Az oxidativ stressz felmérésének mddozatai cukorbetegeknél
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Modalititi de evaluare a stresului oxidativ la pacientii diabetici

Stresul oxidativ joacd un rol important in dezvoltarea si agravarea diabetului
zaharat. Scopul lucrarii este compararea a sase metode de evaluare a aces-
tuia. Pentru dozarea malondialdehidei am folosit setul Bioxytech LPO 586,
respectiv doud metode bazate pe reactia malondialdehida - acid tiobarbitu-
ric. Absorbantele au fost citite cu fotometrul Beckman DU-68. Am deter-
minat activitatea superoxid dismutazei si a glutation peroxidazei cu Cobas
Mira Plus. Statusul antioxidant din piele s-a determinat cu scanerul biofo-
tonic. Rezultate: Concentratia malondialdehidei, determinata prin cele trei
metode, a aratat o corelatie buna, prezentdnd concentratii mai mari la paci-
entii diabetici, comparativ cu cei nediabetici. Enzimele antioxidante au avut
valori fiziologice la majoritatea pacientilor diabetici. Indicele carotenoizilor
din piele a fost semnificativ mai scdzut la diabetici, fata de subiectii nediabe-
tici de aceeasi vérstd (p<0,05). Concluzii: Evaluarea lipidperoxidarii este un
indicator mai sigur al intensitétii stresului oxidativ, comparativ cu activitatea
enzimatica. Indicele carotenoizilor din piele este 0 metoda modernd, nein-
vaziva in evaluarea antioxidantilor protectori.
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Oxidativ stresszrél beszéliink ha a keletkezd szabadgyokok
és az antioxidans rendszer kozott felbomlik az egyensuly
és az elébbiek tulstilyba kertilnek. A szabadgyok reak-
ciok szamos korkép kialakuldsaban szerepet jatszanak (pl.
cukorbetegség, gyomorfekély, érelmeszesedés, rakbetegség,
autoimmun korképek, HIV fertzés stb.) [2, 9]. A magas
vécukorszint hatasara a glitkoz autooxiddciodja révén, illetve
mas mechanizmusok kovetkeztében emelkedik a szabad-
gyokok termelddése, felszabadulasa. Ezt még sulyosbitja az
antioxiddns enzimek szintjének csokkenése [3, 1]. A sza-
badgyokok képesek kiilonb6z6 szinteken gatolni az inzulin
szekréciot. A hasnydlmirigy B sejtjei nagyon érzékenyek a
szuperoxid karosit6 hatdsara, amelyre magyarazatul szolgal
az a tény, hogy a hasnyalmirigy az egyik, antioxidansokban
legszegényebb szerviink. A szabadgyokok karosité hatdsa-
nak kovetkeztében a szervezetiink kialakitott elleniik egy
oOsszetett védekezd rendszert, amely fiziologids korillmények
kozott kiegyenliti (semlegesiti) a szabadgyokok karosito
hatdsat, de patologias esetekben ez a védekezés elégtelenné
valik [12].

Mivel a szabadgyokok életideje nagyon révid ezért a hata-
sukra megnovekd lipid peroxidacio végtermékeinek a szint-
jét mérjiik, amely gyakran hasznalt allapotjelz6 az oxidativ
stressz mértékének kimutatdsara. A malondialdehid (MDA)
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Modalities of oxidative stress evaluation in diabetic patients

Oxidative stress is important in the development and progression of diabetes
mellitus. The aim of this study is to compare six methods used to evaluate its
intensity. Malondialdehyde concentration was determined by the Bioxytech
LPO 586 kit, and two methods based on malondialdehyde - thiobarbitu-
ric acid reaction. Absorbances were determined using the Beckman DU-68
photometer. We also determined the activities of superoxid dismutase and
glutathion peroxidase using a Cobas Mira Plus. We used a biophotonic
scanner to determine the skin carotenoid score. Results: Good correlation
was observed between malondialdehyde concentrations determined by
the three methods, showing higher concentrations in diabetics compared
to non-diabetic patients. Antioxidant enzymes showed physiological values
in almost all diabetics. The skin carotenoid score was significantly lower in
diabetics compared to non-diabetic subjects of the same age-goup (p<0,05).
Conclusions: Evaluation of lipoperoxidation end products is a better indi-
cator of the intensity of oxidative stress compared to enzyme activity. Skin
carotenoid determination is a modern, non-invasive method to evaluate
antioxidant protection.
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egy szerves vegyilet (CsH,0,), laboratériumban eléallit-
hat6 1,1,3,3 tetramethoxypropan hidrolizisével.

