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STRESZCZENIE

Przeszczepianie watroby i choroby nowotworowe sa zwiazane ze stresem oksydacyjnym, ktérego biologicz-
nym markerem jest dialdehyd malonowy (MDA), produkt peroksydacji lipidow. Celem pracy byta proba okre-
Slenia, czy poziom MDA u dawcy moze by¢ przydatnym wskaznikiem prognozujacym przezywalnosc przeszcze-
pu po transplantacji. Oznaczono stezenia wolnego MDA w surowicy krwi u 20 biorcow z rakiem watrobowoko-
morkowym i u 20 dawcow przed przeszczepem watroby przy uzyciu metody HPLC-UV. Walidacja zastosowanej
metody badawczej wykazata jej przydatnosc¢ do oznaczania stezenia wolnego MDA w surowicy krwi. Oznaczo-
ne stezenia MDA byty zrdznicowane w obydwu badanych grupach i miescity sie w zakresie: 0-48 pmol/L dla
biorcow, oraz 0-3,54 pmol/L dla dawcow. Ze wzgledu na zbyt mata liczebnos¢ badanych grup pacjentow nie
mozna na podstawie uzyskanych wynikow wyciagna¢ jednoznacznych wnioskow dotyczacych roznic pomiedzy
grupami dawcow i biorcow, chociaz srednie wartosci u dawcow byty nizsze niz u biorcéow. Dlatego tez ozna-
czenie stezenia MDA u dawcy jako przydatnego wskaznika prognozujacego przezywalnos¢ przeszczepu po
transplantacji wymaga dalszych badan.

SLOWA KLUCZOWE: MDA, HPLC, stres oksydacyjny, przeszczepianie watroby, rak watrobowokomarkowy

ABSTRACT
CONCENTRATION OF MALONDIALDEHYDE IN BLOOD AS AN INDICATOR IN LIVER TRANSPLANTATION

Liver transplants and tumors are associated with oxidative stress and its biological marker malondialdehyde
(MDA), a product of lipid peroxidation. The aim of the study was to determine whether the level of MDA in
the donor is useful as a prognostic marker of graft survival following transplantation. Using HPLC-UV, the
concentration of free MDA was determined in blood serum of 20 transplant recipients suffering from hepato-
cellular carcinoma, and 20 donors prior to transplantation. Validation of the analytical method demonstrated
its usefulness in the determination of free MDA concentration in blood serum. The measured MDA concentra-
tions varied within either group, with a range of 0-48 pmol/L in recipients and 0-3.54 pmol/L in donors. Be-
cause of the low number of patients in both groups, the results are inconclusive with regard to possible dif-
ferences between donors and recipients, even though the mean values were lower in donors than in recipi-
ents. Therefore, further studies are needed to decide whether the determination of MDA concentrations in
donors constitutes a useful prognostic indicator of graft survival following liver transplantation.

KEYWORDS: MDA, HPLC, oxidative stress, liver transplantation, cancer hepatocellular carcinoma

1. Wstep Istnieje wiele doniesien o cytotoksycznym, mutagennym i
kancerogennym dziataniu tego zwiazku [3,4]. Brakuje jed-
nak danych literaturowych dotyczacych poziomu MDA u
dawcow watroby. Kosieradzki w badaniach dotyczacych
nerek wykazat, ze stezenie MDA w surowicy dawcy moze
utatwi¢ wczesne rozpoznanie ostrego odrzucania nerek i
dostarczy¢ informacji pozwalajacych prognozowac odlegta
czynnos¢ nerek [5]. Natomiast niewiele jest prac na ten
temat w odniesieniu do watroby.

Przeszczepianie watroby stanowi uznany sposob lecze-
nia i jednoczesnie postepowanie z wyboru w terapii prze-
wlektej krancowej niewydolnosci watroby oraz ostrej nie-
wydolnosci tego narzadu [1,2]. Jednym ze wskazan do
przeszczepu watroby jest choroba nowotworowa watroby.
Zaréwno przeszczepianie watroby, jak i choroby nowotwo-
rowe sa zwiazane ze stresem oksydacyjnym. Zaburzenia
hemodynamiki i metabolizmu w organizmie dawcy prowa-
dza do powstawania reaktywnych form tlenu (RFT), ktore

sg przyczyna stresu oksydacyjnego dla komorek przeszcze- 2. Przeszczepianie watroby

