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Summary: Chronic immunoalergic inflammatory reaction plays a key role in pathogenesis of asthma. Importance
of free oxygen radicals in mechanism of chronic inflammatory process has been proved. Activity of two antioxida-
tive enzymes: isoenzymes of superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (POX), and concentration of
malondialdehyde (MDA) in serum and erythrocytes in asthmatics during exacerbation and improvement of disease
were assessed. Disturbances in oxidative system in asthmatic patients have been observed. Lack of significant dif-
ferences in antioxidative indexes between a period of exacerbation, not complicated by infection and a period of
improvement indicates a pathophysiological role of chronic oxygenic stress in asthma. It has been also shown that

bacterial infection disturbes efficiency of antioxidative mechanisms.

Key words: bronchial asthma, free oxygen radicals, enzymatic antioxidants, malondialdehyde

Pneumonol. Alergol. Pol. 2004, 72, 472-476

Wytwarzane w nadmiarze wolne rodniki tleno-
we odgrywaja istotna rol¢ w mechanizmie przewle-
ktego odczynu zapalnego prowadzacego w konse-
kwencji do uszkodzenia tkankowego. Ma to bezpo-
$rednie odniesienie do patofizjologii astmy oskrze-
lowe;.

Wolne rodniki powstaja w ustroju podczas re-
akcji utleniania i redukcji zachodzacych w cza-
sie enzymatycznych przemian tancucha oddecho-
wego w mitochondrium [1, 2]. Zrédtem reaktyw-
nych form tlenu sa zarowno komorki strukturalne
uktadu oddechowego, tj. komodrki nabtonka, mig-
$ni gladkich oskrzeli, srodbtonka naczyn ptucnych
jak 1 komorki wchodzace w sktad nacieku zapalne-
go oskrzeli u chorych na astme, tj. eozynofile, neu-
trofile oraz makrofagi. Rodniki tlenowe maja dzia-
lanie cytotoksyczne, powoduja hypersekrecje sluzu
przez gruczoly kubkowe, zaburzaja klirens rzgsko-
wo-§luzowkowy, stymuluja skurcz migsni gladkich
oskrzeli, zwigkszaja przepuszczalno$¢ naczyn wto-
sowatych, uszkadzaja btony komorkowe poprzez
peroksydacjg lipidow oraz unieczynnienie ochron-
nej ,antyproteazy”. Nagromadzenie si¢ wolnych
rodnikéw mobilizuje aktywnos$¢ systemow protek-
cyjnych. W zachowaniu homeostazy proceséw an-
tyoksydacyjnych krytyczna role odgrywaja enzy-
my, do ktérych naleza dysmutaza ponadtlenkowa
(SOD) i peroksydaza glutationowa (POX) oraz po-
wstajacy w wyniku wyczerpania uktadow antyok-
sydacyjnych dialdehyd malonowy (MDA).

Astma usposabia do przewleklego stresu tleno-
wego, ktdry, jak mozna z duzym prawdopodobien-
stwem zatozy¢, zaburza procesy oksydoredukcyjne
ustroju. Uzasadnia to cel pracy, ktorym byla ocena
zachowania si¢ aktywno$ci enzymoéw antyoksyda-
cyjnych 1 stgzenia MDA jako wskaznika uszkodze-
nia komorkowego u chorych na astme¢ w okresie za-
ostrzenia i poprawy przebiegu choroby.

Material i metoda

Badanie przeprowadzono u 36 chorych na ast-
me¢ o umiarkowanym stopniu ci¢zkosci (16 mgz-
czyzn i 20 kobiet; w wieku od 22 do 40, $rednio
31 lat) przyjetych do Kliniki Chorob Wewnegtrz-
nych, Alergologii i Immunologii Klinicznej z po-
wodu cigzkiego zaostrzenia choroby. Rozpozna-
nie astmy 1 jej stopnia cigzkosci przed hospitaliza-
cja oraz ocena cigzkos$ci zaostrzenia i odpowiedzi
na leczenie byty okreslane na podstawie kryterioéw
przedstawionych przez Global Strategy for asth-
ma Management and Prevention — NHLBI/WHO
Workshop Report [3]. Wszyscy chorzy byli lecze-
ni w sposob typowy zgodnie z wytycznymi wy-
mienionego raportu, z uwzglednieniem antybioty-
koterapii u os6b z klinicznymi objawami zakaze-
nia bakteryjnego drog oddechowych (15 chorych).
Grupg kontrolng stanowito 10 zdrowych ochotni-
koéw (6 mezezyzn 4 kobiety; w wieku od 20 do 25,
srednio 22,5 lat).
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U wszystkich badanych wykluczono zaburzenia
gospodarki lipidowej, palenie tytoniu oraz wspot-
istniejace inne choroby w oparciu o badanie przed-
miotowe, podstawowe badania laboratoryjne i ra-
diologiczne.

