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Suhrn

Uvod: Akatna intermitentnd porfyria (AIP) je autozomalna dediéna choroba spésobena deficitom 3. enzymu v me-
tabolickej ceste biosyntézy hemu, porfobilinogén deaminazy. Klinicky priebeh tejto choroby je charakterizovany
akutnymi zachvatmi, najcastejsie s bolestou brucha. Cielom nasej studie bolo vysetrit niektoré markery oxidac-
ného a karbonylového stresu v plazme a slindch u chorych s AIP a zistit, ¢i sliny by mohli byt pouzité na sledovanie
progresie choroby. Sliny su atraktivnou biologickou tekutinou na stanovenie biochemickych ukazovatelov za réz-
nych patologickych podmienok. Vyhodou je, Ze odber slin sa uskutoc¢nuje neinvazivne a na vysetrenie je potrebné
iba malé mnozstvo. Metody: Krv a celkové nestimulované sliny boli odobraté od 16 chorych s AIP v $tadiu remi-
sie a od 20 zdravych jedincov. Markery oxida¢ného a karbonylového stresu — koncové produkty pokrocilej glyka-
cie (AGEs) a latky reaktivne s kyselinou tiobarbitirovou (TBARS) boli vysetrené spektrofluorometrickou metédou,
produkty pokrocilej oxidacie bielkovin (AOPPs), celkova antioxida¢na kapacita (TAC) a schopnost plazmy/slin re-
dukovat zZelezité idny (FRAP/FRAS) boli vysetrené spektrofotometrickymi metédami u vyssie uvedenych skupin.
Vysledky: Koncové produkty pokrocilej glykacie a latky reaktivne s kyselinou tiobarbitirovou v plazme aj slinach
boli vyznamne vyssie u chorych s AIP v porovnani s kontrolnou skupinou (p < 0,001), resp. p < 0,05. Produkty po-
krocilej oxidacie proteinov v plazme u AIP v porovnani s kontrolnou skupinou nevykazovali Statisticki vyznam-
nost (p > 0,05), ale v slindch boli vyznamne nizsie (p < 0,001). Koncentracie ukazovatelov antioxida¢ného statusu
v plazme aj slinach boli signifikantne nizsie v porovnani s kontrolnou skupinou (p < 0,001). Zaver: Podla nasho naj-
lepsieho vedomia toto je prva studia, ktord poukézala na zvysené koncentracie markerov oxida¢ného a karbonylo-
vého stresu a na znizeny antioxidacny status v plazme a slinach u pacientov s AIP. Okrem toho, Studia potvrdzuje,
ze sliny mo6zu byt slubnou tekutinou na stadium prislusnych biomarkerov v Sirokom spektre ludskych biomedicin-
skych podmienok.
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Plasma and salivary markers of oxidative and carbonyl stress in patients
with acute intermittent porphyria

Summary

Background: Acute intermittent porphyria (AIP) is an autosomal inherited disease caused by deficiency of the third
enzyme in the heme biosynthetic pathway, porphobilinogen deaminase. The clinical course of the disease is char-
acterized by acute attacks, most often with abdominal pain. The aim of our study was to investigate selected mark-
ers of oxidative and carbonyl stress in plasma and saliva in patients with AIP and to find out whether saliva could be
used for monitoring the disease progression. Saliva is an attractive biological fluid for determination of biochemi-
cal markers in various pathological conditions. The advantage is that saliva can be collected non-invasively, and the
examination needs only a small volume of saliva. Methods: Blood and total non-stimulated saliva were collected
from 16 patients with AIP in remission, and from 20 healthy individuals. Markers of oxidative and carbonyl stress
- advanced glycation end products (AGEs), and thiobarbituric acid reacting substances (TBARS) were determined
by spectrofluorometric methods, advanced oxidation protein products (AOPPs), total antioxidant capacity (TAC)
and ferric reducing ability of plasma/saliva (FRAP/FRAS) were investigated by spectrophotometric methods in the
above mentioned groups. Results: Advanced glycation end products and thiobarbituric acid reacting substances
in plasma and saliva were significantly higher in patients with AIP in comparison to the control group (p < 0.001)
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and (p < 0.05). Advanced oxidation protein products in AIP if compared to the control group did not show statis-
tical significance (p > 0.05), but the levels in the saliva were significantly lower (p < 0.001). The concentrations of
markers of antioxidant status of plasma and saliva were significantly lower in AIP if compared to the control group
(p < 0.001). Conclusions: According to the best of our knowledge this is the first study to demonstrate increased
concentrations of markers of oxidative and carbonyl stress and decreased antioxidant status of plasma and saliva
in patients with AIP. Moreover, the study suggests that the saliva might be a promising fluid to study relevant bio-

markers in a wide array of human biomedical conditions.
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Uvod

