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W pracy przedstawiono ocen¢ zmian nasilenia  The paper presents the estimation of intensity
peroksydacji lipidow u mezczyzn uzaleznionych  of lipid peroxidation in alcohol dependent male
od alkoholu po trzech miesigcach stosowania na-  patients after three months of therapy with na-
Itreksonu lub tianeptyny oraz po dalszych trzech  ltrexone or tianeptine and the next three months

miesigcach katamnezy. follow-up.
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Wstep

Nasilenie peroksydacji lipidow u 0sob naduzywajgcych alkoholu jest spowodo-
wane nadmiernym wytwarzaniem reaktywnych form tlenu i/lub spadkiem poziomu
endogennych antyoksydantow. Toksyczne rodniki tlenowe powstaja gtdéwnie na skutek
indukcji enzymow mikrosomalnych przez alkohol. Natomiast zmniejszenie st¢zenia
lub aktywnosci zwigzkoéw bioracych udziat w inaktywacji wolnych rodnikéw najpraw-
dopodobniej nastepuje na skutek zwigkszonego ich zuzycia. Wynikiem zaburzenia
roéwnowagi proantyoksydacyjnej jest tzw. stres oksydacyjny i w konsekwencji nasilona
peroksydacja lipidow [1, 2, 3, 4, 5, 6].
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Peroksydacja lipidow jest najczes$ciej badanym procesem zwigzanym z za-
burzeniem roéwnowagi proantyoksydacyjnej, a wskazniki utleniania lipidéw znalazty
szerokie zastosowanie jako markery stresu oksydacyjnego.

W prezentowanej pracy oceny procesu peroksydacji lipidow dokonano poprzez
oznaczanie st¢zenia 8-izo-prostaglandyny F, (8-izo-PGF,a), parametru bedgcego no-
wym wskaznikiem tzw. stresu oksydacyjnego, oraz stezenia dialdehydu malonowego
w kombinacji z 4-hydroksynonenalem [MDA+4-HNE].

8-izo-prostaglandyna F, nalezy do rodziny F, -izoprostanow. Sg to izomery
prostaglandyn F,, ktore powstajg z kwasu arachidonowego w reakcji zainicjowanej
i katalizowanej przez wolne rodniki. Reaktywne formy tlenu ,,atakujg” fosfolipidy
bton komorkowych zawierajace arachidoniany, z ktorych nastepnie fosfolipaza A,
uwalnia F -izoprostany [7].

Dialdehyd malonowy (MDA) i 4-hydroksynonenal (4-HNE), koncowe produkty
peroksydacji lipidow, powstaja z cyklicznych nadtlenkow wielonienasyconych kwa-
sow ttuszczowych.

Material i metody

Osoby badane

Badaniami objeto 61 mezczyzn, w wieku 22 do 55 lat, zkliniczng diagnozg uzalez-
nienia od alkoholu. Czas trwania uzaleznienia od alkoholu wynosit srednio 13+6 lat,
wahajac si¢ od 2 do 25 lat. Poczatek uzaleznienia od alkoholu stwierdzono w wieku
srednio 28+7 lat; najmtodszy pacjent, u ktorego rozpoznano zespot uzaleznienia od
alkoholu w chwili jego poczatku, miat 15 lat, a najstarszy 50 lat. Badani byli hospitali-
zowani na Oddziale Leczenia Uzaleznien przy Katedrze i Klinice Psychiatrii Akademii
Medycznej w Bydgoszczy.

Kryteria wigczenia do grupy badane;j: spetnienie kryteriow diagnostycznych uza-
leznienia od alkoholu wg ICD-10 [8], pisemna zgoda na uczestniczenie w badaniach,
prawidtowe wartoéci AST, ALT, GGT, bilirubiny.

Kryteria wykluczenia z badania: wystgpowanie u chorego zaburzen psychotycz-
nych lub otgpiennych, zazywanie narkotykow opioidowych (z wywiadu), uzaleznienie
od innych procz alkoholu i nikotyny substancji psychoaktywnych, powazna choroba
somatyczna.

