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Streszczenie

Celem pracy byta ocena wptywu suplementacji sele-
nem i/lub magnezem na aktywnos¢ enzymow antyoksy-
dacyjnych i ztagodzenie, indukowanego przez alkohol,
stresu oksydacyjnego w moézgach szczurow. 40 szczurdw,
samcow, szczepu Wistar podzielono na 5 grup: 1 kon-
trolng i 4 grupy pijace alkohol. Szczury zatruwane alko-
holem otrzymywaty do picia 15% roztwoér etanolu
przez 4 dni w tygodniu, a przez kolejne 3 dni podawano
im czysta wode lub wode z dodatkiem magnezu (100
mg Mg/l H,0), selenu (0,4 mg Se/l H,O) lub jedno-
cze$nie magnezu i selenu. Eksperyment prowadzono
przez 3 miesigce. Zatruwanie szczurO6w etanolem, powo-
dowato obnizenie aktywnosci katalazy (o 20%) i zna-
czacy (blisko dwukrotny) wzrost stezenia malonylodial-
dehydu (MDA) w mézgach w poréwnaniu do zwierzat
kontrolnych. Podawanie szczurom magnezu i/lub selenu
zwiekszato aktywnos¢ katalazy i dysmutazy ponadtlen-
kowej oraz obnizato stezenie MDA w mobzgach.
U szczurdéw pijacych alkohol obserwowano takze wzrost
aktywnosci peroksydazy glutationowej (GPx). Aktyw-
nosci peroksydazy glutationowej i katalazy w mozgach
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byty najwyzsze u zwierzat, ktérym jednoczesnie poda-
wano Mg i Se.

Whnioski: Zwiekszenie podazy Se i/lub Mg w okre-
sach abstynenckich powoduje wzrost aktywnosci enzy-
moOw neutralizujgcych wolne rodniki i obnizenie stresu
oksydacyjnego w moézgach szczurow.

Stowa kluczowe: alkohol, moézg, selen, magnez,
malonylodialdehyd

Summary

The aim of the study was to estimate the influence
of supplementation with selenium and/or with mag-
nesium the activities of antioxidative enzymes and alle-
viation of oxidative stress induced by ethanol in the
rats brains. Forty male rats of Wistar strain were organ-
ized into five groups: 1 control and 4 groups which
were given to drink alcohol. Rats were intoxicated
with 15% solution of ethanol 4 days a week, and tap
water and also water supplemented with selenium (0.4
mg Se/l), magnesium (100 mg Mg/l) or simultaneously
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with magnesium and selenium for the next 3 days. The
experiment has been carried out for over 3 months.
The intoxication of rats with ethanol decreased catalase
activity (about 20%) and significantly (about twice)
rose the concentration of malonylodialdehyde (MDA)
in brains in comparison with the control animals. Mag-
nesium and/or selenium administration increased cata-
lase and superoxide dismutase activities and lowered
concentration of MDA in brains. In rats drinking alco-
hol increase of activity of glutathione peroxidise (GPx)

was noted. The highest glutathione peroxidase and cata-
lase activities were found in brains of rats supplemented
with magnesium and selenium simultaneously.

Conclusions: Increased supply of Se and/or Mg dur-
ing the periods of abstinence increases the activities of
enzymes neutralizing free radicals and lessens oxidative
alcohol induced stress in brains of rats.

Key words: alcohol, brain, selenium, magnesium,
malonylodialdehyde.

