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INDEKS SKROTOW

ACB - albumina wizaca kobalt (Albumin Cobald Binding)

ADA — Amerykaiskie Towarzystwo Diabetologiczne

AGEs — kaicowe produkty glikacji biatek (Advanced GlycationdEproducts)
ASA — Amerykaskie Towarzystwo Anestezjologéw (American Socidty o
Anesthesiologists)

CK-MB - izoenzym sercowy kinazy kreatynowe;j

CML — karboksymetylolizyna

CPK - kinaza fosfokreatynowa

cTnl — sercowa troponina |

cTnT — sercowa troponina T

DAG - diacyloglicerol

DNPH — 2,4 — dinitrofenylhydrazyny

DTT — 1,4-Dithio-DL-threitol (ditiotreitol)

eNOS - endotelialna syntaza tlenku azotu

ET-1 — endotelina

FFI — 2-furylo-4(5)-(2-furanylo)1-H-imidazol

GFR — wspoétczynnik przgszania ktbuszkowego (Glomerular Filtration Rat)
GK — grupy karbonylowe - produkty peroksydacji blat

GSH - glutation

HbA1C — glikowana hemoglobina

IL-1 — interleukina 1

IL-6 — interleukina 6

IMA — modyfikowana oksydatywnie albumina (IscherMadified Albumin)
Myc — mioglobina - marker martwicy miokardium

PAI-1 — inhibitor 1 aktywatora plazminogenu

PTCA - srédnaczyniowa angioplastyka naézywiencowych (przezskorna
rewaskularyzacja maénia sercowego; Percutaneous Transluminal Coronary

Angioplasty)
RAGE - receptory kicowych produktow glikacji biatek

ROS - reaktywne formy tlenu

SD - odchylenie standardowe



SOD - dysmutaza ponadtlenkowa

TF — czynnik tkankowy

TNF alfa — czynnik martwicy nowotworow
VCAM - czynnik adhezji

WHO - Migdzynarodowa Organizacja Zdrowia
WZ — blad wzgkdny



WSTEP

Cukrzyca jest chorepznary od tysicleci, a jej pierwsze opisy¢gajg czasow
staraytnych. Jednak jeszcze sto lat temu cukrzycazatdedo rzadkich schorze
Obecnie natomiast stanowi olbrzymi problem zdrowotcharakteryzujcy
spoteczéstwa wysoko uprzemystowione. Cukrzyca, wedtug definpodanej
przez Amerykaskie Towarzystwo Diabetologiczne (ADA) (The Expert
Committee on the Diagnosis and Classification aftietes Mellitus, 1997), jest to
grupa choréb metabolicznych, charaktergeych s¢ hiperglikems, wynikajaca

z defektu dotyczcego wydzielania 4uz dziatania insuliny lub z istnienia obu
zaburzé jednoczénie. Przewlekle utrzymagy sk podwyzszony poziom cukru
we krwi prowadzi do uszkodzenia oraz nieprawidtofugikcji wielu naradow -
zwlaszcza serca, nadzykrwionosnych, nerek, nerwow, nau wzroku.
Wiekszai¢ przypadkdéw cukrzycy (0k.85-90%) to cukrzyca typk@®ra dotyczy
populacji ludzi dorostych. Cukrzyca typu 2, ze weziyi na gwaltowny wzrost

zachorowalnéci jest uznawana za epidem{XI wieku.

Przytaczajc kolejmy definicjg, wedtug Medzynarodowej Organizacji Zdrowia
(WHO) (Alberti, Zimmet, 1998) ok&enie "cukrzyca" odnosi gido schorzenia
metabolicznego o idorakiej etiologii, charakteryzagego st przewlekh

hiperglikemg z zaburzeniami metabolizmuglowodanow, tluszczow i biatek na

skutek defektu wydzielania i (lub) dziatania insyli

Skutki cukrzycy obejmuj przewlekte uszkodzenie, dysfun&d niewydolna¢
réznych naradéw. Cukrzyca mze st ujawnia& charakterystycznymi objawami,
takimi jak wzmaone pragnienie, wielomocz, nieostre widzenie i tatranasy
ciata. W najo¢zszych postaciach choroby e st rozwing¢ kwasica ketonowa
lub nieketonowy stan hiperosmolarny doprowagizajdo senriwi, $pigczki, a
przy braku skutecznego leczenia - do zgonws@rzobjawy § niezbyt nasilone
lub nieobecne, a hiperglikemia w stopniu wystamaan do spowodowania
zmian morfologicznych i czynsdoiowych wystpuje na dlugo przed
rozpoznaniem choroby. Do odleglych nr@stw cukrzycy naley takie
postpujace powiklania, jak: retinopatia maggp doprowadZi do slepoty;
nefropatia, ktéra ma spowodowé niewydolng¢ nerek, oraz neuropatia, z kior

sie wigze ryzyko owrzodze stdép, amputacji, rozwoju stawow Charcota oraz



dysfunkcji nerwowego ukfadu autonomicznego, objgyeey st m.in.
zaburzeniami funkcji seksualnych. Osoby z cuksizgcobchzone zwekszonym

ryzykiem choroby wigcowej oraz miadzycy tetnic obwodowych i mézgowych.

Cukrzyca jako choroba metaboliczna, ktorej iststanowi bezwzghny lub
wzgledny niedobér insuliny 40z zmniejszenie wrdiwosci tkanek na ten hormon
(insulinooporné¢) ma réwnie powigzanie z obecri@ia wolnych rodnikow w
organizmie (Thompson i in., 1995). Istmiedowody wskazujce, ze stres
oksydacyjny odgrywa istosnrole w etiopatogenezie powikiacukrzycowych, a
mikroangiopatia cukrzycowa jest zwana ze wzrostem c¢genia wolnych

rodnikéw indukugcych uszkodzenia oksydacyjne (Sinclair i in., 1991)

Cukrzye uwaza st za niezaleny czynnik ryzyka choroby niedokrwiennej serca.
Na ten czynnik sktadajsic:

- Czynniki zagraenia miadzyca specyficzne dla cukrzycy: insulinoopoidp
dyslipidemia, hiperproinsulinemia, hiperinsulinomi&iperglikemia, nasilona

glikacja biatek, stres oksydacyjny.

- Zespoty aterogenne zatee od cukrzycy lub z giskojarzone: otyl trzewna,
nadcknienie ttnicze, zaburzenia krzegiia i fibrynolizy (trombofilia
cukrzycowa), endoteliopatia, zespot polimetaboljcznefropatia cukrzycowa,

neuropatia autonomiczna sercowo — naczyniowa.

- Czynniki genetyczne: wywiad rodzinny w kierunkhocob kgzenia, pit€
(Czechiin., 2001).

Insulinooporné¢ znacaco wptywa na rozwdéj miadzycy zwitaszcza w cukrzycy
typu 2. Jej wpltyw zwjzany jest z zaburzeniami metabolizmu glukozy, bpid
biatek, jak rownie zaburzeniami proliferacji i tiicowania komoérek oraz
czynndci srodbtonka. Insulinooporr$d ogranicza zezycie glukozy w mgsniach
szkieletowych, nasila glukoneogenezmniejsza syntezglikogenu w vgtrobie,
przyczyniagc sk do przewlekiej hiperglikemii.



HIPERGLIKEMIA

Hiperglikemia to stan, w ktorym dochodzi do wzroptaziomu glukozy we krwi
ponad poziom prawidtowy. Hiperglikemia zwykle niesj niebezpieczna, zeli
podwyzszenie poziomu cukru we krwi trwa krotko np. w wmi reakcji
organizmu na bogte stresowe. Bardzo wysokie poziomy cukru mdgg
przyczyry stanu zagrgeniazycia, jezeli nie g rozpoznane i prawidtowo leczone.
Przedhione okresy nawet umiarkowanie podiwyonego poziomu cukru mgg
prowadz¢ do powanych powikta cukrzycy. Przy podwiyszonym lub wysokim
stezeniu glukozy we krwi obserwuje ¢sirdwniez obecné¢ glukozy w moczu
(glukozuria), mae take wystpowa kwasica ketonowddiabetic ketoacidosis)
objawiagca st obecndcig ciat ketonowych w moczu (ketonuria). Stany
hiperglikemiczne objawigj sic zazwyczaj: uczuciem pragnienia, sefuig
apaty, ogolnym zmgczeniem, ptytkim oddechem, wymiotami, bélami gtoimy

ostatnim stadiunpigczka.

Hiperglikemia jest réwnie fizjologiczrg reakcp na stres. Odpowiedgi
organizmu na stres jest aktywacja osi neuroendokgim a take uwalnianie
szeregu cytokin i czynnikbw humoralnych, ktére wplyg na procesy
wewngtrzkomorkowe. Hiperglikemia stresu | towarzysa jej bardzo czsto
insulinooporné¢ wystkpuja powszechnie u pacjentdw w egkim stanie
klinicznym, po cgzkich urazach, operacjach, rozlegltych oparzeniach,
przeszczepach i generalnie u pacjentéw wynmsagah przebywania na oddziale
intensywnej terapii. Istnigj dane wskazygge, ze intensywna insulinoterapia
prowadzaca do normoglikemii poprawia rokowanie u pacjentéw stanach
krytycznych (Wawrusiewicz-Kurylonek, Goérska, 2007).

Hiperglikeme uwaza st za pierwotny czynnik odpowiedzialny za zmiany
mikrokrazeniowe u chorych z cukrzydBaynes, Thorpe, 1999). Nig gdnak do
konca poznane biochemiczne mechanizmy molekularney¢akego dziatania
wysokich sgzen glukozy na komoérki endotelialne. Uwa sk, ze wysokie
stezenie glukozy (hiperglikemia) indukuje stres oksygag w komorkach i
generuje powstanie reaktywnych form tlenu (ROS)y(®s, Thorpe, 1999;
Bayraktutan, 2002).



Procesy oksydacyjno-redukcyjne komorki, ktoee podstaw funkcjonowania
tancucha oddechowego, odpowiedzialng s wytworzenie niezfne] dla
organizmu energii. Wolne rodniki stana@wniepazadane produkty uboczne
reakcji oksydacyjno-redukcyjnych, natomiast bariendyoksydacyjna w postaci
antyoksydantow zabezpiecza organizm przed ich dmkgd dziataniem, w ten
sposOb zostaje zachowana réwnowaga pdmyi powstawaniem a rozpadem

wolnych rodnikéw.

Zjawiska patologiczne takie jak: hiperglikemia, doéenienie, stany zapalne,
zaburzaj prawidtowy przebieg proceséw oksydacyjno-redukggin prowadzc

do nadprodukcji wolnych rodnikow i generacji stredsydacyjnego. W sytuaciji
nadmiaru wolnych rodnikow, dziatanie ukfadu antyalacyjnego nie zapewnia

wystarczajcej ich eliminacji (Wardman, Candeias, 1996).

Wysokie stzenia glukozy prowadgz do zwikszenia sfzen rownowanikow
redukcyjnych NADH i FADH wewmtrz mitochondriéw, poprzez zgkszenie
ich wychwytu z cytoplazmy przez mitochondrialne mRosoksydacyjno —
redukcyjne lub przez wychwyt pirogronianu przy @i specyficznego
przendnika. Wysokie stzenie rownowanikow redukcyjnych w macierzy
mitochondrium, zwiksza redukegj nacsnikbw elektronbw w tacuchu
oddechowym, prowade do zwekszenia produkcji reaktywnych form tlenu
(Greek i in., 2004; Zoratti i in., 2005).

W stanach hiperglikemicznych dochodzi réwind® zwekszenie sfzenia jonow
wapnia w komorce na skutek depolaryzacji btony kiko@ej. Prowadzi to do
aktywaciji fosfolipazy A, ktérakatalizuje nasfpnie hydroliz fosfolipidow btony
komodrkowej, uwalniajc kwas arachidonowy geneguy bezpdérednio wolne
rodniki. Aktywacji ulega te oksydaza ksantynowa oraz syntaza tlenku azotu.
Hiperglikemia powoduje generacje wolnych rodnikévwoprzez aktywag
NAD(P)H oksydazy. Dodatkowo stymuluje synjede novo diacyloglicerolu
(DAG), ktory aktywuje kinag biatkowg C. Kinaza biatkowa C indukuje ga
ekspresje genu i biatka endotelialnej syntazy tleakotu (eNOS). Syntaza tlenku
azotu w zalenosci od ilosci kofaktora, substratu, prowadzi do syntezy wolnyc
rodnikow tj.: tlenku azotu, anionorodnika ponadkiewego (Cosentino i in.,
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1997; Bayraktutan, 2002; Cosentino i in., 2003;gbnchi i in., 2003; Talior i in.,
2005).

Wszelkie wahania stenia glukozy we krwi prowadz do jej zaburze
wewngtrzkomorkowego transportu i metabolizmu (Kaisem.j 1992). W olgbie
komorek przemiana glukozy zachodzi przy udzialkikgzlakow metabolicznych
(tor glikolityczny, pentozowy, heksozaminowy, pdidbovy). W szlaku
polioliowym glukoza pod wptywem reduktazy aldozowajega przemianie w
sorbitol, a ten pod wpltywem dehydrogenazy sorbiteti fruktoz (Giugliano i
in., 1996; Nishikawa i in., 2000). Powstanie sarhit zuwzywa NADPH.
Zmniejszenie stzenia NADPH w komorce, obim aktywnd¢ reduktazy
glutationowej i syntazy tlenku azotu nasitajstres oksydacyjny (Bayraktutan,
2002).

Koncowe produkty glikacji biatek AGEs, jako zyzki o wysokiej reaktywngi,
powstagce w wyniku dtugiej ekspozycji biatek na wysokiezenie glukozy
(hiperglikemia), genergjreaktywne formy tlenu bezpednio kadz pcsrednio
przez aktywagi NAD(P)H oksydazy (Giugliano i in., 1996; Nishikawain.,
2000). Odpowiedzialne gsza migragg monocytow, wytwarzanie cytokin i

czynnikOw wzrostu (Wautier i in., 1994).

Podsumowujc, hiperglikemia indukuje stres oksydacyjny, gengru
powstawanie reaktywnych form tlenu, zWsza metabolizm komoérki, nasila
przemiany szlaku polioliowego, powstawanien&owych produktow glikaciji
biatek (AGESs), aktywuje kingzbiatkowg C (CPK). Aktywacja tych wszystkich
procesow jest ze sglicisle zwigzana i przebiega na zasadzie spe# zwrotnych
(Giugliano i in., 1996).

Hiperglikeme uwaza st za najistotniejszy czynnik ryzyka makroangiopatii
cukrzycy typu 2. Inne czynniki takie jak insulinanppas¢, wtorny
hiperinsulinizm rzeczywicie przyspieszaj miazdzyce, ale przy rozpoznaniu
cukrzycy nie zwgkszap ryzyka powikla@ o charakterze makroangiopatii (Adler,
1999). Przewlekta hiperglikemia powoduje pobudzeilkoprotein adhezyjnych
na ptytkach krwi oraz wydzielanie przez nie czymmkmitogennych. Adhezji i

agregacji ptytek sprzyja rownie uszkodzenie srodbtonka. Hiperglikemia
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zwicksza s§zenie inhibitora aktywatora tkankowego plazminog@RAl-1) oraz
aktywuje szlak diacyloglicerol-kinaza biatkowa Ckemorkachsrodbtonka i w
migsniu sercowym, przyczynia¢ sk jednoczénie do stymulacji czynnikow

wzrostowych (Kozek, 2002).

Hiperglikemia zmienia struktartetnic powodugc ich dysfunkat na drodze wielu
mechanizméw. Nasila nieenzymatygzglikacje réznych struktur zewstrz — i
wewngtrzkomorkowych, ktore nie ulegagysocjacji, ale g na state gromadzone
w scianie naczg. Miedzy innymi dzieje s tak z kaacowymi produktami glikacji
biatek (AGEs). AGEs inaktywdjendogenny tlenek azotu i pobudgpjodukcg

endoteliny-1 odpowiedzialnej za skurcz nacggaiser i in., 1992).

Hiperglikemia sprzyja réwnieuwalnianiu wolnych rodnikow, ktére uszkadzaj
srodbtonek naczyniowy. Zwkszona produkcja nadtlenkow wynika z
autooksydacji glukozy jak i z ostabienia aktywoo enzymow

antyoksydacyjnych takich jak dysmutaza ponadtlerskorny katalaza.

Hiperglikemia stanowi zasadnicprzyczyre powiktan cukrzycy. U chorych na
cukrzye stan dobrego wyrownania metabolicznego nie zabkezpijednak w
petni przed rozwojem powiktao charakterze makroangiopatii. Ni¢ znane do
konca mechanizmyatzace hiperglikemg z zaburzeniami funkcji i struktury
sciany naczyniowej. Pod wptywem ziszonych sizen glukozy zmieniaj sie

wiasciwosci wielu komorek, gtownigrodbtonka i komoérek morfotycznych krwi:

granulocytow obajtnochtonnych, monocytéw, ptytek krwi.
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WOLNE RODNIKI

Termin ,reaktywne formy tlenu” obejmuje zaréwno wel rodniki jak i inne
toksyczne zwjzki tlenu charakteryzage sé silnymi  wiasciwosciami
utleniagcymi, np. nadtlenek wodoru, tlen singletowy, kwasglghlorawy, tlenek
azotu, dwutlenek azotu i inne. Okienie wolne rodniki dotyczy atomow, grup
atomow lub cgsteczek zdolnych do samodzielnego istnienia i pagiaych
jeden lub wgcej niesparowanych elektronéw na zetwmnnej orbicie (Halliwell,
1984; Halliwell, 1993). Reaktywne formy tleng generowane w organizmach
zywych o metabolizmie tlenowym, zaréwno podczas |owo
przebiegajcych proceséw metabolicznych, jak rowinie wyniku oddziatywania
na organizm czynnikdéwrodowiskowych takich jak: promieniowanie jonizog,
nadfioletowe, ultragwicki, ksenobiotyki itp. (Schacter, 1986).

Prawidtowe funkcjonowanie organizmu zateod zaopatrzenia energetycznego
komorki, zwhzanego z odpowiedni podas tlenu oraz substratow
energetycznych. Energia wytwarzana jest w reakcjadetabolicznych
obejmupcych  procesy utlenienia i redukcji. Wsza¢ zwigzkow
wysokoenergetycznych organizmy tlenowe uzygkwj czasie kontrolowanej,
czteroelektronowej redukcji tlenu do wody, przy mz98% tlenu ziywane jest
w mitochondriach. (Grisham, Mc Cord, 1986; Bastyi§al989). Paradoksalnie
tlen jako podstawowy czynnik utrzymagy przy zyciu organizmy tlenowe, w
przypadku nadmiaru lub nieprawidtowego metabolizmmie by¢ toksyczny dla
ustroju (Grisham, Mc Cord, 1986). Przebywanie omyadw tlenowych w
atmosferze o podwsgzonej zawarkei tlenu prowadzi do zahamowania
aktywnaci np. dehydratazy dihydroksykwasoéw i pirofosfokiga 5-
fosforybozowej, zwiksza cgstags¢ mutacji i uszkodze btony komoérkowej
(Cross iin., 1987).

Cziowiek, podobnie jak inne organizmy tlenowe, pbtwykorzyst& tlen bez
szkody dla siebie. Réwnolegle z wyksztatceniemctehdéw transportu
elektronéw i innych systeméw enzymatycznych ulimgajacych zuywanie

tlenu, organizmy te wyznaczyly uktady antyoksydaeyjHalliwell, 1993). W
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procesach ziywania tlenu, 2-5% ©nie ulega redukcji czteroelektrodowej, lecz
przeksztatceniu w tak zwane aktywne formy tlenul@aa, 1993).

Najliczniej wystpujace reaktywne formy tlenu w organizmach ludzi i z2wae
to: rodnik ponadtlenkowy (@), rodnik wodorotlenowy "QOH), tlen singletowy
'0,, nadtlenek wodoru (#D.), kwas podchlorawy HCIO i rodniki organiczne
(LOQO', LO', L), rodnik tlenku azotu i dwutlenku azotu NOQ,.

Wolne rodniki § niebezpieczne ze wzglu na swagj wysolky i niespecyficza
reaktywnd¢; te wiaciwosci umazliwiaja wolnym rodnikom zapogtkowanie
licznych  reakcji  tacuchowych prowadg np. do  peroksydacji
wielonienasyconych kwasow tluszczowych (Esterbauar.,, 1991; Halliwell,

1993). Wolne rodniki stanowj wigc znaczcy czynnik uszkadzagy komaorki.

Zrodta wolnych rodnikow w komorkach:

. w stanach fizjologicznych gtownynirodiem rodnikow tlenowych as
procesy oddechowe komorki. Powstape jako produkty pomednie w tacuchu
oddechowym, gdzie g@zteczka tlenu ulega redukcji przez 4 elektrony z
wytworzeniem 2 cgsteczek wody lub jako produkt ostateczny niekonmelet
redukcji @ w sprawnych czynrigiowo mitochondriach (1-3%);

. produkcja przez leukocyty, eozynofile, monocyty iakrofagii jako
reakcja na zakenia organizmu,

. egzogenne (zanieczyszczenia atmosferyczne, dym ernpspiwy,
ekspozycja na die stzenie tlenu).

. procesy enzymatyczne katalizowane przy udzialeyadsy NADPH,
oksydazy ksantynowej, oksydazy aldehydowej, oksydadiaminowej,
dehydrogenazy dihydroorotowej, hydroksylazy antcamej, lipooksygenazy,
cyklooksygenazy;

. autooksydacja zwekow biologicznie czynnych: hydrochinonow,

epinefryny, tetrahydropteryny, leukoflawiny, zw&kow tiolowych, hemoglobiny;

Rodnik ponadtlenkowy (O%;), powstaje w wyniku jednoelektronowej redukcji
tlenu czsteczkowego
O, +e= 0.2_
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Odznacza si wysoky reaktywndcia i wiasciwosciami lipofilnymi (Klebanoff,
1980; Babior, 1984). Charakteryzuje¢ siznaczg cytotoksycznécia, co
potwierdzag badania na zwiegtach (Freeman, 1982; Mc Cord, 1985; Colii,
1991). Wytwarzany jest podczas wybuchu tlenowegadmek fagocytujacych, w
reakcjach autooksydacji zredukowanych gzkibw (flawiny, epinefryna), w
procesach mitochondrialnych i w retikulum endoplagnznym. Mae
wystepowa jako utleniacz lub reduktor. W rozpuszczalnikadepolarnych
rodnik ponadtlenkowy jest zasgdw roztworach wodnych dziata jak silny
czynnik redukujcy ladz staby czynnik utleniacy. W wyniku reakcji w
roztworach wodnych zachogtz] midzy dwoma rodnikami ponadtlenkowymi
powstaje nadtlenek wodoru (reakcja redukcji) igsteczka tlenu (reakcja
utleniania) (Root, 1977; Maslen i in., 1987).

O + 05+ 2H %, H,0; + O,

Efektem powyszej reakcji dysmutacji, w ktérej bierze udziat ka0 %
powstatych rodnikow ponadtlenkowych jest generowaprawie catej iléci
nadtlenku wodoru wytwarzanego w komoérce (Root, 19BTlack i in., 1987;
Maslen i in., 1987). kD, charakteryzuje gizdolngcia przenikania przez btony
biologiczne i powodowania uszkodzpoza miejscem jego wytworzenia (Blake i
in., 1987). Rodniki ponadtlenkowe nie wchedw reakcje z aminokwasami,
kwasami karboksylowymi, nie wykazujdziatania bakteriobdjczego. Rodnik
ponadtlenkowy, mze wedrowa we krwi i atakowa szereg struktur
biologicznych. O dziata réwnie jako srodek rozszerzagy naczynia i mge
odgryw& role w sygnalizacji wewstrzkomoérkowej i regulacji wzrostu.
Obserwuje si wptyw rodnika ponadtlenkowego na agreggaytek i degradagj
czynnika rozszerzagego naczynia — NO (Saran, 1989).

