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ABSTRACT

Sulfur-containing amino acids, including cysteine (Cys) and homocysteine
(Hcy), as well as aldehydes such as formaldehyde (FA), acetaldehyde (AA),
pyridoxal 5 -phosphate (PLP), acrolein (ACR), malondialdehyde (MDA), croton
aldehyde (CA) and 4-hydoxynonenal (4-HNE) widely occur in the human body. As
indicated in the literature, abnormal (elevated) concentrations of these compounds in
humans may result in or even be the cause of the occurrence/development of some
civilization diseases. At the same time, the literature provides the evidence that Cys
and Hcy are a highly reactive towards aldehydes resulting in formation of substituted
thiazolidine and thiazine carboxylic acids, respectively. Importantly, it has been
shown that these adducts are formed in vitro and in vivo, while chromatographic
techniques are suitable for their monitoring in biological samples. In this work, the
above-mentioned issues are discussed. In particular, Cys and Hcy as well as selected
endogenous aldehydes are characterized, and their role in human body in health and
disease is discussed. Moreover, chromatographic methods enabling determination of
selected adducts of Cys and Hcy with the above-mentioned aldehydes in biological
samples are described.

Keywords: homocysteine, cysteine, 1,3-thiazolidine-4-carboxylic acids, 1,3-
thiazine-4-carboxylic acids, chromatography

Stowa kluczowe: homocysteina, cysteina, kwasy 1,3-tiazolidyno-4-karboksylowe,
kwasy 1,3-tiazyno-4-karboksylowe, chromatografia
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AA — aldehyd octowy

ACN — acetonitryl

ACR — akroleina

CA — aldehyd krotonowy

- COOH — grupa karboksylowa

Cys — cysteina

GC-MS — chromatografia gazowa sprz¢zona ze spektrometria mas
Glu — glutation

FA — aldehyd mréwkowy

Hcy — homocysteina

Hcy-PLP — kwas 2-pirydoksylo-1,4-tiazyno-4-karboksylowy
homo-MTCA — kwas 2-metylo-tetrahydro-1,3-tiazyno-4-karboksylowy
homo-TCA —kwas 1,3-tiazyno-4-karboksylowy

HPLC-UV — wysokosprawna chromatografia cieczowa sprz¢zona z

detektorem spektrofotometrycznym

HPPTCA — kwas 2-(3-hydroksy-5-fosfonooksymetylo-2-metylo-4-
pirydylo)-1,3-tiazolidyno-4-karboksylowy

LC-MS/MS —chromatografia cieczowa sprz¢zona z tandemowym

spektrometrem mas

MDA — dialdehyd malonowy

Met — metionina

MTCA — kwas 2-metylo-1,3-tiazolidyno-4-karboksylowy
-NH, — grupa aminowa

PLP — fosforan 5’-pirydoksalu

-SH — grupa sulthydrylowa

TCA — kwas 1,3-tiazolidyno-4-karboksylowy

4-HNE — 4-hydroksynonenal
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WPROWADZENIE

W organizmie czlowieka zachodzi szereg skomplikowanych przemian
metabolicznych, w wyniku ktorych powstaja rozmaite zwigzki chemiczne,
odpowiedzialne czesto za jego prawidtowe funkcjonowanie. Niekiedy jednak dochodzi
do zachwiania fizjologicznej roéwnowagi, wskutek czego nastgpuje rozwoj réznego
rodzaju patologii. Zaburzenia w prawidlowym funkcjonowaniu organizmu przyczyniaja
si¢ do wygenerowania szeregu schorzen zaliczanych do chordb cywilizacyjnych, ktorych
geneza z roku na rok zdaje si¢ by¢ coraz lepiej poznana. Do wspomnianych patologii
mozna zaliczy¢ np. choroby neurodegeneracyjne, takie jak choroba Parkinsona i choroba
Alzheimera, choroby ukladu krazenia czy choroby nowotworowe. Niewatpliwie
waznymi z biologicznego punktu widzenia zwigzkami, ktére wystepuja w organizmie
cztowieka sa aminokwasy siarkowe, do ktorych zalicza si¢ m.in. homocysteing (Hcey) i
cysteing (Cys). Inng istotng grupg stanowig aldehydy. Wykazano, ze w wielu
przypadkach zwigzki te sg w stanie ze sobg reagowac, a produktami tych reakcji sa
tiazynowe oraz tiazolidynowe pochodne. Z racji ich potencjalnej roli w prawidlowym
funkcjonowaniu organizmu cztowieka zasadnym jest ich badanie, w tym opracowywanie
metod oznaczania w ptynach biologicznych. Niniejsze opracowanie jest po§wiecone
pochodnym Hcy oraz Cys z formaldehydem (FA), aldehydem octowym (AA),
fosforanem 5’-pirydoksalu (PLP), akroleing (ACR), dialdehydem malonowym (MDA),
aldehydem krotonowym (CA) oraz 4-hydroksynonenalem (4-HNE).

