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Streszczenie

Wprowadzenie. W mechanizmach obronnych ustroju, przed destrukcyjnym wpltywem wolnych rodnikéw tlenu
W posocznicy, istotng rolg petni bariera antyoksydacyjna. Szczegdlnie wazng rolg odgrywaja w niej dysmutaza nad-
tlenkowa (SOD) i peroksydaza glutationowa (GPx).

Cel pracy. Zbadanie wptywu steroidéw i czasu ich podania na aktywnos¢ SOD i GPx w doswiadczalnym zapale-
niu otrzewne;j.

Material i metody. Do badan uzyto 90 dorostych szczuréw, u ktérych wywotano rozlane zapalenie otrzewnej
przez przewigzanie i naklucie przeciwkrezkowego brzegu katnicy (CLP). Do grupy pierwszej (I) nalezalo
30 szczuréw, ktére nie otrzymywaly leku. W grupie II (30 szczuréw) podano Dexaven na 2 godziny przed CLP,
a w grupie III w 8 godzin po CLP. W osoczu zwierzat oznaczano przez 3 doby aktywnos$¢ SOD i GPx.

Wiyniki. Odsetek zgonéw w grupie II byl istotnie statystycznie nizszy niz w grupach I 1 ITII. Aktywnos¢ SOD zna-
miennie obnizyta si¢ w grupie I (1887,9-1562,6 U/gHb) i w grupie III (1874,7-1689,8 U/gHb). W grupie II utrzy-
mywala si¢ na niezmienionym poziomie, by wzrosna¢ do 2412,7 U/gHb w konicu obserwacji. Aktywnos¢ GPx
w grupie I obnizyta si¢ 26,55-22,23 U/gHb, w grupie III 26,98-23,62 U/gHb. Aktywnos¢ GPx w grupie II wzro-
sta 27,33-29,87 U/gHb.

Whioski. 1. Aktywnos¢ SOD i GPx u zwierzat doswiadczalnych istotnie statystycznie obniza si¢ w miar¢ rozwo-
ju zapalenia otrzewne;j. 2. Podanie steroidow we wczesnej fazie cigzkiego zapalenia dziala korzystnie i zmniejsza
odsetek zgonéw zwierzat doswiadczalnych. 3. Badanie aktywnosci enzymatycznych czynnikéw antyoksydacyj-
nych moze stuzy¢ monitorowaniu aktywnosci procesu zapalnego (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 1, 11-15).

Stowa kluczowe: bariera antyoksydacyjna, dysmutaza nadtlenkowa, peroksydaza glutationowa.

Abstract

Background. The key role in system defense against destructive influence of oxygen free radicals is played by the
anti-oxidative barrier, especially superoxide dismuthase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx).

Objectives. The aim of this study was to investigate the influence of steroids and the time of administration on
SOD and GPx serum activities in experimental peritonitis.

Material and Methods. Ninety adult rats were used in this study, in which diffuse peritonitis was elicited by means
of cecal ligation and puncture (CLP). Group 1 consisted of 30 non-medicated rats. In Group 2 rats, dexaven was
administered 2 hours before CLP, and in Group 3 rats — 8 hours before CLP. Animal serum activity of SOD and
GPx was measured.

Results. Group 2 mortality rate was significantly lower than in Groups 1 and 3. The SOD activity decreased sig-
nificantly in Group 1 animals (1887.9-1562.6 U/gHb), and in Group 3 (1874.7-1689.8 U/gHDb). In Group 2 its level
remained constant increasing to 2412.7 U/gHb at the very end of observation period. Group 1 GPx activity
decreased (26.55-22.23 U/gHb), and in Group 3 it also decreased (26.98-23.62 U/gHb). Group 2 GPx activity
increased (27.33-29.87 U/gHDb).

* Praca finansowana z tematu wtasnego UM nr 502-11-007.
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Conclusions. 1. SOD and GPx activities significantly decreased in the course of diffuse peritonitis in study ani-
mals. 2. Steroid administration at the early phase of severe diffuse peritonitis showed a favorable effect coexistent
with study animal mortality rate limitation. 3. The assessment of anti-oxidant serum activity may serve as an
inflammation monitoring tool (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 1, 11-15).

