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BIOMARKERY WYKORZYSTYWANE W OCENIE OKSYDACYJNYCH
USZKODZEN BIALEK

WSTEP

Stres oksydacyjny wystepuje w komorce,
gdy dochodzi do zaburzen réwnowagi miedzy
procesami anty- i prooksydacyjnymi. Nad-
mierna produkcja reaktywnych form tlenu i
azotu oraz zbyt mata ilos¢ substancji anty-
oksydacyjnych prowadzi do przewagi proce-
sow prooksydacyjnych (KAROLKIEWICZ 2011).
Jesli stan ten utrzymuje sie krotko - sty-
muluje reakcje obrony antyoksydacyjnej or-
ganizmu. Przykladem moze byc¢ produkcja
reaktywnych form tlenu przez makrofagi,
stanowiaca jeden z mechanizmow obronnych
w infekcji bakteryjnej (GRIMSRUD i wspoélaut.
2008). Dlugotrwaly stres oksydacyjny moze
z kolei prowadzi¢ do uszkodzenia komoérek,
zwlaszcza utleniania bialek, weglowodanow i
lipidéw (KAROLKIEWICZ 2011).

Ocena nasilenia stresu oksydacyjnego
umozliwia okreslenie stopnia uszkodzen ko-
morek, a takze zwiazanych z nimi choréb,
takich jak choroba Alzheimera, miazdzy-
ca, zacma, astma czy obturacyjna choro-
ba phluc. Bezposrednia analiza ilosci reak-
tywnych form tlenu i azotu jest zadaniem
bardzo trudnym, dlatego w ocenie nasilenia
stresu oksydacyjnego czeSciej wykorzystu-
je sie zwiazki powstajace w wyniku reakcji
wolnych rodnikéw ze skladnikami komoérek
organizmu. Kazda z substancji utleniajacych
powoduje bowiem powstanie charakterystycz-
nych dla niej markeréw, a wsréd nich spe-
cyficznych modyfikacji biatek czy produktow
ubocznych reakcji. Sa one o wiele trwalsze
od wolnych rodnikéw, a przez to latwiejsze
do analizy. Ponadto, dostarczajg informacji

na temat konsekwencji uszkodzen dla orga-
nizmu (DALLE-DONNE i wspélaut. 2005).

MARKERY PEROKSYDACJI BIALEK
POWSZECHNIE WYKORZYSTYWANE
W DIAGNOSTYCE STRESU
OKSYDACYJNEGO

Markerami uszkodzen biatek sa produkty
ich utleniania, powstajace w wyniku stresu
oksydacyjnego. Produkty oksydacji czaste-
czek biologicznych moga wykazywac specy-
ficznos¢ tkankowa i organellowa. Latwoscé
wykrycia swoistego $§ladu, pozostawionego w
postaci zmodyfikowanych skladnikéw komor-
ki, moze stanowi¢ informacje o chemicznej i
biologicznej naturze utleniacza, a takze po-
moc w diagnostyce roznych chorob (DALLE-
-DONNE i wspotaut. 2005).

Biatka moga by¢ utleniane bezposrednio
przez ROS (reaktywne formy tlenu) lub po-
Srednio w reakcjach ze zwigzkami powstaly-
mi w wyniku dziatlania stresu oksydacyjnego.
Wsréd substancji wykazujacych zdolnos¢ do
utleniania bialek wymienia sie przede wszyst-
kim: wodoronadtlenki, kwas podchlorawy,
kwas bromawy, metale ulegajace redukcji np.
zelazo i miedz, nadtlenoazotyn, wolne rodni-
ki, a takze produkty peroksydacji lipidow i
utlenione aminokwasy. Zwiazki te wykazuja
odmienny sposob dzialania, moga tez przy-
lacza¢ sie do réznych koncéw tancucha po-
lipeptydowego. W zwigzku z tym wyrdznia
sie¢ wiele zréznicowanych mechanizméw utle-
niania biatek oraz powstajacych produktow
reakcji (SHACTER 2000). Do najwazniejszych
reakcji oksydacji biatek zalicza sie nitrowanie
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reszt aminokwasow cyklicznych, utlenianie
grup tiolowych (-SH), utlenianie reszt cyste-
iny i metioniny, tworzenie pochodnych kar-
bonylowych niektérych aminokwaséw, frag-
mentacje lancucha polipeptydowego, powsta-
wanie wiazan krzyzowych, tworzenie wodo-
ronadtlenkéw biatek oraz przylaczanie grupy
hydroksylowej do aminokwasow cyklicznych i
alifatycznych (PONCZEK i WACHOWICZ 2005).

Wplyw stresu oksydacyjnego na organizm
ocenia sie¢ gléwnie na podstawie powstajacych
substancji oraz uszkodzen w komorkach.
Markery bialkowe naleza do najlepszych, po-
niewaz biatka wystepuja w kazdej komorce, a
produkty ich utleniania sa stosunkowo trwa-
te i latwe do analizy, nawet przy wykorzy-
staniu prostych metod laboratoryjnych. Do-
datkowo, utlenianie bialek najczesSciej wiaze
sie z utrata lub zmiang ich funkcji. Badajac
uszkodzenia biatek mozemy ustali¢ jaki czyn-
nik wywolal zmiany, poniewaz kazdy z nich
powoduje powstanie specyficznej modyfika-
cji. Zmodyfikowane biatka gromadzone sa w
organizmie, co umozliwia ich analize i okre-
Slenie stopnia narazenia na wiele schorzen.
Wsréd najwazniejszych biomarkerow wyko-
rzystywanych w ocenie oksydacyjnych uszko-
dzenh bialek wymienia sie pochodne karbony-
lowe, 3-nitrotyrozyne, S-nitrotriazole, kynure-
nine, 3-chlorotyrozyne, bromotyrozyne, sulfo-
tlenek metioniny, dityrozyne, oksohistydyne
oraz tzw. zaawansowane produkty oksydacji
bialek (SHACTER 2000).

GRUPY KARBONYLOWE

Grupy karbonylowe (aldehydowe lub ke-
tonowe) przytaczaja sie do bocznych tancu-
choéw biatka. Powstajace zwiazki sa bardzo
trwale, co umozliwia ich analize. Gromadza-
ce sie¢ w organizmie trwale pochodne kar-
bonylowe uszkodzonych biatek, sa cennymi
markerami, pozwalajacymi na okreslenie
stopnia nasilenia proceséw utleniania bialek
(DALLE-DONNE i wspoétaut. 2005). Pochodne
karbonylowe powstaja najczesciej wskutek
utleniania reszt aminokwaséw, zwlaszcza
proliny, argininy, lizyny i treoniny. Niekie-
dy ich synteza mozliwa jest réwniez wsku-
tek rozszczepienia tancucha peptydowego,
alfa-amidacji lub wutleniania prowadzacego
do powstania grup alfa-ketoacylowych na
N-koricu biatka (DALLE-DONNE i wspétaut.
2003). Karbonylacja biatek zachodzi réwniez
w reakcjach z produktami peroksydacji lipi-
dow, takimi jak: dialdehyd malonowy, akro-
leina (2-propenal) i 4-hydroksynonenal, oraz
w efekcie glikozydacji, tj. reakcji grupy ami-
nowej lizyny z cukrami redukujacymi lub
produktami ich utleniania. Powstate w wy-
niku tych reakcji grupy karbonylowe moga
reagowac z grupami aminowymi lizyny, two-
rzac wiazania krzyzowe w obrebie danego

biatka i pomiedzy czasteczkami roznych bia-
tek (DALLE-DONNE i wspoétaut. 2005).

