Academia Medica Gedanensis
Facultas Pharmaceutica

Marcin Marszatt

Ekspozycja na dym tytoniowy a poziom homocysteiny
1jej kofaktorow we krwi 1 moczu
u 0sOb palacych 1 niepalacych

Rozprawa na stopien
doktora nauk farmaceutycznych

Promotor
Prof. dr hab. Wojciech Czarnowski

Katedra 1 Zaktad Toksykologii

Gdansk 2007



Sktadam serdeczne podziekowania
mojemu Promotorowi Prof. dr hab. Wojciechowi Czarnowskiemu
za cenne rady i pomoc w realizacji pracy

Panu dr Ryszardowi Makarowskiemu
za pomoc w realizacji doswiadczenia

Pani Teresie Pawlowskiej
za poswiecony czas i pomoc w przeprowadzeniu doswiadczenia

Pani dr Matgorzacie Szyszko
za pomoc w przygotowywaniu probek do oznaczen

Panu dr Radostawowi Zbikowskiemu
za cenne konsultacje matematyczno-statystyczne

Pracownikom Katedry i Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej
za udostepnienie ciektego azotu i mozliwos¢ przechowywania probek



Mojej kochanej Zonie i Rodzicom



Spis tresci

I. Spis skrotow 7
II. Wykaz wykorzystywanych publikacji 9
1. WSTEP 10
1.1. Wprowadzenie 11
1.2. Budowa papierosa, sktad i wlasciwosci dymu tytoniowego

1jego toksycznosé 12
1.3. Palenie tytoniu a stres oksydacyjny 15
1.3.1. Znaczenie glutationu jako antyoksydanta 18
1.4. Ocena ekspozycji na dym tytoniowy 20
1.4.1. Kwestionariusz ankiety 20
1.4.2. Biomarkery narazenia na dym tytoniowy 21

1.4.2.1. Oznaczanie kotyniny w moczu jako biomarkera narazenia

na dym tytoniowy 21
1.5. Homocysteina 24
1.5.1. Formy wystgpowania homocysteiny w materiale biologicznym 25
1.5.2. Metabolizm homocysteiny 26
1.5.2.1. Rola kwasu foliowego w metabolizmie homocysteiny 27
1.5.2.2. Rola witaminy Bs w metabolizmie homocysteiny 30
1.5.3. Hiperhomocysteinemia jako wskaznik zagrozenia zdrowia 31
1.5.3.1. Czynniki wptywajace na stezenie homocysteiny 34
2. CEL PRACY 37
3. METODYKA BADAN 39
3.1. Badane grupy 40
3.2. Zakres badan 41
3.2.1. Oznaczanie stezenia kotyniny w moczu 41
3.2.1. Oznaczanie kreatyniny w moczu 43

3.2.3. Oznaczanie catkowitego st¢zenia homocysteiny i catkowitego
stgzenia glutationu w osoczu 44
3.2.4. Oznaczanie stezenia glutationu zredukowanego 1 utlenionego we krwi 48

3.2.5. Oznaczanie stezenia glutationu zredukowanego 1 utlenionego w osoczu 50



3.2.6. Oznaczanie stgzenia kwasu 5-metylotetrahydrofoliowego w osoczu
3.2.7. Oznaczanie st¢zenia B jako sumy pirydoksalu i fosforanu 5’-pirydoksalu
oraz kwasu 4-pirydoksynowego w osoczu

3.2.8. Obliczenia matematyczno-statystyczne

4. WYNIKI I ICH OMOWIENIE

4.1. Charakterystyka osob zakwalifikowanych do badan

4.2. Stgzenie homocysteiny w osoczu

4.3. Korelacja pomigdzy stgzeniem homocysteiny w osoczu a st¢zeniem
kotyniny w moczu i stosunkiem st¢zen kotynina/kreatynina w moczu

4.4 Stezenie glutationu zredukowanego i utlenionego we krwi oraz stosunek
stgzen obu form glutationu

4.5. Korelacja pomigdzy st¢zeniem glutationu zredukowanego i utlenionego
we krwi stosunkiem stezen obu form a st¢zeniem kotyniny w moczu
1 stosunkiem st¢zen kotynina/kreatynina w moczu

4.6. Stgzenie glutationu zredukowanego, utlenionego i catkowitego w osoczu

4.7. Korelacja pomigdzy st¢zeniem glutationu zredukowanego, utlenionego
1 calkowitego w osoczu a stezeniem kotyniny w moczu i stosunkiem st¢zen
kotynina/kreatynina w moczu

4.8. Stgzenie kwasu S-metylotetrahydrofoliowego w osoczu

4.9. Korelacja pomigdzy st¢zeniem kwasu 5-metylotetrahydrofoliowego w osoczu
a stgzeniem kotyniny w moczu i stosunkiem stgzen kotynina/kreatynina
W moczu

4.10. Korelacja pomigdzy stezeniem kwasu S-metylotetrahydrofoliowego w osoczu
a stezeniem homocysteiny w osoczu

4.11. Stezenie pirydoksalu, fosforanu 5’-pirydoksalu i kwasu 4-pirydoksynowego
W 0s0CZu

4.12. Korelacja pomigdzy stezeniem pirydoksalu i fosforanu 5’-pirydoksalu
W 0soczu a st¢zeniem kotyniny w moczu i stosunkiem st¢zen

kotynina/kreatynina w moczu

4.13. Analiza czynnikowa

5. DYSKUSJA

5.1. Ocena narazenia na dym tytoniowy w oparciu o oznaczone st¢zenie kotyniny,

52

55
60

62

63
65

67

68

73
73

79

79

85

85

90

90
96

98



stosunek stezen kotynina/kreatynina oraz wywiad ankietowy
5.2. Wplyw palenia tytoniu na stezenie homocysteiny w osoczu
5.3. Wplyw palenia tytoniu na stgzenia glutationu zredukowanego i utlenionego
we krwi i osoczu
5.4. Wplyw palenia tytoniu na st¢zenie kwasu 5-metylotetrahydrofoliowego
W 0soczu
5.5. Zaleznos$¢ pomigdzy kwasem foliowym a homocysteing
5.6. Wplyw palenia tytoniu na stezenie witaminy Bg w osoczu
5.7. Wykorzystanie detekcji elektrochemicznej kulometrycznej w HPLC
do oznaczen tioli 1 witamin z grupy B prezentowanych w pracy

5.8.  Ocena kondycji zdrowotnej respondentow bioracych udziat w badaniu

6. WNIOSKI
7. STRESZCZENIE
8. PISMIENNICTWO

III. ZALACZNIK — wzor ankiety

99
101

102

104
105
106

107

108

110

112

115

129



I. Wykaz skrotow

4-PA - kwas 4-pirydoksynowy

5-MTHF - kwas 5-metylotetrahydrofoliowy

AARS - syntetaza aminoacylo-tRNA

AIDS - zespot nabytego niedoboru odponosci

ATP - adenozynotrifosforan

BH, - dihydrobiopteryna

BH4 - tetrahydrobiopteryna

BHMT - metylotranferaza betaina:homocysteina

BSD - boczny strumien dymu

bHcy - zwigzana homocysteina

C - cytozyna

CBS - B-syntaza cystationiny

CST - y-liaza cystationowa

CYP 2A6 - cytochrom P 450 izoforma 2A6

DAD - detektor diodowy

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

EDTA - s6l disodowa kwasu etylenodiaminoczterooctowego
ETS - §rodowiskowy dym tytoniowy

FDA - Amerykanska Agencja ds. Lekow i Zywnosci
fHcy - wolna homocysteina

GSD - gléwny strumien dymu

GSH - glutation zredukowany

GSSG - glutation utleniony

GSH/GSSG ratio - stosunek stezen glutationu zredukowanego do utlenionego
H,0, - nadtlenek wodoru

H4PteGlu - kwas tetrahydropteroiloglutarowy

Hcy-cys - homocysteina-cysteina

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa
IL-6 - interleukina 6

IUPAC - Migdzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowane;j
LDL - lipoproteiny o malej gestosci

MAT - adenozylotransferaza metioninowa



MTHFR - reduktaza metylotetrahydrofolianowa

MS - syntaza metioninowa
mGIluR - glutaminergiczne receptory metabotropowe
NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego,

forma zredukownana

NMDA - receptor N-metylo-D-asparginianu

NNK - N’-nitrozonornikotyna

NNN - 4-(metylonitrozoamino)-1-(3-pirydylo)-butanon
PL - pirydoksal

PLP - fosforan 5’-pirydoksalu

PM - pirydoksamina

PN - pirydoksyna

POChP - przewlekta obturacyjna choroba ptuc

PPi - pirofosforan nieorganiczny

RDI - referencyjne normy spozycia

RFT - reaktywne formy tlenu

RNA - kwas rybonukleinowy

RSD - wzgledne odchylenie standardowe

SAH - S-adenozylohomocysteina

SAM - S-adenozylometionina

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa

SRNT - Society for Research on Nicotine and Tobacco
T - tymina

TCEP - tris(2-karboksyetyl) fosfiny chlorowodorek
THF - tetrahydrofolian

tGSH - catkowity glutation

tHceys, tHey - calkowita homocysteina

tR - czas retencji

v/v - stosunek objgtosciowo/objetosciowy

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia

WWA - wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne
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1.1. Wprowadzenie

Wielokierunkowe dziatanie substancji toksycznych 1 rakotwoérczych oraz
uzalezniajaca natura nikotyny zawartej w tytoniu i dymie tytoniowym sprawiaja, ze palenie
papierosOw uznawane jest za najwazniejszy czynnik zagrozenia ludzkiej populacji,
szczegollnie w pierwszej potowie XXI wieku. Obecnie, wedhug danych WHO, na $§wiecie pali
okoto 1/3 populacji oséb dorostych, to jest 1,1 miliarda ludzi. Szacuje sig, ze do 2025 roku
liczba ta wzros$nie do 1,7 miliarda ludzi. Palenie tytoniu bylo przyczyna $mierci ponad 4,9
mln os6b w 2000 roku; prognozuje sig, ze liczba ta wzro$nie do ponad 10 mln oséb w 2020
roku, gtéwnie w krajach rozwijajacych si¢ [WHO, 2000].

W Polsce liczbg palaczy tytoniu ocenia si¢ na 9,5 miliona. Regularnie pali w naszym
kraju okoto 40% mezczyzn i 25% kobiet. Srednia liczba wypalanych codziennie papieroséw
przez uzaleznionych od tytoniu dorostych m¢zczyzn wynosi okoto 20; u kobiet warto$¢ ta jest
mniejsza 1 wynosi okoto 15 sztuk [Zatonski 2007]. Do palenia papieroséw przyznaje si¢ takze
19,3% 15-letnich chtopcow oraz 12,6% 15-lenich dziewczat [Piekoszewski, Florek 2006].
Wsrod kobiet cigzarnych odsetek aktywnie palacych wynosi 24%, a eksponowanych biernie
na dym tytoniowy 60% [Hanke 2002]. Toksyczne dziatanie sktadnikow dymu tytoniowego
wystepuje u 0osob w kazdym wieku, ale w okresie rozwoju jest ono szczegdlnie nasilone.
Badania naukowe jednoznacznie wskazuja na przyczynowy zwiazek wymuszonego, biernego
palenia matych dzieci, z naglym zgonem noworodkéw, astma, schorzeniami uktadu
oddechowego i1 ucha srodkowego [WHO 1999]. Takze bierne narazenie na dym tytoniowy
dorostych jest przyczyna powaznego zagrozenia zdrowia. Szacuje si¢, ze 60% matych dzieci i
ponad 80% dorostych, niepalacych Polakéw, jest eksponowanych na $rodowiskowy dym
tytoniowy (ETS, ang. Environment Tobacco Smoke) [Zatonski 2001]. Zaden inny pojedynczy
czynnik nie ma tak istotnego wpltywu na zdrowie Polakéw, jak tyton. W konsekwencji
obserwuje si¢ narastanie epidemii chorob zwiazanych z jego uzywaniem, takich jak
nowotwory, choroby uktadu krazenia, nienowotworowe zaburzenia funkcjonowania uktadu
oddechowego oraz wiele innych ostrych i przewlektych stanow chorobowych.

Pomimo udowodnionej od lat szkodliwos$ci palenia tytoniu, wzrastajacej Swiadomosci
zdrowotnej spoteczenstwa, wprowadzania zakazow palenia tytoniu w miejscach publicznych,
propagowania przez réznych pracownikéw shuzby zdrowia zdrowego, wolnego od dymu
stylu zycia, postgpu farmakologii w zakresie uzaleznienia od nikotyny, problem palenia
tytoniu nie zmniejsza si¢, a wprost przeciwnie, w wolnym tempie rosnie [Piekoszewski,

Florek 2006]. Konieczne wydaje si¢ podjecie kompleksowych dzialan, zmierzajacych do
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obnizenia czegstosci palenia tytoniu w naszej populacji. Jest to najskuteczniejsza droga do
zahamowania 1 w konsekwencji obnizenia przedwczesnej umieralno§ci w naszym kraju,
w ciagu najblizszych dziesigcioleci.

W  pracy zobiektywizowano intensywno$¢ ekspozycji na dym tytoniowy poprzez
oznaczenie kotyniny w moczu u osob deklarujacych palenie lub abstynencj¢ w wywiadzie
ankietowym. Oznaczono stgzenie w osoczu krwi homocysteiny, ktora jest uznanym
1 niezaleznym czynnikiem rozwoju choréb sercowo-naczyniowych i naczyniowo-mozgowych
[JAMA 2002]. Zbadano takze wptyw palenia tytoniu na poziom kwasu foliowego i witaminy
B, ktore petnia rolg kofaktorow przemian homocysteiny do nietoksycznych tioli. Oznaczono
stezenia glutationu zredukowanego i utlenionego, ktéry uczestniczy w ochronie komorek

przed szkodliwym atakiem wolnych rodnikéw, pochodzacych z dymu tytoniowego.

1.2. Budowa papierosa, sklad i wlasciwosci dymu tytoniowego i jego toksycznos¢

Najbardziej popularnym w naszym kregu kulturowym produktem tytoniowym jest
papieros. Mniej popularnymi w Polsce wyrobami tytoniowymi lub metodami ich konsumpcji
sa: zucie tytoniu, tabaka mokra i1 sucha, fajka wodna, pateczki (ang. sticks, bidis, kreteks),
a takze palenie cygar, uwazanych za towar bardziej luksusowy [Piekoszewski, Florek 2006].
Papieros sktada si¢ z odpowiednio spreparowanych (migdzy innymi w wyniku nawozenia,
suszenia, fermentacji 1 maturacji) lisci tytoniu (fac. Nicotina tabaccum), umieszczonych
w rurce z cienkiej bibulki, z dodatkiem substancji konserwujacych i1 poprawiajacych rynkowa
warto$¢ produktu. W polskich warunkach klimatycznych uprawia si¢ gtownie tytonie ciemne,
ktore charakteryzuja si¢ wyzsza zawarto$cia substancji smolistych i wigksza wrazliwos$cia na
zanieczyszczenia srodowiska. Wigkszo$¢ dostepnych papierosOw wyposazonych jest w filtr,
glownie weglowy lub acetatowo-weglowy. Substancje, ktore poprawiaja cechy fizyczne
papierosa, tak zwane sosy oraz substancje aromatyzujace, maja czg¢sto nieznany, nawet
utajniony przez producentéw sktad chemiczny. Obecnie dopuszczonych jest okoto 600 takich
substancji chemicznych [Bates i in., 1999]. Dodatek specjalnych soli powoduje state tlenie si¢
papierosa, dodatek amoniaku zmiang¢ pH 1 uaktywnia nikotyng, dodatek cukru i lukrecji
poprawia smak, a gliceryna dluzej zachowuje $wiezo$¢ tytoniu. Liczni producenci dodatkowo
wzbogacaja swoje produkty nikotyna [Bates i in., 1999; Baker 2004 a,b,c].

Proces palenia papierosa przebiega w r6znym zakresie temperatur. Temperatura stozka
papierosa podczas zaciagania waha si¢ w granicach 860 do 950 °C. W przerwach miedzy

zaciaganiem, w wyniku tlenia si¢ papierosa, temperatura jest nizsza o okoto 350 °C.
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Zatem podczas palenia powstaja dwa rodzaje strumienia dymu: gléwny strumien
dymu (GSD), tworzacy si¢ w czasie zaciagania si¢ palacza dymem oraz boczny strumien
dymu (BSD), powstajacy w przerwach pomigdzy zaciaganiem. Osoby niepalace,
przebywajace w zamknigtych pomieszczeniach, narazone sa zardwno na glowny strumien
dymu, wydychany przez palacza, jak 1 na boczny strumien, powstajacy w przerwach
pomiegdzy zaciaganiem, w wyniku tlenia si¢ papierosa. Zjawisko to okresla si¢ mianem
zanieczyszczenia $rodowiska dymem tytoniowym. W licznych badaniach wykazano, zZe
stezenia substancji szkodliwych w bocznym strumieniu dymu sa wielokrotnie wyzsze, niz w
tym, jaki wdycha palacz. Otaczajace powietrze przyczynia si¢ do ich pdzniejszego
rozcienczenia.. Przyktadem takich substancji jest: tlenek wegla (II), amoniak, lotne N-
nitrozoaminy, benzen, aminy aromatyczne, nikotyna, kadm, formaldehyd i1
wielopier§cieniowe weglowodory aromatyczne (WWA). Stad wyniki wielu badan wskazuja
na powazne zagrozenia zdrowotne 0sob niepalacych, stwarzane przez $rodowiskowy dym
tytoniowy (ETS) [Bonita in., 1999; Kosecik i1 in., 2005; Whincup i in., 2004]. Roéwniez
retrospektywne analizy badan epidemiologicznych potwierdzaja wzrost ryzyka zachorowan
na choroby sercowo-naczyniowe osob niepalacych, ale eksponowanych na $rodowiskowy
dym tytoniowy [Barnoya i Glantz 2005; Law 1 Wald 2003].

Podczas palenia papierosa zachodzi wiele réznych procesow fizykochemicznych
1 chemicznych, takich jak destylacja, kondensacja, utlenianie, redukcja, dekarboksylacja,
dehydratacja i piroliza. Procesy te odpowiadaja za sklad chemiczny dymu tytoniowego,
rowniez za jego wlasciwosci toksyczne. Wchtanianie dymu tytoniowego zachodzi gléwnie w
uktadzie oddechowym, takze w przewodzie pokarmowym, jako rezultat pochlaniania
wydzielin 1 $liny. Skfadniki dymu tytoniowego przenikaja z pgcherzykéw ptlucnych do
krwiobiegu 1 sa rozprzestrzeniane w catym organizmie. Stad efekt toksyczny dymu
obserwowany jest nie tylko w obrgbie jamy ustnej i w plucach, ale we wszystkich narzadach,
na przyklad w pecherzu moczowym, zotadku, trzustce, narzadach rodnych, naczyniach
obwodowych, narzadzie wzroku, w formujacym si¢ plodzie.

Nastgpnie substancje toksyczne ulegaja biotransformacji na wielu szlakach metabolicznych
(utlenianie, redukcja, sprzeganie i inne). Skala toksyczno$ci dymu tytoniowego jest ogromna,
poniewaz w trakcie palenia kazdego papierosa powstaje ponad 4000 zwiazkéw chemicznych,
w tym okoto 50 zwiazkéw rakotworczych. Do najwazniejszych zwiazkow toksycznych,
wystgpujacych w dymie tytoniowym, naleza substancje drazniagce, ktére uszkadzaja blong
sluzowa oskrzeli (tlenek azotu (II), aldehyd mrowkowy, cyjanowodoér, kwasy karboksylowe,

fenole 1 inne), substancje rakotwoércze (na przyktad wielopierscieniowe weglowodory
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aromatyczne (WWA) 1 N-nitrozoaminy), metale cigzkie (miedzy innymi nikiel, polon 210,
otéw, kadm, ktére odktadaja si¢ w szpiku kostnym, §ledzionie i1 nerkach, uszkadzaja uktad
nerwowy czlowieka, powoduja wystgpowanie anemii, zaburzenia snu, zmiany behawioralne),
takze nikotyna i jej pochodne, ktore dzialaja uzalezniajaco, tlenek wegla (I1), uposledzajacy
transport tlenu przez hemoglobing do tkanek oraz reaktywne formy tlenu (RFT), bgdace
przyczyna wielu procesow patologicznych.

Toksycznos$¢, w tym rakotwodrczo$¢ wielu substancji zawartych w dymie tytoniowym,
jak 1 w tytoniu, moze by¢ wzmocniona poprzez ich synergistyczne oddziatywanie na
organizm czlowieka, w powigzaniu z innymi substancjami o udowodnionym dziataniu
toksycznym 1 rakotwérczym, obecnymi w otoczeniu o0sob palacych [Zatonski, 2007].
Biologiczne efekty toksycznego dzialania dymu tytoniowego oraz innych substancji
toksycznych moga si¢ dodawaé, wywotujac efekt addytywny lub moga si¢ mnozyc,
wywolujac efekt multiplikatywny. Ma to miejsce w przypadku ryzyka zachorowania na raka
ptuca u oséb palacych i majacych kontakt z pytem azbestowym, jak rowniez w przypadku
zachorowan na raka krtani i spozywania duzych ilosci wysokoprocentowych napojow
alkoholowych [Roggli i Sanders, 2000; Zang i Wynder, 2001]. Palenie tytoniu zwiazane jest
takze ze zwigkszonym ryzykiem wystgpowania ostrych incydentéw naczyniowych, takich jak
zawal serca 1 udar mézgu. Substancje chemiczne zawarte w dymie tytoniowym maja tez
kluczowe znaczenie w procesie rozwoju miazdzycy. Chemiczne produkty spalania papierosa
wywotuja dysfunkcj¢ komorek $rodbtonka, wyscielajacego tetnice, sa przyczyna oblepiania
naczyn przez krwinki biate i stymuluja zlepianie si¢ ptytek krwi i tworzenie zakrzepow
[Bonetti 1 in., 2003]. Badania wykazuja, ze juz u palacych nastolatkow obserwuje sig
uszkodzenie §rodbtonka naczyn [Barnoya i Glantz 2005]. Miazdzycogenne dziatanie dymu
tytoniowego uwidacznia si¢ takze w jego wplywie na st¢zenie homocysteiny, ktora jest
niezaleznym czynnikiem ryzyka choréb sercowo-naczyniowych [JAMA 2002]. Palenie
tytoniu jest takze najwazniejsza przyczyna przewlektego zapalenia oskrzeli 1 przewlektego
zaczopowania drog oddechowych. Kaszel palacza, przewlekty niezyt oskrzeli i rozedma pluc
sa Scisle zwiazane z liczba wypalanych papierosoéw. Ryzyko przewleklej obturacyjnej
choroby ptuc (POChP) jest 20 — 30 razy wyzsze u 0s6b regularnie i intensywnie palacych, w
poréwnaniu z niepalacymi. Prospektywne badania prowadzone przez lekarzy wielu krajow
wykazuja, ze 80 — 90 % nowotworéow zlosliwych pluc wystgpuje u palaczy tytoniu
[Khuder 2001; Troughton i in., 2007]. Podobnie w Polsce nowotwodr zto§liwy ptuca u

niepalacych me¢zczyzn jest rzadki.
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Nalezy réwniez wspomnie¢ tutaj o bardzo niebezpiecznym zjawisku palenia tytoniu
przez kobiety cigzarne. Palenie tytoniu i bierne narazenie na dym wptywa niekorzystnie na
rozwdj ptodu i przebieg ciazy. Liczne badania dowodza, ze ksenobiotyki zawarte w dymie
tytoniowym moga powodowac ograniczenie wewnatrzmacicznego wzrastania plodu, w
konsekwencji obnizenie masy urodzeniowe] noworodkéw, takze rozwdj] wad wrodzonych
oraz wystgpowanie zespotu naglej $mierci niemowlgcia [Adamek i in., 2003; Florek i
Marszalek 1999; Sajdak i in., 2005]. W ciagu ostatnich kilkudziesigciu lat palenie tytoniu
stato si¢ najczgstsza przyczyna przedwczesnych zgondw w krajach rozwinigtych i wydaje sig,
ze w ciagu najblizszych dziesigcioleci problem ten bedzie dotyczyl wigkszo$ci mniej
rozwinigtych krajow $wiata. Rosnie bowiem ryzyko zgondw wsrod mezczyzn w wielu 35-69
lat, a caly wzrost ryzyka zgonu jest powodowany wzrostem ryzyka zachorowan na choroby

odtytoniowe.

1.3. Palenie tytoniu a stres oksydacyjny

Wolne rodniki pelnia istotng rol¢ w regulowaniu metabolizmu komoérkowego jako
przekazniki sygnatu, odpowiadajace takze za niektore procesy fizjologiczne, takie jak
starzenie si¢ komorek i ich $mier¢ (ryc 1). Dla kazdego uktadu, rozumianego jako komorka,
narzad czy organizm, optymalnym rozwiazaniem jest wytworzenie stanu réwnowagi
pomiedzy szybkoscia produkowania reaktywnych form tlenu (RFT) a potencjalem
przeciwutleniajacym, ktory ogranicza ich dziatanie do funkcji fizjologicznych, chroniac w ten
sposob komorki przed destrukcja [Duda-Chodak, Tuszynski 2007]. Naruszenie tej rOwnowagi
na korzy$¢ reaktywnych form tlenu okre§lono mianem stresu oksydacyjnego i uznano za
przyczyne licznych zmian chorobowych 1 stanow patologicznych.

Funkcje ochronne w stosunku do negatywnych skutkéw dzialania RFT w organizmie
spelniaja: niskoczasteczkowe antyoksydanty hydrofilowe, do ktérych zalicza sig glutation,
askorbinian i kwas moczowy oraz niskoczasteczkowe antyoksydanty hydrofobowe, do
ktorych naleza o 1 vy-tokoferol, flawonoidy, karotenoidy, bilirubina, koenzym Q10,
cholesterol, witamina i1 prowitamina Ds;. Podobne znaczenie maja enzymy, takie jak
dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza glutationowa, a takze biatka, na przyktad
tioredoksyna, ceruloplazmina, metalotioneina. Wspieraja je ponadto enzymy utrzymujace
niskoczasteczkowe antyoksydanty w formie zredukowanej, takie jak reduktaza glutationowa,

reduktaza  tioredoksyny  oraz  uktad  dostarczajacy @ fosforan  dinukleotydu
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nikotynamidoadeninowego (NADPH), ktéry jest niezbedny w cyklu redoks glutationu
[Bartosz 2003].

REAKTYWNE FORMY TLENU

Mate — Duze

stezenie ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ stezenie

Aktywacja Proliferacja Zatrzymywanie Starzenie si¢ Apoptoza
komoérek wzrostu komoérek

Rycina 1. Zalezno$ci pomigdzy iloscia reaktywnych form tlenu a ich oddzialywaniem
na komorki.

Na skutek podazy reaktywnych form tlenu, pochodzacych z dymu tytoniowego, moze
dojs$¢ do wystapienia stresu oksydacyjnego, ktdry zainicjuje zmiany patologiczne organizmu.
Wieloletnie badania amerykanskiego zespotu naukowcow pod przewodnictwem Pryor’a
dowiodly istnienia wielu reaktywnych form tlenu fazy gazowej i frakcji smolistej dymu
tytoniowego [Church i Pryor 1985; Pryor 1992; Zang i in., 1995; Pryor i in., 1998].
Wigkszo$¢ rodnikow frakcji smolistej dymu stanowia rodniki semichinonowe (QH’), ktore
pozostaja w rownowadze z rodnikami chinonowymi (Q) i hydrochinonowymi (QH,), co
pokazano na rycinie 2. W doswiadczeniu Zang’a i wsp., analogicznie do warunkéw
panujacych w plucach, nasycano powietrzem wodny ekstrakt dymu tytoniowego. Wykazano,
ze substancje zawarte we frakcji smolistej ulegaja procesowi autooksydacji [Zang 1 wsp.
1995].

