Bronistaw K. GLOD", Pawet PISZCZ', Tomasz ZIELINSKI',

Pawet ZARZYCKI?

" Zaktad Chemii Analitycznej, Instytut Chemii, Akademia Podlaska
ul. 3 Maja 54, 08-110 Siedice
e-mail: bkg@onet.eu; URL: http://dach.ich.ap.siedlce.pl ]

2 Zaktad Toksykologiii Bioanalityki, Wydziat Budownictwa i InZzynierii Srodowiska,
Politechnika Koszalifska, ul. Sniadeckich 2, 75-453 Koszalin

ZASTOSOWANIE HPLC W BADANIACH
CHOROBY PARKINSONA

W pracy przedstawiono podstawowe informacje o chorobie Parkinsona. Omoéwiono
zastosowanie HPLC w oznaczaniu profilu dziennego lekéw stosowanych w jej lecze-
niu, oznaczaniu cafkowitego potencjafu antyoksydacyjnego oraz ich korelacje z te-
stem Webstera i nateZeniem tremoru.

PODSTAWOWE INFORMACJE O CHOROBIE PARKINSONA

Pierwszy opis klinicznych objawdw choroby Parkinsona (ChP) pocho-
dzi z egipskich papiruséow z Xl wieku p.n.e. W czasach nowozytnych cho-
robg ponownie opisat w 1817 roku brytyjski lekarza Johna Parkinsona w ar-
tykule An Essay on the Shaking Palsy.

ChP spowodowana jest niewydolno$cig pozapiramidowego uktadu ru-
chowego. Gtéwnym procesem patologicznym jest postepujace zwyrodnienie
neuronéw dopaminergicznych w warstwie zbitej istoty czarnej [1]. Podobnie
do choroby Alzheimera nalezy do grupy choréb zwyrodnieniowych uktadu
nerwowego. Ma charakter przewlekly, a jej objawy pogtebiajg sie¢ wraz
z rozwojem choroby. Na ChP choruje prawie 1,5% populacji powyzej 65 ro-
ku zycia. Jest wiec bardzo waznym problemem nie tylko medycznym, ale
i spotecznym [1]. Dotyka ona w podobnym stopniu réznych ludzi, bez wzgle-
du na ich pte¢, zamozno$¢, pochodzenie spoteczne i geograficzne. Klinicz-
nie objawia sie¢ ona spowolnieniem ruchowym, sztywnos$cig miesni i drze-
niem spoczynkowym.

Udziat wolnych rodnikow w ChP nie jest catkowicie wyjasniony. Istota
czarna ma duze tempo metabolizmu, dlatego tez charakteryzuje sie wysokg
zawartoscig utleniaczy przy jednoczesnym niskim steézeniem antyoksydan-
tow. Nawet niewielki stres oksydacyjny moze z tatwoscig zniszczy¢ jej natu-
ralng obrong powodujgc powstanie wolnych rodnikéw tlenowych, ktore ze
wzgledu na przewazajace stezenie utleniaczy utrzymujg powstajacy stres,
a takze zapoczatkowujg apoptoze neuronéw dopaminergicznych przejawia-
jaca sie obnizong zawartoscig cytochromu ¢ w mitochondriach komaérek ner-
wowych zaatakowanych chorobg. Zmniejsza to aktywno$¢ mitochondrialne-



go kompleksu |. Powoduje to zmniejszenie iloSci wytwarzanej energii, obni-
zenie ilosci stezenia antyutleniaczy oraz wzrost tempa powstawania wolnych
rodnikéw i nasilenie procesow utlenienia. O tym, ze w istocie czarnej w 0go-
le dochodzi do stresu oksydacyjnego $wiadczg zwiekszone ilosci dialdehydu
malonowego bedacego koricowym produktem peroksydaciji lipidéw, a takze
zmniejszenie iloSci nienasyconych kwasow ttuszczowych [2].

Osobnym zagadnieniem sg zmiany stezenia zaréwno rodnikéw jak
i antyoksydantéw we krwi chorego. Spowodowane sg one z jednej strony
zwigkszonym metabolizmem, spowodowanym m.in. charakterystycznym
drzeniem konczyn, przyczyniajacym sie do produkcji rodnikow. Z drugiej za$
podawane pacjentom jako leki aminy katecholowe sg antyoksydantami.

Zniszczenie komorek nerwowych istoty czarnej zmniejsza wydzielanie
dopaminy, neuroprzekaznika chemicznego odpowiedzialnego za transmisj¢
sygnatéw pomiedzy istotg czarng, a ciatem prgzkowanym w kresomoézgowiu.
Sygnaty przekazywane z istoty czarnej sg odpowiedzialne za zalezne od na-
szej woli ruchy, ktére dzieki prawidlowemu przekaznictwu sg ptynne i prze-
biegajg bez zaktocen. Jesli zniszczeniu ulegnie ponad 80% komdrek produ-
kujacych dopaming, zostaje utracona zdolno$é kontroli nad takim typem
ruchoéw. Przyczyna zwyrodnienia komérek istoty czarnej nie jest doktadnie
znana. Jedna z hipotez jest mechanizm wolnorodnikowy. Inne méwig o tok-
synach, czynnikach genetycznych (szczegdlnie mitochondrialnych) czy eks-
cytotoksycznosci (nadprodukcji dopaminy).

Dominujacym, chociaz nie jedynym zaburzeniem w chorobie Parkin-
sona jest przedwczesne, postepujace zwyrodnienie neuronéw dopaminoer-
gicznych. Wynikiem tego jest obnizenie stezenia dopaminy i jej metabolitow,
a takze spadek aktywnosci enzyméw zwigzanych z jej syntezg. Opracowane
zostaty trzy gtéwne strategie w walce z tg chorobg (i) uzupetni¢ niedobor do-
paminy, (ii) zahamowaé proces jej rozktadu w mézgu oraz (iii) dostarczy¢ or-
ganizmowi substancje, ktére dziatajg podobnie do dopaminy.

