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Wykaz zastosowanych w tekscie skrotow i symboli:

MLS - maximum life span - maksymalne trwanie zycia
WRT - wolne rodniki tlenowe

RFT - reaktywne formy tlenu

O; - rodnik ponadtlenkowy

H.0; - nadtlenek wodoru

‘OH - rodnik wodorotlenowy

'0, - tien singletowy

mtDNA - mitochondrialny kwas dezoksyrybonukleinowy
8-OH-dG - 8-hydroksy-2'deoksyguanozyna

GSH - glutation w formie zredukowane;j

GSSG - glutation w formie utlenionej (disulfid glutationu)

Cu,Zn-SOD - miedziowo-cynkowa dysmutaza ponadtlenkowa

Mn-SOD - mangano-zalezna dysmutaza ponadtlenkowa

EC-SOD - dysmutaza ponadtlenkowa przestrzeni pozakomérkowej
Cat- katalaza

GSH-Px - peroksydaza glutatinowa

GSH-PHGPXx - peroksydaza glutatinowa wodorotlenkéw fosfolipidéw

Se - selen
Fe- zelazo
Cu- miedz
Zn - cynk



1. WSTEP

1.1. Proces starzenia w Swietle teorii wolnorodnikowej.

Starzenie si¢ cztowieka jest procesem fizjologicznym, chociaz patrzac na jego
nastgpstwa bardziej odpowiednim wydaje si¢ okreslenie proces fizjo-patologiczny.
Polega on bowiem na stopniowo postepujacej akumulacji w komorkach, tkankach i
narzadach charakterystycznych zmian strukturalnych, ktore powoduja zaburzenia
czynnodci 1 przyczyniaja si¢ do upo$ledzenia zdolnosci adaptacyjnych, zwiekszonej
podatnosci na choroby i wzrastajacego prawdopodobienstwa $mierci [47,50,56,151].

Starzenie w $wiecie ozywionym cechuje si¢, miedzy innymi, znacznym
zréznicowaniem  gatunkowym, osobniczym, a nawet ukladowym. Czynniki
warunkujace zapoczatkowanie i1 dynamike starzenia pozostaja od lat przedmiotem
dociekan naukowych, cho¢ ogoélnie przyjmuje si¢, iz rozwoj tzw. "zmian starczych”
nalezy faczy¢ zardwno z zapisem genetycznym jak i warunkami srodowiskowymi. Za
istnieniem programu genetycznego, warunkujacego tzw. “wewnetrzny proces starzenia”
(intrinsic aging) [57] przemawia fakt, ze staro$¢ nadchodzi zawsze, nawet w
optymalnych warunkach zyciowych, bez wspotudziatu choréb, a osobnicy tego samego
gatunku charakteryzuja si¢ jednakowym tzw. maksymalnym trwaniem zycia (maximum
life span - MLS) [47,50].

Proces starzenia obejmuje calo$¢ organizmu - od poziomu molekularego do
poszczegolnych ukladow, lecz do dnia dzisiejszego brak nam podstawowej wiedzy o
czynnikach inicjujacych starzenie i sterujacych jego przebiegiem. Liczne tzw. teorie
starzenia interpretuja co prawda wiele z odkrytych mechanizmow tego zjawiska, ale
zadna z dotychczasowych hipotez nie dotarta do istoty przyczyny sprawczej 1 nie
zostala powszechnie zaakceptowana [47,50,56,57, 60,175,197].

Teorie starzenia dzieli sie na dwie zasadnicze grupy [175]. Teorie stochastyczne
stwierdzaja, ze starzenie si¢ jest uwarunkowane wieloma zjawiskami o charakterze

zewnetrznym i przypisuja zasadnicza role zmiennym lub stalym, ale o zmiennym
-4 -



nasileniu, a nawet przypadkowym oddziatywaniom otoczenia. Zgodnie z teoriami
niestochastycznymi  wszystkie elementy procesu starzenia sa genetycznie
uwarunkowane. Teorie te zakladaja, Ze starzenie, podobnie jak roznicowanie i rozwdj,
Jako skfadowa czg$¢ ontogenezy jest zaprogramowane w kodzie genetycznym, a kolejne
etapy wdrazane sa w okreslonej kolejnosci poprzez aktywacje lub hamowanie
odpowiednich genéw [197].

W $wietle réznych, dopelniajacych si¢ czgsciowo teorii, rodzi si¢ jednak kolejne
pytanie - czy obserwowane zmiany s3 bezposrednia przyczyna starzenia, czy tez
istotnego stymulatora tego procesu nie nalezy poszukiwaé na jeszcze bardziej
podstawowym, uniwersalnym dla catego §wiata ozywionego poziomie?

Atrakcyjna pod tym wzgledem propozycja jest wolnorodnikowa teoria Denhama
Harmana, uwzgledniajaca zaréwno metabolizm, ktéry przez J.Sniadeckiego uznany
zostal za gltéwny atrybut bytu materii ozywionej jak i wplywy srodowiskowe oraz
genetyczne zaprogramowanie zmiennosci 1 rozwoju istot zywych [55]. Starzenie,
wedhug D.Harmana, jest rezultatem gromadzenia w komoérkach (a powodowanych przez
wolne rodniki tlenowe) szkodliwych defektow na poziomie molekularnym: uszkodzen
DNA, denaturacji bialek, czy peroksydacji lipidow, ktore prowadza do zaburzen
czynnosciowych 1 do zmian zwyrodnieniowych oraz do stopniowego obumierania
komorek [56,57,195]. Wazrastajaca po 1956r. liczba dowodoéw udzialu wolnych
rodnikow w wywolywaniu réznych uszkodzen molekulamych oraz w patogenezie
chorob towarzyszacych starosci (zaéma, miazdzyca, zwyrodnienie stawowe, powikltania
naczyniowe w cukrzycy, zaburzenia immunologiczne, nowotwory, choroba Parkinsona
oraz choroba Alzheimera) sprawia, ze ich rola w fizjo-patologicznych zmianach

starczych budzi powazne zainteresowanie [9,29, 53,54,70,146].

1.2. Wolne rodniki tlenowe - ich zrodta i efekty dziatania.

Wolne rodniki sq to atomy, grupy atomow lub czasteczki zdolne do

samodzielnego istnienia, posiadajace jeden lub wigcej niesparowanych elektronow.
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Obecno$¢ takiego elektronu decyduje o duzej reaktywnosci, a przez to o krotkim czasie
przetrwania rodnika [9,54,70]. W procesach starzenia najwazniejsza role odgrywaé
majga wolne rodniki tlenowe (WRT), powstajace w wyniku stopniowej,
Jednoelektronowej redukcji tlenu. W wyniku przylaczenia 1 elektronu do czasteczki
tlenu powstaje rodnik ponadtlenkowy (02;), ktory przylaczajac kolejny elektron, w
obecnosdci protonow, tworzy nadtlenek wodoru (H,O,). Dalsza redukcja nadtlenku
wodoru jest Zrédlem najbardziej reaktywnego rodnika wodorotlenowego (‘OH)
[11,45,50,53,102,167]. Tylko O, i 'OH sa, zgodnie z definicja, wolnymi rodnikami, ale
ze wzgledu na stosunkowo duza reaktywnos¢ nadtlenek wodoru i powstajacy rowniez w
ustroju tlen singletowy 'O, obejmowane sa razem z poprzednimi nazwa reaktywne
formy tlenu (RFT) [11]. Moga one powstawa¢ pod wplywem dzialania czynnikow
zewngetrznych jak promieniowanie jonizujace 1 promieniowanie nadfioletowe,
ultradzwigki, pod wplywem niektorych lekow (hydralazyna, izoniazyd, gentamycyna,
cefalorydyna, paracetamol, chloramfenikol, nitrofurazon, sulfasalazyna, menadion,
mitomycyna C, adriamycyna), palenia tytoniu, ale co najistotniejsze, wytwarzane sa w
toku prawidlowego metabolizmu, a giéwnym ich Zzrédlem w organizmach jest
mitochondrialny fancuch oddechowy [5,9,11,45,53,70,102]. Reaktywne formy tlenu
reagujac ze zwiazkami wchodzacymi w skiad struktur komérkowych powoduja ich
uszkodzenia. Szczegdlnie wazne dla funkcji komorek sg reakcje wolnych rodnikow z
kwasami nukleinowymi, biatkami i lipidami, ktére sa przyczyna mutacji, denaturacji
bialek, inaktywacji enzymoéw 1 peroksydacji lipidow [11,15,17,20,36,46,48,53,70,80,
104,164,167].

Juz na poczatku naszego stulecia Rubner [wg 11,110] zwrécit uwage, ze
maksymalny czas trwania zycia gatunku jest odwrotnie proporcjonalny do tempa
przemiany materii, a wigc do ilosci zuzywanego tlenu. Gatunki krétkozyjace jak
insekty, gryzonie, charakteryzuja si¢ szybkim tempem metabolizimu, co wiaze si¢ z
duzym zuzyciem tlenu w przeliczeniu na jednostkg¢ masy ciata i stwarza potencjalne
warunki do wytwarzania znacznych ilosci wolnych rodnikéw [6,33,160]. Obserwacje

Rubnera potwierdzono  wspolcze$nie. Maksymalny czas zycia  zwierzat
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doswiadczalnych (muszka owocowa, domowa, chomiki) hodowanych w najnizszych
tolerowanych przez nie temperaturach wydtuzal si¢ istotnie, najpewniej na drodze
zwolnienia metabolizmu i zmniejszenia zuzycia tlenu [39,91,106]. Stwierdzono w tych
samych warunkach nizsze stgzenia wydychanych alkandw, metabolitdbw powstajacych
podczas peroksydacji lipidow. Podobnie MLS zwierzat pozbawionych mozliwosci
swobodnego poruszania si¢, wydatkujacych przez to mniej energii i zuzywajacych
mniej tlenu ulegal wydhuzeniu prawie dwukrotnie [160].

Opisane przez wielu autoréow biologiczne skutki dziatania wolnych rodnikow

zdajq si¢ rowniez potwierdza¢ ich udziat w wywotywaniu zmian starczych.

1.2.1. Reaktywne formy tlenu a mitochondrialny DNA.

Najistotniejszq role w inicjowaniu starzenia przypisuje si¢ uszkodzeniom DNA
mitochondrialnego (mtDNA) [41,87,107], ktory w obrgbie tej samej ultrastruktury
znajduje si¢ w bezposrednim sasiedztwie tancucha oddechowego - gléwnego miejsca
wykorzystania tlenu 1 wytwarzania reaktywnych form tlenu w komorce, a
pozbawionego jednoczesnie mechanizméw ochronnych 1 zdolnodci naprawy. Dlatego w
mitochondrialnym DNA mutacje wystepuja 10-16 razy czgéciej niz w DNA jadrowym,
obok rowniez rozpowszechnionych pegknig¢ lub delecji fragmentéw nici genomu
[11,5'9,87,138]. Wystepowanie licznych ubytkéw mtDNA w miocytach serca, migs$ni
szkieletowych 1 komorkach mézgu ludzi w wieku podesztym w badaniach Arnheima i
Cortopassi'ego [7] oraz Hayakawy [59] korelowaly z narastajacym wraz z wiekiem
stezeniem 8-hydroksy-2'deoksyguanozyny (8-OH-dG), produktu reakcji reaktywnych
form tlenu z DNA. Ilo$¢ oksydatywnych uszkodzen DNA, mierzonych stgzeniem 8-
OH-dG, jest znacznie wigksza u gatunkow ssakoéw charakteryzujacych si¢ krotkim
czasem trwania Zycia 1 wysokim tempem przemiany materii (np. szczury), niz u
gatunkéw, u ktorych tempo przemiany materii jest wolniejsze, a maksymalny czas
trwania zycia dhugi, co sugeruje wplyw dzialania wolnych rodnikéw tlenowych [6].
Stezenie wydalanego z moczem metabolitu wzrasta nie tylko w warunkach
zwiekszonego narazenia na dzialanie prooksydantow, ale rowniez przy niedoborze

niektorych antyoksydantéw, np. w stanach niedoboru glutationu w watrobie [6].
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Na skutek nagromadzenia uszkodzen mtDNA zmniejsza si¢ aktywnosé¢ kodowanych
przez niego enzymow lancucha oddechowego, a co za tym idzie uposledzona zostaje
zdolno$¢ syntezy ATP, koniecznego nie tylko do utrzymania podstawowych funkcji
zyciowych, ale 1 do wyspecjalizowanych funkcji komorki oraz podziatow
mitochondridw [26,59,176]. Postepujaca z czasem akumulacja komorek o mniejszej
losci czynnych mitochondriéw jest przyczyna komorkowego deficytu ATP, a ten
niedobdér ma by¢ kluczowym czynnikiem procesu starzenia [7,41,59,107]. Poparciem
hipotezy o roli ubytkéw mtDNA w postgpujacych narzadowych zmianach
degeneracyjnych towarzyszacych starzeniu moze by¢ fakt znalezienia analogicznych,
ale znacznie czestszych (0,1% vs 60%) delecji mtDNA w chorobach degeneracyjnych
migsni (choroba Keamns-Sayre) [7]. Rowniez Massie [99] obserwowal zmniejszenie
wraz z wiekiem ilosci mtDNA u Drosophila melanogaster, a Miquel 1 wsp. malejaca

liczbe mitochondriow w postmitotycznych komorkach ludzi 1 zwierzat [107].

1.2.2. Reaktywne formy tlenu a biatka.

Stadtman powigzal dziatanie reaktywnych form tlenu ze zwigkszeniem ilosci
utlenionych, nieaktywnych biatek, ktorych zawartos¢ moze sigga¢ 40% puli biatkowej
komorek, uposledzajac ich funkeje fizjologiczne [164]. Zalezno$¢ pomigdzy wiekiem a
zawartoscia utlenionych bialek potwierdzili w swoich pracach Oliver [119], Starke-
Reed [166] 1 Camey [22]. Badania Olivera wykazaly ponadto utrate aktywnosci
wigkszosci badanych przez niego enzymoéw poddanych dziataniu wolnych rodnikéw, co
jest zgodne z obserwacjami Stadtmana, wedtug ktorego aktywnos¢ enzymow obniza sie
wraz z wiekiem do ok. 40-50% [165].

Potwierdzeniem udzialu wolnorodnikowej modyfikacji bialek w procesie starzenia
moze by¢ stwierdzenie wyzszej zawartosci utlenionych biatek w komorkach osob z
zespolami przedwczesnego starzenia - progeria 1 Zespolem Wernera, w poréwnaniu z
komorkami zdrowych ludzi w tym samym wieku. 1los¢ grup karbonylowych (C=0),
bedacych miernikiem utlenienia bialek, w fibroblastach pacjentdéw z zespolami
przedwczesnego starzenia odpowiada ich zawartosci w fibroblastach zdrowych 80-

latkow [164].



Camey przyjmuje zwiazek przyczynowy pomigdzy dziataniem wolnych rodnikéw
tlenowych 1 gromadzeniem utlenionych bialek a uposledzeniem pamieci $wiezej -
typowym zaburzeniem os$rodkowego ukladu nerwowego w wieku podesziym [22].
Dwutygodniowe  podawanie substancji wiazacej wolne rodniki ~ (N-tert-
butylalfaphenylnitrone-PBN) powodowalo nie tylko zmniejszenie ilosci utlenionych
bialek do wartosci poréwnywalnych z osobnikami miodymi, ale tez jednoczesna
poprawe funkcji mozgu badanych zwierzat.

1.2.3. Reaktywne formy tlenu a lipidy.

U osobnikéw starych stwierdza si¢ wyzsze stezenia nadtlenkow lipidow,
dwualdehydu malonowego 1 pentanu, $wiadczacych o wigkszej intensywnosci procesu
peroksydacji lipidéw [17,30,31,66,116,135,160]. Sohal i wsp. twierdza, ze ilo$¢
wydychanego pentanu jest funkcja wieku. Wzrost jego stgzenia w powietrzu
wydychanym lacnﬁe ze wzrastajaca wraz z wiekiem wartoscia ilorazu utlenionej formy
glutationu do jego formy zredukowanej (GSSG/GSH), $wiadczy¢é ma o zwigkszonym
natezeniu stresu oksydacyjnego w okresie staroéci [160].

Na rol¢ reaktywnych form tlenu i peroksydacji lipidow w starzeniu si¢ organizmu
wskazuje gromadzenie lipofuscyny zwanej barwnikiem starosci. Powstaje ona w
wyniku reakcji grup aminowych bialek, aminokwaséw oraz kwaséw nukleinowych z
wolnymi rodnikami tlenowymi i aldehydami pochodzacymi z peroksydacji lipidow,
takze w wyniku polimeryzacji aldehydowych produktow utleniania kwasow
thuszczowych [11,17]. Wedlug Miquela lipofuscyna pochodzi z degenerujacych pod
wplywem dzialania reaktywnych form tlenu mitochondriéw i jej gromadzenie ma
miejsce przede wszystkim w wyspecjalizowanych komorkach postmitotycznych [107].
Sohal 1 Thaw wykazali, ze gromadzenie lipofuscyny zwigksza si¢ wraz ze wzrostem
stezenia tlenu w otaczajacej atmosferze [wg 48,157], wskazujac, ze przyczyna tego
zjawiska moze by¢ stres oksydacyjny, rozumiany jako zaburzenie réwnowagi
prooksydacyjno - antyoksydacyjnej, prowédzqce do podwyzszenia stacjonarnych stezen
reaktywnych form tlenu [9,11,48]. Potwierdzeniem udzialu wolnych rodnikow

tlenowych w powstawaniu i1 gromadzeniu starczego barwnika jest tez fakt nasilenia tych
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procesow przy karmieniu zwierzat dietq uboga w Vit.E oraz ich redukcja przy wysokie;
zawartosci Vit.E w paszy [17)].