Poniewaz pochodne karbonylowe sa sto-
sunkowo trwate, ich analiza jest latwiejsza
niz w przypadku analizy innych modyfikacji
bialek wywolanych przez stres oksydacyjny.
Dotychczas opisane metody oznaczania po-
chodnych karbonylowych opieraja sie przede
wszystkim na reakcji badanych zwiazkow z
DNPH (2,4-dinitrofenylohydrazyna) i powsta-
niu DNP (2,4-dinitrofenyl), ktére daja sie la-
two wykry¢ przy pomocy technik spektrome-
trycznych (DALLE-DONNE i wspélaut. 2003).
Pochodne karbonylowe mozna oznaczaé¢ na
pltytkach ELISA metodami immunohistoche-
micznymi i immunoenzymatycznymi z wyko-
rzystaniem odpowiednich dla metody prze-
ciwcial (SHACTER 2000).

3-Nitrotyrozyna

Proces nitrowania tyrozyny cechuje ni-
ska wydajnos¢, gdzie zaledwie 1-5 reszt na
10.000, ulega reakcji. Jednym z najwazniej-
szych czynnikéw przyczyniajacych sie do po-
wstania 3-nitrotyrozyny jest nadtlenoazotyn.
Zwiazek ten powstaje w wyniku reakcji tlen-
ku azotu i anionorodnika ponadtlenkowego.
Zdolnosci nitrujace wykazuje takze chlorek
nitrylu (NO,CIl). Stad tez nitrotyrozyna uwa-
zana jest za marker stresu nitrozacyjne-
go wynikajacego z aktywnosci reaktywnych
form azotu. Uszkodzone w ten sposob bial-
ka lokalizuja sie glownie w miejscach gro-
madzenia sie lub powstawania czasteczek
nitrujacych. Nasilenie proceséw nitracyjnych
towarzyszy szczegOlnie czesto chorobom
zwiagzanym neurodegeneracyjnym, a takze
procesom apoptozy czy starzenia komorko-
wego (SZUBA i WOJTASZEK 2010).

Aminokwas tyrozyna wystepuje w wielu
bialkach enzymatycznych, zatem nitrowanie
reszt tyrozynowych powoduje zahamowanie
pelionych przez nie funkcji (KOLODZIEJCZYK
2010). Nitracja najczesciej zachodzi w cze-
Sci hydrofilowej biatka. Istotne znaczenie w
tym przypadku ma réwniez struktura biatka,
obecnos¢ aminokwaséw kwasnych, a takze
stezenie CO, i pH. 3-Nitrotyrozyna jest mo-
dyfikacja stosunkowo trwala, zachodzaca w
szerokim zakresie temperatury i pH. Biatka
zawierajace zmodyfikowane reszty tyrozyny
moga ulega¢ agregacji lub degradacji. Ostat-
nie badania wskazuja na wystepowanie w
organizmie ludzi i zwierzat mechanizméw od-
powiedzialnych za denitracje 3-nitrotyrozyny,
powigzane m.in. z dzialaniem wybranych en-
zymoOw obrony antyoksydacyjnej, np. peroksy-
dazy glutationowej (SzuBA i WOJTASZEK 2010).

Najbardziej powszechnymi sposobami wy-
krywania 3-nitrotyrozyny sa czule metody
immunoenzymatyczne (ELISA), ktéore wykorzy-
stuja przeciwciala anty-nitrotyrozynowe. Nie-
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kiedy stosuje sie takze chromatografie cieczo-
wa do identyfikacji modyfikowanych biatek
lub gazowej do analizy wolnej 3-nitrotyrozy-
ny (KoroDzIEJczYK 2010). Po rozdziale chro-
matograficznym mieszaniny bialek, otrzyma-
na prébe analizuje sie najczeSciej za pomoca
tandemowej spektrometrii mas. Najnowszg
technika stosowana w analizie zawartosci
3-nitrotyrozyny jest jednak znakowanie nitro-
wanych miejsc przy pomocy chlorku dansylu
lub biotyny, ktére umozliwiaja wykrycie mo-
dyfikacji w mieszaninach zlozonych z wielu
bialek. Metoda ta opiera sie na bezposredniej
identyfikacji znakowanych, a nastepnie stra-
wionych peptydow przy pomocy spektrometrii
mas. Zmodyfikowane biatka rozpoznaje sie
na podstawie poréwnania jonu prekursoro-
wego oraz analizy MS® i obserwacji produk-
tow fragmentacji wlasciwych dla dansylu lub
biotyny. Niewatpliwa zaleta tej metody, wy-
rozniajaca ja na tle innych dotychczas sto-
sownych technik wykrywania nitrotyrozyny,
jest jej wysoka czulosé. Dansylowe pochodne
aminokwaséw, wykazujace silna fluorescen-
cje w Swietle nadfioltowym, mozna bowiem
wykry¢ juz w ilosciach rzedu 10'°-10° mola
(SzuBA i WOJTASZEK 2010).

S-nitrozotiole

S-nitrotriazole powstaja w wyniku stre-
su nitrozacyjnego. Kation NO* przylacza sie
do reszty aminokwasu, ktory posiada grupe
tiolowa -SH. Tworzenie S-nitrozotioli zacho-
dzi z duza szybkoscig, zawsze w okreslonym
miejscu biatka, przy konkretnym aminokwa-
sie zawierajacym siarke, otoczonym amino-
kwasami kwasnymi (WEODEK i ICIEK 2003).
S-nitrozotiole, np. S-nitrozoglutation czy S-ni-
trozocysteina, i nitrozobiatka maja zdolnosc
przenoszenia grupy NO. Moga one uwalniac¢
w warunkach fizjologicznych jony NO*i NO-.
Umozliwia to zachodzenie transnitrozyla-
cji, czyli nitrozylacji kolejnej grupy -SH oraz
zmiany funkcji biatka (SzuBA 1 WOJTASZEK
2010).

S-nitrozylacja pelni wazna funkcje w or-
ganizmie, bowiem dotyczy wielu biatek bio-
racych udzial w reakcjach enzymatycznych
metabolizmu podstawowego, metabolizmu
siarki, glikolizy, a takze w biatkach petnia-
cych w komorkach funkcje strukturalne. W
zaleznosci od tego jakie aminokwasy otacza-
ja reszte zawierajaca grupe -SH, nitrozyla-
cja moze konczy¢ sie powstaniem stabilnych
nitrozotioli bialek lub zachodzi¢ dalej, skut-
kujac powstaniem m.in. disiarczku biatka i
reszty nitroksylowej (WELODEK i ICIEK 2003).

