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Summary: The aim of study was to analyze the effect of treatment with inhaled corticosteroids and long acting
[32-agonists on antioxidative-prooxidative balance in children with asthma.

Material and methods: Twenty children with newly diagnosed asthma before treatment (group I), fourteen children
with diagnosed asthma treated with inhaled corticosteroids and long acting B2-agonists and 57 healthy children
were ioncluded in the study. In all cases plasma protein carbonyls and activity of erythrocyte SOD was assayed.
Results: Plasma protein carbonyls in both group I (1,01 nmol/g of protein, SD=0,30) and group II (0,94; SD=0,15)
was significantly higher than in group III (0,85; SD=0,24) (I vs I1I p<0,033; II vs 111 p<0,031). The highest SOD ac-
tivity was found in group II (3156,4 U/gHb; SD=976,1) (1 vs I p<0,02; II vs III p<0,0001). SOD activity n group I
(2435,8, SD=730,2) was higher than in group III (1533,1, SD=703,8) (p<0,0001).

Conclusions: The increase in SOD activity in children with asthma seems to be a response to intensification of oxi-
dative stress. Treatment of asthma with inhaled corticosteroids and long acting 2-agonists augments antioxidative

defense by increase in superoxide dismutase activity.
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Wstep:

Pomimo intensywnych badan, patogeneza astmy
nie jest wciaz w pelni wyjasniona. W licznych
doniesieniach sugeruje si¢ udzial m. in. stresu
oksydacyjnego w przewleklym procesie zapalnym
jaki ma miejsce w astmie [3,6,15,23,27,28]. Przez
stres oksydacyjny rozumie si¢ przesunigcie row-
nowagi antyoksydacyjno-prooksydacyjnej ustroju
w kierunku reakcji utleniania [24]. Za reakcje utle-
niania odpowiedzialne sg reaktywne formy tlenu
(RFT), charakteryzujace si¢ wysoka aktywno$cia
chemiczna. Zrédtem reaktywnych form tlenu w
procesie zapalnym w przebiegu astmy sg liczne ko-
morki, gtownie eozynofile [12,21] i neutrofile [15].
W wyniku reakcji utleniania dochodzi do uszko-
dzenia bialek, lipidow i kwasow nukleinowych.
Stgzenie produktéw powstajacych w wyniku utle-
niania (m.in. grup karbonylowych) odzwierciedla
nat¢zenie reakcji, w ktorych biora udziat RFT.
Bariera antyoksydacyjna stanowi ochrong ustroju
przed niekorzystnym dzialaniem RFT. W jej sktad
wchodza liczne elementy, m. in. enzymy. Dysmu-
taza ponadtlenkowa (SOD) jest jednym z gtownych

enzymow antyoksydacyjnych. W astmie stwierdza
si¢ zmiany w funkcjonowaniu bariery antyoksyda-
cyjnej, w tym roéwniez w aktywnosci dysmutazy
ponadtlenkowej [8,11,15,23,26,28].

Celem pracy byta wplywu na rownowagi anty-
oksydacyjno-prooksydacyjnej skojarzonego lecze-
nia B -mimetykami dlugo dziatajacymi i wziewny-
mi kortykosteroidami dzieci chorych na astme.