pianego narzadu. RFT wywotuja ponadto mutacje materia- Najczestszym wskazaniem do przeszczepu watroby u
tu ggnetycznego, nicjujace proces kancerogenezy. Wiele os6b dorostych jest marskos$¢ (tac. cirrhosis), najczesciej
p“lbl‘kaq' wskazuje na to, iz dialdehyd ril?a%orloyvy (MD.A)’ wywotana przez wirusowe zapalenia watroby (WZW), czyli
gtowny drugorzedowy produkt peroksydacji lipidow, mozna tzw. marsko$¢ niecholestatyczna. Zazwyczaj wskazaniem
traktowac jako biologiczny marker stresu oksydacyjnego. jest zapalenie watroby typu C, natomiast w przypadku za-
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palenia typu B taki zabieg jest kontrowersyjny wg danych
amerykanskiej organizacji UNOS (United Network for Organ
Sharing). Dobor dawcy i biorcy odbywa sie na podstawie
zgodnosci grup krwi, co wynika z niskiej immunogennosci
watroby [6].

2.1. Uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne narzadu
podczas przeszczepiania

Reperfuzja jest przywroceniem przeptywu krwi przez
organ. Uszkodzenie niedokrwienno- reperfuzyjne mozemy
podzieli¢ na dwie fazy:

e faza wczesna, czyli faza ostrego uszkodzenia (1-6 h po
reperfuzji),
o faza pozna, czyli faza odpowiedzi podostrej.

Po dtugim okresie niedokrwienia do komoérek wraz z
krwia zaczynaja dociera¢ duze ilosci tlenu. Na skutek
zmian biochemicznych, ktére zaszty w poprzednich etapach
przeszczepiania, fizjologiczna funkcja tancucha oddecho-
wego jest zaburzona. Powstaja wielkie ilosci RFT, ktore
uszkadzaja komorki. RFT generowane przez komorki
Kupffera odgrywaja kluczowa role w niedokrwienno-
reperfuzyjnym uszkodzeniu watroby. Moze to by¢ powodem
braku pierwotnej czynnosci watroby po przeszczepie [7].

3. Stres oksydacyjny
3.1. Reaktywne formy tlenu

Reaktywne formy tlenu to produkty reakcji redukcji
tlenu, wykazujace wieksza reaktywnosc niz czasteczka tle-
nu w stanie podstawowym. Do RFT naleza takze wolne rod-
niki tlenowe, ktore posiadaja niesparowane elektrony. We
wczesnej fazie reperfuzji (ostrego uszkodzenia) zaktywo-
wane komorki Kupffera sa gtownym zrodtem reaktywnych
form tlenu uszkadzajacych naczynia. RFT generowane
przez komorki Kupffera odgrywaja kluczowa role w niedo-
krwienno-reperfuzyjnym uszkodzeniu watroby. RFT sa
uwazane za najbardziej szkodliwy czynnik odpowiedzialny
za uszkodzenia narzadow w reperfuzji i stanowia przyczyne
stresu oksydacyjnego dla komorek przeszczepianego narza-
du. Stres oksydacyjny jest zachwianiem réwnowagi miedzy
procesami prooksydacyjnymi i antyoksydacyjnymi na ko-
rzysc tych pierwszych [8,9].

3.2. Peroksydacja lipidow bton biologicznych

Szczego6lnym typem reakcji generowanej przez RFT jest
peroksydacja, czyli proces tworzenia nadtlenkow. Lipidy sa
klasa czasteczek najbardziej podatna na proces peroksyda-
cji. Peroksydacja lipidow to typowy tancuchowy proces
wolnorodnikowy. Dotyczy on gtownie reszt wielonienasyco-
nych kwasow ttuszczowych (WNKT), posiadajacych wiaza-
nia podwdjne przedzielone mostkami metylenowymi. Fos-
folipidy sa sktadnikami bton biologicznych [10].

4. Dialdehyd malonowy (MDA)

MDA (ryc. 1) jest gtownym produktem peroksydacji
WNKT i mozna uznac go za biologiczny marker stresu oksy-
dacyjnego. Stres oksydacyjny jest zrodtem wielu chordb,
m.in. raka, miazdzycy, udaréw i zawatu serca. Odgrywa
takze kluczowa role w niedokrwienno-reperfuzyjnym
uszkodzeniu narzadéw przy przeszczepach.

MDA powstaje w organizmie w wyniku nieenzymatyczn-
nej autooksydacji wielonienasyconych kwasow ttuszczo-
wych, a takze enzymatycznego utleniania, np. podczas
przemian eikozanoidow [3].
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Ryc.1. Budowa czasteczkowa dialdehydu malonowego (inne
nazwy: aldehyd malonowy, 1,3-propanodial).