Oznaczenia produktéw peroksydacji lipidow u pacjentow wykonywano trzykrot-
nie:

1) przed rozpoczeciem farmakoterapii, tj. po 28 dniach szpitalnej detoksykacji,

2) po 3 miesigcach stosowania farmakoterapii,

3) po 3 miesigcach katamnezy (okres od zaprzestania zazywania lekow).

28 dni pobytu w szpitalu to okres, w ktorym doszto do wyréwnania stanu fizycz-
nego i psychicznego pacjenta; to czas potrzebny na mini¢cie zespotu abstynencyjnego,
normalizacj¢ wynikow badan laboratoryjnych oraz wyrazenie przez pacjentow zgody
na leczenie farmakologiczne i psychoterapig.

Leki podawano w identycznych kapsutkach (zasada podwodjnie $lepej proby)
wedlug schematu: naltrekson w jednorazowej dawce 50 mg/dobe¢ oraz 2 x placebo;
tianeptyne 3 x 12,5 mg/dobe.

Oprocz leczenia farmakologicznego u pacjentow zastosowano psychoterapie
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edukacyjno-poznawcza, indywidualng i grupowa — w trakcie pobytu na oddziale
6-godzinng terapi¢ przed- i popotudniows, po wypisaniu ze szpitala zalecono 1 spo-
tkanie 2-godzinne w tygodniu.

W czasie stosowania farmakoterapii abstynencje¢ ztamato 4 pacjentow: 1 pacjent
w 4 tygodniu, 2 pacjentow w 8 tygodniu, 1 pacjent w 12 tygodniu farmakoterapii,
w tym 1 osoba leczona naltreksonem i 3 osoby leczone tianeptyna.

Wystgpienie nawrotu picia stwierdzano na podstawie danych uzyskanych od
chorych oraz informacji od ich bliskich. W trakcie leczenia farmakologicznego oce-
niano u pacjentow aktywno$é GGT, AST, ALT, stezenie bilirubiny. Wzrost powyzej
normy co najmniej dwoch sposrod tych biochemicznych parametréw, mimo braku
innych informacji o nawrocie picia, traktowano jako dowdd, ze do nawrotu doszto.
Chorzy po okazaniu im wynikéw badan laboratoryjnych, we wszystkich wypadkach,
w ktorych stwierdzono wzrost co najmniej dwdch sposrod wyzej wymienionych pa-
rametrow biochemicznych, potwierdzili, ze doszto u nich do nawrotu picia.

Metody badan

Stezenia wszystkich badanych parametrow oznaczano w surowicy krwi.

Przed pobraniem krwi w godzinach rannych badani pozostawali na czczo przez
okoto 14 godzin.

Krew zylng w ilosci okoto 10 ml pobierano do plastykowych probowek zawie-
rajgcych separator surowicy. Material pozostawiano w temperaturze pokojowej do
catkowitego wykrzepniecia. W celu uzyskania surowicy krew wirowano przy 400 g
przez 10 minut. Surowic¢ przechowywano w zamrazarce, w temperaturze -20°C.

8-izo-prostaglandyn¢ F, surowicy oznaczano metodg immunoenzymatyczng
(ELISA) stosujac zestaw odczynnikowy firmy OXIS i czytnik mikroptytek Multiskan
EX firmy Labsystems. Zakres wartosci referencyjnych: 0,01-0,02 ng/ml.

Dialdehyd malonowy i 4-hydroksynonenal [MDA+4-HNE] oznaczano metoda
kolorymetryczng BIOXYTECH LPO-586 uzywajac zestawu odczynnikowego firmy
OXIS i fotometru EPOLL 20.

