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STRESZCZENIE. Stres oksydacyjny odgrywa
waznq role w patogenezie chordb neurodegenera-
cyjnych osrodkowego ukladu nerwowego. Mozg jest
szczegdlnie podatny na oksydacyjne uszkodzenie
lipidéw ze wzgledu na duzq zawartosé¢ wieloniena-
syconych kwaséw thuszczowych i intensywny meta-
bolizm tlenowy. Wskaznikami ogdlnoustrojowego
lub narzqdowego stresu oksydacyjnego sq produkty
peroksydacji lipidéw w surowicy. Rodzi sie pytanie,
czy ich stezenie moze byé wigksze w otegpieniu, niz
podczas normalnego starzenia sie. Grupe badang
stanowito 30 chorych z otepieniem i 18 zdrowych w
podobnym wieku. U wszystkich chorych wykonano
wybrane testy neuropsychologiczne, analizowano
historig choroby, badano internistycznie i psychia-
trycznie | wykonano tomografie komputerowq glowy
celem wykluczenia guzéw mozgu. W surowicy ozna-
czono produkty peroksydacji lipidéw, takie jak:
dieny sprzezone, nadtlenki lipidéw, produkty TBA-
reaktywne i zasady Schiffa. Stwierdzono, ze u cho-
rych z otepieniem wzrosto stezenie zasad Schiffa w
surowicy w stosunku do grupy kontrolnej i zmalafo
nadtlenkéw lipidéw. Natezenie deficytéw funkcji
poznawczych nie korelowalo ze stezeniami produk-
tow peroksydacji lipidow.

SUMMARY. Increased oxidative stress may ac-
company disease of the central nervous system in-
cluding dementia. The brain is especially suscepti-
ble to damage mediated by reactive oxygen species
because it has a high rate of oxygen consumption
and contains large amounts of readily oxidisable
substrates, such as polyunsaturated fatty acids. In-
dices of systemic oxidative stress, including serum
lipid peroxidation may be greater in dementia than
in normal ageing. Study groups consisted of 30 pa-
tients with dementia and 18 healthy age-matched
controls. All patients underwent neuropsychological
testing and qualified for the study on the basis of
history, physical examination, complementary labo-
ratory tests, and brain computed tomography scan.
Serum levels were assessed for the following lipid-
peroxidation products: conjugated dienes, lipid
peroxides, thiobarbituric acid reactive substances,
and Schiff bases. There were two statistically sig-
nificant differences in serum levels of lipid-
peroxidation product between the study groups.
Lipid peroxides were significantly lower (0,34£0,03
absorbance units/ml versus 1,12140,96, p=0,0053),
while Schiff bases were significantly higher in the
subjects with dementia (589,44267,3 arbitrary fluo-
rescence units/ml versus 329,0+107,5 in healthy,
p=0,000282). Cognitive impairment did not corre-
late with levels of lipid-peroxidatin products.
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Otepienia stanowig w chwili obecnej je-
den z kluczowych probleméw wspdlczesnej

psychiatrii [Parnowski 1995, Parnowski i
wsp. 1995]. Otepienia ujmowane w klasyfi-
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kacji ICD-10 stanowia niejednorodna grupe
chordb, dla ktorych wspdlnym objawem jest
postepujace uposledzenie funkcji poznaw-
czych, w tym uposledzenie pamigci [[CD-10,
1997]. Objawy psychopatologiczne i deficy-
ty neuropsychologiczne zalezg od uszkodze-
nia konkretnych czesci mézgowia (np. hipo-
kampa), a nie od procesu neurodegeneracyj-
nego bedacego pierwotna przyczyna uszko-
dzenia. Istnieja trzy gldwne grupy przyczyn
otepien. Pierwsza stanowi odkfadanie si¢ zto-
gow biatek o strukturze drugorzedowej beta
w mézgowiu. Naleza tu otgpienie w choro-
bie Alzheimera zwigzane z odkladaniem sie
zlogoéw betaamyloidu. Ztogi zloZzone z biatka
alfa-synukleiny wystepuja w otgpieniu w
chorobie Parkinsona (F02.3) i w nie objetym
klasyfikacja ICD-10 otepieniu z ciatkami
Lewy’ego [Campbel i wsp. 2000]. Inne be-
taamyloidozy to odkladanie si¢ zlogow bial-
ka huntingtontiny w otepieniu w chorobie
Huntingtona [Parnetti i wsp. 1994], zlogéw
biatka tau w chorobie Picka [Arvanitakis
i wsp. 2001], oraz ztogéw bialek prionopo-
dobnych w chorobie Creutzfeldta-Jakoba
(F02.1) [Mann i wsp. 2000]. Druga przyczy-
neg otgpien stanowia zmiany niedokrwienne
w przebiegu miazdzycy tetnic moézgowych
i jej powiklan w otepieniu naczyniowym
(FO1) [Parnetti i wsp. 1994]. Trzecia przy-
czyng stanowia choroby infekcyjne, w tym
otgpienie w chorobie wywotanej przez ludz-
ki wirus nabytego uposledzenia odpornosci
[Pietras i wsp. 2001].

