458 Zivi¢ 8, i sar. Oksidativni stres i nastanak dijabetesa tipa I

Originalni naucni rad
Original study

UDK 616.379-008.64-02
DOI:10.2298/MPNS08104587

Klini¢ki centar Nis§, De¢ja klinika'

Institut za zaStitu dece i omladine Vojvodine Novi Sad*
Medicinski fakultet Ni§, Institut za biohemiju’

Klini¢ki centar Ni3, Klinika za endokrinologiju*

ZNACAJ OKSIDATIVNOG STRESA U NASTANKU DIJABETESA TIPA 1 -
ODREDIVANJE AKTIVNOSTI KATALAZE U LIMFOCITIMA OBOLELIH

THE IMPORTANCE OF OXIDATIVE STRESS IN PATHOGENESIS OF TYPE 1 DIABETES -
DETERMINATION OF CATALASE ACTIVITY IN LYMPHOCYTES OF DIABETIC PATIENTS

Sasa ZIVIC', Jovan VLASKE, Gordana KOCIC?, Milica PESICY, Vesna CIRIC' i Zlatko PURIC'

Sazetak - Tip | dijabetesa je prototip autoimune bolesti sa intenzivnim oksidativnim stresom. Oksidativni stres podrazumeva pore-
mecaj dinamicke ravnoteZe prooksidanata i antioksidanata, bilo zbog povecane produkceije slobodnih radikala kisconika, bilo zbog
smanjenja antioksidativne aktivnosti sistema. Antioksidativni enzim katalaza smanjuje produkciju slobodnog radikala vodonik-
peroksida, koji moZe da bude veoma toksidan za éelije pankreasa. Naga studija ukljucuje 40 dece sa tipom 1 dijabetesa. Analizirali
smo aktivnost katalaze u limfocitima u razli¢itim fazama bolesti: na pocetku dijabetesa, u periodu remisije i kasnije u hroni¢noj fazi
bolesti. Postoji signifikantno uvecanje aktivnosti katalaze u svim fazama bolesti (p<(0,00001) u poredenju sa kontrolnom grupom.
Najvisa aktivnost katalaze pojavljuje se u ranom toku bolesti (p<0.05), §to je praceno daljim linearnim smanjenjem aktivnosti u
hroni¢nom toku dijabetesa. Sa pogorSanjem metabolicke kontrole aktivnost katalaze postaje veda uz statisticku znacajnost od
p<0.05. Veca rezidualna beta celijska sekrecija udruZena je sa manjom aktivnos¢u katalaze. Dakle. aktivnost katalaze je u direktnoj
korelaciji sa nivoom GHbAT (r=0.895) i inverznoj sa nivoom C-peptida (r=-0.945). Signifikantno uvecanje aktivnosti katalaze u
svim fazama dijabetesa tipa 1 indirekino potvrduje znacaj oksidativnog stresa u nastanku bolesti. Aktivacija katalaze verovatno je

sekundarni fenomen. Cinjenica da je aktivnost katalaze najveca na pocetku dijabetesa moze imati i prediktiviu vrednost.
Kljuéne reci: Diabetes mellitus, tip 1: Oksidativni stres: Katalaza; Dete: Prediktivna vrednost testova

Uvod

Slobodni radikali kiseonika (KSR) podrazume-
vaju 4 potentna i toksiéna molekula: superoksidni
anjon radikal, vodonik-peroksid, hidroksidni radikal
i singletni kiseonik.

Superoksidni anjon radikal nastaje u mitohondri-
jama redukcijom kiseonika jednim elektronom.
Ovaj radikal ima dominatno Stetno dejstvo: indu-
kuje lipidnu peroksidaciju i osteéuje Celijske mem-
brane. U fizioloskim uslovima ne izaziva toksi¢ne
efekte jer ga enzim superoksid-dismutaza (SOD)
transformiSe u manje aktivan vodonik-peroksid.
Vodonik-peroksid se u éelijima obrazuje redukci-
jom molekula kiseonika sa 2 elektrona, pri ¢emu je
reakcija katalizovana brojnim oksidazama. lako se
ne moze definisati kao slobodni radikal jer nema
nesparenih elektrona, i mada predstavlja najstabil-
niji intermedijarni produkt redukcije kiseonika,
vodonik-peroksid takode iskazuje brojne toksicne
efekte. To se pre svega odnosi na poremecaj u de-
ponovanju kalcijuma u mitohondrijama, sa konseku-
tivnim nagomilavanjem kalcijuma u citosolu i
gubitkom sulthidrilnih grupa proteina: ovo je
kritican dogadaj u genezi Celijskih oStec¢enja u oksi-
dativnom stresu. Relativno visoke koncentracije
vodonik-peroksida se oslobadaju na mestu bilo koje
inflamacije ali i u razli¢itim neinflamatornim éeli-
jama (fibroblasti, hondrociti, endotel) pod dejstvom
citokina kakvi su npr. IL-1 ili TNF-c. Celije takode
imaju mogucnosti i da se Stite od vodonik-peroksida
snaznim enzimskim sistemima: katalazom u perok-
sizomima i glutation-peroksidazom u mitohondri-
jama [1]. Hidroksilni radikal je najreaktivniji inter-

