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Summary

Ethanol administration is able to induce oxidative stress, resulting in the activation of defense mechanisms,
but sometimes ROF production is very intensive and disturbs the balance between its generation and antioxidant
capacity. The obtained results show that concentrations of CD, HPETE and MDA in plasma after 2hr, 12hr and
24hr pos-ethanol administration were significantly higher than in the control group of animals. 50% ethanol
administered orally resulted in a significant increase of lipid peroxide levels in plasma with a simultaneous
increase in SOD activity throughout the entire 24 hr period of the experiment. Gpx activity was significantly
higher during the first 2 hrs following ethanol administration and then decreased to become lower than in the
control group at 12 and 24 hrs. TAS in plasma decreased at hr12 and hr24 following ethanol exposure. Ethanol
ingestion disturbed the plasma antioxidant system and augmented lipid peroxidation in a time dependent
manner. The increased MDA production was strong evidence that lipid peroxidation is the one of main

mechanisms of alcoholic tissue damage.
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Reaktywne formy tlenu (RFT) sa zwiazkami bar-
dzo reaktywnymi 1 odpowiadaja za oksydacyjne uszko-
dzenia struktur tkankowych. Alkohol etylowy jest jed-
nym z czynnikoéw indukujacych wytwarzanie reaktyw-
nych form tlenu (RFT) w organizmie, a jego toksycz-
no$¢ zalezy, migdzy innymi, od wywotanego stresu
oksydacyjnego. Poza tym etanol ma bezposredni
wptyw na aktywacj¢ fosfolipazy A2 1 Al, zwigkszone
uwalnianie kwasu arachidonowego (AA) z bton bio-
logicznych i produkcje reaktywnych form tlenu (RFT)
w wyniku aktywacji kaskady AA. Niekiedy genero-
wanie RFT jest tak intensywne, ze zaburza naturalna
rownowage pomigdzy ich produkcja a potencjatem
antyoksydacyjnym ustroju. RFT reaguja z lipidami bton
komorkowych, co prowadzi do powstawania nadtlen-
kow lipidowych, ktore sa metabolizowane do aldehy-
du malonowego (MDA) 1 hydroksyalkenali. Peroksy-
dacja lipidéw bton komérkowych prowadzi do zabu-
rzen funkcji komorek i apoptozy (9-11).

Niebezpieczenstwo procesOw peroksydacyjnych
wynika z mechanizmu tancuchowego rozprzestrzenia-
nia sig reakcji wolnorodnikowych w nastgpujacych po
sobie fazach: inicjacji, prolongacji, terminacji i reini-
cjacji (1, 3, 7). Pojawienie si¢ sprzezonych dienow
(CD) jest dowodem rozpoczynajacego si¢ procesu per-
oksydacji. Prolongacja polega na dalszych reakcjach
rodnikéw alkilowych z tlenem 1 tworzeniu rodnikow

nadtlenkowych, ktore reaguja z kwasami thuszczowy-
mi bton komorkowych, co prowadzi do powstawania
hydronadtlenkow kwasow thuszczowych oraz wolnych
rodnikéw alkilowych zdolnych do dalszej reakcji. Ter-
minacja procesu wolnorodnikowego polega na rekom-
binacji wolnych rodnikéw 1 powstania produktu, kt6-
ry nie jest wolnym rodnikiem. Prowadzi do powstania
zmodyfikowanych, uszkodzonych czasteczek lipidow,
ketokwasow 1 hydroksykwasow oraz zwiazkow lipi-
dowo-biatkowych. W obecnosci jondéw zelaza 1 mie-
dzi moze zachodzi¢ reakcja reinicjacji, w ktérej z pro-
duktow peroksydacji — hydronadtlenkow lipidowych
— powstaja znoOw rodniki. Sam alkohol etylowy jest
zmiataczem rodnika hydroksylowego (3), a produk-
tem tej reakql jest wysoce toksyczny aldehyd octowy,
ktéry moze tworzy¢ addukty z biatkami, kwasami nu-
kleinowymi 1 innymi czastkami, zaburzajqc budowe
1 funkcje komorek (3, 9).

