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Zastosowanie metody fluorymetrycznej do oszacowania
catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego

Total antioxidant potential measurement using improved fluorometric assay

STRESZCZENIE

Catkowity potencjal antyoksydacyjny (CPA) opisuje wiasciwos$ci antyoksydacyjne ztozonych
uktadéw biologicznych (takich jak ekstrakty ziét czy osocze krwi) czgsto lepiej niz stgzenia
wszystkich antyoksydantéw zawartych w probce mierzonych oddzielnie. W pracy przedstawiono
i poréwnano metody wyznaczenia CPA odniesione do réznych wolnych rodnikéw. Metody te
wykorzystuja termolabilny zwiazek AAPH [2,2’-diazobis (2-amidinopropan) dichlorowodorku],
generujacy rodniki peroksylowe, reakcjg Fentona, w wyniku ktérej wytwarzane sa rodniki hydro-
ksylowe i SIN-1 (3-morfolino-sydnonimin) generujacy nadtlenoazotyny. Rodniki te utleniaja
analizowane prébki i tzw. ,,detektor”. Probka wspotzawodniczy z detektorem w reakcji z wolnymi
rodnikami, co op6znia pojawienie si¢ sygnatu detektora. Op6znienie to, zalezne od st¢zenia anty-
oksydantéw w prébce, stanowi podstawe analizy wynikéw. Pomiary CPA, odnoszace si¢ do réz-
nych wolnych rodnikéw, wykonano na prébkach ekstraktéw zi6t i napojéw alkoholowych.

Stowa kluczowe: wolne rodniki, antyoksydanty, catkowity potencjat antyoksydacyjny, fluorymetria

WSTEP

Wolne rodniki sa uwiktane w patogenezg wielu choréb, w tym nowotworéw, choréb Alzhei-
mera i Parkinsona, czy tez miazdzycy. Majq takze znaczacy udzial w procesach degeneracyjnych,
zachodzacych w komoérkach w czasie ich starzenia sig i $mierci [Halliwell 1994, Giéd i in. 2000].
Obserwowane w patologii zmiany w stezeniach antyoksydantéw sga wynikiem ich wspétdziatania
z wolnymi rodnikami. W literaturze przedmiotu sg opisy wielu metod wyznaczenia st¢zenia kaz-
dego z wolnych rodnikéw [Gt6d i in. 2000]. Mozna oznaczy¢ stezenia poszczegdlnych antyoksy-
dantéw, wydaje si¢ jednak, Ze oszacowanie catkowitego potencjalu antyoksydacyjnego (CPA) jest
zdecydowanie bardziej uzyteczne [Valkonem i Kuusi 1999, Malinka i in. 2002]. Wspétdziatanie
migdzy réznymi antyoksydantami skutkuje czgsto lepsza ochrona niz mozna by sadzi¢ po wlasno-
Sciach antyoksydacjnych poszczegdlnych zwiazkow. Przyktadem moze by¢ glutation, ktéry rege-
neruje askorbinian czy sam kwas askorbinowy, odtwarzajacy a-tokoferol [Halliwell 2000]. Warto
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zaznaczy¢, ze stres oksydacyjny i catkowity potencjat antyoksydacyjny sa to wielkosci skorelowa-
ne ze soba. Zdolno$¢ do wymiatania wolnych rodnikéw jest réznie definiowana, a samo zjawisko
jest tez réznie nazywane (TAC — total antioxidant capacity, FRAP — ferric reducing ability of
plasma, TRAP — total redox antioxidant potential, ORAC — oxygen radical absorbance capacity,
TEAC - trolox-equivalent antioxidant capacity czy TAR — total antioxidant reactivity) [Buhmann i
in. 2004]. W tej pracy bedzie uzywana nazwa catkowity potencjat antyoksydacyjny, CPA. Metody
pomiaru CPA zostaly opracowane do oszacowania zdolnosci antyoksydacyjnej ztozonych prébek
biologicznych, takich jak osocze krwi. Testy te wykorzystuja generatory réznych wolnych rodni-
kéw (zwykle sa to termolabilne zwiazki diazowe, generujace rodniki peroksylowe) i utlenianie
analizowanych prébek. Prébka dodana do mieszaniny reakcyjnej op6znia wspoétdziatanie pomig-
dzy detektorem a wolnym rodnikiem. Wyniki pomiaréw oznaczane s3a na podstawie opdznienia
zajscia reakcji detektor-rodnik, w czasie ktérego zuzywane sa antyoksydanty zawarte w analizo-
wanym materiale. Istotne jest, aby stata szybkos$ci reakcji utleniania probki byta duzo wigksza niz
stata szybkos$ci utleniania zwiazku uzywanego jako detektor. Metody opisane w literaturze opieraja
si¢ na wygenerowaniu rodnikéw peroksylowych i pomiarze kinetyki fluorescencji lub chemiluminescen-
cji produktu ich reakcji z tzw. detektorem, zwiazkiem tatwym do wykrycia. Zwykle jako detektor stosuje
si¢ pochodne fluoresceiny w pomiarach fluorescencyjnych, a luminol w pomiarach chemiluminescencyj-
nych [Wang i Joseph 1999]. Opisano takze zastosowanie metody fotometrycznej do oznaczania potencja-
tu antyoksydacyjnego w komorkach [Valkonem i Kuusi 1999].