W fazie gazowej dymu tytoniowego przewazaja rodniki, ktorych cecha
charakterystyczna jest krotki czas przezycia, zwykle nie przekraczajacy 5 minut. Naleza do
nich proste rodniki tlenowe, takie jak rodnik hydroksylowy (*OH), anionorodnik
ponadtlenkowy (O;") oraz rodnik wodoronadtlenkowy (HO;"), a takze nie bedacy rodnikiem
H,0,. Nadtlenek wodoru, ze wzgledu na mozliwo$¢ utleniania jonow metali przejsciowych,
jest prekursorem powstawania reaktywnego rodnika hydroksylowego. Z biologicznego
punktu widzenia, niebezpieczenstwem zawiazanym z obecno$cia nadtlenku wodoru jest

mozliwo$¢ utleniania grup tiolowych biatek 1 zwiazkow niskoczasteczkowych.
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Stad, w warunkach fizjologicznych, aktywnos¢ katalazy i1 peroksydazy glutationowe;j

utrzymuje nadtlenek wodoru w bardzo niskich stgzeniach [Wtodek 2003].

OH (QH)
0O,
O,
" HO,
OH o 0 A
+H H U
(@H,) = @ @
Q@)
OH 0 0
2H" e Oy”
+2H" o-
02
O_

Rycina 2. Powstawanie rodnikéw semichinonowych i wodorotlenowych powstajacych w
wyniku autooksydacji hydrochinonu, na podstawie dos§wiadczenia Zanga i wsp. [Zang i in.,
1995].

Proste rodniki tlenowe fazy gazowej wchodza w reakcje z weglowodorami,
znajdujacymi sie w dymie, tworzac rodniki alkilowe (R") oraz alkoksylowe (RO"). Uwage
badaczy zwraca rowniez obecno$¢ w dymie tlenku azotu (II), ktéry nie nalezy do rodnikow
wysoko reaktywnych, a ktorego zrdédlem sa aminy oraz nadtlenoazotan (III) (O=N-OO)
[Wooten i in., 2006]. Nalezy tutaj podkresli¢, ze jego male stezenia powoduja zwykle
przerwanie  wolnorodnikowej  reakcji  lancuchowej  wielonienasyconych  kwasow
thuszczowych. W wigkszych stezeniach tworzy on niebezpieczne rodniki nadtlenkowe i
alkoksylowe. Zgodnie z mechanizmem proponowanym przez zespOt Pryor’ea NO,' ulega
szybkiej reakcji w obecnosci izoprenu i butadienu, tworzac bardzo reaktywne nitrozo-
weglowe rodniki alkilowe (RCH-CH,NQO,) [Pryor i in., 1998]. Ciekawa jest takze reakcja
rodnika NO® z anionorodnikiem ponadtlenkowym, prowadzaca do powstawania bardzo
niebezpiecznych nadtlenoazotynow (ONOO’) [Denicola i Radi 2005; Reiter i in., 2000].
Moga one uszkadza¢ bezposrednio mitochondria komérek, prowadzac do braku produkcji
odpowiedniej ilosci energii, a z kolei niski poziom adenozynotrifosforanu (ATP) wywiera
bezposredni wptyw na biosyntez¢ glutationu. W wyniku hemolitycznego rozpadu kwasu
nadtlenoazotawego dochodzi do uwalniania sie rodnika hydroksylowego (HO"), zdolnego do

utlenienia zwiazkow tiolowych, z utworzeniem rodnikéw tiylowych (RS"). Dalej rodniki
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tiylowe, w reakcjach z wielonienasyconymi kwasami tluszczowymi, moga ulegaé
bezposredniej addycyji do wiazan podwojnych, czego efektem moga by¢ zmiany w
upakowaniu i ggstosci dwuwarstwowej lipidowej blony komorkowej [Sprinz i in., 2000].

Jak podkresla Sobczak, organizm osoby palacej moze reagowa¢ na dym tytoniowy
wytworzeniem mechanizméw adaptacyjnych, chroniacych przed skutkami toksycznego
dzialania dymu. Broniac si¢ przed dziataniem reaktywnych form tlenu, organizm uwalnia

wigksza ilo$¢ antyoksydantow, ktore niweluja utleniajace wtasciwosci RFT [Sobczak 200550].

1.3.1. Znaczenie glutationu jako antyoksydanta

Glutation jest powszechnie wystgpujacym tripeptydem, zbudowanym z trzech
aminokwasow: kwasu glutaminowego, cysteiny 1 glicyny. Migdzy grupa aminowa cysteiny i
grupa y-karboksylowa glutaminianu posiada nietypowe wiazanie izopeptydowe. Biologiczne
funkcje glutationu sa zwiazane z aktywnoscia grupy sulfthydrylowej (-SH), dzigki ktorym
utrzymuje on biatka komoérek w postaci zdredukowanej. Jako antyoksydant moze reagowac
nieenzymatycznie z rodnikiem hydroksylowym, ktory jest cytotoksycznym produktem
biologicznej reakcji Fentona, jak rowniez z NO3, ONOO’, O, 1 O, [Sies 1999]. Z udzialem
enzymu peroksydazy glutationowej i przy wspoludziale reduktazy glutationowej, odgrywa
istotng role w detoksykacji nadtlenku wodoru i nadtlenkow organicznych, powstatych
wskutek peroksydacji lipidow. Centrum aktywne peroksydazy glutationowej zawiera
selenowy analog cysteiny, dzigki ktoremu mozliwe jest dwukierunkowe utlenianie glutationu
do disulfidu (GSSG). W tej reakcji nie uwalniania si¢ bardzo niebezpieczny rodnik tiylowy
(GS"). Reduktaza glutationowa odgrywa tutaj szczegdlna role dlatego, ze od jej aktywnosci
zalezy Scista kontrola stosunku stezen GSH/GSSG 1 potencjatu redoks komorek.

Funkcje peroksydazy glutationowej sa szczegodlnie wazne w mitochondriach komorek,
gdzie nie wystgpuje aktywnos$¢ katalaz, ktore, niezaleznie od glutationu, moga redukowac
powstajacy nadtlenek wodoru. Stad mitochondrialny GSH odgrywa najwigksza role w
obronie przed powstajacymi w czasie stresu oksydacyjnego wolnymi rodnikami [Esposito i
in., 1999]. Antyoksydacyjna rola glutationu polega takze na mozliwo$ci reagowania z
wolnymi rodnikami organicznymi bialek, co pozwala na regeneracj¢ uszkodzonych
czasteczek [Wlodek 2003]. Glutation moze uczestniczy¢ na drodze nieenzymatycznej, jak i z
pomoca transhydrogenazy glutationowej, w redukcji mostkow disulfidowych w biatkach.

Silny stres oksydacyjny 1 nitrozylujacy, jaki powstaje wskutek palenia tytoniu, moze

skutecznie obniza¢ poziom GSH w komorkach (ryc. 3). Dlatego przy nasilonych
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uszkodzeniach rodnikowych oraz niedoborze NADPH, moze nastgpowa¢ akumulacja formy

disulfidowej glutationu.

-

Tiole zwigzane
z proteinami i inne

komoérkowe tiole

—» GSNO + RH

Rycina 3. Wplyw palenia tytoniu na homeostazg tiolowa (na podstawie Wooten i in., 2006).

Podwyzszony poziom GSSG prowadzi do powstawania mieszanych disiarczkow, na
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przyklad z cysteina i moze takze by¢ przyczyna glutatiolacji bialek, co wywotuje zmiany w

statusie redoksowym tioli [Klatt i Lamas 2000]. Zgodnie z hipoteza Winterbourna, aby

dziatanie glutationu jako antyoksydanta bylo peine, potrzebna jest jego Scista kooperacja z

dysmutaza ponadtlenkowa (SOD). SOD inaktywuje bowiem anionorodnik ponadtlenkowy

(077) do nadtlenku wodoru i tlenu [Winterbourn 1995].

W badaniach Lenton’a i wsp. wykazano, ze glutation moze wspotdziala¢ z innymi

komorkowymi antyoksydantami, takimi jak askorbinian, na drodze zar6wno enzymatycznej,

jak i nieenzymatycznej [Lenton i in., 1999].
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Specyficzne wilasciwosci glutationu sprawiaja, ze odgrywa on zasadnicza role w
utrzymaniu fizjologicznej réwnowagi pomig¢dzy pro- i antyoksydantami, uczestniczac we

wszystkich etapach obrony komoérkowej przed stresem oksydacyjnym [Bartosz 2003].

1.4. Ocena ekspozycji na dym tytoniowy

Monitorowanie ryzyka wystapienia chorob odtytoniowych musi by¢ zwigzane ze
$ledzeniem i ocena wielkos$ci narazenia na dym tytoniowy, zarowno wsrdd czynnych palaczy,
jak 1 u oséb niepalacych, ale narazonych na $rodowiskowy dym tytoniowy. Ograniczeniem
metod opartych tylko na kwestionariuszach ankiet jest subiektywny, nie zawsze szczery
charakter oceny. Aby zobiektywizowaé proces diagnostyczny, a tym samym uwiarygodnic¢
oceng ekspozycji, wykonuje si¢ pomiary biomarkeréw narazenia na dym tytoniowy w

materiale biologicznym.

1.4.1. Kwestionariusz ankiety

Wywiad ankietowy jest najprostszym zrodlem pozyskiwania informacji o natogu i
nawykach palenia tytoniu. Wnioski wyciagane sa tu na podstawie samooceny badanego.
Dlatego w pomiarach narazenia na palenie tytoniu w badaniach do§wiadczalnych, opartych
wylacznie na ocenie ankietowej, moze pojawic si¢ wiele nieprawidtowosci wynikajacych z
ograniczonej ilosci, badz niedoktadnie sformutowanych pytan, btedow w ocenie konsumpcji
tytoniu przez osoby przebywajace w najblizszym otoczeniu, nie zwracania uwagi na
ekspozycjg, zatajenia niektorych informacji. Odpowiednie przygotowanie i przeprowadzanie
badan ankietowych moze w znacznym stopniu zminimalizowa¢ mozliwo$¢ wystapienia
bledow. Swiatowa Organizacja Zdrowia proponuje klasyfikacje osob palacych na
codziennych palaczy, okazjonalnych codziennych palaczy, bylych codziennych palaczy i
osoby nigdy nie palace [WHO 1999b]. W celu lepszego zdiagnozowania, czy w zwiazku z
paleniem nie wystepuja okreslone problemy zdrowotne oraz dokonania wstepnej klasyfikacji
do pomiaru uzaleznienia od tytoniu, wazne jest okreslenie wielkosci ekspozycji i historii
palenia tytoniu przez osob¢ poddawana badaniu ankietowemu. Aby zobiektywizowaé proces
diagnostyczny, a przez to uwiarygodni¢ ocen¢ ekspozycji, stosuje si¢ najczgsciej metody

laboratoryjne oznaczenia biologicznych markeréw narazenia na dym tytoniowy.
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1.4.2. Biomarkery narazenia na dym tytoniowy

Markery narazenia na dym tytoniowy powinny charakteryzowac si¢ specyficznoscia
dla srodowiskowego dymu tytoniowego, fatwoscia oznaczenia, mozliwoscia zastosowania dla
roznych produktéow tytoniowych oraz stalym stosunkiem do innych interesujacych
sktadnikéw ETS. O ich przydatnosci decyduje dokladno$¢ pomiaru analitycznego w danym
materiale biologicznym, umozliwiajaca oceng ilosci pobranego przez organizm zwiazku
chemicznego, zawartego w dymie. Powaznym ograniczeniem wigkszo$ci biomarkerow jest
to, ze pozwalaja one ocenia¢ narazenie w stosunkowo krotkim czasie, od kilku godzin do
kilkunastu tygodni. Stad w ocenie zagrozenia danej osoby na ETS wiele badan
epidemiologicznych bazuje na ankietach 1 wywiadach, poszerzonych o oznaczenia
biomarkeréw [Piekoszewski, Florek 2001].

Markerami dymu tytoniowego moga by¢ zarowno niektore jego sktadniki, jak 1 powstajace w
ustroju metabolity poszczegdlnych jego sktadnikow. Do skladnikow dymu, ktore petnia role
markeréw, zalicza si¢ metabolity wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych
(najczesciej oznaczane to: l-hydroksypiren, hysroksyfenantreny i hydroksynaftaleny), N-
nitrozoaminy  (najczg$ciej  oznaczane  to:  N’-nitrozonornikotyna  (NNN),  4-
(metylonitrozoamino)-1-(3-pirydylo)-butanon (NNK)), kwas trans, trans-mukonowy (tt-MA),
kwas S-fenylomerkapturowy oraz addukty 4-aminobifenylu z hemoglobina. Wymienione
wyzej zwiazki sa stosowane do oceny zagrozenia procesem nowotworzenia wsrod czynnych
palaczy tytoniu. Glowna wada tych zwiazkow jest mata specyficzno$é, brak mozliwosci ich
wykorzystywania w monitoringu osob biernie narazonych na dym tytoniowy oraz bardzo
zaawansowane technicznie metody analityczne. Z praktycznego punktu widzenia, do
monitorowania narazenia biernych i czynnych palaczy przydatne jest badanie laboratoryjne
stezenia nikotyny 1 jej metabolitow (kotyniny i trans 3’-hydroksykotyniny), wydychanego
przez palaczy tlenku wegla (II), karboksyhemoglobiny i tiocyjanidéw. Charakterystyke
wybranych biomarkerow, na podstawie publikacji Sobczaka 1 wsp. oraz Piekoszewskiego

i Florek przedstawiono w tabeli 1 [Sobczak i in., 2005 B; Piekoszewski, Florek 2001].

1.4.2.1 Oznaczanie kotyniny w moczu jako biomarkera narazenia na dym
tytoniowy

Kotynina, obok trans-3’hydroksykotyniny oraz tlenkow nikotyny i kotyniny, jest
gléwnym metabolitem nikotyny [Tricker 2003]. Metabolizm nikotyny jest zalezny zaréwno

od cech osobniczych palacza, zachowan w czasie trwania natogu, zdolnosci
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detoksykacyjnych, trybu zycia, stosowanej diety, jak 1 polimorfizmu gendéw kodujacych
enzymy, ktore uczestnicza w procesie jej biotransformacji [Benowitz i in., 2003; Dempsey i
in. 2000; Hatsukami i in., 1997; Patterson 1 in., 2003]. Nikotyna jest metabolizowana przy
wspotudziale cytochromu P-450 izoformy 2A6 do kotyniny, a nastgpnie do trans-3’-
hydroksykotyniny. Polimorfizm genu CYP 2A6 moze prowadzi¢ do utraty aktywnos$ci
enzymu i1 wplywa¢ w konsekwencji na metabolizm nikotyny. Wedlug ostatnich doniesien
aktywnos¢ CYP 2A6 moze odzwierciedlaé oznaczanie w moczu stosunku stgzen trans-3’-
hydroksykotyniny do kotyniny [Trypien i in., 2000 1 2006; Dempsey i in., 2004].

Jak podano w tabeli 1, kotynina oraz nikotyna moga by¢ oznaczane w podobnych
materiatach biologicznych: krwi, moczu, $linie, mleku matek karmiacych oraz we wtosach.
Kotynina, w odroznieniu od nikotyny, charakteryzuje si¢ jednak znacznie dluzszym czasem
péltrwania, wynoszacym $rednio 16 — 20 godzin [Benowitz 1996; Benowitz i in., 2003;
Hatsukami 1 in., 1997]. Jest to bardzo wazna cecha, ktora preferuje kotyning przy wyborze
biomarkera narazenia na dym tytoniowy. W wielu badaniach potwierdzono dobra korelacje
pomigdzy st¢zeniem kotyniny w ptynach ustrojowych, a ilo$cia nikotyny wypalana przez
palaczy, jak réwniez utrzymywanie si¢ st¢zenia kotyniny na tym samym poziomie w
materiale biologicznym przy jednoczesnym zmniejszaniu si¢ stg¢zenia nikotyny po okresie
narazenia na ETS [Ebbert i in., 2004; Ghosheh 1 in., 2000; Jauniaux i in., 1999; Song i in.,
2005]. Dodatkowo warto podkresli¢, ze komisja ekspertow, powotana w ramach Society for
Research on Nicotine and Tobacco, uznaje pomiar stgzenia kotyniny w surowicy lub moczu
za najlepsza metod¢ w ocenie narazenia na srodowiskowy dym tytoniowy [SRNT, 2002].

Roéwniez, z uwagi na nieinwazyjne pobranie probki, mocz wydaje si¢ by¢ najbardziej
uniwersalnym materiatem do badania, w ktorym stezenie gldéwnego metabolitu nikotyny jest
5 - 6 razy wyzsze, niz w surowicy lub $linie. Wyzsze stezenia kotyniny w moczu pozwalaja
na zastosowanie selektywnych i, co nalezy podkres$li¢, znacznie prostszych i bardziej
uniwersalnych metod analitycznych, niz przy oznaczeniach tego samego metabolitu w innych
materiatach, na przyktad we wtosach. Wydalanie kotyniny z moczem zalezy od sprawnosci
funkcjonowania nerek i pH moczu [Piekoszewski, Florek 2001]. Takze, jak podkreslaja
Wiergowski i wsp., w aspekcie badan toksykologicznych nie bez znaczenia pozostaje
mozliwos¢ zafalszowania probki przed pobraniem poprzez jej rozcienczenie lub zaggszczenie
[Wiergowski 1 in., 2006]. Stad, dla prawidlowej interpretacji wynikow pomiarow, preferuje
si¢ oznaczenie i przeliczenie stgzenia analitow wzgledem zawartosci kreatyniny w moczu

[Heavner i in., 2006; Sobczak i in., 2004, 2005¢; SRNT 2002].
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Tabela 1. Charakterystyka wybranych biomarkerow narazenia na dym tytoniowy [Sobczak i in., 2005b; Piekoszewski, Florek 2001].

Biomarker Materiat Prekursor Specy- | Czutos¢ | Okres oceny Ograniczenia
do badan w dymie ficznos¢ narazenia
Tiocyjaniany krew, mocz, cyjanowodor mata mata | kilka tygodni niespecyficzny dla dymu tytoniowego, zrodta
slina egzogenne (pozywienie, bakterie okr¢znicy)
Karboksyhemoglobina krew tlenek wegla (1) mata mata kilka godzin kroétki okres pottrwania, niespecyficzny dla dymu
tytoniowego, zrodta egzogenne i endogenne
Tlenek wegla wydychane tlenek wegla (11) mata mata kilka godzin niespecyficzny dla dymu tytoniowego,
powietrze zrodla egzogenne i endogenne
Nikotyna krew, mocz, nikotyna duza duza kilka godzin krotki okres pottrwania we krwi, wydalanie
$lina, wlosy z moczem zalezy od jego ilosci i pH
Kotynina krew, nikotyna duza duza do 3 dni wydalanie z moczem zalezy od jego ilosci i pH,
mocz, $lina, miedzyosobnicze réznice w metabolizmie nikotyny
smotka, wlosy
Trans-3’- krew, mocz nikotyna duza duza do 3 dni wydalanie z moczem zalezy od jego ilosci i pH,
hydroksykotynina migdzyosobnicze roznice w metabolizmie nikotyny
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1.5. Homocysteina

Homocysteina jest jednym z trzech podstawowych, obok glutationu i cysteiny,
niskoczasteczkowych tioli, ktory zostat odkryty przypadkowo podczas pracy nad siarczanem
insuliny przez Butz i du Vigneaud w 1932 roku [Finkelstein i Martin 2000]. Powstaje w
organizmie z metioniny, bedacej sktadnikiem bialek pochodzenia zwierz¢cego, dostarczanych
z pozywieniem. Homocysteina nie jest obecna w naturalnie wystgpujacych proteinach
ludzkich, poniewaz w kodzie genetycznym cztowieka brak jest dla niej kodonu [Bald 2003].
Odpowiednia dieta, ograniczeniem palenia tytoniu i1 dbatoscia o optymalny poziom
aktywnosci fizycznej mozna modyfikowaé poziom tego aminokwasu we krwi.

W latach 60-tych XX wieku pojawily si¢ pierwsze doniesienia naukowe o
homocysteine, oznaczonej w moczu dzieci uposledzonych w rozwoju umystowym. Nastepnie,
w 1964 roku, Muld i wsp. opisat brak enzymu B-syntazy cystationiny, ktéry odpowiada za
przeming homocysteiny do cysteiny, a ktorego kofaktorem jest witamina Bs [Bolander-
Gouaille 1 Bottiglieri 2003]. Byly to pierwsze doniesienia, ktore taczyly wysoki poziom
homocysteiny (hiperhomocysteinemi¢) z tematyka dotyczaca witamin z grupy B. Przelomowa
praca nad badaniem wplywu podwyzszonego poziomu homocysteiny na organizm czlowieka
byta publikacja Klimera McCully, w ktdrej autor opisat szkodliwe dziatanie homocysteiny na
naczynia krwionosne [Larkin 1998]. Wysunat on hipotezg, ze skoro wysokie stgzenie
homocysteiny powoduje duze nasilenie zmian miazdzycowych, prowadzace czgsto do $mierci
w mtodym wieku, to umiarkowanie podwyzszone jej st¢zenie moze prowadzi¢ do mniejszych
zmian, czesto klinicznie niezauwazalnych. Teorig t¢ potwierdzaja liczne pdzniejsze badania
epidemiologiczne, prowadzone na duza skale dopiero w latach 90-tych XX wieku, po
wprowadzeniu rutynowych i prostszych metod analitycznych oznaczania homocysteiny w
osoczu 1 moczu. Zdecydowana wigkszo$¢ badan potwierdza zwiazek pomigdzy
hiperhomocysteinemia 1 miazdzyca. Obecnie homocysteina, ktora zostata okrzyknigta
mianem cholesterolu XXI wieku, jest uznanym czynnikiem ryzyka, nie tylko chorob
sercowo-naczyniowych, ale rowniez komplikacji ciazowych, wad rozwojowych ptodu
spowodowanych uszkodzeniem cewy nerwowej, chorob neurodegeneracyjnych (migdzy
innymi choroby Alzheimera i Parkinsona) oraz rozwoju nowotwordw, gtownie raka jelita

grubego i nowotwordéw indukowanych przez estrogeny.
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1.5.1. Formy wystepowania homocysteiny w materiale biologicznym

W warunkach in vivo homocysteina wystepuje w formie utlenionej i zredukowane;.
Forma zredukowana stanowi okoto 1,5 % catkowitej puli. Do form utlenionych zalicza si¢
homocysteing zwiazang z proteinami (okoto 70 %), disiarczki homocysteiny z cysteing i z
homocysteing (homocystyna) [Refsum i in., 2004]. Formy wystgpowania homocysteiny wraz

z obowigzujacym nazewnictwem przedstawiono na rycinie 4.

Stezenie w osoczu pmol/L

0 2 4 6 8
o G
ALBUMINA S/S\/\(C\OH Biatko-homocysteina (Hcy-albumina) Zwiagzana
A orien
0 0
I}
C S C
Ho” Y N\ o
Nz NH2 Homocysteina-cysteina (Hey-Cys) Catkowita
NH:2 0 Homocystyna(Hcy-Hey) Homocysteina
HO S ¢ (tHey)
E;MS/ \OH
0 NH2 Wolna
(fHcy)
s
HS
\/\[’C\OH Homocysteina (HcyH)
NH:

Rycina 4. Formy wystgpowania homocysteiny w osoczu wraz z obowiazujacym
nazewnictwem, na podstawie publikacji Refsum i wsp. 2004.

Stezenie zredukowanej formy homocysteiny u zdrowego cztowieka jest niskie, ale
ros$nie wraz ze wzrostem homocysteiny catkowitej, co wptywa na status redoks innych tioli w
osoczu [Ueland 1995]. Zmiany statusu redoks skutkuja zmianami dostgpnosci reszt tiolowych
w proteinach i enzymach na drodze reakcji wymiany tiol-disiarczek. Badania zespotu
Mansoora i wsp. wykazaty istnienie pozytywnej korelacji pomigdzy stosunkiem ilosci
zredukowanej do catkowitej homocysteiny i zredukowanej do catkowitej cysteiny [Mansoor i

in., 1992].
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Wymienione na rycinie 4 frakcje homocysteiny — catkowita homocysteina (tHcys —
ang. total plasma homocysteine) - sa integralna czg$cia antyoksydacyjnego systemu
obronnego, potaczonego z wewnatrzkomérkowym statusem redoks tioli, bedacych w ciaglej
réwnowadze dynamicznej [Mansoor i in., 1992]. Obecnie przyjmuje sig¢, ze catkowite st¢zenie
homocysteiny w osoczu krwi dorostego, zdrowego cztowieka, pobranej na czczo, powinno

miescic si¢ w granicach 5 — 15 pumol/l [Refsum i in., 2004].

1.5.2. Metabolizm homocysteiny

Homocysteina jest produktem demetylacji metioniny - aminokwasu, ktoérego jedynym
zrodlem jest pozywienie (rycina 5). Jest metabolizowana w dwoch gltownych szlakach
przemian: remetylacji do metioniny oraz transulfuracji do cystationiny, a nastgpnie do
cysteiny [Mayer 1 in, 1996]. W obecnosci adenozynotrifosforanu (ATP) oraz
adenozylotransferazy metioninowej (MAT), metionina wulega przeksztalceniu w
S-adenozynometioning (SAM). SAM jest donorem grupy metylowej, a produktem ubocznym,
powstatym w wyniku jej przemian, jest S-adenozylohomocysteina (SAH), ktora jest
hydrolizowana do homocysteiny [Melnyk 1 in., 2000].

W przypadku niedoboru metioniny lub niskiego stezenia SAM, homocysteina ulega
remetylacji, z udziatem enzymu syntazy metioninowej (MS). Donorem grupy metylowej jest
w tym przypadku 5-metylotetrahydrofolian, powstajacy w reakcji katalizowanej przez
reduktaze metylotetrahydrofolianowa (MTHFR), a kofaktorem przemian jest witamina By5.

Inna droga, o mniejszym znaczeniu, prowadzaca do remetylacji, przebiega przy
wspotudziale metylotransferazy betaina : homocysteina (BHMT), w ktérej dawca grupy
metylowej jest betaina. Produktami tej reakcji jest metionina oraz N,N-dimetyloglicyna
[Yagisawa i in., 2006].

Drugi kierunek przemian homocysteiny nazywa si¢ transulfuracja i zachodzi przy
dodatnim bilansie metioniny. Pierwszy etap tego procesu katalizowany jest przez B-syntazg
cystationowa z udzialem fosforanu 5’-pirydoksalu jako kofaktora. Homocysteina ulega
wowczas konwersji do cystationiny, a ta przy udziale y-liazy cystationowej 1 w obecnosci tej
samej witaminy Bg, ulega przeksztalceniu do cysteiny [Sassi i1 in., 2002]. Cysteina bierze
udziat w syntezie glutationu lub jest katabolizowana do innych siarkowych aminokwasow, na

przyktad tauryny lub do siarczanoéw [Rasmussen i Maller 2000].
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Dzigki wysokiemu stezeniu glutationu zredukowanego, homocysteina wewnatrz
komorek wystgpuje gtownie w formie =zredukowanej. Jezeli ilo§¢ produkowanej
homocysteiny przekracza pojemnos¢ metaboliczng komorki, to jej nadmiar jest eksportowany
do przestrzeni pozakomodrkowej [Bald 2003]. W osoczu ulega ona utlenianiu do disiarczkow
mieszanych, wolnej homocysteiny lub cyklizacji do tiolaktonu [Jakubowski 2000].

Tiolakton homocysteiny w warunkach fizjologicznych powstaje przy udziale syntetazy
aminoacylo-tRNA (AARS) i ATP, z uwolnieniem pirofosforanu (PPi). Tiolakton posiada
zdolno$¢ acylowania wolnych grup aminowych bialek, wskutek czego traca one swoja

biologiczna aktywno$¢ [Jakubowski 2000].