Za pomocg testu LPO-586 mozna oznaczac¢ zarowno MDA, jak i MDA w kombi-
nacji z 4-HNE. Metoda oparta jest na reakcji chromogenu (N-metylo-2-fenyloindol)
z dialdehydem malonowym i 4-hydroksynonenalem w temperaturze 45°C, co prowa-
dzi do utworzenia trwatego chromoforu z maksimum absorbancji przy dhugosci fali
586 nm. Za wartosci referencyjne przyjmuje si¢ stezenie [MDA+4-HNE] nizsze od
1 umol/l surowicy.

Analize statystyczng uzyskanych wynikéw przeprowadzono za pomoca: 1) testu
t— do sprawdzenia hipotezy zerowej o braku réznic migdzy $rednimi dwoch zaleznych
pomiardw; 2) wspotczynnika korelacji Pearsona — w celu oceny zalezno$ci pomiedzy
wynikami parametréw stresu oksydacyjnego.

Wyniki

Przed rozpoczeciem terapii odwykowej Srednie stezenia obu badanych parametrow
przekraczaty zakresy wartosci referencyjnych. Trzymiesieczny okres farmakoterapii
spowodowat istotny statystycznie spadek stezenia zardwno 8-izo-prostaglandyny Fa,
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jak i dialdehydu malonowego i 4-hydroksynonenalu. Dalszy korzystny dla pacjentow
spadek stezenia produktow peroksydacji lipidéw nastapit po 12 tygodniach od zaprze-

stania zazywania lekow (tabela).
W obu podgrupach wyodrgbnionych ze wzgledu na rodzaj stosowanego leku (nal-
Tabela

Stezenia parametrow stresu oksydacyjnego w surowicy krwi badanych pacjentéw przed
leczeniem farmakologicznym (N=61), po farmakoterapii (N=61) oraz po katamnezie (N=37)

FOFENETE Y R URD, BOluihi,
LAECRUTORYIMNE  formed Ermabolemei? | oo Bmekoemcd = hnlemmneziz
[warboom red ren o | aLEh o= utEh
[ e s vk o] [mdre vk o [mbres wert o]
J-me- FGF 1wt ud LG LNgG e [F. /= o . R
(00 HL 2 nghml] | 0,06 - 550 00 -2 R 0,05 = 190 +++
0L --3HME] 1.mE05a 1,0 A e ner 050 +
= 1 pmadd] 0,27 1125 - 2 1] i, -2 2] e

X — warto$¢ $rednia

SD — odchylenie standardowe

* — statystycznie istotna réznica w stosunku do wynikéw przed farmakoterapia
+ — statystycznie istotna roznica w stosunku do wynikéw po farmakoterapii

+ - p<0,05
++ — p<0,01
*EE _ p<0,001

trekson, tianeptyna) po farmakoterapii nastapito istotne statystycznie (p<0,01; p<0,05)
zmniejszenie stezenia 8-izo-prostaglandyny F o (rys. 1). Natomiast po katamnezie tylko
w grupie badanych, ktérym podawano naltrekson, stgzenie 8-izo-PGF o obnizyto si¢
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Rys. 1 Stezenie 8-izo-PGF, przed farmakoterapia, po farmakoterapii oraz po katamnezie
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istotnie (p<0,05).

Stezenie drugiego z badanych parametréw dialdehydu malonowego i 4-hydro=
ksynonenalu, obnizyto si¢ istotnie po farmakoterapii zarowno w podgrupie pacjentow
leczonych naltreksonem (p<0,001), jak i w podgrupie leczonej tianeptynag (p<0,01).
Natomiast 3-miesieczny okres katamnezy nie przyniost zmian w stezeniu [MDA+4-
-HNE] w podgrupie pacjentow leczonych naltreksonem, a w podgrupie pacjentow
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Rys. 2 Stezenie [MDA+4-HNE] przed farmakoterapia, po farmakoterapii oraz po katamne-

otrzymujacych tianeptyne stezenie obnizyto si¢ istotnie (p<0,001) (rys. 2).

