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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

‘OH - rodnik hydroksylowy

ArO " - rodnik aryloksylowy

CAT - katalaza

Cp - ceruloplazmina

Cpk — ceruloplazmina wyizolowana z osocza krwiodawcow
Cpm — ceruloplazmina wyizolowana z osocza chorych zewtekh miazdzycowy
niedraznoscig tetnic konczyn dolnych

CRP — biatko C-reaktywne

Cu,Zn-SOD — wewntrzkomorkowa dysmutaza ponadtlenkowa
DPPH — 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy

EPM - ekstrakt z pestek maliny

EPR — elektronowy rezonans paramagnetyczny

GPx — peroksydaza glutationowa

GSH - glutation zredukowany

GSSG- glutation utleniony

H»0O, — nadtlenek wodoru

HDL - frakcja lipoprotein o digej gestasci

HDL-C - cholesterol frakcji HDL

His — histydyna

HOCI — kwas podchlorawy

LDL - frakcja lipoprotein o matejegtcici

LDL-C - cholesterol frakcji LDL

LSD - dietyloamid kwasu lizergowego

MDA - dialdehyd malonowy

Mn-SOD - mitochondrialna dysmutaza ponadtlenkowa wgwkomaorkowa
MT — miazdzyca ttnic

NADH - dinukleotyd nikotynamidoadeninowy

NO - tlenek azotu

NO3 - jon azotanowy

O," - anionorodnik ponadtlenkowy



Wykaz stosowanych skrétéw

OCI - anion kwasu podchlorawego

OH" — grupa hydroksylowa

ONOO' - nadtlenoazotyn

PMNT — przewlekta miadzycowa niedranos¢ tetnic konczyn dolnych

PON1 — paraoksonaza

rft - reaktywne formy tlenu

TA — tetniak aorty

TBARS - Thiobarbituric acid reactive substances zwigzki reagujce z kwasem
tiobarbiturowym

TC — cholesterol catkowity

wr - wolne rodniki



Wprowadzenie

l. WPROWADZENIE

Organizm ludzki wypos@ny zostat w enzymy i zwkki o dziataniu przeciw-
utleniagcym chrongce przed niekorzystnym dziataniem wolnych rodnikdwaktywnych
form tlenu, charakteryzagych s¢ duza reaktywndciag oraz zdolnécia do uszkadzania
komorek i tkanek.

Wyniki bada epidemiologicznych i klinicznych wskazujze substancje egzogenne
mog rowniez chront organizm przed dzialaniem wr i rftRole taka spetniaj
przeciwutleniacze dostarczane do organizmu wrandyktamizywnaosciowymi bogatymi
w zwigzki polifenolowe, np.. owoce i warzywa, zielona lbega, czerwone wino.
Zainteresowanie tymi skiadnikamywnosci i ich korzystnym wptywem na zdrowie nie
stabnie. Wiele z nich obi ryzyko wysipienia nowotworow, alergii, choréb ukfadu
krazenia, a take mae dziald przeciwzapalnie. Cliomechanizm dziatania przeciw-
utleniapcego zwizkoéw polifenolowych zostat juniejednokrotnie potwierdzoniyn vitro,
to jednak ich wspoétdziatanie z przeciwutleniaczamilogennymi, zwtaszcza reaguymi
Z tym samym substratem, wymaga jeszcze wielubada

Ekstrakt z pestek maliny oraz obecne w nim kwaswltave mog stanowé grupe
substancji egzogennych zdolnych eliminéwaolne jony Fe(ll), a tate Fe(lll),
ze srodowiska i wspotdziala z endogennymi przeciwutleniaczami w zapobieganiu
generowaniu wr i rft. Relacje gdzy tymi dwiema grupami przeciwutleniaczy wymagaj
zbadania, gdy wspolny substrat oraz relacje d&bowe stwarzaj warunki do dziatania

konkurencyjnego lub synergistycznego.
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Il. WSTEP

1. Przeciwutleniacze egzogenne

Zwigzkami dostarczanymi do organizmu z diet wykazupcymi wiasciwosci
przeciwutleniaggjce @ gtownie witaminy C, E, A ip-karoten oraz zwizki nalezgce
do grupy polifenoli. Witamina C dostarczana jest afganizmu wraz z pgwieniem.
Jej stzenie we krwi zalgy od sposobu agwiania, przebytych choréb i intensywioo
proces6w metabolicznych. Reaktywtowitaminy C wobec O, H,O,, ‘OH, HOCI,
rodnikdbw nadtlenkowych i tlenu singletowego jestzivea dzigki jej silnie redukujcym
wiasciwosciom. Witamina E ¢ — tokoferol) chroni przed utlenieniem fosfolipidpecne
w btonach komdrkowych, lipidach i lipoproteinachtraymuje odpowiedni potencjat
redoks komorki, zmiata wolne rodniki organiczne,gagza tlen singletowy. Gtownymi
postaciami witaminy A dostarczanymi do organizmuestry retinolu i prowitaminy,
gtdwnie B — karoten. Karotenoidy posiadagdolng¢ wygaszania tlenu singletowego,
reaguj z organicznymi rodnikami powstaymi w wyniku peroksydacji lipidow chrogg

btone komdrkows oraz organizm przed nowotworami i starzeniegn Si

1.1.Charakterystyka zwigzkow polifenolowych

Polifenole stanowi bardzo liczg i wazng grupe zwigzkOw naturalnie wysgpujacych
w zywnosci | wykazupcych wig&ciwosci przeciwutleniggce. Ze wzgidu na budow
chemiczm ich podstawowego szkieletu ¢glowego wyr@ni¢c mozna nastpujace

podgrupy: kwasy fenolowe, flawonoidy, stilbenygriany.

1.1.1. Kwasy fenolowe

W obrbie kwasow fenolowych wyedmi¢c mazna dwie podklasy: pochodne kwasu
cynamonowego oraz kwasu benzoesowego (ryc. 1). Kwaslroksycynamonowegs
bardzo rozpowszechnione w przyrodzie, jednak rzadkstpuja w formie wolnej,
a czsciej w postaci pochodnych glikozydowych lub estr@wkwasami: chinowym,
szikimowym i tartanowym. Natomiast zawao hydroksypochodnych kwasu
benzoesowego w f{bnach jadalnych jest bardzo mafta, z wilgjem niektorych

czerwonych owocow (truskawki, malinyzjey), cebuli i herbaty [1].
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Kwasy hydroksybenzoesowe Kwasy hydroksycynamonowe
Oy_OH Oy__OH
=
R1 R3 R:
RZ RZ

R;=R,=0OH, R=H : Kwas protokatechowy R,=OH : Kwas p-kumarowy
Ri=R,=R;=OH : Kwas galusowy Ri=R,=OH : Kwas kawowy
R;=0OCH;, R,=0OH : Kwas ferulowy

Ryc. 1. Struktura kwasoéw fenolowych.

Morgan J.M.: Complexes of iron with phenolic compds from soybean nodules and other legume tissue.
Free Radic Biol Med1998, 22, 861-870.

1.1.2. Flawonoidy

Czasteczki zwizkow naleacych do grupy flawonoidow opietag na uktadzie dwoch
pierscieni benzenowych patzonych tacuchem trojwglowym lub piegcieniem
heterocyklicznym. Ze wzgtlu na due zr@nicowanie w budowie i wkiwosciach
przeciwutleniagcych dokonano podziatu flawonoidoéw na podklasywbay, flawonole

(katechiny i proantocyjanidyny), flawanony, flawanwntocyjany, izoflawony oraz

0 ¢

chalkony (ryc. 2).

e}
Struktura flawonoidow Chalkony Flawony Flawonole
() °
¢}
: SoNee
9 9 (
0 OH Z
Flawanony Flawanole Antocyjany Izoflawony

Ryc. 2. Struktura poszczegoélnych podklas flawonaid6

Bravo L.: Polyphenols: chemistry, dietary souraastabolism, and nutritional
significance Nutr Rev.1998,56 (11): 317-333.
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1.1.3.Lignany

Cechy charakterystyczn budowy lignanow jest obecio dwoch jednostekp-hydro-
ksyfenylopropanowych. Zwzki te wystpuja w scianach komoérkowych zldoraz nasion,
ktore mog by¢ uwolnione po spoyciu przez cziowieka na skutek dziatania bakterii
jelitowych. Wyjtkowo dwo lignanéw zawiera siemiilniane oraz ziarno sezamowe,
ale wystpuja one réwnie w owocach (jagody), warzywach (czosnek, marchem)inach

stragczkowych, jak rownig w herbacie i czerwonym winie.

1.1.4. Stilbeny

Stilbeny g niskoczsteczkowymi sktadnikami komoérek, pochodnymi difergtenu,
nalezacymi do fitoaleksyn wykazggych wiaciwosci antybakteryjne i przeciw-
grzybiczne. Kluczowym enzymem bimym udziat w ich syntezie jest syntaza stilbenowa
katalizupca medzy innymi reakej kondensacjip-kumarylo-S-CoA i trzech gateczek
malonylo-S-CoA, prowadza do powstania resweratrolu. Jegezehie w winiescisle
powigzane jest z aktywr$gcig patogenow rdinnych [Botritis cinered wywotujacych
infekcje winorgli, co jednoczeénie wptywa na jego zwkszory syntez.

1.2. Whasciwosci przeciwutleniajace polifenoli

Rozwdj bada nad widciwosciami przeciwutleniajicymi zwigzkow polifenolowych
byt zwigzany z poszukiwaniem przyczyn istotnejzmity w czstcsci wystpowania
chorob uktadu sercowo-naczyniowegoedry mieszkacami krajowsrédziemnomorskich
i krajow wysoko-uprzemystowionych zachodniej Eurofdadania prowadzone w roku
1970 w ramach projektuSeven Countries Studwykazaly niszy zachorowalnge
na chorob wiencowg w krajachsrédziemnomorskich, co przypisano charakterystycanem
dla tego regionu Europy sposobowizgdiania [2]. Natomiast w roku 1979 St. Leger
I wspoOtpracownicy zaobserwowali odwrgtaaleznos¢é miedzy umieralnéciag na choroby
serca a spgciem wina [3]. Okrélenie ,francuski paradoks” wprowadzone przez Ridaar
w 1987 roku miato na celu podktenie, Z pomimo spaywania znacznej ikzxi ttuszczow
zwierzcych, Francuzi rzadziej chorujna miadzyce w poroéwnaniu z mieszkaami
innych krajow Europy zachodniej, co w® by zwigzane ze znacznym spaiem

czerwonego wina [4]. Kolejne podejmowane projekagdwcze miaty na celu wyjaienie
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szczegolnych wkxiwosci czerwonego wina. Okazalogsiiz jest ono bogate w zwaki
polifenolowe, szczegdlnie resweratrol i kwercetydzicki ktorym wykazuje wiéciwosci
przeciwutleniajce, rozszerzage naczynia krwiorime i przeciwzapalne [5, 6]. Dziatanie
takie przejawia si przede wszystkim w regulacji ¢genia lipoprotein diej

I matej gsstasci (HDL i LDL), zapobieganiu utleniania LDL, hamowa adhezji

I agregacji ptytek krwi [7]. Intensyfikacja batlanad zwizkami polifenolowymi

I wyjasnienie przyczyn i mechanizmow korzystnego dziatamizerwonego wina
na organizm cztowieka spowodowata,zainteresowaniegtgrup zwigzkOw nie stabnie.
Poszukiwanegprzede wszystkim nowe polifenolie oraz iaiddta, a take badanessich
przeciwutleniaggce wiaciwosci w kierunku zapobiegania Ilub ograniczania rozwoju

réznych chorob.

1.2.1. Wptyw budowy zwiazkdw polifenolowych na ich aktywndé¢ przeciwutleniajaca

Korzystne farmakologiczne oddziatywanie flawonoiddévwynika przede wszystkim
z ich aktywndci przeciwutleniggcej scisle powipzane] z budoy, a szczegdlnie
wzajemnym potgeniem podstawnikbw chemicznych (Ryc.3), oraz ze Iradoig
do inhibicji enzyméw generggych wolne rodniki i reaktywne formy tlenu (oksyglaz
reduktazy).

Ryc.3. Podstawowa struktura flawonoiddw.

Wang H.: Tea flavonoids: their functions, utiligatiand analysys.
Trends Food Sci TecR000, 11, 152-160

Wielu autorow wskazujezimogy one nie tylko ogranicZareakcje inicjowane przez
wolne rodniki, ale i nie dopuszazalo ich generowania. Co ydej wykazuj zdolng¢
do chelatowania jonéw metali przejowych, ograniczag ich udziat w generowaniu
wolnych rodnikoéw (wr) i reaktywnych form tlenu (xfta take regenerowa inne

niskoczsteczkowe przeciwutleniacze (kwas askorbinowy).
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Badania prowadzone przez Van Ackera i wspotprackéwi miaty na celu ocegi
wptyw budowy wybranych flawonoidéw na aktyw4do przeciwutleniagca [8].
W pismiennictwie naukowym aktywrdé ta okreslang czesto jako structure activity
relationships SAR, ktép ocenia si na podstawie zdolgoi poszczegolnych zwikkow
do zmiatania m.in.: rodnika hydroksylowego HGnionorodnika ponadtlenkowega©
Jak wskazuj autorzy, obecni@ grupy OH przyiczonej do wgla C3 w strukturze
flawonoidéw odgrywa szczeg@jnrole w przypadku zmiatania rodnikow,0O Grupa
ta przyhczona do pidgcienia B nadaje wysakstabilng¢ rodnikowi aryloksylowemu
(ArQ’), poprzez utlenienie do formy chinonowej [9] lullakalizacg elektronu [10].
Oceniajc zdolng¢ flawonoidéw do zmiatania HQugrupowanie to nie odgrywa istotnej
roli, podobnie jak obecré wigzania podwojnego railzy C2 a C3, co nie jest zaskalag
ze wzgkdu na najwyszs reaktywnd¢ rodnikow HO w grupie rft [11].

Flawonoidy zawierace ugrupowanie katecholowe w gi@eniu B charakteryzajsic
wysokimi zdolngciami zmiatania wolnych rodnikéw. Wydaje: siiec, ze pozostata e&¢
struktury flawonoidu w przypadku obectd tego ugrupowania nie odgrywa znaee
roli. Niezwykle wysolg zdolngciag do zmiatania wolnych rodnikow charakteryzuje si
kwercetyna, zawieragga oprocz ugrupowania katecholowego jeszczgaviie podwojne
migdzy C2-C3 oraz grup hydroksylowa przylaczory do wegla C3. Wykazano, zi
flawonoidy zawierajce w swej strukturze grgphydroksylows przylaczory do wegla C7
nie wykazuj zdolngci do zmiatania wolnych rodnikow. Natomiast wprowewlie grupy
pirogallolowej w piegcien B zamiast ugrupowania katecholowego znacznie wantag
aktywna¢ (mirycetyna). Jednak Cotelle i wspétpracownicy eswgy, iz zwigzkKi
zawierajce to ugrupowanie mag wykazywa& aktywnaé prooksydacyjn
I generowa anionorodnik ponadtlenkowy [12]. Wprowadzenie grupetylowej czy te
etylowej w pozyci 4 flawonoidu mae uaktywnig grupz 3-OH (hesperetyna,
hesperydyna), co wplywa na podiggenie jego aktywrici przeciwutlenigjce]
w poréwnaniu ze zvgzkami magcymi wylgcznie grug hydroksylowg w 3’ (naryngenina,
apigenina).

Jak wskazuyj doniesienia literaturowe, antocyjanidyrytsardzo dobrymi zmiataczami
wolnych rodnikéw [13]. Charakteryzyjsic one bowiem bardzo niskim potencjatem
utleniapcym, ktory w zalenosci od warunkédw reakcji powoduje pojawienieg Sch
wiasciwosci przeciwutleniagcych lub proutleniacych [14]. Ich wysoka aktywrio
Zwigzana jest z charakterystygznbudows, a mianowicie obecroia atomu O

w pierscieniu C (jon oksoniowy).
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Rozpatrugc zdolng¢ flawonoidow do kompleksowania jonéw metali pézgwych
wydaje s¢, ze wystpowanie grupy hydroksylowej w pozycji C3 zwku odgrywa
znacznie waniejszy role niz grupa hydroksylowa przytzona do wgla C5. Take
wystepowanie ugrupowania katecholowego wasteczce podwisza jej zdoln&t
do chelatowania jonéw metali przejowych, w porownaniu ze zgzkami zawiergcymi
grupe hydroksylows przylsczorg do C5. Wykazanozze takie zwazki, ktore mog
kompleksowa jony metali poprzez ugrupowanie C5-OH oraz Og4tabymi chelatorami.

Dyskusyjna jest natomiast rola ugrupowania hydrtikgggo podczonego z C3
w czsteczce flawonoidu. Podczas gdy wielu autorow wsjeana jej ogroma role,
w szczegOlnéci w grupie zwizkéw zawierajcych wigzanie podwojne mdzy C2 a C3,
inni sugeruw, iz glikozylacja tego ugrupowania w znacznym stopniaskuje ich
aktywnas¢ przeciwutleniajcg, a nawet catkowicie niweluje [15, 16]. Wydaje gednak,
iz mimo tegoze glikozyd mae maskowéa ugrupowania odpowiedzialne za chelatowanie,
w przypadku dogpncsci innych grup mogcych rownie kompleksowé jony metali,
nie ma to w¢kszego znaczenia.

Ugrupowanie katecholowe w péeieniu B znacznie poprawia wi@wosci
przeciwutleniagice u flawonoidow, jednak takiego wptywu nie obsgensi w przypadku
polimetylowanych flawonoidéw. Poniewapolimetylowane flawonoidy nie twogz
aroksylowych rodnikéw, na pewno nie modziata jako zmiatacze wolnych rodnikow,

mog jednak kompleksowsgjony metali.

1.3. Biodostepnos¢ zwiazkow polifenolowych

W ostatnich latach mima zaobserwowa znaczny wzrost prowadzonych bada
majcych na celu okidenie biodosipndici i jej wplywu na aktywnét biologiczry
poszczegolnych zwikkéw fenolowych. Rozpowszechniong sdwniez badania mage
na celu wyjanienie jakim procesom metabolicznym one ulggajaka ich czs$¢ ulega
wchtonieciu.

Ustalenie przeeinej dziennej dawki zwiekdéw polifenolowych, jak spaywa
cztowiek jest bardzo trudne. Utrudnienia te wynikarzede wszystkim z #dych
nawykéw zywieniowych ludndci, a take z braku danych o efeniach poszczegdlnych
zwigzkow fenolowych w produktach sppwvczych. Wyznaczenie takiej dawki jest jednym
z warunkow okréenia biodosfpnaici poszczegolnych zwikow, ktora ,definiowana jest

jako cz$¢ dawki substancji przenikgga do kszenia ogélnego i uczestngza
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w  fizjologicznych  procesach  organizmu i/lub  akunw#ma w  nim”.
Na wartd¢ tg wptywa medzy innymi czas, po ktérym zostanie gupiicte najwiksze
stezenie danego zwkku we krwi, a take sposob jej podania. Waftota opisup
nastpujagce parametry: , pole powierzchni pod krzyprzedstawiajca zaleznos¢ stzenia
badanej substancji we krwi od czasu (Al@ea under the curyeczas po ktérym zostanie
osiagnicte stzenie maksymalne danego awku we krwi oraz wart@®@ maksymalnego
stezenia” [17]. Bierze s rowniez pod uwag biologiczny okres poéitrwania danego
Zwigzku mowgcy o czasie, po ktdérym jegoegenie we krwi zmniejsza gio potowe.
Badania wskazgj ze stzenie flawonoidow w osoczu agia poziom uM

i jest nizsze w poréwnaniu z waoiami srednich s¢zen przeciwutleniaczy endogennych
tj.. kwasu askorbinowego i moczowego [17].

Zwiagzki polifenolowe trafigjc wraz z paywieniem do przewodu pokarmowego
ulegap przemianom, a naginie wchianianiu. Sugeruje ¢si iz pierwszym etapem
metabolizmu flawonoidéw przyjmowanych z pokarmerst j@eglikozylacja, a naginie
koniugacja. Powstage wowczas pochodne sulfonowe, hydroksylowe, glohkowe
i metylowe flawonoidéw znacznie gxiej wystpuja we krwi niz ich aglikony. Na tych
etapach przemian nie bez znaczenia wydagjégi natura aglikonu flawonoidu, a tak
rodzaj i miejsce przyczenia pochodnej cukrowej. Wykazare, glukozydy kwercetyny
ulegap deglikozylacji w jelicie cienkim szczuréw z udiam B-glukozydaz, natomiast
3-O-ramnoglukozyd kwercetyny (rutyna) takiej reakeajie ulega [18]. Hollman
i wspotpracownicy dowiedlize kwercetyna jest znacznie lepiej przyswajalna wnie
glikozydéw niz w postaci czystej lub jako rutyna (3frutynozyd). Sformutowali
rowniez wniosek, & glukozydy kwercetyny wchtaniane sv jelicie cienkim, natomiast
3-Of3-rutynozyd dopiero w jelicie grubym. Co ¢eej, jej okres péttrwania nie wynost
nawet 20 godzin, co me swiadczy o jej wysokiej zdolnéci do kumulowania si w
organizmie [19].

Piskuta i wspétpracownicy dowiedlig jednym z gtdwnych parametréw wptyweych
na wchtanianie flawonoidéw jest ich rozpuszcz&ind20]. Okazuje s rowniez,
iz wiasciwe rozdrobnienie pokarmu w jamie ustnejamon znaczgcy sSposob wplyg
na ich uwolnienie. Na tym odcinku przewodu pokarragw zachodzi przede wszystkim
czesciowa hydroliza glikozydow flawonoidéw [21]. Natoast w zotadku, ze wzgidu
na jego mniejsg w porownaniu z jelitami powierzchyi wchtanianie zwjzkow
polifenolowych nasfpuje w nieznacznym stopniu. Murota i wspoOtpracownstigeruy

jednak, # aglikony flawonoidéw mog uleg& sprzganiu z kwasem glukuronowym
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w btonach sluzowych zotadka, a nasgpnie wchiongciu [22]. Dalsze trawienie

i wchianianie nagpuje w jelicie cienkim z wykorzystaniem dwdéch meaizandw.
Jednym z nich jest hydroliza glikozydow flawonoidawswietle jelita cienkiego przez
B-glikozydazy. Mog one take by transportowane do enterocytéw z udziatem SGLT1
(sodium-dependent glucose transportéslikozydy ulegaj hydrolizie do aglikonéw pod
wptywem B-glikozydaz obecnych w cytosolu komérek. Drugim vpdapodobnym
mechanizmem jest hydroliza przkxtase-phlorizin hydrolas@.PH) obecna w bionach
komoérkowych kosmkow jelita, a uwalniane ¢kii jego aktywndci aglikony

w bezpdrednim gsiedztwie btony komorkowej wnikgjdo cytosolu na zasadzie dyfuzji
[18].

Jezeli chodzi o izoflawony, doniesienia literaturowée nwskazuy jednoznacznie,
ktéra z form, wolna czy zwkana, jest lepiej przyswajalna. Zespoty badawczelbdeha
oraz Honga wykazatyze daidzeina i genisteina, mimo ich krétkiego okresdtrwania
w poréwnaniu z kwercetyn gromadz sie w tkankach gruczotu sutkowego kobiet oraz
gruczotu krokowego grczyzn [23,24]. Potwierdza to ich zdokéodo kumulowania si
w organizmie.

Antocyjany § grupm zwigzkdéw bardzo stabo wchitanianych, a przeprowadzodaria
nad ich biodospnacscia wykazup, iz skzenie ich w osoczu me ksztattowa
sie na poziomie nM. Podobnymi wdeiwosciami charakteryzyj siec proantocyjanidyny.
Holt i wspoétpracownicy wykazalize spolimeryzowane proantocyjanidyny nie ulggaj
wchtoniciu bez uprzedniej depolimeryzacji odbywagj st w jelicie grubym [25].