Nadtlenek wodoru (H20-)
Jon nadtlenkowy & powstajcy w $rodowisku pH 7.4 natychmiast ulega

sprotonowaniu do nadtlenku wodoru. Enzymy Kkatadieelj powstawanie
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nadtlenku wodoru to: oksydaza moczanowa i oksydazaminokwasow.
Wiekszas¢ nadtlenku wodoru wytwarzanego w komoérce pochodzieakcii
dysmutacji; w warunkach fizjologicznych stanowi2d% zuwytego tlenu, ktéry
przechodzi do kD, (Halliwell, 1993).

H.O, charakteryzuje si zdolngcia przenikania przez btony biologiczne i
powodowania uszkodagpoza miejscem jego wytworzenia (Blake i in., 198¥)
obecndci jondéw metali przeégciowych tj.zelaza i miedzi nadtlenek wodoru ulega
rozpadowi do reaktywnego rodnika hydroksylowego.twierdzono take
insulinopodobne dziatanie nadtlenku wodoru na fartsbtonowy glukozy, na
wykorzystywanie glukozy w procesie lipogenezy oram aktywagj
dehydrogenazy pirogronianowej (Hyslop i in., 1988hatham i in., 1989;
Ramasarma, 1990).

Rodnik wodorotlenowy ((OH, hydroksylowy) posiada bardzo wysoki potencjat
redoks, co wskazuje na bardzo silne ési&osci utleniapce 1 jego wysok
reaktywng¢ (Bartosz, 1995). RodnikiOH mog powstawa w wyniku
bezpdredniej reakcji pomidzy rodnikiem ponadtlenkowym i nadtlenkiem
wodoru np. w czasie fagocytozy w tzw. reakcji Hab@reissa (Willson, 1979;
Babior, 1984).

H,0,+ O, - OH+OH + 0,

Reakcja ta katalizowana jest przez jowglaza, miedzi lub innych metali
przegciowych (kobaltu, niklu, manganu, chromu). Innymrdmej wydajnym
zrodtem rodnikéw wodorotlenowych w uktadach biolagigch jest dwuetapowa
reakcja Fentona (Fridovich, 1979; Klebanoff, 1980):

FE' + H0, + - OH + OH + Fé"
0, F€*" -~ O+ F&*
Pierwsza reakcja jest wiawa reakcj Fentona, druga %aregeneruje jon
zelazawy. Rodniki wodorotlenowe nie magnzymatycznego ,zmiatacza”, co

niesie ze sab okreslone nasfpstwa dla organizmow, w ktorych powstay
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wyniku stresu oksydacyjnego. Dla ochrony przed ikaimi OH stosowane g
nieenzymatyczne ,zmiatacze rodnika wodorotlenowegnyli zwigzki reagugce

z tym rodnikiem z diymi szybkdciami, np. mrowczan, etanol, benzoesan,
mannitol. W wyniku reakcji pomdzy rodnikiem wodorotlenowym a
czgsteczkami zmiataczy powsiapczywicie wolne rodniki zmiataczy, ale o
mniejszej reaktywnii niz OH, co stanowi ist@t efektu ochronnego. Rodniki
hydroksylowe nie penetraijdo komorki i reaguj z czsteczkami gsiadupcymi.
Niskie pH w strukturach takich jak lizosomy, fagosg sprzyjag ich
powstawaniu. Rodniki hydroksylowe atakwyszystkie biologiczne molekuty tj.
DNA, biatka, wielonienasycone kwasy tluszczowe (idall, 1993).

Inne reaktywne formy tlenu tdlen singletowy (*O,), anion podchlorynowy
(OCI), nie g wolnymi rodnikami, ale wykazgjrowniez wysoky reaktywndg¢ i
silne wiaciwosci utleniapce. Jednym z biologicznycirédet tlenu singletowego

moaoze by rodnik ponadtlenkowy (Halliwell, 1993).

20" +2H" = 0, + HO,
Ponadto tlen singletowy mie powstawé tak’e w wyniku innych reakcji w
organizmie np. przy rozpadzie endonadtlenkéw i dysigji rodnikow
nadtlenkowych LOQ czy w reakcji rodnika ponadtlenkowego z rodnikiem
wodorotlenowym:

O, +0OH - '0,+ OH

Tlen singletowy powstaje réwniew reakcji anionu podchlorynowego z

nadtlenkiem wodoru (Halliwell, 1993)
OCI' + H,0; - 0, + CI + H,0
Anion podchlorynowy (OC)J powstaje w procesie fagocytozy przy udziale

obecnej w granulocytach olktijochtonnych mieloperoksydazy (MPO) w wyniku

utleniania jonu chlorkowego do jonu podchlorynowggalliwell, 1993).

17



ClI + H,0O, - OCI + H,O

W pH zblzonym do obgjtnego kwas podchlorawy HCIO wyglje jako
mieszanina formy zdysocjowanej i niezdysocjowanepwniez jest zrodiem

anionu podchlorynowego:

HOCI «~ H" + OCI

Skutki dziatania reaktywnych form tlenu.

Wolne rodniki wykazuyj duzag reaktywndé¢, dazg do skompensowania spinu i
zdolne § do modyfikacji biatek, lipidéw, wglowodanéw (Blake i in., 1987;
Burda, 1991; Cambria i in., 1991; Chochrane, 19®Eaktywne formy tlenu w
wysokich dawkach dzialgg na komork powoduy zaburzenia jej struktury i
funkcji, co ostatecznie prowadzi damierci komorki. Czstym celem ataku,
dyfundupcych lub powstajcych w nich wolnych rodnikdwasbtony komérkowe.
Wptyw wolnych rodnikéw na struktar funkcje bton komérkowych prowadzi do
zmniejszenia ptynriwi bton komoérkowych a w efekcie do ujpedzenia ich
funkcji (Pfafferott i in., 1982; Marridonneau i jn1983). Pod wpltywem
aktywnych form tlenu obserwujemy w @bre bton biologicznych (Taylor, 1986;
Halliwell, 1991;):

» modyfikacg aktywndaci sktadnikow btony (np. enzymow, receptorow),

» zmiany struktury btony, rzutege na funkgj i ich antygenowy charakter,

« utlenianie grup tiolowych, zmiany w stosunku wietrasyconych kwasow
ttuszczowych i biatek,

* inicjacje peroksydacji wielonienasyconych kwasow,

* rozprzgniccie transportu btonowego.

W wyniku dziatania reaktywnych form tlenu w orgamiachzywych dochodzi do
uszkodzenia struktur kwaséw nukleinowych a dokladnszkodzenia zasad
nukleinowych, reszt cukrowych Iub rozerwania axah fosfodiestrowych

taczagcych nukleotydy, co prowadzi do rozerwania nici kéwa nukleinowych.

18



Powstate  uszkodzenia wywotane g s dziataniem gtdwnie rodnika
wodorotlenowego oraz tlenu singletowego, ktore ey szczegllne
powinowactwo do tymidyny (Halliwell, 1993). @zteczki DNA mog by¢
uszkadzane przez rodniki wodorotlenowe bémminio lub pod wpltywem
koncowych produktow peroksydacji lipidéw, ktore wyk@zuluzg toksycznéé
oraz dziatay mutagennie i kancerogennie (Knuutila, 1984). Palgszmiany
odgrywap znacaca role w procesach starzenia srganizmoéw i karcinogenezie
(Nakayama i in., 1983; Slater, 1984; Cross i in987 Nobuyuki, 1988;
Esterbauer i in., 1991; Witz, 1991).

Reaktywne formy tlenu magrowniez uszkadzé biatka poprzez modyfikagj
reszt aminokwasowych, grup prostetycznych oraz gagje lub fragmentag
czasteczek biatkowych. Uszkodzenia te zmieniaantygenowé¢ biatek i
zwiekszap ich podatné¢ na proteoliz (Blake, 1987). Spwod reszt
aminokwasowych biatek, oprécz reszt cysteiny i pretiy, rOwnie reszty
lizyny, proliny, histydyny, tryptofanu, fenyloalary, tyrozyny i argininy s
bardziej wraliwe na uszkodzenia oksydacyjneznpozostale aminokwasy
(Halliwell, 1993). Utlenianiu przez wolne rodnikiega& mog grupy tiolowe
biatek i innych zwazkow, a powstate rodniki tiolowe dimeryauyjtworzc
dwusiarczki (Ceriello i in., 1991; Halliwell, 1991Rodnik ponadtlenkowy i
rodnik wodorotlenowy powodgjutlenianie grup — SH bialek oraz rozrywaj
wigzania dwusiarczkowe powodaj denaturagj niektorych biatlek (Matsubara,
1991; Miura i in., 1992). Uszkodzenia oksydacyjmadk prowadz do szybkiej
utraty ich aktywnéci biologicznej.

Lipidy ulegap peroksydacji pod wptywem reaktywnych form tlenuodes ten
polega na wolnorodnikowym utlenianiu wielonienasygth  kwasow
ttuszczowych lub innych lipidow, prowaglz do powstawania nadtlenkéw tych
zwigzkow. Rodnikami inicjujcymi proces peroksydacji lipidowa srodnik
wodorotlenowy OH rodnik wodoronadtlenkowy H@oraz tlen singletowyO,
(Halliwell, 1993). Peroksydacji ulegajwolne jak i zestryfikowane kwasy
tluszczowe. In vivo procesowi peroksydacji ulegajgtéwnie reszty
wielonienasyconych kwaséw tluszczowych wchgmdz w sktad fosfolipidow,

ktore g gtdbwnym sktadnikiem budulcowym bion komorkowychm Iwiecej
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czasteczka kwasu ttuszczowego zawiergaah nienasyconych, tym tatwiej ulega
on peroksydacji (Halliwell, 1993). Peroksydacja idijpv  jest procesem
nieenzymatycznym zachogtym np. pod wptywem FEé badz enzymatycznym,
katalizowanym przez cyklooksygeradub lipooksygenaz Uwaza sk, ze
inicjacja peroksydacji lipidow przez aktywne forntenu rozpoczyna siw
miejscu niedogpnym dla antyutleniaczy w naggstwie reakcji katalizowanej
przez metale zwrzane z btonami biologicznymi (Bankson i in., 199B)Ja
inicjacji procesu wystarcza niewielka dtoaktywnych form tlenu, bowiem proces
rozprzestrzeniania gperoksydacji lipidow ma charakter samopodtrzyyoyjsi

a rodnik peroksylowy dmacy produktem peroksydacji lipidéw podtrzymuje
reakcg (Blake i in., 1987; Bankson i in., 1993). Procesgiksydacji odbywa si
takze w warunkach fizjologicznych. Jego intensywhgest jednak niewielka i
regulowana przez peroksydazglutationovs, selenozateng, redukujca
wodorotlenki do  odpowiednich  alkoholi  (Waniek i ,in. 1990).
Niebezpieczastwem peroksydacji lipidow jest wytworzenie aldebwd
wykazupcych dziatanie mutagenne i rakotworcze np. dialdehgnalonowego
(Hurst, 1978).

Reaktywne formy tlenu powoduyowniez uszkodzenia cukréw. Stwierdzonie
ztozony wielocukier, kwény mukopolisacharyd — kwas hialuronowy, ulega
depolimeralizacji w wyniku dziatania reaktywnychrido tlenu. Przejawia siona
zmienndcig lepkaci roztworéw tego mukopolisacharydu, co nie jestz be
znaczenia dla wikgiwego funkcjonowania stawow.

Uszkodzenia reszt cukrowych glikolipidéw i glikopeon na powierzchni
komorek, mog prowadzé do zmian wiéciwosci antygenowych tych gsteczek
(Greenwald, 1981).

Utlenione wolne rodniki magzmienia réwniez stan redoks par NAD/NADH i
NADP/NADPH (Knuutila, 1984; Davies, 1986; Dean i,ih991).

Rodniki produkowane przez leukocyty, eozynofile, nooyty i makrofagii 8
reakcp na zakaenia organizmu i powstapodczas tzw. wybuchu tlenowego.
Reakcja inicjowana jest przez wnikoie patogenu do organizmu, co wyzwala
kaska@ nastpujacych po sobie proceséw zwanych gstdpowiedzi zapalm.

Dalej nasgpuje wzrost przepuszczakwm naczyi krwionasnych, wnikanie
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zaktywowanych neutrofili do zainfekowanej tkankian pobudzanie ptytek krwi.
Komdérki zerne g§ przychgane do zainfekowanych tkanek poprzez czynniki
chemotaktyczne (np. fragment dopetniacza Cba, fipepgydy, leukotrieny), a
proces migracji odbywa gizgodnie z gradientem czynnika chemotaktycznego.
Chemotaksja doprowadza fagocyta do celu, jakim jestogen, Kktory
zopsonizowany czynnikiem chemotaktycznym ulega leeylinternalizacji przez
komorke zerrg (immunofagocytoza). W jej witrzu tworzy s¢ pecherzyk, zwany
fagosomem, ktory ulega fuzji z lizosomem. Na typéet dochodzi do wigiwej
neutralizacji patogenu, dewastacja jego struktuoatkowity rozpad. Procesy,
ktore do tego siprzyczyniaj mazna ogolnie podzietina dwie kategorie:

- Mechanizmy beztlenowe: Zaliczamy tu szereg cZydwni przede wszystkim
enzymatycznych. W wyniku degranulacji lizosomu daogtza pcherzyka
zostaje uwolnionych szereg enzymoéw litycznych: teles, kolagenazy, lipazy,
deoksyrybonukleazy, polisacharydazy, sulfatazy, fatagy. Najbardziej
charakterystyczne wydzielane wowczas czynniki to:Pl B (zwicksza
przepuszczalnig blony, aktywuje niektore enzymy bakteryjne), kawgm G
(proteaza), defensyny (peptydowe antybiotyki, udzkace blorg i |3
perforupce), kateliny (peptydy kationowe o podobnym do dsj@ dziataniu),
lizozym - muraminaza (destabilizugeiane komorkows bakterii), laktoferyna

(wigze niezlgdne bakteriontelazo) i wiele innych.

- Mechanizmy tlenowe: Fagocyty aktywnigerugce wykazuy nawet
kilkudzieskciokrotne zwgkszenie ziycia tlenu, czemu towarzyszy gwattowne
zuzywanie glukozy w cyklu pentozo—fosforanowym. Nietjéo typowy proces
zachodzcy w mitochondrium, nie hamwjgo azydki i cyjanki. Komorki
fagocytupce masowo wytwarzajaktywne formy tlenu, ktérych destruktywne
dziatanie okréla sk mianem wybuchu tlenowego. Za wybuch tlenowy
odpowiedzialny jest mdzy innymi rodnik ponadtlenkowy. Donorem elektronu
dla casteczkowego tlenu jest NADPKolejng aktywrg forma tlenu wytwarzag
przez fagocyty to nadtlenek wodoru. W sytuacji ogligalnio wysokiego stenia
rodnika ponadtlenkowego, co dla zaktywowanej komaeenej jest tatwe do
osiggniecia, ta reaktywna forma tlenu podlega spontaniczysmutacji, ktorej

produktem jest wkmie nadtlenek wodoru. Gdy c¢genie rodnika
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ponadtlenkowego nie jest odpowiedniozeu uwidacznia si rola dysmutazy

ponadtlenkowej - enzymu, ktéry katalizuje regksyntezy.

Mechanizmy ochrony organizmu przed dziataniem aktywych form tlenu.
Organizmy tlenowe posiadanaturalny mechanizm obronny przed toksycznym
dziataniem reaktywnych form tlenu (oksydantow), in@® nazw bariery
antyoksydacyjnej. Substancje, ktore gpad@ja lub powstrzymuj mechanizmy
powstawania uszkod#zeprzez wolne rodniki (uszkodaeoksydacyjnych), to
antyoksydanty.

Mechanizmy dziatania przeciwutleniaczy ima podziek na:

* enzymatyczne;

* nieenzymatyczne;

» obejmupce napraw i usuwanie cgsteczek uszkodzonych przez

reaktywne formy tlenu.

Enzymatyczne mechanizmy obrony komérek przed taksyo dziataniem
wolnych rodnikdw stanowi enzymy, ktére $ pierwsz linig obrony przed
reaktywnymi formami tlenu, spetnigjbardzo wana funkcje prewencyjs
polegajca na niedopuszczaniu do reakcji @xidw biologicznie wanych z
reaktywnymi formami tlenu. (Paller, 1988; Okuda., i1992). Nalgg do nich:

. dysmutaza ponadtlenkowa;
. katalaza;

. peroksydaza;

. reduktaza glutationowa.

Nieenzymatyczne mechanizmy obrony komorek przedyw#nym dziataniem

reaktywnych form tlenu to:

. antyoksydanty hydrofilowe i hydrofobowe (zmiatageanych
rodnikow);

. jony metali pierwiastkdw prz&giowych;

. metalotioneiny;

22



Antyoksydanty hydrofilowe i hydrofobowe jako sktadnki zywienia.

Gtéwnymi antyoksydantami hydrofilowymiasglutation zredukowany i kwas
askorbinowy (witamina C).

W normalnych warunkach w komaorkach eukariotyczngohad 99% glutationu
wystepuje w formie zredukowanej (GSH), w dlmach milimolarnych. Glutation
w komoérkach odpowiedzialny jest za: utrzymanie giafwwych biatek w formie
zredukowanej, wchodzenie w reakcje z nadtlenkamamicznymi, nadtlenkiem
wodoru, z wolnymi rodnikami, z ksenobiotykami, zulfidami biatek oraz za
petnienie roli gtdbwnego wewgtrzkomorkowego buforu redoks. Glutation
zredukowany uczestniczy ponadto w degradacji hgddw, pestycydow, hamuje
indukowanie przez rodnik ponadtlenkowy autooksyglagdrenaliny oraz
kontroluje wewntrzkomorkowe stzenie tego anionu (Batteli, 1982; Aw i in.,
1991; Torres i in., 1991). GSH w komérkach zwéesch wystpuje gtdbwnie w
mitochondriach i odpowiedzialny jest za neutraljza®aktywnych form tlenu
powstagcych w duych ilosciach w tych organellach (Darleyusmar i in., 1991;
Kawano i in., 1991). Obnenie stzenia GSH w komdérkach zmniejsza ich

oporna¢ na toksyczne dziatanie ksenobiotykow (Nejad, Bottp92).

Kwas askorbinowy (witamina C) posiada silne deheosci antyoksydacyjne
wyrazajgce s¢ wobec Q°, H,O,, OH, HOCI, rodnikéw nadtlenowych, tlenu
singletowego. Ponadto uwmeny jest za najwaniejszy antyoksydant ptynow
pozakomorkowych w organizmie, jak réwaiestanowi istota ochror
antyoksydacyja wewngtrz komorek (Halliwell, 1993). Witamina C zapewnia
utrzymanie wiéciwego potencjatlu redoks w komorce. Wzgch stzeniach
wykazuje widciwosci antyoksydacyjne, natomiast w niskich zaodziat& jak
prooksydant i stymuluje reakcje wolnorodnikowe zmgleza w obecrici jonow
metali przejciowych (Niki, 1991; Sai i in., 1992). Gtéwrieddta witaminy C w
codziennym pgywieniu to: owoce cytrusowe, rokitnik, 28, czarna porzeczka,

papryka, kapusta, brokuty, pomidory, pietruszkazah.

Kolejnym wanym antyoksydantem nalgcym do  antyoksydantow
hydrofobowych jest witamina Eof{tokferol). Obecna jest ona w btonach
komoérkowych oraz w lipoproteinach osocza krwi (Racl984; Yamamoto i in.,

1986). Tokoferole reagag z wolnymi rodnikami zabezpiecaajipidy przed
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utlenianiem a ich antyoksydacyjne dziatanie polega zmiataniu wolnych
rodnikdbw organicznych i terminacji reakcji perokagi lipidéw. (Chow, 1991;
Janero, 1991; Lee i in., 1992). Witamina Ezmadwnie dziata jako zmiatacz
rodnikdw ponadtlenkowych (Torres i in., 1991). Ribdiokoferylowy natomiast
jest stosunkowo mato reaktywny i nie uczestniczieuchu prolongacji reakciji
wolnorodnikowej (Halliwell, 1993) i mge by ponownie redukowany da —

tokferolu przez kwas askorbinowy. Produkiywnosciowe, ktére dostarczaj
naszemu organizmowi dych ilosci witaminy E to: oleje ralinne, kielki

pszenicy, Kciaste warzywazottko jajka, raliny straczkowe.

Do lipofilowych antyoksydantéw natg [3- karoten, jako prowitamina witaminy
A. Wystepuje gtéwnie w produktach étnnych tj.: oleju sojowym i rzepakowym,

koperku, morelach, mango, melonach, marchewce,rikdky.

Zmiataczami wolnych rodnikbwggowniez niskoczsteczkowe zvgzki takie jak:
adrenalina, bilirubina, biliwerdyna, kwas moczowawiagzki kompleksujce jony
metali. Wikszas¢ z nich tj. bilirubina, biliwerdyna i inne (Chahinan., 1991,
Mal i in., 1991) reaguar z rodnikami ponadtlenkowymi nie dopuszgzaio
rozprzestrzeniania gireakcji wolnorodnikowych chrogt jednoczénie komorki
przed uszkodzeniami. Kwas moczowy, jakaiémwy produkt przemiany puryn
w organizmie, hamuje peroksydacje lipidow,$s zarkowy analog mocznika
(tiomocznik) jest specyficznym zmiataczem rodnikbw wodorotlenchvy
podobnie jak mréwczan sodu, etanol, butanol, glakemannitol wychwytuy i
unieczynniag rodniki wodorotlenowe (Marridonneau i in., 1983eming i in.,
1988; Mangino i in., 1991; Salahudeen i in., 199alaria i in., 1991). Zwizki
kompleksugce jony metali mog roéwniez zabezpiecza komorki przed
mozliwosciag wytwarzania wolnych rodnikow.

Jony metali grup przéggiowych mog réwniez w okrelonych sytuacjach
wykazywa& wiasciwosci antyoksydacyjne, katalizag dysmutagj anionorodnika
ponadtlenkowego, podobnie jak dysmutaza ponadtleakoczy reaguc z
rodnikiem OH. Jony miedzi asocjowane zasteczkami biatek np. albumin
surowicy, wykazuj aktywnad¢ dysmutazy ponadtlenkowej. Jony manganu
zabezpieczag] przed toksyczriwia reaktywnych form tlenu, wygaszaglen

singletowy, zmiataj wolne rodniki tlenowe, hamajperoksydag lipidow w
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btonach (Varani i in., 1991). Kompleksy jondwelaza i EDTA katalizuj
dysmutag; rodnikébw ponadtlenkowych. Jony miedzi i manganugmdyc¢
dostarczane do naszego organizmu rowmie codziennej diecie, ktéra me
rowniez stanowé naturalm bariee przed wolnymi rodnikami. Produkty
stanowgce bogate zrodlo manganu to: orzechy, pieczywo petnoziarniste,
warzywa stgczkowe, czarne jagody, borowki, buraki, owies. Rikty, ktore g
dobrymzrodiem miedzi to: wtroba, zielone warzywasktiaste, orzechy, migdaty,

ostrygi, nasiona sfczkowe.

