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Streszczenie: 1zoprostany sa produktami wolnorodnikowej reakcji peroksydacji wielonienasyconych
kwasow ttuszczowych wehodzacych w sktad fosfolipidow. Zwiazki te powstaja rowniez na drodze en-
zymatycznej zaleznej od cyklooksygenazy-1 i cyklooksygenazy-2. Pozwala to przypuszczaé, ze izo-
prostany, tak jak inne zwiazki powstajace na drodze enzymatycznej przemiany kwasow ttuszczowych,
wykazuja aktywno$¢ biologiczng. Izoprostany wystepuja w organizmie w formie zwigzanej z btona
komorkowa oraz w formie wolnej w ptynach biologicznych ciata. Obecnie, do najlepiej poznanych
izoprostandéw naleza pochodne kwasu arachidonowego, bedace izomerami przestrzennymi prostaglan-
dyn. Ze wzglgdu na swoj dlugi okres poéttrwania i stabilno$¢ chemiczna, izoprostany sa uznawane
za najbardziej wiarygodne wskazniki odzwierciedlajace stres oksydacyjny organizmu i utlenienie li-
pidow in vivo. Uwaza sig, ze izoprostany o strukturze podobnej do prostaglandyn F, w tym giownie
15-F,-IsoP (inaczej: 8-iso-PGF, , 8-epi-PGF,, oraz iPF, -IIl), s3 szczegolnie wartoSciowymi bio-
wskaznikami peroksydacji lipidow. Pomiar stezenia izoprostandw ma potencjalng warto$¢ prog-
nostyczna w odniesieniu do choréb, ktoérych etiologia powiazana jest ze stresem oksydacyjnym, jak
przyktadowo niektore choroby ptuc (w tym rak ptuca).

Stowa kluczowe: izoprostany, utlenianie lipidow, stres oksydacyjny, niedrobnokomorkowy rak ptuca,
reaktywne formy tlenu

Summary: Isoprostanes are products of free radical attack on polyunsaturated fatty acids of phospho-
lipids. They are also produced by cyclooxygenase-1 and cyclooxygenase-2 dependent pathway. The
above may imply that isoprostanes, as well as other compounds created by enzymatic conversion of
fatty acids, may have some biological activity. In the body isoprostanes are either esterified to cell
membrane or, after detachment, are present as free compounds in body fluids. The best known iso-
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prostanes are derivatives of arachidonic acid, which are spatial isomers of prostaglandins. Due to their
long half-life and chemical stability, isoprostanes are considered to be the most reliable markers re-
flecting the in vivo oxidative stress and lipid peroxidation status of the organism. Prostaglandin F, like
isoprostanes, especially 15-F, -IsoP (also known under the following names: 8-iso-PGF, , 8-epi-PGF, ,
or iPF, -III), are considered valuable markers of lipid peroxidation. Measuring the concentration of
isoprostanes has a potential prognostic value for diseases etiologically associated with oxidative stress,
like for example certain lung diseases (including lung cancer).

Keywords: isoprostanes, lipid peroxidation, oxidative stress, non-small cell lung cancer, reactive
oxygen species

Wykaz stosowanych skrétow: 15-F, -IsoP-M — 2,3-dinor-5,6-dihydro-15-F, -IsoP; AA — kwas arachi-
donowy (ang. Arachidonic Acid); AC — cyklaza adenylowa (ang. Adenylyl Cyclase); ADP — difosforan
adenozyny (ang. Adenosine Diphosphate); AP-1 — kompleks biatkowy aktywujacy transkrypcj¢ (ang.
Activator Protein 1); cAMP — cykliczny adenozyno monofosforan (ang. cyclic Adenosine Monophos-
phate); COX — cyklooksygenaza (ang. Cyclooxeganse); COX-1 — cyklooksygenaza 1; COX-2 — cyk-
looksygenaza 2; CT — tomografia komputerowa (ang. Computed Tomography); EBC — kondensat
powietrza wydychanego (ang. Exhaled Breath Condensate); EC — epoksygenazy cytochromowe;
EDTA — wersenian dwusodowy; EET — kwasy epoksyeikozatrienowe (ang. Epoxyeicosatrienoic Ac-
ids); EIA — test immunoenzymatyczny (ang. Enzyme Immunoassay); ELISA — immunoenzymatyczny
test fazy statej (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay); ESI — jonizacja typu elektrorozpyla-
nia (ang. Electrospray lonization); F,-IsoP — IsoP o strukturze podobnej do prostaglandyn F,; F, -
IsoP — IsoP o strukturze podobnej do prostaglandyn F, ; FR —wolne rodniki (ang. Free Radicals),
GC - chromatografia gazowa (ang. Gas Chromatography); GC-ESI-MS — chromatografia gazowa
potaczona ze spektrometria mas z wykorzystaniem jonizacji typu elektrorozpylania; GC-NICI-MS
— chromatografia gazowa polaczona z tandemowa spektrometria mas, z wykorzystaniem ujemnej
jonizacji chemicznej; GC-MS — chromatografia gazowa potaczona ze spektrometrig mas; GC-MS/
MS — chromatografia gazowa polaczona z tandemowa spektrometria mas; HC — hydroksylazy cy-
tochromowe; HETE — kwasy hydroeikozatetraenowe (ang. Hydroxyeicosatetraenoic acids); HPLC —
wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High-Performance Liquid Chromatography); HPLC-
ESI-MS/MS — polaczenie wysokosprawnej chromatografii cieczowej z tandemowa spektrometrig
mas, z wykorzystaniem jonizacji typu elektrorozpylania; IAC — chromatografia immunopowinowact-
wa (ang. Immunoaffinity Chromatography); IsoP — izoprostany (ang. Isoprostanes); ISR — receptor
izoprostandéw (ang. Isoprostane Receptor); IUPAC — Migdzynarodowa Unia Chemii Czystej i Sto-
sowanej (ang. International Union of Pure and Applied Chemistry); LC — chromatografia cieczowa
(ang. Liquid Chromatography); LC-MS — chromatografia cieczowa potaczona ze spektrometrig mas;
LC-MS/MS — chromatografia cieczowa potaczona z tandemowa spektrometriag mas; LOX — lipook-
sygenaza (ang. Lipoxygenase); LT — leukotrieny (ang. Leukotrienes); LX — lipoksyny (ang. Lipoxins);
MDA - dialdehyd malonowy; MLC-P — ufosforylowane tancuchy lekkie miozyny (ang. Phosphoryl-
ated Myosin Light chain); MLCPh — fosfataza tancucha lekkiego miozyny (ang. Myosin Light Chain
Phosphatase); MS — spektrometria masowa (ang. Mass Spectrometry); MS/MS — tandemowa spektro-
metria masowa (ang. tandem Mass Spectrometry); NF-kB — jadrowy czynnik transkrypcyjny kB (ang.
Nuclear Factor kB); NICI — ujemna jonizacja chemiczna (ang. Negative-lon Chemical Ionization);
NIEHS — Narodowy Instytutu Nauk Zdrowia Srodowiskowego w Stanach Zjednoczonych (ang. Na-
tional Institute of Environmental Health Sciences); NIH — Narodowy Instytut Zdrowia w Stanach
Zjednoczonych (ang. National Institutes of Health); NLPZ — niesteroidowe leki przeciwzapalne;
NSCLC — niedrobnokomoérkowy rak ptuca (ang. Non-Small Lung Cell Lung Carcinoma),; PAF-AH
— acetylohydrolaza czynnika aktywujacego ptytki (ang. Platelet-Activating Factor Acetylhydrolase);
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PLCB — fosfolipaza C beta (ang. Phospholipase Cf); PG — prostaglandyna; PGF, — prostaglandyna
F,; PGHS — syntaza cyklicznego nadtlenku prostaglandynowego (ang. Prostaglandin-endoperoxide
Synthase); PKC — kinaza biatkowa C (ang. Protein Kinase C); POChP — przewlekla obturacyjna
choroba ptuc; PUFA wielonienasycone kwasy thuszczowe (ang. Polyunsaturated Fatty Acids); RIA
— test radioimmunologiczny (ang. Radioimmunoassay); ROCK — kinaza zalezna od biatka Rho (ang.
Rho-associated protein Kinase); RFT — reaktywne formy tlenu; SPE — ekstrakcja do fazy stalej (ang.
Solid-Phase Extraction); TLC — chromatografia cienkowarstwowa (ang. Thin-Layer Chromatogra-
phy); TPR —receptor tromboksanu (ang. Thromboxane Receptor); TNF-a — czynnik martwicy nowot-
woru a (ang. Tumour Necrosis Factor a); TX — tromboksany (ang. Thromboxanes).

BIO-WKAZNIKI STRESU OKSYDACYJNEGO

DEFINICJA BIO-WSKAZNIKA STRESU OKSYDACYJNEGO

Stres oksydacyjny, czyli stan zaktocenia rownowagi migedzy wytwarzaniem
wolnych rodnikow (FR) a aktywnoscig antyoksydacyjng organizmu, uwaza si¢ za
przyczyne wielu zespotow chorobowych takich jak m.in. choroby ptuc, choroby
sercowo-naczyniowe, nowotwory czy choroby neurodegeneracyjne [6, 14, 16].
Dlatego tez, niezwykle istotnym zadaniem wydaje si¢ by¢ znalezienie odpowied-
nich bio-wskaznikow pozwalajacych okresli¢ poziom stresu oksydacyjnego in
vivo [16]. Zgodnie z definicjg opracowang przez ekspertow Narodowego Insty-
tutu Zdrowia (NIH) w Stanach Zjednoczonych, ,,bio-wskazniki” sg mozliwymi
do obiektywnego zmierzania cechami pozwalajacymi na ocen¢ fizjologicznych
proceséw biologicznych, procesow patologicznych lub odpowiedzi organizmu
na dzialania terapeutyczne [11]. Definicja ,,bio-wskaznika stresu oksydacyjnego”
okresla dodatkowo, iz jest to biomolekuta, ktorej struktura zostata zmodyfiko-
wana przez reaktywne formy tlenu (RFT), i ktéora moze stuzy¢ do oceny stresu
oksydacyjnego zarowno w modelach zwierzecych, jak i u ludzi [19].

