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RIASSUNTO Lo stress ossidativo e nitrosativo &€ un fenomeno ricorrente in molte malattie acute e croniche oltre
che nel fisiologico processo d’invecchiamento. Tuttavia non € ancora stato possibile stabilire
Ieffettivo ruolo delle specie reattive dell’ossigeno e dell’azoto nella patologia umana. Per questo motivo € necessario
individuare dei marcatori validi di stress ossidativo, che permettano di distinguere i processi biologici fisiologici da quelli
patologici e di monitorare la risposta ad un intervento terapeutico. In questa rassegna sono discussi i marcatori di
stress ossidativo/nitrosativo piu comunemente utilizzati per i quali sono disponibili anche tecniche basate sull’utilizzo

di anticorpi.

Parole chiave: Stress ossidativo; Stress nitrosativo; Marcatore
ABSTRACT Oxidative stress laboratory indexes. Oxidative/nitrosative stress is now recognized to be a
prominent feature of many acute and chronic diseases and even of the normal aging process.
However, the effective role of the reactive oxygen and nitrogen species in human pathology has
not been defined yet. For that reason is necessary to identify markers of oxidative/nitrosative stress to distinguish
normal biological processes from pathogenic one and to monitor responses to therapeutic interventions. In this review,
some of the more commonly used markers of oxidative/nitrosative stress, for which immunological assays are

available, are discussed.
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INTRODUZIONE

La presenza di stress ossidativo e nitrosativo descrive
una condizione risultante dall’alterazione dell’equilibrio tra
la produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) e del-
'azoto (RNS) e la disponibilita di difese antiossidanti. La
principale conseguenza di questo fenomeno € il danno
molecolare a carico degli acidi nucleici, dei lipidi e delle
proteine che puo alterare o compromettere il metabolismo
e la vitalita cellulare fino a indurre necrosi o apoptosi. Le
ROS e le RNS (Tab. 1) sembrano essere implicate in molti
processi patogenetici di malattie umane acute e croniche,
come discusso nell'articolo “Agenti e meccanismi di stress
ossidativo nella patologia umana” di questa parte mono-
grafica, tuttavia le difficolta tecniche nel misurare diretta-
mente le ROS e le RNS non hanno ancora permesso di
stabilire il loro effettivo ruolo nella patologia umana.
L'analisi diretta delle ROS/RNS & estremamente difficile?.2
a causa della loro elevata reattivita e breve emivita (10-5,
10-6, 10-° sec rispettivamente per il radicale superossido,
I'ossigeno singoletto e il radicale idrossile) I'unica tecnica
in grado di evidenziare queste ultime € la spettroscopia di
risonanza di spin dell’elettrone associata a metodi di spin
trap, ma questa tecnica non & applicabile nell’ambito clini-
co diagnostico per la sua complessita?.2.

Lo studio dello stress ossidativo si avvale principal-
mente di metodi in grado di rilevare le alterazioni indotte
su proteine, lipidi e DNA (Tab. 2). Anche la diminuzione
delle molecole con capacita antiossidante, ad esempio il
glutatione e le vitamine lipo- e idrosolubili, & considerata
un marcatore indiretto di stress ossidativo sebbene sia piu
soggetto all'interferenza della dieta.
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Le tecniche utilizzate spaziano dai piu semplici saggi
spettrofotometrici a quelle piu complesse che prevedono
I'utilizzo di cromatografia liquida ad elevata prestazione
(HPLC), gas cromatografia e spettrometria di massa; in
questi ultimi anni sono stati messi a punto anche alcuni
saggi ELISA. Sono disponibili molteplici procedure per
I'analisi dei marcatori indiretti di stress ossidativo sia nei
fluidi biologici (sangue, urine, saliva), principalmente usati

Tabella 1
Principali specie reattive dell’ossigeno e dell’azoto

Ossigeno singoletto 10,
Anione superossido 0y
Perossido di idrogeno H,0,
Radicale idrossile HO-
Radicale peridrossile HO,*
Radicale alcossile RO*
Radicale idroperossile ROO"
Acido ipocloroso HCIO
Acido ipobromoso HBrO
Ozono O3
Monossido di azoto NO
Diossido di azoto NO,
Perossinitrito NO3
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Tabella 2

