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1. Wprowadzenie

1.1.1. Stres oksydacyjny

Zjawisko stresu oksydacyjnego w organizmie pojawia si¢ gdy zostaje zaburzona
rownowaga pomiedzy niekorzystnymi reaktywnymi formami czasteczek a mechanizmami
antyoksydacyjnymi. W procesie tym powstaje zbyt wiele wolnych rodnikow, ktérych naturalne
systemy obronne nie sa w stanie skutecznie zneutralizowa¢. Wolne rodniki fizjologicznie
powstaja podczas oddychania komorkowego, w reakcjach enzymatycznych oraz w wyniku
dziatania uktadu immunologicznego [1]. Homeostaza migdzy reakcjami prooksydacyjnymi
oraz antyoksydacyjnymi moze zosta¢ zaburzona w wyniku dtugotrwatej ekspozycji na czynniki
zewnetrzne tj. brak ruchu, nieodpowiednia dieta, zanieczyszczenie Srodowiska, spozywanie
alkoholu, palenie tytoniu, intensywny wysitek fizyczny bez odpowiedniej regeneracji,
zazywanie $rodkow psychoaktywnych, niektorych lekow czy obcigzenie przewleklym stresem
psychicznym, dlugotrwata ekspozycja na zanieczyszczenia srodowiskowe, trudne warunki
pracy [2].

W stresie oksydacyjnym udziat biorg 3 gtdéwne grupy czasteczek tj. reaktywne formy
tlenu, reaktywne formy azotu oraz reaktywne formy siarki. Do reaktywnych form tlenu
zaliczane s3: anionorodnik ponadtlenkowy, tlen singletowy, nadtlenek wodoru, rodnik
hydroksylowy oraz nadtlenki organiczne. Do drugiej grupy naleza: tlenek azotu, dwutlenek
azotu oraz nadtlenoazotyn, natomiast do ostatniej — rodnik tiolowy oraz nadtlenek siarkowy.
Wszystkie te czasteczki przy zaburzonej obronie antyoksydacyjnej prowadza do uszkodzen
DNA, utleniania lipidow, denaturacji biatek, zaburzen funkcjonowania mitochondriow
oraz rozwoju choréb przewlektych [3].

W niniejsze] monografii §wiadomie pominig¢to szczegdélowe omowienie enzymow
prooksydacyjnych oraz mechanizmoéw generowania przez nie reaktywnych form tlenu.
Zagadnienia te stanowig bowiem odrebny 1 ztozony obszar badan, wykraczajacy poza przyjety
zakres pracy, ktorej zasadniczym celem jest analiza endogennych i egzogennych mechanizmow

obrony antyoksydacyjnej organizmu.



1.1.2. Cele i zakres pracy

Celem glownym niniejszej pracy jest kompleksowa analiza mechanizméw obrony
antyoksydacyjnej organizmu cztowieka w kontek$cie utrzymania rownowagi oksydacyjno-

redukcyjnej oraz ograniczania skutkéw stresu oksydacyjnego.

Cele szczegdtowe pracy obejmuja:

1. Charakterystyke stresu oksydacyjnego jako zjawiska biochemicznego i fizjologicznego,
z uwzglednieniem reaktywnych form tlenu, azotu i1 siarki oraz ich znaczenia
w uszkodzeniach biomolekut.

2. Omowienie gldownych metabolitow 1 biomarkerow stresu oksydacyjnego, powstajacych
w wyniku utleniania lipidow, biatek oraz kwasow nukleinowych wraz z ich znaczeniem
diagnostycznym i klinicznym.

3. Przeglad endogennych enzymatycznych uktadow antyoksydacyjnych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem ich lokalizacji komoérkowej, mechanizmow dziatania oraz roli
w neutralizacji reaktywnych form tlenu.

4. Analize nieenzymatycznych endogennych mechanizméw obrony antyoksydacyjnej,
obejmujacych niskoczasteczkowe antyoksydanty osocza i wnetrza komorek.

5. Charakterystyke egzogennych (dietetycznych) mechanizmow obrony
antyoksydacyjnej, w tym witamin, polifenoli, karotenoidow oraz mikroelementow
0 znaczeniu antyoksydacyjnym.

6. Przedstawienie metod analitycznych i biochemicznych wykorzystywanych do oceny
stresu oksydacyjnego oraz sprawnosci ukladow antyoksydacyjnych w materiale
biologicznym cztowieka.

7. Powiazanie zagadnien teoretycznych z czeScia empiryczng, umozliwiajace praktyczng

ocen¢ wybranych parametrow stresu oksydacyjnego i mechanizméw obronnych.



1.1.3. Najwazniejsze metabolity stresu oksydacyjnego

Metabolity to produkty posrednie lub koncowe reakcji biochemicznych zachodzacych
w organizmach zywych, w tym przypadku pod wplywem dziatania stresu oksydacyjnego.
Metabolity dzielg si¢ na pierwotne (podstawowe), czyli takie, ktére sa niezbgdne do zycia,
wzrostu i rozmnazania organizmow oraz wtorne (drugorzedne), ktore petnig funkcje ochronne

czy tez sygnalizacyjne.

1.1.4. Produkty utleniania lipidéw

1.1.4.1. Malondialdehyd (MDA)

Malondialdehyd (MDA), CH2(CHO)2 powstaje podczas utleniania wielonienasyconych
kwasow thuszczowych (PUFA) w blonach takich jak mitochondria czy retikulum
endoplazmatyczne komorki. Do organizmu MDA moze by¢ wprowadzany rowniez w wyniku
utleniania lipidow pokarmowych np. podczas smazenia, gdzie dochodzi do utlenienia,
hydrolizy, rozpadu, polimeryzacji, izomeryzacji, a przy zbyt wysokiej temperaturze (punkt
dymienia) tworzy zwigzki szkodliwe. Do PUFA naleza mig¢dzy innymi kwas arachidonowy,
kwas linolowy, ktére pod wptywem np. rodnika hydroksylowego, rozpadaja si¢ na rodnik
lipidowy(L-) i wode. Rodnik lipidowy z kolei reaguje z tlenem czgsteczkowym, tworzac
lipidowy rodnik nadtlenkowy (LOO-), niesparowany elektron w kontakcie z innym lipidem
tworzy nadtlenek lipidu (LOOH) i nowy rodnik lipidowy (L-). Nadtlenki lipidow sg niestabilne
i ulegaja rozktadowi pod wplywem metali przejsciowych np. Fe?* do aldehydow, ketonow
1 weglowodorow. Gtéwnym produktem rozpadu nadtlenkéw lipidow jest wlasnie MDA.
MDA moze reagowac¢ z biatkami i DNA tworzac addukty, ktére moga by¢ mutagenne.
MDA jest wykorzystywany jako marker peroksydacji lipidow [4]. Mato swoista metoda oceny
MDA w probce jest reakcja z kwasem tiobarbiturowym (TBARS), poniewaz inne metabolity
lipidow rowniez reaguja z TBA (aldehydy np. 4-HNE), podaje sumaryczny poziom substancji
reagujacych z TBA, nie tylko MDA. Specyficzne metody to HPLC (High-Performance Liquid



Chromatography) z detekcja MDA lub LC-MS/MS (Liquid Chromatography — Mass
Spectrometry).

W wielu badaniach MDA jest podwyzszony u pacjentéw z dysfunkcja srodblonka oraz
nasilonym stanem zapalnym, tj. nadci$nieniem tetniczym, niewydolno$cia serca, miazdzyca
czy chorobg wiencowa. U chorych na cukrzyce typu 1 1 2 rOwniez obserwuje si¢ wyrazne
zwigkszenie MDA, co posrednio wynika z nieregulowanej glikemii (hipo- lub hiperglikemia),
stanami zapalnymi drobnych naczyn krwiono$nych i nerwdéw (nefropatia, retinopatia,
neuropatia) [5]. Wzrost MDA obserwowano rowniez w chorobie Alzheimera, Parkinsona,
stwardnieniu rozsianym i udarach [6]. U pacjentow onkologicznych poziom MDA moze
zaleze¢ od metabolizmu komorek, ich agresywnos$ci lub aktywnosci stosowanego leczenia.
Podwyzszone warto§ci MDA obserwuje si¢ rowniez w chorobach autoimmunologicznych,
tj. RZS, toczniu uktadowym czy nieswoistych zapaleniach jelit [7].

Typowe poziomy MDA u zdrowych 0sob roznig si¢ w zalezno$ci od metod oznaczania.
W surowicy lub osoczu o0s6b zdrowych MDA mierzone metoda TBARS wynosi
od 2-10 umol/l, srednie wartosci to 3-Sumol/l [8], natomiast w oznaczeniach HPLC, LC-
MS/MS zakres jest wezszy zwykle 0,5-3 pmol/l [9]. U dzieci i mtodych dorostych poziomy
MDA sa najnizsze, natomiast u osob starszych obserwuje si¢ znaczacy wzrost, nawet o 50%
w porownaniu z mlodymi dorostymi. U kobiet po menopauzie warto§ci MDA wyréwnujg si¢
z mezczyznami lub nawet rosng. Wykazano, ze sposob odzywiania, palenie papierosow,
spozywanie alkoholu rowniez wptywajg na wyzszy poziom MDA. Metoda immunochemiczng
(ELISA) mierzy si¢ ilo$¢ trwatych adduktow MDA (MDA-LDL, MDA-BSA, MDA-His),
nie wolnego MDA. W klasycznej pracy walidujagcej test immunochemiczny do pomiaru MDA -
LDL, autorzy podali, ze w grupie kontrolnej wyznaczono warto$¢ referencyjng na poziomie ~
34,3 £ 8,8 pg/ml [10].

Malondialdehyd jest wydalany z moczem, cho¢ jego st¢zenie jest znacznie mniejsze niz
we krwi. Obecnos¢ MDA w moczu odzwierciedla systemowy stres oksydacyjny oraz
peroksydacje lipidow, dlatego jest coraz czeg$ciej wykorzystywany jako nieinwazyjny
biomarker. W metodzie TBARS zakres wynosi od 0,3-3 umol/l, korekcja na kreatyning jest
kluczowa, bo zageszczenie moczu silnie wplywa na wynik — po przeliczeniu na kreatyning:
10-50 nmmol MDA/mg kreatyniny [11, 12]. W metodzie HPLC lub LC-MS/MS zakresy
sg nizsze 0,1-1,0 umol/l, z korekcjg na kreatyning: 5-20 nmol/mg kreatyniny (typowo
u zdrowych dorostych) [13, 14]. MDA-LDL jest zbyt duze, by przej$¢ przez barierg filtracyjng
nerek, dlatego w moczu zdrowych o0sob jest praktycznie nieoznaczalne (moze wystgpowac

w przypadku choréb nerek). Metabolietm MDA wystepujacym w moczu jest
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1,4 - dihydroksynenon kwasu merkapturowego (DHN-MA), nie ma og6lnie przyjetej normy
stezenia u zdrowych osob - wplywa na to zbyt duza zmienno$¢ biologiczna.

1.1.4.2. 4-hydroksynonenal (4-HNE)

Podobnie jak MDA, 4-HNE jest aldehydem i powstaje w wyniku utleniania
wielonienasyconych ~ kwasow  tluszczowych.  4-hydroksynonenal  jest  substancja
0 udowodnionym dziataniu cyto- i genotoksycznym. Reaguje z biatkami, DNA i fosfolipidami
— tworzac kompleksy z grupami cysteinowymi, histydynowymi i lizynowymi. Addukty 4-HNE
w wyniku reakcji Michaela (przytaczenie podwojnego wigzania a, $-nienasyconego aldehydu)
oraz kondensacji Schiffa (z grupami aminowymi) modyfikuja struktur¢ i funkcje biatek,
co wptywa na utrat¢ aktywnos$ci enzymatycznej oraz zaburza sygnalizacj¢ komorkowa [15].
Natomiast, w przypadku polaczenia z zasadami azotowymi DNA prowadzi do powstawania
mutacji punktowych. W niskich stezeniach, 4-HNE jest czasteczka sygnatowa: aktywuje szlaki
onkogenow tj. MAPK, NF-«f3, Nrf2 [16].

4-hydroksynonenal (4-HNE) jest jednym z najwazniejszych markerow stresu
oksydacyjnego 1 peroksydacji lipidow, ale jego oznaczanie wymaga wysokiej specyficznosci,
poniewaz jest bardzo reaktywny i krotkotrwaty. Typowe zakresy wolnego 4-HNE mozna
oznaczy¢ przy pomocy HPLC, LC-MS/MS. Do trwalszych adduktéw biatkowych (4-HNE-His,
4-HNE-Lys) moga zosta¢ wykorzystane metody immunochemiczne. 4-HNE wolny, u ludzi
zdrowych, w osoczu mierzony metodg LC-MS/MS wynosi 0,1 — 1,0 umol/l (zwykle 0,2-0,6
umol/l) [17], metodg HLPC 0,2 — 2,0 umol/l w osoczu/surowicy (0,5-1,0 umol/l), ELISA (4-
HNE-His) - 20 — 200 ng/ml, wigkszos¢ badan podaje (50-120 ng/ml) [18].

