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|lsoprostaner —
nye markgrer for oksidativt stress

Sammendrag

Bakgrunn. Isoprostaner er biologisk aktive
lipider som brukes som markerer for oksi-
dativt stress. De dannes ved at frie radika-
ler peroksiderer flerumettede fettsyrer.

Materiale og metode. Vi giennomgar iso-
prostanforskningen innen sykdomsomra-
der som hjerte- og karsykdommer, diabe-
tes mellitus og nevrodegenerative lidelser.
| tillegg omtales resultater fra egne forsk-
ningsarbeider innen preeklampsi og
hjerte- og karforskning.

Resultater. Ved siden av a veere praktisk
anvendelige markerer for oksidativt stress
har isoprostanene ogsa egen biologisk
aktivitet in vitro som gjer dem til interes-
sante akterer ved flere sykdomsproses-
ser. Isoprostanene kan males ved flere
avanserte og til dels kostbare laboratorie-
teknikker. Stoffene er foreslatt som viktige
markgrer for a velge korrekt antioksidant-
niva i kliniske forsgk der oksidativt stress
sannsynligvis er involvert.

Fortolkning. Isoprostaner representerer et
nytt og spennende forskningsfelt som
sannsynligvis vil kunne ha stor klinisk
interesse i fremtiden.

Engelsk sammendrag finnes i artikkelen
pa www.tidsskriftet.no
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Oksidativt stress har veert definert som et tap
av balansen mellom produksjon av frie radi-
kaler eller reaktive oksygenforbindelser og
antioksidantsystemet, med negative effekter
pa karbohydrater, lipider og proteiner (1).
Oksidativt stress er altsd en patologisk til-
stand der prooksidanter dominerer over anti-
oksidanter.

Frie radikaler dannes kontinuerlig, dels
som en «uheldig bivirkning» i normal oksi-
dativ metabolisme, men ogsd som en del av
kroppens forsvarssystem. Reaktive oksy-
genforbindelser (ROS) og frie radikaler er
molekyler som har ett fritt, uparet elektron i
ytre orbital. Disse stoffene er derfor sveert
reaktive, i motsetning til stoffer med parede
elektroner i ytre orbital. Eksempler pa frie
radikaler er OHe (hydroksylradikal) og
O,e— (superoksid). Disse reaktive stoffene
kan sette i gang kjedereaksjoner og gjere
skade pa for eksempel lipider i cellemem-
braner, med danning av lipidperoksider.

Det finnes forsvarssystemer i kroppen
som fjerner oksygenradikalene eller repare-
rer skadene. Antioksidanter defineres som
«enhver substans som, nar til stede i lave
konsentrasjoner sammenliknet med et oksi-
derbart substrat, signifikant forsinker eller
inhiberer oksideringen av substratet». Anti-
oksidanter finnes intracelluleert, f.eks. i form
av enzymet superoksiddismutase (SOD) og
glutation, og ekstracellulaert, som vitamine-
ne C og E (2).

Sannsynligvis spiller oksidativt stress en
viktig rolle i utviklingen av mange sykdom-
mer, for eksempel aterosklerose (3), vasku-
leere komplikasjoner til diabetes mellitus
(4), nevrodegenerative sykdommer (5), pre-
eklampsi (6), retinopati hos premature (7) og
revmatoid artritt (8).

Markearer for oksidativt stress

Peroksidering av lipider er ett av resultatene
ved oksidativt stress, og ulike markerer for
lipidperoksidering (malondialdehyd, lipid-
hydroperoksider, TBARS (tiobarbitursyre-

Fakta

Isoprostaner er biologisk aktive lipider
som brukes som markearer for oksida-
tivt stress

|soprostanene har egen biologisk aktivi-
tet in vitro som kanskje kan ha betyd-
ning ved flere sykdomsprosesser

Isoprostaner brukes som markerer pa
oksidativt stress i kliniske interven-
sjonsstudier med antioksidanter

reaktive substanser)) har vart brukt for
kvantifisering. Disse metodene er dels uspe-
sifikke og dels usikre pa grunn av stoffenes
danning ex vivo, deres ustabilitet samt liten
spesifisitet (1, 9). I 1990 ble det oppdaget at
isoprostanene blir dannet in vivo hos men-
nesker (10), og isoprostannivaet er etter
hvert blitt mye brukt som marker for oksida-
tivt stress. Isoprostanene er stabile stoffer og
mer spesifikke og sensitive som mal pa in
vivo-niva av lipidperoksidering (3, 11).

