznymi w systemach
biologicznych

Test musi by¢ prowadzony w roztworze soli fizjologicznej;
ograniczone zastosowanie rozpuszczalnikéw

Dopuszczalne, pod warunkiem iz s3 one odpowiednio
rozciericzone i przetestowana zostata tolerancja komérek na
dany rozpuszczalnik

Niedopuszczalne, moze powodowac wzrost produkcji RFT w
mitochondriach

ilosciowa

nie
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Ze wzgledu na wspomniang wczesniej duza réznorodnosé
RFT i mechanizméw ich dziatania (ryc. 1) zadnej z powyz-
szych metod oznaczania aktywnos$ci przeciwutleniajacej
nie mozna uzna¢ za uniwersalna. Co najwazniejsze, mimo
powszechnego stosowania testéw chemicznych mozli-
wo$¢ przewidywania na ich podstawie aktywnosci prze-
ciwutleniajacej w warunkach in vivo jest kwestionowana z
kilku powodéw. Testy chemiczne, jak juz wspomniano, sa
wykonywane w niefizjologicznym zakresie pH i tempera-
tury, ponadto zaden z nich nie uwzglednia wptywu biodo-
stepnosci, dawki, ani przemian metabolicznych badanego
przeciwutleniacza w zywej komérce.

ZALETY PROWADZENIA OZNACZANIA AKTYWNOSCI
PRZECIWUTLENIAJACE) W UKEADACH KOMORKOWYCH

Ograniczenia w interpretacji wynikéw uzyskanych meto-
dami chemicznymi do oznaczania aktywno$ci przeciwu-
tleniajacej sprawily, ze rozpoczeto poszukiwania metod,
ktére zapewnig mozliwo$¢ uzyskania wynikéw lepiej
odzwierciedlajacych los przeciwutleniaczy w komér-
kach i zywych organizmach. Jedna z pierwszych metod
zaproponowanych do oceny wptywu przeciwutlenia-
czy na poziom stresu oksydacyjnego w komérkach byt
tzw. test kometowy (elektroforeza pojedynczych komé-
rek w zelu agarozowym). Test stuzacy do wykrywania
fragmentacji jadrowego DNA, po odpowiednich modyfi-
kacjach pozwala wykaza¢ ochronne dziatania przeciwu-
tleniaczy. W tym przypadku w komérkach traktowanych
czynnikiem wywotujacym stres oksydacyjny, co moze
spowodowac indukcje uszkodzeni nici DNA, obserwuje sie
zmniejszenie fragmentacji (ogona komety) w obecnosci
substancji przeciwutleniajgcej [22,34]. Przeprowadzenie
badan z uzyciem testu kometowego umozliwia uzyska-
nie wynikdéw, ktére moga by¢ Zrédltem informacji czy
dana substancja jest zdolno$¢ do przeciwdziatania geno-
toksycznym uszkodzeniom wywotanym przez RFT. Uzy-
skane wyniki nie moga by¢ jednak podstawa do ilo$ciowej
oceny aktywno$ci przeciwutleniajacej réznych prébek
czy tez jednoznacznego stwierdzenia czy ochronne dzia-
tanie wynikato z neutralizacji prooksydantéw, czy tez np.
z indukcji naprawy DNA [22]. Bezpo$rednimi metodami
umozliwiajacymi ocene aktywnosci przeciwutleniajacej w
warunkach komérkowych sg metody, w ktérych zastoso-
wane zostato zjawisko chemiluminescenji i fluorescencji i
to one bedg tematem dalszych rozwazan.

Informacje, ktére mozna traktowad jako poréwnanie
gléwnych cech metod chemicznych i biologicznych
stosowanych w oznaczeniach aktywnosci przeciwutle-
niajacej zestawiono w tabeli 1. Na aktywno$¢ przeciw-
utleniajgca w uktadach biologicznych wptywa wiele
czynnikdéw, ktére musza by¢ uwzgledniane podczas pro-
wadzenia oznaczen, jednym z gtéwnych jest biodostep-
nos$é. Aby spetni¢ swoja role przeciwutleniacze musza
zostaé zaabsorbowane, przetransportowane do komérek
czy tkanek i zakotwiczone w blonach biologicznych lub
rozpuszczone w plynach ustrojowych. Dlatego tez bio-
dostepnos¢ oraz dawke aktywng wyznacza sie w wyniku
analizy ptynéw ustrojowych (np. krew, mocz, §lina) i

tkanek ludzkich badz zwierzecych po spozyciu prze-
ciwutleniaczy, oznaczajac zaréwno stezenia natywnych
substancji, jak réwniez produktéw ich metabolizmu. W
niektérych przeciwutleniaczach obserwuje sie znaczace
réznice aktywnosci antyoksydacyjnej w przypadku jej
oznaczania w warunkach bezkomérkowych i in vivo.

Odpowiednio uzyte uktady komérkowe stosowane w
badaniach mechanizméw stresu oksydacyjnego oraz
ochronnego dziatania przeciwutleniaczy moga by¢ alter-
natywg dla badan klinicznych. Zaletami stosowania kul-
tur komdrkowych sg mozliwosci poréwnania réznych
linii komérkowych i réznych czynnikéw stresogennych
do oceny efektywnosci dziatania przeciwutleniaczy, jak
réwniez to, iz kultur komérkowych nie dotycza ograni-
czenia (m.in. nie jest potrzebna zgoda komisji bioetycz-
nych na prowadzenie badar), jakie nalezy bra¢ pod uwage
prowadzgc badania z udziatem ludzi. Zastosowanie modeli
komérkowych pozwala réwniez na szybka i stosunkowa
niedroga ocene biodostepno$ci, metabolizmu i bioak-
tywnosci przeciwutleniaczy. Do skutkéw dziatania prze-
ciwutleniaczy monitorowanych w hodowli komérkowe;
zalicza sie przede wszystkim zmniejszenie intensywno-
$ci powstawania RFT, zahamowanie szybko$ci procesu
utleniania lipidéw, biatek i DNA, jak réwniez spowolnie-
nie $mierci komdrkowej. Przeciwutleniacze sg dodawane
do hodowli komérkowej jednoczesnie z czynnikiem stre-
sogennym lub komdrki sg z nimi preinkubowane w celu
whnikniecia przeciwutleniaczy do wnetrza komdrki [21].