U chorych na astmeg badania wykonywano dwu-
krotnie, pierwsze (I faza) — po rozpoznaniu obja-
wow pogorszenia choroby, wymagajacych lecze-
nia szpitalnego oraz drugie, po okoto 10 dniach
(IT faza) — po uzyskaniu klinicznej poprawy i po-
wrotu wskaznikow czynnosci ptuc (FEV ) do war-
tosci bliskich prawidlowych lub najlepszych dla da-
nego chorego. Ponadto w grupie chorych uwzgled-
niono podziat na dwie podgrupy — podgrupe wyka-
zujaca objawy zakazenia drég oddechowych oraz
podgrupe bez tych objawow.

Stezenie MDA oznaczano w osoczu 1 w krwin-
kach czerwonych w reakcji z kwasem tiobarbitu-
rowym wg Ohkawy [4]. Aktywno$¢ POX byta ba-
dana w erytrocytach metoda Paglia si Valentine’a
[5] wykorzystujaca sprzezenie enzymatyczne z re-
duktaza glutationu z uzyciem H,O, jako substratu.
Oznaczen SOD przeprowadzono metoda Oyanagui
[6]. W erytrocytach oznaczano aktywnos¢ izoenzy-
mu CuZnSOD, za$ w osoczu SOD catkowity i izo-
enzym MnSOD.

Enzymy antyoksydacyjne u chorych na astme

Analize statystyczna przeprowadzono testem
U Manna Whitney’a i testem kolejnos$ci par Wilco-
xona. Zwiazki korelacyjne oceniano stosujac test
rang Spearmana.

Wyniki

U wszystkich chorych na astmeg w okresie za-
ostrzenia wykazano istotnie wyzsza aktywnos$¢
POX w poréwnaniu z grupa oséb zdrowych (tab.I),
ktora w tej fazie badania wykazywala silny zwia-
zek z wartosciami FEV, (1=0,76; p=0,002). Pod-
wyzszona aktywnos¢ POX utrzymywata sig¢ row-
niez w okresie klinicznej poprawy przebiegu cho-
roby. Zaobserwowano tez wystgpowanie réznic ak-
tywnosci POX zaleznych od wspotistnienia infek-
cji. W podgrupie z objawami zakazenia bakteryjne-
go warto$ci aktywnosci POX byly znamiennie niz-
sze w stosunku do pozostalych chorych, ale istotnie
wyzsze niz u 0so6b zdrowych (tab. I, IT). Natomiast
wszyscy chorzy w obu fazach badania i w obu pod-
grupach (z infekcja 1 bez) mieli istotne uposledzo-
na aktywnos$ci SOD, z tym, ze gléwny spadek ak-
tywnosci dotyczyt izoenzymu MnSOD. Aktywnos¢
CuZnSOD nie roznita sig istotnie od grupy kontro-
Inej (tab. I, II).

Tabela I. Stezenie aldehydu malonowego i aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych u chorych na astmg i u 0s6b zdrowych

