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1. Wprowadzenie 

 

1.1.1. Stres oksydacyjny 

 

Zjawisko stresu oksydacyjnego w organizmie pojawia się gdy zostaje zaburzona 

równowaga pomiędzy niekorzystnymi reaktywnymi formami cząsteczek a mechanizmami 

antyoksydacyjnymi. W procesie tym powstaje zbyt wiele wolnych rodników, których naturalne 

systemy obronne nie są w stanie skutecznie zneutralizować. Wolne rodniki fizjologicznie 

powstają podczas oddychania komórkowego, w reakcjach enzymatycznych oraz w wyniku 

działania układu immunologicznego [1]. Homeostaza między reakcjami prooksydacyjnymi 

oraz antyoksydacyjnymi może zostać zaburzona w wyniku długotrwałej ekspozycji na czynniki 

zewnętrzne tj. brak ruchu, nieodpowiednia dieta, zanieczyszczenie środowiska, spożywanie 

alkoholu, palenie tytoniu, intensywny wysiłek fizyczny bez odpowiedniej regeneracji, 

zażywanie środków psychoaktywnych, niektórych leków czy obciążenie przewlekłym stresem 

psychicznym, długotrwała ekspozycja na zanieczyszczenia środowiskowe, trudne warunki 

pracy [2].  

W stresie oksydacyjnym udział biorą 3 główne grupy cząsteczek tj. reaktywne formy 

tlenu, reaktywne formy azotu oraz reaktywne formy siarki. Do reaktywnych form tlenu 

zaliczane są: anionorodnik ponadtlenkowy, tlen singletowy, nadtlenek wodoru, rodnik 

hydroksylowy oraz nadtlenki organiczne. Do drugiej grupy należą: tlenek azotu, dwutlenek 

azotu oraz nadtlenoazotyn, natomiast do ostatniej – rodnik tiolowy oraz nadtlenek siarkowy. 

Wszystkie te cząsteczki przy zaburzonej obronie antyoksydacyjnej prowadzą do uszkodzeń 

DNA, utleniania lipidów, denaturacji białek, zaburzeń funkcjonowania mitochondriów  

oraz rozwoju chorób przewlekłych [3]. 

W niniejszej monografii świadomie pominięto szczegółowe omówienie enzymów 

prooksydacyjnych oraz mechanizmów generowania przez nie reaktywnych form tlenu. 

Zagadnienia te stanowią bowiem odrębny i złożony obszar badań, wykraczający poza przyjęty 

zakres pracy, której zasadniczym celem jest analiza endogennych i egzogennych mechanizmów 

obrony antyoksydacyjnej organizmu. 
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1.1.2. Cele i zakres pracy 

 

Celem głównym niniejszej pracy jest kompleksowa analiza mechanizmów obrony 

antyoksydacyjnej organizmu człowieka w kontekście utrzymania równowagi oksydacyjno-

redukcyjnej oraz ograniczania skutków stresu oksydacyjnego. 

Cele szczegółowe pracy obejmują: 

1. Charakterystykę stresu oksydacyjnego jako zjawiska biochemicznego i fizjologicznego, 

z uwzględnieniem reaktywnych form tlenu, azotu i siarki oraz ich znaczenia  

w uszkodzeniach biomolekuł. 

2. Omówienie głównych metabolitów i biomarkerów stresu oksydacyjnego, powstających 

w wyniku utleniania lipidów, białek oraz kwasów nukleinowych wraz z ich znaczeniem 

diagnostycznym i klinicznym. 

3. Przegląd endogennych enzymatycznych układów antyoksydacyjnych, ze szczególnym 

uwzględnieniem ich lokalizacji komórkowej, mechanizmów działania oraz roli  

w neutralizacji reaktywnych form tlenu. 

4. Analizę nieenzymatycznych endogennych mechanizmów obrony antyoksydacyjnej, 

obejmujących niskocząsteczkowe antyoksydanty osocza i wnętrza komórek. 

5. Charakterystykę egzogennych (dietetycznych) mechanizmów obrony 

antyoksydacyjnej, w tym witamin, polifenoli, karotenoidów oraz mikroelementów  

o znaczeniu antyoksydacyjnym. 

6. Przedstawienie metod analitycznych i biochemicznych wykorzystywanych do oceny 

stresu oksydacyjnego oraz sprawności układów antyoksydacyjnych w materiale 

biologicznym człowieka. 

7. Powiązanie zagadnień teoretycznych z częścią empiryczną, umożliwiające praktyczną 

ocenę wybranych parametrów stresu oksydacyjnego i mechanizmów obronnych. 
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1.1.3. Najważniejsze metabolity stresu oksydacyjnego 

Metabolity to produkty pośrednie lub końcowe reakcji biochemicznych zachodzących 

w organizmach żywych, w tym przypadku pod wpływem działania stresu oksydacyjnego. 

Metabolity dzielą się na pierwotne (podstawowe), czyli takie, które są niezbędne do życia, 

wzrostu i rozmnażania organizmów oraz wtórne (drugorzędne), które pełnią funkcje ochronne 

czy też sygnalizacyjne. 

 

1.1.4. Produkty utleniania lipidów 

 

1.1.4.1. Malondialdehyd (MDA) 

 

Malondialdehyd (MDA), CH2(CHO)2 powstaje podczas utleniania wielonienasyconych 

kwasów tłuszczowych (PUFA) w błonach takich jak mitochondria czy retikulum 

endoplazmatyczne komórki. Do organizmu MDA może być wprowadzany również w wyniku 

utleniania lipidów pokarmowych np. podczas smażenia, gdzie dochodzi do utlenienia, 

hydrolizy, rozpadu, polimeryzacji, izomeryzacji, a przy zbyt wysokiej temperaturze (punkt 

dymienia) tworzy związki szkodliwe. Do PUFA należą między innymi kwas arachidonowy, 

kwas linolowy, które pod wpływem np. rodnika hydroksylowego, rozpadają się na rodnik 

lipidowy(L·) i wodę. Rodnik lipidowy z kolei reaguje z tlenem cząsteczkowym, tworząc 

lipidowy rodnik nadtlenkowy (LOO·), niesparowany elektron w kontakcie z innym lipidem 

tworzy nadtlenek lipidu (LOOH) i nowy rodnik lipidowy (L·). Nadtlenki lipidów są niestabilne 

i ulegają rozkładowi pod wpływem metali przejściowych np. Fe2+ do aldehydów, ketonów  

i węglowodorów. Głównym produktem rozpadu nadtlenków lipidów jest właśnie MDA.  

MDA może reagować z białkami i DNA tworząc addukty, które mogą być mutagenne.  

MDA jest wykorzystywany jako marker peroksydacji lipidów [4]. Mało swoistą metodą oceny 

MDA w próbce jest reakcja z kwasem tiobarbiturowym (TBARS), ponieważ inne metabolity 

lipidów również reagują z TBA (aldehydy np. 4-HNE), podaje sumaryczny poziom substancji 

reagujących z TBA, nie tylko MDA. Specyficzne metody to HPLC (High-Performance Liquid 
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Chromatography) z detekcją MDA lub LC-MS/MS (Liquid Chromatography – Mass 

Spectrometry). 

W wielu badaniach MDA jest podwyższony u pacjentów z dysfunkcją śródbłonka oraz 

nasilonym stanem zapalnym, tj. nadciśnieniem tętniczym, niewydolnością serca, miażdżycą 

czy chorobą wieńcową. U chorych na cukrzycę typu 1 i 2 również obserwuje się wyraźne 

zwiększenie MDA, co pośrednio wynika z nieregulowanej glikemii (hipo- lub hiperglikemia), 

stanami zapalnymi drobnych naczyń krwionośnych i nerwów (nefropatia, retinopatia, 

neuropatia) [5]. Wzrost MDA obserwowano również w chorobie Alzheimera, Parkinsona, 

stwardnieniu rozsianym i udarach [6]. U pacjentów onkologicznych poziom MDA może 

zależeć od metabolizmu komórek, ich agresywności lub aktywności stosowanego leczenia. 

Podwyższone wartości MDA obserwuje się również w chorobach autoimmunologicznych,  

tj. RZS, toczniu układowym czy nieswoistych zapaleniach jelit [7]. 

Typowe poziomy MDA u zdrowych osób różnią się w zależności od metod oznaczania. 

W surowicy lub osoczu osób zdrowych MDA mierzone metodą TBARS wynosi  

od 2-10 µmol/l, średnie wartości to 3-5µmol/l [8], natomiast w oznaczeniach  HPLC,  LC-

MS/MS zakres jest węższy zwykle 0,5-3 µmol/l [9]. U dzieci i młodych dorosłych poziomy 

MDA są najniższe, natomiast u osób starszych obserwuje się znaczący wzrost, nawet o 50%  

w porównaniu z młodymi dorosłymi. U kobiet po menopauzie wartości MDA wyrównują się  

z mężczyznami lub nawet rosną. Wykazano, że sposób odżywiania, palenie papierosów, 

spożywanie alkoholu również wpływają na wyższy poziom MDA. Metodą immunochemiczną 

(ELISA) mierzy się ilość trwałych adduktów MDA (MDA-LDL, MDA-BSA, MDA-His),  

nie wolnego MDA. W klasycznej pracy walidującej test immunochemiczny do pomiaru MDA-

LDL, autorzy podali, że w grupie kontrolnej wyznaczono wartość referencyjną na poziomie ~ 

34,3 ± 8,8 µg/ml [10]. 

Malondialdehyd jest wydalany z moczem, choć jego stężenie jest znacznie mniejsze niż 

we krwi. Obecność MDA w moczu odzwierciedla systemowy stres oksydacyjny oraz 

peroksydację lipidów, dlatego jest coraz częściej wykorzystywany jako nieinwazyjny 

biomarker. W metodzie TBARS zakres wynosi od 0,3-3 µmol/l, korekcja na kreatyninę jest 

kluczowa, bo zagęszczenie moczu silnie wpływa na wynik – po przeliczeniu na kreatyninę:  

10-50 nmmol MDA/mg kreatyniny [11, 12].  W metodzie HPLC lub LC-MS/MS zakresy  

są niższe 0,1-1,0 µmol/l, z korekcją na kreatyninę: 5-20 nmol/mg kreatyniny (typowo  

u zdrowych dorosłych) [13, 14]. MDA-LDL jest zbyt duże, by przejść przez barierę filtracyjną 

nerek, dlatego w moczu zdrowych osób jest praktycznie nieoznaczalne (może występować   

w przypadku chorób nerek). Metabolietm MDA występującym w moczu jest  
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1,4 - dihydroksynenon kwasu merkapturowego (DHN-MA), nie ma ogólnie przyjętej normy 

stężenia u zdrowych osób - wpływa na to zbyt duża zmienność biologiczna. 

1.1.4.2. 4-hydroksynonenal (4-HNE) 

 

Podobnie jak MDA, 4-HNE jest aldehydem i powstaje w wyniku utleniania 

wielonienasyconych kwasów tłuszczowych. 4-hydroksynonenal jest substancją  

o udowodnionym działaniu cyto- i genotoksycznym. Reaguje z białkami, DNA i fosfolipidami 

– tworząc kompleksy z grupami cysteinowymi, histydynowymi i lizynowymi. Addukty 4-HNE 

w wyniku reakcji Michaela (przyłączenie podwójnego wiązania α, β-nienasyconego aldehydu) 

oraz kondensacji Schiffa (z grupami aminowymi) modyfikują strukturę i funkcję białek,  

co wpływa na utratę aktywności enzymatycznej oraz zaburza sygnalizację komórkową [15]. 

Natomiast, w przypadku połączenia z zasadami azotowymi DNA prowadzi do powstawania 

mutacji punktowych. W niskich stężeniach, 4-HNE jest cząsteczką sygnałową: aktywuje szlaki 

onkogenów tj. MAPK, NF-κβ, Nrf2 [16]. 

4-hydroksynonenal (4-HNE) jest jednym z najważniejszych markerów stresu 

oksydacyjnego i peroksydacji lipidów, ale jego oznaczanie wymaga wysokiej specyficzności, 

ponieważ jest bardzo reaktywny i krótkotrwały. Typowe zakresy wolnego 4-HNE można 

oznaczyć przy pomocy HPLC, LC–MS/MS. Do trwalszych adduktów białkowych (4-HNE-His, 

4-HNE-Lys) mogą zostać wykorzystane metody immunochemiczne. 4-HNE wolny, u ludzi 

zdrowych, w osoczu mierzony metodą LC-MS/MS wynosi 0,1 – 1,0 µmol/l (zwykle 0,2-0,6 

µmol/l) [17], metodą HLPC 0,2 – 2,0 µmol/l w osoczu/surowicy (0,5–1,0 µmol/l), ELISA (4-

HNE–His) - 20 – 200 ng/ml, większość badań podaje (50-120 ng/ml) [18]. 

Addukty białkowe 4-HNE są obecne w tkankach (4-HNE–His) i mogą być oznaczane 

jakościowo i ilościowo. Immunohistochemia pozwala ustalić lokalizację komórkową  

i tkankową adduktów, Western blot pozwala na identyfikację zakresu mas białek z adduktami, 

złotym standardem w metodach ilościowych jest LC–MS/MS – niestety wymaga 

specjalistycznej aparatury, jest długotrwała i kosztowna. W badaniach klinicznych gdzie 

porównuje się duże serie prób między grupami, szybką i ilościową metodą są testy ELISA [19]. 