W patogenezie kazdego rodzaju otgpienia
istotng, choé nie kluczowa role odgrywa
zjawisko stresu oksydacyjnego. Rola stresu
oksydacyjnego jest szczegdlnie dobrze udo-
kumentowana w przebiegu powstawania
otepienia naczyniowego, odkladania si¢ zto-
géw betaamyloidu, w chorobie Parkinsona
i w infekcji wirusem HIV. Stres oksydacyjny
polega na powstawaniu reaktywnych postaci
tlenu, takich jak anionorodnik ponadtlenko-
wy (O7"), rodnik hydroksylowy (OH), nad-
tlenek wodoru (H,0,), tlen singletowy [Me-
todiewa 1 wsp. 2000]. Reaktywne postacie
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tlenu uszkadzaja metabolizm komorki ner-
wowej indukujac proces peroksydacji lipi-
déw — autokatalityczny proces wolnorodni-
kowy niszczacy strukture i funkcje bton bio-
logicznych i lipiddw mozgu [Metodiewa
i wsp. 2000]. Funkcjonowanie komorki ner-
wowej zwigzane jest nierozerwalnie z pra-
widlowym przenoszeniem sygnalu elektry-
cznego przez blony komérkowe. Reaktywne
postacie tlenu uszkadzaja réwniez materiat
genetyczny reagujac z DNA i hamuja biolo-
giczng aktywno$¢ biatek reagujac z centrami
katalitycznymi enzymow. Wplywaja takze
na procesy neurotransmisji [por. Pietras
1999].

Ztogi betaamyloidu gromadza dwuwarto-
Sciowe kationy zelaza, ktére reagujac z nad-
tlenkiem wodoru indukuja powstawanie re-
aktywnych postaci tlenu [Markesbery i wsp.
1999, Varadarian i wsp. 2000]. Reaktywne
postacie tlenu nasilaja krystalizacjg i wytra-
canie zlogdw [Markesbery 1997]. Powstaje
mechanizm blednego kota. Uwaza sie, ze
jednym z mechanizméw toksycznego wpty-
wu betaamyloidu na czynnos¢ komérki ner-
wowej jest indukowanie peroksydacji lipi-
dow przez reaktywne postacie tlenu z wtor-
nym uszkodzeniem metabolizmu wewnatrz-
komoérkowego wapnia i aktywacja czynni-
kow transkrypcyjnych zaleznych od poten-
cjalu  oksydoredukcyjnego [Markesbery
i wsp. 1999, Metodiewa i wsp. 2000]. Innym
zrodtem reaktywnych postaci tlenu w beta-
amyloidozach sg uszkodzone mitochondria
wytwarzajace nadmierng ilo$¢ anionorodni-
ka ponadtlenkowego (O,™). Mutacje w mito-
chondrialnym DNA i uszkodzenie oksydazy
cytochromu C sa uznanym czynnikiem ry-
zyka otgpienia [por. Pietras,1998].

Zupelnie inny charakter posiada stres
oksydacyjny w przebiegu otgpienia naczy-
niowego. W chwili zahamowania doptywu
tlenu do komérek zahamowaniu ulega mito-
chondrialna oksydaza cytochromu C, co daje
w rezultacie chwilowa nadprodukcje aniono-
rodnika ponadtlenkowego (O,™) indukujacego
oksydacyjne uszkodzenie komoérek [White
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i wsp. 1993, Saikumar i wsp. 1998]. Pekaja-
ce pod wplywem nadmiernego stresu oksy-
dacyjnego mitochondria uwalniajg cyto-
chrom C, ktéry indukuje kaskade kaspaz
doprowadzajaca do $mierci komorki i uwol-
nienia silnie neurotoksycznego w nadmiarze
glutaminianu [Coyle i wsp. 1993]. W chwili
przywrécenia droznoéci tetnicy pojawia sig
zjawisko oksydacyjnego uszkodzenia reper-
fuzyjnego zwiazanego z aktywacja oksydazy
ksantynowej i ukladu oksydazy NADPH
komoérek zernych wytwarzajacych aniono-
rodnik ponadtlenkowy (O;) [Metodiewa
i wsp. 2000]. Niedob6r ATP w komoérkach
powoduje powstanie adenozyny i naplyw
jonéw wapnia zmieniajagc aktywnos¢ dehy-
drogenazy ksantynowej na oksydaze, ktdra
po ponownym ukrwieniu tkanek wytwarza
duze ilosci reaktywnych postaci tlenu [Hille
i wsp. 1995].