Sugeruje si¢, iz wiarygodny bio-wskaznik stresu oksydacyjnego, powinien
by¢: (a) czasteczka stabilng, niemozliwg do sztucznego wytworzenia, niepodatng
na utlenienie czy zanik w wyniku sposobu obchodzenia si¢ z analitem; (b) gtow-
nym produktem uszkodzenia oksydacyjnego; (c) dostgpny w tkance docelowe;j
lub w innym miejscu w organizmie w ilo$ciach, ktore odzwierciedlajg zmiany
oksydacyjne tkanki docelowej; (d) obecny w wystarczajaco wysokich steze-
niach umozliwiajacych detekcje; (e) niewrazliwy na czynniki srodowiskowe; (f)
mozliwy do oznaczenia z wykorzystaniem metod nieinwazyjnych; (g) mozliwy
do zmierzenia specyficznymi, czutymi i powtarzalnymi metodami; (h) tatwy do
wykrycia izmierzenia w analizowanych populacjach; a takze wykazywac: (i)
niewielkg zmienno$¢ stezenia podczas pomiaru w tych samych warunkach, u tej
samej osoby w roznych punktach czasowych; oraz (j) stabilno$s¢ wewnatrz proby
w porownaniu do zmienno$ci miedzyosobniczej [19].
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IZOPROSTANY, WIARYGODNE BIO-WSKAZNIKI
STRESU OKSYDACYJNEGO

Wsrdd cech stresu oksydacyjnego poddajacych si¢ ilo§ciowej ocenie mozna
wymieni¢ obecno$¢ nadmiernej ilosci FR lub struktur przez nie uszkodzonych
[62]. Bezposredni pomiar ilosci FR jest bardzo trudny ze wzgledu na ich wysoka
reaktywnosc¢ i/lub krotki okres pottrwania. Wigksza stabilno$¢ wykazuja produkty
reakcji FR z biomolekutami [19, 62]. Najwiekszy potencjat dostrzezono w pro-
duktach utlenienia wielonienasyconych kwasow tluszczowych (PUFA) [91].
Sposrod wszystkich produktéw utlenienia kwasow thuszczowych, za najlepszy
bio-wskaznik stresu oksydacyjnego in vivo uwaza si¢ natomiast tzw. izoprosta-
ny (IsoP), a w szczegblnosci F,-IsoP, czyli IsoP o strukturze podobnej do prosta-
glandyny (PG) F, (PGF,) [91]. F,-IsoP posiadajg kilka cech, ktore sprawiaja, ze
zwigzki te sg interesujgcymi kandydatami na bio-wskazniki stresu oksydacyjnego
in vivo. Zwigzki te sg stabilnymi chemicznie, bezposrednimi produktami peroksy-
dacji fosfolipidow powstajacymi in vivo, niezaleznymi od iloSci thuszczy w diecie
i cyklu dobowego. Ponadto, F,-IsoP wystepujg we wszystkich tkankach i ptynach
biologicznych ciata na mozliwym do oznaczenia poziomie podstawowym, co po-
zwala ustali¢ warto$ci referencyjne dla oznaczen tych zwigzkow w stanach cho-
robowych. F -IsoP mogg by¢ oznaczane nawet w pikomolowych st¢zeniach z r6z-
norodnego materiatu biologicznego za pomoca metod instrumentalnych i testow
immunologicznych [19, 64]. Badanie dotyczace bio-wskaznikow stresu oksyda-
cyjnego (BOSS II) przeprowadzone przez Narodowy Instytutu Nauk Zdrowia
Srodowiskowego (NIEHS, czes¢ NIH) w Stanach Zjednoczonych, wykazato ze
ilosciowy pomiar F,-IsoP w moczu lub osoczu krwi stanowi wiarygodng metodg
pozwalajaca okresli¢ stan stresu oksydacyjnego organizmu in vivo w zwierzecym
modelu stresu oksydacyjnego [47].

Podwyzszony poziom F_-IsoP zaobserwowano w wielu schorzeniach powig-
zanych ze stresem oksydacyjnym, takich jak np. nowotwory, choroby sercowo-
-naczyniowe, choroby metaboliczne i neurodegeneracyjne [8]. Niektorzy wska-
zuja jednakze, iz IsoP ulegaja zwykle szybkiemu metabolizmowi, dlatego tez ich
wzrost moze by¢ nie tylko efektem nasilenia stresu oksydacyjnego, lecz spowol-
nionego metabolizmu tych zwigzkoéw [39].

W pismiennictwie najczesciej opisywanym zwigzkiem nalezagcym do rodziny
F,-IsoP jest 15-F -IsoP. Zostat on przebadany w blisko 500 badaniach na zwie-
rzetach i 900 badania na ludziach. Pomiar stezenia tego zwigzku jest powszechnie
uwazany za ztoty standard w ocenie peroksydacji lipidow in vivo [91].
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CHARAKTERYSTYKA IZOPROSTANOW

IZOPROSTANY TO PRODUKTY UTLENIANIA
KWASU ARACHIDONOWEGO

Kwas arachidonowy (AA), 20-weglowy nienasycony kwas tluszczowy posia-
dajacy cztery wigzania podwdjne [12], wystgpuje w organizmie gtownie w formie
zwiazanej w pozycji sn-2 fosfolipidow bton komorkowych oraz w obrebie lipo-
protein [38, 42]. Fosfolipidy btonowe sa gtownym obiektem uszkodzen oksyda-
cyjnych poniewaz tlen i FR sa lepiej rozpuszczalne w ptynnej dwuwarstwie lipi-
dowej, niz w roztworach wodnych. Dodatkowo, wrazliwos¢ PUFA na atak RFT
zwicksza si¢ wraz z iloScig wigzan podwdjnych (grup metylenowych) [68]. AA
ulega licznym przemianom enzymatycznym i nieenzymatycznym, ktore przedsta-
wiono na rycinie 1 [42, 47, 60, 68, 71, 90, 94].

Pierwsze doniesienie o mozliwo$ci wystapienia nieenzymatycznej autooksy-
dacji PUFA miato miejsce w 1967 roku, kiedy to Nugteren i wsp. zaobserwowa-
li, iz na skutek autooksydacji kwasu dihomo-gamma-linolenowego w warunkach
in vitro powstaje niewielka ilo$¢ PG E1 [6, 67]. Podobne zjawisko odnotowano
pozniej w warunkach in vitro takze w stosunku do AA. Pochodne powstajace na
skutek autooksydacji AA przypominaty swoja strukturg PG [55]. Obserwacje te
zyskaty na znaczeniu dopiero w roku 1990, kiedy Morrow i wsp. [65] odkryli
powstawanie tych pochodnych, znanych dzis jako F,-IsoP, takze in vivo na skutek
nieenzymatycznej peroksydacji [38, 65]. Przez dlugi czas powszechnie uwazano,
ze proces nieenzymatycznej peroksydacji lipidow jest gltownym zrédtem F -IsoP
[47, 90]. Obecnie wiadomo, ze niektore IsoP mogg by¢ produkowane takze na
drodze enzymatycznej przemiany AA zaleznej od syntazy cyklicznego nadtlen-
ku prostaglandynowego (PGHS) typu 1 i typu 2, nazywanej réwniez cyklooksy-
genaza-1 i-2 (COX-1, COX-2). Cho¢ poczatkowo zaktadano, ze w ten sposéb
powstaja jedynie znikome ilosci IsoP [47], to najnowsze wyniki uzyskane przez
badaczy NIEHS wykazaly, ze IsoP powstajace na drodze enzymatycznej stano-
wig znaczaca czes¢ catkowitej puli tych zwiazkéw. Procentowy udziat frakcji
nieenzymatycznej i enzymatycznej IsoP jest zalezny od rodzaju i dawki czynnika
indukujacego stres oksydacyjny [91]. Zdaniem badaczy NIEHS, dopiero stosu-
nek 15-F,-IsoP/PGF, stanowi bezwzglgdng miarg stresu oksydacyjnego in vivo.
Przeliczenia pozwalajgce okresli¢ udziat dwoch roznych frakcji 15-F -IsoP w su-
rowicy uwzgledniajg odmienne proporcje w jakich 15-F,-IsoP i PGF, powstaja
podczas przemiany AA na drodze nieenzymatycznej oraz enzymatycznej [90, 91].
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RYCINA 1. Przemiany enzymatyczne i nieenzymatyczne kwasu arachidonowego (AA). Przemiana
enzymatyczna AA. Pod wptywem cyklooksygenaz (COX) nastgpuje przemiana AA do prostaglandyn
(PG), tromboksanow (TX), oraz izoprostanow (IsoP). Na skutek dzialania lipooksygenazy (LOX) z AA
powstaja kwasy hydroeikozatetraenowe (HETE), lipoksyny (LX) i leukotrieny (LT). Enzymy cytochro-
mu CYP 450 moga katalizowa¢ przemiang AA dwutorowo: (1) aktywnos¢ hydroksylaz cytochromowych
(HC) skutkuje przemiana w HETE, (2) a aktywnos$¢ epoksygenaz cytochromowych (EC) prowadzi do
powstania kwasow epoksyeikozatrienowych (EETs) [47]. Przemiana nieenzymatyczna AA: na sku-
tek dziatania wolnych rodnikow (FR) powstaja pierwotne i wtorne produkty peroksydacji lipidow. Do
pierwotnych produktow peroksydacji lipidow naleza endonadtlenki i wodoronadtlenki nienasyconych
kwasow thuszezowych, do wtdrnych zaliczane sg produkty fragmentacji pierwotnych produktow perok-
sydacji, takie jak o,B-nienasycone aldehydy np. 4-hyroksy-2-nonenal, akroleina; dialdehydy np. dialde-
hyd malonowy (MDA), glioksal; ketoaldehydy, izoketale, izofurany, IsoP [60, 68, 71, 94] oraz PG [32]
FIGURE 1. Enzymatic and non-enzymatic conversion of arachidonic acid (AA). Enzymatic co-
nversion of AA. Cyclooxygenases (COX) convert AA into prostaglandins (PG), thromboxanes (TX)
and isoprostanes (IsoP). Activity of lipoxygenase (LOX) is responsible for the generation of hydroxy-
eicosatetraenoic acids (HETEs), lipoxins (LXs), and leukotrienes (LTs). Cytochrome P-450 can catalyze
AA conversion in two ways: (1) cytochrome hydroxylase enzymes (HC) generate HETEs; (2) cyto-
chrome epoxygenase enzymes (EC) generate epoxyeicosatrienoic acids (EETs) [47]. Non-enzymatic
conversion of AA. As a result of free radicals (FR) actions, primary and secondary lipid peroxidation
products are produced. Primary lipid peroxidation products include endoperoxides and hydroperoxides
of unsaturated fatty acids. Secondary lipid peroxidation products include fragmentation products of pri-
mary peroxidation products such as o, B-unsaturated aldehydes such as 4-hydroxy-2-nonenal, acrolein;
dialdehydes e.g. malonate dialdehyde (MDA), glyoxal; ketoaldehydes; isoketals, isofurans, IsoP [60, 68,
71, 94] and PG [32]