Alcuni marcatori di stress ossidativo quantificabili nei tessuti e fluidi biologici (plasma, siero, urine) generati dall’interazione delle ROS/RNS con

molecole biologiche34-

Molecola bersaglio Marcatore Metodo di analisi
Proteine Carbonili Spettrofotometria
ELISA
Western blot
immunoistochimica
NOo-Tyr GC-MS
Cl-Tyr ELISA
Br-Tyr Western blot
immunoistochimica
Tyr-Tyr Triplo-quadrupolo LC-APCI-MS/MS
AGE ELISA
neoepitopi Western blot
immunoistochimica
Prodotti di ossidazione di singoli aminoacidi
Lipidi MDA e TBARS Spettrofotometria (TBA-Test)
HPLC-fluorimetria (TBA-test)
ELISA
immunoistochimica
4-HNE ELISA
immunoistochimica
Dieni coniugati Spettrofotometria
Fo-isoprostani GC-MS
ELISA
RIA
Lipoperossidi GC-MS
spettrofotometria
LDL-ossidate Immunoistochimica
ELISA
lag phase di ossidazione ex vivo
DNA 8-OHdG GC-MS
ELISA
Basi ossidate HPLC

Rottura della doppia elica

Saggio delle comete

Abbreviazioni: AGE: composti finali di glicazione; Br-Tyr: 3bromo-tirosina; Cl-Tyr: 3-cloro-tirosina; GC-MS: gas cromatografia-spettrometria di
massa; GSH: glutatione ridotto; GSSG: glutatione ossidato; 4-HNE: 4-idrossinonenale; LC-APCI-MS: cromatografia liquida-atmospheric pressure
chemical ionization-spettrometria di massa; MDA: malonildialdeide; 8-OHdG: 8-idrossi-2’-deossiguanosina; NO,-Tyr: 3-nitro-tirosina; TBA: acido

tiobarbiturico; TBARS: sostanza reattiva al TBA

negli studi sul’uomo, che nei tessuti, sfruttati per lo studio
approfondito di modelli animali.

In questa rassegna sono presi in particolare considera-
zione i marcatori di stress ossidativo piu utilizzati negli
studi condotti sull’'uomo per i quali sono disponibili anche
tecniche basate sull'utilizzo di anticorpi34.

Per le tecniche di determinazione del monossido di
azoto e dei suoi derivati si rimanda in maniera piu detta-
gliata all’articolo “Metodi di Dosaggio del’lNO e dei suoi
derivati” di questa monografia.
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BIOMARCATORI DI OSSIDAZIONE DELLE
PROTEINE

Il processo di ossidazione delle proteine generalmente
comporta I'introduzione di nuovi gruppi funzionali che pos-
sono contribuire ad alterare la funzione e il metabolismo
delle stesses.

Gli studi sulle modificazioni ossidative delle proteine
hanno dimostrato una serie di conseguenze irreversibili
incluse frammentazione, alterazione della struttura tridimen-
sionale, aggregazione, che comportano perdita funziona-
le56. |l destino di queste molecole &€ generalmente la degra-

LigandAssay 14 (1) 2009



dazione da parte del proteosoma o dei lisosomi, ma in alcu-
ni casi si formano aggregati che si accumulano all'interno o
all’esterno della cellula insensibili alla degradazione.

| residui aminoacidici piu sensibili all’ossidazione sono
quelli contenenti gruppi aromatici o tiolici, ma anche i resi-
dui alifatici sono soggetti a fenomeni di ossidazione con
generazione di gruppi carbonilici.

| principali biomarcatori di ossidazione delle proteine
sono i gruppi carbonilici e i prodotti di ossidazione della
tirosina (Tyr), entrambi discussi nei prossimi paragrafi. Altri
marcatori® sono a) gli idroperossidi e perossidi proteici
degli aminoacidi valina (Val), leucina (Leu), lisina (Lys); b)
la chinurenina, metabolita di ossidazione del triptofano
(Trp); c) la metionina-sulfossido e la metionina-sulfone; d)
i disulfuri della cisteina. Per questi ultimi marcatori non
sono stati sviluppati metodi immunologici e la loro validita
come marcatori di stress ossidativo € limitata dalla scarsa
stabilita del campione e, nel caso dei gruppi tiolici, dalla
reversibilita del processo di ossidazione3.

Carbonili proteici

| gruppi carbonilici sono un generico prodotto di ossida-
zione delle biomolecole, sulle proteine possono essere
generati tramite ossidazione diretta degli aminoacidi prolina
(Pro), arginina (Arg), Lys, e treonina (Thr) da parte di radica-
li liberi, oppure in conseguenza a fenomeni di lipoperossida-
zione (LPO), legame di o-B-aldeidi insature su residui di
istidina (His), Lys, cisteina(Cys) o di glicazione/glicossidazio-
ne (reazione tra un carboidrato e un amino-gruppo proteico)
con formazione dei composti finali di glicazione?® (Fig. 1).