Reaktywne postacie tlenu indukujg auto-
katalityczny proces peroksydacji wielonie-
nasyconych kwasow thuszczowych niezalez-
nie od wywolujacej przyczyny. Uwaza sie,
ze mozg jako organ szczegdlnie bogaty
w lipidy zawarte w blonach komorkowych
i ostonkach mielinowych jest szczegoinie
narazony na oksydacyjne uszkodzenie. Po-
datno$¢ na uszkodzenie oksydacyjne lipidow
nasila duze stgzenie zelaza dwuwartoscio-
wego w jadrach podkorowych i mata aktyw-
no$¢ enzymow zmiatajacych reaktywne po-
stacie tlenu (dysmutazy ponadtlenkowej,
katalazy, peroksydazy glutationowej) [Pie-
tras 1998]. Produkty peroksydacji lipidéw sg
tatwo wykrywalne przy pomocy prostych
metod laboratoryjnych [Janero 1990]. Do
wezesnych produktéw peroksydacji naleza
dieny sprzgzone i ich pochodne — nadtlenki
lipidéw. Wygasajaca reakcja pozostawia
tzw. pozne produkty, a wérdd nich zasady
Schiffa, dialdehyd malonowy i produkty
TBA reaktywne (reagujace z kwasem tio-
barbiturowym), oraz znacznie trudniej wy-
krywalne weglowodory alifatyczne i szcze-
golnie toksyczny 4-hydroksynonenal [Janero
1990, Pietras 1998]. Znaczenie stresu oksy-
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dacyjnego w patogenezie otgpienia potwier-
dzaja badania kliniczne z podwdjnie $lepa
proba nad wykorzystaniem tokoferolu i sele-
giliny w duzej dawce w op6Znianiu rozwoju
choroby i zmniejszeniu narastania deficytéw
funkeji poznawczych w czasie [Sano i wsp.
1997, Pitchumoni i wsp. 1998]. Tokoferol
nalezy do najsilniejszych inhibitoréw proce-
su peroksydacji, zwlaszcza w mitochon-
driach [Vatassery i wsp. 1991]. Uszkodzenie
mitochondrialnej oksydazy cytochromu C
jest uznanym czynnikiem ryzyka wystapie-
nia otepienia, co odkryto juz na poczatku lat
dziewieédziesiatych [Parker i wsp. 1990,
Pietras 1998]. Selegillina hamuje monoami-
nooksydaze - mitochondrialny enzym wy-
twarzajacy H,O, [Kitani i wsp. 1994]. Ak-
tywnos$¢ tego enzymu rosnie wraz z wie-
kiem, co wiazane jest zaréwno z otgpieniem,
jak i (przede wszystkim) z depresjami u pa-
cjentow w wieku podesztym [Kitani i wsp.
1994, Bongioanni i wsp. 1996].

Moézgowie czlowieka jest narzadem
o duzej masie i o duzym przeplywie krwi.
Jest zatem interesujace, czy postepujacy
proces neurodegeneracyjny objawiajacy sie
otgpieniem, w patogenezie ktdérego stres
oksydacyjny i proces peroksydacji lipidow
odgrywa istotna rolg, moze wplynaé na ob-
wodowa peroksydacje lipidéw w surowicy
krwi. Z jednej strony duza masa mézgowia,
jak i znaczny przeplyw krwi przemawia za
taka mozliwoscia, cho¢ bariera krew-mozg
jest stosunkowo szczelna, a peroksydacja
lipidow mozgu nie musi wpltywac na perok-
sydacje lipoprotein krazacych we krwi ob-
wodowe;j.

CEL BADANIA

W pracy podjgto probe oceny procesu pe-
roksydacji wielonienasyconych  kwasow
tluszczowych w surowicy u chorych z ote-
pieniem i w grupie kontrolnej u 0séb w po-
dobnym wieku bez otepienia. Sformutowano
nastgpujace pytania badawcze:
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e Czy wytwarzanie reaktywnych postaci
tlenu z nastgpczym utlenianiem wielo-
nienasyconych kwaséw tluszczowych
wplywa na peroksydacje lipidéw w su-
rowicy?

o Czy istnieje korelacja pomigdzy zawarto-
$cig produktéw peroksydacji lipidow a
zaburzeniami funkcji poznawczych?