Wstep

Indukcja stresu oksydacyjnego jest istotnym
mechanizmem patogenetycznym odpowiedzialnym
za — powodowane przez alkohol - uszkodzenia
i zaburzenia funkcjonowania r6znych narzadéw [1].
Mozg jako organ o intensywnym metabolizmie tle-
nowym i duzej zawartosci wielonienasyconych kwa-
sow tluszczowych jest szczegblnie podatny
na szkodliwe dziatanie oksydantoéw, generowanych
podczas metabolizowania etanolu. Procesom tym
sprzyja rowniez duze stezenie zelaza w mozgu.
Alkohol zwigksza zawarto$¢ niezwigzanych z biat-
kami jonoéw tego metalu, katalizujgcych wytwarza-
nie wolnych rodnikéw w reakcji Fentona [2]. Alko-
hol etylowy tatwo przechodzi przez bariere krew—
mozg, gdzie jest utleniany do aldehydu octowego
przez katalaze oraz w mniejszym stopniu przez
dehydrogenaze alkoholowg, a takze metabolizowa-
ny na drodze beztlenowej z wytworzeniem estrow
etylowych kwasow ttuszczowych (FAEE) [1, 2].
Zaréwno aldehyd octowy jak i FAEE moga bezpo-
Srednio uszkadza¢ mitochondria, zaburzac ich funk-
cjonowanie i nasila¢ generacje wolnych rodnikow
[3, 4]. Aldehyd octowy, toksyczny metabolit alko-
holu reaguje z grupami aminowymi, hydroksylo-
wymi, i sulfydrylowymi biatek, zmienia ich struk-
ture i powoduje inhibicje enzymoéw. Jest silnym
generatorem wolnych rodnikéw. Reaguje z lipidami
i nasila peroksydacje lipidow bton komoérkowych.
Sprzyja konwersji dehydrogenazy ksantynowej
do oksydazy ksantynowej, co prowadzi do zwigk-
szonej generacji anionorodnika ponadtlenkowego
i nadtlenku wodoru. Addukty aldehydu octowego
z biatkami i kwasami nukleinowymi wykrywane
w tkance mézgowej alkoholikoéw, odpowiedzialne
sa za uszkodzenie komorek i degeneracje neuronoéw
[3]. Podczas przewlekiego naduzywania alkoholu
znaczaco zwieksza si¢ rola mikrosomalnego uktadu
utleniania etanolu (Microsomal Ethanol Oxidizing
System, MEOS) z udzialem cytochromu P450 2E1
(gtownie izoenzymu CYP2E1), szczegdlnie aktyw-
nego w generacji wolnych rodnikéw. Ta droga meta-
boliczna prowadzi do wytworzenia aldehydu octo-
wego 1 rodnika 1-hydroksyetylowego [1]. Powsta-

wanie stresu oksydacyjnego w moézgu jest nie tylko
zwigzane z procesami metabolizowania etanolu
i dziataniem jego toksycznych metabolitow, lecz
réwniez z powodowanym przez alkohol obnize-
niem obrony antyoksydacyjnej, w tym zmniejsze-
niem aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych i ste-
zenia zredukowanego glutationu [2, 5]. Spadek
wydolnosci antyoksydacyjnej jest poglebiany, przez
obserwowane u alkoholikéw niedozywienie i defi-
cyt substancji odzywczych (witamin, sktadnikow
mineralnych) [6, 7]. Spozywanie alkoholu utrudnia
wchtanianie, nasila wydalanie i zaburza metabolizm
witamin i biopierwiastkéw, biorgcych udziat
w obronie antyoksydacyjnej tkanek, w tym rowniez
magnezu i selenu [7-9]. Selen jest biogennym, pier-
wiastkiem $ladowym a jego niedobor wigze sie ze
zwigkszonym ryzykiem rozwoju choréb uktadu kra-
zenia, neurodegeneracyjnych i nowotworowych
[10, 11]. Wchodzi w sktad selenobiatek i selenoen-
zymoOw takich jak m.in. reduktaza sulfotlenku
metioniny, reduktaza tioredoksyny czy peroksydaza
glutationowa, biorgcych udziat w obronie antyoksy-
dacyjnej, utrzymaniu i przywracaniu wewngtrzko-
morkowej rownowagi oksydacyjno-redukcyjne;j.
Peroksydaza glutationowa (GPx) stanowi pierwszg
lini¢ obrony, usuwa H,0, i toksyczne nadtlenki
zmniejszajac uszkodzenia komoérek powodowane
przez reaktywne formy tlenu. Selen jest niezbedny
do prawidtowego funkcjonowania uktadu nerwo-