                            

1.1.4.3. Izoprostany 

 

Powstają głównie w wyniku utleniania kwasu arachidonowego, strukturalnie  

są podobne do prostaglandyn (hormonów parakrynnych). Izoprostany syntetyzowane są  



11 
 

w błonach komórkowych a następnie mogą być uwalniane do krwioobiegu i wydalane  

z moczem [20]. Wzrost stężenia izoprostanów obserwuje się między innymi w stanach 

zapalnych i nowotworach, chorobie Alzheimera, cukrzycy czy chorobach układu sercowo-

naczyniowego. 8-izo-PGF2α jest uważany za najczulszy wskaźnik oksydacyjnego uszkodzenia 

lipidów. Metody oznaczania to: LC-MS/MS - najlepsza, standard metoda referencyjna, GC-MS 

- bardzo dobra, wymaga derywatyzacji (przyłączenie do badanej cząsteczki odczynnika 

derywatyzującego w wyniku tego powstaje pochodna o lepszych właściwościach 

analitycznych), ELISA - łatwa, mniej specyficzna, SPE (Solid Phase Extraction) + ELISA - 

analizy całkowitej zawartości izoprostanów [13].  

 

Tabela 1. Metody oceny zawartości izoprostanów w materiale biologicznym. 

Materiał 

biologiczny 

Metoda analityczna Liczba próbek / 

Uwagi 

Stężenie / Zakres Publikacja 

Osocze  EIA  

(z oczyszczaniem) 

N = 5; zdrowi 

dorośli 

31,8 ± 5,5 pg/mL (średnio)  [21] 

Osocze ELISA po ekstrakcji 

fazowej + SPE 

N = 157; zdrowi 

japońscy 

20,9 ± 9,3 ng/l (średnio)  [22] 

Mocz LC-MS/MS  

(FDA-validated) 

zakres kalibracji 

50 pg/mL – 10 

ng/mL 

brak podanego średniego 

fizjologicznego – zakres 

pomiarowy metodologiczny 

3 - 178 pg/mL moczu     

[23] 

Osocze LC-MS/MS  

(LLE ekstrakcja) 

walidacja 

metody 

zakres metodologiczny do 

krzywej wzorcowej 0,1; 

0,25; 2,5; i 4 mg/l 

[24] 

 

1.1.5. Produkty utleniania białek 

 

1.1.5.1. Karbonylowe pochodne białek 

 

W wyniku reakcji utleniania przez rodniki hydroksylowe (·OH), nadtlenek wodoru 

(H202) czy anionorodnik ponadtlenkowy (O2·
-) - aminokwasy takie jak lizyna, arginina, prolina 

oraz treonina, przekształcają swoje łańcuchy boczne w grupy karbonylowe (-C=O) tworząc 

aldehydy lub ketony. Innym szlakiem są wtórne modyfikacje wywołane przez produkty 

peroksydacji lipidów, to tzw. pośrednia karbonylacja białek. Karbonylowe pochodne białek 

powstają również w reakcjach z cukrami redukującymi np. glukozą czy fruktozą tworząc 
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zasady Schiffa (nietrwały związek chemiczny powstający w reakcji aldehydu lub ketonu  

z aminą, zawierający charakterystyczne wiązanie iminowe (–C=N–) i Amadori (stabilna 

pochodna ketozowa powstała z aldozy). W dalszym etapie powstają zaawansowane produkty 

końcowe glikacji, które zawierają liczne grupy karbonylowe. Co z kolei prowadzi do zmiany 

struktury przestrzennej białka, utraty funkcji enzymatycznej lub receptorowej, większej 

podatności na proteolizę lub agregację a także aktywacji odpowiedzi zapalnej i procesów 

starzenia komórek. Karbonylacja może dotyczyć zarówno białek cytoplazmatycznych, 

błonowych, mitochondrialnych jak i osocza. Do markerów stresu oksydacyjnego zaliczamy: 

karbonylowaną albuminę, hemoglobinę, karbonylowaną enolazę, aldolazę czy GAPDH 

(dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego – kluczowy enzym glikolizy) [25].  

W przypadku choroby Alzheimera, Parkinsona czy Huntingtona chrakterystyczna jest 

karbonylacja takich białek jak β-tubulina, α-synukleina czy immunoglobuliny (IgG) [26, 27, 

28]. 

 

1.1.5.2. Pochodne nitrozowe 

 

Są to związki zawierające grupę nitrozową -NO powstają z amin drugorzędowych 

(R2NH) w reakcji z azotynami (NaNO2) w środowisku kwaśnym. Przykładami nitrozoamin 

mogą być: dimetyloaminonitrozyna (NDMA), dietylonitrozamina (NDEA), nitrozomorfolina. 

Do organizmu mogą trafiać wraz z żywnością (np. w produktach peklowanych). 

 

1.1.5.3. S-nitrozylacja i S-glutationilacja białek 

 

S-nitrozylacja to kowalencyjne przyłączanie grupy nitrozowej (-NO) do atomu siarki  

w reszcie cysteiny w białku. Powstaje S-nitrozotiol (R-S-NO). Jest to odwracalna 

potranslacyjna modyfikacja białek i główny mechanizm działania tlenku azotu (NO)  

w komórkach [29]. Pozwala regulować funkcję białek bez konieczności ich syntezy  

lub degradacji. Przykładami białek, które podlegają S-nitrozylacji są hemoglobina (reguluje 

uwalnianie tlenu), kaspaza 3 (karbonylacja powoduje obniżenie aktywności, a co za tym idzie 

hamuje apoptozę), receptor NMDA (odgrywa integralną rolę w neuroplastyczności 

synaptycznej, która jest kluczowa dla wyższych funkcji, w tym uczenia się i pamięci, 

karbonylacja wpływa na inaktywację). Zaburzenia S-nitrozylacji (zarówno nadmierna jak  
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i niedostateczna) są związane z chorobami neurodegeneracyjnymi (np. choroba Alzheimera, 

Parkinsona), chorobami układu sercowo-naczyniowego, nowotworami czy stanami zapalnymi 

[30]. 

W przypadku S-glutationilacji dochodzi do odwracalnej modyfikacji potranslacyjnej 

białek, polegającej na przyłączeniu cząsteczki glutationu (GSH) do grupy tiolowej (-SH) reszty 

cysteiny w białku. Reakcja ta zachodzi enzymatycznie (z udziałem np. glutaredoksyny)  

lub nieenzymatycznie w warunkach stresu oksydacyjnego gdy powstają wolne rodniki  

i utlenione formy glutationu. Proces S-glutationylacji pełni funkcję regulacyjną i ochronną,  

tj. zmienia konformację i aktywność enzymów, zapobiega nieodwracalnej oksydacji grup 

tiolowych, wpływa na procesy metaboliczne, transdukcję sygnałów, apoptozę i odpowiedź  

na stres oksydacyjny. Nadmierna S-glutationylacja prowadzi do stresu oksydacyjnego, 

dysfunkcji mitochondriów, chorób neurodegeneracyjnych czy cukrzycy typu 2. Białka, które 

ulegają S-glutationylacji to np. aktyna (modyfikacja wpływa na polimeryzację cytoszkieletu) 

[31]. Metodami oznaczania reakcji S-nitrozylacji i S-glutationilacji białek są: biotin-switch 

assay (BST) – metoda klasyczna, w której w pierwszym etapie dochodzi do blokowania 

wolnych grup – SH odczynnikami tj. n-etylo-maleimid lub metylometanotiosulfonian, 

następnie przy pomocy askorbinianu dochodzi do selektywnej redukcji S-NO, powstałe  

w wyniku tej reakcji  reszty – SH znakowane są biotyną. W końcowej fazie przeprowadzana 

jest analiza Western blot [32]. Resin-Assisted Capture (SNO-RAC) matoda podobna do BST 

jednak zamiast biotyny – wiązanie S-nitrozylowanych cystein odbywa się bezpośrednio  

do żywicy tiolowej. Zaletą tej metody jest większa swoistość niż BST i może być wykorzystana 

do LC-MS/MS (bezpośrednia identyfikacja zmodyfikowanych cystein, mapowanie miejsc  

S-nitrozylacji, badania proteomiczne – ilościowe) [33, 34]. Western blot z przeciwciałem anty-

GSH (półilościowa), pomiar stosunku GSH/GSSG (HPLC, testy enzymatyczne, LC-MS) [35]. 

 

1.1.6. Produkty utleniania DNA i RNA 

 

1.1.6.1. 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyna (8-OHdG) i 8-oksoguanina (8-oxoG) 

 

8-OHdG (oksydacyjna modyfikacja guaniny) to produkt oksydacyjnego uszkodzenia 

DNA, powstający w wyniku działania reaktywnych form tlenu (ROS) na zasadę azotową – 

guaninę – w cząsteczce DNA. W wyniku działania rodnika hydroksylowego lub rodników 

tlenkowych dochodzi do utlenienia pierścienia purynowego, w tym wypadku w pozycji C8, 
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tworząc 8-hydroksy-2’-deoksyguanozynę oraz jej tautomer (to jedna z form tej samej 

cząsteczki, która różni się położeniem protonu (H⁺) i wiązania podwójnego) 8-oksoguaninę  

(8-oxoG). 8-OHdG oraz 8-oxoG są mutagennymi produktami, ponieważ łatwo parują się  

z adeniną (A) zamiast z cytozyną (C) podczas replikacji DNA, prowadzi to do mutacji typu 

transwersji GT, które mogą wpływać na procesy złośliwienia komórki [36]. Komórka potrafi 

usuwać zmutowany aminokwas za pomocą enzymów naprawy DNA tzw. gliozylaz. Brak lub 

niedobór tych enzymów zwiększa ryzyko mutacji i nowotworów. 8-OHdG może być 

oznaczany w moczu, krwi, płynie mózgowo-rdzeniowym, tkankach. W przypadku chorób 

nowotworowych podwyższony poziom wskazuje na zwiększoną mutagenezę i niestabilność 

genetyczną [37]. Zmniejszenie poziomu 8-OHdG po chemio-/radioterapii wskazuje  

na pozytywny efekt terapeutyczny. Przykładowe wartości referencyjne całkowity 8-OHdG,  

8-oxo-G, 8-oxo-GTP  u zdrowych osób - wg metody/materiału: - mężczyźni: 29,6 ± 24,5 ng/mg 

kreatyniny - kobiety: 43,9 ± 42,1 ng/mg kreatyniny (mocz - metoda ELISA) [12], osocze  

8-OHdG,  ELISA mediana 9,1 ng/ml (IQR 5,8-13,6) [38]. 

 

Tabela 2. Metody analityczne wykorzystywane do oceny stężeń 8-OHdG w moczu. 

Materiał Metoda 

analityczna 

Liczba próbek/uwagi Zakres/Stężenia Publikacja 

Mocz UPLC-MS/MS + 

SPE 

zdrowi 142 (21-86 lat) vs rak 

jelita grubego 84 

 

zdrowi: ~0,24-2,47 

nmol/mmol 

kreatyniny (średnio 

~1,07) 

[39] 

Mocz HPLC-MS/MS vs 

ELISA 

porównanie metod n-9, 

zdrowi K i M, 39-79 

HPLC-MS/MS: ~1,4 

± 0,3 nmol/mmol 

kreatyniny vs ELISA 

znacznie wyższe z 

filtracją SPE 

[40] 

 

1.1.6.2. Formamidopuryny 

 

Formamidopuryny (w skrócie Fapy) to produkty oksydacyjnego uszkodzenia zasad 

purynowych (guaniny i adeniny) w DNA [41]. Powstają one równolegle z 8-oksopurynami, 

np. 8-oksoguaniną w wyniku działania reaktywnych form tlenu na DNA. W cząsteczce guaniny 

dochodzi do pęknięcia pierścienia imidazolowego i powstania grupy formamidowej (-CONH2). 

To odróżnia formamidopuryny od 8-oksopuryn, które zachowują nienaruszony pierścień 
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purynowy. Formamidopuryny zniekształcają strukturę helisy DNA, blokują polimerazy DNA, 

RNA, mogą prowadzić do błędów w replikacji i mutacji (choć są nieco mniej mutagenne niż  

8-oksoguanina) [42]. Podobnie jak inne oksydacyjne uszkodzenia zasad, Fapy są usuwane 

przez system naprawy tj. wycinanie zasad (BER – Base Excision Repair). Nagromadzenie 

formamidopuryn może powodować zatrzymanie replikacji DNA, zwiększyć częstość mutacji 

(zwłaszcza transwersji GT, AC), prowadzić do niestabilności genomu, odgrywać rolę  

w rozwoju nowotworów i chorób degeneracyjnych. W przeciwieństwie do niektórych 

nietrwałych uszkodzeń oksydacyjnych DNA, Fapy sa bardzo stabilne chemicznie. Do analizy 

jakościowej i ilościowej wykorzystuje się metodę HPLC-ECD (detekcja elektrochemiczna) 

oraz LC-MS/MS - złoty standard. W płynach ustrojowych osób zdrowych Fapy-G: mocz 

wykrywalne, ale na poziomie śladowym typowy zakres u zdrowych LC/MS:  

0,1-0,4 nmol/24 h [43, 44, 45]. Krew: osocze i surowica: formamidopuryny są wyjątkowo 

rzadko wykrywalne jako wolne nukleozydy, są bardzo szybko wbudowywane, naprawiane  

lub usuwane w postaci mononukleotydów, a ich stężenie w osoczu jest skrajnie małe [46, 47]. 

