© Pediatr Med Rodz 2011, 7 (1), p. 58-61
Anna Wawro', Katarzyna Kilis-Pstrusinska’,

Anna Medynska', Malgorzata Gromkowska?, peeeved
. g .. Accepted: 18.02.
Elzbieta Gorawska?, Danuta Zwolinska! Published: 29.04.2011

Stres oksydacyjny u dzieci i mtodziezy z nadcishieniem
tetniczym pierwotnym

Oxidative stress in children and adolescents with primary
hypertension

! Katedra i Klinika Nefrologii Pediatrycznej Akademii Medycznej we Wroctawiu. Kierownik: prof. dr hab. n. med. Danuta Zwolifiska
2 Katedra i Klinika Pediatrii, Alergologii i Kardiologii Akademii Medycznej we Wroctawiu. Kierownik: prof. dr hab. n. med. Andrzej Boznanski
3 Studenckie Koto Naukowe przy Katedrze i Klinice Nefrologii Pediatrycznej AM we Wroctawiu

Adres do korespondencji: Dr n. med. Anna Wawro, Katedra i Klinika Nefrologii Pediatrycznej Akademii Medycznej we Wroctawiu,
ul. M. Sktodowskiej-Curie 50/52, 50-369 Wroctaw, tel.: 71 770 30 32

Praca finansowana ze srodkow wiasnych

Streszczenie |

‘ Wstep: NadciSnienie tetnicze pierwotne (NTP) coraz czgsciej rozpoznawane jest u dzieci i miodziezy. Przepro-
wadzone w ostatnich latach badania wskazujg na ztozony udziat stresu oksydacyjnego i dysfunkcji Srodbfonka
naczyn w patogenezie NTP. Prace dotyczgce zaburzefi metabolizmu tlenowego u dzieci z NTP sg nieliczne.
Celem pracy byla ocena stresu oksydacyjnego u dzieci i mtodziezy z NTP na podstawie st¢zenia dialdehydu
malonylowego (MDA) jako markera peroksydacii lipidow i aktywnoSci wybranych enzyméw uktadu antyoksy-
dacyjnego (dysmutazy ponadtlenkowej — SOD, peroksydazy glutationu — GSH-Px) w erytrocytach. Materiat
i metody: Badaniami obj¢to 24 osoby ze Swiezo rozpoznanym NTP w wieku 5-18 lat. Grupe kontrolng stano-
wito 24 dzieci zdrowych, odpowiednio dobranych pod wzgledem pici i wieku. W erytrocytach oznaczono: ste-
zenie MDA oraz aktywnos$¢ GSH-Px i SOD, ponadto zbadano morfologi¢ krwi. Wyniki: St¢zenie MDA w ery-
trocytach byto istotnie wyzsze w grupie chorych w poréwnaniu ze zdrowymi (p<0,001). Aktywnos¢ GSH-Px
w grupie dzieci z NTP byta znamiennie nizsza anizeli w grupie kontrolnej (p<0,001), aktywno$¢ SOD nie r6z-
nifa si¢ w badanych grupach. Nie wykazano korelacji pomigdzy wartoSciami MDA i SOD oraz MDA i GSH-Px
w grupie chorych. Wnioski: Przeprowadzone badania wskazujg na wzmozenie peroksydacii lipidow oraz zabu-
rzenia w funkcjonowaniu enzymatycznego uktadu antyoksydacyjnego w erytrocytach dzieci z NTP.

Stowa kluczowe: stres oksydacyjny, nadci$nienie t¢tnicze pierwotne, dialdehyd malonylowy, dzieci, miodziez

Summary |

Introduction: Primary or essential hypertension is diagnosed more often in children and adolescents. Studies car-
ried out in recent years indicate a complex part of oxidative stress and endothelial dysfunction in the pathogenesis
of primary hypertension. Studies on disorders of oxidative metabolism in children with primary hypertension are
few. The aim of the study was to assess oxidative stress in children and adolescents with primary hypertension, based
on the concentration of malonyldialdehyde (MDA) as a marker of lipid peroxidation and the activity of selected
enzymes of the antioxidant system (superoxide dismutase — SOD and glutatione peroxidase — GSH-Px) in eryth-
rocytes. Material and methods: The study included 24 children with newly diagnosed primary hypertension at the
age of 5-18 years. The control group comprised 24 healthy children respectively matched according to age and gen-
der. The concentration of MDA and the activity of GSH-Px and SOD were tested in erythrocytes and additionally
a full blood count was examined. Results: MDA concentration in erythrocytes was significantly higher in the group
of sick children compared to the healthy group (p<0.001). GSH-Px activity in children with primary hypertension
was significantly lower than in the control group (p<0.001), SOD activity did not differ between the groups exam-
ined. No correlation was found between the values of MDA and SOD and between MDA and GSH-Px in the group
of sick patients. Conclusions: Studies reveal intensification of lipid peroxidation and disturbance in functioning
of the antioxidant enzyme system in erythrocytes of children with primary hypertension.
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WSTEP

