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Celem pracy bylo zbadanie lqcznego dziatania wyciqgu z Tarczycy bajkalskiej
(Antoxyd) i koenzymu Q,, (CoQ,,) w stresie oksydacyjnym. Oceniono stopien
peroksydacji lipidowej przez pomiar stezenia dialdehydu malonowego (MDA)
w krwinkach czerwonych izolowanych z krwi ludzkiej. W badaniach wykazano
dziatanie synergistyczne Antoxydu i koenzymu Q,, objawiajqce si¢ hamowa-
niem peroksydacji i spadkiem stezenia MDA w erytrocytach.
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Coraz powszechniejsze stosowanie antyoksydantow jako suplementéw diety
i laczne przyjmowanie roznych typow antyoksydantow zmusza do oceny skutkow
ich dziatania tacznego. Szczegdlna popularnosé preparatéw ziotowych, w tym chin-
skich zidt, czyni problem interakcji bardzo aktualnym. Tarczyca bajkalska (Scutel-
laria baicalensis) znajduje coraz szersze zastosowanie w medycynie m.in. z powodu
wiasciwosci antyoksydacyjnych. Rowniez koenzym Q,, (CoQ,,) jest znanym en-
dogennym zmiataczem wolnych rodnikéw, zalecanym m.in. jako suplement diety
w stanach wyczerpania. Zawarte w Tarczycy bajkalskiej flawonoidy, takie jak baj-
kalina czy bajkaleina sa skutecznymi zmiataczami wolnych rodnikéw, gdyz m.in.
fatwo uwalniaja proton z grupy fenolowe;j. Z kolei koenzym Q,, pelni wazna funkcje
w mitochondrialnym }ancuchu oddechowym, przenoszac elektrony z flawoprote-
in na cytochrom. Proces ten ma kluczowe znaczenie dla sprawnego wytwarzania
wysokoenergetycznych zwigzkéw w procesie oksydatywnej fosforylacji. Brak jest
danych na temat dziatania tgcznego bajkaliny i koenzymu Q,,. Interesujacym wy-
daje si¢ ocena, czy oba te preparaty podane razem wspomagaja swoje dzialanie,
czy dzialaja antagonistycznie i czy dochodzi do interakcji. Celem pracy byta ocena
dziatania lacznego wyciagu z Tarczycy bajkalskiej, standaryzowanego na bajkaling
(Antoxyd-Ax) i koenzymu Q,, w stresie oksydacyjnym wywolanym czynnikiem
chemicznym. Badania wykonano na modelu in vitro — ludzkich erytrocytach. Mie-
rzono peroksydacje¢ lipidowa w krwinkach czerwonych izolowanych z krwi zdro-
wych ochotnikow i stymulowanych nadtlenkiem kumenu.
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MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowita §wieza krew pobrana na cytrynian sodu od zdrowych
ochotnikéw. Krew odwirowano, osocze odrzucono. Po trzykrotnym przemyciu roz-
tworem soli fizjologicznej (0,9% NaCl) krwinek czerwonych, sporzadzono 10%
zawiesing krwinek w buforze PBS (pH = 7,4). Poziom hemoglobiny (Hb) w zawie-
sinie oznaczono metoda Drabkina z zastosowaniem komercyjnego zestawu.

Do badan uzyto Antoxyd (Ax), substancj¢ uzyskana po krystalizacji wodno-al-
koholowego wyciagu z korzenia Tarczycy bajkalskiej Georgi (1) oraz koenzym Q,,
(Q,,904944, JEMO PHARM).

Antoxyd rozpuszczono w buforze TRIS-HCI (pH = 7,4) i zastosowano w nastgpu-
jacych stez.: 1,2, 4, 8, 20, 40, 60, 80, 100, 120 pg/cm?. Roztwory CoQ,, uzyto w ta-
kich samych stgzeniach, jak Antoxyd, ktore uzyskano przez rozpuszczenie CoQ,,
w DMSO, a nastepnie rozcienczenie.

Peroksydacje lipidowa mierzono spektrofotometrycznie oznaczajac st¢zenie dial-
dehydu malonowego (MDA) metoda Stocks ’a (2) i wyrazono w nmol/g hemoglobi-
ny. Dla kazdego ze st¢zen wykonano co najmniej 10 oznaczen.

Metoda oznaczania MDA. Do 2 cm’® zawiesiny krwinek w PBS o okre-
slonym stgzeniu hemoglobiny dodano 25 pg/dm? 66 mmol/dm? roztworu nadtlenku
kumenu w mieszaninie etanolu i soli fizjologicznej (1:3) oraz 40 pg/dm? roztworu
Ax lub CoQ,, w odpowiednim stg¢zeniu lub w przypadku badania wplywu miesza-
niny po 40 pg/dm? roztworu Ax oraz CoQ,, w tych samych stezeniach. Po inkubacji
25°C/godz. dodano 1,5 cm?® wodnego roztworu zawierajacego kwas trichlorooctowy
i arsenin sodowy. Proby odwirowano, do 2 cm? supernatantu dodano 1c¢m?® roztworu
kwasu tiobarbiturowego i inkubowano 95°C/15 min. Absorbancj¢ prob badanych
mierzono przy A = 535 nm. Stezenia MDA w badanej zawiesinie odczytano z krzy-
wej wzorcowej (wzorzec — 1,1,3,3-tetrametoksypropan) i przeliczono na gram he-
moglobiny. Probe kontrolng stanowila zawiesina krwinek z nadtlenkiem kumenu
bez Ax 1 CoQy,.