Kwasy fenolowe jak np.: kwas kawowy czy kwas galgosy dobrze wchtaniane.
W mniejszym stopniu wchtanianiu ulegakatechiny, flawanony i kwercetyna w formie
glikozydow. Do najstabiej wchtanianych zali¢zyalezry proantocyjanidyny, pochodne
galusowe katechin, a tak antocyjany [26]. Wykazano réwuieiz absorpcja katechin
wzrastata w przypadku spgwvania ich w postaci kapsutek, kiedy to przyjmowano
je na czczo. Co wcej, zaobserwowano niewielki, ale zngoz wzrost aktywnéci
przeciwutleniajcej osocza w poréwnaniu z wynikami, jakie uzyskaihe grupy badanej
spazywajacej polifenole wraz z czagnlub zielory herbaj. Zaabsorbowane zw#ki
polifenolowe ulegaj metylowaniu, przeksztatceniu w pochodne siarczantues cukrowe
w btonie $luzowej jelita cienkiego. Wykazanoz igalusan epigalokatechiny i galusan
epikatechiny wysfpuja w o0soczu w postaci wolnej, natomiast epikatechiny

i epigalokatechiny domingjjako pochodne siarczanowe i glukuronidowe. Natginia
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stezenia galusanu epigalokatechiny i galusanu epikatgchv moczu ksztaltowaty
sie na bardzo niskim poziomie [27].

Wiasciwosci  przeciwutleniggce flawonoiddw wynikaj z zachowania struktury
chemicznej umdiwiajgce] zmiatanie wolnych rodnikow, chelatowanie jondmetali
i hamowanie aktywnii oksydaz. Sprmanie flawonoidow w formy glikozydowe
w kragzeniu ogolnym zmniejsza najgziej aktywnd¢ przeciwutleniajca w stosunku
do formy wolnej (aglikonu). Pozostaje ¢ui otwarte pytanie, czy wdaiwosci przeciw-
utleniagce flawonoidéw oceniane w warunkaichvitro zachowanegspo ich wchiongciu

z przewodu pokarmowego.

1.4. Wihasciwosci chelatujace zwhzkow polifenolowych

Dzienne spgycie zwihzkdéw polifenolowych w diecie krajéw Europy zachagjni
wynosi okoto 1g [28]. Ze wzgllu na to, # zelazo Fe(ll) bardzo fatwo utleniagsi
do Fe(lll), proces ten nie nigé za soh pewne niebezpiecastwa. Podczas gdy jony
zelaza Fe(lll) s biologicznie mniej aktywsp forma, jony Fe(ll) § odpowiedzialne
za powstawanie rft, ktore mggdnicjowaé peroksydagj lipidow, kwaséw nukleinowych
oraz biatek. @ maze by generowany podczas jednoelektronowej redukgji pizez
Fe(ll). HO, maze powstawé w reakcjach enzymatycznych albo jako produkt dytsaju
O,", ktoéry podczas reakcji Fentona meoby¢ przeksztatcony w rodnik hydroksylowy.
Reakcja ta mze by katalizowana przez jony metali prggpwych m.in.:zelaza Fe(ll),
ktore po przydczeniu do czsteczki tlenu prowadzdo powstania bardzo reaktywnego
jonu perferrylowego [Fe(l)-¢).

Pierwszym sygnatlem wskaaaym na to, # lipidy ulegap peroksydacji inicjowanej
ta przez jony Fe(ll) jest nieprzyjemny zapaghwnosci. Proces ten uznany jest rOwhie
za jedn z gtdwnych toksycznych reakcji zachadgch w organizmie [29].

Status redoksgelaza ma niewtpliwie wptyw na jego absorpgjw jelitach. Dominujca
forma jonowg w uktadach biologicznychasjony Fe(ll) i Fe(lll). Zelazo w zywnokci
istnieje jako Fe(lll) i w diej czsci ulega redukcji przez #ego rodzaju sktadniki obecne
w pazywieniu. Czynnikiem redukggym mae by kwas askorbinowy zwkszapcy
stezenie Fe(ll) oraz jego dagincs¢ i absorpat. Ta forma jonowa bowiem jest lepiej
rozpuszczalnaw pH = 7,4.

Wiele doniesié literaturowych wskazuje, zi autooksydacja Fe(ll) jest zate

od czynnikéw takich jak: pH, bufory, deghas¢ chelatorow [30,31]Jonyzelaza rzadko
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wystepuja w formie wolnej w warunkach fiziologicznych, adigdy przyhczone do jonéw
znacznie ograniczajich reaktywnéé. Szybkd¢ procesu autooksydacji Fe(ll) w dunm
stopniu zaley od ukfadu buforujcego. Jak donosi Welch, najmniejszy wptyw na proces
autooksydacji Fe(ll) wydajegimie¢ bufor Hepes [30].

Chvatalova i wspotpracownicy wykazalze polifenole posiadage katecholowe
lub gallolowe ugrupowanie w znagz sposOb wptywaj na wzrost szybkai utleniania
Fe(ll) [32]. Zastosowanie fizjologicznego pH wplywa na tworzestabilnych termo-
dynamicznie chelatow Fe(ll) i Fe(lll) z katecholarkiore w tym przypadku pelpirole
ligandéw dwukleszczowych. We wdréejszych badaniach wykazana, ugrupowanie
katecholowe jest odpowiedzialne za $@iavosci chelatugce zwhzkoéw, w ktérych sj
znajduje. Jednade dwa szybkdéé utleniania Fe(ll) przez tlen w obecwmdo kwasow
Z ugrupowaniem katecholowym sprawianie tworz one chelatow z Fe(ll) ale z Fe(lll).
Utlenianie Fe(ll) byto bardziej wydajne w obeéookwasow fenolowych posiadgych
ugrupowanie katecholoweznw przypadku tych kwasow, ktore zawiergrup; gallolows.
Kwasy fenolowe okazaly sibardziej efektywnymi w poréwnaniu z odpowiagaimi im
fenolami nie zawiergtymi grupy karboksylowej (COQ Przykladowo, kwas
protokatechowy i kwas galusowy byly bardziej wyaajw poréwnaniu z katecholem
I metylogalusanem. Tak wé ujemny tadunek grupy karboksylowe] kwasu fenolgae
wydaje s¢ wspomaga stabilizacg tadunku Fe(lll). Metylogalusan okazale shajmniej
efektywny spéréd analizowanych w tych badaniach gzkidow, gdy: powodowat jedynie
wzrost szybkéci utleniania Fe(ll) w przypadku zastosowania romotowych sgzen
kwasu izelaza. W tym przypadku bardzo szybko gpsje kompleksowanie jonow Fe(ll),
CO ogranicza proces autooksydacji.

Po spayciu pokarmu znaczne #oi ‘wolnego’ zelaza ulegaj przyswojeniu, na co ma
wptyw m.in.: pH zolagdka [32]. Podczas procesow trawienia pokarmuzemalogé
do r&nego rodzaju interakcji railzy polifenolami pochodzenia damnego a jonami
zelaza. Zwazki polifenolowe chelataj jony Fe(lll) zmieniggc ich rozpuszczalr$d
I reaktywnd@¢. Dzienna dawka zwikow polifenolowych spiyta wraz z napojami czy
owocami mae by wysoka. Wykazanozzikawa i herbata istotnie oliaija wchtanianie
zelaza niehemowego, co by spowodowane kompleksowaniem jonéelaza przez
zawarte w nich polifenole. Obie formy jonowelaza zostajwchtaniane, jednak spad
nich jony Fe(ll) ulegaj temu procesowi znacznie fatwiej, agwizwigzki mogice obniaé

proporcg Fe(ll)/Fe(lll) mog rowniez ograniczé wchianianiezelaza w organizmie.
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Istotna jest rénica w zdolnéci do zmiatania wolnych rodnikbéw przez flawonoidy
i ich kompleksy z jonami metali. Badania takie pealzit zespdt Moridaniego,
ktory oceniat zdoIn& wybranych flawonoidow, a tak flawonoidow skompleksowanych
z Cu(ll), Fe(ll) i Fe(lll), do zmiatania © [33]. Okazato si, iz kompleksy flawonoidéw
z jonami metali w stosunku 2:1 zmiatapdniki O, efektywniej w poréwnaniu z wolnymi
flawonoidami. Prawdopodobnie w tej formie flawonpidlegaj tatwiej utlenianiu przez
O,". Wyniki te zestawiono z danymi uzyskanymi dla deksyaminy — stosownego
klinicznie chelatora jonOwelaza i stwierdzonozikompleks deferoksyamina:Fe(lll) nie
zmiata Q", co mae sugerowd iz nieodzownym etapem reakcji zmiatania tego rodnika
jest tworzenie kompleksu gdzy Fe(lll) a flawonoidem. Nie bez znaczenia dla
chelatowania jest rowniebudowa flawonoidu. Potwierdzonge flawonoidy zawierage
ugrupowanie hydroksylowe w pozycji C3 i C4’, a zakwigzanie podwojne mdzy
C2 i C3 g niezlzgdnymi elementami budowy dobrego chelatora (kweregtyfisetyna,
kemferol), a co za tym idzie pozwajapa czsciowe utlenienie flawonoidu przez,O
Ze wzgkdu na to, z katechina i taksyfolina nie posiadayigzania podwoéjnego raizy C2
i C3 oraz grupy —OH przytzonej do C3, a luteolina nie ma w swe struktunzgyg—-OH
w pozycji C3, nie utlenigj sic po skompleksowaniu jonoéw metali. Podobnie dziége s
z rutyrg, ktorej ugrupowanie 3-OH zablokowane jest przeglawodan. Okazato si
takze, iz w przypadku inkubacji flawonoidéw bez udziaelaza wykazywaly one znacznie
nizsza zdolna¢ do ochrony komorek przed uszkodzeniami wyrj&gami z niedotlenienia.
Tego rodzaju zwizki kompleksowe zawiergge flawonoidy i jony Fe(ll), Fe(lll) i Cu(ll)
w stosunku gten 2:1 znacznie lepiej zmiatajO,” generowany w uktadzie oksydaza
ksantynowa/hipoksantyna w porownaniu z wolnymi thaeidami.

Mechanizm zmiatania £ przez kompleks luteolina:Fe(lll) zostat w§faony przez
Moridianiego i zespot [33], w oparciu o cykl przeanj jakim mog ulega& katechole
(Ryc.4.) [34]. Luteolina wjzac jon Fe(lll) tworzy zwizek kompleksowy, ktéry dalej
maze ulec utlenieniu przez O do semichinonowej formy [rodnik semichinonowy
luteoliny:Fe(ll)] (A). Dalsze przemiany tej formkompleksowej mog prowadzé do
powstania pocgkowego katecholu oraz'o-chinonu na drodze reakcji dyspro-
porcjonowania. Zwjzek ten mae take ulec przeksztatceniom prowadym
do powstania dimeréw, trimeréw oraz polimerow llirgo Rodnik semichinonowy
luteoliny:Fe(lll) maze ulec réwnie redukcji w reakcji z kolejnym © prowadzacej
do powstania rodnika semichinonowego luteoliny:Fe), ktéry to samorzutnie prze-

ksztatcany jest w zwrzek kompleksowy luteolina:Fe(lll).
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Ryc.4. Mechanizm zmiatania anionorodnika ponadterdgo przez zvgzek
kompleksowy katecholelazo na przyktadzie luteoliny.
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1.5. Wihasciwosci prooksydacyjne zwizkOw polifenolowych

Niejednokrotnie udowodniono dziatanie przeciwzapalnprzeciwnowotworowe
I przeciwmiadzycowe zwizkow polifenolowych [35, 36]. Cao i wspotpracownicy
dowiedli, z te same flawonoidy magwykazyw& silne wigciwosci przeciwutlenigjce,
jak i rowniez prooksydacyjne, uzataione od ich stzenia izrédta wolnych rodnikéw [37].
Prooksydacyjne wigiwosci kwasu kawowego ujawniaty esim.in. w reakcji utleniania
LDL indukowanej jonami Cu(ll) [38]. Wykazanoz iaktywna¢ przeciwutleniajca oraz
prooksydacyjna flawonoidowcisle zaley od ich struktury [37]. Flawony i flawanony,
ktore w swych strukturach nie posiagagrupy OH, nie wykazaly ani aktywsa
przeciwutleniagcej ani prooksydacyjnej inicjowanej przez Cu(ll). -nitylacja
i prawdopodobnie inne O-modyfikacje flawonoidéw pawiap je aktywndci
przeciwutleniagcej i prooksydacyjnej. Wzywnosci flawonoidy wystpuja przede
wszystkim jako O-glikozydyw ktérych to cukier przgiczony jest do wgla C-3. Utrata
prooksydacyjnej aktywrigi flawonoidow, inicjowanej przez metale pra@pwe, poprzez
metylacg lub glikozydowe modyfikacje tych zwzkow maze wigc miet fizjologiczne
i farmakologiczne znaczenie. Wydaje, st aktywna¢ prooksydacyjna flawonoidéw oraz
innych przeciwutleniaczy (kwas askorbinowy;tokoferol) inicjowana jonami Cu(ll)
nie ma wekszego znaczenian vivo, gdyz jony Cu(ll) pozostay w duzym stopniu
zZwigzane z biatkami. Wyniki uzyskane przez innych bagapotwierdzity hipoteg,
iz obecné¢ jonbw metali przdéciowych mae sprzyjé ujawnianiu sp wihasciwosci
prooksydacyjnych zwzkow polifenolowych, czego dowodem jest zddthkatalizowania
procesow degradacji DNA i modyfikacji zasad purygotvi pirymidynowych przez kwas
kawowy i kwercetyn [39,40,41]. Mechanizm reakcji obragogj prooksydacyjm
aktywna¢ kwercetyny zaproponowat Hodnick sugaenyjiz autooksydacja kwercetyny
oraz powstawanie rodnikbw kwercetyny poprzez imge z mitochondrialnym
transportem elektronéw prowadzi do powstania” @Qrycina 5). Kwercetyna me
redukowa jony Fe(lll)do Fe(ll), co sprzyja generowaniu najbardziej rpaktego rodnika

hydroksylowegdOH w reakcji Fentona i Habera-Weissa [42].
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Ryc. 5. Udziat kwercetyny w generowaniu wolnychnit@dw w obecnéci O, lub
Fe(ll).

Galati i wspétpracownicy dowiedlizisemichinonowe rodniki polifenoli zawiesalych
ugrupowanie katecholowe w swej strukturze (kwas dwayy kwercetyna) magtatwiej
utlenia askorbinian w poréwnaniu z ich odpowiednikami zzrapcymi uktad fenolowy
(kwas p-kumarowy, kempferol) [43]. Wykazali tak iz flawonoidy zawierajce w swej
strukturze ukiad katecholowy, nie zawiemg jednak 2-3 wazaa podwdjnych, znacznie
stabiej katalizyj utlenianie askorbinianu. Utlenianie weptizkomorkowego askorbinianu
przez kwercetyg i kampferol mae wskazywé na to,  rodniki semichinonowe tych
flawonoidow g prawdopodobnie odpowiedzialne za wyczerpanie ashkianu
w hepatocytach. Zwrki polifenolowe obecne w diecie, zawiey@@ uktad fenolowy,
mog by¢ metabolizowane przez peroksydazdo rodnikow fenolowych.
Ich prooksydacyjny charakter sprawia, $ na tyle reaktywne, aby utledi&SH i NADH
w hepatocytach. Inkubacja komoérek atvobowych z zwizkami polifenolowymi
zawierajcymi uktady fenolowe prowadzita do utlenienia GSld &SSG, natomiast
reakcja prowadzona ze =zwkami polifenolowymi zawiergcymi ugrupowanie
katecholowe obnita stzenie GSH poprzez tworzenie konjugatow z GSH. Baslacz
zaobserwowali rownie ze polifenole zawiergge uktady fenolowe znacznie tatwiej

utleniap ludzka oksyhemoglobig oraz przyczyniaj sic do hemolizy erytrocytow.
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Wiele flawonoidéw, w tym kwercetyna, m® wykazyw& wiasciwosci mutagenne
i kancerogenne [44,45]. Molekularny mechanizm duigt mutagennego flawonoidéw nie
jest jeszcze do Kma poznany. Jednai zaobserwowanoz wiasciwosci te ujawniag Sie
w aerobowych warunkach, co wskazuje na igtablec O, w tym procesie [46]. Badania
wykazaly, # kwercetyna, mirycetyna i kemferol indukuperoksydag lipidow oraz
uszkodzenia nici DNA. Okazato ¢Si iz proces ten inicjuj reaktywne formy tlenu
wygenerowane w czasie ich autooksydacji lub podpzasmian w cyklu reakcji redoks,
jakim mogy one ulegé [47,48]. Zaobserwowano rowrieobnizenie s¢zenia glutationu
oraz niszg aktywndci transferazy S- glutationowej w izolowanydafijach hepatocytow
przez flawonoidy. To z kolei mi® by przyczym stresu oksydacyjnego. Ostabienie
naturalnego systemu obronnego organizmu przezrity w sktad ktérego wchodzi m.in.
GSH, prawdopodobnie indukuje stres oksydacyjnypeagpkowujacy uszkodzenia DNA
oraz peroksydagjlipidéw [49]. Niekorzystne skutki oddziatywaniaaflonoidow mog
wynika¢ z ich wiaciwosci prooksydacyjnych ujawniggych s¢ w pewnych warunkach
reakcji m.in.. w obecr@i jonéw metali przégciowych. Flawonole zawiergge
katecholowe lub pirogallolowe ugrupowanie w pageniu B mog ulec autooksydaciji
w obecnéci jondw metali przggciowych i generowa rft, pomimo wielu niezaprze-
czalnych dowodow wskazigych na ich korzystne terapeutyczne detavosci. Wydaje s¢
jednak,ze aktywnd¢ prooksydacyjna flawonoli jako wynik proceséw alksygdacii nie
ma duego znaczeni@n vivo, ze wzgkdu na to, z jony metali w organizmie pozosiaj
w stanie zwazanym [50].

Badania prowadzone przez Ohshimwspétpracownikow wykazaty,zi flawonoidy
posiadajce orto-trihydroksylowe ugrupowanie w pieieniu B (myrycetyna, galusan
epigallokatechiny, delfinidyna) Ilub A (baikaleinayvykazup wysolky aktywnaé
prooksydacyjs w obecnéci NO prowadzc do uszkodzenia DNA [51]. Natomiast
zastosowanie w modelu badawczym samego NO albmflaidu bez dodatku NO nie
prowadzito do uszkodzenici DNA. Autorzy zaproponowali nagiujacy mechanizm
reakciji:

1) NO reaguje z tlenem prowagizdo powstania NOX, ktére utleniagwigzki
Z ugrupowaniem katecholowym prowadz do ich pochodnych
chinonowych,

2) 0", maze by generowany przez uktad chinon/hydroksychinon,

3) NO reaguje z G, bardzo szybko prowadz do powstania ONOO
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Prooksydacyjne wigiwosci okreslonych flawonoidéw w obecrici NO prawdopodobnie
zZwigzane § z generowaniem reaktywnych form azotu w wyniku koga NO

Z semichinonowymi/chinonowymi pochodnymi flawonaido
1.6. Wihasciwosci przeciwutleniajace wybranych kwaséw fenolowych

Pochodne kwasu hydroksycynamonowegp lsardzo szeroko rozpowszechnione
w roslinach. Wykazano,ze mog dziata przeciwutleniajco przede wszystkim jako
zmiatacze wolnych rodnikéw, co zygiane jest z ich zdoldoia do oddawania protonu
I tworzenia w wyniku tej reakcji stabilnego i maieaktywnego rodnika fenoksylowego.
Tworzg one przede wszystkim estry z kwasami organiczngraz z glikozydami [52].
Jak wskazuj doniesienia literaturowe, estryfikacja kwasu kawge weglowodanem
prowadzi do obrienia jego wiéciwosci przeciwutleniajcych [53]. Chen i Ho dowiedli,
ze kwas chlorogenowy wykazat #8273 aktywnad¢ przeciwutlaniajca w poréwnaniu
z kwasem kawowym zawartym w oleju kukurydzianym ][5Mwas kawowy zmiatat
rodniki alkoksylowe powstate w wyniku rozpadu éstrmetylowych kwasu linolowego w
oleju stonecznikowym znacznie lepiej w poréwnanikvzasem chlorogenowym. Tz
kwas kawowy wydajniej zapobiegat utlenianiu lipidow migsniach ryb nk kwas
chlorogenowy [55]. Z drugiej strony Sroka i Lisowskugeruj, ze addycja kwasu
chinonowego do kwasu kawowego powoduje wzrost akbyer przeciwutleniajcej, ale
i zmniejszenie zdoln@i zmiatania rodnikow DPPH w pordéwnaniu z samym &ema
kawowym [56] Cheng, Dai i Zhou wykazaliz ioba kwasy w rownym stopniu zapobiegaj
peroksydacji LDL in vitro [57]. Badania prowadzone przez Marigowykazaty,
iz aktywna¢ przeciwutleniaggca obu kwasow podczas utleniania triacyloglicewololeju
stonecznikowym silnie zaky od stzenia obu przeciwutleniaczy. Zastosowanie obu
kwaséw w szeniu 2,8x100 M pozwolito udowodni, ze oba posiadaj zblizona
aktywnas¢ przeciwutleniajcag. Natomiast zastosowanie obu kwaséw gzestiach powyej
10x10* M ujawnito, iz to kwas kawowy jest o wiele efektywniejszym inldibem reakcji
niz kwas chlorogenowy. Wygaieniem tego zjawiska magby¢ specyficzne interakcje
migdzy kwasem i wodoronadtlenkami, a zakmaliwos$¢ udziatu wolnorodnikowych
pochodnych kwasu chloro genowego weed niz jednej reakcji propagacji, kiedy
to wolnorodnikowe pochodne kwasu kawowego uczeairidko w jednej [58].

Rodzina kwasow chlorogenowych obejmuje estrgns cynamonowych kwasow

oraz kwasu chinowego i stanowi domigay frakcje polifenoli w kawie, truskawkach,
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jabtkach, stoneczniku i jagodach. Aktyw&rzeciwutleniajca tych zwazkéw przejawia
sie przede wszystkim w ich zdoléd do zmiatania wolnych rodnikéw, kompleksowania
jondw metali przeciowych. Mog one rownie¢ zmniejsza absorpg glukozy

i modulowa& ekspresj gendw enzymow przeciwutlenigych [59,60]. Przypuszczaesi
takze, z mog one chroni paraoksonaz (PON1) obecy w HDL przed inaktywag
wywotarg chlorowaniem. Badania prowadzone przez Gugliucevspotpracownikéw
wykazaty, © kwasy te g przyswajalne przez organizm cziowieka. Po konsyirkaovy
w surowicy krwi cziowieka zidentyfikowano osiem merow kwasu chlorogenowego.
Badania wykazaty,zi stzenie 5 pmol/l 5-CQA (5-kawoilochinowy) pozwala n8%
ochrorg aktywnagci PON1 przed inaktywagj spowodowas przez podchloryn
(HOCI/OCI) w stzeniu 50 umol/l, a catkowdtprotekcg oshgnicto dla wyzszych s¢zen
kwasu [61].

Chat wykazano, ze wiele rdglin moze by zrédtem kwasu chlorogenowego
(kawa, jabtka, truskawki, jagody), wydajeg¢siiz poszukiwanie nowychzrédet tych
zwigzkow ze wzgidu na ich szerokie fitoterapeutyczne dziatanie jekt najbardziej
uzasadnione. Autorzy we zwracaj uwag na to, ¥ herbata maté, sppwana na szerak
skak w Ameryce Potudniowej zawiera wysokie¢zmnie kwasu chlorogenowego
(6 umol/l) i wykazuje wiéciwosci przeciwutleniagcein vitro i in vivo. Badania sugersy
iz chlorowanie HDL mege wplywa& na obnienie aktywnéci PON1, a kwasy chloro-
genowe mog znost szkodliwe efekty dziatania HOCI/OCIna paraoksongz

a co za tym idzie oddziatywachronnie na uktad sercowo-naczyniowy.