1. Charakterystyka przedmiotu badan
1.1. Aminokwasy tiolowe — cysteina i homocysteina

Matoczasteczkowe zwiazki siarki, takie jak Cys, Hcy (Rysunek 1) czy glutation
(Glu) naleza do szerokiej i réznorodnej grupy zwiazkéw — przeciwutleniaczy. Ich
charakterystyczng cechg strukturalng jest posiadanie trzech grup funkcyjnych, tj.
grupy aminowej (-NH»), karboksylowej (-COOH) i sulthydrylowej (-SH). Jedna z
ich rol jest natomiast ochrona organizmu przed negatywnymi skutkami dziatania
stresu oksydacyjnego. Szczegdlng role w tym obszarze odgrywa Glu. W warunkach
fizjologicznych aminotiole pelnia szereg innych waznych funkcji, a zaktocenia w ich
metabolizmie wigzane sa z rozwojem szeregu tzw. chorob cywilizacyjnych, do
ktorych nalezg choroby ukladu krazenia, choroby neurodegeneracyjne czy
nowotwory. Cys oraz Hcy powstajag w wyniku przemian metabolicznych metioniny
(Met), aminokwasu dostarczanego do organizmu wraz z pokarmem. W pierwszym
etapie wspominanych przemian Met ulega demetylacji, w wyniku ktorej powstaje
Hcy. Ta z kolei ulega reakcji transsulfuracji, ktéra prowadzi do powstania Cys.
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Zrodtem Cys w organizmie czlowieka jest przede wszystkim pelnowartosciowa
zywno$¢, miedzy innymi migso, ryby, jaja, orzechy, nasiona oraz warzywa i owoce.
W przypadku niedoboru moze by¢ dostarczana do organizmu w postaci suplementow
diety [1]. W przeciwienstwie do Cys, Hcy nie wystepuje w produktach spozywczych,
wigc powstaje ona jedynie w wyniku przemian Met. Zaréwno Cys jak i Hey posiadaja
w swojej strukturze niezwykle reaktywna grupe -SH, ktorej obecnos¢ w duzo
wickszym stopniu niz grupy -COOH 1 -NH, determinuje wlasciwosci
fizykochemiczne. Tym samym okresla role jaka petnig one w organizmach zywych.

0 0
H
HS “HLOH S MOH
NH, NH,

Cysteina (Cys) Homocysteina (Hcy)

Rysunek 1. Pogladowe struktury chemiczne cysteiny i homocysteiny
Figure 1. Chemical structures of cysteine and homocysteine

1.2. Wybrane endogenne aldehydy

Aldehydy sa to zwigzki chemiczne do$¢ powszechnie wystepujace w
srodowisku. Ekspozycja organizmu czlowieka na czynniki §rodowiskowe przyczynia
si¢ zatem do ich wchtaniania, gtownie poprzez drogi oddechowe [2]. Na obszarach
uprzemystowionych aldehydy powstaja w wigkszo$ci w wyniku spalania ropy
naftowej i jej pochodnych. Dzieje si¢ to bezposrednio lub tez poprzez przeksztatcanie
weglowodoréow w wyniku fotochemicznych reakcji utleniania [3]. Zrodiem
aldehydoéw w $rodowisku jest takze dym papierosowy [3]. Co ciekawe wykazano, ze
zrédlem szkodliwych aldehyddéw sg takze popularne w ostatnich latach tzw. e-
papierosy, uwazane za bezpieczniejszg alternatywe dla tradycyjnego palenia tytoniu.
Endogenne aldehydy powstaja rowniez w organizmie cztowieka na skutek przemian
metabolicznych aminokwaséw, weglowodandéw, witamin, steroidow, amin
biogennych czy procesow komorkowych, takich jak peroksydacja lipidow [4].
Jednym z gléwnych czynnikoéw przyczyniajacych si¢ do powstawania w organizmie
wysoce reaktywnych aldehydow jest stres oksydacyjny. Zwiazki te reaguja
bezposrednio z DNA, czego skutkiem jest doprowadzenie do jego uszkodzen, co z
kolei przyczynia si¢ do rozwoju réznych stanéw patofizjologicznych, takich jak
nowotwory, stany zapalne czy choroby neurodegeneracyjne [4,5]. Grupa aldehydow
wystepujacych w organizmie cztowieka jest dos¢ liczna, a wérdd nich mozemy
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wymieni¢ MDA, ACR, CA, 4-HNE — stanowiace glowne produkty peroksydacji
lipidéw, a takze PLP, FA i AA (Rysunek 2).

Sposrod endogennych aldehydow najprostszym pod wzgledem budowy jest FA
(metanal, formaldehyd). Powstaje on podczas metabolizmu wielu substancji,
zarowno endo- jak i egzogennych, np. Met, seryny, glicyny, choliny oraz podczas
demetylacji zwigzkéw, ktore w swojej budowie posiadajg grupy: N-, O- oraz S-
metylowe. Jest zwigzkiem, ktory ze wzgledu na znaczng rozpuszczalno$¢ w wodzie
fatwo wchiania si¢ do organizmu poprzez drogi oddechowe lub przez skorg.
Poniewaz jest on popularnym odczynnikiem uzywanym w wielu gateziach
przemystu, jego obecno$¢ stanowi niepodwazalnie o ryzyku zawodowym [6].
Stosowany jest powszechnie w produkcji klejow, barwnikoéw, farb oraz lakierow.
Wykorzystywany jest takze w przemysle papierniczym, fotograficznym, garbarskim,
rafineryjnym i w budownictwie [7]. FA zyskal popularno$¢ takze w branzy
kosmetycznej, a jego 37% roztwdr w wodzie (formalina) jest powszechnie stosowany
do dezynfekcji oraz jako konserwant. Do organizmu moze dostac si¢ takze w wyniku
spozycia owocOw, surowych warzyw, migsa, ryb czy mleka [8]. FA w $srodowisku
powstaje miedzy innymi w wyniku utleniania metanu a takze zwigzkow
wystepujacych naturalnie takich jak terpenoidy [3].