medijarni produkt delimi¢ne redukcije kiseonila.
Ako se vodonik-peroksid ne ukloni katalazom, moze
da reaguje sa fero jonima i formira potentnije KSR.
kakav je hidroksilni radikal (Fentonova reakcija).
On, in situ, oSteéuje mitohondrijalnu membranu
(izazivajuéi gubitak produkcije ATP i energije),
osteCuje DNA, ostecuje membranu celije modifiku-
juéi membranske proteine i izaziva lipidnu peroksi-
daciju - sve ovo je dovoljno za ireverzibilno uniste-
nje celije [2]. Singletni kiseonik nastaje dovode-
njem energije u kiseonik sa ciljem menjanja spina
jednog od elektrona, Sto znacajno uvecava njegovu
reaktivnost. Takode moze da iskaze znacajnu tok-
si¢nost u razliCitim bioloskim sistemima.

Velika toksi¢nost KSR uslovila je tokom evolu-
cije razvoj vrlo efikasnog sistema antioksidativne
zaStite. Primarna se ostvaruje redukovanjem kiseo-
nika do vode uz pomo¢ 4 elektrona i citohrom-
oksidaze, a bez KSR kao meduprodukta. Sekun-
darna zastita je posredovana enzimima: superoksid-
dismutazom, glutation - peroksidazom, glutation-S-
transferazom 1 katalazom. Tercijerna zastita je omo-
guéena malim antooksidativnim molekulima: vita-
minima E, A, C, redukovanim glutationom, cistei-
nom, glukozom, bilirubinom, albuminom, transferi-
nom i ceruloplazminom [3].

Dejstvo antioksidativnih enzima je razlicito.
Superoksid-dismutaza katalizuje dismutaciju su-
peroksid anjon radikala u molekularni kiseonik i
vodonik-peroksid. Katalaza razgraduje vodonik-
peroksid do molekularnog kiseonika 1 vode. Ovaj
detoksikacioni mehanizam je vrlo potentan s obzi-
rom na $irinu rasprostranjenosti katalaze i posebno
efikasan ukoliko dolazi do stvaranja velike koli¢ine
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Skracenice
KSR

vodonik-peroksida [4]. Glutation - peroksidaza sa
selenom kao svojom integralnom komponentom,
ima ulogu u redukciji vodonik-peroksida ali i drugih
hidroperoksida. Glutation-S-transferaza obavlja de-
toksifikaciju mnogih toksi¢nih produkata kiseonika,
ksenobiotika, karcinogena i hepatiCnih toksina.

Naru$avanje dinamicke ravnoteZe izmedu (pro)
oksidanata i antioksidanata, bilo zbog povecanog
stvaranja KSR, bilo zbog smanjene potencije an-
tioksidanata (enzima) uzrok je tzv. oksidativnog
stresa.

Lipidna peroksidacija predstavlja najizrazeniji
negativan fenomen u delovanju KSR: autokatalitic-
ki, progredijentan i naj¢edée ireverzibilan. Za inici-
jaciju ovog procesa odgovoran je hidroksilni radi-
kal, manje 1 vodonik-peroksid. KarakteriSe se perok-
sidacijom polinezasicenih masnih kiselina sa kon-
sekutivnom dekompenzacijom svih masnih kiselina
i delipidacijom biomembrana, §to remeti biolosku
organizaciju ¢elije i dovodi do njene smrti. Visoko
reaktivni sekundarni produkti lipidne peroksidacije
reaguju sa slobodnim SH i NH, grupama amino
kiselina, peptida, proteina i nukleotida, $to modifi-
kuje funkcije ovih makromolekula. Tako oksidacija
tiolnih grupa enzima inaktiviSe enzime, cepanje
DNA je razlog mutacija i kancerogeneze i sl. [2].