Key words: antioxidative barrier, superoxide dismutase, glutathione peroxidase.

Kliniczny przebieg rozlanego zapalenia
otrzewnej (r.z.0.) w duzym stopniu jest warunko-
wany oksydacyjng aktywnoscig wolnych rodni-
kéw tlenu (WRT) [1-4]. Mechanizmem obronnym
ustroju przed destrukcyjnym oddziatywaniem
czynnikéw peroksydacji jest bariera antyoksyda-
cyjna ustroju [5-7]. Barier¢ t¢ w gtownej mierze
tworzg dysmutaza nadtlenkowa (SOD) i peroksy-
daza glutationowa (GPx) [7]. Celem pracy jest
zbadanie wplywu steroidéw i czasu ich podania na
aktywnos¢ SOD i GPx w doswiadczalnym zapale-
niu otrzewnej. Przedstawiana praca jest kontynua-
cja wcezesniejszych, wiasnych dociekan nad rolg
glikokortykoidéw w stanach septycznych [8].

Material i metody

Do badar uzyto 90 dorostych szczuréw chowu
wsobnego, samcéw, szczepu Wistar, u ktérych wy-
wotano rozlane zapalenie otrzewnej (r.z.0.) przez
przewiazanie i naklucie przeciwkrezkowego brze-
gu katnicy (CLP — cecal ligation and puncture).
Zabieg wykonano w dootrzewnowym znieczule-
niu heksobarbitalem, w dawce 50 mg/kg m.c.
[9, 10]. Zwierzeta podzielono na trzy grupy. Gru-
pe I stanowito 30 szczuréw z r.z.o., ktére nie
otrzymywaty leku. Pozostale zwierzgta zréznico-
wano w zaleznosci od czasu podania dexametha-
sone phosphate sodium (Dexavenu — Jelfa) w daw-
ce 100 mg/kg m.c. Do grupy II nalezato 30 szczu-
réw, ktérym podano Dexaven na 2 godziny przed
CLP. W grupie III byto 30 szczuréw, ktére otrzy-
maly podobng dawke leku w 8 godzin po CLP.
Czas podania lekéw wynikat z wezesniejszych do-
Swiadczen. Zwierzeta pozostawaly w obserwacji
przez 3 doby. W osoczu zwierzgt oznaczano ak-
tywnos$¢ SOD i GPx. Krew do badan pobierano
w ilosci 15 uml ze splotu naczyniowego w worku
tzowym zwierzgcia w odstgpach 6-, 12-, 24-, 48-
i 72-godzinnych od operacji bagdZ do $mierci
szczura. Aktywnos¢ SOD okreslano na podstawie
reakcji utleniania ortodianizydyny metodg Martina
[11], a aktywnos¢ GPx spektrofotometrycznie me-
todg Rice-Evansa przy zalecanej dtugosci fali [11].

Szczury, ktére padty badz przezyty 3 doby do-
Swiadczenia byty usypiane i poddawane sekcji.
Autopsja miata na celu potwierdzenie istnienia
r.z.o. Eksperyment otrzymat aprobatg Komisji

Etyki i Nadzoru Nad Badaniami na Ludziach
i Zwierzgtach Akademii Medycznej w Lodzi
(nr 3/181/98).

W celu statystycznego opracowania danych
okreslono wartosci srednie w grupie, odchylenie
standardowe i przedziat ufnosci dla wartosci ocze-
kiwanej. Do badain wykorzystano test 7-Studenta,
test Snedecora i test r6znic znamiennych przy za-
tozeniu p < 0,05.