AA (etanal, acetaldehyd) powstaje w organizmie czlowieka, a konkretnie jest on
wytwarzany w watrobie, gtdéwnie wskutek przemian metabolicznych spozytego
alkoholu etylowego [9]. Podobnie jak FA moze takze zosta¢ wprowadzony do
organizmu droga pokarmowa [8]. Jego zwickszone stezenie w organizmie cztowieka
wiaze si¢ z rozwojem szeregu powiklan zwigzanych z nadmiernym spozywaniem
alkoholu etylowego, takich jak rak przetyku, watroby czy gardta [5]. Rowniez
wdychanie oparéw acetaldehydu, ktorych zrodlem moga by¢é np. spaliny
samochodowe, moze wywola¢ skutki podobne do zatrucia alkoholem etylowym
(bole glowy, nudnosci, wymioty).

PLP okre$lany jest mianem aktywnej formy witaminy Bs. W organizmie
czlowieka powstaje na skutek metabolizmu pirydoksyny pochodzenia ro$linnego i
zwierzecego. Zwierzgta oraz cztowiek wykorzystujg takze pirydoksyne syntezowang
w niewielkich ilo$ciach przez bakterie jelitowe oraz dostarczang do organizmu w
postaci suplementow diety. Szczegolnie bogate zrodto witaminy Be stanowig mieso,
warzywa oraz owoce [10].

ACR (propenal, akroleina) to aldehyd, ktéry produkowany jest przez organizm
cztowieka podczas peroksydacji lipidow 1 na skutek metabolizmu
wielonienasyconych kwasow thuszczowych. Moze takze do niego trafi¢ w wyniku
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narazenia na czynniki zewngetrzne, takie jak wdychanie oparow kuchennych, dymu
papierosowego czy spalin samochodowych. ACR powstaje rowniez w wyniku
biotransformacji ~ cyklofosfaminu -  powszechnie  stosowanego  leku
przeciwnowotworowego [11]. Zroédlem ACR jest takze zywno$é [12]. Obecnosé
ACR potwierdzono w warzywach, owocach oraz réznego rodzaju popularnych
napojach, takich jak piwo, wino, kawa czy herbata [8]. Poniewaz jest ona
najsilniejszym elektrofilem sposrdéd wszystkich a,p-nienasyconych aldehydow, do
ktorych zalicza si¢ takze 4-HNE 1 CA, wykazuje najwicksza reaktywno$¢ w stosunku
do nukleofilowej grupy tiolowej Cys [11].

4-HNE jest silnie reaktywng czasteczky, stanowigca jeden z glownych
czynnikow przyczyniajacych si¢ do powstawania stresu oksydacyjnego. Jedng z
najwazniejszych drog prowadzacych do jego usunigcia z komorek jest zawarta w
szlaku metabolicznym reakcja z Glu [5].

MDA stanowi jeden z najwazniejszych markerow stresu oksydacyjnego [5,13].
Wprowadzony moze zosta¢ do organizmu poprzez przewdd pokarmowy, np. po
spozyciu ryb, mig¢sa czy mleka, a jego szczegdlnie wysokg zawarto$¢ odnotowano w
zjetczatej zywnosci [8]. Stanowi gtowny i najczesciej badany produkt peroksydacji
wielonienasyconych kwasow tluszczowych. Wystepuje w olejach, szczegdlnie
roslinnych, lub zywnosci zawierajacej te oleje.

CA pochodzi zaréwno ze zrodet endogennych (peroksydacja lipidow) jak i
egzogennych — wdychanie dymu papierosowego [5]. W $srodowisku glownym jego
zrédlem sa spaliny samochodowe. Do atmosfery dostaje si¢ takze na skutek spalania
drewna czy polimerow. Wystepuje takze w niewielkich iloSciach w warzywach,
owocach, mleku, miesie i rybach [8].
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Rysunek 2. Pogladowe struktury chemiczne wybranych endogennych aldehydéw
Figure 2.  Chemical structures of selected endogenic aldehydes

1.3.Reaktywnos$¢ aldehydéw wzgledem cysteiny i homocysteiny

W literaturze opisane sa reakcje Hcy oraz Cys z aldehydami, prowadzace do
powstawania odpowiednio kwasow 1,3-tiazyno-4-karboksylowych oraz kwasow 1,3-
tiazolidyno-4-karboksylowych (Rysunek 3). Mechanizm ich tworzenia obejmuje
przylaczenie grupy aminowej Cys lub Hcy do grupy karbonylowej aldehydu.
Pierwszym etapem jest utworzenie zasady Schiffa (iminy), stanowiacej produkt
posredni. W kolejnym kroku dochodzi do ataku nukleofilowego wysoce reaktywnej
grupy -SH na wigzanie C=N w iminie. Ostatnim etapem reakcji jest kondensacja
aminotiolu z odpowiednim aldehydem, w wyniku ktorej powstaje piecioczionowy
pierscien tiazolidynowy (w przypadku reakcji z Cys) lub sze$ciocztonowy pierscien
tiazynowy (w przypadku reakcji z Hey) [ 14]. Reakcje te sg proste, szybkie i zachodza
w $rodowisku wodnym. Zauwazono, ze otrzymane pochodne charakteryzuje rézna
trwalos$¢, uzalezniona od pH i rodzaju srodowiska reakcji [15]. W literaturze mozna
znalez¢ informacje, iz wspomniane pochodne moga powstawaé zardéwno w
warunkach in vitro jak i in vivo [16,17]. Jak dotad opisano zaledwie kilka metod
umozliwiajacych oznaczanie tiazolidynowych czy tiazynowych pochodnych
endogennych aminotioli i aldehydéw w probkach biologicznych.

