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STRESZCZENIE

Glikacja to wieloetapowy proces, ktéry zachodzi spontanicznie bez udziatu enzymow i prowadzi do po-
wstawania AGEs (Advanced Glycation End-products), czyli zaawansowanych (koricowych) produktow
glikacji. Proces ten zachodzi w zywych organizmach, a takze w zywnosci pod wptywem obrébki cieplnej
oraz dtugotrwatego i nieprawidtowego jej przechowywania. W zdrowym organizmie wiekszos¢ AGE jest
metabolizowana i ulega wydalaniu. Z czasem jednak pewne ilosci tych zwigzkéw odktadajg sie w tkan-
kach powodujgc rozwéj przewlektych schorzen.

Jednym z koricowych produktéw glikacji jest pentozydyna. Powstaje ona w wyniku reakcji lizyny i/lub
argininy z cukrem redukujgcym.

Celem pracy byto zebranie informacji na temat pentozydyny oraz przedstawienie przeglgdu stosowa-
nych dotychczas i najnowszych metod jej oznaczen w prébkach biologicznych.

W pismiennictwie mozna znalez¢ informacje na temat iloSciowego oznaczania pentozydyny za pomoca:
testu immunoenzymatycznego ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) i wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej HPLC z rédznymi detektorami. Jednak zdania autoréw co do wyboru najlepszej
metody sg podzielone. Pentozydyna oznaczana jest gtdwnie we krwi, moczu, $linie, kosciach, skorze i
chrzastce stawowej. Odgrywa ona wazng role w etiopatogenezie wielu jednostek chorobowych (cukrzy-
ca, uszkodzenia nerek, reumatoidalne zapalenie stawdw, zwyrodnienia stawdw, astma). Stezenia pen-
tozydyny we krwi oséb zdrowych, oznaczone technikami immunochemicznymi lub chromatograficzny-
mi i opisane w dostepnym pi$miennictwie, mieszczg sie, w zaleznos$ci od metody analizy, w zakresie od
0,21 pmola do 1,4 pmola w przeliczeniu na mg biatka, natomiast w przypadku wymienionych jednostek
chorobowych osiggajg wartosci nawet do 27,3 pmol/mg biatka.
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Methods of determination of pentosidine — the advanced
glycation end-product of proteins

Keywords: pentosidine, high performance liquid chromatography, immunoenzymatic techniques

ABSTRACT

Glycation is a multi-step process that occurs spontaneously without the presence of enzyme, leading to
the formation of AGEs — Advanced Glycation End-products. Glycation occurs in living organisms as well
as in the food under the influence of heat treatment and long-term storage. In a healthy body the ma-
jority of AGE is metabolized and excreted. With time, some amounts of these compounds accumulate
in tissues resulting in the development of many chronic diseases.

One of AGEs is pentosidine. It is formed by reaction of lysine and arginine with reducing sugar.

The aim of the study was to collect information on pentosidine and to present a review of already ap-
plied and the latest methods of its determinations in biological samples.

Studies described in literature provide information on the quantification of pentosidine by: immunoas-
say (ELISA), high performance liquid chromatography (HPLC) mostly coupled with various detectors.
However, the opinions of researchers are divided regarding choosing the best method of pentosidine
analysis. Pentosidine has been so far determined in the blood, urine, saliva, bone, skin tissue, articular
cartilage. It plays an important role in the etiopathogenesis of many diseases (diabetes, kidney damage,
rheumatoid arthritis, osteoarthritis, asthma). The concentrations of pentosidine in the blood of healthy
individuals, described in the literature range from 0.21 pmol to 1.4 pmol/mg protein and in the case of
patients suffering from the disease mentioned above it can reach the concentration up to 27.3 pmol/
mg protein.