Table I. Concentration of malondialdehyde and activity of antioxidative enzymes in asthmatic patients and control group
Chorzy na astmg (I1II)
/ Asthmatic pts 3 kontrola . "
e
O (0 LI X=SD LI L1
zaostrzenie / | poprawa /
exacerbation | remission
POX umoINADPH2/gHb/min 28,6+23,1 27,4+23,6 0,4 6,3£2,95 0 0,0002
SOD CuZn 93,6+4,5 115,6+4,1 0,5 123,7+17.06 0,2 0,6
JN/ml Mn 34428 3,043.56 0,9 9,7+1,7 0.0000 | 0.0004
0.0004
Osocze /Serum 50822 | 48:165 | 03 23:06 | 0.0001
(umoIMDA/ml/min)
MDA Krwinki / Red cell
rwinki / Red cells
(umoIMDA/gHb/min) 0,4+0,1 0.36+0.14 0,9 0.24+0.02 0.0003 0,03
Tabela II. Wplyw zakazenia drog oddechowych na uktad oksydacyjno-antyoksydacyjny.
Table II. Influence of respiratory tract infection on oxidative — antioxidative system.
Chorzy na astmg / Asthmatic pts
Zakazenie / infection p
tak / yes nie / no
POX umoINADPH2/gHb/min 24,1+£14,96 51,03+ 14,96 0,0022
calkowite / total 7,23 +4,74 7,19 +4,74 0,6507
SOD JN/ml CuZn 105,08 £3,67 104,85+39,75 0,8043
Mn 2,99+3,02 420+2,76 0,4150
Osocze / (Serum pmolMDA/ml/min) 4,57 £2,37 6,59+3,18 0,1594
MDA Krwinki / Red cells
(umoIMDA/gHb/min) 0,34 +0,12 0,40 + 0,06 0,0652
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W okresie zaostrzenia stwierdzono istotny wzrost
stezenia MDA zaro6wno w osoczu jak i w krwinkach
czerwonych w poréwnaniu z grupa oséb zdrowych
(tab.I). Wartosci stezen tego parametru zalezaty od
nasilenia obturacji mierzonej FEV, w I fazie bada-
nia (r=0,85; p=0,04) i nie ulegaly znamiennemu ob-
nizeniu mimo osiagnigcia poprawy w zakresie obja-
wow 1 wskaznikdéw czynnosci ptuc (tab.l). Na ste-
zenie MDA nie miata réwniez wptywu obecno$¢
zakazenia bakteryjnego w drogach oddechowych
(tab.II).

Omowienie wynikow

Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze u chorych na
astm¢ dochodzi do zachwiania rownowagi syste-
mu oksydacyjno — antyoksydacyjnego. Jest to o tyle
wazne, ze nagromadzenie si¢ reaktywnych form tle-
nu w obrgbie drzewa oskrzelowego to jedna z wie-
lu postulowanych przyczyn uszkodzenia tkankowe-
go w astmie oskrzelowe;.

Najwigksze znaczenie w antyoksydacyjnym
uktadzie enzymatycznym, pelniacym wazne funk-
cje w obronie ustroju przed szkodliwymi skutka-
mi reakcji zapalnej, ma dysmutaza ponadtlenkowa
i peroksydaza glutationu. Enzymy te odgrywaja
krytyczna role w zachowaniu homeostazy proce-
sow antyoksydacyjnych.

Peroksydaza glutationu wyizolowana po raz
pierwszy w 1973 roku, nalezy do najwazniejszych
enzymow odpowiedzialnych za degradacjg nadtlen-
ku wodoru w wielu komorkach i tkankach. Enzym
ten wystgpuje gldwnie w cytozolu, w sladowych
ilosciach w mitochondrium. Nalezy do tzw. zmiata-
czy wolnych rodnikéw, jego rola polega na ochro-
nie bton komorkowych przed dziataniem nadtlen-
kow 1 wodorotlenkoéw oraz regulacji stezenia H,O.,.
W latach 90. ubiegtego stulecia zwrécono uwage na
obnizona aktywnos¢ peroksydazy u chorych na ast-
me aspirynowa [7]. Badania Flatta [8] udowodni-
ly zwiazek pomigdzy obnizong aktywnos$cia perok-
sydazy glutationu, a czgstoscia wystgpowania ast-
my w populacji chorych w Nowej Zelandii, kraju
0 wysokim stopniu zapadalnos$ci na astmeg. Wykaza-
no rowniez, ze niska aktywnos$¢ peroksydazy gluta-
tationu szesciokrotnie zwigksza ryzyko ujawnienia
si¢ tej choroby.

Obserwowany w niniejszym badaniu wzrost ak-
tywnos$ci POX w okresie zaostrzenia choroby moz-
na tlumaczy¢ aktywacja uktadu antyoksydacyjnego
w odpowiedzi organizmu na wytwarzanie duzych
ilosci wolnych rodnikéw tlenowych w warunkach
stresu tlenowego. Z kolei wyzsze wartosci aktyw-
nosci POX w grupie chorych z zaostrzeniem cho-
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roby, bez cech infekcji bakteryjnej, w porownaniu
z grupa chorych wykazujacych cechy infekcji moga
$wiadczy¢ na rzecz uposledzenia mechanizméw an-
tyoksydacyjnych lub tez szybszego wyczerpania si¢
ich funkcji w przebiegu infekcji.