Pored dobro poznate uloge KSR u lipidnoj
peroksidaciji i oSteéenju tkiva, evidentno je da KSR
mogu da imaju i vaZne bioloske uloge: u procesima
rasta (proliferacije i diferencijacije) - odnosno smrti
Celije. Vodonik-peroksid, vezujuci se za iste recep-
tore kao i prirodni faktori rasta i aktiviraju¢i neke
transkripcione faktore, moze da ima ulogu modula-
tora razli¢itih intracelijskih signala. Mnoge Celije,
bilo spontano ili nakon citokinske stimulacije, pro-
dukuju male koli¢ine KSR, a pre svih vodonik-
peroksid [5]. Dodavanje katalaze, koja uklanja
vodonik-peroksid iz kulture ¢elija, ne samo da in-
hibira proliferaciju ¢elija, ve¢ i direktno uslovljava
njenu smrt - odnosno apoptozu. Drugim re€ima, ¢ini
se da propagacija Celijskog ciklusa, koja je fino
balansirana odnosom proliferacije (diferencijacije) i
apoptoze, upravo jeste u funkciji KSR! Moguce je
da su normalne ¢elije uvek "aktivno suicidne", ali
da preko KSR dobijaju onaj messenger zivotni sig-
nal, neophodan za ocuvanje integriteta celije [6].
Ocigledno je dakle, da pored razli¢itih hormona i ci-
tokina i KSR mogu da imaju ulogu u mehanizmu
kontrole i regulacije proliferacije - identi¢ne cak
onim koje imaju i prirodni faktori rasta!

Danas je gotovo nediskutabilno da je juvenilni
dijabetes prototip patoloskog stanja sa intenzivnim
oksidativnim stresom. Dakle, ne samo da KSR mo-
gu da imaju ulogu u nastanku hroni¢nih kompli-
kacija dijabetesa [7], ve¢ ¢e ovi toksi¢éni molekuli
mozda presudno uticati i na sam nastanak juvenil-
nog dijabetesa!

- slobodni radikali kiseonika
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Pojacdano stvaranje slobodnih radikala kiseonika
u ranom toku juvenilnog dijabetesa posledica je ek-
scesivne citokinske stimulacije. Citokini Th1 profila
(interferon-y i interleukin-2) ne samo da su uklju-
ceni u "¢elijsku" imunost i zapaljenje - s obzirom da
aktiviraju mnoge citotoksi¢ne i inflamatorne me-
hanizme, ve¢ i snazno stimuli$u produkciju svih slo-
bodnih radikala, pogotovo superoksidnog anjon ra-
dikala i vodonik-peroksida. Potencija u generisanju
ovih radikala utoliko je veca ukoliko vise citokina
deluje sinergisti¢no (npr. IL-1 + TNF-a + INF-y),
Sto je i neosporna Cinjenica u periodu inicijacije di-
jabetesa [8].

Mehanizmi ostecenja B-insularnih éelija u ek-
scesu KSR su visestruki. Pod dejstvom KSR dolazi
do peroksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina sa
stvaranjem lipidnih radikala koji sa molekularnim
kiseonikom daju lipidni peroksid i lipidne hidro-
peroksid radikale. Ove molekule mogu da deluju
toksi¢no na P-insularne celije na najmanje dva
nacina.

Primarno dovode do dekomponovanja masnih
kiselina i delipidacije biomembrana, §to remeti bi-
olosku organizaciju ¢elije i dovodi do njene smrti.
Visoko reaktivni sekundarni produkti lipidne perok-
sidije reaguju¢i sa slobodnim SH i NH, grupama
aminokiselina, peptida i nukleotida, uslovljavaju i
poremecaj funkcija ovih makromolekula. Ovakva
intracelijska proteinska oksidacija predstavlja, po-
red lipidne peroksidacije, drugi najtoksi¢niji feno-
men delovanja KSR. Oksidacija é-éelijske DNA
pogubna je za njenu dalju sudbinu [9].

Sa druge strane, toksi¢ni slobodni radikali kiseo-
nika mogu da in situ, ali i migriraju¢i u okolinu in-
hibiraju ¢itav niz vaznih celijskih enzima kakvi su
mikrozomalna glukozo-6-fosfataza, membranska
Ca/Mg-aktivirana ATP-aza ili Na/K-aktivirana
ATP-azna pumpa.

Sama hiperglikemija koja se postepeno konsti-
tuiSe kroz period predijabetesa, dodatno uvecava
produkciju KSR, amplifikuju¢i dalje ostecenje B-
Celija. Termin "autoksidativna glikozilacija" opisuje
sposobnost hiperglikemije da redukuje molekularni
kiseonik i indukuje nastanak KSR [10].

Katalaza je jedan od najaktivnijih i najraspros-
tranjenijih enzima u humanoj biohemiji uopste. Naj-
vea ekspresija ovog enzima je u jetri, zatim u
bubrezima. I limfna tkiva su relativno bogata katala-
zom [1]. Uglavnom je locirana u citosolu, taénije u
peroksizomima: bilo kao solubilna forma, bilo kao
forma vezana za membrane. Predstavlja hemohro-
moproteid - tetramer sastavljen od 4 subjedinice sa
hemom i trovalentno vezanim gvozdem.