Inng forma nieenzymatycznej ochrony przed dziataniem reakyphrform tlenu
jest przechowywanie niewykorzystanych przez organanow metali (sekwestr
metali), co zabezpiecza przed powstawaniem rodnikdedorotlenowych i
innych. Najczsciej nadmiar jondw metali jest gromadzony wasieczkach
wyspecjalizowanych bialek magazygeych. Szczegodlne niebezpieczne dla
organizmu g jony zelaza i miedzi, poniewamog one w obecrkxi H,O,
generowa wolne rodniki. Jonyelaza w tkankach wzane g przez transferryhi
ferrytyre. Jony miedzi wyspuja w osoczu krwi; cgs¢ z nich tworzy kompleksy

z albumiry, aminokwasami i z ceruloplazmifChahine i in., 1991).
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KONCOWE PRODUKTY GLIKACJI BIALEK (AGES).

Koncowe produkty glikacji biatek (advanced glycatiomdeproducts — AGES),
powstag w sytuacji zwgkszonej dystrybucji substratéw tj. ¢glowodanéw
(hiperglikemia) i biatek, tj. igidzy innymi w cukrzycy i niewydolrizi nerek.
Glikacja ma charakter nieenzymatyczny i jest pragiein potranslacyjnej
modyfikacji biatek, ktoéra polega na kondensacji pyikarbonylowych cukrow
redukupcych z grupami aminokwasowymi biatek ustrojowychsnitennictwo
podaje rownie okreslenie ,glukozylacja nieenzymatyczna” (Turyna, 1988)
przypadku, gdy cukrem redulkigym jest glukoza, lub reakcja Maillarda - od
nazwiska odkrywcy (Maillard, 1912).

W zdrowym organizmie proces glikacji biatek zachodpontanicznie bez
udzialu enzymoéw a jego produkty tatwo ulegajlegradacji. W stanach
patologicznych natomiast dochodzi do nasilenia ggagowstawania produktow
glikacji (AGEs), g one woéwczas magazynowane W organizmie i przycpysia

do licznych powikta miedzy innymi w przebiegu cukrzycy.

AGEs mog by¢ rowniez pochodzenia egzogennegoy slostarczane do
organizmu cztowieka razem z pokarmem. SzczegOlam groduktow glikacji
znajduje s} w pieczonym chlebie (hzowej skorce) oraz nggie pieczonym na
ruszcie. Jednak udziat egzogennych AGEs w catkpwitd jest maty, a jako
Zwigzki oporne na enzymatycgn chemiczi hydrolizz s3 Zle wchtaniane z

przewodu pokarmowego (Sebecova i in., 2000)

Mechanizm powstawania kaacowych produktéw glikacji biatek (AGES).
Glukoza lub inne cukry proste (galaktoza, fruktonahodz w spontanicza
nieenzymatyczgn reakcg glikacji z licznymi biatkami np. hemoglokin
albumirg, kolagenem. Proces ten zostaje zaptk@mvany nieenzymatycznym
wigzaniem grupy aldehydowej cukru redulaggo z grup aminow biatka. Jest
to pierwszy, szybko przebiegaly, odwracalny etap glikacji prowagtzy do
powstania zwjzku o charakterze zasady Shiffa (aldoiminy). Stawnowagi

pomicdzy poziomem glukozy i ikxig grup aminowych biacych udziat w tej
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reakcji trwa zaledwie kilka godzin. W drugim etapghkacji, w procesie
odwracalne] rearaacji zasady Shiffa zwanej przegrupowaniem Amadori,
powstaje bardziej trwata forma ketoaminowa, ktocggs poitrwania mie
obejmowa ok. 28 dni. W przypadku zmodyfikowanych biatek tagim okresie
poéttrwania (np. kolagen) dochodzi do dalszych pszédcaé trwajagcych kilka
mieskcy. W zaleénosci od pH srodowiska zmienione biatka ulegajeakcjom
oksydacji, dehydratacji, fragmentacji i kondensadjinymi grupami aminowymi
(tzw. reakcjom Maillarda), co w konsekwencji prowadio formowania si
stabilnych produktoéw kitcowych zaawansowanej glikacji (advanced glycation
endproducts — AGESs) (rys. 1). Za pomodostpnych metod analitycznych
zidentyfikowano niektore kaowe produkty glikacji tj.: 2-furylo-4(5)-(2-
furanylo)1-H-imidazol (FFIl), karboksymetylolizgn (CML), pyralire (5-
hydroksy-metylo-1-alkiklopirolino-2-karaldehyd) I eptozydym. Ich
charakterystyczncechy s3: brunatnozotte zabarwienie, specyficzne \stavosci
spektrofotometryczne (fluorescencja przy dloeej diugaci fali) i zdolnas¢ do
tworzenia miedzy- i wewgirzmolekularnych wjzan krzyzowych poméedzy
biatkami (cross-links). Wixiwosci te g istotne przy oznaczaniu AGEs, nale
jednak podkrédi¢, ze izolacja i chemiczna identyfikacja AGEs jest tradze
wzgledu na ich heterogegmatug i duza wrazliwos¢ na zmiany pH (Lee, Cerami
1992).

pradukty kofcows
Glukoza =+ aminokwas —= zasa-l-da Schifa—s produkt Amadon ——e  ZaaWansowanej
4§ likacji biatek
NH =R CHyNH— R L
I | AGEs
H-[|3=C' H-C C=0
| |
(CHOH g + WH,—R — % ([CHOH), —= (CHOH); ~ —=  AGE-proteiny
| -—

| |

CH,HOH CH,0H CH,0H

Rys. 1. Schemat tworzenia AGEs wg Lee’a i Cerami®@ye- reszty peptydowe)
(Lee, Cerami, 1992).
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Typy i wiasciwosci fizykochemiczne niektorych kaicowych produktéw
glikacji biatek.
Sparod wielu AGEs najbardziej poznana zostata natadodksymetylolizyny,

pentozydyny i pyraliny.

Karboksymetylolizyna (CML) opisana zostata w 1986 roku przez Ahmeda i in
(Ahmed i in., 1986). Powstaje na drodze rozszcrepiproduktow Amadori lub
zasad Shiffa ngdzy weglem C-2 i C-3 tacucha wodorowglowego w obecrii
tlenu lub podczas autooksydacyjnej glikacji (Dunn.j 1990; Nagai i in., 1998).
Hamup ta reakcg aminoguanidyna, enzymy rozktageg nadtlenki: dysmutaza
ponadtlenkowa i katalaza oraz witamina E. Ze wdglna sila zaleenos¢ od
tlenu oraz pérednictwo rodnika hydroksylowego w jej powstawaniu
(autooksydacyjna glikacja), jest ona wamaa za marker stresu oksydacyjnego
zwigzanego z reakcjami utlenianiacglowodandw i lipidow oraz odlegtych
uszkodzé biatlek w procesach starzenig sniazdzycy i cukrzycy (Regena i in.,

1996). Widciwosci fizykochemiczne CML zostaty przedstawione w tahel.

R —HN—CH—-CO—FR

CH,

COOH

Rys. 2. Wz6r struktury karboksymetylolizyny (R, Rteszty peptydowe).

Pentozydynapowstaje w reakcji rybozy, ksylozy lub arabinozyiatkowymi
resztami lizyny i argininy. Poza pentozami substrat przy tworzeniu
pentozydyny mge by tez glukoza. Krotly charakterystyk fizykochemiczi
pentozydyny przedstawiono w tabeli nr 1. Zaw&rtpentozydyny rénie w

tkance wraz z wiekiem. Obserwuje sakze jej znaczg obecné¢ w tkankach,
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ktore charakteryzyj sie bardzo wolnymi przemianami kolagenu np. tchawicy,
mniejsz natomiast w tkankach o szybszych przemianach kalagj. oponie

twardej, aorcie, rdzeniu nerki, skorze (Odetti.j 1D92).

R 1

Rys. 3. Wzor struktury pentozydyny (R, R’ — resagptydowe).

Pyralina powstaje z 3-deoksyglukozonu -spedniego produktu glikacji biatek
charakteryzuyjcego s¢ duzg reaktywndcia (tabela nr 1), ktéry ponownie
inkubowany z biatkami daje pyrafn(Otin i in., 1995). Oznaczenia zyciem
przeciwciat monoklonalnych daj mozliwos¢ obserwowania jej w
zewnytrzkomorkowej macierzy wielu tkanek (Miyata i in992). Jej wiéciwosci

fizykochemiczne zostaty przedstawione w sagj tabeli.

7N
HDHEC/\N /\CHO
|

(CH2),

R"—C—CH-NH--R'
I
0
Rys. 4. Wzor struktury pyraliny (R, R’ eszty peptydowe).

29



Tabela nr 1. Wigciwosci fizykochemiczne niektorych AGEs (Nagai i in.,989.

Wiasciwosci

chemiczne

(CML)

pentozydyna|

pyralina

imidazq

3-deoksyglukoz

on

zdolngé

swiecenia

tworzenie
wigzan

krzyzowych

reaktywng¢

biochemiczna

Formy AGESs: rozpuszczalne i zwazane z biatkiem.

Pentozydyna i karboksymetylolizyna znajphg s¢ we krwi —w 90 % 8

zZwigzane z albumigy a w 10 % s w stanie wolnym (Regena, i in., 1996).

Rozpuszczalne w wodzie formy AGEs izolujes siskpnie poprzez

rozcieaczenie surowicy buforem fosforanowym gcgenie na gzku o

porach 0,22um. Formy drobnocsgsteczkowe przechodzlo roztworu i do

oznaczania wykorzystywang gh wiasciwosci fluorescencyjne. Pomiary
wykonywane g przyswietle wzbudzenia 370 nm i emisji 440 nm. Wyniki
wyrazane § w umownych jednostkach fluorescencji (Nakayaman.j i
1989). Makita i in.(Makita i in., 1992) wykazalize funkcja AGEs
Zwigzanego z bialkiem o dej masie cgsteczkowej jest podobna w
grupach pacjentéw z cukrzycobchzonych dodatkowo niewydolsoig
nerek, jak u oséb zdrowych. Natomiast dramatycharice wystpuja W
nisko casteczkowej frakcji AGEs (< 10000 daltonéw) tzw. kica
peptydowej AGEs, ktora byla ponad czterokrotniezsza w surowicy
os6b dializowanych obgionych cukrzyg. Pojedyncza sesja dializy
zmniejszyta poziom AGEs zaledwie o okoto 20 %, wtgzasie poziom
kreatyniny spadt o prawie 80 %, co wskazuje, produkty te nie g
transportowane poprzez bipwlializacyjry i kumulujg sie w organizmie
(Makita i in., 1992).
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Receptory dla AGEs.

Koncowe produkty glikacji biatek w przeciwfistwie do produktéw wczesnej
glikacji s3 rozpoznawane przez specyficzne receptory komorkdweGE
(receptors of advanced glycated end products). nfyfikowano je na
powierzchni monocytéw, makrofagoéw, komorekodbionka, fibroblastow,
komoérek mezangium i limfocytow T (Kgiek, Winiewska, 2001). Gtéwna rola
receptora RAGE polega na degradacji AGEs, gqumio na regulacji procesu
przebudowy macierzy pozakomorkowej. Reakcja AGEse@ptorami RAGE
nasila stres oksydacyjny, powoduje réwni@walnianie cytokin prozapalnych:
czynnika martwicy nowotworow (TNF alfa), IL-1, IL-6 czynnikéw
prozakrzepowych: czynnika tkankowego (TF), trombdoimy;
naczynioskurczowych: endoteliny (ET-1) oraz czyanikdhezji (VCAM) i
czynnikdw wzrostu (Kropiewnicka,gezek, 2000; Ksizek, Winiewski, 2001).
In vitro wykazanoze beta-2-mikroglobulina zmodyfikowana przez AGEga@i
si¢ z receptorem RAGE indukig reakcje komérkowe. Dochodzi do nasilenia
chemotaksji zaktywowanych monocytow, ktore uwalniaterleukire 1-beta i
czynnik martwicy nowotworow alfa, pobudzeg¢ resorbe tkanki kostnej.
Bioragc pod uwag zaleznos¢ pomidzy kontrog glikemii i ligandami dla RAGE,
mozna by przypuszcza ze scista kontrola glikemii chroni przed powiktaniami
naczyniowymi w cukrzycy. Loredana i in. (Loredania., 2003) stwierdzaj ze
RAGE bierze udziat w przyspieszonym tworzeniu zmiamezdzycowych i
narastaniu tych zmian, a jego blokadazemgtanowé nowg strategs stabilizaciji
miazdzycy i zapalenia nacay w juz istniegcej cukrzycy. Niektore efekty
biologiczne AGEs mag by¢ modyfikowane aminoguanidyn przeciwciatami
przeciwko RAGE i blokeramptzenia s AGEs z receptorami RAGE (probukol,
trypsyna), te informacje magby¢ przydatne w przeciwdziataniu procesom
glikacji u ludzi (Sebakowa, i in., 1999; Miyatani.j 2001).
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MODYFIKOWANA OKSYDATYWNIE ALBUMINA (IMA).

Zmodyfikowana oksydatywnie albumina jako swoistykasik niedotlenienia,
niesie ze sap dwze nadzieje jako biochemiczny parametr wskaaujmicdzy
innymi na niedokrwienne uszkodzenie ¢mia sercowego i innych stanow
klinicznych spowodowanych niedotlenieniem. LudzKaueina surowicy jest
biatkiem kgnzacym we krwi transportgcym jony metali przégiowych na N-
koncu taacucha aminokwasowego. Istgtoechy albuminy w padczeniu z jonami
metali przejciowych jest zdoln& zmiatania reaktywnych form tlenu (wolnych
rodnikdw). Ta wtaciwos¢ albuminy niestety stabnie w sytuacjach niedotleisie
jak rowniez pod wptywem dziatania nadmiaru reaktywnych forentl, a wiec w
stresie oksydacyjnym. Wpityw tych czynnikbw prowaddp modyfikaciji
albuminy, a konkretnie do ugledzenia jej N-kaca taicucha aminokwasowego
(lizyny), ktory staje si niezdolny do wjzania metali przégiowych, w tym jonéw
kobaltu, niklu lub miedzi. Brak tak istotnych aktyych form albuminy

przyczynia s$ do wzmaonego stresu oksydacyjnego (Bar-Or, 2001).

Rys. 5. Czsteczka albuminy A) =z normalnym N4kmem tacucha
aminokwasowego wracym jony miedzi; B) ze zmodyfikowanym N-koem
tancucha aminokwasowego, niezdolna do gashia jonéw miedzi (wg

http://www.ischemia.com 2004).

Zdolnas¢ modyfikacji czsteczki albuminy w sytuacji niedotlenienia lub stre
oksydacyjnego iywa st przy oznaczaniu parametru IMA. Dlategoz te
zmodyfikowana oksydatywnie albumina @0 stanowé swoisty wskanik
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niedotlenienia, i niesie ze sphdwe nadzieje jako biochemiczny parametr
wykazupcy miedzy innymi na niedokrwienne uszkodzeniegénia sercowego i
innych stanéw Kklinicznych spowodowanych niedotlereen. Znaczenie
oznaczania IMA wjze st z mazliwosciag oceny wielkdci szkdd reperfuzyjnych
wystepujacych jako efekt zwikszania przeptywu krwi przez pierwotnie
niedotlenion tkanke (Naskalski, 2005). U os6b zdrowych takobserwuje si
obecné¢ tego markera, (okreslone zostaly wartii referencyjne w
prezentowanej pracy) natomiast nie stwierdzonol&ojiez wiekiem, ptca, ras,

paleniem tytoniu.{ttp://www.ischemia.com 2004).

Istotrg cechy IMA jest jej szybkie pojawienie siwe krwi, bo ju w kilka minut
od incydentu niedotlenienia, napkszy wzrost wysipuje w 4-6 godzinie od
pojawienia s§ niedotlenienia, a spadek ngatje przed uptywem pierwszej doby.
W poréwnaniu z innymi markerami tj. ¢cTnT, CK-MB, oglobing (Myc),

modyfikowana oksydatywnie albumina najwgaiej pojawia s¢ we Krwi.

W swietle literatury kardiologicznej (Bar-Or i in., Q0; Zapico-Muniz i in., 2004)
stezenie IMA naley traktow& raczej jako wskaik prognostyczny
zagraajacego niedotlenienia, hjako test potwierdzagy ostry epizod wigcowy.
IMA jest, wigc markerem mato swoistym dla ¢imia sercowego. Plasujesin w
grupie testow rozpozrgjych niedokrwiena chorole serca w fazie okétanej
jako minimalne uszkodzenie @nia sercowego obecnie rozpoznawane na
podstawie wzrostu atenia cTnl lub cTnT nie przekraczaggo progu
rozpoznania zawatu serca (Naskalski, 2005).

Podwyz:szone wartéci modyfikowanej oksydatywnie albuminy uzyskuje sie
tylko u chorych z niedokrwieniem gdnia sercowego, ale ta& z
niedokrwieniem mgsni szkieletowych lub innych nagdéw (Zapico-Muniz i in.,
2004), u o0sOb z udarem mozgu, schytkoprzewleky niewydolndciag nerek
(ESRD), z wysokim stopniem infekcji, w zaawansowanynowotworach
(leukemia) [ttp://www.ischemia.com 2004). Nie wykazano podwszonego
poziomu IMA u oséb z chorabCrohna, chorobami autoimmunologicznymii,
chorobami jelit, uszkodzeniami ortopedycznymi, u 6los uzywajagcych

stymulantow (ttp://www.ischemia.com 2004).
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1)

2)

3)

CELE PRACY
Celem pracy byto:

Opracowanie analityczne metod oznaczaniackwych produktow glikacii
biatek (AGESs) i modyfikowanej oksydatywnie albumififlA).

Pomiar stzenia kaicowych produktéw glikacji biatek (AGES), ¢genia

modyfikowanej oksydatywnie albuminy (IMA) oraz prdddéw peroksydacii
biatek tj. grup karbonylowych (GK) w wybranych gagh pacjentéw ze
zwigkszonym ryzykiem sercowo — naczyniowym.

Ocena wptywu zabiegu operacyjnego haczestie markerow stresu
oksydacyjnego: grup karbonylowych biatek (GK), mikiywanej

oksydatywnie albuminy (IMA) i kacowych produktow glikacji biatek
(AGEs).
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MATERIAL | METODY

Charakterystyka badanych grup

W badaniu wazjto udziat 412 pacjentéw w tym 158 kobiet i 254ateyzn.

Pacjentow podzielono na nggtijace grupy:

I. Grupa kontrolna - 30 zdrowych oséb w tym 21 kobiet i ®inzyzn,srednia
wieku wynosita 38 £ 12 lat. W tej grupie badanychnaczano: kicowe
produkty glikacji biatek (AGEs), modyfikowaroksydatywnie albumin(IMA),
produkty peroksydaciji biatek — grupy karbonylowe<{G

Il. Pacjenci z przewleky choroba nenerek wsrod ktorych wyrégniono 4
podgrupy:

1. Pacjentéw z przewlekt choroly nerek w stadium Ill — V (GFR 45 - 6

[ml/(min./1.73 m?)]), leczonych zachowawczo z Paradefrologicznej AMG

- 113 pacjentow (42 kobiety i 71ertzyzn),srednia wieku pacjentow 65 + 13
lat. W tej grupie badanej oznaczano: AGEs, IMA, G&, warunkiem
wiaczenia do badania bytoegenie kreatyniny powsej 1.4 mg/dl.

2. Pacjentéw hemodializowanych z Kliniki Nefrologiirransplantologii AMG —
43 pacjentow, w tym 16 kobiet i 27¢ttzyzn,sredni wiek pacjentow 55 + 12
lat. W tej grupie pacjentéw oznaczano AGEs.

3. Pacjentéw dializowanych otrzewnowo z Kliniki Nefogii i Transplantologii
AMG - 44 pacjentéw, w tym 15 kobiet i 29¢titzyzn,$redni wiek pacjentow
57 £ 11lat. W tej grupie oznaczano AGEs.

4. Pacjentow po zabiegu transplantacji nerki z Kliniklefrologii i
Transplantologii AMG - 15 pacjentéw. Krew pobierana czczo 2 razy: |
pobranie - przed przeszczepieniem nerki; Il polaanipo przeszczepieniu
nerki. W tej grupie pacjentow oznaczano AGEs i IMA.

1. Pacjenci z cukrzy@ typu 2 z Kliniki Nadcisnienia i Diabetologii AMG -
50 pacjentow (50 giczyzn), wsrednim wieku 52 + 17 lat. W tej grupie
badanych oznaczano wszystkie 3 parametry: AGE®, IMK. Dodatkowo
charakteryzowano grgppod wzgédem masy ciala i steniem kreatyniny w
osoczu oraz glikowanej hemoglobiny (HbA1C). Wéttouzyskano z kart
pacjenta.Srednia masa ciata 94.05 + 16.83 I§gednie sfzenie kreatyniny w
osoczu 1.41+ 0.88 mg/dkrednie s¢zenie HbAL1C 7.9 + 2.18 g/dl.
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V. Pacjenci z choroly niedokrwienna serca (27 pacjentow) z | Kliniki
Chorob Serca AMG, ktérych podzielono na dwie poggru
1. Pacjenci, u ktorych wykonano plangwprzezskora rewaskularyzag

migsnia sercowego (PTCA - angioplastyka naczwyiencowych) - 19
pacjentow.
2. Pacjenci z bélem w klatce piersiowej bez zmian wameu EKG, ktorzy nie
wymagali przeprowadzenia angioplastyki naceyencowych - 8 pacjentow
W obu podgrupach oznaczano modyfikowaoksydatywnie albumin
(IMA), ale w r&nych ods¢pach czasowych.
W pierwszej podgrupie badanie wykonano wcpi punktach czasowych:
I: przy przygciu na oddziat;
II: tuz po zabiegu;
lll: 1 godz. po zabiegu;
IV: przy usungciu koszulki (6 godz.);
V: w kolejnej dobie po zabiegu.
W drugiej podgrupie wykonano badanie w dwochipaich czasowych:
I: pojawienie si bolu w klatce;
II: doba od pojawieniasbolu w klatce piersiowe).

V. Pacjenci poddawani zabiegom operacyjnynz Kliniki Anestezjologii i
Intensywnej Terapii AMG, operowani w znieczulenatkowitym. W badaniu
wzigto udziat 91 pacjentow (49 kobiet i 42¢pezyzn),srednia wieku 55 + 16.
Krew pobierano w czterech punktach czasowych. I|-ppbranie - przed
zabiegiem; ll-gie pobranie - po intubaciji; Ill-e panie - po 30 min. od
rozpoczcia zabiegu; IV-te — pobranie po wybudzeniu pageStedni czas
trwania zabiegu wyniést 108.8 min. Chorych podaielona 4 grupy wg
schematu przyjego przez Amerykeskie Towarzystwo Anestezjologéw — ASA
(American Society of Anesthesiologists). Podziakkahywat anestezjolog.
ASA | — chory do 65 rokuycia, zdrowy (30 chorych); ASA 1l — chory po 65
roku zycia lub z niezbyt nasilona chorpbogélrp przebiegajca bez
ograniczenia jego wydoldoi (36 chorych); ASA Ill — pacjent z gika choroly
ogolnoustrojow, ograniczajca znacznie jego wydoldd (24 chorych); ASA IV
— chory z c¢zka choroly ogolnoustrojow stanowsjca zagraenie dla jegaycia
(1 chora), grupa odrzucona w badaniu ze whglna ma liczebnag¢. Do

badania nie byli kwalifikowani chorzy przypisani doupy ASA V. Skala ASA
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ma na celu standardowe o#lenie fizycznego stanu chorego
przygotowywanego do zabiegu operacyjnego. ASA kiesta samego stopnia
ryzyka zwgzanego ze znieczuleniem i z samym zabiegiem, p@aiea ryzyko
znieczulenia ma wptyw bardzo #zim elementow jak wiek chorego, rozlegto

zabiegu, czas trwania zabieguswadczenie operatora.