Wyniki

Wyniki badan przedstawiono na rycinie i w ta-
belach 1-2. Liczba zwierzat, ktére przezyty w po-
szczegblnych grupach zmniejszata si¢ w kolejnych
godzinach doswiadczenia. Do 12. godziny nie ob-
serwowano istotnych statystycznie r6znic migdzy
grupami w liczbie padtych zwierzat. W 24. godzi-
nie stwierdzono znamiennos¢ réznic miedzy grupg
pierwszg a druga (p = 0,018) oraz drugg a trzecia.
(p = 0,022). W 72. godzinie obserwacji réznice te
staly si¢ bardziej istotne migdzy grupa [ a II (p =
=0,0023) oraz I a III (p = 0,0022). Réznice mie-
dzy grupg I a III byly nieistotne statystycznie
(p > 0,05) we wszystkich przedziatach czasowych.

W toku obserwacji aktywnos¢ SOD w grupie I,
w odniesieniu do wartosci wyjsciowych, znamien-
nie obnizyla si¢ w 48. godzinie badania (p = 0,032).
Aktywnos¢ SOD w grupie II utrzymywala si¢ na
niezmienionym poziomie do 24. godziny obserwa-
cji (p > 0,05), by w 48. godzinie wzrosna¢ istotnie
statystycznie (p < 0,033) w odniesieniu do warto-
Sci wyjsciowych, a w ostatnim badaniu réznice
osiagnelty wysoka znamiennos¢ (p = 0,0021).
W grupie III aktywnos¢ SOD byta podobna do ba-
dan uwidocznionych w grupie I. Réznice istotne
statystycznie migdzy badaniami w grupie I i III
stwierdzono dopiero w 72. godzinie obserwacji
przy p = 0,021. Réznice migedzy grupg I a II byly
istotne od 24. godziny obserwacji (p = 0,0067)
i wzrosty do wysoce znamiennych w ostatnim
przedziale czasowym (p = 0,0023). Istotne staty-
stycznie byly réwniez réznice migdzy grupg Il
a IIT (w 72. godzinie p = 0,0012).

W czasie obserwacji aktywnos¢ GPx w osoczu
w grupie I obnizyta si¢ znamiennie w 12. godzinie
doswiadczenia (p = 0,023), a po 72 godzinach r6z-
nice byty istotne statystycznie (p < 0,0031).



Dexaven w leczeniu zapalenia otrzewnej

13

%

1001

0T

80 T

707

60T

50T

401

30T

20T

—— grupa |
group |

—— grupa ll
group Il

—A— grupa lll
group I

Ryc. 1. Odsetek zwierzat, ktore
przezyty kolejne doby doswiadcze-
nia w poszczegdlnych grupach

Fig. 1. Percentage (%) of animals
that survived subsequent experi-
ment days with regard to the group

6 12 24 48 72

number

godziny do$wiadczenia
hours of experiment

Tabela 1. Zmiany aktywnosci dysmutazy nadtlenkowej (SOD) w U/gHb w grupach zwierzat

Table 1. Changes of superoxide dismuthase serum activity (U/g Hb) in animals groups

Czas Grupa I Grupa II Grupa III
badania | (Group I) (Group II) (Group III)
- %’OdZ’ wartos¢ | odchylenie | przedziat wartos¢ | odchylenie |przedziat wartos¢ | odchylenie |przedziat
(Time Srednia | standar- ufnosci Srednia | standar- ufnosci Srednia | standar- ufnosci
— hrs) X dowe od—do X dowe od—do X dowe od—do
(mean) (standard | (range) (mean) |(standard |(range) (mean) |(standard | (range)
deviation) deviation) deviation)
+ + +
6 1887,9 54,7 1532,1-1998,2 | 1933,2 49,9 1698,9-2212,8 | 1874,7 |59,9 1432,8-1922,8
12 1804,7 65,7 1499,9-1876,9 | 1987,9 |71.,8 1722,8-2311,8 | 1811,7 |58,6 1329,9-2101,2
24 17551 68,9 1511,8-1898,9 | 1921,3 |69,8 1801,1-2189,9 | 1801,8 |62,1 1421,8-1991,8
48 1606,6 71,1 1477,8-1765,7 | 2261,8 | 65,8 1879,2-2453,8 | 1719,9 69,1 1498,9-1801,9
72 1562,6 59,8 1222,8-1689,9 | 2412,7 |66,9 1877,1-2512,7 | 1689,8 |66,8 1512,8-1876,9