wego [8, 10]. Obnizone stezenie tego pierwiastka
i spadek aktywnosci enzymoéw selenozaleznych
zwiegksza utrate komoérek nerwowych w zwierzecych
modelach chor6éb neurodegeneracyjnych. Genetycz-
nie uwarunkowany niedobér GPx zwigksza wraz-
liwos¢ moézgu na niedokrwienie i neurotoksyny.
Natomiast zwi¢kszenie jej aktywnoS$ci w wyniku
wzrostu podazy Se lub nadekspresji genu dla GPx
tagodzi uszkodzenia powodowane przez te czynniki
[10]. Srednie stezenia Se w surowicy ludzi réznig
sie rowniez w zaleznosci od obszaru geograficznego
i w znacznej mierze zalezg od zawartosci tego pier-
wiastka w glebie, wodzie i spozywanych produktach
[12]. Europa srodkowo-wschodnia, w tym Polska,
nie nalezg do terenow szczegblnie zasobnych w ten
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pierwiastek. U znacznej czeici badanych oséb z r6z-
nych region6éw kraju obserwuje si¢ relatywnie niskie
stezenie Se w surowicy, na poziomie 50-55 ug/l,
odpowiadajgce dziennemu spozyciu 30-40 ug,
przy zalecanym, wynoszacym 55 ug/dobe [12].
Na przyktad w populacji Gornego Slaska bardzo
niskie stezenie selenu w surowicy <40 pg/L stwier-
dzono u 13,5% mezczyzn i 14,2% kobiet, a stezenia
z przedziatu 40-60 ug/L miato az 46,2% kobiet
i 37,5% mezczyzn. Jedynie u 10,2% kobiet i 11,7
% mezczyzn zawartos¢ selenu w surowicy byta
optymalna (>80 ug/L) [13]. Magnez aktywuje oko-
to 350 enzymow, jest drugim po potasie kationem
wewnatrzkomorkowym, uczestniczy w metaboliz-
mie lipidéw, biatek, weglowodanéw i kwaséw nuk-
leinowych. Stabilizuje btony komorkowe i reguluje
przez btonowy transport wapnia, sodu i potasu.
Jako aktywator enzymow uczestniczacych w wytwa-
rzaniu, magazynowaniu i wykorzystaniu wysokoe-
nergetycznych wigzan w czasteczkach ATP (adeno-
zynotrojfosforanu) odpowiada za gospodarke ener-
getyczng i wywiera posredni wptyw na wiekszo$¢
procesOw zachodzacych w organizmie. Zmniejsza-
nie wewnatrzkomorkowego magnezu wptywa nie-
korzystnie na funkcjonowanie mitochondriow
i produkcje energii, zmienia przepuszczalnos¢ bton
komérkowych, zwieksza stezenie jonéw Ca?*
w komorce, produkcje wolnych rodnikéw i czynni-
kow prozapalnych [14]. W Polsce 30-60% populacji
przyjmuje niewystarczajacg iloS¢ magnezu, a Sred-
nia podaz z dietg jest mniejsza o ok. 15% od zale-
canej dawki [15]. Naduzywanie alkoholu i alkoho-
lizm réwniez zaburza metabolizm i redukuje zasoby
magnezu w roznych tkankach, w tym takze w moz-
gu. Jest to zwigzane z niedozywieniem, utrudnio-
nym wchtanianiem, nasileniem diurezy, a takze
utratg jelitowego magnezu podczas wymiotow [9].
Powodowane przez alkohol uszkodzenie mozgu
i udar s3 poprzedzane przez szybki spadek
wewngtrzkomoérkowego magnezu, wzrost jonéow
Ca*? w cytoplazmie i zwigzane z tym zwezenie
naczyn tetniczych. Podawanie magnezu moduluje
przeptyw jonéw wapnia przez btony komoérkowe,
powodujac rozszerzenie naczyn krwionos$nych.
Obnizanie stezenia jondw Mg?* w btonach komor-
kowych miesni gtadkich naczyn krwiono$nych
moze by¢ istotnym mechanizmem odpowiedzial-
nym za uszkodzenie tkanki moézgowej. Powoduje
generacje reaktywnych form tlenu i wzrost stezenia
wewnatrzkomoérkowych jonéw Ca?*. Prowadzi to
do aktywacji izoenzymoéw kinazy biatkowej C
i indukcji jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-
kB, zaangazowanych w uszkodzenie komorek
i tkanki mézgowej [15]. W badaniach in vitro, zaob-
serwowano, ze wrazliwo§¢ neuronéw korowych
na stres oksydacyjny zwieksza sie¢ w medium pozba-