GRUPY BADANE

Badaniom poddano dwie grupy chorych.
Grupe pierwsza stanowito trzydziestu cho-
rych z otgpieniem, grupe drugg osiemnastu
zdrowych w podobnym wieku w stosunku
do pacjentéw z grupy pierwszej. Pacjentow
kwalifikowano do grupy pierwszej na pod-
stawie historii choroby, badania przedmio-
towego, badania psychiatrycznego i przy
pomocy testéw neuropsychologicznych. Roz-
poznanie otgpienia dokonywano na podsta-
wie kryteriow ICD-10. U wszystkich cho-
rych z otgpieniem wykonano rutynowe ba-
dania laboratoryjne i obrazowe (EKG, mor-
fologia krwi, tomografia komputerowa gto-
wy). Grupe chorych z otepieniem stanowily
dwadziescia trzy kobiety i siedmiu mez-
czyzn pensjonariuszy domdw opieki spo-
lecznej w Lodzi i wojewddztwie. Srednia
wieku wynosita 79,6. U 13 pacjentéw roz-
poznano otgpienie prawdopodobnie w prze-
biegu choroby Alzheimera, u 12 otgpienie
prawdopodobnie naczyniowe, u 5 otepienie
mieszane. Réznicowanie pomiedzy otgpie-
niem prawdopodobnie naczyniowym (powy-
zej 6 punktéw), mieszanym (4-6 punktow)
i prawdopodobnie w przebiegu choroby

Tablica 1. Charakterystyka badanych grup
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Alzheimera (0-4 punkty) dokonywano przy
pomocy skali Hachinskiego [Hachinski i
wsp. 1975]. Badanie neuropsychologiczne
obejmowalo ,,Krétka skale oceny otepienia”
(Mini Mental State Examination - MMSE)
wersje tlumaczong na jezyk polski [Folstein
i wsp. 1975, Cockrell i wsp. 1988]. U
wszystkich badanych wykonano réwniez test
rysowania zegara [Krzyminski 1995] i skalg
ADAS (Alzheimer’s Disease Assessment Sca-
le), pelng skale otepienia Blesseda z testem
pamigé-wiadomosci-koncentracja [Blessed i
wsp. 1968] celem weryfikacji rozpoznania.
Ocena wynikow uzyskanych przez pacjen-
tow podczas wykonywania tych skal nie sta-
nowila celu analizy w przedstawionej pracy.
Za chorych z otgpieniem uznawano tych,
ktorzy w tescie MMSE osiagneli mniej niz
24 punkty. Z badania wykluczono osoby z
urazem glowy w wywiadzie, nowotworem,
cukrzyca, niewydolnoscia serca i jakakol-
wiek chorobg ogdlnoustrojowa w ktérej pa-
togenezie reaktywne postacie tlenu odgry-
wajag istotng role. Wykluczono réwniez cho-
rych z nalozonym na otgpienie zespolem
majaczeniowym, oraz osoby przyjmujace
leki przeciwpsychotyczne, antydepresyjne,
prokognitywne, selegilline i tokoferol [Kto-
szewska 1998]. Sredni wynik w skali MMSE
w omawianej grupie wyniost 11,3. Grupe
kontrolng stanowilo osiemnastu zdrowych
(trzynascie kobiet i siedmiu mezczyzn) pen-
sjonariuszy domow opieki spolecznej, u kto-
rych nie stwierdzono towarzyszacych cho-
réb. Sredni wiek wynosit 76,0 a wynik w
skali MMSE 27,5. Charakterystyke obu grup
przedstawia tabl. 1.

Grupa badana Chorzy z otgpieniem Zdrowi
Liczebnos¢ grupy 30 18
g/lllir}lzlimzl/[ce}:ztal State Examination — sredni wynik w 113478 27.542,0
Sredni wiek w latach 79,6%9,3 76,0£9,5
Proporcja kobiet do m¢zczyzn (w %) 76,6 : 23,4 72,2 :27.8
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Chorych z otgpieniem i zdrowych, bez
towarzyszacych choréb wybrano sposrod
okoto 120 przebadanych wstgpnie oséb —
pensjonariuszy domoéw opieki spoteczne;j.
Wiekszo$¢ wykluczono z badania z powodu
towarzyszacych choréb ogdlnoustrojowych
lub przyjmowanych Ilekéw, co mogloby
wplynaé na ogélnoustrojowe procesy perok-
sydacji lipidow.

METODY POMIARU ZAWARTOSCI
PRODUKTOW PEROKSYDACJI
LIPIDOW W SUROWICY

Od badanych pobierano na czczo 10 ml
krwi, proboéwki z krwig wirowano 10 min.
1500 x g, zbierano surowicg, ktora nastgpnie
zamrazano do -70°C i przechowywano nie
dluzej niz tydzien. W surowicy mierzono
zawarto$¢ produktow peroksydacji lipidow,
takich jak: nadtlenki lipidow i dieny sprze-
zone przy uzyciu spektrofotometru Ultro-
spec 2000 firmy Pharmacia, oraz zasady
Schiffa i produkty TBA reaktywne uzywajac
spektrofluorymetru  LS-50 firmy Perkin-
Elmer.

