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 Naši rezultati ukazuju da oksidativni produkti lipidne peroksidacije imaju značajnu 

ulogu u nastanku i hroničnom toku sistemskog lupus eritematodesa. Ćelijsko oštećenje 
izazvano kiseoničnim radikalima nastalim zbog intenzivne lipidne peroksidacije i 
smanjene antioksidantne zaštite može biti zaustavljeno kortikosteroidnim lekom. 
Terapija kortikosteroidom je jedna od mogućnosti za bolesnike koji imaju zapaljensku 
autoimunu bolest. Na taj način se omogućava velikom broju bolesnika da izbegnu 
nastanak najtežih štetnih efekata tih autoimunih bolesti (bubrežna insuficijencija, 
ankiloza, prevremena ateroskleroza). Primena vitamina C ne pojačava efekat smanjenja 
koncentracije MDA kod bolesnika sa SLE koji se leče metilprednizolonom. Acta Medica 
Medianae 2010;49(4):10-15. 
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Uvod 
 
Sistemski lupus eritematodes (SLE) je hro-

nična autoimuna multisistemska bolest nepoznate 
etiologije. 

Učestalost SLE je 52 na 100 000 ljudi (1). 
Češće se javlja kod žena u generativnom periodu, 
pri čemu je odnos žene:muškarci od 7:1 do 11:1 
(2). Rasa, etnička pripadnost i mesto življenja 
takođe utiču na pojavu te bolesti. Od SLE češće 
obolevaju osobe crne nego bele rase i stanovnici 
urbanizovanih i industrijski razvijenih sredina u 
odnosu na stanovnike ruralnih sredina.  

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

1. delovanje autoantitela na nepromenjenu 
ili promenjenu strukturu ćelijske površine;  

2. nastanak cirkulišućih imunih kompleksa 
autoantigena i autoantitela odgovornih za oštećenje 
tkiva i  

3. delovanje senzibilisanih T-limfocita koji 
oslobađaju destruktivne citokine ili citokine koje 
privlače druge inflamatorne ćelije na mestu 
oštećenja (3). 

Smatra se da je glavni uzrok deficit klirensa 
apoptotičnih ćelija (4), koji prouzrokuje sekun-
darnu nekrozu sa oslobađanjem ćelijskog sadržaja 
i inflamatornih medijatora. Patogena autoantitela 
koja se stvaraju tom prilikom su uzrok tkivnog 
oštećenja kod bolesnika sa lupusom (5). Upravo 
taj inflamatorni imuni odgovor je osnovna karakte-
ristika SLE. Citokini, kao međućelijski signali, 
modulišu zapaljenje i imunost regulišući rast, 
pokretljivost i diferencijaciju leukocita i drugih 
ćelija koje izazivaju stvaranje različitih oksida-
tivnih materija. 

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

 
CH2(CHO)2 → HOCH=CH-CHO 
 
U organskim rastvaračima dominira cis 

izomer, a u vodenim rastvaračima trans izomer 
malondialdehida. 

Reaktivni metaboliti kiseonika deluju na 
polinezasićene lipide pri čemu nastaje MDA. On je 
reaktivni aldehid i jedan je od mnogih reaktivnih 
elektrofilnih vrsta koje izazivaju oštećenje ćelija. 
MDA je jedan od najviše određivanih završnih 
proizvoda enzimskih i neenzimskih lipidnih pero-
ksidacionih reakcija. Određivanje koncentracije 
tog aldehida koristi se kao biomarker za merenje 
nivoa oksidativnog stresa u organizmu, jer je 
njegova koncentracija u krvi i tkivu direktno 
proporcionalna ćelijskom oštećenju izazvanom 
slobodnim radikalima (6). 
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U hemijskim reakcijama MDA može funk-
cionisati kao nukleofilno ili kao elektrofilno jedi-
njenje. Zbog svoje izuzetne reaktivnosti, u uzorcima 
se nalazi najčešće nespecifično i kovalentno je 
vezan za razne biološke molekule (proteine, 
nukleinske kiseline, fosfolipide, itd.) (7). MDA je 
u plazmi prisutan u proteinskoj, a ne u lipo-
proteinskoj frakciji. Osim toga, molekuli MDA 
učestvuju i u reakcijama samokondenzacije, pri 
čemu nastaju polimeri različite molekulske mase i 
polarnosti. 