Nie jest do konca jasne czy IsoP powstaja jako bezposrednie produkty aktywno-
sci cyklooksygenaz (COX), czy tez jako produkty posrednie, na skutek pojawiania
si¢ RFT towarzyszacych dzialaniu COX. W ludzkich komarkach $rodbtonka, ilos¢
15-F -IsoP byta zalezna od COX (produkcja tego zwigzku byla hamowana przez
indometacyne i kwas acetylosalicylowy) oraz aktywnosci katalazy (wskazujac na
rolg nadtlenku wodoru wytworzonego przez COX w powstawaniu 15-F -IsoP) [45].
Uwaza sie, ze powstawanie IsoP na drodze enzymatycznej zaleznej od COX impli-
kuje obecno$¢ w organizmie specyficznego receptora i funkcje biologiczna IsoP [23].
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NAZEWNICTWO IZOPROSTANOW

Z chemicznego punktu widzenia, IsoP powstajace z AA sg izomerami prze-
strzennymi (stereoizomerami) PG (ryc. 2). Do tego strukturalnego podobienstwa
nawigzuje jeden z systemow nazewnictwa IsoP. Poza nim stosowane sg takze inne,
w tym zaaprobowane przez Migdzynarodowa Uni¢ Chemii Czystej i Stosowane;j
(IUPAC) nazewnictwo opracowane przez Taber’a i wsp. [86], oraz nomenklatura
opisana przez Rokach i wsp. [77]. R6znorodnos$¢ ta sprawia, ze jedna struktura moze
wystepowac w pismiennictwie fachowym pod kilkoma ré6znymi nazwami (tab. 1).

W zaleznosci od tego, ktory atom wodoru AA jako pierwszy zostanie poddany
atakowi FR, mogg powsta¢ cztery regioizomery F_-IsoP r6znigce si¢ potozeniem
podwdjnego wigzania liczac od konca metylowego, oraz potozeniem podstawnika
hydroksylowego liczac od konca karboksylowego tancucha weglowego. Stanowi
to podstawe do podziatu IsoP na cztery rdézne typy/serie [86] (tab. 1). Z kazdego
z czterech regioizomerdw moze powstac¢ osiem racemicznych diastereoizomerow
(tacznie 16 diastereoizomeréw), tak wigc w sumie na drodze nieenzymatycznej
peroksydacji AA moze powsta¢ 64 réznych F -IsoP [10, 94]. Zaobserwowano, ze
ilo$¢ regioizomerdw F -IsoP serii 5- 1 15- jest 0 co najmniej jeden rzad wielko$ci
wyzsza niz ilo$¢ F,-IsoP serii 8- 1 12 [97].

Struktura chemiczna izoprostanu 15-Fz-IsoP

Struktura PGF2q
(inne nazwy: 8-is0-PGF2q, 8-epi-PGF2q, iPF2q-lll)

RYCINA 2. Struktura prostaglandyny F, (PGF,) oraz izoprostanu o strukturze podobnej do
PGF,, na przykladzie 15-F,-IsoP [88]. W swojej strukturze, izoprostany (IsoP) maja analogiczny
do prostaglandyn (PG) cyklopentanowy uktad pier§cieniowy wraz z tlenowymi grupami funkcyjny-
mi. Te dwa rodzaje zwigzkow rdzni stereochemia wigzan taczacych tancuchy alkilowe z pierscieniem
cyklopentanowym (obszar zaznaczony przerywana linig). W PG wiazania te maja konfiguracj¢ trans,
w IsoP powstawa¢ moga zaré6wno wigzania o konfiguracji trans jak i cis, przy czym te ostatnie sa
tworzone preferencyjnie [8, 15, 66, 97]

FIGURE 2. Structure of prostaglandin F, (PGF,) and PGF, -like isoptostane on the example
of 15-F, -IsoP [88]. Structure of isoprostanes (IsoP) is analogous to prostaglandin (PG) due to presen-
ce of cyclopentane ring system with specific oxygen functionalities. These two kinds of compounds
have different stereochemistry of the bonds connecting the alkyl chains to the cyclopentane ring (area
indicated by a dashed line). In PG, these bonds have a trans configuration. Both trans and cis configu-
rations can be formed in IsoP, with the latter being preferentially created [8, 15, 66, 97]
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TABELA 1. Nazewnictwo izoprostanéw o strukturze podobnej do prostaglandyny F, przyktadzie

15-F,-IsoP [15, 66, 77, 86, 97]

TABLE 1. Nomenclature of isoprostanes with structure similar to prostaglandin F, on example of the

15-F,-IsoP [15, 66, 77, 86, 97]

Ogolny wzor*: Y-iso/epi-PGF
np. 8-iso-PGF,, 8-epi-PGF,,
(patrz rycina 2)

Y — numer wegla izoprostanu
(IsoP), ktory wykazuje konfigu-
racj¢ odmienng w stosunku do
prostaglandyn (PG)

iso/epi —PG — skrot dla izopro-
stanow; z chemicznego punktu
widzenia, IsoP sg izomerami/
epimerami (iso/epi) PG

F — poszczegolne PG zostaty
podzielone ze wzgledu na budo-
we¢ pier§cienia pentanowego na
rodziny oznaczone symbolem li-
terowym; podstawienie pierscie-
nia IsoP przez grupy funkcyjne
przypomina pier§cien prostaglan-
dyny F, (PGF)), dlatego nazywa
si¢ je F-IsoP

x — 1lo$¢ wigzan podwojnych
w tancuchach bocznych IsoP
(przyktadowy zwiazek posiada
dwa wigzania podwojne)

o/p — jedna z dwoch mozliwych
konfiguracji grup hydroksylo-
wych pier$cienia o — ,,na dot”
lub B ,,do goéry” (przyktadowy
zwigzek ma konfiguracje o)

Ogolny wzér”: iPF  111-VI
np. iPF, -III (patrz rycina 2)

iP — skrot dla izoprostanow

F — podstawienie pierscienia
IsoP przypomina pierscien
PGF,

x — ilo$¢ wigzan podwojnych
w tancuchach bocznych
(przyktadowy zwigzek posia-
da dwa wigzania podwdjne)

0/p — jedna z dwoch moz-
liwych konfiguracji grup
hydroksylowych pierscienia
o — ,,na dot” lub B ,,do gory”
(przyktadowy zwigzek ma
konfiguracje o)

HI-VI* — cztery klasy
szkieletu weglowego F,-IsoP
(przyktadowy zwigzek nalezy
do F,-IsoP klasy III)

Ogolny wzor*: 5/8/12/15-F , IsoP
np. 15-F,-IsoP (patrz rycina 2)

5/8/12/15* — cztery serie F -IsoP;
numer w nazwie serii odpowiada
numerowi wegla tancuchow bocz-
nych, przy ktorym znajduje si¢
podstawnik hydroksylowy liczac
od wegla grupy karboksylowej
(przyktadowy zwiazek nalezy do
F,-IsoP serii 15)

F — podstawienie pierscienia F -I-
soP przypomina pierscien PGF,

x — ilo$¢ wigzan podwojnych
w tancuchach bocznych (przy-
ktadowy zwigzek posiada dwa
wigzania podwajne)

¢/t —tancuchy boczne F, IsoP
moga by¢ w konfiguracji cis lub
trans (jak w podanym przyktadzie)
wzgledem grup hydroksylowych
pierscienia. (nie nalezy myli¢

z konfiguracjg wiazan faczacych
tancuchy alkilowe z pierscieniem
cyklopentanowym, ktora dla przy-
ktadowego zwiazku jest w pozycji
cis)

IsoP — skrot dla izoprostanow

*Ogolny wzor zostal opracowany przez autoréw dla czytelniejszego przedstawienia zasad nazewnictwa IsoP
*Seria 5 = klasa VI; seria 8 = klasa IV; seria 12 = klasa V; seria 15 = klasa Il [15]
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AKTYWNOSC BIOLOGICZNA IZOPROSTANOW

IZOPROSTANY ZWIAZANE 1 WOLNE

Aktywno$¢ biologiczna IsoP moze wynika¢ zaréwno z faktu, ze lokalizujg si¢
one in situ w obregbie bton komérkowych, jak tez z tego, ze po uwolnieniu z bton
moga oddziatywac¢ z docelowym receptorem [45, 88].

W poréwnaniu z AA, IsoP sg czasteczkami o znieksztatconej strukturze. Dla-
tego tez, gdy pozostaja one zwiazane z btong komoérkowa moga wpltywac na jej
hydrofobowos$¢, ptynnos$¢ oraz integralnos$¢ [45, 88], sprzyjajac ujawnieniu si¢
cech typowych dla peroksydowanych lipidow [45]. W rezultacie, zmianie moga
ulec wtasciwosci catych tkanek, co z kolei sprzyja rozwojowi przewlektych sta-
né6w chorobowych [88].