Sa réwniez dane przeciwne wskazujace na brak
ro6znic pomigdzy aktywnoscia POX u chorych na
astme i grupa oséb zdrowych [10]. Co wigcej w ba-
daniach tych [9,10] obserwowano wrecz niskie war-
tosci stezen POX u chorych na astm¢ w okresie za-
ostrzenia i brak normalizacji wartosci tego parame-
tru w miar¢ poprawy klinicznej [9]. Interpretacja
tego zjawiska jest niejednoznaczna. By¢ moze, ze
cecha astmy jest zaburzenie funkcji POX. Nie moz-
na réwniez wykluczy¢, ze zmienno§¢ zachowania
si¢ tego parametru jest odzwierciedleniem aktyw-
nos$ci obronnej mechanizméw antyoksydacyjnych.

W sktad uktadu oksydoredukcyjnego inaktywu-
jacego wolne rodniki tlenowe wchodzi rowniez
dysmutaza ponadtlenkowa, manganowa (MnSOD),
wystepujaca gldéwnie w mitochondriach jak i mie-
dziowo-cynkowa, cytoplazmatyczna (CuZnSOD)
odpowiedzialna za usuwanie anionu ponadtlenko-
wego. Jest to o tyle wazne, Ze aniony ponadtlen-
kowe sg glownym zrodtem substancji o duzej sile
dzialania cytotoksycznego. W wyniku dziatania
dysmutazy z aniondéw ponadtlenkowych powstaja
czasteczki nadtlenku wodoru, ktore rozktada perok-
sydaza glutationu.

W niniejszym badaniu zmiany aktywnosci dys-
mutazy ponadtlenkowej odnotowano tylko w za-
kresie manganowej izoformy tego enzymu, ktore-
go stezenie bylo istotnie nizsze. Natomiast aktyw-
no$¢ cynkowej dysmutazy ponadtlenkowej wyka-
zywala poréwnywalne wartosci u chorych na astme
i w grupie 0sob zdrowych. Wyniki te moga przema-
wiac za uposledzeniem funkcji ochronnych uktadu
oksydoredukcyjnego w zakresie aktywnosSci tego
enzymu w zaostrzeniu. De Raeve [11] réwniez ob-
serwowal w swoich badaniach spadek aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej u chorych na astme, ale
w odroznieniu od uzyskanych przez nas wynikow,
glownie frakcji cytoplazmatycznej. W badaniach
tych zastosowat iloSciowa oceng aktywnosci tego
biatka w komdrkach nabtonka oddechowego.

Inni [12] zwracajac uwage na znaczenie reakcji
wolnorodnikowej w patogenezie astmy oskrzelowej
i antyoksydacyjnego systemu obronnego ocenili ak-
tywnos$¢ enzymow tego uktadu w komorkach uzy-
skanych w czasie ptukania oskrzelowo-pecherzy-
kowego i komoérkach nabtonka uzyskanych meto-
da szczoteczkowania. W materiale pobranym u cho-
rych na astme obserwowano istotnie mniejsza ak-
tywnos¢ dysmutazy ponadtlenowej w poréwnaniu
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z grupa osob zdrowych (odpowiednio 25% i 50%
w komorkach uzyskanych z BAL-u i komorkach
nablonka). Co wigcej, udowodniono bezposredni
zwiazek pomigedzy reaktywnoscia oskrzeli na me-
tacholing (PCFEV)) i aktywno$cia SOD w komor-
kach nabtonka, wykazujac tym samym, ze aktyw-
no$¢ tego enzymu jest nie tylko markerem zapalenia
w astmie, ale rowniez moze by¢ wskaznikiem stop-
nia ci¢zkosci choroby. Dane te s3 w pewnym stop-
niu porownywalne z uzyskanymi przez nas wynika-
mi badan. Obserwowana rozbieznos$¢ (spadek ste-
zenia Mn SOD w okresie poprawy przebiegu cho-
roby) wynika¢ moze z braku korespondencji pomig-
dzy zachowaniem si¢ badanych parametrow w krwi
obwodowej 1 w drzewie oskrzelowym.