Porfyrie tvoria skupinu hereditdrnych metabolickych
defektov biosyntézy hemu, ktoré sa prejavuju nadpro-
dukciou a akumulaciou prekurzorov hemu - porfyrinov.
Akutna intermitentna porfyria (AIP) je z nich najcastej-
Sia autozomalna dedi¢na choroba spbésobend deficitom
3. enzymu v metabolickej ceste biosyntézy hemu, porfo-
bilinogén deaminazy. Choroba je charakterizovana akut-
nymi zachvatmi spojenymi so symptémami autoném-
neho, periférneho a centrdlneho nervového systému.
Prudké bolesti brucha bez peritonitidy a so sprievod-
nymi priznakmi, ako je nauzea alebo vracanie, hyperten-
zia a tachykardia, su zakladné najdélezitejsie symptomy
akutneho zachvatu. Okrem toho mézu byt pritomné
aj daldie priznaky, ako je periférna neuropatia, bolesti
svalov alebo parézy, mentalne poruchy, napr. depresia,
insomnia, agitovanost a iné. Akutny zachvat mézu vy-
volat aj niektoré bezne pouzivané lieky. Z toho dévodu
je potrebné posudit prostrednictvom webovej stranky
spolo¢nosti European Porphyria Network (EPNET), ¢i liek
je bezpecny alebo nebezpecny pre chorych s AlP. Pocas
akutneho zachvatu prekurzory porfyrinu, porfobilino-
gén a 6-aminolevulova kyselina (D-ALA), sa vylucuju vo
velkom mnozstve do mocu. V stadiu remisie, ked' pacienti
su asymptomaticki, vac¢sina z nich ma stale zvysenu kon-
centraciu porfoboilinogénu a D-ALA v moci. Lie¢ba AIP
v akutnom zachvate spociva v iv. podani hemarginatu
v 5% glukéze pocas 4-5 dni, ktory blokuje nadprodukciu
prekurzorov hemu a ich nésledné vylu¢ovanie do mocu.
Okrem toho je potrebné podavat i.v. infuzie 5% glukézy,
fenotiaziny, pyridoxin a iné [1-4].

Oxidacny stres je vysledkom nerovnovahy medzi anti-
oxida¢nym obrannym mechanizmom a nadmernou tvor-
bou oxidantov, ¢o vedie k poskodeniu buniek a tkaniv.
Poskodenie tkaniva je sposobené mnozstvom enzyma-
tickych a neenzymatickych biochemickych reakcii, ktoré
produkuju vysoko reaktivne medziprodukty, tzv. volné
radikaly. Tieto volné radikdly vznikaju endogénne alebo
exogénne. Mnohé studie poukazali na suvislost medzi
oxida¢nym poskodenim molekul a patofyziologickym
mechanizmom roéznych zdvaznych choréb [5-9].

Sliny predstavuju vhodnu diagnostickd tekutinu na
stanovenie biochemickych ukazovatelov za r6znych
patologickych podmienok. Vyhodou je, ze odber slin sa
uskutocruje neinvazivne a na vysetrenie je potrebny iba
maly objem. Okrem toho opakované vysetrenie marke-

rov v slindch méze byt vhodné aj na dlhodobé monitoro-
vanie lie¢cebnej odpovede v priebehu choroby. Posledné
2-3 desatrodia sa rozsirila studia slin ako diagnostického
biomarkera pre rozne systémové a iné choroby [6,7].
Cielom nasej Studie bolo vysetrit niektoré vybrané
markery oxida¢ného a karbonylového stresu v plazme
aslinach u chorych s akatnou intermitentnou porfyriou.