Najcze$ciej stosowane metody oznaczania poziomu RFT
w uktadach biologicznych polegaja na pomiarze chemi-
luminescencji lub fluorescencji produktéw powstatych
w wyniku reakcji RFT z sondami, ktére wskutek utle-
nienia nabywaja zdolnosci emitowania promieniowa-
nia [9,10,12,33]. Moze to stuzy¢ detekcji prooksydantéw
generowanych w komérce, gdzie wzrost promieniowa-
nia jest skorelowany ze stezeniem RFT. Natomiast po
wprowadzeniu antyoksydanta, mozna ocenié jego sku-
teczno$¢ w neutralizacji RFT, co bedzie sie objawiato ttu-
mieniem promieniowania.

WYKORZYSTANIE 1 CHEMILUMINESCENCJI W METODACH POMIARU
AKTYWNOSCI PRZECIWUTLENIAJACE)

Termin ,,chemiluminescencja” jest stosowany do okrele-
nia procesu emisji $wiatta, ktéra towarzyszy niektérym
reakcjom chemicznym. W przypadku RFT z jej pomoca
mozna m.in. wykry¢ tlen singletowy powstajacy w ukta-
dach biologicznych. Wykorzystywane jest w tym przypadku
to, ze powrotowi tlenu singletowego do trypletowego stanu
podstawowego towarzyszy emisja kwantu promieniowania
elektromagnetycznego o dtugosci fali okoto 1270 nm. Poza
tlenem singletowym zadna inna czasteczka wystepujaca
w uktadach biologicznych nie emituje $wiatta w jednym
waskim pasmie o tej dtugosci fali, ale poniewaz przypada
ono na zakres podczerwieni, jego wykrycie wymaga sto-
sowania specjalnych detektoréw [20]. Inne RFT mogg by¢
wykrywane metodami chemiluminescencyjnymi wylacz-
nie w wyniku reakcji z substancjami, ktérych utlenione
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Tabela 2. Luminofory stosowane jako Zrédta chemiluminescencji¢

Nazwa Wzor strukturalny Swoisto$¢
o
NH
Luminol RFT
NH
NH, [¢]
1-012 (analog Luminolu) O(I)é)(-)
Cl ONa
| NO?
N
(I
. 7 02--
Lucygenina
98¢
P
N
| No?
N
L=
0 S
ROS-Glo o H202
\B

formy maja zdolno$¢ luminescencji. Takze luminescencja
emitowana przez tlen singletowy obecny w prébce jest zbyt
niska, aby mogta by¢ podstawg metody pomiaru. Istnieje
jednak mozliwo$¢ wzmocnienia (w przypadku obecnosci
tlenu singletowego w roztworze) lub wywotania chemilu-
minescencji (w przypadku RFT innych niz tlen singletowy)
przez przeprowadzenie pomiaréw w roztworze zwigzku -
luminoforu, ktéry po reakeji z RFT charakteryzuje sie duza
wydajnoscia emisji $wiatta. Po zastosowaniu luminoforéw
natezenie promieniowania moze by¢ mierzone za pomoca
spektrofluorymetru zaopatrzonego w $wiatloszczelna
przystawke do pomiaru luminescencji lub licznika scynty-
lacyjnego. Typowymi zwiazkami o duzej wydajnosci emisji
$wiatta uzywanymi w tym badaniu sg luminol i lucygenina
(tabela 2).

Luminol ulega wzbudzeniu w mieszaninach reakcyj-
nych, w ktérych sa generowane rézne rodzaje RFT.
Przy czym najpierw trzeba przeprowadzi¢ luminol do
postaci rodnikowej, ktéra nastepnie moze przereagowa’
z substratem. Wykorzystanie luminolu do wykrywania
0,"- waznego biologicznie rodnika - jest natomiast pro-

blematyczne, bo moga reagowaé bezposrednio. Co wie-
cej rodnikowa posta¢ luminolu moze redukowac 0, do
0,", co powoduje zafatszowanie wynikéw pomiaréw [15].
Aby przezwyciezy¢ te trudnosci zsyntetyzowano analog
luminolu - zwigzek L-012 - wykazujacy wieksza czuto$é
od zwigzku wyjsciowego w stosunku do 0,” oraz ONOO".

Lucygenina jest uwazana za bardziej swoisty lumino-
for od luminolu w detekcji 0,". Jednak réwniez ona nie
reaguje z tym anionorodnikiem bezposrednio. Musi
najpierw zostaé zredukowana do kationorodnika lucy-
geniny, ktéry nastepnie reaguje z O,” dajac luminescen-
cyjny produkt [15].

Luminol i lucygenina sa obecnie wykorzystywane gtéwnie
do $ledzenia komdrkowych proceséw generujacych RFT.
Oba wymienione luminofory moga by¢ takze wykorzy-
stane do oceny aktywnosci przeciwutleniajgcej badanych
prébek. Przeciwdziatajac procesom prooksydacyjnym lub
neutralizujgc RFT, przeciwutleniacze beda miaty wptyw
na obnizenie chemiluminescencji badanej prébki. Ozna-
czony stopieri thumienia natezenia chemiluminescencji
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2HCI
N=N — 2

NH, NH,

Ryc. 3. Termiczny rozktad AAPH

w stosunku do prébki kontrolnej bez przeciwutleniacza
bedzie miarg jego aktywno$ci antyoksydacyjnej.