W niniejszym badaniu, zarowno w osoczu jak
i w krwinkach czerwonych stwierdzono wzrost ste-
zenia MDA u chorych na astme niezaleznie od kli-
nicznej fazy przebiegu choroby. Sa badania, ktore
wskazuja, ze poprawa stanu chorych na astme wia-
ze si¢ z normalizacja stezenia MDA [13,14]. Steze-
nie dwualdehydu malonowego be¢dac wskaznikiem
aktywnosci procesu peroksydacji lipidow odzwier-
ciedla stopien uszkodzenia komoérkowego. Tak wigc
wzrost stgzenia MDA u chorych na astme, szcze-
gblnie zaznaczony w okresie zaostrzenia choroby
$wiadczy na rzecz aktywacji komoérek immunoaler-
gicznego odczynu zapalnego, ktore w stanie pobu-
dzenia wytwarzaja reaktywne formy tlenu. Zwiazki
te uszkadzaja blony fosfolipidowe powoduja wzrost
peroksydacji lipidow. Tlumaczy to rownolegly do
wzrostu MDA wzrost aktywno$ci POX u badanych
przez nas chorych na astmg¢. Nie mozna roéwniez
wykluczy¢ wplywu steroidow na zmiany aktyw-
nosci oznaczonych enzyméw ukladu oksydacyj-
no-antyoksydacyjnego i st¢zenia kwasu malonowe-
go, tym bardziej, ze zwigkszenie dawki tych lekow,
w tym réwniez podawanych systemowo, stosowa-
no w okresie zaostrzenia objawdéw choroby. Istnie-
ja bowiem dowody badawcze, ze leki te zwickszaja
aktywno$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych [11, 15].
Zagadnienie te wymaga dalszych badan, gdyz jak
odnotowano réwniez terapeutyczne dawki hydro-
kortyzonu nie wplywaja bezposrednio na aktyw-
nos¢ tego enzymu.

U badanych przez nas chorych, pomimo istotnej
poprawy w zakresie objawow klinicznych 1 wskaz-
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nikoéw czynnosci ptuc nie uzyskano normalizacji
stezenia MDA, co moze by¢ konsekwencja utrzy-
mujacego si¢ przewlekle u chorych na astme sta-
nu zapalnego w drogach oddechowych trwajacego
niezaleznie od klinicznego obrazu choroby. Zmia-
na zachowanie si¢ wskaznikow systemu oksydacyj-
no — antyoksydacyjnego moze réwniez wymagac
dtuzszego czasu niz zastosowany w pracy 10-dnio-
wy okres obserwacji. Swiadczy o tym réwniez ana-
liza zachowania si¢ aktywnosci POX oraz wykaza-
nie tylko w fazie zaostrzenia silnego zwiazku po-
migdzy aktywno$cia tego enzymu i stgzeniem MDA
a warto$ciami FEV .

Logiczna konsekwencja sekwencyjnego urucho-
mienia fancucha reakcji zapalnej jest zaostrzenie
astmy, niezaleznie od czynnika sprawczego. Proces
ten wiaze si¢ z aktywacja szeregu komorek i uwal-
nianych przez nie mediatorow zapalenia, cytokin,
chemokin. Uwalniane w konsekwencji uszkodzenia
komorkowego reaktywne formy tlenu maja dziata-
nie proastmatyczne. W warunkach fizjologii funk-
cje ograniczania tego procesu pelni uktad antyoksy-
dacyjny. Uposledzenie sprawnosci tego uktadu jest
przyczyna przewlekania si¢ procesu chorobowego.

Whioski

1. U chorych na astme w okresie zaostrzenia wy-
stepuja nasilone procesy peroksydacyjne, ktore sta-
nowia bodziec do uruchomienia mechanizméw an-
tyoksydacyjnych.

2. W zachowaniu homeostazy proceséOw anty-
oksydacyjnych najbardziej sprawny jest system pe-
roksydazy glutationu przy ograniczonej aktywno-
$ci dysmutazy ponadtlenkowej. Zakazenie bakte-
ryjne uposledza wydolno$¢ mechanizméw antyok-
sydacyjnych.

3. Brak istotnych réznic w zachowaniu si¢
wskaznikéw antyoksydacyjnych pomigdzy okre-
sem zaostrzenia i poprawy przebiegu choroby moze
$wiadczy¢ o przewlekltym stresie tlenowym w ast-
mie lub dtuzszym niz 10 dni okresem normaliza-
cji wskaznikow systemu oksydacyjno — antyoksy-
dacyjnego.
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