Addukty biatkowe 4-HNE sa obecne w tkankach (4-HNE-His) 1 mogg by¢ oznaczane
jakosciowo 1 ilosciowo. Immunohistochemia pozwala ustali¢ lokalizacj¢ komorkowa
1 tkankowa adduktow, Western blot pozwala na identyfikacj¢ zakresu mas biatek z adduktami,
ztotym standardem w metodach ilosciowych jest LC-MS/MS - niestety wymaga
specjalistycznej aparatury, jest dtugotrwata i kosztowna. W badaniach klinicznych gdzie

porownuje si¢ duze serie prob migdzy grupami, szybka i ilosciowa metoda s testy ELISA [19].

1.1.4.3. Izoprostany

Powstaja gtownie w wyniku utleniania kwasu arachidonowego, strukturalnie

sg podobne do prostaglandyn (hormonéw parakrynnych). Izoprostany syntetyzowane sg
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w blonach komoérkowych a nastepnie moga by¢ uwalniane do krwioobiegu i wydalane
z moczem [20]. Wzrost stezenia izoprostanow obserwuje si¢ miedzy innymi w stanach
zapalnych i nowotworach, chorobie Alzheimera, cukrzycy czy chorobach uktadu sercowo-
naczyniowego. 8-izo-PGFza jest uwazany za najczulszy wskaznik oksydacyjnego uszkodzenia
lipidéw. Metody oznaczania to: LC-MS/MS - najlepsza, standard metoda referencyjna, GC-MS
- bardzo dobra, wymaga derywatyzacji (przytaczenie do badanej czasteczki odczynnika
derywatyzujacego w wyniku tego powstaje pochodna o lepszych wlasciwosciach
analitycznych), ELISA - tatwa, mniej specyficzna, SPE (Solid Phase Extraction) + ELISA -

analizy catkowitej zawartosci izoprostanow [13].

Tabela 1. Metody oceny zawartos$ci izoprostano6w w materiale biologicznym.

Materiat Metoda analityczna || Liczba probek / ||Ste¢zenie / Zakres Publikacja
biologiczny Uwagi
Osocze EIA N =5; zdrowi |[31,8 +5,5 pg/mL ($rednio) |[[21]
(z oczyszczaniem) |ldorosli
Osocze ELISA po ekstrakcji||[N = 157; zdrowi|[20,9 + 9,3 ng/l (Srednio) [22]
fazowej + SPE japonscy
Mocz LC-MS/MS zakres Kkalibracji|lbrak podanego $redniego  (|[23]
(FDA-validated) 50 pg/mL — 10 (fizjologicznego — zakres
ng/mL pomiarowy metodologiczny
3 - 178 pg/mL moczu
Osocze LC-MS/MS walidacja zakres metodologiczny do |[[24]
(LLE ekstrakcja) metody krzywej wzorcowej 0,1;
0,25; 2,5; i 4 mg/I

1.1.5. Produkty utleniania bialek

1.1.5.1. Karbonylowe pochodne biatek

W wyniku reakcji utleniania przez rodniki hydroksylowe (-OH), nadtlenek wodoru
(H202) czy anionorodnik ponadtlenkowy (O2-") - aminokwasy takie jak lizyna, arginina, prolina
oraz treonina, przeksztalcajg swoje tancuchy boczne w grupy karbonylowe (-C=0) tworzac
aldehydy lub ketony. Innym szlakiem sg wtorne modyfikacje wywotane przez produkty
peroksydacji lipidow, to tzw. posrednia karbonylacja bialek. Karbonylowe pochodne biatek

powstaja rdwniez w reakcjach z cukrami redukujacymi np. glukozg czy fruktoza tworzac
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zasady Schiffa (nictrwaly zwigzek chemiczny powstajagcy w reakcji aldehydu lub ketonu
z aming, zawierajacy charakterystyczne wigzanie iminowe (—C=N-) i Amadori (stabilna
pochodna ketozowa powstata z aldozy). W dalszym etapie powstajg zaawansowane produkty
koncowe glikacji, ktore zawierajg liczne grupy karbonylowe. Co z kolei prowadzi do zmiany
struktury przestrzennej biatka, utraty funkcji enzymatycznej lub receptorowej, wigkszej
podatno$ci na proteolize lub agregacje a takze aktywacji odpowiedzi zapalnej i proceséw
starzenia komorek. Karbonylacja moze dotyczy¢ zarowno bialek cytoplazmatycznych,
btonowych, mitochondrialnych jak i osocza. Do markerow stresu oksydacyjnego zaliczamy:
karbonylowang albuming, hemoglobine, karbonylowang enolaz¢, aldolaz¢ czy GAPDH
(dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego — kluczowy enzym glikolizy) [25].
W przypadku choroby Alzheimera, Parkinsona czy Huntingtona chrakterystyczna jest
karbonylacja takich biatek jak B-tubulina, a-synukleina czy immunoglobuliny (1gG) [26, 27,
28].

1.1.5.2. Pochodne nitrozowe

Sa to zwiazki zawierajace grupe nitrozowa -NO powstaja z amin drugorzedowych
(R2NH) w reakcji z azotynami (NaNO2) w srodowisku kwasnym. Przyktadami nitrozoamin
moga by¢: dimetyloaminonitrozyna (NDMA), dietylonitrozamina (NDEA), nitrozomorfolina.

Do organizmu mogg trafia¢ wraz z zywnoscig (np. w produktach peklowanych).

1.1.5.3. S-nitrozylacja i S-glutationilacja biatek

S-nitrozylacja to kowalencyjne przylaczanie grupy nitrozowej (-NO) do atomu siarki
w reszcie cysteiny w biatku. Powstaje S-nitrozotiol (R-S-NO). Jest to odwracalna
potranslacyjna modyfikacja biatek i glowny mechanizm dziatania tlenku azotu (NO)
w komorkach [29]. Pozwala regulowac¢ funkcje biatlek bez koniecznosci ich syntezy
lub degradacji. Przyktadami biatek, ktore podlegaja S-nitrozylacji s3 hemoglobina (reguluje
uwalnianie tlenu), kaspaza 3 (karbonylacja powoduje obnizenie aktywnosci, a co za tym idzie
hamuje apoptoze¢), receptor NMDA (odgrywa integralng rol¢ w neuroplastycznos$ci
synaptycznej, ktora jest kluczowa dla wyzszych funkcji, w tym uczenia si¢ i pamigci,

karbonylacja wplywa na inaktywacje¢). Zaburzenia S-nitrozylacji (zar6wno nadmierna jak
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1 niedostateczna) sg zwigzane z chorobami neurodegeneracyjnymi (np. choroba Alzheimera,
Parkinsona), chorobami uktadu sercowo-naczyniowego, nowotworami czy stanami zapalnymi
[30].

W przypadku S-glutationilacji dochodzi do odwracalnej modyfikacji potranslacyjnej
biatek, polegajacej na przytaczeniu czgsteczki glutationu (GSH) do grupy tiolowej (-SH) reszty
cysteiny w biatku. Reakcja ta zachodzi enzymatycznie (z udzialem np. glutaredoksyny)
lub nieenzymatycznie w warunkach stresu oksydacyjnego gdy powstaja wolne rodniki
i utlenione formy glutationu. Proces S-glutationylacji petni funkcje regulacyjng i ochronna,
tj. zmienia konformacj¢ i aktywno$¢ enzymow, zapobiega nieodwracalnej oksydacji grup
tiolowych, wplywa na procesy metaboliczne, transdukcj¢ sygnaldw, apoptoze i odpowiedz
na stres oksydacyjny. Nadmierna S-glutationylacja prowadzi do stresu oksydacyjnego,
dysfunkcji mitochondriéw, choréb neurodegeneracyjnych czy cukrzycy typu 2. Biatka, ktére
ulegaja S-glutationylacji to np. aktyna (modyfikacja wptywa na polimeryzacj¢ cytoszkieletu)
[31]. Metodami oznaczania reakcji S-nitrozylacji i S-glutationilacji biatek sg: biotin-switch
assay (BST) — metoda klasyczna, w ktorej w pierwszym etapie dochodzi do blokowania
wolnych grup — SH odczynnikami tj. n-etylo-maleimid lub metylometanotiosulfonian,
nastepnie przy pomocy askorbinianu dochodzi do selektywnej redukcji S-NO, powstate
w wyniku tej reakcji reszty — SH znakowane sg biotyng. W koncowej fazie przeprowadzana
jest analiza Western blot [32]. Resin-Assisted Capture (SNO-RAC) matoda podobna do BST
jednak zamiast biotyny — wigzanie S-nitrozylowanych cystein odbywa si¢ bezposrednio
do zywicy tiolowej. Zaleta tej metody jest wigksza swoisto$¢ niz BST i moze by¢ wykorzystana
do LC-MS/MS (bezposrednia identyfikacja zmodyfikowanych cystein, mapowanie miejsc
S-nitrozylacji, badania proteomiczne — ilo$ciowe) [33, 34]. Western blot z przeciwciatem anty-
GSH (potilosciowa), 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 (8-0xo0G)

8-OHdG (oksydacyjna modyfikacja guaniny) to produkt oksydacyjnego uszkodzenia
DNA, powstajacy w wyniku dziatania reaktywnych form tlenu (ROS) na zasad¢ azotowa —
guanine — w czasteczce DNA. W wyniku dziatania rodnika hydroksylowego lub rodnikéw

tlenkowych dochodzi do utlenienia pierscienia purynowego, w tym wypadku w pozycji C8,
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tworzac 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyne oraz jej tautomer (to jedna z form tej samej
czasteczki, ktora ro6zni si¢ potozeniem protonu (H") i wigzania podwojnego) 8-oksoguaning
(8-0x0G). 8-OHAG oraz 8-oxoG sa mutagennymi produktami, poniewaz tatwo paruja si¢
z adening (A) zamiast z cytozyng (C) podczas replikacji DNA, prowadzi to do mutacji typu
transwersji G> T, ktére mogg wptywac na procesy ztosliwienia komorki [36]. Komoérka potrafi
usuwaé zmutowany aminokwas za pomocg enzymow naprawy DNA tzw. gliozylaz. Brak lub
niedobdr tych enzymow zwigksza ryzyko mutacji i nowotworéw. 8-OHdG moze by¢
oznaczany w moczu, krwi, plynie mézgowo-rdzeniowym, tkankach. W przypadku chorob
nowotworowych podwyzszony poziom wskazuje na zwickszong mutageneze i niestabilno$¢
genetyczng [37]. Zmniejszenie poziomu 8-OHdG po chemio-/radioterapii wskazuje
na pozytywny efekt terapeutyczny. Przyktadowe warto$ci referencyjne catkowity 8-OHdG,
8-0X0-G, 8-0x0-GTP u zdrowych oséb - wg metody/materiatu: - m¢zczyzni: 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 stezen 8-OHdJG w moczu.

Materiat Metoda Liczba probek/uwagi Zakres/Stezenia  ||Publikacja
analityczna
Mocz |UPLC-MS/MS + |zdrowi 142 (21-86 lat) vs rak |zdrowi: ~0,24-2,47 |[39]
SPE jelita grubego 84 nmol/mmol
kreatyniny ($rednio
~1,07)
Mocz ||HPLC-MS/MS vs |[poréwnanie metod n-9, HPLC-MS/MS: ~1,4 |[[40]
ELISA zdrowi K'i M, 39-79 + 0,3 nmol/mmol
kreatyniny vs ELISA
znacznie Wyzsze z
filtracja SPE

1.1.6.2. Formamidopuryny

Formamidopuryny (w skrocie Fapy) to produkty oksydacyjnego uszkodzenia zasad
purynowych (guaniny i adeniny) w DNA [41]. Powstaja one rownolegle z 8-oksopurynami,
np. 8-oksoguaning w wyniku dziatania reaktywnych form tlenu na DNA. W czgsteczce guaniny
dochodzi do peknigcia pierscienia imidazolowego i powstania grupy formamidowej (-CONHy).