1. GLIKACJA BIALEK — ETAPY | NASTEPSTWA

Terminem glikacja zwykto sie okresla¢ reakcje
nieenzymatycznego przytaczenia cukréow do bia-
tek, co pozwolito na odrdznienie tego procesu od
glikozylacji enzymatycznej. Istotg tej reakcji jest
wytworzenie kowalencyjnego wigzania pomiedzy
grupg karbonylowg lub hemiacetalowg cukrow
redukujacych, a wolng grupg aminowg biatek,
aminokwasow, peptydow, fosfolipidéow lub kwa-
sow nukleinowych [1]. Glikacja zachodzi sponta-
nicznie w zywych organizmach, a takze w zyw-
nosci pod wptywem obrdbki cieplnej oraz dtu-
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gotrwatego jej przechowywania. Reakcja miedzy
cukrami a aminokwasami zostata po raz pierw-
szy opisana w 1912 roku przez Louisa Maillarda
(Rys. 1) [2].

Proces glikacji jest procesem wieloetapowym,
a jego szybkos¢ zalezy miedzy innymi od stezenia
substratow i czasu ich reakcji. W pierwszym eta-
pie nastepuje odwracalna reakcja grupy karbo-
nylowej cukru z pierwszorzedowg grupg amino-
wa, nastepnie w wyniku eliminacji wody powsta-
je zasada Schiffa (aldimina). Proces ten osiaga
stan réwnowagi w ciggu kilku godzin. Powstaty
zwigzek ulega przegrupowaniu Amadori tworzac
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Rysunek 1 Podstawowe réwnanie reakcji Maillarda [2]
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1-amino-1-deoksyketoze (PPA — produkt prze-
grupowania Amadori). Moze on przybieraé kon-
formacje cykliczng piranozy lub furanozy. Reak-
Ccja ta osigga stan rGwnowagi po okoto 28 dniach.
W wyniku opisanych przemian powstajg tzw.
wczesne produkty glikacji. Jezeli w reakcji bio-
rg udziat biatka o dtugim okresie péttrwania, to
nastepujg kolejne przemiany chemiczne, takie
jak oksydacja, dehydratacja, fragmentacja i kon-
densacja z innymi grupami aminowymi, moggce
trwad kilka miesiecy, a nawet lat [3].

Reakcja Maillarda moze zachodzi¢ rowniez w obec-
nosci tlenu. Nastepujg wtedy przemiany PPA, w wy-
niku ktérych powstajg zwigzki 1- i 3-deoksydikar-
bonylowe. W trakcie tych przemian zachodzg re-
akcje dehydratacji, utleniania i liczne transforma-
cje prowadzgce do uwalniania reaktywnych form
tlenu (RFT), rodnikdéw organicznych oraz zwigz-
kéw dikarbonylowych, takich jak glioksal, mety-
loglioksal, 3-deoksyglukozon [1]. Powstate zwigz-
ki sg silnie reaktywne, dlatego wchodzg w reakcje
z grupami aminowymi biatek, tworzgc koricowe
produkty zaawansowanej glikacji — AGEs. Zwigz-
ki te mogg tgczy¢ sie miedzy sobg i z niektérymi
biatkami tworzgc z nimi wigzania krzyzowe, zabu-
rzajac tym samym czynnosci wiekszosci komorek
i tkanek ustroju [4].

Koricowe produkty glikacji mogg kumulowac sie
w narzadach i tkankach, co w konsekwencji pro-
wadzi do powaznych schorzen, takich jak np. cho-
roba zwyrodnieniowa stawdw, osteoporoza czy
choroby neurodegeneracyjne [6-10].

Niektore biatka ulegajgce glikacji mogg tracic¢
swoje pierwotne funkcje. W przypadku albumi-
ny zostaje zmniejszona jej zdolnos¢ do transpor-
tu bilirubiny i dtugotancuchowych kwasow ttusz-
czowych. Biatko bfony erytrocytéw traci swo-
je witasciwosci sprezyste i ich mozliwosci do od-
ksztatcania w naczyniach wtosowatych. Glikowa-
na katepsyna B zmniejsza swg aktywnos¢, co pro-
wadzi do zaburzen w przeksztatcaniu proinsuliny
w insuline. W wyniku kondensacji antytrombiny Il
z cukrami redukujgcymi nastepuje przewaga pro-
cesow krzepniecia nad procesami fibrynolizy. Po-
nadto glikacja hamuje aktywnos¢ dysmutazy po-
nadtlenkowej, co przyczynia sie do powstawania
stresu oksydacyjnego. W wyniku procesu glikacji
kolagenu dochodzi do sieciowania struktury tkan-
ki i tworzenia wigzan krzyzowych, przez co zwiek-
sza sie sztywnos¢ wtdkien kolagenowych, a obni-
za ich rozpuszczalnos¢ i podatnosé na trawienie
enzymatyczne oraz jego regeneracje. Kwasy nu-