Malondialdehid se može određivati direktno 
u plazmi pomoću HPLC (eng. High Pressure 
Liquid Chromatography – tečna hromatografija 
pod visokim pritiskom) metode, korišćenjem 
njegove osobine da apsorbuje UV svetlost talasne 
dužine 245nm (8). Međutim, mnogi istraživači 
nisu uspeli da izmere signifikantne količine 
direktnog MDA u biološkom materijalu (9). Ovo je 
i razumljivo, zato što formirani MDA, već pri vrlo 
niskim koncentracijama, brzo reaguje sa amino i 
tiol grupama (10) i takođe se može metabolisati 
u tkivima pod uticajem aldehid-dehidrogenaze 
(11). Malondialdehid se izlučuje urinom (12). 

Zbog teškoća u određivanju MDA direktnim 
metodama, još 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 što je tiobarbiturna kiselina (TBA). Određivanje 
koncentracije reaktanata sa tiobarbiturnom kise-
linom može se izvesti nakon precipitacije proteina 
(14) ili direktno u plazmi (15). Konjugat TBA:MDA 
može se odrediti spektrofotometrijski ili nakon 
separacije, korišćenjem HPLC ili gasne hromato-
grafije. 

Veoma je važno da se prilikom određivanja 
koncentracije reaktanata sa tiobarbiturnom kise-
linom ograniči fenomen peroksidacije u in vitro 
uslovima za vreme zagrevanja inkubacione meša-
vine. Ova pojava se može kontrolisati korišće-
njem reagenasa i materijala koji ne sadrže merljive 
količine gvožđa. Za sprečavanje peroksidacije u 
uslovima in vitro najbolje je koristiti antioksidanse, 
kao što je butilirani hidroksitoluen. 

Nespecifičnost reakcije kondenzacije se 
takođe mora uzeti u obzir, zato što 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 učestvovati u reakcijama konjugacije sa 
tiobarbiturnom kiselinom (16). Sva ta jedinjenja 

su obojena, ali nisu fluorescentna i zato je 
fluorimetrijsko određivanje koncentracije MDA 
manje osetljiva metoda od spektrofotometrije. 
Specifičniji postupak za određivanje koncentracije 
MDA je korisćenje HPLC, koji zadovoljava krite-
rijume sigurnosti, specifičnosti i osetljivosti. Ta 
metoda smatra se metodom izbora u praćenju 
oksidativnog stresa (7). 

 
Cilj rada 
 
Cilj ovog rada bio je da se odredi: 
• koncentracija MDA kao pokazatelja 

oksidativnog stresa kod bolesnika sa sistemskim 
lupus eritematodesom, 

• koncentracija MDA kao mogućeg indikatora 
uspešnosti farmakoterapijskog postupka kod 
bolesnika sa sistemskim lupus eritematodesom 
posle tronedeljne terapije prednizolonom, 

• koncentracija MDA kao mogućeg indikatora 
uspešnosti farmakoterapijskog postupka kod 
bolesnika sa sistemskim lupus eritematodesom 
posle tronedeljne terapije prednizolonom i vita-
minom C. 

 
Materijal i metode 
 
Bolesnici su za studiju bili konsekutivno 

primani u Institut za reumatologiju Kliničkog 
centra Srbije u Beogradu. U studiju su uljučeni 
bolesnici muškog pola sa SLE koji nisu bolovali od 
neke druge hronične bolesti (bolesti jetre, kostiju 
i endokrinih žlezdi), nepušači i oni koji ne 
konzumiraju alkohol. 

Grupu I i grupu II sačinjavali su oni bole-
snici koji su ispunjavali najmanje četiri od jeda-
naest kriterijuma American College of Reuma-
tology (17). Studija je obuhvatila 25 bolesnika 
muškog pola prosečne starosti 36,5±9,2 godina 
(granice starosti 27-50 godina), koji su SLE imali 
5,4±2,7 godina. Nisu postojale statistički značajne 
razlike u uzrastu i dužini trajanja SLE između 
bolesnika gupe I i grupe II. 

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

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

Kao uzorak za analizu korišćemi su serumi 
bolesnika dobijeni obradom uzoraka venske krvi 
uzetih našte nakon 12-časovnog 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 čuvani na 
-80°C. 