4.1. Wptyw MDA na organizm

MDA jest zwiazkiem o duzej aktywnosci biologicznej, o
okresie poéttrwania rzedu kilku minut. Ma zdolnos¢ prze-
mieszczania sie na znaczne odlegtosci, moze dziata¢ z dala
od miejsca powstawania, posiada zdolnos¢ inaktywacji en-
zymow, a takze wptywa posrednio na procesy syntezy bia-
tek. Wykazuje dziatanie cytotoksyczne, mutagenne, kance-
rogenne. Reaguje z grupami tiolowymi biatek, a takze ze
zwiazkami biologicznie czynnymi zawierajacymi grupe NH,,
tworzac potaczenia typu zasad Schiffa [3,11].

MDA ma wtasciwosci aterogenne (miazdzycorodne),
moze wptywac toksycznie na naczynia krwionosne. Reaguje
z aminami I-rzedowymi, formujac Ne-(2-propenal)lizyne,
powoduje tworzenie potaczen krzyzowych lizyna-lizyna z 1-
amino-3-iminopropenem i pirydylo-dihydropirydyna typu
mostkowego. Sa to zwiazki wykryte we frakcji apolipopro-
teiny B LDL, majace duzy, potwierdzony doswiadczalnie
udziat w powstawaniu miazdzycy [3]. Ponadto MDA modyfi-
kuje wtasciwosci fizyczne bton komorkowych, powoduje
zaburzenie funkcji komorek, w konsekwencji prowadzac do
dysfunkcji poszczegolnych organow. Bierze udziat w proce-
sie starzenia, reagujac z biatkami i powodujac tworzenie
barwnikow lipofuscynowych, uczestniczy roéwniez w pato-
genezie sttuszczenia watroby [3,12].

5. Oznaczanie MDA

Badania wtasne miaty na celu podjecie proby odpowie-
dzi na pytanie, czy pomiar i poziom stezenia MDA u dawcy
moze byc przydatnym wskaznikiem prognozujacym przezy-
walnos¢ przeszczepu po transplantacji. W tym celu wyko-
nano nastepujace badania:

e optymalizacje i walidacje metody oznaczania stezenia
wolnego MDA w surowicy,

e oznaczenie stezenia wolnego MDA w surowicy krwi bior-
cow cierpiacych na raka watrobowokomorkowego i ocene
poziomu stresu oksydacyjnego u tych pacjentow,

e oznaczenie stezenia wolnego MDA w surowicy krwi daw-
cow watroby,

e analize stopnia procesow oksydacyjnych zachodzacych w
watrobie do czasu pobrania narzadu, na podstawie po-
ziomu stezenia MDA u dawcy.

5.1 Metody oznaczania

MDA mozna oznacza¢ jako wolny zwiazek, ktory od-
zwierciedla swieza produkcje, lub jego catkowite stezenie,
ktore stanowi wskaznik dtugookresowego stresu oksydacyj-
nego. Wolny MDA stanowi niewielka czes¢ catkowitego MDA
obecnego w surowicy (10-15%), dlatego wolna frakcja jest
bardzo trudna do wykrycia, szczegolnie u oséb zdrowych.
Jest to wywotane tendencja MDA do tworzenia kompleksow
z aminokwasami i biatkami, a takze jego szybka metabo-
liczna biodegradacja przy udziale dehydrogenazy watrobo-
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Tabela 1. Poziomy wolnego i catkowitego MDA u ludzi zdrowych wg réznych autorow.

3r6dto Derywatyzacja Metoda 4 Wolny MDA Catkowity MDA
oznaczania [Mmol/L] [Mmol/L]

Steghens i inn. [14] DAN HPLC/UV k:0,024 m:0,019 k:0,162 m:0,138

Carbonneau i inn. [15] TBA HPLC 0,043 0,429

Yeo iinn. [16] GC-MS 0,025-0,038

Mao i in. [17] FMOC-hydrazyna HPLC-florym. 0,153 0,426

Hong i inn. [18] TBA HPLC/Vis 0,07 1,45

Pilz i inn.[19] DNPH HPLC/UV <0,05 2,16

DAN - diaminonaftalen; TBA - kwas tiobarbiturowy; FMOC-hydrazyna - 9-fluorenylometoksykarbonylohydrazyna;

DNPH - dinitrofenylohydrazyna; k - kobiety; m - mezczyzni.

wej [13]. Wymusza to nanomolarng, a nawet pikomolarng
czutos¢ metod stosowanych do oznaczen tego zwiazku.

Opracowano wiele metod stuzacych wykrywaniu i ozna-
czaniu tego zwiazku w materiale biologicznym, rézniacych
sie czutoscia i specyficznoscia. W tabeli 1 zebrano donie-
sienia literaturowe na temat poziomow stezenia wolnego i
catkowitego MDA w surowicy u ludzi zdrowych wg réznych
autorow.