Reaktywne formy tlenu odpowiedzialne sa za widoczne efekty starzenia si¢ skory
poddanej dziataniu promieniowania ultrafioletowego, ktore wyzwala reakcje
wolnorodnikowe. Skéra czeéci ciala narazonych na dziatanie promieni stonecznych
zawiera wiecej nadtlenkéw lipidow i produktow ich peroksydacji niz skora czgsei

ostonietych [38,172].

1.3. Antyoksydacyjne mechanizmy obronne.

1.3.1. Rodzaje obrony.

Ze wzgledu na ogromne zagrozenie, jakie wolne rodniki tlenowe stanowia dla
struktury i funkcji komoérek, organizmy tlenowe wyksztalcity w toku ewolucji sprawne
mechanizmy obronne, ktére nie dopuszczaja do wytwarzania 1 do utrzymywania zbyt
duzych stezen reaktywnych form tlenu. O wadze przeciwdziatania wptywom wolnych
rodnikéw $wiadczy wytworzenie 3-stopniowe)j obrony, na ktora sktadaja si¢ [11]:

I Zdolno$¢ rozkladania RFT i blokowanie ich reakcji ze zwiazkami biologicznymi.

II°  Mozliwo$¢ przerywania juz zapoczatkowanych lancuchowych reakcji
wolnorodnikowych.

IMI° Naprawa lub usuwanie powstatych pod wptywem RFT uszkodzen biomoleku.

Ad I Pierwsze zadanie zapewniaja tzw. antyoksydanty prewentywne, do ktorych wg

Bartosza i Van Acker'a zalicza sie:

1. Enzymy antyoksydacyjne:

a) dysmutazy ponadtlenkowe katalizujace reakcje dysmutacji rodnika
ponadtlenkowego,

b) katalazy unieczynniajace nadtlenek wodoru,

c) peroksydazy glutationowe, podobnie jak katalazy rozkladajace nadtlenek

wodoru [11,180].
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2. Biatka wiazace jony Zelaza 1 miedzi, przez co zapobiegajg powstawaniu
rodnika wodorotlenowego na drodze reakcji Fentona:

a) biatka wiazace zaroéwno jony Zelaza jak i1 zwiazki, ktore moga by¢ jego
potencjalnymi  zrédlami:  transferryna, laktoferryna,  ferrytyna,
hemosyderyna, haptoglobina, hemopeksyna [11,51,149],

b) biatka wiazace jony miedzi: ceruloplazmina, albumina, metalotioneina
[11,17, 86].

3. Antyoksydanty niskoczasteczkowe: glutation, kwas askorbinowy (Vit.C),
aminokwasy siarkowe, koncowe produkty metabolizmu np. bilirubina, kwas

moczowy, kreatynina [11,17,44,104,143,144,152].

Ad I Lancuchowa reakcj¢ wolnorodnikowa przerywaé moga antyoksydanty
interwentywne [11,180].
Glownymi przedstawicielami tej drugiej linii obrony sa:
L. Zredukowany koenzym Q (ubihydrochinon),
2. Tokoferole, gtownie tokoferol o, ktéry stanowi 88% osoczowej puli VitE
[152,169,177,180].
3. Vit.A 1 bedace jej prekursorami karotenoidy, ktore moga dziata¢, podobnie jak

Vit.E, rowniez w pierwszej linii obrony [152,177].

Ad TII Trzecia lini¢ obrony stanowi aparat naprawczy uszkodzonych przez wolne
rodniki czasteczek. Naleza do niej:
1. Enzymy naprawiajace lub eliminujace uszkodzenia DNA:
a) glikozylazy odszczepiajace uszkodzone zasady,
b) endonukleazy umozliwiajace wycigcie uszkodzonego fragmentu genomu,
c) ligazy laczace peknigte nici helisy oraz
d) polimerazy odtwarzajace usunigte fragmenty DNA na podstawie
informacji zawartej w nici komplementarnej [11].

2. Za inne zabezpieczenia przed skutkami wolnorodnikowych uszkodzen uznaje

sie:
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a) nadwyzke informacji genetycznej w postaci jej wielokrotnego
powtodrzenia (redundancja),
b) obecno$¢ fragmentéw niekodujacych oraz

c) ostonowe potaczenia z biatkami [41, 87].

Uposledzenie lub wyczerpanie zdolno$ci naprawczych powoduje, ze wraz z uplywem
czasu uszkodzenia DNA kumuluja si¢ w komorce.

Pierwsza a zarazem gléwna lini¢ obrony antyoksydacyjnej tworza jednak
wspomniane powyzej (I-1.) enzymy: dysmutazy ponadtlenkowe, unieczynniajace
rodnik ponadtlenkowy oraz katalaza i peroksydazy glutationowe rozkladajace nadtlenki,
w tym rowniez nadtlenek wodoru bedacy w znaczacej czgsci produktem uprzedniego

zadziatania dysmutaz.

1.3.2. Dysmutazy ponadtlenkowe (SOD).
Czlowiek dysponuje trzema réznymi 1 réznie zlokalizowanymi dysmutazami

[25,58,77]. Sa to:

L. Miedziowo-cynkowa dysmutaza ponadtlenkowa (Cu,Zn-SOD), obecna w
cytoplazmie i przestrzeni migdzyblonowej mitochondriéw [101].

2. Miedziowo-cynkowa dysmutaza ponadtlenkowa (EC-SOD) wystepujaca w
przestrzeni pozakomorkowej [97] oraz

3. Mangano-zalezna dysmutaza (Mn-SOD) - dzialajaca w macierzy mitochondriéw
[188].

Dysmutazy ponadtlenkowe katalizuja reakcj¢ dysmutacji rodnika ponadtlenkowego
(05), ktora w obecnosci enzymu przebiega 10° razy szybciej niz reakcja spontaniczna
[45]. W wyniku reakcji dysmutacji z dwoch czasteczek O, z udzialem protondw,

powstaje nadtlenek wodoru 1 tlen [9,25,45].



O szybkosci katalizowanej przez SOD reakcji decydiye tempo dotarc1a substratu
do aktywnego centrum enzymu zawierajacego Cu’" oraz Zn**. Cytoplazmatyczna
Cu,Zn-SOD zawieraja wszystkie komorki organizmu, najobficiej wystepuje w
wykazujacych duze tempo metabolizmu hepatocytach. Enzym ten charakteryzuje sig
dos¢ znaczna stabilnoscia 1 opornoscia na dziatanie temperatury, proteaz 1 zmiany pH.
Utrzymanie stabilno$ci enzymu przypisuje si¢ obecnym w centrum aktywnym jonom
cynku [45], podczas gdy jony miedzi (lub manganu) dzigki zdolno$ci do zmiany stopnia

utlenienia, biora udziat w unieczynnianiu 05, ulegajac pod wptywem jednej jego
czasteczki utlenieniu, a pod wptywem kolejnej redukeji [25, 45, 101].

Majace nieco inna budowe dysmutazy: pozakomérkowa (EC-SOD) oraz
mitochondrialna (z Mn zamiast Cu i Zn) wypelniaja podobne zadania.

1.3.3. Katalaza (Cat).

W ciagu 1 sekundy czasteczka katalazy zdolna jest do rozlozenia ok. 200 tys.
czasteczek H,O, zgodnie z reakcja [11,25]:

est ona hemopro ematlv'vzv“vys épujqca
cytoplazmie jako typowa (Cat T), oraz w peroksysomach - jako atypowa (Cat A) [17,
58,86]. Zbudowana jest z 4 podjednostek, z ktorych kazda zawiera grupe hemowa z

Fe’'.

1.3.4. Peroksydaza glutationowa (GSH-Px).

Jest obok katalazy drugim enzymem unieczynniajacym nadtlenek wodoru.
Katalizuyje rozklad H,O, przy jego niskich stezeniach [86,125]. Peroksydaza
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glutationowa dziata réwniez na wodoronadtlenki lipidowe redukujac je do alkoholi [25].
W reakcjach katalizowanych przez GSH-Px donorem elektronu jest glutation (GSH), a
warunkiem prawidlowego funkcjonowania tego ukladu jest mozliwos¢ powrotu
glutationu do formy zredukowanej dzigki reakcji katalizowanej przez reduktaze
glutationowa [11,17,25].

Niedobdr GSH lub koniecznego do jego odzyskania NADPH moze ograniczaé

wydolnos¢ systemu, czego wyrazem jest gromadzenie GSSG [144]. Zrédtem NADPH
jest cykl pentozowy przemiany glukozy, ktérego kluczowym enzymem jest
dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa [167].

Czasteczka GSH-Px zawiera selenocysteing, ktdérej obecno$¢ w centrum
aktywnym enzymu umozliwia dwuelektronowe utlenianie glutationu [11,125]. Opisano
dwie formy peroksydazy glutationowej: wewnatrzkomoérkowa i1 osoczowa. Prawie 2/3
aktywnosci GSH-Px dzialajacej wewnatrz komorek przypada na cytoplazme, pozostata
1/3 stwierdzana jest w mitochondriach, brak jej natomiast w peroksysomach [25]. Druga
forma selenozaleznej peroksydazy glutationowej jest enzym wystepujacy w o0soczu
krwi. Ta posta¢ enzymu jest glikoproteing [58], a glownym zrodiem jego syntezy sa
komorki cewek proksymalnych nerek [8]. W 1982r. odkryta zostala trzecia forma, a
mianowicie peroksydaza glutationowa wodoronadtlenkow fosfolipidow (GSH-PHGPx),

rozkladajaca nadtlenki zwiazane z fosfolipidami blon komoérkowych [173,178].
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Aktywno$¢ peroksydaz glutationowych zalezy od dostepnosci selenu i moze stuzyc¢ jako
wskaznik zaopatrzenia organizmu w selen [25,96,181]. Wykazano rowniez zwiazek
pomigdzy aktywnosciq GSH-Px a zaopatrzeniem ustroju w miedz i zelazo [24,
65,92,118,134,142].

1.4. Metale jako prooksydanty i antyoksydanty.

Sprawnos¢ opisanej dotychczas pierwszej linii obrony przed szkodliwosciami
wolnych rodnikow tlenowych zalezy od obecnosci metali jako koenzymow w
os$rodkach aktywnosci enzymatycznej. Do pierwiastkow tych naleza selen, Zzelazo,
miedz i cynk.

Selen (Se) jest mikroelementem, ktorego ilos¢ w organizmie zalezy od jego
zawartosci w glebie, skad czerpia go roSliny, a wraz z nimi spozywany jest przez
zwierzeta 1 ludzi. Od lat 30-tych naszego stulecia znana byla toksycznos¢ selenu przy
nadmiemej na niego ekspozycji, ale wraz z identyfikacja najpierw w 1973r.
selenozaleznej peroksydazy glutationowe; [42], a w 1982r. peroksydazy
wodoronadtlenkéw  fosfolipidow [178] poznano niezwykle wazna funkcje
antyoksydacyjna selenu. O niezbgdnej roli selenu w ustroju czlowieka $wiadczy
wystepowanie szeregu patologii w stanach jego niedoboru. Niskim stgzeniom Se w
osoczu (<25 pg/l) towarzyszy mtodziencza kardiomiopatia zwana chorobg Keshan oraz
osteoartropatia - choroba Kashin-Beck, obie wystepuja endemicznie w Chinach 1 we
wschodniej Syberii, na terenach o bardzo malej zawartosci selenu w glebie [124,189].
Badania epidemiologiczne wskazuja takze na zwigkszong zapadalnos¢ wsrod ludzi z
niedoborami selenu na nowotwory, szczegdlnie przewodu pokarmowego oraz chorobe
niedokrwienna serca [124,148,163,186].

Przyjetym wskaznikiem zaopatrzenia organizmu w selen jest jego stezenie w
osoczu. Zmienia si¢ ono juz w 1-3 tygodnie od zmniejszenia lub zwigkszenia dowozu
selenu w diecie, nadaje si¢ wigc do oceny "krdtkoterminowego statusu selenowego”
[96,113,181]. Innym wskaznikiem moze by¢ stezenie selenu w krwinkach czerwonych
lub ptytkach krwi. W erytrocytach selen zwigzany jest z hemoglobina. a takze (ok.12-

15%) stanowi skladowa peroksydazy glutationowej krwinek czerwonych [181].

-15-



Stezenie selenu w erytrocytach jest bardziej stabilne, co wiaze si¢ ze stosunkowo
dlugim czasem ich zycia. "Diugoterminowy status selenowy” organizmu okresla
zawarto$¢ Se w paznokciach i we wlosach, cho¢ ten ostatni pomiar wg Salbe i
Levandera nie zawsze koreluje z zawartoscia tego pierwiastka w innych narzadach
[147]. Zaopatrzenie w selen determinuje aktywno$¢ peroksydazy glutationowej. Na
ogol wykazywano zalezno$¢ pomiedzy stgzeniem selenu w osoczu, a aktywnoscia
osoczowej GSH-Px [12,113,150,156,181,194]. Wedtug niektorych autoréw rowniez
aktywnos¢ enzymu erytrocytarnego koreluje ze stgzeniem Se w pelnej krwi [12], w
osoczu [127] 1 w krwinkach czerwonych [113,136], cho¢ wzrost aktywnosci zaréwno
osoczowej jak 1 erytrocytamnej GSH-Px obserwowano tylko do pewnej progowe;j
wartoscl stezenia selenu w osoczu 1 krwinkach, powyzej ktorego badana aktywnos¢ juz
nie wzrasta [12,113,155,181].

Zelazo, miedz i cynk naleza do metali ziem przejSciowych. W mechanizmach
rownowagi prooksydacyjno - antyoksydacyjnej ustroju pelnia role dwojaka. Jako
sktadniki enzyméw antyoksydacyjnych naleza do ukladu antyoksydantow. Z drugiej
jednak strony jony tych metali wyst¢puja na réznych stopniach utlenienia, a to oznacza,
ze moga takze bra¢ udzial w reakcjach prowadzacych do powstawania wolnych

rodnikow w charakterze prooksydantow [104]. Najwazniejsza jest reakcja Fentona:

Wyjatkiem w tej grupie metali jest cynk, ktory zawsze wystepuje na drugim stopniu
utlenienia.

Zelazo (Fe) jest niezbednym i najobficiej wystepujacym w ustroju metalem
przejsciowym. Wchodzi ono w skiad hemoglobiny, mioglobiny, cytochroméw oraz
wielu enzymow, migdzy innymi katalazy rozkladajacej nadtlenek wodoru [51]. Poza
istotna rola fizjologiczna, jony zelaza, mogac zmienia¢ stopien utlenienia, uczestnicza w
generowaniu najbardziej toksycznego rodnika wodorotlenowego na drodze

wspominanej juz reakcji Fentona [11,50,52].
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Najpewniej dlatego ustroj broni si¢ przed wystgpowaniem wolnych jonéw zelaza przez
wyksztalcenie szeregu bialek wiazacych zelazo i jego potencjalne zrodta.

Utrzymuje si¢ poglad, iz w starosci stezenie zelaza w surowicy jest obnizone, cho¢ nie
wyjasniono, czy jest to zmiana fizjologiczna, czy wynika z zaburzen czynnosci
przewodu pokarmowego [72].

Miedz (Cu), podobnie jak zelazo, jest pierwiastkiem niezbgdnym dla cztowieka
jako skladnik wielu enzymoéw: oksydazy cytochromowej, oksydazy lizynowej, beta-
hydroksylazy dopaminowej oraz dysmutazy ponadtlenkowej dezaktywujacej rodnik
ponadtlenkowy. Jony miedzi, ktore podobnie jak jony zelaza moga katalizowac reakcje
powstawania wolnych rodnikéw [83] zwiazane sa w osoczu gléwnie z ceruloplazmina.
Biatko to wiaze ponad 90% miedzi osocza, a takze wykazuje staba aktywnosé
dysmutazy [11,17] i aktywnosé ferrooksydazy utleniajac jony zelazawe (Fe*") do mniej
aktywnych jonéw zelazowych (Fe*) [51,149]. Pozostala cze$¢ jondw miedzi zwiazana
jest z albuminami 1 aminokwasami, ktére réwniez wykazuja aktywnos$¢ dysmutacyjna
[162]. W erytrocytach 60% zawartej w nich miedzi zwigzane jest z dysmutaza
ponadtlenkowa [117].

Cynk (Zn) jest skladnikiem dysmutazy ponadtlenkowej, a takze polimerazy

RNA, anhydrazy weglanowe;j, fosfatazy zasadowe;j, ale w odréznieniu od jondéw zelaza
1 miedzi, jony cynku nie wykazuja wlasnosci prooksydacyjnych.
Antyoksydacyjna rola cynku, poza udzialem w stabilizacji czasteczki dysmutazy
ponadtlenkowej, polega na stymulowaniu syntezy metalotioneiny, biatka
magazynujacego 1 bioracego udzial w homeostazie cynku i miedzi [82]. Wiazac jony
miedzi lub cynku czasteczka metalotioneiny moze dzieki ich obecnosci, a takze
obecnosci  grup tiolowych, reagowa¢ z rodnikami  ponadtlenkowymi i
wodorotlenowymi, chronigc struktury komorki przed ich uszkadzajacym dziataniem.
Cynk stabilizuje blony komorkowe biorac udzial w ochronie grup SH i zapobiega
tworzeniu wolnych rodnikéw konkurujac z metalami przej$ciowymi [82].

Ogromna zlozono$¢ mechanizinéw starzenia oraz istnienie dowodow na
wspotudzial w tym procesie reaktywnych form tlenu zachecaja do $ledzenia zachowania

si¢ chociazby fragmentu obrony antyoksydacyjnej ustroju w wieku podeszlym.
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2. ZALOZENIA | CEL PRACY.