S-nitrozotiole sg stosunkowo trwale, jed-
nak w organizmach zywych obecne sa enzy-
my odpowiedzialne za ich rozklad. Glownym
nitrozotiolem wytwarzanym w ustroju jest S-
-nitrozoglutation, a enzymem rozkladajacym

go jest reduktaza nitrozo glutationowa (SzU-
BA 1 WOJTASZEK 2010).

Wykrywanie S-nitrozotioli i okreslanie ich
stezenia w badanym materiale jest stosunko-
wo latwe. Z powodzeniem sprawdzaja sie tu-
taj zarowno proste metody spektrometryczne,
jak i bardziej skomplikowane techniki chro-
matograficzne i immunochemiczne, umozli-
wiajace wykrycie zmienionych biatek (SzUBA i
WoJTASZEK 2010). Do wykrywania S-nitrozo-
tioli przydatna okazuje sie takze spektrome-
tria mas, bowiem reszta NO powoduje zmiane
masy peptydu, a to z kolei wiaze sie z rozni-
ca w widmie masowym bialek natywnych w
stosunku do ich zmodyfikowanych odpowied-
nikéw (DALLE-DONNE i wspétaut. 2005).

Kynurenina

Rodnik tryptofanowy, reagujac z nadtlen-
kami lub tlenem czasteczkowym, sprzyja po-
wstawaniu wodoronadtlenkéw, ktére w odpo-
wiednich warunkach moga przeksztalca¢ sie
w N-formylokynurenine (NFK) i kynurenine.
Zwigzki te wykorzystuje sie jako biomarkery
uszkodzen bialek, w sklad ktorych wchodza
reszty tryptofanu (EHRENSHAFT i wspélaut.
2015).

Ze wzgledu na fakt, ze rodniki hydroksy-
lowe moga atakowaé pierScien aromatyczny,
podczas utleniania tryptofanu dochodzi do
powstania pochodnych hydroksylowych oraz
pierscienia pirolowego, a nastepnie utworze-
nia N-formylokynureniny oraz kynureniny.
Zmiany w strukturze tryptofanu moga pro-
wadzi¢ do utraty funkcji bialek (EHRENSHAFT
i wspotaut. 2015).

Tryptofan z powodzeniem wykrywany jest
za pomoca zmiany fluorescencji. Produk-
ty jego utleniania: kynurenina i N-formylo-
kynureinina, pochtaniaja co prawda Kkrot-
sze fale swietlne, jednak niemozliwe jest ich
wzajemne rozroznienie (EHRENSHAFT i wspol-
aut. 2015). W zwiazku z tym, w celu ich
oznaczenia stosuje sie jedna z technik spek-
troskopii mas (jonizacja przez rozpylanie w
polu elektrycznym; ang. electrospray ioniza-
tion, ESI), ktéra umozliwia wykrywanie przy-
rostu masy adduktéow (DALLE-DONNE i wspél-
aut. 2005). Polaczenie spektrometrii mas
z chromatografia cieczowa umozliwia takze
okreslenie miejsca utlenienia, jesli takich
modyfikacji w biatku jest niewiele. Obecnosé
N-formylokynureniny mozna réwniez wykry¢
metodami immunodetekcji z uzyciem prze-
ciwcial (EHRENSHAFT i wspotaut. 2015).

3-Chlorotyrozyna

W wyniku dzialania kwasu podchlorawe-
go w organizmie powstaja 3-chlorotyrozyna i
3,5-dichlorotyrozyna. Kwas podchlorawy jest
produkowany przez neutrofile i monocyty
podczas obrony organizmu przed bakteria-
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mi. Powstaje w reakcji nadtlenku wodoru
z chlorem, katalizowanej przez mieloperok-
sydaze. Chlorotyrozyna powstaje in vivo je-
dynie pod wplywem kwasu podchlorawego,
dlatego jest najlepszym markerem modyfi-
kacji bialek wywolywanych przez ten kwas
(CHAPMAN i wspoétaut. 2000).

Do najczesciej stosowanych metod de-
tekcji 3-chlorotyrozyny zalicza sie¢ chromato-
grafie gazowa (GC), chromatografie cieczowa
(LC) i wysokosprawna chromatografie cie-
czowa. Niekiedy metody chromatograficzne
laczone sa z analizami spektrometrycznymi.
Podobnie jak w technice ESI/MS, pochodne
tyrozyny poddawane sa jonizacji, ulatwiaja-
cej poOzniejszy rozdzial w spektrometrze, w
ktorym sa dzielone ze wzgledu na mase i
tadunek (GAUT i wspoétaut. 2002).

Bromotyrozyna

Bromotyrozyna powstaje w organizmie w
wyniku dzialania silnego utleniacza, kwa-
su bromawego, na tyrozyne. Kwas broma-
wy jest syntetyzowany w katalizowanej przez
mieloperoksydaze reakcji nadtlenku wodoru
z jonami bromku. Powstaje w organizmie
w celu obrony przed patogenami, jednak w
ostatnich badaniach stwierdzono duzg role
tego zwiazku w tworzeniu uszkodzen komor-
kowych. Zniszczenia wywolane obecnoscia
kwasu bromawego dotycza glownie bialek,
lipidow, weglowodanow, DNA i aminokwasow
(PATTISON i DAVIES 2004). Modyfikacje biatek
indukowane przez kwas bromawy obserwo-
wane sa w takich schorzeniach jak: reakcje
alergiczne, infekcje (glownie pasozytnicze),
astma i procesy nowotworzenia (WU i wspol-
aut. 1999).

Bromotyrozyne wykrywa sie metodami
podobnymi, jak detekcji chlorotyrozyny. Zali-
czamy do nich rézne rodzaje chromatografii:
cieczowa, wysokosprawng cieczowa i gazowa,
zwykle w polaczeniu ze spektrometria mas
(DALLE-DONNE i wspétaut. 2005).

Sulfotlenek metioniny

Reaktywne formy tlenu powoduja prze-
ksztalcanie reszt metioniny w sulfotlenek
metioniny lub pochodne sulfonu metioni-
nowego (STADTMAN i LEVINE 2003). Reszty
metioniny sa latwo utlenianie i czesto znaj-
duja sie w poblizu miejsc aktywnych enzy-
mow, chroniac je przed szkodliwym dziala-
niem stresu oksydacyjnego. Dzieki temu, ze
sg utlenianie w pierwszej kolejnosci, chro-
nig inne aminokwasy struktury biatka przed
utlenieniem 1 utrata funkcji (SOCHASKI i
wspotaut. 2001). Sulfotlenek metioniny po-
wstaje takze w reakcji nadtlenku wodoru z
alkilowodoronadtlenkami. Utleniona metioni-
na jest jednym z markerow stresu oksyda-
cyjnego. Jednak ze wzgledu na obecnos¢ w

organizmie reduktaz naprawiajagcych uszko-
dzenia bialek oraz brak przeciwcial moga-
cych wykry¢ sulfotlenek metioniny, jej de-
tekcja jest dosy¢ trudna (SHACTER 2000).

