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SAZETAK

Hronic¢na limfocitna leukemija karakterise se akumu-
lacijom funkcionalno nezrelih limfocita usled inhibicije
apoptoze. Oksidativni stres ima znacajnu ulogu u patogenezi
velikog broja oboljenja i u samoj kancerogenezi. Cilj naseg
istrazivanja je ispitivanje aktivnosti antioksidativnih enzima
u plazmi i lizatima limfocita pacijenata obolelih od hronicne
limfocitne leukemije. U studiju je bio ukljucen 51 bolesnik
oboleo od hronicne limfocitne leukemije. Oni su klasifikovani
na osnovu stadijuma bolesti po Rai-u na dve grupe
ispitanika, tako Sto su grupu A c¢inili oboleli koji su se nalazili
u nultom i prvom stadijumu bolesti, a grupu B pacijenti u
drugom, trecem i cCetrvritom stadijumu bolesti. Grupu C je
¢inila kontrolna grupa od 32 zdrava ispitanika. Rezultati
naseg istrazivanja pokazuju da je aktivnost katalaze
statisticki znatno povisena u plazmi bolesnika grupe B, dok
aktivnost superoksid dizmutaze i glutation peroksidaze nije
statisticki znatno izmenjena u odnosu na kontrolnu grupu. U
lizatima limfocita postoji pad aktivnosti enzima prve linije
odbrane, superoksid dizmutaze, katalaze i glutation
peroksidaze. Pad aktivnosti antioksidantnih enzima u
lizatima limfocita najizrazeniji je kod obolelih u kasnom
stadijumu bolesti, a nesto manje je izrazen u grupi sa
neprogresivnom bolescu.

Kljucne reci: leukemija limfocitna hronicna B-Celije,
katalaza, superoksid dizmutaza, glutation peroksidaza,
plazma.

UvOoD

Hroni¢na limfocitna leukemija (chronic lymphocytic
leukemia — CLL) je maligna bolest hematopoeznog tkiva
koja nastaje proliferacijom i akumulacijom malih,
naizgled zrelih, imunoloski nekompetentnih, dugozivec¢ih
limfocita u kostnoj srzi, limfnim nodusima, slezini i
drugim organima (1).

Slobodni radikali kiseonika su intermedijerni
proizvodi nepotpune redukcije kiseonika u éeliji. Njihova
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blood plasma showed no statistically significant changes.
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produkcija je u fizioloskim uslovima kontrolisana, a sama
¢elija poseduje enzimske i neenzimske sisteme odbrane od
slobodnih radikala. Glavni antioksidativni enzimi kojima
¢elija neutraliSe slobodne radikale kiseonika jesu
superoksid dizmutaza (SOD), glutation peroksidaza (GPx)
i katalaza (CAT). U uslovima nekontrolisanog stvaranja
slobodnih radikala njihova koli¢ina moze da prevazide
antioksidantni kapacitet ¢elije i tada nastaje oksidativni
stres. Danas se smatra da oksidativni stres ima znacajnu
ulogu u patogenezi velikog broja oboljenja, kao i u samoj
kancerogenezi (2).

Stoga je cilj naSeg istrazivanja bio da se odrede
aktivnosti glavnih antioksidativnih enzima u plazmi i

Primljen/Received: 03.05.2011
Prihvacen/Accepted: 22.06.2011

Zari¢ Milan

Aleksandra I Karadordevica 182/13, 34000 Kragujevac
Tel: 0642773063

E-mail: zaricmilan@gmail.com



Med. ¢as. 2011; 45(2): 9-16.

COBISS.SR-ID 184951820
UDK. 616.155.392:577.15

lizatima limfocita pacijenata obolelih od hronic¢ne
limfocitne leukemije.

MATERIJAL I METODE

Istrazivanje predstavlja komparativhu klinicko-
eksperimentalnu studiju tokom koje su uporedivani
testirani parametri ispitanicima eksperimentalne i
kontrolne grupe. U studiju je bio ukljucen 51 oboleo od
hroni¢ne limfocitne leukemije kojima je dijagnoza
utvrdena na osnovu klini¢kih, laboratorijskih i imuno-
fenotipskih parametara. Ispitanici eksperimentalne grupe
podeljeni su u dve osnovne grupe:

A) — grupa obolelih od CLL sa neprogresivnim tokom
bolesti, odnosno ispitanici koji se nalaze u nultom (3) i
prvom (3) stadijumu bolesti po Raiju (4,5); dalje u tekstu
oznaceno kao rani stadijum. Grupu je sainjavalo 30
bolesnika, i to 16 muskarca i 14 Zena prosecne starosti
68,7 godina (od 54 do 82 godine).