Materiat i metody: Do badania zakwalifikowa-
no 34 dzieci w wieku od 3 do 16 lat ($redni wiek
9,4 lat, SD=3,2), leczonych w Oddziale Chorob
Przewlektych Phuc i Astmy, Szpitala Dziecigcego
w Gdansku oraz Klinice Pediatrii, Gastroenterologii
i Onkologii Dziecigcej A M w Gdansku, w latach
2000-2003 z rozpoznana astma zgodnie z kryte-
riami ustalonymi w 1988 r. przez NHLB/WHO
(Swiatowa Inicjatywa dla Astmy) [16]. U pacjen-
tow zakwalifikowanych do badania nie stwierdzano
zadnych innych chorob ostrych i przewlektych.
Grupe I stanowito 20 dzieci, z nowo rozpoznana
astma, przed wlaczeniem leczenia. Wsrod nich byto
10 chtopcow i 10 dziewczynek w wieku od 4 do 16
lat (Srednia wieku wynosita 9,6 lat, SD=3,8). Gru-
pe 11 stanowito 14 pacjentéw z rozpoznang astma.
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Wsrdd nich byto 7 chtopcow, 7 dziewczat w wieku
od 3 do 15 lat (Srednia wieku 9,1 lat, SD=2,2. Dzieci
te byly leczone od co najmniej 3 miesigcy korty-
kosteroidami wziewnymi (w dawce 100-400 ng)
i dtugo dziatajacymi B,-mimetykami i nie obserwo-
wano u nich zaostrzenia choroby w ciagu ostatniego
miesiaca przed wiaczeniem do badania. Dzieci nie
przyjmowaty tez zadnych innych lekow w ciagu
miesiaca poprzedzajacego wilaczenie do badania.
Grupe III stanowito 54 dzieci zdrowych. Pacjenci
do grupy III zostali dobrani na zasadzie kwotowosci
pici (27 chtopcow i 27 dziewczat) w wieku od 3 do
17 lat o $redniej wieku 9,8 lat, SD=4. U wszystkich
pacjentow przeprowadzono szczegotowa analizg
dokumentacji medycznej, wywiad i badanie pedia-
tryczne. Prébki krwi pobierano za zgoda dzieci i ich
opiekunow przy okazji pobierania krwi do rutyno-
wo wykonywanych analiz laboratoryjnych. Badanie
uzyskato zgodg Niezaleznej Komisji Bioetycznej
AM w Gdansku.

Oznaczenia zawartosci grup karbonylowych
dokonano metoda Levine'a [10]. Krew odwiro-
wywana byla z szybkoscia 200 obrotéw na minute
przez 20 minut nastgpnie osocze bogatoptytkowe
zbierano z nad krwinek. 100 pl tego osocza inku-
bowano przez 60 minut ze 100 pul 20 mM roztworu
2,4-dwunitrofenylohydrazyny (DNPH). Nastgpnie
wytracano biatko z roztworu przy uzyciu 20% kwa-
su trojchlorooctowego. Po trzykrotnym przeptuka-
niu mieszaning etanolu i octanu etylowego osad
rozpuszczano w 1 ml 6 M roztworu chlorowodorku
guaniny w temperaturze 60 st.C. Zawarto$¢ grup
karbonylowych oznaczano spektrofotometrycznie,
wobec proby $lepej, przy dlugosci fali 360 nm.
Kazda probka byta dwukrotnie badana. Zawarto$¢
grup karbonylowych wyrazono w nmol/mg biatka.

Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)
okreslana byta za pomoca metody Minami i Yoshi-
kawa [14], w ktorej SOD hamuje wytwarzanie
czerwonego barwnika fromazanowego w reakcji
anionorodnika ponadtlenkowego z chlorkiem
2-(4-jodofenylo)-3(4-nitrofenolo)-5-fenylotetrazo-
lium. Do tego oznaczenia uzywana byta krew hepa-
rynizowana, po czterokrotnym plukaniu erytrocytow
w roztworze soli fizjologiczne;.

Oznaczenia zawarto$ci grup karbonylowych i ak-
tywnosci dysmutazy ponadtlenkowej rozpoczynano
nie pozniej niz w 2 godziny po pobraniu. Warunki
techniczne pobierania krwi i wykonywania kolej-
nych oznaczen byly jednakowe.

Obliczenia statystyczne wykonano w programie
STATISTICA 6,0 z wykorzystaniem nieparame-
trycznego testu U Manna-Whitneya.
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Wyniki:

Srednia zawarto$é grup karbonylowych w biatkach
surowicy u pacjentow z grupy I byla istotnie wyz-
sza niz u pacjentéow z grupy III (test U; U=329,0;
p<0,033). Stwierdzono réwniez wyzsza zawartos$¢
grup karbonylowych w bialkach surowicy u pa-
cjentow z grupy II w pordwnaniu z grupa III (test
U; U=212,5; p<0,031). Srednia zawarto§é grup
karbonylowych w biatkach surowicy u pacjentow
z grupy I byla wyzsza niz u pacjentéw z grupy II,
ale roznica nie byla istotna statystycznie. (Tab.1)

Tab.l.  Srednia zawarto$¢ grup karbonylowych w bialkach
surowicy i1 aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowe;j
w erytrocytach w grupach badanych.