To odréznia formamidopuryny od 8-oksopuryn, ktére zachowuja nienaruszony pierScien
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purynowy. Formamidopuryny znieksztatcajg strukture helisy DNA, blokujg polimerazy DNA,
RNA, moga prowadzi¢ do btedow w replikacji i mutacji (cho¢ sg nieco mniej mutagenne niz
8-oksoguanina) [42]. Podobnie jak inne oksydacyjne uszkodzenia zasad, Fapy sa usuwane
przez system naprawy tj. wycinanie zasad (BER — Base Excision Repair). Nagromadzenie
formamidopuryn moze powodowac zatrzymanie replikacji DNA, zwiekszy¢ czestos¢ mutacji
(zwhaszcza transwersji G2>T, A—>C), prowadzi¢ do niestabilno$ci genomu, odgrywac role
w rozwoju nowotworéw i chordb degeneracyjnych. W przeciwienstwie do niektorych
nietrwatych uszkodzen oksydacyjnych DNA, Fapy sa bardzo stabilne chemicznie. Do analizy
jakosciowej i ilosciowej wykorzystuje si¢ metode HPLC-ECD (detekcja elektrochemiczna)
oraz LC-MS/MS - ztoty standard. W ptynach ustrojowych o0séb zdrowych Fapy-G: mocz
wykrywalne, ale na poziomie S$ladowym typowy zakres u zdrowych LC/MS:
0,1-0,4 nmol/24 h [43, 44, 45]. Krew: osocze i surowica: formamidopuryny sa wyjatkowo
rzadko wykrywalne jako wolne nukleozydy, sa bardzo szybko wbudowywane, naprawiane

lub usuwane w postaci mononukleotydéw, a ich st¢zenie w osoczu jest skrajnie malte [46, 47].

1.1.7. Metabolity reaktywnych form tlenu i azotu

1.1.7.1. Nadtlenek wodoru

H>O2 powstaje w komorkach jako produkt uboczny procesow metabolicznych,
np. w peroksysomach, mitochondriach i1 reakcjach z udzialem oksydaz (np. oksydaza
ksantynowa, NADPH oksydaza) [48]. W niskich stezeniach nadtlenek wodoru petni funkcje
przekaznikowa 1 reguluje proliferacje (podzialty komorkowe), rdznicowanie, reakcje
immunologiczne, natomiast w wysokich stezeniach staje si¢ toksyczny - utlenia biatka, lipidy
i DNA [49]. Zaburza funkcje bton komdrkowych, moze prowadzi¢ do apoptozy. Szczegdlnie
grozny jest udzial H,O2 w reakcji Fentona, gdzie powstaje rodnik hydroksylowy. Niektore
komorki uktadu odpornos$ciowego - neutrofile, makrofagi - celowo produkujg H2O2 i generuja
ROS aby niszczy¢ drobnoustroje - to tzw. wybuch tlenowy i tworzenie putapek neutrofilowych
[50].

15



1.1.7.2. Anionorodnik ponadtlenkowy

Anionorodnik ponadtlenkowy powstaje podczas oddychania komérkowego. Niewielka
czes¢ elektronow opuszcza tancuch oddechowy (z kompleksu I i 111) i redukuje tlen [51].
Dodatkowo w odpowiedzi na patogen, wspomniane juz wczeSniej komoérki uktadu
odpornosciowego — fagocyty oprocz nadtlenku wodoru, produkuja anionorodnik
ponadtlenkowy w obecnosci oksydazy NADPH. Gtowne reakcje z udzialem anionorodnika
to dysmutacja, ktora moze by¢ samoistna lub enzymatyczna (tworzenie H.O>), reakcja w ktorej
anionorodnik ponadtlenkowy reaguje z nadtlenkiem wodoru tworzac rodnik hydroksylowy

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

1.1.7.3. Rodnik hydroksylowy

To jeden z agresywniejszych wolnych rodnikéw. Jak juz wspomniano powstaje
w wyniku reakcji Fentona, ale takze w reakcji Habera-Weissa [53]. Natychmiast reaguje
z najblizszymi czasteczkami, powodujac utlenianie zasad DNA, pgknigcia tancucha DNA,
utlenianie lipidow blonowych (mitochondria, lizosomy) oraz inaktywacj¢ biatek [54].
W rezultacie dochodzi do mutacji punktowych, przerwania jedno- lub dwuniciowego DNA,
zahamowania replikacji 1 transkrypcji, a takZze uszkodzenia transportu i receptorow.
W  przypadku utleniania reszt aminokwasowych biatek nastgpuje zmiana struktury
przestrzennej, fragmentacja tancucha peptydowego wptywa na utrate funkcji enzymu. Rodnik
hydroksylowy moze wywota¢ rowniez agregacje bialka przez powstawanie mostkow
disiarczkowych migdzy biatkami i wytwarzanie ztogow, np. w mitochondriach, co skutkuje

powaznymi deformacjami wewnatrzkomérkowymi [55].

1.1.7.4. Tlen singletowy

W normalnych warunkach tlen czasteczkowy (O2) wystepuje w stanie trypletowym.
Oznacza to, ze dwa niesparowane elektrony maja réwnolegle spiny i to ogranicza jego
reaktywnos¢. W stanie singletowym spiny elektronow sg sparowane, co powoduje: wzrost

energii czasteczki, wigkszg reaktywnos$¢ chemiczng czy zdolno$s¢ do utlenienia wielu
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biologicznych czastek [56]. Tlen singletowy moze powsta¢ w komorkach w kilku procesach.
Jednym z nich jest dziatanie $wiatta w obecnosci barwnikow np. porfiryn i fototerapii, podczas
reakcji enzymatycznych np. w reakcji oksydaz, peroksydaz i lipooksygenaz, lub tez w wyniku
reakcji z nadtlenkiem wodoru [57]. Tlen singletowy nie jest bezposrednig przyczyng jednej
choroby, lecz stanowi istotny mediator stresu oksydacyjnego, uczestniczac w patogenezie
chorob skory, nowotwordéw, schorzen neurodegeneracyjnych, sercowo-naczyniowych

oraz chor6b oczu [58].

1.1.7.5. Nadtlenoazotyn

Zwiazek ten, pobudza fagocyty do wydzielania cytokin prozapalnych takich jak TNFa,
IL-1P oraz zwigksza ekspresj¢ czasteczek adhezyjnych (ICAM-1, VCAM-1), co jest bodzcem
do pojawienia si¢ leukocytow [59]. Nadtlenoazotyn uszkadza naczynia krwionosne, zwigksza
ich przepuszczalno$¢ oraz wywotuje obrzek. Podwyzszone stezenia nadtlenoazotynu biorg
udziat w rozwoju takich jednostek chorobowych jak: miazdzyca i choroby serca, reumatoidalne
zapalenie stawow, zapalenie jelit, uszkodzenie tkanek po udarze mézgu lub niedokrwieniu [60,

61].

Nie oznacza si¢ bezposrednio ROS i RNS, bo sg zbyt reaktywne. Oznacza si¢ 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 azotyndw oparta na reakcji diazowania i sprzg¢gania - w $rodowisku
kwasnym azotyny reaguja z sulfanilamidem (lub kwasem sulfanilowym) i powstaje sol
diazoniowa nastgpnie sol diazoniowa reaguje z N-(1-naftylo)etylenodiaming (NED) w wyniku
tego tworzy si¢ rozowo-fioletowy barwnik azo), chemiluminescencja, HPLC (znaczenie:
catkowita produkcja NO w organizmie), 3-nitrotyrozyna (marker nitrozacji biatek), ELISA,
LC-MS/MS [62, 63].
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2. Endogenne mechanizmy obrony antyoksydacyjnej

1.1.8. Enzymatyczne uklady antyoksydacyjne

1.1.8.1. Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)

Dysmutaza ponadtlenkowa jest enzymem, ktory chroni komorki przed stresem
oksydacyjnym. Jej gtowna funkcja jest neutralizacja wolnych rodnikoéw ponadtlenkowych,
ktére mogg uszkadza¢ biatka, lipidy i kwasy nukleinowe do nadtlenku wodoru, ktory dalej jest
neutralizowany przez katalaze lub peroksydaze oraz czasteczki tlenu. Do rodziny SOD
w organizmie czlowieka zaliczane sg 3 izoformy, SOD1 (Cu/Zn-SOD) znajdujaca si¢
w cytoplazmie, SOD2 (Mn-SOD) - wystepujaca w mitochondriach oraz SOD3 -
pozakomodrkowa [64]. Oznaczanie SOD dzieli si¢ na analiz¢ aktywnosci enzymow oraz analize
iloSciowa. To najwazniejszy podziat w biochemii SOD - bo aktywnos$¢ # ilos¢ biatka.
Wszystkie metody aktywnosci SOD s3 testami inhibicyjnymi - mierza hamowanie reakcji

generujacej Oz [65].

Tabela 3. Wybrane metody oznaczania aktywnosci SOD.

| Metoda I Zasada | Comierzy  |Publikacjal
Autooksydacja pirogalolu ([Pirogalol auto-utlenia si¢ z Aktywnosc [66]
generacja O2¢7; SOD hamuje catkowita SOD
reakcje
Ryboflawina / EDT /NBT ||O$wietlenie pobudza Aktywnos¢ SOD  ||[67]
(nitroblue tetrazolium) ryboflawing — powstaje O2*~;  ||(glownie
(Beauchamp—Fridovich) ||O2* redukuje NBT do ro$liny/tkanki)

formazanu (niebieski); SOD
hamuje redukcje

Xanthine/XO + WST-1  ||Superoksyd redukuje WST-1 do || Aktywnos¢ [68]
(w zestawach barwnika; SOD hamuje reakcje ||catkowita SOD lub
komercyjnych) izoform

NBT (nitroblue Oz redukuje NBT; SOD Aktywnos¢ [69]
tetrazolium) w warunkach |lhamuje redukcje catkowita SOD

generowania supertlenku
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Tabela 4. Wybrane metody oznaczania ilo$ci biatka SOD.

| Metoda | Comierzy | Charakterystyka | Publikacja |
ELISA (Sandwich Stezenie biatka SOD |[llosciowe; bardzo czule; [70]

ELISA dla SOD1, dostepne zestawy komercyjne

SOD2, SOD3)

Western blot Ilos¢ biatka Identyfikacja masy [64]

SOD1/SOD2/SOD3 |[czasteczkowej, ilos¢
wzgledna/po normalizacji

Immunohistochemia |[Lokalizacjaiilos¢ ||Czute badanie dystrybucji biatka ||[71]
(IHC) / wzgledna SOD
Immunocytochemia |\w tkankach

(ICC)

Proteomika LC- [10s¢ absolutna SOD |[Najwicksza precyzja; metoda [72]
MS/MS (quantitative |\w komorkach/ referencyjna

proteomics) tkankach

1.1.8.2. Katalaza (CAT)

Katalaza rozktada nadtlenek wodoru, do wody oraz czasteczki tlenu. Wystepuje gtownie
w peroksysomach takich narzadow jak watroba, nerki, ale réwniez w erytrocytach.
W strukturze katalazy znajduje si¢ tzw. centrum aktywne zbudowane z jonu Zelaza, ktore
w pierwszej kolejnoSci z 3 stopnia utlenienia przechodzi na stopien 4, w drugim etapie po
wytworzeniu czasteczki wody wraca z powrotem do 3 stopnia utlenienia. Aktywnos$¢ katalazy
w osoczu jest bardzo niska. Aktywnos$¢ katalazy moze wzrosnaé w takich stanach chorobowych
jak: hemoliza (rozpad erytrocytow), choroby watroby, silny stres oksydacyjny, stany zapalne,
nowotwory (w badaniach naukowych) [73].
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Tabela 5. Wybrane wyniki oznaczen aktywnosci katalazy CAT.

Parametr|| Jednostka Material Metoda oznaczania Jednostka|| Grupa || Grupa ||Publikacja
chorobowa || biologiczny CAT kontrolna||badana

CAT ||Cukrzyca||Erytrocyty |Spektrofotometryczna U/g Hb |[58,4+ (42,6 |[74]
typu 2 (Aebi, 240 nm) 9,1 + 8,3

CAT ||Cukrzyca|Osocze |Metoda kolorymetryczna [U/ml |6,8+ 4,9 + |[75]
typu 2 (H20-—molybdate) 1,2 1,0

CAT ||Cukrzyca|Surowica |([Zestaw komercyjny U/l 72,3+ |55,1 ||[76]
typu 2 (ELISA/Kolorymetryczny) 10,4 +9,6

CAT ||Cukrzyca||Leukocyty |[Metoda kinetyczna UV U/mg |[19,6 + (14,2 ||[76]
typu 2 biatka ||3,5 + 3,1

1.1.8.3. Peroksydaza glutationowa (GPXx)

Peroksydaza oprocz udziatu w redukcji nadtlenku wodoru, katalizuje redukcje
organicznych nadtlenkéw oraz nadtlenkéw lipidowych. We wszystkich wymienionych
reakcjach, kluczowe jest zuzycie zredukowanego glutationu (GSH) 1 powstanie utlenionego
glutationu (GSSG). Przy udziale NADPH oraz reduktazy glutationowej, GSSG jest
regenerowany do GSH. U czltowieka wystepuje kilka izoenzyméw GPx, réznigcych sig
lokalizacja, substratami oraz rolg w organizmie. GPx1 wystepuje w wiekszosci tkanek (cytozol
oraz mitochondria), podstawowa funkcja jest usuwanie nadtlenku wodoru [77]. GPx2 znajduje
si¢ w jelitach, bierze udzial w ochronie nabtonka jelit [78]. GPx3 bierze udziat w procesach
immunologicznych we krwi 1 przestrzeni zewnatrzkomorkowej, wystepuje w ptynach
pozakomodrkowych np. osoczu [79]. GPx4 redukuje nadtlenki lipidowe, zapobiega ferroptozie
(zaleznej od zelaza $mierci komorki), wystepuje we wszystkich tkankach (cytozol,
mitochondria, jadro). Do wzrostu gromadzenia zelaza w komorce moze dochodzi¢ z kilku
przyczyn, ktére najczesciej dotycza zaburzen jego transportu, magazynowania, uwalniania
lub regulacji metabolicznej. Wolne zelazo (Fe?") uczestniczy w tzw. reakcji Fentona, ktora
wytwarza najbardziej toksyczny rodnik — rodnik hydroksylowy (*OH). Zbyt duzo zelaza
sprzyja toksycznej peroksydacji lipidéw, ktdra jest podstawowym mechanizmem ferroptozy,
czyli regulowanej $mierci komorki zaleznej od zelaza [80]. Wiele agresywnych nowotworow
(np. tréjujemny rak piersi, glejaki, rak trzustki): blokuje apoptoze, mutuje geny takie jak TP53,
staje si¢ niewrazliwy na chemioterapi¢ lub radioterapi¢. Ferroptoza omija te mechanizmy,

poniewaz nie zalezy od kaspaz ani typowych szlakéw apoptozy. Wykorzystanie naturalnej
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nadekspres;ji receptorow wychwytujacych zelazo w komoérkach raka TfR1 i przetadowanie ich
zelazem moze zainicjowac proces ferroptozy [81].