Najprostszym sposobem leczenia tego schorzenia bytoby zastosowa-
nie pierwszej z wymienionych strategii, czyli podanie dopaminy. Dopamina
jednakze nie przekracza bariery krew — mézg. Z tego wzgledu najprostszym
obecnie sposobem leczenia tej choroby jest podawanie bezpoSredniego jej
prekursora — L-dopy (lewodopy), zdolnej przechodzi¢ przez bariere krew —
mozg.

Wprawdzie wprowadzenie L-dopy byto przetomem w walce z chorobg
Parkinsona jednakze, niestety nie zapobiega ona obumieraniu komérek pro-
dukujacych dopamine. Z tego wzgledu prébuje sie zastosowac drugg z wy-
mienionych wczesniej strategii — zahamowac procesy przemiany dopaminy
w inne substancje, stosujac np. inhibitor enzymu MAO-B (monoaminooksy-
dazy B) odpowiedzialnego za rozktad dopaminy (rys. 1). Stymulacje uktadu
dopaminoergicznego mozna uzyskaé poprzez zwigkszenie produkcji endo-
gennej dopaminy w uktadzie nigro-strialnym przez zablokowanie jej metabo-
lizmu lub przez bezposrednig stymulacje receptora dopaminoergicznego [3].
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Rys. 1. Metabolizm dopaminy

L-dopa po raz pierwszy zostata zastosowana w leczeniu choroby Par-
kinsona na poczatku lat 60. Dzi$ L-dopa jest uznawana jako ,ztoty standard”
leczenia [4]. Jest najsilniejszym lekiem przeciwparkinsonowskim, jedynym,
ktory jest skuteczny w kazdym stadium zaawansowania choroby. Pod
wzgledem chemicznym jest to lewoskretna 3,4-dihydroksy-L-fenyloalanina,
bezposredni prekursor dopaminy przechodzacy przez bariere krew-médzg.
Powstaje ona w ustroju z egzogennej tyrozyny (przy udziale hydroksylazy ty-
rozynowej) i ulega przemianie do dopaminy przy pomocy dekarboksylazy
aromatycznych aminokwasoéw (rys. 1).

Pod wptywem katecholo-O-metylotransferazy (COMT) L-dopa meta-
bolizowana jest do 3-metoksy-DOPA (3-OMD) (na rys. 1 etap ten zostat po-
minigty). Dopamina natomiast moze by¢ metabolizowana zgodnie z trzema
szlakami (rys. 1). Pierwszy przebiega przez kwas dihydroksyfenylooctowy
(DOPAC), katalizowany przez monoaminooksydaze (MAO), do kwasu ho-
mowanilinowego (HVA) katalizowanego przez COMT. W drugim natomiast
pod wptywem COMT dopamina jest metabolizowana do 3-metoksy-
tyraminy (3-MT), a nastepnie rowniez do HVA pod wplywem MAO. Z wyjat-
kiem dopaminy, pozostate metabolity L-dopy sq farmakologicznie nieaktyw-
ne. Oba szlaki metabolizmu wystepujg zaréwno w narzgdach obwodowych,
jak i w mézgu. Trzeci szlak prowadzi do powstania hormondéw i dlatego nie
bedzie szerzej omawiany.

Mimo wieloletniego juz stosowania L-dopy mechanizm jej dziatania
budzi wiele niejasnosci. Wedtug klasycznej hipotezy egzogenna L-dopa
podana doustnie zostaje wchtonieta w jelicie cienkim i poprzez system
transportu duzych aminokwaséw (LNAA) szybko trafia do innych tkanek
i przekracza bariere krew — mézg, gdzie jest wychwytywana przez neurony
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dopaminoergiczne i tam poddawana dziataniu dekarboksylazy aromatycz-
nych aminokwasoéw i dopiero jako dopamina uwalniana do synapsy. Na ob-
wodzie, a takze w Sluzéwce przewodu pokarmowego L-dopa ulega takze
szybkiej dekarboksylacji. Dlatego tez w narzadach obwodowych powstajg
duze ilosci dopaminy nieprzechodzacej do moézgu, a tylko niewielka ilo$¢
L-dopy (ok. 1-3%) przedostaje sie przez bariere wykazujgc dziatanie tera-
peutyczne. Zalezy to od wielu czynnikébw m.in. od zawartosci biatka w diecie
i czasu przejscia przez zotgdek. Aby wyeliminowaé szybkg zmiane L-dopa
w dopaming juz w bionie Sluzowej zotgdka, a tym samym zwiekszy¢ jej moz-
liwos¢ dotarcia do mézgu, doustne preparaty zawierajg inhibitory obwodowej
dekarboksylazy, karbidope lub benserazyd. PoSrednio zwieksza to przeni-
kanie L-dopy do mézgu i pozwala na znaczng redukcje dawki leku i jego
obwodowe dziatanie niepozadane takie jak nudnosci, wymioty i spadki ci-
Snienia [3].