Pomiaru sulfotlenku metioniny w préob-
kach in vitro dokonuje sie przez rozszczepie-
nie bialek bromocyjanem (SHACTER 2000) i
analize przy pomocy HPLC. Nowa technikag
w badaniu sulfotlenkow metioniny jest hy-
droliza probek za pomoca kwasu metano-
sulfonowego (MSA). Technika ta polega na
umieszczeniu probek na kationowymienne;j
kolumnie, umozliwiajacej oddzielenie MSA z
aminokwasow, oraz rozdzial aminokwasow
metoda jonowej chromatografii gazowej po-
laczonej ze spektrometria mas (SOCHASKI i
wspoétaut. 2001).

Dityrozyna

W warunkach stresu oksydacyjnego do-
chodzi do utleniania catego tancucha biatko-
wego lub wybranych reszt aminokwasowych,
ktore to z kolei moga sie ze soba laczyc
kowalencyjnymi wiazaniami krzyzowymi. W
taki sposob tworzy sie dityrozyna, powsta-
jaca z dwoch reszt tyrozynowych (STADTMAN
i LEVINE 2003). Poza stresem oksydacyjnym,
zrodlem dityrozyny moze by¢ promieniowa-
nie UV, proces starzenia, wodoronadtlen-
ki lipidéw, a takze peroksydazy (GIULIVI i
wspotaut. 2003).

Dityrozyne powszechnie wykrywa sie za
pomoca analizy HPLC z uzyciem diod UV
lub znacznikéw fluorescencyjnych. (GIULIVI i
wspoétaut. 2003).

Oksohistydyna

Histydyna jest jednym 2z aminokwasow
narazonych na utlenianie w reakcjach z me-
talami, co daje mozliwo$¢ oceny stresu oksy-
dacyjnego spowodowanego obecnoscia metali
(UcHIDA i KAWAKISHI 1993). Gléwnym produk-
tem utleniania histydyny jest 2-oksohistydy-
na, jednak jej otrzymywanie w warunkach in
vitro jest utrudnione. W reakcji z niektorymi
metalami, np. jonami miedzi i cynku, oraz w
obecnosci nadtlenku wodoru histydyna prze-
ksztalca sie w oksohistydyne. Natomiast jed-
noczesna reakcja histydyny z jonami Cu? i
H,O, powoduje powstanie asparaginy i kwa-
su asparaginowego, tak wiec, aby otrzymac
w tej reakcji oksohistydyne wymagana jest
obecnos¢ askorbinianu (SCHONEICH 2000). Cu
i askorbinian wsytepujac razem, stanowia
systemem generujacy synteze wolnych rodni-
kow. Po dodaniu askorbinianu nastepuje na-
silenie syntezy wolnych rodnikéw, pomijany
jest etap powstawania kwasu asparaginowego
i asparaginy, a histydyna utleniania jest do
oksohistydyny.

Analiza asparaginy jako markera zmody-
fikowanych bialek nie jest mozliwa, ponie-
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waz po hydrolizie kwasowej jest wykrywana
jako asparaginian. Dlatego tez markerem
utleniania histydyny jest jedynie oksohisty-
dyna (UCHIDA i KAWAKISHI 1993). Kwas aspa-
raginowy jako aminokwas oraz jego amid,
asparagina, sa naturalnymi skladnikami
bialek. W momencie gdy histydyna utlenia
sie do kwasu asparaginowego, jego wykrycie
moze zostac zinterpretowane, ze stanowi on
fizjologiczny element biatka, a nie jest mar-
kerem jego oksydacji, co z kolei moze zani-
zy¢ faktyczny poziom oksydacyjnych uszko-
dzen histydyny. Stad tez markerem utlenia-
nia histydyny moze byc¢ tylko 2-oksohistydy-
na, ktora fizjologicznie w bialtku wystepowac
nie powinna.

2-oksohistydyna moze by¢ wykrywana
za pomoca tradycyjnych metod analizy ami-
nokwasow oraz metod spektrometrycznych,
np. technika MALDI (ang. matrix-assisted la-
ser desorption/ionization), laczaca jonizacje
probki z poézniejsza analiza jej masy w spek-
trometrze. Do identyfikacji wykorzystuje sie
takze metode ESI (DALLE-DONNE i wspoétaut.
2005). Oksohistydyne mozna wykry¢ takze
przy pomocy metody chromatografii cieczowe;j
w polaczeniu ze spektroskopig mas (ang. li-
quid chromatography-mass spectrometry, LC-
-MS) oraz spektroskopii magnetycznego re-
zonansu jadrowego (ang. nuclear magnetic
resonance spectroscopy, NMR). Obecnie brak
jest jednak metod specyficznych dla okso-
histydyny; w dalszym ciagu trwaja badania
nad przeciwcialami i biatkami pozwalajacymi
wykrywaé addukty histydyny (HUANG i wspot-
aut. 2015).

Zaawansowane produkty utleniania biatek

Zaawansowane produkty utleniania bia-
tek (AOPP) stanowig agregaty, fragmenty lub
pochodne oksydacyjnie zmienionej albumi-
ny, fibrynogenu lub lipoprotein. Pod wzgle-
dem struktury i wlasciwosci biologicznych
sg podobne do zaawansowanych produktéw
glikacji bialek (AGE), sa wiazane przez ten
sam receptor i wywoluja te same choroby.
AOPP powstaja pod wplywem stresu oksy-
dacyjnego wywolywanego glownie przez re-
aktywne formy tlenu. Ich budowa nie jest
do konca poznana. Wiadomo, ze czasteczki
AOPP zawieraja dityrozyne, grupy karbonylo-
we, a takze zmodyfikowane reszty tyrozyny,
tryptofanu, lizyny, argininy i aminokwasow
zawierajacych siarke. Wystepuja one u oséb
zdrowych, jednak w duzo nizszych iloSciach
niz u oso6b chorych czy starszych, bowiem
ich ilos¢ wzrasta z wiekiem (PIWOWAR 2000).

AOPP mozna wykry¢ przy uzyciu wielu
metod spektrofotometrycznych i chromato-
graficznych, ktére pozwalaja takze okresli¢
dokladne ich stezenie. Dzieki temu sa one
wiarygodnymi markerami utleniania biatek

w organizmach. Istnieja takze gotowe testy
umozliwiajgce ocene stezenia AOPP w oso-
czu, surowicy krwi, moczu, plynie mozgowo-
-rdzeniowym, a takze w lizatach i homoge-
natach tkankowych (PIWOWAR 2000).

Dostepna literatura wskazuje, iz naj-
wiecksze znaczenie w ocenie oksydacyjnego
uszkodzenia biatek wykazujg trwate i proste
do oznaczenia pochodne karbonylowe, 3-ni-
trotyrozyna i AOPP. To wlasnie te modyfika-
cje bialkowe najczeSciej oznacza sie u zwie-
rzat laboratoryjnych narazonych na dzialanie
czynnikéw oksydacyjnych (ONODY i wspétaut.
2003, DOGRU-ABBASOGLU i wspotaut. 2007,
PATEL i KALIA 2010, AMARA i wspotaut. 2011,
AZEVEDO i wspoétaut. 2015).