Peroksydaza glutationowa w swoim centrum aktywnym zawiera selenocysteine.
Mutacje w obrgbie gendéw peroksydazy gdzie zamiast selenocysteiny w  strukture
wbudowywana jest cysteina wptywaja na nizsza aktywno$¢ enzymatyczng. Dlatego niedobor
selenu moze powodowac¢ spadek aktywnosci GPx [82]. GPx4 jest jedynym enzymem zdolnym
bezposrednio redukowa¢ nadtlenki fosfolipidow blonowych, jest kluczowym i niezbgdnym
enzymem do przezycia komorek [83].

GPx5 jest nie-selenoenzymem (nie zawiera selenocysteiny), ma unikalng lokalizacje¢
i role: funkcjonuje gtownie w najadrzu (epididymis) samcoéw ssakdw, zwlaszcza u gryzoni
(mysz, szczur). GPxS5 jest specyficzny dla uktadu rozrodczego samcow, a szczegolnie: komorek
nabtonka najadrza, sekrecji do ptynu najadrzowego, powierzchni plemnikéw w trakcie ich
dojrzewania rowniez u ludzi [84].

GPx6 jest selenoproteing, u ludzi ekspresja jest ograniczona do: nabtonka wechowego
(olfactory epithelium), tkanki rozrodczej (gonad) - w mniejszym stopniu. GPx6 jest wigc bardzo
wysoko wyspecjalizowany 1 nie wystgpuje szeroko w calym organizmie jak GPxl1
czy GPx4 [85].

GPx7 (glutathione peroxidase 7) to jeden z mniej znanych, nieszablonowych cztonkéw
rodziny peroksydaz glutationowych. W przeciwienstwie do klasycznych GPx (GPx1-4, 6),
GPx7 nie jest selenoproteing, nie wykorzystuje glutationu jako gldwnego substratu i pelni
unikalng funkcj¢ w retikulum endoplazmatycznym (ER), gdzie bierze udzial w kontroli
fatdowania biatek i ochronie przed stresem oksydacyjnym [86].

Ekspresja GPx7 jest stosunkowo szeroka, ale najbardziej znaczaca w tkankach
o intensywnym metabolizmie bialek, takich jak: nablonek przewodu pokarmowego
(szczegolnie przetyk — GPx7 pelni wazng rolg w ochronie przed refluksem kwasnym),
trzustka, ptuco, retikulum endoplazmatyczne wigkszosci komorek, tkanki narazone na stres
oksydacyjny [87].

GPx7 wspotpracuje z kluczowymi biatkami: EROI1 (endoplasmic reticulum
oxidoreductin 1), PDI (protein disulfide isomerase). Tworza one system odpowiedzialny
za tworzenie mostkow disiarczkowych w biatkach. Ten proces generuje nadmiar H20-, ktory
GPx7 pomaga neutralizowac 1 redystrybuowac¢. GPx7 biorg udziat w odpowiedzi na stres ER
w warunkach przecigzenia faldowaniem bialek (UPR — unfolded protein response): GPx7
pomaga zapobiega¢ akumulacji nieprawidtowych bialek, stabilizuje rownowage migdzy

redukujacymi 1 utleniajagcymi szlakami w ER. Ochrona przed nowotworzeniem, szczegdlnie
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w przetyku. Wykazano, ze obnizona ekspresja GPx7 wiaze si¢ z chorobg refluksowg przetyku
(GERD), jej dalszym powiktaniem - przetykiem Barretta oraz wigkszym ryzykiem rozwoju
gruczolakoraka przetyku [88, 89].

GPx8 (glutathione peroxidase 8) to ostatni z opisanych enzymow z rodziny
glutationowych peroksydaz (GPx1-8). Podobnie jak GPx7, jest nietypowym, nie-selenowym
enzymem zwigzanym przede wszystkim z retikulum endoplazmatycznym (ER) i z procesami
fatdowania biatek [90]. Cho¢ rodzina GPx jest kojarzona z detoksykacja ROS, GPx8 petni
bardziej regulacyjng niz klasycznie enzymatyczng funkcj¢. Jest zakotwiczony w blonie
ER (retikulum endoplazmatyczne), z domeng luminalng, wykazuje aktywno$¢ redukcji
nadtlenkéw, ale stabsza niz klasyczne GPx, dziata w $cislej interakcji z systemem tworzenia
mostkoéw  disiarczkowych (ERO1-PDI) [83]. GPx8 znajduje si¢ glownie: w retikulum
endoplazmatycznym (ER), jest zakotwiczony w jego btonie — odrdéznia to go od GPx7,
ktore jest swobodniejsze i Wystepuje w $wietle ER. GPx8 jest obecna w wielu tkankach,
szczegolnie takich, ktore maja wysoki obrot bialek, np.: watrobie, trzustce, endotelium,
tkankach przewodu pokarmowego. Zaburzenia GPx8 moga wptywac na faldowanie biatek
i produkcj¢ ROS. Ekspresja GPx8 bywa zmieniona w niektorych rakach; jego deregulacja moze
wptywaé na opornos¢ komorek na stres ER, przezywalno$¢ komorek o wysokiej produkcji

biatek [91].

Tabela 6. Metody oceny aktywnos$ci enzymatycznej peroksydaz glutationowych (GPx).

| Typoznaczenia | Comierzy |  Materiat | Jednostki |[Publikacjal
Spektrofotometryczna  ||Aktywno$é krew petlna, U/g Hb, [92]
metoda Paglia & enzymatyczna GPx|hemolizat nmol/min/mg
Valentine (zuzycie NADPH) |erytrocytow, biatka
surowica,
homogenaty
tkanek
Komercyjne testy Aktywnos¢ GPx  |lsurowica, osocze, |U/mL, [93]
enzymatyczne (sprzezony test z  ||lizaty komérkowe,||[nmol/min/mg
(mikroptytkowe) GR) tkanki biatka
Badania kliniczne Aktywnos¢ GPx  ||surowica krwi U/g Hb [94]
(porownawcze) jako biomarker (ludzie)
stresu
oksydacyjnego
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1.1.8.4. Reduktaza glutationowa (GR)

Jak juz wspomniano powyzej, reduktaza glutationowa utrzymuje rownowage miedzy
utleniong (GSSG) a zredukowang (GSH) formg glutationu. Do dzialania wykorzystuje
NADPH, ktory dostarcza elektronow potrzebnych do redukcji. U ludzi rzadko wystepuje
genetyczny niedobor tego enzymu, ale jego aktywno$¢ moze spadac, np. przy niedoborze
ryboflawiny (wit. B2) poniewaz enzym korzysta z FAD. U czlowieka reduktaza glutationowa
jest kodowana przez pojedynczy gen GSR [95].

Wyrdézniamy GR cytoplazmatyczng oraz mitochondrialng. Ta ostatnia, powstaje z tego
samego mRNA co forma cytoplazmatyczna, ale ma mitochondrialng sekwencje¢ lokalizacyjna
(MTS). Po syntezie jest transportowana do mitochondriow. Reduktaza glutationowa jest
homodimerem — sktada si¢ z dwoch identycznych podjednostek, kazda o masie ~55 kDa. Kazdy
segment zawiera: grup¢ FAD, miejsce wigzace NADPH, centrum aktywne z mostkiem
dwusiarczkowym (Cys) oraz domen¢ dimeru odpowiedzialng za stabilizacje struktury homo-
dimeru [96].

Domena FAD przenosi elektrony z NADPH; wspiera kataliz¢ redoks, centrum aktywne
redukuje GSSG — 2 GSH natomiast domena dimeryzacji - wptywa na aktywno$¢ enzymu.
Gen GSR znajduje si¢ na chromosomie 8p12, jest ztozony z 13 eksonéw 1 ma dhugos¢ okoto
49,8 kb (49 781 par zasad). Mutacje punktowe (missense) w genie GSR sg to mutacje, ktore
zmieniaja jeden aminokwas w bialku — najczestsza przyczyna obnizonej aktywnosci reduktazy
glutationowej. 1. Arg347Cys (R347C) - jedna z najlepiej opisanych mutacji. Prowadzi
do niestabilnosci biatka 1 istotnego spadku aktywnosci enzymu. Zwigzana z hemolizg
1 podatnoscia na stres oksydacyjny. 2. GIn206Glu (Q206E). Mutacja w domenie wigzacej FAD.
Uposledza wigzanie FAD — enzym jest stabo funkcjonalny. Obserwowana u pacjentéw
z wrodzonym niedoborem GR. 3. Gly446Ser (G446S), mutacja wplywa na region
odpowiedzialny za stabilno$¢ struktury dimeru - obserwowana jest obnizona aktywno$¢,
ale niecatkowita utrata funkcji. 4. Asp330Asn (D330N) - mutacja zaburza prawidtowe
ustawienie domeny aktywnej - powoduje to obnizenie powinowactwa do substratu GSSG.
5. Argl90His (R190H) - mutacja zlokalizowana w poblizu domeny Rossmanna (wigzacej
NADPH). Powoduje znaczne zmniejszenie wydajno$ci przenoszenia elektronow. Mutacje
nonsense prowadza do przedwczesnego kodonu stop, skutkujac znacznym zmniejszeniem
ilosci funkcjonalnego biatka. Bardzo rzadko opisywane; zwykle zwigzane z ci¢zkim fenotypem
lub letalno$cig na poziomie komorkowym. Mutacje splice-Site zaburzajg prawidtowe sktadanie

MRNA i powoduja produkcj¢ niefunkcjonalnych biatek. Opisane pojedynczo w przypadkach
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klinicznych. Mate delecje/insercje moga prowadzi¢ do przesunigcia ramki odczytu i utraty
funkcji GR. Bardzo rzadkie, wykrywalne najczeéciej w analizach WES u pacjentow
z niewyjasnionym stresem oksydacyjnym [97, 98].

Aktywnos¢ GR w erytrocytach wynosi: ~4 U/g Hb (jednostki aktywnoSci
enzymatycznej) [99]. W normalnych warunkach stezenie GR w osoczu/surowicy jest bardzo
niskie, czesto niewykrywalne metodami standardowymi, bo enzym nie jest wydzielany na
zewnatrz komorki (zwykle < 1 U/mL lub ponizej granicy wykrywalnosci) [100]. Wydzielanie
lub uwalnianie do ptynow pozakomoérkowych moze si¢ zdarzy¢ przy uszkodzeniu komoérek
lub w odpowiedzi na stres oksydacyjny. Czynniki wptywajace na poziom GR w ptynach
pozakomorkowych: hemoliza - uwalnia GR z erytrocytow do osocza. Stres oksydacyjny i stany
zapalne - moga zwicksza¢ wydzielanie lub uwalnianie enzymu. Choroby watroby i nerek -
zmieniajg poziom GR w osoczu. W tkankach aktywno$¢ jest wyzsza, np. w ludzkiej zdrowej
watrobie GSSG-Red: 40,63 + 11,10 mU/mg biatka [101].

Tabela 7. Aktywno$¢ reduktazy glutationowej (GR) w materiale ludzkim u zdrowych oséb
dorostych.