La formazione di gruppi carbonilici sulle proteine &
considerato un marcatore di stress ossidativo severo e
generalizzato, dalla sua analisi non & possibile estrapola-
re quale sia l'origine delle ROS/RNS responsabili delle
reazioni pro-ossidanti, d’altra parte rappresentano un pro-
dotto di ossidazione chimicamente stabile addirittura nel-
I'arco di 10 anni se il campione & conservato a -80°C10.

La misura totale dei carbonili proteici pud essere con-
dotta su campioni di plasma, siero, lisati cellulari, proteine
purificate e prevede la derivatizzazione di tali gruppi con il
composto dinitrofenil-idrazina (DNPH). Dalla reazione si
genera un cromoforo idrazone con un picco di assorbi-
mento a 360 nm e un coefficiente di estinzione molare di
22000 M-1cm-1 11,12, La determinazione spettrofotometrica

Proteina

a c
Ossidazione diretta Glicazione e
glico-ossidazione

b \
Lipoperossidazione ”“.:"‘”.
Legame di aldeidi a,B-insature £pap!
His, Lys, Cys

nuovi
epitopi

Proteina-C=0

Figura 1
Tre possibile vie di ossidazione delle proteine con conseguente
introduzione di gruppi carbonilici e formazione di nuovi epitopi.
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diretta € poco utilizzata perché non fornisce informazioni
sull'identita delle proteine ossidate, per questo & piuttosto
associata a tecniche cromatografiche o elettroforetiche
(SDS-PAGE, bidimensionale) per la separazione delle
proteine. In quest’ultimo caso la derivatizzazione dei grup-
pi carbonilici con DNPH & condotta dopo trasferimento
delle proteine su membrana di PVDF(polivinildenfluoruro)
e la rivelazione avviene con l'ausilio di anticorpi specifici
che riconoscono il gruppo dinitrofenile (DNP).13. Gli anti-
corpi contro il gruppo DNP sono stati utilizzati anche per
sviluppare tecniche ELISA.14 per la quantificazione dei
gruppi carbonilici e tecniche di immunoistochimica per
localizzare nel tessuto il danno ossidativo15.16.

Un accumulo di carbonili proteici & stato dimostrato nel-
l'invecchiamento cellulare, nel danno da ischemia/riperfu-
sione, nelle inflammazioni croniche, nella fibrosi cistica'”.

Prodotti di ossidazione della Tyr

L'aggregazione proteica € una conseguenza frequente
dei fenomeni di ossidazione, ad essa potrebbe contribuire
la formazione dei dimeri di Tyr (di-Tyr), tuttavia alcuni auto-
ri hanno dimostrato che la formazione del dimero & signi-
ficativa solo nelle metallo-proteine nelle quali I'intermedio
radicalico di reazione é stabilizzato dallo ione metallico
associato’8. | principali prodotti di addizione all’anello
fenolico della Tyr (Fig. 2), sia come aminoacido libero che
facente parte di una proteina, sono: a) L-DOPA, generata
dalla reazione con il radicale idrossile; b) 3-cloro-Tyr e 3,5-
dicloro-Tyr, prodotto di reazione con Il'acido ipocloroso
(HCIO); c) 3-bromo-Tyr e 3,5-dibromo-Tyr, prodotto di rea-
zione con I'acido ipobromoso (HBrO); d) 3-nitro-Tyr (NO,
Tyr), che si forma in seguito a reazione con il monossido
di azoto (NO) o I'anione perossinitrito (NO;’).

| prodotti di ossidazione delle Tyr rappresentano un
marcatore di danno radicalico diretto sulle proteine/ami-
noacidi a differenza dei gruppi carbonili che possono
generarsi in conseguenza a LPO e glico-ossidazione.
D’altra parte I'analisi dei prodotti di ossidazione delle Tyr &

OH OH OH
"
R R R
3-nitro-Tyr di-Tyr
OH OH
R R

3-cloro-Tyr 3,5-dicloro-Tyr
OH - OH .