W literaturze istniejg doniesienia o wystgpowaniu tiazolidynowej pochodnej,
bedacej produktem reakcji pomiedzy Cys i ACR [18,19]. Synteza in vitro tego
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zwigzku odbyla si¢ w warunkach zblizonych do fizjologicznych, w $rodowisku
wodnym, w temperaturze pokojowej, bez udziatu dodatkowych katalizatorow [20].
Struktura otrzymanego produktu zostala potwierdzona przy uzyciu technik
chromatografii cienkowarstwowej, spektrometrii mas oraz magnetycznego
rezonansu jadrowego. Wykazano, ze otrzymany produkt to kwas 2-[2-(2-amino-2-
karboksyetylo)sulfanyloetylo]-1,3-tiazolidyno-4-karboksylowy, gdzie Cys i ACR
wystepuja w stosunku molowym 2:1. Jak wskazujg autorzy tego odkrycia, kwas ten
powstaje poprzez nukleofilowa addycje Michaela jednej grupy -SH do wigzania
podwdjnego C=C w ACR i drugiej grupy -SH do grupy aldehydowej, a nastepnie
cyklizacje poprzez dehydratacje. Przeprowadzono badania w celu poszukiwania
odpowiedzi na pytanie czy wigzanie Cys z ACR moze zmniejszac¢ cytotoksyczno$é
aldehydu. W tym celu przeprowadzono eksperyment na liniach komdrkowych
oskrzeli oraz jelit cztowieka (komoérki HBE oraz Caco-2), ktére poddawano dziataniu
ACR oraz powstalej pochodnej i mierzono m.in. ich Zywotno$¢. W wyniku
przeprowadzonych badan ustalono, ze powstata pochodna wykazuje duzo mniejsza
cytotoksyczno§¢ niz sam aldehyd [20]. Autorzy pracy poczynili dodatkowa
obserwacje dotyczaca stabilno$ci otrzymanego diadduktu w  warunkach
fizjologicznych. Poddali go inkubacji w buforze fosforanowym o pH 7,4 oraz
temperaturze 37°C 1 stwierdzili, ze w tych warunkach jest on niestabilny.
Zaobserwowali roéwniez, ze ostatecznie tworzy si¢ pochodna tiazolidynowa
posiadajaca jedna czasteczke Cys w swojej strukturze. Autorzy pracy wskazali, ze
oba addukty ulegaly wzajemnej konwersji, a rownowage reakcji w kierunku
tworzenia jedynie diadduktu przesuwa dodatek Cys. Badania wykazaly takze, ze
monoaddukt byt bardziej cytotoksyczny niz diaddukt. Udowodniona wysoka
toksycznos¢ ACR w stosunku do organizmu czlowieka, moze wskazywac¢ na
korzysci ptynace z suplementacji lub diety bogatej w Cys, ktora tworzy z ACR
pochodng o znacznie mniejszej toksycznosci. Niestety nie zostaly przeprowadzone
dodatkowe badania w tym zakresie.

Dos¢ dawno, bo w roku 1969, pojawito si¢ w literaturze doniesienie o uzyskaniu
adduktu Cys i MDA [21]. Autor pracy zauwazyl, iz masa molowa pozyskanego
zwigzku odpowiada strukturze sktadajacej si¢ z dwdch czasteczek Cys oraz trzech
czasteczek MDA. Kilkanas$cie lat p6zniej przeprowadzono reakcje pomigdzy MDA
oraz Cys w warunkach zblizonych do fizjologicznych (37°C, pH 7). Stwierdzono
wowczas, ze obie grupy funkcyjne wystepujace w Cys (-NH» i -SH) biorg udziat w
tworzeniu pochodnej. Niestety nie zostaly przeprowadzone zadne dodatkowe
badania, ktore jednoznacznie potwierdzityby struktur¢ uzyskanej pochodnej [22].
Zostata ona potwierdzona za pomoca analizy elementarnej, MS oraz NMR dopiero
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w roku 1991 [19]. Wykazano wowczas, ze stosunek MDA do Cys w pochodnej
wynosi 3:2. Kilkana$cie lat poZzniej inna grupa badaczy ustalita, ze uzyskane przez
nich w wyniku reakcji Cys z MDA, zélte cialo stale jest mieszaning izomerow, w
ktorych stosunek MDA do Cys wynosi 2:2 oraz 3:2. Reakcja zostata przeprowadzona
w pH 7 i temperaturze 25°C, a struktury izomeréw, w ktorych zidentyfikowano takze
pierscien tiazolidynowy, zostaty potwierdzone metodami spektroskopowymi [32].

4-HNE w swojej strukturze posiada trzy ugrupowania, ktére potencjalnie moga
wchodzi¢ w reakcje z innymi czgsteczkami. Sg to: grupa aldehydowa, wigzanie
podwdjne C=C oraz grupa hydroksylowa. To, ktéra z wymienionych grup ulegnie
reakcji zalezy od rodzaju reagenta oraz srodowiska. Wykazano m.in., ze Glu tatwo
reaguje w obojetnych roztworach wodnych z 4-HNE, a produkt reakcji ulega
wewnatrzczasteczkowemu przegrupowaniu do pigciocztonowego cyklicznego
hemiacetalu, ktory stanowi gldwny produkt koncowy. Analogiczna reakcja zachodzi
w przypadku gdy obojetny roztwdr Cys zostanie zmieszany z rownomolowg iloscia
4-HNE. Jezeli natomiast Cys znajdzie si¢ w roztworze w nadmiarze to grupa
aldehydowa kondensuje z drugg czasteczka aminokwasu, a produktem tej reakcji jest
pochodna tiazolidynowa [19]. Addukty tiolowe 4-hydroksyalkenali w pierwszym
etapie generujg cykliczne potacetale, ktére moga nastepnie tworzy¢ pochodne
tiazolidynowe, jednak reakcja ich tworzenia zachodzi wolniej [23].