Wprowadzenie L-dopy do lecznictwa spowodowato wyrazny spadek
Smiertelnosci chorych. Dane epidemiologiczne sugeruja, ze chorzy z dobrze
leczong chorobg Parkinsona majg szanse zy¢ réwnie dtugo jak ich zdrowi
rowiednicy. Ttumaczy sie¢ ono zaréwno zmniejszeniem $miertelnych powiktan
z unieruchomienia, jak i neuroprotekcyjnym dziataniem L-dopy [5]. W ostat-
nich latach badania eksperymentalne zaczety dostarcza¢ jednak coraz wie-
cej danych na to, ze L-dopa moze by¢ toksyczna dla neuronéw dopaminoer-
gicznych. W skojarzeniu z wolnorodnikowa hipotezg etiopatogenezy choroby
Parkinsona oraz z faktem wystepowania ruchowych objawéw niepozgda-
nych po dtugotrwatym podaniu L-dopa problem jej toksycznego dziatania
wzbudza duzy niepokdj. Mimo intensywnie prowadzonych badan nadal nie
udato si¢ ostatecznie ustali¢ ani uzyska¢ jednoznacznych dowoddéw na to,
7e L-dopa w dawkach terapeutycznych powoduje Smier¢ komoérek nerwo-
wych. U chorych stabo reagujacych na leczenie farmakologiczne stosuje sie
leczenie chirurgiczne. Czynione sg takze proby wszczepienia stymulatorow,
ktore pozwolg modelowac aktywnos$é uposledzonych struktur mézgu.

FARMAKOKINETYKA AMIN KATECHOLOWYCH
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Rys. 2. Zmiany stezenia L-dopy w surowicy pacjentéw z chorobg Parkinsona przed podaniem
leku, po godzinie, dwdch, trzech i pieciu po podaniu preparatu.* p<0,05 w stosunku do czasu 0,
# p<0,05 w stosunku do czasu 1
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Dopamina, ktdrej niedobdr w czesci zbitej istoty czarnej jest czynni-
kiem wyzwalajgcym objawy choroby Parkinsona, nalezy do amin katecholo-
wych. Poniewaz jednak nie przedostaje sie przez barierg krew-mozg, dlate-
go tez wprowadzona do krgzenia obwodowego nie daje efektu
terapeutycznego. Uzyskuje sie go jednak poprzez podanie bezpos$redniego
prekursora dopaminy — L-dopy, ktéra nalezy takze do amin katecholowych.
Przedostajacy sie do moézgu tylko niewielki procent (1-3%) jest czesto nie-
wystarczajgcg dawka do uzyskania efektow terapeutycznych. Z kolei zwigk-
szenie podawanej dawki powoduje szereg niepozgdanych objawow. Okaza-
fo sig, ze rownoczesne podawanie L-dopy z inhibitorami dekarboksylazy
aromatycznych aminokwaséw, zwigksza jej biodostepnos¢ poprzez zmniej-
szenie jej obwodowego metabolizmu. L-dope, jak i inne aminy katecholowe,
mozna w surowicy oznaczac¢ stosujagc HPLC z detekcjg amperometryczna.
Maksymalne stezenie L-dopy w surowicy wystepuje po ok. godzinie od chwili
zazycia leku (rys. 2 [6]) [6-8]. Po 90 min. stezenie L-dopy w surowicy jest
Sladowe. W leczeniu niezwykle istotna jest wiec optymalizacja dawki. Za-
rowno zbyt niskie jak i zbyt wysokie stezenia leku skazujg pacjenta na nie-
powodzenie w trakcie terapii. Niskie stezenia mogg by¢ nastepstwem zabu-
rzen wchtaniania L-dopy z przewodu pokarmowego, wysokie natomiast
mogag osiggac wartosci dawki toksycznej. Przeprowadzone badania potwier-
dzaja, ze maksymalne L-dopy stezenie wystepuje po okoto godziny od zazy-
cia preparatu. Zmiany stezenia L-dopy po godzinie, dwodch, trzech i pigciu
w stosunku do godziny zerowej sg statystycznie znamienne. Zmiany steze-
nia L-dopy powinny mie¢ odzwierciedlenie w zmniejszeniu drzenia, gtéwne-
go objawu parkinsonizmu, a takze na poprawe parametréw fizjologicznych
okreSlanych za pomocg testu Webstera. Maksymalne stezenie karbidopy
(rys. 3 [6]) wystepuje takze po godzinie od podania preparatu, po czym
zmniejsza sig, ale po trzeciej godzinie ponownie wzrasta. Pomimo podobnej
dynamiki wspofczynnik korelacji pomigdzy karbidopa, a grupg nierozdzielo-
nych reduktoréw jest bardzo niski.

cluM] 7}

t[h]

Rys. 3. Farmakodynamika karbidopy. Zmiany stezenia karbidopy w surowicy pacjentéw z cho-
robg Parkinsona. Pozostate warunki jak na rys. 2. * p<0,05 w stosunku do czasu 0

19



WLASNOSCI ANTYOKSYDACYJNE AMIN KATECHOLOWYCH

W literaturze mozna znalez¢ sprzeczne informacje na temat dopami-
ny. Z jednej strony dopamina przyczynia sie¢ do stresu oksydacyjnego,
z drugiej za$ ma wiasciwosci antyoksydacyjne. Zarébwno enzymatyczne utle-
nianie dopaminy przy udziale MAO B jak i jej samoutlenianie prowadzg do
powstania nadtlenku wodoru, bedacego zrédtem najbardziej reaktywnego
wolnego rodnika — hydroksylowego. Tak wigc, metabolizm dopaminy prowa-
dzi do powstania uszkodzernh w komoérkach nerwowych oraz ich $mierci
w procesie apoptozy. System dopaminowy broni si¢ przed skutkami deficytu
neuromediatora zwiekszajgc jego metabolizm. Przeprowadzone poSmiertnie
badania w mézgach parkinsonikow wykazaty specyficzne, wielokrotne nasi-
lenie metabolizmu w strukturach uktadu pozapiramidowego. Zwiekszony me-
tabolizm dopaminy, powoduje zwigkszong produkcje nadtlenku wodoru
i rodnika hydoksylowego. Zwigkszone uwalnianie, wychwyt i presynaptyczny
metabolizm dopaminy moze przyczyniaé sie do postepujacej destrukcji neu-
ronéw obserwowanej w chorobie Parkinsona. Powstajgcy nadmiar rodnikow
jest przyczyng wzmozonej peroksydaciji lipidéw, co w konsekwencji prowadzi
do indukcji procesu apoptozy. Podobng role petnig produkty metabolizmu
dopaminy (np.: 6-hydroksydopamina).
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Rys. 4. Anty- i prooksydacyjne wtasciwo$ci dopaminy w stosunku do rodnikéw hydroksylowych
Istnieje kilka mechanizmdéw, ktére z jednej strony nadajg dopaminie
wiasciwosci prooksydacyjne: zdolno$¢ redukcji zelaza (Ill) do zelaza (ll)

i samoutlenianie dopaminy do pochodnej chinonowej. Z drugiej za$ strony
dopamina wykazuje wiasciwo$ci antyoksydacyjne dzieki obecnosci grupy
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katecholowej oraz kompleksowaniu zelaza (ll), uniemozliwiajagcemu zajscie
reakcji Fentona.