Celem badan byto sprawdzenie mozliwosci zastosowania metody fluorymetrycznej do osza-
cowania potencjatu antyoksydacyjnego w stosunku do wygenerowanych rodnikéw peroksylowych,
hydroksylowych i nadtlenoazotynéw. Metodg testowano na grupie naturalnych antyoksydantow.

MATERIAL

Odczynniki: dioctan 2,7-dichlorofluorescyny (DCFH-DA) 2,2’-diazobis (2-amidinopropan)
dichlorowodorek (AAPH - generator rodnikéw perksylowych), chlorowodorek 3-morfolino-
sydnoniminu (SIN-1 — generator nadtlenoazotynéw) oraz bufor fosforanowy w tabletkach (pho-
sphate buffered saline, PBS) zakupiono w firmie Sigma (St. Louis, MO, USA). Pozostate odczyn-
niki byly klasy cz.d.a. i stosowano je bez dalszego oczyszczania. Wodg Milli-Q (Millipore, Bed-
ford, USA) uzywano do przygotowania wszystkich roztworéw.

Do badan wykorzystano takze zielong herbatg, aronig i imbir. Napoje alkoholowe stosowane
w pomiarach (Wédka Zotadkowa Gorzka — Polmos, Lublin, Polska; Bols Vodka — Bols Royal
Distillers, Amsterdam, Holandia; Unicum Herb Liqueur — Zwack Unicum Co. Ltd., Wegry; Sal-
miaki Cosken Corva — Altia Oyj, Helsinki, Finlandia; Metaxa — S.oE.aA. Metaxa, A.B.E. Grecja;
Whisky Johnnie Walker — Red Label, Szkocja) zakupione zostaty w pobliskim supermarkiecie.

Aparatura: produkt utleniania DCFH mierzono przy uzyciu czytnika fluorescencji z ptytek
(Thermo Labsystems, Finland); pomiary wykonywano w temperaturze pokojowej, zastosowano dtugosci
fali wzbudzenia i emisji odpowiednio 485 i 538 nm; poziom fluorescencji mierzono co minutg.

METODA

W przeprowadzonych badaniach uzywano jako detektora dioctan 2,7-dichlorofluorescyny
(DCFH-DA), ktéra pod wptywem esteraz komérkowych ulega przeksztatceniu do dichlorofluore-
scyny (DCFH). Ostatecznie, po reakcji z rodnikiem peroksylowym, otrzymuje si¢ dichlorofluore-
sceing (DCF), ktéra charakteryzuje si¢ maksimum adsorpcji przy 520 nm.

Pomiary catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego (CPA) w stosunku do rodnikéw peroksy-
lowych oparto na zmodyfikowanej procedurze Valkonena i Kuusi [1997], w ktdrej rodniki perok-
sylowe generowane sa metoda rozkladu termicznego AAPH (koncowe stgzenie — 56 mM).
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W pierwszym etapie reakcji pojawiaja si¢ dwa rodniki wgglowe, ktére nastgpnie szybko reaguja
z czasteczkami tlenu, dajac rodniki peroksylowe. Ich stgzenie mierzono poprzez konwersjg diocta-
nu dichlorodihydrofluorescyny (DCFH-DA) do silnie fluoryzujacej dichlorofluoresceiny (DCF).
Reakcje przeprowadzano w 50 mM roztworze PBS w 24°C. DCFH-DA rozpuszczano w DMSO,
a nastgpnie dwukrotnie rozcienczano woda do koncowego stgzenia 14 uM.

Rodniki hydroksylowe byty generowane w reakcji Fentona. 0,5 mM Fe** i 2 mM H,0, inku-
bowano w 5 mM buforze fosforanowym (pH 7,4) w obecnosci 1 mM pHBA w 37°C. SIN-1, donor
nadtlenoazotynéw (koncowe stgzenie 200 uM) zostat wykorzystany do generowania tlenku azotu
(NO). SIN-1 spontanicznie hydrolizuje w fizjologicznym pH do tlenku azotu NO i anionorodnika
ponadtlenkowego O,". Anion ten nie wptywa na fluorescencjg DCF (1). Tlenek azotu, jak i wytwo-
rzony z nich nadtlenoazotyn utleniaja DCFH, co zwigksza fluorescencjg (3). Analizowana probka
przesuwa mierzone sigmoidalne krzywe kinetyczne. Mierzono czas, po jakim warto$¢ fluorescen-
cji wzrastata o zadana warto$¢ (w naszym przypadku wynosita ona w jednostkach wzglednych
0,2). Wielko$¢ ta, definiowana jako CPA, zalezna jest od sumy iloczynéw stgzenia wszystkich
antyoksydantéw w prébce i ich statych szybkosci reakcji.