Oznaczanie zawartoSci dienow sprzezo-
nych [Ohakawa i wsp. 1976]. 7 ml mieszani-
ny chloroformu z metanolem w stosunku
‘objetosciowym 2:1 dodawano do 2 ml suro-
wicy, intensywnie mieszano, nastepnie wi-
rowano 10 min. 1500 x g. Uzyskano podziat
roztworu na dwie fazy. 5 ml gomej fazy
mieszano z woda destylowang o pH 2,5,
probki ponownie intensywnie mieszano i
odwirowywano, uzyskujac ponownie podziat
roztworu na dwie fazy. 2 ml dolnej fazy od-
parowywano w temperaturze pokojowej w
atmosferze 100% azotu, po odparowaniu do-
dawano 2 ml spekiralnie czystego n-heptanu
i mierzono absorbancj¢ przy diugosci fali
233 nm wzgledem czystego heptanu. Wyniki
wyrazano w jednostkach absorbancji na ml
surowicy.

Oznaczanie zawartoSci nadtlenkéw li-
pidow [Buege i wsp. 1978]. Jedna dziesiata
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ml 8,1% siarczanu dodecylu mieszano z 0,75
ml 20% kwasu octowego o pH 3,5 zawiera-
jacego kwas tiobarbiturowy o stezeniu 0,8%
i z 0,3 ml wody destylowanej, oraz z 0,3 ml
surowicy. Po wymieszaniu roztwér inkubo-
wano przez godzing w tazni wodnej w tem-
peraturze 100°C. Po wystudzeniu do roztwo-
ru dodawano 2,5 ml mieszaniny butanolu
i pirydyny w stosunku objgtosciowym 25:1
i nastepnie intensywnie mieszano. Mieszani-
ne wirowano 10 min. 1500 x g, uzyskujac
rozdziat na dwie fazy. W fazie gornej ozna-
czano absorbancje przy dlugodci fali 532 nm
wzgledem fazy organicznej probki kontrol-
nej, do ktérej zamiast surowicy dodano sdl
fizjologiczna.

Oznaczanie produktow reagujacych z
kwasem tiobarbiturowym (TBA- reaktyw-
nych, dialdehydu malonowego) [Yagi 1987].
Jedng piata mi 0,05 M kwasu siarkowego i
0,25 ml 1,23 M kwasu trichlorooctowego
dodawano do 0,05 ml surowicy, intensywnie
mieszano, wirowano 10 min. w temperaturze
4°C 1500 x g, zbierano supernatant miesza-
jac go z 2 ml wody destylowanej. Do mie-
szaniny dodawano 0,01 ml 0,1% roztworu
butylowanego hydroksytoluenu rozpuszczo-
nego w metanolu i 0,5 ml roztworu kwasu
tiobarbiturowego (0,67 g TBA/100 ml wody
destylowanej mieszanej w stosunku 1:1
z lodowatym kwasem octowym). Otrzymang
mieszaning inkubowano 30 min. w 100°C.
Po ochlodzeniu dodawano 2,5 ml butanolu,
intensywnie mieszano, odwirowywano 1500
X g w temperaturze pokojowej. W gornej
warstwie butanolowej otrzymanej po odwi-
rowaniu oznaczano produkty TBA-reaktywne
metodg fluorescencyjng przy dlugosci fali
wzbudzajacej 515 nm i fali emisji 546 nm
wzgledem butanolu z probek, w ktorych za-
miast surowicy uzyto soli fizjologiczne;.
Wyniki wyrazano w arbitralnych jednost-
kach fluorescencji na ml surowicy.

Oznaczanie zasad Schiffa [Yagi 1987].
Dziewie¢ dziesiatych ml mieszaniny chloro-
formu z metanolem w stosunku objgtoscio-
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wym 2:1 mieszano z 0,28 ml wody destylo-
wanej o pH 2,3 i z 0,07 ml surowicy. Probki
intensywnie mieszano, 10 min odwirowy-
wano 1500 x g, 20°C i mierzono w superna-
tancie intensywno$¢ fluorescencji przy du-
goscei fali wzbudzajacej 360 nm i fali emisji
430 nm wzgledem probki kontrolnej, w kto-
rej zamiast surowicy dodano soli fizjolo-
gicznej. Wyniki wyrazano w arbitralnych
jednostkach fluorescencji na ml surowicy.

Analiza statystyczna. Do obliczania
istotnosci rdéznicy pomiedzy grupami uzyto
testu t-Studenta dla prdb niezaleznych. Jako
wspotczynniki korelacji wykorzystano wspol-
czynniki Pearsona. Obliczen dokonano przy
pomocy programu Statistica 5.0.