Wsréd pacjentow w tej grupie scharakteryzowano:

A) 27 chorych z chorapnowotworows poddannych zabiegom operacyjnym,
w tym 11 chorych z nowotworem piersinaiu chorych z nowotworem ptuca,
pieciu z nowotworami przewodu pokarmowego, jeden zataxwrem nerki;

B) 27 chorych poddawanych zabiegom okulistycznym;

C) 8 chorych poddawanych zabiegom chirurgii nacawmei;

D) 8 chorych po urazach poddawanych planowym zalnieggpozycji kéci;

E) 7 pacjentek z tagodnymi zmianami gruczotu sutkgw

F) 10 chorych poddannych zabiegom na jamie brzysa&nygczapc grug
chorych nowotworowych, w grupie tej zndiesi¢ miedzy innymi chorzy z
choroly Crohna;

G) pozostatych chorych w liczbie 4 poddawanych mraabiegom
operacyjnym.

W grupie pacjentow poddawanych zabiegom operacyjmgmaczano: AGESs,
IMA, GK.

Pacjenci wyraali pisemn zgod: na udziat w badaniu zatwierdzonym przez
Terenows Komisje Etyki Badan Naukowych przy AMG. Kopia zgody znajduje
sie w aneksie.

Krew do wszystkich bada pobierana byla na czczo do probowki bez
antykoagulanta, wirowana przez 5 min. przy 3000/ofn., nas¢pnie oddzielon

surowic od krwinek zamrzano do czasu analiz w temperaturze - 70° C.
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METODY ANALITYCZNE

Oznaczanie kacowych produktow glikacji biatek (AGEs) — metoda
bezpadrednia, spektrofluorescencyjna.

Stezenie kaicowych produktéw glikacji biatek (AGES) w surowi@znaczano
wedtug metody opisanej przezilkha i in. (Mincha i in., 1997) i opracowano
petra charakterystyk metody na potrzeby laboratoryjne Katedhywienia
Klinicznego, AMG.

Zasada metody:

Pentozydyna, jeden z produktow glikacji biatek, ipda wiaciwosci
fluoryzujace, w jej sklad wchodzi pigeien imidazolo-(4,5b)-pirydynowy
warunkupcy zdolngci do swiecenia i & jej ceclr wykorzystuje s w
oznaczeniach spektrofluorescencyjnych. Pentozydepaezentuje okoto 90 %

wszystkich kacowych produktow glikacji biatek (Takahashi i it996).

Aparatura:
- spektrofluorymetr Perkin Elmer LS 50 B (USA),
- kuweta kwarcowa (fluorimetr Cuvet Silica) firmy SWA (USA),
d=1cm,
- sgczki firmy Millipore (Irlandia), GSWP o wielkgi porow 0.22 pm i
srednicy 13 mm,
- nakfadki na gczek - Swinnex firmy Millipore (Irlandia),

- strzykawka plastikowa firmy Millipore (Irlandia).

Odczynniki:

Bufor fosforanowy pH 7.9, o @teniu 0.1 M/l w sktadzie diwodorofosforan (V)
potasu (KHPQ,) i wodorofosforan (V) potasu @KPQOy), frmy POCH S.A
Gliwice (Polska).

Przygotowanie buforu fosforanowego:

Zwazono 6.9545 g KEPO, i rozpuszczono w 500 ml wody, pH roztworu 4.8.
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Zwazono 8.709 g KHPO, i rozpuszczono w 500 ml wody, pH roztworu 8.5.
Zmieszano KHPQ, z K;HPO, w stosunku 1:4 doprowadaajbufor do pH 7.9 1
molowym roztworem wodorotlenku sodu (1 M KOH) i @armalnym roztworem

kwasu solnego (1 N HCI).

Posipowanie analityczne:

Krew petry pobierano na czczozyty tokciowej do probowki bez antykoagulanta,
nastpnie oddzielano surowgcod krwinek poprzez wirowanie przez 5 min. przy
3000 obr./min; 50 pl surowicy dodawano do 4950 yfbhu fosforanowego o pH
7.9 (rozciéczenie surowicy 100 razy). Rozaezorg surowie w buforze
fosforanowym gczono na gczkach Millipor, o porach 0.22 um. przyyeiu
plastikowych naktadek - swinnexow i strzykawek fyirrMillipor. W 3000 pl
przegczu oznaczano fluoresceagrzy dtugdgci fali emisji 440 nm. i wzbudzenia
370 nm. oraz szczelinie 15 nm. w temperaturze mkej, wzgbdem buforu
fosforanowego w kuwecie kwarcowej. Peobleps stanowito 3000ul bufor

fosforanowego o pH 7.9.

Obliczenia:
[(Fpad = Fa) X 100]
C biatka

Foag.— Warta¢ fluorescencji préby badane;j.
Fq. — wartg¢ fluorescencji probylepej.
C biatka — sfzenie biatka [g/100 ml surowicy]

W obliczeniach uwzgldniano rozciéczenie surowicy (100 razy) a uzyskane
wynik wyrazano jako jednostki umowne na gram biatka. Biatkdkmaite
oznaczano metad biuretowy standardowo stosowanw laboratorium z
zastosowaniem zestawu firmy Roche, na aparaciechiitZd04 (Japonia).
Jednostka, w ktorej wytzany jest wynik [U Fl/g biatka] jest jednogtkimowrs,
oznacza zmianfluorescencji przypadaga na gram biatka w 100 ml surowicy.
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W zwigzku z opracowywaniem metody pottj nas¢pujace posgpowania:

1. Przygotowywanie wtasnego wzorca AGEs.

Podczas oznaczania i identyfikacji zukow, niezlgdne jest posiadanie wzorca,
ktory daje maliwos$¢ wiarygodnego i pewnego oznaczenia w materiale fyada
Niestety najwgkszym problemem przy oznaczaniu nkowych produktow
glikacji biatek jest brak komercyjnie depnych wzorcow zwgzkOw najbardziej
reprezentatywnych tj. gtdbwnie pentozydyny i karbghkstylolizyny. Na potrzeby
analityczne przy opracowywaniu metody oznaczaniaEAGpostiono se
wiasnym inkubowanym materiatlem wzorcowymnkowych produktow glikacji
biatek, ktory byt mieszaninAGES, synteg przeprowadzono w oparciu o badania
Minch iin. (Mincha iin., 1997).

Przebieg inkubacji byt nagiujacy:

Przygotowano 1 M roztwor glukozy poprzez rozpusagd8 g glukozy w 100
ml 0.1 M buforze fosforanu potasu o pH 7.9. Npste w 10 ml 1 M roztworu
glukozy w 0.1 M buforze fosforanu potasu rozpusmcz®.5 g albuminy jaja
kurzego i inkubowano w temp. 50°C przez 6 tygo®ozpuszczalne w wodzie
AGEs byty usuwane przez diadiza uzyskany w ten sposéb materiat glikowanego

biatka shzyt jako wzorzec.

Tak przygotowany wzorzec pogi do sprawdzenia zakresu liniogsd metody,

powtarzalnéci i odzysku.

2. Wyznaczanie krzywej kalibracji inkubowanego wzoca.

Wzorzec AGEs rozcieezono 1000 razy (10 pl wzorca + 9990 pl buforu
fosforanowego- pH 7.9),3s6zono na gzku 0.22 um (podjo postpowanie
identyczne jak przy oznaczaniu we krwi) i mierzdlumrescengj przy szczelinie
15 mm i przy diugéci fali emisji 440 nm. i wzbudzeniu 370 nm.

Wykonano krzywy kalibracji sktadajca sie z 9 punktow {rednig wyliczano z
dwoch pomiaréw dla kalego punktu). Wykres zaleosci fluorescencji od iléci

biatka we wzorcu przedstawiono posi.
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Rys. 6. Wykres zalaosci migdzy fluorescengj a iloscig biatka wzorcowego.
Obserwowano zakmos¢ liniowa fluorescenciji od iléci biatka we wzorcu.

3. Wyznaczanie powtarzalnéci dla wzorca AGEs.

Powtarzalné¢ to zmienné¢ wynikéw pomiaréw wykonywanych przez jednego
operatora kilkangie razy (Stat. Soft).

Wzorzec AGEs rozcieezono 1000 razy (10 pl wzorca + 9990 pl buforu
fosforanowego- pH 7.9)aszono na gczku 0.22 um i przygotowano ngghie 3
stezenia roztworu wzorca w buforze fosforanowym, dlazdego s§zenia
wykonano 12 powtérze i zmierzono fluorescengjwzgledem slepej (buforu

fosforanowego - pH 7.%yednie wartéci przedstawiono w ponszej tabeli:

Tabela nr 2. Ocenadnu precyzji oznaczania wzorca AGEs.

Biatko wzorca jig/probke] 125 200 500
Sr.A fluorescencji + SD 56,1+3,8 88,1+2p 198,444
wz 6,8% 2,5% 2,2%

SD- odchylenie standardowe
WZ- blad wzgkdny
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Dla zawartdci biatka powyej 200 pg/proke, blad precyzji osigat stabilne
wartasci rzedu 2.2% - 2.5%.

4. Zakres liniowosci w badanym materiale (surowicy).

Wykonano 9 ranych (rosmgcych) stzen surowicy dodajc odpowiednie iléci
surowicy i buforu fosforanowego i mierzono w nidhdrescengj, od kadego
pomiaru odjto wartad¢ slepej (bufor fosforanowy pH 7.9)%rednp wartasé
wyliczono z trzech kolejnych pomiarow, wyniki prztawiono na poumszym

wykresie.

180

r?=0,9707; r=0,9852; p = 0,000001; .
160 | |y = 3,349 + 12,3676*x o

140

120 ¢

100
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Rys. 7. Wykres zalmosci liniowej miedzy fluorescengj a stzeniem biatka w

surowicy.

Obserwowano zakmos¢ liniowa pomkedzy fluoresceng a stzeniem biatka w
surowicy.

5. Powtarzalnos¢ metody oznaczania AGEs w surowicy.

Przygotowano 3 rne rozciéczenia surowicy w buforze fosforanowym.

1) rozcigiczenie 50 razy (0.003 g biatka/ml surowicy)

2) rozcieczenie 100 razy (0.006 g biatka/ml surowicy)

3) rozcieczenie 500 razy (0.03 g biatka/ml surowicy).

Dalsze posfpowanie analityczne byto zgodne z metodla kadego szenia

wykonano 15 powtOrze i zmierzono fluorescengjwzgledem slepej (buforu
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fosforanowego - pH 7.9), przy szczelinie 15 rirednie wartéci przedstawiono
w tabeli nr 3.

Tabela nr 3. Ocenadatu precyzji oznaczania AGEs w surowicy.

Biatko w surowicy 0,003 0,006 0,03

[g biatka/ml surowicy]

Sr.A fluorescencji + SD 41+12| 220+x14 41,7x1/4
WZ [%] 29 6,4 3,3

SD - odchylenie standardowe
WZ - blad wzgkdny

Dla zawartdci biatka powyej 0,006 g biatka/ml surowicy, 4d precyzji osigat
stabilne wartéci rzedu 3.3% - 6.4%. Rozaezenie przynajmniej 100 razy

surowicy daje stabilne wyniki pomiarow AGEs.

6. Préba odzysku wzorca AGEs dodanego do surowicy.

Do badanego materiatu — surowicy, dodawano zma&¢ substancji wzorcowej;
- Przygotowano roztwor wzorca AGEs w buforze foafmwym 1000 razy
rozcieaczony (10 pl + 9990 ul buforu fosforanowego pH 7.€)zono na sczku
0.22 um.

- Przygotowano roztwoér surowicy 34 razy rozcieony (100 pl surowicy + 3300
ul buforu fosforanowego pH 7.9.
- Fluorescencje mierzono w 3 mieszaninach roztwazarca, surowicy i buforu
fosforanowego, ktore zmieszano w rasijacych proporcjach:
a) wzorzec + bufor 1:2
b) surowica + bufor 2:1
C) surowica + wzorzec 2:1
Srednie wartéci fluorescenciji wyliczano z 6 pomiaréw widej serii.
Uzyskano nasgpujacesrednie wartéci fluorescencji mieszanin:
a) wzorca w buforze fosforanowym — 75.3 £ 0.72 U FlI
b) surowicy w roztworze fosforanowym — 53.0 £ 1.9 U Fl

C) surowicy i wzorca —-118 + 3.67U Fl
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Obliczenia:
Odzysk = (c-b) / a x 100% = (118.3 - 53) / 75.30% = 86.7 %

Odzysk dodanego wzorca podczas analizy wyniost &6.7

Przy opracowaniu metody oznaczania¢mvych produktow glikacji biatek

wybrano nasfpujace warunki techniczne:

A) Do pomiaru ustawiono w spektrofluorymetrze szczelimedu 15 nm,
przez ktog przechodzity promienie fluorescencji.

B) Standardowe gg&zenie rozciéczonej surowicy/wzorca w buforze
fosforanowym na gzkach Millipor, o porach 0.22 pum. przyzyeiu
naktadek na gzki — swinnexéw firmy Millipor. Podczasaczenia
pozbywamy si wielkoczsteczkowych uktadow, ktére mogtyby wptyiva
na zawyenie wyniku fluorescencji. Fluorescencjaczonego roztworu
surowicy w buforze fosforanowym wynosita 11.0 + D.U Fl., a bez
saczenia 15.6 £ 0.19 U Fl.

C) Kuwete kwarcowg, ktéra dawata nsze wartéci fluorescencji w stosunku
do kuwety polistyrenowej. Fluorescencja surowicy \wuforze
fosforanowym w kuwecie kwarcowej wynosita 4.8 + 0.2 w
polistyrenowej 11.9 £ 0.5 U Fl. Te mice w wartdciach pomiaréw
fluorescencji swiadcz o wiaciwosciach nieinterferujcych kuwety
kwarcowej.

D) Przechowywanie materiatu biologicznego (surowicylemperaturze - 70°
C. W tych warunkach poziom AGES w surowicy utrzynayvwsie na
niezmiennym poziomie przez 30 dni. Pomiaru dokomavaodziennie
przez 30 dni, rozcieezapc surowie 100 razy miergc fluoresceng przy
diugasci fali emisji 440 nm i wzbudzeniu 370 nm i szcaadi 15 nm.
Srednie wartéci fluorescencji w eigu 30 dni wyniosty dla - 70° C 33.16 *
0.85 U FI, dla temperatury -20 °© C 34.19 + 1.55|UdRa +8° C 36.77 *
15.68 U Fl. Najwgksz trwatas¢ AGES w surowicy utrzymygj podczas
przechowywania jej w temperaturze - 70° C.
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Wartosci referencyjne AGEs.

Zakres sizenia AGEs w grupie kontrolnej przyjmuje waitood 272 do 540 U
Fl/g biatka.Srednie wartéci stezen to 401 + 83 U Fl/g biatka. Badanie wykonano
u 30 zdrowych oséb.
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Oznaczanie modyfikowanej oksydatywnie albuminy (IMA.
Stgzenie modyfikowanej oksydatywnie albumimy surowicy oznaczano wedtug

metody opisanej przez Bhagavana i in. (Bhagavan 2D03).

Zasady metody:

Obecnd¢ albuminy zmodyfikowane] w ognisku niedokrwienia AMischemia
modyfied albumin) mzna wykry¢ mierzc zdolndg¢ albuminy surowicy do
wigzania jonow kobaltu (Bhagavan i in., 2003). Metogmlega na
kolorymetrycznym oznaczeniuegenia barwnego kompleksu, jaki powstaje na
skutek wjzania jonow kobaltu przez DTT. W warunkach labangtoych IMA
oznaczano przez dodanie znanejdlgonéw kobaltu do surowicy krwi. Nadmiar
jonéw kobaltu oznaczano przez dodanie ditiotrei{@dT) tworzcego z jonami
Co'? barwny kompleks swiadczicy o stzeniu jonéw kobaltu. $tenie
zmodyfikowanej oksydatywnie albuminy wyliczano jak@nice w absorbancji
swiatta przy 470 nm mgdzy probkami zawieragymi surowi€ i bez surowicy.
Jako kontra stosowano kalibrator testu Albumin Cobalt Bindi#&B, Roche
Cobas Integra).

1. Co?"+ albumina — Co- albumina + Co?*
2. Co**+ DTT = Co-DTT (barwny kompleks)

Aparatura:
Spektrofotometr UV/ Vis LKB Pharmacia (Anglia)

Kuweta akrylowa firmy Sarstedt (Niemcy) d=1 cm

Odczynniki:
Chlorek kobaltu (II) CoGlfirmy SIGMA (USA)
1,4-Dithio-DL-threitol (DTT) firmy Biochemika (Karda)
Chlorek sodu (NaCl) firmy POCH S.A Gliwice (Polska)
Przygotowanie odczynnikow:
1. Chlorek kobaltu (II) CoGl- zwazono 0.5 g CoGli rozpuszczono w 500

ml wody destylowanej,
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2. 1,4-Dithio-DL-threitol (DTT) - zwaono 3.75 mg DTT i rozpuszczono w
2.5 ml wody destylowanej,
3. Chlorek sodu — NaCl — zwano 4.5 g NaCl i rozpuszczono w 500 ml

wody destylowane;j.

Poskpowanie analityczne:

Krew pelry pobierano na czczo, do probowki bez dodatku amtgutanta, po
wykrzepngciu krew wirowano 5 min. przy 5000 obr./ min. i swicg oddzielano
do osobnej probéwki. Do 200 ul surowicy dodawano [80chlorku kobaltu,
dziese¢ minut inkubowano, dodawano ngstie 50 pl DTT i 2 minuty
inkubowano i dodawano 1000 pl chlorku sodu. Prélsroono przy diugéci fali
470 nm na aparacie Spektrofotometr UV/ Vis LKB Phacia po 30 min. w

stosunku do préb$lepej nie zawieragej DTT.
W zwigzku z opracowywaniem metody pottj nas¢pujace posgpowania:
1. Wyznaczanie krzywej kalibracji metody.

A) Zbadano zalenoi¢ absorbancji od ikxi DTT przy statej olgtosci CoCb.

0,20

r=0,9961; p =0,0003; y =0,013 + 0,0035*x
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Rys. 8. Wykres zalaosci miedzy absorbangj a iloscia dodawanego DTT przy

statej i ilasci CoCb.
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W badanych warunkach wygtuje wprost proporcjonalna zateos¢ miedzy
absorbang a ilosciag dodanego DTT.

B) Zbadano zal:os¢ absorbancji od objosci dodanej surowicy przy statej
objetosci CoChL (50 pl) i statej olajtosci DTT (50 pl).
Wykonano 7 rénych stzen (rosmgcych) surowicy mieszag odpowiednie iléci

surowicy i wody (tabela nr 4).

Tabela nr 4. Przygotowane roziZenia surowicy w wodzie.

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 SI.
Surowica[d] [50 |75 | 100 | 125 | 150 | 175| 200| 200
H20 [l] 150 | 125 | 100 | 75 50 25 -

Nastpnie dodano odczyn

niki wedtug procedury i mierzogkstynkcg przy

diugcsci fali 470nm po 30 min wobec wody. K@y wynik byt dwukrotnie

mierzony i trzy razy powtarzany, wyliczon@edni wynik i pomniejszono o

wartas¢ slepej. Dane przedstawiono na wykresie (rys. 9).
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W koncowej obgtosci 1300ul, probka zawierata 5Q1 CoClL i 50 ul DTT oraz
zmienne jak na wykresie abpsci surowicy.

Z wykresu przedstawionego na rys. 9 wynike zalenos¢ miedzy iloscig
dodanej surowicy a wielkoiag absorbancji ma charakter liniowy, odwrotnie
proporcjonalny. Oznacza tae im wiksza zdolné& wigzania kobaltu przez
albumire surowicy tym nisza warté¢ absorbancjwiatta. Zarazem oznacza to,
ze zmodyfikowanie oksydacyjne albuminyedzie powodowato wzrost

absorbancji.
2. Powtarzalnos¢ metody.
Btad powtarzalnéci badano w 2 seriach pomiaréw (n=10) dla dwdcimyoh

surowic.Srednie wynikdw obu serii przedstawiono tabeli nr 5.

Tabela nr 5. Ocenadatu precyzji oznaczania IMA w surowicy.

Nr serii pomiaréw 1 2
Sr. A absorbancji + SD 0,34 +0,09,42 £ 0,02
Wz 3,6 % 3,0 %

Podczas oznaczanie modyfikowanej oksydatywnie aibymblad precyzji

osiggat bardzo stabilne waia rzedu 3.0% - 3.6%.

3. Proba odzysku.
Przygotowano 3 roztwory:
a) wodny roztwér surowicy | (10l surowicy +100ul H,0)
b) wodny roztwor surowicy Il (10Ql surowicy + 10Qul H,0)
c) mieszanig wodnych roztworow surowicy | i 1l (5Ql surowicy | +50ul
surowicy Il + 100ul H,0).
W tak przygotowanych roztworach oznaczano modyfikaw oksydatywnie
albumire wedtug wyej opisanej metody.
Uzyskano nagpujgce wartdci absorbancji
a) wodnego roztworu surowicy | —0.78
b) wodnego roztworu surowicy Il — 0.86

c) mieszaniny wodnych roztworéw surowicy | i Il — 0.84
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Obliczenia:

Odzysk: 2a+ Y2 b =c

Odzysk: 2 0.78 + 12 0.86 =0.84
Odzysk: 0.39+0.43 = 0.84
Odzysk: 0.82 = 0.84

Odzysk = 97.6 %

Wartas¢ odzysku wynosita 97.6 %.

Podczas pracy analitycznej nad opracowaniem metodgnaczania
modyfikowanej oksydatywnie albuminy (IMA) przyp nas¢pujace warunki

techniczne:

A) Czas rozwijania gi barwnego kompleksu. Sprawdzon® maksymalny
czas rozwijania barwnego kompleksu byt réwny 30 .minten czas
inkubaciji przygto w oznaczeniach.

B) Przechowywanie materiatu biologicznego (surowi&)rowica, w ktorej
oznacza si modyfikowary oksydatywnie albumi) zachowuje stabilrig
przez dhiszy czas w temperaturze min. -30°C, podczas diagodgesu
pomidzy pobraniem krwi a oznaczeniem IMA proponuje¢ Si
przechowywanie materialu badanego w temperatui@ -C nawet do 6

mieskcy.