2. Wspotdziatanie przeciwutleniaczy egzogennych i endennych

Wysoce wyspecjalizowany enzymatyczny system obramggnizmu, w skiad ktérego
wchodz wewmngtrzkomérkowa (Cu,Zn-SOD) oraz mitochondrialna dysmea
ponadtlenkowa (Mn-SOD), wewtrizkomorkowa, zotadkowo-jelitowa i o0soczowa
peroksydaza glutationowa (GPx), oraz katalaza (CAMpomagany jest rowrieprzez
metalotionein, albumirg, ceruloplazmin (Cp) oraz przeciwutleniacze niskasteczkowe

takie jak glutation, kwas moczowy, melatonina irabina.
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2.1.WitaminaEiC

Ochrona organizmu przed reaktywnymi formami tlenzesto whze sk
ze wspotdziataniem przeciwutleniaczy hydrofobowyeh hydrofilowymi, a take
wspoiprag enzymoOw przeciwutleniggych z przeciwutleniaczami matagsteczkowymi
oraz przeciwutleniaczy endogennych z egzogenny#ji [6

Przyktadem wspotpracy przeciwutleniaczy hydrofobolwvyi hydrofilowych jest
zdolna¢ regeneracji rodnika tokoferylowego przez askodnniBruno i wspotpracownicy
wykazali, & przyspieszony ubytek gteniaa— i y-tokoferolu w organizmie palacza jest
wynikiem stresu oksydacyjnego [63]. Zapotrzebowamaeobie witaminy u palaczy jest
duzo wigksze w poréwnaniu z osobami niegaimi. Podawanie palaczom witaminy C
w dawce 500 mg przez 2 tygodnie znacznie spowolpioces utraty witaminy E
(odpowiednio o 25% dla-tokoferolu i 45%y-tokoferolu). Obserwacje te potwierdzaj
hipotez, iz kwas askorbinowy regeneruje rodnik tokoferylowytdkoferolu przedtiajac
w ten sposéb jego okres potrozpadu. dRziutozeniu grupy chromanowej ggteczki
tokoferolu na granicy faz mibwe jest jej oddziatywanie z askorbinianem obecnym

w fazie wodnej (rycina 6).

Ifocd)r?k aiy rodnik
nadtlenkow tokoferol askorbylowy
Peroksydacja Witamina E Witamina
lipidow C
ROOH rodnik
nadtlenek aiy o
kwasu tokoferylowy askorbinian
tluszczov

Ryc. 6. Wspoétdziatanie witaminy C i E w zmiataniolmych rodnikéw.
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2.2.Witamina E i Se

Wiasciwosci przeciwutleniggce selenu uwarunkowang przede wszystkim jego rpl
jako niezlgdnego skitadnika centrum aktywnego peroksydazy udutawe] [64].
Wskazuje si takze na zdoln& Se do regeneracji witaminy E w ukladach biologiein
Wykazano bowiem, zi wzbogacanie msa mieszani witaminy E i Se w celu
zahamowania procesow oksydacyjnych, a w konsekwstadjilizacji barwy, jest bardziej
efektywne ni samy witaming E czy Se [65]. Postulujec¢size Se | witamina E mag
odgryw& istotrg role w zapobieganiu raka prostaty. Badania prowadzoneamvach
projektu The Alpha-Tocopherol, Beta-Carotene Cancer Pragant(ATBC) Trial
wykazaty, ze podawanie 50 jednostek witaminy E dziennie spomado statystycznie
istotne obnienie ryzyka wysipienia raka prostaty u palaczy [66]. Natomiast dpki
zaleencsci nie stwierdzono w ramach programilhe Heart Outcomes Prevention
Evaluation (HOPE) Triamimo podawania witaminy E w jeszczeckszej dawce 400 [U.
Nalezy zad& sobie pytanie czy palenie papierosOw nie jest gkdrezynnikiem
ograniczagcym wiaciwosci prewencyjne witaminy i czy niegone silnie skorelowane
z je] dawly. Dowodem wskazggym na silne wigciwosci prewencyjneSe s3 wyniki
uzyskane wThe Nutritional Prevention of Cancer (NPC) Trigwiadczce o 52%
obnizeniu ryzyka wysipienia raka prostaty u g¢mczyzn, ktérzy przyjmowali 20Qug
Sel/dzié srednio przez 6,4 lat. W ramach projeKWiTamins And Lifestyle (VITAL)
majcego na celu ocenwplywu suplementacji witaminy E i Se na obemie ryzyka
wysfgpienia raka prostaty, uzyskano odweptraleznos¢ migdzy suplementagjwitaminy
E oraz stopniem zawansowania choroby zaobserwptydiko w grupie niepalcych oraz
bylych palaczy. Podobnej zatesci nie stwierdzono w odniesieniu do selenu. Raziee
wyniki uzyskane w régnych projektach badawczych sugeruy wielkos¢ dawki witaminy
E nie jest bez znaczenia i preoona odgrywadecydugca rolg. Ustalenie korzystnej dawki
wydaje s¢ bardzo zasadne tak z powodu literaturowych doniesiewskazugcych
na niekorzystne oddziatywanie witaminy E w dawkaolwyzej 400 IU [67,68]. Trudng
w porownywaniu wynikdw badaoceniajcych wpltyw witaminy E spoywanej z dief
oraz suplementowgnna r&ne schorzenia zwtana jest z rfnica w stosowanych
stezeniach, a take z jej przyswajalnicia. Podobnie jest z Se, gdynimo wielu zrodet
tego pierwiastka w pgwieniu (zba@a, produkty mleczne, jaja, drob, rybyjudno jest

ocent stezenia, w jakich zostaje on przyswojony przez orgamibtrudnienia te gscisle
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Zwigzane z réanicami w jego zawarteiach w glebach i wodach categwiata, a co za tym

idzie w paywieniu.

2.3.S0D i Cp

Warto réwnie wspomni€ o wspotdziatajcych ze solp enzymach katalizagych
rozktad reaktywnych form tlenu. Istotne sie tylko korzyci dla organizmu wynikage
ze wspotdziatania SOD i enzymow rozkiagtaich generowane w organizmie rft,
ale i wzajemne uzupetnianiegsiv sytuacji wzmaonego wykorzystania czy zmniejszonej
syntezy biatka enzymatycznego. Iskra [69] wykazetaniedokrwienie umiarkowane oraz
krytyczne ka@czyn dolnych u rzczyzn z miadzyca tetnic wywiera wptyw na aktywrig
ceruloplazminy, stzenie Cu w surowicy [Tabela 1] oraz aktywtoCu,Zn-SOD
w erytrocytach [Tabela 2]. Wzrost aktywioo ceruloplazminy oraz atenia Cu
w poréwnaniu z grup kontrolrg zwigzany jest reakgj ostrej fazy towarzysza stanowi
zapalnemu w niedokrwieniu krytycznym. Aktywd¢oCu,Zn-SOD w erytrocytach rowrie
wzrasta, ale tylko w przypadku niedokrwienia umaawianego. Nagty spadek aktywioo
tego enzymu w niedokrwieniu krytycznym prawdopodebn zwigzany jest
ze zwekszonym wykorzystaniem i niewystarczey syntea tego enzymu. W zwieku
ze wzrastajcg aktywndcig ceruloplazminy w obu stopniach niedokrwienia w@wamaniu
Z grup kontrolmg, mazna przypuszcza iz w niedokrwieniu krytycznym to wkaie

ceruloplazmina przejmuje rbtdéwnego przeciwutleniacza we krwi.

Grupa Aktywno ¢ Cu w surowicy Cu w $cianie
oksydazowa Cp pmol -dm? tetniczej
U-dm? ng/g suchej tkanki
MT *190+41 *24.6+4.9 *6.8+2.6
n=32
TA 125+35 28.614.5 4.3+1.7
n=26
Grupa kontrolna 123+18 16.3+1.8 3.0£1.1
n=12 n=10

*- jstotna r@&nica w poréwnaniu z grupkontrolng, p<0,05

Tabela 1 Aktywnos¢ oksydazowa ceruloplazminy (Cp) w surowicy orazesia
miedzi w surowicy kcianie ttniczej nezczyzn z miadzyca tetnic (MT), tetniakami
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Grupa Cu,Zn-SOD Cp Cu
U -g'Hb U -dm?® pmol -dm*
Niedokrwienie 20561872 * *%194452 * *%23.5+4.2
krytyczne

n=14
Niedokrwienie *2657+35 *139+35 *18.5+2.0
umiarkowane

n=12

Grupa kontrolna 1205+353 123+18 16.3+1.8
n=12

*- jstotna r@nica w poréwnaniu z grupkontrolng, p<0,05
**.jstotna rdéznica medzy krytycznym i umiarkowanym niedokrwienienx@05

Tabela 1 Aktywnos¢ Cu,Zn-SOD w erytrocytach oraz aktywédamksydazowa
ceruloplazminy (Cp) i skenie miedzi w surowicy w krytycznym i umiarkowanym
niedokrwieniu kaczyn dolnych u rzczyzn z MT oraz w grupie kontrolnej [69].

2.4. Zwigzki polifenolowe i enzymy przeciwutleniagce

Enzymatyczny system przeciwutlenigy wspomagany jest rowrnigrzez polifenole.
Wykazano bowiemze kurkumina i kwercetyna powoduyvzrost aktywnéci GPx, SOD,
CAT in vivo i in vitro [70,71]. Molina i wspotpracownicy [72] zaobserwowal
ze diugotrwate podawanie etanolu (5 g/kg masy ciaigszom spowodowato znagz
wzrost s¢zenia utlenionego glutationu (GSSG) oraz wzmagatocgs peroksydacii
lipidow, przy réwnoczesnym ohteniu aktywnéci CAT, SOD i GPx. Okazuje gi
ze proces uszkodzenia atkoby inicjowany przez etanol me mig€ podiaze
wolnorodnikowe [72]. Suplementacja kwercetyny przemawaniem etanolu wptgia
na wzrost aktywnai CAT i GPx. Zaobserwowano rowrievzrost poziomu GSH, spadek
stezenia produktow peroksydacji lipidow oraz zmniejseepoziomu GSSG. Clio
mechanizm wspotdziatania kwercetyny i GPx nie jstnany, przypuszczagsiiz jest
to wynik wspétdziatania obu przeciwutleniaczy, caggptwierdzeniem ma by wzrost
poziomu GSH silnie zwrzany ze podawaniem kwercetyny oraz indukowanie staro
aktywnaici GPx przez glutation. Sugeruje; sidwniez, ze kwercetyna mie przerywa
ciagg reakcji wolnorodnikowych w warstwie lipidowej Iolp komoérkowej, a take
chelatowé@ jony metali przejciowych zapobiegaf inicjowanym przez nie reakcjom
generugcym wolne rodniki. Takie] zalmosci nie zaobserwowano u myszy, ktorym
kwercetyre podawano dopiero po sheiu etanolu.

Duze ilosci rft generowanegsw momencie reperfuzji i w ggu kilku pierwszych minut

po tym zdarzeniu. Uszkodzenia biatek, lipidow i leda nukleinowych &dace wynikiem
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tego procesu stwierdzono przede wszystkim w takiatmdach jak serce, jelito, nerka
I watroba [70]. Wykazanoze enzymy przeciwutlenigge (SOD, CAT) mog znacznie
zmniejszé, a nawet zapobieda uszkodzeniom tych nagddw w wyniku nie-
dokrwienia/reperfuzji, co ma ogromne znaczenie prapsplantacji naggdow. Ekspresja
tych enzyméw, a tade ich aktywnéc¢ w tkankach, mze by zwickszona przez kurkumgn
Ten polifenol pochodzenia $iinnego, gtéwny sktadnik kurkumy, nie spowalnié proces
peroksydacji lipidéw, obre¢ skzenie dialdehydu malonowego (MDA) co sugeruje,
iz wplywa ona na wzrost aktywed enzymdéw  przeciwutleniggych

w watrobie po jej uszkodzeniu w wyniku niedokrwienigeefuzji.

Badania prowadzone przez Fki i wspotpracownikéw tyniaa celu oceri wptyw
ekstraktu uzyskanego z odpadow pochgogizh z przetwarzania oliwek na gospodark
lipidowag szczuréw [73]. Ekstrakt ten, bardzo bogaty w szki fenolowe, podawano
szczurom, a nagpnie oceniano profil lipidowy, aktywdé dysmutazy ponadtlenkowej
i katalazy w witrobie. Hipercholesterolemia wywotana u szczuréeprawidiovg diety
objawiata s przede wszystkim podwgzonym sizeniem catkowitego cholesterolu (TC)
oraz LDL-cholesterolu (LDL-C) w surowicy. Wykazagrg podawanie ekstraktu z oliwek
w dawce 10 mg/kg masy ciata spowodowato zpegzspadek gstzenia TC i LDL-C oraz
wzrost HDL-C. Co wgcej, zaobserwowano znace zmniejszenie &tenia MDA
w watrobie, nerkach, sercu i aorcie po podaniu eksirakhobserwowano réwrnievzrost
aktywnaici katalazy i dysmutazy w atrobie. Wydaje si wi¢c, ze zmniejszenie stenia
cholesterolu we krwi przez ekstrakt z oliwek zadby zwigzane z jego zdoldcia do
spowalniania procesu peroksydacji lipidow oraz Jdpétania z enzymami

przeciwutleniagcymi.

3. Ceruloplazmina

Ceruloplazmina (Cp) jest gtébwnmmiedzioproteig osocza, transportaga okoto 95%
jonéw miedzi obecnych w zdrowym organizmie czioveielf4]. Pierwszy raz zostata
wyizolowana z frakcjia-2-globulin ludzkiej surowicy przez Holmberga i lalla [75].
Odpowiedzialna jest przede wszystkim za transpmmtdy miedzi Cu(ll), modulowanie
krzepnecia krwi i angiogenezy, regulacj poziomu amin biogennych. Jegdn
Zz najwaniejszych funkcji Cp jest jej aktywrké ferroksydazowa i wynikgge z niej

ochronne dziatane przeciw negatywnym skutkom sto&sydacyjnego [76].

31



Wskp

Na uwag zastuguy rowniez doniesienia literaturowe wskazog na aktywn&
prooksydacyja Cp oraz wyniki badaepidemiologicznych sugenge, iz je] podwyzszone
stezenie w osoczu jeskcisle powhgzane z wysipowaniem choréb ukladu sercowo-
naczyniowego [77,78].

Ceruloplazmina zaliczana jest do grupy bialek rskich, w sktad ktorej wchodz
rowniez rodlinne lakkazy, rélinna oksydaza askorbinowa czy oksydaza bilirubiaow
Cechy charakterystyczn tych biatek jest obecséd kilku centrow miedziowych,
klasyfikowanych ze wzgtlu na ich rad i wiasciwosci spektroskopowe [74,79,80].
Uwzgledniajgc procentow zawartdé¢ miedzi oraz masczsteczkowy Cp, przyjmuje s,
ze czsteczka Cp ssakéw zawiera 6-7 jonow miedzi Cul))[@1]. Wykazano, 4 okoto
40-50% z nich daje charakterystyczny sygnat w ebelkdwym rezonansie para-
magnetycznym (EPR). W oparciu o kryterium uwggliajgce r&nice w emisji sygnatu
EPR zaproponowano podziat jonéw miedzi na typ 1[82]. Typ 1 charakteryzuje i
przede wszystkim intensywrabsorpci przy A=610 nm, co jest przyczyrbardzo silnego
niebieskiego zabarwienia zyzianego z przégiem elektronowym midzy siark cysteiny
a miedzj typu 1 [83]. Wielu badaczy wykazato kinetygznspektroskopow nierdwno-
waznos¢ jondw Cu typu 1. Jeden z podtypéw, tzw. la, wykazzdolngé do bardzo
szybkiej reoksydaciji i jest pierwotnym akceptoretekgondéw z utlenianego substratu.
Natomiast podtyp 1b ulega bardzo wolnej reoksydagjajgce]j kilka minut [84]. Podtypy
te r&nig sic takze polazeniem szczytow w widmach EPR oraz wéctami potencjatow
redoks. Centrum miedziowe typu 2 nie wykazuje optgg absorpcji, ale posiada
wiasciwosci paramagnetyczne i w zywku z tym charakterystyczne widmo EPR. Jon
miedzi typu 2 znajduje siwraz z 2 jonami miedzi typu 3 we wspolnej ‘kieszénmworzac
trojcztonowe miejsce odpowiedzialne zagmanie czsteczki tlenu i jej redukej [85].
Charakterystycznwiasciwoscig Cu typu 2 jest die powinowactwo do wgzania CN, N3,

F, bedacych inhibitorami aktywngci oksydazowej Cp. Wykazana, centrum miedziowe
typu 3 jest diamagnetyczne, ma nakazy potencjat redoks, dziata jako dwuelektronowy
akceptor lub donor i jest niegine do redukcji csteczki tlenu [86]Wykazanoze jedry

z najwaniejszych funkcji biologicznych Cp jest jej zdokdodo redukowania tlenu
do wody. Redukcja ta wymaga przeniesienia 4 elakino na casteczk tlenu.
Aby mazliwy byt wewmgtrzczsteczkowy transfer elektronéw, wszystkie centradzi@ve
potozone g blisko siebie, co pozwala na pobieranie elektrorzésubstratu przez jon Cu

typu 1, potem Cu typu 2 i dalej jony Cu typu 3,rktdvigza i redukup tlen. Postuluje si
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ze casteczka Cp cziowieka zawiera 3 jony Cu typu 1, i noiedzi typu 2 i 2 jony Cu
typu 3.

Ceruloplazmina jest najekszyz poznam oksydaz, zawieragcag 1046 reszt
aminokwasowych formyggych pojedynczy tacuch polipeptydowy o masie 132 kDa.
Badania krystalograficzne wykazaty, Cp zbudowana jest z @-beczutkowych” domen,
ukladapcych s¢ w trojkatny szyk [79] (rycina 7). Jony miedzi typu 1 zngglu
sic w domenach 2, 4 i 6, natomiast trzy jony miedzirgjrdzeniowym klasterze g
na granicy domeny 1 i 6. Jony miedzi typu 1 zlak@hany g blisko C-terminalnego
konca ka&dej z trzech domen. W ich g#@aniu uczestnicgdwie histydyny, cysteina oraz
metionina. Ligandami wgizacymi jon Cu w centrum typu 2 i 3gscztery pary reszt
histydyny [79].

Badania krystalograficzne potwierdzity obeéfigeszcze dwdch miejsc wiacych
labilny jon miedzi. Przypuszcza ¢size jon ten oraz reszta histydyny M s
odpowiedzialne za aktywié prooksydacyja Cp [79]. Sugeruje gj ze labilny jon miedzi
moze ulegé redukcji i dalej reoksydacji przez tlen lub inndeniacze, réwnoczaie
generujc rft.

Cp odgrywa wana role w metabolizmie tlenku azotu, gdywykazano,ze sprzyja
tworzeniu nitrozotioli, w tym S-nitrozoglutationiitrozotiole petny bardzo wana role
w transporcie, przechowywaniu i metabolizmie N@rktza ich pérednictwem meae by
przekazywany midzy czsteczkami bialek w reakcji transnitrozylacji. Rol
ceruloplazminy w tym procesie jest utlenianie NO olmvionego przez komorki
do NO', bardziej reaktywnej ggteczki nk NO, w stosunku do tioli. NO po przgzeniu
do niebieskich centr miedziowych, tworzy N@rzy réwnoczesnej redukcji jonu Cu(ll).
Wigzac sk z grupg tiolowg NO tworzy addukt nitrozotiolowy bigcy udziat
w przekazywaniu sygnatow gazy- i wewngtrzkomorkowych.

W domenie 1 znajdujegmiejsce wazania dietyloamidu kwasu lizergowego, znanego
jako modulator aktywniei oksydazowej Cp w stosunku do amin biogennych.
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Ryc. 7. Struktura ceruloplazminy.

A: miejsce odpowiedzialne za aktywsdgrooksydacyjn, B: miejsce odpowiedzialne
za aktywnéc¢ peroksydazow; C: miejsce odpowiedzialne za reakej p-difenyloaming
D: miejsce wazaniadietyloamidu kwasu lizergowego (LSOH, K: miejsce wazania
jonéw Fe(ll),F: miejsce wazace labilne jony miedziG: tryplet miedziowy (typ 2 i 3),
H: centrum typu 11,J: miejsce wyzania NO.

http://www.chm.bris.ac.uk/motm/caeruloplasmin/cégplasmin/index.htm
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Gtéwng rolg ceruloplazminy w organizmie jest transport jonovedai do wszystkich
tkanek [87, 88]. Ze wzgtlu na zdoln& oddawania i przyjmowania elektronow, jon
Cu(Il) wehodzi w sktad oksydoreduktaz i bierze wdizv reakcjach typu redoks. Katalizuje
utlenianie amin biogennych i zgukéw o charakterze fenoli, nie genexydéwnoczénie
rft. Cp zaangzowana jest w degradacjneurotransmiteréw, takich jak noradrenalina
I 6-hydroksydopamina. Dgki aktywndsci ferroksydazowej hamuje proces peroksydaci
lipidéw, biatek i DNA [74].

Badania prowadzone przez zespot Friedena wykazehZp jest istotnym pomostem
taczacym metabolizm Cu i Fe. Stwierdzono,Cp mae mobilizow& jony zelaza z miejsc
ich skladowania, w szczegokwd z watroby in vivo. Wiasciwosé te potwierdzito wiele
zespotow badawczych. Udowodniona, €p wykazuje zdoln@& do utleniania Fe(ll)
umazliwiajagc  tworzenie kompleksu Fe(lll)-transferyna. Mechamiz tej reakcji
zaproponowali Frieden i Hsielw 1976 roku zaktadajc, ze Fe(lll) uwolnione
z ferrytyny mae ulec redukcji do Fe(ll), a po ponownym utleniedu Fe(lll) przez Cp
maoze fczy¢ si z apotransferyn i w tej postaci by dostarczone do komorek [89].
Regulacja metabolizmgzelaza poprzez utlenianie jonéw Fe(ll) do Fe(llijore nasipnie
wigzane g przez transferryn i ferrytyne, zapobiega tworzeniu wolnych rodnikow
w organizmie. U pacjentow z brakiem ceruloplazmfageruloplazminemia), wykazano,
iz zelazo kumuluje si w modzgu, wvgtrobie i trzustce, co me prowadzi do cukrzyc
i demencji [90]. W schorzeniu tym wewtrekomorkowa homeostaza jondw miedzi
wydaje s¢ by¢ nienaruszona, co nie jest zaskakajz powodu wielu funkcji, jakie petni
ten pierwiastek §cistej kontroli, jakiej podlega jego przeptyw do gtrza komérek [91].

Zmniejszenie puli wolnych jonowelaza w osoczu przez Cp ogranicza ich udziat
w generowaniu wolnych rodnikéw i reaktywnych fortentu w reakcji Fentona i Habera-
Weissa [92, 93]. W przypadku reakcji katalizowapegez Cp nagpuje 4-elektronowa

redukcja tlenu i utlenianie jonow Fe(ll):

4Fe(ll) + 4H + O, — 4Fe(lll) + 2HO
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Reakcja ta odbywaesiv dwoch etapach, utleniania Fe(ll) oraz Cu(l) wsteczce Cp:

kl kz k3
Cp—Cu(l) +Fe(ll) — Cp-Cu(l)-Fe(l) — Cp—-Cu(l)-=Fe(ll) —

Cp — Cu(l) + Fe(lll
Ka ks
Cp-Cu(l) — Cp-Cu()*+@+4Ht _, Cp-—Cu(ll) + 2HO

Cp zaliczana jest do grupy biatek ostrej fazy, pam w wyniku infekcji i stanow
zapalnych jej stenie wzrasta, co zwzane jest z odpowiedgiorganizmu na stres
oksydacyjny.

W przeciwiéstwie do wspomnianych wgj ochronnych wigciwosci ceruloplazminy,
zwraca s} rOwniez uwag, iz wzrost sgzenia Cp jestscisle zwigzany z chorobami
sercowo-naczyniowymi.

