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Apstrakt

Cilj ovog rada je odredivanje aktivnosti superoksid-diz-
mutaze i katalaze u eritrocitima periferne krvi trudnica sa
preeklampsijom i zdravih trudnica pre porodaja i krvi pupca-
nika njihovih beba neposredno posle porodaja. Preeklampsija
je sindrom nepoznate etiologije i podrazumeva multisistem-
ski poremecaj u organizmu trudnice. KarakteriSe se poveca-
njem krvnog pritiska, edemom i proteinurijom i u ozbiljni-
jim slu¢ajevima moze doéi do dramati¢nog pogorsanja bo-
lesti 1 ugrozavanja funkcije bubrega, jetre, mozga i hema-
toloskih poremecaja. Preeklampsija predstavlja veliki rizik
za zdravlje i majke i ploda. Poremecaj balansa izmedu an-
tioksidanasa 1 produkcije reaktivnih vrsta kiseonika smatra
se jednim od uzroka razlicitih patoloskih stanja reproduk-
tivnog sistema, ukljucujuci i preeklampsiju. Deo enzimskog
sistema antioksidativne zastite organizma ¢ine enzimi supe-
roksid-dizmutaza i katalaza, ukljuceni u regulaciju nivoa re-
aktivnih vrsta kiseonika.Dobijeni rezultati pokazali su da je
aktivnost superoksid-dizmutaze u eritrocitima statististicki
znacajno niza u grupi ispitanica sa preeklampsijom u odno-
su na zdrave trudnice, kao i u grupi beba ispitanica sa pre-
klampsijom u odnosu na bebe zdravih trudnica. Takode, po-
kazano je da je aktivnost katalaze u eritrocitima statisticki
znacajno niza kod trudnica sa preeklampsijom u odnosu na
kontrolnu grupu, kao i kod njihovih beba u odnosu na bebe
zdravih majki. Razlike u aktivnost antioksidativnih enzima
u ispitivanim grupama trudnica i njihovih beba ukazuje na
povezanost preeklampsije i smanjenog antioksidativnog sta-
tusa. S obzirom da primena direktnih antioksidanasa nije da-
la ocekivane rezultate prikazani podaci ukazuju na mogué-
nost prevencije ili ublazavanja komplikacija izazvanih pre-
klampsijom dijetarnim merama i poboljSanjem stila Zivota
trudnica i Zena u reproduktivnom periodu, usmerenim na ja-
¢anje mehanizama antioksidativne zastite.

Kljucne reci: preeklampsija, eritrociti, superoksid-di-
smutaza, katalaza
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Abstract

Preeclampsia is a pregnancy-specific syndrome of
unknown etiology and represents multisystem disor-
der. It is characterized by the increased blood pressu-
re, proteinuria, and edema. Preeclampsia is a great
risk for both mother and fetus. Disturbances of the ba-
lance between the production of reactive oxygen spe-
cies antioxidants status is considered to be one of the
causes of various pathological conditions of the re-
productive system, including preeclampsia. The ma-
in objective of this study is to determine the activiti-
es of superoxide-dismutase and catalase in periphe-
ral blood erythrocytes of the pregnant women with
preeclampsia and healthy pregnant women before de-
livery and umbilical cord blood erythrocytes of the-
ir babies immediately after the delivery. The results
showed that the activity of superoxide dismutase in
erythrocytes were statistically significantly lower in
the group of patients with preeclampsia than in he-
althy pregnant women, as in the group of their babies
compared to the babies of healthy pregnant women.
Similarly, catalase activity was significantly lower in
women with preeclampsia compared to the controls,
as well as in erythrocytes of their babies compared
to babies of healthy mothers. An observed differen-
ce in the antioxidant enzyme activities suggests a pu-
tative association between preeclampsia and decrea-
sed antioxidant status. Since the direct application of
antioxidants did not give expected results of the data
presented indicate the opportunity for the prevention
of preeclampsia and alleviation of symptoms by die-
tary measures and life style changes in the population
of pregnant women and women of childbearing age,
directy targeting the enzymatic antioxidant system.