1.5.2.1. Rola kwasu foliowego w metabolizmie homocysteiny

Koenzymatycznymi formami kwasu foliowego w ludzkim organizmie sa jego
tetrahydropochodne. Kwas tetrahydropteroiloglutarowy — HsPteGlu — inaczej zwany kwasem
tetrahydrofoliowym, jest centralnym metabolitem na szlaku przemian kwasu foliowego.
Przyjmuje on grupe metylowa i przenosi na kolejne akceptory [Quinlivan i in., 2006]. Dawca
grupy metylowej dla homocysteiny, na szlaku jej remetylacji do metioniny, jest kwas
S5-metylotetrahydrofoliowy (5-MTHF) (ryc. 6). Metylokobalamina (witamina Bj;)
posredniczy w tej przemianie, a w przypadku jej niedoboru nastepuje deficyt kwasu
tetrahydrofoliowego (THF), czego rezultatem jest naruszenie syntezy puryn, kwasow
nukleinowych 1 podzialu komorek.

Nalezy tutaj podkresli¢, ze ta droga przemian homocysteiny jest jedyna mozliwa w
komorkach $rodbtonka tetnic, co thumaczy niezbednosé kwasu foliowego dla prawidlowego
funkcjonowania naczyn krwiono$nych. Foliany w $cianach tetnic sa nie tylko donorami grup
metylowych dla homocysteiny, ale takze donorami wodoru i elektronéw, niezbednych dla
procesu redukcji dihydrobiopteryny (BH;) do tetrahydrobiopteryny (BHs) [Vasquez-Vivar i
in., 2002]. BHs jest kofaktorem s$rodblonkowej syntazy tlenku azotu, ktéra wytwarza
rozszerzajacy naczynia tlenek azotu. Kwas foliowy w remetylacji homocysteiny jest
zuzywany ilosciowo, jednak przy niedostatecznej jego podazy, jest wykorzystywany tylko do
redukcji BH,.

Stad wzrasta wewnatrzkomorkowe stezenie homocysteiny w $cianach tgtnic, co moze

prowadzi¢ do wystapienia efektow toksycznych [Maier i in., 2000].
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Rycina 5. Schemat metabolizmu homocysteiny.

Znane sa wrodzone zaburzenia metabolizmu homocysteiny, zwigzane z
polimorfizmem genéw kodujacych reduktaze metylotetrahydrofolianowa (MTHFR).
Najczestszym defektem genetycznym jest mutacja punktowa polegajaca na zmianie
cytozyny (C) na tyming (T) w pozycji 677 (C677—T) genu kodujacego MTHFR. W
wyniku tej zamiany nukleotydow powstaje termowrazliwy enzym N°-N'‘-
metylotetrahydrofolianu o obnizonej aktywnosci catkowitej. Stan ten sprzyja powstawaniu

hiperhomocysteinemii w przypadku niedoboru kwasu foliowego, szczegdlnie u osob,
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u ktorych wystepuje homozygotycznos¢ tej mutacji. W licznych badaniach
epidemiologicznych wykazano, Ze ten typ mutacji jest zalezny od rasy w réznych grupach
etnicznych. Jest ona praktycznie niespotykana wsrdd Afroamerykandéw, natomiast w rasie

kaukaskiej i azjatyckiej stwierdza si¢ 10 -13 % homozygot T/T i1 50 % heterozygot C/T.

DNA/RNA

-y,
puryny
THF
A dTMP —— DNA
5,10
MTHF
5-MTHF
MTHFR

-y
btona komdérkowa

5-MTHF

MS - syntaza metioninowa, MTHFR - reduktaza 5,10-metylenotetrahydrofolianowa; THF -
tetrahydrofolian; 5-MTHF — 5-metylotetrahydrofolian; 5,10 MTHF — 5,10-dimetylotetrahydrofolian.

Rycina 6. Metabolizm folianow.

Pod koniec lat 90-tych XX wieku Amerykanie - Bagley i1 Selhub, Dunczycy —
zespot pod kierunkiem Van der Put oraz kanadyjski zespol Weisberga opisali inna, czgsto
wystepujaca mutacje oddzialywajaca na reduktaze metylotetrahydrofolianowa — (mutacja
A1298C) [Bagley, Selhub 2000; Van der Put i in., 1998; Weisberg i in., 1998]. Mutacja ta,
zdaniem autorow jest wynikiem interakcji pomig¢dzy polimorfizmem a mutacja C677—T
genu kodujacego MTHFR. Heterozygoty C677 tej mutacji ujawnialy takie same cechy
charakterystyczne, co homozygoty C677 [Chango i in., 2000].
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1.5.2.2. Rola witaminy B4 w metabolizmie homocysteiny

Obecnie znanych jest sze$¢ biologicznie aktywnych form witaminy Bg: pirydoksyna
(PN), pirydoksal (PL) i pirydoksamina (PM) oraz ich ufosforylowane formy oraz produkty
degradacji, na przyktad kwas 4-pirydoksynowy 1 jego lakton. Pod wplywem kinazy
pirydoksalowej PN, PL i PM ulegaja fosforylacji, a nastgpnie, przy udziale oksydazy
pirydoksaminofosforanowej, ufosforylowana forma pirydoksaminy i pirydoksyny
przechodzi do fosforanu 5’-pirydoksalu. Ten ostatni jest koenzymatyczna forma witaminy
B, ktora jest niezbgdna nie tylko w procesach dekarboksylacji aminokwaséw ale takze w
transaminacji, racemizacji oraz 3 i y-eliminacji [Moszczynski, Py¢ 1998].

Transsulfuracja homocysteiny do cystationeiny, a nast¢pnie do cysteiny, zachodzi w
obecnosci witaminy Bg jako kofaktora i jest, w przeciwienstwie do szlaku remetylacji,
procesem nieodwracalnym. Zachodzi przy dodatnim bilansie metioniny, na przyktad
wskutek zwigkszonej konsumpcji migsa 1 jego przetworéw. Wowczas ponad potowa
homocysteiny usuwana jest na drodze transsulfuracji [Sobczak 20055; Stipanuk 2004].

W licznych doniesieniach naukowych z ostatniego dziesigciolecia opisano wplyw
dodatkowej suplementacji witamin z grupy B na st¢zenie homocysteiny. W wigkszosci
prac autorzy stwierdzaja zgodnie, ze dodatek kwasu foliowego do zywnos$ci lub
suplementacja kwasem foliowym zdecydowanie obniza stezenie homocysteiny
[Dustianond 1 in., 2005; Moat i in. 2004; Ruggeri i in., 1999,]. W przypadku suplementacji
witaming Bg nie stwierdza si¢ znamiennych korelacji pomigdzy ostrymi incydentami
naczyniowymi, a podawaniem tej witaminy. W do$wiadczeniu prowadzonym przez
Ullegaddi i wsp. nie wykazano réznic w st¢zeniach homocysteiny w grupie osob po udarze
mobzgu, w poréwnaniu z grupa placebo [Ullegaddi i in., 2004]. Podobne rezultaty uzyskano
w randomizowanych badaniach VITATOPS. Co prawda obserwowano obnizenie st¢zenia
homocysteiny u 0s6b suplementujacych witaminy z grupy B, jednak nie obserwowano
zmian w biochemicznych czynnikach ryzyka choréb sercowo-naczyniowych [Dusitanond i
in., 2005]. Krytycznie suplementacj¢ witaming B oraz kwasem foliowym u 0s6b z ostrymi
incydentami naczyniowymi ocenia rowniez Mangoni [Mangoni 2006]. Z kolei
Naruszewicz i wsp. podkreslaja, ze dodatek do pozywienia omawianych witamin u 0s6b z
przewlekla niewydolnoscia nerek, moze przynosi¢ dodatkowe korzysci w postaci
zmnigjszenia stezenia innych czynnikow ryzyka — fibrynogenu oraz lipoptoteiny (a)

[Naruszewicz i in., 2001].
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1.5.3. Hiperhomocysteinemia jako wskaznik zagrozenia zdrowia

Lagodna hiperhomocysteinemi¢ rozpoznaje sig, gdy jej stgzenie w osoczu zawiera
si¢ w przedziale >15 — 30 umol/l, $rednio nasilong przy warto$ciach >30 — 100 umol/l,
natomiast posta¢ cigzka przy stgzeniu >100 pumol/l. Niekiedy bardzo wysokie stezenia,
siggajace nawet 400 pmol/l, obserwuje si¢ we wrodzonych, genetycznie uwarunkowanych
homocysteinuriach [Bald 2003]. Szkodliwo§¢ homocysteiny przypisywana jest gtownie
stresowi oksydacyjnemu, zwigzanemu z obecno$cia w jej czasteczce bardzo reaktywnej
grupy tiolowej, dzigki ktorej posiada ona zdolno$¢ modyfikacji biatek osocza.

Homocysteina moze tworzy¢ z grupami tiolowymi bialek polaczenia disiarczkowe,
(jest to S-homocysteinylacja), jak rowniez moze reagowacé z grupami aminowymi biatek,
na drodze N-homocysteinylacji, ktora prowadzi do powstawania bardzo niebezpiecznego
tiolaktonu homocysteiny. Skutkiem S-homocysteinylacji jest uposledzenie funkcji biatek,
na przyktad albuminy, hemoglobiny i y-globulin. Z kolei tiolakton homocysteiny posiada
zdolno$¢ modyfikowania lipoprotein o matej gestosci (LDL, ang. low density lipoprotein).
Uszkodzenia tego typu dotycza glownie komorek srodbtonka. Z kolei w obecno$ci
podwyzszonego stezenia homocysteiny komorki migéni gladkich w $cianach tgtnic
namnazaja si¢ znacznie szybciej, co moze prowadzi¢ do zwigkszenia oporu obwodowego i
sprzyja¢ rozwojowi nadci$nienia tgtniczego. Udowodniono réwniez, ze powstajace
zgrubienia w $cianach tgtnic szyjnych sa przyczyna niedokrwienia i udaru mézgu. Meta-
analiza badan obserwacyjnych z 2002 roku ujawnila, ze stgzenie homocysteiny w osoczu,
zwigkszone o okoto 3 umol/l, wiaze si¢ z o 1l-razy wigkszym ilorazem mozliwos$ci
wystapienia choroby wiencowej i 0 19-razy udaru mézgu [Undas 2007]. Nie bez powodu w
2002 roku, w ramach Homocysteine Studies Collaboration, uznano homocysteing za
niezalezny czynnik ryzyka chordb sercowo-naczyniowych i1 naczyniowo-mézgowych
[JAMA 2002].

Rozwojowi chorob sercowo-naczyniowych, a zwlaszcza nadcis$nienia tgtniczego,
sprzyja takze uposledzenie przez homocysteing dziatania tlenku azotu (II) i zmniejszenie
jego ilosci. Homocysteina wptywa bowiem na st¢zenie disymetrycznej argininy (ADMA),

ktéra jest inhibitorem naczyniowej syntazy tlenku azotu [Valkonen i Laaksonen 2004].
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W badaniach Naruszewicza i wsp. wykazano, ze aktywnos$¢ pozakomoérkowe;j
dysmutazy ponadtlenkowej maleje wprost proporcjonalnie do wzrostu stgzenia
homocysteiny w ukladzie krwiono$nym [Naruszewicz i wsp. 1997]. Homocysteina
posiada zdolno$§¢ generowania RFT poprzez uszczuplanie puli glutationu
zredukowanego w osoczu lub poprzez autooksydacje grup sulthydrylowych w
obecnosci jonéw metali przejsciowych, co prowadzi do powstawania nadtlenku wodoru
oraz rodnika ponadtlenkowego (O,"). W wyniku reakcji nadtlenku wodoru moga
powstawac niebezpieczne rodniki wodorotlenowe, ktére biora udzial w peroksydacji
lipidow.

Podwyzszone stezenie homocysteiny w osoczu wpltywa takze na rozwoj
zakrzepicy, zard6wno naczyn t¢tniczych, jak i zylnych. Hipotez¢ jej szkodliwego
dziatania przypisuje si¢ Daltonowi i wsp., ktorzy stwierdzili, ze homocysteina wplywa
na uktad krzepnigcia poprzez inhibicje ekspresji trombomoduliny i tkankowego
aktywatora plazminogenu oraz zmniejszenie aktywnos$ci biatka C [Dalton 1 wsp., 1997].
Prace badawcze ostatnich lat potwierdzaja takze niekorzystne dziatanie homocysteiny
na rozwoj ptodu i zaburzenia ciazowe. Jej wysokie stezenie w plynie pecherzykowym
jajnika moze =zaburza¢ interakcj¢ pomigdzy komorka jajowa a plemnikiem,
uniemozliwiajac zaptodnienie. Hiperhomocysteinemia w okresie ciazy jest czynnikiem
ryzyka poronien nawykowych, wewnatrzmacicznej $mierci ptodu oraz wad cewy
nerwowej ptodu, co przy niedoborze kwasu foliowego moze spowodowaé powazne
uszkodzenia.

Hiperhomocysteinemia moze przyczynia¢ si¢ takze, w sposob posredni lub
bezposredni, do  wystapienia  dysfunkcji  poznawczych, jak = réwniez
neuropsychiatrycznych. Homocysteina zostata uznana za czynnik ryzyka parkinsonizmu
i choroby Alzheimera, co $§wiadczy o jej bezposrednim dziataniu neurotoksycznym
[Isobe 1 in., 2005; Perry 1 in., 1995; Refsum i in., 1998; Seshardi i in., 2002].
Mechanizm tego efektu nie jest do konca poznany. Brany jest pod uwage mechanizm
ekscytotoksycznosci. Hipoteza ekscytotoksycznosci wiaze toksyczny wplyw
glutaminianu na neurony z ich nadmiernym pobudzeniem. Metabolity homocysteiny
zawierajace atom siarki na wyzszym stopniu utleniania, takie jak kwas
L-homocysteinosulfonowy oraz L-homocysteinosulfinowy wplywaja bezposrednio na
receptor N-metylo-D-asparginianu (NMDA) [Loscalzo 2002; Seshardi i in., 2002].
Aktywacja tego receptora powoduje wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia jonow

wapnia, z nastgpnym uwolnieniem komodrkowych proteaz, ktére moga prowadzi¢ do
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smierci komorek. Homocysteina jest jednak stabym aktywatorem kanatu w receptorze
NMDA, poniewaz blokuje miejsce wiazace koagoniste — glicyng. Rowniez interakcja
homocysteiny z tlenkiem azotu przyczynia si¢ do obnizenia aktywnosci kanalu w
receptorze NMDA.

W badaniach wykonanych na modelach zwierzecych, prowadzonych przez
Lazarkiewicza 1 wsp. stwierdzono powinowactwo homocysteiny do receptoréw mGIluR
grupy I (sa to glutaminergiczne receptory metabotropowe) [Lazarkiewicz 1 in., 2003].
Wykazano, Ze receptory te, wraz z receptorami NMDA, posrednicza w wywotanej przez
homocysteing mobilizacji wapnia w hipokampie. Nie bez znaczenia w procesie
neurodegradacji pozostaja takze zmiany miazdzycowe naczyn mozgowych,
pogltebiajace si¢ pod wplywem hiperhomocysteinemii oraz obnizony poziom
tetrahydrobiopteryny, ktéra bierze udziat w syntezie dopaminy i noradrenaliny
[Brattstrém 1 in., 1998; Vasquez-Vivar i in., 2002]. Potencjalny mechanizm dziatania
homocysteiny na komorki uktadu nerwowego, wedtug Lozcalzo, przedstawiono na

rycinie 7 [Lozcalzo 2002].

Homocysteina

Kwasy homocysteinowe

Naczyniowy stres
oksydacyjny

Ekscytotoksycznosé

Apoptoza

¥
1 1 Neurotoksycznosé

Miazdzyca d—— Uszkodzenia
naczyn srédbtonka naczyn

Rycina 7. Potencjalny mechanizm dzialania homocysteiny na komorki uktadu
nerwowego.
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1.5.3.1. Czynniki wplywajace na st¢zenie homocysteiny

Stezenie homocysteiny we krwi, oprocz defektéw genetycznych, jest
uwarunkowane przez szereg czynnikow, do ktorych zalicza sig: wiek, pte¢, sprawnos¢
organow detoksykacyjnych (watroba, nerki), nabyte choroby, stosowanie niektorych
lekow oraz czynniki wptywajace na styl zycia, z ktorych najwigksze znaczenie maja:
palenie tytoniu, wysoka konsumpcja napojow alkoholowych, kawy, niewlasciwa dieta
oraz brak lub nieznaczna aktywnos¢ fizyczna.

Stgzenie homocysteiny rosnie wraz z wiekiem 1 jest uzaleznione od ptci. Wyzsze
stezenia obserwuje si¢ u chtopcéw oraz mezczyzn niz u dziewczat i1 kobiet, a zjawisko
hiperhomocysteinemii jest czgstsze w wieku starczym [Nygard i in., 1995; Osganian i
in, 1999; Sassi 1 in., 2002]. Wiadomo rowniez, ze stgzenie homocysteiny jest wyzsze u
kobiet w wieku postmenopauzalnym, niz u megzczyzn, a do okresu menopauzy
utrzymuje si¢ na poziomie o okoto 15% nizszym [Celik i in., 2002].

Wiele badan wskazuje takze na podwyzszony poziom homocysteiny w licznych
stanach chorobowych. Najczesciej wymieniane sa choroby o charakterze
autoimmunologicznym, takie jak reumatoidalne zapalenie stawdw, stwardnienie
rozsiane, tuszczyca, AIDS, niedoczynnos$¢ tarczycy, takze liczne choroby nowotworowe
oraz choroby nerek [Miiller i in., 1996; Svenungsson i in., 2001; Van Guldener i in.,
1998]. W cukrzycy obserwuje si¢ podwyzszone st¢zenie homocysteiny, co moze by¢
skutkiem opornosci na insuling [Drzewoski i in., 2000; Fiorina i in., 1998]. Ponadto
stosowanie niektorych lekow, takich jak antymetabolity kwasu foliowego (metotreksat),
niektore leki przeciwcukrzycowe, przeciwdrgawkowe, czy doustne hormonalne leki
antykoncepcyjne moze zaktoca¢ cykl metylacji homocysteiny, podwyzszajac jej
stezenie w 0SOCZu.

Czynniki wptywajace na styl Zycia, takie jak palenie tytoniu, spozywanie duzych
ilosci alkoholu i kawy, niewtasciwa dieta, uboga w witaminy z grupy B oraz mata
aktywnos$¢ fizyczna, sa najczgstszymi rozwazanymi determinantami tagodnej
hiperhomocysteinemii. Liczne doniesienia z badan epidemiologicznych 1 klinicznych,
prowadzonych w ostatnim dziesigcioleciu, w wigkszosci potwierdzaja niekorzystny
wplyw palenia tytoniu na poziom homocysteiny i jej kofaktorow [O’Callaghan i in.,
2002; Panagiotakos i in., 2005]. Wazrost stezenia homocysteiny u oso6b palacych jest

proporcjonalny do ilosci wypalanych papieroséw. Wypalanie jednego papierosa
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dziennie podnosi stezenie homocysteiny u kobiet o okoto 1 %, a u megzczyzn o okoto
0,5 % [Nygard 1 in., 1995]. Na wzrost ten u palaczy ma wpltyw wiele toksycznych
zwiazkow chemicznych, wystgpujacych w dymie tytoniowym, ktére w sposéb
bezposredni lub posredni moga zmienia¢ jej metabolizm. Cyjanowodor i tlenek siarki
(IV) tworza z hydroksykobalaming cyjanokobalaming i1 sulfokobalaming, ktore nie
petnig roli koenzymow w remetylacji homocysteiny do metioniny. Tlenek i disiarczek
wegla moga dezaktywowalé witaming Bg w hepatocytach, poprzez zwigkszenie
produkcji interleukiny 6 (IL-6). IL-6 stymuluje aktywnos$¢ fosfatazy pirydoksalu. W
konsekwencji moze doj$¢ do zmniejszenia stezenia fosforanu 5’-pirydoksalu i obnizenia
aktywnos$ci enzymow, bioracych udzial w procesach transsulfurylacji [Bald 2003;
McCarty 2000]. Palenie tytoniu wptywa takze na status redoks homocysteiny i zwigksza
stezenie jej zredukowanej formy [Bergmark i in., 1997].

Wazrostowi stezenia homocysteiny towarzyszy spadek stezenia witamin,
bioracych udzial w jej przemianach. Z obnizeniem st¢zenia foliandbw u palaczy
zwiazane sa zte nawyki zywieniowe oraz brak dodatkowe] suplementacji kwasem
foliowym [Cafolla i in., 2000; Ortega i in., 1994 1 1997; Pagan i in., 2001; Sygnowska i
Waskiewicz 2001]. Organizm czlowieka nie wytwarza kwasu foliowego, chociaz jest
on zwigzkiem niezbednym nie tylko w procesie remetylacji homocysteiny do metioniny
1 wytwarzania tlenku azotu w $rodblonku tetnic, lecz takze do metylacji kwasow
nukleinowych, biatek i neurotansmiterow [Nowicka 2005]. Dbalo$¢ o zachowanie
kwasu foliowego w spozywanych pokarmach pozwoli zatem zmniejszy¢é zagrozenie
hiperhomocysteinemia. Suplementacja kwasem foliowym ma szczegélne znaczenie u
kobiet w okresie ciazy, gdyz zapobiega uszkodzeniom cewy nerwowej i innym
patologiom ptodu [Kloeblen 1999; Rosenquist i in., 1996]. Ponadto uwaza sig, ze
hipometylacja DNA jest przyczyna mutacji zwigzanych z inicjacja lub rozwojem
chorob nowotworowych [Lebiedzinska 2007]. Dziatania interwencyjne, podjete w wielu
krajach, sprowadzaja si¢ do wzbogacania niektorych produktow spozywczych, gléwnie
zbozowych, kwasem foliowym. W Stanach Zjednoczonych od 1997 roku obowiazuje
zalecenie wzbogacania w taki sposob zywnosci, aby dziennie dostarcza¢ 400 pg kwasu
foliowego oraz 2,4 ug witaminy B, [DRI 1998, FDA 19964,b]. W Polsce zaleca sig
spozywanie 260 - 340 pg kwasu foliowego dziennie [Ziemlanski 2001].

Na wzrost stezenia homocysteiny w osoczu wplywa takze czgste spozywanie
duzych ilosci alkoholu [Cravo i Camilo 2000]. Naduzywanie alkoholu wywotuje

zaburzenia zotadkowo-jelitowe 1 hamuje wchianianie witamin uczestniczacych w
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metabolizmie homocysteiny. W badaniach udowodniono takze, ze spozywanie 9
1 wigcej filizanek kawy dziennie powoduje Sredni wzrost stgzenia homocysteiny o 19 %
u mezezyzn i 28 % u kobiet , w stosunku do grupy kontrolnej, w tym samym przedziale
wiekowym [Vollset i in., 2000]. Ci sami autorzy stwierdzili takze obnizony poziom
homocysteiny po intensywnym wysitku fizycznym oraz po spozywaniu herbaty.
Lagodna hiperhomocysteinemia, bgdaca udziatem od 7 do 10 % ogolnej
populacji ludzkiej 1 uznana za niezalezny czynnik przedwczesnego rozwoju miazdzycy,
jest skutkiem przede wszystkim niewtasciwego stylu zycia. Mozna jej zatem zapobiegac
i leczy¢ gldwnie poprzez zmiany stylu zycia, diete bogata w kwas foliowy 1 witaminy

Bs 1 B2 lub suplementacj¢ tych witamin oraz rzucenie natogu palenia tytoniu.
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2. CEL PRACY
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Celem przeprowadzonych badan byla analiza wplywu palenia tytoniu na osoczowe

stezenia homocysteiny i jej kofaktorow: kwasu S5-metylotetrahydrofoliowego (5-MTHF)

1 witaminy Be.

Zbadano takze aktywno$¢ glutationowego buforu redoks we krwi i osoczu 0sob

palacych, biernie narazonych 1 niepalacych, aby potwierdzi¢ uposledzenie bariery

antyoksydacyjnej ustroju przez dym tytoniowy.

Aby zrealizowac ten cel:

1.

Osoby biorace udziat w doswiadczeniu podzielono na trzy grupy badawcze: kontrolna,
ztozona z o0so6b, ktére nie mialy kontaktu z dymem tytoniowym, grupg palaczy
czynnych oraz biernie narazonych.

Zobiektywizowano wywiad ankietowy o narazeniu na dym tytoniowy o0sob
nalezacych do poszczegoélnych grup, poprzez pomiar st¢zenia kotyniny w moczu oraz
oceng stosunku stezen kotyniny do kreatyniny.

Oznaczono 1 oceniono stezenie homocysteiny w osoczu os6b z grupy kontrolnej,
biernych i czynnych palaczy.

Zbadano aktywno$¢ glutationowego buforu redoks osob aktywnie palacych, biernie
narazonych i niepalacych, poprzez oznaczenie stgzen glutationu zredukowanego
(GSH) 1 utlenionego (GSSG) we krwi oraz oznaczenie stezen GSH, GSSG
1 calkowitego glutationu (tGSH) w osoczu.

Zweryfikowano poglad na temat udziatu antyoksydantow w inaktywacji reaktywnych
form tlenu, pochodzacych z dymu tytoniowego, na podstawie oznaczonych stgzen
glutationu.

Oznaczono 1 oceniono wpltyw aktywnego palenia lub biernego naraZenia na dym
tytoniowy na poziom kofaktorow homocysteiny: kwasu 5-metylotetrahydrofoliowego
oraz witaminy Be.

Oceniono rowniez zalezno$¢ pomigdzy stezeniem homocysteiny a st¢zeniem kwasu
5-metylotetrahydrofoliowego w osoczu.

Opracowano metody oznaczen tioli, kwasu 5-metylotetrahydrofoliowego oraz
witaminy Bg oraz opisano wykorzystanie detekcji elektrochemicznej kulometryczne;j
w HPLC do oznaczen tych analitéw w materiale biologicznym.

W pracy oceniono takze czgstotliwo$¢ wykonywania podstawowych badan lekarskich

przez respondentdw, bioracych udziat w doswiadczeniu.
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3. METODYKA BADAN
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3.1. Badane grupy

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode¢ Niezaleznej Komisji Bioetycznej
do Spraw Badan Naukowych przy Akademii Medycznej w Gdansku nr 203/2006
z dnia 19.06.2006 roku.

Do badan zakwalifikowano 134 ochotnikow (74 kobiety 1 60 mezczyzn) w przedziale
wiekowym od 19 do 45 lat (Sredni wiek badanych 24,4 + 2,2). Ochotnicy zamieszkiwali
aglomeracj¢ Trdjmiasta (109 osdb) oraz Elblag (25 osob). W wywiadzie lekarskim,
przeprowadzanym przed pobraniem materiatu biologicznego u badanych o0sob,
nie stwierdzono nadci$nienia tetniczego, choroby niedokrwiennej serca, cukrzycy, schorzen
watroby oraz chorob infekcyjnych. Badane osoby wypetnialy kwestionariusz ankiety (wzor
podany w zataczniku pracy).

W ankietach, oprdocz stosunku do palenia tytoniu, pytano miedzy innymi o aktywnos$¢
fizyczna, dodatkowa suplementacje witaminami z grupy B, stosowanie specjalnego rodzaju
diety oraz czegstotliwo$¢ wykonywania podstawowych badan lekarskich (pomiar cisnienia
tetniczego krwi, badanie poziomu glukozy we krwi, badanie poziomu cholesterolu we krwi
oraz ogolne badanie moczu).

