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EFEKAT LECENJA METILPREDNIZOLONOM I VITAMINOM C NA
KONCENTRACIJU MALONDIALDEHIDA KOD BOLESNIKA SA
SISTEMSKIM LUPUS ERITEMATODESOM
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Nasi rezultati ukazuju da oksidativni produkti lipidne peroksidacije imaju znacajnu
ulogu u nastanku i hroniénom toku sistemskog lupus eritematodesa. Celijsko odtecenje
izazvano kiseoni¢nim radikalima nastalim zbog intenzivne lipidne peroksidacije i
smanjene antioksidantne =zastite moZe biti zaustavljeno kortikosteroidnim lekom.
Terapija kortikosteroidom je jedna od mogucnosti za bolesnike koji imaju zapaljensku
autoimunu bolest. Na taj nacin se omogudéava velikom broju bolesnika da izbegnu
nastanak najtezih Stetnih efekata tih autoimunih bolesti (bubrezna insuficijencija,
ankiloza, prevremena ateroskleroza). Primena vitamina C ne pojacava efekat smanjenja
koncentracije MDA kod bolesnika sa SLE koji se leCe metilprednizolonom. Acta Medica

Medianae 2010,49(4):10-15.
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Uvod

Sistemski lupus eritematodes (SLE) je hro-

ni¢na autoimuna multisistemska bolest nepoznate
etiologije.
5 Ucestalost SLE je 52 na 100 000 ljudi (1).
Cesce se javlja kod Zena u generativnom periodu,
pri ¢emu je odnos Zzene:muskarci od 7:1 do 11:1
(2). Rasa, etnicka pripadnost i mesto zivljenja
takode utiC¢u na pojavu te bolesti. Od SLE CesSce
obolevaju osobe crne nego bele rase i stanovnici
urbanizovanih i industrijski razvijenih sredina u
odnosu na stanovnike ruralnih sredina.

Patogeneza SLE nije potpuno razjasnjena.
Kao i kod ostalih autoimunih bolesti mehanizam
nastanka se temelji na tri osnovna poremecaja:

1. delovanje autoantitela na nepromenjenu
ili promenjenu strukturu celijske povrsine;

2. nastanak cirkuliSsu¢ih imunih kompleksa
autoantigena i autoantitela odgovornih za ostecenje
tkiva i

3. delovanje senzibilisanih T-limfocita koji
oslobadaju destruktivne citokine ili citokine koje
privlate druge inflamatorne celije na mestu
ostecenja (3).
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Smatra se da je glavni uzrok deficit klirensa
apoptoti¢nih celija (4), koji prouzrokuje sekun-
darnu nekrozu sa oslobadanjem ¢elijskog sadrzaja
i inflamatornih medijatora. Patogena autoantitela
koja se stvaraju tom prilikom su uzrok tkivnog
ostecenja kod bolesnika sa lupusom (5). Upravo
taj inflamatorni imuni odgovor je osnovna karakte-
ristika SLE. Citokini, kao meducelijski signali,
moduliSu zapaljenje i imunost reguliSuéi rast,
pokretljivost i diferencijaciju leukocita i drugih
¢elija koje izazivaju stvaranje razliCitih oksida-
tivnih materija.

Malondialdehid (MDA) je organsko jedinjenje
sa formulom CH2(CHO)2 i molekulskom masom
72,063g/mol. Uglavhom je prisutan u enolnom
obliku:

CH2(CHO)2 — HOCH=CH-CHO

U organskim rastvara¢ima dominira cis
izomer, a u vodenim rastvarac¢ima trans izomer
malondialdehida.

Reaktivni metaboliti kiseonika deluju na
polinezasic¢ene lipide pri ¢emu nastaje MDA. On je
reaktivni aldehid i jedan je od mnogih reaktivnih
elektrofilnih vrsta koje izazivaju ostecenje celija.
MDA je jedan od najvise odredivanih zavrsnih
proizvoda enzimskih i neenzimskih lipidnih pero-
ksidacionih reakcija. Odredivanje koncentracije
tog aldehida koristi se kao biomarker za merenje
nivoa oksidativhog stresa u organizmu, jer je
njegova koncentracija u krvi i tkivu direktno
proporcionalna celijskom osteCenju izazvanom
slobodnim radikalima (6).
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U hemijskim reakcijama MDA moze funk-
cionisati kao nukleofilno ili kao elektrofilno jedi-
njenje. Zbog svoje izuzetne reaktivnosti, u uzorcima
se nalazi najCesce nespecificno i kovalentno je
vezan za razne bioloske molekule (proteine,
nukleinske kiseline, fosfolipide, itd.) (7). MDA je
u plazmi prisutan u proteinskoj, a ne u lipo-
proteinskoj frakciji. Osim toga, molekuli MDA
ucestvuju i u reakcijama samokondenzacije, pri
¢emu nastaju polimeri razlicite molekulske mase i
polarnosti.