Pokazano je da vodonik-peroksid moze da bude
direktno toksi€an za Celije pankreasa [11]. Rani i
duboki oksidativni stres u bilo kojem organu, a
posebno u pankreasu, dovodi i do povecanja aktiv-
nosti antioksidativnih enzima (verovatno kompenza-
torno), katalaze pre sve%a [12]. U0E§te, pojacani
oksidativni stres u hronologiji nastanka tipa 1 dija-
betesa zauzima rano i vazno mesto: stoga ée i
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elevacija katalazne aktivnosti biti rani marker nastu-
pajuce bolesti [13]. Tako je sasvim evidentno da na
pocetku razvoja tipa 1 dijabetesa postoji najmanje
dvostruko uvecanje celularne antioksidativne zaStite
[14]. Povecanje aktivnosti katalaze u ranom toku
bolesti moze da bude i posledica terapijske adminis-
tracije insulina, obzirom da se pokazalo da je insu-
lin snazan induktor katalazne ekspresije [15]. Sto je
metaboli¢ka kontrola bolesti slabija, bice manja i
antioksidativna zastita, odnosno manja aktivnost
katalaze [16]. Ovo jo§ jednom upucuje na vaznost
promptnog postizanja optimalne glikoregulacije na
pocetku juvenilnog dijabetesa. Stoga neuspeh or-
ganizma da elevira katalaznu aktivnost moze da
bude odgovoran za iskazivanje direktnih toksicnih
efekata slobodnih radikala (nastalih kao posledica
influksa inflamatornih celija u insule) sa posle-
di¢nom B-Celijskom destrukcijom i nastankom tipa
1 dijabetesa. Eksperimentalno dodavanje katalaze u
kulturu B-celija povecava procenat neostecenih [3-
celija i na taj na¢in znacajno redukuje insulitis [17].

Nema sumnje da katalaza uklanjaju¢i vodonik-
peroksid iz tkiva primarno prevenira navedena tok-
si¢na oSte¢enja. Medutim, s obzirom na vaznu bi-
olosku ulogu slobodnih radikala kiseonika (pa i vo-
donik-peroksida) u kontroli proliferacije i diferenci-
jacije celije (odnosno njene apoptoze), hiperek-
spresija katalazne aktivnosti moze da ima i sasvim
drugacije, "neprotektivno" dejstvo. Potpunim ukla-
njanjem vodonik-peroksida, koji u stvari predstavlja
vitalan signal neophodan za oCuvanje integriteta Ce-
lija - inaCe imanentno "aktivno suicidnih”, hiperak-
tivna katalaza moze da vodi ¢elije u smrt - apoptozu
[18]. Na ovaj nalin povecana aktivnost katalaze re-
meti suptilan balans proliferacije (diferencijacije) i
apoptoze celija. Pojacana ekspresija katalaze moze
da ima i druge negativne efekte. Umerena produk-
cija vodonik-peroksida menja (smanjuje) senzitiv-
nost na potencijalno toksi¢no dejstvo TNF-q,
redukujuci bioaktivnost ovog citokina za vise od
60%. Udeo TNF-o u nastanku inicijalne destrukcije
B-insularnih ¢elija veoma je znacajan.

Cilj rada bio je da pokaze da li odredivanje bi-
oloski najrasprostranjenijeg antioksidativnog enzi-
ma katalaze, ovog puta u limfocitima obolelih, moze
da ukaZze na ulogu oksidativnog stresa u nastanku
dijabetesa tpa 1. Takode, bilo je potrebno ispitati i
prediktivni znacaj odredivanja ovog enzima.

Materijali i metode

Serija dece obolele od juvenilnog dijabetsa imala
je 40 clanova, selektiranih u istrazivanju u petogo-
disnjem periodu. Kod sve dece, bolest je dijagnosti-
kovana, leCena i pracena na Endokrinoloskom ode-
ljenju Decje klintkke KC u Nisu. Dijagnoza se po-
stavljala u skladu sa preporukama National Diabe-
tes Data Group, prihvacenih od Svetske zdravst-
vene organizacije [19]. Uzrast dece kretao se u
granicama 3,7 godina do 15,7 godina, uz srednje
uzrasno doba od 9,09 godina. Distribucija po polu
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bila je uravnoteZzena, deCaka tek nesto vise (22 ili
55%) nego devojéica (18 ili 45%).

Sva obolela deca imala su tri vremenski precizno
determinisane kontrolne tacke. Prva evaluacija se
obavljala unutar prvih 10 dana po dijagnostikovanju
bolesti. Drugo testiranje se obavljalo onda kada su
postojale naznake remisije (potrebe za insulinom
manje od 0,5 [U/kg, dominantna normoglikemija i
aglikozurija, potpuni klini¢ki oporavak), obi¢no u
periodu 2,5-4,5 meseci nakon pocetka bolesti. Pos-
lednja obrada u ovom istrazivanju desavala se u sta-
bilnom, hroni¢nom toku bolesti, nakon izlaska iz
perioda remisije, najranije 14 meseci nakon razbo-
levanja.