Stosujac chromatograficzng metode oznaczania catkowitego poten-
cjatu antyoksydacyjnego (CPA) przebadano wiasnoSci dopaminy w stosunku
do rodnikéw hydroksylowych [6]. Rodniki hydroksylowe, ktére generowano
w reakcji analogicznej do Fentona, putapkowano kwasem p-hydroksy-
benzoesowym. Gdy do uktadu, zawierajgcego dopaming, dodawano ADP
(rys. 4B), ktéry katalizuje reakcje redukujac zelazo z +3 stopnia utlenienia na
+2 pik kwasu 3,4-DHBA (ktérego wysokos¢ Swiadczyta o wiasciwo$ciach
prooksydacyjnych dopaminy) byt nizszy w stosunku do kontroli (rys. 4A), kt6-
ra zawierata wode zamiast dopaminy. Wynik ten byt spowodowany tym, ze
gdy w uktadzie reakcyjnym znajdowata sie, dopamina wygenerowane rodniki
hydroksylowe reagowaty zaréwno z pHBA jak i dopaming. Otrzymane wyniki
sugeruja, ze dopamina jest stabym zmiataczem rodnikow hydroksylowych.
Brak ADP w uktadzie powodowat, Zze pik chromatograficzny pochodzacy od
3,4-DHBA byt znacznie nizszy niz w obecno$ci ADP (rys. 4C). Oznacza to,
ze reduktor w mieszaninie jest niezbedny, aby stale zapewniona byta obec-
no$¢ zelaza (ll). W koficu, gdy do ukiadu zawierajacego dopamine nie do-
dano ADP wielko$¢ piku 3,4-DHBA byta wigksza niz w ukfadzie bez ADP
i bez dopaminy (rys. 4D). Oznacza to, Zze dopamina przejefa role reduktora
Fe** do Fe*. Do$wiadczenie to potwierdzito sugestie, ze w zaleznosci od
warunkow dopamina moze z antyoksydanta sta¢ sie oksydantem (rys. 5).
Ponadto metoda ta pozwolita ustali¢ jeden z prawdopodobnie kilku istnieja-
cych mechanizméw prooksydacyjnego dziatania dopaminy.

40
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Rys. 5. Wptyw stezenia dopaminy na
0 | I | zmiany wysoko$ci pikéw chromatogra-

ficznych 3,4-DHBA. Zmniejszenie wy-
sokosci oznacza antyoksydacyjne dzia-
tanie badanego zwigzku
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Autooksydacja amin katecholowych moze zachodzi¢ nie tylko pod
wplywem enzymow czy jondw metali, ale takze pod wptywem tlenu w powie-
trzu. Okazato sig, ze z amin katecholowych obecnych w lekach antyparkin-
sonowskich najszybciej samoutlenianiu ulegat benserazyd, najwolniej zas
L-dopa (rys. 6). Oznacza to, ze za zmiang barwy rozpuszczonego w wodzie
leku odpowiada samoutlenianie benserazydu (inhibitora), za$ spadek steze-
nia substancji czynnej w postaci L-dopy jest nieznaczny.

¢ [uM]

karbidopa
L-dopa

czas [h]

benserazyd

Rys. 6. Zmiany stezenia amin katecholowych w zaleznosci od czasu ich przechowywania
w temp. 25°C

HIPERMETABOLIZM W CHOROBIE PARKINSONA, TREMOR
1 JEGO POMIAR

Drzenia sg najbardziej istotnym elementem symptomatologii i diagno-
styki wielu choréb uktadu pozapiramidowego (w tym réwniez parkinsonizmu
i choroby Parkinsona). Wykorzystywane sg zar6wno w rozpoznawaniu wielu
chordb, dla ktérych drzenie jest objawem typowym, jak i w diagnostyce r6z-
nicowej, w ktérej badane sg charakterystyki roznych rodzajow drgan. Wa-
runkiem szerszego ich wykorzystania jest udoskonalenie metod pomiaru od-
powiednich charakterystyk, powigzanie wynikéow ich pomiaru z konkretnymi
jednostkami chorobowymi, na podstawie uzyskanych rozktadéw prawdopo-
dobienstwa, a nastepnie przypisanie im odpowiednich procedur terapeu-
tycznych. Ze wzgledu na coraz czestsze wystepowania schorzen uktadu po-
zapiramidowego wydaje si¢ to bardzo istotne. Oryginalne urzadzenie tego
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typu skonstruowano w Instytucie Elektroniki WAT we wspétpracy z Klinikg
Neurologii CSK WAM. Pozwala ono na podniesienie efektywno$ci diagnozy
schorzenia, przyspieszenie rozpoznania, a wiec i wczesniejsze rozpoczecie
leczenia. Podnosi to standard zycia jednostek i zmniejsza catosciowe koszty
leczenia populacji.