Malondialdehid se moze odredivati direktno
u plazmi pomoc¢u HPLC (eng. High Pressure
Liqguid Chromatography - te¢na hromatografija
pod visokim pritiskom) metode, koriS¢enjem
njegove osobine da apsorbuje UV svetlost talasne
duzine 245nm (8). Medutim, mnogi istrazivaci
nisu uspeli da izmere signifikantne koliine
direktnog MDA u bioloskom materijalu (9). Ovo je
i razumljivo, zato Sto formirani MDA, vec¢ pri vrlo
niskim koncentracijama, brzo reaguje sa amino i
tiol grupama (10) i takode se moze metabolisati
u tkivima pod uticajem aldehid-dehidrogenaze
(11). Malondialdehid se izlu¢uje urinom (12).

Zbog teskoca u odredivanju MDA direktnim
metodama, jos sedamdesetih godina su uvedene
indirektne metode. Sato i saradnici (13) su za
merenje MDA kao indeksa lipidne peroksidacije
uveli upotrebu tiobarbiturnog eseja. Kasnije studije
su pokazale da kolorno polje kod eseja tiobar-
biturne kiseline (eng. thiobarbituric acid assay -
TBA assay) nastaje kao rezultat brojnih produkata
lipidne peroksidacije zajedno sa MDA (7). Zbog
toga se danas za taj esej koristi naziv TBARS
(TBA Reactive Substances).

Konjugovane ili polimerizovane forme MDA
mogu hidrolizovati u kiseloj sredini i termolabilne
su. Zato je neophodno da se hidroliza tih
jedinjenja odvija direktno u prisustvu reagensa
kao Sto je tiobarbiturna kiselina (TBA). Odredivanje
koncentracije reaktanata sa tiobarbiturnom kise-
linom mozZe se izvesti nakon precipitacije proteina
(14) ili direktno u plazmi (15). Konjugat TBA:MDA

moze se odrediti spektrofotometrijski ili nakon
separacije, koriséenjem HPLC ili gasne hromato-
grafije.

Veoma je vazno da se prilikom odredivanja
koncentracije reaktanata sa tiobarbiturnom kise-
linom ograni¢i fenomen peroksidacije u in vitro
uslovima za vreme zagrevanja inkubacione mesa-
vine. Ova pojava se moze kontrolisati korisce-
njem reagenasa i materijala koji ne sadrze merljive
kolicine gvozda. Za spreCavanje peroksidacije u
uslovima in vitro najbolje je koristiti antioksidanse,
kao Sto je butilirani hidroksitoluen.

Nespecificnost reakcije kondenzacije se
takode mora uzeti u obzir, zato Sto i drugi aldehidi,
koji su terminalni produkti lipidne peroksidacije (2-
alkenali; 2, 4-alkadienali), kao i hidroperoksidi,
koji nastaju u toku razlaganja lipidnih peroksida,
mogu ucestvovati u reakcijama konjugacije sa
tiobarbiturnom kiselinom (16). Sva ta jedinjenja

su obojena, ali nisu fluorescentna i zato je
fluorimetrijsko odredivanje koncentracije MDA
manje osetljiva metoda od spektrofotometrije.
Specifi¢niji postupak za odredivanje koncentracije
MDA je koris¢enje HPLC, koji zadovoljava krite-
rijume sigurnosti, specificnosti i osetljivosti. Ta
metoda smatra se metodom izbora u praéenju
oksidativnog stresa (7).

Cilj rada

Cilj ovog rada bio je da se odredi:

e koncentracija MDA kao pokazatelja
oksidativnog stresa kod bolesnika sa sistemskim
lupus eritematodesom,

¢ koncentracija MDA kao moguceg indikatora
uspesnosti farmakoterapijskog postupka kod
bolesnika sa sistemskim lupus eritematodesom
posle tronedeljne terapije prednizolonom,

¢ koncentracija MDA kao moguceg indikatora
uspesnosti farmakoterapijskog postupka kod
bolesnika sa sistemskim lupus eritematodesom
posle tronedeljne terapije prednizolonom i vita-
minom C.