F -IsoP mogg zosta¢ uwolnione z blony komoérkowej na skutek dziatania enzy-
mow takich jak fosfolipaza A2 czy acetylohydrolaza czynnika aktywujacego ptytki
(PAF-AH) [8]. Po dotarciu do krazenia ogolnego, IsoP podlegaja czesciowemu me-
tabolizmowi, a nastgpnie, zardwno niezmetabolizowane IsoP jak iich metabolity
ulegaja filtracji kiebuszkowej w nerkach i sg wydalane w moczu [8]. Gtéwnym me-
tabolitem 15-F, -IsoP powstajgcym na drodze B-oksydacji jest 2,3-dinor-5,6-dihy-
dro-15-F -IsoP (nazywany réwniez 15-F, -IsoP-M) [25].

Aktywno$¢ biologiczna wolnych F_-IsoP (w tym 15-F -IsoP) badano najczg-
sciej w kontekscie ich wptywu na migsnie gladkie naczyn krwionosnych oraz ptytki
krwi (trombocyty) [45]. Ze wzgledu na strukturalne podobiefistwo do PGF, przy-
puszczano ze F -IsoP powinny silnie oddziatywac z tzw. receptorem prostaglandy-
nowym F [45]. Jednakze, na podstawie danych doswiadczalnych postuluje sig, iz
dzialanie F -IsoP ujawnia si¢ na skutek ich interakcji z receptorem tromboksanu
(TPR) i/lub z hipotetycznym receptorem izoprostanowym (ISR), ktory ma wyka-
zywaé podobienstwo do TPR 1 by¢ wrazliwym na dziatanie antagonistow TPR [45,
88]. W badaniach na trombocytach wykazano, ze 15-F,-IsoP wigze si¢ z resztami
aminokwasowymi Phel84, Asp193 i Phel96 receptora TPR. Ten ostatni amino-
kwas ma stanowi¢ unikalne miejsce wigzania 15-F, -IsoP w obrgbie TPR [50].

WPLYW IZOPROSTANOW NA MIESNIE GLADKIE
NACZYN KRWIONOSNYCH

Aktywnos¢ biologiczna 15-F,-IsoP badano po raz pierwszy w nerkowych na-
czyniach krwiono$nych szczurdéw, gdzie zwigzek ten w stezeniach nanomolowych
wykazat zalezne od dawki dziatanie obkurczajace naczynia krwiono$ne (dzialanie
wazokonstrykcyjne) [45, 65]. Efektu takiego nie zaobserwowano po podaniu takich
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samych dawek PGF, oraz biologicznie aktywnego metabolitu PGD,, 9a,11,8,-PGF,
[65]. Zauwazono, ze na sposob w jaki PG i IsoP oddzialuja z receptorami blonowy-
mi moze wptywac odmienno$¢ ich struktury przestrzennej. PG majg ksztatt klina,
IsoP natomiast sg ptaskimi, gesto upakowanymi czasteczkami [45]. Ponadto, bada-
nia kroliczych naczyfi krwionos$nych wykazaty, iz 15-F, -IsoP nasila wazokonstryk-
cyjne dziatanie podprogowych stgzen noradrenaliny i angiotensyny II. Poniewaz
dziafania takiego nie zaobserwowano w przypadku 15-F, -IsoP, wysunigto hipotezg,
iz zdolno$¢ do obkurczania naczyn krwiono$nych moze by¢ zalezna od ilo$ci wia-
zan podwdjnych w tancuchach bocznych IsoP [80]. Rycina 3a przedstawia schemat
modelu oddziatywan IsoP receptorami bton komérkowych migsni gtadkich naczyn
krwiono$nych.

WPLYW IZOPROSTANOW NA TROMBOCYTY

Wykazano, ze 15-F,-IsoP dziafa jak czgsciowy agonista ludzkich trombo-
cytow, powodujac zmiane ich ksztaltu, lecz bez nieodwracalnej agregacji, czy
tez uwalniania substancji zmagazynowanych w ziarnisto$ciach ptytkowych [70].
W badaniach in vitro, zastosowanie wysokich stgzef 15-F,-IsoP (> 20 uM) po-
wodowato staba, odwracalng agregacje ptytek krwi. Natomiast nizsze stezenia
15-F,-IsoP (10 nM -10 uM), stymulowaly dziatanie agonistow ptytek np. ko-
lagenu, difosforanu adenozyny (ADP), AA, analogow tromboksanu A2 (I BOP)
1 PG H, (U46619) obecnych w stezeniach podprogowych, wywotujac w efekcie
nieodwracalng agregacj¢ ptytek [74]. Sadzi si¢, ze synergizm pomi¢dzy réznymi
agonistami ptytek krwi wiaze si¢ z aktywacja kaskady sygnalowej jonow Ca*,
a wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia jonow Ca** wywotany przez jednego
z agonistow, wzmaga odpowiedz ptytek na dziatanie kolejnego [78]. Takie od-
dzialywania moga mie¢ szczegdlnie istotne znaczenie w stanach chorobowych,
w ktorych aktywacja ptytek i generacja FR zbiegaja sie¢ w czasie [74]. Wykazano
jednak, ze stezenia IsoP w osoczu krwi, nawet w stanach stresu oksydacyjnego,
sg na poziomie daleko ponizej tych, ktore moglyby modulowaé¢ funkcjonowa-
nie ptytek krwi. Podczas gdy 15-F,-IsoP w osoczu zdrowych ochotnikow wahato
si¢ miedzy 31 pmol/l a 65 pmol/l (mediana: 48 pmol/l), to stezenie u pacjentow
z marskos$cig watroby wynosito od 57 pmol/l do 204 pmol/l (mediana: 147 pmol/l)
[74]. Nalezy zauwazy¢, ze sg to stezenia catkowite w osoczu i niewykluczone,
7e s3 one istotnie wyzsze lokalnie w miejscu, w ktorym wystapit stres oksyda-
cyjny[45]. Jednakze, nawet jesli ilosci IsoP w osoczu sa rzeczywiscie tak niskie,
15-F, -IsoP moglby aktywowac¢ trombocyty plytek przez synergistyczne dziatanie
z innymi agonistami, co jak wydaje si¢ moze zachodzi¢ lokalnie w sposob charak-
terystyczny dla dziatania autakoidéw [23]. Taki mechanizm dziatania 15-F, -IsoP
wymagaltby dostarczania jego skoncentrowanych ilosci do docelowego receptora
[74]. Mogtoby to nastepowaé w momencie odrywania mikropecherzykow, pet-
nigcych rolg mediatorow, od zaktywowanych ptytek krwi [74], lub poprzez se-
lektywng inkorporacj¢ do btony komoérkowej uprzednio wydzielonych IsoP [88].
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RYCINA 3. Schematy prezentujace oddzialywania izoprostanéw z receptorami blonowymi na
powierzchni a) migsni gladkich naczyn krwionosnych [37]: oddziatywanie izoprostanéw (IsoP) z hi-
potetycznym receptorem dla IsoP (ISR) mogtoby prowadzi¢ do podwyzszania wewnatrzkomorkowe-
go stezenia jonéw Ca®’, aktywacji kinazy biatkowej C (PKC) i powstania ufosforylowanych tancu-
chow lekkich miozyny (MLC-P), a w konsekwencji do skurczu migéni gladkich. Oddziatywanie IsoP
z receptorem tromboksanu (TPR) prawdopodobnie angazuje kinaz¢ tyrozynowa (TK), biatko Rho
oraz kinaz¢ zalezng od biatka Rho (ROCK), co prowadzi do fosforylacji, a tym samym zmniejszenia
aktywnosci fosfatazy tancucha lekkiego miozyny (MLCPh). W efekcie MLC-P nie ulegaja defosfo-
rylacji, co podtrzymuje skurcz migs$ni gladkich. Mechanizm oddziatywania przez TPR prowadzi tez
do zwigkszenia wewnatrzkomorkowej iloéci jonéw Ca*'; b) ptytek krwi [50, 88]: potencjalne od-
dziatywania 15-F,-IsoP z hipotetycznym ISR zwigzanym z biatkiem G, mogtyby indukowa¢ sygnat
hamujacy aktywacj¢ plytek poprzez aktywacje cyklazy adenylowej (AC) i wzrost iloéci cyklicznego
adenozyno monofosforanu (¢(AMP), mechanizm ten jest jeszcze stabo poznany. Oddziatywanie 15-F,
-IsoP z TPR zwigzanym z biatkami G, oraz G,; moze prowadzi¢ do aktywacji ptytek krwi poprzez
aktywacje fosfolipazy C beta (PLCP) prowadzaca do wzrostu stezenia Ca** (sygnalizacja poprzez Gq)
oraz poprzez aktywacje biatlek RhoA i ROCK. Warto zauwazy¢, ze pierwsza oznaka aktywacji plytek
krwi jest zmiana ich ksztattu wywotana m.in. przez MLC-P

FIGURE 3. Diagrams showing the interaction of isoprostanes with membrane receptors on the
surface of a) smooth muscle of blood vessels [37]: the interaction of isoprostane (IsoP) with the hy-
pothetical IsoP receptor (ISR) could lead to an increase in intracellular Ca **, protein kinase C (PKC)
activation and rise of phosphorylated myosin light chains (MLC-P) and, consequently, smooth muscle
contraction. The interaction of IsoP with the thromboxane receptor (TPR) is likely to involve tyrosine
kinase (TK), Rho protein, and Rho-associated protein kinase (ROCK), leading to phosphorylation, and
thus reduced activity, of myosin light chain phosphatase (MLCPh). As a result, MLC-P is not dephos-
phorylated, which supports smooth muscle contraction. The mechanism of action by interaction with
TPR also leads to an increase in intracellular amount of Ca*". b) blood platelets [50, 88]: Potential inte-
raction of 15-F, -IsoP with a hypothetical ISR coupled with G_protein, could induce platelet inhibitory
signal by activating adenyl cyclase (AC) and increasing cyclic adenosine monophosphate (cAMP),
yet this mechanism is still poorly understood. Interaction 15-F,-IsoP with TPR coupled with G, and
G, proteins may lead to activation of platelets by activation of phospholipase CB (PLCP) leading to
increased Ca®" concentration (Gq signaling) and by activation of RhoA and ROCK. It is noteworthy
that the first sign of platelet activation is the change in their shape induced among others by MLC-P
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Na drodze stabo jeszcze poznanego mechanizmu, 15-F, -IsoP generujg row-
niez sygnaly hamujace trombocyty. Mechanizm ten moglby uwzglednia¢ oddzia-
tywanie 15-F -IsoP z hipotetycznym ISR [50].