Produktem reakcji pomigdzy CA oraz Cys, w przeciwienstwie do pochodnej Cys
1 ACR oraz 4-HNE, jest jedynie diaddukt, czyli pochodna tiazolidynowa. Nie tworzy
si¢ hemiacetal poniewaz reakcja kondensacji drugiej czasteczki Cys zachodzi bardzo
szybko [19].

HO
fg: ’ I
L o
SYNH
R

S v NH
R
Pochodna tiazolidynowa Pochodna tiazynowa
Rysunek 3. Pogladowe struktury chemiczne pochodne;j tiazolidynowe;j i tiazynowej

Figure 3. Chemical structures of thiazolidyne and thiazine derivative
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1.4. Aminokwasy tiolowe i wybrane endogenne aldehydy w stanach
(pato)fizjologicznych w organizmie czlowieka

W warunkach fizjologicznych Cys jest wbudowywana w biatka, gdzie m.in.
dzieki tworzeniu wigzan disiarczkowych, odpowiada za utrzymanie ich stabilnosci.
Jest takze prekursorem koenzymu A i Glu [1]. Stanowi réwniez gtoéwny sktadnik
budulcowy keratyny wlosow, skéry oraz paznokci. Warunkuje ich wytrzymato$¢
chemiczng oraz fizyczng. Odgrywa ona rowniez kluczowg role w wielu procesach
komoérkowych, takich jak detoksykacja metali oraz ksenobiotykow. W warunkach
fizjologicznych wystgpuje w komorkach na niskim poziomie, co stanowi swego
rodzaju mechanizm obronny przed jej toksycznoscig, szczegodlnie w stosunku do
centralnego uktadu nerwowego [24]. Oznaczana jest czgsto w moczu i stuzy jako
jeden ze wskaznikow rozwijajacych si¢ chorob nerek. Cys stanowi takze marker
rozwoju chordb dziedzicznych, takich jak cystynoza oraz cystynuria, w ktérych
przebiegu jej stezenie w moczu wigzane jest z mozliwoscig rozwoju kamicy nerkowe;j
[25].

W przypadku Hcy jej stezenie warunkach fizjologicznych jest utrzymywane na
niskim poziomie, dzigki remetylacji do Met i przemianom katabolicznym na drodze
transsulfuracji. Przeksztalcenia te sg kontrolowane przez reakcje enzymatyczne [26].
W osoczu zdrowego cztowieka stezenie catkowitej Hey utrzymuje si¢ na poziomie 5
— 15 pmol/l, a wszelkie warto$ci wykraczajace poza ten zakres mogg Swiadczy¢ o
rozwijajacej si¢ lub trwajacej w organizmie chorobie. Zaburzenia w ilosci Hey w
osoczu moga wynika¢ z zywieniowych niedoborow jej kofaktorow, przewlektych
chordb, leczenia, czynnikdéw fizjologicznych oraz stylu zycia, w tym spozywania
alkoholu czy palenia papierosow [27]. Podwyzszony poziom Hcy w osoczu,
okreslany mianem hiperhomocysteinemii, stanowi czynnik ryzyka rozwoju
niektorych chordb, w szczegdlnosci zas chorob uktadu krgzenia [26].

FA jest substancjg silnie toksyczng, ktéra przez Miedzynarodowa Agencje
Badan nad Rakiem (International Agency for Research of Cancer - IARC)
sklasyfikowana zostata jako rakotworcza dla ludzi. FA dziata draznigco na spojowki
oczu a takze na blony $luzowe drég oddechowych. Powoduje ponadto zaburzenia
oddychania i podraznienia skory [7]. Wydalany jest z organizmu po przeksztatceniu,
w postaci ditlenku wegla i wody z wydychanym powietrzem oraz w niezmienionej
formie przez nerki [6].

W warunkach fizjologicznych AA reaguje miedzy innymi z aminami
biogennymi, hemoglobing oraz grupami -SH biatek. Wytwarzany jest takze przez
mikroflore bateryjng goérnych drog oddechowych iprzewodu pokarmowego na
drodze fermentacji we¢glowodanoéw [28]. AA ze wzgledu na swoj elektrofilowy
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charakter tatwo reaguje ze zwiazkami nukleofilowymi, do ktorych zalicza si¢ np.
aminokwasy, biatka i tiole. Reaktywnos$¢ ta sprawia, iz jest on silnym mutagenem i
klasyfikuje si¢ go jako czynnik rakotworczy. Detoksykowany jest w znacznej mierze
poprzez utlenianie za posrednictwem dehydrogenazy aldehydowej do kwasu
octowego, ktory nastepnie wchodzi w cykl kwasu cytrynowego [29].

W organizmach zywych PLP stanowi kofaktor enzymoéw katalizujacych
przebieg wielu waznych reakcji. Bierze udzial miedzy innymi w produkcji
tryptofanu, serotoniny, kwasu solnego w zotadku oraz formowaniu hemoglobiny i
czerwonych krwinek. Odgrywa takze kluczowg rolg we wspieraniu zaréwno
wrodzonej, jak i nabytej odpornosci organizmu poprzez udzial w produkcji
mikroflory jelitowej [30]. Wykazano, ze PLP odgrywa istotng role¢
w funkcjonowaniu uktadu krazenia [31], a jego niedobor moze prowadzi¢ do rozwoju
miazdzycy czy udaru. Wykazano rowniez, ze PLP uczestniczy w kondensacji Hey
z seryng, ktorej jest katalizatorem a reakcja ta stanowi pierwszy etap szlaku
transsulfuracji.