Podjeto takze probe oceny korelacji (rys. 3) badanych wskaznikow stresu oksyda-
cyjnego przed farmakoterapig, po jej zakonczeniu oraz po katamnezie. Stwierdzono
istotng korelacje pomiedzy stezeniem 8-izo-PGF,o a [MDA+4-HNE] w surowicy krwi
badanych pacjentow przed farmakoterapia (r=0,41; p<0,05) i po leczeniu farmakolo-

Rys. 3 Korelacja pomiedzy wynikami parametréw stresu oksydacyjnego przed farmakotera-
wsp. korelacji: r=0,41
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Rys.3a po farmakoterapii
wsp. korelacji: r=0,52
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gicznym (1=0,52; p<0,05).

Dyskusja

Produkty peroksydacji lipidow, takie jak: nadtlenki lipidow, niskoczasteczkowe
produkty rozktadu wielonienasyconych kwasow ttuszczowych reagujace z kwasem tio-
barbiturowym (TBARS), dialdehyd malonowy (MDA), 4-hydroksynonenal (4-HNE),
8-izo-prostaglandyna F, uzywane sg jako wskazniki stresu oksydacyjnego [9, 10].

W prezentowanej pracy oceny procesu peroksydacji lipidow, jako jednej z moz-
liwych drég dzialania wolnych rodnikéw, dokonano poprzez oznaczanie stg¢zenia
dialdehydu malonowego w kombinacji z 4-hydroksynonenalem oraz poprzez ozna-
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czanie stgzenia 8-izo-prostaglandyny F, . W prowadzonych przez nas badaniach przed
odwykowym leczeniem farmakologicznym zarowno $rednie stezenie dialdehydu
malonowego i 4-hydroksynonenalu, jak i 8-izo-prostaglandyny F, w surowicy krwi
0s6b uzaleznionych od alkoholu byto podwyzszone, a obnizylo si¢ po farmakoterapii
oraz po katamnezie.

Nie stwierdzono istotnych roznic w nasileniu peroksydacji lipidow pomig¢dzy
podgrupami o0séb leczonych naltreksonem (N=30) oraz tianeptyng (N=31) przed
farmakoterapia i po leczeniu farmakologicznym, natomiast po katamnezie st¢zenie
[MDA+4-HNE] byto istotnie wyzsze w podgrupie pacjentéw, ktorym podawano
naltrekson (p<0,01).

Nasilong peroksydacje lipidow indukowang etanolem wykazali takze Sergent i wsp.
[11], poprzez pomiar stezenia dialdehydu malonowego oraz skoniugowanych dienow,
Rodo i wsp. [12] mierzac poziom substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym
(TBARS), Rosnowska i wsp. [13] oznaczajac nadtlenki lipidow (LPx). W badaniach
tych autorow stwierdzono réwniez, ze abstynencja sprzyja normalizacji oznaczanych
parametrow.

Ze wzgledu na niezadowalajaca czuto$¢ i swoisto§¢ parametrow laboratoryjnych
stosowanych w ocenie nasilenia peroksydacji lipidow zaleca si¢ rownoczesne ozna-
czanie dwoch roznych wskaznikow.

W prowadzonych przez nas badaniach, oprocz najbardziej popularnych wskazni-
kow peroksydacji lipidow, jakimi s3 MDA i 4-HNE, oznaczano stezenie 8-izo-PGF, .
8-izo-prostaglandyna F, stosunkowo niedawno znalazfa zastosowanie jako wskaznik
peroksydacji lipidoéw, a do jej rozpowszechnienia przyczynito si¢ opracowanie immu-
nochemicznej metody oznaczania tego parametru.