@Br L@ r
R R

3-bromo-Tyr 3,5-dibromo-Tyr

Figura 2
Formula di struttura di alcuni dei prodotti di ossidazione
dell’aminoacido tirosina.
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pit complicata perché solo le tecniche di cromatografia
liquida o gas cromatografia associate a spettrometria di
massa garantiscono una sufficiente specificita e sensibili-
ta per la rivelazione e quantificazione di queste molecole.
Inoltre & necessario utilizzare uno standard interno per
valutare eventuali alterazioni dovute alla manipolazione
del campione#19-22,

La cloro-Tyr, bromo-Tyr e in parte la NO, Tyr rappre-
sentano prodotti di ossidazione di origine infammatoria in
quanto i macrofagi e i neutrofili attivati rilasciano anione
superossido e NO con successiva formazione di perossi-
nitrito, i neutrofili producono anche HCIO tramite una rea-
zione catalizzata dall’enzima mieloperossidasi2324, mentre
gli eosincfili attivati sono una fonte di HBrO25. Maggiori
concentrazioni di Tyr alogenata e nitrosata sulle proteine
plasmatiche sono state individuate in varie malattie di ori-
gine inflammatoria, quali 'asma, la sindrome da distress
respiratorio dell'adulto (ARDS), fibrosi cistica, malattia
renale cronica, artrite reumatoide, diabete di tipo 1 e 2,
aterosclerosi4. Queste stesse modificazioni della Tyr sono
state riscontrate su lipoproteine LDL e HDL circolanti e iso-
late da placche aterosclerotiche26-29. Rispetto a una popo-
lazione di controllo. pazienti con malattia coronarica pre-
sentano una maggiore concentrazione plasmatica di NO,-
Tyr, che si riduce invece nei soggetti in trattamento con
statine (inibitori dell’enzima idrossimetilglutaril-CoA redut-
tasi) a ulteriore conferma degli effetti antiinfiammatori di
questa categoria di farmaci30.31.

Per la NO,-Tyr sono stati sviluppati anche anticorpi
specifici da utilizzare in western-blot e tecniche ELISA per
rivelare e quantificare la NO, Tyr in campioni di plasma,
siero, urine, omogenato cellulare32. Queste tecniche sono
di piu facile esecuzione, ma devono essere considerate
semiquantitative perché manca ancora un’adeguata stan-
dardizzazione.

Uno dei principali svantaggi della misura della NO, Tyr
nel plasma & rappresentato dal fatto che le proteine nitrosa-
te tendono a essere degradate33, la NO, Tyr rilasciata rea-
gisce con l'acido 4-idrossifenil acetico (PHPA, un metaboli-
ta della Tyr) presente in circolo per formare 'acido 3-nitro-4-
idrossifenilacetico (NHPA) secreto nelle urine. Tuttavia il
NHPA puo derivare anche dalla nitrazione diretta del PHPA,
la cui concentrazione plasmatica € circa 400 volte piu alta di
quella della NO,Tyr libera. Percio il PHPA non puo essere
considerato un marcatore esclusivo per la nitrazione delle
proteine, ma potrebbe essere valutato come indice di stress
nitrosativo34. Per la cloro-Tyr e la bromo-Tyr non sono anco-
ra conosciute le vie per il loro catabolismo. Recentemente &
stato pubblicato uno studio realizzato su ratti nel quale &
stato dimostrato che allinfusione di cloro-Tyr deuterata
segue la presenza nelle urine di acido 3-cloro-4-idrossifeni-
lacetico (4% della cloro-Tyr infusa), di acido 4-idrossifenila-
cetico (40% del totale) e tirosina (1%). In base a questi dati
e stato ipotizzato che nei mammiferi una delle principali vie
per eliminare la cloro-Tyr libera preveda la sua declorazio-
ne, mentre non ci sono ancora evidenze sperimentali sul
destino delle proteine clorinate3s.

Formazione di neoepitopi sulle proteine
ossidate, studi di immunoistochimica

In seguito alle modificazioni strutturali e all'introduzio-
ne di nuovi gruppi funzionali, le proteine ossidate acquisi-
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scono nuove proprieta antigeniche.

E stata, infatti, dimostrata la presenza di epitopi speci-
fici sulle proteine di lipoproteine LDL ossidate (ox-LDL)
dovuti, almeno in parte, alla presenza di aldeidi derivate
dal processo di LPO lipidica, quali la malonaldeide (MDA)
e la 4-idrossinonenale (4-HNE). Anticorpi mono e policlo-
nali contro le ox-LDL sono stati utilizzati per la dimostrazio-
ne istochimica della presenza di ox-LDL all'interno di lesio-
ni aterosclerotiche36-38,

Anche la reazione tra le proteine e HCIO comporta la
formazione di nuovi epitopi (CI-Tyr e cloro-ammine), LDL
modificate con HCIO sono state utilizzate per ottenere anti-
corpi monoclonali specifici per riconoscere le proteine cosi
modificate e questi anticorpi sono stati utilizzati per studi di
immunoistochimica su lesioni aterosclerotiche umane3® e
nelle malattie infiammatorie degenerative renali40.