Zjawisko chemiluminescencji do wykrywania RFT, jak
réwniez oznaczania aktywno$ci przeciwutleniajgcej
prébek wykorzystata firma Promega, ktéra w 2015 r.
wypuscita na rynek nowy test (ROS-Glo™) stuzacy do
wykrywania RFT z uzyciem luminoforu, ktéry pod wpty-
wem H,0, obecnego w prébce przeksztatca sig do pre-
kursora lucyferyny. Lucyferyna reaguje z odczynnikiem
lucyferyny ROS-Glo (zawierajgcym m.in. lucyferaze).
Bierze udziat w przeksztatcaniu prekursora lucyferyny
do jej aktywnej luminescencyjnej postaci i emitowany
jest sygnat $wietlny proporcjonalny do stezenia H,0, Jest
to oczywiscie stuszne przy zalozeniu, ze wiekszo$¢ RFT
pod wplywem enzymdw znajdujacych sie w komérkach
(np. dysmutazy ponadtlenkowej) jest przeksztatcana do
H,0,ktéry ze wzgledu na stosunkowo dhugi okres pét-

Tabela 3. Najczesciej stosowane kontrolowane Zrodfa RFT

trwania jest dobrym markerem stresu oksydacyjnego.
W zwigzku z tym spadek stezenia H,0, w komérkach,
a co za tym idzie spadek luminescencji po dodaniu do
prébki zwigzku o potencjalnym charakterze przeciwu-
tleniajacym, $wiadczy o jego aktywno$ci antyoksyda-
cyjnej. Dodatkowa zaletg tego testu jest to, iz moze byé
stosowany zaréwno w systemach bezkomérkowych, jak
i komérkowych umozliwiajgc poréwnania aktywnosci
antyoksydacyjnej danej substancji in vivo i in vitro.

WYKORZYSTANIE ZJAWISKA FLUORESCENCJI W METODACH POMIARU
AKTYWNOSCI PRZECIWUTLENIAJACE)

Kontrolowane zrédta RFT

Niski poziom naturalnie wystepujacych RFT uniemoz-
liwia doktadny pomiar aktywnosci przeciwutleniajace;.
Dlatego aby oceni¢ zdolno$¢ przeciwutleniaczy do zmia-

Stafa szybkos¢ tworzenia Okres potowicznego

Skrot Nazwa systematyczna Wzor strukturalny wolnych rodnikow pH=7,4  rozpaduw 37 °C, pH=7,4
AAPH dihydrochlorek o " 1,3%x10-65-1 175h
lub 2,2"-azobis N=N 2Ha w 37°C [16]
ABAP (amidynopropanu) L, AH, [2]
dihydrochlorek N M 2,6%10-65-1 101h
AIPH 2,2"-azobis[2-(2-imidazol- Q\ NN ¢ J 2nel w37° [55]
2-yl)propanu] N o [55]
- 2.2-azohis(2.4- )\/}\ M 6,6 y 14 ((J)sc 51 on
dimetylowaleronitryl) N==N (24,25]

CN CN
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Ryc. 4. Schemat przemian 2,7'-dichlorofluorescyny zachodzacych w komérkach podczas testu CAA na podstawie [52]; AOx - przeciwutleniacz, DCFH-DA — dioctan
2,7"-dichlorofluorescyny, DCFH - 2,7'-dichlorofluorescyna, DCF - dichlorofluoresceina, ABAP - dichlorowodorek 2,2'-azobis(2-amidynopropanu), RFT —

reaktywne formy tlenu, ROOX- rodnik nadtlenkowy

tania wolnych rodnikéw w systemach komérkowych in
vitro stosuje sie kontrolowane Zrédta tych reaktywnych
czasteczek. Powinny si¢ charakteryzowa¢ stala szybko-
$cig tworzenia, znanym okresem péitrwania oraz swo-
istym umiejscowieniu w obrebie komérki [2]. Takimi
inicjatorami wolnych rodnikéw moga by¢ zwigzki azowe,
ktére z powodzeniem sg stosowane w wielu badaniach
prowadzonych zaréwno w warunkach in vitro, jak i in vivo
ze wzgledu na tatwo$¢ kontrolowania wymienionych
parametréw. Najcze$ciej wykorzystywanym Zrédtem
wolnych rodnikéw w $rodowisku hydrofilowym jest
dihydrochlorek 2,2’-azobis(amidynopropanu), okreslany
skrétem AAPH lub ABAP, natomiast w §rodowisku lipo-

filowym 2,2’-azobis(2,4-dimetylowaleronitryl) - AMVN.
AAPH ulega homolitycznemu rozpadowi pod wptywem
temperatury do azotu czasteczkowego i dwéch rodnikéw
amidynopropanowych (ryc. 3), ktére reagujac z tlenem
przeksztalcajg sie w rodniki nadtlenkowe [51].

Okres péttrwania AAPH jest stosunkowo dtugi w porédw-
naniu do innych kontrolowanych Zrédet RFT (tabela 3),
dzieki czemu szybko$¢ tworzenia wolnych rodnikéw
w ciagu pierwszych kilku godzin jest stata. AAPH znaj-
duje réwniez zastosowanie do oznaczania peroksydacji
lipidéw w zawiesinach wolnych kwaséw ttuszczowych.
AMVN natomiast jest stosowany jako zrédto rodnikéw w
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badaniach nad peroksydacja miceli lipidowych lub bton
komérkowych. Pomiar hamowania tych proceséw oksy-
dacyjnych przez potencjalne przeciwutleniacze moze
by¢ miarg ich skutecznosci redukcyjne;j.