ACR jako silny elektrofil, ktory charakteryzuje si¢ dobra rozpuszczalno$ciag w
wodzie, szybko przemieszcza si¢ przez btony komoérkowe na skutek dyfuzji, a w
konsekwencji wywoluje szereg niekorzystnych reakcji fizjologicznych. Niszczy np.
endogenne uklady antyoksydacyjne poprzez wzmozenie tworzenia reaktywnych
form tlenu w komorkach, co ostatecznie prowadzi m.in. do przerwania blony
komoérkowej [20]. ACR jest klasyfikowana jako zwigzek draznigcy, wysoce
toksyczny oraz potencjalnie kancerogenny. Toksyczno$¢ ACR zostala obszernie
omowiona w wielu publikacjach, gdzie sugeruje si¢ jej powigzanie z wystgpowaniem
roznych standéw patologicznych, takich jak rak phluc, choroba Alzheimera czy
miazdzyca [32,33].

Wykazano powigzanie wystepowania podwyzszonego poziomu 4-HNE w
przebiegu chorob, takich jak choroba Alzheimera czy Parkinsona, poniewaz moze on
faczy¢ sie np. z Cys w bialkach [5], ktéra wykazuje w stosunku do niego wigksze
powinowactwo niz histamina czy lizyna.

Uwaza si¢, ze oznaczenie poziomu MDA jako koncowego produktu
peroksydacji lipidow w okres§lonej tkance jest markerem wystgpujacego w niej stresu
oksydacyjnego, natomiast poziom MDA w osoczu i moczu reprezentuje stres
oksydacyjny ,,catego ciata” [34].

Wdychanie oparéw CA moze prowadzi¢ do podraznienia oczu, nosa, gardta oraz
ptuc a w konsekwencji powodowac ucisk w klatce piersiowej czy dusznosci [35].
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2. Oznaczanie wybranych tiazolidynowych pochodnych
2.1. Tiazolidynowa pochodna cysteiny i formaldehydu

Wykazano, ze wyniku kondensacji FA z Cys powstaje kwas 1,3-tiazolidyno-4-
karboksylowy (TCA), a reakcja ta zachodzi w roztworach wodnych w szerokim
zakresie pH. Wykazano réwniez, ze TCA moze dziata¢ jako przeciwutleniacz i
zmiatacz wolnych rodnikéw, chronigc w ten sposob blony komoérkowe przed
negatywnymi skutkami ich dziatania. Wplywa to na opo6znianie starzenia, np. w
komorkach watroby, ktore wraz z wiekiem ulegajg coraz to wigkszej degradacji. TCA
sprzedawany jest takze jako suplement diety pod nazwg tioprolina, ktéra posiada
wlasciwosci  hepatoprotekcyjne, przeciwzapalne 1 przeciwcukrzycowe [36].
Opracowano metode wykorzystujaca technike chromatografii cieczowej sprzezonej
z tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS), ktora umozliwia oznaczanie TCA
w probach ptynnych pozywek do hodowli bakterii. Metoda jest dedykowana w
szczegolnosci do TCA produkowanego przez pateczki okreznicy (Escherichia coli),
ktére poddane byty dziataniu FA [37]. Metoda wykorzystuje chloromréowczan etylu
do derywatyzacji analitu w celu zwickszenia jego hydrofobowosci, a same probki
byty dodatkowo oczyszczane technikg ekstrakcji do fazy statej i zatg¢zane poprzez
odparowanie do sucha i ponowne rozpuszczenie w acetonitrylu (ACN) [37].
Opracowana zostala takze metoda wykorzystujaca wysokosprawng chromatografie
cieczowa sprzezong z detekcja spektrofotometryczng (HPLC-UV) do oznaczania
TCA w osoczu pacjentdw chorych na raka szyi i glowy, ktorym podawano tioproling.
Procedura przygotowania probki osocza obejmowata jej odbiatczenie poprzez
dodatek kwasu chlorowego(VII), a nastgpnie jej odwirowanie. Uzyskany roztwor
znad osadu, tzw. supernatant byt nastgpnie wprowadzany do uktadu
chromatograficznego [36].

Ze wzgledu na fakt, ze TCA jest wydalany przez nerki opracowano metod¢ jego
oznaczania w moczu szczuréw. Oznaczenia miaty odpowiedzie¢ na pytanie czy TCA
w tym ptynie fizjologicznym moze stanowi¢ istotny wskaznik w biologicznym
monitorowaniu narazenia na FA. W tym celu szczury podzielone na trzy grupy byty
poddawane inhalacjom powietrzem czystym oraz powietrzem zawierajgcym niskie i
wysokie stezenie FA. Procedura przygotowania pobranych od zwierzat probek
moczu obejmowala derywatyzacje analitu przy uzyciu chloromréwczanu etylu oraz
ekstrakcje za pomoca toluenu. Fazg organiczng po ekstrakcji odparowano, a
nastepnie pozostato$¢ rozpuszczono w octanie etylu i poddano analizie
chromatograficznej [38]. Stwierdzono, ze w stosunku do proby kontrolnej poziom
TCA znaczaco wzréost w moczu szczuré6w poddawanych inhalacji powietrzem o
wysokiej zawartosci FA.
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2.2. Tiazolidynowa pochodna cysteiny i acetaldehydu