Rycina 3b przedstawia schemat modelu oddzialywan IsoP receptorami bton
komoérkowych trombocytow.

POMIAR STEZENIA IZOPROSTANOW

MATERIAL BIOLOGICZNY

Pomiar endogennego stezenia F,-IsoP moze obejmowa¢ oznaczanie: (1) wolnych,
niezmetabolizowanych IsoP w ptynach biologicznych takich jak np. osocze krwi,
mocz, ptyn mozgowo-rdzeniowy, ptyn owodniowy, z6t¢, ptyn z plukania oskrzelowo-
-pecherzykowego, kondensat powietrza wydychanego (EBC) czy plwocina induko-
wana; (2) IsoP zwigzanych z fosfolipidami w pozyskanych bioptatach, lipoproteinach
i elementach morfotycznych krwi; oraz (3) metabolitow IsoP wydalanych w moczu
[20, 44, 52, 63]. Do przeprowadzenia iloSciowej analizy wystarczy juz ok. 0.2 — 1
ml wybranego ptynu biologicznego (np. osocza, moczu), 50-100 mg tkanki statej lub
1-5 miliona komorek [92]. Jednakze, oznaczanie produktow peroksydacji lipidow
wymaga zazwyczaj nawet kilku etapdw ich ekstrakcji z matrycy biologicznej przed
wykonaniem wlasciwego pomiaru [92]. Ponadto, aby oznaczy¢ catkowita ilo$¢ IsoP
(wolnych niezmetabolizowanych oraz zwigzanych z fosfolipidami) w osoczu oraz
tkankach statych, potrzebne jest uprzednie wydzielenie fosfolipidow z powierzchni
bton komorkowych, ktére poddaje si¢ nastgpnie saponifikacji (reakcji hydrolizy es-
tréow w §rodowisku zasadowym) w celu uwolnienia zestryfikowanych IsoP [20, 62].

Ze wzgledu na tatwo$¢ oraz niewielka inwazyjno$¢ pozyskania materiatu,
pomiar IsoP najczes$ciej wykonywany jest w osoczu krwi i w moczu [63], pty-
nach ustrojowych ktére moga odzwierciedla¢ stan stresu oksydacyjnego panujacy
w catym organizmie [62]. Jednak zdaniem niektorych, mierzac IsoP w tych ptly-
nach traci si¢ informacj¢ o miejscu ich pochodzenia [39]. Warto nadmieni¢, iz za
kluczowa wadg analizy tych zwiagzkéw w osoczu (oraz innych ptynach biologicz-
nych i tkankach zawierajacych lipidy) powszechnie uznaje si¢ ryzyko sztucznego
powstawania IsoP [57] lub PG [13] w trakcie pozyskiwania, przetwarzania czy
przechowywanie analitu. W zwigzku z tym, zalecane jest stosowanie roznego ro-
dzaju $srodkéw zapobiegawczych zmniejszajacych prawdopodobienstwo powsta-
nia artefaktow (czg$¢ z nich przedstawiono w tabeli 2). Istnieje takze szerokie
przekonanie, ze analiza IsoP w moczu oferuje liczne korzysci, w tym: (1) tatwos¢
pozyskania duzych ilosci probki [96]; (2) stezenie IsoP w moczu jest wyzsze niz
w osoczu krwi [96]; (3) w przeciwienstwie do osocza krwi oraz tkanek statych,
IsoP oraz ich metabolity wystepuja w moczu w postaci wolnej [79], co ulatwia/
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przyspiesza przygotowanie probki do analizy [57]; (4) IsoP obecne w moczu, jak
tez ich metabolity, nie powstaja na drodze autooksydacji [25, 79]; (5) jak wyka-
zano, w moczu IsoP pozostaja stabilne do 5 dni w temperaturze pokojowej, zatem
nie ma koniecznosci stosowania specjalnych srodkow podczas przechowywania
probek [79]. Tradycyjnie, ilos¢ IsoP w moczu wyrazana jest na jednostke kreaty-
niny (pg/mg kreatyniny lub ng/mg kreatyniny) [46].

Z powodu rozbieznosci w wynikach oznaczania zawartosci IsoP w osoczu i mo-
czu (wraz z metabolitami), proponuje si¢ aby pomiaréw dokonywac w obu tych pty-
nach jednoczesnie. Sugeruje sie, ze postepowanie takie powinno zapewni¢ komplet-
ny obraz stanu oksydacyjnego organizmu [63]. Nalezy jednak mie¢ §wiadomos¢, ze
obraz ten moze by¢ zaburzony u 0séb z chorobami nerek powigzanych ze stresem
oksydacyjnym, kiedy to bezposrednio do moczu wydalana jest dodatkowa porcja nie-
zmetabolizowanych IsoP [20].

TABELA 2. Zalecane $rodki minimalizujace ryzyko powstawania artefaktow w materiale biologicz-
nym podczas analizy izoprostanow [5, 20, 62]

TABLE 2. Recommended measures to minimize the risk of artefact formation in biological material
during analysis of isoprostanes [5, 20, 62]

KREW/ OSOCZE KRWI
Pobieranie krwi ze szczego6lna ostroznoscia, tak aby nie doprowadzi¢ do hemolizy
(uwolnione na skutek hemolizy zelazo moze utlenia¢ obecne we krwi lipidy).
Pobieranie krwi do proboéwek z wersenianem dwusodowym (EDTA) z dodatkiem
butylowanego hydroksytoluenu i glutationu.
Krew moze by¢ pobierana zardéwno w temperaturze 4°C jak i pokojowej, a nastgpnie
przechowywana do 4h przed dalsza analiza.

Dodanie niesteroidowego leku przeciwzapalnego (NLPZ) np. indometacyny do pro-
bowki, do ktorej pobierana jest krew. Dodatek NLPZ zahamuje tworzenie si¢ ex vivo [13]
prostaglandyn (PG), ktore mogtyby zaktoca¢ pomiar izoprostanow (IsoP).

Przechowywanie krwi w niskiej temperaturze az do wirowania. [20]

Przechowywanie osocza w temperaturze -80°C, przez mozliwie jak najkrotszy czas. [5]

PLYNY BIOLOGICZNE, TKANKI STALE

Przetworzenie probki ptynu biologicznego / tkanki statej od razu po pozyskaniu. [62]

Dodanie substancji o wtasciwo$ciach przeciwutleniajacych i/lub redukujacych np.
butylowanego hydroksytoluenu i/lub trifenylofosfiny do roztworéw organicznych [62]
stosowanych w trakcie procesu ekstrakcji i saponifikacji.

Probki nieanalizowane od razu po pobraniu, nalezy zamrozi¢ przy uzyciu cieklego
azotu, co w przypadku tkanek statych pozwala na jednoczesne zamrozenie catej [62]
objetosci materiatu biologicznego. Nastepnie probke nalezy przechowywac w -70°C.
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METODY POMIAROWE

Mozna wyréozni¢ dwie grupy metod analizy iloSciowej IsoP: (1) spektrometrig
mas (MS) polgczong z technikami separacyjnymi (metody instrumentalne); oraz
(2) testy immunologiczne [9].

Metody instrumentalne

W tej grupie metod mozna wymieni¢: MS itandemowa spektrometri¢ mas
(MS/MS), ktore poprzedzone sa chromatografig gazowa (GC) lub cieczowa (LC),
czyli GC-MS i LC-MS oraz GC-MS/MS i LC-MS/MS [17, 92]. Zastosowanie
technik separacyjnych przed analizg zlozonych mieszanin za pomoca MS po-
zwala zapobiec otrzymaniu skomplikowany, trudnych do interpretacji widm [85].
W przypadku oznaczania 15-F,-IsoP, rozdziat chromatograficzny pozwala od-
dzieli¢ ten zwigzek od innych F -IsoP klasy III/serii 15, ktore mogg mie¢ podobne
sciezki fragmentacji [17]. MS/MS charakteryzuje si¢ wyzsza specyficznoscig niz
MS, gdyz pomaga rozrozni¢ izomery IsoP o tej samej masie molekularnej, lecz
o odmiennych §ciezkach fragmentacji [17].