WPLYW CZYNNIKOW INDUKUJACYCH

STRES OKSYDACYJNY U ZWIERZAT

LABORATORYJNYCH NA ZAWARTOSC
GRUP KARBONYLOWYCH W
MATERIALE BIOLOGICZNYM

W badaniach nad wplywem cynku na
ilo§¢ pochodnych karbonylowych, jego nie-
dobér, a takze restrykcje kaloryczne powo-
dowaly wzrost stezenia uszkodzonych biatek.
Cynk zaangazowany jest w procesy zwiazane
z obrona antyoksydacyjna organizmu. Wcho-
dzi w sklad cytoplazmatycznej dysmutazy
ponadtlenkowej (enzymu, ktory jest przeciw-
utleniaczem) i metalotionein (bialek boga-
tych w reszty cysteinowych pelnigce funkcje
ochronne przed wolnymi rodnikami). Dlatego
niedobor cynku przyczynia sie do wzrostu
oksydacyjnych uszkodzen skladnikéw komoé-
rek (OTEIZA i wspotaut. 1995).

Wyniki przeprowadzonych badan wskazu-
ja, ze procesy starzenia organizmu przyczy-
niaja sie do wzrostu zawartosci pochodnych
karbonylowych (PC) u szczuréw. Obserwu-
je sie bowiem istotna réznice w ilosci tych
modyfikacji u zwierzat starszych i mtodych.
Czyni to pochodne karbonylowe wczesnymi
markerami starzenia sie i pozwala na doko-
nanie ogoélnej oceny oksydacyjnych uszko-
dzen biatek (CAKATAY i wspotaut. 2003).

Przewlekte spozywanie etanolu takze po-
woduje wzrost zawartosci pochodnych kar-
bonylowych, zaréwno w mitochondriach (o
0,39 ng/mg biatek), jak i w cytozolu (o 0,17
ng/mg bialek). Wolne rodniki z rozkladu
etanolu powstaja w mitochondriach, skad
dyfunduja do cytoplazmy. Moze to powodo-
wacC wiekszy wzrost uszkodzonych oksyda-
cyjnie bialek w mitochondriach. Dodatkowo,
w cytoplazmie komoérek watroby wystepuje
enzym katalaza, rozkladajacy H,O,, ktore-
go brak w mitochondriach watroby. Obec-
nosS¢ tego enzymu moze stanowi¢ dodatko-
wa ochrone dla bialek cytoplazmy (BAILEY i
wspotaut. 2001).
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Co ciekawe, ograniczenie podazy biatka
w diecie powoduje zmniejszenie akumulacji
uszkodzonych bialek w wyniku stresu oksy-
dacyjnego wywolanego napromieniowywa-
niem. Podobne efekty uzyskiwane sa w wy-
niku diet z restrykcja kaloryczna. Badania
te potwierdzaja teorie, wedlug ktérej zmniej-
szenie spozycia biatka nasila mechanizmy
antyoksydacyjne, powoduje wzrost poziomu
dysmutazy ponadtlenkowej oraz katalazy w
miesniach i watrobie (YOUNGMAN i wspotaut.
1992).

Arszenik powoduje wzrost pochodnych
karbonylowych oraz zaawansowanych pro-
duktow utleniania bialek, poniewaz indukuje
stres oksydacyjny w organizmie. Przyczynia
sie takze do zmniejszenia ilosci glutatio-
nu. W grupie kontrolnej jego ilos¢ w 100
g tkanek wynosita 29,87+1,86 mg, nato-
miast po podaniu arszeniku zmniejszyla sie
do 18,14+£1,93 mg. Arszenik powoduje wiec
ostabienie mechanizméw obronnych przed
wolnymi rodnikami (PATEL i KALIA 2010).

Dimetoat jest insektycydem stosowanym
do ochrony upraw roslinnych, a podawany
szczurom z woda powodowal powstawanie w
mozgu reaktywnych form tlenu, uszkadzaja-
cych biatka. Jednak suplementacja diety se-
lenem, ktory zapobiega chorobom moézgu, a
takze witaming E, bedaca antyoksydantem,
zmniejsza ilos¢ uszkodzen. Niektore szczu-
ry oprocz dimetoatu otrzymywaly codzienne
selen (0,5 mg/kg pozywienia) lub witamine
E (100 mg/kg pozywienia), natomiast trze-
cia grupa otrzymywala selen i witamine E.
U szczurow, ktérym podawano dimetoat,
ilo§¢ pochodnych karbonylowych wynosi-
ta 42,907+5,560 umol/mg bialek, w grupie
otrzymujacej dodatkowo selen 21,909+4,573
lub witamine E 26,206%£3,043, a w gru-
pie otrzymujacej obydwie substancje
18,579+3,472. Wyniki te Swiadcza o ochron-
nym dzialaniu witaminy E i selenu na tkan-
ki mozgu, nawet w przypadku dostarczania
substancji toksycznych (AMARA i wspotaut.
2011) (Tabela 1).

WPLYW CZYNNIKOW INDUKUJACYCH
STRES OKSYDACYJNY U ZWIERZAT
NA ZAWARTOSC 3-NITROTYROZYNY W
MATERIALE BIOLOGICZNYM

ZawartosS¢ 3-nitrotyrozyny u myszy po
podaniu paracetamolu rosnie po dwoch i
czterech godzinach, natomiast po oSmiu go-
dzinach ilos¢ uszkodzonych bialek zmniejsza
sie (ISHI i wspoélaut. 20006).

Starzenie powoduje zwiekszenie pozio-
mu 3-nitrotyrozyny zarowno u SzCZUrow
mlodych, jak i dorostych, w stosunku do
szczurow  starszych. Dlatego nitrotyrozy-
na w mieSniach szkieletowych moze byc¢

dobrym markerem uszkodzen oksydacyjnych
powodowanych starzeniem (CAKATAY i wspol-
aut. 2003).

Po zakazeniu bakteria Escherichia coli
w organizmach $§winek morskich nastgpit
wzrost poziomu NO oraz reaktywnych form
azotu (RNS), co doprowadzilo do zwieksze-
nia poziomu 3-nitrotyrozyny. Niektérym ba-
danym osobnikom podawano witamine A w
dawce 15000 IU/kg masy ciata przez 7 dni
przed zakazeniem. W grupie tej nie wykryto
nitrotyrozyny (TURKOZKAN i wspoétaut. 2005).
Oznacza to, ze witamina A hamuje indukcje
nitrotyrozyny i chroni komérki przed uszko-
dzeniami. Nie jest pewne, czy witamina A
hamuje tworzenie RNS, czy raczej dochodzi
do powstania RNS, ktére sa bardzo szybko
neutralizowane przez witamine A (drobno-
czasteczkowy antyoksydant).

