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Zalozenia i cel pracy

Biologicznym procesom utleniania i redukcji moze towarzyszy¢ bardzo staba emisja
kwantow $wiatta widzialnego (UPE — ultra-weak photon emission). Wynika ona z powstawania
tlenu singletowego 1 wzbudzonych tripletowo grup karbonylowych podczas utleniania r6znych
drobno czasteczkowych zwigzkow (np. kwasu moczowego, tryptofanu, witaminy B12) jak i
duzych biomolekut (DNA, lipidow). Tlen singletowy oraz wzbudzone tripletowo grupy
karbonylowe wracajac do stanu podstawowego emituja odpowiednio swiatto w pasmach 634
nm, 703 nm 1 1270 nm oraz w przedziale 350 nm do 550 nm. Takie swiatto mozna rejestrowac
bezposrednio ze skory lub bton $luzowych cziowieka. Dzigki zastosowaniu czutych metod
pomiarowych (luminometry z nowoczesnymi fotopowielaczami chtodzonymi do niskich
temperatur) mozna precyzyjnie mierzy¢ UPE 1 wykorzystywa¢ to do monitorowania
intensywnosci reakcji wolno-rodnikowych in vivo i in vitro, a takze moze to stuzy¢ do oceny
farmakologicznych interwencji majacych ograniczy¢ stres oksydacyjny w organizmie lub
oceny antyoksydacyjnych wiasciwosci roznych syntetycznych lub naturalnych zwiazkow
pochodzenia roslinnego.
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Odczynnik Fenton’a (Fe?* + H20;) a takze jego modyfikowane uktady (dodatek AA i
czynnikow chelatujacych Fe?* takich jak EDTA lub EGTA) generujace rodniki wodorotlenowe
sa wykorzystywane do badania oksydatywnych uszkodzen DNA, biatek i lipidow. Poniewaz
jego sktadniki (Fe?* i H202) wystepuja naturalnie w organizmie czlowieka jest to czgsto
stosowany model w badaniach nad wolno-rodnikowymi procesami patologicznymi
odpowiedzialnymi za rozwoj r6znych chorob. Sam odczynniki Fenton’a generuje UPE poprzez
tworzenie i rozpad tlenu singletowego. Do tej pory nie opisano czy modyfikowane uklady
Fenton’a generujg UPE (jesli tak to jaki jest mechanizm emisji §wiatla) i czy zjawisko to mozna
wykorzysta¢ do badania antyoksydacyjnych wilasciwosci réznych fitozwigzkéw w tym

polifenoli roslinnych.
Dlatego tez celem mojej pracy byto :

1. Opracowanie wydajnego i stabilnego generatora fotono6w w mechanizmie utleniania -
redukcji na bazie modyfikowanych uktadow Fenton’a: Fe?*-EGTA- H,02i Fe?*-EDTA-AA-
H.0: .

2. Zbadanie ktora z reaktywnych form tlenu jest odpowiedzialna za UPE modyfikowanych

uktadow Fenton’a.
3. Zaproponowanie mechanizmu powstawania UPE w modyfikowanych uktadach Fenton’a.

4. Zastosowanie opracowanego generatora do oceny antyoksydacyjnych wlasciwosci
wybranych ro$linnych kwaséow fenolowych o znanych wlasciwosciach prozdrowotnych:

kwasu ferulowego, kwasu kawowego i kwasu chlorogenowego.
Material i Metody

Doswiadczenia sktadaty si¢ z czterech etapow. W pierwszym etapie zbadatem emisje

UPE dla czterech réznych stezen uktadu Fenton’a Fe?*-EGTA- H20; i Fe?*-EDTA-AA-H.0;
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w warunkach statego wzajemnego stosunku molowego poszczegdlnych reagentow Fe?*do
EGTA do H,0; i Fe** do EDTA do AA do H202 réwnego odpowiednio 1:2:28,1 i1:2:5,1:
28,1.

W drugim etapie po ustaleniu optymalnego (pod wzgledem emisji UPE) st¢zenia obu
modyfikowanych uktadow Fenton’a przeprowadzitem eksperymenty dotyczace specyficznosci
emisji UPE z Fe*"EGTA- H20; i Fe*"EDTA-AA-H:0; .

W tym celu jony zelaza Fe?* zamienialem na te same stezenia dwuwarto$ciowych kationow
innych metali (Cu?" Cr?* Co?* Mn?"), a czynnik chelatujacy EGTA zamienialem na inne
chelatory (EDTA lub cytrynian). Odpowiednio EDTA zamieniatem na EGTA lub cytrynian.

W trzecim etapie ocenitem wptyw zmiataczy rodnika wodorotlenowego (mannitolu i
DMSO), katalazy (rozktada H202), SOD (rozktada rodnik ponadtlenkowy) oraz azydku sodu
(zmiatacza tlenu singletowego) na emisj¢ $wiatla z obu badanych ukladéw Fenton’a.
Dodatkowo ocenitem wplyw AA na emisje UPE z uktadu Fe**-EGTA- H,0;

W czwartym etapie ocenitem wplyw roslinnych kwaséw fenolowych (kwas ferulowy,
kwas kawowy, kwas chlorogenowy) w koncowych st¢zeniach 87 pumol/l, 174 pmol/l i 870
umol/l na emisje $wiatta z uktadu Fe?*-EGTA- H20, i Fe2+-EDTA-AA-H,0,.

