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Резюме:  Установено е, че оксидативният стрес съучаства в патогенезата на редица 
заболявания и болестни процеси. Днес при захарния диабет все повече се 
възприема становището за възможност от развитието на хронично 
оксидативно увреждане. Тези промени са още по-ясно изразени при болни 
на хронично хемодиализно лечение, тъй като се обсъжда ролята не само 
на хипергликемията, но и на увеличената концентрация на урея като 
източник на реактивни кислородни видове (ROS) и причина за 
неефективното действие на антиоксидантните защитни системи. От друга 
страна, самата процедура е допълнителен стимул за развитието на 
оксидативен стрес. Има доказателства за неблагоприятните ефекти, 
дължащи се на бионесъвместимост на диализните мембрани. Целта на 
настоящата работа е да се проучат активностите на антиоксидантните 
ензими супероксиддисмутаза (СОД) и каталаза (КАТ) и промените в 
концентрацията на малондиалдехида (МДА) като проява на оксидативен 
стрес при пациенти с диабетна нефропатия (ДНП) преди и след 
хрониохемодиализа (ХХД) и спрямо контролна група здрави лица. Да се 
изясни дали видът на използваната диализна мембрана оказва 
въздействие върху тези показатели за оксидативен стрес. Посочените 
параметри са проучени при 10 пациенти със захарен диабет тип 1 с 
диабетна нефропатия на хрониохемодиализа и 17 здрави лица като 
контроли. Намерихме изразен оксидативен стрес в групата на пациентите, 
отчитайки повишена липидна пероксидация и променени активности на 
антиоксидантните ензими, преди и след хемодиализа. В заключение може 
да се посочи, че оксидативният стрес при пациентите със захарен диабет 
тип 1 и хронична бъбречна недостатъчност персистира и след провеждане 
на хемодиализа с двата вида мембрани – целулозодиацетатна и 
полисулфонова, като установеното от нас понижение в активността на 
СОД показва известно предимство на полисулфоновите диализни 
мембрани. 

Ключови думи:  захарен диабет, диабетна нефропатия, оксидативен стрес, 
супероксиддисмутаза, малондиалдехид, антиоксидантни ензими 
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Summary: It has been established that the oxidative stress is involved in various pathologi-
cal processes and diseases. Diabetes mellitus has recently been implicated as 
a causative factor for chronic oxidative damage. Due to hyperglycaemia, these 
complications have a higher incidence in patients receiving long-term haemodi-
alysis. Increased concentration of urea promotes the development of ROS (Re-
active Oxidative Species) further and leads to inefficiency of the antioxidant de-
fence systems. The nature of the haemodialysis-procedure itself is a source of 
ROS on account of bio-incongruent dialysis-membranes. This study is designed 
to determine the activity of superoxide dismutase and catalase and the stage of 
lipid peroxidation in diabetic patients with diabetic nephropathy, undergoing 
haemodialysis – before and after it. And also to evaluate the effects of two types 
of dialysis-membranes on the lipid peroxidation and some antioxidant enzymes. 
The studied parameters are evaluated in 10 diabetic patients undergoing 
haemodialysis and 17 healthy volunteers. We found enhanced oxidative stress 
in all patient groups due to an increase in lipid peroxidation and changed activi-
ties of antioxidant enzymes. In conclusion, it has been noticed that the oxidative 
stress persists in diabetes mellitus type I patients with chronic renal failure un-
dergoing haemodialysis using both types of dialysis-membranes. In our study, 
the polysulfone membrane showed out some advantage. 

 Key words:  diabetes mellitus, diabetic nephropathy, oxidative stress, malondialdehyde, 
antioxidant enzymes  
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ВЪВЕДЕНИЕ 
Реактивните кислородни видове (ROS) се 

образуват при оксиредукционните биохимични 
процеси като част от нормалния метаболизъм 
на аеробните организми [1, 13, 24]. Те са силно 
реактивоспособни и често оказват вредно 
въздействие върху човека. Ето защо има 
механизми за тяхното елиминиране, към които 
принадлежат и някои антиоксидантни ензими. 

При физиологични условия съществува 
баланс между образуването на ROS, от една 
страна, и елиминирането им от защитните 
системи на организма – от друга. Този баланс е 
твърде деликатен и лесно може да бъде 
нарушен. Тогава възниква оксидативен стрес 
(ОС). Степента му може да се оцени по 
промените в активностите на антиоксидантните 
ензими или по количеството на получения при 
липидното перокисление малондиалдехид 
(МДА) [9]. 