Keywords: preeclampsia, erythrocyte, superoxide-
dismutase, catalase
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Uvod

Preeklampsija je sindrom nepoznate etiologije i podrazumeva multisistemski poremecaj u organizmu
trudnice. Moze se javiti u bilo kom periodu trudnoce, najcesce posle 20-te nedelje gestacije, pri porodaju ili
u postpartalnom periodu. KarakteriSe se pove¢anjem krvnog pritiska, edemom i proteinurijom i u ozbiljni-
jim sluc¢ajevima moze do¢i do dramati¢nog pogorsanja bolesti i ugrozavanja funkcije bubrega, jetre, mozga i
hematoloskih poremecaja!. Preeklampsija prestavlja veliki rizik za zdravlje i majke i ploda. U vrlo ozbiljnim
slucajevima preeklampsija moze progredirati u stanja koja ugrozavaju zivot majke: eklampsiju i HELLP sin-
drom (eng. Haemolysis-Elevated Liver Enzymes-Low Platelates)?. Istovremeno, povezana je sa negativnim
ishodima trudnoce vezanim za plod ukljucujuéi intra-uterinu retardaciju ploda, odvajanje placente, oligohi-
dramniozu i predstavlja uzrok velikog broja prevremenih porodaja. Preeklampsija direktno ili indirektno,
kao uzrok prevremenog porodaja, utie i na zdravlje deteta i povezuje se sa usporenim rastom u detinjstvu? i
povecanom incidencom Seéerne bolesti i hipertenzije u odraslom dobu®.

Povecan nivo rekativnih vrsta kiseonika (RVK) u toku razvoja embriona, fetusa i placente predstavljaju
funkcionalnu karakateristiku trudnoce i ima fiziolosku ulogu u folikulogenezi, sazrevanju oocita, funkciji Zutog
tela i uterusa, embriogenezi, implantaciji embriona i feto-placentalnom razvoju’. Ta¢an mehanizam obuhvata
uces¢e RVK, kao signalnih molekula, u regulaciji aktivnosti transkripcionih faktora osetljivih na oksidativni
status ¢elije 1 brojnih proteinskih kinaza, uklju¢enih u procese ¢elijske proliferacije, diferencijacije, apoptoze,
remodelovanja i angiogeneze®, kao i fagocitnu ulogu u zastiti horioamniona od infekcije’ . Istovremeno, ok-
sidativni stres predstavlja jedan od mogucih uzroc¢nika poremecaja vezanih za trudnocu kao $to su resorpci-
ja embriona, ucestali pobacaji, preeklampsija, intrauterina restrikcija rasta i smrt fetusa®. Oksidativni stres u
placenti ukljucen je u etiopatogenezu preeklampsije i ima ulogu u lipidnoj peroksidaciji, kao rezultat reakcije
RVK sa polinezasi¢enim masnim kiselinama u ¢elijskoj membrani i lipoproteinima plazme. Povecani nivo li-
pidnih peroksida povezan je uzro¢no i/ili posledi¢no sa smanjenjem neenzimskih i enzimskih antioksidanasa®.

Poremecaj balansa izmedu antioksidanasa i produkcije reaktivnih vrsta kiseonika smatra se generalno jed-
nim od uzroka razli¢itih patoloskih stanja reproduktivnog sistema!?

Poremecaj antioksidativne aktivnosti enzima i smanjenje nivoa direktnih antioksidanasa predstavlja jedan
od potencijalnih uzroka povecane lipidne peroksidacije kod trudnica sa preeklampsijom, §to moze dovesti do
oste¢enja vaskularnog endotela i manifestacija simptoma ovog poremecaja. Modulacija sistema antioksida-
tivne zastite dijetarnim intervencijama ili poboljSanjem stila Zivota pre trudnoce i u ranoj trudno¢i predstavl-
ja jedan od predlozenih strategija za smanjenje mogucih komplikacija vezanih za trudnoc¢u!!.