Materijal i metode

Bolesnici su za studiju bili konsekutivho
primani u Institut za reumatologiju Klini¢ckog
centra Srbije u Beogradu. U studiju su uljuceni
bolesnici muskog pola sa SLE koji nisu bolovali od
neke druge hronicne bolesti (bolesti jetre, kostiju
i endokrinih Zlezdi), nepusaci i oni koji ne
konzumiraju alkohol.

Grupu I i grupu II sacinjavali su oni bole-
snici koji su ispunjavali najmanje Cetiri od jeda-
naest kriterijuma American College of Reuma-
tology (17). Studija je obuhvatila 25 bolesnika
muskog pola prosec¢ne starosti 36,5+9,2 godina
(granice starosti 27-50 godina), koji su SLE imali
5,4+2,7 godina. Nisu postojale statisticki znacajne
razlike u uzrastu i duzini trajanja SLE izmedu
bolesnika gupe I'i grupe II.

U grupi I bilo je ukupno 12 bolesnika koji
su lec¢eni samo metilprednizolonom (20mg jednom
dnevno u 08.00 ujutro), a posle tri nedelje odre-
divana im je koncentracija MDA.

U grupi II bilo je 13 bolesnika koji su leceni
metilprednizolonom (20mg jednom dnevno u
08.00 ujutro) i vitaminom C (500mg u 08.00
ujutro), a posle tri nedelje odredivana im je
koncentracija MDA.

Kao uzorak za analizu koriS¢emi su serumi
bolesnika dobijeni obradom uzoraka venske krvi
uzetih naste nakon 12-Casovnog gladovanja, a
prilikom dolaska bolesnika na redovnu kontrolu.
Periferna krv je uzimana za analizu venepunk-
cijom i zatim je serum odvojen centrifugiranjem
na sobnoj temperaturi na 3500 obrtaja/min. u
trajanju od 15min. Tako dobijeni uzorci seruma
su alikvotirani, zamrznuti i do analize ¢uvani na
-80°C.

Za pripremu reagenasa koriSceni su rastvori i
hemikalije pro analysi disto¢e. Svi reagensi su
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pripremani neposredno pred analizu. U epruvete
sa 0,2ml uzorka dodato je po 0,8ml reagensa I
(50 mmol/l tris-HClI pH 7,4: odmeri se 1,21g
TRIS-a, rastvori u destilovanoj vodi i na pH-
metru podesi pH do 7,4, prvo koncentro-vanom
HCI do pH 7,5, a zatim pomoc¢u HCI koncentracije
1 mol/l do pH vrednosti 7,4. Rastvor se ostavi da
odstoji preko noci i sutradan se jos jednom
proveri i po potrebi dodatno koriguje pH vred-
nost) i 2ml reagensa II (tiobarbiturna kiselina:
0,180g TBA i zatim se doda 15ml 50% TCA. Posle
spajanja hemikalija posuda se stavi na mesalicu
dok se TBA potpuno ne rastvori u TCA i zatim se
doda 1,05ml koncentrovane HCI da bi se reakcija
odvijala u kiseloj sredini i potom dopuni do 50ml
destilovanom vodom). Epruvete su potom zatvo-
rene staklenim klikerima i ostavljene u kljucalo
vodeno kupatilo na 100°C tokom 15 minuta. U
preostale dve epruvete (slepa proba) odmereni
su reagens I i reagens II, a umesto uzorka, u
epruvete je dodato po 0,2ml destilovane vode.
Nakon inkubacije, epruvete su ohladene pod
mlazom vode, a zatim centrifugirane na 3000
obrtaja/min u trajanju od 10 minuta. Posle
centrifugiranja treba voditi racuna da ne dode do
mesanja dobijenog supernatanta i taloga, pa je
potrebno da se epruvete veoma pazljivo izvade iz
centrifuge da bi se sprecilo njihovo mesanje. 1z
svake epruvete je pomoéu mikropipeta uzimano
po 200uL supernatanta u epruvete za mikro-
centrifugiranje. Epruvete sa slepom probom nisu
inkubirane na 100°C.