kleinowe, ktdére charakteryzujg sie dtugim okre-
sem pottrwania, réwniez mogg ulegac glikacji, co
w rezultacie prowadzi do zmian w materiale ge-
netycznym [8].

Celem pracy byto zebranie informacji na temat pen-
tozydyny jako zwigzku bedgcego jednym z pro-
duktéw zaawansowanej glikacji, oraz przedsta-
wienie przeglagdu stosowanych dotychczas i naj-
nowszych metod jej oznaczen w probkach biolo-
gicznych.

2. PENTOZYDYNA - JEDEN Z PRODUKTOW
AGES ZAAWANSOWANEJ FAZY REAKCII MA-
ILLARDA

Jednym z koncowych produktéw zaawansowanej
glikacji jest pentozydyna. Powstaje ona w wyniku
reakcji pomiedzy lizyng, argining i cukrem redu-
kujgcym. Poza pentozami substratem moze by¢
tez glukoza [8]. Po raz pierwszy pentozydyna zos-
tata opisana w 1989 roku przez Sella i Monniera,
ktorzy wyizolowali jg z opon mdzgowo-rdzenio-
wych [5]. Zwigzek ten zostat zidentyfikowany réw-
niez w termicznie przetwarzanej zywnosci, m.in.
w prazonej kawie, produktach piekarniczych
i mleczarskich [2, 11].

Stezenie pentozydyny w tkankach zwieksza sie li-
niowo wraz z wiekiem. Jej poziom zalezy od prze-
miany kolagenu — duze stezenie obserwuje sie
w tkankach charakteryzujgcych sie bardzo wolny-
mi przemianami kolagenu (np. tchawicy), nato-
miast mniejsze w tkankach o szybszych przemia-
nach kolagenu (np. oponie twardej, aorcie, rdze-
niu nerki, skorze) [8]. W organizmie ludzkim prze-
waza zwigzana forma pentozydyny, wytwarzana
przez arginine sieciowang lizyng w obecnosci po-
chodnych karbonylowych. Wolna pentozydyna,
ktérej masa czgsteczkowa wynosi 379 (wzér su-
maryczny C_H, N.O,), zbudowana jest z pierscie-
nia imidazolowo-pirydynowego z bocznymi tan-
cuchami lizyny i argininy (Rys. 2); powstaje w wy-
niku hydrolizy biatka [5].

(\j H COOH
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Rysunek 2 Struktura wolnej pentozydyny [5]
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Sell i Monnier [12] stwierdzili, ze absorbancja
promieni UV przez pentozydyne nastepuje przy
dtugosci fali 320 nm i zalezy od pH. Maksymal-
ng absorbancje obserwuje sie przy pH 12, a mi-
nimalng przy pH 2. Molowy wspétczynnik absorp-
cji pentozydyny syntetycznej i natywnej, rozpusz-
czonej w 0,1 M HCI, wynosi odpowiednio: 4195
i 4522 AU [dm3xmol*xcm™]. Zwigzek ten wyka-
zuje maksimum fluorescencji przy dfugosci fali
wzbudzenia (A_) 335 nm i emisji (A__) 385 nm. In-
tensywno$¢ fluorescencji zalezna jest réwniez od
pH: maksymalng obserwuje sie przy pH = 2, a mi-
nimalng przy pH =9 [12].