Tabela 2. Zmiany aktywnosci peroksydazy glutationowej (GPx) U/gHb w grupach zwierzat

Table 2. Changes of glutathione peroxidase serum activity (U/g Hb) in animals groups

Czas Grupa I Grupa II Grupa III
badania | (Group I) (Group II) (Group III)
- gOdZ' wartos¢ | odchylenie | przedziat wartos¢ | odchylenie |przedzial wartos¢ | odchylenie |przedziat
(Time Srednia standar- ufnosci srednia | standar- ufnosci srednia | standar- ufnosci
~ hrs) X dowe od—do X dowe od—do X dowe od—do
(mean) (standard | (range) (mean) |(standard |(range) (mean) |(standard |(range)
deviation) deviation) deviation)
+ + +
6 26,55 6,22 22,1-27,8 27,33 8,11 23,6-29,8 26,98 5,62 21,9-28,3
12 25,12 5,02 21,8 -26,8 27,99 5.82 24,6-30,1 27,11 7,32 25,1-29,2
24 24,78 5,11 22,1-29,8 27,32 7,43 24.9-31,1 26,11 6,75 22,2-27,1
48 23,21 5,82 20,3-29,1 28,11 6,91 25,8-32,3 24,73 8,11 21,7-28,1
72 22,23 3,99 20,5-28,2 29,87 5,39 27,9-32,9 23,62 6,32 20,2-25,8

W grupie II aktywnos¢ ta utrzymywala si¢ na nie-
zmienionym statystycznie poziomie do badania
w 24. godzinie. Cechy istotnosci r6znic w odnie-
sieniu do wartosci wyjsciowych odnotowano
w 48. godzinie obserwacji przy p = 0,034 i w ba-

daniu po 72 godzinach (p = 0,014). W grupie III
spadek aktywnosci byt znamienny w badaniu po
48 godzinach (p = 0,034). Réznice migdzy grupg
I a IT byly znamienne od 12. godziny badania
(p = 0,032) do wysoce znamiennych w 72. godzi-
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nie obserwacji przy p = 0,0023. Podobne zalezno-
Sci odnotowano poréwnujgc aktywnos¢é GPx mie-
dzy grupami II a III. Réznice aktywnosci GPx
wsréd zwierzat z grupy 1 i1 III byly nieistotne we
wszystkich przedziatach czasowych (p > 0,05).

Omowienie

Woezesniejsze operacje pozorowane (SHAM
operations) wykazaty brak istotnego wptywu znie-
czulenia i otwarcia jamy otrzewnej na aktywnos¢
oznaczanych enzymoéw [8]. W przedstawionych
badaniach udokumentowano wyrazne rdznice
w grupach zwierzat dotyczgce liczby zgonéw oraz
odmienng dynamik¢ zmian oznaczanych marke-
réow w zaleznosci od czasu podania leku. Najniz-
szy odsetek zgonéw byl wsréd szczuréw, ktére
otrzymaty Dexaven przed wywotaniem r.z.o. Naj-
wyzsza Smiertelnos¢ stwierdzono wsrdd zwierzat,
ktérym nie podano Dexavenu. Czestos¢ zgondéw
w grupie zwierzat otrzymujacej Dexaven w okre-
sie rozwinietych objaw6éw zakazenia nie odbiega-
fa istotnie od grupy poréwnawczej.