Uzorak iz epruveta je analiziran u biohe-
mijskom analizatoru (,Evolution 3000%, Italy).
Kako konjugat MDA:TBA pokazuje maksimum
apsorpcije na 536nm, aparat je bazdaren prema
slepoj probi i automatskim postupkom ocitavana

apsorbanca na 536nm. Metoda je zasnovana na
principu da tiobarbiturna kiselina (TBA) reaguje
sa malondialdehidom (MDA) iz uzorka, koji je
jedan od krajnjih proizvoda lipidne peroksidacije
(18). U uslovima visoke temperature i u kiseloj
sredini MDA ucestvuje u reakciji nukleofilne adicije
sa TBA, pri ¢emu nastaje konjugat crvene boje (u
odnosu 1 MDA:2 TBA), koji ima maksimum apsorp-
cije monohromatske svetlosti na talasnoj duzini
od 536nm. Molarni apsorpcioni koeficijent za
konjugat MDA-TBA iznosi 1,56 x 105 I/mol cm.
Odredivanje koncentracije malondialdehida
radeno je u duplikatu i za izracunavanje je kori-
S¢ena srednja vrednost koncentracije MDA.
Statisticka znacajnost razlika ispitana je
poredenjem srednjih vrednosti Studentovim t-
testom za zavisne uzorke. Testiranje normalnosti
odredivano je Shapiro-Wilkovim testom. Analizirani
podaci su prikazani box plotovima. Statisticka
signifikantnost je odredivana na nivou p<0,05,
statistiCkim paketom SPSS (verzija 18).

Rezultati

U ovom istrazivanju koriséeni su serumi
bolesnika sa Instituta za reumatologiju KCS koji
su oboleli od sistemskog eritemskog Ilupusa.
Odredivanje koncentracije malondialdehida je
odredivano pre pocetka terapije (kontrola), kao i
nakon tronedeljne primene metilprednizolona
(eksperimentalna grupa I) i metilprednizolona+
vitamin C (eksperimentalna grupa II).

ProseCna vrednost MDA pre terapije metil-
prednizolonom iznosila je 9,06+/-1,93 (x+SD).
Nakon terapije metilprednizolonom prosecna vrednost
se statisticki signifikantno smanjila i iznosila je
4,42+/-0,75 (x+SD) (t=8,54; p<0,001) (Grafikon 1)
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Grafikon 1. ProseCne vrednosti MDA, pre i posle terapije metilprednizolonom
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Grafikon 2. Prosecne vrednosti MDA, pre i posle terapije sa metilprednizolonom i vitaminom C

Posle terapije sa metilprednizolonom i vita-
minom C registruje se statisticki signifikantno
sma-njenje MDA. Inicijalna vrednost bila je 9,2+/-
71,51 (x+SD) i posle terapije se smanjila na 4,56+/-
0,95 (x+SD) (t=11,793; p<0,001) (Grafikon 2).
Poredenjem vrednosti MDA posle terapije
metilprednizolonom (Grupa I) i metilprednizo-
lonom i vitaminom C (Grupa II) ne registruje se
statisticki signifikantna razlika (4,42 vs 4,56;
p>0,05).

Diskusija

Bioloska oksidacija podrazumeva oduzimanje
elektrona od date materije koja podleze kata-
bolickim promenama u organizmu i uvek je
pracena redukcijom neke druge supstance. Oksida-
tivni procesi su temelj nekih od osnovnih biohe-
mijskih procesa u celiji kao Sto su oksidativna
fosforilacija u mitohondrijama, oksidativna fosfo-
rilacija u mikrozomima, fagocitoza, lipidna pero-
ksidacija nezasi¢enih masnih kiselina itd. Tokom
tih procesa, u malim koli¢inama se stvaraju i tzv.
slobodni radikali (SR). To su atomi, molekuli ili
joni sa jednim ili viSe nesparenih elektrona, zbog
C¢ega su izuzetno nestabilni i reaktivni. Pored
pobrojanih endogenih reakcija SR mogu nastati i
kao rezultat metabolisanja etanola i apsorpcijom
jonizujuceg, ultraviolentnog i toplotnog zracenja,
kao i iz azotnih oksida.

Mehanizam oksidativhog osStecenja tkiva
ogleda se u: 1. stvaranju slobodnih radikala; 2.
nastali radikali iniciraju stvaranje jos reaktivnijih
oksidanasa i 3. oksidansi ostecuju i inaktiviraju
makromolekule (19,20,21). Sem posedovanja
izuzetne reaktivnosti, SR ucestvuju u pokretanju
procesa lipidne peroksidacije na celijskim membra-
nama, koja dalje teCe kao autokataliticki mehanizam
sa lan¢anim stvaranjem novih SR i zavrSava se

ireverzibilnim ostec¢enjem funkcije i strukture
same celije zbog nagomilavanja velike koli¢ine
polinezasi¢enih masnih kiselina (22). Reaktivni
metaboliti kiseonika razgraduju polinezasi¢ene
masne kiseline stvarajuci malonildialdehid (MDA).