WYNIKI

U chorych z otgpieniem stwierdzono
podwyzszenie stezenia diendw sprzgzonych,
produktéw TBA-reaktywnych i zasad Schiffa.
Tylko wzrost zawartosci zasad Schiffa osia-
gnal istotnod¢ statystyczna (589,4+267,3
jednostki absorbancji/ml surowicy u chorych
z otgpieniem w stosunku do 329,0+107,5 u
zdrowych, p=0,000282 , tabl. 2). Stezenie
nadtlenkéw lipidow bylo nizsze u chorych,
niz u zdrowych (0,34£0,03 jednostek absor-
bancji/ml w stosunku do 1,1240,96,
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p=0,0055). Nie stwierdzono korelacji pomig-
dzy wynikami w skali MMSE u chorych z
otgpieniem a zawarto$cig diendow sprzezo-
nych (r=0,22, p=0,23), nadtlenkéw lipidow
(r=0,26, p=0,16), produktéw TBA-reakty-
wnych (r=0,03, p=0,84) i zasad Schiffa
(r=0,22, p=0,22). U chorych z otepieniem
stwierdzono istotna statystycznie dodatnia
korelacje pomigdzy stezeniem diendéw sprze-
zonych i nadtlenkéw lipidow (r=0,45,
p=0,014), dienéw sprzezonych i produktéw
TBA-reaktywnych (=0,37, p=0,042), nadtlen-
kéw lipidéw i produktéw TBA-reaktywnych
(r=0,42, p=0,02). Wykazano istnienie kore-
lacji pomiedzy stezeniem poszczegdlnych
produktéw peroksydacji lipidow u o0sdb
zdrowych: dienami sprz¢zonymi a nadtlenka-
mi lipidéow (r=-0,86, p=0,001), dienami sprzg-
zonymi a produktami TBA-reaktywnymi
(r=0,80, p=0,001), dienami sprzezonymi a
zasadami Schiffa (r=0,54, p=0,004), nadtlen-
kami lipidéw a produktami TBA-reakty-
wnymi (r=-0,82, p=0,001), nadtlenkami lipi-
dow a zasadami Schiffa (r=-0,62, p=0,043),
produktami TBA-reaktywnymi a zasadami
Schiffa (r=-0,48, p=0,043). U zdrowych
stwierdzono negatywna korelacje pomiedzy
wynikiem MMSE a wiekiem (r=-0,8,
p=0,001), oraz pomiedzy wiekiem a zawar-
toscig nadtlenkéw lipidow (r=-0,48, p=0,04).

Tablica 2. Zawartos$é produktéw peroksydacii lipidow w surowicy

Test
P rodql_cty C o Jednostki pomiaru Chgrzy Zdrowi

peroksydacji lipidéw z otgpieniem (p)
jednostki absorbancji przy

Dieny sprz¢zone dhugoscei fali 233 nm/ml 2,99+1,04 2,74+1,21 0,45
surowicy
jednostki absorbancji przy

Nadtlenki lipidow diugosci fali 532 nm/ml 0,3440,09 1,12+0,96 0,000055*
surowicy

Produkty TBA arbltrgtlne Jednost‘kl fluore- 533.9+126,7 447.94260.2 0.13

reaktywne scencji/ml surowicy

Zasady Schiffa arbitralne jednostki fluore- | - 5o0 41673 | 399 04107, 0,000282*
scencji/ml surowicy