Osoby przyznajace si¢ w wywiadzie ankietowym do palenia tytoniu okreslaty liczbe,
moc, por¢ wypalania pierwszego papierosa lub innego wyrobu tytoniowego. Osoby
deklarujace abstynencj¢ od wyrobow tytoniowych oswiadczaty, iz nigdy nie pality tytoniu
1 nie przebywaja w otoczeniu osob palacych lub w pomieszczeniach, w ktdrych pali sig tyton.
Wywiad ankietowy zweryfikowano poprzez oznaczenie kotyniny w moczu i na tej podstawie
badane osoby zakwalifikowano do grupy niepalacych (grupa kontrolna), palaczy biernych
lub czynnych. Za umowne wartosci graniczne, odrdzniajace osoby niepalace 1 nie
eksponowane na dym tytoniowy, przyjeto warto$¢ ponizej 50 pg kotyniny/l moczu, natomiast
za warto$¢ graniczna, odrézniajaca biernych od czynnych palaczy, przyjeto wartos¢ < 500 ug
kotyniny/l moczu. Do grupy niepalacych zaliczono 56 oséb (34 kobiety 1 22 mezczyzn), do
grupy biernych palaczy 33 osoby (20 kobiet i 13 mgzczyzn), do grupy czynnych palaczy 45
0s6b (20 kobiet i 25 mezczyzn).

Probki moczu zbierano na czczo, w godzinach porannych, natomiast krew pobierano z
zyty tokciowej, po 12 — godzinnej przerwie od ostatniego positku. Probki moczu i krwi

pobierano od czynnych palaczy przed wypaleniem pierwszego papierosa w danym dniu.

40



3.2. Zakres oznaczen
3.2.1. Oznaczanie st¢zenia kotyniny w moczu

Zasada oznaczenia

Kotyning, po =zasadowej hydrolizie moczu, ekstrahowano chlorkiem metylenu.
Po odparowaniu rozpuszczalnika organicznego, sucha pozostato$¢ rozpuszczano w fazie
ruchomej 1 poddawano analizie metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
z detekcja UV (metoda Ceppa i in. 2000, w modyfikacji wlasnej, Kowalski i in. 2007).
Odczynniki

* (-) Kotynina, Sigma Aldrich;

*  Wodorotlenek sodu, Sigma Aldrich;

= Metylenu chlorek do chromatogratii HPLC, POCh;

*  Wodorofosforan sodu, siedmiowodny, Sigma Aldrich;

= Kwas o-fosforowy 85 %, Riedel-de-Haén;

=  Kwas solny 37 %, Merck;

= Metanol, HPLC Analyzed, J.T.Baker;

» Acetonitryl, HPLC Analyzed, J.T. Baker;

* Woda dejonizowana 18 mQ, Hydrolab HLP 10.

Aparatura
* Przygotowanie proby: wytrzasarka analityczna typ 327 Premed, wirowki MPW 22,

MPW 50, Mechanika Precyzyjna W-wa;

* Przygotowanie fazy ruchomej: pehametr N 5172, Teleko, Polska, system prézniowego
saczenia fazy ruchomej, Kontem Ultra-ware, Niemcy, saczki membranowe 0,22 pum,
Millipore;

= Zestaw HPLC: pompa P580 (Dionex), detektor UV 340 S DAD (Dionex), piec
termostatujacy STH 585 (Dionex), wstrzykiwacz reczny Rheodyne 77251 oraz
kolumna Thermo Hypersil BDS C18 5 p (250 x 4,6 mm).

Przygotowanie probek do oznaczenia

Do polietylenowych probdéwek pobierano 2,5 ml moczu, ktory alkalizowano poprzez
dodatek 0,5 ml 5 mol/l roztworu wodorotlenku sodu. Nastgpnie dodawano 2,5 ml chlorku
metylenu 1 przez 15 min. wytrzasano. Po odwirowaniu (15 min. 3000 obr/min.) warstwe
wodna odrzucano, a 1,5 ml warstwy organicznej przenoszono do probéwek typu eppendorf,

zawierajacych 0,1 ml 0,1 % metanolowego roztworu kwasu solnego. Chlorek metylenu
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odparowywano w strumieniu chtodnego powietrza, pozostato$¢ rozpuszczano w 0,1 ml fazy
ruchomej i 20 pl poddawano analizie chromatograficznej. Kazde oznaczenie powtarzano 3-
krotnie.

Warunki chromatograficzne

Separacji chromatograficznej dokonywano w przebiegu izokratycznym na kolumnie Thermo
Hypersil BDS C18 5 pu (250 x 4,6 mm). Mieszaning eluujaca stanowil 30 mM bufor
fosforanowy z acetonitrylem (90:5 v/v) o pH 3,2, uzyskanym za pomoca stgzonego kwasu
fosforowego. Rozdziatow dokonywano w temperaturze 40 °C. Pomiaru eluatu dokonywano
przy dtugosci fali Ama 262 nm. W czasie retencji kotyniny (tg 4,7 min.) nie obserwowano
interferencji spowodowanej innymi substancjami. Catkowity czas analizy wyniost 7,0 min.
Przyktadowy chromatogram probki moczu z oznaczonym st¢zeniem kotyniny przedstawiono
na rycinie 8.

Parametry analityczne usrednionej krzywej kalibracji oraz granice wykrywalnosci

1 oznaczalnosci przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Parametry analityczne usrednionej krzywej kalibracji kotyniny w moczu oraz
granica wykrywalno$ci i oznaczalno$ci metody.

Parametr analityczny Kotynina
zakres oznaczalnos$ci [ng/ml] 10 - 4000
wyraz wolny -0,0788
wspotczynnik kierunkowy prostej 4,11
wspotczynnik korelacji (7) 0,9996
granica wykrywalno$ci [ng/ml] 3,2
granica oznaczalno$ci [ng/ml] 10,0

Poprawnos¢ metody

Z uwagi na brak materiatu referencyjnego, do trzech losowo wybranych probek moczu
dodano 50, 500 oraz 2500 ng/ml roztworu wzorcowego kotyniny. Srednia warto$¢ odzysku
kotyniny, uzyskana z pigciu powtorzen, wynosita 89,4 + 2.3%, 95,2 + 1,8% 1 98,5 + 1,1% dla
kolejno 50, 500 i 2500 ng/ml moczu.
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Rycina 8. Przyktadowy chromatogram probki moczu, 1 — kotynina (tg 4,7 min, 2340 ng/ml).
3.2.2. Oznaczanie kreatyniny w moczu

Kreatyning w moczu oznaczano testem kolorymetrycznym, Kkinetycznym z
odbialczeniem opartym na reakcji Jaffe (test firmy Emapol). Zasada oznaczenia opiera si¢ na
wytworzeniu w Srodowisku alkalicznym kompleksu kreatynina — kwas pikrynowy, ktérego
absorbancja jest proporcjonalna do st¢zenia kreatyniny w badanym materiale.

W niniejszej pracy stezenie kotyniny w moczu przeliczano na st¢zenie kreatyniny wydzielanej
wraz z moczem (stosunek st¢zen kotynina/kreatynina).

Oznaczano takze cigzar wlasciwy moczu przy uzyciu testow paskowych Multistix

(Bayer, Niemcy).
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3.2.3. Oznaczanie calkowitego stezenia homocysteiny i calkowitego stezenia

glutationu w osoczu

Zasada oznaczenia

Catkowite stgzenie homocysteiny 1 glutationu w osoczu oznaczano w tych samych probkach,

po redukcji mostkéw disiarczkowych tioli w osoczu 1 odbialczaniu, metoda HPLC z detekcja

elektrochemiczna kulometryczna w oparciu o metod¢ Menlyk i in. 1999, (z wilasna

modyfikacja, Marszatt 1 in. 2006, Marszatt 1 in. 2007, Menlyk 1 in., 1999).

Odczynniki

DL-Homocysteina, Sigma Aldrich;

DL-Homocysteiny tiolakton, chlorowodorek, Fluka;

Glutation zredukowany, Sigma Aldrich;

Tris(2-karboksyeetyl) fosfiny chlorowodorek (TCEP), Sigma Aldrich;
Kwas chlorowy (VII), 70 %, Merck;

Sol disodowa kwasu etylenodiaminoczterooctowego (EDTA), POCh;
Wodorofosforan sodu, siedmiowodny, Sigma Aldrich;

Kwas o-fosforowy 85 %, Riedel-de-Haén;

Dodecylosulfonian sodu, Serva;

Acetonitryl, HPLC Analyzed, J.T. Baker;

Woda dejonizowana 18 mQ, Millipore Milli-Q.

Aparatura

Przygotowanie proby: probowki heparynowe do prézniowego pobierania krwi
Vacuette, Austia; wirowki MPW-300, MPW-50, Mechanika Precyzyjna W-wa,
Vortex, IKA, Niemcy;

Przygotowanie fazy ruchomej: pehametr N 5172, Teleko, Polska, system prézniowego
saczenia fazy ruchomej, Kontem Ultra-ware, Niemcy, saczki membranowe 0,22 pum,
Millipore;

Zestaw HPLC: pompa P 580 (Dionex), piec termostatujacy STH 585 (Dionex),
wstrzykiwacz rgezny Rheodyne 77251, detektor elektrochemiczny kulometryczny
Coulochem II z zestawem elektrod analitycznych, model 5010 (ESA) i elektroda
ochronna, model 5020 (ESA) oraz kolumna Thermo Hypersii BDS C18 5 pn
(250 x 4,6 mm).
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Przygotowanie probek do oznaczenia

Pobierano 0,15 ml osocza, otrzymanego po odwirowaniu krwi petnej (15 min., 4000
obr/min.). Do osocza dodawano 0,075 ml wody dejonizowanej oraz 0,025 ml zwiazku
redukujacego potaczenia disiatrczkowe tioli (TCEP). Po wymieszaniu zawartosci (60 sek.,
1200 obr/min.), probki pozostawiano w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Zaleta
dodatku tri(2-karboksyetyl)fosfiny do probki jest mozliwo§¢ redukcji polaczen
disiarczkowych w temperaturze pokojowej, niezaleznie od uzyskanego koncowego pH.
Nastepnie probki wirowano (5 min., 15000 obr/min.), a roztwor nad osadem (supernatant)
przenoszono do probowki zawierajacej 0,8 mol/l kwas chlorowy (VII) z 1 mmol/l EDTA.
Proces odbiatczania prowadzono w obnizonej temperaturze przez 10 minut. Probki ponownie
odwirowywano (5 min., 15000 obr/min), a roztwér nad osadem zamrazano w cieklym azocie i
przechowywano w temperaturze — 80 °C do czasu wykonania analizy HPLC. Maksymalny
czas przechowywania zamrozonych probek nie przekraczat 45 dni. Przygotowanie kazdej
probki powtarzano 3-krotnie.

Woltamogramy hyvdrodynamiczne dla homocysteiny i glutationu zredukowanego

Woltamogramy hydrodynamiczne sa odpowiedzia detektora dla utlenianych lub
redukowanych zwiazkow na elektrodach analitycznych, zaleznie od napigcia przylozonego do
tych elektrod. W celu zbadania, przy jakim potencjale utleniajacym mozliwa jest detekcja
oznaczanych zwiazkow, sporzadzono 10 pmol/l roztwory wzorcowe, ktére nanoszono
(objetos¢ nanoszona 20 ul) na elektrody bez kolumny chromatograficznej. Pelna odpowiedz
detektora dla oznaczanych tioli wystgpowata przy potencjale +0,7 V dla homocysteiny oraz
+0,95 V dla glutationu zredukowanego. Na tej podstawie ustalono parametry detekcji
elektrochemicznej: potencjat elektrody roboczej, pracujacej jako elektroda ostaniajaca +1,0 V,
potencjat pierwszej elektrody roboczej, pracujacej jako elektroda ekranujaca +0,35 V,
potencjat elektrody roboczej, z ktorej zbierano wilasciwy sygnal +0,95 V dla glutationu
i +0,7 V dla homocysteiny. Dla uzyskania bardziej czytelnych chromatograméw,
zdecydowano o podniesieniu zakresu sygnatu aparatu do 20 pA dla glutationu i 2 pA dla
homocysteiny. Stad w tych samych probkach oznaczono osobno, a nie jednoczesnie, GSH
1 tHcys, poprzez dwukrotne nanoszenie na kolumng chromatograficzng takich samych

objetosci probki (20 pl).
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Warunki chromatograficzne

Separacji chromatograficznej dokonywano w przebiegu izokratycznym, z predkoscia
przeptywu fazy ruchomej 1 ml/min., na kolumnie Thermo Hypersil BDS C18 5 p (250 x 4,6
mm). Mieszaning eluujaca stanowit 50 mM bufor fosforanowy z acetonitrylem (94:6 v/v)
o pH 2,7, uzyskanym za pomoca stezonego kwasu fosforowego oraz dodatek 1 mmol/l
dodecylosulfonianu sodu jako czynnika par jonowych. Rozdzialow dokonywano
w temperaturze pokojowej (22 °C).

W czasie retencji glutationu (tg 5,1 min.) i homocysteiny (tg 10,1 min.) nie obserwowano
interferencji, spowodowanej innymi substancjami. Catkowity czas analizy wyniost 12,0 min.
Przyktadowy chromatogram probki osocza z oznaczonym stgzeniem glutationu (A) 1
homocysteiny (B) przedstawiono na rycinie 9 A, B. Parametry analityczne usrednionych

krzywych kalibracji oraz granicg wykrywalnosci i oznaczalno$ci przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Parametry analityczne usrednionych krzywych kalibracji (n = 9) homocysteiny
glutationu w osoczu oraz granica wykrywalnos$ci i oznaczalno$ci metody.

Parametr analityczny Homocysteina Glutation
zakres oznaczalno$ci [pmol/1] 1- 50 1-15
wyraz wolny -0,51 -0,0988
wspotczynnik kierunkowy prostej 2,08 18,68
wspotczynnik korelacji (r) 0,9997 0,9991
granica wykrywalno$ci [umol/1] 0,32 0,227
granica oznaczalnosci [pmol/1] 0,97 0,694

Poprawnos¢ metody

Poprawno$¢ metody zweryfikowano w oparciu o analiz¢ homocysteiny w
certyfikowanym materiale referencyjnym Clin Chek® Plasma Control, Level I (Recipe,
Niemcy). Warto$¢ deklarowana przez producenta dla metod RP - HPLC to 9,41 pmol/l (7,56
— 11,3). Z dwunastu powtorzen uzyskano $rednio 9,16 + 0,61 pmol/l (8,18 — 10,06), co
stanowi 97,3% oznaczonego st¢zenia homocysteiny. Zbadano takze odzysk dla glutationu
dodawanego do trzech serii probek (po 4 kazda) w iloSciach odpowiadajacych 5, 10 1 15
umol/l. Srednia warto$é odzysku dla kolejnych serii oznaczen (5, 10, 15 pmol/l) wynosila

95,4+ 1,1%, 96,2 £ 0,8% oraz 96,9 = 1,3%.
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Rycina 9. Przyktadowy chromatogram prébki osocza: A — glutation catkowity (tg 5,1 min.,
12,4 pmol/l, zakres sygnatu (FS) 20 pA); B — catkowitej homocysteiny (tr 10,1 min., 9,78

umol/l, zakres sygnatu (FS) 2 pA).
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3.2.4. Oznaczanie st¢zenia glutationu zredukowanego i utlenionego we krwi

Zasada oznaczenia

Stezenie glutationu zredukowanego i utlenionego oznaczono rownoczesnie, we krwi petnej po

odbiatczaniu, metoda HPLC z detekcja elektrochemicznag kulometryczna (metoda wg Smith i

in. 1995 z modyfikacja wtasna, Marszalt i in. 2005, 2006).

Odczynniki

Glutation zredukowany, Sigma Aldrich;

Glutation utleniony, Sigma Aldrich;

Kwas chlorowy (VII), 70 %, Merck;

S6l disodowa kwasu etylenodiaminoczterooctowego (EDTA), POCh;
Wodorofosforan sodu, siedmiowodny, Sigma Aldrich;

Kwas o-fosforowy 85 %, Riedel-de-Haén;

Acetonitryl, HPLC Analyzed, J.T. Baker;

Woda dejonizowana 18 mQ, Millipore Milli-Q.

Aparatura

Przygotowanie proby: proboéwki heparynowe do prozniowego pobierania krwi
Vacuette, Austia; wirowka MPW-50, Mechanika Precyzyjna W-wa;

Przygotowanie fazy ruchomej: pehametr N 5172, Teleko, Polska, system prozniowego
saczenia fazy ruchomej, Kontem Ultra-ware, Niemcy, saczki membranowe 0,22 pum,
Millipore;

Zestaw HPLC: pompa P 580 (Dionex), piec termostatujacy STH 585 (Dionex),
wstrzykiwacz r¢czny Rheodyne 77251, detektor elektrochemiczny kulometryczny
Coulochem II z zestawem elektrod analitycznych, model 5010 (ESA) 1 elektroda
ochronna, model 5020 (ESA) oraz kolumna Thermo Hypersil ENV C18 5 pu
(250 x 4,6 mm).

Przyootowanie probek do oznaczenia

Pobierano 0,2 ml krwi peinej, ktéra odbiatczano, dodajac nadmiar 0,8 mol/l kwasu

chlorowego (VII) z 1 mmol/l EDTA (0,8 ml do 0,2 ml krwi). Proces odbialczania

prowadzono w obnizonej temperaturze przez 15 minut. Nastepnie probki odwirowywano (5

min., 15000 obr/min) a roztwér nad osadem (supernatant) zamrazano w cieklym azocie i

przechowywano w temperaturze — 80 °C do czasu wykonania analizy HPLC. Przygotowanie

kazdej probki powtarzano 3-krotnie.
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Woltamogramy hydrodynamiczne dla glutationu zredukowanego i utlenionego

W celu zbadania, przy jakim potencjale utleniajacym mozliwa jest detekcja
oznaczanych zwiazkéw sporzadzono 20 pmol/l roztwory wzorcowe, ktére nanoszono
(objeto$¢ nanoszona 20 pl) na elektrody bez kolumny chromatograficznej. Zaobserwowano
wyrazny sygnal dla utleniajacego sie¢ GSH przy potencjale +0,35 V, a efekt plateau
wystgpowal przy potencjale +0,9 V. Odpowiedz detektora dla formy utlenionej byla wyrazna
przy potencjale +0,55 V, a efekt plateau przy potencjale +0,95 V. Na tej podstawie ustalono
parametry detekcji elektrochemicznej: potencjat elektrody roboczej, pracujacej jako elektroda
ostaniajaca +1,0 V, potencjat pierwszej elektrody roboczej, pracujacej jako elektroda
ekranujaca +0,35 V, potencjat elektrody roboczej, z ktorej zbierano wtasciwy sygnat dla obu
form glutationu +0,95V. Zakres sygnatu dla obu oznaczanych form glutationu ustalono na
poziomie 50 pA.

Warunki chromatograficzne

Separacji chromatograficznej dokonywano w przebiegu izokratycznym, z pr¢dkoscia

przeptywu fazy ruchomej 1 ml/min., na kolumnie Thermo Hypersil ENV CI18 5 p
(250 x 4,6 mm). Mieszaning eluujaca stanowil 20 mM bufor fosforanowy z acetonitrylem
(98:2 v/v) o pH 2,7, uzyskanym za pomoca stezonego kwasu fosforowego. Rozdziaty
chromatograficzne wykonywano w temperaturze 30 °C.
W czasie retencji glutationu zredukowanego (tg 4,7 min.), utlenionego (tg 5,7 min.), nie
obserwowano interferencji, spowodowanej innymi substancjami. Catkowity czas analizy
wynidst 6,5 min. Przyktadowy chromatogram probki krwi z oznaczonym st¢zeniem obu form
glutationu przedstawiono na rycinie 10. Parametry analityczne usrednionych krzywych
kalibracji oraz granicg wykrywalnosci i oznaczalnosci przedstawiono w tabeli 4.

Poprawnos¢ metody

Przy braku materiatu referencyjnego, doktadno$¢ zastosowanej metody wykonano
poprzez zbadanie odzysku. Do trzech serii probek krwi (po 5 probek w kazdej), dodawano
wzrastajace stgzenia roztworéw wzorcowych obu form glutationu, odpowiadajace: 750 pmol/l
GSH i 5 pumol/l GSSG dla pierwszej serii, 800 umol/l GSH i 15 umol/l GSSG dla drugie;j serii
i 900 umol/l GSH i 25 umol/l GSSG dla trzeciej serii. Srednia warto$¢ odzysku dla pierwszej
serii wynosita 89,6 + 1,2% dla GSH oraz 93,4 + 0,8% GSSG, dla drugiej serii 92,7 + 2,2% dla
GSH oraz 95,4 + 0,9%, a dla trzeciej serii: 98,6 + 1,8% dla GSH oraz 97,9 + 1,1%.
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Tabela 4. Parametry analityczne usrednionych krzywych kalibracji (n = 9) glutationu
zredukowanego (GSH) oraz utlenionego (GSSG) we krwi oraz granica wykrywalnosci

1 oznaczalnos$ci metody.

Parametr analityczny

GSSG

zakres oznaczalno$ci [pmol/l]

wyraz wolny

wspotczynnik kierunkowy prostej

700 - 1100 2,5-25

-0,0174

11,81 107 128

700
6007
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400{
300

200

1007

wspotczynnik korelacji (r) 0,9994
granica wykrywalno$ci [umol/1] 0,035
granica oznaczalnos$ci [umol/1] 0,108
| mv Pot:950 mV
FS 50 uA
GSSG
K
300 35 400 450 5,00 55 600 650  min

Rycina 10. Przykladowy chromatogram probki krwi z oznaczonym st¢zeniem glutationu
zredukowanego (GSH, tg 4,7 min., 895,6 pumol/l) i utlenionego (GSSG, tg 5,7 min,

9,26 umol/l), zakres sygnatu 50 pA.

3.2.5. Oznaczanie st¢zenia glutationu zredukowanego i utlenionego w osoczu

Do oznaczenia obu form glutationu w osoczu stosowano takie same odczynniki

1 aparaturg, a takze wykorzystano woltamogramy hydrodynamiczne, jak przy oznaczeniu

glutationu zredukowanego 1 utlenionego we krwi (rozdz. 3.2.4). Réwniez warunki

chromatograficzne nie ulegly zmianie, z wyjatkiem stosowania innego zakresu sygnatu
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aparatu, wyznaczonego na poziomie 20 pA. Uzyskano takie same czasy retencji dla obu form
glutationu (GSH tr 4,7 min; GSSG tr 5,7 min), co przedstawiono na rycinie 11. Parametry
analityczne usrednionych krzywych kalibracji oraz granicg wykrywalno$ci i oznaczalnos$ci
przedstawiono w tabeli 5.

Przygotowanie probek do oznaczenia

Do pojedynczego oznaczenia pobierano 0,5 ml osocza, otrzymanego przez
odwirowanie krwi petnej (15 min. 4000 obr/min.). Probki odbialczano, dodajac nadmiar 0,8
mol/l kwasu chlorowego (VII) z 1 mmol/l EDTA (0,8 ml do 0,5 ml osocza). Proces
odbiatczania prowadzono w obnizonej temperaturze przez 15 minut. Nast¢pnie probki
odwirowywano (5 min. 15000 obr/min), a roztwér nad osadem (supernatant) zamrazano
w ciektym azocie i przechowywano w temperaturze — 80 °C do czasu wykonania analizy

HPLC. Przygotowanie kazdej probki powtarzano 2-krotnie.

Tabela 5. Parametry analityczne usrednionych krzywych kalibracji (n = 9) glutationu
zredukowanego (GSH) oraz utlenionego (GSSG) w osoczu oraz granica wykrywalnosci
1 oznaczalnos$ci metody.

Parametr analityczny GSH GSSG
zakres oznaczalnosci [pumol/l] 05-7 04-5
wyraz wolny 0,0814 0,0218

wspotczynnik kierunkowy prostej 4,02 1,57

wspotczynnik korelacji (r) 0,9996 0,9993
granica wykrywalnosci [pumol/l] 0,158 0,117
granica oznaczalnosci [pmol/1] 0,496 0,353

Poprawnos¢ metody

Do trzech serii probek krwi (po 3 probki w kazdej) dodawano wzrastajace stgzenia
roztworow wzorcowych obu form glutationu, odpowiadajace 1 pmol/l dla pierwszej serii,
3 umol/l dla drugiej serii oraz 5 pumol/l dla trzeciej serii. Srednia warto$é odzysku dla
pierwszej serii wynosita 92,6 + 0,7% dla GSH oraz 91,1 + 0,9% GSSG, dla drugiej serii 94,8
+ 0,7% dla GSH oraz 93,2 + 1,1%, a dla trzeciej serii: 95,7 £ 0,6% dla GSH oraz 96,1 £+ 1,2%.
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Rycina 11. Przyktadowy chromatogram probki osocza z oznaczonym st¢zeniem glutationu
zredukowanego (GSH, tg 4,7 min., 3,12 pmol/l) i utlenionego (GSSG, tr 5,7 min,
2,18 pmol/l), zakres sygnatu 20 pA.

3.2.6. Oznaczanie st¢zenia kwasu 5-metylotetrahydrofoliowego w osoczu

Zasada oznaczenia

Stgzenie kwasu S-metylotetrahydrofoliowego (5-MTHF) oznaczono w osoczu z
dodatkiem kwasem L-askorbowego, po odbiatczaniu probek, metoda HPLC z detekcja
elektrochemiczng kulometryczna i UV-Vis, opierajac si¢ na metodach Lankelma i Van der
Klejna (1980) oraz Kohashi 1 Inoue (1986), w modyfikacji wtasnej [Marszalt, Czarnowski
2007].

Odczynniki
= Kwas 5-metylotetrahydrofoliowy, Sigma Aldrich;
= Kwas L-askorbowy, Sigma Aldrich;
= Kwas chlorowy (VII), 70 %, Merck;
=S¢l disodowa kwasu etylenodiaminoczterooctowego (EDTA), POCh;
*  Wodorofosforan sodu, siedmiowodny, Sigma Aldrich;
= Kwas o-fosforowy 85 %, Riedel-de-Haén;
* Metanol, HPLC Analyzed, J.T. Baker;
* Woda dejonizowana 18 mQ, Millipore Milli-Q.
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Aparatura

* Przygotowanie proby: probowki heparynowe do proézniowego pobierania krwi
Vacuette, Austia; wirowki MPW-300, MPW-50, Mechanika Precyzyjna W-wa,
Vortex, IKA, Niemcy;

* Przygotowanie fazy ruchomej: pehametr N 5172, Teleko, Polska, system prézniowego
saczenia fazy ruchomej, Kontem Ultra-ware, Niemcy, saczki membranowe 0,22 pum,
Millipore;

» Zestaw HPLC: pompa P 580 (Dionex), piec termostatujacy STH 585 (Dionex),
wstrzykiwacz reczny Rheodyne 77251, detektor elektrochemiczny kulometryczny
Coulochem II z zestawem elektrod analitycznych, model 5010 (ESA) i elektroda
ochronna, model 5020 (ESA), detektor UV-Vis DAD 340S (Dionex) oraz kolumna
Thermo Hypersil ENV C18 5 p (250 x 4,6 mm).

Przygotowanie probek do oznaczenia

Do pojedynczego oznaczenia pobierano 0,5 ml osocza, otrzymanego przez
odwirowanie krwi petnej (15 min., 4000 obr./min). Do probek osocza dodawano 0,1 ml 1 %
roztworu wodnego kwasu L-askorbowego, ktory pehit rolg stabilizatora 1 przeciwutleniacza.
Po wymieszaniu (120 sek., 1000 obr/min.) dodawano 0,8 ml 0,4 mol/l kwasu chlorowego
(VII) z dodatkiem 1 mmol/l EDTA, celem odbiatczenia. Proces odbialczania prowadzono
w obnizonej temperaturze przez 15 minut. Nastegpnie probki odwirowywano (5 min., 15000
obr/min) 1 sprawdzano pH roztworu nad osadem, przed zamrozeniem w cieklym azocie.
Optymalne pH probki do oznaczenia ta metoda wynosi 3,5 — 4,5. Probki przechowywano w
temperaturze — 80 °C do czasu wykonania analizy HPLC. Przygotowanie kazdej probki
powtarzano 2-krotnie.