Le reazioni di glico-ossidazione introducono nuove
strutture antigeniche, tra le quali la piu rappresentate & la
N-epsilon-(carbossimetil)-lisina4!, anche in questo caso
anticorpi monoclonali specifici sono stati utilizzati per studi
di localizzazione tissutale in varie malattie con una forte
componente inflammatoria42-45,

Infine, come gia descritto, anche la nitrazione di protei-
ne comporta la formazione di un nuovo epitoto (NO, Tyr)
per il quale sono stati prodotti anticorpi specifici46-47.

BIOMARCATORI DI OSSIDAZIONE DEI LIPIDI

| fosfolipidi di membrana e i trigliceridi nelle lipoprotei-
ne LDL sono particolarmente suscettibili ad attacco radica-
lico. Il processo di ossidazione dei lipidi, LPO, ha inizio con
la sottrazione di un atomo d’idrogeno da un gruppo meti-
lenico adiacente a un doppio legame di un acido grasso
polinsaturo (PUFA), si forma cosi un radicale centrato su
un atomo di carbonio. Dal riarrangiamento del doppio
legame si forma un diene coniugato, mentre I'ossigeno
molecolare presente reagisce con il radicale centrato sul
carbonio formando un radicale perossile che a sua volta
reagisce con un altro PUFA formando un idroperossido e
un nuovo radicale centrato sul carbonio (Fig. 3). Gli idro-
perossidi ciclici, endoperossidi ciclici, aldeidi a,-insature
come la 4-idrossi nonenale (4-HNE), la acroleina, e la
malonildialdeide (MDA) (Fig. 4). Oltre alle aldeidi altri pro-
dotti terminali della LPO sono il pentano e l'etano, i dieni
2,3 trans-coniugati, gli isoprostani e i colesterolo-ossidi.

Le aldeidi prodotte nella LPO, sono molecole chimica-
mente reattive e in grado di reagire e formare legami cova-
lenti con le proteine e gli acidi nucleici, percio contribuisco-
no ad amplificare il danno radicalico.
ti anche con la dieta e quindi escreti con le urine. Percio la
misura di queste specie nel plasma e nelle urine non pud
essere considerata un buon indice di LPO, a meno che
non ci sia un stretto controllo sulla dieta.

Malonildialdeide e 4-idrossi nonenale

Uno dei metodi piu frequentemente utilizzato per valu-
tare il grado di LPO in vivo & la quantificazione della MDA
nel plasma o nelle urine con il saggio dell'acido tiobarbitu-
rico (TBA). Il saggio fu inizialmente sviluppato per determi-
nare il grado di perossidazione lipidica nei cibi quale indi-
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Figura 3

Sequenza delle reazioni nel processo di LPO:. 1) sottrazione di
un atomo di idrogeno da un acido grasso polinsaturo; 2)
formazione di un radicale centrato sul carbonio; 3)
riarrangiamento del doppio legame e formazione di un diene
coniugato; 4) reazione tra I'ossigeno molecolare e il radicale
sull’atomo di carbonio con formazione di un radicale perossile; 5)
il radicale perossile reagisce con un altro acido grasso formando
un idroperossido lipidico e un nuovo radicale centrato sul
carbonio.

Figura 4
Formula di struttura di tre aldeidi prodotte nella LPO: A)
malonildialdeide; B) 4-idrossinonenale; C) acroleina.

catore di rancidita4®. In condizioni acide e a elevata tempe-
ratura (95°C) la MDA reagisce con il TBA in rapporto di 1
a 2, la concentrazione dell’addotto che si forma & determi-
nata con lettura spettrofotometrica alla lunghezza d’onda
di 532 nm. La determinazione spettrofotometrica & sempli-
ce, ma non specifica poiché il TBA puo reagire con altre
sostanze, quali I'acetaldeide, la biliverdina, zuccheri ridu-
centi49.50 che nel complesso costituiscono la sostanza TBA
reattiva (TBA-reactive substance, TBARS). Per determina-
re in maniera specifica 'addotto € necessario separarlo
dalle sostanze interferenti tramite cromatografia HPLC
(colonna C8) associata a un rivelatore fluorimetrico ope-
rante alla lunghezza d’onda di eccitazione di 531 nm e di
553 nm per I'emissione51-52, E, inoltre, necessario ricorda-
re che la MDA & anche un prodotto secondario del meta-
bolismo dell'acido arachidonico e che & velocemente
metabolizzata a biossido di carbonio e acido acetico dalle
aldeidi deidrogenasi, percio la determinazione della MDA
con il saggio TBA non pud essere considerato un test spe-
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cifico per determinare in vivo il grado di LPO.