Inna pochodna azowa, mianowicie dihydrochlorek
2,2’-azobis[2-(2-imidazol-2-yl)propanu] - AIPH, gene-
ruje dwa razy wiecej wolnych rodnikéw niz AAPH w
tych samych warunkach (tabela 3). Stwierdzono, ze AIPH
mozna stosowaé w badaniach utleniania miceli, frakcji
LDL cholesterolu, osocza oraz hodowli komérkowej in
vitro, a zatem réwniez potencjalnie w ocenie aktywnosci
antyoksydacyjnej substancji [55].

Réznorodnos$é dostepnych eksperymentalnych zré-
det RFT umozliwia wybdr takiego zwiazku, ktéry najle-
piej odpowiada potrzebom przeprowadzanej procedury
badawczej.

ZASTOSOWANIE SOND FLUORESCENCYINYCH DO OZNACZANIA
AKTYWNOSCI PRZECIWUTLENIAJACE)

Akumulacja RFT wewnatrz komérek oraz zdolno$¢ prze-
ciwutleniaczy do ich neutralizacji moze byé mierzona z
uzyciem sond fluorescencyjnych. Najnowsza i najlepiej
dopracowana metodg okre$lania aktywno$ci przeciwu-
tleniajacej zwiazkéw bioaktywnych w hodowli komér-
kowej jest test CAA (Cellular Antioxidant Activity),
ktérego autorami sg Wolf i wsp. [52]. Test powstat w celu
zastapienia chemicznych metod oznaczania aktywnosci
antyoksydacyjnej, na podstawie ktérych, jak wykazato
do$wiadczenie, na ogét nie mozna przewidzieé skutku
dziatania zwiazkéw przeciwutleniajacych w warunkach
in vivo. Badania z wykorzystaniem testu CAA s3 prowa-
dzone w uktadach komérkowych, czyli w fizjologicznym
zakresie pH i temperatury. Dodatkowo uwzgledniono w
nim biodostepnos¢, dystrybucje oraz metabolizm prze-
ciwutleniaczy w obrebie komdérki, zatem w duzym stop-
niu odzwierciedla zachowanie badanych zwigzkéw w
warunkach in vivo [3,8,48,52].

W tescie CAA jako marker stresu oksydacyjnego wyko-
rzystuje sie niepolarna sonde dioctan 2’,7’-dichlodihy-
drorofluorescyny (DCFH-DA). Sonda DCFH-DA w wyniku
dyfuzji biernej wnika do wnetrza komdrki ulegajac w
wyniku dziatania esteraz btonowych deacetylacji do bar-
dziej polarnej postaci 2’,7-dichlorodihydrofluorescyny
(DCFH). DCFH zostaje nastepnie uwieziona wewngtrz
komorki i jesli sg obecne w otoczeniu RFT natychmiast
jest przez nie utleniana do 2’,7’-dichlorofluoresceiny
(DCF) wykazujacej whasciwosci fluorescencyjne (ryc. 4).

W pomiarach aktywno$ci antyoksydacyjnej w komér-
kach celowo, w sposéb kontrolowany jest stymulowany
stres oksydacyjny. Syntetycznym Zrédtem RFT stosowa-
nym w te$cie CAA jest opisywany wcze$niej dichlorowo-
dorek2,2’-azobis(2-amidynopropanu) (ABAP), ktéry po
wniknieciu do komérki ulega samorzutnemu rozpadowi
z wytworzeniem RFT. Powstate nadtlenki atakuja lipidy
btonowe, co indukuje peroksydacje lipidéw i powstanie

jeszcze wiekszej iloéci RFT. Poziom fluorescencji DCF
jest proporcjonalny do poziomu indukowanych przez
ABAP utleniaczy, ktére utlenily sonde DCFH do jej flu-
orescencyjnej postaci DCF [48,52]. Przeciwutleniacze
czy zawierajace je ekstrakty ro$linne oraz inne zwiazki
o charakterze przeciwutleniaczy chronig DCFH, a cze-
sto takze lipidy btonowe, przed utlenieniem przez co
zmniejszaja fluorescencje traktowanych ABAP hodowli
komdérkowych w poréwnaniu z prébami kontrolnymi
[46,48,52].

Monitorowanie kinetyki neutralizacji RFT przez zwigzki
o charakterze przeciwutleniaczy prowadzi sie przez
pomiar zmian fluorescencji stosujac wzbudzenie przy
dlugosci fali A=485 nm i §ledzenie emisji przy A=538 nm
w statej temperaturze 37°C przez 1 godzine w odstepach
5-minutowych dla kilku stezer przeciwutleniacza. Uzy-
skane w ten sposéb wyniki przedstawia sie na wykre-
sie kinetyki zmian fluorescencji [RFU] = f (czas pomiaru
[min]) i na ich podstawie wyznacza krzywa inhibicji
utleniania sondy fluorescencyjnej DCFH w funkcji ste-
zenia prébki. W tym celu oblicza sie pola powierzchni
pod wykresami krzywych i na ich podstawie dla poszcze-
g6lnych stezert wyznacza warto$¢ tzw. jednostek CAA z
ponizszego wzoru [52].

-100 DEDIOO

Jednostka CAA,

gdzie: E - pole powierzchni pod wykresem zalez-
nosci fluotescencji od czasu dla badanej prébki o danym
stezeniu,

(&‘ - pole powierzchni pod wykresem krzywej zalez-
ci fluorescencji od czasu dla kontroli.