 

1.1.7. Metabolity reaktywnych form tlenu i azotu 

 

1.1.7.1. Nadtlenek wodoru 

 

H2O2 powstaje w komórkach jako produkt uboczny procesów metabolicznych,  

np. w peroksysomach, mitochondriach i reakcjach z udziałem oksydaz (np. oksydaza 

ksantynowa, NADPH oksydaza) [48]. W niskich stężeniach nadtlenek wodoru pełni funkcję 

przekaźnikową i reguluje proliferację (podziały komórkowe), różnicowanie, reakcje 

immunologiczne, natomiast w wysokich stężeniach staje się toksyczny - utlenia białka, lipidy  

i DNA [49]. Zaburza funkcje błon komórkowych, może prowadzić do apoptozy. Szczególnie 

groźny jest udział H2O2 w reakcji Fentona, gdzie powstaje rodnik hydroksylowy. Niektóre 

komórki układu odpornościowego - neutrofile, makrofagi  - celowo produkują H2O2 i generują 

ROS aby niszczyć drobnoustroje - to tzw. wybuch tlenowy i tworzenie pułapek neutrofilowych 

[50].  
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1.1.7.2. Anionorodnik ponadtlenkowy 

 

Anionorodnik ponadtlenkowy powstaje podczas oddychania komórkowego. Niewielka 

część elektronów opuszcza łańcuch oddechowy (z kompleksu I i III) i redukuje tlen [51]. 

Dodatkowo w odpowiedzi na patogen, wspomniane już wcześniej komórki układu 

odpornościowego – fagocyty oprócz nadtlenku wodoru, produkują anionorodnik 

ponadtlenkowy w obecności oksydazy NADPH. Główne reakcje z udziałem anionorodnika  

to dysmutacja, która może być samoistna lub enzymatyczna (tworzenie H2O2), reakcja w której 

anionorodnik ponadtlenkowy reaguje z nadtlenkiem wodoru tworząc rodnik hydroksylowy 

(reakcja Habera-Weissa) oraz tworzenie nadtlenoazotynu (ONOO⁻) [52].  

 

1.1.7.3. Rodnik hydroksylowy 

 

To jeden z agresywniejszych wolnych rodników. Jak już wspomniano powstaje  

w wyniku reakcji Fentona, ale także w reakcji Habera-Weissa [53]. Natychmiast reaguje  

z najbliższymi cząsteczkami, powodując utlenianie zasad DNA, pęknięcia łańcucha DNA, 

utlenianie lipidów błonowych (mitochondria, lizosomy) oraz inaktywację białek [54].  

W rezultacie dochodzi do mutacji punktowych, przerwania jedno- lub dwuniciowego DNA, 

zahamowania replikacji i transkrypcji, a także uszkodzenia transportu i receptorów.  

W przypadku utleniania reszt aminokwasowych białek następuje zmiana struktury 

przestrzennej, fragmentacja łańcucha peptydowego wpływa na utratę funkcji enzymu. Rodnik 

hydroksylowy może wywołać również agregację białka przez powstawanie mostków 

disiarczkowych między białkami i wytwarzanie złogów, np. w mitochondriach, co skutkuje 

poważnymi deformacjami wewnątrzkomórkowymi [55].  

 

1.1.7.4. Tlen singletowy 

 

W normalnych warunkach tlen cząsteczkowy (O2) występuje w stanie trypletowym. 

Oznacza to, że dwa niesparowane elektrony mają równoległe spiny i to ogranicza jego 

reaktywność. W stanie singletowym spiny elektronów są sparowane, co powoduje: wzrost 

energii cząsteczki, większą reaktywność chemiczną czy zdolność do utlenienia wielu 
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biologicznych cząstek [56]. Tlen singletowy może powstać w komórkach w kilku procesach. 

Jednym z nich jest działanie światła w obecności barwników np. porfiryn i fototerapii, podczas 

reakcji enzymatycznych np. w reakcji oksydaz, peroksydaz i lipooksygenaz, lub też w wyniku 

reakcji z nadtlenkiem wodoru [57]. Tlen singletowy nie jest bezpośrednią przyczyną jednej 

choroby, lecz stanowi istotny mediator stresu oksydacyjnego, uczestnicząc w patogenezie 

chorób skóry, nowotworów, schorzeń neurodegeneracyjnych, sercowo-naczyniowych  

oraz chorób oczu [58]. 

 

1.1.7.5. Nadtlenoazotyn 

 

Związek ten, pobudza fagocyty do wydzielania cytokin prozapalnych takich jak TNFα, 

IL-1β oraz zwiększa ekspresję cząsteczek adhezyjnych (ICAM-1, VCAM-1), co jest bodźcem 

do pojawienia się leukocytów [59]. Nadtlenoazotyn uszkadza naczynia krwionośne, zwiększa 

ich przepuszczalność oraz wywołuje obrzęk. Podwyższone stężenia nadtlenoazotynu biorą 

udział w rozwoju takich jednostek chorobowych jak: miażdżyca i choroby serca, reumatoidalne 

zapalenie stawów, zapalenie jelit, uszkodzenie tkanek po udarze mózgu lub niedokrwieniu [60, 

61].  

Nie oznacza się bezpośrednio ROS i RNS, bo są zbyt reaktywne. Oznacza się ich 

stabilne metabolity (MDA, izoprostany, 8-oxo-dG, NO2–/NO3–, 3-nitrotyrozyna itp.).  

NOx = sumaryczne azotany + azotyny (NO3– / NO2–) metody to: Griess (to kolorymetryczna 

metoda oznaczania azotynów oparta na reakcji diazowania i sprzęgania - w środowisku 

kwaśnym azotyny reagują z sulfanilamidem (lub kwasem sulfanilowym) i powstaje sól 

diazoniowa następnie sól diazoniowa reaguje z N-(1-naftylo)etylenodiaminą (NED) w wyniku 

tego tworzy się różowo-fioletowy barwnik azo), chemiluminescencja, HPLC (znaczenie: 

całkowita produkcja NO w organizmie), 3-nitrotyrozyna (marker nitrozacji białek), ELISA, 

LC-MS/MS [62, 63]. 
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2. Endogenne mechanizmy obrony antyoksydacyjnej 

 

1.1.8. Enzymatyczne układy antyoksydacyjne 

 

1.1.8.1. Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) 

 

Dysmutaza ponadtlenkowa jest enzymem, który chroni komórki przed stresem 

oksydacyjnym. Jej główną funkcją jest neutralizacja wolnych rodników ponadtlenkowych, 

które mogą uszkadzać białka, lipidy i kwasy nukleinowe do nadtlenku wodoru, który dalej jest 

neutralizowany przez katalazę lub peroksydazę oraz cząsteczki tlenu. Do rodziny SOD  

w organizmie człowieka zaliczane są 3 izoformy, SOD1 (Cu/Zn-SOD) znajdująca się  

w cytoplazmie, SOD2 (Mn-SOD) – występująca w mitochondriach oraz SOD3 – 

pozakomórkowa [64]. Oznaczanie SOD dzieli się na analizę aktywności enzymów oraz analizę 

ilościową. To najważniejszy podział w biochemii SOD - bo aktywność ≠ ilość białka. 

Wszystkie metody aktywności SOD są testami inhibicyjnymi - mierzą hamowanie reakcji 

generującej O₂•⁻ [65]. 

 

Tabela 3. Wybrane metody oznaczania aktywności  SOD. 

Metoda Zasada Co mierzy Publikacja 

Autooksydacja pirogalolu Pirogalol auto-utlenia się z 

generacją O₂•⁻; SOD hamuje 

reakcję 

Aktywność 

całkowita SOD 

[66] 

Ryboflawina / EDT /NBT 

(nitroblue tetrazolium) 

(Beauchamp–Fridovich) 

Oświetlenie pobudza 

ryboflawinę → powstaje O₂•⁻; 

O₂•⁻ redukuje NBT do 

formazanu (niebieski); SOD 

hamuje redukcję 

Aktywność SOD 

(głównie 

rośliny/tkanki) 

[67] 

Xanthine/XO + WST-1 

(w zestawach 

komercyjnych) 

Superoksyd redukuje WST-1 do 

barwnika; SOD hamuje reakcję 

Aktywność 

całkowita SOD lub 

izoform 

[68] 

 

NBT (nitroblue 

tetrazolium) w warunkach 

generowania supertlenku 

O₂•⁻ redukuje NBT; SOD 

hamuje redukcję 

Aktywność 

całkowita SOD 

[69]  
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Tabela 4. Wybrane metody oznaczania ilości białka SOD. 

Metoda Co mierzy Charakterystyka Publikacja 

ELISA (Sandwich 

ELISA dla SOD1, 

SOD2, SOD3) 

Stężenie białka SOD Ilościowe; bardzo czułe; 

dostępne zestawy komercyjne 

[70] 

Western blot Ilość białka 

SOD1/SOD2/SOD3 

Identyfikacja masy 

cząsteczkowej, ilość 

względna/po normalizacji 

[64] 

Immunohistochemia 

(IHC) / 

Immunocytochemia 

(ICC) 

Lokalizacja i ilość 

względna SOD  

w tkankach 

Czułe badanie dystrybucji białka [71] 

Proteomika LC-

MS/MS (quantitative 

proteomics) 

Ilość absolutna SOD 

w komórkach/ 

tkankach 

Największa precyzja; metoda 

referencyjna 

[72] 

 

 

1.1.8.2. Katalaza (CAT) 

 

Katalaza rozkłada nadtlenek wodoru, do wody oraz cząsteczki tlenu. Występuje głównie 

w peroksysomach takich narządów jak wątroba, nerki, ale również w erytrocytach.  

W strukturze katalazy znajduje się tzw. centrum aktywne zbudowane z jonu żelaza, które  

w pierwszej kolejności z 3 stopnia utlenienia przechodzi na stopień 4, w drugim etapie po 

wytworzeniu cząsteczki wody wraca z powrotem do 3 stopnia utlenienia. Aktywność katalazy 

w osoczu jest bardzo niska. Aktywność katalazy może wzrosnąć w takich stanach chorobowych 

jak: hemoliza (rozpad erytrocytów), choroby wątroby, silny stres oksydacyjny, stany zapalne, 

nowotwory (w badaniach naukowych) [73]. 
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Tabela 5. Wybrane wyniki oznaczeń aktywności katalazy CAT. 

 

Parametr Jednostka 

chorobowa 

Materiał 

biologiczny 

Metoda oznaczania  

CAT 

Jednostka Grupa 

kontrolna 

Grupa 

badana 

Publikacja 

CAT Cukrzyca 

typu 2 

Erytrocyty Spektrofotometryczna 

(Aebi, 240 nm) 

U/g Hb 58,4 ± 

9,1 

42,6 

± 8,3 

[74] 

 

CAT Cukrzyca 

typu 2 

Osocze Metoda kolorymetryczna 

(H₂O₂–molybdate) 

U/ml 6,8 ± 

1,2 

4,9 ± 

1,0 

[75] 

CAT Cukrzyca 

typu 2 

Surowica Zestaw komercyjny 

(ELISA/kolorymetryczny) 

U/l 72,3 ± 

10,4 

55,1 

± 9,6 

[76] 

CAT Cukrzyca 

typu 2 

Leukocyty Metoda kinetyczna UV U/mg 

białka 

19,6 ± 

3,5 

14,2 

± 3,1 

[76] 

 

 

 

1.1.8.3. Peroksydaza glutationowa (GPx) 

 

Peroksydaza oprócz udziału w redukcji nadtlenku wodoru, katalizuje redukcję 

organicznych nadtlenków oraz nadtlenków lipidowych. We wszystkich wymienionych 

reakcjach, kluczowe jest zużycie zredukowanego glutationu (GSH) i powstanie utlenionego 

glutationu (GSSG). Przy udziale NADPH oraz reduktazy glutationowej, GSSG jest 

regenerowany do GSH. U człowieka występuje kilka izoenzymów GPx, różniących się 

lokalizacją, substratami oraz rolą w organizmie. GPx1 występuje w większości tkanek (cytozol 

oraz mitochondria), podstawową funkcją jest usuwanie nadtlenku wodoru [77]. GPx2 znajduje 

się w jelitach, bierze udział w ochronie nabłonka jelit [78]. GPx3 bierze udział w procesach 

immunologicznych we krwi i przestrzeni zewnątrzkomórkowej, występuje w płynach 

pozakomórkowych np. osoczu [79]. GPx4 redukuje nadtlenki lipidowe, zapobiega ferroptozie 

(zależnej od żelaza śmierci komórki), występuje we wszystkich tkankach (cytozol, 

mitochondria, jądro). Do wzrostu gromadzenia żelaza w komórce może dochodzić z kilku 

przyczyn, które najczęściej dotyczą zaburzeń jego transportu, magazynowania, uwalniania  

lub regulacji metabolicznej. Wolne żelazo (Fe²⁺) uczestniczy w tzw. reakcji Fentona, która 

wytwarza najbardziej toksyczny rodnik – rodnik hydroksylowy (•OH).  Zbyt dużo żelaza 

sprzyja toksycznej peroksydacji lipidów, która jest podstawowym mechanizmem ferroptozy, 

czyli regulowanej śmierci komórki zależnej od żelaza [80]. Wiele agresywnych nowotworów 

(np. trójujemny rak piersi, glejaki, rak trzustki): blokuje apoptozę, mutuje geny takie jak TP53, 

staje się niewrażliwy na chemioterapię lub radioterapię. Ferroptoza omija te mechanizmy, 

ponieważ nie zależy od kaspaz ani typowych szlaków apoptozy. Wykorzystanie naturalnej 
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nadekspresji receptorów wychwytujących żelazo w komórkach raka TfR1 i przeładowanie ich 

żelazem może zainicjować proces ferroptozy [81].  