Woltamogram hydrodynamiczny dla kwasu 5-metylotetrahydrofoliowego

OdpowiedZz detektora kwasu 5-metylotetrahydrofoliowego byla wyrazna przy
potencjale +0,2 V, a efekt plateau wystgpowal przy potencjale +0,5 V. Na tej podstawie
ustalono parametry detekcji elektrochemicznej: potencjat elektrody roboczej, pracujacej jako
elektroda ostaniajaca +0,55 V, potencjat pierwszej elektrody roboczej, pracujacej jako
elektroda ekranujaca +0,2 V, potencjat elektrody roboczej, z ktdrej zbierano wlasciwy sygnat
+0,5 V. Z uwagi na niskie stezenia fizjologiczne 5S-MTHF w osoczu [nmol/l], zakres sygnatu
ustalono na poziomie 500 nA. Czas potrzebny do ustalenia si¢ linii podstawowej bez

wyraznego dryfu wynosit 2 dni.
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Warunki chromatograficzne

Separacji chromatograficznej dokonywano w przebiegu izokratycznym, z predkoscia
przeptywu fazy ruchomej 1 ml/min., na kolumnie Thermo Hypersil ENV CI8 5 p
(250 x 4,6 mm). Mieszaning eluujaca stanowit 35 mM bufor fosforanowy z metanolem (85:15
v/v) o pH 4,8, uzyskanym za pomoca stgzonego kwasu fosforowego, z dodatkiem 3mmol/l
kwasu L-askorbowego. Rozdzialty chromatograficzne wykonywano w temperaturze
pokojowej. Detektor UV-Vis, ktoéry potaczony byl modutowo z detektorem
elektrochemicznym, petnit rol¢ pomocnicza w identyfikacji kwasu 5-MTHF w
fortyfikowanych probkach osocza (Anax 290 nm) podczas badania doktadnos$ci zastosowane;j
metody.

W czasie retencji kwasu 5-metylotetrahydrofoliowego (tr 10,5 min.) nie obserwowano
interferencji spowodowanej innymi substancjami. Caltkowity czas analizy wyniost 12,0 min.
Przyktadowy chromatogram probki osocza przedstawiono na rycinie 12. Parametry
analityczne usrednionych krzywych kalibracji oraz granice wykrywalno$ci i oznaczalnosci
przedstawiono w tabeli 6.

Poprawnos¢ metody

Z uwagi na brak materiatu referencyjnego dla oznaczen elektrochemicznych kwasu
5-MTHEF, poprawnos¢ metody zweryfikowano badajac odzysk. Do pigciu serii probek (po 5
kazda) dodawano wzrastajace ilosci roztworu wzorcowego 5S-MTHF, odpowiadajace kolejno:
5, 10, 20, 30 i 50 nmol/l. Srednia warto$é odzysku dla poszczegdlnych serii (od 1 do 5)
wynosita: 86,8 + 1,8%; 89,9 + 1,3%; 93,7 £ 0,9%; 94,6 + 1,3% oraz 93,8 + 1,7%.

Tabela 6. Parametry analityczne usrednionych krzywych kalibracji (n = 9) 5-MTHF w osoczu
oraz granica wykrywalnosci i oznaczalno$ci metody.

Parametr analityczny 5-MTHF
zakres oznaczalnos$ci [nmol/1] 2,5-50
wyraz wolny 0,11

wspotczynnik kierunkowy prostej 00,0634
wspotczynnik korelacji (r) 0,9997
granica wykrywalno$ci [nmol/I] 0,789

granica oznaczalnosci [nmol/I] 2,367
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Rycina 12. Przyktadowy chromatogram probki osocza z oznaczonym stgzeniem
kwasu 5-metylotetrahydrofoliowego (5-MTHF, tg 10,5 min., 18,75 nmol/l), zakres sygnatu
500 nA.

3.2.7. Oznaczanie stezenia witaminy B jako sumy pirydoksalu i fosforanu-5’-
pirydoksalu oraz kwasu 4-pirydoksynowego w osoczu

Zasada oznaczenia

Stgzenia pirydoksalu, fosforanu-5’-pirydoksalu i kwasu 4-pirydoksynowego
oznaczano rownoczesnie metoda HPLC z detekcja elektrochemiczna kulometryczna,
sprzegnigta z detekcja UV-Vis, po odbialczeniu osocza kwasem chlorowym (VII)
1 doprowadzeniu probek koncowych do pH 4,5.

Odczynniki
= Pirydoksalu chlorowodorek, Fluka;
= Pirydoksalu-5-fosforan, Fluka;
= Kwas 4-pirydoksynowy, Sigma Aldrich;
= Kwas chlorowy (VII), 70 %, Merck;
= S6l disodowa kwasu etylenodiaminoczterooctowego (EDTA), POCh;
= Wodorotlenek sodu, Sigma Aldrich;
»  Wodorofosforan sodu, siedmiowodny, Sigma Aldrich;

= Kwas o-fosforowy 85 %, Riedel-de-Haén;
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= Metanol, HPLC Analyzed, J.T. Baker;
* Woda dejonizowana 18 mQ, Millipore Milli-Q.
Aparatura

* Przygotowanie proby: proboéwki heparynowe do proézniowego pobierania krwi
Vacuette, Austia; wirowki MPW-300, MPW-50, Mechanika Precyzyjna W-wa,
Vortex, IKA, Niemcy;

* Przygotowanie fazy ruchomej: pehametr N 5172, Teleko, Polska, system prozniowego
saczenia fazy ruchomej, Kontem Ultra-ware, Niemcy, saczki membranowe 0,22 pum,
Millipore;

= Zestaw HPLC: pompa P 580 (Dionex), piec termostatujacy STH 585 (Dionex),
wstrzykiwacz rgezny Rheodyne 77251, detektor elektrochemiczny kulometryczny
Coulochem II z zestawem elektrod analitycznych, model 5010 (ESA) i elektrody
ochronnej, model 5020 (ESA), detektor UV-Vis DAD 340S (Dionex) oraz kolumna
Thermo Hypersil BDS C18 5 p (250 x 4,6 mm).

Przygotowanie probek do oznaczenia

Pobierano 0,5 ml osocza, otrzymanego przez odwirowanie krwi petnej (15 min., 4000
obr./min). Probki odbialczano, dodajac nadmiar 0,8 mol/l kwasu chlorowego (VII) z 1 mmol/l
EDTA (0,8 ml do 0,5 ml osocza). Proces odbialczania prowadzono w obnizonej temperaturze
przez 15 minut. Nastgpnie probki odwirowywano (5 min., 15000 obr/min), zbierano roztwor
nad osadem doprowadzano do pH 4,5 za pomoca 50 mmol/l NaOH. Nastgpnie zamrazano w
ciektym azocie i przechowywano w temperaturze — 80 °C do czasu wykonania analizy HPLC.
Przygotowanie kazdej probki powtarzano 3-krotnie.

Woltamogramy hydrodynamiczne dla  pirydoksalu, fosforanu-5-pirydoksalu

i kwasu 4-pirydoksynowego

Dla wszystkich trzech form witaminy Bs uzyskano podobne odpowiedzi detektora,
w zalezno$ci od przytozonego napigcia do elektrod. Zwiazki utleniaty si¢ przy potencjale
+0,35 V, a efekt plateau wystepowal przy potencjatach: +0,80 V dla pirydoksalu i fosforanu-
5-pirydoksalu oraz +0,75 V dla kwasu 4-pirydoksynowego. Na tej podstawie ustalono
parametry detekcji elektrochemicznej: potencjal elektrody roboczej, pracujacej jako elektroda
ostaniajaca +0,85 V, potencjat pierwszej elektrody roboczej, pracujacej jako elektroda
ekranujaca +0,35 V, potencjat elektrody roboczej, z ktorej zbierano wiasciwy sygnat +0,80 V.

Z uwagi na niskie stgzenia fizjologiczne badanych form witamin [nmol/l] oraz

mozliwo$¢ interferencji z innymi zwiazkami obecnymi w probkach (ze wzglgdu na wysoki
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potencjat utleniajacy analitow), po ustaleniu odpowiednio dobranych warunkow rozdzialu
chromatograficznego, zdecydowano o zmianie zakresu sygnalu aparatu w trakcie analizy
chromatograficznej, poczatkowo z 10 pA do 1 pA, docelowo do 200 nA dla pirydoksalu
i fosforanu-5-pirydoksalu, potem ponownie do 1 pA dla kwasu 4-pirydoksynowego,
(ryc. 9,10). Czas potrzebny do ustalenia si¢ linii podstawowej bez wyraznego dryfu wynosit
3 dni.

Poniewaz stgzenia analitow w kazdej prezentowanej w pracy metodzie
chromatograficznej sa wyliczane na podstawie powierzchni pikow chromatograficznych, a nie
ich wysokosci, ewentualny dryf linii podstawowej, o ile nie wptywa zasadniczo na jakos¢
otrzymanych chromatograméw, nie ma wigkszego znaczenia i jest normalnym zjawiskiem w
detekcji elektrochemicznej [Flanngan, 2005]. Akwizycji wszystkich chromatogramow oraz
ich integracji dokonywano za pomoca programu Chromeleon System 6,20 (Dionex).

Warunki chromatograficzne

Separacji chromatograficznej dokonywano w przebiegu izokratycznym, z predkoscia
przeptywu fazy ruchomej 1 ml/min.,, na kolumnie Thermo Hypersil BDS CI8 5 p
(250 x 4,6 mm). Mieszaning eluujaca stanowil 40 mM bufor fosforanowy z metanolem (88:12
v/v) o pH 3,7, uzyskanym za pomoca stezonego kwasu fosforowego. Rozdzialy
chromatograficzne wykonywano w temperaturze pokojowej. Detektor UV-Vis, ktory
polaczony byt modutowo z detektorem elektrochemicznym, pelil rol¢ pomocnicza w
identyfikacji oznaczanych zwiazkéw w fortyfikowanych probkach osocza, podczas badania
poprawnosci zastosowanej metody.

W czasach retencji pirydoksalu (tg 9,5 min.), fosforanu-5-pirydoksalu (tg 11,5 min.),
kwasu 4-pirydoksynowego (tr 14,1 min.), nie obserwowano interferencji spowodowanej
innymi substancjami. Catkowity czas analizy wyniost 16,0 min. Przyktadowe chromatogramy
probek osocza, wraz ze zmianami sygnatu aparatu podczas trwania cyklu analizy,
przedstawiono na rycinach 13 i 14. Parametry analityczne usrednionych krzywych kalibracji
oraz granicg wykrywalnosci i oznaczalnosci metody przedstawiono w tabeli 7.

Poprawnos¢ metody

Poprawnos$¢ metody zweryfikowano w oparciu o analiz¢ pirydoksalu i fosforanu-5-
pirydoksalu w certyfikowanym materiale referencyjnym Clin Chek”™ Plasma Control, Level I,
II, 1T (Recipe, Niemcy), uzyskujac zadowalajacy $redni odzysk od 90,5 do 96,7% dla PL
1 92,8 — 99,6% dla PLP z sze$ciu powtorzen kazdej oznaczanej serii. Wyniki analizy

materiatu referencyjnego zaprezentowano w tabeli 8.
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Rycina 13. Przyktadowy chromatogram probki osocza z oznaczonymi st¢zeniami pirydoksalu
(PL, tr 9,5 min., 10,78 nmol/l), fosforanu-5-pirydoksalu (PLP, tg 11,5 min., 34,21 nmol/l),
kwasu 4 —pirydoksynowego (4-PA, tg 14,1 min, 62,09 nmol/l). Zakresy sygnatu aparatu
dla PL i PLP 200 nA, dla 4-PA 1 pA.

Tabela 7. Parametry analityczne usrednionych krzywych kalibracji (n=9") PL, PLP i 4-PA
W osoczu oraz granica wykrywalnosci i oznaczalno$ci metody.

Parametr analityczny PL PLP 4-PA
Zakres oznaczalnosci [nmol/1] 1-70 20-200 15-300
Wyraz wolny -0,427 0,016 -0,021
Wspdtezynnik kierunkowy prostej 1,04 0,426 0,159
Wspoétczynnik korelacji (7) 0,9994 0,9996  0,9993

Granica wykrywalnosci [nmol/1] 0,319 0,096 0,581
Granica oznaczalnos$ci [nmol/]] 0,971 0,292 1,844

*dla kazdego oznaczanego zwiazku wykonano 9 krzywych kalibracyjnych,
po 3 krzywe dla 3 serii oznaczen
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Rycina 14. Przyktadowy chromatogram probki osocza materiatu referencyjnego ClinCheck®
Level II z oznaczonymi st¢zeniami pirydoksalu (PL, tg 8,5 min., 63,2 nmol/l), fosforanu-5-
pirydoksalu (PLP, tg 11,5 min., 112,8 nmol/l), kwasu 4 —pirydoksynowego (4-PA, tg 14,1
min, 106,73 nmol/l). Zakresy sygnatu aparatu dla PL i PLP 200 nA, dla 4-PA 1 pA.
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Tabela 8. Wyniki

analizy pirydoksalu (PL)
certyfikowanym materiale referencyjnym Clin Chek®™ Plasma Control, Level I, II, TII.

fosforanu-5-pirydoksalu (PLP) w

Oznaczany Liczba Deklarowana Oznaczona RSD"  Odzysk

zwiazek wykonanych zawartos¢ zawartos¢ [%] [%]

/poziom prob witaminy witaminy

oznaczenia (n) X x £ SD

min + max min + max

PL [nmol/1]

Level I 6 294 26,6 £2,1 7,9 90,5
(23,6 + 35,3) (24,7 +29,7)

Level 11 6 64,0 61,9+3,1 5,0 96,7
(51,2 +76,6) (56,7 + 64,5)

Level IIT 6 98,1 93,2+2,6 2,8 95,0
(74,8 + 118,0) (89,9+95,1)

PLP[nmol/1]

Level 6 72,0 69,4+22 3,2 96,4
(57,5 + 86,6) (66,9 +~72,8)

Level II 6 113,0 112,5+3,6 3,2 99,6
(90,2 + 136,0) (107,9 + 118,9)

Level II1 6 158,0 146,6 + 3,8 2,6 92,8

(127,0 = 190,0)  (141,2 = 150,1)

*RSD — wspotczynnik zmiennos$ci
3.2.8. Obliczenia matematyczno-statystyczne

Analizg statystyczna wynikow przeprowadzono wykorzystujac program Statistica 7,1
(wersja polska dla Windows, StastSoft” Krakow, Polska). Normalno$é rozktadu zmiennych
zweryfikowano w oparciu o test W Shapiro-Wilka 1 Kolmogorowa-Smirnova.
Wszystkie badane zmienne nie spetnialy warunkéw rozktadu normalnego, w zwiazku z czym
stosowano nieparametryczne metody statystyczne. Wyniki badan zamieszczone w tabelach
przedstawiano w postaci $rednich arytmetycznych + odchylenie standardowe.
W celu sprawdzenia zalezno$ci pomigdzy badanymi grupami stosowano test U Manna —
Whitneya. Zalezno$ci pomigdzy wartoSciami badanymi okres$lano za pomoca wspotczynnika
R-Spermanna, z 95 % przedziatem ufnos$ci, zaznaczanym na rycinach w postaci
przerywanych linii. Uzyskane wyniki uznawano za istotne statystycznie przy poziomie

p<0,05. Aby okresli¢ natgzenie wspodizaleznosci dwoch zmiennych, przyjeto nastepujaca
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skalg: r = 0 - zmiennie nie sg skorelowane; 0 < r,, < 0,1 — korelacja nikta; 0,1 r, < 0,3 —
korelacja staba; 0,3 1y, < 0,5 — korelacja przecigtna; 0,5 ry, < 0,7 — korelacja wysoka; 0,7 1y <
0,9 — korelacja bardzo wysoka; 0,9 ry, < 1,0 — korelacja prawie petna [Stanisz, 2006].

Oceng wplywu czynnikow, na ustalonym poziomie istotnosci (p<0,05), takich jak
pte¢, palenie tytoniu, czy dodatkowa suplementacja witaminami z grupy B na oznaczane
parametry, przeprowadzano wykorzystujac test ANOVA Kruskala-Wallisa, ktory w metodach
nieparametrycznych jest odpowiednikiem jednoczynnikowej analizy wariancji.

W celu zobrazowania struktury danych, dotyczacych znamiennych parametrow,
postuzono si¢ wielowymiarowa technika eksploracyjna — analiza czynnikowa (metoda
gtownych sktadowych z rotacja varimax i normalizacja Kaisera). Analiza czynnikowa
pozwala na zredukowanie duzej liczby zmiennych do niekorelujacych ze soba czynnikdw,
wzajemnie ortogonalnych [Stanisz 2005, Szefer 2007]. W tej metodzie statystycznej, czynniki
generowane sa kolejno, tak aby wyjasni¢ jak najwigcej zmiennos$ci obserwowanych w zbiorze
danych. W efekcie cata informacja zawarta w wielowymiarowym zbiorze skorelowanych
zmiennych daje si¢ zawrze¢ w kilku pierwszych gléwnych sktadowych. Zgodnie z kryterium
Kaisera ustalenia liczby czynnikéw, w pracy pozostawiono glowne sktadowe, ktore

charakteryzowaly si¢ warto$cia wlasna wigksza niz 1.
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4. WYNIKI I ICH OMOWIENIE
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4.1. Charakterystyka osob zakwalifikowanych do badan

Ochotnikow zakwalifikowanych do badan przydzielono na podstawie oznaczonego
stezenia kotyniny w moczu do grup: niepalacych i1 nienarazonych na dym tytoniowy (grupa
kontrolna), oséb narazonych na dym tytoniowy (grupa biernych palaczy) oraz grupy
czynnych palaczy. Parametry fizjologiczne badanych osob, takie jak wiek, pte¢, wskaznik
masy ciala oraz oznaczone stezenie kreatyniny w moczu, przedstawiono w tabeli 9. Srednia
wieku we wszystkich grupach byta zblizona 1 wynosita odpowiednio 24,5; 26,1; 22,8 lat dla
grupy niepalacych, palaczy biernych i palaczy czynnych. Srednia warto$¢ wskaznika masy
ciala byla nieznacznie wyzsza u palaczy czynnych od wartoci granicznej (25,0 kg/m®),
przyjmowanej w celu rozrdznienia oséb z prawidtlowa masa ciata i nadwaga. Wyniki
oznaczonego stezenia kreatyniny w moczu miescily si¢ w przedziale 0,6 — 1,4 ug/ml,
przyjetym za przedzial prawidtowy dla porannej zbidrki moczu.

W tabeli 10 przedstawiono $rednie stgzenia kotyniny w moczu oraz $rednie wartos$ci
stosunku stgzen kotynina/kreatynina w moczu dla wszystkich badanych grup, jak i dla
wyodrgbnionych grup kobiet i mgzczyzn. Zar6wno w grupie palaczy biernych, jak i czynnych
odnotowano znamienny wzrost st¢zenia kotyniny w moczu, w porOwnaniu z grupa 0sob
niepalacych. Stg¢zenie kotyniny w moczu w grupie biernych i czynnych palaczy wzrasta
odpowiednio 11,5 - oraz 90,1 - krotnie w odniesieniu do grupy niepalacych. Podobne relacje
odnotowano w wypadku wartosci stosunku stgzen kotynina/kreatynina — wzrost 12,5 - oraz
92,5 - krotny w odniesieniu do niepalacych. Rozpatrujac oddzielnie grupy kobiet i m¢zczyzn
stwierdzono, ze stezenie kotyniny oraz warto$¢ stosunku stezen kotynina/kreatynina sa
znacznie wigksze w grupie palacych me¢zczyzn niz w grupie palacych kobiet (wzrost
odpowiednio 1,9 - oraz 2 - krotny).

Wykorzystujac test ANOVA Kruskala—Wallisa, zaobserwowano statystycznie istotny wplyw
ptci (H = 4,9; p<0.05) na stgzenie kotyniny w moczu (ryc. 15). Wspotczynnik korelacji
R-Spermana dla znamiennej (p<0,001) zalezno$ci pomigdzy stgzeniem kotyniny w moczu,
a stosunkiem stgzen kotynina/kreatynina w moczu dla wszystkich os6b badanych wynosi

0,921 (ryc. 16). Jest to wigc korelacja prawie pelna.
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Tabela 9. Niektore parametry fizjologiczne oraz stezenie kreatyniny w moczu 0so6b badanych.

Parametr Niepalacy Palacze bierni Palacze czynni
(n=56) (n=33) (n=45)

Pte¢ (K/M) 34/22 20/13 20/25

Wiek (lata) 24,5+2)7 26,1 £6,1 22,8 +3,7

Wskaznik masy ciata 22,8 £4,1 244 £33 26,7 +£2,7

[kg/m?]

Kreatynina w moczu 1,21+0,3 1,15+0,2 1,19+ 0,4

[png/ml]

Tabela 10. Wyniki oznaczania stgzenia kotyniny oraz warto$¢ stosunku stgzen

kotynina/kreatynina w moczu.

Grupa
Niepalacy Palacze bierni Palacze czynni
Parametr x £+ SD x £ SD x £ SD
- obiekt badan (min + max) (min + max) (min + max)
n n n
Kotynina [pg/1]
17,4+ 8,1 199,8 £ 95,5 1566,8 = 980,4™"
Cata grupa (7,7 +43,8) (61,2 +452,8) (523,2 +3974,2)
56 33 45
Kobiety 18,4+9,7 190,3+17,7" 1048,4 +737,9™"
(7,7 + 43,8) (83,8 +341,3) (523,2 +~3457,1)
34 20 20
Mezczyzni 15,73 + 4,6 2143 +£118,6 1981,5 +963,3""
(8,6 +26,8) (61,2 +452,8) (674,4 ~3974,2)
22 13 25
Kotynina/kreatynina
14,6 + 7,7 182,2+112.9 1350,6 + 898,3
Cata grupa (5,9 +38,1) (53,2 + 656,3) (454,9 = 3723,3)
56 33 45
Kobiety 15,85+9,1 180,7 + 124,3" 8572+ 561,17
(5,9 +38,1) (66,9 ~ 656,3) (454,9 +2659,3)
34 20 20
Mezczyzni 12,63 +0,9 184,4 +£97,9™ 1745,4 £929.9""
(6,72 +25,5) (53,2 +383,8) (576,4 +3723,3)
22 13 25

***p<0,001 w poréwnaniu z grupa niepalacych; x £ SD warto$¢ $rednia i1 jej odchylenie
standardowe [pg/l]; n - liczebnos¢ grupy
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Test Kruskala-Wallisa
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Rycina 15. Wynik testu ANOVA Kruskala-Wallisa wplyw ptci na st¢zenie kotyniny w moczu
[ng/1], K — kobiety, M — mezczyzni; (H = 4,9; p<0,05).
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Rycina 16. Zalezno$¢ pomigdzy stgzeniem kotyniny w moczu a wartoscia stosunku st¢zen
kotynina/kreatynina w moczu dla calej badanej grupy wraz z 95 % przedziatem ufnosci.

4.2. Stezenie homocysteiny w osoczu

Stgzenie homocysteiny w osoczu przedstawiono w tabeli 11 oraz na rycinie 17 dla
catych badanych grup oséb, jak rowniez, w poszczegdlnych grupach, oddzielnie dla kobiet

1 mezczyzn. Znamienna roéznicg stezenia homocysteiny zaobserwowano w catej grupie osob
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palacych (p<0,001), w odniesieniu do grupy niepalacych. W badanych grupach, podzielonych
wedtug plci, zaobserwowano znamienne wyzsze stgzenia homocysteiny w grupie palacych
mezczyzn (p<0,001).

Wykorzystujac test ANOVA Kruskala — Wallisa zaobserwowano statystycznie istotny
wptyw ptci (H = 13,8; p<0,001) oraz palenia tytoniu (H = 41,9; p<0,001) na stgzenie

homocysteiny w osoczu (ryc. 18 A, B).

Tabela 11. Wyniki oznaczania catkowitego stgzenia homocysteiny w osoczu.

Grupa
Niepalacy Palacze bierni Palacze czynni
Obiekt badan x £+ SD x+ SD x £+ SD
(min + max) (min + max) (min + max)
n n n
Cata grupa 8,72 +2,38 10,82 + 2,65 12,94 +2,97"™
(3,55 + 13,96) (6,29 +15,81) (7,98 + 20,05)
56 45 45
Kobiety 8,02 +2,77 10,51 £2,57 11,59 + 2,39
(3,55 +11,72) (7,43 ~ 15,81) (7,98 + 15,93)
34 20 20
Mezczyzni 9,79 + 2,18 11,12 +2,74 14,02 + 2,98
(5,92 +13,96) (6,29 +~ 15,53) (7,98 + 20,05)
22 13 25

**#%p<0,001 w porownaniu z grupa niepalacych; x £ SD warto$¢
standardowe [pumol/I]; n - liczebno$¢ grupy

20 - tHcys
16

12 4

niepalqcy_
C K M

palacze bierni

C K M

srednia 1 jej odchylenie

1

palacze czynni

C K M

Rycina 17. Stgzenie homocysteiny w osoczu [umol/l] catej badanej grupy (C), w grupie

kobiet (K) oraz m¢zczyzn (M).
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Rycina 18. Wyniki testu ANOVA Kruskala-Wallisa: A - wplyw plci na stgzenie
homocysteiny w osoczu [umol/l], K — kobiety, M — megzczyzni, (H = 13,8; p<0,001);
B — wplyw palenia tytoniu na stezenie homocysteiny w osoczu [umol/l], P — palacze czynni,
BN - biernie narazeni, N — niepalacy; (H = 41,9; p<0,001).

4.3. Korelacja pomig¢dzy stezeniem homocysteiny w osoczu a stezeniem kotyniny

w moczu oraz stosunkiem stezen kotynina/kreatynina w moczu

W grupie kontrolnej nie stwierdzono korelacji pomig¢dzy st¢zeniem homocysteiny w
0soczu, a stezeniem kotyniny w moczu oraz stosunkiem stgzen kotynina/kreatynina w moczu.
Natomiast w catych grupach palaczy biernych i czynnych wykazano dodatnie wartosci

wspotczynnika korelacji R-Spermana, ktore byty znamienne (tab. 12).
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Analizujac odrgbnie grupy kobiet i mezczyzn biernie narazonych, nie stwierdzono
tych korelacji. W grupie palaczy czynnych, zardbwno u kobiet jak 1 mgzczyzn, wszystkie
korelacje bytly dodatnie i znamienne, zarowno w odniesieniu do stezenia kotyniny w moczu,
jak 1 stosunku stgzen kotynina/kreatynina w moczu. Wartosci wspotczynnika korelacji r w
grupie palaczy czynnych oscyluja na granicy korelacji wysokiej lub bardzo wysokiej,
natomiast w grupie palaczy biernie narazonych sa przecigtne. Analiza korelacji liniowej
pomigdzy st¢zeniem homocysteiny w osoczu i kotyniny w moczu, pokazana na rycinie 19,
wyraznie wskazuje na stopniowy wzrost stgzenia tHcys w osoczu, w miarg¢ zwigkszania

narazenia na dym tytoniowy.

4.4. Stezenie glutationu zredukowanego i utlenionego we krwi oraz stosunek

stezen obu form glutationu

Wyniki oznaczenia stgzenia glutationu zredukowanego (GSH) 1 utlenionego (GSSQG)
we krwi oraz stosunek st¢zen obu form glutationu przedstawiono w tabeli 13 1 na rycinie 20.
Podobnie jak w przypadku homocysteiny, stezenia obu form glutationu i stosunek ich stgzen
analizowano w catych badanych grupach i oddzielnie w grupach kobiet i m¢zczyzn. W catej
grupie palaczy biernych oraz w grupie mezczyzn biernie narazonych odnotowano nizsze i
znamiennie stgzenie GSH (p<0,05). W catej grupie palaczy czynnych (p<0,01), jak 1
oddzielnie w grupie kobiet i mgzczyzn (p<0,05), stezenia te tez bylty nizsze i znamienne.