La 4-HNE ¢ la principale aldeide generata in seguito
all'attacco di radicali liberi su PUFA omega-6 (acido ara-
chidonico, linoleico, linolenico)s3. La 4-HNE reagisce pron-
tamente con proteine, peptidi, fosfolipidi e acidi nucleici,
per formare addotti stabili secondo la reazione di addizio-
ne di Michael che comporta l'introduzione di nuovi gruppi
carbonilici®4. La 4-HNE libera € metabolizzata in vari modi
dalla cellula, pud essere ridotta ad alcool dall’aldoso redut-
tasi, ossidata ad acido carbossilico dall’aldeide deidroge-
nasi o pud formare complessi con il glutatione (GSH)
spontaneamente o per l'azione di GSH-transferasi. |
coniugati del GSH sono degradati ad acidi mercapturici
secreti nelle urine®s.

Gli addotti delle aldeide MDA e la 4-HNE con le protei-
ne, ma anche con gli acidi nucleici, possono essere rivela-
ti con specifici anticorpi applicati a tecniche ELISA, di
immunoistochimica e western-blot. Anche con queste tec-
niche non & possibile quantificare il danno ossidativo sui
lipidi, permettono pero di verificare in quali tessuti si & veri-
ficata LPO, fermo restando la necessita di una preparazio-
ne di controllo con il quale valutare la presenza fisiologica
di MDA e 4-HNE.

La presenza di 4-HNE e MDA legate a proteine é stata
verificata nelle placche aterosclerotiche%6, nella placca
amiloide del morbo di Alzheimer57.58, nei depositi di amiloi-
de nei pazienti con amiloidosi sistemica%. Una maggiore
concentrazione di 4-HNE & stata riscontrata anche in
pazienti con il morbo di Parkinson®0 e nel fluido cerebro-
spinale di pazienti con sclerosi laterale amiotroficaé!. Le
proteine neuronali sono particolarmente sensibili all’azio-
ne citotossica della 4-HNE®2

F2-lsoprostani

Una particolare classe di composti generati durante
LPO a carico dell’acido arachidonico sono gli isoprostani.
Inizialmente gli isoprostani sono formati come acidi grassi
esterificati ai fosfolipidi colpiti da attacco radicalico, poi
sono rilasciati in circolo per azione di fosfolipasi di mem-
brana®3. In particolare gli F,-isoprostani (F,-IsoPs) (Fig. 5)
sono la classe piu studiata come marcatore di LPO per le
seguenti ragioni: a) aumentano in funzione del grado di
stress ossidativo®4-66; b) le tecniche di analisi a disposizio-
ne (gas-cromatografia e cromatografia liquida associata a
spettormetria di massab4.67, RIA%4) permettono di misurare
concentrazioni picomolari; ¢) sono chimicamente stabili
nei campioni di fluidi biologici; d) non sembrano essere
influenzati dai lipidi contenuti nelle dieta6869; e) sono un
prodotto specifico di LPO radicalica e non un prodotto
secondario del metabolismo dell’acido arachidonico da
parte delle ciclo- e lipo-ossigenasi’®.

Il plasma € ricco di lipidi e di acido arachidonico, per
evitare la formazione di F,-IsoPs ex vivo & consigliabile
aggiungere un antiossidante (ad es. il butilidrossitoluene e
la trifenilosfina) e conservare il campione a -80°C¥¢7. Inoltre
gli F,-IsoPs in circolo sono presenti sia liberi che esterifi-
cati ai fosfolipidi delle lipoproteine, per quantificare questi
ultimi &€ necessario un processo di idrolisi per ottenerli in
forma libera. La emivita degli F,-IsoPs nel plasma & di
circa 18 minuti, quindi la concentrazione plasmatica rap-
presenta una situazione di equilibrio tra produzione ed eli-
minazione3.
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Formazione di F2-IsoPs dall'acido arachidonico3. A) dall’alto: attacco radicalico e sottrazione di un atomo di idrogeno da tre diverse
posizioni. In seguito a reazione con O,, si formano quattro radicali RO, che a loro volta reagiscono con il doppio legame per formare
una struttura ciclica originando un nuovo radicale centrato sul carbonio che reagisce nuovamente con O,. La riduzione dei radicali
idroperossili genera 4 isomeri (I-1V). Ogni classe &€ composta da 16 stereocisomeri per un totale di 64 composti. B) i due F,-IsoPs riprodotti

sono isomeri strutturali della prostaglandina Fot,.