W naszej pracy do oznaczenia stezenia wolnego MDA
zastosowano metode HPLC wykorzystujac technike faz od-
wroconych i detekcje w zakresie UV w oparciu o metode C.
Largilliere’a i S.B. Melancon’a [20], w ktorej dokonano
modyfikacji.

Uzyto chromatografu firmy Shimadzu wyposazonego w
pompe LC 10 AS, detektor UV/VIS SPD-10-AV i petle dozu-
jaca 100 pL. Rozdziatu dokonano na kolumnie chromatogra-
ficznej Carbohydrate Cartridge Column 4,6 x250 mm firmy
Waters. Parametry rozdziatu byty nastepujace: faza ru-
choma (acetonitryl : 0.03 M bufor Tris pH=7.4 (8:2 v/v)),
przeptyw 1.2 ml/min, dtugos¢ fali: A = 267 nm, temp.
12°C.

5.2. Materiat kliniczny

Materiatem klinicznym byty surowice krwi dawcow wa-
troby (n=20) i biorcow watroby (n=20) chorych na raka wa-
trobowokomorkowego, pobrane przed przeszczepem. Pro-
be kontrolng stanowity surowice krwi zdrowych, mtodych
mezczyzn (n=6).

5.3 Wyniki

Walidacja stosowanej metody HPLC oznaczania wolne-
go MDA wykazata, ze metoda ta jest liniowa, charakteryzu-
je sie dobra precyzja oraz doktadnoscia. Wyznaczona war-
tos¢ granicy detekcji rowna 0,03 pmol/L swiadczy o duzej
czutosci metody i jest nizsza od granicy wykrywalnosci
pierwotnej metody opracowanej przez Largilliere’a i wsp.
[20] wynoszacej 0,48 pmol/L. Ponadto metoda ta jest ta-
twa i szybka, co jest niezwykle istotne w przypadku proce-
su transplantacji, gdzie czas na zanalizowanie probek po-
branych od dawcow jest niezwykle krétki. Opracowane pa-
rametry walidacji badanej metody HPLC wskazuja na moz-
liwos¢ zastosowania jej do oznaczania stezenia wolnego
MDA w surowicy krwi ludzkiej.
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W probkach zdrowych oséb (grupa kontrolna) MDA nie
zostat wykryty, za wyjatkiem jednego z ochotnikow, u kto-
rego stezenie aldehydu byto podwyzszone (0,7 pmol/L).
Podwyzszone stezenie malonyloaldehydu u jednego z
ochotnikéw moze by¢ uwarunkowane przez takie czynniki
jak picie alkoholu, palenie papierosow, jak rowniez inten-
sywne uprawianie sportu zwigzane z nagtymi wyczerpuja-
cymi wysitkami fizycznymi [21]. Wg Pilz’a i wsp. wartosci
wyzsze niz 0,2 ymol/L oznaczone w surowicy zdrowej oso-
by moga by¢ suma wolnego i pewnej frakcji zwiazanego
MDA lub dodatkowego MDA uwolnionego z prekursorow
nadtlenkow lipidow [19].

Otrzymane wstepne wyniki stezen MDA w surowicy krwi
dawcow i biorcow watroby sa zréznicowane w obrebie obu
grup. Wartosci te sg zawarte w zakresie od 0 pmol/L do 48
pmol/L dla grupy biorcéw oraz od 0 pmol/L do 3,54 pmol/L
dla dawcow. Ponadto oznaczono wskaznik ketonowy w ba-
danych surowicach. W tabeli 2 przedstawiono srednie ste-
zenia MDA w poréwnaniu z potencjatem oksydoredukcyj-
nym mitochondriow mierzonym jako wskaznik ketonowy
(AKBR) w obrebie badanych grup.

Tabela 2. Srednie stezenia MDA i AKBR w obrebie badanych
grup.