* - istotno$¢ statystyczna przy zatozeniu p<0,05



Wzrost stezenia zasad Schiffa w surowicy u chorych z otgpieniem

DYSKUSJA

Tylko stezenie zasad Schiffa wzrosto w
istotny sposéb u chorych z otgpieniem, za$
stezenie nadtlenkéw lipidow zmalato w po-
réwnaniu z grupa kontrolna. Jak zatem wy-
ttumaczy¢ ten fakt w $wietle udowodnione-
go udziatu peroksydacji lipidéw w patoge-
nezie otepiefi? Peroksydacja lipidéw obwo-
dowa zwiazana jest nie tylko z uszkodze-
niem mozgu, lecz takze z procesami metabo-
licznymi w pozostatych tkankach [Janero
1990, Poter i wsp. 1995]. Bariera krew-mozg
moze dodatkowo zmniejsza¢ wymiang sub-
stancji lipofilnych pomigdzy osrodkowym
ukfadem nerwowym a lipoproteinami suro-
wicy. Dane na temat przepuszczalnosci ba-
riery dla produktéw peroksydacji lipidow sg
sprzeczne i problem ten pozostaje otwarty
[Markesbery i wsp. 1999]. Powiazania po-
miedzy metabolizmem obwodowym lipopro-
tein a otepieniem s powszechnie znane [He-
ininger 2000]. Naleza tu powszechnie uzna-
wane za czynniki ryzyka otepienia powigza-
nia pomiedzy apolipoproteing E4 a otepie-
niem, czy polimorfizm eksonu 3 w genie dla
receptora lipoprotein o malej gestosci
[Heininger 2000]. Biologiczny okres pottr-
wania poszczegdlnych produktow peroksy-
dacji lipidéow w surowicy nie jest dobrze
znany [Janero 1990, Poter i wsp. 1995].
Wiadomo, ze zasady Schiffa czesto polaczo-
ne z aminokwasami maja podobny okres
péttrwania, jak biatka surowicy. Fakt ten
moze tlumaczy¢ wzrost stezenia zasad
Schiffa w otgpieniu i stanowi¢ dobry marker
dlugotrwale toczacego sie uszkodzenia wol-
norodnikowego. Dieny sprzezone o krotkim
okresie poltrwania in vitro stanowia raczej
marker gwaltownie przebiegajacych reakcji
wolnorodnikowych [Poter i wsp. 1995].
Przyktadowo, ostra niewydoino$é oddecho-
wa dorostych — ARDS rozwinaé sie moze
w ciggu minut [Janero 1990, Poter i wsp.
1995]. Otepienie stanowi zespdt przewlekle
postepujacy przez wiele lat o wzglednie ma-
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tej dynamice [Poter i wsp. 1995]. Pomiar
produktéw TBA-reaktywnych jest czuly,
chociaz mato swoisty, albowiem dialdehyd
malonowy uwalnia si¢ nie tylko podczas
peroksydacji lipidow, lecz takze w wyniku
reakcji enzymatycznych katalizowanych
przez cyklooksygenazy, lipoksygenazy, w
metabolizmie kwaséw zo6lciowych, bilirubi-
ny i kwaséw nukleinowych [Janero 1990,
Poter i wsp. 1995]. W pismiennictwie $wia-
towym ukazato si¢ wiele prac dotyczacych
pomiaru produktéw peroksydacji lipidow w
homogenatach moézgéw chorych na otepie-
nie [Balazs i wsp. 1994, Palmer i wsp. 1994,
Lovell i wsp. 1995]. Prace dotyczace obwo-
dowej peroksydacji w tej grupie chorych sg
nieliczne [Musiat i wsp. 1998, Musiat i wsp.
2000, Schippling i wsp. 2000, Bourdel-
Marchasson i wsp. 2001, Ozcankaya i wsp.
2002]. Nasze wlasne prace potwierdzaja
wyniki prezentowane powyzej [Musial i
wsp. 1998, Musiat i wsp. 2000]. W pracach
zespotéw Bourdel-Marchasson [2001] i Oz-
cankaya [2002] stwierdzono wzrost stgzenia
dialdehydu malonowego u chorych z otgpie-
niem, nie mierzono jednak stezenia innych
produktéw peroksydacji lipidow [Bourdel-
Marchasson i wsp. 2001, Ozcankaya i wsp.
2002]. Publikacja zespotu Schipplinga
[2000] wykazala u chorych z otgpieniem
wzrost utleniania wielonienasyconych kwa-
sow thuszczowych w lipoproteinach surowi-
¢y mierzony w podobny sposob, jak w na-
szej pracy oznaczaliSmy stezenie diendw
sprzezonych. Nasze wyniki nie potwierdzaja
tego wzrostu.

Wsréd wynikow na szczegdlng uwage
zashuguje zaobserwowany spadek stezenia
nadtlenkéw lipidédw u chorych z otepieniem.
Niskie stezenie nadtlenkéw lipidéw jest
prawdopodobnie zwigzane z fizjologicznym
starzeniem si¢ mozgu, w ktérym maleje za-
warto$¢ wielonienasyconych kwaséw thusz-
czowych w czasteczkach fosfolipidow [Wal-
lin i wsp. 1989]. Podobnie zmniejsza sie
ilos¢ cerebrozyddéw i sulfatydéow, czemu