Skupina vysetrenych chorych a metody

V studii sme vysetrili 16 chorych s AIP (12 Zien, 4 muzi),
priemerného veku 48,3 + 7 rokov. U tychto chorych boli
vysetrené okrem laboratérnych ukazovatelov pre AIP
(8-aminolevulové kyselina a porfobilinogén v moci) aj
niektoré markery oxida¢ného a karbonylového stresu
v plazme a slindch. Porfobilinogén a D-ALA v moci boli
vysetrené chromatografickou a spektrofotometrickou
metoddou s pouzitim komercnej stpravy ClinRep® Com-
plete Kit for 6-Aminolevulinic Acid and Porphobilino-
gen in Urine (Column Test), (RECIPE, Germany)” [10,11].
Marker karbonylového stresu, koncové produkty pokro-
cilej glykacie (advanced glycation end products — AGEs),
v plazme a slinach bol vysetreny spektrofluorometrickou
metddou a hodnoty boli vyjadrené v arbitralnych jed-
notkdch na liter, resp. prepocitané na gram celkovych
bielkovin [12]. Marker oxidacie proteinov, produkty po-
krocilej oxidacie bielkovin (advanced oxidation protein
products — AOPPs), bol vysetreny spektrofotometric-
kou metddou [13,14]. Markery antioxida¢ného statusu,
schopnost plazmy redukovat Zelezité idny (ferric reduc-
ting ability of plasma — FRAP) a schopnost slin redukovat
Zelezité idny (ferric reducting ability of saliva - FRAS) [15]
a celkova antioxidac¢na kapacita (total antioxidant capa-
city — TAC) [16] v plazme a slinach boli vysetrené spektro-
fotometrickymi metdédami. Latky reaktivne s kyselinou
tiobarbiturovou (thiobarbituric acid reactive substan-
ces — TBARS), tj. malondialdehyd (MDA), ukazovatel per-
oxidacie lipidov pocas oxida¢ného stresu, v plazme a sli-
néch boli vysetrené spekrofluorometrickou metédou [17].
Vyssie uvedené vysetrenia boli uskuto¢nené u chorych
v $tadiu remisie, tj. vo velmi dobrom klinickom stave. Kon-
trolnu skupinu pre ukazovatele v plazme tvorilo 70 pro-
bandov priemerného veku 45,8 + 15,6 rokov a pre sliny
20 zdravych jedincov priemerného veku 38,5 + 6 rokov.
Odber krvi a slin bol uskuto¢neny nalacno medzi 8.30-
945 hod, asi po 10-hodinovom hladovani. Krv bola
odobrata do skimaviek K.EDTA a celkova nestimulovana
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slina do sterilnej skimavky. Vzorky plazmy a sliny boliskla- ~ SD). Data sme hodnotili neparovym dvojstrannym Stu-
dované az do spracovania pri -20 °C. Vysledky uddvame  dentovym t-testom a korela¢nou analyzou (Pearsonov ko-
ako priemer + smerodajnd odchylka (standard deviation—  relacny koeficient) pouzitim Statistického softvéru SPSS

Tab. 1. Markery oxida¢ného a karbonylového stresu v plazme a slinach u chorych s akitnou intermitentnou

porfyriou (hodnoty sii uvedené ako priemer + SD)

plazma plazma sliny sliny
markery
kontrolna skupina chori's AIP kontrolna skupina chori s AIP
10759 +3426 20577 +6019 4985 + 484 11103 £9 095
AGEs (AU/I)
p < 0,001 p < 0,001
143,2 £45,7 290,6 + 85 3834+372 10384+7617
AGEs (AU/q)
p < 0,001 p < 0,001
103,1+65 79117 143,5+ 1084 46,87 + 31,1
AOPPs (umol/1)
p>0,05 p <0,001
1,47 £0,93 1,11£0,24 1104+834 45,95 +30,9
AOPPs (umol/qg)
p>0,05 p < 0,001

AIP - akutna intermitentna porfyria AGEs — koncové produkty pokrocilej glykacie AOPPs — produkty pokrocilej oxidacie bielkovin AU/g - arbitralne
jednotky prepocitané na gram bielkovin pmol/g — pmol prepocitany na gram bielkovin

Tab. 2. Markery oxidacného a karbonylového stresu v plazme a slinach u chorych s akitnou intermitentnou

porfyriou (hodnoty st uvedené ako priemer + SD)

plazma plazma sliny sliny
markery
kontrolna skupina chori's AIP kontrolna skupina chori s AIP
1,76 £1,0 3,21+1,25 0,285+ 0,24 0,463 +£0,32
TBARS (umol/l)
p < 0,001 p < 0,05
1061 +284 792+ 155 585,3 +295 270,3+142,1
FRAP/FRAS (umol/I)
p < 0,001 p < 0,001
1011+ 248 739+ 174 801,5+513 527,5+259,6
TAC (umol/I)
p<0,001 p <0,001

AIP - akutna intermitentna porfyria TBARS - latky reaktivne s kyselinou thiobarbiturovou FRAP - schopnost plazmy redukovat Zelezité idny FRAS —
schopnost slin redukovat Zelezité idny TAC - celkova antioxida¢na kapacita

Graf 2. Priama zavislost medzi schopnostou plazmy
redukovat Zelezité iény (FRAP) a schopnostou

Graf 1. Priama zavislost medzi celkovou
antioxidaénou kapacitou (TAC) v plazme

a slinach u chorych s akitnou intermitentnou slin redukovat Zelezité iony (FRAS) u chorych

porfyriou s akatnou intermitentnou porfyriou
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(v. 16 pre Windows, SPSS, Chicago, lllinois, USA). Za Statis-
ticky vyznamné sme povazovali p < 0,05.