Przy nadmiernych wydatkach energetycznych w organizmie nastepuje
szereg zmian metabolicznych, wsréd nich niedostateczna podaz glukozy
w mig$niach i konieczno$¢ glukoneogenezy. Zjawiska te prowadzg do utle-
niania aminokwasow i nasilenia zuzycia tlenu [9]. Objawy wyniszczenia i wy-
chudzenia ciata — typowe dla parkinsonikow, sg bezpo$rednimi dowodami
dtugotrwatego wystepowania u chorych hipermetabolizmu prowadzacego do
ujemnego bilansu energetycznego. Warto$¢ energetyczna spozywanej diety
nie pokrywa wéwczas w petni wydatkow energetycznych, w wyniku, czego
poczatkowo spalany jest ttuszcz zapasowy, a nastepnie biatka miesniowe.
Zwiekszony wydatek energetyczny powoduje réwniez uszkodzenie uktadu
dopaminoergicznego w o$rodkowym uktadzie nerwowym (OUN) powodujace
uogolnione zaburzenia metabolizmu energetycznego ustroju. Parkinsonicy
czesto wykazujg hypertermie i znaczng potliwo$6. Przyczyng tego moze by¢
zablokowanie osrodkowych receptoréw dopaminoergicznych, a konsekwen-
cjq dodatkowy wydatek energetyczny [10]. Drzenie (tremor) moze mie¢ cha-
rakter fizjologiczny, stanowiac przejaw dziatania uktadu pozapiramidowego,
ktory jest najlepiej wyksztatconym uktadem generowania ruchow mimowol-
nych w okresie nhoworodkowym i niemowlgcym, a takze odruchéw bardziej
ztozonych. Mogg by¢ takze przejawem patologicznym i by¢ skutkiem nie-
prawidtowych impulsow z jgdra czerwiennego i wzgdérzomdbzgowia, jak
w chorobie Parkinsona [11-13].

Drzenia mozemy charakteryzowa¢ za pomocg rozmaitych parame-
trow: lokalizacji, regularno$ci wystepowania, stopnia nasilenia, wptywu
czynnikdow wewnetrznych, wptywu czynnikow Srodowiskowych, czestotliwo-
Sci, amplitudy, energii catkowitej czy widma. Ostatnie cztery parametry sg
mierzalne w spos6b obiektywny. Ich wartosci sg powigzane z wymienionymi
wczes$niej czynnikami. Lokalizacja drzenia ma oczywisty wptyw na amplitu-
de. Czesci ciata odleglejsze od jego osi majg wieksza amplitude niz czesci
ciata bliskie osi. Z kolei podparcie (a wiec, fizycznie rzecz biorac, przesunie-
cie osi ruchu w kierunku obwodowym) zmniejsza amplitude¢ drzenia, o ile nie
wigze si¢ z powstaniem dodatkowych napie¢ spowodowanych wymuszonym
(czyli nie fizjologicznym) utozeniem. Regularno$¢ i czgsto$¢ wystepowania
wigzg sie z amplitudg i energig drzenia. Widkno migeSniowe po wykonaniu
ok. 80 drgan traci wiekszo$¢ lub nawet cato$¢ ATP i wskutek tego nie moze
przez pewien czas wykonywac ruchoéw. Tak wiec regularnos¢ i duza czesto-
tliwos¢ drzen powoduje, przynajmniej okresowo, spadek amplitudy i energii
sygnatu. Nasilenie drzenia jest niespecyficznym wskaznikiem obejmujacym
takie jego sktadowe jak lokalizacja, regularno$¢, czestotliwo$¢ i charaktery-
styka widmowa. Jego stosowanie jest zwigzane z brakiem mozliwosci do-
ktadnego pomiary pewnych charakterystyk obiektywnych; wydaje sie, ze
Srednia energia na ustalong jednostke czasu (by¢ moze wraz z charaktery-
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styka amplitudowa) byfaby rzetelnym i wystarczajagcym miernikiem tego
wskaznika. Czynniki wewnetrzne i zewnetrzne mogg w rozmaity sposoéb
wplywa¢ na mierzalne parametry drzenia. Moga je takze wywotywac (drze-
nie spowodowane chtodem, tzw. dreszcze) lub znosi¢ (ustepowanie u alko-
holika drzenia po wypisu alkoholu). Moga takze modyfikowaé jego charakte-
rystyki. Z Kkolei oczywisty jest wptyw czynnikdbw wewnetrznych na
wystepowanie i intensywno$¢ drzen. taczny wptyw tych czynnikéw na obraz
drzen jest ztozony i niejednoznaczny. W zakresie mierzalnych charaktery-
styk drzenia najczesciej stosowang jest czestotliwo$¢. W zalezno$ci od niej
dzielimy je na nastepujace pasma:

- 1,5 — 3 Hz: pasmo drzen ataktycznych, dotyczacych gtéwnie
gtowy i tutowia, spotykanych w chorobach demielizacyjnych;

- 4 — 5 Hz: pasmo najbardziej nieokresSlone, drzenia postawne
o czestotliwosci 4 Hz wystepuja w przypadkach uszkodzenia
mozdzku lub jadra czerwiennego, w przypadku drzenia spo-
czynkowego jest identyfikowane jako symptom choroby Parkin-
sona (drzenie postawne i spoczynkowe rozni si¢ amplitudg);

- 6 Hz: pasmo drzen giownie konczyn; a takze drzefh zamiaro-
wych i klonicznych (np. klonus typowy dla uszkodzen drogi po-
zapiramidowej ma czestotliwos¢ 6 Hz);

- 8 — 12 Hz: pasmo drzen o rozmaitej etiologii, tak fizjologicznej
jak i patologicznej, np. z powodu udarow moézgu, zwyrodnienia
oraz neuropatii obwodowych.