adciSnienie tetnicze (NT) wystepuje u 1-3% po-
Npulacji ponizej 18. roku zycia. W wigkszosci

przypadkow ma charakter wtdrny i wystepu-
je w przebiegu schorzef migzszu nerek, naczyf nerko-
wych, koarktacji aorty i endokrynopatii®*®. Nadci$nie-
nie t¢tnicze pierwotne (NTP) wystepuje zdecydowanie
rzadziej, ale jest rozpoznawane coraz cz¢sciej. W latach
80. wsrod dzieci leczonych w Klinikach hipertensjologicz-
nych 84% miato nadciSnienie wtorne, a 16% — pierwot-
ne®. W kolejnej dekadzie odsetek ten wynosit odpowied-
nio 771 23%®. Obecnie w specjalistycznych osrodkach
diagnostyki nadciSnienia t¢tniczego w wieku rozwo-
jowym obie postaci stwierdzane sg z czgstoScig okoto
50%7. NTP dominuje wsrod nastolatkow®®, jednak
w ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost cz¢stoSci wyste-
powania tej postaci NT u coraz miodszych dzieci.
NTP jest ztozonym zespotem chorobowym, w ktorym
wskutek interakcji czynnikow genetycznych i Srodowi-
skowych zaki6cona zostaje homeostaza ustroju, co
prowadzi do wzrostu ciSnienia t¢tniczego powyzej war-
toSci uznanych za prawidiowe, a takze réznorodnych
objawow metabolicznych, hemodynamicznych i neu-
rohumoralnych®1%. Czynniki prowadzace do rozwoju
NTP nie sg do kofica jasne. Przeprowadzone w ostat-
nich latach badania wskazuja na udziat stresu oksyda-
cyjnego 1 dysfunkcji Srédbionka naczyh w patogenezie
NTP®D, Stres oksydacyjny jest procesem uszkadza-
nia struktur biologicznych przez aktywne formy tlenu
w wyniku ich wzmozonej produkgji i/lub upoSledzone-
go usuwania przez ustrojowe mechanizmy antyoksyda-
cyjne. W tozysku naczyniowym aktywne formy tlenu sg
wytwarzane przez komorki Srodbtonka, mieSni gtadkich
oraz fibroblasty. Powoduja one mi¢dzy innymi perok-
sydacje lipidow, biatek, weglowodanow i kwasow nu-
kleinowych. Najbardziej znanym, chociaz nieswoistym
markerem peroksydacji lipidow jest dialdehyd malony-
lowy (MDA). Funkcje obronng przed toksycznym dzia-
taniem tlenu petnig w organizmie dwa systemy anty-
oksydacyjne: nieenzymatyczny, obejmujacy miedzy
innymi substancje gotowe do przyjecia rodnikow tle-
nowych, takie jak zredukowany glutation, tokoferole,
kwas askorbinowy, karotenoidy, oraz enzymatyczny,
ktory tworzg dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), kata-
laza (CAT) i peroksydaza glutationu (GSH-Px).
Udziat stresu oksydacyjnego w patogenezie NTP jest zto-
zony, a badania u dzieci z tym schorzeniem sg nieliczne.

Celem pracy byta ocena stresu oksydacyjnego u dzie-
ci i mtodziezy z NTP na podstawie st¢zenia MDA jako
markera peroksydaciji lipidow i aktywnoSci wybranych
enzymdw uktadu antyoksydacyjnego (SOD, GSH-Px)
w erytrocytach.

MATERIAL I METODY

MATERIAL

Badaniem obj¢to 24 osoby (10 dziewczat i 14 chtopcow)
ze Swiezo rozpoznanym NTP w wieku 5-18 lat (Srednia
13,58). NTP zdiagnozowano zgodnie z aktualnymi za-
leceniami®. Rozpoznanie potwierdzono 24-godzinnym
ambulatoryjnym monitorowaniem ci$nienia t¢tniczego.
We wszystkich przypadkach stwierdzono I stadium NT.
U zadnego z pacjentow nie wystepowaly inne schorze-
nia przewlekte, w okresie 4 tygodni poprzedzajacych ba-
danie nie odnotowano u tych dzieci infekcji, nie byly
one takze leczone farmakologicznie. Grupe kontrolng
stanowito 24 dzieci zdrowych, odpowiednio dobranych
pod wzgledem pici i wieku. U kazdego z nich wartoSci
ciSnienia tetniczego skurczowego i rozkurczowego wy-
nosily ponizej 90. percentyla dla wieku, ptci i wzrostu.
Wywiad rodzinny w kierunku nadci$nienia t¢tniczego
u wszystkich badanych byt ujemny.