BIORCY (n=20) | DAWCY (n=20)

Srednia wieku 46 34
Odchylenie standardowe | 7 5

Stezenie MDA [pmol/L]

Srednia arytmetyczna 4,41 0,36
Odchylenie standardowe | 11,76 0,89
Wskaznik ketonowy (AKBR)

Srednia arytmetyczna 0,58 0,92
Odchylenie standardowe | 0,11 0,22

6. Podsumowanie i dyskusja

Analiza wynikow stezen MDA w surowicach otrzymanych
od biorcow wykazuje duze zroéznicowanie w obrebie zbada-
nej grupy. U czesci biorcow oznaczone stezenie MDA w su-
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rowicy mozna uznac¢ za podwyzszone w stosunku do suro-
wicy kontrolnej, co moze $wiadczy¢ o nasileniu niekorzyst-
nych proceséw oksydacyjnych u tych pacjentéow zwiaza-
nych z istniejaca choroba nowotworowa. W literaturze spo-
tyka sie wiele doniesien mowiacych o zaangazowaniu reak-
tywnych form tlenu, a nawet samego MDA w przebieg kan-
cerogenezy [22,23]. Udowodniono, ze stezenie MDA w su-
rowicy krwi w przebiegu raka watrobowokomorkowego
osiaga podwyzszony poziom [22], stad tez autorzy wysuwa-
ja wniosek, ze stres oksydacyjny moze by¢ zaangazowany
w patogeneze i przyspieszenie zaburzen czynnosci watro-
by. Teze ta potwierdzaja inni autorzy [24,25], ktorzy zaob-
serwowali zwiekszony poziom MDA w tkance nowotworu w
poréwnaniu z tkanka kontrolna. Czeczot i wsp. [24] w swo-
jej pracy przedstawili wyniki, w ktorych badano samych
biorcow i wykazano, ze stezenie MDA w surowicy pacjen-
tow przed przeszczepem byto wyzsze niz rok po przeszcze-
pie.

Natomiast nasze badania dotyczyty stezenia MDA w su-
rowicy krwi zaréwno dawcow, jak i biorcow. Srednie ste-
zenie MDA w surowicy otrzymane w grupie dawcow jest
nizsze niz srednie stezenie otrzymane w grupie biorcow
przed przeszczepem, co mogtoby swiadczy¢ o narazeniu na
mniejszy stres oksydacyjny dawcow i narzadow od nich po-
bieranych. Wiadomo, ze przeszczepione narzady od zbada-
nych dawcow we wszystkich przypadkach podjety funkcje i
przezyty 27 dni, co upowaznia do konkluzji, ze niskie ste-
zenia MDA w surowicy krwi mogtyby swiadczy¢ o niewiel-
kim stopniu uszkodzenia niedokrwiennego watroby w orga-
nizmie dawcy i prognozowac¢ udany wynik przeszczepu. U
czesci przebadanych pacjentow (15 biorcow i 15 dawcow)
zostat oznaczony potencjat oksydoredukcyjny mitochon-
dridow jako wskaznik ketonowy AKBR [26]. Wskaznik na po-
ziomie 0,7 jest dolna granica normatywna. Wartosci poni-
zej 0,7 swiadcza o zaburzeniu rownowagi procesow pro- i
antyoksydacyjnych w watrobie, natomiast wskaznik <0,4
wskazuje na bardzo silne uszkodzenie oksydacyjne. W na-
szych badaniach $rednie wartosci wskaznika ketonowego sa
nizsze w grupie biorcow niz u dawcow, co wydaje sie zgod-
ne z wyzszym srednim stezeniem MDA u biorcow w porow-
naniu z dawcami, co pozwala przypuszczac, ze w przebiegu
raka watrobowokomorkowego watroba poddana jest silne-
mu stresowi oksydacyjnemu i ma zaburzony potencjat
oksydoredukcyjny.

Ze wzgledu na zbyt matg liczebnos¢ badanych grup pa-
cjentow, nie mozna na podstawie uzyskanych wynikow wy-
ciagnac jednoznacznych wnioskow dotyczacych rdznic po-
miedzy grupami dawcow i biorcow, chociaz srednie warto-
Sci MDA u dawcow byty nizsze niz u biorcow. Zréznicowany
poziom indywidualny MDA moze wskazywac na koniecznosc
uwzglednienia przed analiza innych czynnikow, jak np. wy-
sitek fizyczny czy stosowanie uzywek [21]. Dlatego tez
oznaczenie stezenia MDA u dawcy jako przydatnego wskaz-
nika prognozujacego przezywalnos¢ przeszczepu po trans-
plantacji wymaga dalszych badan.

7. Wykaz skrotow
MDA  dialdehyd malonowy (ang.malondialdehyde)

HPLC wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang.
high-performance liquid chromatography)

RFT reaktywne formy tlenu (ang. Reactive oxygen spe-
cies - ROS)
WZIW  wirusowe zapalenia watroby

ATP  adenozynotrojfosforan
WNKT wielonienasycone kwasy ttuszczowe

AKBR  potencjat oksydoredukcyjny mitochondriow mie-
rzony jako wskaznik ketonowy (ang. Ketone bodies)
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