Z bogatego pismiennictwa tematu wynika, ze u starych osobnikow, zaréwno
ludzi jak 1 zwierzat, stezenia reaktywnych form tlenu oraz substancji bedacych
wynikiem ich reakcji z biomolekutami sa wyzsze niz u miodych [17,30,31,66,116,
135,160], a takze gromadzi si¢ u nich wigcej wolnorodnikowych uszkodzen skfadnikow
komérkowych [7, 10, 15, 20, 22, 36, 46, 48, 59, 70, 80, 87, 104, 107,119, 138,164,166].
Powstajace pod wplywem wolnych rodnikéw zmiany w czasteczkach kwasow
nukleinowych, biatek oraz lipidow powoduja uposledzenie funkcji, degeneracje 1
obumieranie komorek.

Kwestia otwarta pozostaje, ktéry z przeciwstawnych elementdéw réwnowagi
oksydacyjnej odgrywa¢ moze zasadnicza rolg - czy wzrost wytwarzania wolnych
rodnikow tlenowych, czy uposledzenie obrony antyoksydacyjne;.

Wedlug Sohal 1 Orr [160] istotny jest niedostatek obrony antyoksydacyjnej, przy
ktorym czynniki prooksydacyjne podnosza poziom stresu oksydacyjnego, a narzady i
tkanki moga znajdowac si¢ pod jego dzialaniem nawet w normalnych, fizjologicznych
warunkach. Autorzy ci wykazali dodatnig korelacjg¢ pomigdzy aktywnoscia niektorych
enzyméw antyoksydacyjnych a maksymalnym czasem trwania zycia 6 réznych
gatunkow ssakow [159]. Podobna zalezno$¢ w stosunku do dysmutazy ponadtlenkowej
1 katalazy, a takze B-karotenu i1 a-tokoferolu, wykazat Cutler [33]. Podobnie jak Sohal,
uwaza on, ze dlugos¢ zycia zalezy od wydajnosci obrony antyoksydacyjnej, stad
najdluzsza wsrdd ssakow dlugosé zycia naszego gatunku (Homo sapiens) wigze z
najlepiej wyksztatconymi jej mechanizmami [32].

Wigkszos¢ przeprowadzonych w tej dziedzinie doswiadczen i opracowan dotyczyla
zwierzat. Badania aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych u ludzi sa mniej liczne, a
prezentowane wyniki niejednolite. Wedtug autorow, ktorzy nie znajdowali roznic
pomiedzy aktywnos$cia enzymdw antyoksydacyjnych ludzi starych i mlodych, starzenic
nie zalezy od zmniejszenia ich aktywnosci [12,21,28,89,145]. Inni wiqzq starosé z

obnizeniem aktywnosci poszczegdlnych enzymow wraz z wiekiem [49,115,128,150.
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174], chociaz niektorzy autorzy wykazywali nawet wzrost ich aktywnosci [68,184].
Podnosi sie takze w pi$miennictwie, ze kierunek zmian moze zaleze¢ od badane;j tkanki
[66,67,68,128,185].

Obnizenie aktywno$ci enzymdéw antyoksydacyjnych moze mie¢ rozny
mechanizm. Przyczyna moze by¢ uszkodzenie zawiadujacych ich synteza genow,
zaburzenie koordynacji genowej, uposledzona synteza biatek, inaktywacja przez wolne
rodniki, ale takze niedobor metali, ktore pelnig funkcje kofaktorow. Uwzgledniajac
powyzsze watpliwosci celem przedstawionej pracy bylo: 1 - zbadanie aktywnosci
glownych enzymow antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy i
peroksydazy glutationowej u zdrowych oséb w wieku podesztym w poréwnaniu z
aktywnoscig tych enzyméw u ludzi miodych, a takze 2 - okreSlenie w osoczu i w
erytrocytach stezen selenu, zelaza, miedzi i cynku, poniewaz funkcja kazdego z
badanych enzymow zwiazana jest z obecno$cia metalu wbudowanego w aktywne
centrum, (dysmutaza-Cu i Zn, katalaza-Fe, a peroksydaza-Se). Kolejnym problemem
badawczym bylo: 3 - uzyskanie odpowiedzi na pytanie czy aktywno$¢ badanych
enzymow zalezy od stezen tych pierwiastkow.
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3. MATERIAL | METODYKA

3.1. Osoby badane.

Badania przeprowadzono u 93 0s6b w wieku od 21 do 102 lat, w tym u 63
kobiet 1 u 30 mezczyzn, ktérych podzielono w zaleznosci od wieku i plci na
przedstawione ponizej grupy:

Grupe I (porownawcza) - tworzyto 40 0so6b mtodych w wieku 21-44 lata
(x=32,03%6,25 1.), w ktérej wydzielono:

a) podgrupe mlodych kobiet - K| - (n=23) w wieku 26-42 lata, (x=33,4+4,65 1.),

b) podgrupe miodych mezezyzn - M; - (n=17) w wieku 21-44 lata (x=30,2+7,73 1.).
Grupe II - 0s6b starszych, stanowito 53 badanych w wieku od 61 do 102 lat,
(x=79,68+9,64 1.), ktdra podzielono na:

a) podgrupe starszych kobiet - Kj; - (n= 40) w wieku 61-102 lat (x=80,7+10,13 1),
b) podgrupe starszych me¢zczyzn - My - (n=13) w wieku 64-91 lat (x=76,5+7,69 1.).

Tab. 1. Wiek i liczebnos¢ badanych

Badane grupy Ple¢/liczebnos¢ (n) Wiek badanych w latach
zakres x+SD
Grupa I (n=40) K; (n=23) 26-42 33,4+4,65
0s6b miodych M; (n=17) 21-44 30,2+7,73
Grupa I (ogotem) K +M; (n=40) 21-44 32,03+6,25
Grupa II (n=53) Ky (n=40) 61-102 80,7+10,13
0s6b starszych My (n=13) 64-91 76,5+7,69
Grupa II (ogotem) Ki+My (n=53) 61-102 79,68+9,64

Do badan kwalifikowano osoby klinicznie zdrowe, ktére nie podawaly

powazniejszych dolegliwosci, nie zazywaly w ostatnim okresie przed badaniem lekow,
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byly sprawne zarowno umystowo jak i fizycznie, samowystarczalne w zakresie
codziennych czynnosci 1 samoobstugi i nie wykazywaly odchylen od stanu
prawidlowego, u ktorych ani wczesniej, ani w chwili badania nie rozpoznawano
przewleklej choroby. Podstawa doboru byl wywiad, badanie fizykalne oraz wybrane
badania dodatkowe: morfologia krwi, ogélne badanie moczu, glikemia i stezenie
cholesterolu na czczo. Funkcje nerek oceniano na podstawie stezenia mocznika i
kreatyniny, a watroby - stezenia bilirubiny oraz transaminaz alaninowej i
asparaginianowe]. Badania te wykonywane byly przy pomocy powszechnie przyjetych
metod chemii klinicznej. U kazdej kwalifikowanej osoby wykonywano spoczynkowy
zapis EKG, radiologiczne zdjecie przegladowe klatki piersiowej i badanie
ultrasonograficzne jamy brzuszne;.

Badanych w starszym wieku dobrano sposréd pensjonariuszy trzech domoéw rencistow
w Krakowie uzyskujac ich zgodg na przebadanie. Pordéwnawcza grupe osob miodszych
stanowili ochotnicy sposrod pracownikéw Kliniki Geriatrii Collegium Medicum UJ.

3.2. Metodyka badan biochemicznych.

3.2.1. Przygotowanie materiatu do badan.

Krew zylna pobierano na czczo, w godzinach porannych (7°°-8%), do trzech
heparynizowanych probowek, w ilosci po Sml, stosujac 100j heparyny sodowej na 1ml
krwi (Heparyna/Polfa). Krew wirowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej przy
300 x g. Nastepnie osocze przenoszono do osobnych probowek 1 ponownie wirowano
przy 3000 x g przez 15 minut celem oddzielenia od pozostalych elementow
morfotycznych. Tak uzyskane osocze shuzyto do oznaczen:

- aktywnosci selenozaleznej peroksydazy glutationowej,

- stezenia zelaza, cynku, miedzi 1 selenu.

Z dolnej warstwy pierwszej probowki zawierajacej krwinki czerwone 1 pozostale
jeszcze po pierwszym wirowaniu inne elementy morfotyczne, pobierano okoto 80% jej

zawartosci, przenoszono do nastepnej probowki i wirowano przy 3000 x g przez 15
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minut. Uzyskane w ten sposob krwinki czerwone pobierano z dna, przenoszono do
kolejnej probowki i przemywano je trzykrotnie 150mM/] roztworem NaCl, wirujac
kazdorazowo przez 10 minut przy 3000 x g. Uzyskane po ostatnim ptukaniu krwinki
czerwone byly prawie catkowicie pozbawione innych elementéw morfotycznych krwi,
co sprawdzono wykonujac rozmazy i barwiac je w taki sam sposob jak do oznaczania
wzoru odsetkowego krwinek biatych. Otrzymane erytrocyty przeznaczone do oznaczen
enzymoOw antyoksydacyjnych i selenu przechowywano w temperaturze 0°C do czasu
poddania ich hemolizie w redestylowanej wodzie w stosunku objetosciowym 1:4,
stosujac trzykrotnie powtarzane zamrazanie (w mieszaninie suchego lodu i alkoholu
absolutnego) i rozmrazanie w temperaturze pokojowej. Hemolizaty wirowano nastepnie

przez 10min., w temp.+4° stosujac 7000 x g, a nastepnie w nadsaczu oznaczano biatko

oraz:

- aktywnos¢ enzymow:
dysmutazy ponadtlenkowe;]
katalazy

selenozaleznej peroksydazy glutationowej
- stezenia selenu, miedzi i cynku.

Celem oznaczemia stgzenia miedzi 1 cynku w erytrocytach przygotowano
hemolizaty mieszajac 0,2ml przemytych krwinek czerwonych z 1,8ml roztworu Triton
X-100.

(Oznaczenia aktywnosci enzymow i stezenia selenu wykonano w Katedrze i Zakladzie Biochemii i
Chemii Slaskiej Akademii Medycznej w Katowicach, stezenia zelaza, miedzi i cynku oznaczono w
Pracowni Chemii Klinicznej Zakladu Biochemii Klinicznej Polsko-Amerykanskiego Instytutu Pediatrii

CM UJw Krakowie)

3.2.2. Oznaczanie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD E.C.
1.15.1.1) w erytrocytach.

Aktywnos¢ SOD oznaczano metoda Misty 1 Fridovicha [108], ktora

wykorzystuje fakt powstawania rodnikow ponadtlenkowych w procesie samoutleniania
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adrenaliny do adrenochromu. Enzym dodawany do roztworu adrenaliny katalizuje
dysmutacj¢ rodnikéw, co prowadzi do zahamowania samoutleniania. Probe badana,

slepa i1 kontrolna przygotowywano wg schematu:

Tab. 2. Schemat przygotowania prob do badania aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej:

Sktadnik Proba badana Proba $lepa (ml) | Proba kontrolna (ml)
(ml)
1) Na,EDTA 1,0 1,0 1,0
2) Bufor 1,9 2,0 1,9
Proba badana - 0,1 - -
hemolizat
3) Adrenalina 0,1 . 0,1

1) 11,2mg% Na,EDTA
2) 0,05 M/I bufor weglanowy o pH 10,2

3) 170mg% roztwdr winianu adrenaliny w 0,02 N HCI [Adrenalinum hydrotartaricum

(Polfa)]

Przed dodaniem adrenaliny, proby inkubowano przez Smin. w temp.30°C. Absorbancje
proby badanej i kontrolnej mierzono wobec proby slepej, stosujac spektrofotometr
Beckman UV 5260 (USA), przy dlugosci fali 480nm. Pomiary wykonywano w ciagu
Smin., co 30s od momentu dodania adrenaliny do proby badanej i kontrolne;.

Obliczenia wykonano wg wzoru:

Yinhibicji=[(Dx-D#)/D]x100%

D, - przyrost ekstynkcji dla proby kontrolnej
D,ip - przyrost ekstynkcji dla proby badanej,

a za | jednostkg SOD przyjeto ilos¢ enzymu zdolng do 50% inhibicji redukcji
adrenochromu w wamnkach metody. Wynik aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej

wyrazono w U/mg biatka erytrocytow.
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3.2.3. Oznaczanie aktywnosci katalazy (CAT.E.C.1.11.1.6.) w
erytrocytach:

Aktywnos¢ katalazy oznaczano wg metody podanej przez Aebi [1],
wykorzystujacej mozliwos¢ sledzenia rozkladu H,0O, przez enzym poprzez pomiar
spadku absorbancji, przy diugosci fali A=240nm, w pasmie charakterystycznym dla
nadtlenku wodoru.

Probe badana i $lepa przygotowano wg schematu:

Tab. 3. Schemat przygotowania prob do badania aktywnosci katalazy:

Skiadnik Préba badana (ml) Proba $lepa (ml)
1) Bufor 1,9 2,9
Hemolizat 0,1 0,1
2) H,0, 1,0 -

1) 0,05 M bufor fosforanowy o pH 7,0
2) 30 mM nadtlenek wodoru

Pomiaréw absorbancji préby badanej dokonywano wobec proby slepej w temp. 25°C.
Pierwszy odczyt absorbancji mial miejsce natychmiast po dodaniu H,O, do proby (A),
nastepny po 15s. (A,). Stosowano spektrofotometr Beckman UV 5260 (USA).
Aktywno$é katalazy wyrazano w jednostkach k/mg biatka erytrocytow, gdzie k jest stalq
szybkosci reakcji I rzedu przeprowadzonej przez katalazg (k=0,153 x log Ai/A;).

3.24. Oznaczanie aktywnosci selenozaleznej peroksydazy
glutationowej (GSH-Px, E.C.1.11.1.9) w erytrocytach i w

osoczu.

Aktywno$é GSH-Px oznaczano metoda Paglia i Valentine'a [123] w modyfikacji
Lawrenca i Burka [81], w ktorej wykorzystuje si¢ wspoldziatanic peroksydazy
glutationowej i reduktazy glutationowe;.
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- Reduktaza
- :lutationowa:

Utleniany w pierwszej fazie glutation (GSSG) jest z k;)iei. redukowany ‘(do GSH)) w
reakcji katalizowanej przez reduktaze glutationowa, ktora stanowi jeden ze skladnikow
mieszaniny reakcyjnej. Redukcji utlenionego glutationu towarzyszy utlenienie NADPH
do NADP, ktéremu towarzyszy spadek absorbancji przy dtugosci fali A=340nm.

Proby badana i $lepa przygotowano wg schematu:

Tab. 4. Schemat przygotowania préb do badania aktywnosci peroksydazy glutationowe;:

Skiadnik Proba badana (ml) | Préba slepa (ml)
1) Bufor 2,5 29
Proba badana (osocze, hemolizat) 0,1 0,1
2) NADPH 0,1 -
3) GSH 0,1 -
4) NaN; 0,1 -
5) Reduktaza GSSG 0,005 (1 U) -
6) H,0, 0,1 -

1) 0,15 M bufor fosforanowy o pH 7,0 + 0,005 M Na,EDTA
2) NADPH 3mg/ml buforu firmy Fluka (Szwajcaria)

3) GSH 4,65mg/ml buforu firmy Fluka (Szwajcaria)

4) 0,56 Mol/l roztwdr azydku sodu

5) reduktaza glutationowa firmy Fluka (Szwajcaria)

6) Nadtlenek wodoru 45 ul 30% H,0,/100ml buforu

Przed dodaniem H,O, prébe inkubowano przez Smin. w temp. 25°C. Po dodaniu
nadtlenku wodoru mierzono absorbancj¢ proby badanej wobec proby slepej w 2 1 4

minucie reakcji. Obliczenia aktywnosci peroksydazy glutationowej dokonano w oparciu
0 wspotczynnik ekstynkcji molowej NADPH.
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Aktywnos¢ GSH-Px zostala wyrazona w pmolach utlenionego NADPH/ min/mg biatka.

N D x3,005%x6,22x10"
Aktywnos$¢ GSH-Px=_4

D, - réznica absorbancji

cxt

¢ - stezenie biatka w probie
t - czas reakcji
3,005 - objetos¢ mieszaniny

wsp. ekstynkcji molowej - 6,22 x 107 1 x mol’' x cmi’”,

3.2.5. Oznaczanie stezenia selenu w erytrocytach i w osoczu.

Stezenie selenu oznaczano metoda spektrofluorymetryczna, opisana przez
Lalonde i wsp.[78]. Zasada oznaczenia polega na przeprowadzeniu selenu (Se™h
zawartego w zmineralizowanej na mokro probce w selenin (Se™), ktory daje w
srodowisku kwasnym o pH=1-2 polaczenie kompleksowe z 2,3 diaminonaftalenem.
Potlaczenie to po ekstrakcji cykloheksanem pozwala na iloSciowe oznaczenie selenu w

probkach.

Przygotowanie probek.