GC-MS to metoda pomiarowa o sub-pikogramowym poziomie czutosci [9], ktora
jako pierwsza znalazta zastosowanie w ocenie ilosciowej IsoP [96] i do dzi§ uwazana
jest za referencje dla innych metod pomiaru tych zwigzkéw [10, 75, 82]. Ustalone za
jej pomocg wyjsciowe stgzenie F_-IsoP w osoczu i moczu 0s6b zdrowych wynosi od-
powiednio 35 £ 6 pg/mli 1.6 £ 0.6 ng/mg kreatyniny [62]. Metody GC-MS oraz GC-
-MS/MS z wykorzystaniem ujemnej jonizacji chemicznej (NICI), czyli odpowiednio
GC-NICI-MS oraz GC-NICI-MS/MS, uznaje si¢ za techniki niezawodne w ocenie
IsoP [9]. Natomiast GC-MS z wykorzystaniem jonizacji typu elektrorozpylania (ESI),
czyli GC-ESI-MS, jest wedlug jej tworcow, przydatna do specyficznego oznaczania
w moczu F -IsoP serii 15, a w szczegdlnosci 15-F, -IsoP [9]. GC-ESI-MS charaktery-
zuje si¢ nizszg czutoscig niz GC-NICI-MS, ze wzgledu na silng fragmentacje badane-
go zwigzku [9]. GC-MS oraz GC-MS/MS wymagaja odpowiedniego przygotowania
probki biologicznej, ktora musi zosta¢ poddana ekstrakcji do fazy statej (SPE) z wy-
korzystaniem adsorbentow w postaci C , i/lub krzemionki, oczyszczeniu za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej (TLC), dwom etapom derywatyzacji (chemiczne;j
konwersji) oraz kilkukrotnemu suszeniu i rekonstytucji [57]. Niektore procedury
oczyszczania nie wymagaja TLC, a derywatyzacja jest jednoetapowa [9]. Wskazuje
si¢, 1z tak rozbudowana procedura przygotowania probki jest nie tylko kosztowna
i czasochlonna, ale moze takze prowadzi¢ do powstania zanieczyszczen i artefaktow
[57, 82]. Pomimo, iz GC-MS uznawana jest za metode czulg i specyficzng [3], to jak
wykazano nie pozwala ona na rozroznienie poszczeg6lnych izomerow IsoP [62]. GC-
-MS mierzy F_-IsoP o czasach retencji analogicznych do standardu wewngtrznego
(15-F,-IsoP-d4), czyli oprocz 15-F,-IsoP sg to takze: 8-iso-(15R)-PGF, oraz 9b,11a-
-PGF,, [75, 83]. Fakt ten moze ttumaczy¢ roznice w ilosci 15-F -IsoP zmierzonych
za pomocg GC-MS w poréwnaniu z LC-MS/MS czy immunoenzymatycznym testem
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fazy statej (ELISA) [83]. Jak wykazano, specyficznos¢ oznaczefi 15-F, -IsoP metoda
GC-NICI-MS/MS mozna znacznie poprawi¢ stosujac uprzednie oczyszczanie probki
metoda chromatografii immunopowinowactwa (IAC) [89].

Obecnie, za preferowang alternatywe¢ GC-MS w oznaczania IsoP uchodzi LC-
-MS, a szczeg6lnym zainteresowaniem cieszy si¢ LC-MS/MS [3]. Istnieja jednak
obawy odnos$nie limitu detekcji IsoP za pomocg tej metody, ktory jest zwykle duzo
wyzszy niz dla GC-MS [62]. Polaczenie wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) i MS/MS z jonizacja typu ESI, czyli HPLC-ESI-MS/MS, charakteryzuje
si¢ specyficznosciag podobna do GC-NICI-MS oraz limitem detekcji wynoszacym
5 pg [87]. Warto zauwazy¢, ze w pomiarach spektrometrycznych poprzedzonych
LC, probka nie wymaga derywatyzacji jak w metodach potaczonych z GC, a jej
przygotowanie obejmuje pojedynczy etap ekstrakcji [92] np. SPE [96], ekstrakcji
typu ciecz-ciecz [3] lub oczyszczania za pomocg IAC [57, 96]. Ostatni z wymienio-
nych sposobow oczyszczania powinien umozliwi¢ analize tylko jednego izomeru
IsoP [57], lecz w niektorych pracach obserwowano jednak wystgpowanie reakcji
krzyzowych, co ujawniato si¢ w postaci dodatkowych pikow w widmie masowym
[17, 83]. Niemniej jednak, wysoka czutosc¢, tatwos¢ oraz krotki czas przygotowania
proébki, wraz z dobrg korelacjg z GC-MS sprawiaja, ze LC-MS/MS staje si¢ zlotym
standardem ilo$ciowych oznaczen IsoP [79, 96].

Testy immunologiczne

Testy immunologiczne stosowane w analizie [soP opierajg si¢ na reakcji anty-
gen-przeciwcialo oraz zjawisku wspotzawodnictwa. Wykrywany antygen (badany
IsoP) wspolzawodniczy o przylaczenie si¢ do specyficznego przeciwciata ze swoja
odpowiednio znakowang wersja, wprowadzong do uktadu pomiarowego przez ba-
dacza w znanej ilo$ci. Przyjmuje sie, ze ilos¢ znakowanego antygenu zwigzanego
z przeciwcialem jest odwrotnie proporcjonalna do ilosci IsoP w badanym materiale
[13, 54]. W zaleznosci od rodzaju stosowanego znacznika, wyrdznia si¢: (1) testy
radioimmunologiczne (RIA), w ktorych znacznikiem jest izotop promieniotworczy,
oraz (2) testy immunoenzymatyczne (EIA), w ktorych znacznikiem jest stabilny en-
zym zdolny do katalizowania reakcji, w wyniku ktorej powstaje barwny produkt
[44, 92]. Zasada dziatania EIA jest bardzo podobna do ELISA, dlatego tez czgsto te
dwa terminy uzywane sg zamiennie [33].

Jeden z niekomercyjnych testow RIA opracowanych do detekcji 15-F, -IsoP
w probkach moczu i osocza, wykazywat limit detekcji na poziomie 23 pmol/l,
z bardzo niskim stosunkiem reakcji krzyzowych i dobrg korelacja z GC-MS [7].
Pomimo licznych zalet (niskie koszty, wysoka specyficzno$¢, czutos¢ i tatwosé
przygotowania probki [44]), wedtug najlepszej wiedzy autoréw, obecnie brak jest
komercyjnych zestawow RIA przeznaczonych do oznaczania IsoP. Metoda ta ma
jednak istotne ograniczenie polegajace na narazaniu wykonawcy na radioaktyw-
no$¢ (do znakowania antygenu stosowany jest izotop [*H]) [87]. Dlatego tez RIA
jest w praktyce laboratoryjnej zastgpowany przez test ELISA [54].
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TABELA 3. Poréwnanie wybranych zestawow ELISA do ilo$ciowego oznaczania 15-F,-IsoP (opra-
cowanie wykonane na podstawie dostgpnych materialdw ze stron internetowych producentow [1, 2,
26, 27, 29] oraz danych z pismiennictwa [4, 22])

TABLE 3. Comparison of selected ELISA kits for quantitative determination of 15-F -IsoP (based on
available materials from manufacturers’ web sites [1, 2, 26, 27, 29] and literature data [4, 22])

Material biologiczny

Mocz, osocze, tkanki,
Mocz, osocze, material pobrany za
surowica, homo- pomoca aspiracji lub Osocze, surowica, | Mocz, pozywka z hodowli
genat komorkowy, plukania, pozywka tkanki [27, 29] komorkowych, tkanki [28]
tkanki [1, 2] z hodowli
komorkowych [13]
Czulosé¢
1 pg/ml[1,2] 3 pg/ml'[13] 40.0 pg/ml'[29] 16.3 pg/ml' [28]
Zakres
0.005 ng/ml - 5 ng/ 160 - 100,000 pg/ml
ml[1] 0.8 - 500 pg/ml [13] [29] 6.1 - 100,000 pg/ml [28]
Zalecane substancje przeciwutleniajace, inhibitory COX
. ) o 54 . indometacyna, kwas
trifenylofosfina*[2] 0.005% BHT*#[13] Nie dotyczy mefenamowy? [26]
Reakcje hydrolizy przed analiza probki
Saponifikacja®[2] Saponifikacja®[13] Saponifikacja®[27] Nie dotyczy
Dodatkowe oczyszczanie probki (ekstrakeja lub chromatografia immunopowinowactwa)
Homogenat ko-
morkowy, osocze,
surowica, tkanki: SPE lub IAC°[13] Nie dotyczy Tkanki: SPE [26]
ekstrakcja
ciecz-ciecz [2]
Przeciwciala
Przeciwcialo anty - Pierwszorzedowe: Pierwszorzedowe: krolicze poliklonalne prze-
15-F,-IsoP [1] krolicze poliklonalne ciwciato anty-15-F, -IsoP [26, 27]
przeciwciato anty- Drugorzedowe: Kozie poliklonalne przeciwciato
-15-F,-IsoP [13] antykrolicze [26, 27]
Drugorzedowe: mysie
monoklonalne
przeciwciato

antykrolicze [13]
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Reakcja kolorymetryczna
Reakcja Reakcja enzymatyczna®: Reakcja enzymatyczna:
enzymatyczna: Enzym: acetylocholino- Enzym: Fosfataza zasadowa [26, 27]
Enzym: Peroksydaza esteraza [13] Substrat: fosforan p-nitrofenylu [26, 27]
chrzanowa Substrat: acetyloto- Produkt: p-nitrofenol (koloru zoéltego) [22]
Substrat: tetramety- | cholina (w odczynniku | Pomiar gestosci optycznej: A= 405 nm [26, 27]
lobenzydyna’ 2] Ellmana) [13]
Produkt: utleniona | Produkt: tiocholina [13]
forma tetrametylo- Reakcja
benzydyny (koloru nieenzymatyczna®:
z6ltego) [4] Substrat 1: tiocholina