wionym magnezu. Brak magnezu destabilizuje bto-
ny komérkowe, powoduje uwalnianie zredukowa-
nego glutationu do medium i spadek jego stezenia
w komorkach, a w koficu $mier¢ neuronéw w wyni-
ku ich uszkodzenia oksydacyjnego [16].

Cel pracy

Wysokie spozycie alkoholu w naszym kraju
przy jednoczesnej, niskiej podazy selenu i magnezu
z pozywieniem uzasadnia podejmowanie badan
nad wptywem tych pierwiastkow na zahamowanie,
indukowanych alkoholem niekorzystnych zmian
w organizmie. Wptyw chronicznego i dos¢ inten-
sywnego spozywania alkoholu (kilka razy w tygod-
niu przez 3 miesigce) na procesy oksydacyjne
w mozgu badali$my na modelu zwierzgcym. Celem
pracy byta ocena wptywu podawania selenu i/lub
magnezem z wodg pitng w okresach abstynenckich
na aktywnos$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych i zta-
godzenie, indukowanego przez alkohol, stresu oksy-
dacyjnego w moézgach szczurow.

Materiat i metody

Zwierzeta i protokot eksperymentu

Doswiadczenie przeprowadzono na 40 szczurach,
samcach szczepu Wistar. Na poczatku eksperymentu
zwierzeta miaty 6-7 tygodni i wazyty ok. 200 g.
Szczury zostaty podzielone na 5 grup (po 8 zwierzat
w kazdej): grupe kontrolng (K) i 4 grupy zatruwane
alkoholem. Zwierzeta zatruwane alkoholem otrzy-
mywaly do picia 15% roztwor etanolu przez 4 dni
w tygodniu, a przez kolejne 3 dni podawano im
czysta wode (grupa Et) lub wode z dodatkiem mag-
nezu (100 mg Mg/l H,0) (grupa Et+Mg) lub selenu
(0,4 mg Se/l H,O) (grupa Et+Se) lub jednoczesnie
magnezu i selenu (grupa Et+Mg+Se). Szczury prze-
bywaty w plastikowych klatkach, w naturalnych
warunkach o$wietleniowych i w temperaturze poko-
jowej. Karmione byty standardowg pasza dla szczu-
réw ad libitum. Eksperyment prowadzono przez 3
miesigce. [los¢ wypijanych ptynoéw i waga szczuréw
byty systematycznie mierzone podczas eksperymen-
tu. Po uptywie tego czasu, ok. 72 h od ostatniego
podania alkoholu, szczury dekapitowano przez
domiesniowe podanie ketaminy i dyslokacje kregow
szyjnych. Moézgi zostaly pobrane, zamrozone
w temp. -80° C i trzymane w takim stanie
do momentu oznaczen biochemicznych.

Eksperyment przeprowadzony zostat za zgoda
Lokalnej Komisji Etycznej ds. doSwiadczen na zwie-
rzetach we Wroctawiu, nr pozwolenia 47/2007.

Przyrost wagi ciata, ilos¢ wypijanych ptynow,
oraz pobér przez szczury alkoholu, magnezu i sele-
nu przedstawiono w naszym poprzednim doniesie-
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niu z badan przeprowadzonych na tym samym
modelu doswiadczalnym [17]. Srednia dawka alko-
holu pobierana przez zwierzeta podczas zatruwania
etanolem (4 dni w tygodniu) wynosita ok. 7,4
g/kg/m.c./dobe. Natomiast w dniach suplementacji
selenem i/lub magnezem (okres abstynencji, 3 dni
w tygodniu) szczury przyjmowaty odpowiednio:
ok. 2 g mg /kg/m. c./dobe i 19,4 g Se/kg/m.c./dobe
[17].

Oznaczenia biochemiczne

Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)
i katalazy (CAT) zmierzono spektrofotometrycznie,
przy uzyciu gotowych, zestawoéw odczynnikow fir-
my Cayman Chemical: nr kat 707002 (dla CAT) i nr
kat 706002 (dla SOD). Natomiast pomiar aktywno$¢
peroksydazy glutationowej (GPx) i stezenia malo-
nylodialdehydu wykonano przy uzyciu testow firmy
OxisResearch: Kit GPx-340TM (Nr kat. 21017) oraz
MDA-586 (Nr kat. 21044), odpowiednio. Pomiary
biochemiczne zostaty wykonane $cisle wedtug
zamieszczonych instrukeji. Tkanki homogenizowano
w odpowiednich buforach i odwirowywano,
a do oznaczen pobierano supernatanty. Bufory uzy-

wane do homogenizacji tkanek i parametry wiro-
wania byly zgodne z zaleceniami producenta.

Stezenie biatka w probkach, oznaczone zostato
za pomocy testu Protein Assay Kit Procedure
No. P 5656 firmy SIGMA DIAGNOSTICS. Albumi-
na wotowa zostata uzyta jako standard.

Analiza statystyczna

Wyniki oznaczen przedstawiono jako $rednia
(=SD). Analize statystyczng wykonano za pomoca
programu STATISTICA 8.0 dla Windows. Do bada-
nia istotnosci réznic miedzy grupami zmiennych
stosowano jednoczynnikowg analize wariancji
ANOVA, a nastepnie testy post hoc (NIR). Jesli
wariancje byly niejednorodne korzystno z testu
Cochrana-Coxa. Istnienie korelacji migedzy grupami
zmiennych o rozktadach normalnych badano tes-
tem Pearsona.

Wyniki badan
Enzymy antyoksydacyjne

Wyniki oznaczen enzyméw antyoksydacyjnych
przedstawiono w tabeli I.

Tabela I. Aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych: katalazy (CAT), peroksydazy glutationowej (GPx),
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w moézgach szczurow
Table 1. Activities of antioxidative enzymes: catalase (CAT), glutathione peroxidise (GPx), superoxide

dismutase (SOD) in brains of rats

Grupy Szczurdw Katalaza Peroksydaza Dysmutaza
py (CAT) glutationowa (GPx) ponadtlenkowa (SOD)

(n=38) [Ugar/mg biatkal [mUgp,/mg biatka] [Usop/mg biatkal]
Kontrolna (K) 8,58 (+1,65) 171,9 (£35,53) 0,99 (£0,32)
Et 6,61 (£1,55)2 221,8 (+50,1)2 1,32 (=0,34)
Et+ Mg 7,91 (+1,39)¢ 196,2 (+39,9)¢<d 1,64 (£0,13)2P
Et+Se 8,95 (+1,43)b¢ 234,4 (+£27,7)2 1,86 (+0,30)2P
Et+ Mg+ Se 12,28 (£2,17)2P 249,9 (+30,6)? 1,78 (£0,35)2"