Do mineralizacji pobierano po 0,2ml osocza lub hemolizatu, ktére dodawano do 4ml
60% roztworu kwasu nadchlorowego (HCIO, 7+3). Po zmieszaniu probki ogrzewano w
mineralizatorze typu Meditherm TH-3 przez 15min. w temp. 100° C, nastepnie przez
30min. w temp. 150°C. Wiasciwa mineralizacja zachodzila przy ogrzewaniu przez 1,5
godz. w temp. 190°C. Nadmiar kwasu nadchlorowego usuwano ogrzewajac proby przez
30min. w temp. 210°C. Po ostudzeniu do probek dodawano po 0,5ml wody
destylowanej i ogrzewano ponownie w temp. 210° C do chwili pojawienia si¢ bialych
dyméw. Po kolejnym ostudzeniu do prob dodawano po Iml 1 M kwasu solnego i
ogrzewano we wrzacej fazni wodnej przez 1 godz. w celu redukcji selenianow do
seleninéw. Aby uzyskaé wtasciwe pH reakcji kompleksowania, do probek dodawano po
2,5ml roztworu EDTA i hydroksylaminy (9,03 g Na,EDTA + 1 g hydroksylaminy /1) i 3

krople 0,02% czerwieni krezolowej, a nastepnie miareczkowano roztworem amoniaku
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(1+1) do zoltego zabarwienia roztworu. Proces kompleksowania prowadzono po
dodaniu do prébek 0,5ml 0,4% roztworu 2,3 diaminonaftalenu w 0,1 M HCI,
ogrzewajac probki przez 30min. w temp. 40°C. Schiodzone proby poddawano ekstrakeji
przy pomocy Sml cykloheksanu. Selen oznaczano spektrofluorymetrycznie aparatem
firmy Perkin-Elmer LS-30. Dlugos¢ fali wzbudzania wynosita 365nm, a dlugos¢
emisyjna 520nm.

Probe slepa (0,2ml wody destylowanej) oraz wzorcowa (20ng Se w probee) poddawano
mineralizacji i postgpowano jak z probkami badanymi. Uzyskane wyniki przeliczano na
Iml osocza lub na g biatka erytrocytow.

3.2.6. Oznaczanie stezenia zelaza w osoczu.

Badanie stgzenia zelaza w osoczu wykonywano na automatycznym analizatorze
firmy Kodak 700 XR. Zasada oznaczen oparta jest na metodzie kolorymetrycznej, w
kt6rej uwolnione z transferyny, w pH = 4,0, jony zelazowe (Fe’*) ulegaja redukcji pod
wpltywem kwasu askorbinowego do jonéw zelazawych (Fe*"), a te laczac sie z
barwnikiem tworza barwny kompleks. [73].
"W ramach kontroli jakosci stosowano surowice kontrolne Codatrol I T 1340 i Codatrol

I U 1342 firmy Kodak.

3.2.7. Oznaczanie stezenia miedzi i cynku w erytrocytach i osoczu.
Stezenie miedzi i cynku oznaczano metoda spektrofotometrii absorpcji atomowe;j
[4,27,126], korzystajac z aparatu firmy Perkin Elmer 2380, metoda plomieniowa,

stosujac jako zrodto swiatta wieloparametryczng katodowaq lampg prozniowg (HCL).

Celem oznaczenia stezenia obu pierwiastkow do badanej probki 0,5ml osocza
dodawano 2ml wody redestylowanej (rozcienczenie 1:5) 1 po wymieszaniu umieszczano
w aparacie. Probke slepa (tlo) stanowil 5% wodny roztwor glicerolu. Jako kalibratory
stosowano roztwory wzorcowe dla miedzi i cynku o stgzeniach 0,5 1 1,0mg/1 firmy

WZORMAT (Polish Commitee for Standarization Measures and Quality Control).
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Jako kontrole jakosci pomiaréw stosowano surowice kontrolne Validate N firmy
Organon Teknika USA, serii 5B308.

Przed rozpoczgciem oznaczen probek badanych, oznaczano poziom miedzi i cynku w
surowicach kontrolnych, a uzyskane wartosci zaznaczano w karcie kontroli metody,
sprawdzajac czy mieszcza si¢ w wymaganym zakresie x + 2SD (dla Cu
x=0,79mg/1+0,024; dla Zn X=2,33mg/1+0,22).

Przygotowany wg opisanego powyzej schematu hemolizat erytrocytow w ilosci
0,5ml, rozcienczano w stosunku 1:5 dodajac 2,0ml wody redestylowanej i
wprowadzano do aparatu celem oznaczenia pierwiastka.
Pozostala cz¢$¢ oznaczen 1 kontroli wykonywano tak samo jak przy oznaczaniu Cu i Zn

W 0SOCZu.

3.3. Metody analizy statystyczne;:

Obliczenia statystyczne zostaly przeprowadzone przy pomocy komputera IBM, z
wykorzystaniem zintegrowanego pakietu statystyéinego Statgraphics.
Poréwnujac dystrybuanty rzeczywiste (z proby) z teoretyczng w laplaso-regularnym
uktadzie wspdtrzednych, stwierdzono, ze oceniane parametry maja rozklady normalne.
Wyniki badanych stgzen pierwiastkow i1 aktywnosci enzymow przedstawiono w postaci
$rednich arytmetycznych i odchylen standardowych dla poszczegdlnych analizowanych
grup. Istomo$¢ roéznic pomigdzy wartosciami srednimi obliczonymi dla poszczegdlnych
podgrup kobiet 1 mgzczyzn 0séb miodych 1 starszych zbadano stosujac test dla dwoch
Srednich oparty na rozkladzie t (test t Studenta dla matych grup).
Zaleznosci aktywnosci enzymow od stezenia pierwiastkow bedacych ich kofaktorami
okreslono podajac rdwnania prostych regresji (regresja liniowa) wyznaczonych metoda
najmniejszych kwadratéw, a nastgpnie wyliczajac wspolczynniki korelacji liniowej
Pearsona. Istotnos¢ obliczonych wspolczynnikow zbadano poréwnujac ich wartosci z

wartosciami krytycznymi wyznaczonymi przy pomocy rozkladu t.
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4. WYNIKI.

Aktywnosci enzymoOw antyoksydacyjnych oraz stgzenia selenu oznaczono u
wszystkich badanych, zar6wno w grupie oséb mlodszych jak i1 starszych wiekiem,
natomiast stezenia zelaza, cynku i miedzi - u 15 kobiet 1 11 me¢zczyzn grupy 1 oraz u 26

kobiet 1 u 7 m¢zczyzn grupy 1L

Poréwnanie $rednich wartosci badanych parametréw obliczonych oddzielnie dla
kobiet i me¢zczyzn wykazato, Ze pte¢ nie réznicuje wynikow probantow tak w obrebie
grupy osob mtodszych jak i starszych. (Tab. 5,6,7,8). Jednakze przez wzglad na rézne
proporcje plci w skladach obu grup oraz istotne réznice pomigdzy niektorymi
analizowanymi wariancjami (Fe w grupie miodych, Cu w erytrocytach), wyniki

oznaczen kobiet 1 mg¢zczyzn analizowano w calej pracy oddzielnie.

Tab. 5. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy (Cat) i peroksydazy
glutationowej (GSH-Px) w erytrocytach i osoczu 0séb mlodych.

Aktywnos¢ enzymu Badane osoby Zakres Wartos¢ Srednia | r5¢otnoge
wartosci x+SD
SOD w erytrocytach K (n=23) 0,52-1,59 0,95+0,30
(U/mg biatka) M; (n=17) | 0,40-1,49 0,83%0,29 nz
Cat w erytrocytach K (n=23) 0,063-0,162 0,12+0,04
(k/mg biatka) M (n=17) | 0,05-0,19 0,11£0,03 nz
GSH-Px werytrocytach | g (n=23) | 6,0-12,9 8,68+2,06
(U/mg biatka x 10%) M (n=17) | 6,0-12,7 8,80+1,71 nz
GSH-Px w osoczu K; (n=23) 0,063-0,178 0,11£0,03
(U/ml) M (n=17) | 0,05-0,16 0,11£0,03 nz

K, - kobiety grupy mlodej, M; - mezezyzni grupy mlodej, nz - nieznamienne



Tab. 6. Steienia ielaza (Fe), cynku (Zn), miedzi (Cu) i selenu (Se) w osoczu i erytrocytach

0sob miodych.

Stezenia metali | Osoby badane | Zakres wartosci | Wartosé srednia X£SD | Istotnosé
Fe w osoczu Ki(n=15) | 830-31,50 18,74+ 7,73
(uMol/) M (n=11) | 12,70-22,0 18,66+ 2,84 nz
Zn w 0soczu K (n=15) 0,83-1,21 1,0£0,12
(mg/l) M (n=11) | 0,69-1,14 0,92+ 0,14 nz
Znw erytrocytach | K;(n=15) | 6,46-30,27 17,69+ 7,02
(ng/mg biatka) M (n=11) | 6,15-23,85 14,74+ 5 47 nz
Cu w osoczu K (n=15) 0,62-1,19 0,83+ 0,18
(mg/) M (n=11) | 0,63-1,0 0,77+ 0,11 nz
Cu w erytrocytach, Ki (n=15) 0,93-2,04 1,51+ 0,33
(ng/mg biatka) M (n=11) | 0,65-2,48 1,65+ 0,62 nz
Se w osoczu Ki(n=23) | 42,46-9725 64,06+16,43
(ng/ml) M (n=17) | 39,45-87,25 61,84x12,86 nz
Se w erytrocytach K; (n=23) | 54,25-227,04 148,37+52,72
(ng/g biatka) M (n=17) | 43,31-262,33 157,79+64,99 nz

K - kobiety grupy miodej, M - mezczyzni grupy mlodej, nz - nieznamienne

Tab. 7. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy (Cat) i peroksydazy
glutationowej (GSH-Px) w erytrocytach i osoczut 0sob starszych.

Aktywnos¢ enzymu | Badane osoby| Zakres wartosci | Warto$¢ srednia | Istotno$¢

x£SD

SOD w erytrocytach Ky (n=40) | 0,17-1,33 0,74 £0,28

(U/mg biatka) My (n=13) | 0,40-1,44 0,82 £0,32 nz

Cat w erytrocytach Ky (n=40) | 0,047-0,210 0,11 +0,04

(k/mg biatka) My (n=13) | 0,07-0,20 0,13 +0,05 nz

GSH-Px Ky (n=40) | 4,80-11,80 7,55 £1,80

w erytrocytach

(U/mg biatka x 107) My (n=13) | 5,30-10,20 7,43 £1,59 nz

GSH-Px w osoczu Ky (n=40) | 0,05-0,14 0,086+0,02

(U/ml) My (n=13) | 0,05-0,15 0,087+0,03 nz

K- kobiety grupy starszej, My - me¢zezyzni grupy starszej, nz - nieznamienne
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Tab. 8. Steienia ielaza (Fe), cynku (Zn), miedzi (Cu) i selenu (Se) w osoczu i erytrocytach
osob starszych.

Stezenia metali Osoby badane | Zakres wartosci | Warto$é $rednia Istotnosc

x£SD

Fe w osoczu Ku(n=26) | 12,1-26,20 17,59+ 3,68

(LMol Mp(n=7) | 13,3-27.80 20,24+ 4,83 nz

Zn w osoczu K (n=26) 0,68-1,10 0,89+ 0,11

(mg/l) M1 (n=7) | 0,76-0,99 0,85+ 0,09 nz

Zn w erytrocytach Kp(n=26) | 6,02-27,30 16,29+ 5,61

(ng/mg biatka) My (n=7) 7,80-23,40 14,16+ 5,16 nz

Cu w osoczu Ku (n=26) 0,72-1,23 0,96+ 0,13

(mg/l) M (n=7) | 0,78-121 0,98+ 0,14 nz

Cu w erytrocytach Ky (n=26) 0,80-2,62 1,62+ 0,49

(ng/mg biatka) Mg (n=7) 1,20-2,75 1,83+0,58 nz

Se w osoczu Ky (n=40) 33,90-104,70 60,71£18,05

(ng/ml) Mg (n=13) | 42,24-101,50 | 67,07£18,60 nz

Se w erytrocytach K (n=40) 36,34-179,34 97,95+38,63

(ng/g biatka) My (n=13) | 29,30-155,04 |104,03+32,72 nz

Ky - kobiety grupy starszej, My - mezczyzni grupy starszej, nz - nieznamienne

Celem oceny wplywu wieku na aktywnosé enzymow

antyoksydacyjnych, a takze na stgzenie pierwiastkow we krwi pordwnano s$rednie

wybranych
wartosci badanych parametréw pomigdzy grupami kobiet 1 mezczyzn miodych 1 w

wieku podeszlym. Zestawienie wartosci $rednich z odchyleniami standardowymi oraz

poziomem istotnosci ich réznic przedstawiono w tabelach (Tab. 9 1 10).
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Tab. 9. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy (Cat) i peroksydazy
glutationowej (GSH-Px) w erytrocytach (E) i w osoczu w poszczegolnych grupach.

Aktywnos¢ Kobiety Istotnosc Mezczyzni Istotnosc
enzymu miode starsze p miodzi starsi p
X£SD XxSD X£SD Xx+SD

SODwE 0,95+030 | 0,74+0,28 | p<0,01 | 0,83+0,29 | 0,820,32 nz
(U/mg biatka)
CatwE 0,1240,04 | 0,114004 | nz |0,11%0,03 | 0,13+0,05 nz
(k/mg biatka)
GSH-Px wE 8,68+2,06 | 7,55+1,80 | p<0,05 | 8,80+1,71 | 7,43%1,59 | p<0,05
(U/mgbiatka x107)
GSH-Px w osoczu | 0,11£0,03 |0,086+0,02 | p<0,001 | 0,11+0,03 | 0,087+0,03 | p<0,05
(U/ml)

Tab. 10. Steienia zelaza (Fe), cynku (Zn), miedzi (Cu) i selenu (Se) w osoczu i erytrocytach
(E) w poszczegolnych grupach.

Stezenia Kobiety Istotnos¢ Mezczyzni Istotno$¢
metali mtode X+SD |starsze X:SD|  p mitodzi x+SD | starsi x:SD p

Few osoczu | 1874773 |17,59+368 | nz 18,66+2,84 | 20,24+483 nz
(nMoll)
7Zn w osoczu 1,0+0,12 0,89+0,11 | p.<0,01 | 0,92+0,14 0,85+0,09 nz
(mg/l)
7ZnwE 17,69£7,02 | 16294561 | nz 14,74+5.47 | 14,1625,16 nz
(ng/mg biatka)
Cuwosoczu | 0,83£0,18 | 0,96+0,13 | p<0,01 | 0,77+0,11 | 0,98+0,14 | p<0,005
(mg/l)
CuwE 1,51+0,33 1,62+0,49 nz 1,65+0,62 1,83+£0,58 nz
(ng/mg biatka)
Se w osoczu | 64,06+16,43 |60,71+18,05 nz 61,84+12,86 | 67,07+18,60 nz
(ng/ml)
SewE 148,37+52,72197,95+38,63| p<0,0001 | 157,79+64,99 | 104,03+£32,72| p<0,01
(ng/g biatka)

X - wartos¢ srednia, SD - odchylenie standardowe, nz - nieznamienne
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4.1. Aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych.

Aktywnos¢ enzyméw antyoksydacyjnych byla w analizowanych grupach

wiekowych zréznicowana. (Tab. 9 oraz Ryc. 1,2,3).

4.1.1. Peroksydaza glutationowa.

Aktywno$¢ peroksydazy glutationowej w erytrocytach i w osoczu byta zaréwno
u kobiet jak 1 u m¢zczyzn istotnie nizsza u 0séb w wieku podesziym.

Srednia warto$¢ aktywnosci GSH-Px w krwinkach czerwonych starszych kobiet
wynosita 7,55+1,8 U/mg biatka x10”, podczas gdy u kobiet miodych X=8,68+2,06
U/mg biatka x 107 (p<0,05). Podobne zachowanie si¢ aktywnosci peroksydazy
krwinkowej obserwowano u me¢zczyzn. Aktywno$¢ GSH-Px w grupie starszej wynosita
$rednio 7,43+1,59 U/mg biatka x 10% au mezczyzn miodszych - 8,8+1,71 U/mg biatka
x 107, (p<0,05). (Ryc.1).

Aktywno$¢ peroksydazy glutationowej w osoczu byla w miodszych grupach
kobiet i mgzczyzn bardzo podobna (x=0,1140,03 U/ml) i znamiennie wyzsza w
poréownaniu z aktywnoscia tego enzymu u starszych kobiet (x=0,086+0,02 U/ml;
p<0,001) 1 mezczyzn (X=0,087+0,03; p<0,05). (Ryc.2).
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Ryc. 1. Aktywnos¢ peroksydazy glutationowej w erytrocytach - wartosci srednie i odchylenia

standardowe.
Aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej w erytrocytach
9 _—
p<0,05
{“pso,os

85 t
S
o
c 8t
>
©
x
8 8,80+1,71
Qa
275+
2 8,68+2,06

74 7,55+1,80
7,43%1,59
6,5 1
miodzi starsi

Ryc. 2. Aktywnosé peroksydazy glutationowej w osoczu - wartosci srednie i odchylenia

standardowe.
Aktywnos¢ peroksydazy glutationowej w osoczu
p<0,05
0,12 1 | p<0,001 ,
| —————
| IOmezczyéni!
’ ;
0,1 +
0,08 —
E 1 0,11+0,03
5 0,06 0,111+0,03
0,04 + 0,087+0,03 §0,086+0,02
0,02 -+
0 - L
miodzi starsi
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4.1.2. Dysmutaza ponadtienkowa.

Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej w erytrocytach mtodych kobiet wynosita
Srednio 0,95+0,3 U/mg biatka i byla istotmie wyzsza (p<0,01) niz aktywno$¢ tego
enzymu w grupie kobiet starszych, u ktorych X=0,74+0,28 U/mg biatka. U mezczyzn
natomiast aktywnos¢ SOD nie réznifa si¢ i wynosita $rednio 0,83+0,29 U/mg biatka u
miodych 1 0,82+0,32 U/mg biatka w wieku starszym. (Ryc.3).

Ryc. 3. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej w erytrocytach - wartosci srednie i odchylenia
standardowe.