Kontrolnu grupu &inile su polno i uzrasno prila-
godene grupe dece za svaki ispitivani enzim pona-
osob.

Limfociti su se izdavajali uz gradijent Lympho-
prep-a (Nyegard and Co, Oslo). Aktivnost katalaze
u limfocitima je odredivana metodom Gotha iz
1991. godine. Bazirana je na spektofotometrijskom
merenju vodonik-peroksida koji sa amonijum-mo-
libdatom formira stabilni kompleks. Inkubira se 0,2
ml limfocita sa 1 ml supstrata (65 mol/ml vodonik-
peroksida u 60 mmol/l Na,K fosfatnog pufera
pH=7.4) 5 minuta na 37° C. Reakcija se prekida do-
davanjem amonijum-molibdata 32,4 mmol/l. Inten-
zitet Zutog kompleksnog jedinjenja, nastalog izmedu
molibdata i vodonik-peroksida, odredivan je na 405
nm prema kontroli reagensa. Aktivnost katalaze je
izrazavana kao kU/mg proteina, gde je K konstanta
reakcije prvog reda. Jedna jedinica katalaze razlozi
1 mol H,O,/1 min pod optimalnim uslovima.

Obrada dobijenih numerickih vrednosti uéinjena
je uz pomo¢ standardnog kompjuterskog programa
1z Microsoft paketa EXCEL XP. Podrazumevala je
dobijanje srednjih vrednosti, standardne greske,
standardne devijacije, koeticijenta varijacije i t-testa
statisticke znacCajnosti. Takode su predstavljene i
korelacije ispitivanih parametara, uz odredivanje
signitikantnosti ovakvih korelacija.

Rezultati

Kod 36 dece kontrolne grupe srednja vredost ak-
tivnosti katalaze bila je 25,94, sa standardnom devi-
jacijom od 13,58 i koeficijentom varijacije od 52%.
Sto govori o relativno maloj disperziji podataka, od-
nosno o ¢injenici da je kontrolna grupa dobro selek-
cionisana a dobijene srednje vrednosti reprezenta-
tivne.

Aktivnost katalaze dece obolele od tipa | dijabe-
tesa u svim fazama bolesti statisticki je visoko signi-
fikantno veca (p<0,00001) nego kod zdrave dece.

Karakteristi¢no je i kretanje aktivnosti katalaze
obolele dece kroz razlicite i lako prepoznatljive faze
tipa | dijabetesa: u trenutku ngolevanja, zatim u
fazi remisije 1, na kraju, u periodu nakon izlaska iz
remisije (Tabela 1).

Postoje statisti¢ki znacajne razlike u aktivnosti
katalaze unutar razli¢itih faza bolesti: signifikantno
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Tabela 1. Aktivnost enzima kroz razlicitc faze juvenilnog
dijabetesa
Table 1. Enzvme activity through various phases of juvenile
diabetes

Grupa Broj

Srednja SD

vrednost

CV  pkontroli p:l p2
Group ispitanika Controls
No of Mean

subjects value

Katalaza | 40 58,55 30,85 53% 0

Cuatalase 2 40 46,59 1976 42% 0 0,02
3 40 44,1 16,87 38% 0 0,00 0,28
4 36 2594 13,58 52%

Legenda: | - poetak bolesti 2 - remisija 3 - hronicni tok 4 - kontrolna grupa

je najvisa u momentu razbolevanja (p<0,05), nakon
toga pocinje linearno da pada, a najnizu aktivnost
imala je u hroni¢nom toku dijabetesa.

Ispitivan je i uticaj kvaliteta metabolicke kon-
trole na aktivnost katalaze. Zbog toga je izvrseno
grupisanje dece po nivou GHbAlc, kao relativno
pouzdanom indikatoru protekle metabolicke kon-
trole, bez obzira na fazu bolesti. Formirane su Cetri
grupe nivoa kvaliteta metabolicke kontrole
(GHbAlc grupa 1: 4,2-6,4%, grupa 2: 6,5%-8,5%,
grupa 3: 8,6%-10,5% 1 grupa 4: >10,6%) i odredena
Jje aktivnost katalaze u svakoj od njih (Tabela 2).
Tabela 2. Aktivnost enzima u odnosu na kvalitet metabolicke
kontrole
Table 2. Enzvme activity in relation to the quality of meta-
bolic control

Grupa Broy ispitanika Srednja SD CV  pkontroli
Group  No of subjects vrednost Controls
Mean value
Katalaza | 20 37,62 18,25 49%
Caraluse 2 40 50,88 22,87 45% 0,01
3 40 51,22 2421 47% 0,01
4 17 57,65 27,69 48% 0,01

oy

Legenda: grupe GHbAlc - gr.1: 4,2-6,4%, pr.2: 6,5-8,5%, gr.3: 8,6-10,5%, gr.d:
>10,6%

Katalaza ima veoma karakteristicno ponaSanje:
sa pogorSanjem metaboli¢ke kontrole juvenilnog di-
jabetesa raste i aktivnost katalaze na nivou statis-
ticke znacajnosti od p<0,05.