Obliczenia jednostki wyrazania modyfikowanej oksydatywnie albuminy.
Stezenie modyfikowanej oksydatywnie albuminy w surowieyyrazono w
jednostkach umownych [U/ml sur.] wykorzysjoj kalibrator zestawu firmy
Roche [Cobas IntegrafTest Albumin Cobalt Binding (ACB)]. 1 jednostka
umowna modyfikowanej oksydatywnie albuminy w surowjl U/ml sur.] daje
zmiarg absorbancji o 0.00366, tak egi 100 jednostek modyfikowanej
oksydatywnie albuminy na ml surowicy [100 U/ml $wdpowiada absorbanciji
0.366.
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Do obliczeér stosowano ponsze rownanie:

Chad.= (A E pad. / Ewz) X Cuz.
Ewz. =0,366 (ekstynkcja wzorca).
Cwz. = 100 U/ml (s¢zenia IMA we wzorcu).
A Epag= réznica medzy ekstynkcj proby badanej a ekstynkgprobyslepe;.

Wartosci referencyjne.

Zakres sizenia IMA w grupie kontrolnej przyjmuje wado od 32.2 do 104.9
U/ml surowicy.Srednie wartéci to 76 + 14 U/ml surowicy. Badanie wykonano u

30 zdrowych oséb.
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Oznaczanie grup karbonylowych (GK) — produktow perdsydaciji biatek.
Oznaczania grup karbonylowych dokonano w oparcimetod opracowan
przez Kateds Zywienia Klinicznego AMG (Garibaldi, Aragno, 1994).

Zasady metody:

Metoda stay do oceny nasilenia stresu oksydacyjnego w orgaieizOznaczenie
oparte jest na reakcji grup karbonylowych biatek,4 — dinitrofenylhydrazyn—
(DNPH). W wyniku reakcji powstaj 2,4-dinitrofenylohydrazony, ktére nuaj
charakterystyczne z6tte zabarwienie i ich &tenie jest oznaczone
kolorymetrycznie przy diugai fali 370 nm.

Aparatura i oprzyrz adowanie:
Aparatura:
Spektrofotometr pracggy w zakresie 0-2 absorbancji przy diggadrali 370 nm —

aparat Epoll, kuweta 1 cm plastikowa.

Odczynniki i ich przygotowanie:

1. 2 M HCI stzony HCI 35-38% (ok. 32.64 M/l) rozaiezono 16 razy np.
30 ml stzonego HCI i dopehdiwody do 480 ml.

2. 10 mM 2,4-DNP w 2 M HCI - odwano 495.35 mg 2,4-DNP i
uzupetniono 2 M HCI do objosci 250 ml.

3. 20 % kwas trojchlorooctowy — odwano 100 g kwasu trojchlorooctowego
I rozpuszczono w wodzie i dopetniono dogib§ci 500 ml.

4. 6 M chlorowodorek guanidyny — odw@no 275,126 g chlorowodorku
guanidyny i 1.306 g KBPO, rozpuszczono w 200 ml wody,
miareczkowano 20 % kwasem trojchlorooctowym do p8{ 8opetniono
wodg destylowan do obgtosci 500 ml.

5. Mieszanina octanu etylu z etanolem w stosunku 1rip~50 ml octanu

etylu i 50 ml 96% etanolu zmieszano w zlewce.
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Poskpowanie analityczne:

Krew 1 ml pobrano na skrzep. Odwirowano przy 500Q yprzez 5 min. Do
oznaczeniaizyto 20 pl surowicy. Surowice nana przechowywaw temperaturze
— 20° C przez 1 miegt, diuzszy czas przechowywania wymagazsziych
temperatur.

Dla kazdej badanej préby oraz standardu przygotowano pwoBowki typu
eppendorf 1.5 ml. Jednoznaczono jako badardrug jako sleps. Do proby
badanej islepej dodano 0.5 ml 2,4 — DNP, do préfdgpej 0.5 ml HCI. Proby
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 h, gkabwano co 10 sek. Po 1
h do préby badanejsiepej dodano po 1 ml kwasu tréjchlorooctowego, ¢pase
wirowano probki przez 3 min. przy 11000 obrotow/miflano supernatant i
zalano osad 1 ml mieszaniny octanu etylu z etanolemorteksowano i
zostawiono na 10 min. w temp. pokojowej, gpate wirowano przez 3 min. przy
11000 obrotow/min., czyndé z mieszania octanu etylu i etanolu powtérzono 3-
krotnie. Po zlaniu supernatantu do obu probowekadod0.6 ml 6 M
chlorowodorku guanidyny, zworteksowano przez 1Q sekstawiono na 24 h w
temp. pokojowe] w ciemnym miejscu (do rozpuszczeogsadu). Po 24 h
zmierzono absorbancjprobki badanej klepej przy dtugéci fali 366 nm. W
badanych probkach wykonano oznaczenie biatka cat&gw metod biuretowy
standardowo stosowarw laboratorium z zastosowaniem zestawu firmy Rpche

na aparacie Hitachi 704.

Obliczenia:

Od absorbancji proby badanej gtljabsorbangj probe $leps. Zawart@é grup
karbonylowych trzeba oblicZy na podstawie milimolowgo wspétczynnika
absorpcji powstatego hydrazonu, ktéry wynosi 22 fima cmi' (0.022
nmol/0.02 ml préby).

Przeliczenie absorbancji zyciem milimolowgo wspoétczynnika absorbanscji

A Abs./0.022 (wspoétczynnik molowy) [nmol/0.02 ngdréby]
Peroksydacja biatka = (nmol/0.02 ml préby)/ (biatkow mg/0.02 ml préby)
Peroksydacja biatka (GK) = [nmol/ mg biatka]
A Abs. = (AbSyaq.— Absy)
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Wartosci referencyjne

Zakres sizenia GK w grupie kontrolnej przyjmuje waéth od 0.68 do 2.38
nmol/mg biatka.Srednie wartéci to 1.58 nmol/mg biatka. Badanie wykonano u

30 zdrowych 0séb.

ANALIZA STATYSTYCZNA

W pracy prowadzono obliczenia przyzyeiu programu komputerowego
.Statistica 8” firmy Stat-Soft licencjonowanego dkkademii Medycznej w
Gdaisku. W pracy przyto poziom istotnéci statystycznej p<0.05. kel
zmienny 0 charakterze ggtym oceniano pod wzgllem zgodng€ci jej rozktadu z
rozktadem normalnym. Zmienne o rozkifadzie zgodnym nbprmalnym
analizowano metodami parametrycznymi. Do oceninid pomedzy takimi
zmiennymi stosowano test t-Studenta oraz agaliariancji ANOVA z testami
post-hoc. Zmienne, ktérych rozktad odbiegat od fadk normalnego
analizowano metodami nieparametrycznymi. Dla powiviea dwoch zmiennych o
charakterze ggtym stosowano test U Manna-Whitneya. Korelacje ncareo

metody Spearmanna.
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WYNIKI

l. Grupa kontrolna - ustalenie wartosci referencyjnych parametrow
badanych.
Badanie przeprowadzono na grupie 30 os6b pracowniiéademii Medyczne;.
W badanej grupie kontrolngfrednie sgzenia AGEs w surowicy wynosity 401 +
83 Fl/g biatka, albuminy oksydatywnie modyfikowaiflA) 76 + 14 U/ml, grup
karbonylowych 1.58 + 0.46 nmoli/mg biatka.

Tabela nr 6Srednie wartéci referencyjne w grupie kontrolnej.

AGEs IMA GK
[Fl/g biatka] | [U/ml surowicy] | [nM/mg biatka]
Grupa kontrolna n=30 401+83 76 +14 1,58 + 0,46
(K=21; M=9)

Il. Grupa pacjentow z przewlekh choroba nerek.
W grupie pacjentow z przewlekehoroly nerek wyrgniono 4 podgrupy:
- 113 pacjentéw z przewlekthoroly nerek w stadium Il — V uszkodzenia nerek
(GFR 45 - 6 [ml/(min./1.73 m?)]), leczonych zachavezo,
- 43 pacjentdw hemodializowanych
- 44 pacjentow dializowanych otrzewnowo,

- 15 pacjentow po zabiegu transplantaejiki.

W podgrupie pacjentow z przewlgkthoroly nerek w stadium Il — V, leczonych
zachowawczo, oznaczanezznie kaxcowych produktow glikacji biatek (AGESs),
stezenie zmodyfikowanej oksydatywnie albuminy (IMA) arastzenie grup
karbonylowych (GK) i kreatyniny.

W podgrupach pacjentéow hemodializowanych i dialiaoych otrzewnowo
oznaczano gtenie kaicowych produktéw glikacji biatek (AGES).

W podgrupie pacjentéw po zabiegu transplantagjkingoréwnywano sizenia
AGEs przed i po przeszczepieniu nerki. Uzyskaneikiymzedstawiono w tabeli

nrv.
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Tabela nr 7Srednie stzenia AGEs, IMA, GK i kreatyniny w surowicy krwi u
pacjentow z przewlekichoroly nerek.

Podgrupa badana AGEs IMA GK Kreatynina
[Fl/g biatka] [U/ml surowicy] [NM/mg biatka] [mg/dl]

Z przewlekh choroly 706* + 219 99** + 107 | 1,19**+ 0,57 2,68+1,15

nerek stadium Il -V, (1,41-8,20)

leczona zachowawczo

Hemodializowana 1481* + 1245 - - -

Dializowana otrzewnowo 1407* + 1631 - - -

Po zabiegu transplantac

nerki
Przed przeszczepieniem710** + 398 98** + 14 - -
Po przeszczepieniu 545** + 137 99** + 13

* p<<0.01 vs gr. kontrolna (gr. kontrolna tab.@)r
** p<0.05 vs gr. kontrolna

*** p=0.003 vs gr. kontrolna

W grupie pacjentow z przewlekichorola nerek w stadium Ill — V w okresie
leczenia zachowawczego, waito sktzenia AGEs wynositysrednio 706 + 219
FI/g biatka; wartéci stzenia modyfikowanej oksydatywnie albuminy (IMA)
wynosity srednio 99 + 107 U/ml surowicy; walda stzenia grup karbonylowych
(GK) wynosity srednio 1.19 + 0.57 nM/mg biatka. Uzyskane wyniki B§jak i
IMA byly wyzsze ni w grupie kontrolnej odpowiednio o 76% (p<<0.0130%
(p<0.05). Wysoka wartée SD dla wynikbw IMA, sugeruje znacgn
heterogenn& tej grupy pacjentow.

Stezenia grup karbonylowych w tej grupie pacjentow praywaly wartgci
nizsze nk w grupie kontrolnej i byty to rénice istotne statystycznie (p=0.003).
Stgzenia kreatyniny bylysrednio 2 razy wysze w stosunku do wasm

referencyjnych.
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Nie wykazano korelacji porgilzy AGEs a stzeniami kreatyniny u pacjentéw z
przewlekh choroly nerek w stadium Il — V w okresie leczenia zachaazego (

r=-0.02, p=0.86) (rys. 10).
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Rys. 10. Wykres korelacji pogdzy stzniem AGEs a stzeniem kreatyniny u

pacjentow z przewlekichoroly nerek stadium Il - V, leczonych zachowawczo.

Nie uzyskano rownie korelacji medzy wspétczynnikiem przgszania

kicbuszkowego (GFR) agteniami AGEs (r=-0.08, p= 0.39) (rys. 11)
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Rys. 11. Wykres korelacji pogdzy stzeniem AGEs a GFR u pacjentow z
przewlekh choroly nerek w stadium 1l - V, leczonych zachowawczo.

Nie wykazano réwnie w tej grupie pacjentow zaleosci istotnych statystycznie
migedzy AGEs i IMA (r=-0.04, p= 0.64), AGEs i GK (r=0.1p=0.14), stzeniem
kreatyniny a IMA (r=- 0.05, p=0.6), gteniem kreatyniny a GK (r=-0.03, p=0.7),
IMA a GK (r=0.03, p=0.8).

W grupie pacjentéw hemodializowanyétednia warté¢ stzenia AGEs wynosita
1481 *= 1245 Fl/g biatka. Uzyskane wyniki AGEs byy6 razy wysze w
poréwnaniu do grupy kontrolnej i zica ta byta wysoce znamienna statystycznie

(p<<0.01).

W grupie pacjentéw dializowanych otrzewnowo waéeto siezenia AGES
wynosity 1407 = 1631 Fl/g biatka. Uzyskane wynilgty znamiennie 3.5 razy
wyzsze nk w grupie kontrolnej i rénica ta byta wysoce znamienna (p<<0.01).
W grupie pacjentow dializowanych otrzewnowo jalentodializowanych zwraca
uwag rozproszenie wynikdw (wysoka wafto SD), sugerujce znacza

heterogenn& tych grup pacjentow. Dodatkowo nie wykazananié istotnych
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statystycznie w skniach AGEs pomidzy grum hemodializowanych a
dializowanych otrzewnowo (p>0.05).

W grupie pacjentdw po zabiegu transplantacji naukiyskane warkei stzenia
AGEs przed przeszczepieniem nerki i po przeszcaepieerki byty znamienie
wyzsze nk w grupie kontrolnej (p<0.05). Przed przeszczegiennerki stzenia
AGEs wynosity 710 Fl/g biatka, natomiast po przespieniu wartéci stzenia
AGEs wynosity 545 Fl/g biatka. Uzyskanozeze wartéci stzenia AGES po
przeszczepieniu nerki wzglem wartéci skzen oznaczonych przed
przeszczepieniem. Nie wykazano jednakwartdci stzenia AGES obriyty sie
znamiennie po przeszczepieniu nerki w stosunku dotaici skzen AGES
uzyskanych przed przeszczepieniem (p=0.15).

Wartdsci stzenia IMA przed i po przeszczepieniu nerki praktyeznie r@nity
sie miedzy soly, natomiast w obu przypadkach byty xgge o 30 % od warfoi
stezen w grupie kontrolnej i byly to rnice istotne statystycznie (p<0.05).
Dodatkowo nie wykazano korelacji pagdizy stzeniami IMA i AGEs zaréwno
przed przeszczepieniem nerki (r=0.24, p=0.39) jghoiprzeszczepieniu nerki
(r=0.14, p=0.63).

1. Pacjenci z cukrzya typu 2.
Badaniami ohjto 50 pacjentow z cukrzyctypu 2, u ktérych oznaczano w
surowicy krwi stzenie kaicowych produktow glikacji biatek (AGES), ¢genie
modyfikowanej oksydatywnie albuminy (IMA), egenie grup karbonylowych

(GK) oraz kreatyniny. Uzyskane wyniki przedstawiamdabeli nr 8.

Tabela nr 8Srednie wartéci siezenia AGEs, IMA, GK, kreatyniny, HbA1@

surowicy krwi u pacjentow z cukrzytypu 2.

AGEs IMA GK Kreatynina HbA1C
[FI/g biatka] | [U/ml surowicy] | [nM/mg biatka] [mg/dl] [%0]
506* £ 191 | 94**+30 1,38 + 0,87 1,41+0,88 7,9+2,2

* p=0.008 vs grupa kontrolna (gr. kontrolna — &b
**p=0.004 vs grupa kontrolna
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W grupie pacjentéw z cukrzydypu 2 wartdci sttzenia AGEssrednio wyniosty:
506 + 191 Fl/g biatka; warfci stzenia IMA $rednio wyniosty: 94 + 30 U/ml
surowicy; GK srednio wynosity: 138 + 0.87 nM/mg biatkdrednia warté¢

kreatyniny wynosita: 1.41 + 0.88 mg/diSrednie wartéci glikowanej
hemoglobiny uzyskane z kart pacjentow wynosity# 22 g/dI.

Uzyskane wyniki stzenia AGEs w grupie pacjentdw z cukrzyayty znamiennie
wyzsze (+26%) i w grupie kontrolnej (p=0.008). Wykazano réwnieyzsze
wartasci sttzenia IMA w grupie badanej (+24%) wzdem grupy kontrolnej (p=
0.004)

Wartcici stezenia GK byly natomiast w zakresie waxtoreferencyjnych (GK vs
grupa kontrolna p=0.22). Wykazano rownienamieng korelacg pomkdzy
stezeniem kreatyniny w surowicy aggeniem AGEs (r=0.62, p<0.0001) (rys. 12).
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Rys. 12. Wykres korelacji pogdzy stzeniem AGEs a steniem kreatyniny u

pacjentow z cukrzygctypu 2.

Badano zalenos¢ stzenia kacowych produktéw glikacji biatek (AGEs) od

stezenia glikowanej hemoglobiny (HbA1C) (rys. 13).
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Rys. 13. Wykres korelacji AGEs i HbA1C u pacjentdwukrzyg typu 2.

Nie wykazano istotnych statystycznie zalesci miedzy kaxcowymi produktami

glikacji biatek a glikowaa hemoglobin (r = -0.04, p= 0.81).

Nie wykazano rownieistotnych statystycznie korelacji edizy stzeniami AGEs

i IMA u pacjentow z cukrzygtypu 2 (r= 0.09, p=0.53) (rys. 14).
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Rys. 14. Wykres korelacji AGEs i IMA u pacjentéweukrzyg typu 2.
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Wykazano rownig brak zalenosci istotnych statystycznie wgdzy stzeniem
AGEs i GK u pacjentéw z cukrzyaypu 2 (r=0.10, p=0.49) (rys. 15). Dodatkowo
nie wykazano rgnic istotnych statystycznie gazy stzeniem IMA a kreatynig
(r=0.15, p=0.30).
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Rys. 15. Wykres korelacji AGEs i GK u pacjentowkizyc typu 2.

Wykazano natomiast korelgcmigdzy stzeniem modyfikowanej oksydatywnie
albuminy (IMA) a s¢zeniem grup karbonylowych (GK) u pacjentow z cukegzyc
typu 2 (r=0.38, p=0.01) (rys. 16).
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Rys. 16. Wykres korelacji IMA i GK u pacjentow zkeaycy typu 2.

V. Grupa pacjentow z chorola niedokrwienng serca.
W tej populacji pacjentow poréwnanoestnia IMA w r&nych odsgpach
czasowych. Badanie przeprowadzono u pacjentowonydh wykonano planogv
przezskérn rewaskularyzaej migsnia sercowego (angioplastykz uwzyciem
balonu - PTCA) (tabela nr 9) oraz w grupie paigjenz objawami bolu w klatce
piersiowe] bez zmian w badaniu EKG (tabela nr 10).
W grupie pacjentow z chorgbniedokrwieng serca, badano dynamgikzmian
stezenia IMA w trakcie rewaskularyzacji nagzyiencowych. Krew do bada
pobierano w piciu punktach czasowych:
I: przed zabiegiem
II: bezpdgrednio po zabiegu
[ll: 1 godzina po zabiegu
IV: przy usunéciu koszulki (6 godzin po zabiegu)
V: 24 godziny po zabiegu.
W grupie pacjentéw z bélem w klatce piersiowej lmaian w badaniu EKG
pomiaru dokonywano w dwoch punktach czasowych:
I: pojawienie s} bolu w klatce piersiowej
II: doba od pojawienia sibolu w klatce piersiowe;j

Wyniki przedstawiono w tabeli 9i 10.
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Tabela nr 9. Wartwi srednich stzen IMA u pacjentdw z chorab wiencowy
serca, u ktoérych wykonano plangwprzezskéra rewaskularyzagj miesnia

sercowego.
Punkty czasowe pobrania krwi IMA
(n=19) [U/mI surowicy]
I: przy przygciu pacjenta (n =17) 102* £ 12
II: tuz po zabiegu (n =13) 101*+ 37
lll: 1 h po zabiegu (n =19) 121* + 26
IV: przy usungciu koszulki (6 h), (n =19) 119* £ 30
V: 24 h po zabiegu, (n =17) 101* £ 28
*p <0.005 - 1, 1, I, IV, V vs gr. kontrolna (grkontrolna tab. nr 6).
E 125
s 120
© 115
a 110 1
€ 105
S 100 —y e
< 95
= 90
1 2 3 4 5
punkty czasowe pobrania krwi

Rys. 17. Sfzenia IMA w piciu punktach czasowych u pacjentéw z przezskorn

rewaskularyzagjmiesnia sercowego.

Stgzenia modyfikowanej oksydatywnie albuminy (IMA) wugie badanej we
wszystkich punktach czasowych byty #syge wzg¢dem grupy kontrolnej od 32%
do 60%, te rénice byly znamienne statystycznie (p<0.005). Napzg wartéci
stezenia mierzonego parametru obserwowano w pierwsaeyigie po zabiegu,
wzrost rzdu 16%, w stosunku do wastm pocatkowego sizenia. Natomiast
tendeng} spadkow stzenia mierzonego parametru stwierdzone yu széstej
godzinie od zakiczenia zabiegu, nagmnie w ostatnim punkcie czasowym - po
24 godzinach od przeprowadzonego zabiegu, dalgrabsvano spadek gtenia

mierzonego parametru (rys. 17).
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Tabela nr 10.Srenie stzenia IMA w grupie pacjentdw z bdélem w klatce

piersiowej bez zmian w badaniu EKG.

Punkty czasowe pobrania krwi IMA [U/ml surowicy]
(n=8)
I: pojawienie st bolu w klatce piersiowej 88* + 12
II: doba od pojawienia sibolu w klatce 97*+18
piersiowej
*n <0.05 - 1, 1l, vs gr. kontrolna (gr. kontrolnab. nr 6).

W grupie pacjentéw z chorglmiedokrwien serca, u ktérych pojawit sibol w
klatce piersiowej przy jednoczesnym braku zmian adamiu EKG, wartei
stezenia IMA srednio wynosity: w momencie pojawienig shcydentu bolu — 88

+ 12 U/ml surowicy, po 24 godzinach od pojawienia 30lu — 97 + 18 U/ml
surowicy. Wartéci stezenia IMA w obu pobraniach byly wgze nk wartasci w
grupie kontrolnej, byly to rfnice znamiennie statystyczne (p<0.05), nie
wykazano jednak thic istotnych statystycznie gdzy poszczegoéinymi
pobraniami (p=0.2).

V. Pacjenci poddawani zabiegom operacyjnym.
Pacjenci wdczeni do tej grupy enili sie podstawow jednostly chorobovd
(nozologiczn), wyjsciowym stanem klinicznym, czasem trwania zabiegu
operacyjnego. Wspdlnym mianownikiem bylo natomiagirowadzenie
znieczulenia ogolnego i uraz zwany z zabiegiem chirurgicznym.
Uzyskane wyniki oznacaestezen koncowych produktéw glikacji biatek (AGES),
modyfikowanej oksydatywnie albuminy (IMA) i grup tkenylowych (GK)
przedstawiono w tabeli nr 11 dla wszystkich padentw tabeli nr 12, 13, 14
przedstawiono stenia badanych parametrow zale od ryzyka ocenianego w
skali ASA.
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Tabela nr 11Srednie sgzenia AGEs, IMA, GK w catej populacji pacjentéw
poddawanych zabiegom operacyjnym.