Narazenie myszy na benzen podnosi po-
ziom nitrowania reszt tyrozyny, jednak tylko
do dawki ok. 200 mg/ kg masy ciala. Przy
400 mg poziom uszkodzen maleje. Moze byc¢
to zwiazane z mniejsza pula powstajacych
wolnych rodnikéw lub nasyceniem metaboli-
zmu benzenu (CHEN i wspélaut. 2005).

Lipopolisachardy (LPS) powoduje w or-
ganizmie stan prooksydacyjny, zwlaszcza u
szczurow z marskoscia watroby. W oma-
wianym badaniu, u wszystkich grup szczu-
row oznaczono poziom przeciwutleniajacej
oksygenazy hemowej (HO-1), enzymu, ktéry
rozklada hem. Najnizszy poziom tego enzy-
mu odnotowano u szczurow z marskoscia,
a najwyzszy u szczuréw z marskoscia, ktoé-
rym podawano LPS. U zdrowych osobnikéw
poziom HO-1 byl réwniez wyzszy, zwlaszcza
u tych, ktérym podano LPS. Wyniki badan
wskazuja na zwiekszenie stresu oksydacyj-
nego u szczuréw z marskoscia przyjmuja-
cych LPS oraz duzo wyzsze stezenie HO-1,
ktére moze by¢ mechanizmem obronnym
przed wolnymi rodnikami (DOGRU-ABBASOGLU
i wspoélaut. 2007).

Niedoboér apolipoproteiny E powoduje hi-
percholesterolemie oraz podwyzszenie pozio-
mu lipoprotein o niskiej i posredniej gesto-
Sci. Przyczynia sie do wzrostu reaktywnych
form tlenu i azotu, a tym samym do znacz-
nego wzrostu ilosci 3-nitrotyrozyny w tkan-
ce nerwowej badanych myszy (MATTHEWS i
BEAL 1996). Wplyw hipercholesterolemii na
uszkodzenia bialek wskazuja rowniez bada-
nia wykonane na szczurach. Hiperlipidemia
indukowana byla wysoka zawartoscia chole-
sterolu w diecie. Uzyskane wyniki Swiadcza
o zwiekszonej produkcji reaktywnych form
tlenu w uktadzie naczyniowym, przyczynia-
jacych sie do zwiekszenia stresu oksydacyj-
nego i uszkodzen biatek (ONODY i wspotaut.
2003) (Tabela 2).
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Tabela 1. Wplyw czynnikéw indukujacych stres oksydacyjny u zwierzat laboratoryjnych na zawartosé
grup karbonylowych w materiale biologicznym.

Gatunek Czynnik indu- Dawka/czas aplikacji/ dro- Zawartos¢ grup karbonylowych Literatura
zwierzecia kujacy utlenia- ga podania (PC)
nie bialtek Grupa kontro-  Grupa doswiad-
Ina czalna
(ng/mg biatka) (ng/mg biatka)
Niedob6r cynku Szczury podzielono na trzy 25 pug/g Zn i 5 ug/g Zn OTEIZA i wspot-
grupy, z ktoérych pierwsza staty dostep do 3.640.2 aut. 1995
> (grupa kontrolna) miata pozywienia
E dostep do pozywienia oraz
A dzienna dawke cynku w 2,440,2
a wysokosci 25 ug na gram S ug/g Zn i
8 masy ciala, druga i trzecia restrykcje
(% grupa mialy zmniejszona kaloryczne
=
5 dawke cynku do 0,5 ug/g,
S Y . 8/g 3,5%0,3
S dodatkowo trzecia grupa
miata kontrolowany dostep
do pozywienia.
Starzenie W badaniu wykorzystano Szczury w wie-  Szczury w wie- CAKATAY i
probki miesni pochodzace ku 5 miesiecy ku 13 miesiecy wspotaut. 2003
g od szczurow ka'lrmionyc.h 0,16 0,17
-§ standardowa dieta w wieku (0,13-0,25) (0,12-0,25)
= 5 miesiecy (grupa kontrol- Szczury w wie-
§ na), 13 i 24 miesiecy (gru- ku 24 miesiecy
0 py doswiadczalne).
0,24
(0,15-0,38)
2 Etanol Szczurom o masie 431- Mitochondria BAILEY i wspot-
g (% 432 g podawano 12 g 0,65+0,05 1,04+0,05 aut. 2001
§ ?,) etanolu/kg masy ciata co-
o) go dziennie przez 3 tygodnie w Cytozol
« s
a plynnej diecie. 0,580,05 0,750,05
Promieniowanie Szczury o masie 40-60 g 5% biatka w diecie YOUNGMAN i
Napromieniowy- podzielono na grupy z kto- wspolaut. 1992

wanie szczurow
z 20% zawar-
toscia biatka w

Szczur Fisher 344

rych jedna odzywiania byla
pokarmem z 5%, a druga z
20% (normalna) zawartoscia

1,90£0,03

2,3740,03

20% biatka w diecie

diecie. biatka. Nastepie napromie-
. . 2,20+0,03 3,67+0,16
niowywano je dwa razy w
tygodniu przez 3 tygodnie
dawka 0,01 Gy w czasie
kazdej ekspozycji.
Arszenik Szczurom o masie 110- 1,33+£0,058 2,68+0,33 PATEL i KALIA
‘é E 120 g podawano codziennie 2009
Q 2 przez 30 dni 5,5 mg arsze-
n B . )
niku na kg masy ciata.
Dimetoat Szczury o masie 160- 15.312+5.174 42.907+5.560 AMARA i wspot-

(Srodek insekto-
bojezy)

Szczur Wistar

170 g przez 30 dni pily
wode ze Srodkiem insekto-
béjczym w ilosci 0,2 g na
litr wody. Natomiast osob-
niki z grupy kontrolnej pity
czysta wode.

aut. 2011
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Tabela 2. Wplyw czynnikéow indukujacych stres oksydacyjny u zwierzat na zawartos¢ 3-nitrotyrozyny
w materiale biologicznym.

ng/mg biatka

ciala.