Tab.1.  Plasma protein carbonyls and superoxide dismutase

(SOD) activity in studied groups.

Badane substancje Grupal | Grupall | Grupa III
Examined products (n=20) (n=14) (n=54)
proten catbomyls | 01| 094 | 085

P proony SD=0,30 | SD=0,15 | SD=0,24
[nmol/g biatka]

Aktywno$¢ dysmu-

tazy ponadtlenkowe;j 2435,8 3156,4 1533,1
/Activity of SOD SD=730,2 | SD=976,1 | SD=703,8
[U/gHb]

Srednia aktywno$é dysmutazy ponadtlenkowej
w eytrocytach krwi u pacjentow w grupie I byta
wyzsza niz w grupie III (test U; U=93,0; p<0,0001).
Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej w grupie
II byta istotnie wyzsza niz w grupie Il (test U;
U=42,0; p<0,0001). Stwierdzono réwniez, ze ak-
tywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej byla istotnie
wyzsza w grupie Il niz w grupie I (test U; U=61,5;
p<0,02). (Ryc.1)

Dyskusja: Najistotniejszym zroédtem reaktyw-
nych form tlenu w alergicznym procesie zapalnym
sa komorki zaangazowane w ten proces [15,21],
sposrdéd nich eozynofile charakteryzujgq si¢ naj-
wyzszym potencjalem wytwarzania RFT [12].
Wskutek nasilonej produkcji RFT w obszarze zapa-
lenia dochodzi do intensyfikacji reakcji utleniania,
$wiadectwem czego jest wzrost stgzenia markerow
nasilenia stresu oksydacyjnego w organizmie. Za-
warto$¢ grup karbonylowych w biatkach jest czu-
tym markerem stopnia ich uszkodzenia w wyniku
reakcji utleniania [4]. Podwyzszone st¢zenia mar-
kerow nasilenia stresu oksydacyjnego u chorych
na astmg stwierdzane sa nie tylko w uktadzie odde-
chowym — tzn. w ptynie pochodzacym z plukania
oskrzelikowo-pgcherzykowego (BALF) [6,22]
i wydychanym powietrzu [2,30], ale rowniez w su-
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rowicy [3,8,15,27,28]. W prezentowanym badaniu
oceniono stezenie grup karbonylowych jako mier-
nika uszkodzenia przez RFT biatek surowicy krwi.
Zawarto$¢ grup karbonylowych w biatkach suro-
wicy stanowi¢ moze marker aktywnosci przewle-
ktych choréb zapalnych. Ich stezenie wzrasta wraz
z nasileniem procesu zapalnego w takich chorobach
jak samoistne zapalenie stawow [20] czy chorobie
Behcet'a [29]. Najwyzsze stgzenie grup karbony-
lowych w biatkach surowicy stwierdzono u dzie-
ci, chorych na astmeg, przed wiaczeniem leczenia.
U dzieci leczonych wziewnymi kortykosteroidami
i f2-mimetykami dlugo dziatajacymi stezenie grup
karbonylowych bylo istotnie wyzsze niz u dzieci
zdrowych, ale nizsze niz u dzieci przed wilacze-
niem leczenia. Chociaz rdznica w tym ostatnim
przypadku nie byla istotna statystycznie, by¢ moze
z powodu niewystarczajacej liczebnos$ci grup, to za-
obserwowa¢ mozna tendencj¢ do nizszej zawartosci
grup karbonylowych w biatkach surowicy u dzieci
w trakcie leczenia w poréwnaniu z dzie¢mi przed
wlaczeniem terapii. Podobne obserwacje poczynit
Ozaras i wsp., zaobserwowal bowiem obnizenie
stezenia produktéw peroksydacji lipidéw w BALF
u chorych na astme po miesiacu leczenia skojarzo-
nego wziewnymi kortykosteroidami i dlugo dziata-
jacymi f,-mimetykami. Jednak stgzenie produktow
peroksydacji lipidow po miesiacu leczenia bylo
wciaz wyzsze niz w grupie kontrolnej [18]. Terapia
samymi kortykosteroidami wziewnymi wydaje si¢
nie wpltywaé na st¢zenie produktéw peroksydacji
lipidow w powietrzu wydychanym [2], jakkolwiek
Zanconato i wsp. wykazali znamiennie nizsza ich
zawarto$¢ u pacjentow leczonych kortykosteroida-
mi wziewnymi niz u pacjentow nie stosujacych tych
lekéw [30]. Wiadomo réwniez, ze zawartos¢ RFT
w powietrzu wydychanym u pacjentéw po zastoso-
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Ryc.l.  Aktywno$¢ dysmu-
tazy ponadtlenko-
wej w erytrocytach
dzieci z grup
badanych.