Dane z piSmiennictwa na temat poziomu 8-izo-prostaglandyny F, u 0sob naduzy-
wajacych etanolu sg do$¢ ubogie. Duza cze$¢ badan zostata przeprowadzona na zwie-
rzgtach i dotyczy catej grupy F -izoprostanow, a nie tylko 8-izo-prostaglandyny F, .
Ponadto, zaden z autorow nie analizuje przypadkéw, gdy funkcja watroby nie jest
zaburzona. Rézny jest takze materiat i stosowanie metody. Jednak w badaniach
przeprowadzonych przez Hill i Awad [14], Aleynik i wsp. [15], Nanji i wsp. [16]
wykazano, ze naduzywanie alkoholu powoduje zwigkszenie stezenia 8-izoprostandw
oraz ze abstynencja sprzyja normalizacji tego parametru. Ponadto zwrocono uwage
na istnienie korelacji pomiedzy stezeniem 8-izoprostanu a nasileniem zmian morfo-
logicznych w watrobie.

W prezentowanej pracy do grupy badanej zakwalifikowano pacjentdéw, u ktorych nie
stwierdzono klinicznych cech uszkodzenia watroby i ktorzy nie wykazywali odchylen
od warto$ci referencyjnych biochemicznych wskaznikow funkcji watroby. Pozwala
to przypuszcza¢, ze podwyzszone stgzenia 8-izo-prostaglandyny F,  w surowicy krwi
0s6b badanych wynikatly gtownie z naduzywania alkoholu.

Przydatno$¢ oznaczania 8-izo-prostaglandyny F, jako nowego wskaznika perok-
sydacji lipidow oceniano w prezentowanej pracy poprzez poroOwnanie zmian st¢zenia
tego parametru ze stezeniem dialdehydu malonowego i 4-hydroksynonenalu. Wykazano
istotng korelacj¢ pomigdzy stezeniem 8-izo-PGF, a [MDA+4-HNE] w surowicy krwi
badanych pacjentow przed farmakoterapia i po leczeniu farmakologicznym. Podobne
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wyniki przedstawili w cytowanych wyzej badaniach Aleynik i wsp. [15]. Stwierdzili
istotng korelacj¢ pomigdzy stezeniem F -izoprostanow a stezeniem 4-hydroksynonenalu
w surowicy krwi pacjentow z alkoholowymi uszkodzeniami watroby. Uznali, ze
4-HNE jako wskaznik peroksydacji lipidow charakteryzuje si¢ wigkszg czutoscig niz
F -izoprostany. By¢ moze odzwierciedla to fakt, ze prekursorami dla 4-HNE sg r6zne
wielonienasycone kwasy thuszczowe (W tym bogato wystepujacy w thuszczach kwas
linolenowy), natomiast dla F -izoprostanéw jedynie kwas arachidonowy. Nanji i wsp.
[16] wykazali korelacje pomigdzy osoczowym 8-izoprostanem a sprzezonymi dienami
w mikrosomach watroby, co réwniez potwierdzatoby przydatnos¢ 8-izo-PGF,, jako
markera nasilenia peroksydacji lipidow.

Sledzac doniesienia naukowe mozna stwierdzié, ze dtugotrwate spozywanie al-
koholu prowadzi do nasilenia peroksydacji lipidoéw, co znajduje odzwierciedlenie we
wzro$cie stezenia jej produktow: izoprostanoéw [15, 16, 17, 18], dialdehydu malono-
wego [9, 19], 4-hydroksynonenalu [15, 19], sprzezonych dienow [16] lub nadtlenkoéw
lipidow [13].

Whioski

1. Zmniejszenie stgzenia 8-izo-prostaglandyny F, oraz dialdehydu malonowego
i4-hydroksynonenalu po farmakoterapii oraz po katamnezie $wiadczy o korzystnym
antyoksydacyjnym wptywie zaprzestania picia alkoholu w wyniku kompleksowej
terapii odwykowe;j.

2. Pomiar stezenia 8-izo-PGF, oraz [MDA+4-HNE] w surowicy krwi moze by¢
przydatny w ocenie stopnia peroksydacji lipidow, indukowanej naduzywaniem
alkoholu.