Hva er isoprostaner?

Isoprostaner er en familie av prostaglandin
(PG)-isomerer som dannes ved at frie radi-
kaler katalyserer peroksidering av flerumet-
tede fettsyrer (3).

Vanlige prostaglandiner dannes fra den
frie fettsyren arakidonsyre (AA) ved hjelp
av enzymet cyklooksygenase (COX). Iso-
prostaner, derimot, dannes fra arakidonsyre
mens arakidonsyren fremdeles er forestret
til fosfolipidene i cellemembranene (fig 1).
Analoge stoffer til isoprostanene kan dannes
fra andre flerumettede fettsyrer (3). Ved si-
den av fosfolipidene i cellemembraner er
ogsé fosfolipidene i LDL (low density lipo-
protein) en kilde for isoprostaner. F,-iso-
prostaner er isomerer til prostaglandin F,,
(PGF,), som selv er dannet ved hjelp av
COX-enzymet. Det er rapportert 64 forskjel-
lige F,-isomerer, som deles inn i fire struktu-
relle klasser. Hvilke isomerer som dannes, er
avhengig av hvilket av de labile hydrogena-
tomene pa arakidonsyren som forst angripes
av et fritt radikal.

Frigjeringen av F,-isoprostanene etter de-
res in situ-danning pa vevsfosfolipider er lite
kjent, men sannsynligvis skjer den ved hjelp
av fosfolipase A, (PLA,) (3). Hvilke faktorer
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som regulerer frigjoring av isoprostaner fra
cellemembraner og fordeling mellom fri og
esterifisert form, er ogsa lite forstatt (4). Et-
ter frigjoringen fra fosfolipidene sirkulerer
isoprostanene i plasma og utskilles i urinen

3).

Isoprostaner som markgarer

for oksidativt stress

For & male isoprostannivaet hos mennesket
er det utviklet spesifikke og sensitive meto-
der for 4 méle in vivo-peroksidering (3).
Isoprostannivaet brukes dermed som et
kvantitativt mél pd danning av frie radikaler
og oksidativt stress. Blant isoprostanene
har spesielt 8-iso-prostaglandin F,, (8-iso-
PGF,,, ogsa kalt 8-epi-PGF,,, og iPF, -III, i
denne artikkelen forkortet til 8-isoprostan)
vert mye studert (fig 1). Okt niva av 8-iso-
prostan er vist ved hyperkolesterolemi, dia-
betes mellitus, hos sigarettraykere (12) samt
ved Alzheimers sykdom (5). Imidlertid er
det ogsa vist at andre F,-isoprostaner (iPF,-
VI, 8,12-is0-iPF,,-VI og 5-epi-8,12-iso-
iPF,-VI) er til stede i hayere konsentrasjo-
ner i urinen enn 8-isoprostan (13), men den
biologiske betydning av disse stoffene er lite
kjent. Det har i studier vert vist at nivaet av
isoprostan i urin ikke pavirkes av fettinn-
holdet i kosten (11). Malinger av malondial-
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dehyd, en klassisk marker for lipidperok-
sidering, varierer derimot med malondialde-
hydkilder i dietten (14). Det er vist at 8-
isoprostan in vitro ogsd kan dannes ved
COX-1-aktivitet i blodplatene og ved COX-
2-aktivitet i monocyttene (3). Disse andre
bidragene til 8-isoprostandanning er imid-
lertid minimale (3), slik at 8-isoprostan be-
holder sin verdi som et mal pa oksidativt
stress, ogsd ved kliniske tilstander som er
assosiert med COX-aktivering.