Parametry Punkty czasowe pobrania krwi

(n=91) | T i v
przed zabiegiem po intubacji 30 min. zabiegu wybudzenie

AGEs 417+ 180 423+ 154 404+ 127 405+ 173

[FI/mg biatka]

IMA 113*+31 132**+ 32 129**+ 25 141**+ 44

[U/ml

surowicy]

GK 2,02+1,3 2,14+ 1.3 2,14+ 1,3 2,20+ 1.4

[nNM/mg biatka]

*p<0.001 vs gr. kontrolna (gr. kontrolna - tab.@)r
**p<0.001 ILIII, IV pobranie vs | pobrania

***pn<0.05 IV pobranie vs grupa kontrolna

W grupie pacjentow poddawanych zabiegom operacyjnyartcci stzenia
AGEs byly porownywalne ze teniem w grupie kontrolnej (p=0.65) we
wszystkich badanych punktach czasowych. Wartskzen GK w trzech
pierwszych punktach czasowych pabkawi nie r&nity si¢ istotnie statystycznie
od stzen uzyskanych w grupie kontrolnej. W ostatnim punkcizasowym
zaobserwowano natomiast zricg skzen grup karbonylowych znamiean
statystycznie w stosunku do waito sktzen w grupie kontrolnej (p<0.05).
Uzyskane wyniki stzen IMA w grupie 91 pacjentéw byly znamiennie igyze
(113 + 31 U/ml surowicy) nt w grupie kontrolnej (76 + 14 U/ml surowicy)
(p<0.001) i dotyczyto to kalego punktu czasowego, a zwlaszcza przy intubacji
(Il pobranie) i po wybudzeniu pacjenta (IV pobragnigys. 18). Wszystkie
stezenia IMA uzyskane w trakcie zabiegu i po wybudzepéicjenta byty istotnie
statystycznie wisze nik stzenia IMA przed rozpoexiem zabiegu (p<0.001)
Dodatkowo wykazano #ice istotryg statystycznie ngdzy stzeniami IMA w 30

minucie zbiegu i po wybudzeniu pacjenta (p<0.05).

66



500

400 1 eAFYF———®423  , 4qa 4405

300 T AGE

200 —=— |[MA

100 - .13 =132 129 —= 141 GK
0 2,02+ 24— 24— 2.2

punkty czasowe pobrania krwi

Rys. 18. S4zenia AGEs, IMA, GK w grupie pacjentéw poddawanyethizgom
operacyjnym, w czterech punktach czasowych pobitamwa
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Rys. 19. S§zenia GK w grupie pacjentéw poddawanych zabiegomamgygym,

w czterech punktach czasowych pobrania krwi.

Na rysunku 18 i 19 przedstawiono dynagikmian s¢zen poszczegoéinych
parametrow. Warkwi sktzen AGEs byly na poziomie warioi skzen
referencyjnych, dodatkowo obserwowano spadek wWa@rtezen AGEs (bez
réznic istotnych statystycznie) w poszczegolnych paoktczasowych pobrania
krwi. Stezenia IMA wzrastaly w poszczegolnych punktach czasdw Wartdci
stezen GK wykazywaty tendene¢jwzrostows (bez ranic istotnych statystycznie
trzech kolejnych pobra krwi wzgledem grupy kontrolnej) w poszczegdlnych
punktach czasowych, najwgz warté¢ znamieng statystycznie uzyskaty
podczas wybudzenia pacjenta (rys. 19).
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Tabela nr 12Srednie sgzenia IMA (U/ml surowicy) w rénych grupach ryzyka
wg skali ASA.

Grupa ryzyka Punkty czasowe
| pobranie Il pobranie [l pobranie IV pobranie
ASA I n=30 108+ 38 124*+ 25 124*% 22 130*+ 28
ASA Il n=34 115+ 29 133*+ 31 124*+ 21 141*+ 36
ASA lll n=24 116+ 24 142*+ 38 142*+ 31 153*+ 40
*p<0.05 —lvs I, I, IV.

We wszystkich grupach ryzyka wykazano istostatystycznie rinice miedzy
stezeniami IMA przed zabiegiem a kolejnymi punktami saaymi (p<0.05).
Obserwowano rownie wyzsze wartéci stzenia IMA w poszczegoélnych
punktach czasowych w zalgosci od stopnia skali ASA.

Sprawdzono zalmos¢ stopnia niedotlenienia od skali ryzyka ASA.
Jednoczynnikowa analiza wariancji wykazata efekalisSASA. Szczegotowa
analiza wykazataze najwysze sizenia IMA 3 w grupie ASA Il (142 U/ml
surowicy) w poréwnaniu z ASA Il i ASA | (124 U/musowicy) przy p=0.009.
Analiza wariancji nie ujawnita innych efektow gtowah, ale wykazano istotne
roznice w s¢zeniu IMA migdzy ASA | a ASA 1l po intubacji pacjenta (Il
pobranie) (p=0.049), mailzy ASA | i ASA Ill (p=0.009), oraz ASA Il i ASA Il
(p=0.005) w 30 minucie zabiegu (Ill pobranie)cdry ASA | i ASA Il (p=0.03)
po wybudzeniu pacjenta (IV pobranie). Dodatkowo zspbtowe analizy
statystyczne wykazatye przed zabiegiem (I pobranie) nie manié istotnych
statystycznie mdzy stzeniami IMA a grupami w skali ASA.
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Rys. 20. Sizenia IMA dla ASA I, ASA 1l i ASA lll w grupie pacjetow

poddawanych zabiegom operacyjnym.
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Rys. 21. S§zenia IMA zalene od skali ASA w rénych punktach czasowych.

Rysunek 20 i 21 pokazyjze wartgci siezen IMA we krwi, zwigzane g ze skad

ASA i w zalenosci od stopnia ryzyka choroby uzyskwyyzsze wartéci.
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Tabela nr 13Srednie s¢zenia AGEs (FI/mg biatkaly réznych grupach ryzyka

wg skali ASA.
Grupa ryzyka Punkty czasowe
| pobranie Il pobranie [l pobranie IV pobranie
ASA | 393+ 153 404+ 112 418+ 122 405+ 150
ASA Il 416+ 207 395+ 104 383+ 100 396+ 178
ASA Il 423+ 163 472+ 231 404+ 138 406+ 201

Analiza jednoczynnikowa wariancji wykazatae nie ma rénic istotnych

statystycznie w gkeniach AGEs pomdzy grupami ASA.

Tabela nr 14Srednie s¢zenia GK (nmole/mg biatka) w #@ych grupach ryzyka

wg skali ASA.
Grupa ryzyka Punkty czasowe
| pobranie [l pobranie [l pobranie IV pobranie
ASA | 2,14+ 1,49 2,29 1,49 1,96 1,04 2,42+ 1,53
ASA Il 2,00+1,19 2,14+ 1,07 2,24+ 1,48 1,99+ 1,63
ASA Il 1,72+0,79 1,94+ 1,00 2,13+ 1,38 2,20 1,15

Obserwowano rinice w s¢zeniach GK w zalenosci od przynalanosci pacjenta

do grup ryzyka w skali ASA (tabela nr 14).

Jednak jednoczynnikowa analiza wariancji nie wykazdektu gtownego, czyli

istotnych r@nic w stzeniach GK pomidzy grupami pacjentéw w skali ASA.

70



DYSKUSJA

Hiperglikemia jest jednym z czynnikdw powodaych uszkodzeniérédbtonka
naczyniowego, pobudza rownieadprodukej wolnych rodnikéw tlenowych. W
warunkach zwikszonej obecriei substratow (wglowodany, glikowane biatka)
dla proceséw oksydacji, dochodzi do ckszego zapotrzebowania na
antyoksydanty. W konsekwecji prowadzi to do zabmizeréwnowagi pro i
antyoksydacyjnej.

Nadmierny stres oksydacyjny w pogeniu z hiperglikemai prowadzi do
powstawania kaecowych produktéw glikacji biatek (AGEs). Pojawiac¢ Si
mechanizm ,bjdnego kota”, poniewanagromadzenie SiIAGEs w organizmie
sprzyja jednoczmie nasileniu stresu oksydacyjnego oraz zmniejszebtrenia
tlenku azotu, co w konsekwencji te prowadzt do pojawienia i powiktan

sercowo - naczyniowych (rys. 22).

NIEDOKRWIENIE T AGEs

~ o

NIEDOTLENIENIE — STRES OKSYDACYJNY — % IMA
(WOLNE RODNIKI)

HIPERGLIKEMIA / \ T GK

Rys. 22. Schemat zabeici warunkow stresu oksydacyjnego, niedotlenienia i
hiperglikemii na wzrost AGEs, IMA, GK.

W przedstawianej pracy oznaczononkowe produkty glikacji biatek (AGES),
ktore g wskanikiem dtugotrwatego stresu oksydacyjnego.Oznaczaveniez
produkty peroksydacji biatek, czyli grupy karbonyi® (GK), ktore $ markerem
nadprodukcji reaktywnych form tlenu, oraz modyfikeow oksydatywnie
albumirg (IMA), ktéra jest markerem niedotlenienia pojaw@jm st podczas
krotkotrwatego stresu oksydacyjnego.
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Wspdolnym mianownikiem dla oznaczanych parametrowrezentowanej pracy
sa warunki ich powstawania, czyli stres oksydacyjigtory wigze st z

powiktaniami sercowo-naczyniowymi. Z przedstawiomegysunku (rys. 22)
wynika jednoznacznieze wszystkie procesy zgaane z powstawaniem wolnych

rodnikdw g ze sob sprzzone.

Koncowe produkty glikacji biatek (AGES).

W warunkach patologicznych, kiedy biatka podlegalkspozycji na zwkszone
stezenie cukrow redukgpych (hiperglikemia) lub wolnych rodnikéw (stres
oksydacyjny), proces nieenzymatycznej glikacji prega szybciej (Ksiek,
Wisniewska, 2001).

Obecné¢ koncowych produktéw glikacji biatek obserwujeesw réznych
narzdach (Stysz§ski i in., 2001):

« w nerkach, gdzie odktadanie ¢siglikowanych biatek w kibuszkach
nerkowych prowadzi do powstania ich ztogéw, z cmasdo stwardnienia
kicbuszkdw i ostabienia ich funkcji,

e W soczewce oka, gdzie glikacja krystaliny jest ydnz prawdopodobnych
mechanizmow rozwoju zay,

* w ukfadzie nerwowym, gdzie gromadzenie $arboksymetylolizyny, w
niektorych neuronach moézgu nasuwa podejrzeree AGES mog mie¢ swoj
udziat w procesie starzenia¢sneuronOw oraz przyczyriasic do rozwoju
choroby Alzheimera,

e w nerwach obwodowych, gdzie glikacja bialek mielingdgrywa
prawdopodobnie istotnrole w neuropatii cukrzycowej oraz ugedzeniu funkcji
nerwOw u 0sob starszych,

» w tkance ptuc, ktéra traci wdaeiwosci sprzyste i ptuca nie rozggaj sie tak
tatwo przy pobieraniu powietrza, wptywa to na pojes¢ oddechow ptuc,

» w tkancechrzstnej, w ktdérych zauwa st proporcjonalny do iléci AGEs
spadek zawartgi proteoglikanéw. Wskazuje to na wmiavos¢é uczestnictwa

AGEs w rozwoju choroby zwyrodnieniowej stawow,
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* w kosciach,w nich rownie podejrzewa sidziatalnég¢ AGEs, powoduj one
wzrost i r@nicowanie s} tkanki kostnej, co ma odgrywaistotrg role w

postpujacej z wiekiem osteoporozie.

Glikacja albuminy upgledza jej funkcje transportowe, zmniejsgajej zdolng¢
do transportu bilirubiny i dilugotecuchowych kwaséw ttuszczowych. Glikacja
biatka btony erytrocytow obia jej wiaciwosci sprezyste i zdolné¢ erytrocytéw
do odksztatcania w naczyniach wiosowatych (Styskiyi in., 2001). Aktywn&c¢
glikowanej katepsyny B ulega zahamowaniu, co ogwmiprzeksztatcanie
proinsuliny w insulig. Kondensacja antytrombiny Il z cukrami redukujacy
prowadzi do przewagi procesow krzegi@ nad procesami fibrynolizy (Stowik-
Zytka i in., 2001). Aktywné¢ dysmutazy ponadtlenkowej, enzymygdicego
elementem uktadu przeciwutleniaczy, pod wptywenkaglji jest zahamowana.
Prowadzi to do rozwoju tzw. stresu oksydacyjnego kamorce. Kolagen
modyfikowany w procesie glikacji powoduje sieciowartkanki i tworzenie
wigzan krzyzowych; zwiksza to sztywn& wiokien kolagenowych, ob#gjac ich
rozpuszczaln@ oraz podatn& na trawienie enzymatyczne i utrudg@jw ten
sposab jego regeneracKwasy nukleinowe charakteryzoe s¢ dtugim okresem
poéttrwania, rownie mogs ulega kondensacji z grupami karbonylowymi cukrow,
co w konsekwencji prowadzi do zmian w materialeeggcznym.

Mnogaos¢  przedstawionych przyktadow dowodzi wielorakich  thiduv
biologicznych procesu nieenzymatycznej glikacjitda Obserwuje girowniez,

ze wraz z wiekiem zawar{é6 AGEs w tkankach i ptynach ustrojowych wzrasta.
Prawdopodob# przyczym tego stanu jest zmniejszone ich usuwaniezé/lto
by¢ spowodowane pogarszeq sic z wiekiem wydolnécia mechanizmow
przebudowy tkanek i struktury macierzy pozakomoér&pwnazna przypuszcza
wiec, ze rok w usuwaniu kacowych produktéw glikacji biatek, magdgrywa
nerki (Scolnik i in., 1991). Naky réwniez podkréli¢, ze oznaczane w pracy
markery stresu oksydacyjnego, powsgtaj w stanach nadprodukcji wolnych
rodnikéw, stanach niedotlenienia i niedokrwienigastizmu oraz w warunkach
hiperglikemii, mog wigzac s¢ z nasilonym ryzykiem chorob uktadu sercowo —

naczyniowego.
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* AGEs w grupie pacjentéw z przewlekd choroba nerek.

W prezentowanej pracy badangzginia AGEs u pacjentéw z przewlgldhoroly
nerek w stadium od Il do V. We wszystkich podgreipeébadanych, stenia
AGEs w surowicy byty istotnie statystycznie igge w porownaniu do grupy
kontrolnej (tabela nr 7).

W grupie pacjentéw z przewlekehoroly nerek w stadium od Ill do V, leczonych
zachowawczo uzyskano o potewnizsze wartéci AGEs, w stosunku do
pacjentow hemodializowanych i dializowanych otrzewn. Stzenia AGEs
wynosity 706 = 219 Fl/g biatka. Stogievydolnasci nerek w tej grupie pacjentow
(GFR) byt w zakresie od 45 do 6 [ml/(min./1.73 m3)izsze wartéci skzen
AGEs w stosunku do pacjentow hemodializowanych 1148245 Fl/g biatka) i
dializowanych otrzewnowo (1407 + 1631 Fl/g biatka)ze wskazywa na lepszy
stopniéh wydolnaici nerek w grupie pacjentow z przewlgkehoroly nerek
leczonych zachowawczo, ktory o wynika& z krotszego czas uszkodzenia
kicbkow nerkowych. Wiele danych wskazujge AGEs § czynnikiem
patogenetycznym w uwarunkowanej czasem trwania Iquato kiebkow

nerkowych (Misselviz i in., 2002).

W trakcie terapii zachowawczej w przewlektej chaeoherek, pacjenci stosuj
rowniez ograniczenia biatkowe w codziennej diecie, cozenodOwnie: wptywaé
na nizsze sgzenie AGESs, w tej grupie pacjentow, w stosunku dojedaow
hemodializowanych i dializowanych otrzewnowo.

Natomiast istotnie statystycznie woze stzenia AGEs u pacjentéw z przewlekt
choroly nerek leczonych zachowawczo w stosunku do grupgtrémej g
wynikiem updledzonego ich wydalnania przez nerki, ponadto grugfwierdza
hipotez, ktérg postawit Miyataze u chorych z przewlekichoroly nerek, istnieje
zwigzek pomedzy procesami oksydacyjnymi, a glikadpiatek prowadzca do
tworzenia AGEs. Stres oksydacyjny u tych pacjentdoze nasilé formowanie i

gromadzenie tych toksycznych z@kow (Miyata i in., 2001).
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W prezentowanej pracy sprawdzono zat8¢ miedzy stzeniem kreatyniny a
stezeniem AGEs u pacjentow z przewlgktchorola nerek leczonych
zachowawczo, nie wykazano jednak korelacji pmny tymi parametrami (r = -
0.02, p=0.86) (rys. 10).

Nie wykazano rowniekorelacji pom¢dzy wspotczynnikiem filtracji kibuszkowj
GFR a stzeniami AGEs (r = -0.08, p = 0.39) (rys. 11) w tejgje pacjentow.
Mozna wkcC przypuszczg ze nasilona akumulacja koowych produktow
glikacji biatek moglta mié zwigzek z warunkami nadmiernego stresu
oksydacyjnego, a nie tylko wynika upaledzonego procesu ich usuwania dyog
nerek (Miyata i in., 1997).

U pacjentow z przewlekt choroly nerek obserwuje &irowniez roznice
znamienne statystycznie westniach receptoréw AGEs (RAGE) paiuzy grup
0sOb zdrowych i pacjentéw z przewlgkdhoroly nerek (Tanji iin., 2000; Brown,
2008). Mog by¢ one wic potencjalnymi markerami we wczesnej diagnozie ora
monitoringu posipujacego rozwoju dysfunkcji nerek w przewlektej chombi
nerek (Brown, 2008).

Najwyzsze s¢zenia AGEs obserwowano w grupie pacjentdw hemodiaianych
(1481 + 1245 Fl/g biatka) i dializowanych otrzewrm{d1407 + 1631 Fl/g biatka);
nie wykazano jednak #aic istotnych statystycznie pogizy obydwoma grupami
(p>0.05). Pomimo braku #dic w stzeniach AGEs midzy pacjentami
hemodializowanymi a dializowanymi otrzewnowo, nglepodkréli¢, ze ich
wysokie s¢zenia w obu grupach, meg jednej strony wynikaz updledzenia
wydalania i degradacji AGEs w nerkach, a z drugiepny z nadmiernej ich
produkcji pod wptywem stresu oksydacyjnego.

Wzmazona produkcja wolnych rodnikéw u tych chorych, amdoy¢ wynikiem
niedotlenienia tkanek, obecimd toksyn mocznicowych, zaburzonej gospodarki
pierwiastkamgladowymi (Martin-Mateo i in., 1999).

Wedtug pémiennictwa leczenie pacjentow za pormddalizy otrzewnowej to stan
szczegOlnie sprzyjagy powstawaniu AGEs, ze wzgledu naywanie ptyndw
dializacyjnych zawierarych glukoz w zakresie 83.2 — 235.8 mmola/l. Glukoza
reaguje z biatkami znajdagymi sk w otrzewnej, co prowadzi do zykiszonej

produkcji i gromadzenia SIAGES.
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Dodatkowo odktadanie SIAGEs wscianie naczi i w obrebie tkanki 4cznej ma
zwigzek z upéledzeniem przepuszczakw otrzewnej. Mgdzy innymi
Nakayama (Nakayama i in., 1997) udowodnit gzek medzy diugdcia dializy
otrzewnowej, a akumulagj AGEs w obebie otrzewnej. U pacjentow
rozpoczynacych terapi oznaczano niewielkie isgi AGEs a po 3 i 7 latach
stosowania dializy otrzewnowej obserwowano bardmaaczny wzrost gkenia
AGEs (Nakayama i in., 1997).

W badaniach Maitgorzewicz i in. (Malgorzewicz i i2Q05), uzyskano rownie
istotnie statystycznie wpgze sizenia AGEs u pacjentéw dializowanych
otrzewnowo w stosunku do grupy kontrolnej. W tegqy poréwnywano stenia
AGEs u pacjentow dializowanych otrzewnowo z cukgzycbez cukrzycy (z
cukrzyg AGEs: 1248 *+ 339 Fl/g bialka; bez cukrzycy AGES94 + 323 Fl/g
biatka). Pomimo wyszych sgzen AGEs w grupie pacjentow dializowanych
otrzewnowo z cukrzyg; nie bylo r@nic istotnych statystycznie pogizy
grupami (Matgorzewicz i in., 2005).

Natomiast uzyskane wyniki m@gpotwierdz& hipotez Miyaty (Miyata i in.,
1997), ze u pacjentow dializowanych otrzewnowo czynnikiemwpdupcyn
zwigckszory produkcg AGEs mae by stres oksydacyjny, hiperglikemia, jak

rowniez upasledzone wydalanie tych produktow przez nerki oradgzas dializy.

Uwaza st réwniez, ze u pacjentdw hemodializowanych zabieg dializy nie
powoduje efektywnego usuwania AGEs (Makita i irR91), a co wgcej niektore
krazace AGEs w ogole niegsusuwane drog nerek, czy drog dializy, jak na
przyktad 3-deoksyglukozon (Hasuike i in., 2002)at@bo zw¢kszone stzenie
AGEs, u chorych hemodializowanych, wynika z §lpdzonego ich wydalania,
jak rowniez z nadmiernej produkcji w warunkach stresu oksyfego i
akumulaciji.

Wydaje s¢ wi¢c, ze AGES mana uwaat za wskanik diugotrwatego stresu
oksydacyjnego, zweki te uznawane gs rOwniez za czynniki sprzyjagce
powstawaniu powikka okresu dializoterapii np. sercowo — naczyniowych
(Matgorzewicz, Lysiak-Szydtowska, 2005).

U chorych hemodializowanych obserwuje sbwniez znaczne podwiszenie
innych parametrow wskazgych na obecng stresu oksydacyjnego np:

malonylodialdehydu, obsénie parametréw bariery antyoksydacyjnej: dysmutazy
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ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT) oraz zaburaenmiv zawartéci

mikropierwiastkéw (selenu, cynku i miedzi) (Marfiutateo i in., 1999).

Ostatng analizowan grupm pacjentéw z przewlekt choroly nerek, u ktorych
oznaczano stenia AGEs, to pacjenci po zabiegu transplantagkin&tzenia
AGEs w tej grupie badanych zaréwno przed przesieaggm nerki (710 + 398
FI/g biatka) jak i po (545 £ 137 Fl/g biatka) byiistotnie statystycznie wgze ni

w grupie kontrolnej. Nisze s¢zenia AGES u pacjentow po przeszczepieniugcho
nieznamiene statystycznie (p=0.15) w stosunku ¢leesiprzed przeszczepieniem
nerki, mae swiadczy o tendencji do usuwania AGEsS przez przeszczgpion
nerke, chocia w pracy nie badano wydalania AGEs z moczem u tyarych.
Jakkolwiek nie ména wykluczy, ze prowadzona w tym okresie intensywna
terapia immunosupresyjna miata dodatkowy wpltyw nbnizenie sgzenia

mierzonego parametru.

» AGEs u pacjentéw z cukrzy@ typu 2.

Stezenia AGEs w grupie pacjentow z cukrzytypu 2 byly znamiennie wgze
niz w grupie kontrolnej (p= 0.008), wynosity 586191 Fl/g biatka (tabela nr 8).
Oznaczana réwnocgeie HbAL1C, ktéra odzwierciedla ¢genia glukozy w
ostatnich 2 — 3 miestach poprzedzagych badanie, érednich wartéciach 7.9+
2.18% w badanej grupie, wskazuje dradnie s¢zenie glukozy w osoczu ¢du
205 mg/dl wedtug danych z badania Diabetes Cornol Complications Trial
(Rohlfing i in., 2002). Takie warfgi stzen glukozy w osoczu wskazujna
przewlekte stany hiperglikemii w tej grupie pac@nti mogs stanowé warunki

sprzyjapce powstawaniu AGEs (Lee, 1992).

W prezentowanej pracy nie udatoe sjednak wykazé& korelacji pom¢dzy
stezeniem AGEs a glikowanhemoglobig (HbA1C). Podobny brak korelacji
uzyskano w pracy (Kilhovd i in., 1999), w ktérejtarzy ttumaca, ze maze on
wynika¢ z r&nych okreséw pottrwania tych zyzkow. W cytowanej pracy nie

wykazano rownig korelacji pomédzy receptorami AGEs (RAGE), ktérym
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przypisuje s} znacacs role w usuwaniu kacowych produktéw glikacji biatek, a
poziomem glikemii u pacjentow z cukrzy(Kilhovd i in., 1999).