 Peroksydaza glutationowa w swoim centrum aktywnym zawiera selenocysteinę. 

Mutacje w obrębie genów peroksydazy gdzie zamiast selenocysteiny w strukturę 

wbudowywana jest cysteina wpływają na niższą aktywność enzymatyczną. Dlatego niedobór 

selenu może powodować spadek aktywności GPx [82]. GPx4 jest jedynym enzymem zdolnym 

bezpośrednio redukować nadtlenki fosfolipidów błonowych, jest kluczowym i niezbędnym 

enzymem do przeżycia komórek [83]. 

 GPx5 jest nie-selenoenzymem (nie zawiera selenocysteiny), ma unikalną lokalizację  

i rolę: funkcjonuje głównie w najądrzu (epididymis) samców ssaków, zwłaszcza u gryzoni 

(mysz, szczur). GPx5 jest specyficzny dla układu rozrodczego samców, a szczególnie: komórek 

nabłonka najądrza, sekrecji do płynu najądrzowego, powierzchni plemników w trakcie ich 

dojrzewania również u ludzi [84]. 

  GPx6 jest selenoproteiną, u ludzi ekspresja jest ograniczona do: nabłonka węchowego 

(olfactory epithelium), tkanki rozrodczej (gonad) - w mniejszym stopniu. GPx6 jest więc bardzo 

wysoko wyspecjalizowany i nie występuje szeroko w całym organizmie jak GPx1  

czy GPx4 [85].  

GPx7 (glutathione peroxidase 7) to jeden z mniej znanych, nieszablonowych członków 

rodziny peroksydaz glutationowych. W przeciwieństwie do klasycznych GPx (GPx1–4, 6), 

GPx7 nie jest selenoproteiną, nie wykorzystuje glutationu jako głównego substratu i pełni 

unikalną funkcję w retikulum endoplazmatycznym (ER), gdzie bierze udział w kontroli 

fałdowania białek i ochronie przed stresem oksydacyjnym [86].  

Ekspresja GPx7 jest stosunkowo szeroka, ale najbardziej znacząca w tkankach  

o intensywnym metabolizmie białek, takich jak: nabłonek przewodu pokarmowego 

(szczególnie przełyk — GPx7 pełni ważną rolę w ochronie przed refluksem kwaśnym), 

trzustka, płuco, retikulum endoplazmatyczne większości komórek, tkanki narażone na stres 

oksydacyjny [87]. 

GPx7 współpracuje z kluczowymi białkami: ERO1 (endoplasmic reticulum 

oxidoreductin 1), PDI (protein disulfide isomerase). Tworzą one system odpowiedzialny  

za tworzenie mostków disiarczkowych w białkach. Ten proces generuje nadmiar H₂O₂, który 

GPx7 pomaga neutralizować i redystrybuować. GPx7 biorą udział w odpowiedzi na stres ER 

w warunkach przeciążenia fałdowaniem białek (UPR — unfolded protein response): GPx7 

pomaga zapobiegać akumulacji nieprawidłowych białek, stabilizuje równowagę między 

redukującymi i utleniającymi szlakami w ER. Ochrona przed nowotworzeniem, szczególnie  
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w przełyku. Wykazano, że obniżona ekspresja GPx7 wiąże się z chorobą refluksową przełyku 

(GERD), jej dalszym powikłaniem - przełykiem Barretta oraz większym ryzykiem rozwoju 

gruczolakoraka przełyku [88, 89]. 

GPx8 (glutathione peroxidase 8) to ostatni z opisanych enzymów z rodziny 

glutationowych peroksydaz (GPx1–8). Podobnie jak GPx7, jest nietypowym, nie-selenowym 

enzymem związanym przede wszystkim z retikulum endoplazmatycznym (ER) i z procesami 

fałdowania białek [90]. Choć rodzina GPx jest kojarzona z detoksykacją ROS, GPx8 pełni 

bardziej regulacyjną niż klasycznie enzymatyczną funkcję. Jest zakotwiczony w błonie  

ER (retikulum endoplazmatyczne), z domeną luminalną, wykazuje aktywność redukcji 

nadtlenków, ale słabszą niż klasyczne GPx, działa w ścisłej interakcji z systemem tworzenia 

mostków disiarczkowych (ERO1–PDI) [83]. GPx8 znajduje się głównie: w retikulum 

endoplazmatycznym (ER), jest zakotwiczony w jego błonie — odróżnia to go od GPx7,  

które jest swobodniejsze i występuje w świetle ER. GPx8 jest obecna w wielu tkankach, 

szczególnie takich, które mają wysoki obrót białek, np.: wątrobie, trzustce, endotelium, 

tkankach przewodu pokarmowego. Zaburzenia GPx8 mogą wpływać na fałdowanie białek  

i produkcję ROS. Ekspresja GPx8 bywa zmieniona w niektórych rakach; jego deregulacja może 

wpływać na oporność komórek na stres ER, przeżywalność komórek o wysokiej produkcji 

białek [91]. 

 

Tabela 6. Metody oceny aktywności enzymatycznej peroksydaz glutationowych (GPx). 

Typ oznaczenia Co mierzy Materiał Jednostki Publikacja  

Spektrofotometryczna 

metoda Paglia & 

Valentine 

Aktywność 

enzymatyczna GPx 

(zużycie NADPH) 

krew pełna, 

hemolizat 

erytrocytów, 

surowica, 

homogenaty 

tkanek 

U/g Hb, 

nmol/min/mg 

białka 

[92] 

Komercyjne testy 

enzymatyczne 

(mikropłytkowe) 

Aktywność GPx 

(sprzężony test z 

GR) 

surowica, osocze, 

lizaty komórkowe, 

tkanki 

U/mL, 

nmol/min/mg 

białka 

[93] 

Badania kliniczne 

(porównawcze) 

Aktywność GPx 

jako biomarker 

stresu 

oksydacyjnego 

surowica krwi 

(ludzie) 

U/g Hb [94] 
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1.1.8.4. Reduktaza glutationowa (GR) 

 

Jak już wspomniano powyżej, reduktaza glutationowa utrzymuje równowagę między 

utlenioną (GSSG) a zredukowaną (GSH) formą glutationu. Do działania wykorzystuje 

NADPH, który dostarcza elektronów potrzebnych do redukcji. U ludzi rzadko występuje 

genetyczny niedobór tego enzymu, ale jego aktywność może spadać, np. przy niedoborze 

ryboflawiny (wit. B2) ponieważ enzym korzysta z FAD. U człowieka reduktaza glutationowa 

jest kodowana przez pojedynczy gen GSR [95].  

Wyróżniamy GR cytoplazmatyczną oraz mitochondrialną. Ta ostatnia, powstaje z tego 

samego mRNA co forma cytoplazmatyczna, ale ma mitochondrialną sekwencję lokalizacyjną 

(MTS). Po syntezie jest transportowana do mitochondriów. Reduktaza glutationowa jest 

homodimerem – składa się z dwóch identycznych podjednostek, każda o masie ~55 kDa. Każdy 

segment zawiera: grupę FAD, miejsce wiążące NADPH, centrum aktywne z mostkiem 

dwusiarczkowym (Cys) oraz domenę dimeru odpowiedzialną za stabilizację struktury homo-

dimeru [96].  

Domena FAD przenosi elektrony z NADPH; wspiera katalizę redoks, centrum aktywne 

redukuje GSSG → 2 GSH natomiast domena dimeryzacji - wpływa na aktywność enzymu.  

Gen GSR znajduje się na chromosomie 8p12, jest złożony z 13 eksonów i ma długość około 

49,8 kb (49 781 par zasad). Mutacje punktowe (missense) w genie GSR są to mutacje, które 

zmieniają jeden aminokwas w białku – najczęstsza przyczyna obniżonej aktywności reduktazy 

glutationowej. 1. Arg347Cys (R347C) - jedna z najlepiej opisanych mutacji. Prowadzi  

do niestabilności białka i istotnego spadku aktywności enzymu. Związana z hemolizą  

i podatnością na stres oksydacyjny. 2. Gln206Glu (Q206E). Mutacja w domenie wiążącej FAD. 

Upośledza wiązanie FAD → enzym jest słabo funkcjonalny. Obserwowana u pacjentów  

z wrodzonym niedoborem GR. 3. Gly446Ser (G446S), mutacja wpływa na region 

odpowiedzialny za stabilność struktury dimeru - obserwowana jest obniżona aktywność,  

ale niecałkowita utrata funkcji. 4. Asp330Asn (D330N) - mutacja zaburza prawidłowe 

ustawienie domeny aktywnej - powoduje to obniżenie powinowactwa do substratu GSSG.  

5. Arg190His (R190H) - mutacja zlokalizowana w pobliżu domeny Rossmanna (wiążącej 

NADPH). Powoduje znaczne zmniejszenie wydajności przenoszenia elektronów. Mutacje 

nonsense prowadzą do przedwczesnego kodonu stop, skutkując znacznym zmniejszeniem 

ilości funkcjonalnego białka. Bardzo rzadko opisywane; zwykle związane z ciężkim fenotypem 

lub letalnością na poziomie komórkowym. Mutacje splice-site zaburzają prawidłowe składanie 

mRNA i powodują produkcję niefunkcjonalnych białek. Opisane pojedynczo w przypadkach 
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klinicznych. Małe delecje/insercje mogą prowadzić do przesunięcia ramki odczytu i utraty 

funkcji GR. Bardzo rzadkie, wykrywalne najczęściej w analizach WES u pacjentów  

z niewyjaśnionym stresem oksydacyjnym [97, 98].  

Aktywność GR w erytrocytach wynosi: ~4 U/g Hb (jednostki aktywności 

enzymatycznej) [99]. W normalnych warunkach stężenie GR w osoczu/surowicy jest bardzo 

niskie, często niewykrywalne metodami standardowymi, bo enzym nie jest wydzielany na 

zewnątrz komórki (zwykle < 1 U/mL lub poniżej granicy wykrywalności) [100]. Wydzielanie 

lub uwalnianie do płynów pozakomórkowych może się zdarzyć przy uszkodzeniu komórek  

lub w odpowiedzi na stres oksydacyjny. Czynniki wpływające na poziom GR w płynach 

pozakomórkowych: hemoliza - uwalnia GR z erytrocytów do osocza. Stres oksydacyjny i stany 

zapalne - mogą zwiększać wydzielanie lub uwalnianie enzymu. Choroby wątroby i nerek - 

zmieniają poziom GR w osoczu. W tkankach aktywność jest wyższa, np. w ludzkiej zdrowej 

wątrobie GSSG-Red: 40,63 ± 11,10 mU/mg białka [101].  

 

 

Tabela 7. Aktywność reduktazy glutationowej (GR) w materiale ludzkim u zdrowych osób 

dorosłych. 

 

Materiał 

biologiczny 

Metoda analizy Jednostka Grupa Wartości 

referencyjne 

Publikacja 

Erytrocyty Spektrofotometryczna 

(NADPH, 340 nm) 

U/g Hb n=40 

(20-60) 

6,5–10,5 [99] 

 

Osocze Metoda kinetyczna UV U/l n=30 (22-

58) 

35–75 [99] 

Surowica Zestaw komercyjny U/l n=50 

(18-65) 

40–80 [102]  

Leukocyty Spektrofotometryczna U/mg 

białka 

n=25 

(25-55) 

18–30 [103] 

 

1.1.8.5. Peroksydaza tioredoksynowa (TPx, Prx) 

 

To rodzina enzymów antyoksydacyjnych, które usuwają nadtlenki, głównie:  

H₂O₂ (nadtlenek wodoru), ROOH (organiczne nadtlenki), ONOO⁻ (nadtlenoazotyn). To jeden 

z najważniejszych systemów antyoksydacyjnych obok: GSH/GSR (układu glutationowego), 

katalazy oraz GPX [104]. Peroksydaz tioredoksynowych jest u ludzi sześć: Prx1, Prx2, Prx3, 

Prx4, Prx5, Prx6. Prx1 – znajduje się w cytoplazmie oraz jądrze komórkowym; bierze udział  

w regulacji ROS, szlakach sygnalizacyjnych NF-κB oraz proliferacji. Prx2 występuje  
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w cytoplazmie; bardzo szybki „zmiatacz” H₂O₂, wpływa na sygnalizację insulinową. Prx3 - to 

peroksydaza mitochondrialna; chroni przed ROS (kluczowe w nowotworach). Prx4 - retikulum 

endoplazmatyczne (ER) i wydzielanie pozakomórkowe; uczestniczy w fałdowaniu białek. 