Materiat Metoda analizy Jednostka| Grupa Wartoéci ||Publikacja
biologiczny referencyjne
Erytrocyty (|Spektrofotometryczna U/gHb ||n=40 6,5-10,5 [99]
(NADPH, 340 nm) (20-60)
Osocze Metoda kinetyczna UV u/l n=30 (22- |(35-75 [99]
58)
Surowica ||Zestaw komercyjny u/l n=50 40-80 [102]
(18-65)
Leukocyty |(Spektrofotometryczna U/mg n=25 18-30 [103]
biatka  ||(25-55)

1.1.8.5. Peroksydaza tioredoksynowa (TPx, Prx)

To rodzina enzyméw antyoksydacyjnych, ktére usuwaja nadtlenki, glownie:
H:0: (nadtlenek wodoru), ROOH (organiczne nadtlenki), ONOO™ (nadtlenoazotyn). To jeden
Z najwazniejszych systeméw antyoksydacyjnych obok: GSH/GSR (uktadu glutationowego),
katalazy oraz GPX [104]. Peroksydaz tioredoksynowych jest u ludzi szes¢: Prx1, Prx2, Prx3,
Prx4, Prx5, Prx6. Prx1 — znajduje si¢ w cytoplazmie oraz jadrze komorkowym; bierze udziat

w regulacji ROS, szlakach sygnalizacyjnych NF-xB oraz proliferacji. Prx2 wystepuje
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w cytoplazmie; bardzo szybki ,,zmiatacz” H.O., wptywa na sygnalizacj¢ insulinowa. Prx3 - to
peroksydaza mitochondrialna; chroni przed ROS (kluczowe w nowotworach). Prx4 - retikulum
endoplazmatyczne (ER) i wydzielanie pozakomorkowe; uczestniczy w faldowaniu biatek.
Kazda Prx zawiera motyw katalityczny, tj. CysP, struktura wtérna czyli domeny o/p tworzace
helisy oraz harmonijki. Rodzina peroksyredoksyn dzieli si¢ na 3 gldwne klasy: klasyczne (2-
Cys Prx) naleza do nich Prx1, Prx2, Prx3, Prx4 - posiadaja dwie cysteiny funkcjonalne i tworza
dimery a w obecnosci nadtlenku wodoru oligomery (pier$cienie sktadajace si¢ z 10 a nawet
dwudziestu podjednostek) [105]. Druga klasa to peroksyredoksyny atypowe — Prx5, posiadajg
one 2 cysteiny ale w tym samym monomerze oraz 3 klasa — czyli Prx6, ktora posiada tylko

jedna aktywna cysteing i znajduje si¢ w cytoplazmie oraz pecherzykach ptucnych [106,107].

W duzej populacji ogdlnej (badanie PREVEND study, Holandia) mediana st¢zenia Prx
w surowicy wynosita 0,65 U/l [108]. W badaniach Cai et al. [109] surowicze st¢zenia Prx1 dla
grupy kontrolnej wynosity 13,2 ng/mL (zestaw ELISA).

1.1.8.6. Oksygenaza hemowa

Heme oxygenase (HO) jest enzymem, ktory rozpoczyna degradacje hemu - proces
kluczowy dla recyklingu zelaza i powstawania barwnikow zoélciowych. Reakcja wyglada
nastepujaco: hem — biliwerdyna — bilirubina — urobilinogen — sterkobilina/urobilina.
W wyniku dziatania HO powstaje rowniez wolne zelazo Fe?** (przechwytywane przez ferrytyng)
oraz tlenek wegla (CO) [110].

Oksygenaza hemowa posiada 3 izoformy. HO-1 - forma indukowalna, jest aktywowana
w odpowiedzi na stres oksydacyjny, stan zapalny, metale cigzkie oraz zbyt wysokie stezenie
hemu. Dziala cytoprotekcyjnie, najwigksza aktywnos$¢ tej formy obserwuje si¢ w §ledzionie,
watrobie oraz makrofagach (enzym lokalizuje si¢ gtownie w siateczce §rodplazmatycznej).
Wykazuje dziatanie antyoksydacyjne, przeciwzapalne, antyapoptyczne oraz odtruwajgce hem
[111]. Forma konstytutywna HO-2, jest obecna stale, szczegdlnie w mozgu (jadrach
podstawnych), uktadzie nerwowym, bierze udzial w regulacji neuronalnej i rownowadze
redoks, gdzie wytwarzany CO stanowi neuromodulator [112]. HO-3 nie jest funkcjonalng
izoformg enzymatyczng u czlowieka. Zostata uznana za pseudogen/biatko o bardzo niskiej

aktywnosci, bez istotnego znaczenia katalitycznego w degradacji hemu [113]. Oksygenaza
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hemowa nie jest wydzielana do osocza z wyjatkiem masywnie uszkodzonych komorek,

martwicy, cigzkiego stanu zapalnego, urazu tkanek.

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

Tkanka / Metoda Zasada pomiaru || Uwagi metodyczne ||Publikacja
materiat aktywnosci
Watroba GC — pomiar CO Tlos¢ CO Ztoty standard; [110]
(mikrosomy) powstajacego z wysoka
hemu specyficznos¢ [114]
Sledziona GC lub Produkcja CO lub ||[Wysoka aktywnos$¢ ||[[110]
spektrofotometria bilirubiny HO fizjologicznie
bilirubiny [114]
Nerka Spektrofotometria  |[Hem — Wymaga frakcji [115]
bilirubiny biliwerdyna — mikrosomalnej
bilirubina
Mozg GC (CO) Pomiar CO w HO-2 [116]
niskich stezeniach |konstytutywna,
niska aktywnos¢
Makrofagi / Spektrofotometria Biliwerdyna — Metoda wygodna  ||[[117]
hodowle bilirubiny bilirubina (uktad ||dla matych probek
komorkowe sprzezony)
Mate tkanki LC-MS/ GC-MS Biliwerdyna, Bardzo wysoka [115]
(siatkowka, bilirubina, CO czulos$é
tozysko)
Tabela 9. Metody oceny stezenia (ilosci) oksygenazy hemowej (HO).
Tkanka / materiat Metoda Co oznacza Poziom Publikacja
informacji
Wszystkie tkanki |Western blot Tlo$¢ biatka HO-1||Potilosciowy  ||[118]
/ HO-2 [119]
Watroba, nerka, |[ELISA (HO-1) Stezenie HO-1  |Tlo$ciowy [120]
serce (ng/mg biatka)
Tkanki (przekroje) |Immunohistochemia Lokalizacja i Morfologiczny |[121]
(IHC) wzgledna ilos¢
HO
Hodowle Cytometria przeplywowa |[llos¢ HO-1 w Pojedyncze [122]
komorkowe (intracellular) komorkach komorki
Wszystkie tkanki |[RT-qPCR Poziom mRNA |Ekspresja genu ||[123]
(HMOX1/HMOX?2)
Osocze / surowica |[ELISA HO-1 Stezenie HO-1  |Marker [117]
(badania uwolnione z uszkodzenia
kliniczne) tkanek
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1.1.9. Nieenzymatyczne uklady endogenne

1.1.9.1. Glutation (GSH)

Glutation (GSH) to tripeptyd zbudowany z glutaminianu, cysteiny i glicyny.
To najwazniejszy i najliczniejszy antyoksydant wewnatrzkomérkowy, obecny w watrobie
(najwiegcej), nerkach, moézgu, erytrocytach, mitochondriach, praktycznie wszystkich tkankach.
Wystepuje w dwoch formach: GSH - zredukowany (aktywna forma), GSSG - utleniony (dwie
czasteczki GSH polaczone mostkiem disiarczkowym). W zdrowym organizmie ponad 90%
glutationu to GSH, co $wiadczy o dobrej réwnowadze redoks [124]. Najsilniejszy
wewnatrzkomorkowy antyoksydant. GSH neutralizuje: rodniki hydroksylowe (-OH), nadtlenki
lipidowe (LOOH), H20: (posrednio przez GPx) reaktywne formy azotu (RNS). GSH regeneruje
inne antyoksydanty, tj. witaming C, witaming E, koenzym QI10. Dzi¢ki temu system
antyoksydacyjny dziata wielokrotnie skuteczniej. Glutation bierze udzial w 11 fazie
detoksykacji dzigki dziataniu glutationo-S-transferaz (GST). Detoksykuje: leki, pestycydy,
metale ci¢zkie, produkty utleniania lipidow, toksyny srodowiskowe. GSH sprawia, ze zwigzki
stajg si¢ rozpuszczalne w wodzie — moga by¢ wydalane [124]. Mitochondrialny glutation
(mGSH) chroni: biatka tancucha oddechowego, mitochondrialne DNA, btony mitochondriow
(kardioliping). Niedobor mGSH wptywa na zwigkszone starzenie 1 dysfunkcje. SH jest
kluczowy dla neurondéw, szczegélnie w ochronie przed: stresem oksydacyjnym,
ekscytotoksycznoscig glutaminianu, toksyczno$cig metali. Zapobiega hemolizie 1 utlenianiu
hemoglobiny. GSH wptywa na proliferacj¢ limfocytow, aktywacje komorek NK, odpowiedz
cytotoksyczng. GSH powstaje z cysteiny (kluczowy aminokwas ograniczajacy) glutaminianu
i glicyny [125, 126].
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Tabela 10. Metody oznaczania glutationu (GSH/GSSG) i stezenia u zdrowych dorostych.

Metoda oznaczania Matryca Oznaczany || Stezenie u Liczba ||Publikacja
biologiczna | parametr zdrowych || badanych
dorostych (n)
Enzymatyczna DTNB  ||Petna krew / |GSH (total) (11,0-1,5 20-50 [127]
(Ellmana) z recyklingiem|erytrocyty mmol/l krwi
GR/NADPH
Enzymatyczna DTNB  |[Erytrocyty  (|Stosunek >100:1 20-50 [128]
(Ellmana) GSH/GSSG
IHPLC (OPA lub mBBr) |[Osocze IGSH [2-5 ymol/l |1540  [[129] |
IHPLC (OPA lub mBBr) |[Osocze IGSSG |<0,1 umol/l |1540  |[129] |
HPLC (mBBr) Erytrocyty ||GSH 1,2-1,6 20-30 [130]
mmol/I
ILC-MS/IC-MS/MS  ||Osocze IGSH [2-4 ymol/l  [10-30  [[131] |
LC-MS/IC-MS/MS Osocze GSSG 0,02-0,08  ||10-30 [131]
umol/I
Zestawy Surowica/ ||GSH (total) |[2—6 umol/l |20-100 [132]
kolorymetryczne/ 0socze
fluorometryczne

1.1.9.2. Kwas moczowy

Kwas moczowy (uric acid) to koncowy produkt rozpadu puryn (adenina i guanina).
Powstaje gtownie w watrobie, jelitach, erytrocytach. U ludzi jest szczegolnie wazny, bo brakuje
enzymu urykazy, ktory u wigkszosci ssakéw dalej rozklada kwas moczowy do alantoiny.
Dlatego cztowiek ma wyzszy poziom kwasu moczowego niz inne zwierzeta [133]. Metabolizm
kwasu moczowego sktada si¢ z nastepujacych etapéw: 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
rozktada cze$¢ kwasu moczowego) [134]. Norma kwasu moczowego (w surowicy krwi):
kobiety: 2,4 - 5,7 mg/dl, m¢zczyzni: 3,4 - 7,0 mg/dl [135, 136, 137]. Kwas moczowy to jeden
okoto 50-60%

antyoksydacyjnej krwi - wigcej niz witamina C, E czy glutation w 0soczu. Neutralizuje rodnik

z gléwnych antyoksydantow osocza: Stanowi catkowite] zdolnosci
hydroksylowy (-OH), anionorodnik ponadtlenkowy, tlen singletowy, nadtlenki lipidowe.
Chroni lipidy blonowe, biatka osocza DNA przed oksydacja. To jeden z powodow, dla ktérych
cztowiek ewolucyjnie utracil urykaze: wyzszy poziom kwasu moczowego daje lepsza ochrone

antyoksydacyjna [134].
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Tabela 11. Stezenie kwasu moczowego w osoczu 0s6b zdrowych —wg metod.

| Metoda oznaczania IMgzczyznil|Kobiety|Jednostki||Publikacja)
Enzymatyczna - urykaza (spektrofotometria UV) |3,4-7,0 2,4-6,0 |Img/dl [138]
[137]
202-416 ||143-  |jumol/l ||[138]
357 [137]
Enzymatyczna - urykaza + peroksydaza 3,5-7,2 2,5-6,2 |Img/dl [139]
(kolorymetryczna) [140]

208-428 [149- |[umol/l |[139]

369 [140]
Fosfotungstenowa (chemiczna, redukcyjna) 3,5-8,0 2,5-7,0 |Img/dl [141]
[142]

208-476 [149- |[umol/l |[[141]
416 [142]