W grupie pacjentéw z cukrzyctypu 2 wykazano za to znamienkorelacg
pomiedzy stzeniem kreatyniny w surowicy a AGEs (r=0.62, p<0.00Grednie
stezenia kreatyniny w tej grupie badanej wyniosty 1#0.88 mg/dl, i wskazyj
na pocatkowe updledzenie filtracji ktbuszkowej nerek. Uzyskane wyniki mpg
wskazywa, ze u chorych na cukrzgcz upcledzory funkcjg nerek, mana
oczekiwa podwyzszonych sizen AGEs na skutek przewleklych stanéw
hiperglikemicznych (HbA1C: 7#2.18%, co stanowi 205 mg/dl glukozy w
osoczu (Rohlfing i1 in., 2002)), nadmiernego stresksydacyjnego, co w
konsekwencji mge prowadzi do istotnych powikia w cukrzycy typu nefropatia.
Podobn korelacg uzyskano w pracy (Yan i in., 2003).

Depozycg AGEs obserwuje siw blaszkach miadzycowych. Badania rownie
wykazaty,ze istnieje zwazek medzy cizkosciag choroby widcowej a stzeniem
AGEs w surowicy (Kanauchi i in., 2001).

* AGEs u pacjentow poddawanych zabiegom operacyjnym.

Koncowe produkty glikacji bialek oznaczano u pacjent@eddawanych

zabiegom operacyjnym, u ktorych wykonywano zabiegeinym znieczuleniu.

Wartdsci stezen AGEs byly porownywalne z grgpkontrolrg we wszystkich

badanych punktach czasowych podczas catego zablagugicznego (p=0.65)

(tabela nr 11). M#na przypuszcza wicc, ze AGEs jest raczej markerem
diugotrwatego stresu oksydacyjnego a warunki paepdzanych zabiegow
opercyjnych, ktérychéredni czas trwania wynosit 108.8 min. nie powodgwat

znacacych wzrostow stzen tego parametru.

Ponadtasrednie s§zenia AGEs oznaczone przed zabiegiem chirurgiczrdhi ¢
180 Fl/mg biatka, tabela nr 11) poréwnywalne z grugontrolp, mog
wskazywa, ze badana grupa pacjentdw nie byta nana na istotne czynniki
sprzyjapce formowaniu s koncowych produktow glikacji biatek, a

heterogenn& grupy badanej mogta dodatkowo wphdnza wyniki AGEs.
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W grupie pacjentéw poddawanych zabiegom operacyjpgroawnywano rownie
stezenia AGEs pomgidzy grupami skali ASA. Skala ta ma na celu stanolasd
okreslenie  fizycznego stanu chorego przygotowywanego dabiegu
operacyjnego. Analizy statystyczne wykazale nie ma rénic istotnych
statystycznie w sgeniach AGEs pomgdzy grupami ASA, tak wic mazna
wnioskowd, ze fizyczny stan chorego oktany w skali ASA w grupie badanej

nie wigzat st ze stzeniami AGEs (tabela nr 13).

Uzyskane wyniki w grupie pacjentow poddawanych egbim operacyjnym,
pozwalaj przypuszczé ze warunki prowadzonego zabiegu chirurgicznego, jak
rowniez stopieér ryzyka podczas zabiegu wynikey ze stanu pacjenta, nie
powodowaty wzrostu sten AGEsS. Proces powstawania zaawansowanych
produktéw glikacji biatek jest procesem diugotrwalya warunki towarzysze

ich powstawaniu to diugotrwaty stres oksydacyjngdmierne dziatanie wolnych

rodnikdw oraz stany hiperglikemiczne.

Produkty peroksydacji biatek (grupy karbonylowe - GK) w odpowiedzi na

stres oksydacyjny.

Udziat aktywnych form tlenu obserwuje¢sw patomechanizmie ponad 100

choréb, od malarii przez AIDS do wsisu krwotocznego (Masotti i in., 1988;

Papadopulos-Eleopulos, 1992; Halliwell, 1993;). Ad@ wyrd&ni¢ choroby, w

ktorych stwierdza gi(Del Maestro, 1986):

» wzrost generacji wolnych rodnikéw: zachadygch wewntrzkomaorkowo,
zewntrzkomaérkowo, i w obu tych przestrzeniach jednéoi

» obnizenie generacji wolnych rodnikéw: zachade wewntrzkomorkowo,

zewntrzkomaérkowo.

Wzrost wewntrzkomorkowej generacji wolnych rodnikow obserwujemrzy
zatamaniu wewsgtrzkomorkowych mechanizméw ochronnych i nadmiernej
produkcji aktywnych form tlenu. Nate do nich: zespoty hiperoksygenacyjne
(Arduini i in., 1988; Hoshino i in., 1988; Sauqstd®92; Kornacka, 1993) np.
zwtoknienie pozasoczewkowe, zespédt niedokrwieniapdrfuzji), dysplazja
oskrzelowa (ptucna u noworodkéw), nadmierne nathemoe ustroju przy
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stosowaniu respiratoréw, hiperoksja hiperbaryczaaspoty niedotlenienia
(Floyd, 1990) np. zawat serca, udar mozgu, aneraiadtityczna indukowana
lekami (Del Maestro, 1980; Berger i in., 1990; Ams i in., 1991), niedobor
witaminy A lub E (Pelissier i in.,1989; Chow, 199d&00dki chemiczne — leki np.
bleomycyna, nitrofurantoina, lub karcynogeny (Kralin., 1988; Sun, 1990;
Jendryczko, 1993) a ta& starzenie siorganizmu (Cutler, 1986; Jenkins, 1992).

Wzrost zewntrzkomoérkowej generacji aktywnych form tlenu obsejemy w
ostrych i przewlekte stanach =zapalnych, =zachogzh w przestrzeni
zewrgtrzkomérkowej, gdzie dochodzi do aktywacji leukanyt makrofagow i
monocytow, ktére uwalnigjO,” do przestrzeni zewjtrzkomaorkowej (Karnovsky

i in., 1988). Wzrost poziomu wolnych rodnikbw w pstrzeni
zewrgtrzkomoérkowej stwierdzany jest w przebiegu ostryaifekcji oraz
przewleklych zapate tkanki cznej, chordb reumatycznych, standéw zapalnych
jelit i naczyh oraz choréb immunologicznych (Barnett, 1991; kgl i in.,
1992).

Wzrost wewntrz — i zewntrzkomorkowej generacji aktywnych form tlenu
zachodzi podczas napromieniowania ustroju promimenialtrafioletowymi, w
radioterapii, chorobie popromiennej. Napromienioiwaprowadzi do radiolizy
molekut wody i powstania rodnika hydroksylowego.datkowo ekspozycja na
chemiczne kancerogeny takie jak: ozon, ;NOraz palenie tytoniu powodyj
wzrost wewntrz — i zewntrzkomdrkowej generacji aktywnych form tlenu
(Pryor, 1987).

Zewmtrzkomorkowg generagj aktywnych form tlenu obserwujegsiv przebiegu
zapalé a obnkenie zdolnéci redukcji Q@ do @ prowadzi do zwikszenia
wrazliwosci na r@ne infekcje. (Del Maestro, 1980; Robac i in., 199&ryjmuje
sie rowniez znacacy udziat aktywnych form tlenu w patomechanizmievidan
cukrzycy (Jennings, 1988; Beals i in., 1993;). Zsotwvowano wzrost poziomu
nadtlenkow lipidowych u pacjentdw z naczyniowymiwpktaniami cukrzycy
(Stringer i in., 1989) i uznanae peroksydacja lipidow jest fundamentalnym

czynnikiem tych powikta (Sinclair i in., 1992).
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W prezentowanej pracy oznaczano produkty perokgydéatek, jako grupy
karbonylowe u pacjentéw z przewlgkthoroly nerek leczonych zachowawczo,

pacjentow z cukrzgtypu 2, u pacjentow poddawanych zabiegom opergayjn

* GKu pacjentow z przewlekh choroba nerek leczonych zachowawczo.
Stezenia produktow peroksydacji biatek (GK), jako wahi& stresu
oksydacyjnego mierzono u pacjentow z przewgekhroly nerek leczonych
zachowawczo. Wartoi GK wynosity srednio 1.2 £ 0.6 nM/mg biatka i
przyjmowaty wartéci nizsze nk w grupie kontrolnej, byly to tice istotne
statystycznie (p=0.003). Nie wykazano rownmvigzku pomedzy GK a innymi
wskaznikami stresu oksydacyjnego tj. «awymi produktami glikacji biatek i
modyfikowary oksydatywnie albumin (AGEs vs GK: r=0.14, p=0.14; IMA vs
GK: r=0.03, =0.8), pomimo ich istotniezgzych wartéci stzen (tabela nr 7).
Nie wykazano réwnie korelacji medzy stzeniami produktow peroksydacii
biatek a stzeniem kreatyniny (r=-0.03, p=0.7).

Nizsze istotnie statystycznieg¢génia produktow peroksydacji biatek w grupie
pacjentow z przewlekt niewydolndcia nerek leczonych zachowawczo, mog
wynika¢ ze stosownych ograniazélietetycznych w zakresie spavanego biatka
oraz hipoalbuminemii obecnej u niektérych pacjen{®epple, Masery, 2004).
Nie mazna wykluczy¢ wpltywu niedaywienia oraz prowadzonej terapii na

wielkosc stzen GK, chocia nie byto to przedmiotem baila

* GKu pacjentow z cukrzyq typu 2

W prezentowanej pracy w grupie pacjentdw z cukizyygpu 2 oznaczano
stezenia produktow peroksydacji biatek (GK). Watb stzen GK byly w

zakresie wartgi referencyjnych (GK vs grupa kontrolna p=0.22)yR&zano
réwniez brak istotnych statystycznie korelacjiguizy stzeniami AGEs i GK u
pacjentow z cukrzyctypu 2 (r=0.1, p=0.49) (rys. 15). Pomimo podazonych

stezen AGEs w tej grupie pacjentéw, ktore mogtyby wskaaywia warunki

stresu oksydacyjnego i stany hiperglikemiczne, @gart sttzen produktow

peroksyacji biatek byly poréwnywalne z watteami w grupie kontrolnej, co
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mogtoby sugerowawzgledng niezalenos¢ proceséw powstawania AGEs i grup

karbonylowych.

Na uwag zastuguje uzyskana Kkorelacja e¢oey stzeniami produktow
peroksydacji biatek (GK) a gteniami modyfikowanej oksydatywnie albuminy
(IMA) (r=0.38, p=0.007). Mana przypuszcza ze nasilenie niedotlenienia
zwiazanego z niedokrwieniem (wzrost IMA), #@ mig€ wplyw na sgzenie
markerdw stresu oksydacyjnego np. grup karbonyltw@EK) (Lushchak, 2007).
W sytuaciji niedotlenienia tworzenie grup karbonyow ulega intensyfikacji.

Uwaza sk, ze u pacjentow z cukrzyc przewlekie stany hiperglikemiiags
czynnikiem powodujcm uszkodzenie sroédbtonka naczyniowego oraz
stymulugcym zwickszory produkcg wolnych rodnikéw (Chappey i in., 1997).
Ich obecné¢ moze wskazywé na zwiekszomn mazliwosé powiktan typu mikro i
makroangiopatii, a w konsekwencji na zkgzone ryzyko sercowo — naczyniowe
(Chappey iin., 1997).

* GKu pacjentow poddawanych zabiegom operacyjnym.

Stezenia produktow peroksydacji bialek oznaczano réwhieu pacjentow
poddawanych zabiegom operacyjnym. Obserwowano tejgdewzrostovy
wartcsci tego parametru w poszczegolnych punktach czaslovigys. 19). Nie
uzyskano rénic istotnych statystycznie w ¢geniach GK przed zabiegiem
chirurgicznym, po intubacji i w 30 min. zabiegu Wsunku do grupy kontrolnej
(tabela nr. 11), natomiast istotnie i8ye wartéci sktzen GK wykazano po
wybudzeniu pacjentéw - po zakzonym zabiegu operacyjnym, w stosunku do
grupy kontrolnej (p<0.05). Uzyskane znamienniezseg wartéci GK mog
wskazywa& na warunki zwgkszonego stresu oksydacyjnego, ktéry mogt
wystepowa podczas wykonywanego zabiegu operacynego, lub taay s
niedokrwienia (niedotlenienia), o ktéryckwiadczy mog istotnie wysze
stezenia modyfikowanej oksydatywnie albuminy (IMA) (&b nr. 11).

U pacjentdw poddawanych zabiegom operacyjnym poyaw&no rownie
stezenia GK pomgdzy grupami skali ASA, ktéra ma na celu standardowe

okreslenie  fizycznego stanu chorego przygotowywanego dabiegu
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operacyjnego. Zastosowane analizy nie wykazaty wptgkali ASA na wart€ci
stezen produktéw peroksydacji biatek. Tak ¢gi mazna przypuszcza iz stan
fizyczny chorego poddawanego zabiegowi operacyjnekhasyfikacja pacjentow

wedtug skali ASA nie ma zwkku ze sgzeniami GK.

Modyfikowana oksydatywnie albumin (IMA).

Role wczesnego markera ostrego niedotlenienigmi sercowego ni@ spetnia
modyfikowana oksydatywnie albumina a doktadniek podaj autorzy frakcja
-albouminy zmodyfikowanej w ognisku niedokrwienialMA) (Bar-Or i in.,
2001). Powstawanie IMA zwzane jest z ze stresem oksydacyjnym, podczas
ktdrego generowany jest nadmiar wolnych rodnikowgypzyniapcych s¢ do
uszkodzenia tkanek w miejscu odczynu zapalnego. [gB frakcy albuminy,
ktora w wyniku dziatania reaktywnych form tlenu wiejscu niedotlenienia
utracita N-kacowg reszt lizyny, co updledza jej zdoln& do wigzania i
transportowania metali praejowych tj. jonéw kobaltu (+2), czy niklu (+2) (Bar
Ori in., 2001).

Oznaczanie gten IMA moze wskazywa na obecn& obszardéw niedokrwienia i
deficytu tlenowego w mgéniu sercowym, ktore powstajv wyniku posgpujacej
niedraznosci naczynia wiécowego w pierwszej fazie zawatu (Bhagavan i in.
2003). Oznaczanie modyfikowanej oksydatywnie almymidaje rownie
mozliwosci oceny wielkdci ,szkdd reperfuzyjnych”, wyspujacych jako efekt
zwigkszenia przeptywu krwi przez pierwotnie niedotlenidkanke w wyniku
udraznienia naczy wiencowych (Naskalski, 2000; Naskalski 2006). Oznaczani
stezenia IMA w niedokrwiennym fragmencie gdhia sercowego stwarza nadzieje
na lepsz ocere uszkodzenia ngénia sercowego zaréwno u pacjentéw z zawalem
serca, jak i u chorych z nawragaym i przewlektym niedotlenieniem ggnia
sercowego w przebiegu niestabilnej dltawicy piergp{Christensson i in., 2001).
IMA jest stosunkowo nowym wskaikiem niedokrwienia i pomimo #hych
mozliwosci, jakie niesie ze saboznaczanie sten IMA, na ktore wskazuje
cytowane powyej pismiennictwo, ostatecznie autorzy pagage oznaczanie
stezen IMA powinno by oceniane, raczej jako wskak prognostyczny dla
zagraajagcego niedokrwienia, ni jako test potwierdzagy ostry epizod

wiencowy. IMA jest roéwnie zbyt malo swoistym markerem niedotlenienia
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migsnia sercowego. Podwgzone wartéci stzen IMA, mozemy obserwowau
wszystkich chorych, u ktorych doszio do epizodudolewienia w mgsniu
sercowym, w ngsniach szkieletowych lub innych nadach (Zapico-Muniz i in.,
2004). Podejrzewa giréwniez wzrost sgzen IMA w niedokrwiennym udarze
mozgu, u chorych ze schytkgwiewydolngcia nerek i u niektérych chorych z
nowotworami (Borderie i in., 2004).

* IMA w grupie kontrolnej.

W prezentowanej pracy oznaczano watdMA w grupie 30 zdrowych osob,
srednie wartéci wynosity 76 £ 14 U/ml. (tabela nr 6), podobnertgéci stzen
IMA w grupie referencyjnej zdrowych ludzi, uzysk@idenne i in. (Gidenne i in.,
2004), ktorzy badali przydatéeo testu ACB (Albumin Cobald Binding) do
oznaczania oksydatywnie modyfikowanej albuminy. gkmy cytowanej pracy
podap, ze stzenia IMA przyjmup wartdgsci od 57.87 — 92.00 U/ml,
zaobserwowali rownierdznice istotne statystycznie eoizy srednimi stzeniem
IMA u kobiet (77.7 U/ml) i ngzczyzn (75.83 U/ml). Pomimo braku rozrdenia
stezen IMA w zaleznosci od pici, w prezentownej pracy, uzyskadesdnie
wartasci stezen, w grupie kontrolnej, $ podobne i oscyldj wokot sredniej
wartasci - 75 U/ml. ROwnie w pracy Wu i in. (Wu i in., 2001) oraz Gidennei i
(Gidenne i in., 2004) uzyskano nackszej populacji podobne wyniki u oséb

zdrowych rzdu 60 U/ml.

W niniejszej pracy oznaczanoestnia modyfikowanej oksydatywnie albuminy
(IMA) u pacjentow z przewlektchoroly nerek w tym: leczonych zachowawczo i
po zabiegu transplantacji nerki, u pacjentow z zwdy typu 2, z chorolp

niedokrwienn serca oraz u pacjentéw poddawanych zbiegom cliézmgm.

* IMA u pacjentéw z przewlekta chorobg nerek.

U pacjentow z przewlekichoroly nerek, leczonych zachowawczo, stwierdzono
wzrost s¢zen IMA o 30 % w porownaniu do grupy kontrolnej (tadehr 7),
réznice te byly istotne statystycznie #sze (p<0.05) podobnie jak wykazat to
Borderie i in. (Borderie i in., 2004). Natomiasenidato s wykaz& korelacji
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migdzy stzeniem kreatyniny a ateniem IMA (r=-0.05, p=0.6). W grupie
pacjentow leczonych zachowawczo, nie wykazano réwniistotnych
statystycznie korelacji rmadzy innymi oznaczanymi markerami stresu
oksydacyjnego a steniami IMA (AGEs vs IMA: r=-0.04, p=0.64; GK vs IMA
r=0.03, p=0.8). Na uwagzastugu jednak istotnie wisze wartéci stzen IMA,

w tej grupie, w stosunku do grupy kontrolnej (p<&g).0Podwyszone szenia
IMA moga sugerowé obecné¢ subklinicznego niedokrwienia w tej grupie

pacjentow, ktora stanowi greipyzyka powikla@ sercowo-naczyniowych.

Istotnie wyzsze wartéci stezen IMA, w stosunku do grupy kontrolnej, uzyskano
rowniez w grupie pacjentow po zabiegu transplantacji nétalela nr 7).

Nie zaobserwowoano jednakzroc w wartgciach s¢zen IMA przed zabiegiem
przeszczepienia nerki i po przeszczepieniu, byly wnobu przypadkach prawie
identyczne (98 + 14 vs 99 £ 13 U/ml). Wze wartéci w stzeniach IMA mog
jednak wskazywana obecn& subklinicznego niedokrwienia, na ktore namaa

jest ta grupa pacjentow.

* IMA u pacjentéw z cukrzyca typu 2.

U pacjentéw z cukrzyg typu 2 uzyskane wartoi stzen IMA byly istotnie
statystycznie wisze w porownaniu do grupy kontrolnej (p=0.004) étar 8).
Podwy:szone wartéci sttzen IMA w tej grupie pacjentow, magby¢ wyrazem
stanu niedokrwienia raéni szkieletowych (Zapico-Muniz i in., 2004) na sikit
mozliwych zmian miadzycowych w tej grupie pacjentéw. Uzyskane wyniki
mogs tez wskazywa na istniegce zaburzenia kfenia wigicowego we wczaiej
zmienionym taysku, na skutek agregacji ptytek i powstawania zepow
ograniczagcych dranaé¢ tetnic wieacowych. Pacjenci z cukrzyaypu 2 naleg
do grupy obgjzonej zwekszonym ryzykiem choroby wieowej oraz miadzycy
tetnic obwodowych i moézgowych, a peptijace powiktania sercowo-naczyniowe
typu mikro i makroangiopatii zwkane § mechanizmami niedokrwiennymi.
Stanowj rowniez grup; naraorg na powtarzajce s hiedotlenienie i
nawracajce epizody niedokrwienia zgdane z #cym st procesem zapalnym
zaréwno w obszarzethic wiencowych, jak i we fragmentach gdni (Pearson i
in., 2003).
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Nalezy rowniez podkréli¢, ze u pacjentéw z cukrzyctypu 2 zaobserwowano
zaleenos¢ pomkdzy markerem stanu niedokrwienia a markerem stresu
oksydacyjnego (IMA vs GK r=0.38, p=0.007) (rys. 18xyskana korelacja nie
wskazywg& na wspotistnienie stanu niedotlenienia oraz nadmego stresu
oksydacyjnego.

W grupie pacjentéw z cukrzydypu 2, sprawdzono korelgciiedzy stzeniami

IMA a sftezeniami kreatyniny w osoczu; nie uzyskano jednak naeanej

zaleznosci miedzy tymi parmetrami (r=0.15, p=0.30).

* IMA u pacjentéw z chorobg niedokrwienna serca.

Powszechnie stosowanymi markerami kardiologiczngmidiagnostyki zawatu
migsnia sercowego gs troponiny. Zwekszenie sizenia troponin wywotane
niedokrwieniem decyduje 0 rozpoznaniu zawalu i man& znaczenie w
rokowaniu. S§zenie troponin wzrasta w przebiegu nasilonego nisdiehkia, gdy
dochodzi ju do nieodwracalnych, martwiczych zmian wegnmiu sercowym. Do
tych zmian dochodzi zazwyczaj po uptywie kilku gmdnd pocatku ostrego
incydentu niedokrwienia (Opolski i in., 2003). Pakaje s¢ nowych markeréow
wskazugcych na wczesne niedokrwienie g¢dnia sercowego tmicujacych
pacjentow z niedokrwieniem od pacjentéw bez niedddmia oraz pacjentow z
niedokrwieniem bez zawatlu od pacjentow, u ktéryebcpsy niedokrwienne
doprowadzity do martwicy. Wczesne rozpoznanie rkedtenia mesnia
sercowego przed nastaniem zmian martwiczychaimgoby wczesne podicie
dziataa zapobiegajcych rozwdj martwicy na skutek niedokrwienia. Lh&no,ze
takim markerem maogtby ByMA( Morrow i in., 2003).