Analiza statystyczna. Wyniki oceniono statystycznie za pomoca progra-
mu Statistica PL 7.1. Zmienno$¢ rozktadu sprawdzono testem Shapiro-Wilka. Wyniki
oceniano statystycznie przy wykorzystaniu analizy jednoczynnikowej ANOVA te-
stem post-hoc RIR Tukeya. Roznice uznawano za istotne statystycznie przy p<0,05.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wykazano, ze Ax w stez. 8 pg/cm® i wyzszym istotnie (p<<0,0002) obniza poziom
MDA w erytrocytach w stosunku do kontroli K1. Najsilniejsze hamowanie uzyski-
wano dla stezenia 100 pg/cm® Ax (ryc. 1). Koenzym Q,, wykazywat stabsze dziatanie
antyoksydacyjne od wyciagu z Tarczycy bajkalskiej, gdyz istotny statystycznie spa-
dek poziomu MDA uzyskiwano dla stezen powyzej 80 pg/cm? (ryc. 2). W dziataniu
lacznym wykazano synergizm, gdyz CoQ,, juz w stgzeniu 2 pg/cm? z takim samym
stgzeniem AX istotnie statystycznie hamowat peroksydacj¢ w erytrocytach w poréw-
naniu do kontroli K1 (ryc. 3), podczas gdy oba sktadniki podane osobno w tych ste-
zeniach nie dawaty efektu (spadek z 203,82+16,16 do 185,27+8,22 nmol/g Hb).
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Ryc. 1. Wptyw Antoxydu na poziom MDA w erytrocytach.
* wyniki istotnie statystycznie ré6zne wzglgdem kontroli K1 (p<0,0002).

Fig. 1. Effect of Antoxid on erythrocyte MDA levels.
* statistically significant difference when compared to control K1 (p<0,0002).
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Ryec. 2. Wptyw koenzymu Q,, na poziom MDA w erytrocytach.
* wyniki istotnie statystycznie rézne wzgledem kontroli K1 (p<0,0002).

Fig. 2. Effect of coenzyme Q,, on erythrocyte MDA level.
* statistically significant difference when compared to the control K1 (p<0,0002).

Krwinka czerwona jest czgsto stosowanym modelem in vitro do oceny wtasci-
wosci antyoksydacyjnych. Obecne w blonie erytrocytarnej nienasycone kwasy
thuszczowe moga ulegaé peroksydacji w warunkach stresu oksydacyjnego. Krwinka
czerwona podobnie jak inne komorki organizmu zawiera enzymatyczny (dysmu-
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taza ponadtlenkowa, peroksydaza glutationowa, katalaza) i nieenzymatyczny (wit.
E, C, beta-karoten, kwas moczowy) system obronny. Erytrocyty wykazuja jednak
znaczng opornos$¢ na stres oksydacyjny, dlatego do wywotania efektu potrzebna jest
silna prowokacja. W badaniach wlasnych zastosowano nadtlenek kumenu. Niekiedy
uzywa si¢ 4-butylo-hydroksy nadtlenku lub nadtlenku wodoru, jednak ten ostatni
dziata réwniez utleniajaco na hemoglobing. Pismiennictwo wskazujace na wtasci-
wosci antyoksydacyjne Scutellarii baicalensis jest bardzo bogate (3, 4, 5, 6, 7, 8),
jednak dane na temat dzialania facznego z innymi antyoksydantami sa nieliczne.
Opisano wzmacnianie dziatania Tarczycy zmiatajacego wolne rodniki przez proan-
tocyjany z pestek winogron (GSPE) na modelu H,0,/FeSO, (9). Inne badania wyka-
zaly synergizm bajkaleiny z tetracyklinami wobec metycylinoopornych szczepow
Staphylococcus aureus (10).
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Ryc. 3. Wplyw lacznego dziatania Antoxydu i koenzymu Q,, na poziom MDA w erytrocytach.
* wyniki istotnie statystycznie rozne wzglgdem kontroli K1 (p<0,0002).

Fig. 3. Effect of combined exposure to Antoxid and coenzyme Q,,on erythrocyte MDA levels.
* statistically significant difference when compared to the control K1 (p<0,0002).