Celem pracy byto przesledzenie wptywu alkoholu
etylowego podawanego szczurom dozotadkowo na
dynamike zmian w systemie antyoksydacyjnym orga-
nizmu 1 peroksydacje lipidow.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 80 szczurach, samcach
szczepu Wistar o masie ciata 190-200 g, podzielonych na
4 grupy po 20 sztuk. Do$wiadczenia przeprowadzono zgod-
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nie z wytycznymi Lokalnej Komisji Etycznej ds. badan na
zwierzgtach przy Akademii Medycznej w Lublinie. Szczu-
ry byly glodzone przez 24 godziny przed eksperymentem,
lecz miaty zapewniony wolny dost¢p do poidet napetnio-
nych 10% roztworem glukozy w 0,96% NaCl. Poidla od-
stawiono na godzing przed do$wiadczeniem. Szczurom
podawano stalowa sonda dozotadkowa 50% roztwor eta-
nolu w dawce 5 ml/kg m.c., ktory otrzymywano przez roz-
cienczenie 96% alkoholu etylowego w 0,96% NaCl lub
aplikowano im taka sama ilo$¢ ptynu fizjologicznego w gru-
pie kontrolne;j.

Badano wpltyw etanolu na poziom produktoéw peroksy-
dacji w surowicy, tj.: sprzgzonych dienow (CD), hydronad-
tlenkow lipidowych (HPETE) i aldehydu malonowego
(MDA) oraz na aktywno$¢ enzymatycznych zmiataczy
wolnych rodnikow: dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)
w erytrocytach, peroksydazy glutationu (GPx) we krwi, jak
rowniez catkowity potencjat antyoksydacyjny (TAS) w su-
rowicy po 2, 12 1 24 godzinach od podania alkoholu.

CD i HPETE oznaczano wedtug jodometrycznej meto-
dy opisanej przez Buege i Augusta (4) w modyfikacji War-
da (12). MDA oznaczano metoda Ledwozywa (6). Aktyw-
no$¢ SOD w erytrocytach okreslano przy pomocy zestawu
Ransod (Nr kat. SD 125, Randox Lab. Ltd., UK). Aktyw-
no$¢ GPx oznaczano przy pomocy zestawu Ransel (Nr kat.
RS 505, Randox Lab. Ltd, UK). TAS w surowicy oznacza-
no zestawem (Nr kat. Nx 2332, Randox Lab. Ltd, UK).
Otrzymane wyniki przedstawiono w postaci srednich aryt-
metycznych = odchylenie standardowe SD i poddano ana-
lizie statystycznej wedtug testu Anova, warto$¢ p < 0,001
przyjeto jako poziom wysokiej istotnosci.

Wyniki i omowienie

Uzyskane wyniki wskazuja, ze stezenie CD, HPETE
1 MDA w surowicy po 2, 12, 24 godzinach od podania
etanolu byly statystycznie istotnie wyzsze niz w gru-
pie kontrolnej (ryc. 1). Co wigcej, poziom produkt(')w
peroksydacji 11p1d0w byt znamiennie wyzszy po 12
godzinach niz po 2 godzinach po podaniu alkoholu
1 znamiennie wyzszy po 24 niz po 12 godzinach od
podania etanolu. Aktywno$¢ SOD wzrastala w ciagu
dwoch godzin po podaniu etanolu, po czym osiagata
najwyzsza warto$¢ w 12. godzinie i spadata po 24 go-
dzinach, utrzymujac si¢ jednak ciagle na poziomie
wyzszym niz w grupie kontrolnej. Aktywnos¢ GPx
wzrastala 2 godziny po podaniu alkoholu, a nast¢pnie
spadata po 12 godzinach, by po 24 godzinach osiag-
na¢ warto$¢ znamiennie nizsza niz w grupie kontrol-
nej. Poziom TAS po 2 godzinach od podania etanolu
nie zmienit si¢ w sposéb istotny w poréwnaniu z gru-
pa kontrolna, natomiast po kolejnych 12 i 24 godzi-
nach znamiennie spadat (ryc. 2).