Każda Prx zawiera motyw katalityczny, tj. CysP, struktura wtórna czyli domeny α/β tworzące 

helisy oraz harmonijki. Rodzina peroksyredoksyn dzieli się na 3 główne klasy: klasyczne (2-

Cys Prx) należą do nich Prx1, Prx2, Prx3, Prx4 - posiadają dwie cysteiny funkcjonalne i tworzą 

dimery a w obecności nadtlenku wodoru oligomery (pierścienie składające się z 10 a nawet 

dwudziestu podjednostek)  [105]. Druga klasa to peroksyredoksyny atypowe – Prx5, posiadają 

one 2 cysteiny ale w tym samym monomerze oraz 3 klasa – czyli Prx6, która posiada tylko 

jedną aktywną cysteinę i znajduje się w cytoplazmie oraz pęcherzykach płucnych [106,107].  

W dużej populacji ogólnej (badanie PREVEND study, Holandia) mediana stężenia Prx 

w surowicy wynosiła 0,65 U/l [108]. W badaniach Cai et al. [109] surowicze stężenia Prx1 dla 

grupy kontrolnej wynosiły 13,2 ng/mL (zestaw ELISA). 

 

1.1.8.6. Oksygenaza hemowa  

 

Heme oxygenase (HO) jest enzymem, który rozpoczyna degradację hemu - proces 

kluczowy dla recyklingu żelaza i powstawania barwników żółciowych. Reakcja wygląda 

następująco: hem → biliwerdyna → bilirubina → urobilinogen → sterkobilina/urobilina.  

W wyniku działania HO powstaje również wolne żelazo Fe²⁺ (przechwytywane przez ferrytynę) 

oraz tlenek węgla (CO) [110]. 

 Oksygenaza hemowa posiada 3 izoformy. HO-1 - forma indukowalna, jest aktywowana 

w odpowiedzi na stres oksydacyjny, stan zapalny, metale ciężkie oraz zbyt wysokie stężenie 

hemu. Działa cytoprotekcyjnie, największą aktywność tej formy obserwuje się w śledzionie, 

wątrobie oraz makrofagach (enzym lokalizuje się głównie w siateczce śródplazmatycznej). 

Wykazuje działanie antyoksydacyjne, przeciwzapalne, antyapoptyczne oraz odtruwające hem 

[111]. Forma konstytutywna HO-2, jest obecna stale, szczególnie w mózgu (jądrach 

podstawnych), układzie nerwowym, bierze udział w regulacji neuronalnej i równowadze 

redoks, gdzie wytwarzany CO stanowi neuromodulator [112]. HO-3 nie jest funkcjonalną 

izoformą enzymatyczną u człowieka. Została uznana za pseudogen/białko o bardzo niskiej 

aktywności, bez istotnego znaczenia katalitycznego w degradacji hemu [113]. Oksygenaza 
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hemowa nie jest wydzielana do osocza z wyjątkiem masywnie uszkodzonych komórek, 

martwicy, ciężkiego stanu zapalnego, urazu tkanek. 

Tabela 8. Metody oceny aktywności oksygenazy hemowej (HO) w tkankach. 

Tkanka / 

materiał 

Metoda Zasada pomiaru 

aktywności 

Uwagi metodyczne Publikacja 

Wątroba 

(mikrosomy) 

GC – pomiar CO Ilość CO 

powstającego z 

hemu 

Złoty standard; 

wysoka 

specyficzność 

[110] 

 

[114]  

Śledziona GC lub 

spektrofotometria 

bilirubiny 

Produkcja CO lub 

bilirubiny 

Wysoka aktywność 

HO fizjologicznie 

[110]  

 

[114] 

Nerka Spektrofotometria 

bilirubiny 

Hem → 

biliwerdyna → 

bilirubina 

Wymaga frakcji 

mikrosomalnej 

[115] 

Mózg GC (CO) Pomiar CO w 

niskich stężeniach 

HO-2 

konstytutywna, 

niska aktywność 

[116] 

Makrofagi / 

hodowle 

komórkowe 

Spektrofotometria 

bilirubiny 

Biliwerdyna → 

bilirubina (układ 

sprzężony) 

Metoda wygodna 

dla małych próbek 

[117] 

Małe tkanki 

(siatkówka, 

łożysko) 

LC-MS / GC-MS Biliwerdyna, 

bilirubina, CO 

Bardzo wysoka 

czułość 

[115] 

Tabela 9. Metody oceny stężenia (ilości) oksygenazy hemowej (HO). 

Tkanka / materiał Metoda Co oznacza Poziom 

informacji 

Publikacja 

Wszystkie tkanki Western blot Ilość białka HO-1 

/ HO-2 

Półilościowy [118] 

[119] 

Wątroba, nerka, 

serce 

ELISA (HO-1) Stężenie HO-1 

(ng/mg białka) 

Ilościowy [120] 

Tkanki (przekroje) Immunohistochemia 

(IHC) 

Lokalizacja i 

względna ilość 

HO 

Morfologiczny [121] 

Hodowle 

komórkowe 

Cytometria przepływowa 

(intracellular) 

Ilość HO-1 w 

komórkach 

Pojedyncze 

komórki 

[122] 

Wszystkie tkanki RT-qPCR 

(HMOX1/HMOX2) 

Poziom mRNA Ekspresja genu  [123] 

Osocze / surowica 

(badania 

kliniczne) 

ELISA HO-1 Stężenie HO-1 

uwolnione z 

tkanek 

Marker 

uszkodzenia 

[117] 
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1.1.9. Nieenzymatyczne układy endogenne 

 

1.1.9.1. Glutation (GSH) 

 

Glutation (GSH) to tripeptyd zbudowany z glutaminianu, cysteiny i glicyny.  

To najważniejszy i najliczniejszy antyoksydant wewnątrzkomórkowy, obecny w wątrobie 

(najwięcej), nerkach, mózgu, erytrocytach, mitochondriach, praktycznie wszystkich tkankach. 

Występuje w dwóch formach: GSH - zredukowany (aktywna forma), GSSG - utleniony (dwie 

cząsteczki GSH połączone mostkiem disiarczkowym). W zdrowym organizmie ponad 90% 

glutationu to GSH, co świadczy o dobrej równowadze redoks [124]. Najsilniejszy 

wewnątrzkomórkowy antyoksydant. GSH neutralizuje: rodniki hydroksylowe (·OH), nadtlenki 

lipidowe (LOOH), H₂O₂ (pośrednio przez GPx) reaktywne formy azotu (RNS). GSH regeneruje 

inne antyoksydanty, tj. witaminę C, witaminę E, koenzym Q10. Dzięki temu system 

antyoksydacyjny działa wielokrotnie skuteczniej. Glutation bierze udział w II fazie 

detoksykacji dzięki działaniu glutationo-S-transferaz (GST). Detoksykuje: leki, pestycydy, 

metale ciężkie, produkty utleniania lipidów, toksyny środowiskowe. GSH sprawia, że związki 

stają się rozpuszczalne w wodzie → mogą być wydalane [124]. Mitochondrialny glutation 

(mGSH) chroni: białka łańcucha oddechowego, mitochondrialne DNA, błony mitochondriów 

(kardiolipinę). Niedobór mGSH wpływa na zwiększone starzenie i dysfunkcje. SH jest 

kluczowy dla neuronów, szczególnie w ochronie przed: stresem oksydacyjnym, 

ekscytotoksycznością glutaminianu, toksycznością metali. Zapobiega hemolizie i utlenianiu 

hemoglobiny. GSH wpływa na proliferację limfocytów, aktywację komórek NK, odpowiedź 

cytotoksyczną. GSH powstaje z cysteiny (kluczowy aminokwas ograniczający) glutaminianu  

i glicyny [125, 126].  
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Tabela 10. Metody oznaczania glutationu (GSH/GSSG) i stężenia u zdrowych dorosłych. 

Metoda oznaczania Matryca 

biologiczna 

Oznaczany 

parametr 

Stężenie u 

zdrowych 

dorosłych 

Liczba 

badanych 

(n) 

Publikacja  

Enzymatyczna DTNB 

(Ellmana) z recyklingiem 

GR/NADPH 

Pełna krew / 

erytrocyty 

GSH (total) 1,0–1,5 

mmol/l krwi 

20–50 [127] 

Enzymatyczna DTNB 

(Ellmana) 

Erytrocyty Stosunek 

GSH/GSSG 

>100 : 1 20–50 [128] 

HPLC (OPA lub mBBr) Osocze GSH 2–5 µmol/l 15–40 [129] 

HPLC (OPA lub mBBr) Osocze GSSG <0,1 µmol/l 15–40 [129] 

HPLC (mBBr) Erytrocyty GSH 1,2–1,6 

mmol/l 

20–30 [130] 

LC–MS/lC–MS/MS Osocze GSH 2–4 µmol/l 10–30 [131] 

LC–MS/lC–MS/MS Osocze GSSG 0,02–0,08 

µmol/l 

10–30 [131] 

Zestawy 

kolorymetryczne/ 

fluorometryczne 

Surowica / 

osocze 

GSH (total) 2–6 µmol/l 20–100 [132] 

 

1.1.9.2. Kwas moczowy 

 

Kwas moczowy (uric acid) to końcowy produkt rozpadu puryn (adenina i guanina). 

Powstaje głównie w wątrobie, jelitach, erytrocytach. U ludzi jest szczególnie ważny, bo brakuje 

enzymu urykazy, który u większości ssaków dalej rozkłada kwas moczowy do alantoiny. 

Dlatego człowiek ma wyższy poziom kwasu moczowego niż inne zwierzęta [133]. Metabolizm 

kwasu moczowego składa się z następujących etapów: DNA/RNA → puryny → hipoksantyna. 

Hipoksantyna → ksantyna (enzym: oksydaza ksantynowa). Ksantyna → kwas moczowy 

(enzym: oksydaza ksantynowa). Wydalanie: 2/3 przez nerki, 1/3 przez jelita (mikrobiota 

rozkłada część kwasu moczowego) [134]. Norma kwasu moczowego (w surowicy krwi): 

kobiety: 2,4 - 5,7 mg/dl, mężczyźni: 3,4 - 7,0 mg/dl [135, 136, 137]. Kwas moczowy to jeden 

z głównych antyoksydantów osocza: stanowi około 50-60% całkowitej zdolności 

antyoksydacyjnej krwi - więcej niż witamina C, E czy glutation w osoczu. Neutralizuje rodnik 

hydroksylowy (·OH), anionorodnik ponadtlenkowy, tlen singletowy, nadtlenki lipidowe. 

Chroni lipidy błonowe, białka osocza DNA przed oksydacją. To jeden z powodów, dla których 

człowiek ewolucyjnie utracił urykazę: wyższy poziom kwasu moczowego daje lepszą ochronę 

antyoksydacyjną [134]. 
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Tabela 11. Stężenie kwasu moczowego w osoczu osób zdrowych – wg metod. 

Metoda oznaczania Mężczyźni Kobiety Jednostki Publikacja  

Enzymatyczna - urykaza (spektrofotometria UV) 3,4-7,0 2,4-6,0 mg/dl [138] 

[137] 

202-416 143-

357 

µmol/l [138] 

[137] 

Enzymatyczna - urykaza + peroksydaza 

(kolorymetryczna) 

3,5-7,2 2,5-6,2 mg/dl [139] 

[140] 

 

208-428 149-

369 

µmol/l [139] 

[140] 

 

Fosfotungstenowa (chemiczna, redukcyjna) 3,5-8,0 2,5-7,0 mg/dl [141] 

[142] 

 

208-476 149-

416 

µmol/l [141] 

[142] 

 

 

 

1.1.9.3. Koenzym Q10  

 

Ubichinon (CoQ10) to związek lipidowy, kluczowy dla oddychania komórkowego.  