Pomiar gestosci [13]; substrat 2: kwas
optycznej: A= 450 | 5,5’-ditiobis(2-nitroben-
nm [2] zoesowym) (w odczyn-
niku Ellmana) [13]
Produkt: kwas 5-tio-
-2-nitrobenzoesowy
(koloru zottego) [13]
Pomiar gestosci
optycznej:
A=412 nm [13]
! Definicje czulosci testu przedstawione sq w materiatach informacyjnych na stronach producentéw testow [13, 26,
27]; 2 Podczas przetwarzania niektorych probek [2; 27]; 3 Przy przechowywaniu materiatu biologicznego w -80°C
[13]; * Przy homogenizacji thkanek [13]; ° Stosowana przed pomiarem catkowitej ilosci IsoP w homogenatach
komorkowych, tkankowych, krwi, osoczu.® Prébki materiatu biologicznego pobranego za pomocq aspiracji lub

plukanki, mocz, medium z hodowli komorkowych wymagajq zwykle jedynie odpowiedniego rozcienczenia. Produ-
cent testu zaleca oczyszczanie tych materialow biologicznych w przypadku uzyskania niespdjnych wynikow [13];7
Zgodnie z opisanym w pismiennictwie mechanizmem utlenienia tetrametylobezydyny, w reakcji enzymatycznej ka-
talizowanej przez peroksydaze chrzanowg, tertrametylobenzydyna odgrywa role donora wodoru dla nadtlenku wo-
doru. Tetrametylobenzydyna ulega utlenieniu, a nadtlenek wodoru ulega redukcji do wody [4] ;5 W wyniku reakcji
enzymatycznej, acetylocholinoesteraza powoduje hydrolize acetylocholiny (znajdujqcej sie w odczynniku Ellmana)
do tiocholiny. Nastepnie, w wyniku nieenzymatycznej reakcji miedzy tiocholing a kolejng sktadowq odczynnika
Ellmana, kwasem 5,5 -ditiobis(2-nitrobenzoesowym), powstaje kwas 5-tio-2-nitrobenzoesowy [13]

W poréwnaniu z metodami instrumentalnymi, zaleta ELISA jest wysoka prze-
pustowosc¢ 1 nizsze koszty oprzyrzadowania pomiarowego [92]. Istotna wada ana-
lizy F,-IsoP za pomocg ELISA jest wystgpowanie reakcji krzyzowych [92], ktore
wynikajg z faktu, iz zwigzki te taczy wspolny element strulturalny, a mianowicie
pier§cien 1,3-syn-hydroksypentanowy, ktory determinuje ich wlasciwosci antyge-
nowe [53]. ELISA wymaga tez intensywnego oczyszczania niektorych zlozonych
probek biologicznych [53] takich jak surowica, osocze czy homogenaty tkanek [2,
13, 26]. Poprawg selektywnosci ELISA wzglgdem 15 F,-IsoP uzyskano stosujgc
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wstepne oczyszczanie probki metodg IAC lub SPE [83]. Zgodnie z instrukcjami
producentow wielu komercyjnych zestawow ELISA, w przypadku analizy IsoP
w probkach moczu, etap oczyszczania materialu moze zosta¢ pominiety [1, 26].

Kolejna kwestia dotyczaca przydatnosci stosowania testow ELISA do analizy
IsoP sg doniesienia wskazujace, iz wyniki otrzymane za pomoca tej metody stabo
korelujg z GC-MS [10, 15, 75]. Przyczyny niezgodnos$ci mozna upatrywaé w tym,
ze metody te mogg wykrywac inny zestaw zwigzkow. W GC-MS, oprocz 15-F,
-IsoP wykrywane sa dodatkowo dwa jego izomery, natomiast zwiazki wykrywane
za pomoca ELISA zaleza od swoistosci stosowanego przeciwciala [10, 75, 83].
Dlatego tez, niektorzy badacze postuluja, aby unika¢ porownywania danych kli-
nicznych uzyskanych przy uzyciu tych dwoch metod [10]. Ponadto, zaobserwo-
wano wystepowanie niezgodnosci pomiedzy wynikami uzyskanymi przy uzyciu
komercyjnych zestawoéw ELISA réznych producentdw [53], co moze wynikaé
z odmiennych zalecen odnos$nie przygotowania probki, ogdlnego schematu anali-
tycznego (patrz tab. 3), i/lub swoisto$ci stosowanych przeciwciat [53].

Warto nadmienié, iz w 2016 ukazata si¢ praca opisujaca mozliwos¢ wyko-
rzystania do pomiaru [soP elektrochemicznych immunoczujnikow wykorzystuja-
cych uktad reakcyjny podobny do tego stosowanego w ELISA, w ktérym znacz-
nikiem antygenu jest peroksydaza chrzanowa [81]. W ukladzie tym, specyficzne
przeciwciato anty-IsoP umieszczone jest na powierzchni elektrody weglowe;j.
Oznaczenie ilo$ciowe wykorzystuje amperometryczny pomiar nat¢zenia pradu
wytworzonego w trakcie reakcji redoks zachodzacej zudzialem peroksydazy
chrzanowej (enzym), nadtlenku wodoru (substrat) i hydrochinonu (mediator re-
akcji redoks) [81].

POTENCJALNE ZNACZENIE DIAGNOSTYCZNE
IZOPROSTANOW NA PRZYKLADZIE CHOROB PLUC

STRES OKSYDACYJNY W PLUCACH

Ze wzgledu na swoje funkcje, pluca s bezposrednio narazone na wysokie stezenia
tlenu oraz stres oksydacyjny, bedacy efektem normalnych proceséw metabolicznych
oraz narazenia na powietrze zawierajace substancje draznigce oraz zanieczyszczenia,
np. dym papierosowy [14]. Do najwazniejszych mechanizmoéow chronigcych ptuca
przed stresem oksydacyjnym zalicza si¢ aktywnosc¢: (1) dysmutaz ponadtlenkowych,
konwertujacych anionorodnik ponadtlenkowy do mniej reaktywnego nadtlenku wo-
doru, H,O,; (2) katalazy redukujacej H,O, do wody oraz (3) peroksydazy glutationo-
wej, redukujgeej H,O, do wody przy pomocy glutationu [51, 69]. Stres oksydacyjny
wynikajacy z zaburzenia rownowagi miedzy pro- i antyoksydantami w ptucu [93]
faczony jest z patogeneza powaznych schorzen uktadu oddechowego takich jak np.
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astma, idiopatyczne zwioknienie ptuc, choroba ziarniniakowa ptuc [51], przewlekta
obturacyjna choroba ptuc (POChP) [43], czy rak ptuca [31].

Pojawienie si¢ w plucu prooksydantow (np. na skutek palenia tytoniu) aktywu-
je komorki nieswoistej odpowiedzi odpornosciowej oraz prowadzi do uwolnienia
endogennych alarmin przez uszkodzone komorki nabtonka ptuc. W konsekwencji
rozwija si¢ stan zapalny, a w komodrkach nabtonka i makrofagach dochodzi do ak-
tywacji wielu prozapalnych czynnikéw transkrypcyjnych np. czynnika transkryp-
cyjnego kB (NF-kB) czy AP-1, syntezy cytokin takich jak interleukina-6, interle-
ukina-8 oraz czynnik martwicy nowotworu (TNF-a) [58]. Wzrost st¢zenia cytokin
prozapalnych przyciaga do ogniska zapalnego kolejne neutrofile oraz makrofagi
zdolne to wytwarzania RFT i nasilania istniejacego stanu zapalnego [58, 76].

NIEDROBNOKOMORKOWY RAK PLUCA

Niedrobnokomérkowego raka ptuca (NSCLC), najczestszy rodzaj nowotworu
ztosliwego tego narzadu (80% przypadkow), cechuje bardzo zte rokowanie [34].
Jest to zwigzane z faktem, ze wigkszos¢ przypadkow NSCLC jest rozpoznawana
w zaawansowanych stadiach choroby, czego gldéwnych przyczyn nalezy upatry-
wacé w braku swoistych objawow oraz wiarygodnych bio-wskaznikow umozliwia-
jacych wczesne rozpoznanie choroby [40]. Narodowy Program Badan Przesiewo-
wych w Raku Pluca, sponsorowany przez Narodowy Instytut Onkologii w Stanach
Zjednoczonych wykazal, ze wdrozenie do badan przesiewowych w kierunku
raka ptuca niskodawkowej tomografii komputerowej (CT), zamiast tradycyjne-
go badania radiologicznego klatki piersiowej, moze pozwoli¢ na zmniejszenie
wzglednego ryzyka zgonu o 20% w populacji badanej. Warto jednak zauwazy¢,
ze procedura CT jest kosztowna oraz charakteryzuje ja wysoka czesto$¢ wynikow
fatszywie pozytywnych [72]. W publikacji z 2016 roku Europejska Grupa Eks-
pertow ds. procedur diagnostycznych w NSCLC rekomenduje, aby u 0séb z po-
dejrzeniem raka ptuca powzietym na podstawie nieprawidtowosci w obrazie CT
wykona¢ biopsj¢ tkanki ptucnej, celem potwierdzenia rozpoznania. Dlatego tez,
aby zmniejszy¢ ilo§¢ powaznych interwencji medycznych, Eksperci wskazuja na
potrzebe znalezienia bio-wskaznikéw molekularnych, ktore pozwolityby na: (1)
zidentyfikowanie, ktorzy palacze (aktywni, byli) odniosg korzy$¢ z corocznych
badan przesiewowych metodg CT; (2) rozroéznienie wykrytych w obrazowaniu CT
zmian o charakterze tagodnym od zmian ztosliwych [24].

Z racji tego, ze komorki rakowe pozostaja w stanie trwalego stresu oksy-
dacyjnego [36], jako potencjalne bio-wskazniki tej choroby wskazuje si¢ RFT
lub produkty ich aktywnosci [14, 18, 84]. Pomiary poziomu dialdehydu malo-
nowego w krwi petnej [31] oraz 15-F, IsoP w surowicy krwi [18] potwierdzitly,
ze u 0sob z rakiem ptuca dochodzi do nasilonej peroksydacji lipidow. Wyzsze
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stezenie 15-F -IsoP w moczu powigzano z podwojeniem ryzyka rozwoju raka
phuca u mezezyzn, niezaleznie od statusu palenia [30]. Podobnie, u chorych w za-
awansowanym stadium NSCLC (IIIB-1V), niezaleznie od statusu palenia, wy-
kryto wyzszy poziom F -IsoP (w tym 15-F, -IsoP) niz u os6b zdrowych [14, 18].
Jednakze, zmiany te byly albo statystycznie nieistotne [14], albo ujawnialy sig
tylko w niektérych z przebadanych ptynoéw biologicznych (w surowicy, lecz nie
w EBC) [18]. W zwigzku z powyzszym zaproponowano, ze oznaczanie stezenia
15-F,-IsoP w surowicy (ale nie w EBC) mogtoby stuzy¢ do detekcji zaawanso-
wanego raka ptuca [18].