Antioxidans alatt az él6 szervezetben, illetve a taplalék-
ban taldlhatd, természetes vagy mesterséges szabadgyokoket
hatdstalanit6 vegyiileteket értjiik. Ezek az anyagok rendsze-
rint szerves vegyiletek, de taldlhatunk kozottiik vegyérték
véltdsra hajlamos fémeket, valamint fémorganikus komp-
lexeket is. Az id6s, beteg szervezetben az antioxidansok
hatdsa, és mennyisége is csokken.

A szuperoxid dizmutdz (SOD), glutation peroxidaz
(GPX), illetve a katalaz szervezetiink hdarom legfonto-
sabb antioxiddns enzime. Az SOD Kkatalizdlja a szuperoxid
atlakulasat oxigénné és hidrogén peroxidda. A GPX a szer-
vezetiink legnagyobb mennyiségi antioxiddns enzime.

A karotének szervezetiink legnagyobb antioxidans
hatdssal biré novényi eredetti, zsiroldékony, 40 szénatomos
vegyiiletei, a magas energidju szabadgyokoket atalakitjak
egy kevésbé reaktiv gyokké, amely a felesleges energiat
fokozatosan adja le, h6 formajéban.

Dolgozatunk célja hat mddszer hatékonysaganak az
Osszehasonlitdsa, amelyek az oxidativ stressz felméré-
sére szolgdlnak. Paciensek: cukorbeteg gyermekek (2.
sz. Gyermekklinika, Marosvasarhely) és felnéttek (2. sz.
Belgyogydszati Klinika, Marosvasarhely), valamint nem
diabeteses egyénekbdl allo kontrollcsoport.
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Anyag és modszer

A lipid peroxidacio végtermékének szamit6 malondialdehid
meghatdrozasara harom modszert hasznéltunk: Bioxytech
LPO-586 reagenskészletet, amely a malondialdehid és
N-methyl-2-phenylindol (NMPI) kozotti szinreakcion ala-
pul és két masik mddszert, amelyek a malondialdehid és
tiobarbitursav reakcidjan alapulnak, név szerint: Fogelman-
és Kei Satoh-modszer. Az eredmények értékelése mind-
harom esetben a Beckman DU-68 fotométerrel tortént. A
malondialdehid koncentréci6 felmérése 21 f8s kontrollcso-
porton és 12 f8s cukorbeteg gyermekcsoporton tortént. Az
atlagéletkor a kontrollcsoport esetében 11,5 év +/- 3,21 SD,
mig a cukorbeteg gyermekeknél 10,8 év +/- 3,77 SD volt. A
tanulmdnyban szerepl$ cukorbeteg gyermekek 58 %-a lany
volt, mig a kontrollcsoport esetében a nemek szerinti elosz-
lasi ardny 62% volt a lanyok javéra.

A statisztikai feldolgozasndl a GraphPad InStat progra-
mot vettiik igénybe.

Bioxytech LPO-586 reagenskészlet

A sziikséges anyagok: 0,2 ml szérum, 0,65 ml N-metil-2-
phenylindol, 0,15 ml HCI 12N. Az eredmény leolvasasa cent-
rifugdlas utdn 586 nm torténik a vakprobaval szemben.

Kontrollcsoport: 0,55+/- 0,36 (SD) nmol/ml

Cukorbetegek: 1,20 +/- 0,27 (SD) nmol/ml

p=0,0011

A Bioxytech LPO-586
reagenskészlet el6nyei

A Bioxytech LPO-586 reagenskészlet
hdtrdnyai

- az inkubéci6 45 °C-on
torténik

- a reagenscsomag nagyon dréga
- minden probanak van vak

- az Ossztérfogat 1 ml, probdja, tehat a sziikséges szérum:

tehat hasznalhatunk 2 % 200 pl/teszt

Eppendorf-csovet - 212 N HCl hozzdadésa elég

- az N-methyl nehézkes

phenylindolt haszndlva  _ o dern felszerelésre van sziikség
nem csak az MDA

LA *  (ultracentrifuga)
értékét hanem a hidroxi-

alkenalok szintjét is
megmeérhetjiik .