Poseban istrazivacki interes je postojao za detek-
ciju uticaja aktivnosti katalaze na veliinu rezidu-
alne P-Celijske sekrecije. Stoga su i sva ispitivana
obolela deca, po osnovu bazalnih vrednosti C-
peptida podeljena u 3 grupe: ona sa minimalnom
(srednja vrednost C-peptida 0,13 nmol/l), sa pro-

Tabela 3. Aktivnost cnzima u odnosu na veli¢inu rezidualne
B-celijske sekrecije

Table 3. Enzyme activity in relation to the amount of the re-
sidual - cellular secretion

Grupa  Broj ispitanika  Srednja vred- SDCVopil op2
Group  No of subjects nost/Mean value
Katalaza 1 40 51,19 21,3 42%
Catalase 2 40 52.06 28,15 54% 043
3 n 41.38 17,67 43% 0,03 0,03

Legenda: grupe C-peptida - gr. 1 minimalwi gr.2: prosecni pr.3: suficijentni
£ ger2ip 4 1]

seCnom (srednja vrednost C-peptida 0,27 nmol/l) i

ona sa suficijentnom B-Celijskom aktivnoscu (sred-

nja vrednost C-peptida 0,49 nmol/l) (Tabela 3).
Veéa rezidualna beta Celijska sekrecija pracena

je manjom katalaznom aktivnoséu. Ovog puta to

ima znatno manju statistiCku  signifikantnost
(p<0,05).

Aktivnost katalaze direktno koreliSe sa kvalite-
tom metabolicke kontrole (r=0,895), a inverzno sa
C-peptidom (r=-0,945). Smanjenje nivoa C-peptida
prateno je povecanjem aktivnosti katalaze

(r=-0,855).
Diskusija

Nema dileme da katalaza - moéni antioksidativni
enzim predstavlja jedan od najaktivnijih i najras-
prostranjenijih enzima u humanoj biohemiji uopste.
Dobro 1 davno poznata istina da pojacani oksida-
tivni stres, odnosno da pojacano stvaranje slobodnih
radikala kiseonika moze da bude uzrok nastanka
oStecenja P-Celija u tipu 1 dijabetesa sa jedne
strane, te Cinjenica da je katalaza jedan od najpo-
tentnijih "Cistaca" molekula vodonik-peroksida sa
druge strane, opravdavala su naSe interesovanje za
odredivanje ovog enzima [20]. Pretpostavka je bila
da ée se kod dece sa dijabetesom, bolesti gde postoji
izrazeni oksidativni stres, otkriti smanjenje antioksi-
dativne zastite (aktivnosti katalaze).

Ipak, izolovano posmatranje katalaze i ocekiva-
nje da ¢e njen pad favorizovati nastanak bolesti a
elevacija njene aktivnosti omoguciti apsolutnu "ci-
toprotektivnost" u tipu 1 dijabetesa isuviSe je up-
roséeno. U naSem ispitivanju postoji visestruko po-
vecanje aktivnosti katalaze u svim fazama bolesti u
odnosu na zdravu decu. Ovakvo drastiéno uvetanje
aktivnosti - takvo da je kod dece sa juvenilnim dija-
betesom uvek na nivou statisticke znacajnosti vece
od p<0,000001 moze da ukazuje na to da oksida-
tivni stres ima ulogu u nastanku bolesti - ocigledno
je bilo potrebno da se podigne nivo antioksidativne
zaStite. Katalaza je tu da ukloni vodonik-peroksid
pre nego ovaj reaguje sa fero jonima i formira veo-
ma potentne slobodne radikale kiseonika, kakvi su
na primer hidroksilni radikali. Cepajuci lance DNA,
oStecujuci mitohondrijalnu produkciju ATP, izaz-
ivajuéi lipidnu peroksidaciju - ovakvi radikali mogu
nepovratno da ostete B-Celije. Gotovo identi¢ni re-
zultati signifikantnog uvecanja katalazne aktivnosti
u dijabetesu tipa 1 srecu se i u najnovijim istra-
Zivapjima [21].