Jako substancja odniesienia, ktdrej stezenie jest jedno-
cze$nie miarg jednostek CAA, jest stosowana kwercetyna,
poniewaz w czasie badari z wykorzystaniem testu CAA
stwierdzono duza zdolno$¢ tego zwiazku do neutralizacji
RFT w poréwnaniu z innymi popularnymi przeciwutle-
niaczami. Uzyskane wyniki sg wyrazane w mikromolach
réwnowaznikéw kwercetyny na 100 umoli badanej sub-
stancji albo w mikromolach réwnowaznikéw kwerce-
tyny na 100 g $wiezych owocéw (lub suchej masy) czy
innej prébki zawierajacej sktadniki wykazujace wtasci-
woéci przeciwutleniajace [52].

Mimo wielu zalet sondy DCFH-DA, ma ona réwniez
pewne ograniczenia. Przede wszystkim w przypadku
testéw komérkowych z jej uzyciem nie powinno sie
stosowad pozywek zawierajacych surowice, gdyz moga
sie w niej znajdowal endogenne esterazy powodujgce
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Tabela 4. Sondy fluorescencyjne stosowane do wykrywania RFT w systemach komdrkowych.

Stosowana Dtugosc fali
skrécona nazwa* Wzér strukturalny wzbudzenia/ Specyficznosé
emisji [nm]
AcO 0 OAc
H202
OH
c cl
DCFH-DA H 48?(520 RO0-
CO,H (w tescie CAA) NOZ-
(03--
XH
«OH
. ONOO—
HPF i APF o o i —
HPF X=0 500/520 HOC]
APF X=NH
AN (tylko APF)
COOe
Hsc\C O

N
Amplex Red /@i j@\ 563/587 1202
HO o OH

pep3-NP1 - o ) 488/530 + 20 H202
O Y A
o VAV AVY o °
HoN NH,
DHE H N\ 520/610 02--
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Tabela 4. cd
Stosowana Ditugos¢ fali
skrécona nazwa® Wz6r strukturalny wzbudzenia/ Specyficznos¢
emisji [nm]
HoN o NH,
+0H, ONOO-, NO2-,
DHR 505/529 (03--, HOCl;
COOCH, 02--, H202
cis-PA CH00H 320/432 ROO-
_ N A
DPPP 351/380 ROO-
C-11-BODIPY 510/595 RO%::O-,

*petne nazwy chemiczne w tekscie

deestryfikacje DCFH-DA do DCFH, ktéra jak juz wspo-
mniano nie moze migrowac przez btony komdrkowe,
przez co zdolno$¢ wnikania sondy do wnetrza komérki
zostaje ostabiona [1,15]. Pojawily si¢ réwniez doniesienia
wskazujace, ze po hydrolizie przez wewngtrzkomérkowe
esterazy, utleniony produkt, tzn. DCF, moze sie wydostaé
z niektdrych typéw komdrek [18].

Nalezy tez wspomniel, ze DCFH-DA nie moze stuzy¢
jako selektywny wskaznik tworzenia okres§lonych RFT
czy RFA w komdrkach [1,11], cho¢ w literaturze cze-

sto spotyka sie bledne stwierdzenie, ze system DCFH/
DCF moze zostaé uzyty do selektywnego monitoro-
wania wewngtrzkomérkowego poziomu H,0,. W rze-
czywisto$ci sonda nie reaguje z nim bezposrednio.
Fluorescencja emitowana przez sonde moze wynikaé
z jej utleniania przez H,0,, ktéry powstaje w wyniku
reakcji katalizowanej przez jony metali (reakcja Fen-
tona) oraz peroksydazy (np. hemowag). JednakDCFH
reaguje takze z OH’, nadtlenkami organicznymi, NO,,
CO,” HOCI i RFT powstatymi z rozktadu nadtlenoazo-
tynu (ONOO/ONOOH) [6,11,19,29,43].

12
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Test CAA jest jedynym komercyjnie dostepnym testem,
ktéry mozna wykorzystaé do badania aktywnosci przeciw-
utleniajacej w systemach komérkowych z zastosowaniem
sond fluorescencyjnych, jednak pomiar aktywnosci anty-
oksydacyjnej w uktadzie komérkowym moze teoretycz-
nie by¢ przeprowadzany réwniez z zastosowaniem innych
sond fluorescencyjnych (tabela 4) w potaczeniu z réznymi
kontrolowanymi Zrédtami RFT. Odpowiedni dobdr obu
reagentéw moze pozwalaé na oznaczanie wptywu danego
przeciwutleniacza na poziom swoistych RFT [2,23].

Wsréd sond fluorescencyjnych (tabela 4), ktére poten-
cjalnie moglyby zostaé wykorzystane w badaniach
aktywno$ci przeciwutleniajacej na szczeg6lng uwage
- ze wzgledu na duzg selektywno$¢ w stosunku do rod-
nika OH' - zastuguja pochodne fluoresceiny - HPF (kwas
2-[6-(4V-hydroksy)fenoksy-3H-ksanten-3-on-9-yl] ben-
zoesowy) oraz APF (kwas 2-[6-(4V-amino)-fenoksy-
-3H-ksanten-3-on-9-yl] benzoesowy). Setsukinai i wsp.
[41] badali reaktywno$¢ tych dwdch sond w stosunku
do réznych RFT i RFA. Obie sondy okazaly sie zdolne
do detekcji OH' powstajacego w wyniku reakcji Fen-
tona. W wyniku O-dearylacji APF i HPF indukowanej OH
powstaja pochodne charakteryzujace sie silng fluore-
scencja przy dlugosci fali 520 nm (tabela 4) [41]. Zauwa-
zono jednak, ze obecno$¢ DMSO w uktadzie reakcyjnym
ma wplyw na spowolnienie wzrostu fluorescencji. Sonda
APF okazuje sie reaktywna w stosunku do HOCI, w prze-
ciwieristwie do HPF. W obu przypadkach odnotowano
wzrost fluorescencji takze pod wplywem ONOOT[41].