Aktywnos$c¢ dysmutazy ponadtlenkowej w erytrocytach

1+ p<0,01

0,7 +

0,6 +

O mezczyzni

0.74+ m kobiety
0,82+0,32 .7420,28

0,5 +

0,83+0,29

U/mg biatka

0,2 +

01+

miodzi starsi

4.1.3. Katalaza.

We wszystkich badanych grupach stwierdzono zblizona aktywnos¢ katalazy w
erytrocytach; x=0,11+0,04 k/mg biatka w grupie starszych kobiet i mtodych mezczyzn,
0,12+0,04 k/mg biatka u mtodych kobiet 1 0,13+0,05 k/mg biatka u starszych me¢zczyzn.
(Tab. 9.)
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4.2. Stezenia selenu, miedzi, cynku i zelaza.

4.2.1. Selen w osoczu i erytrocytach.

We wszystkich podgrupach kobiet i mgzczyzn Srednie st¢zenia selenu w osoczu

byly podobne, najnizsze 60,71+18,05ng/ml u starszych kobiet, najwyzsze
67,07+18,6ng/ml w osoczu starszych me¢zczyzn. (Tab. 10).
Natomiast ocena indywidualnych jego stezenn w osoczu wykazala duze zréznicowanie.
W odniesieniu do prawidlowego st¢zenia selenu pomigdzy 60 a 120ng/ml, stwierdzono
u 43 0s6b (46% wszystkich badanych) stezenia ponizej normy, w tym najczgsciej u
kobiet w wieku podesztym (u 52,5%). (Ryc.4).

Ryc. 4 Zestawienie procentowe osob z niedoborem selenu w osoczu w poszczegolnych
grupach.

Zestawienie procentowe oséb z niedoborem selenu
w osoczu w poszczegéinych grupach
%
60 T

50 +
40 +

[0 mezczyznil

B kobiety

30 +

38,5

20 + 41,2

10 +

miodzi starsi

Inaczej natomiast zachowywaly si¢ srednie stezenia selenu w erytrocytach.
W krwinkach czerwonych kobiet w wieku podesztym wynosito ono 97,95+38,63ng/g

biatka i bylo istotnie nizsze w pordwnaniu ze srednim stezeniem selenu w erytrocytach
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kobiet mtodych x=148,37+52,72ng/g biatka, (p<0,0001). Réznica $rednich stezen Se w
erytrocytach mezczyzn starszych  (X=104,03+32,72ng/mg  biatka) 1 mlodych
(x=157,79+64,99ng/g biatka) jest rowniez istotna, p<0,01. (Ryc.5).

Ryc. 5. Steienie selenu w erytrocytach w poszczegdlnych grupach - wartosci srednie i
odchylenia standardowe.

Stezenie selenu w erytrocytach

p<0,01
160 + p<0,0001

140 +

120 +

100 +

O mezczyZni
M kobiety

80 T 157,79
+64,99

ng/g biatka

104,03
+32,72
40 1

20 +

miodzi starsi

4.2.2. Miedz w osoczu i krwinkach czerwonych.

W osoczu zakres indywidualnych stgzen miedzi zawierat si¢ w granicach od
0,62 do 1,23mg/l. U pigciu mtodych osob (3 kobiet 1 2 mezczyzn) stwierdzono stezenia
nieco nizsze (0,62-0,68mg/1) od prawidlowego, ktore zgodnie z zakresem referencyjnym
pracowni powinno wynosi¢ 0,7-1,4mg/l. U kobiet 1 mgzczyzn w wieku podesztym
stgzenie miedzi w osoczu bylo istotnie wyzsze w pordwnaniu z osobami miodymi tej

samej plci; dla m¢zczyzn p<0,005, a dla kobiet p<0,01. (Ryc.6).



Ryc. 6 Steienie miedzi w osoczu w poszczegdlnych grupach - wartosci srednie i odchylenia
standardowe.

Stezenie miedzi w osoczu

p<0,005
17 p<0,01 |

O mezczyZni
B kobiety -

0,98+0,14 §0,96+0,13

0,77+0,11

miodzi starsi

Pomimo znamiennych réznic w osoczu, stgzenia miedzi w krwinkach

czerwonych byly we wszystkich badanych podgrupach podobne (Tab. 10).

4.2.3. Cynk w osoczu i erytrocytach.
Stezenia cynku w osoczu wynosily od 0,68 do 1,2mg/l 1 nie przekroczyly
zakresu normy pracowni (0,5-1,2mg/l). Byly one nizsze u oséb starszych obojga pici

przy czym réznica u kobiet osiagneta znamiennos¢ statystyczng przy p<0,01. (Ryc.7).
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Ryc. 7. Steienie cynku w osoczu w poszczegdlnych grupach - wartosci srednie i odchylenia

standardowe.
Stezenie cynku w osoczu
p<0,01
1 —
O mezczyzni

0,95 W kobiety

0,9 -

3 1,00+0,12

E
0,85

0,92+0,14
0,89+0,11
0,8 +
0,85+0,09
0,75
miodzi starsi

Stezenie cynku w erytrocytach nie réznilo si¢ istotnie w poszczegdlnych
grupach, ksztattujac si¢ od 14,16+5,16ng/mg biatka w grupie starszych mezczyzn do
17,69+7,02ng/mg biatka w grupie mtodych kobiet. (Tab. 10)

4.2.4. Zelazo w osoczu.

U wszystkich badanych stgzenia zelaza w osoczu wynosity od 8,3 do 31,5
umol/l mieszczac si¢ w zakresie wartosci referencyjnych (6,6-32,4 umol/1) [73].
Aczkolwiek srednie stezenie zelaza bylo najnizsze u kobiet starszych (17,59+3,68
umol/l), a najwyzsze - 20,24+4,84 umol/l - w grupie starszych mezczyzn, to réznice
pomigdzy grupami wiekowymi, podobnie jak migdzy picia meska i zenska nie byly
statystycznie istotne. (Tab. 10).
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4.3. Aktywnosc¢ enzymoéw a stezenia badanych

pierwiastkéw.

4.3.1. Peroksydaza glutationowa.

Badajac korelacj¢ pomigdzy stezeniem selenu w osoczu a aktywnoscia
osoczowej peroksydazy glutationowej stwierdzono istotny (p<0,01) zwiazek jej
aktywnosci ze stezeniem selenu we wszystkich badanych grupach kobiet 1 mgzczyzn.
Najwyzszy wspolczynnik korelacji (1=0,842) wystgpowal w grupie mlodych kobiet,
wspolczynniki korelacji w pozostatych grupach byly do siebie zblizone. Wykresy
prostych regresji wraz z réwnaniami 1 wspotczynnikami korelacji liniowej

przedstawiono na ryc. 8-11.

Ryc. 8. Aktywnosé osoczowej peroksydazy glutationowej a steienie selenu w osoczu w grupie
kobiet miodych.

Aktywno$¢ osoczowej peroksydazy glutationowej a stezenie selenu w osoczu
w grupie kobiet mtodych

01 1

Aktywno$é GSH-Px (U/ml)

y =0,0019x-0,0128
0,04 + r=0,842; p<0,01

0 t t t t b e
30 40 50 60 70 80 90 100

Stezenie selenu (ng/ml)
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Ryc. 9. Aktywnosé osoczowej peroksydazy glutationowej a stezenie selenu w osoczu w grupie
meiczyzn miodych.

Aktywnos$¢ osoczowej peroksydazy glutationowej a steZenie selenu w osoczu
W grupie mezczyzn niodych

0,16 T

0,14 +

0,12 —+

o
-
1
t

0,08 T

0,06 +

Aktywnoéé GSH-Px (U/mli)

0,04 +
y = 0,0015x+0,0129

=0,679; p<0.
0,02 + r 79; p<0.01

0 t + t + ; i
30 40 50 60 70 80 90

Stezenie selenu (ng/ml)

Ryc. 10. Aktywnosé osoczowej peroksydazy glutationowej a stgienie selenu w osoczu w grupie

kobiet starszych.
Aktywnos$é peroksydazy glutationowej osoczowej a stezenie selenu w osoczu w
grupie kobiet starszych

0,14 o

0,12 +
=
E o1 ¢
2
b
a
- 0,08 -
7]
o
2 0,06 +
o
X 0,04
<

y =0,0009x+0,0315
0,02 + r=0,686; p<0.01
0 : f f : — ‘ e
30 40 50 60 70 80 90 100 110
Stezenie selenu (ng/ml)
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Ryc. 11. Aktywnosé osoczowej peroksydazy glutationowej a stgienie selenu w osoczu w grupie
megczyzn starszych.

Aktywnos¢ osoczowej peroksydazy glutationowej a stgzenie selenu w osoczu w
grupie mezczyzn starszych

0,16 T

01 +

0,08 +

0,06 +

Aktywno$é GSH-Px (Uml)

0,04 +

y =0,0013x - 0,0011
0,02 + r=0,778; p<0.01

0 t t t t t t : d
30 40 50 60 70 80 90 100 110

Stezenie selenu (ng/ml)

Zestawienie stezenia selenu w erytrocytach z aktywno$cig erytrocytamne]
peroksydazy glutationowej takze wykazato zwiazek aktywnosci enzymu krwinkowego
ze stezeniem pierwiastka bedacego jego kofaktorem. Zaleznos¢ t¢ obserwowano
zardwno w grupie osob miodych (tak wérdd kobiet 1=0,757, jak 1 mezezyzn 1=0,749),
jak i w grupie starszej (odpowiednio r=0,643 dla kobiet 1 1=0,744 dla m¢zczyzn), przy
poziomie istotnosci p<0,01. Ryciny 12-15 ilustruja rownania i proste regresji oraz

wspotczynniki korelacji w poszczegolnych badanych grupach.
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Ryc. 12. Aktywnos¢ erytrocytaranej peroksydazy glutationowej a stgienie selenu w
erytrocytach w grupie kobiet mlodych.

Aktywnos¢ erytrocytarnej peroksydazy glutationowej a stezenie selenu
w erytrocytach w grupie kobiet mtodych
14 T
12 1 N )
10 T
g8
o
L
0 -z
7] “
i
£o° 7
g3
4 4
2 4 y = 0,0277x+4,3965
r=0,757; p<0.01
0 t } 1 t !
0 50 100 150 200 250
Stezenie selenu (hg/g biatka)

Ryc. 13. Aktywnos¢ erytrocytarnej peroksydazy glutationowej a stgienie selenu w
erytrocytach w grupie meiczyzn miodych.

Aktywnosc¢ erytrocytarnej peroksydazy glutationowej a stezenie selenu
w erytrocytach w grupie mezczyzn mtodych

-
H
|
1

-
N
I
T

-
o
!

T

4 4 y = 0,019x+5,9683
r=0,749; p<0.01

Aktywno$é GSH-Px (U/mg biatka)x0,004

0 f f : : ‘
0 50 100 150 200 250 300
Stezenie selenu (ng/g biatka)
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Ryc. 14. Aktywno$¢ erytrocytarnej peroksydazy glutationowej a stezenie selenu »w
erytrocytach w grupie kobiet starszych.

Aktywno$¢ erytrocytarnej peroksydazy glutationowej a stezenie selenu w
erytrocytach w grupie kobiet starszych
12 T .
° [
10 +
n %
)
9% 6 +
23
¥ o
SE
<3 47
2 + y = 0,03x+4,6123
r=0,643; p<0.01
0 ; t — + t t t {
30 50 70 90 110 130 150 170 190
Stezenie selenu (ng/g biatka)
Ryc. 15. Aktywnosé erytrocytarnej peroksydazy glutationowej a steienie selenu w
erytrocytach w grupie meiczyzn starszych.
Aktywnosci erytrocytarnej peroksydazy glutationowej a stezenie selenu
w erytrocytach w grupie mezczyzn starszych
12 +
10 + °
> -
$S8 7
n
(e
N 4
\8 36 T
25
i o
SE
<34 7
2 T y =0,0361x+3,6756
r=0,744; p<0,01
0 : f . t : ; :
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Stezenie selenu (ng/g biatka)
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Nie stwierdzono znamiennego powiazania aktywno$ci erytrocytarne;j
peroksydazy glutationowej ze stgzeniami zelaza (wsp. korelacji wynosily r=0,078 i
0,166 w podgrupach starszych i miodych kobiet i =0,004 1 0,324 w podgrupach
starszych 1 mlodych mezczyzn) jak 1 miedzi w osoczu (1=0,222 i 0,412 dla starszych i
mtodszych kobiet oraz 1=0,456 1 0,183 dla starszych i mtodszych me¢zczyzn). Podobnie
nie obserwowano zwiazku pomigdzy stezeniami zelaza a aktywnoscia katalazy (1=0,139
i 0,047 w podgrupach kobiet, =0,487 1 0,376 w podgrupach megzczyzn).

4.3.2. Dysmutaza ponadtlenkowa.

Tylko w grupie mlodych mezczyzn obserwowano korelacje (1=0,899; p<0,01)
pomiedzy aktywnoscig SOD a stezeniem miedzi w erytrocytach. Zaleznos¢ te ilustruje
Ryc. 16. Nie znaleziono podobnej korelacji w pozostatych badanych grupach. W
przeprowadzonych badaniach nie wystgpowata roéwniez zaleznos¢ migedzy aktywnoscia
SOD a stezeniem cynku tak w osoczu jak 1 w erytrocytach.

Ryc. 16. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej a stgienie miedzi w erytrocytach w grupie
meZczyzn miodych.

Aktywnos$é dysmutazy ponadtlenkowej a stezenie miedzi
w erytrocytach w grupie mezczyzn miodych
16 T
1.4 1
a

~1.2 ]
£
3 4 ]
o
%
0 0,8 T
B7)
o
c
306 -
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0,4 -

y = 0,3914x+0,1225
02 T r=0,899; p<0.01
0 t f ; : t g i :
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Stezenie miedzi (ng/mg biatka)
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5. OMOWIENIE WYNIKOW

5.1. Aktywnos$¢ enzyméw antyoksydacyjnych a procesy starzenia.

Od czasu ogloszenia w 1956r. przez D. Harmana wolnorodnikowej teorii
starzenia [55] wiele wysitku wlozono w poszukiwanie zwiazkéw pomiedzy dzialaniem
re ych form tlenu a rozwojem zmian starczych, a takze w okre$lenie znaczenia
obrony antyoksydacyjnej w procesie starzenia. Zalezno$¢ pomiedzy maksymalnym
czasem trwania zycia a aktywnoscia niektérych enzymoéw antyoksydacyjnych i
stezeniami innych antyoksydantow jak B-karotenu, o-tokoferolu czy kwasu moczowego
wykazali w swoich badaniach Cutler [33] 1 Sohal [159]. Uwazajac, ze dlugos¢ zycia jest
ograniczona zdolnos$cig organizmu do przeciwdziatania reaktywnym formom tlenu,
Cutler nazwal geny zawiadujace syntezg i aktywnoscia enzymow antyoksydacyjnych:
peroksydazy glutationowej, dysmutazy ponadtlenkowej 1 katalazy genamui
"determinujqcymi diugos¢ zycia” (longevity determinant genes), a roznice dotyczace
tempa starzenia thumaczyt zaburzeniami koordynacji 1 rézna ekspresja tych genow [33].
Kolejne badania wptywu aktywnosci poszczegdlnych enzyméw na dhugoé¢ zycia zdaja
si¢ potwierdzaé te hipotezy. Hodowla mutantow Neurospora crassa 1 Drosophila
melanogaster z niedoborem enzymoéw antyoksydacyjnych wykazala, ze zyja one
znacznie krocej niz osobniki tego gatunku z prawidlowa aktywnosciq enzymow
[93,112,129], a podwyzszenie aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej 1 katalazy
powoduje wydtuzenie maksymalnego trwania zycia o 110% u w/wym. nicieniio 1/3 u
muszki owocowej [121].

Badania aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych u ludzi nie przyniosty dotychczas
Jednoznacznej odpowiedzi na temat roli poziomu obrony antyoksydacyjnej w procesie
starzenia si¢ organiziu.

Wlasne badania aktywnosci gldwnych enzyméw  antyoksydacyjnych:
peroksydazy glutationowej, dysmutazy ponadtlenkowej 1 katalazy przeprowadzone w
grupie miodych 0s6b zdrowych w pordownaniu z wynikami u zdrowych, ale o ok. 47 lat

starszych kobiet i mezczyzn pozwalaja na wycinkowy wglad w zachodzace z wiekiem
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réznice aktywnosci enzymatycznej obrony antyoksydacyjnej. Oddzielne rozpatrywanie

kobiet i mezczyzn w obrebie badanych grup pozwolito na wyeliminowanie

ewentualnego wplywu plci na badane parametry. Nieco nizszy wiek mezczyzn w obu
grupach oraz ich mniejsza liczebno$¢ byty dodatkowymi czynnikami przemawiajacymi
za wyosobnieniem podgrup kobiet i mgzczyzn.

Uzyskane wyniki wlasne wykazaly rzeczywiscie istnienie roznic w aktywnosci dwoch

enzyméw antyoksydacyjnych pomiedzy grupa osob miodych 1 starszych. W

poréwnaniu z osobami mtodymi u ludzi w podesztym wieku stwierdzono:

la-  istotnie nizsza aktywno$¢ erytrocytarnej peroksydazy glutationowej (GSH-Px)
zaréwno u kobiet jak 1 u mezczyzn (p<0,05),

1b-  istotnie nizsza aktywno$¢ peroksydazy osoczowej, u kobiet p<0,001, u me¢zczyzn
- p<0,05,

2-  istotnie nizsza aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w krwinkach
czerwonych u starszych kobiet (p<0,01), natomiast w obu grupach mezczyzn
aktywnos¢ tego enzymu byla podobna.

3- aktywnos¢ katalazy nie roznita si¢ pomigdzy grupa osob mtodych i starszych.