U kazdego dziecka z NTP przeprowadzono badanie
okulistyczne i ECHO serca, ktore wypadly prawidtowo.
Wykluczono rowniez powikfania nerkowe nadciSnienia
tetniczego. Rodzice wszystkich dzieci wyrazili zgod¢ na
przeprowadzenie badan. Protokof badania zostat zaak-
ceptowany przez Komisj¢ Bioetyki Akademii Medycz-
nej we Wroctawiu.

METODY

Krew do badan pobierano z zyly tokciowej rano na
czczo, przy okazji rutynowo wykonywanych badan la-
boratoryjnych. Po odwirowaniu warstwe osocza od-
dzielano znad osadu, erytrocyty przemywano zimnym
roztworem 0,9% NaCl, odwirowywano i zamrazano.
Probki przechowywano zamrozone w temperaturze
-80°C. U kazdego dziecka oznaczono: stezenie MDA
w erytrocytach, aktywnos¢ SOD i GSH-Px w erytrocy-
tach, ponadto zbadano morfologi¢ krwi.

Stezenie MDA w erytrocytach oznaczano, stosujac ko-
mercyjny test firmy Calbiochem™, i wyrazono w uM/ml.
Aktywno$¢ GSH-Px oznaczano wedtug metody Paglii

Dzieci z NTP Grupa kontrolna p
MDA (uM/ml) 12,88+1,17 9,18+1,14 <0,001*
S0D (j./gHb) 1043,62£687,35 978,71+253,02 p=0,66
GSH-Px (j./gHb) 6,58+1,71 8,19+1,0 <0,001*

* Réznice istotne statystycznie, p<0,05.

Tabela 1. Wartosci srednie i odchylenia standardowe badanych parametrow u dzieci z NTP i dzieci z grupy kontrolnej
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Rys. 1. Wartosci MDA i GSH-Px u poszczegolnych badanych
ZNTP

i Valentine’a"?, SOD wedtug metody opisanej przez
Misre i Fridovicha®. Aktywnos¢ GSH-Px i SOD wy-
razono w j./gHb.

ANALIZA STATYSTYCZNA

Wyniki podano jako Srednig (x) i odchylenia standar-
dowe (SD). Normalno$¢ rozktadu zmiennych zwery-
fikowano testem Shapiro-Wilka. Badania porownaw-
cze mi¢dzy grupami przeprowadzono za pomocg testu
t-Studenta. Analiz¢ korelacji przeprowadzono przy
uzyciu testu Pearsona. Wartos¢ istotng statystycznie
uznano przy p<0,05.

WYNIKI

Wyniki przedstawiono w tabeli 1 i na rys. 11 2. Steze-
nie MDA w erytrocytach byto istotnie wyzsze w gru-
pie dzieci chorych w poréwnaniu ze zdrowymi. Aktyw-
no$¢ GSH-Px w erytrocytach w grupie dzieci z NTP
byta znamiennie nizsza anizeli w grupie dzieci zdro-
wych. Nie wykazano istotnych statystycznie roznic mi¢-
dzy Srednimi wartoSciami aktywnosci SOD w erytrocy-
tach w badanych grupach.

Nie wykazano istotnych statystycznie zaleznoSci pomie-
dzy badanymi parametrami: MDA a SOD i GSH-Px,
ocenianymi oddzielnie w grupie chorych (wspdtczyn-
niki korelacji: MDA a GSH-Px r=0,11, rys. 1; MDA
a SOD r=0,002, rys. 2) i w grupie zdrowych (odpo-
wiednio r=0,0141r=-0,4).