MDA je fizioloski ketoaldehid koji nastaje
peroksidativnim razlaganjem nezasi¢enih lipida
kao sekundarni proizvod arahidonatnog meta-
bolizma. PoviSenje koncentracije MDA nastaje kao
rezultat oStecenja tkiva pri razliCitim bolestima
organizma. Koncentracije MDA u plazmi kod
zdravih osoba zavise od primenjene tehnike i
krec¢u se od 0,28 do 6,00nmol/ml (23). Koncen-
tracija MDA u plazmi zavisi od pola i povecava se
u toku starenja (24) i trudnoce (25).

MDA je povisen kod bolesnika sa SLE (26, 27)
i pozitivno korelira sa indeksom koji ukazuje na
aktivnost bolesti (26). Visoke vrednosti MDA kod
bolesnika sa SLE imaju vaznu ulogu u nastanku
te bolesti, jer ukazuju na stepen oksidativnog
ostecenja. Primena kortikosteroida (metilpredni-
zolon) u ovom istrazivanju kod bolesnika sa SLE
prouzrokuje visoko signifikantno smanjenje vred-
nosti MDA (p<0,001). Kod nasSih bolesnika sa SLE
uocljivo je da imaju visoke vrednosti MDA, koje
pod dejstvom primenjene terapije (kortiko-
steroid) bivaju signifikantno smanjene. Metilpred-
nizolon poseduje supresivni efekt na lipidnu
peroksidaciju, ali on to ne radi direktno kao
scavenger radikala ili preventivho antioksida-
tivno, vec je ukljucen u supresiju lipidnih reakcija
na lancu masnih kiselina onemogucavajuéi stva-
ranje superoksidnih anjona (28).

Klinicko poboljSanje koje je registrovano
kod bolesnika sa SLE posle tronedeljne terapije
kortikosteroidima i konsekutivho smanjenje kon-
centracije MDA na indirektan nacin upucuju na
veliki patogenetski znacaj prisustva slobodnih
radikala u toj bolesti.
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Interesantno je da primena vitamina C kao
antioksidansa ne utiCe znacajno na smanjenje
koncentracije MDA kod nasih ispitivanih bolesnika
koji ve¢ primaju kortikosteroidnu terapiju. Ipak,
pojedini autori su utvrdili da dodavanje vitamina
C utice na povoljniji tok i prognozu SLE i
smanjenje koncentracije MDA (29).

Zakljucak
Nasi rezultati ukazuju da oksidativni produkti

lipidne peroksidacije imaju znacajnu ulogu u
nastanku i hronicnom toku sistemskog lupus

eritematodesa. Celijsko ostecenje izazvano kiseo-
ni¢nim radikalima nastalim zbog intenzivne lipidne
peroksidacije i smanjene antioksidantne zastite
moze biti zaustavljeno kortikosteroidnim lekom.
Terapija kortikosteroidom je jedna od moguénosti
za bolesnike koji imaju zapaljenjsku autoimunu
bolest. Na taj nacin, omogucuje se velikom broju
bolesnika da izbegnu nastanak najtezih stetnih
efekata tih autoimunih bolesti (bubrezna insufi-
cijencija, ankiloza, prevremena ateroskleroza).
Primena vitamina C ne pojacava efekt smanjenja
koncentracije MDA kod bolesnika sa SLE koji se
leCe metilprednizolonom.
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EFFECTS OF METHYLPREDNISOLONE AND VITAMIN C THERAPY ON
MALONDIALDEHYDE LEVEL IN PATIENTS WITH SYSTEMIC LUPUS
ERYTHEMATODES

Zoran Bojanié, Jelena Vujovié, Vladmila Bojanié, Dragana Stokanovié, Novica Bojanic¢, Dijana Musovi¢
and Natasa bindi¢

Our results suggest that oxidative products of lipid peroxidation have a significant
role in the onset and chronic course of systemic lupus erythematodes (SLE). Cellular
damage, caused by reactive oxygen species generated due to intensive lipid
peroxidation and lowered antioxidative defenses, may be attenuated by corticosteroid
drugs. Corticosteroid therapy is one of the possible therapeutic choices for the patients
with an inflammatory autoimmune disease. Such an approach enables a large number of
patients to avoid the development of the most serious complications of autoimmune
diseases (renal failure, ankylosis, premature atherosclerosis). Vitamin C supplemen-
tation does not enhance the malondialdehyde concentration lowering effect of
methylprednisolone in patients with SLE. Acta Medica Medianae 2010,;49(4):10-15.

Key words: malondialdehyde, oxidative stress, methylprednisolone, vitamin C,
lupus erythematodes
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