Wiaczenie do badan tylko osoéb zdrowych pozwolilo na wyeliminowanie
wplywu choréb na stan prooksydacyjno-antyoksydacyjny ustroju. Etiologia wielu
schorzen, uwazanych ze wzgledu na czestos¢ wystepowania jako typowe dla okresu
starosci, wigzana jest z dzialaniem wolnych rodnikéw [9,29,53,54,70,146]. Badanie
0sob, u ktorych wykluczono obecnos¢ takich chordb, do ktorych zalicza si¢ cukrzyce z
jej powiklaniami naczyniowymi, reumatoidalne zapalenie stawow, rozedme pluc,
miazdzyce, schorzenia nowotworowe, pozwala przypuszczaé, ze stwierdzone obnizenie
aktywnosci erytrocytamnej 1 osoczowej peroksydazy glutationowej mozna jednoznacznie
wiaza¢ z wiekiem podesztym, co jednak nie stanowi bezposredniego dowodu zaleznosci
procesu starzenia od nizszej ich aktywnosci. Liczebnos¢ badanych grup jak réwniez
przekrojowy charakter badan nie pozwolily na przesledzenie aktywnosci
poszczegdlnych enzymow w kolejnych dekadach zycia, co mogloby poglebi¢ oceng

zaleznosci procesOw starzenia od malejacej aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych.
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Trudnosci doboru zdrowych mezczyzn w wieku podeszlym byly przyczyna zebrania
najmniejszej liczby osob stanowiacych grupe starszych mezczyzn (n=13), co moze by¢
przyczyna nie znalezienia u nich istotnych zmian aktywnosci dysmutazy
ponadtlenkowe;.

Prezentowane w pisSmiennictwie rezultaty badan nad aktywnoscia enzymow
antyoksydacyjnych w okresie starosci sa zrézmicowane, czgsto nawet rozbiezne
(Tab.11).

Wyniki wlasne sa najbardziej zblizone do danych Guemouri i wsp. [49]. Autorzy
ci przebadali 1836 osob zdrowych, w wieku 4-97 lat stwierdzajac, ze do okoto 65 roku
zycia aktywno$¢ peroksydazy glutationowej, dysmutazy ponadtlenkowej 1 katalazy
utrzymuje si¢ na stalym poziomie, a powyzej 65r.z. nastgpuje spadek aktywnosci tych
enzymow. Aktywno$¢ peroksydazy glutationowej byla, podobnie jak w materiale
wlasnym, obnizona tak w erytrocytach jak i w osoczu, z tym, ze réznica dla osoczowe;j
GSH-Px byla istotna tylko u kobiet.

Takze w badaniach innych autoréw aktywnos¢ peroksydazy obnizala sie z
wiekiem [115,128,150,174] i tylko Lloyd [89], Campbell [21] i Berr [12] nie
obserwowali u ludzi starszych zmian aktywnosci erytrocytarnej formy enzymu, a
Verlinden i wsp. [184] oraz Jozwiak 1 Jasnowska [68] donosili nawet o podwyzZszeniu
Jjej aktywnosci w staro$ci.

Zmniejszenie u Judzi starszych aktywnosci drugiego badanego enzymu tj.
dysmutazy ponadtlenkowej obserwowali rowniez Perrin [128], Guemouri [49], Jozwiak
1 Jasnowska [68], ale inni autorzy nie znajdowali zaleznych od wieku zmian aktywnosci
tego enzymu w krwinkach czerwonych [12,28,35,145].

W badaniach wiasnych aktywno$¢ trzeciego badanego enzymu tj. katalazy nie
roznita si¢ pomigdzy grupa osob mtodych i starszych wiekiem, co odpowiada wynikom
Guemouri i wsp. [49], ktorzy wykazali tylko nieznamienne obnizenie aktywnosci
katalazy u ludzi powyzej 65r.z. w poréwnaniu z osobami w trzeciej dekadzie Zycia.
Takie zachowanie si¢ katalazy w materiale wlasnym odbiega tak od wynikdw Jozwiak i
Jasnowskiej [68], jak 1 Perrin [128] i Y.Niwy [115]. Ten ostati wykazal, ze starosci

towarzyszy obnizenie aktywnosci katalazy, ale aktywno$¢ enzymu badat w krwinkach
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bialych.
Nizsza aktywno$¢ peroksydazy glutationowej w erytrocytach i osoczu u osob

starszych obojga plci oraz dysmutazy ponadtlenkowej w erytrocytach starszych kobiet
wskazuja na obnizenie wydolnosci enzymatycznej obrony antyoksydacyjnej w starosci,
co potwierdzaja wyniki czgsci opracowan [49,68,115,128,150,174], zestawionych w
Tab.11.

Tab. 11. Zachowanie si¢ aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych w krwinkach osob
starszych w porownaniu 7 miodymi - przeglqd pismiennictwa.

Lokalizacja | Zachowanie si¢ aktywnosci enzymow w starosci
Autor/Rok badanego w poréwnaniu z osobami mfodymi
enzymu
GSH-Px Cat SOD
Thomson i wsp. 1977[174] | erytrocyty J
Saito 1 wsp. 1982 [145] erytrocyty bz
Verlinden i wsp. 1983[184]| erytrocyty T
Lloyd i wsp. 1983 [89] erytrocyty bz
Jozwiak, Jasnowska 1985 | erytrocyty T T dnz
[68]
osocze \:
Campbell i wsp. 1987 [21] | erytrocyty bz
plytki bz
Schafer i wsp. 1990 [150] | erytrocyty bz
Perrin i wsp. 1990 [128] | erytyrocyty ! 2 \S
0socze bz
Guemouri i wsp. 1991 [49] | erytrocyty J lnz \’
0socze M{ nz, K dnz
Ciechanowski i wsp. 1991 | erytrocyty bz
(28]
Berr i wsp. 1993 [12] erytrocyty bz bz
Niwa i wsp. 1993 [115] leukocyty i ! 2 bz
limfocyty
De Lustig i wsp. 1993 [35] | erytrocyty bz

bz - aktywnos¢ bez zmian, - Twzrost aktywnosci, 4 - spadek aktywnosci, nz - nieznamienny,
M- mezezyzni, K - kobiety
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Podobnie niejednolite wyniki uzyskiwano badajac aktywno$¢ omawianych enzyméw w
hodowlach tkankowych i komorkach zwierzecych.

Tab. 12. Zachowanie si¢ aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych w tkankach starych
zwierzqt doswiadczalnych - przeglqd pismiennictwa.

Zachowanie sig¢ aktywnosci enzymow
Autor/Rok Gatunek Narzad ant_voksydac_vjnycb w tkankach starych
zwierzat
GSH-Px Cat SOD

Pinto i wsp. 1969 [131] szczury watroba bz

Kellogg, Fridovich 1967 [71] szczury watroba bz

mozg bz

Remacle 1980 [137] hodowla komorek | fibroblasty bz bz

Vertechy i wsp.1989 [185] szczury serce T bz 0

migsnie T T bz

Ji, Dillon, Wu 1990 [66] szczury watroba T bz NS

migs$nie ) T

Rao i wsp. 1990 [135] szczury 28 vs 4 m.| watroba bz 2
szczury 21 vs 4 m.| watroba 0

szCzury, myszy, mozg 0 ) T

Sohal i wsp. 1990 [159] krowy, serce 2 T T

$winie watroba \2 0 T

Mote i wsp. 1990 [111] szczury watroba S J
Pigeolet, Remacle 1991 [130]{ hodowla komorck | fibroblasty bz

watroba 0 bz J

J11992 [67] szczury sercc | cytopl.d mitochT N2

migsnic T T T

Lopez-Torres 1 wsp.1993[90] zaby watroba bz bz bz

nerki bz bz bz

bz - aktywnosé bez zmian, T-ywzrost akiywnosci, ¥ - spadek aktywnosci, m. - miesiqe

Znaczne rozbieznosci zestawionych wynikow tylko czgdciowo mozna tlumaczy¢
roznymi warunkami w jakich prowadzone byly doswiadczenia czy odmiennym stanem

metabolicznym badanych.
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Zadna z obserwowanych tendencji zachowania sie enzymow:obnizenie,
niezmiennos¢ aktywnosci lub jej wzrost, nie wyklucza wolnorodnikowej koncepcji
starzenia.

Istotne obnizenie aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych, wykazane takze w
niniejszym opracowaniu dla peroksydazy glutationowej i w grupie kobiet - dla
dysmutazy ponadtlenkowej, moze dowodzi¢ zmniejszenia wydolnosci obrony
antyoksydacyjnej, niezaleznie od ilosci wytwarzanych reaktywnych form tlenu.
Thumaczy¢ to mozna tak zmniejszeniem syntezy bialek w starosci [67], jak i ich
uszkodzeniem lub tez hamowaniem przez wolne rodniki [164], gdyz dysmutaza
ponadtlenkowa hamowana jest przez nadtlenek wodoru, a wigc produkt swojego
dziatania, a katalaza 1 peroksydaza glutationowa przez - rodnik ponadtlenkowy [11,64].
Rao oraz Sohal i1 ich wsp. [135,160] uwazaja, ze synteza i aktywnos$¢ enzymoéw
antyoksydacyjnych podlegaja zmianom w okresie starzenia na poziomie transkrypcji.
Stwierdzali oni nie tylko nizsza aktywno$¢ enzymow u starych szczurdéw ale 1 nizsze
stezenia kodujacych je mRNA. Autorzy ci podkreslaja przy tym znaczenie restrykcji
kalorycznej w powigzaniu z wolnymi rodnikami. Udowodnili oni, ze ograniczenia
zywieniowe, ktérych rezultatem jest zmniejszenie ilosci powstajacych wolnych
rodnikow 1 powodowanych przez nie szkoéd wolnorodnikowych (szacowanych
zmniejszeniem ilo$ci produktéw peroksydacji lipidow i gromadzeniem lipofuscyny)
hamuja spadek stgzenia mRNA 1 aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy i
peroksydazy glutationowej w hepatocytach starych szczuréw w poréwnaniu ze
zwierzetami karmionymi dowolng iloscia paszy [135,158]. Poniewaz nie wszyscy
autorzy potwierdzaja fakt mniejszego wytwarzania reaktywnych form tlenu przy
zachowaniu restrykcyjnej diety [98,187], mozna mniejsza i1lo$¢ produktow reakcji
wolnorodnikowych u tych zwierzat przypisaé wyzszej niz u zwierzat karmionych
dowolnie aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych.

Takze niezmiennos¢ aktywnosci enzymow w starosci (w badaniach wlasnych
taki model zachowania dotyczy katalazy) nie wyklucza udzialu wolnych rodnikow w

procesie starzenia, gdyz utrzymywanie tego samego poziomu obrony antyoksydacyjne]
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moze by¢ relatywnie niedostateczne wobec zwigkszonej produkceji reaktywnych form
tlenu, narazajac ustroj na przewlekly stres oksydacyjny.

Trzecie najrzadziej stwierdzane w wieku podesztym zachowanie si¢ enzymow
antyoksydacyjnych w postaci wzrostu ich aktywnosci thumaczone jest przez Ji adaptacja
komorek do narastajacego z wiekiem stresu oksydacyjnego [67]. Najczesciej wzrost
aktywnosci wszystkich trzech enzymoéw obserwowano w migs$niach szkieletowych
[66,67,185], a wzrost mangano-zaleznej dysmutazy ponadtlenkowej 1 peroksydazy
glutationowej rowniez w komoérkach migéniowych serca [67] 1 neuronach mozgu [182].
Wazrost aktywnos$ci enzymow towarzyszyt wzmozonej w tych przypadkach produkcji
wolnych rodnikéw szacowanej wyzszym stezeniem dwualdehydu malonowego 1
zgromadzonej lipofuscyny. Hipotezy o enzymatycznej adaptacji do stresu
oksydacyjnego nie potwierdzono we wszystkich badaniach. O 1ile stres oksydacyjny
wywolany obciazeniem wysitkowym powodowal wzrost aktywnosci enzyméw w
mig¢$niach szkieletowych szczuréw, takiej indukcji nie obserwowano w komoérkach ani
serca ani watroby [67]. Prawdopodobnie zdolno$¢ indukcji aktywnosci enzymatycznej
pod wplywem zadzialania wolnych rodnikéw jest takze obnizona u osobnikow
starszych, co wykazali Niwa 1 wsp. poréwnujac aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowe;,
katalazy 1 peroksydazy glutationowej leukocytow i limfocytow ludzi miodych i1
starszych w warunkach podstawowych oraz po poddaniu ich dzialaniu zwigzkéw
uwalniajacyh wolne rodniki [115].

Przedstawiony brak jednoznacznego zachowania si¢ obrony antyoksydacyjnej
sugeruje, ze procesu starzenia nie mozna tlumaczy¢é wylacznie zmniejszeniem jej
wydolnosci. Tym niemniej szereg do§wiadczen nie pozwala pomina¢ zmian aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych w procesie starzenia. Jak juz wspomniano mutanty
Neurospora crassa 1 Drosophila melanogaster charakteryzujace si¢ niedoborami
enzymow antyoksydacyjnych zyja zdecydowanie krocej niz osobniki normalne
[93,112,129]. Z drugiej jednak strony podwyzszenie aktywnosci tylko jednego z
enzymoéw nie wplywa na dlugos¢ zycia. Proby takie podejmowane byly w
doswiadczeniach na owadach 1 gryzoniach [121]. Takze zespot Downa, powodowany

trisomia 21 lub obecnosciq dodatkowego fragmentu chromosomu 21 zawierajacego gen
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kodujacy dysmutaz¢ ponadtlenkowa, charakteryzuje sie podwyzszona o ok. 50%
aktywnoscig dysmutazy w komorkach, a mimo to chorzy ci nie tylko zyjq krocej, ale
wykazuja cechy przyspieszonego starzenia [11,196]. By¢ moze dochodzi w tej sytuacji
do szkodliwego wplywu nadmiaru wytwarzanego przez dysmutaze nadtlenku wodoru.
Posrednim dowodem takiej koncepcji jest mozliwos¢ wydluzenia zycia owadow przy
jednoczesnym podwyzszeniu aktywnosci zaréwno dysmutazy jak i katalazy, ktora
rozklada wytwarzany przez dysmutazg w zwigkszonej ilosci nadtlenek wodoru [121].
Wydaje si¢ wigc, ze w przeciwdzialaniu skutkom stresu oksydacyjnego bardzo wazne
jest nie tylko utrzymanie odpowiedniej do potrzeb aktywnosci enzymow ale tez ich
zrownowazone wspoldzialanie. Wypada takze podkresli¢, ze enzymy stanowig jedynie
fragment obrony antyoksydacyjnej. W piSmiennictwie mozna spotka¢ doniesienia o
obnizonym st¢zeniu glutationu czy dzialajacych antyoksydacyjnie  witamin

[3,17,109,153,154,183], ale w prezentowanej pracy czynniki te nie byly badane.

5.2. Aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych a stezenia metali.

Odrebne badanie w niniejszym opracowaniu stanowi zalezno$¢ aktywnosci
wybranych enzyméw antyoksydacyjnych od stgzen pierwiastkéw wbudowanych w ich
aktywne centra. Analiza st¢zen selenu, miedzi, cynku i zelaza oznaczonych wsréd ludzi
miodych 1 starszych wykazata:

1-  brak istotnych réznic pomiedzy $rednimi stgzeniami selenu w osoczu w grupach
ludzi miodych a osobami starszymi, ale u 46% badanych stwierdzono jego
stezenie ponizej 60ng/ml; przy czym najwigcej 0soéb z niedoborem selenu w
osoczu stwierdzono w grupie starszych kobiet (52,5%),

2 -  istotnie nizsze stezenie selenu w krwinkach czerwonych u starszych kobiet
(p<0,0001) jak i u starszych mezczyzn (p<0,01) w porownaniu ze stgzeniami

selenu w erytrocytach oséb mlodych,



3-  zblizone w obu grupach wiekowych stezenia miedzi w erytrocytach, a istotnie
wyzsze jej stgzenia w osoczu ludzi starszych, zaréwno mezczyzn p<0,005 jak i
kobiet p<0,01,

4-  stezenia cynku w osoczu, mimo, ze miescily sie w granicach wartoéci
prawidlowych, byly nizsze u ludzi starszych, osiagajac istono$é statystyczng w
grupie kobiet (p<0,01), natomiast w erytrocytach nie réznily sie znamiennie w
poszczegdlnych grupach,

5-  brak istotnych réznic pomigdzy stgZzeniami zelaza w osoczu ludzi miodych i
starszych.

Badane pierwiastki, niezbgdne do prawidlowego funkcjonowania organizmu,
naleza, z wyjatkiem zelaza, do tzw. pierwiastkow sladowych, na ktore zapotrzebowanie
jest niewielkie, z reguly pokrywane przez kazdy rodzaj mieszanej diety.

Selen jest mikroelementem, ktérego zawartoS¢ w organizmie zalezy od
zasobnosci gleby 1 wody.

Stezenia selenu w osoczu 0s6b badanych byly bardzo rézne i prawie u polowy
(46% o0sOb) stwierdzono niskie (<60ng/ml) stezenia tego pierwiastka w osoczu.
Niedoboér ten (u 41,2% miodych mezezyzn, 43,6% mlodych kobiet, 38,5% starszych
mezczyzn 1 u 52,5% starszych kobiet) wynika¢ moze z jego niskiej zawartosct w diecie,
gdyz wedtug nie publikowanych danych w Polsce, podobnie jak w innych krajach
Europy zawartos$¢ selenu w glebie jest niska [193].