OMOWIENIE WYNIKOW

Przeprowadzone badania wskazuja na zaburzenie row-
nowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej u dzieci z NTP.
Przemawia za tym wyzsze stezenie MDA oraz niz-
sza aktywno$¢ GSH-Px w erytrocytach dzieci chorych
w porOéwnaniu z dzieCmi zdrowymi. Jest to zgodne
z obserwacjami innych autoréw. Turi i wsp. stwierdzi-

60 li wyzsze stezenie MDA w surowicy dzieci i miodziezy
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Rys. 2. Wartosci MDA i SOD u poszczegdlnych badanych
ZNTP

z NTP, natomiast w erytrocytach wykazali zmniejszenie
aktywnosci antyoksydacynej uktadu glutationu (pod-
wyzszony stosunek utlenionych do zredukowanych
form glutationu)?. Podobnie Sladowska i wsp., oce-
niajac zmiany w naczyniach tetniczych u dzieci z NTP
w odniesieniu do parametrow stresu oksydacyjnego,
odnotowali w grupie pacjentow miedzy innymi wyzsze
stezenie w surowicy substancji reagujacych z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS), bedace wyktadnikiem nasi-
lenia procesow wolnorodnikowych, oraz nieznamiennie
nizsza aktywno$¢ GSH-Px i nizsze st¢zenie zredukowa-
nego glutationu (GSH) w erytrocytach!.

Wyniki badan przeprowadzonych u dorostych z NTP
sa zrOznicowane, zaleznie od wieku badanych, stadium
nadciSnienia tetniczego oraz stosowanej terapii hipo-
tensyjnejo17,

W badaniach wiasnych nie stwierdziliSmy znamiennych
roznic pomigdzy aktywnoscig SOD w erytrocytach dzie-
ci z NTP i zdrowych, jakkolwiek aktywnos¢ SOD w gru-
pie chorych byta wyzsza. Inni badacze, oceniajac st¢zenie
SOD w erytrocytach dorostych z NTP, odnotowali ob-
nizong aktywnos$¢!31? podwyzszong"? lub nier6znigca
si¢ istotnie od aktywnosci u 0sob zdrowych. Zwigkszona
aktywno$¢ SOD interpretowana jest jako kompensacyjna
odpowiedz na wzrost anionorodnika ponadtlenkowego.
Jakkolwiek w wyniku dziatania SOD dochodzi do wzrostu
nadtlenku wodoru, nie wystepuje wowczas wzrost nad-
tlenoazotynu, ktory jest silniejszym utleniaczem niz nad-
tlenek wodoru?. Ponadto nadtlenek wodoru dziata nie
tylko jako wolny rodnik tlenowy, ale takze czynnik wazo-
aktywny. Wywoluje on hiperpolaryzacje mi¢sSni gtadkich
Sciany naczyniowej przez otwieranie wapniowozaleznych
kanafow potasowych i rozkurcz naczyi krwiono$nych®.
Pozostaje niejasne, czy stres oksydacyjny w NTP jest na-
stepstwem zwickszonej generacji wolnych rodnikow tle-
nowych czy tez upoSledzonej sprawnoSci mechanizmow
antyoksydacyjnych. W badaniach wiasnych nie wykaza-
liSmy korelacji pomiedzy stezeniem MDA a aktywnoscia
GSH-Px w erytrocytach, co przemawia przeciwko zuzyciu
tego enzymu w procesach wolnorodnikowych. By¢ moze
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udziat w zmniejszonej aktywno$ci GSH-Px ma zaburze-
nie regeneracji zredukowanego glutationu, ktory jest sub-
stratem dla peroksydazy glutationu.

NiewyjaSniony pozostaje zwiazek pomigdzy zabu-
rzeniami metabolizmu tlenowego a rozwojem NTP.
Reaktywne formy tlenu moga pierwotnie indukowac
powstanie nadciSnienia (mi¢dzy innymi ograniczenie
biodostepnosci naczyniorozszerzajacego tlenku azotu,
pobudzenie wytwarzania endoteliny i proliferacji ko-
morek migsni gladkich Sciany naczyniowej), ale ich wy-
twarzanie i dziatanie moze by¢ takze wyrazem wtornej
dysfunkcji Srodbtonka w przebiegu NT (stres mecha-
niczny, indukcja syntezy wolnych rodnikow tlenowych
przez angiotensyne i oksydaze ksantynowa).
Podsumowujac, przeprowadzone badania wskazuja
na wzmozenie peroksydacji lipidow oraz zaburzenia
w funkcjonowaniu enzymatycznego ukladu antyoksy-
dacyjnego w erytrocytach dzieci z NTP.
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Szanowni Prenumeratorzy!

Uprzejmie przypominamy, ze zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dn. 6 pazdziernika 2004 roku
w sprawie sposobow dopetnienia obowigzku doskonalenia zawodowego lekarzy i lekarzy dentystow
prenumerata czasopisma ,,PEDIATRIA I MEDYCYNA RODZINNA” - indeksowanego
w Index Copernicus — umozliwia doliczenie 5 punktow edukacyjnych do ewidencji doskonalenia zawodowego.
Podstawg weryfikaciji jest dowod optacenia prenumeraty lub zaswiadczenie wydane przez Wydawcg.
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