Objasnienia: Grupy szczuréw: K — kontrolna, Et — intoksykowana alkoholem, Et+Mg, Et+ Se, Et+ Se + Mg — intoksykowane
alkoholem, suplementowane magnezem lub/i selenem, odpowiednio

a, b, ¢ d

— roznice statystycznie istotne miedzy grupami szczurdéw, p <0,05

4 — rznica statystycznie istotna miedzy grupg kontrolng, a grupami pojonymi alkoholem, p <0,05

b

mentowanymi magnezem i/lub selenem, Et+Mg, Et+Se, Et+Se+Mg, p <0,05
¢ — roznica statystycznie istotna miedzy grupami Et+Mg, Et+Se, a grupg Et+Se+Mg, p <0,05

d

- réznica statystycznie istotna miedzy grupe Et+Mg a grupe Et+Se, p <0,05.

—réznica statystycznie istotna miedzy grupg intoksykowanga alkoholem (Et), a grupami intoksykowanymi etanolem i suple-

Explanation: Groups of rats: K — control, Et — intoxicated with alcohol, Et + Mg, Et + Se, Et + Se + Mg — intoxicated with alcohol,

supplemented with magnesium or/and selenium, respectively

b6 d_ sjgnificant differences between groups of rats, p<0.05

2 — Intoxicated with alcohol groups: Et, Et+Mg, Et+Se, Et+Se+Mg significantly different from control group C, p<0.05

b _ Groups supplemented with Mg and/or Se (Et + Mg, Et + Se, Et + Se + Mg) significantly different from group intoxicated with
alcohol alone Et, p<0.05

¢ - Et + Mg, Et + Se groups significantly different from group Et+Se+Mg, p<0.05

d _ Et + Mg significantly different from Et + Se, p<0.05.
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Peroksydaza glutationowa (GPx)

Peroksydaza glutationowa wzrastatla w grupach
pojonych alkoholem (Et, Et+Mg, Et+Se,
Et+Se+Mg), odpowiednio o 29%, 14%, 36%
i 45% w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Jedynie
w grupie Et+Mg wzrost ten nie byt statystycznie
znaczacy. Aktywnosc¢ tego enzymu byta nizsza w gru-
pie suplementowanej tylko magnezem (Et + Mg) niz
w grupach Et+Se i Et+Se+ Mg, p<0,05.

Katalaza (CAT)

Alkohol obnizat aktywnos¢ katalazy (o 20%).
Podawanie Se i/lub Mg (grupy: Et+ Mg, Et+ Se,
Et+Se +Mg), zwiekszato aktywnos$¢ tego enzymu
odpowiednio o 20%, 35% i 86% w poréwnaniu
do grupy Et. W przypadku grupy Et+Mg wzrost
ten jednak nie byt statystycznie istotny. Najwyz-szy
wzrost aktywnosci katalazy odnotowano w grupie
suplementowanej jednoczesnie Se i Mg
(Et+Se+Mg). Aktywnos¢ CAT w tej grupie byta
wyzsza o0 43% w poréwnaniu do grupy K, o 55%
niz w grupie Et+Mg i 0 37% niz w grupie Et + Se.

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)

U szczuréw suplementowanych Se i Mg, grupy:
Et+ Mg, Et+Se i Et + Mg+ Se obserwowano istotny
statystycznie wzrost aktywnosci dysmutazy ponad-

tlenkowej (SOD), odpowiednio o 66%, 88% i 80%
w poréwnaniu do grupy K oraz o 24%, 41% i 35%
w poroéwnaniu do grupy zatruwanej etanolem, nie-
suplementowanej (Et), p <0,05.

Stezenie malonylodialdehydu (MDA)

Wyniki pomiaréw malonylodialdehydu w méz-
gach szczuréw przedstawiono na rycinie 1. Zatru-
wanie etanolem (grupa Et), powodowata znaczacy
wzrost stezenia MDA w moézgach szczuréw,
w poréownaniu do grupy kontrolnej (K). Zwieksze-
nie podazy selenu i magnezu w okresach abstynen-
ckich (grupy: Et+Mg, Et+Se, Et+Mg+ Se) obni-
zato poziom produktéow peroksydacji lipidow odpo-
wiednio 0 41%, 37% i 43% w poréwnaniu do gru-
py pijacej alkohol, niesuplementowanej (Et+ Se),
p<0,05. Stezenie MDA w grupie otrzymujgcej jed-
noczes$nie selen i magnez (Et+ Mg+ Se) byto nizsze
0o 10% niz u suplementowanej tylko selenem
(Et+Se), p<0,05.