Fogelman-médszer

Sziikséges anyagok: 1 ml szérum, 0,375 ml triklorecetsav
(ATA), IM HCI, 0,2 ml tiobarbitursav 0,1M, 30 perces f6zés
és szonikaélds

A Fogelman-modszer
elényei

- olcsobb, mint az LPO-
586 mddszer

A Fogelman-médszer hdtrdnyai

- a probakat f6zni kell 45 percet

- nehéz elvélasztani a feltiliszot a
- a sziikséges szérum csapadéktol
mennyisége kicsi: 100
w/teszt (ha végziink

egy 1:10 higitast, amely
elényds a gyermekeknél)

- sziikség van ultracentrifugara

Kei Satoh-modszer

Sziikséges anyagok: 0,5 ml szérum vagy plazma, 205 ml
ATA 20%, 205 ml H,SO, 0,05M, 3 ml 200 mg% TBA, IM
Na,SO,, 4 ml n-butil alkohol [10].
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A Kei Satoh-méddszer elényei A Kei Satoh-médszer hdtrdnyai

- kevesbé koltséges, mint
az LPO-586 modszer

- elvégzéséhez nem

sziikséges modern
laboratorium

- sziikség van 500 ml szérum/
teszt, ez gond lehet féleg a
gyerekeknél, de hasznalhatunk
fele mennyiséget is

- a prébakat 30 percig kell f6zni

- a Na,SO,4 2M telitett vegyiilet,
hamar kicsapddik (ezért
hasznéltunk 1M-t)

- a végtérfogat 9,5 tehdt
nem okoz gondot a
feliiltiszobdl torténd
pipettdzds

Az antioxiddns enzimek koziil a szuperoxid diszmutdz
és glutation peroxiddz meghatdrozasat végeztiik el Cobas
Mira Plus késziiléken 24 diabeteses gyermeken, 8-17 éves
korosztalyon. A vizsgalt csoport atlagéletkora 12,79 +/- 3,13
év volt, a nemek szerinti eloszlas 58,33% volt a fitk javara.

A glutation peroxidaz aktivitdsinak meghatdrozasa-
hoz heparinra levett vérprobdkat hasznaltunk, amelye-
ket -70 °C-ra fagyasztottunk, majd a feldolgozds napjan
olvasztottunk ki. A meghatarozas a RANSEL kereskedelmi
reagenskészlettel tortént, amely Paglia és Valentine méd-
szerén alapszik [7]. A szuperoxid diszmutaz aktivitdsanak
meghatarozasahoz EDTA-ra levett vérprobakbol szarmazo
mosott vorosvartesteket hasznaltunk, és a hemoglobin kon-
centraciot Drabkin-mddszerrel hataroztuk meg, Sysmex
KX-21 N késziilék segitségével, és a mosott eritrocitdk taro-
ldsa szintén mélyfagyasztassal tortént a feldolgozas napjdig.
Az eljards a xantin-oxidaz segitségével termel6dd szuper-
oxid gyokok indofenil-nitrofenol-fenil-tetrazolium klorid-
dal torténé reakcidjan alapszik [6].

A bér szintjén az antioxiddns stitus felmérésére Raman
biofotonikus scanner altal felmért karotén indexet alkalmaz-
tunk. A biofotonikus scanner segitségével 20 tagu kont-
rollcsoportot vizsgaltunk meg, illetve 12 cukorbeteget. A
kontrollcsoport atlagéletkora 47,72 év +/- 15,04 SD volt,
mig a cukorbetegeké 50,73 év +/- 16,3 SD. A nemek szerinti
eloszlds 63% volt a nék javara a nem diabeteses csoportban,
illetve 58% ugyancsak a nék javara a cukorbetegekbdl allo
csoportban.

Eredmények

A Bioxytech LPO-586 reagenskészlettel torténé malon-
dialdehid koncentracié mérés sordn az alabbi eredménye-
ket kaptuk:

Kontrollcsoport: 0,55+/- 0,36 (SD) nmol/ml

Cukorbetegek: 1,20 +/- 0,27 (SD) nmol/ml

p=0,0011

A Fogelman-mddszerrel torténé MDA szint meghatdro-
zas az alabbi eredményekhez vezetett:

Kontrollcsoport: 3,82 +/- 1,48 (SD) nmol/ml

Cukorbetegek: 6,33+/- 1,184 (SD) nmol/ml

p = 0,0006

A Kei Satoh-moddszererrel az alabbi eredményekhez
jutottunk:
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1. abra. Az MDA koncentrdcié értéke a kontroll illetve cukorbeteg csoport
esetében LPO-586 modszerrel
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2. abra. Az MDA koncentrdcio értéke a kontroll illetve cukorbeteg csoport
esetében TBARS Kei-Satoh-méddszerrel

Kontrollcsoport: 0,91 +/- 0,6 (SD) nmol/ml
Cukorbetegek: 1,53 +/- 0,21 (SD) nmol/ml
p =0,0022

A harom eljarassal meghatarozott malondialdehid kon-
centracié jo korrelaciot mutatott, cukorbetegeknél maga-
sabb értékeket jelezve a nem diabetesesekhez képest [5].