W prezentowanej pracy oznaczanegzehia IMA u pacjentéw z bdlem w klatce
piersiowe] bez zmian w badaniu EKG. Mierzonezehia IMA w momencie
pojawienia s} bolu w klatce i dob po incydencie, w obu przypadkach wadio
stezen IMA byly istotnie znamiennie wasze ni w grupie kontrolnej p<0.05, bez
istotnych statystycznie #z@ic migdzy pobraniami (tabela nr 10). Uzyskane
istotnie wysze sgzenia IMA moglty wskazywa& na utrzymujcy Sk stan

niedokrwienia (niedotlenienia) génia sercowego. Niestety nie oznaczono w tej
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grupie badanej dodatkowo troponin, ktére wskazymwaly na brak
nieodwracalnych, martwiczych zmian w ¢niu sercowym, a brak zmian w
obrazie badania EKG jest niewystargzgm i zbyt malo czulym testem
wykluczjacym martwi¢ serca. Dlatego feistotnie wysze s¢zenia IMA w tej
grupie mog powierdz& jedynie istnienie incydentow niedotlenienia.

Podobne badania przeprowadzono w pracy Bhagavana (Bhagavan i in.,
2003), gdzie mierzono gtenie IMA u pacjentdw bez niedokrwienia gnia
sercowego oraz u pacjentow z niedokrwieniemzrikta w s¢zeniach IMA w
grupie pacjentow z niedokrwieniem i bez niedokniaebyty wyraznie i wysoce
znamiennie statystyczne. Wedlug Morrowa i in. IMAesti markerem
niedokrwienia mgsnia sercowego o dobrej cz&e i swoistgci (Morrow i in.,
2003). Natomiast stabo #dicuje niedokrwienie bez martwicy od niedokrwienia
przebiegajcego z martwig (Bhagavan i in., 2003).

Na uwag zastuguje réwnie badanie przeprowadzone przez Sinha i in. (Sinha i
in., 2004), ktérzy oznaczali IMA, troponin i wykonywali badanie
elektrokardiograficzne u pacjentdw z ostrym bolemklatce piersiowej przy
przyjeciu do szpitala. Z badania wynikae czutd¢ wykrywania niedokrwienia
przez IMA wynosita 82% w stosunku z 45 % czaig EKG i 20% troponiny T w
momencie przyjcia do szpitala. Autorzy rownieuwazaja, ze oznaczanie IMA
jest szczegolnie wskazane dla pacjentow przyjmowlado szpitala z bélem w
klatce piersiowej lub objawami sugegaymi sercowe pochodzenie bolu, z matym
lub umiarkowanym ryzykiem ostrego zespotu fi@ewego, z normalnym lub
niediagnostycznym badaniem EKG oraz normalnyrzestiem troponin w

pobraniu przy przyciu do szpitala (Sinha i in., 2004).

Cechy modyfikowanej oksydatywnie albuminy (IMA) jest ¢dzy innymi
wczesne pojawienie gipo incydencie niedokrwienia (Morrow i in., 2003)/
niniejszej pracy badano dynamikmian s¢zenia IMA w trakcie rewaskularyzacji
naczyi wiencowych (przezskérnejrodnaczyniowej angioplastyki wieowej -
PTCA). Najwysze wartéci siezenia IMA uzyskano w 1 godzinie po zbiegu
wzrost o 16 % od warfoi stzen wyjsciowych, po 24 godzinach od gpienia
niedokrwienia wartéci IMA wrocity do wartcci sprzed zabiegu (rys. 17). Sinha i
in. wykazali rownie¢ wzrost IMA po 30 minutach od za kezenia PTCA i

utrzymywanie si jeszcze przez 30 minut, a ngstie powr6t do warkwi
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wyjsciowych jwz po 12 godzinach (Sinha i in., 2003). Podobne wymk
badaniach dynamiki zmian ¢gen IMA uzyskali Hjortshgj i in. w swojej
najnowszej pracy z 2009 roku, ktérzy szczegotowsugp dynamile pojawiania
sic IMA u pacjentdow w ostrych stanach wweowych. Potwierdzgj oni, iz
stezenie IMA u pacjentdw z ostrym zespolem igewym z przetrwatlym
uniesieniem odcinka ST, u ktérych wykonywano angistyke, ma najwyszy
pik w 40 minucie od wykonania angioplastyki, zacst stabilizowa po 2.5
godzinach i po dobie wraca do wabwyjsciowych (Hjortshgij i in., 2009).

IMA, jak wynika to z przedstawionych badatasnych jak i cytowanych prac, nie
spetnia kryteriow markera z@icujagcego niedokrwienie z i bez martwicy ¢fmia

Sercoweqgo.

* IMA u pacjentow poddawanych zabiegom operacyjnym.

W prezentowanej pracy oznaczan@zshia IMA u pacjentbw poddawanych
zabiegom operacyjnym, u ktorych wykonywano zabiegeinym znieczuleniu.
Uzyskane znamiennie vyze wartéci stzen IMA we wszystkich pobraniach w
stosunku do grup kontrolnej (tabela nr 11) mogwiadczy o stanach
niedokrwienia mgsni szkieletowych, jak i innych nagdéw (Zapico-Muniz i in.,
2004). Najwysze wartéci stezen IMA uzyskano przy intubacji pacjenta, jak i po
wybudzeniu, ktérérednio naspowato w 108. 8 minucie od rozpacia zabiegu.
Te szczegodlnie wsze wartéci siezen IMA w wymienionych punktach
czasowych maog sugerowd, iz dodatkowe sytuacje np. bezdech lub miejscowy
ucisk na nargdy uktadu oddechowego, m® wzmocnt proces niedokrwienia na
drodze miejscowego niedotlenienia. Napsge wartéci sizen IMA uzyskane po
wybudzeniu pacjenta wydgjsie by¢ odpowiedzi na krétkotrwaty stres
oksydacyjny podczas zabiegu; w tym punkcie czasowyayskano réwnie
istotnie statystycznie wgze s¢zenia GK (tabela nr 11).

Stratyfikacja sfzen IMA w roznych grupach ryzyka okienych przez skal
ASA, pokazata rénice istotne statystycznie goizy wartgciami stzen IMA
przed zabiegiem a kolejnymi punktami czasowymi wszystkich grupach skali
ASA (p<0.05) (tabela nr 12). Dane te suggruyje w czasie zabiegu me
dochodzt do standéw niedokrwienia (niedotlenienia) orzz zabieg operacyjny a

wiec jakakolwiek ingerencja w organizm, i wywota stan niedokrwienia.
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Zaobserwowano rownie ze wartéci sizen IMA zaleza od stopnia skali ASA,
stezenia IMA bylty najwysze w grupie pacjentéw zakwalifikowanych do ASA
[ll, a wiec u pacjentéw z ¢ika choroly ogdlnoustrojow, ograniczajca znacznie
wydolnaé¢ organizmu, w stosunku do grup z ASA 1l i ASA | (p609). Mana
wigCc powiedzi€, ze pacjenci zakwalifikowani jako ASA Ill, asszczegOdlnie
naraeni na stan niedokrwienia i niedotlenienia. Uzyskavyniki potwierdzaj
rowniez funkcjonalnd¢ i skuteczné¢ klasyfikacji pacjentow wedtug skali ASA,
ktéra uwzgédnia wiele czynnikdw wptywagych na ryzyko przeprowadzanego
zabiegu. Nalgy zwrécié rowniez uwag, ze wsrod pacjentdw, u ktoérych
wykonywano zabieg operacyjny byli pacjenci poddaabiegom chirurgii
naczyniowej. Ta grupa wydaje esinajbardziej nargna na incydenty
niedokrwienia podczas zabiegu, poniewaprocz samego zabiegu, choroba
dodatkowo mee ograniczé& wydolng¢ pacjenta i wptyw& na podwyszone
wartasci skzen IMA. Uwzglednienie skali ASA przy badaniu dynamiki zmian
IMA w trakcie zabiegu operacyjnego wyrae wskazuje na nasilenie procesow

niedotlenienia u pacjentow z ASA Il (tabela nr iy5. 20 i 21).

Niewatpliwie lepszy obraz dynamiki zmian wegeniach IMA uzyskuje siw
grupach homogennych, tak jak to bylo w przypadkuejgaow z planoy
przezskérn rewaskularyzagj miesnia sercowego (rys. 17). Potwierdzajo
rowniez badania Hjortshgja i in., ktérzy badali kinetykodyfikowanej alouminy
pacjentow z ostrym niedokrwieniem serca (Hjortshiaj, 2009). Najwaniejszy
wniosek jaki podaj autorzy badania, to fakie szczytowy wzrost sten IMA
nastpuje juz w 40 minucie od incydentu niedokrwienia i do nolizeji maoze
dochodzt juz po 2.5 godzinach od incydentu a stabilizacji po gdtizinach.
Autorzy stwierdzaj réwniez, ze IMA jako wczesny marker niedokrwienia nie

koreluje z pozostatymi markerami niedokrwienia agfidjortshgj i in., 2009).

Na podstawie przeprowadzonych b&dmazna powiedzié zgodnie z autorami
wielu publikacji, ze IMA nie jest swoistym markerem niedotlenieniagénia
sercowego, mama obserwowajego podwyszone wartéci zarowno u pacjentow,
u ktérych wys¢puja incydenty niedokrwienia rania sercowego, jak i redni
szkieletowych oraz innych naiddéw (Bhagavan i in., 2003; Sinha i in, 2003;
Zapico-Muniz i in., 2004).
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W badanych grupach pacjentéw tj: z przewdekihorola nerek leczonych
zachowawczo (r=-0.04, p=0.64), pacjentow po zabtegusplantacji nerki (przed
przeszczepieniem nerki (r=0.24, p=0.39), po przaszeniu nerki (r=0.14, p=
0.63)), z cukrzyg typu 2 (r= 0.09, p=0.53) (rys. 14), pacjentéw paaenych
zabiegom operacyjnym (p>0.05), nie wykazano istchingtatystycznie korelaciji
pomidzy stzeniami AGEs a IMA. Brak korelacji mégt wynikaz faktu, ze
koncowe produkty glikacji biatek natg traktowa, jako marker diugotrwatego
stresu oksydacyjnego a modyfikowamwksydatywnie albumi) jako marker
krotkotrwatych standw niedotlenienia, agwimap one inne okresy pottrwania.

Podsumowanie
Badania przeprowadzono w grupie 412 pacjentéw zoasgh na czynniki
zZwigkszonego ryzyka sercowo-naczyniowego, oznaczonfcdwe produkty
glikacji biatek, modyfikowan oksydatywnie albumin oraz produkty
peroksydaciji biatek.
Brak istotnych korelacji mgdzy badanymi parametrami, ve wynika ze
znacacej heterogenrimi wewmngtrz poszczegdlnych grup (gle wiek,
wspotistniegce choroby, czas trwania choroby, stosowane leegeni
Wyniki badania wskazgjna podwyszone sfzenia badanych parametrow oraz
ich korelacg z zaawansowaniem choroby.
Wykazano przydatrsé opracowanych metod laboratoryjnych w monitorowaniu
nasilonego stresu oksydacyjnego vmnygch stanach klinicznych.
Ponadto oznaczone parametry ma@ryc, jako markery zwikszonego ryzyka

chorob sercowo-naczyniowych.
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WNIOSKI

1. Opracowane metody oznaczanian&kowych produktow glikacji biatek i
modyfikowanej oksydatywnie albuminy, mpdy¢ wykorzystywane w
praktyce klinicznej do oznacznia nasilenia dtugkratkotrwatego stresu
oksydacyjnego.

2. Wzrost s¢zen badanych markerow (AGEs, IMA, GK), oznaczanych
opracowanymi metodami, obserwuje¢ siw grupach pacjentow ze
zwigckszonym ryzykiem sercowo - nhaczyniowym, mamych na
diugotrwaly stres oksydacyjny i hiperglikegni

3. Modyfikowana oksydatywnie albumina e by przydatnym
wskaznikiem niedokrwienia u pacjentow z cukraytypu 2, z przewlekt
choroly nerek, czy tez chorola niedokrwieng serca.

4. Krétkotrwaty stres oksydacyjny w postaci zabiegemgyjnego wptywat
na wzrost stzenh modyfikowanej oksydatywnie albuminy oraz produktow
peroksydacji biatek, nie wptywat nac¢geénia kacowych produktéw
glikacji biatek.

5. Wydaje s¢, ze nasilenie stresu oksydacyjnego (wzrost IMA i GK)
pacjentow poddawanych zabiegom operacyjnym wynikéedokrwienia
migsni szkieletowych i nagdow wewrgtrznych i zaley w duzym stopniu

od podstawowego stanu zdrowia pacjenta np. wspijstych chordéb.
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STRESZCZENIE

Zjawiska patologiczne takie jak: hiperglikemia, dodenienie, niedokrwienie,
stan zapalny, =zaburzaj prawidtowy przebieg proceséw oksydacyjno-
redukcyjnych, prowadg do nadprodukcji wolnych rodnikéw i generacji stre

oksydacyjnego.

Hiperglikemia nasila powstawanie tiapwych produktéw glikacji biatek (AGES),
jak rowniez procesow wolnorodnikowych, przyczyniaj s do akceleracji

czynnikéw ryzyka sercowo - naczyniwego.

Stan niedotlenienia, jak rowmienasilony stres oksydacyjnya sprzyczyry
upcsledzenia funkcji zmiatania wolnych rodnikdw przeibuwmine. Dlatego
zmodyfikowana oksydatywnie albumina (IMA), sestanowt swoisty wskanik
niedotlenienia, wykazagy migdzy innymi na niedokrwienne uszkodzenie

migsnia sercowego, n¥ni szkieletowych czy innych nagdow.

Celem pracy byto:

- opracowanie analityczne metod oznaczaniac&wych produktow glikacji
biatek i modyfikowanej oksydatywnie albuminy;

- pomiar s¢zenia kaicowych produktow glikacji biatek, gtenia modyfikowanej
oksydatywnie albuminy oraz grup karbonylowych (pktdw peroksydacii
biatek), w wybranych grupach pacjentow ze gk®zonym ryzykiem sercowo —
naczyniowym;

- ocena wplywu zabiegu operacyjnego nhaczeshie markeréw stresu
oksydacyjnego: grup karbonylowych biatek, modyfilkkowej oksydatywnie

albuminy i kaacowych produktow glikacji biatek.

Metod: oznaczania kicowych produktow glikacji biatek (AGES) opracowan®
podstawie pracy Kihcha i in. (Minch i in., 1997). Metogl oznaczania
modyfikowanej oksydatywnie albuminy (IMA) opracoveana podstawie pracy
Bhagavana i in. (Bhagavan i in., 2003). Produktyokgydacji biatek (GK)
oznaczono wedtug metody Garibaldiego (Garibaldgghio, 1994).

W badaniu wzjto udziat 5 grup pacjentow.gcznie przebadano 412 pacjentow w

tym 158 kobiet i 254 wgrczyzn. Byli to: | - grupa kontrolna; Il - pacjengi
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przewlekh chorola nerek w tym: z przewlekt chorola nerek leczeni
zachowawczo, pacjenci hemodializowani, dializowatizewnowo, oraz po
zabiegu transplantacji nerki; 1l - pacjenci z ayag typu 2; IV - pacjenci z

choroly niedokrwieng serca; V - pacjenci poddawani zabiegom operacyjnym

W grupach badanych oznaczano 3 wsid: koncowe produkty glikacji biatek
(AGEs), modyfikowan oksydatywnie albumin(IMA), oraz grupy karbonylowe
(GK).

Znamiennie statystycznie wysokie¢atnia AGEs uzyskanou pacjentow z
przewlekh choroly nerek (najwysze u pacjentow dializowanych otrzewnowo i
hemodializowanych) oraz u pacjentow z cukegygpu 2. Wykazano znamiean
korelacg pomidzy stzeniem kreatyniny w surowicy a AGEs (r=0.62, p<0.000

u pacjentdw z cukrzyctypu 2. Istotnie statystycznie wgze sgzenia IMA
uzyskano w grupie pacjentéw z chogobiedokrwieng serca; u pacjentow z
przewlekh choroba nerek leczonych zachowawczo; u pacjentéukezyg typu

2, u pacjentow poddawanych zabiegom operacyjnymemym znieczuleniu.
Wykazano korelagj migdzy IMA a GK u pacjentow z cukrzyadypu 2 (r=0.38,
p=0.007).

Opracowane metody oznaczania ngowych produktow glikacji biatek i
modyfikowanej oksydatywnie albuminy, mody¢ wykorzystywane w praktyce
klinicznej do oznacznia nasilenia dtugo i krotkaalego stresu oksydacyjnego.
Wzrost s¢zen badanych markeréow (AGEs, IMA, GK), o0znaczanych
opracowanymi metodami, obserwuje $¥ grupach pacjentéw ze ziszonym
ryzykiem sercowo - naczyniowym, nacamych na dtugotrwaly stres oksydacyjny
i hiperglikeme. Modyfikowana oksydatywnie albumina e by przydatnym
wskaznikiem niedokrwienia u pacjentoéw z cukraykypu 2, z przewlelgt choroly
nerek, czy té z choroly niedokrwienn serca. Krétkotrwaty stres oksydacyjny w
postaci zabiegu operacyjnego wptywat na wzros¢zeat modyfikowane]
oksydatywnie albuminy oraz produktow peroksydacgtdk, nie wptywat na
stezenia kaicowych produktow glikacji biatek. Wydaje¢size nasilenie stresu
oksydacyjnego (wzrost IMA i GK) u pacjentow poddanyeh zabiegom
operacyjnym wynika z niedokrwienia @ni szkieletowych i nagdow
wewretrznych i zaley w duzym stopniu od podstawowego stanu zdrowia

pacjenta np. wspotistniggych chorob.
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ABSTRACT

Pathological phenomena such as hyperglycemia, hgpoischemia or
inflammatory state disturb the oxidative — reduetiprocesses, leading to the

overproduction of free radicals and generationxod@tive stress.

Hyperglycemia result in the formation of glycatiend products (AGES), causing
the intensification of free radicals processes #mel acceleration of diabetes

mellitus and renal failure complications.

Ischemia state, as well as oxidative stress alsdsleto the dysfunction of
capturing free radicals by albumin. That is why tbehemia modified albumin
(IMA) may be a specific marker of hypoxia, indicagiamong others myocardial

ischemia and ischemic episodes in skeletal muscldther tissues.

The aims of this study included:

- the elaboration of an analytical method of magkedvanced glycation end
products and ischemia modified albumin;

- concentration measurement of advanced glycatiod products, ischemia
modified albumin and carbonyl groups selected patients groups withgher
cardiovascular risk;

- evaluation of the influence of operative procedan markers of oxidative
stress: carbonyl groups, ischemia modified albuarid advanced glycation end
products.

The method of AGEs marking was elaborated on thasbaf the study by
Miincha et al. (Mnch et al., 1997). The method of IMA marking hasrbe
elaborated on the basis of the study by Bhagavah. ¢Bhagavan et al., 2003).
The CG have been marked using the method of Gdril§&@aribaldi, Aragno,
1994).

The study was carried out on 5 groups; altogetiier ghatients: 158 female and
254 male. These were: | — control group; Il — ¢uats with chronic kidney disease
including patients with chronic kidney disease oopbylactic treatment, patients
on hemodialysis, patients on peritoneal dialysid@ sansplanted kidney patients;
[l — patients with diabetes type 2; IV — patiemtth ischemic heart disease; V —

patients submitted to operative procedure.
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In the study groups, 3 markers have been indicaaedanced glycation end
products (AGEs), ischemia modified albumin (IMAgrbonyl groups (CG).

Significantly higher levels of AGEs have been natethe cases of patients with
chronic kidney disease (highest in the case ofeptdion peritoneal dialysis and
hemodialysis) as well as in the case of patienth diabetes type 2. Significant
correlation has been found between the concentraficreatinine in serum and
AGEs (r=0.62, p<0.0001), in the case of patientshwiiabetes type 2.
Significantly higher levels of IMA were found indghgroup with ischemic heart
disease patients with chronic kidney disease on prophyateatment, patients
with diabetes type 2 and ipatients submitted to operative procedwreder
anesthesia. Correlation has been found between #Wéd GK in the case of
patients with diabetes type 2 (r=0.38, p=0.007).

The elaboration of analytical method of marking A@@Es and IMA may be used
in clinical practice to mark the intensity of loagd short -term oxidative stress.
Increased concentration of indicated markers (AGQEB\, CG), marked with
elaborated methods, was observed in patient gneithsncreased cardiovascular
risks, exposed to long-term oxidative streasd hyperglycemia. Ischemia
modified albumin may be used as a useful markesafemia in patients with
diabetes type 2, patients with chronic kidney disegatients with ischemic heart
disease. Short-term oxidative stress in the fornopsrative procedure did have
influence on increased concentration of IMA and @@, not have influence on
the level of AGEs. It seems that the occurrencexalative stress (increased IMA
and CG) in the case of patients undergoing opergirecedure results from the
ischemic episodes in skeletal muscles and intergeElns and depends greatly on

the basic health condition of the patient, e.gximg diseases.
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ANEKS

Gdansk, 2004-03-15

NKEBN/15/2004
Pani
Prof. dr hab. med. Wiestawa Lysiak-Szydlowska
Kierownik Zaktadu Zywienia Klinicznego
i Diagnostyki Laboratoryjnej
Instytut Choréb Wewnetrznych
Akademia Medyczna w Gdansku

W odpowiedzi na zgloszenie badan z dnia 5.01.2004 r. na temat: ,Hiperglikemia
i warunki stresu oksydacyjnego a kofcowe produkty glikacji blalek w réznych stanach
klinicznych” (planowana praca na stopien doktora nauk medycznych mgr Aleksandry
Sliwiniskiej) - Niezalezna Komisja Bioetyczna do Spraw Badart Naukowych przy
Akademii Medycznej w Gdansku rozpatrzyta ww. zgtoszenie na posiedzeniu w dniu
29 stycznia 2004 r. i ponownie w dniu 11 marca 2004 r. z udziatem wnioskodawcy
- oraz po wyshuchaniu wyjasnien na watpliwodci Komisji - wyraza zgode na
prowadzenie badart w zakresie przedstawionym w projekcie pracy stwierdzajac,
se sg to badania poznawcze, nie stanowigce istotnego zagrozenia dla zdrowia
pacjentow.

PRZEW

Niezalezn

NICZACY

misfi Bloetycznef

adesh) j dafgku

prof dr hab. mmm
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i Gdansk, 2005-02-08

NKEBN/13-109/2005

Pani

Prof. dr hab. med. Wiestawa Lysiak-Szydtowska
Kierownik Zakladu Zywienia Klinicznego

i Diagnostyki Laboratoryjnej

Instytut Choréb Wewnetrznych

Akademia Medyczna w Gdansku

W odpowiedzi na pismo z dnia 2.02.2005 r. zglaszajace wprowadzenie poprawek
do realizowanego badania na temat: ,Hiperglikemia i warunki stresu oksydacyjnego
a koncowe produkty glikacji bialek w réznych stanach Klinicznych” (praca na stopien
doktora nauk medycznych mgr Aleksandry Sliwinskiej) - Niezalezna Komisja Bioetyczna
do Spraw Badan Naukowych przy Akademii Medycznej w Gdansku na posiedzeniu w dniu
3 lutego 2005 r. zapoznala si¢ z ww. wnioskiem i akceptuje wprowadzone zmiany, polegajace
na rozszerzeniu zakresu prowadzonych badan o grupg pacjentéw poddawanych petnemu
znieczuleniu, gdyz poprawki te sa dokonane w celu usprawnienia przebiegu badania i dadzg
petniejszy wynik zagadnien poruszonych w prowadzonej pracy doktorskiej oraz podtrzymuje
wydana decyzjg¢ na ww. program badawczy NKEBN/15/2004 z dnia 15.03.2004 r.

vag
prof. dr Kab. med. Stefan Roszeja
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