Inng mierzalng charakterystykg drzenia jest amplituda. Jej pomiar, ze
wzgledu na jej niewielka wartoS¢, zazwyczaj wymaga specjalnej aparatury
pomiarowej i wobec tego nie jest ona doktadnie opisana w funkcji rodzaju
schorzenia. Wykazuje sie wyraZzng zmiennoScig w zaleznosci od pory dnia,
wplywu stosowanych lekéw, pozycji ciata badanego, a takze rozmaitych
czynnikébw wewnetrznych i zewnetrznych, w zwigzku z czym jej opisowe
okreslenie jest trudne.

Drzenia samoistne (ET) sg uwazane za fagodng, skgpo-objawowag
chorobe uktadu nerwowego. Charakteryzujg sie czestotliwoscig 6 — 11 Hz
i amplitudg 25 — 600 pV. Najczesciej spotykanym wyrazem tej choroby jest
drzenie glosu. Mogg takze wystepowac rownolegle inne objawy, jak drzenie
rak czy gtowy, sporadycznie takze innych czesci ciata. W zakresie drzen pa-
tologicznych dzieli sie je przede wszystkim w zaleznoSci od funkcji pirami-
dowego uktadu ruchowego, odpowiedzialnego za ruchy dowolne. Funkcje te
to spoczynek, pozycja wyjsciowa do ruchu zamierzonego oraz ruch zamie-
rzony (dowolny) odpowiednio do tego wyrdznia si¢ (i) drzenie spoczynkowe,
(i) drzenie pozycyjne i (iii) drzenie zamiarowe. Drzenie spoczynkowe stato
sie podstawg definicji przez Jamesa Parkinsona choroby, nazywanej dzisiaj
jego nazwiskiem. Polega na wystepowaniu w pozycji spoczynku drzen,
ustepujacych po rozpoczeciu ruchéw czynnych. Drzenia te wystepujg wy-
faczne w trakcie czuwania i pojawiajg sie po przebudzeniu przy prébie wy-
konania pierwszych ruchéw dowolnych. Ich amplituda zalezy od stopnia za-
awansowania choroby, a takze od czynnikow zewnetrznych i wewnetrznych
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takich jak zmeczenie czy stres. Drzenie pozycyjne jest wywolywane usta-
wieniem korczyn, powodujacym napinanie sie pewnych grup mie$niowych.
Moze mieC charakter fizjologiczny, zwtaszcza u ludzi starszych lub w przy-
padku niewygodnej pozycji — gtéwnie koniczyn — wystepowac jako tzw. drze-
nie pozycyjne fizjologiczne (u sportowcow bywa obiektem odrebnych ba-
dan). Jest takze typowe dla choroby Parkinsona i innych chorob
zwyrodnieniowych. Wystepuje jednak rowniez w przypadku zaburzen o zu-
petnie odmiennej etiologii, jak alkoholowe zaburzenie pracy watroby czy
nadczynno$¢ tarczycy. Drzenie zamiarowe jest zwigzane z wykonywaniem
ruchéw dowolnych. Odznacza sie niskg czestotliwoécia (3 — 5 Hz) oraz na-
rastajaca w czasie amplitudg. Jest wyraZniejsze w bliskoSci osi ciata. Oprocz
choroby Parkinsona moze wskazywa¢ na wrodzone procesy zwyrodnienio-
we, zatrucia metaboliczne, zaburzenia funkcji watroby i nerek, stwardnienie
rozsiane.

e Ll
et

Rys. 7. Sfygmograf Petersena oraz tambur Eschnera

Ze wzgledu na obiektywny, tj. mierzalny, charakter drzen proby ich
pomiaru miaty miejsce juz w XIX wieku [15]. Mimo niezbyt wyszukanej tech-
niki prace takich uczonych jak Charcot i Vulpian we Francji czy Petersen,
Dana i Eschner w Stanach Zjednoczonych pozwolity na realizacje pierw-
szych badan mierzalnych charakterystyk drzen. Aparatami, stosowanymi
pierwotnie w innych badaniach, a nastepnie do celu pomiaréow drzen byly
sfygmograf oraz tambur (rys. 7). Pierwszy z nich dziatat na zasadzie mecha-
nicznej, drugi — pneumatycznej. Rozwdj techniki spowodowat, ze obecnie
zostaly one zastgpione przez nowoczeSniejsze systemy elektroniczne,
w petni skomputeryzowane.

Réwnolegle z pomiarami drzenia przeprowadza si¢ takze badania fi-
Zjologiczne chorych za pomocg testu Webstera. Sktada sie on z oceny
10 parametréw fizjologicznych, np. trudnosci z poruszaniem si¢ czy z mé-
wieniem. Stosuje sie przy tym czterostopniowg catkowitoliczbowag skalg po-
rzadkowa, od O (brak objawéw negatywnych) do 3 (bardzo duze ich nasile-
nie). Wynik testu jest suma tych dziesigciu ocen. Poniewaz drzenie
powigzane jest z wynikiem testu Webstera (im wigksze drzenia tym gorsze
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samopoczucie badanego, a wiec wyzszy wynik testu), dlatego tez test ten
wykonuje sig kilka minut po pomiarze drzenia [16].