Analiza korelacji

Analiza korelacji wykazata silng zalezno$¢ mie-
dzy wzrostem aktywnosci katalazy a spadkiem ste-
zenia produktow peroksydacji lipidow (malonylo-
dialdehydu) w mozgach szczurow (r= —0,421,
p=0,009) - rycina 2.
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Objasnienia: patrz pod tabelg 1
Explanation: see under table 1

Rycina 1. Wplyw intoksykacji alkoholem, suplementacji magnezem i/lub selenem na stezenie malony-

lodialdehydu (MDA) w moézgach szczurow

Figure 1. Influence of alcohol intoxication, and with magnesium and/or selenium supplementation on
concentration of malonylodiadyhede (MDA) in brains of rats
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Rycina 2. Korelacja miedzy stezeniem malonylodialdehydu (MDA) i aktywnoscia katalazy (CAT) w moz-

gach szczurow

Figure 2. Correlation between concentration of malonylodialdehyde (MDA) level and catalase (CAT)

activity in the rats brains

Dyskusja

Udziat reakcji wolnorodnikowych i stresu oksy-
dacyjnego w poalkoholowym uszkodzeniu orga-
now, w tym moézgu jest dobrze udokumentowany
w literaturze [1-3, 5, 16]. Mechanizm uszkodzenia
moézgu przez alkohol jest ztozony i wielokierunko-
wy. Stres oksydacyjny jest prawdopodobnie poczat-
kowym i zasadniczym etapem rozwoju zmian pato-
logicznych w moézgu, a wzrost jego poziomu jest
obserwowany jeszcze przed wystgpieniem znacza-
cych zmian histopatologicznych i fizjologicznych
w tym organie [5]. Wyniki naszych badan wskazuja,
ze dtugotrwate spozywanie alkoholu (przez trzy
miesigce, kilka razy w tygodniu, w dawce wyno-
szacej ok. 7,4 g etanolu/kg masy ciata/24h), zaburza
rownowage oksydacyjno-redukcyjng i nasila pero-
ksydacje lipidow w mozgach szczurow. Jest to zgod-

ne z doniesieniami innych autoréw, ktérzy réwniez
stwierdzali zwigkszenie stezenia produktéw pero-
ksydacji lipidow w moézgu podczas chronicznego
zatruwania etanolem [18, 19]. Zaobserwowalismy,
ze poziom stresu oksydacyjnego, monitorowany
jako wzrost stezenia MDA korelowat ze spadkiem
aktywnosci katalazy (r= — 0,421, p=0,009), a pod-
wyzszone stezenie malonylodialdehydu, utrzymy-
wato sie jeszcze po dwoch dniach abstynencji. Istot-
ne znaczenie katalazy w ochronie przed powodo-
wanymi przez alkohol uszkodzeniami wykazali Li
i wsp. [20]. Badania przeprowadzili na hodowlach
komorkowych miesni gtadkich naczyn moézgowych.
Obecnosc¢ katalazy w medium zapobiegata, w spo-
sOb zalezny od aktywnosci enzymu wzrostowi ste-
zenia jonow Ca?* w komorkach. Wzrost tych jonow
zwieksza kurczliwosé komorek miesni gtadkich, co
moze prowadzi¢ do ich uszkodzenia. Wedtug tych
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autoroéw generacja nadtlenku wodoru jest najwczes-
niejszym etapem, indukowanego przez alkohol
uszkodzenia naczyn moézgowych, pociggajacego
za sobg zmiany neurobehawioralne i zwiekszone
ryzyko udaru moézgu. Zatem neutralizacja H,O,
przez katalaz¢ moze odgrywal znaczacg role
w hamowaniu rozwoju zmian chorobowych w moz-
gu. Utrzymywanie sie zwiekszonego stezenia pro-
duktéw peroksydacii lipidow w czasie abstynencji
wystepuje rowniez w ptynach ustrojowych alkoho-
likow, poddawanych detoksykacji [21-23]. Huang
i wsp. [21] obserwowat obnizanie sie aktywnosci
katalazy w surowicy podczas tygodnia abstynencji
i odwrotng korelacje miedzy aktywnoscig tego enzy-
mu, a wskaznikami stresu oksydacyjnego. W na-
szym doswiadczeniu u szczurow spozywajacych
alkohol wystgpit spadek aktywnosci katalazy, jed-
nak zaobserwowaliSmy wzrost aktywnosci GPx
oraz niewielki, statystycznie nieistotny wzrost
aktywnosci SOD. Adaptacyjne mechanizmy obron-
ne majgce na celu zmniejszenie stresu oksydacyj-
nego podczas zatruwania alkoholem okazaty si¢
jednak niewydolne. Indukowane przez alkohol pro-
cesy oksydacyjne nie zostaty skutecznie zahamo-
wane, zwiekszajac ryzyko uszkodzenia tkanki moz-
gowej. Z badan Tsai i wsp. [22] wynika, ze pod-
wyzszone stezenie produktow peroksydacji lipidow
i obnizona aktywnos¢ SOD w ptynie mozgowo-
rdzeniowym alkoholikow moze sie utrzymywac
po tygodniu, a nawet po miesigcu abstynencji. Spa-
dek aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych obser-
wowany u alkoholikow, zwigksza wrazliwo$¢ neu-
ron6w na uszkodzenia oksydacyjne. Roéwniez Chen
i wsp. [23] obserwowali utrzymywanie sie wyzszego
poziomu wskaznikoéw peroksydacji lipidow (MDA)
i DNA (8-hydroksy-2 -deoksyguanozyny, 8-OHdG)
w surowicy alkoholikéw w czasie detoksykacji.
Po tygodniu abstynencji stezenie MDA zaczynato
spada¢, jednak wskazniki uszkodzenia oksydacyj-
nego DNA utrzymywaly sie¢ nadal na wysokim
poziomie, korelujac dodatnio z nasileniem zespotu
abstynencyjnego (mierzonego w skali Clinical Insti-
tute Withdrawal Assessment for Alcohol). MDA
jest jednym z koncowych produktéw peroksydacji
lipidow i czesto jest uzywany jako wskaznik ich
generacji i stezenia w tkankach. Zar6wno MDA jak
i inne produkty peroksydacji lipidéow takie jak m.
in.: 4-hydroksynonenal (4-HNE), 4-okso-2-nonenal
(ONE), akroleina sa bardzo reaktywnymi zwiazka-
mi, ktore charakteryzuja si¢ znacznie dtuzszym cza-
sem poéttrwania niz wolne rodniki oraz zdolnoscig
do dyfuzji do obszaréow odlegtych od miejsc ich
powstawania. Tworza wigzania kowalencyjne
z biatkami, enzymami, kwasami nukleinowymi
zmieniajac ich strukture i funkcjonowanie. Zabu-
rzajg funkcjonowanie mitochondriéw i oddychania