Ceruloplazmina obok haptoglobiny, fibrynogenu, keatC-reaktywnego (CRP),
kwasnej a;-glikoproteiny i a;- antytrypsyny zaliczana jest do grupy biatek gstezy
[94,95]. Od kiedy potwierdzonoz stan zapalny jest wvitaym czynnikiem determinggym
rozwodj choréb sercowo-naczyniowych, uzasadniont gagestia,a to Cp mogtaby b§
rowniez takim czynnikiem [96]. Podwygzone sfzenia wyej wymienionych biatek vizg
sie rowniez ze zwekszonym ryzykiem wysgpienia choréb sercowo-naczyniowych u osob
z hypercholesterolemi nadcénieniem ¢tniczym, u palcych papierosy i chorych na
cukrzye. Podwyszone stzenia Cp i miedzi oznaczono réwnie pacjentow z zawatem
migsnia sercowego i niestabigndusznig bolesm [74]. Manttari i wspoétpracownicy
zaobserwowali zwkszone ryzyko wysgpienia choroby wigcowej serca u 0s0b
z podwyszonym sfzeniem Cp i cholesterolu we frakcji LDL oraz obomym we frakcji
HDL [97].

Dane dotycace udzialu miedzi w patogenezie ddaycy s3 sprzeczne. Badania
prowadzone ¥rod finskiej populacji take wykazaly, ¥ podwyszone stzenie Cu(ll)
w surowicy mae by niezalenym czynnikiem ryzyka wysgpienia choroby
niedokrwiennej serca [98]. Z drugiej strony nisldgzenie miedzi w surowicy krwi
towarzyszy podwiszonemu catkowitemu ¢teniu cholesterolu i sprzyja gromadzeniu
produktow peroksydacji lipidow wscianie ttniczej, co tlumaczy 8i zmniejszon
aktywnaicia Cu,Zn-SOD. Niedobdér jonow miedzi m® rOwniez w znacacy sposob
upcsledza homeostag zelaza [99]. Sugerujesiiz zardwno obrrone jak i podwyszone

stezenie miedzi mge wptywa na rozwoj miadzycy tetnic.
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Sugeruje €, ze jony miedzi, podobnie jak jonyelaza, zwlaszcza w formie
niezwigzanej, mog katalizow#& reakcje prowadice do tworzenia rft [100]. Wolne jony
Cu(ll), podobnie jak jony Fe(ll) magkatalizow@& generowanie @ w reakcji z HO
[101]:

CU +H0,~> Cu +2H + 0O
za& jony CU mog generowa HO' w reakcji Fentona (1). Rodnik ten powoduje opiste

tworzenie @~ (2) redukujcego w kolejnej reakcji Ci (3) [101]:

Cu +H,0, — > CUt ' +OH +HO (1)
HO + H,0, —* H,0+Q +H (2
C'+0" —> Cu+0O, (3)

U zdrowych os6b stenie wolnych jonéw miedzi jest bardzo mate, bowiem niema
cala pula jest zwzana z Cp, albuminlub z innymi niskocgsteczkowymi ligandami [87].
Sugeruje s jednak, & czs$¢ jondw miedzi obecnych w biatkach we by z nich
uwalniana [102]. Musci i wspotpracownicy wykazale 50% jondéw miedzi zwzanych
z Cp jest labilne lub me ulec chelatowaniu [103]. Znage wydaje si rowniez to, ze rft
mog wptywat na oddysocjowanie jonéw miedzi z Cp lub innychidkawigzacych,
zmieni& struktue i funkcje Cp, wykazano bowiemzi H,O, maze powodowé zmiany
konformacyjne Cp i uwalnéjony miedzi z centrow aktywnych [104]. Uwalnian@éw
miedzi mae by réwniez powodowane zmianstrukturalnej spéjriei Cp z wiekiem.
Powstajcy lokalnie w komorkackrodbtonka naczy ONOO (produkt reakcji midzy NO
i O,") takze powoduje uwolnienie jonéw miedzi z Cp, co prowadiz utraty aktywnéci
ferroksydazowej enzymu [105]. heuchy boczne cysteiny, tryptofanu, metioniny
histydyny, tyrozyny i lizyny $ szczegOlnie podatne na utlenianie przez rodniki
peroksylowe [106]. Wydaje §ize utrata aktywnéi ferroksydazowej Cp oraz uwolnienie
jondw miedzi pod wpltywem rodnikow peroksylowych viken przede wszystkim
z modyfikacji reszt aminokwasowych wchadgch w sktad centrow aktywnych
i odpowiedzialnych za wranie jonéw miedzi. Utrata lub olzenie aktywnéci
ferroksydazowej Cp me prowadzi do kumulacjizelaza w tkankach, a taé& w blaszkach

miazdzycowych [107].
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1. CEL PRACY

Jony zelaza Fe(ll) pozostgg w stanie wolnym mag generowé wolne rodniki
i reaktywne formy tlenu. Mimo, zi organizm dysponuje mechanizmami skutecznie
przeciwdziatagcymi tym szkodliwym czynnikom poprzez dziatanie wgioe ferrytyny,
transferyny i ceruloplazmniny, od dawna poszukigezaigzkow, ktore mogtyby podnéé
skuteczné¢ organizmu w eliminowaniu wolnych jonowelaza zaréwno Fe(ll) jak
i Fe(lll). Wiele badéa wskazuje, 2 to wiasnie zwizki polifenolowe mog skutecznie
wspomaga organizm ogranicza¢ reakcje tworzenia wr i rft katalizowane przezyon
zelaza. Jednade mechanizm ich wspétdziatania z przeciwutleniadzandogennymi nie
jest wyjaniony.
Celem podjtych w przedstawionej pracy badhayto:

= ocena wptywu ekstraktu z pestek maliny $efavej (Rubus idaeus) oraz wybranych
kwaséw fenolowych na gtenie jondw Fe(ll) oraz aktywrlé ferroksydazow Cpg
i Cpw W badanym ukfadzie,
» ocena udzialu kwaséw fenolowych w utlenianiu jorfésqll),
» ocena zdolnci wybranych kwasow fenolowych do kompleksowaniadw Fe(ll),
= wyjasnienie wptywu proporcji molowej kwas fenolowy:Fg(lloraz struktury

kwaséw fenolowych na &tenie jonow Fe(ll) w badanych uktadach.
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IV. WYKAZ ODCZYNNIKOW

NaCl — chlorek sodu

KH,PO, - diwodoroortofosforan (V) potasu

CsH13NO, — kwas 6-aminokapronowy

CH3COOH - kwas octowy

CH3;COONa - octan sodu

(NH4)2SO, — siarczan (VI) amonu

(NH4)2Fe(SQ),+6H,0 — sél Mohra

K,HPO,— wodorofosforan (V) potasu

apotransferyna

chloroform

etanol

ferrozyna - sél sodogvkwasu 3-(2-pirydylo)-5,6-difenylo-1,2,4-triazyny#s,4” disulfo-
nowego

heksan

histydyna

kwas chlorogenowy

kwas elagowy

kwas ferulowy

kwas kawowy

kwas p-kumarowy

kwas sinapinowy

odczynnik Folina-Ciocalteau - przygotowywany przamnieszanie NAWO,;, NaMoO,,

LiISO,, wody bromowej oraz stonych kwasow HCI i BPOy

Cpw — ceruloplazmina wyizolowana z osocza chorycihviNFP

Cpxk — ceruloplazmina wyizolowana z osocza krwiodawcow

woda ultraczysta - (Millipore Simplicity, 18 Qecm), przefiltrowana dodatkowo przez

filtry érednicy 0,45um (regenerowana celuloza) firmy Macherey—

Nagel pod pn& i poddana dziataniu ultradickdw
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V. MATERIAL | METODY

1. Izolacja i oczyszczanie ceruloplazminy

1.1.Odczynniki
= NaCl, chloroform, DEAE-Sephadex A-25, etanol, kw&-aminokapro-
nowy, CHBCOONa, (NH).SQO, - Sigma-Aldrich
»  KHPO;, K;HPO,, CHsCOOH - POCh

1.2.Procedura

Materiat do bada stanowity proby osocza chorych z przewiekhiazdzycowy
niedraznoscig tetnic konczyn dolnych (PMNT), leczonych operacyjnie w Kli@i€hirurgii
Ogodlnej i Naczy Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, ul. Dluga #zassocza krwio-
dawcow z Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa wzZRaniu, ul. Marcetiska 22.

W celu izolacji ceruloplazminy (Cp) przeprowadzoadsorpc; biatek nanosgxc
na uformowan kolumre z zelem DEAE-Sephadex A-25, zrOwnokesy buforem
fosforanowym (0,05 M; pH 6,82) odpowiednio:

= 200 ml osocza uzyskanego od chorych z PMNT

lub

= 200 ml osocza uzyskanego od krwiodawcow
w obecndéci kwasu 6-aminokapronowego pejcego ro¢ inhibitora proteolitycznego.
Ceruloplazmina wytworzyta na szczycie kolumny nesiie pasmo. Naginie
przemywano kolumg buforem fosforanowym (0,08 M; pH 6,82), a Cp wyslano
a pomog buforu octanowego (0,2 M; pH 5,5) wraz z 0,125 EQY W kolejnym etapie
izolacji usuwano frakej aloumin i w tym celu zastosowano (WEEO, wykorzystugc
fakt, iz Cp jako op-globulina w warunkach okoto 50% nasycenia ulegasaigniu,
natomiast albuminy pozosgajozpuszczone w roztworze. Przeprowadzenie seleldyw
3-godzinnej denaturacji roztworu Cp w temperatysp&ojowej, za pomag mieszaniny
etanol/chloroform (v:v, 9:1) w stosunku 1:3, miata celu dalsze oczyszczenie roztworu
Cp. W takich warunkach tylko Cp nie ulega denatiuracprzeciwieastwie do innych
biatek, ktére mogznajdowa si¢ w roztworze.
W celu usunjcia chloroformu i etanolu przeprowadzono diakirzymanego roztworu Cp
wobec NaCl (0,9%; pH 7).
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Stopiexr czystaci uzyskanego preparatu oceniono wyznagzaj
. stezenie Cp na podstawiegfy nm i Apgo NM,
=  wskaznik barwny Agi0 nm /Ao Nm.Zmierzono absorbarcyzyskanego
dializatu przy dhuggci fali 610 oraz 280 nm
I otrzymano:
. stezenie Cp wyizolowanej z osocza chorych z PMNT (Gy&Fml) (Cpu)
i Cp uzyskanej od krwiodawcow (1,16 mg/ml) (gpvskanik barwny
wynoszcy 0,031 dla Cp oraz 0,036 dla Gp
2. Otrzymywanie ekstraktu z pestek maliny
2.1.Odczynniki
. etanol, heksan - POCh

. odczynnik Folina-Ciocalteau - Sigma-Aldrich

2.2. Procedura

Ekstrakt z pestek maliny wdaiwej (Rubus idaeus ).(EPM) uzyskany zostat
dzigki wspotpracy z Katedr Towaroznawstwaywnosci Uniwersytetu Ekonomicznego
w Poznaniu. Pestki malin otrzymano z odpadow palqeaerobu malin w Zakfadzie
Przemystu Owocowo-Warzywnego Kotlin Sp. z o.0.
Podlegaty one:

. suszeniu,

. rozdrobnieniu,

=  odtluszczaniu za pomgtieksanu,

. trzykrotnemu ekstrahowaniu z 80% etanolem.Uzysleksgrakt
odparowano w temperaturze 45°C, a guchpozostalé¢ rozpuszczono
w 96% etanolu. W badanym ekstrakcie oznaczono watko stzenie zwgzkow
fenolowych metogl spektrofotometryczn z wykorzystaniem odczynnika Folina-
Ciocalteau [108]. Natomiast e¢genia poszczegoélnych kwasow fenolowych, wolnych
I sprzzonych, oznaczono za pomptechniki HPLC w Katedrze Towaroznawstwa UE
w Poznaniu. Analiza sktadu #oiowego polifenoli w ekstrakcie wykazata, dominupca
frakcje stanowity kwasy fenolowe i flawonole. ¢&enie zwizkéw fenolowych
w ekstrakcie wynosito 2370 mg/100 g s.m. w prze@iga na kwas kawowy. Zawakto
poszczegolnych zwekow fenolowych w formie wolnej (w) jak i zezanej (z) ksztatto-
wala s¢ hastpujaco:

. kwas elagowy 7,7 mg/100g s.m. (w); 98,0 mg/100g(g)n
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. kwas kawowy 0,1 mg/100g s.m. (w); 0,9 mg/100g @&m

. kwas p-kumarowy 0,01 mg/100g s.m. (w); 0,7 mg/180g (z)
. kwas ferulowy 0,1 mg/100g s.m. (w); 0,88 mg/100g &)

. kwas chlorogenowy 0,05 mg/100g s.m. (w)

. kwas sinapinowy 0,41 mg/100g s.m (z).

3. Pomiar zdolnasci do eliminowania Fe(ll) przez EPM i kwasy fenolowe z uktadu

badanego

3.1.Zasada metody

Jony Fe(ll) w postaci kompleksu z histydymlegaj utlenieniu do Fe(lll) przez
Cp (aktywnd¢ ferroksydazowa), 4oz chelatowaniu lub utlenieniu przez EPM
lub wybrane kwasy fenolowe. Pozostate w roztwoiaey|jFe(ll) twora w ustalonym
czasie reakcji kompleks z ferrozyn ktdrego absorbangj mierzy sé¢ spektro-
fotometrycznie przy diugai fali 564 nm.

Aktywnos¢ ferroksydazow Cp oraz zdoln& EPM i kwasow fenolowych

do eliminowania Fe(ll) z uktadu obliczano wykorayjgt nas¢pujace rownanie:

stezenie Fe(ll) = (Ac— Apad)/27,9
I przedstawiono jako zmiarsiezeniaA Fe(ll) [umol/l]
gdzie:

Ac — absorbancja préby oditokowe;j
Apag— absorbancja proby badanej
27,9 — molowy wspétczynnik absorpcji kompleksu degma:Fe(ll) [| umoltscm™]

3.2. Pomiar aktywnosci ferroksydazowej ceruloplazminy
3.2.1.0dczynniki
. bufor fosforanowy (0,05 M; pH 7,38)
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. ferrozyna w buforze fosforanowym (4,0 mM)
. NaCl (50 mM)

. s6l Mohra (0,22 mM)

. histydyna (1,1 mM)

3.2.2. Procedura

Aktywnos¢ ferroksydazow ceruloplazminy wyizolowanej z osocza krwiodawcéw
i chorych z PMNT mierzono przygotowagj roztwory o szeniach: 22, 33, 44 i 66 mgl/l.
Objetos¢ mieszaniny reakcyjnej byta stata i wynosita 325a uzyskiwanog kazdorazowo
poprzez dodanie do roztworu Cp odpowiedniejetasgi roztworu NaCl. Mieszanin
reakcyjry ogrzewano w zni wodnej przez 1 mingf a nasipnie dodawano przygotowany
na bieaco roztwor zawieracy kompleks histydyna/(NpLFe(SQ), (1:1; viv). S¢zenie
jonow Fe(ll) w mieszaninie reakcyjnej wynosito 71uM. Po uptywie kolejnej minuty
Z mieszaniny reakcyjnej pobierano 100 roztworu, ktory dodawano do uprzednio
przygotowanej probowki z 900l roztworu ferrozyny. Mierzono absorbaa@owstatego
kompleksu Fe(ll) — ferrozyna pr2y 564 nm (Aag. Réwnoczénie przygotowano prab
odnanikowa (Ac) zawierajca tylko 525 ul roztworu NaCl i posfpowano jak z préb
zawierajcg Cp. Pomiaru aktywniwi ferroksydazowej Cp dokonano 10 razy dladego

ze stzen.

3.3.Badanie wptywu ekstraktu z pestek maliny na aktywné&é ferroksydazowa Cp

W pierwszym etapie badadokonano pomiaru zdoldo EPM do eliminowania Fe(ll)
Zz uktadu. W tym celu przygotowano mieszaniny reg@keyo r@&nym stzeniu EPM
(1,20 - 36,0pg s.m./ml) bez udzialu Cp. Catkowita otms¢ mieszaniny reakcyjnej
wynosita 525ul, ktérg uzyskano poprzez dodatek odpowiednichetdgi roztworu NacCl.
Prowadac badanie zdolriei EPM do eliminowania Fe(ll) wykorzystano odczykiroraz
procedu¢ oznaczenia opisgarw punkcie 3.2.2. Pomiar powtorzono 10 razy dladeso
stezenia EPM.

Aby ocené wptyw EPM na aktywn& ferroksydazow Cpy oraz Cg przygotowano
nastpujagce mieszaniny reakcyjne, ktore zawieraty:ekstrakivgbranych sfzeniach z
zakresu 1,20 — 36,4g s.m./ml i dla kadego z nich Cplub Cpx w
zakresie stzen 22—-66 mg/l,Cp lub Cpc o wybranym sizeniu z zakresu
22—-66 mg/I [ dla kzdego
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z nich ekstrakt w zakresieegen 1,20 — 36,0ng s.m./ml.Catkowita
objetos¢ analizowanych mieszanin reakcyjnych wynosita hR%ktora otrzymywano przez
dodatek odpowiednich ofipsci roztworu NaCl. Prowadz analiz wptywu ekstraktu na
aktywna¢ ferroksydazow Cp wykorzystano odczynniki oraz proceguoznaczenia

opisara w punkcie 3.2.2. Pomiar powtdrzono 8 razy.

3.4. Badanie wptywu wybranych kwasow fenolowych naktywnosé ferroksydazowa
Cp

W pierwszym etapie badaoceniono zdolng& kwasow do eliminacji Fe(ll) z uktadu
bez udzialu Cp. Wybor kwaséw fenolowych wynikatch iobecnéci i stezenia w EPM
oraz cechbudowy, w szczegolrsai liczby i rozmieszczenia grup hydroksylowych vhic
czgsteczkach, odpowiadggych za reakcje z jonami Fe(ll).
Analizie poddano:

. kwas kawowy, kwas ferulowy, kwas sinapinowy, kwasumarowy,

kwas elagowy, kwas chlorogenowy - Sigma-Aldrich.

Sporzdzono wygciowe roztwory:
. kwasu kawowy w wodzie redestylowanej,
. kwasu ferulowego w wodzie redestylowanej,
. kwasu sinapinowego w 25% metanolu,
. kwasu p-kumarowego w wodzie redestylowanej,
. kwasu elagowego w metanolu,
. kwasu chlorogenowego w wodzie redestylowanej,

z ktorych przygotowano roztwory robocze.

Mieszaniny reakcyjne zawieraly poszczegolne kwasyolowe w zakresie ten
2,0 — 17,0 molx1®/. Catkowita obgtos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 526, ktorg
uzyskano poprzez dodatek odpowiednich¢t§gi roztworu NaCl. Prowadz badania
zdolnaci wybranych kwaséw do eliminowania jonéw Fe(ll) uktadu wykorzystano
odczynniki oraz procedgroznaczenia opisgnw punkcie 3.2.2. Pomiar powtérzono 8
razy.

Aby ocent wptyw wybranych kwasow fenolowych na aktywstdferroksydazow Cp,

przygotowano mieszaniny reakcyjne, ktére zawieraty:
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. poszczegdlne kwasy fenolowe o wybranychkezestiach z zakresu
2,0-17,0 molx1®/ i dla kazdego z nich Cp w zakresie esh
22—-66 mg/l,Cp o wybranymegteniu z zakresu 22—-66 mg/l i dlazkkego
z nich kwasy fenolowe w zakresiezs#h 2,0-17,0 molx19/1.
Prowadzac analiz wplywu kwaséw fenolowych na aktywfio ferroksydazow Cp
wykorzystano odczynniki oraz proceduoznaczenia opisgnw punkcie 3.2.2. Pomiar

powtdrzono 8 razy.

4. Badanie utleniania jonéw Fe(ll) w obecnéci kwasow fenolowych
4.1. Odczynniki
. bufor octanowy (1,2 M; pH 6,0)
. roztwor wodny apotransferyny (2,0 %)
=  sOl Mohra (0,22 mM)
. roztwory poszczegollnych kwaséw fenolowych przygaow jak w
punkcie 3.4.
= wszystkie roztwory przygotowano na bazie wody plzefvanej przez
filtry o s$rednicy 0,45um (regenerowana celuloza) firmy Macherey—
Nagel pod prénia i poddanej dziataniu ultradiekdw.

4.2.Zasada metody

Mikrometoda zaproponowana przez Johnsona [109] wystywana jest do
oznaczenia gtenia ceruloplazminy w surowicy, w oparciu o reakatleniania jonow
Fe(ll) do Fe(lll) przez Cp w okéonych warunkach i czasie reakcji. Powstaj jony
Fe(lll) tworzg z apotransferyppomaraczowy kompleks, ktérego absorbanaopierzy sg¢
spektro-fotometrycznie przy diugm fali 460 nm. Metod zastosowano w celu badania
zdolnasci kwaséw fenolowych do utleniania jonow Fe(ll).

Stezenie kompleksu Fe(lll)-transferyna, powstatego pbywie 1 min w odniesieniu

do 1umol kwasu fenolowego, obliczono ze wzoru:

Fe(lll)-transferyna = [(A—Ag) —(C—-G)/estem [uM]
gdzie:

Ao — warta¢ absorbancji badanego roztworu w czasie t=0 minut
A — wartas¢ absorbancji badanego roztworu po uptywie 1 minuty
Co — warta¢ absorbancji proby odniesienia w czasie t=0 minut
C — wartd¢ absorbancji préby odniesienia po uptywie 1 minuty
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¢ — molowy wspétczynnik absorpciji dla Fe(lll)-traasfna,e=0,0025 [(Iumol 1scrmi’]
t — czas trwania reakcji (1 minuta)
m — stzenie kwasu fenoloweg@M]

4.3.Procedura

Badanie zdolnéci kwasow fenolowych do utleniania jonéw Fe(ll) @pzowadzono dla
dwéch proporcji molowych Fe(ll):kwas fenolowy, wysmcych 6:1 (A) oraz 1:1 (B).
Badane roztwory przygotowano umieszgeayv kuwecie pomiarowej 0,170 ml buforu
octanowego, 0,250 ml roztworu apotransferyny, odpdmig objetos¢ roztworu kwasu
fenolowego oraz wagd dla uzyskania objosci 0,700 ml. Po wymieszaniu kuwet
umieszczono w spektrofotometrze na 3 minuty w teatpeze 30°C. Nagpnie dodawano
0,300 ml roztworu jonow Fe(ll) dla uzyskania ickezehia 71,4uM 1 natychmiast
mierzono absorbangj(Ao), a nasipnie po uptywie 1 minuty (A). Proba odniesienia
zawierata 0,170 ml buforu octanowego, 0,250 miworu apotransferyny i 0,280 ml
wody. Jak w przypadku préb badanych, po inkubagodaniu roztworu jonéw Fe(ll),
mierzono absorbangjpocztkows (Co) i po uptywie 1 minuty (C). Pomiar powtdrzono

3 razy.

5. Kompleksowanie jonow Fe(ll) przez kwasy fenolowe
5.1.0dczynniki
. roztwory poszczegolnych kwaséw fenolowych przygaow jak w
punkcie 3.4.
=  sOl Mohra (0,22 mM)
. roztwory wodne przygotowane na bazie ultra czystepdy
przefiltrowanej przez filtry cgrednicy 0,45um (regenerowana celuloza)

firmy Macherey— Nagel pod ptdig i poddanej dziataniu ultraaickow.

5.2. Aparatura
. spektrofotometr HITACHI U-2900

5.3. Zasada metody
Aby ocent zdolng¢ kwasdéw do kompleksowania jonoéw Fe(ll) wykonano mwid
absorpcji w zakresieswiatta ultrafioletowego 1 widzialnego (UV-VIS) roabrow

zawierajcych same kwasy fenolowe oraz kwasy wraz z dodatkp@ow Fe(ll).
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5.4. Procedura

W pierwszym etapie badaarejestrowano widma UV-VIS roztwordw poszczegomy
kwaséw fenolowych o 4 efiych stzeniach — 4,3x16, 1,3x10°, 4,2x10° i 8,6x10° molll.

W tym celu do kuwety pomiarowej dodano odpowiedoigetosci roztworow kwasow
fenolowych i uzupetniono roztworem chlorku soduadigetosci 1 ml.