Установено е, че ОС съучаства в 
патогенезата на редица заболявания и болестни 
процеси. От години се обсъжда ролята му при 
захарния диабет, бъбречните болести и др. [2, 
16].  

Днес при захарния диабет все повече се 
възприема становището за възможността от 
развитие на хронично оксидативно увреждане 
[12, 37]. Известно е, че хипергликемията води до 
образуване на ROS и причиненият по този 
начин оксидативен стрес участва в патогенезата 
на хроничните съдови усложнения на диабета 
[13, 24].  

Клинично една от най-тежките прояви на 
микроангиопатията е диабетната нефропатия 
(ДН) [5, 6, 17]. В случая се обсъжда ролята не 
само на хипергликемията, но и на увеличената 
концентрация на урея като източник на ROS и 
причина за неефективното действие на 
антиоксидантните защитни системи [5, 11, 14, 
15, 21, 22]. Тези промени са още по-ясно 
изразени при болни на хронично хемодиализно 
лечение, тъй като самата процедура е 
допълнителен стимул за развитието на ОС. Има 
доказателства за неблагоприятните ефекти, 
дължащи се на бионесъвместимост на 
диализните мембрани (биосъвместимостта на 
диализните мембрани се дефинира като 
отсъствие на активиране на комплемента, при 
което степента на активиране на комплемента 
зависи от типа на използваната мембрана и 
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това определя индекса ù на съвместимост) и 
активиране на макрофаги [23, 33]. Възможно е 
да попаднат потенциално токсични вещества в 
диализния воден поток, да се провокират 
хемолиза и освобождаване на желязо в 
циркулацията [29, 39]. Освен това серумните 
нива на някои микроелементи, напр. селен и 
цинк, могат да бъдат намалени [26]. Значение 
имат също и продължителността на хроничното 
хемодиализно лечение и други фактори. 

Цел: да се проучат активностите на 
антиоксидантните ензими супероксиддисмутаза 
(СОД) и каталаза (КАТ) и промените в 
концентрацията на МДА като проява на 
оксидативен стрес при пациенти с диабетна 
нефропатия (ДНП) преди и след 
хрониохемодиализа (ХХД) и спрямо контролна 
група здрави лица. Да се изясни дали видът на 
използваната диализна мембрана оказва 
някакво въздействие върху тези показатели за 
оксидативен стрес.  

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИ 
Изследвани бяха 10 пациенти − 5 жени и 5 

мъже − с инсулинозависим захарен диабет и 
нефропатия от Отделението по хемодиализа на 
МБАЛ „ Проф. Д-р Стоян Киркович “ − Стара 
Загора. Те бяха на възраст от 40 до 66 години и 
давност на диабета от 8 до 41 години. Всички 
пациенти бяха на инсулиново лечение – един с 
ново микс 30 НМ, двама с микстард 20 НМ и 
останалите – с микстард 30 НМ.  

Пациентите са на бикарбонатна диализа от 
2 до 12 години. Процедурата е провеждана 
трикратно седмично, с продължителност по 4 
часа. Според вида на използваната диализна 
мембрана те бяха раздeлени на две групи. 
Петима пациенти бяха подложени на ХХД с 
полисулфонова мембрана на фирма Nipro – 
Япония, стерилизирана с γ-камера, а 
останалите – с целулозодиацетатна, на 
българската фирма Етропал, стерилизирана с 
етилендиоксин. Мембраните и диализният 
разтвор не бяха обработени с антиоксиданти.  

Като контроли бяха използвани 17 здрави 
лица – 8 жени и 9 мъже − на възраст от 18 до 66 
год.  

Венозна кръв се вземаше в деня на 
изследването непосредствено преди и след 
хемодиализата, по стандартна процедура. 
Проследени бяха рутинни клиниколабораторни 
показатели, характеризиращи състоянието на 
захарния диабет − кръвнозахарен профил (КЗП), 

гликиран хемоглобин (НbА1с), липиден 
профил − и степента на бъбречна 
недостатъчност (креатинин, урея, кръвна 
картина, плазмени протеини). Изследванията 
бяха извършени в ЦКЛ на МБАЛ – Стара Загора, 
с помощта на затворена система COBAS Integra 
400 на фирма Roche.  

Нивата на липидното перокисление и 
активностите на антиоксидантните ензими СОД 
и КАТ бяха определяни в Лаборатория по 
антиоксидантни ензими към Катедрата по химия 
и биохимия на Медицинския факултет на 
Тракийския университет, с помощта на 
спектрофотометър Pharma LKB – Ultrospec III.  