Za pripremu reagenasa korišćeni su rastvori i 
hemikalije pro analysi čistoće. 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-HCl 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 
HCl do pH 7,5, a zatim pomoću HCl koncentracije 
1 mol/l do pH vrednosti 7,4. Rastvor se ostavi da 
odstoji preko noći i sutradan se još 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 mešalicu 
dok se TBA potpuno ne rastvori u TCA i zatim se 
doda 1,05ml koncentrovane HCl 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 ključalo 
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 ohlađene pod 
mlazom vode, a zatim centrifugirane na 3000 
obrtaja/min u trajanju od 10 minuta. Posle 
centrifugiranja treba voditi računa da ne dođe do 
mešanja dobijenog supernatanta i taloga, pa je 
potrebno da se epruvete veoma pažljivo izvade iz 
centrifuge da bi se sprečilo njihovo mešanje. Iz 
svake epruvete je pomoću mikropipeta uzimano 
po 200µL 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 baždaren prema 
slepoj probi i automatskim postupkom očitavana 

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 učestvuje u reakciji nukleofilne adicije 
sa TBA, pri čemu nastaje konjugat crvene boje (u 
odnosu 1 MDA:2 TBA), koji ima maksimum apsorp-
cije monohromatske svetlosti na talasnoj dužini 
od 536nm. Molarni apsorpcioni koeficijent za 
konjugat MDA-TBA iznosi 1,56 x 105 l/mol cm. 

Određivanje koncentracije malondialdehida 
rađeno je u duplikatu i za izračunavanje je kori-
šćena srednja vrednost koncentracije MDA. 

Statistička značajnost razlika ispitana je 
poređenjem srednjih vrednosti Studentovim t-
testom za zavisne uzorke. Testiranje normalnosti 
određivano je Shapiro-Wilkovim testom. Analizirani 
podaci su prikazani box plotovima. Statistička 
signifikantnost je određivana na nivou p<0,05, 
statističkim paketom SPSS (verzija 18).   
 

Rezultati 
 
U ovom istraživanju korišćeni su serumi 

bolesnika sa Instituta za reumatologiju KCS koji 
su oboleli od sistemskog eritemskog lupusa. 
Određivanje koncentracije malondialdehida je 
određivano pre početka terapije (kontrola), kao i 
nakon tronedeljne primene metilprednizolona 
(eksperimentalna grupa I) i metilprednizolona+ 
vitamin C (eksperimentalna grupa II). 

Prosečna vrednost MDA pre terapije metil-
prednizolonom iznosila je 9,06+/-1,93 (x+SD). 
Nakon terapije metilprednizolonom prosečna vrednost 
se statistički signifikantno smanjila i iznosila je 
4,42+/-0,75 (x+SD) (t=8,54; p<0,001) (Grafikon 1) 

 

    
 

Grafikon 1. Prosečne vrednosti MDA, pre i posle terapije metilprednizolonom 
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Grafikon 2. Prosečne vrednosti MDA, pre i posle terapije sa metilprednizolonom i vitaminom C 
 
Posle terapije sa metilprednizolonom i vita-

minom C registruje se statistički signifikantno 
sma-njenje MDA. Inicijalna vrednost bila je 9,2+/-
1,51 (x+SD) i posle terapije se smanjila na 4,56+/-
0,95 (x+SD) (t=11,793; p<0,001) (Grafikon 2). 

Poređenjem vrednosti MDA posle terapije 
metilprednizolonom (Grupa I) i metilprednizo-
lonom i vitaminom C (Grupa II) ne registruje se 
statistički signifikantna razlika (4,42 vs 4,56; 
p>0,05). 

 
Diskusija 
 
Biološka oksidacija podrazumeva oduzimanje 

elektrona od date materije koja podleže kata-
boličkim promenama u organizmu i uvek je 
praćena redukcijom neke druge supstance. Oksida-
tivni procesi su temelj nekih od osnovnih biohe-
mijskih procesa u ćeliji kao što su oksidativna 
fosforilacija u mitohondrijama, oksidativna fosfo-
rilacija u mikrozomima, fagocitoza, lipidna pero-
ksidacija nezasićenih masnih kiselina itd. Tokom 
tih procesa, u malim količinama se stvaraju i tzv. 
slobodni radikali (SR). To su atomi, molekuli ili 
joni sa jednim ili više nesparenih elektrona, zbog 
čega su izuzetno nestabilni i reaktivni. Pored 
pobrojanih endogenih reakcija SR mogu nastati i 
kao rezultat metabolisanja etanola i apsorpcijom 
jonizujućeg, ultraviolentnog i toplotnog zračenja, 
kao i iz azotnih oksida.  