Kazde doswiadczenie bylo przynajmniej czterokrotnie — powtarzane wraz z
odpowiednim zestawem uktadow kontrolnych. Emisje $wiatta UPE mierzytem za pomoca
luminometru AutoLumat Plus LB 953 (Berthold, Germany) wyposazonego w fotopowielacz
chtodzony uktadem Peltiera do temperatury 8°C i zakresie czutoéci od 380 nm do 630 nm w

ciggu 120 s w temperaturze 37 °C.

Wyniki

Optymalne stezenia obu uktadéw Fenton’a jako emiteréw UPE byty nastepujace 92,6
umol/l Fe?*-185,2 umol/l EGTA-2,6 mmol/l H,0; oraz 92,6 umol/l Fe?* —185,2 umol/l EDTA
— 472 umol/l AA — 2,6 mmol/l H20> . Emisja $wiatla jest ich cecha specyficzng gdyz zamiana
Fe®* na inne kationy i EGTA lub EDTA na inne chelatory powodowata prawie catkowity zanik
chemiluminescencji. Emisja UPE z uktadu Fe?*-EGTA- H;0, zalezata od rodnika

wodorotlenowego 1 czesciowo od rodnika ponadtlenkowego (77+5 % hamowania przez DMSO
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w stezeniu 2,22 mmol/l i 65£14% hamowania przez SOD w stgzeniu 0,185 U/ul , p<0,001).

Natomiast w przypadku Fe?*-EDTA-AA-H,0 tylko zmiatacze rodnika wodorotlenowego
hamowaty istotnie UPE (76+12 % hamowania przez DMSO w stezeniu 2,22 mmol/l, p<0,01).
W obu przypadkach dodanie katalazy hamowato UPE, co jasno wskazuje, ze H2O jest
niezbednym reagentem do zapoczatkowania procesOw emisji Swiatla.

Kwasy fenolowe we wszystkich badanych stezeniach hamowaty UPE z ukladu Fe?'-
EGTA- H2O2 . Juz w najnizszym badanym stezeniu 87 pumol/l hamowanie emisji $wiatta
osiggato 90+4 , 90+£5197+2 % (p<0,001) odpowiednio dla kwasu ferulowego, chlorogenowego
1 kawowego. Rowniez AA w stgzeniu 0,46 mmol/l prawie calkowicie zahamowat (92+1 %
p<0,001) emisje $wiatta z Fe?*-EGTA- H20; .

Natomiast dodanie kwasow fenolowych do uktadu Fe?*-EDTA-AA-H,0, mialo calkowicie
odwrotny efekt, silnie zwigkszato emisj¢ UPE. Dla najwyzszego badanego st¢zenia 870 pmol/l
efekt wzmocnienie emisji $wiatla wynosit 5, 13,9146,8 razy (p<0,001) odpowiednio dla kwasu
ferulowego, chlorogenowego i kawowego. W oparciu 0 uzyskane wyniki i dane literaturowe
zaproponowatem mechanizm emisji §wiatla z obu uktadoéw, w ktérym koncowym i kluczowym
elementem jest inicjowane przez rodniki wodorotlenowe powstawanie wzbudzonych
tripletowo grup karbonylowych, ktére wracajac do stanu podstawowego (nie wzbudzonego)

emitujg §wiatlo.

WhioskKi

1. Modyfikowane uktady Fenton'a 92,6 pmol/l Fe?*-185,2 pmol/l EGTA-2,6 mmol/l H.O; oraz
92,6 umol/l Fe?* — 185,2 umol/l EDTA — 472 umol/l AA — 2,6 mmol/l H,0; s3 wydajnym i
stabilnym Zrodtem UPE i moga by¢ wykorzystane do badan biologicznych procesow utleniania

i redukcji w warunkach in vitro.

2. Emisja $wiatta z uktadu Fe?"-EGTA-H20; zalezy od rodnikéw wodorotlenowych i czesciowo
od rodnikéw ponadtlenkowych za$ emisja z uktadu Fe2+-EDTA-AA-H20: zalezy tylko od

rodnikow wodorotlenowych.
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3. Bezposrednim zrodiem $wiatla w obu uktadach sa powstajace tripletowo wzbudzone grupy
karbonylowe. W ukladzie Fe?*-EGTA-H;0, powstaja one w nastepstwie pekania wigzan
eterowych w czasteczce EGTA pod wplywem rodnikéw wodorotlenowych. W uktadzie Fe?*-
EDTA-AA-H>0O, produkty utleniania EDTA 1 AA tworzg wigzanie estrowe ktore pekajac pod

wptywem rodnikéw wodorotlenowych przeksztatcaja si¢ we wzbudzone grupy karbonylowe.

4. Emisja $wiatla z uktadu Fenton’a Fe?*-EGTA-H20; jest silnie hamowana przez roélinne
kwasy fenolowe (ferulowy, kawowy, chlorogenowy) 1 AA. Zjawisko to moze byc¢
wykorzystane do badania antyoksydacyjnych wlasciwosci polifenoli i innych fitozwigzkéw w

kontekscie ich wlasciwosci pro-zdrowotnych.

5. Emisja $wiatta z uktadu Fe?*-EDTA-AA-H,0; jest silnie wzmacniana przez roélinne kwasy
fenolowe (ferulowy, kawowy, chlorogenowy). Zjawisko to moze by¢ wykorzystane do
wykrywania i pomiaru stgzenia kwasow fenolowych i innych polifenoli w wyciagach
ros$linnych poddanych rozdziatowi chromatograficznemu. Moze to mie¢ zastosowanie w

produkcji r6znych suplementéw diety o wlasciwos$ciach antyoksydacyjnych
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