Stezenie formy utlenionej glutationu bylo wyzsze i znamienne i w catej grupie palaczy
czynnych (p<0,001), takze w grupie kobiet (p<0,01) oraz mezczyzn (p<0,001). Analizujac
stosunek stgzeh GSG do GSSH odnotowano znamienny i bardzo wysoki spadek w catej
grupie palaczy czynnych oraz w grupach palacych kobiet i mgzczyzn (p<0,001). W grupie
palaczy biernie narazonych spadek ten jest mniejszy i znamienny dla catej grupy oraz dla

grupy biernie narazonych me¢zczyzn (p<0,05).
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Tabela 12. Wspotczynnik korelacji R-Spearmana (r), poziom istotnosci (p) i rOwnanie regresji liniowej dla zalezno$ci pomigdzy stgzeniem homocysteiny w
osoczu a stgzeniem kotyniny w moczu oraz wartoscia stosunku stezen kotynina/kreatynina w moczu.

Grupa
Zalezno$¢ Obiekt Niepalacy Palacze bierni Palacze czynni
badan r p r-nie regresji' r p r-nie regresji’ r p r-nie regresji'
Catagrupa | 0,135 NS 82142910 °x | 0,438 0,011 814+1310°x | 0,817 <0,001 9,07+2,510x
Homocysteina [umol/l]
VS. Kobiety 0,224 NS 7,01+5510 *x | 0,426 NS 7,64+1,510%x | 0,668 0,0012  9,23+23107x
kotynina [pg/1]
Mezezyzni | 0,041 NS 9,75+3,410°x | 0,384 NS 8,69+ 1,110%°x | 0,824 <0,001  9,02+2,5107x
Cata grupa 0,146 NS 8,13+4,110 *x | 0,388 0,026 8,62+1,2107x | 0,777 <0,001 9,57 +2,510°x
Homocysteina[pumol/1] vs.
kotynina/kreatynina [pug/g] Kobiety 0296 NS 6,67+7,910 *x | 0,272 NS 8,64+1,0107x | 0,661 0,0015 9,14+2910°x
Mezczyzni | -0,017 NS 9,58-3,210 *x | 0,473 NS 8,36+ 1,5107x | 0,712 <0,001 10,02 +2,310°x

NS — nieznamienna statystycznie; ' — rownanie regresji liniowej y = a +bx, gdzie y — stezenie homocysteiny, x — stezenie kotyniny lub warto$¢ stosunku stezen
kotynina/kreatynina, a — wyraz wolny, b — wspotczynnik kierunkowy prostej
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Rycina 19. Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem kotyniny w moczu a stgzeniem homocysteiny

w osoczu catej grupy niepalacych (A), biernie narazonych (B) i palaczy czynnych (C) wraz
z 95 % przedzialem ufnosci.
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Tabela 13. Wyniki oznaczania st¢zenia glutationu zredukowanego (GSH) i utlenionego
(GSSG) we krwi oraz stosunku stezen formy zredukowanej do utlenionej (GSH/GSSG ratio).

Parametr
- obiekt badan

Grupa
Niepalacy Palacze bierni Palacze czynni
x £+ SD x £ SD x £ SD

(min + max)
n

(min + max)
n

(min + max)
n

GSH [umol/1]

950,6 + 56,0 930,7 +73,9" 912,1 +58,7"
Cata grupa (823,6+ 1087,2) (834,9 + 1106,2) (745.,2 + 1006,5)
56 33 45
Kobiety 949.5 + 56,3 939,8 + 81,1 907,1 + 54,5"
(823,6 + 1087,2) (834,9 + 1106,2) (745,2 + 998.4)
34 20 20
Mezczyzni 952,2 + 56,9 916,7 + 61,8 915,9 + 62,8
(843,7 + 1067,2) (856,3 + 1090,8) (784.9 + 1006,5)
22 13 25
GSSG [pmol/1]
10,4 + 3,1 11,5+2,6 14,1 +34™
Cata grupa (5,7+18.5) (6,9 +16,7) (8,3 +20,5)
56 33 45
Kobiety 11,0 +3,0 11,4+2,7 13,3+3,5"
(5,7+17,5) (7,3 + 16,7) (8,5 + 18,8)
34 20 20
Mezczyzni 9.5+3,1 11,6 £2,5 148+3,5"
(6,3 + 18,5) (6,9 + 16,7) (8,3 +20,5)
22 13 25
GSH/GSSG ratio
99,4 + 29,6 84,3 +19,0" 69,2 £20,9™"
Cata grupa (52,1 +170,6) (53,1 + 136,3) (41,9 + 116)
56 33 45
Kobiety 93,3 + 28,9 85,6 + 16,8 73,1+21,7"
(52,1 +170,6) (62,4 +115,2) (47,8 + 114,5)
34 20 20
Mezczyzni 108,8 + 28,6 81,9+22,5" 66,1 20,1
(53,6 + 165,1) (53,1 + 136,3) (41,9 + 116)
22 13 25

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 w poréwnaniu z grupa niepalacych; x + SD warto$¢ $rednia
1jej odchylenie standardowe [pumol/l]; n - liczebnos¢ grupy
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Rycina 20. Stezenie glutationu zredukowanego (GSH) - A, utlenionego (GSSG) - B we krwi
oraz stosunek stgzen obu form glutationu — C w catej badanej grupie (C), w grupie kobiet (K)
1 megzczyzn (M).
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4.5. Korelacja pomigedzy st¢zeniem glutationu zredukowanego, utlenionego
we krwi i stosunkiem st¢zen obu form a stezeniem kotyniny w moczu

i stosunkiem stezen kotynina/kreatynina w moczu

W calej grupie oséb niepalacych wykazano dodatnie korelacje pomigdzy stgzeniem
glutationu zredukowanego i stosunkiem stgzeh GSH do GSSH a kotyning oraz stosunkiem
stezen kotynina/kreatynina (korelacja znamienna) oraz ujemne i znamienne korelacje
pomiedzy stezeniem GSSG a kotyning oraz stosunkiem st¢zen kotynina/kreatynina w moczu
(tab. 14). Odwrotne korelacje — ujemne dla GSH 1 stosunku obu form glutationu oraz dodatnie
dla GSSG w stosunku do stgzenia kotyniny i stosunku st¢zen kotynina/kreatynina w moczu,
zaobserwowano w grupach biernych i czynnych palaczy tytoniu.

Najsilniejsze znamienne korelacje uzyskano w calej grupie palaczy czynnych dla
zalezno$ci GSSG oraz stosunku stezen GSH/GSSG/kotynina 1 stosunku stgzen
kotynina/kreatynina (p<0,001). Na rycinie 21 przedstawiono przebieg korelacji liniowych
pomigdzy stosunkiem st¢zen we krwi obu form glutationu a stgzeniem kotyniny w moczu dla

catych grup oséb niepalacych, biernych i czynnych palaczy tytoniu.

4.6. Stezenie glutationu zredukowanego, utlenionego i calkowitego glutationu

W 0S0CZu

W tabeli 15 oraz na rycinie 22 przedstawiono wartosci stgzen glutationu
zredukowanego, utlenionego 1 catkowitego w osoczu. W calej badanej grupie nie
zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w st¢zeniu glutationu zredukowanego w
osoczu. Stezenia glutationu utlenionego oraz catkowitego glutationu (tGSH) w osoczu w
grupie palaczy czynnych byly wyzsze i znamienne w stosunku do grupy niepalacych.
Najwigksze 1 znamienne st¢zenia glutationu utlenionego 1 tGSH obserwowano w grupach
mezezyzn palacych (p<0,001) oraz biernie narazonych (p<0,05).

Wykorzystujac test ANOVA Kruskala — Wallisa zaobserwowano statystycznie istotny

wplyw plci na stezenie glutationu utlenionego w osoczu (H = 20,9; p<0,01).
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Tabela 14. Wspotczynnik korelacji R-Spearmana (r), poziom istotnosci (p) i rownanie regresji liniowej dla zalezno$ci pomigdzy stezeniami glutationu
zredukowanego (GSH), glutationu utlenionego (GSSG) oraz stosunkiem st¢zen obu form glutationu (ratio) we krwi a stezeniem kotyniny oraz warto$cia
stosunku stezen kotynina/kreatynina w moczu.

Obiekt Grupa
Zaleznos¢ badan Niepalacy Palacze bierni Palacze czynni
r p r-nie regresji' r p r-nie regresji’ r p r-nie regresji’
Cata grupa 0,019 NS  9429+44210% | -0,016 NS  9428-6,1107"x | -0,137 NS 913,2-0,7 107x
GSH [umol/1]
VS.
kotynina [pg/1] Kobiety 0,032 NS 946,6+16210°x | -0,005 NS  940,3-0,310%x | -0,564 0,009  924,5-1,710%
Mgzczyzni 0,163 NS 909,7 +2,7 x 0225 NS 9332-7,710% | -0,05 NS 911,7+2,210°x
Cata grupa | -0,286 0,033 11,9-8,6 10°x 0,375 0,032 9,7+8910% 0,569 <0,001 11,2+1,910%
GSSG [wmol/1]
VS.
kotynina [ug/1] Kobiety -0,297 NS 12,6 - 8,7 107°x 0,416 NS 89+1,310% | 0,628 0,003 104+28107°x
Mezezyzni | -0,307 NS 12,9-21,710°x | 0275 NS  104+0,610°x | 0452 0,023  11,7+1,6107x
GSH/GSSG ratio Cala grupa 0,285 0,033 86,8+72310°x | -0,404 0,019 100,4—-8,110°x | -0,539 <0,001 84,5-9.8107x
Vs.
kotynina [pg/1]
Kobiety 0,292 NS 79,6 + 74,6 10°x | -0,516 0,020 104,7-9,910°x | -0,661 0,0015 88,8—1,5107x
Mgzczyzni 0,378 NS 77,5+ 1,98 x -0,187 NS 95,9—-6,510"x | -0,405 0,044 82,6 —8,3 107x
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Catagrupa | 0,012 NS  9388+80,910%x | -0,138 NS  9382-4,110%x | -0,157 NS 921,8 - 7,3 10°x
GSH [umol/1]
Vs.
kotynina/kreatynina Kobiety -0,033 NS 942,0 +47,510%x | -0,099 NS 936,8 + 1,6 10%x | -0,454 0,044  932,1-29102x
[ng/e]
Mezczyzni | 0,141 NS 903,7 + 3,84 x 0,434 NS 950,4-1,810%x | -0,162 NS 930,4 — 8,3 10°x
Cala grupa | -0,272 0,043  11,8-9410%x 0,322 NS 99+8410°x | 0,572 <0,001 11,3+2,110°x
GSSG [umol/1]
Vs.
kotynina/kreatynina ~ Kobiety -0,308 NS 12,7-10,710%x | 0278 NS  9,7+9210% | 0,551 0,012 103 +3,5107x
[ne/e]
Mezczyzni | -0,348 NS 16,3-38,210%x | 0264 NS 10,5+6,410%x | 0,531 0,006 11,5+ 1,910°x
Catagrupa | 0272 0,043 869+85310%x | -0,388 0,026 99,3—6,610%x | -0,549 <0,001 84,2—11,110°x
GSH/GSSG ratio
VS.
kotynina/kreatynina  Kobiety 0297 NS  77,7+98510%x | -0,430 NS  97,1-6,210°x | -0,584 0,007 90,1 -19,9 10°x
[ne/g]
Mezczyzni | 0,398 NS 83,9+ 1,96 x 0,28 NS  958-7510%x | -0,496 0,012  834-99107x

NS — nieznamienna statystycznie; ' — rownanie regresji liniowej y = a +bx, gdzie y — stezenie glutationu zredukowanego, utlenionego lub stosunek stezen obu

jego form, x — stezenie kotyniny lub warto$¢ stosunku stezen kotynina/kreatynina, a — wyraz wolny, b — wspotczynnik kierunkowy prostej
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Rycina 21. Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem kotyniny w moczu a stosunkiem stgzen
glutationu zredukowanego do utlenionego (GSH/GSSG ratio) we krwi calej grupy
niepalacych (A), biernie narazonych (B) i palaczy czynnych (C) wraz z 95 % przedziatem
ufnosci.
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Tabela 15. Wyniki oznaczania st¢zenia glutationu zredukowanego (GSH), utlenionego

(GSSG) oraz catkowitego glutationu (tGSH) w osoczu.

Grupa
Niepalacy Palacze bierni Palacze czynni
Parametr x £ SD x + SD x + SD
- obiekt badan (min + max) (min + max) (min + max)
n n n
GSH [umol/1]
2,92 £0,6 2,84+0,4 3,01+0,9
Cata grupa (1,79 = 4,11) (1,96 +~ 3,54) (1,75 + 6,16)
56 33 45
Kobiety 2,77+0,5 2,79+0,4 3,06+1,1
(1,79 =+ 3,83) (1,96 ~ 3,54) (1,96 + 6,16)
34 20 20
Megzczyzni 3,15+ 0,6 2,89+£0,3 2,96 £0,7
(1,89 +4,11) (2,31 +3,32) (1,75 + 4,56)
22 13 25
GSSG [umol/1]
2,06+ 0,4 2,28+ 0,4 2,66+ 0,6
Cata grupa (1,14 + 2,89) (1,56 + 3,12) (1,64 +3,89)
56 33 45
Kobiety 1,97+0,4 2,11+0,4 2,41+0,7
(1,14 + 2,83) (1,56 + 3,006) (1,64 + 3,87)
34 20 20
Mezczyzni 2,19+ 0,5 2,53+ 0,4 2.85+0,5"
(1,15 +2,89) (1,95 + 3,12) (2,06 + 3,89)
22 13 25
t GSH [umol/1]
7,67+ 1,1 7,62+ 1,3 8,77+1,9"
Cata grupa (5,06 +~9,62) (5,38 = 11,25) (5,21 = 13,56)
56 33 45
Kobiety 7,56+ 1,2 797+ 1,4 8,66 + 2,6
(5,06 +9,59) (5,38 = 11,25) (5,21 = 13,56)
34 20 20
Mezczyzni 7,83+ 1,1 7,08 +0,9" 8.86+12"
(5,21 +9,62) (5,54 +8,32) (6,54 + 11,58)
22 13 25

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 w poréwnaniu z grupa niepalacych; x + SD warto$¢ $rednia

1jej odchylenie standardowe [umol/l]; n - liczebnos$¢ grupy
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Rycina 22. Stezenie glutationu zredukowanego [pumol/l] (A), utlenionego [pumol/l] (B) oraz
catkowitego glutationu w osoczu [umol/l] (C) w calej badanej grupie (C), w grupie kobiet (K)
oraz mezczyzn (M).
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4.7. Korelacja pomigdzy stezeniem glutationu zredukowanego, utlenionego
i calkowitego w osoczu a kotyning w moczu i stosunkiem stezen

kotynina/kreatynina w moczu

W grupie kontrolnej i w grupie biernie narazonych palaczy nie stwierdzono
znamiennych korelacji pomigdzy stezeniami oznaczanych form glutationu a stezeniem
kotyniny w moczu 1 stosunkiem stg¢zef kotynina/kreatynina w moczu. Odnotowano natomiast
korelacje przecigtne i wysokie oraz znamienne w grupie palaczy czynnych dla glutationu
utlenionego i catkowitego a wielkos$cia narazenia na dym tytoniowy (p<0,001, tab. 16). Na
rycinie 23 przedstawiono przebieg korelacji liniowej migdzy stezeniem glutationu
utlenionego w osoczu a st¢zeniem kotyniny w moczu w badanych grupach niepalacych,

biernie narazonych i palacych.
4.8. Stezenie kwasu S-metylotetrahydrofoliowego w osoczu

Podobnie jak w przypadku oznaczen kotyniny, homocysteiny oraz réznych form
glutationu, stgzenie kwasu 5-metylotetrahydrofoliowego (5-MTHF) w  osoczu
zaprezentowano oddzielnie w grupach kobiet i mgzczyzn oraz calych badanych grupach (tab.
17, ryc. 24). Zaobserwowano znamienne nizsze st¢zenia 5-MTHF w grupach biernie
narazonych 1 czynnych palaczy oraz w grupach kobiet 1 m¢zczyzn (p<0,001); w grupie kobiet
palaczy czynnych poziom istotnosci byt nizszy (p<0,01).

Wykorzystujac test ANOVA Kruskala — Wallisa zaobserwowano statystycznie istotny
wplyw ptci (H = 34,9; p<0,001), wptyw palenia tytoniu (H = 48,7; p<0,001), natomiast nie
wykazano wpltywu suplementacji witamin z grupy B (0,13; NS) na stezenie S-MTHF w

osoczu. Wyniki testu przedstawiono na rycinie 25.
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Tabela 16 . Wspotczynnik korelacji R-Spearmana (r), poziom istotnosci (p) i rownanie regresji liniowej dla zalezno$ci pomigdzy stezeniem gluationu
zredukowanego (GSH), utlenionego (GSSG) i catkowitego (tGSH) w osoczu a stezeniem kotyniny w moczu oraz wartos$cia stosunku stezen
kotynina/kreatynina w moczu.

Obiekt Grupa
Zaleznos$¢ badan Niepalacy Palacze bierni Palacze czynni
r p r-nie regresji' r p r-nie regresji’ r p r-nie regresji’

Catagrupa | 0,094 NS 278+7910°x | 0,015 NS 282+0,810°x | -0,010 NS 3,18-0,1 10°x
GSH [pumol/I]
Vs. Kobiety 0,098 NS 257+11,110°x | 0265 NS  2,58+1210°x | 0,066 NS 2,85 +02 10°x
kotynina [pg/1]

Mezezyzni | 0,197 NS 285+1,910%x | -0264 NS  3,10-0,810°x | -0232 NS 3,47-0,3 107x

Catagrupa | -0,073 NS 2,11-3,410°x | -0,014 NS  222+0,310°x | 0,557 <0,001 2,14+0,3 107x
GSSG [umol/I]
vs. Kobiety 0,004 NS 1,92+2810%x | 0,108 NS  2,10+0,110°x | 05501 0,024  1,92+0,5107x
kotynina [pg/1]

Mezczyzni | -0,163 NS  2,66-29107x | -0,165 NS  255-0,810°x | 0,442 0,027 244+0210°x

Catagrupa | -0,006 NS 7,76-5310°x | -0,208 NS 8,08 —2,3 107x 0,474 <0,001 7,51+08107x
t GSH [umol/1]

Vs.
kotynina [pg/1] Kobiety 0,036 NS 7,63-2910%% | -0,104 NS  83-1910°% | 0652 0,002  6,1+2,510%

Mezczyzni | -0,005 NS 7,86-2,410°x | -0,165 NS 743 -1,710% | 0,325 NS 8,3+0,3 107k
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Catagrupa | 0,051 NS 2,79+9,110°x | -0,083 NS  2,82+0,810°x | 0,034 NS 3,14-0,1 107x
GSH [umol/1]
VS.
kotynina/kreatynina [ug/g] Kobiety 0,066 NS 255+11,410°x | 0,182 NS 2,69 +0,5 10°x | <0,001 NS 2,92 +0,2 10°x

Mgzczyzni 0,111 NS 295+1,610% | -0,522 NS 3,18—1,6 10°x | -0,274 NS 3,42-0,3107x

Catagrupa | -0,121 NS 2,12-4,510°x | -0,082 NS  228-4110"x | 0,586 <0,001 2,39 +0,3 107x
GSSG [umol/1]

Vs.
kotynina/kreatynina [ug/g] Kobiety 0,031 NS 1,89 + 4,6 107x -0,126 NS 2,12-0,7 107x 0,506 0,023 1,87 +0,6 10°x

Mezczyzni | -0,333 NS  2,78-4,7107x | -0,187 NS 2,55-0,110°x | 0,547 0,005  2,33+0,3107%x

Cata grupa | -0,006 NS 7,61+4410°x | -0,193 NS  7,50+0,510°x | 0,517 <0,001 8,54+0,210°x
tGSH [umol/1]
VS.
kotynina/kreatynina [ug/g] Kobiety 0,114 NS 738+1210% | -0281 NS  7,80+0,910°x | 0,724 <0,001 5,80 +3,3 10°x

Megzczyzni 0,102 NS 811-2310"x | -0,027 NS 7,12-0,3 107x 0,042 0,036 8,10+ 0,4 107x

NS — nieznamienna statystycznie; ' — rOwnanie regresji liniowej y = a +bx, gdzie y — stezenie glutationu zredukowanego, utlenionego lub catkowitego, x —
stezenie kotyniny lub warto$¢ stosunku stgzen kotynina/kreatynina, a — wyraz wolny, b — wspotczynnik kierunkowy prostej
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Rycina 23. Zalezno$¢ pomigdzy st¢zeniem kotyniny w moczu a stg¢zeniem glutationu
utlenionego (GSSG) w osoczu w catej badanej grupie niepalacych (A), biernie narazonych
(B) i palaczy czynnych (C) wraz z 95 % przedziatem ufnosci.

82



Tabela 17. Wyniki oznaczania stezenia kwasu 5S-metylotetrahydrofoliowego w osoczu.

Grupa
Niepalacy Palacze bierni Palacze czynni
Obiekt badan x+ SD x + SD x + SD
(min + max) (min + max) (min + max)
n n n
Cata grupa 13,99 £5.2 10,03 +2,6™ 7.84+3,17
(7,89 + 37,74) (5,67 +19,2) (2,55 + 18,49)
56 45 45
Kobiety 15,88 + 6,7 10,69 + 2,8 1032 +2,7"
(8,95 = 37,74) (15,67 <19,2) (6,26 + 18,49)
34 20 20
Mezczyzni 11,08 +2,5 9,0+ 1,7 585+1,8""
(7,89 + 18,23) (6,24 + 11,67) (2,55 +9,32)
22 13 25

**%p<0,001; ** p<0,01 w porownaniu z grupa niepalacych; x = SD warto$¢ $rednia 1 jej

odchylenie standardowe [nmol/l]; n - liczebno$¢ grupy
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Rycina 24. Stezenie kwasu 5-metylotetrahydrofoliowego w osoczu [nmol/l], w catej badane;j
grupie (C), grupie kobiet (K) oraz mg¢zczyzn (M).
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Rycina 25. Wyniki testu ANOVA Kruskala-Wallisa: A - wpltyw plci na st¢zenie 5S-MTHF
w osoczu [nmol/l], K — kobiety, M — mezczyzni, (H = 34,9; p<0,001); B — wplyw palenia
tytoniu na stgzenie 5S-MTHF w osoczu [nmol/l], P — palacze czynni, BN — biernie narazeni,
N — niepalacy; (H = 48,7; p<0,001); C — suplementacja witaminami z grupy B na st¢zenie
5-MTHF w osoczu [nmol/l] (H = 0,13; NS).
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4.9 Korelacja pomiedzy st¢zeniem kwasu S-metylotetrahydrofoliowego w osoczu
a stezeniem kotyniny w moczu oraz stosunkiem stezen kotynina/kreatynina

W moczu

Istotne statystycznie korelacje ujemne, oscylujace na granicy przecigtnych i wysokich,
zaobserwowano w catych grupach czynnych palaczy, zaréwno w stosunku do stezenia
kotyniny, jak i stosunku stgzen kotynina/kreatynina w moczu (tab. 18). Nie odnotowano w
poszczegodlnych grupach kobiet i mgzczyzn czynnych palaczy zaleznos$ci stezenia 5-MTHEF,
w stosunku do stezenia kotyniny oraz stosunku st¢zen kotynina/kreatynina .

Na rycinie 26 przedstawiono przebieg korelacji liniowej pomigdzy stezeniem kwasu

5-metylotetrahydrofoliowego a kotyning dla wszystkich badanych grup.

4.10. Korelacja pomiedzy stezeniem kwasu 5S-metylotetrahydrofoliowego

w osoczu a stezeniem homocysteiny w osoczu

Znamienne korelacje ujemne pomigdzy stezeniem kwasu
S-metylotetrahydrofoliowego a homocysteina w osoczu uzyskano dla calej grupy lacznie
niepalacych 1 biernie narazonych oraz dla palaczy czynnych (tab. 19). Ujemne wspotczynniki
korelacji oscyluja na granicy stabych i przecigtnych. Na rycinie 27 przedstawiono graficznie
zalezno$¢ pomigdzy stezeniem 5S-MTHF a stezeniem homocysteiny w osoczu.

Mimo, ze wyznaczona warto$§¢ wspolczynnika korelacji jest znamienna w grupie
palaczy czynnych, a jej warto§¢ pozwala zakwalifikowa¢ uzyskana korelacj¢ do grupy
przecigtnych, to jednak inny przebieg krzywej regresji nakazuje bardzo ostrozng interpretacjg

uzyskanych wynikow.
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Tabela 18 . Wspotczynnik korelacji R-Spearmana (r), poziom istotnosci (p) i rownanie regresji liniowej dla zaleznosci pomigdzy stezeniem kwasu 5-

metylotetrahydrofoliowego (5-MTHF) w osoczu a ste¢zeniem kotyniny w moczu oraz warto$cia stosunku stezen kotynina/kreatynina W moczu.
Obiekt Grupa
Zaleznos$¢ badan Niepalacy Palacze bierni Palacze czynni
r p r-nie regresji' T p r-nie regresji’ r p r-nie regresji’
Cata grupa | -0,061 NS 12,68+6,410%x | -0,172 NS  10,51-2410"x | -0,543 <0,001 10,15-1,5107x
5-MTHF [nmol/I]
Vs. Kobiety 0,108 NS 1541+2610°x | 0,095 NS  9,73+5,110°x | -0,299 NS 10,96 - 0,6 10°x
kotynina [pg/1]
Mezcezyzni 0,032 NS  11,82-4,710%x | -0,443 NS  1026-5910"x | -0,201 NS 6,72 — 0,4 107x
Cata grupa 0,314 0,018 1233+1,610%x | -0,287 NS  10,27-1310"x | -0,552 <0,001 9,99 1,6 10°x
5-MTHF [nmol/1]
VS.
kotynina/kreatynina Kobiety -0,177 NS 15,98 -6,210°x | -0,133 NS 10,48 + 1,2 10°x | -0,228 NS 10,91 - 0,7 10°x
[ne/g]
Mezczyzni | -0243 NS 15,38-3,4107x | -0424 NS 10,34—7,310°x | -0,192 NS 6,55-0,4 107x
NS — nieznamienna statystycznie; ' — rownanie regresji liniowej y = a +bx, gdzie y — stezenie kwasu 5-metylotetrahydrofoliowego, x — stezenie kotyniny lub

warto$¢ stosunku st¢zen kotynina/kreatynina, a — wyraz wolny, b — wspoétczynnik kierunkowy prostej
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kwasu 5-metylotetrahydrofoliowego (5-MTHF) w osoczu catej grupy niepalacych (A), biernie
narazonych (B) i palaczy czynnych (C) wraz z 95 % przedziatem ufnosci.
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Tabela 19. Wspotczynnik korelacji R-Spearmana (r), poziom istotnosci (p) 1 réwnanie regresji liniowej dla zalezno$ci pomigdzy
stezeniem 5-metylotetrahydrofolianu a st¢zeniem homocysteiny w osoczu.