6,90+0,98 ng/mg
biatka

400 mg benzenu
na kg masy ciata
4,15+0,81 ng/mg
biatka

Gatunek Czynnik indu- Dawka/czas aplikacji/droga Zawartos¢ 3-nitrotyrozyny Literatura
zwierzecia  kujacy utlenia- podania (3-NT)
nie bialek Grupa kon- Grupa doswiad-
trolna czalna
Paracetamol 6 tygodniowe myszy otrzy-  0,20+0,02 2 godziny ISHII i wspotaut.
(APAP) maty po 300 mg na kg pmol/mg 0.2640.02 2006
= masy ciala paracetamolu biatka pmol/mg biatka
8 w postaci iniekcji apapu. 4 godziny
: o s
E» ) W .omor a,C wa rc'> Y pmol/mg biatka
s po uplywie 2, 4 i 8 godzin. 8 godzin
0,25+0,02
pmol/mg biatka
Starzenie W badaniu wykorzystano Szczury w Szczury w wieku CAKATAY i wspol-
probki miesni pochodzace wieku 5 mie- 13 miesiecy aut. 2003
=]
g od szczurow ka}rmionych siecy 0,30 (0,27-0,43)
= standal.’dowa dieta w wieku 0,36 ng/mg biatka
E S miesu:.cy (gru.PaA kontrol- (0,30-0,39) Szczury w wieku
Q na), 13 i 24 miesiecy (gru- ng/mg bialka 24 miesiecy
« py doswiadczalne).
0,44 (0,36-0,54)
ng/mg biatka
Zakazenie bak- Swinki morskie droga Nie wykry- 4,91+0,91 TURKOZKAN i
teria Escheri- iniekcji zostaly zakazone walna ng/mg biatka wspoétaut. 2005
g chia coli bakteria E. coli w dawce
g 12x10° jednostek na kg
= masy ciata. Probki tkanek z
.%S nerek pobrano po 8 dniach
E od zakazenia. Grupe kon-
@ trolng stanowily osobniki
nie zakazone.
Benzen Myszy podzielono na 6 Iniekcje z 50 mg benze- CHEN i wspoétaut.
grup. Czterem grupom po- oleju nu na kg masy 2005)
dano benzen w r.()le'ly.ch ) 1,77 ng/mg ciata.
dawkach w formie iniekcji bialka 2,42+0,30 ng/mg
z olejem kukurydzianym. biatka
Grupy 5 i 6 byly grupami 100 mg benze-
kontrolnymi. Jednej z nich nu na kg masy
podano sam olej natomiast ciala.
% drl‘,lgiej nie pod‘awano nic. 4,74+1,00 ng/mg
8 Proby do badan pobrano ze .
0 e kost biatka
N SZpIXU KOSINEgOo. Brak iniekcji. 200 mg benze-
2]
E 1,46 nu na kg masy
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Marskos¢ wa-  Szczury podzielono na 4

troby grupy. 1 grupa to préba
kontrolna. Szczury z 2 gru-
py dostaly w postaci iniek-
cji lipopolisacharyd(LPS) E.
coli w dawce 5-mg/kg masy
ciata. Szczury z grup 3 i

4 dostawaly wraz z woda
codziennie przez 3 miesiace
ok. 10mg tioacetoamidu w
celu wywotania marskosci

Szczur Wistar

watroby. Dodatkowo szczu-
ry z grupy 4 dostawaty
lipopolisachardy w takiej
samej dawce jak osobniki
z grupy 2. Probki osocza
pobrano 6 godzin po poda-
niu LPS.

Grupa 2 z LPS DOGRU-ABBASOGLU

i wspotaut. 2007

6,05 nmol/L
6,07 nmol/L

Grupa 3 z mar-
skoscia

6,5 nmol/L

Grupa 4 z mar-
skoscia i LPS

8,2 nmol/L

Niedobor apoli- Grupe kontrolna stano-

poproteiny E wily myszy laboratoryjne

z prawidlowym poziomem
apolipoproteiny- E (Apo-E)
Myszy z niedoborem Apo-E
otrzymano w wyniku zmian
genetycznych w komoérkach

macierzystych embrional-

Mysz C57

nych myszy.

Po 60 dniach od narodzin
myszy us$miercono i pobra-
no tkanki moézgu, zestawio-
no wyniki, a nastepnie po-
réownano wszystkie probki.

MATTHEWS i BEAL
1996

25,6+1,3
*1000/tyrozyna

18,2+1,1
*1000/
tyrozyna

Indukowana Szczury podzielono na dwie

hiperlipidemia  grupy. Grupe kontrolna
przez 8 tygodni karmio-
no standardowa karma,
natomiast doswiadczalna
karma wzbogacona w 2%
cholesterolu. Szczurom
dwa razy przed pobraniem
tkanek (24h i 1h) podano
dootrzewnowo po 20 pmol/
kg FeTPPS katalizatora roz-
ktadu ONOO-.

Szczur Wistar

31 nmol/L ONODY i wspotaut.

2003

18 nmol/L

WPLYW CZYNNIKOW INDUKUJACYCH
STRES OKSYDACYJNY U ZWIERZAT
LABORATORYJNYCH NA ZAWARTOSC
OKSYDACYJNIE ZMIENIONEJ
ALBUMINY W MATERIALE
BIOLOGICZNYM

Wszystkie badane zakazenia u szczuréow
powoduja wzrost zaawansowanych produk-
tow utleniania biatek. Zakazenie pierwotnia-
kiem Blastocystis hominis powoduje wzrost

oksydacyjnie zmienionej albuminy (AOPP)
zarowno we krwi, jak i w moczu bada-
nych szczuréw. Dzieki temu markery uszko-
dzen mozna latwiej wykrywaé ze wzgledu
na latwos¢ pozyskanie moczu od badanych
szczurOw (CHANDRAMATHI i wspotaut. 2009).
U szczurow zainfeksowanych drozdzakiem
Cryptococcus neoformans poziom AOPP ro-
$nie zarowno 10 dni po zakazeniu, jak i 20
dni pdzniej. Wzrost ten moze byé zwiazany



356

KATARZYNA OGNIK, EWELINA CHOLEWINSKA

Tabela 3. Wplyw czynnikéw indukujacych stres oksydacyjny u zwierzat laboratoryjnych na zawartosc
AOPP (oksydacyjnie zmienionej albuminy) w materiale biologicznym.

Gatunek Czynnik indu- Dawka/czas aplikacji/ Zawartos¢ zaawansowanych Literatura
zwierzecia kujacy utlenia- droga podania produktoéw oksydacji biatek
nie biatek (AOPP)
Grupa kon- Grupa doswiad-
trolna czalna
Naswietlanie Swinki morskie zostaty 56,0+27,18 8 Gy (GUNEY i wspotaut.
] . .
R dawka 15 Gy naswietlone pojedyncza pmol/L 50,65+18,64 2006)
‘g dawka‘ Promieniowania o amol/L
< wartosci 8 oraz 15 Gy. 15 Gy
—é Grupe kontrolna stano-
% wity osobniki nie naswie- 97,97+37,53
tlane. pmol/L
Arszenik Szczurom o masie 110- 0,21+0,011 0,29+0,032 PATEL i KALIA
5 & 120 g podawano codzien- nmol/mg nmol/mg biatka 2009)
Yy @ nie przez 30 dni 5,5 mg  biatka
N
n B arszeniku na kg masy
ciata.
o Zakazenie Bla- Od zakazonych szczu- Krew CHANDRAMATHI i
% o stocystis ho- row pobierano codziennie wspolaut. 2009
8= minis przez 30 dni mocz i krew, 195+0,05 250+0,05
n B . .
. S oznaczano w nich poziom pmol/L pumol/L
§ ! AOPP, a nastepnie zesta- Mocz
) wiono wyniki.
Infekcja Cryp-  Szczury zainfekowano Grupa I AZEVEDO i wspot-
tococcus neofor- drozdzami Cryptococcus aut. 2015
Przed zakaze- 10 dni po zaka-
mans neoformans. Przed zaka-
zeniem oraz w jednej z niem Zeniu
oo i ] . ] 60,50,01 70%0,01
R g grup. PO 10 ma(f »aw nmol/L nmol/L
§ § drugiej po 30 dniach od Grupa II
zakazenia oznaczono po- Przed zakaze- 30 dni po zaka-
ziom AOPP w probkach . .
niem zeniu
krwi.
60+0,01 83+0,01
nmol/L nmol/L
Dimeto- Szczury o masie 160- 0,154+0,052 0,591+0,122 AMARA i wspoétaut.
at (Srodek 170 g przez 30 dni pily pmol/L pmol/L 2011
(SR insektobdjczy) wode ze Srodkiem insek-
R S . L
g 2 tobdjczym w ilosci 0,2 g
n B

na litr wody. Natomiast
osobniki z grupy kontrol-
nej pily czysta wode.