Natomiast w drugim etapie badazarejestrowano widma UV-VIS mieszanin
reakcyjnych  zawieragych kwasy fenolowe o tych samych ez@niach,
jak w pierwszym etapie baflawraz z dodatkiem jonéw Fe(ll). W tym przypadku
w kuwetach pomiarowych umieszczono odpowiedniectofgi roztworow kwasow
fenolowych, 0,500 ml lub 0,750 ml roztworu soli Mahoraz uzupetniono roztworem
chlorku sodu do objosci 1 ml. Taki spos6b przygotowania mieszanin regakah
pozwolit uzysk& nastpujace proporcje molowe kwas fenolowy/jony Fe(ll): Q,@06;
0,13;0,18; 0,33; 0,41, 0,5; 0,59; 0,67, 0,85;drdr 1,21.

Dokonano trzykrotnej rejestracji widm roztworéw laav fenolowych wraz

z dodatkiem jonéw Fe(ll) oraz bez ich dodatku.

6. Analiza statystyczna

Wyniki przeprowadzonych baflgpoddano analizie statystycznej w oparciu o program
GraphPad InStat. Walo aktywndci ferroksydazowej Gp i Cpu, AFe(ll), stzenia
kompleksu Fe(lll)-transferyna wytano jakosrednie i odchylenia standardowe. Wszystkie
dane podlegaty rozktadowi normalnemu, co sprawdzzostato testem Kotmogorowa-
Smirnova. Ocegistatystycza wykonano testem wielokrotnych porown@ukey-Kramera.
Odchylenia standardowe nie zroty sie migdzy badanymi grupami wynikéw,
co stwierdzono na podstawie testu one-way ANOVA.

Statystyczp istotnc¢ przyjeto na poziomie $0,05.
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VI. WYNIKI

1. Aktywnos¢ ferroksydazowa Cp wyizolowanej z osocza krwiodawed oraz chorych
z PMNT

Wplyw skzenia Cp oraz Cm na jej aktywné¢ ferroksydazow, wyrazong jako
zmiarg stzenia - AFe(ll) [umol/l] w uktadzie przedstawia rycina 1. Stwierdzpno
ze aktywnac¢ ta uzyskana w obu grupach zaleod stzenia Cp. Wykazano réwnie
iz aktywna¢ ferroksydazowa Gp jest wysza w poréwnaniu z aktywsca Cpk.
Przedstawione w tabeli 3 waftd AFe(ll) potwierdzaj statystycznie istotny wptyw
stezenia Cp na jej zdolr$é do eliminowania jonéw Fe(ll) z uktadu.

2,5 A a

— o

1,5+

A Fe(ll) [umol/]

0,5

22 33 44 66
Stezenie Cp [mg/I]

ECpK OCpM

Wykres 1. Wplyw sfzenia Cg i Cpy na jej aktywné¢ ferroksydazow.
a-roznica istotna statystycznie p<0,001 w poréwnanistzegeniem 22 mg/l
b —réznica istotna statystycznie p<0,001coiy Cix i Cpy
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Cpx Cpwm
Stezenie Cp
[mg/1] A Fe(ll) % Fe(l)* A Fe(ll) % Fe(l)*
[umol/1] [umol/]
22,0 0,83 100 1,39 100
33,0 1,08 130 1,79 129
44,0 1,84 222 2,05 147
66,0 2,27 273 2,55 183

Tabela 3. Wplyw stzenia C i Cpy na wartdci AFe(ll).
* zmiana stzenia Fe(ll) wyeliminowanego z uktadu wyoma w % w poréwnaniu
z steniem 22 mg/l, przy zakeniu, i Fe(ll) dla 22 mg Cp/l wynosi 100%

Nastpnie podgto prole obliczenia maksymalnegoesenia Fe(ll), jakie mze by
wyeliminowane przez Gpi Cpu. Na wykresie 2A (Aneks) przedstawiono krzywe
AFe(ll) od
na podstawie rykid obliczono AFe(Il)max

obrazugce zalenosci odwrotngci wartcci odwrotnéci  stzen

ceruloplazminy. Réwnania prostych,
przedstawia tabela 4. Maksymalnezsnie Fe(ll), jakie mze by wyeliminowane przez
Cpx wynosi 45,05umol/l przy zastosowanym w modelu badawczyrweniu Fe(ll),
natomiast przez Gp4,43umol/l.

CpK CpM
_ . 1/b = _ . 1/b =
y=ax+b AFE() max y=ax+b AFE)
y = 26,619x + 0,0222 4505 y = 10,86x + 0,2258 4,43

Tabela 4AFe(I)max dla uktadéw zawieragych Cp lub Cpy.

* Rownania prostych y = ax +b, czyli AFe(ll) = a(1/Cp) + b.
Z zalazenia: x=0—y=b, czyli 1AFe(ll) = b— 1/b =AFe(ll) jest maksymalnym gteniem Fe(ll)
jakie maze zosté wyeliminowane w zastosowanym modelu badawczym
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2. Wplyw ekstraktu z pestek maliny na aktywnd¢ ferroksydazowa Cp wyizolowane]
z osocza krwiodawcéw oraz chorych z PMNT

W kolejnym etapie badaoceniano zdolnid EPM do eliminowania jonow Fe(ll)
oraz jego wptyw na aktywno ferroksydazow Cp¢ oraz Cpy (wykres 3 i 4). Z poriszych
wykreséw wynika, 4 EPM wykazuje zdolni& do eliminowania Fe(ll) w analizowanym
zakresie sizen, a jego dodatek do mieszaniny reakcyjnej zawdegdj Cpx (wykres 3)
lub Cpu (wykres 4) powoduje istotne zmniejszeniezehia Fe(ll) (wzrostAFe(ll)
w poréwnaniu z uktadem zawiegaym wykcznie Cp). Zaobserwowange ze wzrostem
stezenia EPM spadek @tenia Fe(ll) nie byt ja tak znacacy, jak w przypadku
zastosowania mszych s¢zen. Krzywe dotyczce Cpx i Cpu 0 stzeniach 44 i 66 mg/l
majg podobny przebieg pogwszy od stzenia EPM 12,Qug s.m./ml.

Wartasci AFe(ll) zaleza rowniez od stzenia Cg oraz Cgy w ukladzie, co obrazyij
wykresy 3A i 4A (Aneks).

Aby ocent taczny wptyw EPM i Cp na eliminowanie jonow Fe(ll) artasci AFe(ll)
uzyskane dla ukladéw zawiegaych jednoczénie EPM o zmiennym ateniu i Cp
o staltym sizeniu (eksperymentalne, E) porownano z wanieomi AFe(ll) obliczonymi
jako sumy uzyskane w eksperymentach analggh Cp | EPM oddzielnie
(teoretyczne, T). Porownanie przeprowadzono dlactvwoybranych stzen Cpc i Cpy —
44 i 66 mg/l (wykres 5 i 6) i stwierdzono brak istgch r@nic migdzy AFe(ll) T
i AFe(ll) E.
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T T T .
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Stezenie ekstraktu [pug s.m/ml]

Cplmgl] —e—22 —B—33

*— 44 =l #— EFM

Wykres 3. Wptyw ekstraktu z pestek maliny na aktg$érferroksydazow Cp
réznica istotna statystycznie w poréwnaniu zQqb najniszym s¢zeniem EPM:
a— p<0,001 - p<0,01

6 -
b
47 b
b b
=4
2
g
=3
=
[-5)
=
-

2

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Stezenie ekstraktu [pg s.am/ml]

Cp [mgf1] ——2 —{—33 —r—44 —i— 6 —#— EFM

Wykres 4. Wptyw ekstraktu z pestek maliny na aktg$érferroksydazow Cpu
réznica istotna statystycznie w poréwnaniu z,Qpb najniszym s¢zeniem EPM:
a— p<0,001 - p<0,01
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A Fe (1) [pmol/l]

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Stezenie ekstraktu [ug s.m/ml]

Cp [mg] —— 44 [E] ---O--- 44 [T] —&— 66 [E] ---A--- 66 [T]

Wykres 5. Wartéci AFe(ll) uzyskane dla prob zawiegaych Cr i EPM
(eksperymentalne, E) oraz sumkye(ll) uzyskane w eksperymentach analjzygh
Cp« | EPM oddzielnie (teoretyczne, T)

A Fe(ll) [pmol/l]

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Stezenie ekstraktu [ug s.m/ml]
Cp[mg/] —®—44[E] ---0---44[T] —=A—66[E] ---A---66]T]

Wykres 6. Wartéci AFe(ll) uzyskane dla préb zawiegaych Cpy i ekstrakt
(eksperymentalne, E) oraz sumlye(ll) uzyskane w eksperymentach analjzych
Cpv | EPM oddzielnie (teoretyczne, T)
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Nastpnie obliczono maksymalne ¢genia jondw Fe(ll), jakie mag by¢
wyeliminowane przez EPM bez udziatu Cp oraz w jegandci. W tym celu obliczono
odwrotnaci wartasci AFe(ll) i skezen ekstraktu, a zaimosci migdzy nimi przedstawiono
na wykresach 7A i 8A (Aneks). Rownania prostych, pmstawie ktérych obliczono
AFe(IDmax przedstawia tabela 5. Maksymalnegzehie Fe(ll), jakie mze by
wyeliminowane przez EPM wynosi 1,8fmol/l przy zastosowanym pagkowym
stezeniu Fe(ll) (71,4 uM), przy czym ze wzrostemgzehia Cp i Cpy zaobserwowano

wzrostAFe(Imax.

Cpx G

Cp
mafl y=ax+b AFle/(? ) o y=ax+b AFle/(li Do
EPM | y=3,1909x + 0,5340 1,87 y = 3,1909x + 0,5340 1,87
22,0 | y=0,6859x +0,4294 2,33 y =0,3237x + 0,3919 2,55
33,0 | y=0,2836x+0,3758 2,66 y = 0,1979x+ 0,2963 3,38
440 | y=0,1818x +0,3564 2,80 y = 0,1567x + 0,2613 3,83
66,0 | y=0,1173x+0,2977 3,36 y = 0,1245x + 0,2067 4,84

Tabela 5AFe(ll)nax dla uktadéw zawierggych EPM i Cp lub Cpy.
* Roéwnania prostych y = ax +b, czyli AFe(ll) = a(1/EPM) + b.
Z zatlazenia: x=0—y=b, czyli 1AFe(ll) = b— 1/b =AFe(ll) jest maksymalnym steniem Fe(Il)
jakie maze zosta wyeliminowane w zastosowanym modelu badawczym
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3. Wptyw kwasu kawowego na aktywné& ferroksydazowa Cp wyizolowanej z osocza
krwiodawcow i chorych z PMNT

W kolejnym etapie badaoceniano zdoln@ kwasu kawowego do eliminowania jonow
Fe(ll) oraz jego wplyw na aktywlé ferroksydazow Cp oraz Cp (wykres 9 i 10).
Z ponizszych wykreséw wynika,zi kwas kawowy w analizowanym zakresiezst
wykazuje zdolné do eliminowania Fe(ll), a jego dodatek do miesagnieakcyjnej
zawierajcej Cpx (wykres 9) lub Cp (wykres 10), powoduje istotne zmniejszenigahia
Fe(ll). Zaobserwowanage ze wzrostem atenia kwasu kawowego spadekzsinia Fe(ll)
ten nie byt ju tak znacacy, jak w przypadku zastosowaniasaych s§zen.

Wartasci AFe(ll) zalezag rowniez od stzenia Cg oraz Cgy w uktadzie, co obrazyj
wykresy 9A i 10A (Aneks).

Nastpnie porownano warfgoi AFe(ll) E i AFe(ll) T uzyskanych dla 44 i 66 mg/l €p
I Cpw W obecnéci kwasu kawowego (wykres 11 i 12) i stwierdzope,dla najwyszego

stezenia kwasu\Fe(ll) T g istotnie wy:sze odAFe(ll) E.
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A Fe(II) [umol/1]

0+ T T T T T T

] 2z 4 ) g 10 12 14 16 18
Stezenie kwasukawowego[molx104/1]

Cp [mg/l] —e—27 —&—33 ——44 —W—66 —¥— sam kwas

Wykres 9. Wptyw kwasu kawowego na aktywaderroksydazow Cpg.
réznica istotna statystycznie w poréwnaniu zQyb najnizszym s¢zeniem kwasu kawowego
a - p<0,001

AFe(II) [umol]]

0 - T T T T T T

o 2 4 & g 10 12 14 16 18
Stezenie kwasukawowego [molx10%/]]

Cp [mgfl] ——22 —B—33 44 +— fifi #— zam kwas

Wykres 10. Wptyw kwasu kawowego na aktywé erroksydazow Cpu.
réznica istotna statystycznie w poréwnaniu zQgb najnizszym s¢zeniem kwasu kawowego
a - p<0,001
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AFe(II) [umolT]

2 4 6 g 10 12 14 16 18
Stezenie kwasukawowego[molx105/1]

Cp [mgfl] —+—44[E] O 44[T]  —4&— 66[E] A 66 [T]

Wykres 11. Wartéci AFe(ll) uzyskane dla prob zawiegaych Cp i kwas kawowy
(eksperymentalne, E) oraz sumlye(ll) uzyskane w eksperymentach analjzygch
Cpx | kwas oddzielnie (teoretyczne, T)

réznica istotna statystycznie w poréwnanibe(ll) E dla najwyszego sfzenia kwasu kawowego
a - p<0,05

h

AFe(II) [umolT]

2 4 6 2 10 12 14 16 18

Stezenie kwasukawowego [molx105/1

Cp [mgfl] —+—— 44[E] — & 66 [E]

------ fvemeeme 56 [T]

Wykres 12. Wartgci AFe(ll) uzyskane dla prob zawiegaych Cpy i kwas kawowy
(eksperymentalne, E) oraz sumikye(ll) uzyskane w eksperymentach analjzygh

Cpw i kwas oddzielnie (teoretyczne, T)

réznica istotna statystycznie w poréwnanibie(ll) E dla najwyszego stzenia kwasu kawowego

a - p<0,05
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Nastpnie obliczono maksymalne ¢genia jondw Fe(ll), jakie mag by¢
wyeliminowane przez kwas kawowy bez udzialu Cp osaje] obecnéci. W tym celu
obliczono odwrotnéci wartasci AFe(ll) i sezen kwasu kawowego, a zaleosci migdzy
nimi przedstawiono na wykresach 13A i 14A (Anel®pwnania prostych, na podstawie
ktorych obliczonaAFe(I)max przedstawia tabela 6. Maksymalnezehie Fe(ll), jakie mae
by¢ wyeliminowane przez kwas kawowy wynosi 64,Lfnol/l przy zastosowanym
poczatkowym stzeniu Fe(ll) (71,4uM), przy czym dodatek Cp istotnie zmniejszyt udziat

kwasu kawowego w eliminowaniu wolnych jonow Fe(ll).

Cpk Gp
Cp
mo/l y=ax+b AF]é/(tI)I): i y=ax+b AFle/(tl) |): -
kwas
kawowy | y=2,5228x +0,0156 64,10 y=25228x+0,0136 164,
220 | y=0,6843x + 0,2610 3,83 y = 0,3806x + 0,2230 4,50
33,0 | y=0,3751x+0,2274 4,40 y = 0,1703x + 0,2096 4,78
44,0 | y=0,4704x +0,1780 5,62 y = 0,1383x + 0,1548 6,46
66,0 | y=0,2600x +0,1709 5,85 y = 0,0460x + 0,1611 6,20

Tabela 6 AFe(Il)max dla uktadéw zawieragych kwas kawowy i Gplub Cpy.
* Réwnania prostych y = ax +b, czyliAFe(ll) = a(1/RSE) + b.
Z zalazenia: x=0—y=b, czyli 1AFe(ll) = b— 1/b =AFe(ll) jest maksymalnym gteniem Fe(ll)
jakie maze zosta wyeliminowane w zastosowanym modelu badawczym
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4. Wptyw kwasu elagowego na aktywni ferroksydazowy Cp wyizolowanej z osocza

krwiodawcow i chorych z PMNT

W kolejnym etapie badaoceniano zdoln@ kwasu elagowego do eliminowania jonéw
Fe(ll) oraz jego wptyw na aktywldé ferroksydazow Cpc oraz Cpy (wykres 15 i 16).
Z ponizszych wykresoéw wynika,zi kwas elagowy wykazuje zdoléo do eliminowania
Fe(ll) w analizowanym zakresie ¢egén, a jego dodatek do mieszaniny reakcyjnej
zawierajce] Crx (wykres 15) lub Cp (wykres 16), powoduje istotne zmniejszenie
stezenia Fe(ll). Zaobserwowano,e ze wzrostem eatenia kwasu elagowego spadek
stezenia Fe(ll) ten nie byt jutak znaczcy, jak w przypadku zastosowaniazsuych
stezen. Wartasci AFe(ll) zalezg rowniez od stzenia C oraz Cy w uktadzie, co obrazyj
wykresy 15A i 16A (Aneks).

Nastpnie porownano warfgoi AFe(ll) E i AFe(ll) T uzyskanych dla 44 i 66 mg/l €p
I Cpw W obecnéci kwasu elagowego (wykres 17 i 18). Stwierdzonayartasci AFe(ll) T

s istotnie wysze odAFe(ll) E dla najwyszego sizenia kwasu elagowego.
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Fe(IT) [lunoll]

O T T T T T T T T 1
0 2 4 & g 10 12 14 16 18

Steienie kwasu elagowego [nolx10%/]]

Cp [mgfl] —e—sambwas —8—21] —h— 37 —e—44 —F—gf

Wykres 15. Wplyw kwasu elagowego na aktyéhterroksydazow Cpx.
réznica istotna statystycznie w poréwnaniu z@ub najnizszym s¢zeniem kwasu elagowego
a - p<0,001

AFe(IT) [umold]

0 T T T T T T T T 1

0 2 4 ] g 10 12 14 16 18
Stezenie kwasu [mok10%1]

Cplmgl]  ——e—37 —B—11 —f—dd ——fifi —— aam kwas

Wykres 16. Wptyw kwasu elagowego na aktyéhterroksydazow Cpy.
réznica istotna statystycznie w poréwnaniu zQgb najnizszym s¢zeniem kwasu elagowego
a - p<0,001
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+= h

L]

Fe(II) [umol1]

2 4 6 2 10 12 14 16 18

Stezenie kwasu elagowego [molx10¥/]]

Cp [mgfl] —e—44[E] - 44[T]  —h—66[E] A 66 [T]

Wykres 17. Wartéci AFe(ll) uzyskane dla prob zawiegaych C i kwas elagowy
(eksperymentalne, E) oraz sumlye(ll) uzyskane w eksperymentach analjzugch
Cpx | kwas oddzielnie (teoretyczne, T)

réznica istotna statystycznie w poréwnanibe(ll) E dla najwyszego sfzenia kwasu elagowego
a - p<0,05

Fe(II) [umol1]
e h (=2

L]

2 4 6 g 10 12 14 16 18
Stezenie kwasu elagowego [molx10¥/]]

Cplmgl]  —e—44[E] - G 44 [T A 6 [E]

A=== {6 [T]

Wykres 18. Wartéci AFe(ll) uzyskane dla prob zawiegaych Cp, i kwas elagowy
(eksperymentalne, E) oraz sumkye(ll) uzyskane w eksperymentach analjgygh

Cpw | kwas oddzielnie (teoretyczne, T)

réznica istotna statystycznie w porownanibie(ll) E dla najwyszego stzenia kwasu elagowego

a - p<0,05
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Nastpnie obliczono maksymalne ¢genia jondw Fe(ll), jakie mag by¢
wyeliminowane przez kwas elagowy bez udzialu Cpz avajej obecnéci. W tym celu
obliczono odwrotnéci wartasci AFe(ll) i sezen kwasu elagowego, a zatesci miedzy
nimi przedstawiono na wykresach 19A i 20A (Anel®pwnania prostych, na podstawie
ktorych obliczonaAFe(I)max przedstawia tabela 7. Maksymalnezehie Fe(ll), jakie mae
by¢ wyeliminowane przez kwas elagowy wynosi 48,8thol/l przy zastosowanym
poczatkowym stzeniu Fe(ll) (71,4uM), przy czym dodatek Cp istotnie zmniejszyt udziat

kwasu elagowego w eliminowaniu wolnych jonéw Fe(ll)

Cpk Gp
Cp
mo/l y=ax+b AFle/(kIJI): i y=ax+b AFle/(? |): -
kwas
elagowy | y=3,5265x +0,0205| 4880 | y=5,1942x-0,1795 48,80
220 | y=1,3032x+0,1187| 842 y = 0,7479x + 0,1279 7,82
33,0 y = 1,004x + 0,1466 6,82 y = 0,9657x + 0,1107 9,03
44,0 | y=0,5904x + 0,1546 6,47 y = 0,2876x + 0,1430 6,99
66,0 | y=0,3287x+0,1628| 6,14 y = 0,3613x + 0,1447 6,91

Tabela 7 AFe(Il)max dla uktadéw zawieragych kwas elagowy i Ggub Cpu.
* ROwnania prostych y = ax +b, czyliAFe(ll) = a(1/kwas elagowy) + b, gdy 1/kwas elagewy
Z zatlazenia: x=0—y=b, czyli 1AFe(ll) = b— 1/b =AFe(ll) jest maksymalnym steniem Fe(ll) jakie
moze zosta wyeliminowane w zastosowanym modelu badawczym
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5. Wplyw kwasu chlorogenowego na aktywni ferroksydazowa Cp wyizolowanej
z osocza krwiodawcéw i chorych z PMNT

Nastpnie oceniono zdolo kwasu chlorogenowego do eliminowania jonow
Fe(ll) oraz jego wptyw na aktywsé ferroksydazow Cpx oraz Cpy (wykres 21 i 22).
Kwas chlorogenowy wykazat zdolfiodo eliminowania Fe(ll) w zakresie analizowanych
stezen, a jego dodatek do uktadow zawiemjch state stenie Cp i Cpu wptynat
na wzrostAFe(ll). Nalezy jednak zwroai uwag na znacznie wasze wartéci AFe(ll),
jakie uzyskano wycznie dla kwasu chlorogenowego w poréwnaniu z vaiami jakie
uzyskano dla uktadéw z gp Cpy. Wartaci AFe(ll) zalezg rowniez od stzenia Cg oraz
Cpwv W uktadzie, co obrazgijwykresy 21A i 22A (Aneks).

W kolejnym etapie porownano wastd AFe(ll) E i T uzyskanych dla 44 i 66 mg/l
Cpc oraz Cg w obecnéci kwasu chlorogenowego (wykres 23 i 24). Stwierdzo
iz wartasci AFe(ll) T s istotnie wysze odAFe(ll) E dla najwyszego stzenia kwasu

chlorogenowego.
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Led = Lh

A Fe(II) [Lmold]

-3

0 T T

] A 4 é g 10 12 14 16 12

Stezenie kwasu chlorogenowego [mok10-%/1]
Cp [mgfl] —&—sam kwas —B—12 —A— 33 —4—44 —B—d
Wykres 21. Wptyw kwasu chlorogenowego na aktyyérferroksydazow Cpk.

rdznica istotna statystycznie w poréwnaniu z uktademvierapcym wykcznie Cg lub kwasem
a - p<0,001

A Fe(II) [umol/1]

0+ T T

0 2 4 & g 10 12 14 16 18
Stezenie kwasu chlorogenowego [nok104/1]

Cplmg/l] —e—samkwas —W—22 ——33 —&—44 —— 66
Wykres 22. Wptyw kwasu chlorogenowego na aktysérferroksydazow Cpy.

réznica istotna statystycznie w poréwnaniu z ukltademvierapcym wylcznie Cp lub kwasem
a- p<0,001
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AFe(II) [umol1]

Cp [mg/l]

2 4 6 g 10 12 14 16 18
Stezenie kwasu chlorogenowego [mol10-%/1]

——44[E] ---0---44[T] —k—66[E] ---A-=- 66 [T]

Wykres 23. Wartéci AFe(ll) uzyskane dla prob zawiegaych Cg i kwas
chlorogenowy (eksperymentalne, E) oraz susie(ll) uzyskane w eksperymentach

analizupcych C i kwas oddzielnie (teoretyczne, T)

réznica istotna statystycznie w porownanibie(ll) E dla najwyszego stzenia kwasu chlorogenowego

AFe(II) [umol1]

a - p<0,05

Cp [mg/l]

2 4 6 g 10 12 14 16 18
Stezenie kwasu chlorogenowego [mol10-%/1]

—+—44[E] — £ 44 [T]  —&— 66 [E]

Wykres 24. Wartgci AFe(ll) uzyskane dla prob Gp kwas chlorogenowy
(eksperymentalne, E) oraz sumikye(ll) uzyskane w eksperymentach analizy¢h

Cpv | kwas oddzielnie (teoretyczne, T)

réznica istotna statystycznie w porownanibie(ll) E dla najwyszego stzenia kwasu chlorogenowego

a - p<0,05
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Nastpnie obliczono maksymalnego ¢&tnia jondéw Fe(ll) jakie ma by¢
wyeliminowane przez kwas chlorogenowy w uktadzie bdziatu Cp lub Cpy oraz w jej
obecndci. W tym celu obliczono odwrotdoi wartasci AFe(ll) i stzen kwasu
chlorogenowego, a zaleosci miedzy nimi przedstawiono na wykresach 25A i 26A
(Aneks). Rdéwnania prostych, na podstawie ktérychicebno AFe(ll)nax przedstawia
tabela 8. Maksymalnegsenie Fe(ll) jakie mge by wyeliminowane z uktadu wytznie
przez kwas chlorogenowy wynosi 7,4dol/l przy zastosowanym pogtkowym stzeniu
Fe(ll). Dodatek Cp istotnie zmniejszat udziat kwashlorogenowego w eliminowaniu

wolnych jonow Fe(ll).