278

moze towarzyszy¢ wzrost ilosci nienasyco-
nych kwaséw w lipoproteinach surowicy
[Wallin i wsp. 1989, Musiat i wsp. 2000]. W
starzejacym si¢ zdrowym mézgu rosnie ilosé
wytwarzanego anionorodnika ponadtlenko-
wego przez mitochondria w zwiazku ze
spadkiem aktywnosci oksydazy cytochromu
C i wzrost wytwarzania H,O, przez mono-
aminoksydaze [Sohal 1993]. Spadek zawar-
tosci wielonienasyconych kwasow ttuszezo-
wych w mézgu jest prawdopodobnie mecha-
nizmem obronnym przed reaktywnymi po-
staciami tlenu zabezpieczajacym modzg przed
chorobami neurodegeneracyjnymi [Musiat
i wsp. 2000]. Naszym zdaniem, $wiadczy
réwniez o tym zaobserwowana ujemna kore-
lacja pomiedzy stezeniem nadtlenkow lipi-
dow a zawarto$cig innych produktéow perok-
sydacji lipidéw. Innym dowodem nasilenia
obrony przed reaktywnymi postaciami tlenu
w starzejacych sie mozgach jest wzrost ak-
tywnosci  enzymdéw  antyoksydacyjnych,
stwierdzany rownolegle ze spadkiem aktyw-
noéci oksydazy cytochromu C [Vertechy
i wsp. 1993]. Z drugiej strony, zaobserwo-
wano w przebiegu otepienia zmniejszenie si¢
obrony antyoksydacyjnej w surowicy pod
postacig nizszego niz u zdrowych stgzenia
tokoferolu, retinolu i kwasu askorbinowego
[Bourdel-Marchasson i wsp. 2001]. Podob-
nie w moézgach oséb zmarlych z powodu
otgpienia stwierdzono zmniejszenie aktyw-
nosci katalazy przy niezmienionej aktywno-
$ci dysmutazy ponadtlenkowej [Gsel i wsp.
1995]. Aktywnos¢ enzymdw antyoksydacyij-
nych w erytrocytach i w surowicy wg jed-
nych prac wzrasta [Serra i wsp. 1994], wg
innych spada [Fernandes i wsp. 1993]. Na-
sze pilotazowe badania wskazuja raczej na
wzrost obrony antyoksydacyjnej w erytrocy-
tach u chorych z otepieniem [Pietras i wsp.
1999].

W naszych badaniach nie stwierdzilismy
korelacji pomiedzy obserwowana peroksy-
dacja lipidéw w surowicy a wynikiem
w skali MMSE. Skala MMSE jest szeroko
stosowana w ocenie funkcji poznawczych

Tadeusz Pietras, Aleksandra Musiat

u chorych i uzywana powszechnie w bada-
niach epidemiologicznych i praktyce kli-
nicznej [Folstein i wsp. 1975, Cockrell
i wsp. 1988]. Skala ta nie spetnia wymogdw
nowoczesnego badania neuropsychologicz-
nego, chociaz jest uzyteczna dla lekarzy
psychiatrow ze wzgledu na prostote wyko-
nania, powtarzalnos$¢, trafno$é, standaryza-
cje, neutralno$¢ kulturowa i mozliwos¢ wy-
konania przez osoby nie zapoznane z teorig
testu psychologicznego [Folstein i wsp.
1975, Cockrell i wsp. 1988]. Znajomos¢ za-
sad uzycia testow psychologicznych staje sig
niezbgdna w przypadku wykorzystania bar-
dziej skomplikowanych narzedzi psychome-
trycznych [Folstein i wsp. 1975, Cockrell
i wsp. 1988]. Wynik w skali MMSE réznicu-
je osoby zdrowe i chore, nie koreluje jednak
z czasem trwania choroby, ani procesami
neuropatologicznymi toczacymi si¢ w obre-
bie mézgowia, w tym z uszkodzeniem oksy-
dacyjnym lipidéw [Musiat i wsp. 2000].
Niedociagnieciem naszych badan jest
brak standaryzacji wykorzystanych metod,
brak dilugofalowych badan nad zmianami
peroksydacji lipidéw u chorych w czasie,
brak uwzglednienia stylu zycia, diety i profi-
lu lipidowego (chof badania wykonano
u chorych ze wzglednie prawidlowym lipi-
dogramem). Wspétczesne badania wymaga-
ja rowniez uwzglednienia pomiaru bardziej
czutych i specyficznych metod pomiaru pro-
duktow peroksydacji, w tym weglowodoréw
i 4-hydroksynonenalu, ktérych oznaczenie
wymaga metod chromatograficznych. Pewne
watpliwosci moze budzi¢ liczebnos¢ grupy
kontrolnej (poréwnawczej). Populacja ludzi
starych, jak i starych chorujacych na otepie-
nie, cierpi przede wszystkim z powodu cho-
réb ukladu krazenia i przyjmuje leki. Sub-
stancje farmakologiczne, jak i towarzyszace
choroby, stanowia zmienng zaklocajaca po-
miar stezenia produktéw peroksydacji lipi-
dow, uniemozliwiajaca poréwnanie grupy
chorych na otepienie i zdrowych. Wskazane
jest réwniez skorelowanie wynikéw badan
biochemicznych z danymi pochodzacymi
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z uzycia innych skal psychometrycznych niz
MMSE, takich jak ADAS czy skala Reisber-

ga [Reisberg i wsp. 1989, Kloszewska
1998a].

WNIOSKI

1. U chorych z otgpieniem wzrasta w su-

rowicy stezenie zasad Schiffa — konco-
wego produktu peroksydacji lipidow.
Obnizenie stgzenia nadtlenkéw lipidéw
w surowicy jest charakterystyczne dla
otgpienia.

Nie znaleziono korelacji pomigdzy ste-
zeniem produktéw peroksydacji lipidow
u chorych z otepieniem a uposledzeniem
funkcji poznawczych mierzonych przy
pomocy skali MMSE.
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