Nelle urine gli F,-IsoPs sono solo in forma libera e il
basso contenuto in lipidi riduce il rischio di auto-ossidazio-
ne, comunque € consigliata I'aggiunta di EDTA®7. Gli F,-
IsoPs nelle urine sono stabili e non ulteriormente metabo-
lizzati, percido se si vuole misurare la produzione di F,-
IsoPs nel tempo & necessario quantificarli nelle urines.

La validita biologica degli F,-IsoPs come indice di
stress ossidativo é stata comprovata in varie condizioni cli-
niche, ad esempio nelle inflammazioni acute e croniche,
nel danno da ischemia/riperfusione, nel diabete, nell’atero-
sclerosi®3.64.71-75, Recentemente € stato proposto che la
concentrazione di 8-iso-PGF,_,:,, il componente della
famiglia di F2-IsoPs piu frequentemente misurato nelle
urine, rappresenti un fattore indipendente di rischio per le
malattie cardiovascolari’e.

In questi ultimi anni sono state sviluppate anche tecni-
che immunologiche (RIA, ELISA) per la quantificazione di
F,-IsoPs®4, ma sono ancora scarsi i dati riguardo 'accura-
tezza e la precisione di questi saggi e per cid che concer-
ne il confronto con la tecnica di riferimento (gas cromato-
grafia-spettrometria di massa).

BIOMARCATORI DI OSSIDAZIONE DEL DNA

L’attacco delle ROS, in particolare del radicale idrossi-
le, sugli acidi nucleici puo causare mutazioni su specifiche
basi e anche rottura della doppia elica. In questo stesso
numero speciale, dedicato allo stress ossidativo, un artico-
lo & proprio dedicato al ruolo del danno ossidativo agli
acidi nucleici nella patogenesi delle malattie cardiovasco-
lari. Per misurare i prodotti di ossidazione del DNA sono
state messe a punto numerosi metodi cromatografici (in
fase gassosa o liquida) seguite da analisi in spettrometria
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di massa, ma anche tecniche immunometriche3.71.77.78_ ||
marcatore di danno ossidativo sul DNA piu utilizzato € la
8-idrossi-2’-deossiguanosina (8-OHdAG)3.71.78, per il quale
sono disponibili anche metodi ELISA competitivi per la sua
quantificazione in estratti di tessuto o nei fluidi biologici’!.
Uno dei principali problemi nello studio del danno ossida-
tivo al DNA ¢ la limitata disponibilita di tessuto umano dal
quale estrarre il DNA stesso. La maggior parte degli studi
€ condotta su DNA estratto da linfociti o dai leucociti totali
presupponendo che costituiscano uno specchio per tutti
gli altri tessuti?o.

Durante il processo di riparazione in vivo del DNA, e
soprattutto in seguito alla degradazione degli acidi nuclei-
ci conseguente alla morte cellulare, la 8-OHdG viene libe-
rata e secreta nelle urine sia come base singola sia inclu-
sa in oligomeri di DNA senza ulteriori modifiche80. Data la
stabilita e la specificita, la concentrazione di 8-OHdG nelle
urine & uno dei marcatori piu affidabile per valutare il grado
di stress ossidativo sistemico. Comunque bisogna consi-
derare che la 8-OHdG pud derivare anche dalla degrada-
zione del deossinucleotide dGTP, e che non & l'unico pro-
dotto di ossidazione del DNA. Quindi la 8-OHdG rappre-
senta una misura parziale di danno al DNA, relativa solo ai
residui di guanina e ai suoi precursorié’.

BIOMARCATORI DI STRESS OSSIDATIVO

In molte condizioni patologiche & possibile riscontrare
un aumento dello stress ossidativo, individuare un valido
biomarcatore di questa condizione potrebbe aiutare a
capire in quali malattie le ROS/RNS hanno un ruolo cau-
sale e quindi sviluppare strategie preventive per ritardare
lo sviluppo della malattia (Tab. 3).
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Tabella 3
Marcatori di danno ossidativo associati ad alcune malattie umane?