3. METODY OZNACZANIA STEZEN PENTOZY-
DYNY

Z uwagi na fakt, ze pentozydyna jest stabilna
w warunkach kwasowej hydrolizy biatka oraz ze
wzgledu na jej wtasciwosci fluorescencyjne, moz-
liwe jest jej oznaczanie przy bardzo niskim ste-
zeniu. Dlatego tez zwigzek ten moze by¢ jed-
nym z biomarkeréow koncowych produktéw glika-
cji AGEs [17]. Z piSmiennictwa wiadomo, ze ilo-
Sciowe oznaczanie pentozydyny moze by¢ prze-
prowadzane za pomocga: testu immunoenzyma-
tycznego ELISA [6, 13-16] oraz techniky wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z réz-
nymi detektorami [5, 18-21, 27, 28, 30-31, 37],
w tym z tandemowym spektrometrem mas MS/
MS (tandem mass spectrometric detection) [33,
34, 36).

Scheijen i wsp. [17] uwazajg, ze zastosowanie su-
rowic odpornosciowych do testéw immunologicz-
nych zwigzanych z oznaczaniem AGEs jest watpli-
we. Wedtug autoréw powtarzalnosc i czutosé tych
metod nie sg optymalne, poniewaz specyficznosé
przeciwciat czesto jest trudna do zdefiniowania,
a takze z powodu ograniczen przestrzennych, gdyz
nie wszystkie epitopy AGEs w biatku mogg wcho-
dzi¢ w interakcje z przeciwciatami [17]. Obecnie
istnieje mozliwos¢ zakupienia komercyjnych te-
stébw immunoenzymatycznych do oznaczania
pentozydyny [14, 15]. Wedtug wspomnianych au-
toréw [17] doktadne oznaczenie iloSciowe pen-
tozydyny mozna uzyska¢ za pomocg ztozonych
systeméw chromatograficznych [5, 30]. Metoda
ta zostata opracowana m.in. przez Slowik-Zylka
i wsp. [5], u ktérych uktad chromatograficzny skta-
dat sie z kolumny Vydac 218TP54 250 x 4,6 mm
(5 um wielkos$¢ czastek) i przedkolumny Vydac
218GCC 20 x 4,6 mm. Zastosowanie chroma-
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tografii jonowymiennej przez Saito i wsp. [36]
znacznie wydtuzyto czas analizy i charakteryzowa-
to sie matg powtarzalnoscia czaséw retencji.