Cpx Gw
Cp

o/l y=ax+b AF:(La/(tI)I): max y=ax+b AF:(La/(tI)I): max
kwas

chlorogenowy y = 0,3886x + 0,1344 7,44 y = 0,3886x + 0,1344 7,44
22,0 y =0,5434x + 0,2821 3,54 y =0,28x + 0,2641 3,78
33,0 y = 0,4835x + 0,2525 3,96 y =0,182x + 0,2161 4,63
44,0 y =0,2772x + 0,231 4,33 y =0,1224x + 0,2047 4,88
66,0 y =0,2213x + 0,1826 5,47 y = 0,0955x + 0,1896 5,27

Tabela 8 AFe(Il)max dla uktadéw zawieragych kwas chlorogenowy i Gaub Cpy
* Rownania prostych y = ax +b, czyliAFe(ll) = a(1/kwas chlorogenowy) + b, gdy 1/kwasocht
genowy—0
Z zalarenia: x=0—y=b, czyli 1AFe(ll) = b— 1/b =AFe(ll) jest maksymalnym gteniem Fe(ll) jakie
moze zosta wyeliminowane w zastosowanym modelu badawczym
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6. Wplyw kwasu p-kumarowego na aktywné¢ ferroksydazowg Cp wyizolowanej
z osocza krwiodawcéw i chorych z PMNT

W kolejnym etapie badaoceniano zdolni& kwasu p-kumarowego do eliminowania
jonow Fe(ll) oraz jego wplyw na aktyw#o ferroksydazow Cp, oraz Cp (wykres 27
I 28). Kwas p-kumarowy wykazat niewielkzdolnag¢ do eliminowania Fe(ll) w anali-
zowanym zakresie sten. Dodatek kwasu w zakresiecsth 6,0 — 17,0 molx1®1 do 22
i 44 mg/l Cx (wykres 27) oraz spowodowat istotny wzraSEe(ll) w poréwnaniu
z uktadem zawieragym wylgcznie Cg. Podobi zaleznos¢ zaobserwowano dla 44 i 66
mg/l Cpyn w calym analizowanym zakresiee&n kwasu p-kumarowego (wykres 28).
Wartasci AFe(ll) zalesg rowniez od stzenia Cp oraz Cgy w ukladzie, co obrazyj
wykresy 27A i 28A (Aneks).

Nastpnie poréwnano waroi AFe(ll) E i T uzyskanych dla 44 i 66 mg/l £fub Cpg
w obecndci kwasu p-kumarowego (wykres 29 i 30). Stwierdzanowvartasci AFe(ll) T
s istotnie nksze od wartéci AFe(ll) E dla najwyszego stzenia kwasu oraz 44 mg/l p
i1 66 mg/l Cpy -

66



Wyniki

AFe(II) [umol1]

0+ T T T T

T T T T 1
o 2 4 & g 10 12 14 16 18
Stezenie kwasu p-kunarowego [molx10-%/1]

Cp [mgfl] —— camn kwas —8—311 —&—33 —O—44 —¥—i6

Wykres 27. Wptyw kwasu p-kumarowego na aktywén@rroksydazow Cpx.
réznica istotna statystycznie w poréwnaniu z uktademvierapcym wylcznie Cp
a - p<0,05b - p<0,001

AFe(IT) [Lmol/1]

_________._._-—-—-l
. 3 —F 23 3
O T T T T T T

o 2 4 & 8 10 12 14 16 18
Stezenie kwasu p-kumarowego [molx10%/1]

Cplmgl] —e—samkwas —W—22 ——33 —A—44 —0—§f

Wykres 28. Wptyw kwasu p-kumarowego na aktywéierroksydazow Cpy,
réznica istotna statystycznie w poréwnaniu z uktademvierajcym wykcznie Cgy,
b- p<0,01c - p<0,001 a- p<0,05
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35

AFe(II) [umol1]

O T T T T T T T T
0 2 4 6 2 10 12 14 16 18

Stezenie kwasu p-kumarowego [molx10-%1]

Cplmgl]  —¢—44[E] — O 44 [T] —&— 66[E] -~ A 66 [T]

Wykres 29. Wartéci AFe(ll) uzyskane dla prob zawiegaych C i kwas
p-kumarowy (eksperymentalne, E) oraz sutiie(ll) uzyskane w eksperymentach
analizupcych Cp i kwas oddzielnie (teoretyczne, T)

réznica istotna statystycznie w poréwnanibie(ll) E dla najwyszego szenia kwasu p-kumarowego
a- p<0,05
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A N —&
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E e - 0
fay
=3
[-5)
=
-
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05
O T T T T T T T T 1
0 2 4 & 8 10 12 14 16 18

Stezenie kwasu p-kurmnarowego[molx10-%1]

Cp [mgl] ——44[E] - <44 [T] ——66[E] - £ 66 [T]

Wykres 30. Wartéci AFe(ll) uzyskane dla prob zawiegaych Cpy i kwas p-kumarowy
(eksperymentalne, E) oraz sumilfe(ll) uzyskane w eksperymentach analizygch Cpy
I kwas oddzielnie (teoretyczne, T)

réznica istotna statystycznie w poréwnanibie(ll) E dla najwyszego szenia kwasu p-kumarowego
a- p<0,05
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Nastpnie obliczono maksymalne ¢genia jondw Fe(ll), jakie mag by¢
wyeliminowane przez kwas p-kumarowy w ukfadzie bdziatu Cp lub Cpy oraz w jej
obecndci. W tym celu obliczono odwrotdoi wartasci AFe(ll) i stzen kwasu
p-kumarowego, a zateosci miedzy nimi przedstawiono na wykresach 31A i 32A
(Aneks). Rdéwnania prostych, na podstawie ktérychicebno AFe(ll)nax przedstawia
tabela 9. Maksymalne c¢genie Fe(ll) jakie mge by wyeliminowane przez kwas
p-kumarowy wynosi 0,4@mol/l przy zastosowanym pogikowym stzeniu Fe(ll) 71,4
uM. Dodatek Cp istotnie wspomagat udziat kwasu p-&towego w eliminowaniu

wolnych jonow Fe(ll).

Cpk Cpwm
Cp
o/l y=ax+b AFle/(tl) |)= e y=ax+b AFle/(tl) |): e
kwas p-

kumarowy y = 6,2206x + 2,6961 0,40 y = 6,2206x + 2,6961 0,40
22,0 y =1,0164x + 0,6975 1,64 y =0,4782x + 0,4276 2,34
33,0 y =0,6947x + 0,4796 2,08 y = 0,2344x + 0,4427 2,26
44,0 y = 0,4337x + 0,3688 2,71 y =0,1261x + 0,3305 3,02
66,0 y = 0,1833x + 0,3564 2,80 y =0,1021x + 0,2504 3,99

Tabela 9AFe(Il)max dla uktadéw zawieragych kwas p-kumarowy i Gpub Cpy.
* Rownania prostych y = ax +b, czylifFe(ll) = a(l/kwas p-kumarowy) + b, gdy 1/kwas
p-kumarowy—-0
Z zatlazenia: x=0—y=b, czyli 1AFe(ll) = b— 1/b =AFe(ll) jest maksymalnym steniem Fe(ll) jakie
moze zosta wyeliminowane w zastosowanym modelu badawczym
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7. Wptyw kwasu sinapinowego na aktywnéc¢ ferroksydazowa Cp wyizolowanej
z osocza krwiodawcéw i chorych z PMNT

W nastpnym etapie badaoceniano zdoln@ kwasu sinapinowego do eliminowania
jonow Fe(ll) oraz jego wptyw na aktywfo ferroksydazow Cpc oraz Cpy (wykres 33
i 34). Z poniszych wykreséw wynika,zi kwas sinapinowy wykazuje bardzo sjab
zdolna¢ do eliminowania Fe(ll) w analizowanym zakresiezat. Dodatek kwasu
sinapinowego w skeniu 17,0 molx1®/l do mieszaniny reakcyjnej zawiesegj 44 i 66
mg/l Cpx (wykres 33) oraz 33 i 66 mg/l Gp(wykres 34) wptyat na istotny wzrost
AFe(ll). Wartagci AFe(ll) zaleg réwniez od stzenia Cg oraz Cm w ukladzie,
co obrazuj wykresy 33A i 34A (Aneks).

Nastpnie porownano wartgi AFe(ll) E i T uzyskanych dla 44 i 66 mg/l fub Cpu
w obecndci kwasu sinapinowego (wykres 35 i 36). Stwierdzoowartasci AFe(ll) E
nie r&nia si¢ od wartdci AFe(ll) T.
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AFe(II) [unold]

0 2 4 6 2 10 12 14 16 18

Stezenie kwasu sinapinowego [rmolx1051]

Cp [mgl] —— zam kwas —m—:iz r— 33 *— 44

3
=3
o

Wykres 33. Wptyw kwasu sinapinowego na aktywhierroksydazow Cpx.
Rdéznica istotna statystycznie w poréwnaniu z uklademvierapcym wykcznie CR:
¢ - p<0,05b - p<0,01 a- p<0,001

35 -

AFe(II) [unoll]

0 T T T T T

] 2 4 & g 10 12 14 16 18
Stezenie kwasu sinapinowego [inolx10%/1]

Cp[mgl] —&k—22 —B—33 —k—44 ——ff —S—samkwas

Wykres 34. Wptyw kwasu sinapinowego na aktywhierroksydazow Cpy.
réznica istotna statystycznie w poréwnaniu z ukltademvierapcym wylcznie Cpy:
a- p<0,01b - p<0,05
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1,5

A Fe(ll) [pmol/l]

0,5

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Stezenie kwasu sinapinowego [molx1®1]

Cp[mg/l] —e—44[E]--o - 44 [T]—A— 66 [E]--A-- 66 [T]

Wykres 35. Wartéci AFe(ll) uzyskane dla prob &p kwas sinapinowy
(eksperymentalne, E) oraz sumlye(ll) uzyskane w eksperymentach analjzygch
Cpx | kwas oddzielnie (teoretyczne, T)

A Fe(ll) [umol/l]

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Stezenie kwasu sinapinowego [molx1®1]

Comgl] — A& —44[E] ——A - 44[T] —m—66[E] -~ O - 66[T]

Wykres 36. Wartéci AFe(ll) uzyskane dla prob zawiegaych Cpy i kwas sinapinowy
(eksperymentalne, E) oraz sumlye(ll) uzyskane w eksperymentach analjzugch
Cpwv | kwas oddzielnie (teoretyczne, T)
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Nastpnie obliczono maksymalne ¢genia jonow AFe(ll) jakie mog by¢
wyeliminowane przez kwas sinapinowy w uktadzie beziatu Cg lub Cpy oraz w jej
obecndci. W tym celu obliczono odwrotdoi wartasci AFe(ll) i stzen kwasu
sinapinowego, a zataosci miedzy nimi przedstawiono na wykresach 37A i 38A (Asiek
Réwnania prostych, na podstawie ktorych obliczartee(ll)n.x przedstawia tabela 10.
Maksymalne stzenie Fe(ll), jakie mze by wyeliminowane z ukiadu wytznie przez
kwas sinapinowy wynosi 0,40mol/l przy zastosowanym pogikowym stzeniu Fe(ll).

Dodatek Cp wspomagat kwas sinapinowy w eliminowanilnych jonow Fe(ll).

Cpx Cpwm
Cp

e/l y=ax+b AFle/(?I): mx y=ax+b AFle/(?I): mx
kwas

sinapinowy y =6,7516x + 2,3519 0,40 y =2,3703x + 2,6991 0,40
22,0 y = 1,4839x + 0,7666 1,30 y = 0,2375x + 0,6377 1,57
33,0 y =0,9363x + 0,5062 1,97 y = 0,0907x + 0,4582 2,18
44,0 y = 0,4068x + 0,3619 2,76 y = 0,0254x + 0,4229 2,36
66,0 y =0,2129x + 0,3568 2,80 y =0,0792x + 0,3471 2,88

Tabela 10AFe(ll)max dla uktadow zawieragych kwas sinapinowy i Ggub Cpy.

* ROwnania prostych y = ax +b, czyliAlFe(ll) = a(1/kwas sinapinowy) + b, gdy 1/kwas sinamy—0

Z zatlazenia: x=0—y=b, czyli 1AFe(ll) = b— 1/b =AFe(ll) jest maksymalnym steniem Fe(ll) jakie
moze zosta wyeliminowane w zastosowanym modelu badawczym
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8. Wptyw kwasu ferulowego na aktywnéé ferroksydazowa Cp wyizolowanej z osocza

krwiodawcow i chorych z PMNT

W kolejnym etapie oceniono zdokto kwasu ferulowego do eliminowania jonow
Fe(ll) oraz jego wptyw na aktywldé ferroksydazow Cpc oraz Cpy (wykres 39 i 40).
Kwas ferulowy wykazat niewielk zdolng¢ do eliminowania Fe(ll). Dodatek kwasu
ferulowego do 22, 44 i 66 mg/l pvptynat na wzrostAFe(ll) w analizowanym zakresie
stezen (wykres 39). Dodatek kwasu ferulowego w zakresiged 6,0-17,0 molx19/l
do 33 mg/l Cp spowodowat wzrost\Fe(ll) (wykres 40). W przypadku 66 mg/l &p
dodatek kwasu ferulowego wphtnna wzrostAFe(ll) w analizowanym zakresie¢sén.
Wartasci AFe(ll) zalesg rowniez od stzenia Cp oraz Cgy w ukladzie, co obrazyj
wykresy 39A i 40A (Aneks).

Nastpnie poréwnano wartgi AFe(ll) E i T uzyskanych dla 44 i 66 mg/l €p Cpwu
w obecndci kwasu ferulowego (wykres 41 i 42). Stwierdzonowartasci AFe(ll) T 1
znamiennie risze z w porownaniu AFe(ll) E dla najwyszego sizenia kwasu i 66 mg/l

Cp« oraz Cp.
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AFe(II) [umol]]

i —3—1—1 -t

0 - T T T

0 2 4 6 g 10 12 14 18 18
Stezenie kwasu ferulowego [mokk10-51]

Cp [mg1] —%—sam kwas —B—212 —&— 33 —H—44 —k—1f

Wykres 39. Wptyw kwasu ferulowego na aktywéderroksydazow Cpx.
réznica istotna statystycznie w poréwnaniu z ukladenvierapcym wylcznie Cg
a - p<0,01 b-p<0,001

AFe(II) [umoll]

] A 4 & g 10 12 14 16 18

Stezenie kwasuferulowego [mok10-#/1]

Cplmgl] ——¢—samkwas —0—22 —k—33 ——44 —B— 60

Wykres 40. Wptyw kwasu ferulowego na aktywa&pu
Rdéznica istotna statystycznie w poréwnaniu z uklademvierapcym wykcznie Cpy:
b - p<0,05c -p<0,001a -p<0,01
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AFe(II) [umol1]

—3
¥
I
_______________ —
2 4 & 8 10 12 14 16 13
Stezenie kwasuferulowego [mok10%1]
Colmgll o 441m — G 44 [T o 66 [E] e 66[7T]

Wykres 41. Wartéci AFe(ll) uzyskane dla prob zawiegaych Cp i kwas ferulowy
(eksperymentalne, E) oraz sumlye(ll) uzyskane w eksperymentach analjzugch

Cpx | kwas oddzielnie (teoretyczne, T)

réznica istotna statystycznie w poréwnanibe(ll) E dla najwyszego sizenia kwasu ferulowego

a- p<0,05

»
»
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=
=]
1,5 1
‘1 -
0,5 A
O T T T T T T T T 1
0 2 4 6 g 10 12 14 16 18
Stezenie kwasuferulowego [mol10-%/1]
Cp [mgfl] —— 44[E] - O 44 [T]  —h— 66[E] -~ A 66T

Wykres 42. Wartéci AFe(ll) uzyskane dla prob zawiegaych Cp, i kwas ferulowy
(eksperymentalne, E) oraz sumilye(ll) uzyskane w eksperymentach analjeygch Cpy

I kwas oddzielnie (teoretyczne, T)

réznica istotna statystycznie w porownanibie(ll) E dla najwyszego sizenia kwasu ferulowego

a - p<0,05
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Nastpnie obliczono maksymalne ¢genia jonow Fe(ll) jakie mag by¢
wyeliminowane przez kwas ferulowy w ukiadzie beziati Cp lub Cpy oraz w jej
obecndci. W tym celu obliczono odwrotsoi wartasci AFe(ll) i sezen kwasu ferulowego,
a zalenosci miedzy nimi przedstawiono na wykresach 43A i 44A (AskekROwnania
prostych, na podstawie ktérych obliczoABe(Il)nax przedstawia tabela 11. Maksymalne
stezenie Fe(ll) jakie mee by wyeliminowane z uktadu wyeznie przez kwas ferulowy
wynosi  0,41umol/l przy zastosowanym pogtkowym w stzeniu Fe(ll). Dodatek Cp

istotnie wspomagat udziat kwasu ferulowego w eliowwaniu wolnych jonow Fe(ll).

Cpk Gp
Cp

o/l y=ax+b AFle/(kIJ |): mx y=ax+b AFle/(? |): max
kwas

ferulowy y =9,879x + 2,4191 0,41 y =9,879x + 2,4191 0,41
22,0 y =0,8821x + 0,6282 1,59 y =0,2784x + 0,5286 1,89
33,0 y =0,4186x + 0,5291 1,89 y=0,119x + 0,4131 2,42
44,0 y =0,1453x + 0,3842 2,60 y =0,017x + 0,3785 2,64
66,0 y = 0,0863x + 0,3163 3,16 y = 0,0405x + 0,2698 3,71

Tabela 11AFe(ll)max dla uktadow zawieragych kwas ferulowy i Cplub Cpy
* R6wnania prostych y = ax +b, czyliAiFe(ll) = a(1/kwas ferulowy) + b, gdy 1/kwas ferulpwO
Z zatlazenia: x=0—y=b, czyli 1AFe(ll) = b— 1/b =AFe(ll) jest maksymalnym steniem Fe(ll) jakie
moze zosta wyeliminowane w zastosowanym modelu badawczym
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9. Utlenianie Fe(ll) w obecndci kwasow fenolowych

W kolejnym etapie badaoceniano zdoln@ kwasow fenolowych do utleniania jonow
Fe(ll) i tworzenia kompleksu Fe(lll)-transferyna. ywki przedstawiajce stzenie
powstatego paiczenia Fe(lll)-transferyna zestawiono na wykrestew! zalenosci od
zastosowanej proporcji molowej Fe(ll) i kwasu fewégo. Z poniszych wykresow
wynika, & najwieckszz zdolndgcig do utleniania jonow Fe(ll) oraz tworzenia kompleks
Fe(lll)-transferyna charakteryzujegeskwas elagowy oraz kwas chlorogenowy. Mnigjsz
zdolng¢ zaobserwowano w przypadku kwasu kawowego. Natdnkess ferulowy,
sinapinowy oraz p-kumarowy wykazaty poroéwnywalne niewielkie zdolnéci do
utleniania jonow Fe(ll).

Utlenianie jonow Fe(ll) przez kwasy fenolowe ocemiazalenie od ich struktury,
liczby grup —OH i ugrupowaorto-OH. Z tabeli 10 wynikaze kwas elagowy i kwas
chlorogenowy, zawierage najweksz liczbe grup hydroksylowych oraz charakteryzcg

sie obecndciag dwoch ugrupow orto-OH wykazuj najwicksz zdolnag¢ do utleniania

jonéw Fe(l).
Kwas Liczba llo§é Fe(ll)-transferyna
fenolowy ugrupowan grup -OH [pmol/min/pmol kwasu]
orto -OH proporcja 6:1 | proporcja 1:1

elagowy 2 4 0,68 0,43
chlorogenowy, 2 5 0,31 0,21
kawowy 1 2 0,08 0,04
sinapinowy - 1 0,03 0,008
ferulowy - 1 0,04 0,008
p-kumarowy - 1 0,02 0,005

Tabela 12. Poréwnanie zdokud utleniania Fe(ll) przez kwasy fenolowe w zalesci
od ilosci par grup —OH w potegeniuorto.
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0,1
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Fe(lll)-transferyna [ pmol/min/pmol kwasu]

O kwas elagowym kwas kawowyn chlorogenowyn sinapinowym ferulowy @ p-kumarowy
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Fe(lll)-transferyna [ pmol/min/pmol kwasu]
o o
= IN

O kwas elagowym kwas kawowyd chlorogenowyd sinapinowy l ferulowy @ p-kumarowy

Wykres 45. Tworzenie kompleksu Fe(lll)-transferymavyniku utleniania Fe(ll) przez
kwasy fenolowe przy proporcji molowej Fe(ll) do ksuefenolowego 6:1 (A) i proporcji
1:1 (B).
* - réznica istotna midzy A i B dla kwasu elagowego, p<0,001
a— r&nica istotna midzy A i B dla kwasu chlorogenowego, p<0,01
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10. Kompleksowanie jonow Fe(ll) przez kwasy fenoloa

W kolejnym etapie badaoceniano zdoln@ kwasow fenolowych do kompleksowania
jonéw Fe(ll). Do tego celu wykorzystano spektrometabsorpcyjg przeprowadzap
rejestragg widm w zakresie 200-700 nm. Maksima absorpcji aktarystyczne dla
kwasow fenolowych oraz pgizen powstatych z jonami Fe(ll) obserwowano w zakresie
290-370 nm zalmie od rodzaju kwasu fenolowego. Zaobserwowano Spirzgcia
maksimoéw o 5 do 15 nm w kierunku fal dézych.Wartasci maksimow absorbancji oraz
odpowiadajce im dtugdci fal, jakie uzyskano dla poszczegoélnych kwasomofewych w
obecndci oraz bez dodatku jonéw Fe(ll) zestawiono w tablel 13-18. Natomiast na
wykresach 46-51 przedstawiono zalesci absorbancji od uzyskanych proporcji
molowych kwas fenolowy/Fe(ll).

Z ponizszych danych wynikazidodatek jonéw Fe(ll) do roztworow zawieg@ych
kwas kawowy, sinapinowy, ferulowy, p-kumarowy orahlorogenowy spowodowat
wzrost wartéci poszczegolnych maksimow absorbancji w porownaniwartgciami
uzyskanymi dla mieszanin nie zawie@jch jondéw Fe(ll). Odwrotn zaleznosé
zaobserwowano dla kwasu elagowego.