1.1.9.3. Koenzym Q10

Ubichinon (CoQ10) to zwiazek lipidowy, kluczowy dla oddychania komoérkowego.
Jest benzochinonem z dlugim, hydrofobowym fancuchem izoprenoidowym. Pierscien
1,4-benzochinonowy - odpowiada za wlasciwosci redoks (przyjmowanie i oddawanie
elektronow). Lancuch boczny sktada si¢ z 10 jednostek izoprenoidowych, ktory zakotwicza
czasteczke w blonie mitochondrialnej. Glowne formy koenzymu Q1o:
1. Ubichinon (Q) — forma utleniona
e przyjmuje elektrony i protony
e Dbierze udzial w przenoszeniu elektronéw w tancuchu oddechowym
gtéwne funkcje:
o akceptor elektronéw w tancuchu oddechowym, przyjmuje elektrony z:
o kompleksu I (NADH dehydrogenaza)
o kompleksu Il (dehydrogenaza bursztynianowa)
e transport protonow i elektrondw
po redukcji przechodzi w ubichinol i przenosi je do kompleksu 111

e umozliwia sprzg¢zenie transportu elektronow z syntezag ATP
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2. Ubichinol (QH:) — forma zredukowana
e oddaje elektrony i protony
e dziala takze jako antyoksydant (szczegolnie w btonach lipidowych)
gtéwne funkcje:
e donor elektronéw - oddaje elektrony do kompleksu III (cytochrom bc:)
¢ silny antyoksydant
o chroni lipidy blonowe przed peroksydacja
o regeneruje inne antyoksydanty (np. witaming E)
e stabilizuje btony biologiczne dzigki swojej lipofilnosci
3. Semichinon (Q¢ / QHe) — forma posrednia
e czeSciowo zredukowana (jeden elektron)
gtowne funkcje:
e posrednik w reakcjach redoks
powstaje przejsciowo podczas:
o redukcji ubichinonu do ubichinolu
o utleniania ubichinolu do ubichinonu
e kluczowy element cyklu Q w kompleksie 11l
e moze reagowac z tlenem, prowadzac do powstania reaktywnych form tlenu (ROS) —
dlatego musi by¢ $cisle kontrolowany
Ubichinon powstaje z dwoch zZrodet:  pierscien chinonowy - pochodne
tyrozyny/fenyloalaniny, tancuch izoprenoidowy - szlak mewalonianowy (ten sam, ktory
prowadzi do syntezy cholesterolu). Dlatego statyny, blokujac HMG-CoA reduktaze, obnizajg
poziom CoQ10. Ubiquinol (CoQH:) jest jednym z najwazniejszych przeciwutleniaczy
lipidowych. Chroni btony komérkowe, mitochondria, LDL przed peroksydacja. Regeneruje
witaming E (a-tokoferol) z jej rodnikowej formy. Recykling redoks migdzy btonami - ubichinon
uczestniczy w tzw. redox network, obejmujacej: witaming C, witaming E, glutation,

tioredoksyne. Pozwala to utrzymac¢ rownowage redoks w komorce [143, 144, 145].
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Tabela 12. Ocena zawarto$ci koenzymu Q10 W 0s0czu.

Materiat Metoda Liczba Zakres / Uwagi Publikacja
biologiczny| analityczna | probek $rednie
(N) | stezenie CoQuo
Osocze HPLC-UV 31 Srednio 0,26— | tylko ubichinon/CoQio  ||[146]
1,03 mg/i calkowity; zdrowi dorosli
($rednio
0,47+0,18)
Osocze niezalezne 12 $rednie dane z badan histo- [147]
badania HPLC poziomy w farmakokinetycznych;
roznych duza zmienno$¢
grupach interindywidualna
zdrowych:
~0,3-1,2 mg/I

Osocze HPLC-ECDz |9 Stezenia Zdrowi dorosli [148]
wewnetrznym utrzymujg si¢
standardem w waskich
granicach w
ciggu dnia (0,7-
1,47 (pmol/ul)

1.1.9.4. Melatonina

Melatonina (N-acetylo-5-metoksytryptamina) to hormon produkowany glownie przez
szyszynke (przewdd pokarmowy, siatkdwka oka, skora, szpik kostny, limfocyty, gonady)
regulujagcy cykl dobowy (rytm snu—czuwania) 1 pelnigcy liczne funkcje metaboliczne,
antyoksydacyjne i immunomodulacyjne. Melatonina to pochodna indolaminy (szkielet
indolowy), z grupa metoksy w pozycji 5, oraz grupg N-acetylo-etyloaminy na azocie bocznym.
Kluczowe elementy struktury to: pierscien indolowy - charakterystyczny dla tryptofanu
I serotoniny, O-metylacja - zwigksza lipofilnos¢, co utatwia przenikanie przez btony, natomiast
N-acetylacja - warunkuje aktywno$¢ hormonalng. Melatonina jest bardzo lipofilna, wigc tatwo
przechodzi przez barier¢ krew-mozg, dociera do mitochondriéow, dziala w niemal kazde;j
komorce ciata - przenika wszystkie bariery biologiczne (BBB, mitochondria). Powstaje
z tryptofanu i jest chemicznie pochodng indolu, podobng do serotoniny. Produkcja melatoniny
zachodzi glownie w nocy i przebiega w 4 etapach: 1. Tryptofan — S5-hydroksytryptofan
(5-HTP), enzym: hydroksylaza tryptofanowa, 2. 5-HTP — serotonina dekarboksylaza
aminokwasow aromatycznych 3. Serotonina — N-acetyloserotonina, kluczowy enzym:
AANAT (arylalkiloamina N-acetylotransferaza) - to etap regulowany przez $wiatlo.

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

bezposrednio neutralizuje wolne rodniki, inicjuje kaskad¢ antyoksydacyjng oraz zwigksza

aktywno$¢ enzyméw antyoksydacyjnych. Melatonina nie wymaga regeneracji przez inne

antyoksydanty, jest skuteczna w bardzo niskich st¢zeniach. Hamuje aktywacje NF-kB,

zmniejsza produkcje cytokin prozapalnych a takze ogranicza stres oksydacyjny wtorny

do zapalenia [150]. Rytm wydzielania melatoniny zmienia si¢ w ciggu doby. Jej wydzielanie

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

Tabela 13. Metody oznaczania melatoniny w materiale biologicznym.

| Materiat | Cooznaczamy | Znaczenie |Metodyl]| Publikacja
Krew Melatonina Precyzyjne |RIA, |[151]
stezenie ELISA,
chwilowe HPLC,
LC-
MS/MS
Slina Melatonina Rytm ELISA, |[152]
okotodobowy,||RIA
DLMO
Mocz aMT®6s (6- Dobowa ELISA, |[[153]
sulfatoksymelatonina||produkcja HPLC
— metabolit) melatoniny
Plyny Melatonina + Najwyzsza ||LC- [150]
biologiczne||metabolity doktadno$¢  |MS/MS

Tabela 14. Zakres stezen melatoniny zdrowi dorosli — krew (osocze lub surowica).

| Pora doby [ Stezenie | Publikacja |
Dzien |< 5 pg/ml 11541

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

Tabela 15. Zakres stezen melatoniny zdrowi dorosli — $lina.

| Pora doby | Stezenie | Publikacja |
Dzien < 1 pg/ml I[155]

INoc 525 pg/ml |[152]

‘DLMO (prég) H3—4 pg/ml ‘
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Tabela 16. Zakres stezen melatoniny zdrowi dorosli — mocz.

‘ Materiat H Warto$ci referencyjne H Publikacja ‘
IMocz nocny 110-50 pg/noc [156]

[Mocz 24-h [20-70 pg/24 h [153]

Skorygowane o 5-25 ng/mg kreatyniny

kreatyning

1.1.9.5. Bilirubina/biliwerdyna

Bilirubina to z6lty barwnik powstajacy w wyniku rozpadu hemu, gltownie
z hemoglobiny w starych erytrocytach. To centralny sktadnik metabolizmu zdétciowego
1 wskaznik stanu watroby, drog zoélciowych i1 erytrocytdéw. Rozpad hemu odbywa sie¢
w makrofagach ($ledziona, watroba, szpik): hem — biliwerdyna (enzym: hemooksydaza) —
bilirubina niesprz¢zona (enzym: reduktaza biliwerdyny). Transport bilirubiny niesprz¢zone;j
forma: niesprze¢zona (posrednia, wolna, niekoniugowana) bardzo lipofilna (nie rozpuszcza si¢
W wodzie) jest transportowana z albuming - nie przechodzi przez nerki — nie ma jej w moczu.
W hepatocytach bilirubina jest transportowana przez biatka OATP. Sprzg¢ganie bilirubiny
nastgpuje w watrobie: Dbilirubina + 2x kwas glukuronowy, enzym: UGTIAIl
(UDP-glukuronylotransferaza) — powstaje bilirubina sprz¢zona (bezposrednia, koniugowana);
jest hydrofilna, moze przechodzi¢ do zotci i moczu. Wydzielana przez transporter MRP2
do kanalikow zotciowych. Przemiany bilirubiny w jelitach obejmuja: bilirubina — urobilinogen
(redukcja bakteryjna) nastgpnie: cze$¢ — sterkobilina (barwi stolec na bragzowo), cze$é¢ —
wraca do krwi (kragzenie wrotne), niewielka czgs¢ — nerki — urobilina (barwi mocz na zo6tto)
[157]. Normy moga minimalnie si¢ r6zni¢: catkowita: 0,3—1,2 mg/dl; bezposrednia (sprz¢zona):
0,1-0,4 mg/dl; posrednia (niesprz¢zona): 0,2-0,8 mg/dl [158]. Bilirubina ma zdolnos¢
unieczynnienia reaktywnych form tlenu (ROS) 1 chroni komorki przed stresem oksydacyjnym.
Bilirubina dziata jak "przechwytywacz" wolnych rodnikéw lipidowych (LOO-), to sprawia,
ze jest szczegolnie wazna w ochronie bton komérkowych i lipoprotein (LDL). Bilirubina chroni
LDL przed oksydacja. W btonach komérkowych i lipoproteinach (bo bilirubina jest lipofilna,
wiec osadza si¢ tam, gdzie powstaje najwiecej reaktywnych form tlenu). We krwi (zwigzana
z albuming) chroni komponenty osocza. W mitochondriach - badania wskazuja, ze HO-1 —
zwickszona bilirubina — ochrona przed stresem oksydacyjnym mitochondriow [159]. Metody

oznaczania bilirubiny to: metoda diazowa — rutynowa (van den Bergha) — bilirubina reaguje
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z odczynnikiem diazowym tworzac azobilirubine (barwny zwigzek), metody enzymatyczne

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

spektrofotometryczne bezposrednie, HPLC / LC-MS.

Tabela 17. Metody oznaczania bilirubiny w materiale biologicznym.

| Metoda | Oznaczana frakcja || Zastosowanie || Uwagi || Publikacja |

Diazowa calkowita, bezposrednia |[rutyna klasyczna |([[160]

(van den Bergh)

Jendrassik—Grof calkowita, bezposrednia |[rutyna / wysoka [161]
referencyjna  ||doktadnosé

Enzymatyczna calkowita, sprz¢zona nowoczesne  |\wysoka [162]
analizatory swoistos¢

Spektrofotometrycznal|catkowita Inoworodki  ||przesiew  ||[163] |

HPLC/IC-MS wszystkie frakcje badania najwyzsza |[164]
naukowe precyzja [165]

Tabela 18. Stezenia bilirubiny w materiale biologicznym w zaleznoS$ci od zastosowanej
metody.

Rodzaj bilirubiny || Material || Metoda oznaczania Zakres Jednostkal|Publikacja
biologiczny referencyjny
(dorosli)
Bilirubina Surowica/ ||Metoda diazowa 0,3-1,2 mg/dI [161]
catkowita osocze (Jendrassik—Grof) [138]
Bilirubina Surowica/ ||Metoda 5-21 umol/l  |[[138]
catkowita osocze enzymatyczna [166]
(oksydaza
bilirubinowa)
Bilirubina Surowica/ |Metoda diazowa 0,0-0,3 mg/dI [161]
sprz¢zona 0socze [138]
(bezposrednia)
Bilirubina Surowica/ |Obliczeniowa 0,2-0,9 mg/dl [138]
niesprzezona osocze (catkowita —
(posrednia)* bezposrednia)
Bilirubina Surowica/ ||Analizatory <20 umol/l  ||[166]
catkowita 0socze automatyczne [137]
(fotometria)
Bilirubina w Mocz Test paskowy nieobecna — [138]
moczu (potilosciowy) [167]
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1.1.9.6. Albumina

Albumina (doktadnie: albumina surowicy ludzkiej, HSA — human serum albumin) to:
najwazniejsze 1 najliczniejsze biatko osocza 55-60% wszystkich biatek krwi produkowane
w watrobie w ilosci ok. 10-15 g dziennie. Jest kluczowa dla: utrzymywania prawidlowego
cisnienia onkotycznego, transportu wielu substancji, rownowagi ptynéw miedzy naczyniami
a tkankami. Albumina wigze wodg, zapobiegajac jej ucieczce z naczyn krwionosnych.
Gdy stezenie albuminy spada — pojawiaja si¢ obrzeki, wodobrzusze, przesigki. Albumina
przenosi: kwasy tluszczowe, bilirubing, hormony (tyroksyna, kortyzol), leki (np. warfaryna,
NLPZ, diazepam), jony metali (Ca**, Zn?"), bilirubine niesprz¢zona, toksyny endogenne. Przez
to wptywa na dystrybucje lekow, ich dzialanie, wigzanie i biodostepnosc [168].