Do oznaczania pentozydyny stosowano réwniez
technike chromatografii par jonowych IP-HPLC
[28, 26]. Metode te wykorzystali Spacek i wsp.
[28] stosujac szklang kolumne kompaktowg CGC
Separon SGX C18 (Producent: Tessek Ltd., Praga,
Republika Czeska), 150 x 3 mm? (czastki o $red-
nicy 7 um). Z kolei w metodzie zaproponowanej
przez Florid i wsp. [38] dodatkowo, przed analizg
HPLC (rozdzielanie na kolumnie Spherisorb ODS2,
5 mm, 15 x 0,4 cm (Waters, Milford, MA, USA),
oczyszczono badane probki stosujac ekstrakcje do
fazy statej (SPE) [38]. Scheijen i wsp. [17] wskaza-
li na trzy gtéwne wady wymienionych wyzej me-
tod: dtugi czas analizy, skomplikowane przygoto-
wanie prébek oraz zastosowanie drogiego sprze-
tu LC-MS/MS. W zwigzku z tym autorzy € opra-
cowali szybka (okoto 30-minutowg), prostg i czu-
tg metode RP-HPLC z uzyciem kolumny Allsphere
ODS-2 (150 mm x 4,6 mm, 3 um), uzyskujac czy-
ste chromatogramy i stabilny czas retencji.
Slowik-Zylka i wsp. [5] zwrdcili uwage, ze pento-
zydyne zawartg w 0soczu najczesciej oznacza sie
za pomocg wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej. Jest to najczesciej procedura jednoetapo-
wa w odwrdoconym uktadzie faz z wykorzystaniem
chromatografii par jonowych (IP-RP-HPLC) (ion-
pair reversed-phase high performance chroma-
tography) z oktadecylosilanowymi (C18, ODS) ko-
lumnami, takimi jak Supelcosil LC-318 (Supelco),
Vydac 218 TP [22], TSK-GEL ODS-80T (Tosoh) [7,
38], Wakosil-1l 5C18AR (Wako) [23] czy tez Hi-Po-
re RP-318 (Bio-Rad) [26]. Jednak wedtug Slowik-
Zylka i wsp. [5] jednoetapowa analiza wykazuje
niskg specyficznosé i podatnos¢ na artefakty po-
wstate w wyniku kwasnej hydrolizy, ktdre moga
interferowaé z pentozydyng [5]. Aby rozwigzac
ten problem, niektérzy autorzy zastosowali ko-
lumny z Sephadexem C-25 [24] lub celulozg CF-
11 [23] w celu oczyszczenia prébki przed separa-
¢jg na kolumnie C18. Drugi etap separacji na wy-
mieniaczu kationowym SP-5PW (Waters) [19] jest
bardziej uzyteczny, ale znacznie wydtuza catko-
wity czas analizy. Slowik-Zylka i wsp. opracowali
czuty i specyficzng metode oznaczania catkowitej
pentozydyny w osoczu, przy pomocy dwdch ukta-
déw chromatograficznych z uzyciem tej samej ko-
lumny C18 — Vydac 218TP54, gdzie w skfad pierw-
szej fazy ruchomej wchodzit kwas trifluoroocto-
wy, natomiast drugi eluent zawierat kwas hepta-

ABID 3/2015



fluorobutanowy, przy catkowitym czasie rejestra-
cji chromatogramu wynoszgcym 30 min. Pento-
zydyne oznaczano przy zastosowaniu detektora
fluorescencyjnego pracujgcego przy dtugosci fali
wzbudzenia 330 nm i emisji 373 nm, a maksimum
absorbancji obserwowano przy dtugosci fali 325
nm [5].

Pentozydyna w moczu oznaczana jest najczesciej
technikg HPLC, a badana prdbka nie wymaga hy-
drolizy, poniewaz zwigzek ten wystepuje w for-
mie wolnej. Vos i wsp. [32] analizowali pentozy-
dyne w moczu pacjentéw w korncowym stadium
choroby zwyrodnieniowej stawow. Prébki po roz-
cieczeniu (1:1 w 0,025% H_SO,) o objetosci 50 l
byty rozdzielane w kolumnie Whatman partisil 10
SCX (250 x 4,6 mm). Pentozydyne eluowano w li-
niowym gradiencie za pomoca roztworéw 0,025%
H,SO, i 100 mM AL(SO,), w 0,025% H,SO,. Tem-
perature kolumny utrzymywano na poziomie
60°C. Pentozydyne analizowano przy uzyciu flu-
orymetru Jasdo FP-1520 przy dtugosci fali 328 nm
(ex), 378 nm (em) [32].

Sanaka i wsp. [6] stwierdzili, ze oznaczanie pento-
zydyny metodg HPLC jest czasochtonne i wyma-
ga skomplikowanej procedury wstepnej obrdb-
ki probki, jak réwniez drogiej aparatury. Z tego
wzgledu wskazali na konieczno$¢ rozwoju pro-
stej i szybkiej metody immunoenzymatycznej ELI-
SA. Izuhara i wsp. [16] wykorzystali te technike do
oznaczenia stezenia pentozydyny w osoczu cho-
rych na cukrzyce (wartos¢ srednia oznaczanego
biomarkera wyniosta 0,18 nmol/ml osocza) oraz
pacjentow hemodializowanych (1,52 nmol/ml),
jak réwniez w grupie kontrolnej (0,16 nmol/ml).
Dla poréwnania wykonano oznaczenia technika
RP-HPLC, przy uzyciu kolumny C18 (Waters, To-
kyo, Japan). Otrzymano te same wartosci Srednie
dla obu grup chorych, natomiast w grupie kontrol-
nej wynik byt nieco nizszy — 0 0,02 nmol/ml.
Najnowsze doniesienia naukowe wskazujg na
mozliwo$¢ wykorzystania zestawdéw ELISA do
oznaczania stezenia pentozydyny w materiale bio-
logicznym. Kerkeni i wsp. [14] stosowali te techni-
ke do badania stezen pentozydyny u pacjentéw
z cukrzycg typu 2. Mikroptytki byty wstepnie po-
krywane przeciwciatem specyficznym dla ludzkiej
pentozydyny. Po dodaniu prébki, inkubacji i eta-
pie ptukania, ptytki inkubowano z peroksydazg
chrzanowg (horseradish, HRP), nastepnie stoso-
wano jako substrat 3,3’,5,5’-tetrametylobenzydy-
ne (TMB) i odczytywano absorbancje przy odpo-
wiedniej dtugosci [14].