Wielu autoréw uwaza, ze zahamowanie nie-
swoistej reakcji zapalnej, przebiegajgcej z wyttu-
mieniem odpowiedzi odpornosciowej organizmu
W rozwinigtym zespole septycznym, moze przy-
czyni¢ si¢ nawet do wzrostu odsetka zgonéw
[12—-14]. Poréwnujac liczbg zgonéw wsrdd szczu-
réw w grupie I i III autor nie potwierdzit tej obser-
wacji. Analizujac przyczyny zachodzacych pro-
cesOw nalezy podkresli¢, podobnie jak inni auto-
rzy, znaczenie sekrecji ogromnych ilosci WRT
w rozwoju posocznicy [15-18]. Aktywnos¢ pero-
ksydacyjna natomiast jest unieczynniana przez en-
zymatyczne inhibitory, ktére tworzg barierg antyo-
ksydacyjng ustroju. Wsréd nich SOD i GPx s3
uwazane za pierwszg lini¢ obrony ustroju [7].
W miare trwania doswiadczenia obserwowano ob-
nizanie si¢ stezenn SOD 1 GPx we krwi gingcych
zwierzat. Jest to wyraz obnizania si¢ potencjaléw
antyoksydacyjnych we krwi w miar¢ rozwoju za-
kazenia i wystepuje zbieznie z pogorszeniem ro-
kowania. Wynika to stad, ze SOD jako metaloen-
zym katalizuje reakcje dysmutacji anionrodnika
ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru i tlenu.
W ten sposéb inhibitory peroksydacji posrednio

PiSsmiennictwo

uniemozliwiajg aktywowanie przez WRT kaskady
niekorzystnych proceséw biologicznych.

Aktywnos¢ ochronng w systemie antyoksyda-
cyjnym, w stosunku do komorki, przed toksycz-
nym dziataniem wodorotlenku podobng do SOD
ma GPx. W przedstawianej pracy aktywnos¢ za-
rowno GPx, jak i SOD wykazywata tendencje do
narastania potencjaléw antyoksydacyjnych w mia-
re poprawy przezywalnosci zwierzat. Obnizenie
aktywnosci GPx mozna wigzac¢ z cz¢sciowym wy-
czerpaniem mozliwosci antyoksydacyjnych ustro-
ju w czasie nasilonego procesu zapalnego lub ze
zuzyciem  zredukowanej formy  glutationu.
Zmniejszona aktywnos¢ SOD i GPx, bedacych
podstawowg czgscig systemu antyoksydacyjnego,
moze by¢ zatem powodem braku zréwnowazenia
proceséw wytwarzania aktywnych postaci tlenu
i zdolnosci ustroju do ich unieczynniania, co
sprzyja rozwojowi stanu zapalnego. Reaktywne
formy tlenu w duzych stezeniach mogg bowiem
niszczy¢ wiele struktur biatlkowych wchodzacych
w sktad enzyméw antyoksydacyjnych. Ma to
szczegOlne znaczenie, gdy SOD jest obecna
przede wszystkim w cytoplazmie, GPx natomiast
wystepuje gtownie w mitochondriach komérko-
wych. Zjawisko powyzsze jest o tyle istotne, ze
autorzy podkreslajg role czynnika jadrowego
KB (NFKB) w rozwoju posocznicy, ktéry uczestni-
czy w przekazywaniu sygnatu do jadra komorki.
[19]. Dexaven ma hamowaé powstawanie tego
czynnika [8]. Tym mozna by tlumaczy¢ obserwo-
wany w doswiadczeniu korzystny wptyw Dexave-
nu podanego szczurom przed CLP i brak tego
efektu w warunkach zastosowania leku w rozwi-
nigtym zapaleniu otrzewne;j.

Reasumujac mozna przyjaé, ze niedobor ak-
tywnosci potencjatow antyoksydacyjnych jest
przyczyng badZ objawem istnienia stanu zapalne-
go. Uzyskane wyniki potwierdzajg wczesniejsze
obserwacje, ze wptyw steroidéw na przebieg uo-
gblnionej reakcji zapalnej w cigzkim zakazeniu
jest ztozony i nie do konica poznany. Jest to zbiez-
ne z opiniami innych autoréw [8, 20]. Przeprowa-
dzone badania przyczyniajg si¢ do dalszego poz-
nania patogenezy posocznicy oraz stwarzajg prze-
stanki do rozwazenia celowosci stosowania antyo-
ksydantéw w terapii stanéw septycznych.
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