Poprawa stanu pacjentéw powinna si¢ zatem wyraza¢ zarébwno w po-
prawie parametrow fizjologicznych mierzonych testem Webstera jak
i zmniejszong mocg drzenia. W trakcie badan, prowadzonych w ramach wie-
loosrodkowego zespotu badawczego podjeliSmy probe powigzania wymie-
nionych wyzej ptaszczyzn. Wykonywano réwnocze$nie ilosciowe badania
stanu fizycznego pacjenta: klinicznie oceny drzenia, parametrow chemicz-
nych: stezenie L-dopy w surowicy i pomiaru CPA oraz parametrow fizjolo-
gicznych (trudno$ci w wykonywaniu podstawowych czynnosci, objawy pato-
logiczne funkcjonowania organizmu itp.). Pomiary w zakresie wymienionych
wskaznikow byly wykonywane réwnolegle (rys. 8). Pozwolito to okresli¢ kore-
lacje miedzy nimi. Wyniki eksperymentalnych badan dowodza, ze wystepuje
efekt przesunigcia w czasie maksymalnego zmniejszenia mocy drzenia
w odniesieniu do czasu uzyskania maksymalnego stezenia L-dopy w suro-
wicy. Przesuniecie to wynika z faktu metabolizmu (absorbcji w uktadzie tra-
wiennym, przekraczanie bariery krew- moézg i jej konwersji do dopaminy)
L-dopy i uptywu czasu, po ktérym L-dopa wywiera swdj terapeutyczny efekt
(rys. 2). W przypadku korelacji miedzy testem Webstera, mocg drzenia
i CPA badania wykazaty, ze podobnie jak w przypadku L-dopy wystepuje
efekt przesuniecia miedzy osigganym maksymalnym CPA a poprawg para-
metrow fizjologicznych i mocg drzenia. Przesunigcie to spowodowane jest
takze metabolizmem L-dopy. Uzyskanie efektu terapeutycznego w postaci
uzupetnienia deficytu dopaminy, poprawy samopoczucia pacjentéw i zmniej-
szenie mocy drzenia jest wynikiem dziatania farmakologicznego L-dopy
i wymaga uptywu czasu. Nie stwierdzono natomiast korelacji pomigdzy CPA,
a pozostatymi parametrami. Brak korelacji wynika z braku zalezno$ci pomie-
dzy zmianami CPA, a stgzeniem L-dopy w surowicy.

0,6 0,0004

0,5 =

5 0,0003 =,

S 04 s

S c

203 0,0002
it

o 0,2 3

0,0001 O

0,1 £

0 0

;I:zas od pozdania L-dc3>py [h]

Rys. 8. Dynamika zmian stezenia L-dopy i mocy drzenia u pacjentdw z chorobg Parkinsona
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CPA SUROWICY KRWI PACJENTOW Z CHOROBA PARKINSONA

Catkowity Potencjat Antyoksydacyjny (CPA) jest miarg zdolnosci anty-
oksydacyjnych probek biologicznych, w szczegdlnosci krwi. W literaturze
[17] mozna znalez¢ opisy oznaczania rodnikéw hydroksylowych metodg pu-
fapki spinowej polegajacej na wprowadzeniu do materiatu biologicznego
wzglednie nietoksycznych zwigzkéw aromatycznych i oznaczania produktéw
ich reakcji z rodnikiem. Wygenerowane, w reakcji Fentona, rodniki hydroksy-
lowe reagujg zaréwno ze zwigzkami obecnymi we krwi jak i detektorem. Wy-
soko$¢ piku chromatograficznego produktu reakcji detektora z rodnikiem za-
lezy od ilosci antyoksydantéw obecnych w badanym materiale i ich
reaktywnosci. Miarg CPA jest zmniejszenie si¢ wysokosci tego piku pod
wplywem probki. W przypadku surowicy krwi parkinsonikéw obserwowano
efekt odwrotny, wzrost wysokosci tego piku (rys. 9). Uzyskane wyniki suge-
ruja, Ze surowica posiada wiasciwosci prooksydacyjne w stosunku do rodni-
kéw hydroksylowych, czyli generuje rodniki. Najwiekszym CPP (Catkowity
Potencjat Prooksydacyjny) cechowata sie surowica pobrana od pacjentow
po godzinie od podania L-dopy czyli w czasie gdy stezenie L-dopy w surowi-
cy u pacjentéw byto najwieksze (rys. 2). Prawdopodobnie istnieje kilka me-
chanizmoéw w wyniku ktérych powstaje zwigkszona ilo$¢ wolnych rodnikow.
W surowicy wystepuje szereg niskoczgsteczkowych antyoksydantow (np.
kwas askorbinowy), ktére z jednej strony zmiatajg wolne rodniki, z drugiej
zas mogag redukowac zelazo z +3 na +2 stopien utlenienia, dzieki czemu za-
pewniony jest staty doptyw zelaza(ll) (reakcja Fentona) i wzrost stezenia
rodnikdw. Powstate w reakcji Fentona Fe(lll) jest utleniaczem, mogacym
zwieksza¢ CPP. Podobnie zachowujg sie obecnhe w surowicy aminy ka-
techolowe. Utlenianie ich prowadzi do powstania semichinonéw, rodnikow
peroksylowych i anionorodnika ponadtlenkowego.

czas [h]

L

Rys. 9. CPA surowicy parkinsonikéw, leczonych substytucyjnie L-dopg, w stosunku do rodnikéw
hydroksylowych. Wykres przedstawia warto$ci $rednie z pieciu pomiaréw w trzech powtérze-
niach * btad standardowy (SEM), * p<0,05 w stosunku do czasu zerowego