Isoprostaners biologiske aktivitet
F,-isoprostanene har biologiske aktiviteter
som muligens spiller en rolle ved sykdoms-
utvikling assosiert med oksidativt stress.
Spesielt har 8-isoprostan vist seg & ha potent
biologisk aktivitet in vitro, noe som kan
vaere relevant for flere store sykdomsgrup-
per som hjerte- og karsykdom og diabetes.
8-isoprostan er en potent vaso- og bronko-
konstriktor, induserer proliferasjon av glatte
muskelceller og aktiverer blodplater (12). I
tillegg reduserer 8-isoprostan antiaggrege-
ring og antiadhesive effekter av nitrogen-
monoksid, eker plateadhesjon (3) og interfe-
rerer med endotelcellenes barrierefunksjon
(15). 8-isoprostan er ogsa en kraftig endo-
telaktivator, med péfelgende okt monocytt-
adhesjon (16).
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prostan blir dannet fra arakidonsyre in situ pa fosfolipider i cellemembraner, og senere frigjort
ved hjelp av enzymet fosfolipase A2 (PLAZ2). | motsetning til dette blir PGF,,dannet fra araki-
donsyre etter frigjoring fra fosfolipidet ved hjelp av PLA2. Arakidonsyre er ogsa felles utgangs-
punkt for produkter laget av enzymet cyklooksygenase (COX) (som prostaglandiner, throm-
boksan, prostasykliner) samt stoffer laget av enzymet lipooksygenase (leukotriener, HETE).
HETE: 15-hydroksyeikosatetraenoiksyre. PGH: prostaglandinendoperoksid
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Vi har vist at 8-isoprostan aktiverer tran-
skripsjonsfaktoren Nf-kappa B i en trofo-
blastcellelinje (17). Denne transkripsjonsfak-
toren reagerer pd cellens oksiderbarhetsniva
og regulerer en rekke proinflammatoriske ge-
ner. Videre har vi funnet at ekspresjon av
TIMP-1, en endogen inhibitor av matriksme-
talloproteinaser, er redusert i humane makro-
fager etter korttids 8-isoprostanstimulering
(18). Vi har foreslatt at 8-isoprostan kan ha
betydning for destabilisering av plakk ved
aterosklerotisk sykdom gjennom blant annet
okning i interleukin-8 (19).

Det er vavklart om de lokale konsentra-
sjonene av F,-isoprostanene in vivo er til-
strekkelige til at stoffene kan fungere som
mediatorer for oksidativt stress in vivo (3,
12). 8-isoprostan virker sannsynligvis via
cellereseptorer som er forskjellige fra, men i
nar slekt med, tromboksanreseptorene (3),
men kan ogsd bindes spesifikt til disse.

Maling av isoprostaner

i biologisk materiale

Isoprostaner sirkulerer i blodet og utskilles i
urinen (3). I tillegg er ogsa andre kroppsvaes-
ker blitt brukt til & analysere nivdet av iso-
prostaner. Vev er ogsa blitt benyttet for 4 ana-
lysere 8-isoprostannivaet, for eksempel hjer-
ne, lever, karvegger og placenta (20—22).

Totalnivdet av isoprostaner i biologiske
prever kan males ved a frigjore de forestrede
isoprostanene (ved kaliumluttilsetning). Al-
ternativt kan bare de allerede «naturligy fri-
gjorte isoprostanene males, ved at proven
ikke hydrolyseres. Gasskromatografi/mas-
sespektrometri (GC/MS), veskekromato-
grafi koblet til tandem massespektrometri
(LC/MS/MS) og enzymimmunoassay (EIA)
er metoder som brukes til & male 8-isopro-
stannivaet (3).

Det er enklere & méle 8-isoprostan i urin
enn i plasma, fordi det trengs ferre anrik-
ningstrinn. I tillegg er det ikke funnet holde-
punkter for ex vivo-danning av isoprostaner
under behandling og lagring av urin, i mot-
setning til ved lagring av plasmaprever (3),
som ma kjoles raskt ned, tilsettes antiok-
sidant (for eksempel BHT) og COX-hem-
mer (23). I tillegg er det anbefalt at plasma-
og vevsprover lagres ved —70 °C.