4. STEZENIA PENTOZYDYNY W PLYNACH
USTROJOWYCH | TKANKACH LUDZKICH

Pentozydyna oznaczana jest gtdwnie we krwi [17,
18, 25, 29], rzadziej w moczu [25, 28, 32, 33, 37],
$linie[15], kolagenie [32], kosSciach, skdrze i chrzg-
stce stawowej [28, 34]. Oznacza sie jg miedzy in-
nymi u chorych na: cukrzyce [14], w chorobie zwy-
rodnieniowej stawdéw [25, 28, 32], u pacjentéw
z niewydolnoscig nerek, dializowanych i po prze-
szczepie nerek [13, 14, 17, 18, 33, 36, 37], w reti-
nopatii cukrzycowej[14, 16, 29] oraz u chorych na
astme [15]. Zwigzek ten mozna oznaczyé zaréwno
w postaci wolnej, jak i zwigzanej z biatkiem. Ste-
zenia pentozydyny we krwi oséb zdrowych opisa-
ne w pismiennictwie sg rozbiezne i wynosza od
0,21 pmol do 1,4 pmol/mg biatka [5, 17, 19, 29,
38] dla catkowitej pentozydyny i dla wolnej pen-
tozydyny od 0,25 ng/ml do 3,3 ng/ml [14, 15] lub
odpowiednio od 0,79 pmol/ml do 151 pmol/ml
[13, 16, 33, 36]. Rdznice te mogg wynikac z rodza-
ju zastosowanej metody oznaczania pentozydyny
oraz doboru grup kontrolnych. Wedtug réznych
autordow stezenie pentozydyny w moczu u oséb
zdrowych wynosi srednio 14 pmol/ml [33]; 5,2
nmol/mmol kreatyniny [37]; lub 6,2 nmol/mmol
kreatyniny [28]. Takahashi i wsp. oznaczyli steze-
nie pentozydyny w moczu chorych na cukrzyce,
ktére wynosito odpowiednio 8,7 nmol/mmol kre-
atyniny, osteoporoze — 7,9 nmol/mmol kreatyni-
ny oraz pacjentéw z przewlekta niewydolnoscia
nerek — 36,1 nmol/mmol kreatyniny [37].

Scheijen i wsp. [17] oznaczyli stezenie pentozydy-
ny zwigzanej z biatkiem w osoczu w grupie cho-
rych w koncowym stadium niewydolnosci nerek.
W tej grupie badanych srednie stezenie pentozy-
dyny wynosito 3,05 pmol/mg biatka, natomiast
w grupie kontrolnej 0,21 pmol/mg biatka. Inni au-
torzy — Floridi i wsp. [38] — rowniez prowadzili po-
dobne badania w grupie pacjentéw hemodializo-
wanych. W tym przypadku srednie stezenie ba-
danego biomarkera wynosito 27,3 pmol/mg biat-
ka (w grupie kontrolnej 1,4 pmol/mg). Natomiast
Slowik-Zylka i wsp. [18] monitorowali stezenie
pentozydyny w osoczu chorych po przeszczepie
nerki, gdzie zaobserwowano spadek ilosci ozna-
czanego zwigzku (od 27,7 do 6,48 pmol/mg biat-
ka w 60. dniu po przeszczepie; w grupie kontrol-
nej srednie stezenie pentozydyny wynosito 1,27
pmol/mg). Rébwnoczesnie autorzy oznaczali ste-
zenie wolnej pentozydyny obserwujgc obnizenie
stezeniaz 22,1 do 1,39 pmol/ml (w grupie kontrol-