CPA[min]
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W warunkach fizjologicznych zelazo i miedZ wystepujace w surowicy
zwigzane sg z biatkami takimi jak celuroplazmina czy transferryna. W wyniku
przebiegu procesdéw patologicznych jony tych metali zostajg oddzielone od
biatek [17] i tym samym w wyniku reakcji Fentona i Habera — Weissa gene-
rowac rodniki hydroksylowe. Istniejg sugestie, ze steznie rodnikéw hydroksy-
lowych w surowicy pacjentéw z chorobg Parkinsona jest znacznie wyzszy
niz u zdrowych ludzi. Prooksydacyjne wta$ciwo$ci surowicy pacjentdow z cho-
roba Parkinsona moga mie¢ takze inne podioze. Sugeruje sie [18], ze obni-
zone stezenia ubichinonu, a-tokoferolu, askorbinianu i glutationu przyczynia
sie do pogtebienia istniejgcego juz stresu oksydacyjnego u chorych w wyni-
ku zaburzen réwnowagi pro- i antyoksydacyjnej. Dodatkowo sam metabo-
lizm L-dopy przez enzym MAO-B prowadzi takze do zwigkszonej generacji
reaktywnych form tlenu. Zwiekszong jej autooksydacje w surowicy zaobser-
wowano u pacjentdw u ktérych stosowano monoterapi¢ L-dopa, w stosunku
do zdrowych ludzi i pacjentéw u ktérych L-dopa nie byta zastosowana.
Prawdopodobnie zwiekszone stezenie L-dopy w surowicy byto przyczyng
wzmozonej jej autooksydacji, podczas ktorej generowane sg wolne rodniki.
Prooksydacyjne wiasciwosci moga wynika¢ takze z obecno$ci w surowicy
niezidentyfikowanych jeszcze prooksydantow generujgcych w posredni spo-
s6b rodniki hydroksylowe [18-20]. Role nadmienionego, niezidentyfikowane-
go oksydanta moze petnié zelazo lub miedz.
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Rys. 10. CPA surowicy parkinsonikéw, leczonych substytucyjnie L-dopg, w stosunku do rodni-
kéw peroksylowych. .* p<0,05 w stosunku do czasu 0, # p<0,05 w stosunku do czasu 1

Koncepcja stresu oksydacyjnego jako jednego z gtéwnych czynnikéw
patogenezy choroby Parkinsona zakitada, Ze w wyniku szeregu réznorod-
nych proceséw dochodzi do zwigkszonej produkcji wolnych rodnikéw nisz-
czacych komorki istoty czarnej. Zatozenia tej koncepcji opierajg sie m.in. na
badaniach CPA zaréwno w odniesieniu do rodnikéw hydroksylowych jak
i peroksylowych. Istnieje wiele doniesien wskazujgcych, ze u pacjentow
z chorobg Parkinsona CPA (odniesiony do stabych rodnikéw, np. peroksylo-
wych) jest nawet kilkakrotnie nizszy, anizeli u zdrowych rowie$nikéw. Pomi-
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mo wyzszych stezen w surowicy enzymdéw antyoksydacyjnych (SOD, katala-
za) zaobserwowano wzrost stgzenia produktow reakcji wolnorodnikowych,
MDA/TBARS, i spadek wartosci CPA. Potwierdza to hipoteze, ze u pacjen-
téw z chorobami neurodegeneracyjnymi deficyt enzyméw zmiatajgcych wol-
ne rodniki w mozgu jest kompensowany zwigkszonymi ich stezeniami w su-
rowicy. Oznacza to, ze u chorych system antyoksydacyjny nie dziata tak
sprawnie jak u zdrowych ludzi, a zwigkszone stezenia enzymoéw w surowicy
sg jednym z etapdw obrony organizmu przed powstajgcym stresem oksyda-
cyjnym w mézgu. W wyniku wzmozonego stresu oksydacyjnego u chorych
po pewnym czasie powstajg mechanizmy adaptacyjne przeciwdziatajgce
nadmiernemu powstawaniu rodnikow.

Reasumujac, CPA, odniesione do rodnikéw peroksylowych (wyzna-
czony tradycyjng metodg fotometryczng), pacjentéw z chorobg Parkinsona
jest mniejszy niz u oséb zdrowych. Z drugiej strony wyznaczony chromato-
graficznie CPA odniesiony do rodnikéw hydroksylowych jest wiekszy od gru-
py kontrolnej (podobny efekt zaobserwowano w stosunku do tlenku azotu).
Oznacza to, ze pomiary chromatograficzne dostarczajg dodatkowych, istot-
nych informaciji, pozwalajgcych lepiej zrozumieé stres oksydacyjny, tym bar-
dziej, ze odnoszg sie one do najbardziej reaktywnego rodnika hydroksylo-
wego. CPA odniesione do rodnikéw peroksylowych zmieniato si¢ (rys. 10)
wprost proporcjonalnie do zmian karbidopy w surowicy (rys. 3). CPA odnie-
sione do rodnikow hydroksylowych zmieniato sie (rys. 9) odwrotnie propor-
cjonalnie do zmian L-dopy w surowicy (rys. 2).
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Rys. 11. CPA surowicy, obrazujace wpltyw poszczegoélnych sktadnikow

Pomiary chromatograficzne przydatne byty réwniez w interpretacji
zmian wyznaczanego fotometrycznie CPA odniesionego do rodnikéw perok-
sylowych (rys. 11). Pozwolity one na wyznaczenie stgzen lekow we krwi pa-
cjentéw. Po przemnozeniu tych stezen przez odpowiadajgce im CPA mozna
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byto wyznaczy¢ udziat sktadnikéw surowicy w jej CPA (rys. 11). Okazalo sig,
7ze maksymalne stezenie L-dopy w surowicy byto zbyt niskie, aby mogto
znaczgco wptywac¢ na zmiany CPA. Prawdopodobnie L-dopa wykazuje tylko
efekt farmakologiczny, natomiast wptyw jej na zmiany CPA jest nieznaczny.
Najwiekszy udziat w CPA majg antyoksydanty niskoczgsteczkowe (w tym
kwas moczowy). CPA chorych byt nizszy od ludzi zdrowych gtéwnie z powo-
du nizszego CPA biatek (rys. 12). Zmiany CPA skorelowane sg ze zmianami
stezen L-dopy i tremoru (rys. 13).
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Rys. 12. Poréwnanie udziatu antyoksydantéw i biatek w catkowitym CPA, odniesionym do rod-
nikdw peroksylowych, u ludzi zdrowych i parkinsonikéw leczonych substytucyjnie L-dopa, przed
podaniem leku

350
—5=
£l
S 320
3
3
=5 2900
88
E 260

230

0 1 2 3 4 5
czas od podania L-dopy [h]

Rys. 13. Dynamika zmian CPA (M), warto$ci punktow w skali Webstera (), mocy drzenia (A )
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