Zaleznos$¢ Obiekt Grupa
badan Niepalacy 1 bierni palacze Palacze czynni
r p r-nie regresji’ r p r-nie regresji’
Cata grupa | -0,298 0,0044 189267 10°x | -0,356 0,0163 12,43 -3,6 107
Smetylotetrahydrofolian
[nmol/L]
Vs. Kobiety 0,323 0,0171 20,24—7,0107x| -0,287 0,044 14,3 -0,4 x
Homocysteina [umol/L]
0,172 NS 12,78-2410"x | -0,023 NS 6,71 — 0,6 107x

Mezczyzni

NS — nieznamienna statystycznie; ' — rownanie regresji liniowej y = a +bx, gdzie y — stezenie kwasu 5-metylotetrahydrofoliowego,

X — stgzenie homocysteiny, a — wyraz wolny, b — wspotczynnik kierunkowy proste;j
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Rycina 27. Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem homocysteiny w osoczu a stgzeniem 5-
metylotetrahydrofolianu w osoczu w catej grupie niepalacych i biernie narazonych (A)

1 palaczy czynnych (B) wraz z 95 % przedziatem ufnosci.
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4.11. Stezenie pirydoksalu, fosforanu S-pirydoksalu i kwasu 4-

pirydoksynowego w osoczu

Wyniki oznaczenia aktywnych form witaminy B¢ w osoczu (pirydoksalu — PL
i fosforanu 5-pirydoksalu - PLP) oraz metabolitu pirydoksyny — kwasu 4-
pirydoksynowego (4-PA) przedstawiono w tabeli 20 i na rycinie 28. Zaobserwowano
wyzsze stezenia pirydoksalu u kobiet biernie narazonych (p<0,001) i palacych czynnie
(p<0,01) oraz nizsze st¢zenia tej formy witaminy Bs u m¢zczyzn biernie narazonych
(p<0,01) i czynnych palaczy (p<0,001). Mniejsze i znamienne st¢zenia PLP zanotowano
takze w grupie kobiet biernie narazonych i palacych oraz w calej grupie biernie
narazonych (p<0,05), w stosunku do niepalacych. St¢zenie 4-PA bylo mniejsze 1
znamienne u kobiet palacych (p<0,001) oraz biernie narazonych (p<0,01), w stosunku
do niepalacych.

Wykorzystujac test ANOVA Kruskala — Wallisa zaobserwowano statystycznie
istotny wptyw palenia tytoniu (H = 6,6; p<0,05) oraz wptyw suplementacji witaminami
z grupy B (H= 8,85; p<0,05) na sumg stgzen pirydoksalu i fosforanu 5-pirydoksalu, jak
réwniez na stezenie 4-PA (H = 54,6; p<0,001). Wyniki testu przedstawiono na rycinie
29.

4.12. Korelacja pomig¢dzy stezeniem pirydoksalu i fosforanu 5-pirydoksalu
w osoczu a stezeniem kotyniny w moczu i stosunkiem stezen

kotynina/kreatynina w moczu

W przeciwienstwie do otrzymanych wcze$niej wynikow, nie zaobserwowano
znamiennych korelacji pomigdzy oznaczanymi formami witaminy Bs a stgzeniem
kotyniny i stosunkiem stgzen kotynina/kreatynina w moczu. Otrzymane wyniki, jak
rowniez brak korelacji pomig¢dzy stezeniami PL 1 PLP a stezeniem kotyniny w moczu

badanych grup, przedstawiono w tabeli 21 i na rycinie 30.
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Tabela 20. Wyniki oznaczania st¢zenia pirydoksalu (PL), fosforanu-5-pirydoksalu
(PLP) oraz kwasu 4-pirydoksynowego (4-PA) w osoczu

Grupa
Niepalacy Palacze bierni Palacze czynni
Parametr x £ SD x £+ SD x £ SD
- obiekt badan (min + max) (min + max) (min + max)
n n n
PL [nmol/1]
5,61 £4,74 9,49 + 7,66 5,99 +6,3
Cata grupa (1,87 +22,43) (1,45+31,18) (1,07 +23,97)
56 33 45
Kobiety 3,99+ 3,1 1436+59"" 11,35+62™"
(1,87 + 13,56) (10,78 +31,18) (2,13 +23,97)
34 20 20
Mezczyzni 8,12+7,1 2,01 +0,4" 1,72 +0,72°"
(1,18 +22,43) (1,45 +2,89) (1,07 + 3,42)
22 13 25
PLP [nmol/l]
68,30+ 19,4 56,01 = 14,9° 62,56 + 17,7
Cata grupa (23,56 +127,78) (23,39 + 78,65) (34,56 ~ 124,56)
56 33 45
Kobiety 67,58 £22,2 54,53 + 14,3 55,93+ 14,9
(23,56 ~ 127,78) (23,39 + 78,65) (34,56 ~93,39)
34 20 20
Megzczyzni 69,41 £ 14,3 58,29 £ 16,1 67,87 + 18,1
(34,56 ~ 96,56) (33,85 +78,32) (43,23 ~ 124,56)
22 13 25
4-PA [nmol/l]
84,24 + 46,9 66,29 + 36,67 74,82 £ 56,3
Cata grupa (26,23 +248,43) (16,84 ~223,45) (16,78 +264,2)
56 33 45
Kobiety 83,18 + 52,5 50,62 + 20,17 49,03 £259™"
(26,23 +243,83) (16,84 +96,67) (16,78 +107,53)
34 20 20
Megzczyzni 85,87 £37,6 87,88 £45,2 95,46 + 65,4
(97,85 +165,3) (44,62 +~223,45) (32,16 +264,2)
22 13 25

*H%p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05 — w poréwnaniu grupa niepalacych; x = SD wartos¢

srednia 1 jej odchylenie standardowe [nmol/I]; n - liczebno$¢ grupy
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Rycina 28. Stezenie pirydoksalu [nmol/l] (PL), fosforanu-5-pirydoksalu [nmol/l] (PLP)
oraz kwasu 4-pirydoksynowego [nmol/I] (4-PA) w osoczu, w catej badanej grupie (C),

grupie kobiet (K) i m¢zczyzn (M).
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Rycina 29. Wyniki testu ANOVA Kruskala-Wallisa: A - wplyw palenia tytoniu na sume
stezen PL i PLP w osoczu [nmol/l], (H = 6,6; p<0,05); B i C wplyw suplementacji
witaminami z grupy B na sumeg st¢zen PL 1 PLP oraz 4-PA w osoczu [nmol/l], (H =
8,85; p<0,05 oraz H= 54,6 p<0,001).
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Tabela 21. Wspoélczynnik korelacji R-Spearmana (r), poziom istotnosci (p) i rOwnanie regresji liniowej dla zalezno$ci pomigdzy stezeniem witaminy Bg
(suma pirydoksalu (PL) i fosoranu-5-pirydoksalu (PLP)) w osoczu a stgzeniem kotyniny w moczu oraz wartoscia stosunku stezen kotynina/kreatynina w

moczu.
Zaleznos¢ Obiekt Grupa
badan Niepalacy Palacze bierni Palacze czynni
T p r-nie regresji' T p r-nie regresji’ r p r-nie regresji’
Catagrupa | 0,165 NS 71,12+2,510% |-0,0004 NS 70,66 -2,6107x | 0,068 NS 63,41 +0310°x
PL + PLP [nmol/I]
Vs. Kobiety 0269 NS 12,79+7,910%x | -0,0241 NS  68,68—1,410°x | -0,204 NS  71,49-04107x
kotynina [pg/1]
Mezczyzni | -0,012 NS 84,12-1410%x | -0256 NS  67,76-3,610%x | 0,123 NS  55,11+0,710%
Catagrupa | 0,186 NS 70,46+3,4107x | 0,152 NS  69,83-2,410°x | 0,105 NS 62,85+ 0,4 107x
PL + PLP [nmol/I]
VS.
kotynina/kreatynina [ug/g] Kobiety 0,297 NS 62,04+5810% |-0,0566 NS 71,16-1,2107x | -0,131 NS  72,54-0,6 107x
Megzczyzni 0,003 NS 82,75-6,410%x | -0388 NS  69,65-5210%x | 0,218 NS  5524+0,81 0%
NS - nieznamienna statystycznie; ' — rOwnanie regresji liniowej y = a +bx, gdzie y — suma stezen pirydoksalu i fosforanu-5-pirydoksalu,

X — stezenie

kotyniny

lub wartos¢

stosunku

stezen kotynina/kreatynina,

a

wyraz wolny, b

wspotczynnik  kierunkowy prostej
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Rycina 30. Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem kotyniny w moczu a suma stgzen

pirydoksalu (PL) oraz fosforanu-5-pirydoksalu (PLP) w osoczu calej grupy niepalacych

(A), biernie narazonych (B) i palaczy czynnych (C) wraz z 95 % przedzialem ufnosci.
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4.13. Analiza czynnikowa

Aby graficznie zobrazowaé¢ struktur¢ danych, dotyczacych wszystkich
znamiennych parametrow zaleznych od plci i palenia tytoniu, takich jak stgzenia
catkowitej homocysteiny (tHcys), glutationu utlenionego(GSSG) 1 catkowitego w
osoczu (tGSH), stosunek stezen obu form glutationu we krwi (GSH/GSSG), suma
stezen pirydoksalu 1 fosforanu 5’-pirydoksalu (PL+PLP) 1 kwasu 5-
metylotetrahydrofoliowego (FA), przeprowadzono analiz¢ czynnikowa. Przestrzen
czynnikowa zostata wykres$lona na dwuwymiarowym wykresie rozrzutu z etykietami
punktow- zmiennych. Wyniki przedstawiono na rycinie 31.

Czynniki F1 1 F2 opisuja 57,6 % calkowitej zmiennos$ci z warto$ciami wlasnymi,
wynoszacymi odpowiednio 2,38 1 1,08. Obiekty opisane wyzszymi warto$ciami F1
(36,7 % catkowitej zmiennosci) odpowiadaja grupom kobiet 1 mezczyzn palacych
(punkty czerwone i1 brunatne), podczas gdy wyzszym warto$ciom czynnika F2 (17,9 %
catkowitej zmienno$ci) przypisana jest grupa kobiet niepalacych (punkty niebieskie),
(ryc. 31 B).

Ladunki czynnikowe, odpowiedzialne za ten stan, to dla wyzszych wartosci F1 -
tHcys, tGSH oraz GSSG, podczas gdy dla F2 — glownie kwas
5-metylotetrahydrofoliowy.

Zastosowanie analizy czynnikowej pozwolito, na zidentyfikowanie wzajemnie
ortogonalnych czynnikow o najwigkszej wariancji w obrgbie oryginalnych wynikow
oznaczen 1 przeprowadzenie rzutowania danych w przestrzen o mniejszej liczbie
wymiardéw, utworzonych z podzbioru sktadowych o najwigkszej wariancji. Analiza
czynnikowa pozwolita na rozrdznienie osob palacych od biernie narazonych i
niepalacych. Réznica ta jest mocno nasilona w obrgbie grupy palacych mezczyzn

(punkty brunatne) oraz niepalacych kobiet (punkty niebieskie).
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Rycina 31. Rozmieszczenie punktéw w uktadzie wspotrzednych czynnikowych F1 1 F2,
odpowiadajacym tadunkom czynnikowym (A) oraz poszczegdlnym probkom (B);
(KN — kobiety niepalace, MN — megzczyzni niepalacy; KB — kobiety biernie narazone,
MB — mgzczyzni biernie narazeni, KP — kobiety palace, MN — m¢zczyZni palacy).
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5. DYSKUSJA
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5.1. Ocena narazenia na dym tytoniowy w oparciu o oznaczone st¢zenie
kotyniny, stosunek stezen kotynina/kreatynina w moczu oraz wywiad

ankietowy

Oznaczanie kotyniny w ptynach ustrojowych jest powszechnie stosowana
metoda, wykorzystywana w ocenie narazenia na srodowiskowy dym tytoniowy (ETS)
oraz w roznicowaniu populacji ludzi na osoby niepalace i nie narazone, palace oraz
biernie narazone. Pozwala réwniez zweryfikowa¢ dane pochodzace z kwestionariuszy
ankiet o niepaleniu lub narazeniu na dym tytoniowy [Piekoszewski, Florek, 2001]. Za
bardzo wiarygodna oceng narazenia na dym tytoniowy, zalecana rowniez przez komisj¢
ekspertow powotana w ramach Society for Research on Nicotine and Tobacco, uznaje
si¢ pomiar st¢zenia kotyniny w surowicy lub moczu [SRNT, 2002]. Stgzenia kotyniny
w $linie 1 surowicy sa pordwnywalne, natomiast w moczu poziom gléwnego metabolitu
nikotyny jest 5-6 razy wyzszy. Wydalenie kotyniny z moczem zalezy od sprawnosci
funkcjonowania nerek oraz pH moczu. Stad wielu autorow sugeruje przeliczanie
stezenia kotyniny na kreatyning [Baidoo i in., 2003; Dempsey 1 in.,2000; Greaves 1 in.
2001; Hatsukami i in., 1997; Kuo i in., 2002; Sobczak 2005bh; SRNT, 2002].
W badaniach majacych na celu poré6wnanie narazenia kobiet i me¢zczyzn na dym
tytoniowy badacze zaznaczaja, ze podawanie st¢zenia kotyniny w przeliczeniu na
kreatyning moze dawac niecatkowicie rzeczywiste wyniki ze wzgledu na r6éznicg masy
ciata, a co za tym idzie poziom kreatyniny [Piekoszewski, Florek, 2001].

W  pracy stwierdzono, ze st¢zenie Kkotyniny 1 stosunek stezen
kotynina/kreatynina sa S$cisle ze soba skorelowane. Wspodlczynnik korelacji
R-Spermanna dla znamiennej zaleznosci (p<0,001) jest bardzo wysoki i wynosi 0,921
(ryc. 16). Jest to wigc korelacja prawie pelna [Stanisz 2006]. Stad wyznaczone
zalezno$ci, oparte na wartosciach stezenia kotyniny i stosunku stezen
kotynina/kreatynina, dla wigkszosci zmiennych wykazaly podobna tendencje zmian 1
zblizone wartosci wspotczynnikéw R-Spermanna, zaréwno dla catych badanych grup,
jak 1 oddzielnie kobiet i mgzczyzn. Wydaje si¢ by¢ zatem stuszne przeliczanie st¢zenia
kotyniny na kreatyning oraz poslugiwanie si¢ zar6wno st¢zeniem Kkotyniny, z
uwzglednieniem gesto$ci moczu jak i stosunkiem st¢zen kotynina/kreatynina w moczu,
co potwierdza wcze$niejsze doniesienia, wskazujace na jednakowa warto$¢ obu metod

[Heavner i in. 2006; Sobczak i in. 2004; SRNT 2002].
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Wywiad ankietowy, stosowany w doswiadczeniu, zweryfikowano na podstawie
oznaczenia st¢zenia kotyniny w moczu. Za umowne warto$ci graniczne stgzenia
kotyniny w moczu, ktére okre$laja przynalezno$s¢ do badanej grupy osob, przyjeto
stezenie kotyniny do 50 pg/l moczu dla rozréznienia oso6b niepalacych od biernie
narazonych i1 do 500 pg/l moczu dla rozréznienia biernych i czynnych palaczy. Wartos¢
stezenia kotyniny do 50 pg/l moczu jest rekomendowana przez Society for Research on
Nicotine and Tobacco [SRNT, 2002], natomiast granica 500 pg/l jest uznawana za
wlasciwa przez wielu autoréw [Greaves i in., 2001; Holl i in., 1998; Savitz i in., 2001;
Sobczak i in. 2004; de Weerd i in. 2002].

Z uzyskanych danych wynika, Zze co piata kobieta i co 6smy mezczyzna, ktorzy
nie przyznawali si¢ do palenia tytoniu lub przebywania w otoczeniu 0sob palacych, byli
biernie eksponowani na dym lub okazjonalnie palili tyton. A zatem wysoka wartos$¢
graniczna stg¢zenia kotyniny ponizej 500 pg/l moczu pozwala na zakwalifikowanie do
grupy biernie narazonych osoby silnie eksponowane na dym tytoniowy, jak réwniez
okazjonalnych palaczy.

Srednie stezenie kotyniny w moczu w grupie biernie narazonych oséb wynosito
199,8 pg/l moczu i byto nieznacznie wyzsze w grupie biernie narazonych me¢zczyzn, w
stosunku do kobiet (tab. 10). W stosunku do oséb niepalacych zaobserwowano 11,5-
krotny wzrost dla catej grupy biernych palaczy. Natomiast $rednie stezenie kotyniny w
moczu w grupie palacych wynosito 1566,8 pg/l moczu, tj. 90,1- krotnie wigcej niz w
grupie niepalacych. Zaobserwowano réwniez bardzo wysoki wzrost, prawie dwukrotny,
stezenia kotyniny w grupie palacych mezczyzn w stosunku do palacych kobiet.
Analizujac uzyskane warto$ci stgzenia kotyniny mozna stwierdzi¢, ze sa one zblizone
do wartosci podawanych w literaturze, np. 1028 pg/l [Doctor i in., 2002]; 1235 pg/l
[Czarnywojtek i in., 2006]; 2158 pg/l [Sobczak i in., 2004], 2671 pg/l [Holl i in, 1998].
Wyzsze stezenia uzyskiwane przez innych autorow sa wynikiem réznic w doborze grup
badanych.

Prawie dwukrotnie wyzsze stezenie kotyniny w moczu u palacych mezczyzn, w
stosunku do kobiet, pozwala potwierdzi¢ hipotezg, ze mgzczyzni sa znacznie
»silniejszymi” palaczami niz kobiety. Badania prowadzone przez grupe Eissenberga
oraz Patterson potwierdzaja, ze kobiety pala czg$ciej stabsze papierosy niz mezczyzni
oraz ze inhalacja dymu tytoniowego u kobiet jest plytsza niz u mgzczyzn [Eissenberg i
in., 1999; Patterson i in., 2003]. Picciotto z kolei zwraca uwagg na charakterystyczny

sposOb palenia tytoniu przez kobiety — pozostawianie duzego niedopatka, podczas gdy

100



mezczyzni spalaja wigksza czg$¢ papierosa, mocniej zaciagajac si¢ dymem tytoniowym
1 doprowadzajac w ten sposob do organizmu wyzsze st¢zenia substancji toksycznych

[Picciotto, 2004]. Stad tez tak wysokie st¢zenia kotyniny w moczu palacych mezczyzn.

5.2. Wplyw palenia tytoniu na st¢zenie homocysteiny w osoczu

PodwyzZszone st¢zenie catkowitej homocysteiny w osoczu jest uznanym, czulym
markerem niedoboru folianéw i kobalamin, a takze niezaleznym czynnikiem ryzyka
chorob sercowo-naczyniowych (CVD) i1 naczyniowo-mozgowych [Gupta 1 in., 2005;
JAMA 2002; Splaver i in.,2004; Refsum i in. 2004; Troughton 1 in., 2007].

Liczne doniesienia z badan epidemiologicznych i klinicznych, prowadzonych w
ostatnim dziesigcioleciu, w wigkszosci potwierdzaja niekorzystny wplyw palenia
tytoniu na poziom homocysteiny. Randomizowane badania, obejmujace 1128 mezczyzn
1 1154 kobiety, przeprowadzone w Grecji w latach 2000 — 2001 wykazaly znamienny
wzrost stgzenia homocysteiny, zalezny od ilo$ci wypalanych papieroséw oraz plci —
wyzsze warto$ci uzyskano dla mgzczyzn w stosunku do kobiet (14,5 umol/l vs. 10,5
umol/l) [Panagiotakos 1 in., 2005]. Réwniez w badaniach przeprowadzonych w 19
osrodkach naukowych wybranych z 10 krajéw europejskich stwierdzono znamiennie
wyzsze stgzenia tego aminokwasu u czynnych palaczy tytoniu, niz u oso6b niepalacych
[O’Callaghan i in., 2002]. W doswiadczeniu Stahl’a i wsp. badano wplyw palenia
tytoniu na st¢zenie catkowitej homocysteiny u chorych na schizofrenig, w ktérym
uzyskano znamienny wzrost tHecys, w pordwnaniu z niepalacymi [Stahl 2004].

Wyniki niektorych prac nie sa jednak jednoznaczne. Niektorzy autorzy nie
stwierdzaja zadnych zalezno$ci pomig¢dzy paleniem tytoniu, a stezeniem homocysteiny.
Przyktadem moze by¢ praca Mc Donalda i Walkera, w ktorej badane jest stezenie
homocysteiny u palacych kobiet w ciazy. W grupie kontrolnej obserwowano wyzsze i
znamienne st¢zenia niz w badanej (7,9 pumol/l vs. 5,6 pmol/l) [Mc Donald, Walker
2001]. Nalezy zwroci¢ takze uwage na fakt, ze bardzo nieliczne badania wyr6zniaja
grup¢ biernie narazonych osob, bowiem klasyfikacja badanych oparta jest zwykle na
wywiadzie ankietowym.

W niniejszej pracy, w calej badanej grupie oséb palacych oraz w grupie
palacych mezczyzn, uzyskano znamiennie wyzsze stezenia homocysteiny, w
poréwnaniu z grupa niepalacych (tab. 11, ryc. 17). Jednocze$nie w tej grupie uzyskano
wysokie wspolczynniki korelacji, przy wysokich poziomach istotno$ci w odniesieniu

zarbwno homocysteiny do kotyniny, jak 1 stosunku stgzen kotynina/kreatynina.
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Uzyskane wyniki pozwalaja jednoznacznie wnioskowac, ze palenie tytoniu wptywa na
podwyzszone stezenie homocysteiny w osoczu.

Nalezy tutaj zaznaczy¢, ze palenie tytoniu jest jedna z wielu przyczyn, ktére
moga podwyzsza¢ poziom homocysteiny. W badaniach przeprowadzonych w wielu
krajach wykazano, ze styl zycia oraz zwiazany z nim sposob zywienia, picie alkoholu,
spozywanie duzej ilosci kawy, mata aktywno$¢ fizyczna wplywaja na stezenie
homocysteiny [Panagiotakos 1 in., 2005]. Polskie badania Sygnowskiej i Waskiewicz,
wykonane na reprezentatywnej grupie palacych mieszkancow Warszawy w wieku 20 -
74 lata, liczacej 649 mezczyzn 1 657 kobiet wykazaly, ze sposéb zywienia 0sob
palacych, zwlaszcza megzczyzn, jest bardziej aterogenny, niz niepalacych [Sygnowska i
Waskiewicz, 2001].

W odniesieniu do grupy biernie narazonych nie zaobserwowano znamiennych
réznic w stezeniu catkowitej homocysteiny, zarowno w catej grupie, jak 1 oddzielnie w
grupach kobiet 1 megzczyzn w stosunku do grupy niepalacych (tab. 12, ryc. 19).
Jednoczesnie w caltej tej grupie uzyskano przecigtne wspotczynniki korelacji,
znamienne (p<0,011 i p<0,026), zarbwno w stosunku homocysteiny do kotyniny, jak i
stosunku stezen Kkotynina/kreatynina, natomiast niezmienne 1 nieistotne dla
poszczegdlnych grup kobiet i mezczyzn Swiadczy¢é moze to o stabszym wplywie
srodowiskowego dymu tytoniowego na procesy metaboliczne, regulujace st¢zeniem

homocysteiny [Sobczak 20055].

5.3. Wplyw palenia tytoniu na stezenia glutationu zredukowanego

i utlenionego we krwi i osoczu

Liczne badania naukowe prowadzone od lat 70-tych XX wieku dowodza, ze
sktadniki zawarte w dymie tytoniowym wplywaja niekorzystnie na poziom
wewnatrzkomoérkowych tioli, szczegodlnie na poziom glutationu [Leuchtenberger i in.,
1974; Eiserich i in., 1995; Wooten i in., 2006]. W badaniach Eiserich i wsp. wykazano,
ze ekspozycja na dym tytoniowy moze powodowac obnizenie st¢zenia bialek,
powiazanych grupami sulfhydrylowymi o 60 % [Eiserich i in., 1995 a,b]. W 2004 roku
na kongresie CORESTA w Kyoto, Cohours i wsp. przedstawili mechanizm interakcji
szkodliwego rodnika NO® z glutationem zredukowanym oraz z reaktywnymi
aldehydami fazy gazowej dymu tytoniowego [Cahours 1 in., 2004]. Z kolei w badaniach
Reddy i1 wsp. udowodniono, ze utrata wewnatrzkomorkowego GSH jest $cisle zwiazana

z reakcja sktadnikow fazy parowej dymu tytoniowego, glownie z akroleing. W
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konsekwencji tej interakcji dochodzi do powstawania wysoce niebezpiecznego dla
komorek glutationu utlenionego (GSSQG), ktéry moze powodowac glutatiolacj¢ biatek,
co wywoluje z kolei zmiany w statusie redoksowym tioli [Reddy i in., 2004]. Stad
Mascher i wsp. proponuja oznaczanie kwasu 3-hydroksypropylmerkapturowego w
moczu, metabolitu akroleiny, jako biomarkera ekspozycji na dym tytoniowy [Mascher i
in., 2001]. Nie zawsze jednak, wraz ze spadkiem zredukowanej formy glutationu, ro$nie
forma utleniona. W badaniach zespotu Parka udowodniono, ze sktadniki dymu
tytoniowego, reagujac z grupa —SH glutationu, powoduja powstawanie kilkunastu
réznych S-konjugatow GSH, czyli tioeteréw GSH [Park i in., 1998]. Wytworzenie
niebezpiecznych S-konjugatow GSH ze skladnikami dymu tytoniowego, zaré6wno na
drodze nieenzymatycznej, jak i1 w obecnosci S-transferazy gluatationowej powoduje
dodatkowa utratg¢ wewnatrzkomorkowej puli GSH. Nalezy tutaj takze zaznaczy¢, ze
obnizone stezenia niskoczasteczkowych przeciwutleniaczy, do ktérych nalezy glutation,
sa dowodem na to, ze stres oksydacyjny wystapil, ale nie §wiadcza o uszkodzeniu
komorkowych makroczasteczek. Sa one dowodem na odpowiedZz badanego ukladu na
stres oksydacyjny [Wooten 1 in., 2006].

Prezentowane w pracy wyniki z oznaczen, zarowno glutationu utlenionego i
zredukowanego we krwi pelnej, jak 1 w osoczu oraz catkowite stezenie glutationu w
osoczu, wydaja si¢ potwierdza¢ niekorzystny wplyw dymu tytoniowego na oznaczane
parametry (tab. 13, 15, ryc. 20, 22) W calej grupie palaczy czynnych (p<0,01), jak i
oddzielnie w grupie kobiet i mgzczyzn, stgzenie formy utlenionej glutationu we krwi
bylo znamienne i wyzsze niz w grupie niepalacych. Stosunek stezen GSH/GSSG w
stanie rownowagi mig¢dzy pro- i antyoksydantami wynosi w wigkszosci komorek ok.
100. Spotykane w literaturze dane dotyczace tej warto$ci we krwi, charakteryzuja si¢
duza réznorodno$cia i ksztattuja migdzy 5,7 - 511 [Pastore i in., 2003]. Analizujac
stosunki stgzen GSG do GSSH, odnotowano znamienny i bardzo wysoki spadek tych
wartosci w catej grupie palaczy czynnych oraz w grupach palacych kobiet i mezczyzn
(ryc. 21C, p<0,001). W grupie palaczy biernie narazonych spadek ten byt mniejszy i
znamienny dla catej grupy oraz grupy narazonych me¢zczyzn (ryc.21B). Rowniez w
osoczu st¢zenia glutationu utlenionego oraz calkowitego byly wyzsze 1 znamienne w
grupach eksponowanych na dym tytoniowy. Najsilniejsze zalezno$ci obserwowano w
grupach palacych megzczyzn, czyli u ,silnych” palaczy tytoniu. Mozna zatem

przypuszczaé, ze pierwsza lini¢ obrony organizmu przed krotko zyjacymi wolnymi
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rodnikami, inhalowanymi do pluic z dymem tytoniowym, spelnia zewnatrz- i

wewnatrzkomorkowy glutation.