z reakcja zapalna organizmu i zwiekszonag
synteza NO. W badaniu oznaczono rowniez
poziomy enzymoéw bedacych markerami sta-
nu zapalnego: acetylocholinoesterazy (AChE)
i butyrylocholinoesterazy (BChE); poziom
AChE wzrést, natomiast BChE spadi. Wy-
niki te wskazuja na wzrost stanu zapalne-
go, wzmozonej syntezy immunoglobulin i NO
(AZEVEDO i wspoétaut. 2015).

Promieniowanie generuje w organizmie
reaktywne formy tlenu, powodujace uszko-
dzenia komorek i procesy kancerogenezy. W
badaniu wplywu promieniowania na sSswin-

ki morskie, wzrost AOPP zalezal od dawki
promieniowania. Okreslono réwniez poziom
antyoksydantow selenu i witaminy E, ktore
powinny chroni¢ skladniki komoérek przed
utlenianiem. Po 24 godzinach od naswie-
tlania poziom tych zwigzkéw nie zmienit
sie. Moze to SwiadczyC o tym, ze naswietla-
nie powoduje wahania poziomow antyoksy-
dantéw dopiero po uplywie pewnego czasu
(GUNEY i wspoétaut. 2000).

Arszenik, podobnie jak pochodne karbo-
nylowe, powodowatl wzrost AOPP, ze wzgledu
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na ostabienie mechanizméw antyoksydacyj-
nych organizmu (PATEL i KALIA 2010).

Dimetoat powodowal znaczacy wzrost
AOPP w organizmach szczuréw. Tak jak
w przypadku pochodnych karbonylowych,
zmierzono rowniez iloS¢ AOPP w przypadku
zatrucia organizmu dimetoatem i dostarcze-
nia antyoksydantow. U osobnikow, ktérym
podawano jedynie insektycyd, poziom AOPP
wynosil 0,591+0,122 umol/mg biatka, doda-
tek selenu obnizal ten poziom do 0,188 =+
0,034, natomiast w obecnosci witaminy E
wartos¢ ta wynosita 0,189+0,053. Polaczenie
obydwu substancji zmniejszatlo ilos¢ AOPP
do 0,155%£0,033 umol/mg biatka (AMARA i
wspoétaut. 2011) (Tabela 3).

PODSUMOWANIE

Stres oksydacyjny powoduje utlenianie
w komorkach zwigzkow takich jak biatka,
lipidy i DNA. Do oceny jego nasilenia wyko-
rzystuje sie roznorodne biomarkery. Do naj-
trwalszych naleza markery bialkowe. Wsrod
wielu takich wskaznikow najwiekszym
uznaniem ciesza sie te, ktore sa specyficz-
ne dla badanej tkanki oraz najprostsze do
oznaczenia: 3-nitrotyrozyna (3-NT), zawan-
sowane produkty utleniania biatlek (AOPP),
oraz pochodne karbonylowe (PC). Mozliwos¢
wykrywania tych modyfikacji umozliwia oce-
ne nasilenia stresu oksydacyjnego w orga-
nizmie, a takze pomaga diagnozowac wiele
chorob i okresla¢ stan ich zaawansowania.

Wyniki badan wskazuja, ze zawartosé
biomarkeréw oksydacyjnych uszkodzen biatek
w ustroju wyraznie wzrasta w odpowiedzi na
stres oksydacyjny, wywolany takimi czynni-
kami jak niewlasciwa dieta, niedobor mikro-
elementow, zatrucie substancjami toksyczny-
mi, infekcje czy starzenie sie organizmu.

Streszczenie

Przewaga procesow prooksydacyjnych w organizmie
skutkuje wystapieniem stresu oksydacyjnego objawiaja-
cego sie m.in. utlenianiem bialek. Bezposrednia anali-
za ilosci reaktywnych form tlenu i azotu jest zadaniem
bardzo trudnym, dlatego w ocenie nasilenia stresu oksy-
dacyjnego czesciej wykorzystuje sie markery uszkodzen,
powstajace w wyniku reakcji wolnych rodnikéw z biat-
kami. Sa one o wiele trwalsze, a przez to latwiejsze do
analizy. Wsréd najwazniejszych biomarkeréw oksydacyj-
nych uszkodzen biatek wyréznia sie pochodne karbony-
lowe, 3-nitrotyrozyne, S-nitrotriazole, kynurenine, 3-chlo-
rotyrozyne, bromotyrozyne, sulfotlenek metioniny, dityro-
zyne, oksohistydyne oraz tzw. zaawansowane produkty
oksydacji bialek (AOPP).

W ocenie oksydacyjnych uszkodzen bialek u zwie-
rzat laboratoryjnych najlepiej sprawdzaja sie pochodne
karbonylowe, 3-nitrotyrozyna i AOPP. Ich zawartos¢ w
ustroju wyraznie wzrasta w odpowiedzi na stres oksy-
dacyjny wywolany takimi czynnikami, jak: niewlasciwa
dieta, niedob6r mikroelementow, zatrucie substancjami
toksycznymi, infekcje czy starzenie.
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BIOMARKERS OF PROTEINS OXIDATIVE DAMAGE

Summary

The prevalence of prooxidative processes in the body is associated with development of oxidative stress, one of
the symptoms of which is oxidation of proteins. Direct analysis of the amount of reactive forms of oxygen and nitro-
gen is a very difficult task. Therefore, in assessing the severity of oxidative stress, markers generated by free radical
reactions with proteins are often used. They are much more durable and thus easier to analyze. The most impor-
tant biomarkers of oxidative damage of proteins are protein carbonyl compounds, 3-nitrothyrosine, S-nitrotriazoles,
kynurenine, 3-chlorothyrozine, bromothyroxine, methionine sulfoxide, dithyrosine, oxohistidine and and so called ad-
vanced oxidation protein products (AOPP).

Protein carbonyls, 3-nitrotyrosine and AOPP are the best indicators for evaluating of oxidative damage of pro-
teins in laboratory animals. Their content in the body is clearly increasing in response to oxidative stress caused by
such factors as improper diet, micronutrient deficiencies, toxic poisoning, infections or aging.

Key words: 3-nitrotyrosine, advanced oxidation protein products, biomarker, oxidative stress, protein, protein carbonyl