Osobnicze zrdznicowanie stezenia selenu w osoczu ludzi mlodych 1 starszych nie

znalazly odzwierciedlenia w wartosciach $rednich, zblizonych w obu grupach

wiekowych. Podobne rezultaty uzyskali Lassen i Horder [79], Willet [190] 1 Marchaluk

[96]. Tylko Valentine [179] badajac dwie populacje amerykanskie obejmujace zarowno

dzieci jak i osoby powyzej 60r.z. znamiennie wyzsze st¢zenia selenu stwierdzit w

grupie osob najstarszych. Jednak w wigkszosci przeprowadzonych analiz st¢zenmia

selenu u 0s6b powyzej 60 r.z. byly nizsze niz u osob miodszych [12,13,21,31,43,89,
100,103,109,120,170,174,184].

Odrebnym nieco problemem jest zawarto$¢ selenu w krwinkach czerwonych.

Stwierdzone w badaniach wiasnych istotnie nizsze stezenie selenu w erytrocytach ludzi
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w podeszlym wieku opisywane bylo juz wezesniej przez Lloyda [89], Thomsona [174] i
Millera [103], a tendencj¢ do spadku jego stezenia opisat Berr [12], cho¢ spotyka sie
doniesienia 0 wyzszym [184] lub niezmienionym [21] stezeniu selenu w krwinkach
czerwonych ludzi starszych.
Autorzy wykazujacy nizsze stezenia selenu w erytrocytach ludzi starszych nie
podejmuja prob thumaczenia tego zjawiska. Rozwazy¢ mozna uposledzenie
mechanizméw odpowiedzialnych za transport blonowy i wiazanie selenu w
erytrocytach, zwlaszcza przy stosunkowo niskich stezeniach selenu w osoczu.
W opracowaniu wilasnym nie stwierdzono korelacji pomigedzy ste¢zeniem selenu w
osoczu 1 w erytrocytach, mimo iz taka zaleznos¢ byta podnoszona przez innych autoréw
[12,184,194]. Podobnie jak w badaniach Zachary 1 wsp. stezenia selenu byly wyzsze w
krwinkach czerwonych niz w osoczu we wszystkich badanych grupach [194].
Antyoksydacyjna rola selenu in vivo wiaze si¢ gldwnie z jego obecnoscia w
centrum aktywnym peroksydazy glutationowej, ale nie mozna wykluczy¢ tez znaczenia
jego zwiazkéw z innymi biatkami osocza. Swiadczy¢ moze o tym ochrona watroby
szczurOw przed nekroza po zadzialaniu dikwatu, zwiazku stymulujacego reakcje
wolnorodnikowe, przez wczesniejsze podanie selenu, chociaz aktywnos¢ peroksydazy
w tym doswiadczeniu wzrosta tylko nieznacznie, co $wiadczy, iz korzystny wplyw
selenu wynikat nie tylko z podwyzszonej aktywnosci enzymu [18]. Odkryte najpierw w
1987r. w surowicy szczurdw [191], a w 1993r. z surowicy ludzkiej wyosobnione przez
Burk’a i Hill’a [19] osoczowe biatko zawierajace selen, nazwane selenoproteing P
wigze ok. 36% selenu osocza [2], (a wedlug Eberle nawet do 60% [37]). Marchaluk 1
wsp. wykazali istotng zale/mos¢ pomigdzy stezeniami selenu i selenoproteiny P w
surowicy [96]. Wydaje sig, ze jest ona szczegodlnie chroniona w stanach niedoboru
selenu. Przy umiarkowanym deficycie selenu w paszy zwierzat laboratoryjnych stezenie
selenoproteiny P ulega w mniejszym stopniu obnizeniu niz aktywnos¢ peroksydazy, a z
kolei uzupetnianie niedoboru selenu powoduje duzy jej przyrost, przy mnigjszym
wplywie na aktywno$¢ GSH-Px [192]. Jak dotychczas fizjologiczna funkcja
selenoproteiny P nie jest jeszcze poznana i by¢ moze jest ona tylko biatkiem

transportujacym.




Wykonane badania ujawnily, ze od stezenia selenu zalezy aktywno$é
unieczynniajacej nadtlenek wodoru peroksydazy glutationowej. Zalezno$¢ ta
wystegpowata we wszystkich badanych grupach wiekowych kobiet i megzczyzn i
dotyczyla zar6wno enzymu osoczowego (wspotczynniki korelacji 1=0,842 1 1=0,686
odpowiednio w grupie miodych i starszych kobiet oraz r=0,679 i1 1=0,778 w grupie
miodych i starszych mezczyzn) jak 1 krwinkowego (1=0,757 1 0,643 w grupach miodych
1 starszych kobiet, 1=0,749 1 0,744 w grupach mtodych i starszych me¢zczyzn; Ryc.8-15).
Zaleznos¢ aktywnosci osoczowej lub krwinkowej peroksydazy od steZenia selenu
stwierdzali takze Snook [156], Schafer [150] i Rea [136], ale inni autorzy nie
znajdowali podobnej korelacji [16,62,89,168]. W badaniach Zachary wystepowata
zalezno$¢ pomigdzy stezeniem selenu a aktywnoscia peroksydazy glutationowej w
osoczu, natomiast nie znalazt on korelacji pomi¢dzy stezeniem selenu a aktywnoscia
enzymu w erytrocytach [194].

Utrzymuje si¢ poglad, ze aktywnos¢ peroksydazy glutationowej zalezy od selenu
tylko do pewnego jego stezenia. Wedlhug dokonanego przez Neve przegladu
pismiennictwa dla aktywno$ci peroksydazy osoczowej 1 krwinkowej “graniczng”
warto$cia wydaja si¢ stezenia selenu w osoczu od 60-71ng/ml [113]. Wlasne wyniki
charakteryzuje zaleznos$¢ aktywnosci peroksydazy glutationowej od stezenia selenu o
wiekszym zasiegu, az do 104ng/ml (co moze by¢ zwiazane z niezbyt wysokimi
stezeniami selenu wsrod badanych osob).

Nie stwierdzitam natomiast opisywanej przez Perona 1 wsp. [127], Macdougall
[92], Cellerino [24] i Rodviena [142] zaleznosci aktywnosci erytrocytarnej peroksydazy
glutationowej od stezenia zelaza (wspolczynniki korelacji w poszczegdlnych grupach
=0,078, 0,166, 0,324, 0,004). Brak takiej zaleznosci w wynikach wlasnych mozna
thumaczy¢ prawidtowymi stezeniami zelaza u badanych, podczas gdy wspomniane
zmniejszenie aktywnosci enzymu wykazywano w warunkach niedoboru zelaza w
0soczu.

W organizinie czlowieka znajduje si¢ ok. 100-150mg miedzi [74,95]. W duzych
ilosciach wystepuje ona w watrobie, migsniach 1 w kosciach, a ponadto stwierdza si¢ jq

w osoczu, w ktorym w ok. 90-95% zwiazana jest z ceruloplazming [95], a takze z
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albuminami i aminokwasami [162]. Wystepuje tez miedZ w krwinkach czerwonych,
wchodzac przede wszystkim (w 60%) w sktad dysmutazy ponadtlenkowej [117].

W badaniach wlasnych stezenia miedzi w osoczu byly istotnie wyzsze u ludzi
starszych, (kobiety p<0,01, mg¢zczyzni p<0,005), ale nie przekroczyly one, wynoszacej
1,4mg/l, gérnej granicy zakresu referencyjnego.
Doniesienia na temat zachowania sie stezen miedzi w staros$ci nie sg zbyt liczne
[61,75,84,85,94,132], ale w badaniach wszystkich autoréw, podobnie jak we wlasnych,
stezenie miedzi w osoczu byto wyzsze u osob starszych. Wzrost stezenia miedzi w
osoczu moze wystgpowaé co prawda w przebiegu réznych stanéw chorobowych jak
reumatoidalne zapalenie stawow, zapalenie watroby, kolagenozy, zoltaczka
mechaniczna, w ostrych 1 przewlektych zakazeniach, w niedokrwisto$ciach, w
chorobach nowotworowych [74,95,105,171], ale zastosowana procedura doboru
badanych wyklucza u nich obecno$¢ wymienionych chorob. Jako przyczyna wyzszych
stezen miedzi w osoczu ludzi starszych rozwazana byla réwniez ontogenetycznie
zmniejszona zdolno$¢ wydalnicza watroby w tej grupie wiekowej [75], jako, ze gtowna
droga eliminacji miedzi z ustroju jest jej wydalanie z z6lcia [74]. Wyniki podstawowych
wskaznikow wydolnosci watroby byly u wszystkich prawidlowe, co oczywiscie nie
wyklucza utajonego uposledzenia funkcji narzadu, towarzyszacego podesziemu
wiekowi, ktore nie powoduje objawoéw klinicznych.
Nawigzujac do koncepcji udzialu wolnych rodnikéw w procesie starzenia, niektorzy
autorzy [34,63] tlumacza wyzsze stezenia miedzi w osoczu ludzi starszych
zwiekszeniem ilosci nieenzymatycznych zwiazkow miedzi o dzialaniu dysmutacyjnym,
do ktorych naleza jej polaczenia z albuminami i aminokwasami. Zwiazki te majac
nizsza mas¢ czasteczkowa niz dysmutaza ponadtlenkowa, fatwiej penetrujg do wngtrza
komorek, gdzie moga unieczynnia¢ rodnik ponadtlenkowy. Taka reakcje podwyzszenia
stezenia miedzi w osoczu obserwowal Danch i1 wsp. u szczurow pod wplywem
podawanego im prokainamidu, ktérego metabolity indukujg reakcje wolnorodnikowe
[34].

Pomimo istotnie wyzszych wartosci stezenia miedzi w osoczu ludzi starszych,

stezenia tego metalu w erytrocytach nie réznily si¢ istotnie pomigdzy badanymi grupami
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oraz nie stwierdzono korelacji pomiedzy stezeniem miedzi w osoczu i w krwinkach
czerwonych.

Badanie aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej w zestawieniu ze stg¢zeniem
miedzi w erytrocytach wykazalo obecno$¢ takiej korelacji tylko w jednej grupie, a
mianowicie u miodych me¢zczyzn (=0,899). Obserwacje wplywu stgzenia miedzi na
aktywno$¢ dysmutazy poczynil Okahata badajac dzieci z niedoborem miedzi [117].
Roéwniez Prohaska [133,134] 1 Jenkinson i wsp. [65] stwierdzali obnizona aktywnos¢
SOD w tkankach myszy 1 szczuréw z deficytem miedzi. Na podstawie badan komorek
drozdzy (Saccharomyces cerevisiae) prowadzonych przez Carri 1 wsp. przypuszcza sig,
ze jony miedzi wspdtuczestnicza w regulacji genu odpowiedzialnego za synteze¢ SOD
na etapie transkrypcji, a takze moga by¢ regulatorem posttranslacyjnym aktywujac
zmagazynowany w komorce apoenzym [23].

Mimo podnoszonego wplywu stezenia miedzi na aktywnos$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej, we wlasnych badaniach aktywnos$¢ SOD (z wyjatkiem grupy miodych
mezczyzn) nie byla zalezna od stezen metalu w erytrocytach, co moze by¢ zwiazane z
brakiem jego niedobordw. Wystepowanie tej zaleznosci tylko w grupie miodych
mezczyzn pozostaje trudne do wyjasnienia. Srednie stezenie miedzi w krwinkach
czerwonych mlodych mezczyzn nie réznilo si¢ od stezen w pozostalych grupach, a
$rednia aktywno$¢ dysmutazy byla zblizona do jej aktywnosci w grupie starszych
mezezyzn. Co prawda stezenie miedzi w osoczu miodych mezczyzn bylo najnizsze
sposrod badanych grup, ale z kolei nie stwierdzono zaleznosci aktywnosci enzymu od
stezenia miedzi w osoczu. Podobnie nie mozna wytlumaczy¢ réznicami stgzen miedzi
obnizenia aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej w grupie starszych kobiet (p<0,01),
gdyz aktywnos¢ ta nie pozostaje w tej grupie w zwiazku ze zmianami jej stezenia. Tak
wigc zaleznos$¢ aktywnosci dysmutazy od stgzenia miedzi wymaga jeszcze dalszych
badan.

Dotychczasowe badania zaleznosci aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych od
stezen metali ujawnily wplyw niedoboru miedzi nie tylko na obnizenie aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej, ale i peroksydazy glutationowej, ktora jest enzymem

selenozaleznym. Eksperymentalne badania Olin [118], Prohaski [134] i Jenkinson [65]
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wykazywaly obnizong aktywnos¢ peroksydazy glutationowej w osoczu, hepatocytach i
pneumocytach myszy 1 szczuréw karmionych dietq z niska zawartoscia miedzi, podczas
gdy w erytrocytach aktywno$¢ tego enzymu byla zwigkszona [69,118]. Nie wykazano
Jak dotychczas podobnych zalezno$ci u ludzi, réwniez we wilasnych badanych grupach
0sob miodych 1 starszych nie stwierdzono korelacji pomigdzy stezeniem miedzi w
osoczu lub erytrocytach a aktywnoscia osoczowej i krwinkowej peroksydazy. By¢ moze
zalezno$¢ taka wystepwe tylko przy duzych niedoborach miedzi, ktorych nie
stwierdzono wéréd badanych osob. Brak tez wytlumaczenia mechanizmu obnizenia
aktywno$ci peroksydazy w stanach niedoboru miedzi. Sugeruje si¢, ze niedobor miedzi
uposledza metabolizm selenu, jego wchianianie lub gospodarke jego zasobami [65,118].
Jenkinson 1 wsp. stwierdzali zwigkszone wydalanie selenu z katem u szczurdéw z
deficytem miedzi [65]. Niedobor miedzi moze tez hamowaé wbudowywanie
selenocysteiny do peroksydazy glutationowej. Innym mozliwym wyjasnieniem
zmniejszenia aktywnos$ci GSH-Px w stanach niedoboru miedzi jest zmniejszenie ilosci
nadtlenku wodoru - substratu peroksydazy, w wyniku obserwowanego jednoczesnie
zmniejszenia aktywnosct dysmutazy ponadtlenkowej lub unieczynnianie peroksydazy
przez pozostajacy w nadmiarze rodnik ponadtlenkowy [118].

Kolejnym metalem, ktorego stgzenia zostaly oznaczone w tej pracy w osoczu i w
krwinkach czerwonych byl cynk. Uwazany za jeden z najwazniejszych pierwiastkow
sladowych jest on sktadowa czgscig wielu enzyméw (wg Faviera ok. 200 [40]), pelniac
w nich réznorodne role: stabilizatora, katalizatora lub aktywatora. Wykazano tez udziat
tego pierwiastka w biosyntezie kwasow nukleinowych, bialek, hemu, w procesach
odpornosciowych, réznicowania 1 podziatach komodrek, we wzroscie, a nawet w
poczuciu smaku [40,76,139,140]. Budzi on tez zainteresowanie jako stabilizator bton
lizosomalnych, jak rowniez z racji pelnienia funkcji antyoksydacyjnych.

Stezenia cynku w osoczu we wszystkich badanych grupach miescily sie w
granicach normy (0,5-1,2mg/l), ale przeciwnie niz w przypadku miedzi, byly u ludzi
starszych nizsze w porownaniu z mlodymi, przy czym u kobiet roznica ta byla

statystycznie istotna (p<0,01).
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Niskie st¢zenia cynku w osoczu opisywano w przebiegu réznych standw
chorobowych: biataczek, niewydolnosci nerek, marskosci watroby i w chorobie
alkoholowej [74,76,171], a wigc w stanach wykluczonych u 0s6b badanych w ramach
tego opracowania. Tylko w badaniach Prasada [132], Licastro [84,85] i Rissanena [141]
stezenie cynku w osoczu ludzi starszych nie odbiegalo od wartosci prawidlowych,
natomiast inni uwazaja niedobodr cynku za czesty w starosci [3,14,76,94,109,139,170,
183]. Vannucchi [183] i Sweeney [170] ocenili, ze wystepuje on u 56-58% ludzi w
podesztym wieku, sprzyjajac zaburzeniom odpomosci, wigkszej podatnosci na
zakazenia, gorszemu gojeniu si¢ ran [40,140]. Nizsze stezenia cynku u ludzi starszych
moga niekorzystnie odbija¢ si¢ na jego funkcjach antyoksydacyjnych - stymulacji
syntezy metalotioneiny, czy roli ochronnej w stosunku do grup sulthydrylowych biatek
[82].

Najpewniej mieszczace si¢ W granicach normy stezenia cynku w osoczu byly
wystarczajace do utrzymania st¢zen metalu w krwinkach czerwonych, w ktorych
znajduje si¢ okolo 85% cynku zawartego we krwi [76], glownie jako skiadnik
anhydrazy weglanowe;j, ale takze dysmutazy ponadtlenkowej. W pracy wilasnej stezenia
cynku w erytrocytach byly we wszystkich grupach jednakowe. Przeprowadzone badania
nie wykazaly zaleznosci aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej od stgzenia cynku co
jest zgodne z obserwacjami innych autoréw [28] oraz ustalong rola cynku ograniczong
do stabilizowania czasteczki dysmutazy [45].