Isoprostaner

og kardiovaskulaer sykdom

Kjente risikofaktorer for kardiovaskuleer syk-
dom er blitt assosiert med oksidativt stress.
Risikofaktorer som sigarettroyking (3, 12),
diabetes mellitus (23, 24) og hyperkolesterol-
emi (3) er assosiert med ekte nivéer av 8-iso-
prostan i urin og plasma. F,-isoprostaner er
korrelert til homocysteinniva (25), en kjent ri-
sikomarker for hjerte- og karsykdom, noe
som antyder at homocystein er assosiert med
in vivo-lipidperoksidering (25).

Det er dokumentert en sammenheng mel-
lom niva av fritt 8-isoprostan i plasma og
plasmaniva av angiotensin II (26). Haas og
medarbeidere viste at infusjon av angioten-

Tidsskr Nor Leegeforen nr. 3, 2003; 123:



sin II okte plasmakonsentrasjonene av frie
isoprostaner. I tillegg korrelerte ekningen i
isoprostannivd med ekningen i arterielt
blodtrykk (26).

Nivéet av §-isoprostan i urin er ekt etter
trombolytisk behandling hos pasienter med
akutt hjerteinfarkt (27, 28). Pasienter som
har fatt utfert elektiv koronar bypasskirurgi
har ogsa fatt pavist en ekning av 8-isopro-
stannivaet i urin (27).

Pasienter med ustabil angina pectoris er
funnet & ha, ved siden av forheyede plasma-
nivaer av lipidperoksider, gkte nivaer av 8-
isoprostaner i plasma og et redusert antiok-
sidantforsvar (29).

8-isoprostan er brukt som marker pa oksi-
dative skader ved en lang rekke forskjellige
hjerte- og karsykdommer, som for eksempel
ved alvorlig hjertesvikt (30, 31), akutt hjerte-
infarkt (27, 28) og carotisstenose (3). Dess-
uten er PCI (perkutan koronar intervensjon)
funnet a gi betydelig oksidativ skade pa kar-
vegg og okte nivder av 8-isoprostan i urin
(28). Lokal akkumulering av cytokiner og
endret frigjoring av nitrogenmonoksid (NO)
er funnet & samvariere med det okte §-iso-
prostannivaet ved hjertesvikt (32), og inflam-
masjon er fremsatt som en mulig arsaksme-
kanisme for gkningen av 8-isoprostan. Dess-
uten er 8-isoprostan rapportert & eke
integrinindusert adhesjon av humane poly-
morfnukleeere noytrofile granulocytter (33).

Diabetes er en velkjent risikofaktor for ut-
vikling av hjerte- og karsykdom. @kt urinut-
skilling av 8-isoprostan er blitt pavist ved
bade type 1- og type 2-diabetes mellitus.
Samtidig reduseres denne isoprostanutskil-
lingen ved bedret metabolsk kontroll (redu-
sert nivd av Hb A ) og ved tilskudd av anti-
oksidanter (23, 24).

Oksideringsevnen til LDL, dvs. hvor lett
det er 4 oksidere in vitro, kan brukes som et
mal pé pasientens niva av lipidperoksidering
og oksidativt stress (34). Det er vist at nivaet
av F,-isoprostaner i urin ser ut til 4 vaere et
bedre mél for lipidperoksidering og oksida-
tivt stress ved diabetes mellitus type 2 enn
oksideringsevnen til LDL (35).

Isoprostaner og preeklampsi
Preeklampsi er assosiert med okt dedelighet
og sykelighet for mor og barn (36). I Norge
utvikler 4 % av gravide denne svangerskaps-
komplikasjonen (37).

Ved preeklampsi foreligger det en redu-
sert invasjon av trofoblastceller inn i morens
livmorvegg (36), med redusert fysiologisk
omdanning av maternelle forsyningskar til
placenta (spiralarterier). Dette er sannsyn-
ligvis arsak til endret placentasirkulasjon.
Endret sirkulasjon ferer igjen til danning av
blodbarne faktorer som fordrsaker den endo-
teliale dysfunksjonen som kjennetegner pre-
eklampsi, og dermed de maternelle sympto-
mene, inkludert hypertensjon, proteinuri og
hyperkoagulabilitet (36).