Amplex Red (N-acetylo-3,7-dihydroksyfenoksazyna) jest
inng komercyjnie dostepna sonda fluorescencyjna, ktéra
w obecnosci peroksydazy chrzanowej jest utleniana
przez H,0, do fluorescencyjnej rezorufiny charaktery-
zujacej sie wzbudzeniem przy dtugosci fali 563 nm oraz
emisja fluorescencji przy 587 nm [36]. Sonda réwniez nie
jest jednak swoista wytacznie wobec H,0,, gdyz mozna ja
réwniez stosowaé do wykrywania 0.+~ w obecnosci dys-
mutazy ponadtlenkowej, ktéra katalizuje reakcje dys-
proporcjonowania anionorodnika ponadtlenkowego, w
wyniku ktérej powstaje H,0, [44,57]. Zaleta Amplex Red
jest mata fluorescencja tta, a takze stabilnoéé i silna flu-
orescencja produktu utleniania sondy. Jednak rezorufina
per se jest substratem dla peroksydazy chrzanowej i w
wyniku dalszego utleniania powstaje resazuryna, ktéra
nie wykazuje zdolnosci do fluorescencji, co moze spowo-
dowac znaczny spadek intensywno$ci fluorescencji [45].

Inng sondg fluorescencyjna, ktéra moze stuzyé do
wykrywania RFT, jak réwniez do oznaczania aktywno-
$ci przeciwutleniajacej prébek, jest dihydroetydyna
(DHE). Ze wzgledu na zdolno$é¢ do swobodnego prze-
nikania przez blony komérkowe, sonda ta jest czesto
wykorzystywana do monitorowania wytwarzania O, i
jest uzyteczna podczas badania wybuchu oddechowego
w komérkach (tabela 4) [4,26,37]. Uwazano, ze DHE w
reakcji z 0, tworzy czerwony fluorescencyjny produkt
(etydyne), ktéra interkaluje do DNA [6,39]. Jednak pdz-
niejsze badania zasugerowaty, ze produktem tej reakcji

jest rzeczywiscie 2-hydroksyetydyna [56]. DHE jest uwa-
zana za najbardziej swoisty i uzyteczny barwnik, bo jest
dobrze tolerowang przez komérki i moze nawet wytrzy-
ma¢ tagodne utrwalenie stosowane przy przygotowywa-
niu preparatéw mikroskopowych [5,38]. Istnieja jednak
pewne ograniczenia w zakresie korzystania z DHE pod-
czas wykrywania lub ilo$ciowego oznaczania 0,". Jed-
nym z probleméw jest utlenianie DHE przez cytochrom
c. Aspekt ten jest wazny, gdy jednym ze Zrédet 0, jest
mitochondrium oraz gdy cytochrom c zostaje uwol-
niony do cytosolu podczas apoptozy komérki. Gdy stan
stresu oksydacyjnego i procesy apoptozy naktadaja sie,
nie jest mozliwe ilo$ciowe oznaczenie 0,” na podstawie
pomiaru iloéci powstajacej utlenionej postaci DHE (E+).
Zastosowanie wysokich stezer sondy moze doprowadzié
do niezaleznego od obecnosci 0, wzrostu fluorescencji,
ktéry jest rezultatem tworzenia E+ w ilo$ciach przekra-
czajacych dostepno$é miejsc interkalacji w DNA mito-
chondrialnym. Wéwczas E+ moze interkalowa¢ do DNA
jadrowego, powodujac tym samym znaczny wzrost flu-
orescencji. DHE moze by¢ réwniez utleniona przez H,0,
w reakcji katalizowanej przez nieswoiste peroksydazy,
np. peroksydaze chrzanowa lub mieloperoksydaze [13].

Dihydrorodamina (DHR) jest sonda o innej swoisto$ci
i moze by¢ uzywana do wykrywania OH’, ONOO", NO,,
€O, oraz HOCI, natomiast z 0, i H,0, reaguje jedynie
w obecnosci enzymatycznego katalizatora [47]. DHR jest
utleniana do rodaminy 123, ktéra charakteryzuje sie
silng fluorescencja przy dtugosci fali 536 nm (tabela 4).
Rodamina 123 ma charakter lipofilowy, zawiera tadunek
dodatni i akumuluje sie w mitochondriach [15,53].

C-11-BODIPY to inna szeroko stosowana sonda fluore-
scencyjna, ktéra w wyniku utleniania zmienia zakres
fluorescencji z czerwonego na zielony. Sonda reaguje z
réznymi rodnikami np. OH’, peroksylowym, alkoksylo-
wym, ONOO', nie reaguje natomiast z 0,”, NO", H,0,, tle-
nem singletowym ani hydroksynadtlenkami. Dodana do
komérek przedostaje sie do wnetrza wiekszosci organelli
bez wyraznej swoistosci [15].