Jest benzochinonem z długim, hydrofobowym łańcuchem izoprenoidowym. Pierścień  

1,4-benzochinonowy - odpowiada za właściwości redoks (przyjmowanie i oddawanie 

elektronów). Łańcuch boczny składa się z 10 jednostek izoprenoidowych, który zakotwicza 

cząsteczkę w błonie mitochondrialnej. Główne formy koenzymu Q10:  

1. Ubichinon (Q) – forma utleniona 

 przyjmuje elektrony i protony 

 bierze udział w przenoszeniu elektronów w łańcuchu oddechowym 

główne funkcje: 

o akceptor elektronów w łańcuchu oddechowym, przyjmuje elektrony z: 

o kompleksu I (NADH dehydrogenaza) 

o kompleksu II (dehydrogenaza bursztynianowa) 

 transport protonów i elektronów 

po redukcji przechodzi w ubichinol i przenosi je do kompleksu III 

 umożliwia sprzężenie transportu elektronów z syntezą ATP 
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2. Ubichinol (QH₂) – forma zredukowana 

 oddaje elektrony i protony 

 działa także jako antyoksydant (szczególnie w błonach lipidowych) 

główne funkcje: 

 donor elektronów - oddaje elektrony do kompleksu III (cytochrom bc₁) 

 silny antyoksydant 

o chroni lipidy błonowe przed peroksydacją 

o regeneruje inne antyoksydanty (np. witaminę E) 

 stabilizuje błony biologiczne dzięki swojej lipofilności 

3. Semichinon (Q•⁻ / QH•) – forma pośrednia 

 częściowo zredukowana (jeden elektron) 

główne funkcje: 

 pośrednik w reakcjach redoks 

powstaje przejściowo podczas: 

o redukcji ubichinonu do ubichinolu 

o utleniania ubichinolu do ubichinonu 

 kluczowy element cyklu Q w kompleksie III 

 może reagować z tlenem, prowadząc do powstania reaktywnych form tlenu (ROS) – 

dlatego musi być ściśle kontrolowany 

Ubichinon powstaje z dwóch źródeł: pierścień chinonowy - pochodne 

tyrozyny/fenyloalaniny, łańcuch izoprenoidowy - szlak mewalonianowy (ten sam, który 

prowadzi do syntezy cholesterolu). Dlatego statyny, blokując HMG-CoA reduktazę, obniżają 

poziom CoQ10. Ubiquinol (CoQH₂) jest jednym z najważniejszych przeciwutleniaczy 

lipidowych. Chroni błony komórkowe, mitochondria, LDL przed peroksydacją. Regeneruje 

witaminę E (α-tokoferol) z jej rodnikowej formy. Recykling redoks między błonami - ubichinon 

uczestniczy w tzw. redox network, obejmującej: witaminę C, witaminę E, glutation, 

tioredoksynę. Pozwala to utrzymać równowagę redoks w komórce [143, 144, 145].  
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Tabela 12. Ocena zawartości koenzymu Q10 w osoczu. 

Materiał 

biologiczny 

Metoda 

analityczna 

Liczba 

próbek 

(N) 

Zakres / 

średnie 

stężenie CoQ₁₀ 

Uwagi Publikacja 

Osocze HPLC-UV 31 Średnio 0,26–

1,03 mg/l 

(średnio 

0,47±0,18) 

tylko ubichinon/CoQ₁₀ 

całkowity; zdrowi dorośli  

[146] 

Osocze niezależne 

badania HPLC 

12 średnie 

poziomy w 

różnych 

grupach 

zdrowych: 

~0,3–1,2 mg/l 

dane z badań histo-

farmakokinetycznych; 

duża zmienność 

interindywidualna  

[147] 

Osocze HPLC-ECD z 

wewnętrznym 

standardem 

9 Stężenia 

utrzymują się 

w wąskich 

granicach w 

ciągu dnia (0,7-

1,47 (pmol/µl) 

Zdrowi dorośli  [148] 

 

1.1.9.4. Melatonina 

 

Melatonina (N-acetylo-5-metoksytryptamina) to hormon produkowany głownie przez 

szyszynkę (przewód pokarmowy, siatkówka oka, skóra, szpik kostny, limfocyty, gonady) 

regulujący cykl dobowy (rytm snu–czuwania) i pełniący liczne funkcje metaboliczne, 

antyoksydacyjne i immunomodulacyjne. Melatonina to pochodna indolaminy (szkielet 

indolowy), z grupą metoksy w pozycji 5, oraz grupą N-acetylo-etyloaminy na azocie bocznym. 

Kluczowe elementy struktury to: pierścień indolowy - charakterystyczny dla tryptofanu  

i serotoniny, O-metylacja - zwiększa lipofilność, co ułatwia przenikanie przez błony, natomiast 

N-acetylacja - warunkuje aktywność hormonalną. Melatonina jest bardzo lipofilna, więc łatwo 

przechodzi przez barierę krew-mózg, dociera do mitochondriów, działa w niemal każdej 

komórce ciała - przenika wszystkie bariery biologiczne (BBB, mitochondria). Powstaje  

z tryptofanu i jest chemicznie pochodną indolu, podobną do serotoniny. Produkcja melatoniny 

zachodzi głównie w nocy i przebiega w 4 etapach: 1. Tryptofan → 5-hydroksytryptofan  

(5-HTP), enzym: hydroksylaza tryptofanowa, 2. 5-HTP → serotonina dekarboksylaza 

aminokwasów aromatycznych 3. Serotonina → N-acetyloserotonina, kluczowy enzym: 

AANAT (arylalkiloamina N-acetylotransferaza)  to etap regulowany przez światło.  

4. N-acetyloserotonina → melatonina enzym: HIOMT/ASMT (hydroksyindol-O-
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metylotransferaza) [149]. Melatonina jest silnym endogennym antyoksydantem, który 

bezpośrednio neutralizuje wolne rodniki, inicjuje kaskadę antyoksydacyjną oraz zwiększa 

aktywność enzymów antyoksydacyjnych. Melatonina nie wymaga regeneracji przez inne 

antyoksydanty, jest skuteczna w bardzo niskich stężeniach. Hamuje aktywację NF-κB, 

zmniejsza produkcję cytokin prozapalnych a także ogranicza stres oksydacyjny wtórny  

do zapalenia [150]. Rytm wydzielania melatoniny zmienia się w ciągu doby. Jej wydzielanie  

w godzinach wczesno-porannych osiąga maksimum (2:00-4:00 rano). 

Tabela 13. Metody oznaczania melatoniny w materiale biologicznym. 

Materiał Co oznaczamy Znaczenie Metody Publikacja 

Krew Melatonina Precyzyjne 

stężenie 

chwilowe 

RIA, 

ELISA, 

HPLC, 

LC-

MS/MS 

[151] 

 

Ślina Melatonina Rytm 

okołodobowy, 

DLMO 

ELISA, 

RIA 

[152] 

 

Mocz aMT6s (6-

sulfatoksymelatonina 

– metabolit) 

Dobowa 

produkcja 

melatoniny 

ELISA, 

HPLC 

[153] 

 

Płyny 

biologiczne 

Melatonina + 

metabolity 

Najwyższa 

dokładność 

LC-

MS/MS 

[150] 

 

 

Tabela 14. Zakres stężeń melatoniny zdrowi dorośli – krew (osocze lub surowica). 

Pora doby Stężenie Publikacja 

Dzień < 5 pg/ml [154] 

[153] Noc (szczyt 02:00–04:00) 30–120 pg/ml 

 

Tabela 15. Zakres stężeń melatoniny zdrowi dorośli – ślina. 

Pora doby Stężenie Publikacja 

Dzień < 1 pg/ml [155] 

[152] Noc 5–25 pg/ml 

DLMO (próg) 3–4 pg/ml 
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Tabela 16. Zakres stężeń melatoniny zdrowi dorośli – mocz. 

Materiał Wartości referencyjne Publikacja 

Mocz nocny 10–50 µg/noc [156] 

[153] 

 
Mocz 24-h 20–70 µg/24 h 

Skorygowane o 

kreatyninę 

5–25 ng/mg kreatyniny 

 

 

1.1.9.5. Bilirubina/biliwerdyna 

 

Bilirubina to żółty barwnik powstający w wyniku rozpadu hemu, głównie  

z hemoglobiny w starych erytrocytach. To centralny składnik metabolizmu żółciowego  

i wskaźnik stanu wątroby, dróg żółciowych i erytrocytów. Rozpad hemu odbywa się  

w makrofagach (śledziona, wątroba, szpik): hem → biliwerdyna (enzym: hemooksydaza) → 

bilirubina niesprzężona (enzym: reduktaza biliwerdyny). Transport bilirubiny niesprzężonej 

forma: niesprzężona (pośrednia, wolna, niekoniugowana) bardzo lipofilna (nie rozpuszcza się 

w wodzie) jest transportowana z albuminą - nie przechodzi przez nerki → nie ma jej w moczu. 

W hepatocytach bilirubina jest transportowana przez białka OATP. Sprzęganie bilirubiny 

następuje w wątrobie: bilirubina + 2x kwas glukuronowy, enzym: UGT1A1  

(UDP-glukuronylotransferaza) → powstaje bilirubina sprzężona (bezpośrednia, koniugowana); 

jest hydrofilna, może przechodzić do żółci i moczu. Wydzielana przez transporter MRP2  

do kanalików żółciowych. Przemiany bilirubiny w jelitach obejmują: bilirubina → urobilinogen 

(redukcja bakteryjna) następnie: część → sterkobilina (barwi stolec na brązowo), część → 

wraca do krwi (krążenie wrotne), niewielka część → nerki → urobilina (barwi mocz na żółto) 

[157]. Normy mogą minimalnie się różnić: całkowita: 0,3–1,2 mg/dl; bezpośrednia (sprzężona): 

0,1–0,4 mg/dl; pośrednia (niesprzężona): 0,2–0,8 mg/dl [158]. Bilirubina ma zdolność 

unieczynnienia reaktywnych form tlenu (ROS) i chroni komórki przed stresem oksydacyjnym. 

Bilirubina działa jak "przechwytywacz" wolnych rodników lipidowych (LOO·), to sprawia,  

że jest szczególnie ważna w ochronie błon komórkowych i lipoprotein (LDL). Bilirubina chroni 

LDL przed oksydacją. W błonach komórkowych i lipoproteinach (bo bilirubina jest lipofilna, 

więc osadza się tam, gdzie powstaje najwięcej reaktywnych form tlenu). We krwi (związana  

z albuminą) chroni komponenty osocza. W mitochondriach - badania wskazują, że HO-1 → 

zwiększona bilirubina → ochrona przed stresem oksydacyjnym mitochondriów [159]. Metody 

oznaczania bilirubiny to: metoda diazowa – rutynowa (van den Bergha) – bilirubina reaguje  
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z odczynnikiem diazowym tworząc azobilirubinę (barwny związek), metody enzymatyczne 

(bilirubina - oksydaza), metoda Jendrassika-Grófa (modyfikacja metody diazowej), metody 

spektrofotometryczne bezpośrednie, HPLC / LC-MS. 

Tabela 17. Metody oznaczania bilirubiny w materiale biologicznym. 

Metoda Oznaczana frakcja Zastosowanie Uwagi Publikacja 

Diazowa  

(van den Bergh) 

całkowita, bezpośrednia rutyna klasyczna [160] 

 

Jendrassik–Gróf całkowita, bezpośrednia rutyna / 

referencyjna 

wysoka 

dokładność 

[161] 

Enzymatyczna całkowita, sprzężona nowoczesne 

analizatory 

wysoka 

swoistość 

[162] 

 

Spektrofotometryczna całkowita noworodki przesiew [163] 

HPLC/lC-MS wszystkie frakcje badania 

naukowe 

najwyższa 

precyzja 

[164] 

[165] 

 

Tabela 18. Stężenia bilirubiny w materiale biologicznym w zależności od zastosowanej  

metody. 

 

Rodzaj bilirubiny Materiał 

biologiczny 

Metoda oznaczania Zakres 

referencyjny 

(dorośli) 

Jednostka Publikacja 

Bilirubina 

całkowita 

Surowica / 

osocze 

Metoda diazowa 

(Jendrassik–Gróf) 

0,3–1,2 mg/dl [161] 

[138] 

Bilirubina 

całkowita 

Surowica / 

osocze 

Metoda 

enzymatyczna 

(oksydaza 

bilirubinowa) 

5–21 µmol/l [138] 

[166] 

Bilirubina 

sprzężona 

(bezpośrednia) 

Surowica / 

osocze 

Metoda diazowa 0,0–0,3 mg/dl [161] 

[138] 

Bilirubina 

niesprzężona 

(pośrednia)* 

Surowica / 

osocze 

Obliczeniowa 

(całkowita – 

bezpośrednia) 

0,2–0,9 mg/dl [138] 

Bilirubina 

całkowita 

Surowica / 

osocze 

Analizatory 

automatyczne 

(fotometria) 

≤20 µmol/l [166] 

[137] 

Bilirubina w 

moczu 

Mocz Test paskowy 

(półilościowy) 

nieobecna — [138] 
[167] 
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1.1.9.6. Albumina 

 

Albumina (dokładnie: albumina surowicy ludzkiej, HSA – human serum albumin) to: 

najważniejsze i najliczniejsze białko osocza 55-60% wszystkich białek krwi produkowane  

w wątrobie w ilości ok. 10-15 g dziennie. Jest kluczowa dla: utrzymywania prawidłowego 

ciśnienia onkotycznego, transportu wielu substancji, równowagi płynów między naczyniami  

a tkankami. Albumina wiąże wodę, zapobiegając jej ucieczce z naczyń krwionośnych.  

Gdy stężenie albuminy spada → pojawiają się obrzęki, wodobrzusze, przesięki. Albumina 

przenosi: kwasy tłuszczowe, bilirubinę, hormony (tyroksyna, kortyzol), leki (np. warfaryna, 

NLPZ, diazepam), jony metali (Ca²⁺, Zn²⁺), bilirubinę niesprzężoną, toksyny endogenne. Przez 

to wpływa na dystrybucję leków, ich działanie, wiązanie i biodostępność [168].  