komorkowego, co powoduje generacje nowych rod-
nikéw tlenowych, zapoczatkowujacych kolejne, tan-
cuchowe reakcje oksydacyjne. Powodujg zahamo-
wanie aktywnosci enzymow i zmiany w strukturze
bton komoérkowych, zwigkszenie ich przepuszczal-
nosci, depolaryzacje, zaburzenie funkcjonowania
kanatow i transporteréw btonowych, prowadzac
do zniszczenia komorki [24]. Znaczaca rola pro-
duktéw peroksydacji lipidow w uszkodzeniu neu-
ronéw i chorobach neurodegeneracyjnych jest obec-
nie coraz lepiej rozumiana i uznawana przez bada-
czy [25]. Stymulacja obrony antyoksydacyjnej przez
regularne ¢wiczenia fizyczne [26], lub podawanie
antyoksydantow [18, 19] tagodzi, indukowany alko-
holem stres oksydacyjny i zmniejsza ryzyko uszko-
dzenia tkanki mézgowej. Wyniki naszych badan
sugeruja, ze oksydacyjne uszkodzenia mogg by¢ tak-
ze redukowane przez zwiekszong podaz pierwiast-
koéw biogennych, o wtasciwosciach antyoksydacyj-
nych. Podawanie szczurom selenu i magnezu
w okresach abstynencji zwiekszato potencjat anty-
oksydacyjny i zmniejszato, powodowany przez
alkohol wzrost poziomu MDA w moézgach. Poda-
wanie selenu z wodg pitng (w stezeniu 0,4 mg Se/L)
w okresach abstynenckich powodowato wzrost
aktywnosci enzymoéw neutralizujacych wolne rod-
niki: SOD, GPX i CAT i obnizato stezenie malony-
lodialdehydu. Korzystny wpltyw suplementacji sele-
nem nawet przy nizszych stezeniach (0,15 mg
SeO2/L wody) na obrone antyoksydacyjng i obni-
zenie peroksydacji lipidow w moézgach szczuréw
wykazali réwniez Adebayo i wsp. [27]. Dtugotrwate
karmienie szczuréw dietg niskobiatkowa powodo-
wato znaczace nasilenie peroksydacji lipidow w tym
organie, spadek stezenia biatka catkowitego i zre-
dukowanego glutationu, aktywnosci katalazy oraz
obnizenie wagi moézgu. Zaburzenia te s3 podobne
do zmian powodowanych przez alkohol. U szczu-
row, ktorym przez ostatnie 3 tygodnie eksperymen-
tu podawano selen z wodg pitng aktywnos$¢ kata-
lazy, stezenie biatka i waga mozgu byly znacznie
wyzsze, a wskazniki stresu oksydacyjnego nizsze niz
u zwierzat karmionych dietg niskobiatkowg, nie
otrzymujgcych selenu. Magnez podobnie jak selen
redukowat poziom stresu oksydacyjnego w mozgu,
jednak tylko w niewielkim stopniu zwiekszat
aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej i nie powo-
dowat istotnego wzrostu aktywnosci peroksydazy
glutationowej i katalazy. Neuroprotekcyjne dziatanie
magnezu zwigzane jest gtdwnie z jego antagonis-
tycznym wpltywem na jony Ca*?> w neuronach
i komoérkach mig$ni gtadkich naczyn krwionos-
nych. Nadmierny naptyw tych jonéw do komoérek
powoduje ich uszkodzenie. Alkohol zwigksza kurcz-
liwos¢ miesni gtadkich naczyn krwionos$nych, co
prowadzi do uszkodzenia drobnych tetniczek
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i wystgpienia ognisk mikrokrwawien w tkance moz-