Albumina jest jednym z najsilniejszych antyoksydantoéw osocza dzigki grupom
tiolowym (Cys34), zdolnosci do wigzania wolnych metali (wigze zelazo Fe** i miedz Cu?),
stabilizowaniu bilirubiny (ktéra tez jest antyoksydantem). Jej grupy tiolowe reaguja
z reaktywnymi formami tlenu (ROS), reaktywnymi formami azotu (RNS), chlorowymi
utleniaczami (HOCI, OCI") produkowanymi przez neutrofile. Albumina transportuje wolne
kwasy tluszczowe (FFA). Gdy FFA sg zwigzane z albuming nie utleniajg si¢ tak tatwo, nie
tworzg toksycznych aldehydow (np. MDA, 4-HNE). Albumina wiaze kwasy i zasady,
stabilizujgc pH krwi. W stanach gltodu organizm moze wykorzystywac albuming jako zrédto
aminokwasow [169]. Typowo laboratoryjne: w surowicy: 3,5 —5,0 g/dl. Albumina jest biatkiem
ujemnej ostrej fazy, stan zapalny zuzywa ja gwattownie (HOCI, ROS), oksydowane formy
albuminy szybciej sa degradowane, dlatego niski poziom albuminy = zty stan ogdlny i silny
stres oksydacyjny. W moczu powinno by¢ stezenie minimalne lub niewykrywalne.
Albuminuria jest markerem uszkodzenia nerek [170, 171].
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Tabela 19. Metody oceny stezen albuminy w materiale biologicznym.

Metoda Material Zakres Jednostki Zasada metody Uwagi Publikacja
referencyjny
(dorosli)

BCG - Surowica|35-50 g/l Wiazanie Moze [172]
bromokrezolowa |/ osocze albuminy z zawyzac [173]
zielen barwnikiem przy

BCG (pH ~4,2) |globulinach
BCP — Surowica||35-48 g/l Kompleks Wicksza [173]
bromokrezolowa |/ osocze albumina-BCP ||swoistos¢ niz||[[174]
purpura BCG
Immunoturbidym ||Surowica|35-50 g/l Kompleks Ag- |Wysoka [175]
etria / 0socze Ab — swoistos¢

zmetnienie
Immunonefelome ||Surowica|35-50 g/l Rozproszenie |Metoda [175]
tria / osocze Swiatla przez  |[referencyjna ||[[176]

kompleksy

immunolo-

giczne
Elektroforeza Surowicalfrakcja:  ||% Rozdziat biatek |[Potilosciowa ||[[177]
biatek 55-65% w polu

biatek elektrycznym
LC-MS/MS Surowica||zalezne od ||g/I Oznaczenie Metoda [178]
/ osocze ||kalibracji peptydow badawcza

albuminy
Oznaczanie Mocz <30 mg/d  ||[Metody Diagnostyka ([[179]
albuminy w mg/dobe immuno- nefropatii
moczu (ACR) chemiczne
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3. Egzogenne mechanizmy obrony antyoksydacyjnej

1.1.10. Nieenzymatyczne (dietetyczne) antyoksydanty

1.1.10.1. Witaminy Ci E, D, K, B2

Kwas askorbinowy - najwazniejszy wodny antyoksydant, bezposrednio neutralizuje
ROS: 02+, *OH, ROOe, regeneruje witaming E z formy rodnikowej, podnosi poziom glutationu
(GSH), wspiera uktad Nrf2 — aktywuje enzymy antyoksydacyjne, dziala w cytoplazmie,
osoczu, plynie mézgowo-rdzeniowym. Cechy szczegdlne: silny antyoksydant hydrofilowy,
uczestniczy w syntezie kolagenu i karnityny, chroni DNA przed uszkodzeniem oksydacyjnym
[180].

Witamina E (a-tokoferol) - najsilniejszy przeciwutleniacz lipidowy, chroni btony
komoérkowe przed peroksydacja lipidow: przechwytuje wolne rodniki lipidowe (LOO¢), hamuje
ferroptoz¢ (we wspdlpracy z GPX4), stabilizuje fosfolipidy mitochondrialne.
Jest antyoksydantem lipofilowym, dziata w btonach i lipoproteinach (LDL, HDL), musi by¢
regenerowana przez witaming C lub ubichinol (CoQHz) [181].

Witamina D - posredni antyoksydant (szlak Nrf2). Nie jest klasycznym
przeciwutleniaczem, ale aktywuje geny antyoksydacyjne: zwigksza ekspresje SOD, GPX,
CAT, NQO1, hamuje aktywacj¢ NF-kB (zmniejsza stan zapalny), wplywa na mitochondria
i zmniejsza produkcje ROS. Dziata gtownie regulacyjnie, nie jako bezposredni ,,zmiatacz”
rodnikow [182].

Witamina K - antyoksydant mitochondrialny (glownie K2) - uczestniczy w ochronie
mitochondriow, dziata jako przeno$nik elektronow podobny do ubichinonu, zmniejsza
produkcje ROS w ETC, hamuje apoptoze indukowang stresem oksydacyjnym. Najsilniejsze
wlasciwosci ma menachinon (K2) [183].

Witamina B2 (ryboflawina) - to kluczowy koenzym redoks. Ryboflawina jest
prekursorem koenzymoéw flawinowych FAD (dinukleotyd flawinoadeninowy) i FMN
(mononukleotyd flawinowy), czyli koenzymow wielu enzymoéw antyoksydacyjnych ECL.
Posrednio wigc bierze udziat w redukcji glutationu (GSR), dziataniu oksydoreduktazy,

tioredoksynoreduktazy oraz kompleksu I tancucha oddechowego [184].
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1.1.10.2.

Karotenoidy (B-karoten, likopen, luteina)

Witamina A i karotenoidy (B-karoten, luteina, likopen), wygaszajg tlen singletowy

('0), stabilizujg blony biologiczne, neutralizujg rodniki w $rodowisku lipidowym. Likopen

charakteryzuje si¢ najwyzszym potencjatem antyoksydacyjnym szczeg6lnie wobec 'Oz, luteina

i zeaksantyna chronig siatkdwke oka [185].

Tabela 20. Metody chromatograficzne oznaczania witamin w materiale biologicznym

czlowieka.
Metoda Oznaczane Materiat Charakterystyka Publikacja
witaminy biologiczny
HPLC A,E, K, C,B:,, [Surowica, osocze, |Wysoka czutos¢ i swoistos¢, |[[[138]
Bz, Bs, Bi2, D krew pelna metoda referencyjna [137]
HPLC-UV |A, E, C, B2 Surowica, osocze |Detekcja UV lub [137]
/| FLD fluorescencyjna [186]
LC- D, B2, foliany, ||Surowica, osocze |Najwyzsza precyzja, metoda ||[186]
MS/MS A E referencyjna dla wit. D [187]

Tabela 21. Metody immunochemiczne oznaczania witamin w materiale biologicznym

czlowieka.
Metoda Oznaczane Materiat Uwagi Publikacja
witaminy biologiczny
ELISA D, Bi2, kwas Surowica, osocze||Rutynowa diagnostyka, dobra |[[187]
foliowy dostepnosc¢ [188]
CLIA/ D, Biz, foliany  ||Surowica Automatyzacja, szybki czas [188]
ECLIA analizy [189]
\RIA \D, Biz HSurowica HObecnie rzadko stosowana H[189] \
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Tabela 22. Metody mikrobiologiczne oznaczania witamin w materiale biologicznym

czlowieka.
Metoda Oznaczane Materiat Charakterystyka Publikacja
witaminy biologiczny
Testy wzrostowe B2, kwas Surowica, Wysoka czuto$é, dhugi  ||[138]
mikroorganizmow foliowy, Bs  |j0socze czas oznaczenia [190]

Tabela 23. Metody enzymatyczne i spektrofotometryczne w materiale biologicznym

czlowieka.
Metoda Oznaczane Materiat Uwagi Publikacja
witaminy biologiczny
Metody C, B Osocze, mocz Proste, mniej [137]
enzymatyczne swoiste [191]
Spektrofotometria  |A, E, C Surowica Podatna na [138]
interferencje [137]
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1.1.10.3. Polifenole (fawonoidy, resweratrol, katechiny)

Polifenole to liczna grupa naturalnych zwigzkow roslinnych zawierajgcych co najmnie;j
dwie grupy fenolowe (pierScienie aromatyczne z grupa —OH). Wystepuja w owocach,
warzywach, herbacie, kakao, winie, ziotach i1 przyprawach. Sa jedng z najwazniejszych grup
antyoksydantow w diecie czlowieka. Polifenole réznig si¢ struktura, ale wspolna cecha to
pierScien aromatyczny (benzenowy) grupy hydroksylowe —OH struktura sprzezonego uktadu
wigzan podwojnych, dzigki ktorej mogag stabilizowaé rodniki. Im wiecej grup —OH oraz im
bardziej sa sprz¢zone, tym silniejsze dzialanie antyoksydacyjne. Flawonoidy (najwigksza
grupa) posiadaja strukture C6-C3-C6 (dwa pierscienie fenolowe + mostek). Flawonole
(kwercetyna, kemferol), flawony, flawanole (katechiny), izoflawony, antocyjany (barwniki
roslin), flawanony. Polifenole nieflawonoidowe to kwasy fenolowe (chlorogenowy, kawowy),

stilbeny (resweratrol), lignany (siemi¢ Iniane), taniny (garbniki — w herbatach i winie) [192].

Polifenole s3 modyfikowane przez flor¢ jelitowa (hydroliza, deglikozylacja),
przeksztalcane w glukuronidy, sulfaty, metylowane metabolity, transportowane z krwig
do watroby, mozgu, tkanek. Sama forma spozyta zwykle nie jest aktywna - aktywne s3
metabolity wytwarzane przez enzymy faz Il oraz mikrobiom. Polifenole dzialaja
wielowymiarowo, o wiele szerzej niz klasyczne witaminy. Bezposrednie zmiatanie wolnych
rodnikow - oddaja elektron lub atom wodoru: ROO* + ArOH — ROOH + ArOe-. Powstajacy
rodnik ArOe jest stabilny dzigki rezonansowi, wiec nie uszkadza komorki. Polifenole
odpowiadajg za chelatowanie (wbudowywanie) jonow metali (Fe**, Cu?") w kompleksy.
Zapobiegaja reakcji Fentona odpowiedzialnej za tworzenie *OH (najbardziej reaktywnego
rodnika). Wptywaja na hamowanie aktywno$ci enzymow prooksydacyjnych. Polifenole
wygaszaja: oksydaze NADPH, oksydaz¢ ksantynowa, cyklooksygenaze (COX),
lipooksygenaze (LOX). Dzigki temu ograniczajg zrodta ROS, a nie tylko je neutralizuja.
Polifenole (jak sulforafan, resweratrol, EGCG, kurkumina) aktywujg Nrf2, ktory zwigksza
ekspresje: SOD, katalazy, GPX, PRDX, enzyméw glutationowych, HO-1, NQO1, GSR,
enzyméw metabolicznych NADPH. To silniejszy mechanizm niz bezpos$rednia neutralizacja
ROS. Redukcja stanu zapalnego (hamowanie NF-kB). Zmniejszaja produkcje: TNF-a, I1L-6,
COX-2 i NOS. Stan zapalny i stres oksydacyjny sa $cisle powigzane. Flawonoidy i antocyjany
wbudowuja si¢ w blony lipidowe, poprawiaja ich stabilno$§¢ i1 zmniejszaja podatnosc

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

czlowieka.
Metoda Oznaczane zwigzki Materiat Charakterystyka |[Publikacja
biologiczny
HPLC Flawonoidy, kwasy Osocze, Wysoka swoistos¢ i ||[195]
fenolowe, stilbeny surowica, mocz ||czuto$¢, konieczna [196]
ekstrakcja probki
HPLC-UV /|[Polifenole ogotem, Osocze, mocz  ||Detekcja UV, dobra |[[196]
DAD wybrane flawonoidy dostepnos¢ [197]
HPLC-FLD |[Flawonoidy Osocze, mocz  |[Wysoka czulos¢ dla  ||[197]
(np. katechiny) zwigzkow
fluorescencyjnych
LC-MS/MS|Metabolity polifenoli, Osocze, Metoda referencyjna, ||[198]
aglikony i sprzezenia surowica, mocz ||bardzo wysoka [199]
precyzja

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

Metoda Zakres 0znaczenia Materiat Uwagi Publikacja
biologiczny

Folin—Ciocalteu |[Polifenole ogétem  ||Osocze, Metoda nieswoista [200]

surowica, (reakcja z innymi [201]
mocz reduktorami)

FRAP Zdolnos¢ redukceyjna ||Osocze Ocena potencjatu [201]
(posrednia ocena antyoksydacyjnego [102]
polifenoli)

ABTS / DPPH ||Aktywnos$¢ Osocze Metody posrednie [102]
antyoksydacyjna [202]

ORAC (Oxygen ||Catkowita zdolno$¢ ||Osocze, Ochrona fluoresceiny [203]

Radical antyoksydacyjna surowica, przed utlenieniem przez

Absorbance (w tym polifenole)  |mocz rodniki peroksylowe

Capacity)

Tabela 26. Metody elektrochemiczne oznaczania polifenoli w materiale biologicznym

czlowieka.
Metoda Oznaczane Materiat Charakterystyka Publikacja
zwigzki biologiczny
Woltamperometria|[Polifenole Osocze, mocz  ||Szybka analiza, wysoka |[[204]
ogblem czulos¢
Amperometria Wybrane Osocze Mozliwa integracja z [204]
flawonoidy HPLC [205]

41




Tabela 27. Metody immunochemiczne i inne oznaczania polifenoli w materiale
biologicznym czlowieka.