B) — grupa obolelih od CLL koji se trenutno le¢e nekim
od modaliteta antineoplasti¢ne hemioterapije, a nalaze se
u drugom (6), treéem (7) 1 Cetvrtom (8) stadijumu bolesti
(oznaeno kao kasni stadijum). Grupu je sacinjavao 21
bolesnik (13 muskaraca i 8 Zena) proseéne starosti 64,6
godina (od 51 do 78 godina).

C) — kontrolnu grupu je sadinjavalo 32 zdrava
ispitanika odgovarajué¢e polne i starosne strukture (17
muskaraca i 15 Zena prose¢ne starosti 65,3 godine, od 49
do 80 godina).

U istrazivanje nisu bili ukljuceni ispitanici koji:

1) imaju pozitivne biohumoralne markere zapaljenskog
sindroma (poviSene vrednosti sedimentacije eritrocita,
fibrinogena i C-reaktivnog proteina);

2) koji boluju od bolesti ili stanja koje bi mogle da
uticu na vrednosti ispitivanih parametara (kardio-
vaskularne bolesti, metaboli¢ki poremecaji, neuroloske
bolesti i dr);

3) imaju pozitivnu anamnezu o kori$¢enju medikame-
nata (kortikosteroidi, ciklosporin 4 i dr.) koji mogu da
uticu na vrednosti ispitivanih parametara i

4) pusaci, osobe koje ¢esto zloupotrebljavaju alkohol,
kao 1 osobe koje su imale neuobicajene fiziCke aktivnosti
dan pre odredivanja testiranih parametara.

Ispitanicima svih ispitivanih grupa venepunkcijom je
uzimano 10 mL heparinizovane (50 ij/mL) periferne krvi i
posle centrifugiranja izdvajana je plazma koja je podeljena
u odgovarajuce alikvote. Odmah po izdvajanju, plazma je
zamrzavana i uzorci su ¢uvani na -80° C do izvodenja
studije.

Takode, ispitanicima svih ispitivanih grupa iz periferne
venske krvi izolovani su limfociti. Limfociti su zatim
oprani tri puta u medijumu RPMI 1640 (Sigma,
Nemacka), napravljena je suspenzija ¢elija poznatog broja

¢elija/mL u dejonizovanoj vodi i ti uzorci su Cuvani
zaledeni. Limfociti su lizirani neposredno pre odredivanja
enzimske aktivnosti postupkom odmrzavanja i zamrza-
vanja na -20° C, koji je ponavljan tri puta.

Izolacija éelija

Celije koriséene u ovom radu izolovane su iz periferne
krvi bolesnika obolelih od hroni¢ne limfocitne leukemije i
zdravih ispitanika na osnovu razli¢itih gustinskih
svojstava 1 sposobnosti adhezije monocita na staklo ili
plastiku.

Izdvajanje mononuklearnih éelija

Mononuklearni leukociti dobijani su iz venske krvi,
prema Siroko kori$é¢enoj metodi Bojma (Boyum) (9, 10).
Uzimano je 10mL krvi u heparinizovane plasticne
brizgalice (50 ij. heparina po 1mL krvi). Krv je preneta u
epruvete (12mL) i centrifugirana 10 minuta brzinom
400xg na sobnoj temperaturi (Yanetzci T23). Plazma i sloj
leukocita, iznad stalozenih eritrocita, Pasterovom pipetom
preneti su na limfoprep (Lymphoprep, Nicomed Pharma
AS, Oslo, Norway) i centrifugirani 20 minuta brzinom
800xg na sobnoj temperaturi.

Pasterovom pipetom pokupljeni mononuklearni
leukociti (izdvojeni u sloju na granici plazme i limfopre-
pa), suspendovani su u medijumu Haemacel (Haemacel,
Jugoremedija, Zrenjanin), kome je dodato 200ij./mL
penicilina (Jugocillin, Galenika, Zemun) i 200mg/mL
streptomicina (Streptomycin, Galenika, Zemun). Celije su
prane tri puta po pet minuta centrifugiranjem u istom
medijumu brzinom 400xg na sobnoj temperaturi. Celijski
talog je resuspendovan u medijumu i u suspenziji je
odredivana njihova vijabilnost i kontaminacija polimor-
fonuklearnim leukocitima.