Mehanizam oksidativnog oštećenja tkiva 
ogleda se u: 1. stvaranju slobodnih radikala; 2. 
nastali radikali iniciraju stvaranje još reaktivnijih 
oksidanasa i 3. oksidansi oštećuju i inaktiviraju 
makromolekule (19,20,21). Sem posedovanja 
izuzetne reaktivnosti, SR učestvuju u pokretanju 
procesa lipidne peroksidacije na ćelijskim membra-
nama, koja dalje teče kao autokatalitički mehanizam 
sa lančanim stvaranjem novih SR i završava se 

ireverzibilnim oštećenjem funkcije i strukture 
same ćelije zbog nagomilavanja velike količine 
polinezasićenih masnih kiselina (22). Reaktivni 
metaboliti kiseonika razgrađuju polinezasićene 
masne kiseline stvarajući malonildialdehid (MDA).  

MDA je fiziološki ketoaldehid koji nastaje 
peroksidativnim razlaganjem nezasićenih lipida 
kao sekundarni proizvod arahidonatnog meta-
bolizma. Povišenje koncentracije MDA nastaje kao 
rezultat oštećenja tkiva pri različitim bolestima 
organizma. Koncentracije MDA u plazmi kod 
zdravih osoba zavise od primenjene tehnike i 
kreću se od 0,28 do 6,00nmol/ml (23). Koncen-
tracija MDA u plazmi zavisi od pola i povećava se 
u toku starenja (24) i trudnoće (25). 

MDA je povišen 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 važnu ulogu u nastanku 
te bolesti, jer ukazuju na stepen oksidativnog 
oštećenja. Primena kortikosteroida (metilpredni-
zolon) u ovom istraživanju kod bolesnika sa SLE 
prouzrokuje visoko signifikantno smanjenje vred-
nosti MDA (p<0,001). Kod naših bolesnika sa SLE 
uočljivo 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 preventivno antioksida-
tivno, već je uključen u supresiju lipidnih reakcija 
na lancu masnih kiselina onemogućavajući stva-
ranje superoksidnih anjona (28). 

Kliničko poboljšanje koje je registrovano 
kod bolesnika sa SLE posle tronedeljne terapije 
kortikosteroidima i konsekutivno smanjenje kon-
centracije MDA na indirektan način upućuju na 
veliki patogenetski značaj prisustva slobodnih 
radikala u toj bolesti. 
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Interesantno je da primena vitamina C kao 
antioksidansa ne utiče značajno na smanjenje 
koncentracije MDA kod naših ispitivanih bolesnika 
koji već primaju kortikosteroidnu terapiju. Ipak, 
pojedini autori su utvrdili da dodavanje vitamina 
C utiče na povoljniji tok i prognozu SLE i 
smanjenje koncentracije MDA (29). 

 
Zaključak 
 
Naši rezultati ukazuju da oksidativni produkti 

lipidne peroksidacije imaju značajnu ulogu u 
nastanku i hroničnom toku sistemskog lupus 

eritematodesa. Ćelijsko oštećenje izazvano kiseo-
ničnim radikalima nastalim zbog intenzivne lipidne 
peroksidacije i smanjene antioksidantne zaštite 
može biti zaustavljeno kortikosteroidnim lekom. 
Terapija kortikosteroidom je jedna od mogućnosti 
za bolesnike koji imaju zapaljenjsku autoimunu 
bolest. Na taj način, omogućuje se velikom broju 
bolesnika da izbegnu nastanak najtežih štetnih 
efekata tih autoimunih bolesti (bubrežna insufi-
cijencija, ankiloza, prevremena ateroskleroza). 
Primena vitamina C ne pojačava efekt smanjenja 
koncentracije MDA kod bolesnika sa SLE koji se 
leče metilprednizolonom. 
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EFFECTS OF METHYLPREDNISOLONE AND VITAMIN C THERAPY ON 
MALONDIALDEHYDE LEVEL IN PATIENTS WITH SYSTEMIC LUPUS 

ERYTHEMATODES 
 

Zoran Bojanić, Jelena Vujović, Vladmila Bojanić, Dragana Stokanović, Novica Bojanić, Dijana Mušović 
and Nataša Đinđić 

 
 
 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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