Zdolnas¢ wszystkich analizowanych kwasow do tworzeniagzkdw kompleksowych
z jonami Fe(ll) zalena jest od proporcji molowej kwas fenolowy / Fe(hp co wskazuje
charakter krzywych przedstawionych na wykresachB6W stosowanym zakresiessn,
kwasy fenolowe i jony Fe(ll) tworzyty kompleksy grproporcjach molowych 0,13; 0,41

1 0,85, przy czym struktura kwasu fenolowego wydaganiec mniejsze znaczenie.

80



Wyniki

Stezenie kwasu kawowego [mol/l]
4,3x10° 1,3x10° 4,2x10° 8,6x10°
kwas bez Fe(ll)
A [nm] _ 306 306 308
A 0,344 0,442 0,570
Proporcja molowa
kwas/ Fe(ll) 0,04 0,18 0,50 0,85
A [nm] _ 308 310 312
A 0,350 0,504 0,635
Proporcja molowa
kwas/ Fe(ll) 0,06 0,33 0,59 1,00
A [nm] _ 310 310 312
A 0,385 0,503 0,639
Proporcja molowa
kwas/ Fe(ll) 0,13 0,41 0,67 1,21
A [nm] 308 310 310 312
A 0,358 0,493 0,508 0,647

dla kwasu kawowego zaleie od jego stzenia i obecngci Fe(ll).

0.4 0,13

Absorbancja

0,41

0,85

Tabela 13. Zestawienie waétd maksimow absorbancji i odpowiadeych im dtugdci fal

0.1 HO

o 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 1.1 1.2 1.3

Proporciamolowakwaskawowy/Fe(1l)

Wykres 46. Wptyw proporcji molowej kwasu kawowegonow Fe(ll) na jego
wiasciwosci kompleksujce.
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Stezenie kwasu elagowego [mol/l]
4,3x10° 1,3x10° 4,2x10° 8,6x10°
kwas bez Fe(ll)
A [nm] 352 354 356 360
A 0,248 0,477 0,603 0,671
Proporcja molowa kwas/
Fe(ll) 0,04 0,18 0,50 0,85
A [nm] 358 306 362 366
A 0,182 0,392 0,510 0,684
Proporcja molowa kwas/
Fe(ll) 0,06 0,33 0,59 1,00
A [nm] 360 360 362 366
A 0,193 0,402 0,523 0,708
Proporcja molowa
kwas/ Fe(ll) 0,13 0,41 0,67 1,21
A [nm] 360 362 364 366
A 0,398 0,493 0,523 0,720

dla kwasu elagowego zalg@e od jego stzenia i obecngci Fe(ll).

Absorbancja
<=
o

0,85

Tabela 14. Zestawienie waétd maksimow absorbancji i odpowiadaych im dtugdci fal

0 01 02 03

04 05

0.6 07

0.9

Proporcjamolowa kwas elagowy/Fe(II)

Wykres 47. Wptyw proporcji molowej kwasu elagowegonow Fe(ll) na jego
wiasciwosci kompleksujce.
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Stezenie kwasu chlorogenowego [mol/l]
4,3x10° 1,3x10° 4,2x10° 8,6x10°
kwas bez Fe(ll)
A [nm] 320 321 322 325
A 0,406 0,755 0,960 1,198
Proporcja molowa
kwas/ Fe(ll) 0,04 0,18 0,50 0,85
A [nm] 320 322 322 325
A 0,417 0,760 0,992 1,199
Proporcja molowa
kwas/Fe(ll) 0,06 0,33 0,59 1,00
A [nm] 320 322 322 325
A 0,410 0,777 0,986 1,209
Proporcja molowa
kwas/Fe(ll) 0,13 0,41 0,67 1,21
A [nm] 320 322 322 325
A 0,760 0,992 0,990 1,192

Tabela 15. Zestawienie wastd maksiméw absorbancji i odpowiadaych im diugdci fal
dla kwasu chlorogenowego zahée od jego sizenia i obecnsxri Fe(ll).

1.3
1.2
1.1

0.9
0.8
0,7
0,6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0,13

Absorbancja

0,41

0,85

O OH

OH

0 0.1

0.2

03 04 05 06 07 08 09 1

Proporcjamolowakwas chlorogenowy,/Fe(IT)

Wykres 48. Wptyw proporcji molowej kwasu chlorogeremgo i jondéw Fe(ll)

na jego wiaciwosci kompleksujce.
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Stezenie kwasu p-kumarowego [mol/l]
4,3x10° 1,3x10° 4,2x10° 8,6x10°
kwas bez Fe(ll)
A [nm] _ 298 300 300
A 0,655 0,838 0,995
Proporcja molowa
kwas/Fe(ll) 0,04 0,18 0,50 0,85
A [nm] _ 300 302 302
A 0,690 0,883 1,037
Proporcja molowa
kwas/Fe(ll) 0,06 0,33 0,59 1,00
A [nm] _ 300 302 304
A 0,675 0,872 0,974
Proporcja molowa
kwas/ Fe(ll) 0,13 0,41 0,67 1,21
A [nm] 298 302 302 304
A 0,670 0,863 0,844 1,027

Tabela 16. Zestawienie waéth maksiméw absorbancji i odpowiadeych im
diugcici fal dla kwasu p-kumarowego zatee od jego stzenia i obecnséxi Fe(ll).

Absorbancja

Wykres 49. Wplyw proporcji molowej kwasu p-kumar@aee jonow Fe(ll)

1.1

0.9
08 0,13
0,7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2

0.1

0,41

0,85

OH

0 01 02

03 04 05

0.6

0,7

0.8

0,9 1

Proporciamolowa kwas p-kumarowy/Fe(II)

na wigciwosci kompleksujce.
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Stezenie kwasu sinapinowego [mol/l]
4,3x10° 1,3x10° 4,2x10° 8,6x10°
kwas bez Fe(ll)
A [nm] 302 304 306 310
A 0,418 0,720 0,915 1,097
Proporcja molowa kwas/
Fe(ll) 0,04 0,18 0,50 0,85
A [nm] 302 306 310 312
A 0,425 0,746 0,930 1,139
Proporcja molowa
kwas/Fe”? 0,06 0,33 0,59 1,00
A [nm] 302 308 310 314
A 0,429 0,737 0,934 1,118
Proporcja molowa
kwas/ Fe(ll) 0,13 0,41 0,67 1,21
A [nm] 304 308 310 316
A 0,756 0,933 0,947 1,117

Tabela 17. Zestawienie waéth maksiméw absorbancji i odpowiadeych im
diugcici fal dla kwasu sinapinowego zatee od jego stzenia i obecngci Fe(ll).

1.2

1.1

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Absorbancja

0,85

OH

0 01 02

03 04 05 006 07

0.8 09 1

Proporciamolowakwas sinapinowy/Fe(Il)

Wykres 50. Wptyw proporcji molowej kwasu sinapin@eed jonow Fe(ll) na jego
wiasciwosci kompleksujce.
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Stezenie kwasu ferulowego [mol/l]
4,3x10° 1,3x10° 4,2x10° 8,6x10°
kwas bez Fe(ll)
A [nm] 308 308 310 312
A 0,325 0,515 0,700 0,860
Proporcja molowa
kwas/Fe(ll) 0,04 0,18 0,50 0,85
A [nm] 308 310 312 312
A 0,342 0,540 0,731 0,884
Proporcja molowa
kwas/Fe(ll) 0,06 0,33 0,59 1,00
A [nm] 308 310 312 313
A 0,347 0,527 0,745 0,904
Proporcja molowa
kwas/Fe(ll) 0,13 0,41 0,67 1,21
A [nm] 310 312 312 314
A 0,502 0,730 0,742 0,903

Tabela 18. Zestawienie waséth maksiméw absorbancji i odpowiadeych im
diugcici fal dla kwasu ferulowego zaieie od jego stzenia i obecnsxi Fe(ll).

0,7
0,6 0,13
0.5

0.4

Absorbancja
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0.2
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0,41

0,85
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HO

OH
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0.6 07
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Proporciamolowa kwas ferulowy,/Fe(IT)

Wykres 51. Wpltyw proporcji molowej kwasu feruloweigonow Fe(ll) na jego
wiasciwosci kompleksujce.
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VII. DYSKUSIA

Ceruloplazmina katalizuje w osoczu utlenianie joriés(ll) do mniej reaktywnych
jonéw Fe(lll), wgzanych naspnie przez apotransferyriub ferrytyre. Ogranicza w ten
sposOb sizenie wolnych jonéw Fe(ll) i tym samym miwos$¢é generowania wr i rft,
zwlaszcza rodnika hydroksylowego osoczu. Aktywéinderroksydazowa Cp jest jegin
z istotnych sktadowych systemu przeciwutleniaczgrganizmie cztowieka.

Zwigkszona produkcja wr i rft w trakcie trwania stresitsydacyjnego mae pro-
wadzit do zwekszonego wykorzystania przeciwutleniaczy. Przepdreae badania wy-
kazaly,ze rozw0j przewlektej migdzycowej niedranacsci tetnic konczyn dolnych wptywa
na wzrost aktywnéei ferroksydazowej Gp w porownaniu z aktywneia Cpc. Wskazuje
to na jej udziat w ochronie organizmu w trakciek@nostrej fazy, co potwierdzawcze-
$niejsze badania [77]. Jednakkonieczné dziatania Cp w warunkach stresu oksydacyj-
nego powoduje obménie maliwosci utleniania jonow Fe(ll) do Fe(lll). Wskazuj
na to mniejsze % zmianye¢genia Fe(ll) wyeliminowanego przez (gporaz wartéé
AFe(I)max ktora jest dziegciokrotnie ngsza w porownaniu z wadoia uzyskan dla Cix.
Wyniki te mog wskazywa, iz w chorobach przewlektych struktura biatka lub strie-
nienia jonéw miedzi odpowiedzialnych za aktywéiderroksydazow Cp, mae ulec mo-
dyfikacji. Rozwo6j miadzycowej niedranosci tetnic konczyn dolnych u pacjentéw, z oso-
cza ktérych wyizolowano Cp, powodowat zkszone wykorzystanie przeciwutlerjeych
mozliwosci enzymu.

Skuteczné&¢ dziatania endogennych przeciwutleniaczy magicksza egzogenne
substancje o podobnym dziataniu. Wykazanawiazki polifenolowe obecne w ekstrakcie
z pestek maliny megwspomagé ceruloplazmig w eliminowaniu jonéw Fe(ll), co po-
twierdzap wczeniejsze badania [110]. Wydajes gednak,ze nie jest to efekt bezgped-
niego oddziatywania tej grupy zawkow na enzym, ale ich wzajemnego wspoétdziatania
w eliminowaniu jonéw Fe(ll) z badanego ukiladu. Efdkn zaobserwowano przede
wszystkim dla niszych sizen Cpc oraz Cp. Ze wzrostem gkenia ekstraktu jak réwnie
ceruloplazminy prawdopodobnie wzmaga &h wspétzawodnictwo o substrat, jakimp s
jony Fe(ll), co przejawia sizblizonymi wartgciami AFe(ll).

Wspoétdziatanie przeciwutleniaczy egzogennych z gadaymi nie jest dostatecz-
nie zbadane i jedynie autorzy nielicznych prac sujgeze r&ne zwhzki polifenolowe
oddziatup na enzymy wedtug podobnego mechanizmu. Wykazandayinnymi,ze kur-

kumina (dimer kwasu ferulowego) i kwercetyna (flan@) powoduy wzrost aktywnéci
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GPx, SOD, CATinvivoi invitro [70, 71]. Molina i wspotpracownicy [72] zaobserwdiya
ze dtugotrwate podawanie etanolu myszom spowodowadxzcy wzrost sizenia utle-
nionego glutationu (GSSG), wzmagato proces perakgydipidow, przy rownoczesnym
obnizeniu aktywnéci CAT, SOD i GPx. Suplementacja kwercetyny przergwaniem
etanolu wptygta na wzrost aktywniwi CAT i GPx, a take na wzrost gtenia GSH

I zmniejszenie gtenia GSSG. Chomechanizm nie zostatl poznany, przypuszcza si
iz jest to wynik wspotdziatania kwercetyny i GPx, gagootwierdzeniem ni@ by wzrost
stezenia GSH silnie zwazany ze podawaniem kwercetyny oraz indukowanie starak-
tywnaosci GPx przez glutation.

Jak wykazaly przeprowadzone badanigoczgnie egzogennego przeciwutleniacza,
EPM lub kwasow fenolowych, do uktadu zawigcago Cp prowadzi do zmiany jej ak-
tywnaosci ferroksydazowej. Stwierdzonge wartéci AFe(ll) uzyskane dla uktadu zawiera-
jacego jednoczmie oba przeciwutleniacze (E)arity sie od wartdci obliczonych jako
sumaAFe(ll) uzyskanych dla uktadow zawiegaych kady z przeciwutleniaczy osobno
(T). Okazuje sj, ze zarowno Cp jak i ekstrakt wykazugnacznie wikszg zdolng¢
do eliminowania jonow Fe(ll), kiedy dziajapsobno. Zalene to jest rownie od pocho-
dzenia Cp. W przypadku gumodatek EPM zmniejsza zdoktocatego uktadu do elimi-
nowania jonow Fe(ll). Zwikszanie stzenia Cr moze wigc ograniczad udziat
EPM w eliminowaniu jonow Fe(ll). Mma przypuszcza iz dodanie do uktadu Ggp
w stzeniach wekszych od zastosowanych w badaniach, mogtoby cadtewniwelowa
roznice medzy AFe(ll) uzyskanymi w eksperymencie i tymi, ktore wgzzono by teore-
tycznie. Natomiast w przypadku uktadu zawigcapgo Cp, dodatek EPM zwksza s¢ze-
nie eliminowanych z ukfadu jonéw Fe(ll). Pomimo de@ aktywnadé¢ Cpy jest wyzsza
w poréwnaniu z Cp to w uktadzie zawieragym Cpy i EPM wignie EPM wydaje si
mie¢ wiekszy wptyw na eliminowanie jonéw Fe(ll). Mliwe réwniez, ze modyfikacja
strukturalna cgci biatkowej Cg lub zmiana stopnia utleniania jonéw Cu, nie sprzy
Cpwv W konkurowaniu z EPM o substrat, jakimjeny Fe(ll).

W zwigzku z tymi rozwaaniami obliczono maksymalneggénia Fe(ll), jakie mae
by¢ wyeliminowane przez EPM bez udziatu Clpb Cpy, oraz w jej obecrni@i w zasto-
sowanym uktadzie. Okazatog¢siiz AFe(ll)nax jakie mae osagmé sam ekstrakt jest
mniejsze w poréwnaniu z tymi, jakie obliczono w obeci Cpx oraz Cg. Mozna przy-
puszcza, iz wptyw na warté¢ AFe(l)max jaka uzyskano dla samego ekstraktu, miat jego
sktad, a w¢c obecné¢ nie tylko zwizkow polifenolowych, ale i innych, d#i ktérym

tworzy on dynamiczny uktad redoks. Biorpod uwag, ze w ukiadzie takim mie dogc¢
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do utlenienia jonow Fe(ll) do Fe(lll), trudno przesiec, jaki typ oddziatywé miat w nim
miejsce. Dodatek Gporaz Cpm do ukladu zawiergcego EPM spowodowat wzrost
AFe(l)max CO mae swiadczy o ujawniagcej st aktywndaci ferroksydazowej Cp wspo-
magajicej dziatanie ekstraktu.

Mimo, iz wielokrotnie udowodniono korzystne wewosci zwigzkow poli-
fenolowych, tematyka ich wspétdziatania z innymzgxiwutleniaczami egzo- i endogen-
nymi rzadko jest podejmowana.z&é chodzi o ceruloplazmin to szczegdlnie istotne wy-
daj si¢ by¢ wyniki wskazujce na jej wspotdziatanie z innym antyoksydantemoged-
nym — dysmutaz ponadtlenkow. We wczéniejszych badaniach wykazana, miedo-
krwienie krytyczne u rwczyzn z miadzyca tetnic koaczyn dolnych wywiera istotny
wplyw na aktywné¢ Cp w osoczu oraz aktywkd Cu,Zn-SOD w erytrocytach [69].
Wzrost aktywnéci Cp oraz szenia Cu w surowicy tych chorych w poréwnaniu z grup
kontrolm zwigzany jest reakgjostrej fazy towarzysica zwtaszcza ostremu niedokrwieniu
[77]. Natomiast wzrost aktywdoi Cu,Zn-SOD w erytrocytach wygdit jedynie
w niedokrwieniu umiarkowanym, a jej nagty spadekidokrwieniu krytycznym praw-
dopodobnie zwgzany byt z jego zwkszonym wykorzystaniem lub zmniejszogynteza
biatka enzymatycznego. Mpa przypuszcza iz w niedokrwieniu krytycznym to wkaie
Cp przejmuje rad gtbwnego przeciwutleniacza we krwi.

Opierapc sk na danych literaturowych oraz wtasnych wynikachzn@aoprzypusz-
cza, ze stosowanie ekstraktow bogatych w gk polifenolowe mogtoby wspomaga
ceruloplazmig w eliminowaniu jonéw Fe(ll) i ograniczach udziat w procesie genero-
wania wr i rft zwlaszcza w sytuacji zgkiszonego wykorzystania przeciwutleniaczy endo-
gennych.

W kolejnym etapie badaoceniano zdolni@ wybranych kwasow fenolowych
do eliminowania jonow Fe(ll). Kwasy tezdity si¢c budows, gtownie liczla grup hydrok-
sylowych w casteczce, ich wzajemnym ueniem, obecniwia jednego lub wicej pier-
scieni aromatycznych. Natato spodziewa sie wiec réznic w ich reaktywnéci wobec
jonéw Fe(ll) i ceruloplazminy. Wydaje ¢szasadne przypuszczenie, éfekt ten wynika
ze wspotdziatania kwaséw, zwilaszcza kwasu kawowetggowego i chlorogenowego,
z ceruloplazmig w eliminowaniu jonéw Fe(ll), iiich bezpéredniego oddziatywania na
enzym.Zaobserwowano wysoki wzroat~e(ll) juz przy dodatku najaszych s¢zen tych
kwaséw do uktadow o statymeseniu Cpx oraz Cpg. Natomiast ze wzrostemegenia
tych kwasow, jak rownie ceruloplazminy, przy statej puli jonoéw Fe(ll) prdepodobnie

wzmaga ich wspétzawodnictwo o substrat, co przejaskiniewielkimi r&znicami medzy
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wartasciami AFe(ll) przy wyzszych s¢zeniach kwaséw i Cp. Wykazano &k iz dla naj-
wyzszych sgzen wyzej wymienionych kwasow w obecém Cpc lub Cpy wartcsci
AFe(ll) T g istotnie wysze odAFe(ll) E. Naley s3dzi¢, iz dodatek kwasu kawowego,
kwasu elagowego lub kwasu chlorogenowego d@ @@z Cg zmniejsza zdolnid do
eliminowania jonow Fe(ll) przez caty uktad. Podabjak w przypadku EPM, zaréwno Cp
jak i kwasy te wykazuj znacznie wikszy zdolnag¢ do eliminowania jonow Fe(ll), kiedy
dziatap osobno. Wydaje sj iz celowe bytoby zastosowaniezazych s¢zen kwasu kawo-
wego, elagowego lub chlorogenowego by wsporad&a lub Cpy w eliminowaniu Fe(ll)
z ukfadu. Efekt jest jak najbardziejzolany szczegdlnie dla dziatania ;e wzgédu na
fakt, iz zostata ona wyizolowana z osocza 0s6b z PMNT, aactym idzie jej struktura
mogta ulec modyfikacjom.

WyznaczenieAFe(ll)max rOWniez pozwolito wykazé, ze Cp znacznie ogranicza
udziat kwaséw kawowego, elagowego i chlorogenowgggdiminowaniu Fe(ll). Wprowa-
dzenie Cp ju w najnizszym zastosowanymegeniu wptyreto na znaczne obienie war-
tosci AFe(Il)max dla tych kwasow fenolowych, zwtaszcza dla kwaswdwego, ktory wy-
kazywat najwyszy zdolng¢ do eliminowania Fe(ll) w poréwnaniu z kwasem elagm
I kwasem chlorogenowym.

Kolejne trzy kwasy fenolowe, a mianowicie sinapirypw-kumarowy oraz ferulo-
wy, wykazaty znacznie mniejsze zdodoodo eliminowania wolnych jonow Fe(ll). Moa
przypuszczé, iz na ich zdolné& do eliminowania jonodw Fe(ll) najekszy wptyw
ma struktura, a w szczegokud liczba grup hydroksylowych i ich wzajemne padaie
wzgledem siebie, gdy kwasy te posiadajtylko jedry grupgp —OH. Brak ugrupowa
orto hydroksylowych w ich strukturach jest prawdopodebprzyczym ich niewielkiej
zdolnaici do eliminowania Fe(ll). Mina wic sugerowd, iz kwasy te wcale lub w bardzo
nieznacznym stopniu mggyspomagéa Cp w usuwaniu jonéw Fe(ll). Wykazano #ak
iz dla najwyszych sgzen kwasu ferulowego oraz 66 mg/l £p Cpy a take kwasu
p-kumarowego wraz z 66 mg/l Gpvartaci AFe(ll) T g istotnie nisze w poréwnaniu
z wartagciami AFe(ll) E. Naley przypuszczg iz dodatek tych kwasow do gmraz Cpy
w niewielkim stopniu wspomaga uktad w eliminowajpnow Fe(ll) i to widgnie Cp od-
grywa decydujca rolg w obnizaniu s¢zenia wolnych jonéw Fe(ll).

Niewielkie wartéci AFe(ll)max jakie uzyskano dla kwasu sinapinowego, kwasu fe-
rulowego oraz kwasu p-kumarowego potwierdzagzeniejsze przypuszczenia o ich nie-

wielkiej zdolngci do eliminowania wolnych jonow Fe(ll). Natomiasibdatek Cp
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oraz Cg do uktadu zawieragego jeden z tych kwasow powodowat wzraste(lDmax
co mae swiadczy o wspomagagcym dziataniu ceruloplazminy.

Przeprowadzona oceny wptywu EPM oraz badanych kwafnolowych na
aktywna¢ feroksydazow Cp pozwala ustali nastpujaca kolejnas¢ w eliminowaniu
jonow Fe(ll): kwas kawowy > kwas elagowy > kwasabbenowy > EPM > kwas feru-
lowy =~ kwas p-kumarowy = kwas sinapinowy.

Przystpujac do bada zakladano, 2 jony Fe(ll) mog by¢ eliminowane przez
wybrane kwasy fenolowe gtéwnie poprzez kompleksoeawyniki przeprowadzonych
bada& wskazuy jednak, ¥ obok tworzenia komplekséw kwas fenolowy:Fe(ll) 2mwgm
mechanizmem eliminowania jonéw Fe(ll) jest ich noidmie. Zastosowanie metody,
w ktdrej apotransferyna wie jony Fe(lll), powstajce w obecn¢ci kwaséw fenolowych,
pozwolito wykazg, ze cz$¢ jondw Fe(ll) wprowadzonych do badanego ukfadu aleg
utlenieniu. Nie stwierdzono jednak, czy dochodziadmoutleniania jonéw Fe(ll) czy #e
kwasy fenolowe uczestnigzw tym procesie jako utleniacze. Potwierdzono jeelyn
ze w obecnéci kwasu elagowego, chlorogenowego oraz kawowegasiae wecej
kompleksu transferyna:Fe(lll) niw obecnéci w kwasu sinapinowego, ferulowego
lub p-kumarowego.

Doniesienia literaturowe wskaayjiz kwasy fenolowe, w ktorych strukturze wy-
stepuje ugrupowanie gallolowe (3sadupce grupy -OH) sprzyjajautoutlenianiu jonow
Fe(ll). Kwasy, ktére w swej strukturze zawierajrupe katecholow i karboksylowg
zamiast grupy gallolowe] wzmagaj ten proces [32]. Struktgirtaky posiadag wiasnie
kwas kawowy i kwas chlorogenowy, w obeécidktérych stwierdzono najwksze s¢zenie
kompleksu transferyna:Fe(lll). Szczegplowag zwracaj wyniki uzyskane dla kwasu
elagowego. Nie jest on zaliczany dadnej z wyej omawianych grup kwaséw, gdjest
dimerem kwasu galusowego, a tgak wykazaly badania Chvatalovej [3fst zwihzkiem
utleniapcym jony Fe(ll) z dug wydajnacia. Mozliwe, ze obecnét az dwoch ugrupowa
orto-OH w strukturze kwasu elagowego sprzyja nelpgzemu utlenieniu jonéw Fe(ll).