STRES OKSYDACYJNY ANOWOTWOR PLUCA
ORAZ POTENCJALNA ROLA IZOPROSTANOW

Terapie przeciwnowotworowe generujace reaktywne formy tlenu

Warto zauwazy¢, ze RFT mogg zarowno hamowac, jak i promowac rozwaj no-
wotwordow [35]. Wiadomo, ze umiarkowany wzrost poziomu RFT moze urucha-
miac¢ proces proliferacji, natomiast jego wzrost przewyzszajacy zdolnosci adapta-
cyjne komorek sprzyja aktywacji $mierci komorkowej [21]. To ostatnie zjawisko
towarzyszy dziataniu pochodnych platyny [34] oraz wigkszosci innych chemiote-
rapeutykow takich jak np. antracykliny, etopozyd, adriamycyny, bleomycyna, cy-
klofosfamid [59] stosowanych w standardowych schematach leczenia pierwszego
rzutu we wczesnym izaawansowanym NSCLC [35]. Dziatanie cytotoksyczne
cisplatyny polega mi¢dzy innymi na tworzeniu przez nig adduktow z jadrowym
DNA, ktore jesli nie zostang naprawione, powodujg $mier¢ komoérki w wyniku
blokowania replikacji i transkrypcji. Do aktywnosci cytotoksycznej leku przyczy-
niajg si¢ tez RFT generowane w mitochondrium na skutek oddziatywania cispla-
tyny z mitochondrialnym DNA [34]. Stosowaniu cisplatyny towarzyszy spadek
iloéci antyoksydantow w osoczu, co moze $wiadczy¢ o ich zuzyciu w trakcie wal-
ki ze stresem oksydacyjnym wywotanym dziataniem leku [95]. Poniewaz poziom
RFT generowany w czasie chemioterapii moze przewyzszy¢ potencjat antyoksy-
dacyjny komoérek nowotworowych, ale tez aktywno$¢ anty-nowotworowa cate-
go organizmu, wydaje si¢ ze status antyoksydacyjny pacjentow onkologicznych
moze odgrywac istotng role w ich odpowiedzi na leczenie [34].

Uwaza si¢, ze komorki nowotworowe sg przystosowane do warunkoéw stresu
oksydacyjnego [41]. Przyktadowo, w nowotworach opornych na leczenie stwier-
dzono zwickszong ekspresje enzymow mitochondrialnych, ktére wychwytuja
RFT [61]. Dlatego tez uwaza si¢, ze obiecujacg strategia, takze w leczeniu zmian
opornych, mogtoby by¢ potaczenie klasycznej chemioradioterapii z czynnikiem
blokujgcym mechanizmy adaptujace komorki nowotworowe do zmian stanu re-
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doks (np. poprzez inhibicje¢ metaboliczng lub blokowanie wybranych systemow
antyoksydacyjnych) [35, 69]. Takie podejscie miatoby minimalny wptyw na ko-
morki zdrowe, gdyz ich podstawowy poziom RFT jest nizszy w porownaniu z ko-
morkami nowotworowymi [69].

Obecnie, w praktyce klinicznej nie wykorzystuje si¢ bio-wskaznikow, ktore
moglyby okresli¢c odpowiedz chorego na terapi¢ generujaca RFT [49]. Dotych-
czas podjeto nieliczne proby pomiaru ilosci 15-F -IsoP u pacjentow poddawa-
nych leczeniu przeciwnowotworowemu. Wykazano przyktadowo, ze poziom
15-F,-IsoP w EBC chorych na NSCLC poddanych szesciu cyklom chemioterapii
opartej o zwiazki platyny lub taskany znaczaco spadal u pacjentow z czg¢$cio-
wa odpowiedzig oraz w stadium IB-IIIB. Badacze zasugerowali, ze 15-F,-IsoP
w EBC moglby stanowi¢ bio-wskaznik odpowiedzi na chemioterapi¢ pacjentow
z NSCLC, natomiast podstawowy poziom 15-F, -IsoP moglby stuzy¢ do oceny
szansy rocznego przezycia [84]. W innej pracy wykazano, ze stgzenie 15-F, -IsoP
w moczu pacjentow z zaawansowanym NSCLC leczonych polaczeniem cispla-
tyny z etopozydem lub paklitakselem z karboplatyng silnie wzrastato po drugim
i trzecim cyklu chemioterapii. Jednak nie analizowano zalezno$ci miedzy zmiang
poziomu 15-F -IsoP a odpowiedzig na leczenie [46].

Blokowanie cytoprotekcyjnej autofagii w warunkach
akumulacji reaktywnych form tlenu

Mechanizmem cytoprotekcyjnym, ktory moze chroni¢ komorki nowotworowe
przed cytotoksycznoscig leczenia przeciwnowotworowego jest proces autofagii
[56]. Wykazano, ze hamowanie autofagii sprzyja powstawaniu RFT w komoérkach
NSCLC, co zwicksza przepuszczalnos¢ blony mitochondrialnej i nasila apoptoze
po podaniu cisplatyny [48]. Obecnie wiadomo, ze w zaleznos$ci od stadium oraz
pochodzenia pierwotnego nowotworu, autofagia moze hamowac, jak i promowac
wzrost nowotworu. Uwaza si¢, ze na wczesnych etapach rozwoju nowotworu, au-
tofagia moze zapobiegaé uszkodzeniom DNA i biatek powodowanych przez RFT,
tym samym hamujgc nowotworzenie [73]. Natomiast na etapie progresji i two-
rzenia przerzutéw, autofagia eliminuje stres metaboliczny wywotany przez RFT
oraz zapewnia niezbedne sktadniki odzywcze, zatem promuje wzrost nowotworu.
Mozna wigc przyjaé, ze nowe strategie przeciwnowotworowe moglyby opierac si¢
o specyficzne inhibitory autofagii. Blokowanie cytoprotekcyjnej autofagii w wa-
runkach akumulacji RFT pozwoliloby na przesuni¢cie rownowagi w komorkach
nowotworowych w kierunku $mierci komoérkowej i regresji nowotworu in vivo.
Dlatego przewiduje sig, iz w terapiach przysztosci, przed wdrozeniem leczenia,
niezbedne bedzie okreslenie indywidualnej charakterystyki guza na poziomie ko-
morkowym (poziom autofagii, ilos¢ RFT). Jak zasugerowano, do oceny poziomu
RFT mogtby postuzy¢ pomiar 15-F -IsoP oraz 15-F -IsoP-M [73].
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Biologiczna rola izoprostan6w w drogach oddechowych

Warto takze zauwazy¢, ze zainteresowanie IsoP w odniesieniu do patofizjolo-
gii pluca nie ogranicza si¢ do ich potencjalnego znaczenia jako bio-wskaznikow.
Zwiazki te sa obficie produkowane przez praktycznie kazdy typ komorek ptuc-
nych, zarowno poprzez mechanizm aktywowany przez RFT uwalniane z komorek
zapalnych obecnych w drogach oddechowych, jak tez na drodze mechanizmu za-
leznego od COX. IsoP wywieraja istotny biologicznie wplyw na drogi oddechowe
oraz ptucne naczynia krwionos$ne. Dziatania te mogg przyczynia¢ si¢ do powsta-
nia objawow charakteryzujacych wiele choréb ptluca, takich jak np. niespecyficz-
na nadreaktywno$¢ migsni gladkich, skurcz oskrzeli, nadcisnienie, obrzgk czy
hipertrofia [45].

PODSUMOWANIE

IsoP sg stabilnymi chemicznie, bezposrednimi produktami peroksydacji fosfo-
lipidow, ktére powstaja in vivo niezaleznie od sktadu diety i cyklu dobowego, oraz
wystepuja we wszystkich tkankach i ptynach biologicznych ciata na mozliwym do
oznaczenia poziomie podstawowym. Wsrdd stosowanych metod pomiaru ilosci
IsoP wymieni¢ mozna metody instrumentalne oraz testy immunoenzymatyczne.

Zwigzanie IsoP z bltong komdrkowg sprzyjaja ujawnieniu si¢ cech typowych
dla obecnosci peroksydowanych lipidow, co moze sprzyja¢ rozwojowi przewle-
ktych stanow chorobowych. Podwyzszong ilo$¢ F -IsoP obserwuje si¢ w wielu
schorzeniach i procesach patologicznych powiazanych ze stresem oksydacyjnym,
takich jak nowotwory, choroby uktadu oddechowego, choroby sercowo-naczynio-
we, choroby metaboliczne i neurodegeneracyjne. W piSmiennictwie najczesciej
opisywanym zwigzkiem nalezagcym do rodziny F,-IsoP jest 15-F,-IsoP. Pomiar
stezenia tego zwigzku jest powszechnie uwazany za zloty standard w ocenie pe-
roksydacji lipidow in vivo. 15-F -IsoP wykazuje takze aktywnos¢ biologiczng na
skutek oddziatywania z TPR i z hipotetycznym ISR, co wzbudza zainteresowanie
IsoP jako potencjalnymi mediatorami w patofizjologii r6znych schorzen.

Whnioskowanie o poziomie stresu oksydacyjnego na podstawie pomiaru 15-F,
-IsoP, moze w przysztosci znalez¢ zastosowanie w ocenie zaawansowania niekto-
rych choroéb o etiologii powigzanej ze stresem oksydacyjnym (np. choréb uktadu
oddechowego, w tym raka ptuca), czy tez oceny efektu terapeutycznego wdrozone-
go leczenia. Tym samym IsoP stanowia grupe interesujacych czasteczek o duzym
potencjale w diagnostyce kliniczne;.

PODZIEKOWANIA

Praca zostata sfinansowana ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki przyzna-
nych na podstawie decyzji numer DEC-2013/09/B/NZ5/01815
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