Proces peroksydacji rozpoczyna si¢ szybko po po-
daniu etanolu, czego wyrazem jest gwattowny wzrost
stezenia CD w pierwszych 2 godzinach do$wiadcze-
nia. W 12. i 24. godzinie dynamika peroksydacji ule-
ga zmniejszeniu, gdyz po 2 godzinach od aplikacji
alkoholu wlaczaja si¢ mechanizmy antyoksydacyjne,
ktore jednak nie sa w stanie skutecznie zahamowac
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Poziom MDA, CD, HPETE. Wartosci srednie +/- SD.
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Ryec. 1. Wplyw etanolu na poziom produktéw peroksydacji —
MDA w nM/g tkanki, CD w OD 233 nm, HPETE OD 353 nm
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Ryc. 2. Wplyw etanolu na aktywnos$¢ peroksydazy glutationu
(GPx) w U/g Hb, dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w U/gHb
i calkowity potencjal antyoksydacyjny (TAS) w U Trolox\ml

procesow peroksydacji. Wzrost poziomu MDA obser-
wowal w swych badaniach Aydin i wsp. (2) w prze-
biegu chronicznego podawania etanolu.

Wzmozona aktywno$¢ SOD obserwowana od 2. go-
dziny od podania etanolu sugeruje, ze zachodzi staly
wzrost poziomu anionorodnika tlenowego. Spadek ak-
tywnosci SOD obserwowany od 12.-24. godziny do
warto$ci wyzszych niz w grupie kontrolnej wskazuje,
Ze pierwotne procesy uszkodzenia nadal trwaja. Wzrost
aktywnosci GPx zwiazany jest z dezaktywacja nad-
tlenku wodoru powstatego w reakcjach katalizowa-
nych przez SOD oraz dezaktywacja nadtlenkow lipi-
dowych, ktorych stezenie w tym czasie wzrasta. Spa-
dek aktywnosci GPx jest zwiazany z dostgpnoscia glu-
tationu, ktérego ilos¢ po spozyciu alkoholu zmniejsza
si¢. Jordao i wsp. (5) donosza o negatywnym wplywie
etanolu na witaming E, bedaca kluczowym czynnikiem
nieenzymatycznego uktadu antyoksydacyjnego oraz na
poziom GSH. Mozsik i wsp. (10) obserwowali wzrost
aktywnosci katalazy juz po 1 minucie od podania al-
koholu, po czym aktywno$¢ ta powracata do normy.
Enzym ten katalizuje inaktywacj¢ nadtlenku wodoru
1 wraz z GPx ma dziatanie protekcyjne wobec SOD,
chroniac dysmutaze przed inaktywacja przez nadtle-
nek wodoru (7). Poczatek wzrostu aktywnosci SOD
obserwowano juz po 15 minutach, za$ aktywnos¢ GPx
miata ciagta tendencj¢ wzrostowa (10).
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Etanol podawany szczurom dozotadkowo zaburza
uktad antyoksydacyjny i nasila peroksydacje lipidow.
Spadek aktywnosci TAS, w sktad ktorego wchodza
tiole, kwas moczowy, witamina E, bilirubina 1 lipidy
obserwowany od 12 godziny po podaniu alkoholu na-
silal si¢ w czasie.

Wzrost produkcji MDA jest dowodem na udziat
procesu peroksydacji lipidow jako gtownego czynni-
ka w mechanizmie alkoholowego uszkodzenia tkanek.
Wazrost taki obserwowali Mozsik 1 wsp. (10) po 30
minutach od podania etanolu. Pierwsze zmiany ma-
kroskopowe uszkodzonych komoérek §luzoéwki Zotad-
ka pO] awiaja si¢ juz po minucie od podania alkoholu,
za$ po godzinie si¢gaja 50% wszystkich uszkodzen
sluzéwki (9, 10). Jest interesujacym, ze zmiany ma-
kroskopowe w uszkodzonych tkankach pojawiajq si¢
przed wzrostem poziomu MDA, quqcego jednym
z wyktadnikéw intensywnosci procesow peroksydacii,
co wskazuje na ich udzial potencjalizujacy dziatanie
czynnika agresywnego w dalszych etapach uszkodze-
nia struktur tkankowych.
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