Produkt reakcji pomiedzy Cys i AA nosi nazwe¢ kwasu 2-metylo-1,3-
tiazolidyno-4-karboksylowego (MTCA). Podobnie jak w przypadku TCA reakcja
pomigdzy Cys a AA zachodzi w warunkach fizjologicznych, przy czym tempo
powstawania pochodnej jest uzaleznione od stezenia aldehydu. Mozna wigc
zaryzykowaé stwierdzenie, ze synteza MTCA stanowi mechanizm chronigcy
organizm przed toksycznym dzialaniem AA. Taki tok rozumowania wspiera
hipoteze, Ze jest on substancja chronigcg organizm czlowieka przed wystepowaniem
negatywnych skutkéw nadmiernego spozycia alkoholu, np. nowotworem przewodu
pokarmowego. Powstata pochodna nie jest uwazana za substancje toksyczng. W celu
monitorowania obecnosci i stgzenia MTCA w osoczu i moczu cztowieka zostata
opracowana metoda bazujgca na technice LC-MS/MS [29]. W przypadku tej metody
procedura przygotowania probki obejmuje jej odbiatczenie (w przypadku osocza)
przy uzyciu ACN oraz przeprowadzenie analitu w pochodna za pomoca bezwodnika
octowego w srodowisku buforu weglanowego o pH 9,9, w celu m.in. zapewnienia
stabilno$ci zwiazku [29]. Zostala réwniez opracowana metoda jednoczesnego
oznaczania TCA i MTCA w moczu, oparta na derywatyzacji za pomocg
chloromrowczanu etylu. Probka po etapie derywatyzacji chemicznej poddawana byta
ekstrakcji toluenem, nastgpnie faza organiczna byta odparowywana a pozostatos$c
byla rozpuszczana w octanie etylu i poddawana analizie chromatograficzne;j.
Technikg pomiarowa w tym przypadku byta chromatografia gazowa sprzezona ze
spektrometria mas (GC-MS), a jako wzorzec wewnetrzny wykorzystano
deuterowany MTCA [38].

2.3. Tiazolidynowa pochodna cysteiny i fosforanu 5’-pirydoksalu

Dane literaturowe wskazuja, ze mozliwa jest reakcja pomiedzy Cys a PLP w
srodowisku  wodnym, a jej produktem jest kwas 2-(3-hydroksy-5-
fosfonooksymetylo-2-metylo-4-pirydylo)-1,3-tiazolidyno-4-karboksylowy
(HPPTCA). Reakcja zachodzi w szerokim zakresie pH, w tym w warunkach
imitujacych fizjologiczne [39,40]. Rola jakg wspomniana pochodna peli w
organizmie cztowieka nie zostata jak dotad okreslona. Mozna natomiast wysnué
pewne hipotezy w tym zakresie. Po pierwsze, tworzenie HPPTCA moze prowadzi¢
do niedoboréw witaminy Bs, co pociggatoby za soba szereg niepozadanych skutkow
ze wzgledu na role jakg PLP odgrywa w procesach biochemicznych. Z drugiej jednak
strony rozktadowi HPPTCA w warunkach fizjologicznych towarzyszy odtworzenie
substratow (Cys oraz PLP), co moze wskazywac, ze pochodna ta moze stanowic
swoisty rezerwuar witaminy Bs w organizmach zywych [16]. W przeciwienstwie do
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TCA i MTCA, tiazolidynowa pochodna Cys i PLP jest nietrwata, m.in. dlatego tez
nie jest dostgpna komercyjnie. Jak wspomniano wczesniej aminokwasy tiolowe
pelnig wiele waznych funkcji w organizmie. Jest to powdd, dla ktérego jedna z
opracowanych metod umozliwia jednoczesne oznaczenie HPPTCA oraz czterech
najwazniejszych aminokwasow tiolowyh wystepujacych w organizmie cztowieka
[41], w tym Cys oraz Hcy. Przed poddaniem probki osocza analizie z
wykorzystaniem techniki HPLC-UV w procedurze przygotowania probki
zastosowano  redukcje  wigzan  disiarczkowych  przy uzyciu  tris(2-
karboksyetylo)fosfiny, konwersje analitow w odpowiednie pochodne z
wykorzystaniem  tetrafluoroboranu  2-chloro-1-metylochinoliniowego  oraz
odbiatczenie kwasem chlorowym (VII). W innej metodzie do oznaczania HPPTCA
w osoczu cztowieka wykorzystano technike GC-MS. W tym przypadku bardzo
istotnym elementem procedury przygotowania probki jest odbialczanie osocza na
drodze ultrafiltracji przy wykorzystaniu filtrow typu cut-off. Otrzymany filtrat byt
nastgpnie odparowywany do sucha w koncentratorze prézniowym, po czym
dodawana byla mieszanina derywatyzujagca, w ktérej sklad wchodzity N-
trimetylosililo-N-metylotrifluoroacetamid z dodatkiem 1% chlorku trimetylosilanu
oraz pirydyna [16].