Activity of supero-
pxide dismutase in
studied groups.

Rye. 1.

waniu kortykosteroidow istotnie obniza si¢ [1,9].
Zaobserwowana w badaniu tendencja do nizszej za-
wartosci grup karbonylowych w biatkach surowicy
krwi u pacjentow w trakcie leczenia w porownaniu
do zawartosci u dzieci chorych na astme przed wia-
czeniem leczenia, wydaje¢ si¢ by¢ skutkiem dziata-
nia przeciwzapalnego i zmniejszonej produkcji RFT
przez komorki zapalne [13]. Stwierdzono, ze dlugo
dzialajace B -mimetyki bezposrednio wptywaja na
zmniejszenie produkcji RFT przez eozynofile [7].

Dysmutaza ponadtlenkowa jest kluczowym en-
zymem bariery antyoksydacyjnej, poniewaz reakcje
ktorych jest katalizatorem zabezpieczaja przed po-
wstawaniem najaktywniejszego sposrod RFT —rod-
nika hydroksylowego. Wzrost aktywnosci dysmu-
tazy ponadtlenkowej w erytrocytach u pacjentéw
z astma zaréwno przed jak i w trakcie leczenia, jest
najprawdopodobniej odpowiedzia organizmu na
nasilenie stresu oksydacyjnego. Erytrocyty, bogato
wyposazone w enzymy antyoksydacyjne odgrywaja
istotng rol¢ w ochronie uktadu oddechowego przed
niekorzystnym dziataniem RFT, wspomagajac lo-
kalna ochrong antyoksydacyjna. W literaturze do-
stepne sa doniesienia o wzroscie aktywnosci enzy-
moéw antyoksydacyjnych w odpowiedzi na zwigk-
szong obecnos¢ RFT [19]. Co ciekawe, u dzieci
przyrost aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowe;j
w odpowiedzi na stres oksydacyjny jest bardziej dy-
namiczna niz u dorostych [17]. Wzrost aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej u chorych na astme za-
obserwowali rOwniez inni autorzy [8,11,15], jakkol-
wiek w niektorych badaniach stwierdzono spadek
aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej u chorych
na astme [23,26,28].

Najwyzsza aktywno$¢ dysmutazy ponadtlen-
kowej stwierdzono u pacjentdéw w trakcie lecze-
nia skojarzonego wziewnymi kortykosteroidami
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i dlugo dziatajacymi B -mimetykami. Wzrost aktyw-
nosci dysmutazy ponadtlenkowej w erytrocytach
w trakcie leczenia wynika po czgéci ze zmniejszo-
nej produkcji RFT w wyniku terapii [13], poniewaz
RFT inaktywuja dysmutaze ponadtlenkowa [5].
W badaniach in vitro wykazano 72% wzrost aktyw-
nosci dysmutazy ponadtlenkowej pod wplywem
kortykosteroidow [25].

Wiedza o nasileniu stresu oksydacyjnego w prze-
biegu astmy z jednej strony i korzystnym wptywie
terapii na wydolnos$¢ bariery antyoksydacyjnej orga-
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