Albumina jest jednym z najsilniejszych antyoksydantów osocza dzięki grupom 

tiolowym (Cys34), zdolności do wiązania wolnych metali (wiąże żelazo Fe²⁺ i miedź Cu²⁺), 

stabilizowaniu bilirubiny (która też jest antyoksydantem). Jej grupy tiolowe reagują  

z reaktywnymi formami tlenu (ROS), reaktywnymi formami azotu (RNS), chlorowymi 

utleniaczami (HOCl, OCl⁻) produkowanymi przez neutrofile. Albumina transportuje wolne 

kwasy tłuszczowe (FFA). Gdy FFA są związane z albuminą nie utleniają się tak łatwo, nie 

tworzą toksycznych aldehydów (np. MDA, 4-HNE). Albumina wiąże kwasy i zasady, 

stabilizując pH krwi. W stanach głodu organizm może wykorzystywać albuminę jako źródło 

aminokwasów [169]. Typowo laboratoryjne: w surowicy: 3,5 – 5,0 g/dl. Albumina jest białkiem 

ujemnej ostrej fazy, stan zapalny zużywa ją gwałtownie (HOCl, ROS), oksydowane formy 

albuminy szybciej są degradowane, dlatego niski poziom albuminy = zły stan ogólny i silny 

stres oksydacyjny. W moczu powinno być stężenie minimalne lub niewykrywalne. 

Albuminuria jest markerem uszkodzenia nerek [170, 171]. 
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Tabela 19. Metody oceny stężeń albuminy w materiale biologicznym. 

 

Metoda Materiał Zakres 

referencyjny 

(dorośli) 

Jednostki Zasada metody Uwagi Publikacja  

BCG – 

bromokrezolowa 

zieleń 

Surowica 

/ osocze 

35-50 g/l Wiązanie 

albuminy z 

barwnikiem 

BCG (pH ~4,2) 

Może 

zawyżać 

przy 

globulinach 

[172] 

[173] 

BCP – 

bromokrezolowa 

purpura 

Surowica 

/ osocze 

35-48 g/l Kompleks 

albumina-BCP 

Większa 

swoistość niż 

BCG 

[173] 

[174] 

Immunoturbidym

etria 

Surowica 

/ osocze 

35-50 g/l Kompleks Ag-

Ab → 

zmętnienie 

Wysoka 

swoistość 

[175] 

Immunonefelome

tria 

Surowica 

/ osocze 

35-50 g/l Rozproszenie 

światła przez 

kompleksy 

immunolo-

giczne 

Metoda 

referencyjna 

[175] 

[176] 

Elektroforeza 

białek 

Surowica frakcja: 

55-65% 

białek 

% Rozdział białek 

w polu 

elektrycznym 

Półilościowa [177] 

LC-MS/MS Surowica 

/ osocze 

zależne od 

kalibracji 

g/l Oznaczenie 

peptydów 

albuminy 

Metoda 

badawcza 

[178] 

Oznaczanie 

albuminy w 

moczu (ACR) 

Mocz <30 

mg/dobę 

mg/d Metody 

immuno-

chemiczne 

Diagnostyka 

nefropatii 

[179] 
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3. Egzogenne mechanizmy obrony antyoksydacyjnej 

 

1.1.10. Nieenzymatyczne (dietetyczne) antyoksydanty 

 

1.1.10.1. Witaminy C i E, D, K, B2 

 

Kwas askorbinowy - najważniejszy wodny antyoksydant, bezpośrednio neutralizuje 

ROS: O₂•⁻, •OH, ROO•, regeneruje witaminę E z formy rodnikowej, podnosi poziom glutationu 

(GSH), wspiera układ Nrf2 → aktywuje enzymy antyoksydacyjne, działa w cytoplazmie, 

osoczu, płynie mózgowo-rdzeniowym. Cechy szczególne: silny antyoksydant hydrofilowy, 

uczestniczy w syntezie kolagenu i karnityny, chroni DNA przed uszkodzeniem oksydacyjnym 

[180]. 

Witamina E (α-tokoferol) - najsilniejszy przeciwutleniacz lipidowy, chroni błony 

komórkowe przed peroksydacją lipidów: przechwytuje wolne rodniki lipidowe (LOO•), hamuje 

ferroptozę (we współpracy z GPX4), stabilizuje fosfolipidy mitochondrialne.  

Jest antyoksydantem lipofilowym, działa w błonach i lipoproteinach (LDL, HDL), musi być 

regenerowana przez witaminę C lub ubichinol (CoQH₂) [181].  

Witamina D - pośredni antyoksydant (szlak Nrf2). Nie jest klasycznym 

przeciwutleniaczem, ale aktywuje geny antyoksydacyjne: zwiększa ekspresję SOD, GPX, 

CAT, NQO1, hamuje aktywację NF-κB (zmniejsza stan zapalny), wpływa na mitochondria  

i zmniejsza produkcję ROS. Działa głównie regulacyjnie, nie jako bezpośredni „zmiatacz” 

rodników [182]. 

Witamina K - antyoksydant mitochondrialny (głównie K2) - uczestniczy w ochronie 

mitochondriów, działa jako przenośnik elektronów podobny do ubichinonu, zmniejsza 

produkcję ROS w ETC, hamuje apoptozę indukowaną stresem oksydacyjnym. Najsilniejsze 

właściwości ma menachinon (K2) [183]. 

Witamina B2 (ryboflawina) - to kluczowy koenzym redoks. Ryboflawina jest 

prekursorem koenzymów flawinowych FAD (dinukleotyd flawinoadeninowy) i FMN 

(mononukleotyd flawinowy), czyli koenzymów wielu enzymów antyoksydacyjnych EC1. 

Pośrednio więc bierze udział w redukcji glutationu (GSR), działaniu oksydoreduktazy, 

tioredoksynoreduktazy oraz kompleksu I łańcucha oddechowego [184]. 
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1.1.10.2. Karotenoidy (β-karoten, likopen, luteina)  

 

Witamina A i karotenoidy (β-karoten, luteina, likopen), wygaszają tlen singletowy 

(¹O₂), stabilizują błony biologiczne, neutralizują rodniki w środowisku lipidowym. Likopen 

charakteryzuje się najwyższym potencjałem antyoksydacyjnym szczególnie wobec ¹O₂, luteina 

i zeaksantyna chronią siatkówkę oka [185]. 

 

Tabela 20. Metody chromatograficzne oznaczania witamin w materiale biologicznym 

człowieka. 

Metoda Oznaczane 

witaminy 

Materiał 

biologiczny 

Charakterystyka Publikacja 

HPLC A, E, K, C, B₁, 

B₂, B₆, B₁₂, D 

Surowica, osocze, 

krew pełna 

Wysoka czułość i swoistość, 

metoda referencyjna 

[138] 

[137] 

HPLC-UV 

/ FLD 

A, E, C, B₂ Surowica, osocze Detekcja UV lub 

fluorescencyjna 

[137] 

[186] 

LC–

MS/MS 

D, B₁₂, foliany, 

A, E 

Surowica, osocze Najwyższa precyzja, metoda 

referencyjna dla wit. D 

[186] 

[187] 

 

 

Tabela 21. Metody immunochemiczne oznaczania witamin w materiale biologicznym 

człowieka. 

Metoda Oznaczane 

witaminy 

Materiał 

biologiczny 

Uwagi Publikacja 

ELISA D, B₁₂, kwas 

foliowy 

Surowica, osocze Rutynowa diagnostyka, dobra 

dostępność 

[187] 

[188] 

CLIA / 

ECLIA 

D, B₁₂, foliany Surowica Automatyzacja, szybki czas 

analizy 

[188] 

[189] 

RIA D, B₁₂ Surowica Obecnie rzadko stosowana [189] 
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Tabela 22. Metody mikrobiologiczne oznaczania witamin w materiale biologicznym 

człowieka. 

Metoda Oznaczane 

witaminy 

Materiał 

biologiczny 

Charakterystyka Publikacja 

Testy wzrostowe 

mikroorganizmów 

B₁₂, kwas 

foliowy, B₆ 

Surowica, 

osocze 

Wysoka czułość, długi 

czas oznaczenia 

[138] 

[190] 

 

Tabela 23. Metody enzymatyczne i spektrofotometryczne w materiale biologicznym 

człowieka. 

Metoda Oznaczane 

witaminy 

Materiał 

biologiczny 

Uwagi Publikacja 

Metody 

enzymatyczne 

C, B₁ Osocze, mocz Proste, mniej 

swoiste 

[137] 

[191] 

Spektrofotometria A, E, C Surowica Podatna na 

interferencje 

[138] 

[137] 
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1.1.10.3. Polifenole (fawonoidy, resweratrol, katechiny) 

 

Polifenole to liczna grupa naturalnych związków roślinnych zawierających co najmniej 

dwie grupy fenolowe (pierścienie aromatyczne z grupą –OH). Występują w owocach, 

warzywach, herbacie, kakao, winie, ziołach i przyprawach. Są jedną z najważniejszych grup 

antyoksydantów w diecie człowieka. Polifenole różnią się strukturą, ale wspólna cecha to 

pierścień aromatyczny (benzenowy) grupy hydroksylowe –OH struktura sprzężonego układu 

wiązań podwójnych, dzięki której mogą stabilizować rodniki. Im więcej grup –OH oraz im 

bardziej są sprzężone, tym silniejsze działanie antyoksydacyjne. Flawonoidy (największa 

grupa) posiadają strukturę C6–C3–C6 (dwa pierścienie fenolowe + mostek). Flawonole 

(kwercetyna, kemferol), flawony, flawanole (katechiny), izoflawony, antocyjany (barwniki 

roślin), flawanony. Polifenole nieflawonoidowe to kwasy fenolowe (chlorogenowy, kawowy), 

stilbeny (resweratrol), lignany (siemię lniane), taniny (garbniki – w herbatach i winie) [192]. 

 

Polifenole są modyfikowane przez florę jelitową (hydroliza, deglikozylacja), 

przekształcane w glukuronidy, sulfaty, metylowane metabolity, transportowane z krwią  

do wątroby, mózgu, tkanek. Sama forma spożyta zwykle nie jest aktywna - aktywne są 

metabolity wytwarzane przez enzymy faz II oraz mikrobiom. Polifenole działają 

wielowymiarowo, o wiele szerzej niż klasyczne witaminy. Bezpośrednie zmiatanie wolnych 

rodników - oddają elektron lub atom wodoru: ROO• + ArOH → ROOH + ArO•. Powstający 

rodnik ArO• jest stabilny dzięki rezonansowi, więc nie uszkadza komórki. Polifenole 

odpowiadają za chelatowanie (wbudowywanie) jonów metali (Fe²⁺, Cu²⁺) w kompleksy. 

Zapobiegają reakcji Fentona odpowiedzialnej za tworzenie •OH (najbardziej reaktywnego 

rodnika). Wpływają na hamowanie aktywności enzymów prooksydacyjnych. Polifenole 

wygaszają: oksydazę NADPH, oksydazę ksantynową, cyklooksygenazę (COX), 

lipooksygenazę (LOX). Dzięki temu ograniczają źródła ROS, a nie tylko je neutralizują. 

Polifenole (jak sulforafan, resweratrol, EGCG, kurkumina) aktywują Nrf2, który zwiększa 

ekspresję: SOD, katalazy, GPX, PRDX, enzymów glutationowych, HO-1, NQO1, GSR, 

enzymów metabolicznych NADPH. To silniejszy mechanizm niż bezpośrednia neutralizacja 

ROS. Redukcja stanu zapalnego (hamowanie NF-κB). Zmniejszają produkcję: TNF-α, IL-6, 

COX-2 i NOS. Stan zapalny i stres oksydacyjny są ściśle powiązane. Flawonoidy i antocyjany 

wbudowują się w błony lipidowe, poprawiają ich stabilność i zmniejszają podatność  

na peroksydację lipidów [193, 194]. 
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Tabela 24. Metody chromatograficzne oznaczania polifenoli w materiale biologicznym 

człowieka. 

 

Tabela 25. Metody spektrofotometryczne (sumaryczne) oznaczania polifenoli w materiale 

biologicznym człowieka. 

Metoda Zakres oznaczenia Materiał 

biologiczny 

Uwagi Publikacja 

Folin–Ciocalteu Polifenole ogółem Osocze, 

surowica, 

mocz 

Metoda nieswoista 

(reakcja z innymi 

reduktorami) 

[200] 

[201] 

FRAP Zdolność redukcyjna 

(pośrednia ocena 

polifenoli) 

Osocze Ocena potencjału 

antyoksydacyjnego 

[201] 

[102] 

ABTS / DPPH Aktywność 

antyoksydacyjna 

Osocze Metody pośrednie [102] 

[202] 

ORAC (Oxygen 

Radical 

Absorbance 

Capacity) 

Całkowita zdolność 

antyoksydacyjna  

(w tym polifenole) 

Osocze, 

surowica, 

mocz 

Ochrona fluoresceiny 

przed utlenieniem przez 

rodniki peroksylowe 

[203] 

 

Tabela 26. Metody elektrochemiczne oznaczania polifenoli w materiale biologicznym 

człowieka. 