Cinjenica da je aktivnost katalaze ubedljivo naj-
veca u momentu dijagnostikovanja bolesti (58,55
prema 44,10 u hronicnom toku, p<0,005) opravdava
stav da je odredivanje aktivnosti katalaze - mozda -
veoma vredan rani marker nastupajuceg dijabetesa.
Ipak, stav da, s obzirom na znacajnu katalaznu ele-
vaciju u momentu dijagnostikovanja bolesti, odre-
divanje njene aktivnosti moze imati i prediktivnu
vrednost [13], mora se prihvatiti uslovno. Naime,
pokazalo se da administracija egzogenog insulina
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snazno podsti¢e ekspresiju katalaze, te je mozda
njeno uvecanje u nasoj seriji i jatrogeno (prva kon-
trola u ispitivanju se sprovodila nakon nekoliko
dana primanja insulina, kada je to opste zdravstveno
stanje deteta to omogucavalo). OvaEvo razmisljanje
daje sasvim drugaciju dimenziju u razmatranju ulo-
ge antioksidativnih enzima u nastanku juvenilnog
dijabetesa. Moguce je da je nastanak tipa 1 dijabe-
tesa stvarno u funkciji smanjenja aktivnosti anti-
oksidativnih enzima (katalaze), a da je verifikovano
uvedanje ovog enzima u nasem ispitivanju samo vir-
tuelno 1 posledica naglog pocetka supstituisanja vi-
sokim dozama insulina.

Ocekivanje da ¢e uvecanje katalazne aktivnosti,
usled redukcije nivoa slobodnih radikala kiseonika
(a vodonik-peroksida pre svih) biti pradena i
pove¢anom (odnosno ofuvanom) P-Celijskom sekre-
cijom, odnosno veé¢im C-peptidom u ovom istraziva-
nju su potpuno izneverena. Mada je nesumnjivo da
povecani oksidativni stres ima znacaja u nastanku
destrukcije endokrinog pankreasa, Cini se da je
iskljucivost u ovakvoj tvrdnji nepotrebna. Misljenje
da svako smanjenje katalaze omogucuje citotok-
si¢nost suvise je simplifikovano, arbitrarno i sa sta-
novista prirode verovatno ne i jedino logi¢no. Slo-
bodni radikali kiseonika nemaju iskljucivo toksic-
nu ulogu ve¢ su, naprotiv, i vazni regulatorni mo-
lekuli [18]. Sudbina mnogih ¢elija - pa i limfocita,
kretanje ka diferencijaciji i proliteraciji ili ka smrti
(apoptozi), umnogome moze da zavisi od velicine i
nacina stvaranja radikala kao i njihove distribucije.

Ne samo da uvedanje antioksidativne zastite ne
prati povecanje C-peptida, ve¢ je upravo obrnuto:
sto je aktivnost katalaze veca, manji je C-peptid
(r=-0,855)! Brojne su teorijske spekulacije koje
mogu da pokusaju da objasne ovakav prividni
paradoks.

Verovatno je da je elevacija aktivnosti katalaze
samo pokusaj organizma da kompenzuje oStecenje
nastalo indukcijom oksidativnog stresa. Drugim re-
¢ima, povecana ekspresija katalaze samo je pokusaj
organizma da za$titi svoj endokrini pankreas od
viska slobodnih radikala, o¢igledno ne preterano us-
pesan. U "bioloskoj kompeticiji" prooksidantnih
mehanizama i katalaze (makar onda kada tip 1 dija-
betesa nastane) ocigledno je da ¢e peroksidantni im-
pulsi biti mnogo potentniji, te da ¢e bez obzira na
hiperekspresiju katalaze do¢i do uniStenja endo-
krinog pankreasa. Posmatrajuéi razvoj bolesti kroz
ovakvu prizmu (kompenzatorno, sekundarno i nedo-
voljno uspes$no uvecanje katalaze u sklopu oksida-
tivnog stresa), nije nelogi¢no da ¢e hiperekspresija
antioksidativne katalaze ipak biti pracena niZim
C-peptidom.

U pokusaju da se dalje pojasni viSe puta potenci-
rani paradoks (vecéa katalaza, manji C-peptid), mora
se podsetiti na ¢injenicu da je katalaza jedan od naj-
mo¢nijih regulatora stvaranja slobodnih radikafa
kiseonika, a da su ovi, opet, mocni regulatori dalje
Celijske deobe (ili celijske smrti). Preko dejstva na
metabolizam fosfoinozitida, metabolizam kalcijuma

i c-GMP-a, te uticajem na determinisanje intracelu-
larnih signala za razlicite potentne faktore rasta, slo-
bodni radikali kiseonika imaju fiziolosku ulogu
signalne transdukcije, odnosno bioloSkog mesen-
dzera [22]. Takode, potrebno je ista¢i da odredene
koncentracije vodonik-peroksida smanjuju senzitiv-
nost ¢elija na potencijalno toksi¢no dejstvo TNF-o
redukujuci bioaktivnost ovog citokina za vise od
60%. Tako vodonik-peroksid amortizuje toksi¢nost
ovog citokina, izvanredno znacajanog u realizaciji
B-Celijske destrukcije u tipu 1 dijabetesa.