Izdvajanje limfocita

Monociti su izolovani iz mononuklearne suspenzije,
dobijene na ve¢ opisani nacin, zahvaljujuéi sposobnosti
monocit/makrofaga da adheriraju na staklo ili plastiku po
metodi Kenedija i Rejnoldsa (Kennedy & Reynolds) (11).
Suspenzija mononuklearnih leukocita centrifugirana je 10
minuta brzinom 400xg na sobnoj temperaturi. Celijski
talog je resuspendovan u SmL medijuma RPMI 1640,
kome je dodato 200ij./mL penicilina, 200mg/mL strepto-
micina i 0,05mL/mL fetalnog tele¢eg seruma (Heat-
inactivated Foetal Bovine Serum - FBS, Sigma, Nemacka),
a zatim Pasterovom pipetom prenet u Petrijevu Solju
(78,5cm? Petri disches, Miles Laboratories, Neperville),
prethodno oblozenu FBS-om, a potom je sve inkubirano 1
sat na 37°C u vlaznoj atmosferi sa 5% CO2. Po zavrsenoj
inkubaciji, sadrzaj Petri Solje (neadherisale Ccelije-
limfociti) je odliven i u suspenziji limfocita je odredivan
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njihov broj i vijabilnost, kao i kontaminacija monocit/
makrofagnim ¢elijama.

Metoda za odredivanje aktivnosti superoksid
dizmutaze

Aktivnost superoksid dizmutaze (E.C. 1.15.1.1)
odredivana je spektrofotometrijski koris¢enjem RANSOD
(Randox) kita (12). Reakcija se zasniva na prevodenju 2-
(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolijum hlorida
(INT) u formazan pod dejstvom superoksid anjon radikala
(02"). Superoksid anjon radikal nastaje u reakciji
prevodenja ksantina u mokraénu kiselinu pod dejstvom
ksantin oksidaze. Aktivnost superoksid dizmutaze meri se
spektrofotometrijski, na 505nm, kao stepen inhibicije
reakcije prevodenja INT u formazan. Jedinica aktivnosti
superoksid dizmutaze definisana je kao koli¢ina enzima
koja uzrokuje inhibiciju ove reakcije za 50% u
odgovarajuc¢im uslovima. Aktivnost superoksid dizmutaze
izrazena je kao aktivnost enzima u jedinicama (U/mL) ili
kao aktivnost enzima izrazena na broj éelija (U/20x10°

Ly).

Metoda za odredivanje aktivnosti glutation
peroksidaze

Aktivnost seleno-zavisne glutation peroksidaze (E.C.
1.11.1.9) odredivana je spektrofotometrijski koris¢enjem
RANSEL (Randox) kita. Ova spektrofotometrijska metoda
zasniva se na metodi Palje i Valentina (Paglia & Valentine,
1974) (13). Peroksidaza prevodi kumen-hidroperoksid u
odgovaraju¢i alkohol, pri ¢emu se specifiéni donor
vodonika, redukovani glutation, GSH prevodi u glutation
disulfid, GSSG. U spregnutoj reakciji, koju kataliSe
glutation reduktaza, glutation disulfid se u prisustvu
NADPH" kao kofaktora prevodi u redukovani glutation.
Oksidacija NADPH u NADP" se prati spektrofoto-
metrijski, kao smanjenje apsorbancije na 340nm i
predstavlja meru aktivnosti glutation peroksidaze.

Jedinica aktivnosti glutation peroksidaze definisana je
kao koli¢ina enzima koja uzrokuje oksidaciju 1nmol/L
NADPH u minutiu u prisustvu supstrata. Aktivnost
glutation peroksidaze izrazena je kao aktivnost enzima u
jedinicama (U/mL), ili kao aktivnost enzima izraZzena na
broj ¢elija (U/1x 10° Ly).

Metoda za odredivanje aktivnosti katalaze

Za spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti
katalaze (E.C. 1.11.1.6) kori$éena je metoda Got-a (Goth,
1991) (14). Odredivnje aktivnosti katalaze (CAT) bazira se
na reakciji prevodenja dva molekula vodonik-peroksida u
vodu i molekulski kiseonik pod uticajem katalaze:

CAT
H202 + H202 —— O2 + H20

Katalaza razlaze vodonik-peroksid kao supstrat.
Polaze¢i od pretpostavke da je aktivnost katalaze
proporcionalna koli¢ini utroSenog vodonik-peroksida u
jedinici vremena (min), razlika u sadrzaju vodonik-
peroksida u reakcionoj meSavini pre dodavanja enzima i
posle toga predstavlja meru enzimske (katalazne)
aktivnosti. Koncentracija vodonik-peroksida odreduje se
spektrofotometrijski u prisustvu amonijum molibdata.
Vodonik-peroksid sa amonijum molibdatom gradi Zuto
obojeno, stabilno, kompleksno jedinjenje Cija se
apsorbanca odreduje na talasnoj duzini od 405 nm.
Koli¢ina utrosSenog vodonik-peroksida data je kao razlika
u koncentraciji vodonik-peroksida u reakcionoj mesavini
pre dodavanja enzima i posle toga. Jedinica katalazne
aktivnosti definisana je kao koli¢ina enzima koja katalise
10Omol supstrata za minut pod standardnim uslovima.
Aktivnost katalaze izrazena je kao aktivnost enzima
izrazena brojem jedinica (U/mL) ili kao aktivnost enzima
izrazena na broj ¢elija (U/1x 10° Ly).