За определяне степента на липидното 
перокисление беше изследвано количеството на 
малондиалдехида по метода на 
тиобарбитуровата киселина [30]. Той се 
основава на спектрофотометрично измерване 
на розовото оцветяване на получените при 
реакцията продукти при λ 532 nm и моларен 
екстинкционен коефициент 1.56. Резултатите 
бяха представени в μmol/l.  

Активността на СОД беше определяна в 
еритроцитен лизат по модифициран от нас 
метод на Sun et al., 1988 г. [34]. В случая за 
получаване на супероксиден анион беше 
използвана системата хипоксантин-
ксантиноксидаза. Супероксидният анион 
редуцира нитроблутетразола (NBT) до 
разтворим формазан, който беше определян 
спектрофотометрично при 560 nm. Наличната 
СОД в изследваната проба превръща 
супероксидния анион във водороден пероксид и 
инхибира редукцията на NBT. За единица 
супероксиддисмутазна активност се приема 
количеството ензим, при което редукцията до 
формазан се инхибира наполовина. Резултатите 
бяха представени като килоединици ензимна 
активност за грам хемоглобин (kU/gHb). 

Активността на каталазата беше определяна 
в еритроцитен лизат по модифициран от нас 
метод на Beers и Sizer, 1995 г. [7]. Като субстрат 
беше използван водороден пероксид и 
намалението на концентрацията му при 25º С и 
рН 7.0 беше определяно спектрофотометрично 
при 240 nm. За единица каталазна активност се 
приема количеството ензим, което разгражда 
1µМ Н2О2 за 1 минута. Резултатите бяха 
представени като килоединици ензимна 
активност за грам хемоглобин (kU/gHb).  

Концентрацията на хемоглобина в 
изследвания лизат беше определяна по 
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цианметхемоглобиновия метод на Mahoney et al., 
1993 г. [19]. 

За статистическа и графична обработка на 
данните е използвана програмата Statistica 6.1, 
StaSoft. Inc. Резултатите са представени като 
средни стойности ± стандартна грешка ( x  ± 
S x ). Статистически значимите различия между 
резултатите, получени в групите, са определени 
с Mann-Whetney U тест. За статистически 
значими се приемат различия при p < 0.05.  
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РЕЗУЛТАТИ  

Изследваните лица със захарен диабет тип 
1 показаха умерено повишение на кръвните 
нива на глюкозата, като средната стойност от 
четирикратен КЗП е 6.9 ± 0.3 mmol/l спрямо 
контролната група здрави лица − 4.2 ± 1.3 
mmol/l. Това съответства на нивата на 
гликирания хемоглобин, който е повишен при 
диабетиците (7.4 ± 1.3 %) в сравнение със 
здравите контроли (4.2 ± 1.5%) − p < 0.05. 
Сравнително добрите показатели за контрол на 
диабета най-вероятно са резултат от активното 
наблюдение на тези болни и трикратно 
седмично срещи с лекар.  

На табл. 1 са представени лабораторните 
показатели, засягащи азотната обмяна на 
пациентите със захарен диабет преди и след 
хемодиализа, както и на контролната група 
здрави лица. 

 
Таблица 1. Състояние на азотната обмяна на пациентите 

със захарен диабет тип 1 преди и след ХХД 
спрямо контролната група здрави лица 

Пациенти със ЗД тип 1  
Показатели 

Контроли 
n = 17 преди ХХД 

n = 10 
след ХХД 
n = 10 

Урея,  
mmol/l 

5.8 ± 1.8 30.8 ± 4.7* 
p < 0.005 

18.7 ± 4.9*# 
p < 0.005 

Креатинин,  
μmol/l 

83.0 ± 
20.5 

825.0 ± 
111.4* 
p < 0.005  

404.3 ± 73.6*#
p < 0.005 

* − сигнификантна разлика за диабетната група спрямо контролите 
# −  сигнификантна разлика за диабетната група преди и след ХХД 

 
При пациентите значимо е увеличена 

концентрацията на уреята и на креатинина 
спрямо контролите – както преди, така и след 
процедурата (р < 0.05). Намалението на двата 
показателя при пациентите след ХХД спрямо 
изходните им нива е също сигнификантно (р < 
0.05).  