Enzimski sistem antioksidativne zastite organizma ¢ine: superoksid dizmutaza, katalaza, glutation-peroksi-
daza, glutation-reduktaze i transferaze, tiol-disulfid oksidoreduktaze i peroksiredoksini. Superoksid dizmutaza
(SOD) je metaloenzim prisutan u svim eukariotskim ¢elijama i katalizuje dismutaciju superoksidnih anjona do
vodonik peroksida i molekularnog kiseonika. Klju¢na uloga SOD je da zastiti azot monoksid (NO) sintetisan
od strane endotelnih ¢elija od oksidacije i gubitka funkcije. Nivo vodonik-peroksida nastalog u reakciji katal-
izovanoj superoksid-dizmutazom kontrolisan je aktivno$¢u dva enzima: katalazom i glutation-peroksidazom!'?.

Cilj rada je odredivanje aktivnosti superoksid-dizmutaze i katalaze u eritrocitima periferne krvi trudnica
sa preeklampsijom i zdravih trudnica pre porodaja i krvi pupcanika njihovih beba neposredno posle porodaja.

Materijal i metode

Istrazivanje je dizajnirano u studiji koja je izvedena u Klinici za ginekologiju i akuserstvo Klinickog cen-
tra Srbije i Centru izuzetnih vrednosti za istrazivanja ishrane i metabolizma, Instituta za medicinska istrazi-
vanja u Beogradu u periodu od 18.12.2010. godine do 01.06.2011. godine. Izvodenje studije odobreno je od
strane Etickog odbora Klinickog centra Srbije.

Grupu ispitanica Cinilo je 30 trudnica sa preeklampsijom (vrednost sistolnog pritiska iznad 140mmHg i di-
jastolnog iznad 90mmHg), a kontrolnu grupu 30 normotenzivnih trudnica. Kriterijum za ukljucenje u studiju
za ispitanice sa preeklampsijom bili su slede¢i: preeklampsija, prvorotka, gestaciona starost izmedu 29 NG i
39NG, monofetalna trudnoca, starosna dob do 35 godina, nepusac i prethodno zdrava ispitanica. Kriterijumi za

MATERIA MEDICA ¢ Vol. 28 « No. 3 « septembar 2012.



ORIGINALNI RADOVI

ukljucenje u studiju za ispitanice kontrolne grupe bili su: normotenzivna, prvorotka, gestaciona starost izme-
du 29 NG i 39 NG, monofetalna trudnoca, starosna dob do 35 godina, nepusac i zdrava ispitanica. Kriterijum
za iskljucenje iz studije za obe grupe bile su trudnice sa endokrinim, kardiovaskularnim oboljenjima i nefro-
loskim oboljenjima i viSeplodna trudnoca, starosna dob iznad 35 godina zivota i zene pusaci. Svim ispitani-
cama po prijemu u Kliniku za ginekologiju i akuSerstvo KCS uzeta je kompletna anamneza, uraden komple-
tan ginekoloski i fizikalni pregled, ultrazvucni pregled, konstatovan prirast telesne mase, laboratorijske ana-
lize (kompletna krvna slika, proSirena biohemija sa lipidnim statusom, CRP) urin. Karakteristike ispitanica
prikazane su u Tabeli 1.

Karakteristike Trudnice sa preklampsijom Zdrave trudnice
Nedelja gestacije pri porodaju 36.142.2 37.7+.5
Sistolni arterijski pritisak (mmHg) 169.5+£15.8 120.3+£9.9
Dijatstolni arterijski pritisak (mmHg) 109.3£9.3 76.5+5.2
Ukupni proteini u serumu (g/L) 56.58+6.8 64.41+4.49
Albumin (g/L) 30.67+4.22 35.76+2.23
Prirast telesne mase (kg) 19.0£8.9 16.2+4.6
Ukupni holesterol (mmol/L) 7.53+1.53 7.52+1.38
HDL (mmol/L) 1.77+0.34 2.00+0.41
LDL (mmol/L) 3.96+1.18 4.17+£1.21
trigliceridi (mmol/L) 3.984+2.13 2.97+1.15
CRP (mg/L) 46.1+39.0 6.4+6.3
Protrombinsko vreme 26.9+1.8 25.7+1.9
Fibrinogen (g/L) 6.1+0.8 5.3+0.5
Broj eritrocita (x10'2/L) 3.7+0.51 4.2+0.51
Hemoglobin (g/L) 109.4+14.5 121.0+13.1
Broj leukocita (x10%/L) 15.1+£6.0 12.9+£2.9