Vysledky

Koncentracia porfobilinogénu v mo¢i u chorych s AIP
bola vyzname zvy3ena (5,05 + 2,8 mg/24 hod) v po-
rovnani s referenénym rozsahom (0,1-1,7 mg/24 hod;
p < 0,001). Koncentracia D-ALA prepocitana na gram
kreatininu (Kr) v mo¢i bola taktiez vyznamne zvysend
(6,25 £ 3,1 mg/g Kr) v porovnani s referen¢nym rozsa-
hom (< 4,0 mg/g Kr; p < 0,01). Hodnoty markera karbony-
lového stresu, AGEs a oxidac¢niho stresu TBARS v plazme
boli vyznamne vyssie v skupine chorych s AIP v porov-
nani s nasou kontrolnou skupinou (p < 0,001). Nezis-
tili sme Statistickd vyznamnost v koncentracii AOPPs
v plazme medzi AIP a kontrolnou skupinou (p > 0,05).
Koncentracie celkovej antioxidacnej kapacity a schop-
nosti plazmy redukovat Zelezité iény boli vyznamne
nizsie u AIP chorych v porovnani s kontrolnou skupinou
(p < 0,001). Podobne aj v slindch sme zistili vyznamne zvy-
$ené hodnoty AGEs (p < 0,001) a TBARS (p < 0,05). Kon-
centracie AOPPs, TAC a FRAS v slinach boli signifikantne
nizsie u AIP chorych v porovnani s kontrolnou skupinou
(p < 0,001), tab. 1 a tab. 2. Okrem toho sa zistila priama za-
vislost medzi TAC v plazme a slinach (r = 0,494; p < 0,05)
(graf 1) amedzi FRAP a FRAS (r=0,571; p < 0,05) (graf 2).

Diskusia

PredloZena Studia, vysetrenie markerov oxida¢ného a kar-
bonylového stresu v slindch u chorych s AIP, je podla
nasich vedomosti prva v dostupnej literatdre. Charakte-
ristiku vysetrenych markerov oxida¢ného a karbonylo-
vého stresu sme uviedli v inej praci [9]. V tejto studii sme
zistili vyznamne zvysenu koncentraciu markerov oxidac-
ného (TBARS) a karbonylového (AGEs) stresu v plazme aj
slindch v skupine chorych s AIP v porovnani s kontrolnou
skupinou. Tieto markery boli zvysené aj pri inych choro-
bach [6,7]. Nezistili sme rozdiel v koncentracii markera oxi-
décie proteinov, produktov pokrocilej oxidacie bielkovin
(AOPPs) v plazme medzi AIP a kontrolnou skupinou, ale
koncentracia v slindch bola vyznamne znizena. Antioxi-
dacny stav u chorych s AIP sme vysetrili dvomi sposobmi:
ako TAC a FRAP/FRAS. Koncentracie obidvoch markerov
v plazme aj slindch boli nizsie ako u kontrolnej skupiny.
Zistili sme vyznamné korelacie medzi ich koncentraciami
v plazme a slinach, ale nezistili sme medzi MDA v plazme
a slinach v protiklade s literdrnym tdajom pri inom ocho-
reni [6].

V dostupnej literature sa diskutuje o vhodnosti po-
uzitia slin na detekciu biomarkerov za réznych patolo-
gickych podmienok. V nasej prvej studii, v ktorej sme
pouzili sliny ako biologicky material, sme vysetrili nie-
ktoré zakladné biochemické ukazovatele, ale nasim
cielom bolo vysetrit kyselinu oxalovu a askorbovu v sli-
nach a plazme [18]. V poslednych rokoch v mnohych la-
boratéridch skimali pouzitelnost slinnych biomarkerov
oxidacného stresu pre ich potencialnu klinicku aplika-
ciu a dokumentovali ich schopnost rozlisit chorobny
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stav od fyziologického. Tieto tvrdenia slubuju pre-
vratny pristup k diagndze, prevencii, liecbe, observicii
a pochopenia tej ktorej choroby, ako aj pre sledovanie
odpovede na liecbu. Sliny zostdvaju slubnou oblas-
tou pre objav biomarkerov v Sirokom spektre ludskych
biomedicinskych podmienok. Nakolko koncentracia
markerov oxida¢ného stresu v slinach zavisi od cirka-
dialného rytmu, na pritomnosti alebo nepritomnosti
oralneho ochorenia a inych faktoroch, bude potrebné
vypracovat $tandardizaciu slinnych studijnych protoko-
lov, ktoré budu sluzit pre vyskum a aj pre klinické pouzi-
tie biomarkerov v slinach [6-8].

Zaver

Na zdklade nasich vysledkov, zvySené koncentracie
markerov oxida¢ného a karbonylového stresu v plazme
a slinach u chorych s AIP, mézeme konstatovat, Ze oxi-
dacny stres sa podiela na patogenéze akutnej inter-
mitentnej porfyrie. Je predpoklad, Zze po Standardiza-
cii podmienok pre odber slin, budu sliny potencidlne
vhodné ako biologickd tekutina aj na monitorovanie
akutnej intermitentnej porfyrie.
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