Mimo oméwionej wyzej réznorodnosci, wciaz poja-
wiajg sie nowe doniesienia dotyczace poszukiwan
idealnej sondy fluorogennej do oznaczania stresu
oksydacyjnego w komdérkach. W 2014 r. opublikowano
wyniki badan, ktérych celem byto opracowanie sondy
fluorescencyjnej stuzacej do detekcji wytacznie H,0, w
komérkach [28,49]. Nadtlenek wodoru wytwarzany w
komdrce w sposéb regulowany odgrywa role wewnatrz-
komérkowego przekaznika 11 rzedu, aktywujac szlaki
sygnalizacyjne i stymulujac proliferacje komérek oraz
ich réznicowanie i migracje. Jednak w odréznieniu od
klasycznego przekaznika II rzedu, jakim jest Ca”, H,0,
jest utleniaczem stad tez jego nadmierne wytwarzanie
nie tylko zmienia procesy sygnalizacyjne, ale tez zabu-
rza homeostaze redoksowg i w rezultacie doprowadza
do stresu oksydacyjnego. Zatem badanie ochronnego
wplywu przeciwutleniaczy w stosunku do H,0, w
komérkach jest niezwykle wazne, jednak wiekszo$¢é
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metod stosowanych do detekcji RFT nie jest swoista
wylacznie dla tej postaci.

W odpowiedzi na zapotrzebowanie na sonde selek-
tywna wobec H,0, naukowcy z Uniwersytetu Fudan w
Szanghaju zaprojektowali nowatorskg radiometryczng
sonde fluorescencyjng NP1, ktdérej struktura opiera sie
na szkielecie 1,8-naftalimidu oraz estru kwasu borowego
jako sensora swoistego dla H,0,. Sonda zawiera réwniez
grupe azydkowa, ktéra pozwala na szybkie, efektywne i
wydajne faczenie z czgsteczkami biologicznymi. Umoz-
liwia to modyfikowanie swoistosci sondy do ukierun-
kowanego wykrywania czasteczek H,0, w okreslonych
miejscach w komdrce. Mozliwo$¢ zastosowania sondy
NP1 do detekcji H,0, w zywych komérkach i tkankach
byta przetestowana z zastosowaniem skaningowego
laserowego mikroskopu konfokalnego.

Sonda pep-NP1 bedaca modyfikacja sondy NP1, ma przy-
taczony do grupy azydkowej peptyd sygnatu lokaliza-
cji jadrowej, umozliwiajacy jej selektywne wnikanie do
jadra komérkowego i swoiste wigzanie sie z jadrowym
DNA. Komérki inkubowane z pep-NP1 wykazywaly silng
fluorescencje w kanale niebieskim (445 + 20 nm) i staba
fluorescencje w kanale zéttym (575 + 25 nm). W obec-
noéci H,0,, nastepuje wzrost stosunku fluorescencji w

272
kanale z6ttym do fluorescencji w kanale niebieskim [49].

Bardziej podatne na atak RFT w komérce jest jednak nie
DNA jadrowy, ale mitochondrialny (mtDNA). Sktonito to
naukowcéw do zaprojektowania innej modyfikacji sondy
NP1, ktéra polegata na wprowadzeniu do sondy NP1 pep-
tydu (pep3) wigzacego DNA znakowanego dodatnio natado-
wanym fluoroforem styrylowym wykazujacym czerwona
fluorescencje. Ten lipofilowy kation sprzyja akumulacji
sondy pep3-NP1 w miochondrium. Gdy sonda zwigze sie z
mtDNA, intensywno$¢ czerwonej fluorescencji fluoroforu
jest znacznie wieksza od fluorescencji zielonej. W obecno-
$ci H,0, natomiast nastepuje wzrost stosunku fluorescencji
zielonej do czerwonej (tabela 4) [48,50].

Istnieje takze kilka rodzajéw sond stuzacych do ozna-
czania peroksydacji lipidéw btonowych i RFT wewnatrz
bton komérkowych. Dobdr odpowiedniej sondy oraz
eksperymentalnego zrédta RFT pozwala na oznaczenie
zdolnosci badanych przeciwutleniaczy do przeciwdziata-
nia peroksydacji lipidéw. Jedng z bardziej znanych sond
tego rodzaju jest kwas cis-parynarowy (cis-PnA), ktéry w
wyniku wigzania sie z lipidami ulegajacymi peroksydacji
sam szybko ulega utlenieniu tracgc przy tym zdolno$¢ do
fluorescengiji (tabela 4). Kwas parynarowy musi by¢ stoso-
wany ze szczeg6lna ostroznoscia, poniewaz jest to kwas
wielonienasycony i moze tatwo ulega¢ nieswoistym reak-
cjom utleniania, w zwigzku z czym nalezy go przechowy-
waé w szczelnie zamknietych pojemnikach bez dostepu
$wiatta, w atmosferze N,. Moze by¢ stosowany jako wolny
kwas badz zwigzany ze swoistymi fosfolipidami.

Inng sonda pozwalajaca wykrywaé produkty peroksyda-
cji lipidéw jest difenylo-1-pyrenylofosfina (DPPP), ktéra

reaguje z produktami peroksydacji lipidéw z wytworze-
niem zwigzku charakteryzujacego sie fluorescencja przy
dtugosci fali 380 nm (tabela 4). Sonda ta jest niezwykle
wrazliwa na dzialanie $wiatla i dlatego moga wystepo-
wacl problemy z powtarzalnoscia wynikéw [15]. Jednak
zastosowanie DPPP do detekeji produktéw peroksydacji
lipidéw ma réwniez wiele zalet. Sonda reaguje z wodo-
ronadtlenkami lipidéw w stosunku stechiometrycznym,
co umozliwia ich ilo$ciowe oznaczenie. DPPP jest silnie
lipofilowa i reaguje selektywnie z produktami peroksy-
dacji lipidéw wewnatrz btony komérkowej, natomiast w
przeciwienistwie do sondy DCFH lub DHR nie reaguje z
nadtlenkami w §rodowisku wodnym. Sonda DPPP jest
odporna na kataboliczne i metaboliczne procesy zacho-
dzace w komérkach, dlatego tez jest fluoroforem z
wyboru w monitorowaniu peroksydacji lipidéw btono-
wych w zywych komdrkach [31].