Stress ossidativo

Cancro
MDA
Rapporto GSH/GSSG
NO,-Tyr
8-OHdG

Malattie cardiovascolari
4-HNE
Rapporto GSH/GSSG
NO,-Tyr
F2-Isoprostani
Acroleina

Artrite Reumatoide
F2-Isoprostani
Rapporto GSH/GSSG

Morbo di Alzheimer
MDA
4-HNE
F2-Isoprostani
Rapporto GSH/GSSG
NO,-Tyr
AGE

Morbo di Parkinson

4-HNE
Rapporto GSH/GSSG
Carbonili proteici

Ferro

Danno da iscemia/riperfusione

F2-Isoprostani
Rapporto GSH/GSSG
Aterosclerosi

MDA

4-HNE
Acroleina

F2-Isoprostani
NO,-Tyr

Diabete mellito

MDA

Rapporto GSH/GSSG
F2-Isoprostani
NO,-Tyr

AGE

S-glutatiolazione

Abbreviazioni: AGE: composti finali di glicazione; GSH: glutatione ridotto, GSSG: glutatione ossidato; 4-HNE: 4-idrossinonenale; MDA:
malonildialdeide; 8-OHdG: 8-idrossi-2’-deossiguanosina; NO,-Tyr: 3-nitro-tirosina.

aRiprodotta da Rif 82

Un biomarcatore € definito come una sostanza quanti-
ficabile, particolarmente resistente alla degradazione, uti-
lizzata quale indicatore di un particolare stato biologico,
normale o patologico, o come indice di risposta a una tera-
pia farmacologica. Secondo questa definizione possono
essere considerati marcatori di stress ossidativo sia pro-
dotti di ossidazione delle biomolecole (acidi nucleici, lipidi,
proteine) sia il consumo degli antiossidanti.

Il biomarcatore ideale di stress ossidativo dovrebbes3:

- essere un prodotto stabile nel tempo, non soggetto
ad alterazioni durante la manipolazione e conservazione
del campione,

- avere un ruolo nella patogenesi della malattia ed
essere predittivo per lo sviluppo futuro della malattia

- essere presente nel tessuto d’indagine o in altro tes-
suto che comunque rifletta le modificazioni ossidative del
primo,

- essere presente in concentrazione tale da essere
quantificabile tramite una tecnica specifica, sensibile e
riproducibile,

- non essere influenzato da fattori dietetici,

- avere una bassa variabilita biologica ed essere facil-
mente misurabile nella popolazione.

Nessuno dei marcatori attualmente disponibile soddisfa
tutti i criteri elencati, quelli che piu si avvicinano dal punto
di specificita e stabilita del campione sono la 8-OHdG nelle
urine, come marcatore di danno al DNA, gli F,-isoprostani
e i suoi metaboliti nelle urine, come indice di LPO, i prodot-
ti di ossidazione delle Tyr per il danno sulle proteine.

Ad oggi manca ancora una sufficiente validazione ana-
litica dei metodi di analisi dello stress ossidativo che pre-
vede lo sviluppo di metodologie standard, la preparazione
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di un adeguato materiale di riferimento e il controllo di qua-
lita. Quindi andrebbero definiti i valori normali per stabilire
il livello basale di stress ossidativo/nitrosativo conseguen-
te al metabolismo fisiologico della cellula e successiva-
mente stabilire la validita del biomarcatore con studi di
popolazione (Fig. 6).

Selezione di un marcatore di
stress ossidativo/nitrosativo

| Sviluppo di un metodo di misura specifico |

| Verifica della stabilita del campione |

| Verifica del marcatore in un modello animale |

Messa a punto del metodo di misura in
termini di sensibilita, accuratezza

Verifica dell'influenza di fattori ambientali
(ad es. stile di vita, dieta)

Determinazione dei valori basali e della
variabilita nella popolazione

Determinazione della variabilita
inter- e intra-individuo

Validazione del marcatore in uno
studio epidemiologico

!

Marcatore di stress ossidativo/nitrosativo
validato

Figura 6
Criteri chiave del processo di validazione di un biomarcatore di
stress ossidativo e nitro sativo.
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Data la molteplicita dei bersagli delle ROS/RNS e il

complesso metabolismo al quale vanno incontro i prodotti
delle loro reazioni, € verosimile che I'insieme di piu marca-
tori sia piu informativo di uno solo, anche perché ognuno
di essi rispecchia una sfaccettatura dell’intero fenomeno.
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