Metoda Zastosowanie Materiat Uwagi Publikacja
biologiczny
ELISA Wybrane polifenole Surowica, Ograniczona [206]
(np. izoflawony) osocze dostepnosé zestawow
Metody Metabolity fenolowe ||Mocz Rzadko stosowane  |[[195]
enzymatyczne

Tabela 28. Sumaryczne stezenia polifenoli u zdrowych dorostych z uwzglednieniem
spektrofotometrycznej metody oznaczenia.

Materiat Metoda |Wyrazenie wyniku|| Zakres wartosci || Jednostka |[Publikacja
biologiczny || oznaczenia referencyjnych
(dorosli)

Osocze / Folin- réwnowaznik 500-3000 umol [195]
surowica Ciocalteu kwasu galusowego GAE/I [199]
(GAE) [207]

Osocze Folin- GAE 0,8-3,5 mmol [199]
Ciocalteu GAE/I [208]

Surowica FRAP réwnowaznik Fe?* (1600-1600 umol Fe?*/1|[[207]
(po$rednia) [208]

Osocze ABTS rownowaznik 0,9-2,5 mmol TE/I ||[102]
(posrednia) |[Troloxu (TEAC) [201]

Mocz Folin- GAE 300-1200 mg [195]
(dobowy) Ciocalteu GAE/dobg |[[209]
Mocz FRAP/ TEAC 2-10 mmol [201]
ABTS TE/dobe  ||[209]

Metoda Folina-Ciocalteu jest najczesciej stosowana do oznaczania polifenoli ogdtem,
ale jest nieswoista (reaguje takze z innymi reduktorami, np. kwasem askorbinowym). FRAP
1 ABTS nie oznaczaja bezposrednio polifenoli - oceniaja calkowity potencjal antyoksydacyjny
osocza lub moczu. Metoda ORAC jest uznawana za jedng z najbardziej fizjologicznie
relewantnych, poniewaz uwzglednia kinetyke reakcji z rodnikami peroksylowymi, jednak -
podobnie jak pozostate testy - nie pozwala na jednoznaczng identyfikacje poszczegélnych
polifenoli. Z tego wzgledu metody spektrofotometryczne i1 chromatograficzne
sa komplementarne. Stezenia polifenoli silnie zalezg od diety (owoce, warzywa, kawa, herbata,
wino), dlatego zakresy referencyjne sg szerokie. W badaniach populacyjnych czgsciej podaje

si¢ wartosci mediany lub kwartyle, a nie klasyczne normy laboratoryjne [210, 211].
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1.1.10.4. Selen, cynk, mangan, miedz, zelazo, molibden

Cynk jest sktadnikiem Cu/Zn-SOD (SOD1) - enzymu neutralizujacego Oz~ stabilizuje
btony i biatka - chroni przed peroksydacjg lipidoéw hamuje aktywacje NADPH-oksydazy
(zr6dto ROS) dziata jako ,,ostona” bialek - zapobiega utlenianiu grup —SH. Uwaga: cynk nie
uczestniczy w reakcjach redoks, co czyni go bezpiecznym ,,antyoksydantem stabilizujagcym”
[212].

Najwazniejsza funkcja manganu: — Kofaktor Mn-SOD (SOD2) - najwaznicjszego
enzymu antyoksydacyjnego mitochondriow. Mn-SOD przeksztalca: O — H20..
Bez manganu mitochondrialny stres oksydacyjny szybko rosnie [213].

Rola antyoksydacyjna miedzi: sktadnik Cu/Zn-SOD (SOD1), sktadnik ceruloplazminy,
biatka chronigcego przed utlenianiem Fe?**, kofaktor oksydaz redukujacych ROS. Nadmiar Cu
moze dziata¢ prooksydacyijnie, jesli nie jest prawidlowo zwigzany [214].

Selen (Se) - najsilniejszy mikroelement antyoksydacyjny. Cho¢ to niemetal, kluczowy
w uktadzie antyoksydacyjnym - jest wbudowywany jako selenocysteina. Najwazniejsze
enzymy zalezne od selenu: GPX1-GPX4 - redukuja H20. 1 nadtlenki lipidow.
Tioredoksynoreduktaza (TXNRD) - regeneruje biatka antyoksydacyjne. Diodinazy - regulacja
hormonéw tarczycy (posrednia kontrola metabolizmu i ROS). Szczegdlnie istotny GPX4,
zapobiegajacy ferroptozie (utlenianiu lipidow bton) [215, 216].

Zelazo: rola antyoksydacyjna (zwigzane w enzymach): kofaktor katalazy (rozktada
H20: do H20 + O2), sktadnik cytochroméw ETC (transport elektronow bez ROS), kofaktor
peroksydaz 1 hemoprotein. Rola prooksydacyjna (wolne Fe?*): generuje rodniki *OH w reakcji
Fentona, dlatego zelazo musi by¢ $cisle kontrolowane (ferrytyna, transferyna) [217].

Molibden jest kofaktorem enzymoéw detoksykacyjnych: najwazniejsze enzymy
Mo-zalezne: oksydaza siarczynowa (SOX), dehydrogenaza aldehydowa, oksydaza ksantynowa
(XO) - ale ta moze generowa¢ ROS, dehydrogenaza amidowa. Odgrywa posrednig rolg
w metabolizmie i kontroli ROS [218].
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Tabela 29. Metody spektrofotometryczne oznaczania pierwiastkow.

Metoda Oznaczane Materiat Charakterystyka Publikacja
pierwiastki biologiczny
AAS Fe, Zn, Cu, Ca, Mg,||Surowica, osocze, |[Dobra czuto$¢, metoda ||[138]
(absorpcja Pb, Cd krew pelna, mocz |[rutynowa [219]
atomowa)
FAAS Ca, Mg, Fe, Zn Surowica, osocze |[Tansza, mniejsza [138]
czutos¢
GFAAS Pb, Cd, Hg Krew pelna, mocz ||Bardzo wysoka czutosé¢ |[[216]
[219]
ICP-OES Ca, Mg, Na, K, Fe, ||Surowica, osocze |Oznaczanie wielu [217]
Zn, Cu pierwiastkow [220]
jednoczesnie
ICP-MS Pierwiastki sladowe||Krew, osocze, Metoda referencyjna, [218]
(Se, As, Pb, Cd, mocz, wlosy najwyzsza czulos¢ [221]
Hg)
Tabela 30. Metody spektrofotometryczne i kolorymetryczne.
Metoda Oznaczane Materiat Uwagi Publikacja
pierwiastki biologiczny
Spektrofotometria Fe, Ca, Mg, P |Surowica, Prosta, podatnana  ||[138]
osocze interferencje [137]
Metody Ca, Mg Surowica, Rutynowe, niska [137]
kompleksometryczne mocz swoisto$¢
Tabela 31. Metody elektrochemiczne.
Metoda Oznaczane Materiat Charakterystyka Publikacja
pierwiastki biologiczny
Woltamperometria Pb, Cd, Zn, Cu ||Krew, mocz  |[Wysoka czutos$¢ dla [223]
strippingowa metali cigzkich [224]
Potencjometria (ISE) |Na, K, Cl, Ca |Surowica, Metoda rutynowa [138]
0socze w analizatorach [137]
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Tabela 32. Metody neutronowe i rentgenowskie.

Metoda Oznaczane Materiat Zastosowanie Publikacja
pierwiastki biologiczny
NAA (neutronowa Se, Zn, Fe, Cu |[Krew, wlosy, |Badania naukowe, [226]
analiza aktywacyjna) tkanki bardzo wysoka
doktadnos¢
XRF (fluorescencja Pb, Ca Kosci, zgby  ||Ocena przewleklej [227]
rentgenowska) ekspozycji

Tabela 33. Wartos$ci referencyjne wybranych pierwiastkéw u zdrowych dorostych.

Pierwiastek Materiat Metoda analityczna Wartosci Jednostka||Publikacja
biologiczny referencyjne

Selen (Se) ||Surowica / ICP-MS, GFAAS 70-130 ng/l [138]
0socze [137]
[224]
Cynk (Zn) ||Surowica ICP-MS, FAAS 70-120 ng/dl [138]
[137]
[225]
Mangan Krew petna ICP-MS, GFAAS 4-15 ng/l [137]
(Mn) [222]
[228]
Miedz (Cu) |Surowica ICP-MS, FAAS 70-140 pg/dl [138]
[137]
[227]
Zelazo (Fe) |Surowica Spektrofotometria, 60-170 ug/dl [138]
ICP-MS [229]
Molibden  |Surowica / ICP-MS 0,3-1,5 ug/l [226]
(Mo) 0socze [231]
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4. Podsumowanie

Stres oksydacyjny stanowi jedno z kluczowych zagadnien wspotczesnej biologii
1 medycyny, poniewaz towarzyszy zarowno fizjologicznym procesom metabolicznym,
jak 1 patogenezie wielu chorob przewleklych. Zaburzenie réwnowagi pomigdzy generowaniem
reaktywnych form tlenu, azotu i siarki a zdolnos$cig organizmu do ich neutralizacji prowadzi
do uszkodzen lipidow, biatek oraz kwasoéw nukleinowych, a w konsekwencji do dysfunkc;ji
komorkowych i narzagdowych.

Niniejsza monografia miala na celu kompleksowe przedstawienie mechanizméw
obrony antyoksydacyjnej organizmu, ze szczeg6élnym uwzglgdnieniem ich roli w utrzymaniu
homeostazy oksydacyjno-redukcyjnej. W czgéci teoretycznej dokonano systematycznego
przegladu aktualnej wiedzy dotyczacej stresu oksydacyjnego, jego stabilnych metabolitow oraz
biomarkerow oksydacyjnych uszkodzen biomolekul. Szczegdélowo omowiono zaréwno
endogenne enzymatyczne i nieenzymatyczne uktady antyoksydacyjne, jak i egzogenne,
dietetyczne czynniki ochronne, podkreslajac ich wzajemne powigzania oraz znaczenie
fizjologiczne. Czg$¢ empiryczna pracy stanowila praktyczne uzupelnienie rozwazan
teoretycznych i1 pozwolita na ocen¢ wybranych parametrow stresu oksydacyjnego oraz
sprawno$ci mechanizméw obrony antyoksydacyjnej w materiale biologicznym. Uzyskane
wyniki potwierdzaja, ze ocena stresu oksydacyjnego nie moze opiera¢ si¢ na pojedynczym
markerze, lecz powinna uwzglednia¢ zestaw komplementarnych — wskaznikow
odzwierciedlajacych zaréwno intensywnos$¢ procesoOw oksydacyjnych, jak 1 wydolnos¢
uktadow antyoksydacyjnych. W pracy $wiadomie skoncentrowano si¢ na skutkach stresu
oksydacyjnego oraz mechanizmach obronnych, pomijajac szczegdlowa analize enzymow
prooksydacyjnych i1 zrodet reaktywnych form tlenu. Takie zawezenie zakresu umozliwito
poglebiong 1 uporzadkowang analize systemoéw antyoksydacyjnych, a jednoczesnie wyznaczyto
kierunek dalszych badan, ktore beda dotyczy¢ molekularnych mechanizmoéw powstawania
stresu oksydacyjnego.

Przedstawione w monografii zagadnienia podkreslaja interdyscyplinarny charakter
badan nad stresem oksydacyjnym, taczacy biochemig, fizjologi¢, biologie¢ molekularng oraz
diagnostyke laboratoryjng. Wysnute wnioski wskazuja, ze skuteczna ochrona antyoksydacyjna
organizmu zalezy od zlozonej wspoOtpracy mechanizméw endogennych i egzogennych,
a ich zaburzenie moze stanowic istotny czynnik ryzyka rozwoju wielu schorzen. Monografia
moze stanowi¢ warto$ciowe zrodto wiedzy zaréwno dla badaczy, jak i praktykéw zajmujacych

si¢ oceng stresu oksydacyjnego w konteks$cie zdrowia i choroby.
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