Interesujce wydaje s to, iz kwasy zawierajce jedm grupe —-OH
(3-hydroksybenzoesowy; 4-hydroksybenzoesowy orazaskw4-hydroksy-3-metoksy-
benzoesowy) ograniczajproces autooksydacji jonow Fe(ll) ze zblg efektywndcia
do kwasu askorbinowego. Te kwasy nie wykazaty réwradolncgci do redukowania
Fe(lll). Wyniki wiasne potwierdzajte obserwacje. Co prawda kwas sinapinowy, ferulowy

oraz p-kumarowy g pochodnymi kwasu cynamonowego, a nie benzoesowiegednak
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wszystkie zawierajtylko jedrg grupe OH oraz/lub nie grupmetoksylowd, wiec wydaje
Sie, iz ta hipoteza jest stuszna fakdla nich.

Analiza wynikéw wtasnych wskazuje réwiieze na zdolné kwasu fenolowego
do utleniania jonow Fe(ll) ma wptyw oprocz struktudwniez proporcja molowa Fe(ll)
do kwasu. Zastosowanie 6-cio krotnieckdze] proporcji molowej Fe(ll)/kwas fenolowy
znacznie bardziej sprzyjato utlenianiu Fe(ll) igmaniu powstatych jonéw Fe(lll) przez
apotransferye niz przy mniejszej proporcji. Doniesienia literaturowskazug, iz kwasy
fenolowe znacznie bardziej sprzyajtlenianiu jonow Fe(ll), gdy ich gtenie jest znacz-
nie nizsze od pocgkowego s¢zenia jonow Fe(ll). Kwas kawowy i protokatechowy n&a
ly si¢ najlepszymi utleniaczami wtedy, gdy ickkzgnie stanowito zaledwie 0,4%csénia
pocztkowego jonow Fe(ll) [32].

Na podstawie wynikdw wiasnych, a t&kdoniesié literaturowych, mena stwier-
dzi¢, iz kwasy fenolowe wykazaj aktywnagé podobn do ferroksydazowej. Podczas
gdy jony Fe(lll) § stosunkowo mato reaktywrforma zelaza w organizmie, jony Fe(ll)
generuj rft, odpowiedzialne za peroksydadjpidow, biatek i kwaséw nukleinowych.
Poza tym jony Fe(ll) magprzylaczy¢ sic z czsteczlg O, i tworzy¢ wysoce reaktywny jon
perferrylowy (Fé*0,). Wydaje st wiec, ze zdolngé kwaséw fenolowych do utleniania
jonow Fe(ll) do jonéw Fe(lll), umdiwiajagce nasipnie ich wizanie przez transfergn
jest korzystnym mechanizmem mggm wspomagaceruloplazmig w zmniejszaniu puli
wolnych jonéw Fe(ll) w organizmie.

Jednym z najszerzej dyskutowanych zagaddi@yczcych zwhzkéw polifenolo-
wych jest ich zdoln& do kompleksowania jonéw metali prégpwych. Zdolngé
tg ocenia s przede wszystkim wykorzystg widma kwaséw uzyskane metodspektro-
skopii UV-VIS, a take spektroskopii masowej. Doniesienia literaturowekazuj,
ze dodanie jonéw Fe(ll) do roztworéw kwasow fenolatvypowoduje wzrost maksiméow
absorbancji [111]. Andjelko¥ii wspétpracownicy oceniali zdol&é kwaséw fenolowych
do tworzenia zwgzkow kompleksowych z Fe(ll) na podstawie widm UVSwraz statych
tworzenia komplekséw. Na widmach tych kwaséw uzyska z udziatem jonéw Fe(ll)
obserwowano wisze wartéci absorbancji w podobnym zakresie disgjofali, a take
dodatkowy pik w zakresie 450-650 nm. Wzrost wantaabsorbancji w zakresie fal
o dtugaci 220-350 nm wskazuje na formowanie gzkiow kompleksowych z Fe(ll)
[111, 112, 113].

Wyniki bada whasnych wskazyj ze na zdoln& kwasow fenolowych

do tworzenia zwizkéw kompleksowych z jonamielaza ma wpltyw ich struktura,
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co potwierdzaj doniesienia literaturowe. Zwiki, ktére naleéa do grupy pochodnych
kwasu hydroksycynamonowega fpszymi ligandami dla jonéw Fe(ll) nipochodne
kwasu hydroksybenzoesowego. ZRita ta mae mi€ zwigzek z wysgpowaniem
lub brakiem grupy etylenowej gdzy piegcieniem benzenowym a grakarboksylovg

w strukturach tych zwikow. Wydaje si, iz w przypadku kwasow hydroksybenzoeso-
wych przyhczenie grupy karboksylowej bezpednio do piefcienia mae ostabia
ich zdolndci do kompleksowania jondéw metali [56]. Istotne erenie ma tate obecnét
grup hydroksylowych. Kwas galusowy zawie@j trzy grupy -OH przy gsiednich
atomach wgla wykazat nieoczekiwanie #8z3 zdolnag¢ do kompleksowania jonéw Fe(ll)
niz kwasy zawierajce dwie grupy -OH. Mdiwe, ze obecnéc tylko i wytacznie grupy
gallolowej w strukturze zweku nie sprzyja kompleksowaniu jonéw metali. Wyrtigida
wilasnych wskazgj ze zwigzki zwierapce jedm grupe -OH kompleksyj jony Fe(ll)

w niewielkim stopniu (kwas p-kumarowy), a dodatkos@ecnéc¢ ugrupowa metoksylo-
wych jeszcze bardziej ten proces ogranicza (kwaddey), co potwierdza wynik uzy-
skane przeAndjelkovi¢ [111]. Wicksze zmiany absorbancji po dodaniu Fe(ll) w stosunk
do wartgci uzyskanych dla samych kwaséw zaobserwowano aasi kawowego
(orto-OH) i chlorogenowego (8rto-OH).

W badaniach wlasnych zaobserwowanazéakiewielkie przesuncia maksimow
absorbancji od 5 do 15 nm w kierunku fal dimych po dodaniu jonow Fe(ll) do uktadéw
zawierajcych kwasy fenolowe. Podobny efekt obserwowat Mamid ktory wykazat,
iz dodatek jonéw Fe(ll), Fe(lll) i Cu(ll) do uktadwawierapcego deferipron (substancja
czynna lekéw odpowiedzialnych za chelatowanie jorr@aza) wptyat na przesuricie
maksimow absorbancji w kierunku fal dezych o 5-20 nm [114].

Zdaniem innych autorow na zdoktozwigzkéw polifenolowych do tworzenia
kompleksow z jonami metali wptywa nie tylko ichudttura, ale réwnie proporcja s{ze-
nia molowego kwasu do jonu metalu [32, 70, 111,]1Férnandez i wspoétpracownicy
wykazali, & stosunek gten jondw metali do flawonoidow istotnie wplywa na hos¢
do kompleksowania jonow metali [115]. Wykazat,analizowane flawonoidy (kwercety-
na, kampferol, luteolina, myrycetyna, naringenif@amuja zwiagzki kompleksowe z jona-
mi Fe(ll) przy zachowaniu proporcjicgen 1:1, a z Fe(lll) 1:2. Proporag mechanizm
kompleksowania autorzy sugegpujz flawonoidy zawierace grupy hydroksylowe w po-
zycjach 3, 5, 3’ oraz 4, a tak grug karbonylows przylagczory do C4 w piefcieniu C,
mog kompleksowad jony metali odpowiednio madzy: C3-OH i 4=0, C5-OH i C4=0
I miedzy grupami hydroksylowymi pigcienia B. Ze wzgldu na znacznie bardziej rozbu-
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dowana struktuy, flawonoidy posiadajwiecej ugrupowa mogcych kompleksowajony
Fe(ll) niz badane w pracy kwasy fenolowe.

Wyniki bada wtasnych wskazyj iz zwigkszanie proporcji molowej kwas fenolo-
wy/Fe(ll) sprzyja tworzeniu zwzkdéw kompleksowych. Obserwujezsivzrost absorbancji
i przesungcie maksiméw w kierunku fal dhgszych. Punkty przegtia wystpujace
na krzywych zalenoéci absorbancji od proporcji molowych kwas fenolos(ll),
przedstawionych na wykresach 46-51, pojaavig niezalenie od rodzaju kwasu fenolo-
wego przy proporcjach 0,13; 0,41 i 0,85. Mogdpowiadd roznym pohkczeniom, jakie
tworzy kwas fenolowy z jonami Fe(ll). Dochodzi p@epodobnie do stopniowego wysy-
cenia miejsc koordynacyjnych jonow Fe(ll) przez kwdenolowe, tworzenia zazkow
kompleksowych o rinej trwatcci i proporcji kwas fenolowy/Fe(ll). Mdiwe, iz pewne
proporcje molowe sprzyjajtworzeniu s¢ trwatych zwizkéw kompleksowych, ctionale-
zy réwniez zatazy¢ tworzenie soli kwaséw z jonami Fe(ll) gki obecnym w nich grupom
karboksylowym.

W zwigzku z tym, ¥ badania wlasne wykazatye kwasy fenolowe wykazajrow-
niez zdolna¢ do utleniania jonéw Fe(ll) do Fe(lll) lub kataliwania tej reakcji, analiza
widm UV-VIS nie dostarcza jednoznacznej odpowiauzipytanie, czy w zastosowanym
modelu badawczym w tworzeniu kompleksow biadziat tylko jony Fe(ll), czy rownie
jony Fe(lll). Wielu autoréw udowodnitozizwigzki polifenolowe wykazuj wicksz zdol-
nos¢ do tworzenia kompleksow wdaie z jonami Fe(lll) [115, 116Wykazano, 1 w wa-
runkach fizjologicznego pH katechole twerzwiazki kompleksowe z jonami Fe(lll) przy
stosunku molowym 2:1, natomiast katechole chargktggce s¢ nizszym pk; formuja
je z jonami Fe(ll) przy zachowaniu proporcji 3:11{#1117,118]. Niemniej jednak zdokto
zwigzkow polifenolowych do kompleksowania obu fovelaza jest jak najbardziej pp
dana ze wzgdu na to, # wielu autorow podkrda, iz kompleksy zarowno jonéw Fe(ll) jak

I Fe(lll) nie katalizug reakcji Fentona [119].
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VI, WNIOSKI

1. Ekstrakt z pestek maliny podobnie jak kwasy fen@omykazuy aktywnaé podobrn
do aktywndci ferroksydazowej ceruloplazminy, zmniejsgajstzenie jonow Fe(ll)

w modeluin vitro.

2. Aktywnos¢ ferroksydazowa ceruloplazminy, zaréwno wyizolowane osocza
krwiodawcoéw jak i chorych z miazycs tetnic, ulega zmianie pod wptywem dodanego

ekstraktu z pestek maliny lub kwasow fenolowychpesdb zaleny od ich s¢zenia.

3. Ekstrakt z pestek maliny i kwasy fenolowe wykazzglolng¢ do eliminowania jonéw
Fe(ll) zarébwno na drodze ich utleniania jak i koeksowaniaw nastpujacej
kolejnasci: kwas kawowy > kwas elagowy > kwas chlorogenowy EPM > kwas

ferulowy~ kwas p-kumarowy = kwas sinapinowy.

4. Udziat kwaséw fenolowych w utlenianiu jonéw Fe(wicksza s¢ ze wzrostem
proporcji molowej Fe(ll):kwas fenolowy, licabgrup —OH i obecriwia ugrupowa

orto-OH w ich czsteczce.

5. Zdolnas¢ kompleksowania jonow Fe(ll) przez kwasy fenolowaezy od proporcji
molowej, a w mniejszym stopniu od ich strukturyopurcje molowe, przy ktérych
tworza si¢ kompleksy kwas fenolowy:Fe(ll) wskazaupa zmiag ich skladu i gzenie do

wysycenia miejsc koordynacyjnych Fe(ll) przez kwésylowe.
6. Ceruloplazmina, zaréwno gpak i Cpu, skutecznie konkuruje o jony Fe(ll) z kwasem

kawowym, kwasem elagowym oraz kwasem chlorogenowwmo obecnéci w ich

strukturach gruprto-OH.
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IX. STRESZCZENIE

Ceruloplazmina (Cp) jest gtébwnym przeciwutleniaczemsocza krwi,
metaloproteig wigzacg znhaczl cz¢s¢ jondw miedzi i wykazujcg aktywnaé
ferroksydazow. Dzicki tej aktywndaci Cp reguluje metabolizmelaza utlenigc jony
Fe(ll) do Fe(lll), ktore wizane § nastpnie przez transfergn i ferrytyne.
Zmniejszenie puli wolnych jonOwelaza w osoczu ogranicza ich udziat w generowaniu
wolnych rodnikow i reaktywnych form tlenu w reak€&jentona i Habera-Weissa.

Eliminowanie z osocza wolnych jonéw Fe(ll) jak i (R® przez zwhpzki
polifenolowe made wspomaga uktad przeciwutleniaczy organizmu w dezaktywacji
wr i rft. Mechanizm ich wspétdziatania z przeciwariiaczami endogennymi nie jest
dostatecznie wysaiony.

Celem prezentowanej pracy jest prOba odpowiedzipgtanie, czy ekstrakt
z pestek maliny (EPM), bogaty w zyki polifenolowe, a take kwasy fenolowe
(kwas kawowy, elagowy, chlorogenowy, sinapinowyiufewy i p-kumarowy) mog
wspomagéd Cp w eliminowaniu wolnych jonéw Fe(lln vitro. W badaniach
wykorzystano ceruloplazmén wyizolowary z osocza chorych z przewlgkt
miazdzycowa niedraznoscig tetnic konczyn dolnych (Cp), ktorej aktywndé
ferroksydazowa byta wksza od aktywnici Cp uzyskanej z osocza krwiodawcow
(Cpx).

W wyniku przeprowadzonych baflastwierdzono, 1 EPM oraz wybrane kwasy
fenolowe wykazuj aktywnadé podobra do ferroksydazowej, a ich zdol§o
do eliminowania wolnych jonéw Fe(ll) zmieniagsv kolejnasci: kwas kawowy > kwas
elagowy > kwas chlorogenowy > EPM > kwas ferulowkwas p-kumarowy = kwas
sinapinowy. Dodatek ekstraktu, a t@kkwasow fenolowych do uktadow zawieg@jch
Cp powodowat dodatkowe zmniejszenigzenia jonow Fe(ll).

Wykazano rownig, iz na zdolné¢ badanych kwasow do eliminowania jonow Fe(ll)
na drodze utleniania oraz kompleksowania ma wptgvdéwno ich struktura przestrzenna
(w szczegolnéci obecnag¢ gruporto-OH), jak rownie proporcja molowa kwasu do Fe(ll).
Kwas elagowy i chlorogenowy, posiagieg dwa ugrupowanierto-OH i najwicksz liczbe
grup —OH (odpowiednio 4 i 5), wykazupajwickszy zdolna¢ utleniania Fe(ll), zwtaszcza
w proporcji molowej Fe(ll):kwas 6:1. Zdol&é® kompleksowania jonow Fe(ll) przez
badane kwasy fenolowe zajeod proporcji molowej kwas: Fe(ll), natomiast &tuwra

kwasu fenolowego ma mniejsze znaczenie. W ptyyj zakresie stzen kwasy fenolowe
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Streszczenie

I jony Fe(ll) tworz kompleksy przy proporcjach molowych 0,13; 0,4183) co wskazuje,
ze ich skiad ulega zmianomzc do wysycenia miejsc koordynacyjnych Fe(ll).

W oparciu o wyniki przeprowadzonych badatwierdzono,ze EPM oraz badane
kwasy fenolowe, zwlaszcza zawigyeg grupy hydroksylowe w uktadzieorto
(katecholowym) jak kawowy, elagowy i chlorogenowyspomagaj Cp w eliminowaniu
wolnych jonow Fe(ll). Wykazanoyziobie grupy przeciwutleniaczy, endo- i egzogenne,
konkurup o substrat, jakimaswolne jony Fe(ll), w sposéb zaiey od ich s¢zen. Kwasy
zawierajce tylko jedma grupe hydroksylows, czyli ferulowy, p-kumarowy i sinapinowy,
w niewielkim stopniu przyczynigj sic do usuwania jonow Fe(ll), a ich dziatanie
w ukfadzie z Cp jest wspomagane przez jej aktysdierroksydazow.
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Abstract

X.ABSTRACT

Ceruloplasmin (Cp) is the major antioxidant in ptas protein that carries about
95% of the total copper. Multiple biochemical atttes of ceruloplasmin have been
described, including copper transport, oxidatiorFe{ll) to Fe(lll) for subsequent uptake
by transferrin and ferritin. Reduction of pool aké Fe(ll) ions by Cp prevents the
generation of free radicals and reactive oxygencispeby oxidation of Fe(ll) thus
inhibition the Haber-Weiss reaction.

The removal of both free Fe(ll) and Fe(lll) ionsrr blood plasma by polyphenols
enhances the antioxidant system of the living asyjan However, mechanism of the
interaction between exo- and endogenous antioxgdarstill under consideration.

The aim of the study was to investigate the efedataspberry seed extract (RSE),
which is rich in polyphenolic compounds, and pHenacids (caffeic acid, ferulic acid,
chlorogenic acid, ellagic acid, sinapic acid andopmaric acid) on the ferroxidase
activity of Cpin vitro. Ceruloplasmin was isolated from blood plasma atigmts with
atherosclerosis obliterans (fp and from healthy volunteers (p The influence
of chronic arterial occlusion of the lower limbsedio atherosclerosis was observed and the
ferroxidase activity of Gp was found increased in comparison tCp

The RSE and phenolic acids demonstrated the felasetlike activity, ie the
ability to eliminate Fe(ll) ions within the studiedange in order of decreasing
effectiveness: caffeic acid > ellagic acidchlorogenic acid > RSE > ferulic aci
p-coumaric acid = sinapic acid. The addition of RSt phenolic acids to samples with
constant amount of Cp reduced the concentratidre@f) ions.

It was shown that the ability of phenolic acidsetiminate Fe(ll) ions by oxidation
or chelation was connected with their structurespeeially the presence afrto-OH
groups. Furthermore, the effect of phenolic acififiFeaon molar ratio was observed.
Ellagic acid and chlorogenic acid, which contairotarto-OH groups and the highest
number of —OH groups (4 and 5, respectively), stfmvhighest ability to eliminate Fe(ll)
ions, especially at Fe(ll)/phenolic acid molar wai:1. In the present study, it was also
established that phenolic acid/ Fe(ll) molar raiidluenced more significantly the
formation of chelates than their structure. The plexes of phenolic acid and Fe(ll) were
formed at molar ratio 0,13; 0,41 and 0,85 showiimgtendency to saturate coordination

sites on Fe(ll) ion.
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Abstract

In conclusion, it was shown in this study that RSt phenolic acids reduced the
concentration of Fe(ll) ions, especially those eanhg theorto-OH group (catechol
group), ie caffeic acid, elagic acid and chlorogeaid. However, the effect of RSE and
phenolic acids at higher levels of both RSE orseidd Cp is limited by their competition
for accessible amount of Fe(ll) ions. Phenolic adidving only one —OH group, ie ferulic
acid, p-cumaric acid and sinapinic acid, are much lesgiefit in the removal of Fe(ll)
ions, and their low ferroxidase-like activity istemced by the presence of ceruloplasmin

in the system.
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Wykres 3A. Wplyw sizenia C na zdolné¢ eliminacji Fe(ll) z mieszaniny Ggp EPM.
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a - p<0,001b - p<0,01
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Wykres 4A. Wptyw sgzenia Cy na zdolné¢ eliminacji Fe(ll) z mieszaniny Gpi EPM.
réznica istotna statystycznie w poréwnaniu z ngjaym s¢zeniem Cpy lub EPM
a - p<0,001b - p<0,01
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Wykres 10A. Wptyw sfzenia Cgy na na zdoln& eliminacji Fe(ll) z mieszaniny Gp

I kwasu kawowego.
réznica istotna statystycznie w poréwnaniu z uktadeviermjgcym najnisze sgzenie Cgy lub kwas
a - p<0,001
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Wykres 15A. Wptyw sfzenia C na zdolné¢ eliminacji Fe(ll) z mieszaniny Gp
I kwasu elagowego.

réznica istotna statystycznie w poréwnaniu z uktadamvieracym najnizsze sgzenie Cg lub kwas
a - p<0,001b- p<0,05
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Wykres 16A. Wptyw stzenia Cgy na zdolnéc eliminacji Fe(ll) z mieszaniny Gp
I kwasu elagowego.

réznica istotna statystycznie w poréwnaniu z uklademvieragcym najnisze sgzenie Cyy lub kwas
a - p<0,001
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Wykres 19A. Krzywe odwrotriei [1/ AFe(ll)] vs [1/skzenie kwasu elagowego] dla
uktadow zawierajcych Cp.
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Wykres 20A. Krzywe odwrotriai [1/ AFe(ll)] vs [1/skzenie kwasu elagowego] dla
uktadoéw zawierajcych Cpy.
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Wykres 21A. Wptyw stzenia Cg eliminacji Fe(ll) z mieszaniny Gg kwasu
chlorogenowego.
réznica istotna statystycznie w poréwnaniu z uklademvierajcym najnisze sgzenie Cg lub kwas
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Wykres 22A. Wptyw sfzenia Cgy na zdolnéc eliminacji Fe(ll) z mieszaniny Gp
I kwasu chlorogenowego.
réznica istotna statystycznie w poréwnaniu z ukltadamvierajcym najnisze sgzenie Cp, lub kwas
a - p<0,001
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Wykres 25A. Krzywe odwrotriai [1/ AFe(ll)] vs [1/skzenie kwasu chlorogenowego]
dla uktadow zawierggych C.
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Wykres 26A. Krzywe odwrotriei [1/ AFe(ll)] vs [1/skzenie kwasu chlorogenowego]
dla uktadow zawierggych Cp.
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Wykres 27A. Wptyw stzenia Cg na zdolné¢ eliminacji Fe(ll) z mieszaniny Gp
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réznica istotna statystycznie w poréwnaniu z uktadamvierajcym najnisze sgzenie Cg lub kwas
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Wykres 28A. Wptyw sizenia Cgy na zdolné¢ eliminacji Fe(ll) z mieszaniny Gp
i kwasu p-kumarowego.

réznica istotna statystycznie w poréwnaniu z ukltadamvieracym najnisze sgzenie Cp, lub kwas
a - p<0,001
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Wykres 32A. Krzywe odwrotriai [1/ AFe(ll)] vs [1/skzenie kwasu p-kumarowego]

dla uktadéw zawierggych Cpy.
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Wykres 33A. Wplyw sizenia Cp na zdolnéc¢ eliminacji Fe(ll) z mieszaniny Gg kwasu
sinapinowego.
réznica istotna statystycznie w poréwnaniu z uklademvierajcym najnisze sgzenie Cg lub kwas
a - p<0,001
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Wykres 34A. Wptyw stzenia Cgy na zdolnéc eliminacji Fe(ll) z mieszaniny Gp

i kwasu sinapinowego.
réznica istotna statystycznie w poréwnaniu z uktademvierajcym najnisze s¢zenie Cp, lub kwas
a - p<0,001
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Wykres 39A. Wptyw stzenia Cg na zdolné¢ eliminacji Fe(ll) z mieszaniny Gp
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réznica istotna statystycznie w poréwnaniu z uktadamvierajcym najnisze sgzenie Cg lub kwas
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Wykres 40A. Wptyw sizenia Cgy na zdolné¢ eliminacji Fe(ll) z mieszaniny Gp

i kwasu ferulowego.
réznica istotna statystycznie w poréwnaniu z ukltadamvierajcym najnisze s¢zenie Cpy
a - p<0,001
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