Tabela 1. Karakteristike trudnica sa preeklampsijom i zdravih trudnica

Uzorci heparinizirane krvi dobijeni su punkcijom kubitalne vene trudnica i umbilikalne vene pupcanika
novorodenc¢adi neposredno posle porodaja. Nakon odvajanja plazme centrifugiranjem (2400 x g,5 min, 4°C)
1 viSestrukog ispiranja eritrocita fizioloSkim rastvorom, eritrociti su lizirani inkubacijom sa destilovanom vo-
dom (20 min, 0°C). Aktivnost enzima odredivana je u supernatantu dobijenom centrifugiranjem nakon lizira-
nja, a rezultati izrazeni u odnosu na sadrzaj hemoglobina. Sadrzaj hemoglobina u lizatu eritrocita odreden je
kolorimetrijski, primenom cijanmethemoglobin metode!3.

Aktivnost superoksid-dizmutaze u lizatu eritrocita odredivana je primenom komericijalnog kompleta
(RANSOD, Biorex Diagnostics, UK). Ukratko, reakcijom 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolijum
hlorida (INT) i superoksidnog anjona nastalog u sistemu ksantin-ksantin oksidaza, formira se crveno oboje-
no jedinjenje Cija se apsorbancija meri na 505nm. Aktivnost enzima u uzorcima odreduje se na osnovu inhi-
bicije ove bojene reakcije u vremenu i izrazava u jedinicama po ml analita (IU/ml) pri ¢emu se jednajedinica
predstavlja aktivnost enzima koja u definisanim reakcionim uslovima dovodi do 50% inhibicije reakcije for-
miranja obojenog formazanskog kompleksa.

Aktivnost katalaze u lizatu eritrocita odredivana je modifikovanom metodom po Goth-u!4 na osnovu sma-
njenja koli¢ine prisutnog vodonik-peroksida delovanjem enzima u uzorku, u trajanju od 1 minuta na tempe-
raturi od 37°C. Vodonik-peroksid sa amonijum-molibdatom (NH,Mo-0,,) gradi Zuto obojeno jedinjenje ¢i-
ja se apsorbancija meri na 405nm. Aktivnost enzima u uzorcima odreduje se na osnovu inhibicije ove bojene
reakcije i izrazava u arbitarnim jedinicama (AU) po ml analita, odnosno gramu hemoglobina, pri ¢emu jed-
na arbitarna jedinica razlaze 1pM vodonik-perokida u periodu od 1 minuta pri opisanim uslovima reakcije.
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Rezultati

Uporedna analiza aktivnosti superoksid-dizmutaze po analiziranim grupama i po parovima majke-bebe u
prikazana je u Tabeli 2 i a rezultati analize medu grupama prikazani su i graficki (Dijagraml.).

g(l;gvnost Grupa SArzl(;Iil;Ztléka (Slifliljiiri?:a Medijana Minimum Maksimum
Preeklampsija  1394.1 464.5 1334.8 618.7 2623.5

Majke Kontrolna 1810.5 559.6 1791.2 812.3 2996.2
Ukupno 1611.4 552.2 1543.2 618.7 2996.2
Preeklampsija  1152.4 565.2 1066.1 301.5 2294.0

Bebe Kontrolna 1841.9 480.2 1943.0 1087.0 2768.3
Ukupno 1512.1 623.1 1520.3 301.5 2768.3

Tabela 2. Aktivnost superoksid-dizmutaze (SOD, IU/gHDb) u ispitivanim grupama

Prose¢ne vrednosti i medijane aktivnosti SOD su manje u grupi ispitanica sa preeklampsijom u odnosu na
ispitanice kontrolne grupe i kod majki i kod beba. Mann-Whitney U testom je utvrdeno da postoji statisti¢i
znacajna razlika u SOD aktivnosti u eritrocitima kod majki izmedu grupa (z=-2.463; p=0.014). Razlika u ak-
tivnosti SOD izmedu grupa beba je takode visoko statisticki zna¢ajna (z=-3.794 p<0.001).