Metody oznaczania pentozydyny — produktu zaawansowane;j glikacji biatek 162



nej 0,79 pmol/ml). Salman i wsp. [29] prowadzili
badania w grupie chorych na cukrzyce oznaczajac
catkowitg pentozydyne we krwi (Srednie stezenie
6,9 pmol/mg biatka; kontrola 0,9 pmol/mg). Ker-
keni i wsp. [14] oznaczyli stezenie pentozydyny
w surowicy krwi pacjentow z nefropatig cukrzy-
cowg i retinopatig cukrzycowg otrzymujac odpo-
wiednio Srednie wartosci 287,58 i 337,79 pg/ml
(kontrola 246,03 pg/ml). Autorzy cytowanego ba-
dania stwierdzili, ze oznaczanie stezenia pento-
zydyny moze by¢ biomarkerem monitorowania
przebiegu mikroangiopatii u chorych na cukrzy-
ce typu 2.

Mitsuru Saito i wsp. [35] oznaczyli stezenie pen-
tozydyny w chrzgstce stawowej, skdrze oraz trzo-
nie kosci udowej otrzymujgc odpowiednio wyniki
0,002; 0,001 oraz 0,01 mol/mol kolagenu. Nato-
miast Kanazawa i wsp. [15] zauwazyli, ze stezenie
pentozydyny w plwocinie indukowanej byto wy-
raznie wyzsze u pacjentéw z astmg (Srednie ste-
zenie 23,9 ng/ml) niz w grupie kontrolnej (3,3 ng/
ml). Autorzy ci obserwowali rowniez wyzsze ste-
zenia pentozydyny u 0séb starszych niz mtodszych
oraz u palgcych niz u niepalgcych (mtodzi niepa-
lacy — 1,9 ng/ml, niepalgcy w podesztym wieku
- 9,6 ng/ml, mtodzi palacy — 5,3 ng/ml).

5. PODSUMOWANIE

Problem wyboru metody oznaczania pentozydyny
jestomawiany od wielu lat. Zastosowanie okreslo-
nej techniki analitycznej jest uzaleznione od wie-
lu czynnikdw, takich jak: rodzaj materiatu do ana-
lizy, sposdb przygotowania prébki, koszty analizy
oraz czas potrzebny na jej wykonanie. Dgzenie do
minimalizacji objetosci prébki oraz zmniejszenia
uzycia toksycznych rozpuszczalnikéw, a takze ob-
nizenia kosztow i skréocenia czasu przeprowadza-
nia analizy, musi by¢ zwigzane z wysokg specyficz-
noscig oznaczania pentozydyny w materiale bio-
logicznym. Metody chromatograficzne dominujg
w tym wzgledzie nad immunochemicznymi, szcze-
golnie gdy wykorzystujg coraz bardziej powszech-
ne tandemowe spektrometry mas.

Opracowanie jednej wystandaryzowanej i zwali-
dowanej procedury oznaczania pentozydyny dla
danego materiatu biologicznego i danej jednost-
ki chorobowej mogtoby stanowi¢ podstawe do
stworzenia bazy wiarygodnych wartosci stezen
granicznych (referencyjnych). Przysztosciowe wy-
korzystanie pentozydyny jako czutego i specyficz-
nego biomarkera narazenia na zwigzki zaawanso-
wanej fazy reakcji Maillarda (z grupy AGEs) po-
cigga za sobg koniecznos$¢ opracowania takich
danych bazujgcych na ujednoliconej procedurze
analitycznej.
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