Pomiary powtarzano 3-krotnie dla kazdej probki. Wyniki usredniono i wyrazono wzgledem
Sredniej warto$ci uzyskanej dla prébki kontrolnej. Wyjsciowe roztwory ekstraktow analizowanych
ziét przygotowano w stezeniu 10 mg/ml, za$§ roztwory alkoholi w stgzeniu 10 pl/ml. Roztwory
przygotowano w wodzie Milli-Q.

Procedura do§wiadczalna zostata oparta na metodzie, w ktérej produkty reakcji wygenerowa-
nych wczesniej rodnikéw peroksylowych z DCFH byty mierzone fluorometrycznie. Nie uzywano
esterazy, DCFH-DA rozpuszczano w DMSO (50% koncowej objetosci). Sigmoidalne krzywe
kinetyczne uzyskane dla badanych prébek byty przesunigte wzgledem krzywych uzyskanych dla
prébek niezawierajacych antyoksydantéw. Dla kazdej krzywej okreSlono czas, po ktérym kine-
tyczna krzywa fluorescencyjna przyrasta o 0,2 swojej warto$ci poczatkowej. Réznice migdzy
wyznaczonymi z krzywych czasami dla prébki z antyoksydantem i bez niego byly miarg catkowi-
tego potencjatu antyoksydacyjnego CPA.

WYNIKI I DYSKUSJA

W ostatnim czasie obserwuje si¢ wzrost zainteresowania naturalnymi antyoksydan-
tami, wéréd nich zwlaszcza barwnikami roslinnymi — flawonoidami i antocyjanami.
Przyktadem moze tu by¢ antocyjan C3G (3-O-B-D glikozyd cyjanidyny) i jego aglikol —
cyjanidyna. Zwiazki te, obecne w wielu herbatach i ziotach, sa silnymi antyoksydantami
[Tsuda i in. 2000]. Szczegdlnie duze ich ilosci znajduja si¢ w aronii (Aronia melanocar-
pa). Cyto- i neuroprotekcyjne wlasciwosci tych zwigzkow sa szeroko opisywane w litera-
turze. Szczegdlnie bogatym we flawonoidy ziolem jest herbata. Jej prozdrowotne wia-
$ciwosci s znane juz od czterech tysigey lat.

Wartosci CPA 1 mg/ml ekstraktéw zidl, odniesione do rodnikéw hydroksylowego
i peroksylowego oraz nadtlenoazotynu, przedstawiono na rys. 1. W przeprowadzonych
badaniach stwierdzono, Ze najsilniejszymi wlasno§ciami antyoksydacyjnymi ze wszyst-
kich badanych substancji charakteryzowata si¢ zielona herbata (przy czym byly one naj-
stabsze w stosunku do rodnika hydroksylowego). Warto$ci CPA mocnych alkoholi objg-
tych badaniem przedstawiono na rys. 2. Stwierdzono, ze najsilniejszym antyoksydantem
wsréd alkoholi byt wegierski Unicum. Ponadto potwierdzono spostrzezenie, ze wzgledne
warto$ci CPA zaleza od generowanego rodnika, co oznacza, ze zawsze powinny by¢ one
odniesione do rodnika, ktérego dotycza wykonywane pomiary.
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Rys. 1. Warto$ci CPA 1 mg/ml ekstraktéw zi6t, odniesione do rodnikéw hydroksylowego
i peroksylowego oraz nadtlenoazotynu
Fig. 1. TAP values of 1mg/ml of herb extracts related to peroxyl and hydroxyl radicals
and peroxynitrite

160
140
120+
100+
CPA [min] 80+
60
40
20

<
Unicum -
Salmiaki

4
=]
E

Zotadkowa

ORO2 BOH MONOO |

Rys. 2. Wartosci CPA badanych alkoholi
Fig. 2. TAP values of the examined alcohols
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Zgodnie z wyprowadzonym réwnaniem CPA, odniesionym do rodnika peroksylowe-
go, powinno si¢ ono charakteryzowa¢ liniowa krzywa kalibracji, co zostalo potwierdzone
w badaniach. Liniowa krzywa kalibracji umozliwia tatwe poréwnywanie wynikéw roz-
nych probek. Krzywe kalibracyjne odniesione do rodnika hydroksylowego i nadtlenoazo-
tynu nie wykazywaly zalezno$ci liniowej, w tych przypadkach otrzymano zalezno$ci
wyktadnicza i logarytmiczna.
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SUMMARY

Total Antioxidant Potential (TAP) frequently better describes the antioxidant properties of the
complex biological samples (such as herbal extracts or blood plasma) than concentrations of all
individual antioxidants in the sample. In the paper improved fluorometric assays of the TAP
measurements have been described. These tests adopt thermolabile diazocompound [2,2’-diazobis
(2-amidinopropane) dihydrochloride — AAPH] generating peroxyl radical, Fenton reaction pro-
duced hydroxyl radicals and SIN-1 (3-morpholino-sydnonimine) generating peroxynitrite. These
radicals oxidize the analyzed samples and so called ,,detector”. Sample competes with the reaction be-
tween detector and radical; therefore, it delays this reaction. Results are calculated from the delay time
during which antioxidants are consumed. Assays related to different radicals are described and compared.
They will be tested measuring antioxidant potentials of different herb extracts and alcohol compounds.
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