Oksidativt stress spiller sannsynligvis en
sentral rolle i utviklingen av preeklampsi
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(6), og nivaet av fritt 8-isoprostan i plasma er
forheyet ved forlesningstidspunktet (38).
Det er imidlertid ikke péavist forheyet niva av
totalt 8-isoprostan hos gravide med pre-
eklampsi (38, 39). Etter forlesning (ved in
vitro-forsek) frigjer placentaer fra kvinner
med preeklampsi okte mengder av 8-iso-
prostan sammenliknet med kontrollplacen-
taer (40).

Staff & Halvorsen har sammen med med-
arbeidere gjort flere in vitro-studier for & vur-
dere betydningen av isoprostaner for utvik-
ling av preklampsi. Vi har vist at nivéet av
fritt 8-isoprostan ved preeklampsi er forhayet
i livmorslimhinnen bak placenta ved forles-
ning sammenliknet med situasjonen hos gra-
vide kontrollpersoner (22). Oksiderte lipider
fra den uteroplacentaere sirkulasjonen kan sé-
ledes vere kandidater for blodbéarne stoffer
som overfares til moren fra det uteroplacen-
teere kretslop og induserer den endoteliale
dysfunksjonen som sees ved preeklampsi
(41). Flere studier har vist gkte maternelle li-
pidperoksidnivéer ved preeklampsi (41, 42). 1
tillegg er det en netto redusert antioksidantka-
pasitet ved preeklampsi (42). Vi har ogsé
sammen med medarbeidere vist at det er et
forhayet niva av lipidperoksider i decidua ved
preeklampsi (41). I tillegg har vi demonstrert
at 8-isoprostan reduserer invasjonen av en
trofoblastcellelinje (JAR) (43). Vi viste at en-
zymaktiviteten til de basalmembrannedbry-
tende enzymene matriksmetalloproteinasene
(MMP) MMP9 og MMP2 ble redusert in
vitro med 8-isoprostan (43). Matriksmetallo-
proteinasenes enzymaktivitet er viktig for
cellers invasjonsevne, og er redusert ved pre-
eklampsi, noe man har satt i sammenheng
med den reduserte trofoblastinvasjonen (44).

Vi har ogsé sett at 8-isoprostan gker det
funksjonelle uttrykket av LOX-1, reseptoren
for oksidert LDL, i trofoblastcellelinjen JAR
(17). En slik ekning av denne type reseptor
kan teoretisk vaere med og forklare noen av
de patologiske prosessene som finner sted
ved preeklampsi, slik som akutt aterose (li-
piddeponering som minner om tidlige ate-
rosklerotiske forandringer) i livmorveggens
kar og redusert trofoblastinvasjon. @kt niva
av funksjonell LOX-1-reseptor vil kunne
oke lipidopptaket, i hovedsak oksidert LDL,
og deponere lipidene i spiralarteriene.

Isoprostaner

og nevrologiske sykdommer

Ved Alzheimers sykdom har det vert pavist
forheyede nivéer av isoprostaner i cerebro-
spinalvaske, plasma og urin (5). F,-isopro-
stannivaet malt i omrader av hjernen asso-
siert med forandringer ved Alzheimers syk-
dom, er hgyere hos avdede med sykdommen
enn hos kontrollpasienter (45). F,-nivaet
korrelerer dessuten med andre kjente
biomarkerer for Alzheimers sykdom (slik
som nivdet av tau-protein og amyloid i cere-
brospinalvaske), i tillegg til niva av redusert
kognitiv funksjon hos disse pasientene (5).
Det er foreslatt at isoprostaner kan brukes

som biomarker for & monitorere utvikling av
Alzheimers sykdom, og ogsé for & méle be-
handlingseffekt (5, 45).