Kada se analizira aktivnost SOD (nezavisno od grupa) utvrdeno je da nema statisticki znacajne razlike izmedu
majki i beba, a i prosecne vrednosti i medijane su vrlo slicne. Kada se uzorci podele na grupu sa preeklamp-
sijom i kontrolnu grupu utvrdeno je da nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu majki i beba sa preeklampsi-
jom (Z=-1.596; p=0.110) kao ni majki i beba kontrolne grupe (Z=-0.217; p=0.829).

Korelacionom analizom je utvrdeno da postoji statisticki zna¢ajna razlika kod svih pacijenata zajedno ka-
da se analizira aktivnost SOD majke i beba (r=0.351; p=0.017).

Kada se ista analiza uradi odvojeno po grupama utvrdeno je da nema statisti¢ki znacajne povezanosti kod
pacijentkinja sa preeklampsijom (r=-0.011; p=0.962), kao ni kod pacijenktinja kontrolne grupe (r=0.155;
p=0.300).
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Dijagram 1. Graficki prikaz aktivnosti superoksid-dizmutaze u analiziranim grupama ispitanika.

Analogno SOD-u, analizirana je i aktivnost katalaze u ispitivanim gupama. Deskriptivna statistika katala-
ze po grupama za majke i bebe prikazana je u Tabeli 3, i graficki u Dijagramu 2.
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s:z;zzﬁ Grupa igﬁriiztléka igliljiacri?:a Medijana Minimum Maksimum
Preeklampsija  466.6 213.0 512.9 94.6 821.5

Majke Kontrolna 928.8 350.2 860.8 387.1 1809.3
Ukupno 707.8 372.0 709.6 94.6 1809.3
Preeklampsija  415.6 88.5 438.2 287.4 573.5

Bebe Kontrolna 566.7 148.6 546.6 306.4 792.7
Ukupno 494.5 144.1 479.1 287.4 792.7

Tabela 3. Aktivnost katalaze (AU/gHb) u ispitivanim grupama

1z tabele se uocava da su prosecne vrednosti i medijane kod pacijentkinja sa preeklampsijom manje nego
kod pacijentkinja kontrolne grupe. Kada se rezultati testiraju testovima razlike utvrdeno je da postoji visoko
statisticki znacajna razlika izmedu grupa kod majki (t=-5.349; p<0.001) i beba (t=-4.228; p<0.001).

Analizom varijanse ponovljenih merenja utvrdeno je da postoji visoko statisticki znacajna razlika u katala-
zi izmedu majki i beba (F=20.537; p<0.001; Eta2=0.318), ali postoji i statisticki znacajan uticaj grupe na ovu
razliku (F=11.649; p<0.001; Eta2=0.209).

Razlika izmedu majki sa preeklampsijom i njihovih beba nije statisticki znacajna (p=0.433), dok je razli-
ka izmedu majki kontrolne grupe i njihovih beba visoko statisticki znacajna (p<0.001).

2000.00 - m Katalaza M

m Katalaza D
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1000.00 .
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\ \
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Dijagram 2. Graficki prikaz aktivnosti katalaze u analiziranim grupama ispitanika

Korelacionom analizom je utvrdeno da postoji visoko statisti¢ki znacajna korelacija izmedu vrednosti
katalaze majki i beba nezavisno od grupa (r=0.384; p=0.008). Korelacija je i graficki prikazana (Dijagram 3).
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Dijagram 3. Graficki prikaz korelacije aktivnosti katalaze u grupi majki i beba.

Kada se uzorak podeli po grupama, utvrdeno je da nema statisticki znacajne korelacije kod pacijenk-
tinja sa preeklampsijom i njihove beba (r=-0.385; p=0.077) i kod pacijentkinja kontrolne grupe i njihovih
beba(r=0.302; p=0.151).