Summary

The aim of the study was the estimation of intensity of lipid peroxidation in alcohol de-
pendent male patients after three months of therapy with naltrexone or tianeptine and the next
three months follow-up.

61 males with clinical diagnosis of alcohol dependence (ICD-10) have been examined.

The investigated parameters have been determined in blood serum, the 8-iso-prostaglandinF,
by means of immunoenzymatic assay (ELISA) and malondialdehyde with 4-hydroxynonenal
by means of colorimetric method.

In alcohol dependent men before pharmacotherapy the mean concentration of 8-iso-PGF,
and[MDA+4-HNE] was higher than the reference interval. Both, after three months of applied
drugs and the next three months follow-up, the concentration of studied parameters decreased
considerably.

The above results show intensification of lipid peroxidation in alcohol abusers and ad-
ventageous influence of abstinence from alcohol and treatment of naltrexone or tianeptine on
free-radical changes of lipids as well.
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Konzentration von 8-Iso-Prostaglandin F2p und 4-Hydroxynonenal
und Dialdehidmalonan bei den alkoholabhéingigen Personen
wiithrend der komplexen Abgewdhnungstherapie

Zusammenfassung

Das Ziel der Arbeit war die Verdnderung der Intensitit von der Peroxydation der Lipide bei
alkoholabhingigen Méannern nach drei Monaten der Anwendung von Naltrexon oder Tianeptin
und nach drei weiteren Katamnesemonaten zu beurteilen. An der Forschung nahmen 61 Ménner
mit der klinischen Diagnose der Alkoholabhéngigkeit (ICD 10) teil. Die untersuchten Parameter
bezeichnete man im Blutserum, 8-Iso-Prostaglandin F2p (8-Iso-PGF2p) mit Hilfe der immuno-
ensymatischen Methode (ELISA), und Dialdehidmalonan in Verbindung mit 4-Hydroxynonenal
(MDA+4-HNE) mit Hilfe der kolorimetrischen Methode.

Bei den alkoholabhéngigen Personen {iberschritt vor dem Beginn der pharmakologischen
Behandlung die durchschnittliche Konzentration von 8-Iso-PGF2p, und auch (MDA+4-HNE)
die Referenzwerte. Sowohl nach drei Monaten der Anwendung von Medikamenten als auch
nach drei Monaten der Katamnese ist die Konzentration der untersuchten Parameter sehr ge-
sunken. Die obigen Ergebnisse zeigen auf die Intensitéit der Prozesse der Lipidenperoxydation
bei den Personen, die Alkohol missbrauchen, und auch sie zeigen auf einen normalisierenden
Einfluss von Abstinenz und der Behandlung von Nalterxon oder Tianeptin auf die Lipiden-
transformation.

La concentration de 8-iso-prostaglandine F, , de 4-hydroxynonenal
et de malondialdehyde des alcooliques suivant la thérapie combinée

Résumé

Ce travail vise a estimer le changement d’intensité de la préoxydation des lipides des hommes
alcooliques apres 3 mois de la thérapie de naltrexone ou de tianeptine et ensuite encore aprés
trois mois. On examine les cas de 61 hommes alcooliques diagnostiqués selon ICD-10. Les
paramétres examinés ont été déterminés dans le sérum, 8-iso-prostaglandine F, en utilisant la
méthode immunoenzymatique (ELISA) et le malondialdehyde combiné avec 4-hydroxynone-
nal en utilisant la méthode de colorimétrie. Chez les hommes dépendant de 1’alcool avant la
thérapie la concentration de 8-iso-prostaglandine F, et de MDA+4HNE dépasse les valeurs de
référence. Apres la thérapie de 3 mois et encore trois mois cette concentration abaisse consi-
dérablement. Ces résultats démontrent I’augmentation des processus de la préoxydation des
lipides des alcooliques et I’influence favorable de 1’abstinence et de la thérapie de naltrexone

ou de tianeptine sur les changements des radicaux libres des lipides.
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