Downs syndrom, trisomi 21, er assosiert
med en tidlig demensutvikling av Alzhei-
mer-type. Den kommer i tillegg til den men-
tale retardasjonen. Disse og andre kliniske
symptomer assosiert med Downs syndrom
antas & forarsakes av overuttrykk av normale
genprodukter som kodes for av ekstra gen-
kopier pa overskuddskromosomet 21. Enzy-
met superoksiddismutase 1 (SOD1) er et
slikt overuttrykt gen hos personer med
Downs syndrom. Dette medferer akkumule-
ring av hydrogenperoksider, noe som kan
fore til okt oksidativt stress (46). Pratico og
medarbeidere fant heyere nivder av F,-iso-
prostaner i urinen hos barn med Downs syn-
drom enn hos aldersmatchede kontrollperso-
ner, noe som tyder pa at oksidativt stress og
lipidperoksidering spiller en rolle i dette
syndromet. I tillegg fant de en klar assosia-
sjon mellom ekende alder og ekende nivéer
av F,-isoprostaner, noe som ikke var tilfellet
hos de friske barna. De postulerte dermed at
oksidativt stress hos personer med Downs
syndrom gker med alderen. P& sikt haper
man & kunne teste om antioksidantterapi kan
dempe utviklingen av Alzheimer-liknende
forandringer i hjernen og dermed redusere
okende mental retardasjon hos mennesker
med Down syndrom (46).

Isoprostanmalinger

i kliniske intervensjonsforsgk
Isoprostannivaer i kroppen har veart brukt
for 4 folge effekt av terapitiltak for forskjel-
lige pasientgrupper, med formalet & pavirke
risikofaktorer for sykdom og ded. Kosttil-
skudd med hvitleksekstrakt i 14 dager redu-
serte plasma- og urinnivd av 8-isoprostan
béde hos reykere og hos ikke-roykere sam-
menliknet med placebotilskudd (47). Etter
14 dager uten tilskudd var verdiene av 8-iso-
prostan i placebo- og tilskuddsgruppene li-
ke. Roykerne hadde i utgangspunktet 58 %
heyere nivd av 8-isoprostan i plasma og
85% heyere niva i urin enn alders- og
kjennsmatchede ikke-raykere (47).

Pratico og medarbeidere viste at urin-
nivéet av F-isoprostaner kan brukes som en
ikke-invasiv metode i seleksjon og oppfol-
ging av pasienter ved intervensjonsforsek
med antioksidanter. De brukte en dyremo-
dell for hyperkolesterolemi som raskt ut-
viklet aterosklerotiske lesjoner med vanlig
diett, samt forheyede nivder av F,-isopro-
stan 1 urin, plasma og aortavegg (48). De
brukte den dosen vitamin E som var nedven-
dig for 4 redusere nivaet av F,-isoprostanet i
urin ned til nivaet hos de normale musene og
viste at denne intervensjonen reduserte niva-
ene av F,-isoprostan forestret i LDL og i vas-
kuleert vev. Intervensjonen forsinket ogsa ut-
viklingen av aterosklerose, til tross for per-
sisterende hyperkolesterolemi (48).

En annen intervensjonsstudie viste at
langtids oralt tilskudd av vitamin E til friske

317



MEDISIN OG VITENSKAP Oversiktsartikkel

menn med hyperkolesterolemi reduserte
plasmanivdet av 8-isoprostan med 17 %,
mens vitamin C ikke hadde noen effekt sam-
menliknet med placebo (49).

For 4 se om forskjellige antioksidanter
kunne redusere noen uheldige cellulare ska-
der ved royking, ble nivaet av 8-isoprostaner
i plasma brukt til & vurdere effekten pa oksi-
dativt stress (50). Et tilskudd av antioksidan-
ten vitamin C reduserte plasmanivaet av 8-
isoprostan hos overvektige roykere sam-
menliknet med placebogruppen (50).

Muskelsmerter og ekning i kreatininkina-
se (CK) er noen bivirkninger som er rappor-
tert ved bruk av statiner (HMGCo-A-reduk-
taschemmere). Nylig ble det publisert en
studie der 8-isoprostaner var funnet forhoyet
i plasma hos de pasientene som hadde disse
bivirkningene av statiner. Nivédet av §-iso-
prostan ble redusert med statinbehandling

(51).

Konklusjon

Isoprostaner er en klasse av biologisk aktive
lipider som har fatt ekende interesse de siste
ti &r som mal pa oksidativt stress in vivo. In
vitro-studier har vist flere interessante biolo-
giske egenskaper ved 8-isoprostan, men det
gjenstar fremdeles & vise om disse mekanis-
mene ogsa gjelder in vivo hos mennesker.
Isoprostanene representerer et forsknings-
felt som sannsynligvis vil kunne fa stor kli-
nisk betydning.
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