Metabolicka kontrola uti¢e na aktivnost katalaze.
Hiperglikemija indukuje katalaznu aktivnost - moz-
da se 1 na taj nadin moZe objasniti tako visoka ek-
spresija katalaze na pocetku bolesti - u periodu ko-
me je prethodila visenedeljna ili visemeseéna izra-
zena hiperglikemija [23]. U grupi dece sa referent-
nim GHbAlc najniza je katalazna aktivnost (37,62),
da bi ista linearno rasla do maksimalnih vrednosti
(57,65, p<0,005) u grupi dece sa najvisim GHbAlc.
Pretpostavlja se da Je onda kada je metabolicka kon-
trola najbolja a C-peptid najveéi (0,40) potrebna i
najmanja antioksidativna zastita i obrnuto: kada je
metaboli¢ka kontrola najslabija a C-peptid najmanji
(0,20, p<0,00001), antioksidativna zastita (katalaza)
mora da bude najveca. Ovo je jo§ jedna, indirektna
potvrda stava o kompenzatornom povecanju kata-
lazne aktivnosti u uslovima povecanog oksidativnog
stresa. To je ujedno jos jedno logi¢no objaSnjenje
koje povezuje nisku katalaznu aktivnost sa visokim
C-peptidom, odnosno visoku aktivnost katalaze sa
redukcijom C-peptida (statisticka znacajnost od
p<0,05).

Dakle, generaino se Cini da katalaze nema pri-
marni znacaj u nastanku tipa | dijabetesa, odnosno
da njena aktivnost ne moze presudno da odredi pa-
togenetski tok. Uvecanje katalaze u tipu 1 dijabetesa
pre je sekundarni fenomen, neuspeli pokusaj kom-
penzacije i redukcije oksidativnog stresa, nego Sto
takva hiperekspresija moze znacajnije da utice na
razvoj juvenilnog dijabetesa.

Zakljucak

Visoko statisti¢ki znacajno poveéanje aktivnosti
katalaze u svim fazama juvenilnog dijabetesa indi-
rektna je potvrda znacaja oksidativnog stresa u nas-
tanku bolesti, ali je aktivacija ovog enzima samo
sekundarni fenomen, neuspeli pokusaj da se oksida-
tivni stres kompenzuje. Moguce je da posebno sig-
nifikantna elevacija katalaze na pocetku bolesti
sugeriSe prediktivni znadaj odredivanja ovog en-
zima i predstavlja u stvari rani marker bolesti. Me-
tabolicka kontrola visoko signifikantno utiCe na
aktivnost katalaze: da bi se organizam "antioksida-
tivno zastitio" povecavajuci aktivnost katalaze, neo-
phodno je da se kvalitet metaboli¢ke kontrole
pobolja. Ovakav zakljuak obavezuje da se insis-
tira na ranoj detekciji bolesti mnogo pre nego Sto
dode do znacajnijeg metaboli¢kog dearanzmana.
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Summary

Introduction

Type I diabetes is a protoype of disease with an intesive oxida-
tive stress. The oxidative stress means disturbing dynamic bal-
ance benween prooxidants and antioxidants, cither due to the
increased production of the oxygen free radicals or the de-
creased antioxidant activity. The antioxidative enzyme catalase
diminishes frec radical hydrogen-peroxyde, which can be very
toxic to pancreatic cells.

Material and methods

Our study included 40 children with type [ diabetes. We ana-
tvsed the activity of enzyme catalase in lvmphocytes in different
phases of disease: at the beginning of diabetes, in remission pe-
riod and in the later chronic course.

Results

There is a significant increase in the catalase activity during all
phases of disease (p~0.00001) compared with the control

group. The highest catalase activity occurs in the early course
of disease (p=-0.05) followed by « linear decrease and the low-
est activity in chronic course. [f metabolic control gets worse,
the catalase activity gets higher with statistic significance at
p0.05. A higher residual beta cells secretion is associated
with a lower catalase activity. Therefore, the catalase activity is
in direct corelation with GIIbAL (r0.895). and inverse corre-
lation with C-peptide (r=-0.943).

Discussion and conclusion

A significant increase in the catalase activity in all phases of
type | diabetes indirectly confirms the importance of the oxida-
tive stress in pathogenesis of disease. The activation of catalase
is probably the secundary phenomenon. The fact that the cata-
lase activity reaches its highest values at the beginning of dia-
betes  could implicate  the predictive value of catalase
determination.
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