Metoda Oznaczane 

związki 

Materiał 

biologiczny 

Charakterystyka Publikacja 

Woltamperometria Polifenole 

ogółem 

Osocze, mocz Szybka analiza, wysoka 

czułość 

[204] 

Amperometria Wybrane 

flawonoidy 

Osocze Możliwa integracja z 

HPLC 

[204] 

[205] 

 

 

Metoda Oznaczane związki Materiał 

biologiczny 

Charakterystyka Publikacja 

HPLC Flawonoidy, kwasy 

fenolowe, stilbeny 

Osocze, 

surowica, mocz 

Wysoka swoistość i 

czułość, konieczna 

ekstrakcja próbki 

[195] 

[196] 

HPLC-UV / 

DAD 

Polifenole ogółem, 

wybrane flawonoidy 

Osocze, mocz Detekcja UV, dobra 

dostępność 

[196] 

[197] 

HPLC-FLD Flawonoidy  

(np. katechiny) 

Osocze, mocz Wysoka czułość dla 

związków 

fluorescencyjnych 

[197] 

LC–MS/MS Metabolity polifenoli, 

aglikony i sprzężenia 

Osocze, 

surowica, mocz 

Metoda referencyjna, 

bardzo wysoka 

precyzja 

[198] 

[199] 
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Tabela 27. Metody immunochemiczne i inne oznaczania polifenoli w materiale 

biologicznym człowieka. 

Metoda Zastosowanie Materiał 

biologiczny 

Uwagi Publikacja 

ELISA Wybrane polifenole 

(np. izoflawony) 

Surowica, 

osocze 

Ograniczona 

dostępność zestawów 

[206] 

Metody 

enzymatyczne 

Metabolity fenolowe Mocz Rzadko stosowane [195] 

 

Tabela 28. Sumaryczne stężenia polifenoli u zdrowych dorosłych z uwzględnieniem 

spektrofotometrycznej metody oznaczenia. 

Materiał 

biologiczny 

Metoda 

oznaczenia 

Wyrażenie wyniku Zakres wartości 

referencyjnych 

(dorośli) 

Jednostka Publikacja 

Osocze / 

surowica 

Folin-

Ciocalteu 

równoważnik 

kwasu galusowego 

(GAE) 

500-3000 µmol 

GAE/l 

[195] 

[199] 

[207] 

Osocze Folin-

Ciocalteu 

GAE 0,8-3,5 mmol 

GAE/l 

[199] 

[208] 

Surowica FRAP 

(pośrednia) 

równoważnik Fe²⁺ 600-1600 µmol Fe²⁺/l [207] 

[208] 

 

Osocze ABTS 

(pośrednia) 

równoważnik 

Troloxu (TEAC) 

0,9-2,5 mmol TE/l [102] 

[201] 

Mocz 

(dobowy) 

Folin-

Ciocalteu 

GAE 300-1200 mg 

GAE/dobę 

[195] 

[209] 

Mocz FRAP/ 

ABTS 

TEAC 2-10 mmol 

TE/dobę 

[201] 

[209] 

 

Metoda Folina-Ciocalteu jest najczęściej stosowana do oznaczania polifenoli ogółem, 

ale jest nieswoista (reaguje także z innymi reduktorami, np. kwasem askorbinowym). FRAP  

i ABTS nie oznaczają bezpośrednio polifenoli - oceniają całkowity potencjał antyoksydacyjny 

osocza lub moczu. Metoda ORAC jest uznawana za jedną z najbardziej fizjologicznie 

relewantnych, ponieważ uwzględnia kinetykę reakcji z rodnikami peroksylowymi, jednak - 

podobnie jak pozostałe testy - nie pozwala na jednoznaczną identyfikację poszczególnych 

polifenoli. Z tego względu metody spektrofotometryczne i chromatograficzne  

są komplementarne. Stężenia polifenoli silnie zależą od diety (owoce, warzywa, kawa, herbata, 

wino), dlatego zakresy referencyjne są szerokie. W badaniach populacyjnych częściej podaje 

się wartości mediany lub kwartyle, a nie klasyczne normy laboratoryjne [210, 211]. 
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1.1.10.4. Selen, cynk, mangan, miedź, żelazo, molibden 

 

Cynk jest składnikiem Cu/Zn-SOD (SOD1) - enzymu neutralizującego O₂•⁻ stabilizuje 

błony i białka - chroni przed peroksydacją lipidów hamuje aktywację NADPH-oksydazy 

(źródło ROS) działa jako „osłona” białek - zapobiega utlenianiu grup –SH. Uwaga: cynk nie 

uczestniczy w reakcjach redoks, co czyni go bezpiecznym „antyoksydantem stabilizującym” 

[212].  

Najważniejsza funkcja manganu: → Kofaktor Mn-SOD (SOD2) - najważniejszego 

enzymu antyoksydacyjnego mitochondriów. Mn-SOD przekształca: O₂•⁻ → H₂O₂.  

Bez manganu mitochondrialny stres oksydacyjny szybko rośnie [213].  

Rola antyoksydacyjna miedzi: składnik Cu/Zn-SOD (SOD1), składnik ceruloplazminy, 

białka chroniącego przed utlenianiem Fe²⁺, kofaktor oksydaz redukujących ROS. Nadmiar Cu 

może działać prooksydacyjnie, jeśli nie jest prawidłowo związany [214]. 

Selen (Se) - najsilniejszy mikroelement antyoksydacyjny. Choć to niemetal, kluczowy 

w układzie antyoksydacyjnym - jest wbudowywany jako selenocysteina. Najważniejsze 

enzymy zależne od selenu: GPX1-GPX4 - redukują H₂O₂ i nadtlenki lipidów. 

Tioredoksynoreduktaza (TXNRD) - regeneruje białka antyoksydacyjne. Diodinazy - regulacja 

hormonów tarczycy (pośrednia kontrola metabolizmu i ROS). Szczególnie istotny GPX4, 

zapobiegający ferroptozie (utlenianiu lipidów błon) [215, 216]. 

Żelazo: rola antyoksydacyjna (związane w enzymach): kofaktor katalazy (rozkłada 

H₂O₂ do H₂O + O₂), składnik cytochromów ETC (transport elektronów bez ROS), kofaktor 

peroksydaz i hemoprotein. Rola prooksydacyjna (wolne Fe²⁺): generuje rodniki •OH w reakcji 

Fentona, dlatego żelazo musi być ściśle kontrolowane (ferrytyna, transferyna) [217]. 

Molibden jest kofaktorem enzymów detoksykacyjnych: najważniejsze enzymy  

Mo-zależne: oksydaza siarczynowa (SOX), dehydrogenaza aldehydowa, oksydaza ksantynowa 

(XO) - ale ta może generować ROS, dehydrogenaza amidowa. Odgrywa pośrednią rolę  

w metabolizmie i kontroli ROS [218]. 
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Tabela 29. Metody spektrofotometryczne oznaczania pierwiastków. 

Metoda Oznaczane 

pierwiastki 

Materiał 

biologiczny 

Charakterystyka Publikacja 

AAS 

(absorpcja 

atomowa) 

Fe, Zn, Cu, Ca, Mg, 

Pb, Cd 

Surowica, osocze, 

krew pełna, mocz 

Dobra czułość, metoda 

rutynowa 

[138] 

[219] 

FAAS Ca, Mg, Fe, Zn Surowica, osocze Tańsza, mniejsza 

czułość 

[138] 

GFAAS Pb, Cd, Hg Krew pełna, mocz Bardzo wysoka czułość [216] 

[219] 

ICP-OES Ca, Mg, Na, K, Fe, 

Zn, Cu 

Surowica, osocze Oznaczanie wielu 

pierwiastków 

jednocześnie 

[217] 

[220] 

ICP-MS Pierwiastki śladowe 

(Se, As, Pb, Cd, 

Hg) 

Krew, osocze, 

mocz, włosy 

Metoda referencyjna, 

najwyższa czułość 

[218] 

[221] 

 

 

Tabela 30. Metody spektrofotometryczne i kolorymetryczne. 

Metoda Oznaczane 

pierwiastki 

Materiał 

biologiczny 

Uwagi Publikacja 

Spektrofotometria Fe, Ca, Mg, P Surowica, 

osocze 

Prosta, podatna na 

interferencje 

[138] 

[137] 

Metody 

kompleksometryczne 

Ca, Mg Surowica, 

mocz 

Rutynowe, niska 

swoistość 

[137] 

 

 

Tabela 31. Metody elektrochemiczne. 

Metoda Oznaczane 

pierwiastki 

Materiał 

biologiczny 

Charakterystyka Publikacja 

Woltamperometria 

strippingowa 

Pb, Cd, Zn, Cu Krew, mocz Wysoka czułość dla 

metali ciężkich 

[223] 

[224] 

Potencjometria (ISE) Na, K, Cl, Ca Surowica, 

osocze 

Metoda rutynowa  

w analizatorach 

[138] 

[137] 
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Tabela 32. Metody neutronowe i rentgenowskie. 

Metoda Oznaczane 

pierwiastki 

Materiał 

biologiczny 

Zastosowanie Publikacja 

NAA (neutronowa 

analiza aktywacyjna) 

Se, Zn, Fe, Cu Krew, włosy, 

tkanki 

Badania naukowe, 

bardzo wysoka 

dokładność 

[226] 

XRF (fluorescencja 

rentgenowska) 

Pb, Ca Kości, zęby Ocena przewlekłej 

ekspozycji 

[227] 

 

 

Tabela 33. Wartości referencyjne wybranych pierwiastków u zdrowych dorosłych. 

Pierwiastek Materiał 

biologiczny 

Metoda analityczna Wartości 

referencyjne 

Jednostka Publikacja 

Selen (Se) Surowica / 

osocze 

ICP-MS, GFAAS 70–130 µg/l [138]  

[137] 

[224] 

Cynk (Zn) Surowica ICP-MS, FAAS 70–120 µg/dl [138] 

[137]  

[225] 

Mangan 

(Mn) 

Krew pełna ICP-MS, GFAAS 4–15 µg/l [137] 

[222]  

[228] 

Miedź (Cu) Surowica ICP-MS, FAAS 70–140 µg/dl [138] 

[137] 

[227] 

Żelazo (Fe) Surowica Spektrofotometria, 

ICP-MS 

60–170 µg/dl [138] 

[229] 

Molibden 

(Mo) 

Surowica / 

osocze 

ICP-MS 0,3–1,5 µg/l [226] 

[231] 
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4. Podsumowanie 

 

Stres oksydacyjny stanowi jedno z kluczowych zagadnień współczesnej biologii  

i medycyny, ponieważ towarzyszy zarówno fizjologicznym procesom metabolicznym,  

jak i patogenezie wielu chorób przewlekłych. Zaburzenie równowagi pomiędzy generowaniem 

reaktywnych form tlenu, azotu i siarki a zdolnością organizmu do ich neutralizacji prowadzi  

do uszkodzeń lipidów, białek oraz kwasów nukleinowych, a w konsekwencji do dysfunkcji 

komórkowych i narządowych.  

Niniejsza monografia miała na celu kompleksowe przedstawienie mechanizmów 

obrony antyoksydacyjnej organizmu, ze szczególnym uwzględnieniem ich roli w utrzymaniu 

homeostazy oksydacyjno-redukcyjnej. W części teoretycznej dokonano systematycznego 

przeglądu aktualnej wiedzy dotyczącej stresu oksydacyjnego, jego stabilnych metabolitów oraz 

biomarkerów oksydacyjnych uszkodzeń biomolekuł. Szczegółowo omówiono zarówno 

endogenne enzymatyczne i nieenzymatyczne układy antyoksydacyjne, jak i egzogenne, 

dietetyczne czynniki ochronne, podkreślając ich wzajemne powiązania oraz znaczenie 

fizjologiczne. Część empiryczna pracy stanowiła praktyczne uzupełnienie rozważań 

teoretycznych i pozwoliła na ocenę wybranych parametrów stresu oksydacyjnego oraz 

sprawności mechanizmów obrony antyoksydacyjnej w materiale biologicznym. Uzyskane 

wyniki potwierdzają, że ocena stresu oksydacyjnego nie może opierać się na pojedynczym 

markerze, lecz powinna uwzględniać zestaw komplementarnych wskaźników 

odzwierciedlających zarówno intensywność procesów oksydacyjnych, jak i wydolność 

układów antyoksydacyjnych. W pracy świadomie skoncentrowano się na skutkach stresu 

oksydacyjnego oraz mechanizmach obronnych, pomijając szczegółową analizę enzymów 

prooksydacyjnych i źródeł reaktywnych form tlenu. Takie zawężenie zakresu umożliwiło 

pogłębioną i uporządkowaną analizę systemów antyoksydacyjnych, a jednocześnie wyznaczyło 

kierunek dalszych badań, które będą dotyczyć molekularnych mechanizmów powstawania 

stresu oksydacyjnego. 

Przedstawione w monografii zagadnienia podkreślają interdyscyplinarny charakter 

badań nad stresem oksydacyjnym, łączący biochemię, fizjologię, biologię molekularną oraz 

diagnostykę laboratoryjną. Wysnute wnioski wskazują, że skuteczna ochrona antyoksydacyjna 

organizmu zależy od złożonej współpracy mechanizmów endogennych i egzogennych,  

a ich zaburzenie może stanowić istotny czynnik ryzyka rozwoju wielu schorzeń. Monografia 

może stanowić wartościowe źródło wiedzy zarówno dla badaczy, jak i praktyków zajmujących 

się oceną stresu oksydacyjnego w kontekście zdrowia i choroby. 
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