Badania wlasne pokazuja, ze taczne stosowanie Antoxydu i koenzymu Q,, zna-
czaco obniza dawke efektywna i pozwala uzyska¢ efekt hamowania peroksydacji
lipidow. W stezeniach, ktére stosowane oddzielnie nie sa skuteczne. Mechanizm
dziatania antyoksydacyjnego flawonoidéw zwiazany jest ze zdolnoscia do odrywa-
nia protonu z grupy fenolowej i wygaszania innych rodnikéw oraz oddzialywania
protonu na reaktywne formy tlenu (RFT) (11, 12). Dziatanie antyoksydacyjne ko-
enzymu Q,, wynika w duzej mierze z tatwego przeksztatcania ubichinolu w rod-
nik ubisemichinonowy, skutecznie wygaszajacy bardziej toksyczne rodniki (13).
Mozna przypuszczaé, ze szlaki przemian wzajemnie si¢ uzupehiaja, co skutkuje
wzmocnieniem dziatania Ax i CoQ,,. Bajkaleina wplywa takze na naturalna bariere
antyoksydacyjna, tj. aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), hamuje nadpro-
dukcje anionéw ponadtlenkowych i tlenku azotu w infekcjach bakteryjnych (14),
hamuje czynnik transkrypcji jadrowej NF-kB, a tym samym transkrypcje ponad 100
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gendéw indukowanych w stanach zapalnych m.in. cytokin, COX-2, syntazy tlenku
azotu — iNOS (14, 15). Bajkalina w niektorych testach wykazuje silniejsze dzialanie
zmiatajace rodniki niz jej aglikon bajkaleina (np. w tescie zmiatania rodnika DPPH)
(16). Oba zwiazki maja zdolnos¢ do chelatowania jondw Zelaza i miedzi (11, 17).
Aktywno$¢ antyoksydacyjna bajkaliny wydaje si¢ by¢ bardziej zwiazana ze zmia-
taniem rodnikéw ponadtlenkowych, natomiast bajkaleiny z hamowaniem enzymow
katalizujacych generowanie wolnych rodnikow, np. oksydazy ksantynowej, 12-lipo-
ksygenazy czy syntazy tlenku azotu (6, 8, 18). Bajkaleina indukuje takze ekspresje
genow bialek protekcyjnych, np. biatka szoku termicznego HSP32, co zwigksza jej
aktywno$c¢ antyoksydacyjng. Flawony Tarczycy bajkalskiej, jak i sam koenzym Q,,
moga takze dziataé¢ prooksydacyjnie. Semichinonowy rodnik bajkaleiny moze by¢
utleniony do orto-chinono-6,7-dehydrobajkaleiny, ktory ulega czg$ciowe]j antyok-
sydacji i redukcji ze wzmozong generacja RFT. Podobnie rodnik ubisemichinono-
wy, jak i anionorodnik ubisemichinonowy sa zdolne do wytwarzania RFT w reakcji
z tlenem (13).

Uzyskane wyniki wskazuja na synergistyczny efekt Antoxydu i koenzymu Q,,
objawiajacy si¢ hamowaniem indukowanej przez nadtlenek kumenu peroksydacji
lipidowej i obnizaniem poziomu MDA w erytrocytach. Laczne stosowanie tych pre-
paratow moze prowadzi¢ do zwickszenia antyoksydacyjnej skutecznosci leczenia,
jak réwniez do zminimalizowania efektéw ubocznych przez zastosowanie mniej-
szych dawek.

WNIOSKI

1. Ekstrakt z Tarczycy bajkalskiej (Antoxyd) w stez. 8—120 ug/cm® wykazuje
wiasnos$ci antyoksydacyjne, obnizajac istotnie peroksydacj¢ lipidowa w erytrocy-
tach.

2. Koenzym Q,, w badanym modelu wykazywat stabsze dziatanie, hamujac pe-
roksydacje¢ w erytrocytach w stez. 100 pg/cm? i 120 pg/cm?®.

3. Antoxyd i CoQ,, podane lacznie dziataja synergistycznie, gdyz juz w stez. 2
ug/cm?® istotnie statystycznie hamuja peroksydacje lipidowa w erytrocytach krwi
ludzkie;j.
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SYNERGISTIC EFFECT OF Scutellaria baicalensis EXTRACT
AND Q,, COENZYME

Summary

This paper reports results of a study on the effects of Antoxid (Ax) and coenzyme Q,, (CoQ,,) on lipid
peroxidation induced by cumene peroxide in suspension of red blood cells. It was found that Antoxid at 8-
120 pg/cm?® significantly decreased lipid peroxidation in comparison to the control and showed stronger
antioxidant effect than coenzyme Q,. Coenzyme Q,, significantly decreased erythrocyte MDA levels only
at 100 pg/cm and 120 pg/cm?®. Data from this study point to a synergistic effect of the mixture of Ax and
CoQ),, on free radical processes, while the components used separately at these concentrations did not show
a significant effect. When combined, the Ax and CoQ),, already at 2 pg/cm? significantly inhibited lipid pero-
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xidation in human erythrocytes. Co-administration of these specimens could increase the effectiveness of the
antioxidant treatment and minimize possible side effects that may result from the necessary higher doses of
the single antioxidants.
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