gowej. Mechanizmy, dzieki ktérym magnez wyka-
zuje dziatanie rozkurczajgce naczynia zwigzane sg
z jego regulacyjnym dziataniem na stezenie
wewnatrzkomorkowych jonéw wapnia w komor-
kach migsni gtadkich naczyn krwionosnych. Powo-
dowane przez etanol uszkodzenie mozgu jest w cze-
Sci zwigzane z jego oddziatywaniem na receptory
NMDA (N-metylo-D-asparaginianu). Protekcyjne
i antyskurczowe dziatanie jonéw Mg?* wynika row-
niez z blokowania receptoréw NMDA w neuronach
i naczyniach krwiono$nych [28]. Ochronny wptyw
magnezu przed indukowanym przez hemoglobing
stresem oksydacyjnym obserwowano w hodowlach
komorek kory moézgowej. Wrazliwo$¢ neurondow
na zalezne od jonow zelaza uszkodzenie oksyda-
cyjne wykazywata odwrotng zaleznos¢ od stezenia
magnezu w medium. W wysokich stezeniach, mag-
nez bezposrednio hamowat peroksydacje lipidow,
co mogto wynika¢ z wspotzawodniczenia z jonami
zelaza o wigzanie z fosfolipidami btonowymi.
Przy niskich stezeniach magnezu obserwowano
zwiekszenie aktywnosci receptora NMDA, nasilenie
peroksydacji lipidow, spadek stezenia glutationu
zredukowanego i znaczne zwiekszenie obumierania
neuronow [29]. Antyoksydacyjne dziatanie magne-
zu wydaje sie by¢ bardziej zwigzane z bezpoSrednim
hamowaniem, indukowanej przez rdézne czynniki
m.in. alkohol generacji oksydantéw niz aktywacji
obronny antyoksydacyjnej. Taki wptyw moze wyni-
ka¢ z konkurowania Mg?* z jonami zelaza i ograni-
czenie ich oddziatywania na komorki, stabilizacji
bton komoérkowych oraz warunkowania przez mag-
nez prawidtowego funkcjonowanie mitochondriow.
Niektorzy autorzy obserwowali jednak wystepowa-
nie zwigzku miedzy stezeniem magnezu w diecie,
a aktywnoscig enzymow antyoksydacyjnych. Bada-
nia Liu i wsp. [30] wykazaly, ze suplementacja kur-
czat magnezem powoduje liniowy, zalezny od dawki
wzrost aktywnosci katalazy w watrobie oraz zwigk-
szenie ekspresji m-RNA dla tego enzymu. Natomiast
Marin i wsp. [31] zauwazyli wzrost aktywnosci
peroksydazy glutationowej w watrobie szczuréw
suplementowanych magnezem w pordéwnaniu
do zwierzat otrzymujacych diete deficytowg w mag-
nez. W naszym eksperymencie podawanie magnezu
razem z selenem silniej stymulowato aktywnosé
SOD, CAT i GPX, zatem w wiekszym stopniu zwiek-
szato ochrone tkanki mézgowej przez tancuchowy-
mi procesami oksydacyjnymi niz podawanie same-
go selenu.

Whioski

Wyniki naszych badan wskazuja, ze podawanie
Se i/lub Mg w okresach abstynenckich, zwieksza
potencjat antyoksydacyjny i tagodzi, indukowany

przez alkohol stres oksydacyjny w mozgach szczu-
rOwW.

Badanie finansowane ze Srodkéw przeznaczonych
na badania statutowe Katedry i Zaktadu Higieny Aka-
demii Medycznej we Wroctawiu. Nr grantu ST-31.
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