Diskusija i zakljuc¢ak

Rezultati dobijeni u eksperimentalnom delu pokazali su da je aktivnost SOD u eritrocitima statististicki
znacajno niza u grupi ispitanica sa preeklampsijom u odnosu na zdrave trudnice, kao i u grupi beba ispitanica
sa preklampsijom u odnosu na bebe zdravih trudnica, pri ¢emu razlike u aktivnosti ovog enzima izmedu majki
1 beba u obe grupe nisu statisti¢ki znacajne. Statisticki znacCajna razlika u aktivnosti SOD eritrocita krvi maj-
ki i krvi pup&anika izmedu grupa u saglasnosti je sa ranije publikovanim istrazivanjima'>. Bulgan Kilicdag i
saradnici'® pokazali su da se ova razlika povecava sa pove¢anjem intenziteta simptoma preeklampsije. Negi i
saradnici!” dovode u vezu ovo smanjenje aktivnosti sa smanjenim nivoom mikronutrijenata koji predstavlja-
ju kofaktore ovog enzima. To se pre svega odnosi na bakar, cink i mangan. Vazno je ista¢i da je povecana ak-
tivnost SOD jedna od karakteristika trudnoce, zajedno sa povecanjem ostalih komponenata enzimske antiok-
sidativne zaStite. Naime, svi ovi antioksidativni enzimi se aktiviraju u odgovoru na povecanje oksidativnog
stresa funkcionalno uklju¢enog u procese karakteristicne za trudnocu, Sto predstavlja kompenzatorni odgo-
vor organizma majke na stres!.

Prikazane vrednosti aktivnosti katalaze pokazuju da je aktivnost ovog enzima u eritrocitima statisticki
zna¢ajno niZa u grupi trudnica sa preeklampsijom u odnosu na kontrolnu grupu trudnica. Ovi rezultati u skladu
su sa prethodno publikovanim rezultatima koji pokazuju da je aktivnost katalaze u eritrocitima u trudno¢i
statisti¢ki znac¢ajno smanjena u odnosu na kontrolnu grupu ispitanica iste starosne dobi, kao i smanjenje ak-
tivnosti ovog enzima kod ispitanica sa preeklampsijom, srazmerno stepenu prisutnih simptoma'®. Potencijalni
uzrok smanjene aktivnosti je smanjenje produkcije NADPH u eritrocitima ispitanica sa preeklampsijom?°
uzimajudi u obzir delovanje NADPH na inhibiciju inaktivacije katalaze do koje dolazi pri visokim koncen-
tracijama vodonik peroksida. U prilog ovoj tvrdnji su i rezultati studije Mohan i Venkataramana?! koji poka-
zuju smanjenu aktivnost katalaze u eritrocitima kod trudnica sa hipertenzijom izazvanom trudno¢om.
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Pokazano je da je aktivnost katalaze eritrocita kod beba majki sa preeklampsijom statisticki znac¢ajno niza
od vrednosti ovog parametra kod beba zdravih majki. lako je statisticka znacajnost pokazana u i razlici ak-
tivnosti katalaze kod majki u odnosu na bebe kod obe grupe ispitanica, ona je izraZenija u kontrolnoj u odnosu
na grupu sa preeklampsijom, odnosno razlika izmedu vrednosti ovog parametra izrazenija izmedu grupa ma-
jki u odnosu na bebe. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa prethodno publikovanim rezultatima?? ukazujuéi
na moguénost da bebe ispitanica sa preeklampsijom delimi¢no razvijaju kompenzatorne mehanizme u po-
gledu snizene aktivnosti katalaze.

U zakljucku, razlika u aktivnost enzima antioksidativne zastite superosid-dizmutaze i katalaze u eritroc-
itima trudnica sa preeklampsijom i njihovih beba, u odnosu na aktivnost ovih enzima u eritrocitima zdravih
trudnica i njihovih beba ukazuje na povezanost preeklampsije i smanjenog antioksidativnog statusa. S obzi-
rom da primena direktnih antioksidanasa u prevenciji preklampsije nije dala ocekivane rezultate prikazani po-
daci ukazuju na moguénost prevencije ovog stanja ili ublazavanja komplikacija izazvanih preklampsijom di-
jetarnim merama i poboljSanjem stila zivota trudnica i Zena u reproduktivnom periodu, usmerenim na jacanje
mehanizama antioksidativne zastite.
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