Проследени са активностите на 
антиоксидантните ензими СОД и КАТ, както и 
концентрацията на МДА на контроли и пациенти 

непосредствено преди и след приключване на 
диализата, като пациентите са разделени на 
две групи според вида на използваната 
мембрана. Получените резултати са 
представени в табл. 2. 

При пациентите преди ХХД бяха установени 
статистически значимо по-високи активности на 
СОД (3.74 ± 0.62 kU/gHb) и КАТ (36.73 ± 3.19 
kU/gHb) спрямо здравите контроли (СОД: 2.52 ± 
0.22 kU/gHb; КАТ: 20.29 ± 1.64 kU/gHb) (р < 0.05).  

 След приключване на диализната 
процедура беше отчетена статистически 
значимо намалена активност на СОД при 
полисулфоновата мембрана (1.93 ± 0.68 
kU/gHb) спрямо контролите (2.52 ± 0.22 kU/gHb) 
и статистически значимо увеличена при 
целулозодиацетатната (3.25 ± 0.68 kU/gHb).  

И след ХХД активността на КАТ остава 
статистически значимо повишена спрямо 
контролите (20.29 ± 1.64 kU/gHb) и при двата 
вида мембрани (целулозодиацетатна – 36.69 ± 
2.03 kU/gHb; полисулфонова – 44.00 ± 5.88 
kU/gHb) (р < 0.05). 

Няма статистическа разлика (р > 0.05) в 
активността на КАТ при пациентите преди и след 
ХХД независимо от вида на използваната 
мембрана. 

При пациентите преди ХХД е налице 
значимо (р < 0.05) по-голямо количество на МДА 
(3.66 ± 0.19 μmol/l) спрямо контролите (1.73 ± 
0.07 μmol/l). Въпреки че след процедурата то 
намалява, все пак остава статистически 
значимо по-високо независимо от вида на 
използваната диализна мембрана. 

При сравняване на резултатите за МДА в 
групата на пациентите преди (3.66 ± 0.18 μmol/l) 
и след ХХД има статистически значимо 
намаление в концентрацията му и при двата 
вида мембрани (целулозодиацетатна: 2.75 ± 
0.14 μmol/l; полисулфонова: 2.45 ± 0.13 μmol/l) (р 
< 0.05). 

 
 

Таблица 2. Влияние на вида на мембраните върху активността на СОД, КАТ и концентрацията на МДА при пациенти 
със ЗД тип 1 преди и след хрониохемодиализа спрямо контролната група здрави лица 

Пациенти със захарен диабет тип 1 

след ХХД − мембрани 

Показaтели Контроли 
n = 17  

Преди ХХД  
n = 10  целулозоацетатна 

n = 5 
полисулфонова  
n = 5 

СОД, kU/gHb 2.52 ± 0.22 3.74 ± 0.62* 3.25 ± 0.68* 1.93 ± 0.68*#   

КАТ, kU/gHb 20.29 ± 1.64 36.73 ± 3.19*  36.69 ± 2.03* 44.00 ± 5.88* 
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МДА, μmol/l 1.73 ± 0.07 3.66 ± 0.19* 2.75 ± 0.14*# 2.45 ± 0.13*# 

* − сигнификантна разлика за диабетната група спрямо контролите, р < 0.05 
# − сигнификантна разлика за диабетната група преди и след ХХД 
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ОБСЪЖДАНЕ 

Известно е, че захарният диабет се 
съпровожда с ясно изразен ОС. Oсобен интерес 
представлява ролята му при болни с ХБН, както 
и подложени на хрониохемодиализа. Има доста 
натрупани данни за промените в 
антиоксидантния статус на организма и степента 
на липидна пероксидация, свързани със самия 
процес на хемодиализа, както и вида на 
използваните мембрани, за които е описана 
различна биосъвместимост. Повечето от тези 
данни са разнопосочни. 

При едни от тях след ХХД серумните нива 
на комплемента корелират негативно с 
полиморфонуклеарните фагоцити и 
образуването на пероксиди и позитивно – с 
полиморфонуклеарната апоптоза и 
образуването на цитокини от мононуклеарните 
клетки на периферната кръв. Въпреки че 
резултатите не показват предимство на типа 
диализна мембрана върху имунологичните 
параметри, активирането на комплемента може 
да модулира клетъчната функция и след ХХД – 
апоптозата [3]. 

В други случаи е описано по-значимо 
индуциране на комплементния отговор при 
целулозодиацетатните мембрани в сравнение 
със синтетичните акрилонитрилни мембрани 
(AN69). Това показва по-ниската 
биосъвместимост на първите [28] и 
респективно − по-ясно изразен ОС.  