Zelazo jest najobficiej wystepujacym w organizmie metalem przejsciowym
(posiadajacym niesparowane elektrony na powlokach wewnetrznych), waznym ze
wzgledu na rolg hemoglobinowego nosnika tlenu. Poza hemoglobina, ktora zawiera ok.
70% catkowitej puli zelaza w ustroju, poza zelazem zapasowym zwiazanym z ferrytyna
1 hemosyderyna (27%) oraz zelazem transportowanym przez transferyng (0,2% puli),
wchodzi ono w sklad enzyméw zawierajacych grupe flawinowa (jak dehydrogenaza
NADH czy dehydrogenaza kwasu bursztynowego) lub zawierajacych grupe hemowa
[74,95]. Ta ostatnia grupa enzymoéw, do ktorych naleza cytochromy, peroksydaza,
oksydaza cytochromowa, katalaza, wigze ok. 0,1% calkowitej i1losci zelaza organizmu

[95].
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Mimo czgsto podkreslanych réznych niedoboréw zelaza u ludzi w podesztym wieku
[88,114,122,161] wynikajacych czy to z nie do$¢ urozmaiconej diety czy =z
uposledzonego w starosci wchtaniania, stezenia zelaza u wszystkich badanych miescity
si¢ w zakresie wartosci referencyjnych. Co prawda najnizsza sSredniq stezenia zelaza
stwierdzono u starszych kobiet, ale roznica w poréwnaniu z kobietami mtodszymi nie
byla istotna statystycznie.
Sposréd badanych enzymoéw antyoksydacyjnych najwigkszej zalezno$ci od stgZenia
zelaza moznaby si¢ spodziewa¢ w przypadku katalazy, ktora jest hemoproteing
zawierajaca w centrum aktywnym 4 atomy zelaza. Zawarta w duzej ilosci w
erytrocytach chroni je przed litycznym dziataniem powstajacego w toku metabolizmu
nadtlenku wodoru. Tymczasem zestawiajac aktywnos¢ katalazy ze stezeniem zelaza w
osoczu nie stwierdzitam istnienia zaleznosci pomi¢dzy tymi parametrami w zadnej z
grup wiekowych. Najpewniej nawet najnizsze, ale jeszcze prawidlowe stezenia zelaza
byly wystarczajace dla utrzymania aktywnosci katalazy. Zmniejszenie aktywnosci
katalazy inni autorzy stwierdzali wylacznie wsrdd ludzi z niedoborami zelaza 1
aktywno$¢ ta wzrastala po wyréwnaniu niedoboru tego pierwiastka [92].

Uzyskane w wykonanej pracy wyniki wskazuja na ograniczong wydolnos¢
enzymatycznej obrony antyoksydacyjnej u ludzi w podesztym wieku, 1 chociaz nie
pozwalaja interpretowac roli tego niedoboru w procesie starzenia, to jednak uzasadniaja

przedstawienie bardziej szczegétowych wnioskow.
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6. WNIOSKI

1. Enzymatyczna, antyoksydacyjng obronnos¢ organizmu czlowieka w jego
pozniejszym okresie Zzycia charakteryzuje istotne obnizenie aktywnosci
peroksydazy glutationowej (GSH-Px), tak w osoczu jak 1 w erytrocytach.

2. Dysmutazie ponadtlenkowej (SOD) mozna przypisa¢ ograniczong sprawnos¢ w
okresie starosci, za czym przemawia jej znamiennie nizsza aktywnos¢ w
krwinkach czerwonych starszych kobiet, przy jednakowym jej poziomie w obu
grupach przebadanych mezczyzn.

3. Aktywnos¢ katalazy (Cat) w erytrocytach okazata si¢ we wszystkich grupach
badanych jednakowa i najpewniej nie jest ona wyrazniej uzalezniona od
kalendarzowego wieku cztowieka.

4. W naszych warunkach Srodowiskowo - zywieniowych nie wystepuja u osob
zdrowych, niezaleznie od wieku, niedobory zelaza, miedzi 1 cynku we krwi,
natomiast prawie u potowy (46%) badanych, zar6wno miodych jak i starszych,
stwierdzono w osoczu zbyt niskie st¢zenia selenu.

5. Starzenie wiaze si¢ ze znamiennym obniZeniem stg¢zenia selenu w krwinkach
czerwonych w poréwnaniu z jego stezeniem u ludzi mlodych.

6. Ze stezeniem selenu w osoczu i krwinkach czerwonych jednoznacznie koreluje
aktywnos¢ osoczowej i erytrocytarnej peroksydazy glutationowe;.

7. Podeszlemu wiekowi towarzysza takze istotnie wyzsze w pordéwnaniu z osobani
mliodymi st¢zenia miedzi w osoczu u obu plci 1 nizsze stgzenia cynku przy
statystycznej istotnosci roznic tylko pomigdzy grupami miodych 1 starszych
kobiet.

8. Przy prawidlowych stezeniach zelaza, miedzi i cynku nie stwierdza sie
skorelowania aktywno$ci enzymoéw antyoksydacyjnych: katalazy, peroksydazy
glutationowej i dysmutazy ponadtlenkowej ze stezeniami tych pierwiastkow, za
wyjatkiem aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej w relacji do stgzenia miedzi

w erytrocytach mlodych mezczyzn.
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Opracowanie wykazalo obnizona w okresie starosci sprawnos$¢ enzymatycznej
obrony antyoksydacyjnej cztowieka, szczegdlnie w odniesieniu do osoczowej i
erytrocytarnej peroksydazy glutationowej, przy czym redukcja aktywnosci tego
enzymu moze pozostawa¢ w zwiazku z obnizeniem stgzenia selenu bedacego jej

kofaktorem.
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7. STRESZCZENIE

Jedng z teorii probujacych dotrze¢ do przyczyn starzenia na poziomie
molekularnym jest wolnorodnikowa teoria D.Harmana. Wedtug jej tworcy, starzenie
Jest rezultatem gromadzenia w komorkach uszkodzen kwasow nukleinowych, biatek,
lipidéw 1 weglowodandw powstajacych w wyniku ich reakcji z wolnymi rodnikami
tlenowymi.

Za udzialem reaktywnych form tlenu w procesie starzenia przemawiaja:

— obserwowany przez wielu autoréw wzrost ilosci wolnych rodnikow u osobnikdw
starych, zaro6wno ludzi jak i zwierzat,

— odwrotnie proporcjonalna zalezno$¢ maksymalnego czasu trwania zycia i tempa
przemiany materii, z ktérym zwiazana jest iloS¢ wytwarzanych wolnych rodnikow,

— wydluzenie czasu trwania zycia po zastosowaniu restrykcji kalorycznej,
ograniczajacej produkcje wolnych rodnikow,

— obecnos¢ odwrotnej korelacji pomigdzy iloscia rodnika ponadtlenkowego i nadtlenku
wodoru wytwarzanych w mitochondriach hepatocytow a maksymalnym czasem
trwania zycia 6 r6znych gatunkow ssakow,

— wzrost w okresie starosci stezen produktow reakcji reaktywnych form tlenu z
biomolekutami: nadtlenkéw lipidow, dwualdehydu malonowego, etanu 1 pentanu
jako produktow peroksydacji lipidow, ilosci grup karbonylowych w bialkach, 8-
hydroksy-2’deoksyguanozyny w DNA, lipofuscyny,

— gromadzenie uszkodzen w postaci utlenionych biatek i lipidow, nieaktywnych
enzymoOw, peknigé i ubytkow nici DNA, rozszczepien jego podwojnej helisy, delecji
lub substytucji zasad w DNA.

Chociaz starzenie wiazane jest z zaburzeniem rownowagi prooksydacyjno-
antyoksydacyjnej ustroju, to nadal nie ma pewnosci jak zachowuja si¢ czynniki
antyoksydacyjne: dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza 1 peroksydaza glutationowa.

Celem pracy bylo zbadanie aktywnosci gtownych enzymoéw antyoksydacyjnych:
dysmutazy ponadtlenkowe;j, katalazy i peroksydazy glutationowej u zdrowych osob w
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wieku podeszlym 1 u ludzi miodych, a takze okreslenie w osoczu i w erytrocytach
stezen selenu, zelaza, miedzi i cynku, tj. pierwiastkow wbudowanych w aktywne centra
enzymOw oraz przesledzenie czy aktywno$¢ badanych enzyméw zalezy od stezen
pierwiastkéw bedacych ich kofaktorami.

Badaniami objgto 93 zdrowe osoby w wieku 21-102 lata, ktore podzielono w
zaleznos$ci od wieku 1 plci. W grupie I (pordwnawczej), utworzonej przez 40 oséb w
wieku 21-44 lata (x=32,03£6,25 1.) wydzielono:

— podgrupg miodych kobiet, n=23, w wieku X=33,4+4,65 1.

— podgrupe mtodych mezezyzn, n=17, ktérych sredni wiek wynosit x=30,2£7,73 1.
Grupg 1 (0s6b starszych) stanowito 53 badanych w wieku 61-102 1. (x=79,6819,64 1.)
podzielonych na:.

— podgrupe starszych kobiet, n=40, w wieku x=80,7+10,13 oraz

— podgrupe starszych mezczyzn, n=13, w wieku x=76,5+7,69 1.

Glownymi wyznacznikami doboru byt brak skarg 1 przewleklych choréb w
wywiadzie, brak odchylen w badaniu fizykalnym oraz prawidlowe wyniki wybranych
badan laboratoryjnych, ekg, rtg klatki piersiowej 1 usg jamy brzusznej oraz wyrazenie
zgody na udzial w badaniu.

Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy (Cat) 1 peroksydazy
glutationowej (GSH-Px) oznaczano w erytrocytach, a GSH-Px ponadto w osoczu u
wszystkich badanych. W erytrocytach i w osoczu oznaczono réwniez u wszystkich
badanych stgzenie selenu, natomiast u 15 kobiet 1 11 mezczyzn grupy I oraz u 26 kobiet
17 megzczyzn grupy Il zbadano stezenia miedzi 1 cynku, a w osoczu stg¢zenia zelaza. Do
badania aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej wykorzystano metode Misry i
Fridovicha, do badania aktywnosci katalazy - metodg Aebi, a aktywnos¢ peroksydazy
glutationowej oznaczano metoda Paglia 1 Valentine’a w modyfikacji Lawrence’a 1
Burk’a.

Stezenie selenu oznaczano metoda spektrofluorymetrczng opisang przez Lalonde 1 wsp.,
stezenie zelaza w 0soczu metoda kolorymetryczna, a stezenia miedzi 1 cynku - metoda
spektrofotometrii absorpcji atomowej. Wyniki przedstawiono w postaci srednich

arytmetycznych 1 odchylen standardowych dla poszczegoélnych analizowanych grup.
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Istotnos¢ réznic pomigdzy wartosciami $rednimi zbadano stosujac test dla dwoch
Srednich oparty na rozkladzie t Zaleznos¢ aktywnosci enzyméw od  stezen
pierwiastkow bedacych ich kofaktorami okreslono za pomoca réwnan prostych regresji
oraz wyliczajac wspotczynniki korelacji liniowej Pearsona.

Poréwnanie srednich wartosci obliczonych oddzielnie dla kobiet i mezczyzn
parametrOw wykazato, ze ple¢ nie réznicuje wynikéw badanych, tak w obrebie grupy
0s6b miodych jak i starszych.

Obnizenie poziomu obrony antyoksydacyjnej u zdrowych osob starszych wyrazilo sie
istotnie nizsza (p<0,05) w poréwnaniu z miodymi aktywnoscia peroksydazy
glutationowej w erytrocytach, tak u kobiet jak i u mezczyzn. Aktywno$é peroksydazy
glutationowej byla réwniez istotnie nizsza w osoczu ludzi starszych, u kobiet na
poziomie p<0,001, u m¢zczyzn p<0,05.

Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej w krwinkach czerwonych byla istotnie
nizsza tylko u starszych kobiet (p<0,01), natomiast w obu grupach mezczyzn aktywnosé
tego enzymu byta podobna.

Aktywno$¢ katalazy nie réznifa si¢ pomiedzy badanymi grupami.

Badanie st¢zen metali w osoczu wykazalo obnizone (<60ng/ml) stezenie selenu
u 46% sposrod wszystkich badanych, natomiast stezenia zelaza, cynku i miedzi miescity
si¢ w zakresie wartosci referencyjnych (tylko u 2 osob grupy miodej stezenia miedzi
byly nieznacznie nizsze).

Przy poréwnaniu o0sob starszych z mtodymi nie obserwowano réznic pomiedzy
stezeniami selenu w osoczu, natomiast stezenia selenu w erytrocytach ludzi starszych
byty istotnie nizsze zardwno u kobiet (p<0,0001) jak i u me¢zczyzn (p<0,01).

Mimo, ze stezenia miedzi w osoczu miescily si¢ w granicach normy, jej stgzenia
w poréwnaniu z osobami miodymi byly istotnie wyzsze zarowno u starszych kobiet
(p<0,01), jak i u starszych mezczyzn (p<0,005).

Z kolei stezenia cynku w osoczu, cho¢ rowniez w granicach normy, byly u osob
starszych nizsze niz u miodych, osiagajac istotnos¢ statystyczna w grupie kobiet
(p<0,01).

Stezenia miedzi i cynku w erytrocytach nie roznily si¢ pomigdzy badanymi grupami.
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Badanie korelacji pomigdzy stezeniami metali a aktywnos$cia zawierajacych je
enzymow wykazalo istotny zwiazek (p<0,01) aktywnosci peroksydazy glutationowej od
stezen selenu we wszystkich badanych grupach kobiet 1 mezczyzn. Zaleznosc te
obserwowano zar6wno w osoczu, jak i w krwinkach czerwonych. Nie stwierdzono
znamiennego powiazania aktywno$ci erytrocytarnej peroksydazy glutationowej ze
stezeniami zelaza oraz miedzi w osoczu.

Podobnie nie obserwowano zwigzku pomigdzy stgzeniami zelaza a aktywnoscia
zawierajacej go katalazy.

Tylko w grupie miodych mezczyzn obserwowano zaleznos$¢ pomigdzy
aktywnoscia dysmutazy ponadtlenkowej a stezeniem miedzi w erytrocytach.

Uzyskane wyniki  wskazuja na  zmniejszenie  wydolnosci  obrony
antyoksydacyjnej u ludzi w podeszlym wieku, chociaz nie pozwalaja interpretowac roli
tego niedoboru w procesie starzenia. Wykazany zwiazek pomigdzy aktywnoscia
peroksydazy glutationowej a stgzeniem selenu, przy jednoczesnym stwierdzeniu jego
obnizonych stgzen w osoczu wsrod badanych osob, stwarza mozliwo$¢ poprawy obrony

antyoksydacyjnej przez uzupelnienie niedoborow tego pierwiastka.
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9. Spis tabel i rycin

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
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Tab. 6.

Tab. 7.

Tab. 8.

Tab. 9.

Tab. 10.

Tab. 11.

Tab. 12.

Ryc. 1.

Ryc. 2.

Ryc. 3

Ryc. 4.

Ryc. 5.
Ryc. 6.

Wiek i liczebno$¢ badanych

Schemat przygotowania prob do badania aktywnosci dysmutazy ponadtienkowe;j.
Schemat przygotowania préb do badania aktywnosci katalazy.

Schemat przygotowania prob do badania aktywnosci peroksydazy glutationowe.
Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy (Cat) i peroksydazy
glutationowej (GSH-Px) w erytrocytach i osoczu oséb miodych.

Stezenia zelaza (Fe), cynku (Zn), miedzi (Cu) i selenu (Se) w osoczu i erytrocytach
osob mtodych.

Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy (Cat) i peroksydazy
glutationowej (GSH-Px) w erytrocytach i osoczu oso6b starszych.

Stezenia zelaza (Fe), cynku (Zn), miedzi (Cu) i selenu (Se) w osoczu i erytrocytach
0s0b starszych.

Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy (Cat) i peroksydazy
glutationowej (GSH-Px) w erytrocytach (E) i w osoczu w poszczegdlnych grupach.
Stezenia zelaza (Fe), cynku (Zn), miedzi (Cu) i selenu (Se) w osoczu i erytrocytach
(E) w poszczegdinych grupach.

Zachowanie sie aktywno$ci enzyméw antyoksydacyjnych w krwinkach osoéb
starszych w poréwnaniu z mtodymi - przeglad pismiennictwa.

Zachowanie sie aktywnos$ci enzymoéw antyoksydacyjnych w tkankach starych

zwierzat doswiadczalnych - przeglad pismiennictwa.

Aktywno$¢ peroksydazy glutationowej w erytrocytach - warto$ci Srednie i odchylenia

standardowe.

Aktywnosé peroksydazy glutationowej w osoczu - wartosci $rednie i odchylenia
standardowe.

Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej w erytrocytach - warto$ci $rednie i odchylenia
standardowe.

Zestawienie procentowe osob z niedoborem selenu w osoczu w poszczegolnych
grupach.

Stezenie selenu w erytrocytach - wartosci srednie i odchylenia standardowe.

Stezenie miedzi w osoczu - wartosci Srednie i odchylenia standardowe.
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Ryc. 7.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryec.

Ryc.

10.

1.

12.

13.

14,

15.

16.

Stezenie cynku w osoczu - wartosci Srednie i odchylenia standardowe.

Aktywno$¢ osoczowej peroksydazy glutationowej a stezenie selenu w osoczu w
grupie kobiet miodych.

AktywnoS¢ osoczowej peroksydazy glutationowej a stezenie selenu w osoczu w
grupie mezczyzn miodych.

AktywnosS¢ osoczowej peroksydazy glutationowej a stezenie selenu w osoczu w
grupie kobiet starszych.

Aktywno$¢ osoczowej peroksydazy glutationowej a stezenie selenu w osoczu w
grupie mezczyzn starszych.

Aktywnos$¢ erytrocytamej peroksydazy glutationowej a stezenie selenu w
erytrocytach w grupie kobiet mtodych.

Aktywnosé erytrocytamej peroksydazy glutationowej a stezenie selenu w
erytrocytach w grupie mezczyzn mtodych.

Aktywno$¢ erytrocytame] peroksydazy glutationowej a stezenie selenu w
erytrocytach w grupie kobiet starszych.

Aktywnos$¢ erytrocytamej peroksydazy glutationowej a stgzenie selenu w
erytrocytach w grupie mezczyzn starszych.

Aktywno$é dysmutazy ponadtlenkowej a stezenie miedzi w erytrocytach w grupie

miodych mezczyzn.
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