5.4. Wplyw palenia tytoniu na st¢zenie kwasu S-metylotetrahydrofoliowego

W 0S0CZu

Dotychczasowe doniesienia naukowe sugeruja, ze palenie tytoniu wplywa
niekorzystnie na st¢zenia folianow w ptynach ustrojowych [Ortega i1 in., 1994;
Piyathilake 1 in., 1994; McDonald 1 in., 2001]. W badaniach przeprowadzonych we
Wiloszech wykazano, ze wypalanie powyzej 9 papierosOw dziennie obniza st¢zenie
folianow we krwi nawet o 30 %, w poréwnaniu z niepalacymi [Cafolla i in., 2000].
Szczegbdlna uwage poswigca sie wplywowi dymu tytoniowego na stezenie kwasu
foliowego u kobiet w ciazy. Relton i Rankin zwracaja uwage na obnizona mas¢
urodzeniowa dzieci kobiet palacych [Relton i Rankin 2005]. Autorzy sugeruja, ze za
obnizone st¢zenie kwasu foliowego we krwi kobiet palacych i cigzarnych odpowiada
kilka jednoczesnie wystepujacych mechanizméw. A mianowicie: oddziatywanie
zawartych w dymie tytoniowym cyjanowodoru 1 tlenku siarki (IV) 2z
hydroksykobalaming i wytworzenie cyjanokobalaminy i sulfokobalaminy, ktére nie
petnia roli koenzymow oraz wplyw wolnych rodnikow, zawartych w dymie
tytoniowym, na komoérki, a co za tym idzie, zmiana zdolno$ci metabolizowania i
magazynowania folianow. Liczni autorzy sugeruja, ze z obnizeniem st¢zenia folianéw u
palaczy zwiazane sa zle nawyki zywieniowe oraz brak dodatkowej suplementacji
kwasem foliowym [Ortega i in., 1997; Pagan i in., 2001]. Rydlewicz i wsp. podkreslaja,
ze podaz 926 pg kwasu foliowego (dieta plus dodatkowa suplementacja) pokrywa
dzienne zapotrzebowanie dorostej osoby na t¢ witaming, chroniac jednoczesnie przed
skutkami jej niedoboru [Rydlewicz 1 in., 2002]. Obecnie uwaza sig, ze suplementacja
kwasem foliowym ma szczegdlne znaczenie u kobiet w okresie cigzy, gdyz zapobiega
uszkodzeniom cewy nerwowej i innym znieksztalceniom plodu [Kloeblen 1999;
Rosenquist i in., 1996; Smith 2002].

Uzyskane w pracy wyniki (tab.17, ryc.24) wskazuja na znamiennie mniejsze
stezenie kwasu 5-metylotetrahydrofoliowego w osoczu w grupie biernie narazonych i
czynnych palaczy, w porownaniu ze st¢zeniem tego zwiazku w grupie niepalacych. Na
podstawie liniowych korelacji, wyznaczonych pomigdzy st¢zeniami kwasu 5-
metylotetrahydrofoliowego a st¢zeniem kotyniny w moczu, u oso6b zakwalifikowanych

do grupy czynnych palaczy, mozna stwierdzi¢, ze wraz ze wzrostem narazenia na dym
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tytoniowy, zmniejsza si¢ znamiennie st¢zenie tej formy kwasu foliowego w osoczu

(tab.18, ryc.26).

5.5. Zaleznos¢ pomiedzy kwasem foliowym a homocysteing

Jedna z drég obronnych organizmu przed nagromadzeniem si¢ we krwi zbyt
duzej ilosci homocysteiny jest jej ponowna metylacja do nietoksycznej metioniny.
Donorem grupy metylowej dla enzymu metylotranferazy jest kwas 5-
metylotetrahydrofoliowy. Grupe metylowa odbiera aktywna forma witaminy Bj, —
metylokobalamina. Tak, jak podano w czgéci teoretycznej pracy, dodanie do
pozywienia kwasu foliowego moze obnizy¢ podwyzszona lub prawidtowa wartosé
stezenia homocysteiny, chroniac organizm przed jej niekorzystnym dziataniem.
Zaleznosci pomiegdzy stezeniami kwasu foliowego i homocysteiny, wykazane przez
Lucocka i wsp. pod koniec lat 90-tych XX wieku, stanowia uznany marker podazy
folianéw [Lucock i in., 1999; Bolander-Gouaille i Bottiglieri 2003].

W  pracy wykazano korelacje pomigdzy  stezeniem kwasu  5-
metylotetrahydrofoliowego a homocysteina w osoczu (tab. 19, ryc. 27). Poniewaz nie
uzyskano wczedniej (pkt. 5.4.) znamiennych korelacji pomigdzy st¢zeniem kwasu 5-
metylotetrahydrofoliowego w osoczu a kotyning w moczu dla os6b niepalacych i
biernie narazonych, zdecydowano o potaczeniu tych dwoch grup w jedna.

Wyznaczone wartosci wspotczynnikow korelacji sa w badanych grupach
znamienne. W grupie palaczy czynnych uzyskano korelacje przecigtna, zgodnie ze skala
korelacji Stanisza [Stanisz 2006]. Jednak przebieg krzywej regresji nakazuje bardzo
ostrozng interpretacje uzyskanych wynikow z nastepujacych powodow. Po pierwsze
nalezy pamigta¢, ze u czynnych palaczy tytoniu obecny w dymie tlenek azotu (II)
inaktywuje metylokobalaming oraz syntazg¢ metioninowa. Moze dojs¢ do niedoboru
witaminy Bj;, a kwas foliowy pozostanie zwiazany w  postaci 5-
metylotetrahydrofolianu. Wynikiem tej reakcji jest niezdolno$¢ organizmu do
remetylacji homocysteiny do metioniny [Sobczak 20055]. Niewlasciwie sformulowany
wniosek  mogtby prowadzi¢ do  stwierdzenia, ze stezenie kwasu @ 5-
metylotetrahydrofoliowego u palaczy czynnych powinno by¢ wyzsze niz u niepalacych,
a tak nie jest. Ponadto, zgodnie z wytycznymi migdzynarodowej komisji /[UPAC —
Union of Biochemistry - do pelnej interpretacji wynikéw nalezy przyja¢ co najmniej

sum¢ kwasu S-metylotetrahydrofoliowego oraz 5,10-metylenotetrahydrofolianu w
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osoczu [Quinlivan 2006]. Oznaczenie obu tych form kwasu foliowego, z
wykorzystaniem detektora kulometrycznego typu Coulochem II, niestety nie byto

mozliwe w tym do$wiadczeniu.

5.6. Wplyw palenia tytoniu na st¢zenie witaminy Bs w osoczu

Jak wspomniano w czg$ci teoretycznej pracy, witamina Bg jest kofaktorem
transsulfuracji homocysteiny do cystationiny 1 dalej cysteiny. Aktywno$¢ enzymow,
bioracych udziat w tych przemianach (B-syntaza cystationinowa i y-cystationaza), jest
uzalezniona od ilo$ci fosforanu-5’-pirydoksalu (aktywnej formy witaminy Bg). Wedlug
McCarty’ego, sktadniki dymu tytoniowego posrednio wptywaja na transsulfuracje
homocysteiny [McCarty 2000]. Dym tytoniowy wpltywa bowiem na zwigkszenie
produkcji interleukiny 6 (116), ktéra stymuluje aktywnos¢ fosfatazy pirydoksalu w
hepatocytach. W konsekwencji zmniejsza si¢ st¢zenie fosforanu pirydoksalu, co wiaze
si¢ z obnizeniem aktywno$ci B-syntazy cystationinowej [Sobczak 2005b]. Zdaniem
Balda, zwiazkami odpowiedzialnymi za dezaktywcj¢ witaminy Bg sa tlenek 1 disiarczek
wegla [Bald 2003]. W doswiadczeniu prowadzonym przez zespot Igbal 1 wsp. opisano
zmniejszone stezenie witaminy Bg u palaczy tytoniu [Igbal i in., 2005]. W projekcie
badawczym INTERMAP, obejmujacym 17 populacji osob palacych i niepalacyh,
zwrocono szczegdlng uwage na réznice w stylu zycia oraz nawyki zywieniowe osob
palacych, ktére zasadniczo wptywaja na oznaczane u nich stgzenia witamin z grupy B
[Dyer i in., 2003].

W badaniach wlasnych zaobserwowano mniejsze 1 znamienne st¢zenia
fosforanu-5’-pirydoksalu w grupach biernie narazonych i czynnie palacych kobiet (tab.
20, ryc. 28). Nie zaobserwowano natomiast znamiennych korelacji pomigdzy
oznaczanymi formami witaminy B¢ a biomarkerami narazenia na dym tytoniowy (tab.
21, ryc. 30). Brak tych korelacji mozna wytlumaczy¢ wspomnianymi wyzej nawykami
zywieniowymi w poszczegdlnych grupach. Weryfikujac dane ankietowe dotyczace
sposobu 1 czgstosci konsumpcji wybranych produktéw spozywczych zauwazono, ze
osoby palace znacznie rzadziej spozywaly $wieze warzywa i owoce, ktore sa cennym
zrodlem witamin z grupy B, niz osoby niepalace i biernie narazone. W
przeprowadzanym do§wiadczeniu oznaczano takze nieaktywny metabolit witaminy Be—
kwas 4-pirydoksynowy, ktory jest uznanym indykatorem spozycia pirydoksyny [Coburn
2000, Bisp 1 in., 2002]. Jako ciekawostk¢ mozna potraktowaé fakt wystgpowania
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wyzszych stezen tego kwasu w osoczu u 0s6b dodatkowo suplementujacych witaming

Bs w postaci preparatéw farmaceutycznych i suplementoéw diety (ryc. 29 C).

5.7. Wykorzystanie detekcji elektrochemicznej kulometrycznej w HPLC

do oznaczen tioli i witamin z grupy B prezentowanych w pracy

Matryce wielu probek biologicznych, nawet po ich przygotowaniu, bywaja na
tyle skomplikowane, ze niemozliwe jest zastosowanie do ich analizy koncowej prostych
metod chromatograficznych. Detekcja elektrochemiczna w HPLC charakteryzuje sig
bardzo duza wykrywalno$cia, poréwnywalna z detekcja fluorescencyjna, stosowana
powszechniej w oznaczeniach witamin 1 tioli [Flanagan i in., 2005]. Jednak
podstawowa zaleta tej detekcji jest mozliwo$¢ pominigcia, niejednokrotnie
czasochtonnego i trudnego, procesu derywatyzacji w procesie przygotowania probki do
analizy.

Wiaze si¢ to z obnizeniem kosztow przeprowadzanych doswiadczen oraz
zmniejszeniem ilosci stosowanych, czgsto toksycznych odczynnikoéw, jak rowniez z
mozliwo$cia szybszej obrobki materialu biologicznego, co ma istotne znaczenie w
analizie biotioli.

Metoda oznaczania tioli z zastosowaniem detektora kulometrycznego pozwala
na jednoczesne wykrywanie 1 oznaczanie tioli 1 disiarczkéw symetrycznych i
mieszanych. Do wad zastosowane] metody mozna zaliczy¢ do$¢ czasochtonnag
1 uciazliwa obstuge celki detekcyjnej, ktora przy dlugoterminowym wykorzystywaniu
fatwo moze ulec zanieczyszczeniu lub zuzywaniu elektrod pracujacych. Moze
przyczyni¢ si¢ to do uzyskiwania nizszych wynikoOw oznaczen koncowych [Flanagan i
in., 2005]. Odpowiednio zoptymalizowane warunki chromatograficzne oraz staranne
czyszczenie elektrod po wykonaniu analizy, w znacznym stopniu minimalizuja ten
problem.

Niewatpliwa zaleta detektora kulometrycznego jest mozliwo$¢ oznaczenia
roznych form kwasu foliowego w materiale biologicznym. Foliany sa grupa zwiazkow,
ktoére utleniaja si¢ przy znacznie nizszych wartos$ciach pradowych, niz inne anality, np.
tiole; stad wybor tej detekcji do oznaczen wydaje si¢ by¢ jak najbardziej stuszny. Wada
detektora kulometrycznego typu Coulochem II jest niemozliwo$¢ oznaczenia wigcej niz
jednej formy kwasu foliowego, przy zastosowaniu danego potencjatu, z uwagi na typ
elektrod analitycznych (dwie elektrody weglowe ulozone szeregowo). W tego typu

oznaczeniach czg$ciej stosuje si¢ detektory elektrochemiczne typu CoulArray,

107



zbudowane z kilku lub kilkunastu elektrod utozonych szeregowo [Svendsen 1993;
Bagley i Selhub 2000; Quinlivan i in. 2006]. W zwiazku z powyzszym zdecydowano o
oznaczeniu kwasu 5-metylotetrahydofoliowego jako najwazniejszego analogu kwasu
foliowego, wystgpujacego w osoczu, ktorego obecnos$¢ jest SciSle zwiazana z
metabolizmem homocysteiny.

W pracy postuzono si¢ takze metoda jednoczesnego oznaczenia pirydoksalu,
fosforanu-5’-pirydoksalu i kwasu 4-pirydoksynowego w osoczu z wykorzystaniem
detekcji elektrochemicznej kulometrycznej. Wszystkie oznaczane formy witaminy Bg
utleniaja si¢ przy dos¢ wysokich wartosciach pradowych (+0,8 V), zblizonych do
oznaczen tioli. Odpowiedni dobor warunkéw chromatograficznych oraz modutowe
potaczenie detektora elektrochemicznego z detektorem UV-Vis, ktéry pracowat jako
detektor skanujacy, eliminuja mozliwo$§¢ popelnienia bledu w odczytach
chromatograméw. Do wad metody mozna zaliczy¢ uciazliwo$¢ zmiany zakresu sygnatu
aparatu w trakcie trwania analizy chromatograficznej, kilkudniowe ustalanie si¢ linii
bazowej bez wyraznego dryfu oraz stosunkowo dlugi czas pojedynczej analizy. Zmiana
zakresu sygnatu aparatu umozliwia jednak pewny odczyt bardzo niskiego stgzenia

oznaczanych zwiazkéw (nmol/l).

5.8. Ocena kondycji zdrowotnej respondentow bioracych udzial w badaniu
Gléwnym celem przeprowadzonego wywiadu ankietowego ws$rod o0sob
zakwalifikowanych do badania byta ocena narazenia na srodowiskowy dym tytoniowy,
ktora zwerytikowano w oparciu o oznaczanie stgzenia kotyniny w moczu. Dodatkowo,
kierujac si¢ wzrastajaca edukacja zdrowotna spoleczenstwa, w wywiadach pytano o
czestotliwo$¢ wykonywania podstawowych badan lekarskich, takich jak: pomiar
ci$nienia tetniczego krwi, badanie poziomu glukozy we krwi, badanie poziomu
cholesterolu we krwi oraz wykonywanie ogoélnego badania moczu. Pytano réwniez o
znajomo$¢ catkowitego poziomu cholesterolu we krwi oraz znajomo$¢ grupy krwi.
Wyniki uzyskanych danych sa bardzo niepokojace. Tylko 28 % respondentow
wykonywato pomiar ci$nienia krwi 1 ogdlne badanie moczu raz w roku lub kilka razy w
roku. Badanie poziomu cholesterolu we krwi oraz poziomu glukozy raz w roku
deklarowato 19,5 % ankietowanych, wigkszo$¢ (71 %) stanowity kobiety. W ogole
badan poziomu cholesterolu (,,odpowiedz nie pamigtam kiedy’’) nie wykonywato az 53
% ankietowanych. Tylko 8,5 % potrafito poda¢ aktualny poziom swojego cholesterolu

we krwi. Swoja grupe krwi potrafito okreslic tylko 68 % ankietowanych.
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Ustosunkowujac si¢ do tych wynikéw nasuwaja si¢ dwa problemy. Pierwszy dotyczy¢
moze stosunkowo niskiej swiadomosci spotecznej w zakresie podstawowej profilaktyki
zdrowotnej, drugi ewentualnej niedostgpnosci do wykonywania tego typu badan. Nie
stanowi to jednak tematu tej rozprawy. By¢ moze odpowiedzia jest tutaj stosunkowo
niski wiek ochotnikéw (Sredni wiek badanych wynosit 24,4 + 2,2 lata). Niepokojacy jest
jednak fakt uzyskania takich wynikéw poniewaz problemem wspolczesnej medycyny

jest przedwczesna umieralnos$¢, zwlaszcza u ludzi mtodych 1 w $rednim wieku.
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Zawarto$s¢ kotyniny w moczu oraz wartos¢ stosunku stezen kotyniny do
kreatyniny sa rownocennymi i diagnostycznie uzytecznymi biomarkerami w
ocenie ekspozycji na dym tytoniowy.

Stgzenie homocysteiny w osoczu mozna uzna¢ takze za czuly biomarker w
ocenie narazenia na dym tytoniowy, poniewaz wzrost jej st¢zenia w osoczu jest
proporcjonalny do wielkos$ci ekspozycji.

Palenie tytoniu oraz bierne narazenie na dym tytoniowy ostabia barierg
antyoksydacyjna organizmu poprzez  niekorzystny wplyw na potencjat
redukcyjny buforu glutationowego we krwi (GSH/GSSG) oraz wzrost stgzenia
glutationu utlenionego w osoczu.

Palenie tytoniu oraz bierne narazenie na dym tytoniowy wptywaja niekorzystnie
na stgzenie kwasu S-metylotetrahydrofoliowego w osoczu.

Nie stwierdzono zalezno$ci pomigdzy narazeniem na dym tytoniowy a
stezeniem witaminy Be.

Osoby palace powinny dodatkowo suplementowa¢ kwas foliowy w celu
normalizacji osoczowych stezen homocysteiny 1 kwasu 5-

metylotetrahydrofoliowego.
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Palenie tytoniu jest niewatpliwie, jednym z najwazniejszych czynnikoéw
wplywajacych niekorzystnie na stan zdrowia. Wiele badan epidemiologicznych i
klinicznych potwierdza, ze palenie tytoniu oraz bierne narazenie na dym tytoniowy,
zwigksza ryzyko zachorowania na nowotwory, choroby uktadu krazenia, choroby ptuc i
wiele innych standw chorobowych, o charakterze ostrym i przewleklym. Stad z
paleniem tytoniu zwiazana jest przedwczesna umieralno$¢, zwtaszcza u ludzi mtodych i
w $rednim wieku. Wykazano takze, niekorzystny wptyw dymu tytoniowego na st¢zenia
antyoksydantow komodrkowych oraz na stgzenie proaterogennej homocysteiny,
uznanego czynnika ryzyka chordob sercowo-naczyniowych oraz naczyniowo-
mozgowych.

Celem pracy byla ocena ekspozycji na dym tytoniowy u osoéb palacych i
niepalacych oraz zbadanie wptywu palenia tytoniu, na osoczowe stezenia homocysteiny
1 kofaktoréw jej metabolicznych przemian, do nietoksycznych tioli: kwasu 5-
metylotetrahydrofoliowego oraz witaminy Bs. W pracy, badano takze aktywnos$¢
glutationowego buforu redoks we krwi i osoczu osob palacych, biernie narazonych i
niepalacych, aby potwierdzi¢ uposledzenie bariery antyoksydacyjnej ustroju, wywolane
przez dym tytoniowy. Stopien narazenia na dym tytoniowy badanych osob okreslano
poprzez st¢zenie kotyniny w moczu 1 stosunek stezen kotynina/kreatynina w moczu.

W doswiadczeniu uczestniczyto 134 ochotnikow (74 kobiety i 60 megzczyzn),
w przedziale wieckowym od 19 do 45 lat ($rednia wieku 24,4 + 2,2 lata). Na podstawie
wartos$ci stezen kotyniny w moczu badane osoby podzielono na grupe¢ niepalacych i nie
eksponowanych na dym tytoniowy (grupa kontrolna), biernie narazonych i1 grupg
czynnych palaczy. Za umowne wartosci graniczne st¢zenia kotyniny, odrdzniajace
osoby niepalace i nie eksponowane na dym tytoniowy, przyjeto warto$¢ ponizej 50 pg/l,
natomiast dla odroznienia biernych od czynnych palaczy przyj¢to wartos¢ <500 pg/l.

Stgzenie kreatyniny w moczu oznaczano metoda labolatoryjna, natomiast
stezenia pozostalych parametrow biochemicznych (kotyniny, homocysteiny, glutationu,
kwasu  S-metylotetrahydrofoliowego, = witaminy = Bs,  oznaczano  technika
wysokosprawnej chromatografii cieczowej.

Stwierdzono, ze stgzenie kotyniny w moczu oraz warto$¢ stosunku stgzen
kotynina/kreatynina sa ze soba zwiazane, na co wskazuje wysoki wspotczynnik
korelacji R-Spermanna (0,921). Wykazano znamiennie wyzsze st¢zenia kotyniny w

moczu, 0sob palacych i biernie narazonych na dym tytoniowy.
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Uzyskane wyniki oznaczen stgzenia homocysteiny, pozwalaja jednoznacznie
wnioskowa¢, ze palenie tytoniu wplywa na podwyzszenie jej stgzenie w osoczu. W
grupie 0sOb Dbiernie palacych, wspotczynnik korelacji pomigdzy stgzeniem
homocysteiny w osoczu i stopniem narazenia na dym tytoniowy, w postaci st¢zenia
kotyniny w moczu, ma warto$¢ przeci¢tna (r = 0,438). Z kolei u czynnych palaczy
stwierdzono znamiennie wyzsze st¢zenia homocysteiny w osoczu (p<0,001), przy
jednoczesnym wzroscie wspotczynnika korelacji (r = 0,817).

Udowodniono, Ze palenie tytoniu oraz bierne narazenie na dym tytoniowy,
ostabia barierg antyoksydacyjna organizmu, poprzez niekorzystny wptyw na potencjal
redukcyjny buforu glutationowego we krwi (GSH/GSSG) oraz wzrost stgzenia
glutationu utlenionego w osoczu.

Wykazano, ze palenie tytoniu wpltywa niekorzystnie na st¢zenie kwasu
5-metylotetrahydrofoliowego w osoczu. W grupach palaczy czynnych i biernych
stwierdzono znamienne (p<0,001) i mniejsze stezenia tego kwasu. Wspotczynniki
korelacji pomigdzy stgzeniem kwasu S-metylotetrahydrofoliowego a stopniem
narazenia na dym tytoniowy, wyrazonym poprzez st¢zenie kotyniny w moczu, miescity
si¢ w przedziale wartosci stabych, dla grupy biernie narazonych (r = -0,172) oraz
przecigtnych (r = -0,543), dla palaczy czynnych. Nie stwierdzono natomiast, zaleznos$ci
pomigdzy narazeniem na dym tytoniowy a st¢zeniem witaminy Be.

Uzyskane w pracy wyniki wskazuja, Zze oznaczanie st¢zenia kotyniny w moczu ,
takze przeliczanie na g wydalanej kreatyniny, sa roOwnocennymi i uzytecznymi
wskaznikami narazenia na dym tytoniowy. Stgzenie homocysteiny w osoczu mozna
uzna¢ takze za czuly biomarker w ocenie narazenia na dym tytoniowy, poniewaz wzrost
jej stezenia w osoczu jest proporcjonalny do wielkosci ekspozycji. Palenie tytoniu oraz
bierne narazenic na dym tytoniowy, wplywaja niekorzystnic na réwnowage
oksydoredukcyjna buforu glutationowego, ktory inaktywuje wolne rodniki, pochodzace
z dymu tytoniowego. Toksyczne dzialanie dymu tytoniowego wplywa takze

niekorzystnie, na osoczowe stezenia kwasu 5-metylotetrahydrofoliowego.
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ZALACZNIK

— WZOR ANKIETY WYPELNIANEJ PRZEZ UCZESTNIKOW BADANIA:

Katedra i Zaktad Toksykologii
Akademia Medyczna w Gdansku

Temat badan: Ekspozycja na dym tytoniowy a poziom homocysteiny i jej kofaktoréw we
krwi i moczu u osob palacych i niepalacych.

Ankieta numer..........cccccooenee.

1. Ple¢ zenska [ ] meska [ ]

2. Rok urodzenia........ccccovcvemeriinineennninnnnen

3. Wzrost ... (cm). 4. Masa ciala.........c.ccceueeenn. (kg).

5. Czy w Pana/Pani najblizszej rodzinie byly lub sa przypadki zachorowania na
nowotwory? .

[ ]tak [ ]nie
*prosze podac stopien POKreWieNAStWa.........ccccccerrmriiiiiiisssscssssnecerrr e s ss s sssssmnenennes

6. Czy jest Pan/Pani aktywny(a) fizycznie (np. bieganie, plywanie, jazda na rowerze,
energiczny spacer, gimnastyka, jazda konno)?

[ 1nie

[ ]1tak, od 20 do 60 min. 1 raz w tygodniu

[ ]1tak, od 20 do 60 min. 2 - 3 razy w tygodniu

[ ]tak, od 20 do 60 min. 4 - 6 razy w tygodniu

[ 1tak, od 20 do 60 min. codziennie

7.A. Czy przyjmuje Pan/Pani preparaty zawierajace witaminy z grupy B i/lub sole
mineralne .

. [ ]tak [ ]nie

prosze o podanie NAzZWY PreParatu..........ccccerriiniisrnriinisssrsssss s ssssans

7.B. Z jaka czestotliwoscig przyjmuje Pan/Pani suplementy diety lub preparaty
farmaceutyczne:
[ ]codziennie [ ] okresowo [ 1w okresie rekonwalescencji

8. Czy pali Pan/Pani papierosy?
[ ]tak [ ]nie [ ] nie, ale palitem(am)

9. Czy przebywa Pan/Pani w otoczeniu osob palacych?
[ ]tak, prosze podac¢ ile czasu dziennie...................... [ ]nie

Czes¢ dla os6b czynnie palacych papierosy:

8.C. O jakiej porze zapala Pan/Pani pierwszego papierosa:

[ ]do 30 min. po przebudzeniu si¢

[ ]od 30 do 60 min. po przebudzeniu si¢

[ 1pozniej niz godzine, ale nie dtuzej niz 6 godz. po przebudzeniu sie
[ 1pale najwczesniej po 6 godzinach po przebudzeniu sie
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Czesé dotyczaca sposobu zywienia (dla palacych i niepalacych)

9. Czy stosuje Pan/Pani specjalny rodzaj diety
[ 1tak [ 1nie
prosze podac rodzaj stosowanej diety..........ccccvveemrrmririiiiiiiisssssssec e

10. lle dziennie spozywa Pan/Pani positkow:
[ 1dwa [ 1trzy [ ]cztery [ 1piec

11.A. Czy dojada Pan/Pani pomigedzy positkami? X
[ ]1tak [ 1nie [ ]czasami

11.B. Jaki jest to rodzaj produktow?

[ ]stodycze [ ]owoce [ 1kanapki
12. Jaka jest w przyblizeniu czestotliwo$¢ spozywania wybranych grup produktéow
spozywczych

Produkty 1raz 2 razy Rzadziej niz1 |1 raz 2 — 3 razy nigdy
spozywcze dziennie | dziennie |raz w tygodniu | w tygodniu | w tygodniu

Produkty
zbozowe

Produkty
mleczne

Mieso

Ryby

Warzywa,
owoce surowe

Warzywa,
owoce
przetworzone

Herbata

Kawa

Napoje
| gazowane

Napoje
alkoholowe

13. Czy dodatkowo soli Pan/Pani potrawy?
[ ]tak, zawsze [ ]czasami, niektére [ ]nie

14. Czym stodzi Pan/Pani napoje?
[ 1cukier [ ] midéd naturalny [ ]stodziki [ 1nie stodze

15. Jak ocenia Pan/Pani wlasny sposéb zywienia?
[ ]racjonalny [ ]jednostronny [ ]zréznicowany

16. Z jaka czestotliwoscia wykonuje Pan/Pani badania lekarskie:

Badanie Raz w roku Kilka razy w Raz na kilka lat | Nie pamietam
lekarskie roku kiedy

Pomiar cis$nienia
tetniczego krwi

Badanie
poziomu glukozy
we krwi

Badanie
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poziomu
cholesterolu we
krwi

Badanie ogélne
moczu

17. Czy zna Pan/Pani stezenie catkowitego cholesterolu we krwi:
[ ]tak [ 1nie
* Prosze podac WartoSC.........cceeceerrerrrrnmrrrrssssnrersssssnrreeesssnreressses mg/dl

18. Czy zna Pan/Pani swoja grupe krwi?
[ ]tak [ ]nie
*Prosze POdag........ccciriiiniinririinier s ——————

DZIEKUJEMY ZA WYPELNIENIE ANKIETY
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