В настоящото проучване с помощта на 
избрани показатели за антиоксидантна активност 
и липидна пероксидация беше изследван 
оксидативният стрес при пациенти с инсулин-
зависим захарен диабет и нефропатия на 
хронично хемодиализно лечение. Установени са 
значимо по-високи активности на СОД и КАТ 
преди хемодиализа, сравнени с тези на 
контролите. Те могат да се разглеждат като 
индикатор за повишен антиоксидантен капацитет 
на организма в отговор на изразен ОС при 
пациенти със захарен диабет и ХБН на ХХД. 
След ХХД, особено с ЦДА мембрана, 
активността на СОД е значимо по-висока в 
сравнение с ПС. Вероятно това е поради по-
ниска биосъвместимост на 
целулозодиацетатната мембрана и 
оттам − повишена фагоцитна активност, изявена 
с повишено образуване на супероксидни 
радикали. Същевременно при пациентите след 
диализа с полисулфонова мембрана има 
значително намаление на активността на СОД, 
което най-вероятно се дължи на по-добрата 
биосъвместимост на тази мембрана. 

За задържането на високите активности на 
СОД може би има значение и освобождаването 
на ензима в циркулацията в резултат на 
клетъчна апоптоза, засилена при 
хемодиализните процеси. Това може да се 
разглежда като маркер на клетъчно увреждане 
[20, 32, 38].  

Известно е, че високата активност на СОД 
се последва от увеличено количество на 
водороден пероксид и вторично активиране на 
каталазата. След процедурата тази активност 
се задържа сигнификантно висока спрямо 
контролите и независимо от вида на 
използваната мембрана стойностите на КАТ са 
почти на същото високо ниво, както преди ХХД. 
Тази повишена каталазна активност косвено 
доказва съществуването на оксидативен стрес 
при пациентите със захарен диабет и хронична 
бъбречна недостатъчност. 

Разнопосочни резултати има при проучване 
липидната пероксидация по отношение 
концентрацията на МДА. Например Canestari et 
al. [8] установяват, че количеството на 
плазмения МДА при пациентите с ХБН на ХХД, 
особено преди процедурата, е по-високо от това 
на контролите. До същото заключение достигат 
и някои други автори [4, 18, 25, 27, 35, 36].  

За разлика от тях Samouilidou et al. [31] 
установяват, че количеството на МДА при 
пациентите след хемодиализа е по-ниско в 
сравнение с това преди нея, както и спрямо 
контролната група здрави лица.  

В нашето проучване количеството на МДА при 
пациентите непосредствено преди и след 
хемодиализа беше сигнификантно по-високо в 
сравнение с контролната група. Беше отчетено 
несигнификантно намаление в количеството на 
МДА след хемодиализа и при двата вида 
мембрани.  

Следователно при пациентите с 
инсулинозависим захарен диабет, подложени на 
продължително хемодиализно лечение, протича 
интензивна липидна пероксидация. Фактът, че 
след ХХД се задържа висока концентрация на 
МДА, подсказва, че пациентите са в състояние 
на непрекъснат ОС.  

 При изследваните болни количествата на 
уреята и креатинина бяха значително увеличени, 
а средната кръвна захар – съизмерима с тази на 
контролите. В много съвременни проучвания 
върху големи групи е установено, че ОС има дори 
и в най-ранния стадий на ХБН и е налице 
правопропорционална зависимост между него и 
уремията [10]. В случая тя може да се разглежда 
като втори източник на реактивни карбонилни 
производни (карбоксиметиллизин, пентозидин, 
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МДА и др.) [13, 21, 22], които допринасят за 
усилване на оксидативния стрес и липидната 
пероксидация. Ето защо комбинацията между 
диабет и ХБН влошава значително състоянието 
на пациентите.  

В заключение може да се посочи, че 
оксидативният стрес при пациентите със захарен 
диабет тип 1 и хронична бъбречна 
недостатъчност персистира и след провеждане на 
хемодиализа с двата вида мембрани – 
целулозодиацетатна и полисулфонова, като 
установеното от нас понижение в активността на 
СОД показва известно предимство на 
полисулфоновите диализни мембрани. 

Поради тези причини изучаването на 
диализните мембрани, хемодиализните техники 
и използването на различни екзогенни 
антиоксиданти, отстраняване на реактивните 
кислородни видове, е от изключителна важност 
за осигуряване на качество на живот на 
пациентите, подложени на хрониохемодиализа. 
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