3. Metody oznaczania wybranych tiazynowych pochodnych
3.1. Tiazynowa pochodna homocysteiny i formaldehydu

Produktem reakcji kondensacji Hey z FA w §rodowisku wodnym jest kwas 1,3-
tiazyno-4-karboksylowy (homo-TCA), a reakcja zachodzi w warunkach imitujacych
warunki fizjologiczne [42]. Produkt powstaje w Srodowisku wodnym o szerokim
zakresie pH, mieszczacym si¢ w przedziale 5 - 10. Stwierdzono, ze szybkosc¢ tej
reakcji zalezy od pH $rodowiska ze wskazaniem, iz zachodzi ona szybciej w
srodowisku o odczynie kwasnym. Wykazano, ze reakcja pomi¢dzy wspomnianymi
substancjami zachodzi rowniez w organizmie czlowieka a utworzona tiazyna jest
obecna w moczu [17]. W badaniach wykorzystano technike GC-MS. Procedura
przygotowania probki obejmowata m.in. modyfikacje chemiczng analitu za pomoca
chloromréwczanu izobutylu. Celem tego zabiegu byto uzyskanie stabilnej i lotnej
pochodnej. Rolg katalizatora w tej reakcji pelita pirydyna. W nastgpnym etapie
uzyskana pochodna byta ekstrahowana z mieszaniny reakcyjnej przy pomocy octanu
etylu i w takiej formie natychmiast poddawana byta analizie chromatograficznej ze
wzgledu na bardzo ograniczona stabilnosc.
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3.2. Tiazynowa pochodna homocysteiny i acetaldehydu

Produktem nieenzymatycznej i odwracalnej reakcji Hcy z AA jest kwas 2-
metylotetrahydro-1,3-tiazyno-4-karboksylowy (homo-MTCA). Dotychczas nie
opracowano jednak metody, ktéra umozliwitaby potwierdzenie obecnosci tej
pochodnej w ptynach biologicznych cztowieka. Autorzy pracy podjeli jednak probe
adaptowania chromatograficznej metody oznaczania pochodnej Cys i AA w
probkach osocza i moczu na potrzeby przeprowadzenia badan wstepnych w tym
zakresie [29]. Metoda ta opiera si¢ na wykorzystaniu techniki LC-MS/MS. W
omawianym przypadku procedura przygotowania probki obejmowata zasadniczo
dwa etapy. Pierwszym z nich (szczegolnie w przypadku probek osocza) byto ich
odbialczenie za pomoca dodatku ACN oraz wirowanie. Drugi etap stanowita
konwersja analitu w pochodng za pomocg bezwodnika octowego w celu zwigkszenia
stabilno$ci analitu. Reakcja derywatyzacji przebiegala w $rodowisku buforu
weglanowego o pH 9,9 w temperaturze 37 °C. Po uplywie 30 minut prébki poddano
analizie chromatograficznej. Co istotne, wykorzystanie tego narzedzia analitycznego
nie umozliwilo potwierdzenia/wykluczenia obecno$ci homo-MTCA w

analizowanych probkach moczu i osocza.

3.3. Tiazynowa pochodna homocysteiny i fosforanu 5’-pirydoksalu

Produktem nieenzymatycznej i odwracalnej reakcji Hey z PLP jest kwas 2-
pirydoksylo-1,4-tiazyno-4-karboksylowy (Hcy-PLP). Co ciekawe reakcja tego typu
zachodzi w warunkach imitujgcych fizjologiczne (in vitro). Dotychczas nie
opracowano metody umozliwiajgcej potwierdzenie obecnos$ci i oznaczenie Hcy-PLP
w probkach ptynoéw biologicznych czlowieka. Bioragc pod uwage fakt, ze zarowno
PLP oraz Hcy sa sktadnikami osocza czy tez moczu, mozna przypuszczaé, ze
produkty tych reakcji powinny by¢ réwniez obecne we wspomnianym materiale.
Autorzy pracy [14] wskazali natomiast mozliwo§¢ wykorzystania PLP jako
odczynnika derywatyzujacego tiole, takie jak Hcy 1 Cys. Zaprojektowana przez nich
metoda wykorzystuje na etapie analizy technike HPLC-UV i umozliwia oznaczenie
catkowitej zawartosci Hcy i Cys w probkach osocza. W omawianym przypadku
procedura przygotowania probek do analizy chromatograficznej obejmuje kilka
etapow, takich jak redukcja wiazan disiarczkowych, derywatyzacja oraz
odbialczanie. W pierwszym etapie do probek osocza dodano bufor fosforanowy o pH
7,8 oraz odczynnik redukujacy wigzania disiarczkowe — tris(2-karboksyetylo)fosfine.
Po uptywie 15 minut probki potraktowano roztworem PLP i pozostawiono na 15
minut w temperaturze 45°C. Po uptywie wskazanego czasu zawartoSci probowek

poddano dziataniu kwasu chlorowego(VII), a nastepnie odwirowano w celu
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usuni¢gcia biatek z osocza. Uzyskany supernatant poddawano analizie
chromatograficznej.

UWAGI KONCOWE

Tiazynowe oraz tiazolidynowe pochodne aminokwasow tiolowych i endogennych
aldehydow stanowig niezmiernie interesujace obiekty badan. Ich rola w organizmach
zywych jest praktycznie nieznana, dlatego tez bardzo wazne jest stworzenie
odpowiednich narzgdzi analitycznych, ktore umozliwia monitorowanie ich st¢zenia w
ptynach biologicznych. Utatwi to poszukiwanie potencjalnego zwigzku pomiedzy ich
zawarto$cig a rozwojem chorob. Istnieje tym samym realna potrzeba opracowywania
nowych oraz ciggtego udoskonalania opisanych juz, nielicznych metod, tak aby byty one
proste, szybkie i zgodne z zasadami zielonej chemii, a przy tym aby umozliwiaty

oznaczanie wspomnianych zwiazkoéw w réznych matrycach, z jak najlepsza doktadnos$cia

1 precyzja.
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