LPO-586 vs Fogelman: r=0,81 (n = 8), p=0,015

Fogelman vs Satoh: r=0,66 (n = 18), p=0,003

LPO-586 vs Satoh: r = 0,91 (n = 9), p=0,0007

Az antioxiddns enzimek fiziologids értékeket mutat-
tak a felmért cukorbetegek nagy részénél. A cukorbetegek
szuperoxid dizmutdz szintjét mérve 17% volt a fiziologids
(1102-1601 U/gHDb) érték alatt, a glutation peroxidaz eseté-
ben pedig csupan 7% kertilt a fizioldgias (27,5-73,6 U/gHDb)
tartomdny ald [2, 6].

A karotén index az alabbi értékeket mutatta:
Kontrollcsoport: 25736,84 +/- 11464 (SD)
Cukorbetegek: 16727,27 +/- 11385 (SD)

p = 0,0469
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3. abra. A malondialdehid koncentraci6 értékeinek korreldciéja két TBARS
modszerrel

| SOD aktivitas (U/gHb) |
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4, abra. A SOD aktivitdsa cukorbetegeknél (a bekarikdzott értékek a
szaggatott vonallal jeldlt fizioldgids tartomény alatt taldlhatok)

Karotén
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5. abra. A karotén indexek értéke a kontrollcsoport és a cukorbetegek
esetében
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Megbeszélés

A hérom malondialdehid koncentracié meghatéroza-
sara hasznalatos modszer a lipidperoxidacié végtermékét
vizsgalja, amelynek szintje egyenesen aranyos az oxidativ
stressz mértékével. Ezzel ellentétben az antioxidans enzi-
mek aktivitdsa csokkenhet szabadgyok reakciok talsulya
esetén, amennyiben ezek elhasznaléddsa jon létre, illetve
irodalmi adatok alapjan esetenként novekedést is tapasztal-
hatunk [2], kompenzatorikus mechanizmus sordn, kiilono-
sen a hosszan tart6 oxidativ stressz elleni védekezd reakcid
keretén beldl.

A téplalékban talalhaté karotenoidok a bérbe szallitod-
nak, ahol védelmet nytjtanak az ultraibolya sugéarzas ellen.
A karotén koncentrdci6 a bérben lassabban valtozik a tap-
lalkozas fiiggvényében, mint a vérben taldlhaté mennyiség.
Egy kozel 100 f6s tanulmanyon kimutattak, hogy a bér
karotén tartalma (a comb b6rébél vett biopszids mintédbdl
meghatdrozva) és a plazma -karotén koncentracidja kozott
0,75-0s korrelacios egytitthat6 van [8].

A Klasszikus HPLC meghatarozas a bérbiopszids anyag-
bdl igen invaziv jellegd, ezért nem alkalmazhaté rutinvizs-
gélatként a klinikai gyakorlatban. 1998-ban meghatdroztdk
reflekcids spektroszkopiaval a test kiillonboz6 részein a bér
karotén szintjét és dsszehasonlitottdk a szérum karotén kon-
centracioval HPLC modszer segitségével. A legmagasabb
korrelacids egyiitthat6 a szérum koncentracioé és a tenyér
bérében talalhaté mennyiség kozott volt (r = 0,94). A mod-
szer hianyossaga, hogy mds pigmentanyagok interferenciat
okoznak (pl. a melanin). 2000-ben kidolgoztak egy igen
specifikus modszert a bérben taldlhaté karotenoidok meg-
hatdrozasdra, amely a Raman-féle spektroszkopian alapszik
[4]. Ez az eljaras kilonvalasztja a karotén molekulakat ket-
t6s kotéseket tartalmazo hosszu szénldncuk alapjan, igen jo
reproduktibilitassal rendelkezik, és egy 104 f6s tanulmany
alapjan r = 0,78 korreldcios egyiitthatét mutatott (p<0,001)
a szérum karotén koncentriciéval. Tovabbi tanulmanyok
bebizonyitottdk, hogy a bdr karotén indexe hasonl6 9ssze-
fiiggést mutat a taplalkozassal és a demografiai jellemzékkel
akar a klasszikus szérum vagy plazma karotén meghatdro-
zdsok [11].
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Kovetkeztetés

A lipidperoxidacié végtermékeinek meghatdrozasa meg-
bizhatobb mddszer az oxidativ stressz felmérésére, mint az
antioxiddns enzimek vizsgélata.

A bér karotén indexének meghatdrozasa egy modern,
nem invaziv mddszer a védé antioxidansok szintjének fel-
mérésére, amelybdl kovetkeztetni lehet az oxidativ stressz
mértékére. A bOr karotén indexe szignifikdnsan alacso-
nyabbnak bizonyult cukorbetegeknél az egeszséges egyé-
nekhez képest (p<0,05), kiilondsen a sulyos esetekben talal-
tunk igen kis értékeket.
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