POMIAR FLUORESCENCI

Istnieje kilka metod pomiaru fluorescencji: najprost-
sza jest wykorzystanie czytnika ptytek wielodotko-
wych z mozliwoscig pomiaru fluorescencji, a dane sa
przedstawiane jako spadek badZ wzrost fluorescencji w
poréwnaniu z prébka kontrolna. Jednak jako$¢ i czuto§é
komercyjnie dostepnych czytnikéw jest bardzo zrézni-
cowana, a potrzeba dokupienia specjalnych filtréw spra-
wia, iZ pomiary te sg czesto bardzo kosztowne. Nowsze
modele nie wymagaja filtréw, poniewaz stosuje sie w
nich podwdjny monochromator, przez co majg zwiek-
szony zakres dzialania. Wazne jest réwniez, aby spraw-
dzi¢ czy czytnik podaje pomiar fluorescencji z géry czy
z dotu, poniewaz w przypadku tych pierwszych komérki
muszag by¢ zawieszone w roztworze, natomiast w drugim
pomiar moze by¢ dokonywany w warunkach in situ bez
konieczno$ci odklejania komérek od podtoza, co moze
zwiekszaé w nich stres oksydacyjny. Ponadto czytniki
plytek wielodotkowych mierza catkowitg fluorescencje
nie rozrézniajac fluorescencji wewnatrzkomérkowej i
fluorescencji tla, a to moze by¢ problemem w tego typu
pomiarach [15].

Cytometria przeptywowa rozwigzuje ten problem umoz-
liwiajgc dokonywanie pomiaru wytacznie fluorescen-
cji wewnatrzkomérkowej. W wyniku zastosowania tej
techniki otrzymuje sie dane ilo§ciowe mdéwiace o liczbie
komérek emitujacych fluorescencje, zamiast wzgled-
nej fluorescencji catej prébki. Wada metody jest to, iz
komoérki musza by¢ zawieszone w prébce, a wiec wyma-
gana jest ich trypsynizacja badZ zeskrobanie, co jak juz
wspomniano grozi stymulacjg stresu oksydacyjnego i
moze doprowadzi¢ do zafatszowania wynikéw testu [15].

Najnowszym rozwiazaniem jest mikroskopia konfokalna,
w przypadku ktérej komdrki moga by¢ badane w czasie
rzeczywistym in situ, w temperaturze 37°C. Umozliwia to
lokalizacje RFT wewnatrz komdrki, a dzieki barwnikom,
np. MitoTracker, pozwala na wizualizacje udziatu poszcze-
gélnych struktur komérkowych, np. mitochondriéw w
stresie oksydacyjnym badZ jego ttumieniem [15].
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PobsumowaNiE

Obserwowany w ostatnich latach wzrost zainteresowania
zaréwno badaczy, jak i opinii publicznej reaktywnymi
formami tlenu (RFT) jest bez watpienia spowodowany
dualistyczna natura tych substancji. Z jednej strony RFT
w warunkach homeostazy petnia w organizmie funkcje
mediatoréw i regulatoréw metabolizmu, jednak ich nad-
mierne wytwarzanie oraz wyczerpanie przez organizm
naturalnych rezerw antyoksydacyjnych indukuje stres
oksydacyjny, ktéry jak sie sugeruje lezy u podtoza wiek-
szo$ci globalnie szerzacych sie i powszechnie znanych
choréb cywilizacyjnych, takich jak miazdzyca, nadci-
$nienie, czy nawet nowotwory. Wraz ze zrozumieniem
mechanizméw odpowiadajacych za powstawanie stresu
oksydacyjnego zaczeto poszukiwaé $rodkéw zaradczych
- substancji redukujacych i/lub antyrodnikowych, ktére
mogtyby przeciwdziata¢ powstawaniu w komérkach
zniszczen spowodowanych dziataniem RFT. Szczegblng
uwage zwraca sie na przeciwutleniacze dostarczane
z pozywieniem, ktére wspieraja naturalny antyoksy-
dacyjny system obronny organizmu przed uszkodze-
niami wywotanymi zaburzona homeostaza redoksowa,

PismiennicTWO

dzieki czemu moga przeciwdziataé i/lub spowalniaé
rozwdj oraz wspomagaé leczenie wspomnianych cho-
réb. Rosngce zagrozenie chorobami cywilizacyjnymi
stymuluje poszukiwania lepszych metod oznaczania
aktywnosci przeciwutleniajgcej w warunkach hodowli
komérkowych, ktére poprawnie odzwierciedlatyby
aktywno$¢ antyoksydacyjng in vivo. Stosowanie kla-
sycznych metod chemicznych nie zapewnia uzyskania
informacji na temat rzeczywistego dziatania przeciw-
utleniaczy w Zzywym organizmie. Biodostepno$¢, dys-
trybucje i metabolizm substancji przeciwutleniajacych
w warunkach in vivo odzwierciedlaé mogg natomiast
testy przeprowadzane w warunkach hodowli komér-
kowych. Najcze$ciej stosowane metody oznaczania
poziomu RFT oraz zdolno$ci przeciwutleniaczy do ich
neutralizacji w ukladach biologicznych polegaja gtéw-
nie na pomiarze chemiluminescencji lub fluorescencji
produktéw powstatych w wyniku reakcji RFT z sondami,
ktére wskutek utlenienia nabywajg zdolno$ci emitowa-
nia promieniowania. Réznorodno$¢ dostepnych sond
oraz kontrolnych 7Zrédet RFT umozliwia wybér takiego
uktadu, ktéry jest najlepiej dostosowany do oceny
aktywnosci przeciwutleniajacej badanych substancji.
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