Statisticka analiza

Prilikom testiranja hipoteze primenjivani su testovi za
numericka obelezja posmatranja i analizu ucestalosti
(frekvencija) kategorijalnih varijabli. Pre testiranja
numeri¢kih varijabli proveravan je tip distribucije.
Normalnost raspodele podataka ispitivana je Kolmogo-
rov— Smirnov testom. Kod normalne raspodele podataka
primenjivan je Studentov t-test i analiza varijanse
(ANOVA), a u neparametrijskoj statistici (raspodela
podataka nije normalna) Mann Whitney U-test. U svim
sluajevima testiranja hipoteze, verovatno¢a nulte
hipoteze bila je p > 0,05.

REZULTATI

Odredivanje aktivnosti superoksid dizmutaze u
lizatima limfocita

Odredivanjem aktivnosti superoksid dizmutaze u
lizatima limfocita pokazano je da je najviSa aktivnost
superoksid dizmutaze zabelezena kod ispitanika kontrolne
grupe (1,761 + 0,741 U/20 x 10° Ly), dok su kod obolelih
od hroni¢ne limfocitne leukemije te vrednosti statisticki
znatno nize.

Aktivnost superoksid dizmutaze u grupi ispitanika koji
su u ranom stadijumu CLL je 1,224 = 0,511 U/20 x 10°Ly,
a u grupi ispitanika koji su u kasnom stadijumu CLL je
0,699 = 0363 U/20 x 10°Ly. Statisti¢ki znadajne razlike u
vrednosti posmatranog parametra zabelezene su izmedu
kontrolne grupe i grupe ispitanika koji su u kasnom
stadijumu hroni¢ne limfocitne leukemije (p < 0,01), kao i
izmedu grupe ispitanika koji su u ranom stadijumu bolesti
u odnosu na kasni stadijum (p < 0,01) (slika 1).




Med. ¢as. 2011; 45(2): 9-16.

COBISS.SR-ID 184951820
UDK. 616.155.392:577.15

2,7 4

24
2,1
1,8
15 I
1,2
09
06
03
0,0

p <0,01

U/20x10 ©

T p<001

kontrola rani kasni

‘ SOD 1,761 1,224 0,699

Slika 1. Aktivnost superoksid dizmutaze u lizatima limfocita

Tokom istrazivanja zabelezena je najvisa aktivnost
superoksid dizmutaze kod ispitanika kontrolne grupe, dok
su u grupi obolelih od CLL te vrednosti znatno nize.
Kontrola vs kasni stadijum (1,761 + 0,741 U/20 x 106 Ly
vs 0,699 + 0,363 U/20 x 106 Ly, p < 0,01). Rani vs kasni
stadijum (1,224 = 0,511 U/20 x 106 Ly vs 0,699 + 0363
U/20 x 106 Ly, p < 0,01) na osnovu Kruskal-Wallis
analize. Kao mera centralne tendencije odredivana je i
medijana: za kontrolnu grupu Me = 1,569, rani stadijum
Me = 1,260 i kasni stadijum Me = 0,620

Odredivanje aktivnosti katalaze u lizatima limfocita

Tokom ispitivanja antioksidativnog kapaciteta kod
obolelih od hroni¢ne limfocitne leukemije, odredivana je i
aktivnost katalaze. Aktivnost katalaze u lizatima limfocita
je najveca u kontrolnoj grupi u odnosu na grupe obolelih
od hroni¢ne limfocitne leukemije sa statisticki znacajnim
medugrupnim razlikama (kontrola vs rani stadijum, 0,665
£ 0,092 U/l x 106Ly vs 0,427 = 0,135 U/1 x 10°Ly, p
<0,01; kontrola vs kasni stadijum, 0,665 + 0,092 U/1 x
10°Ly vs 0,231 + 0,137 U/1 x10°Ly, p < 0,01; rani
stadijum vs kasni stadijum, 0,427 = 0,135 U/1x 10°Ly vs
0,231+ 0,137 U/1 x 10°Ly, p < 0,01) (slika 2).

0.8
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Slika 2. — Aktivnost katalaze u lizatima limfocita

Tokom istrazivanja zabelezena je najvisa aktivnost
katalaze kod ispitanika kontrolne grupe, dok su u grupi
obolelih od CLL te vrednosti znatno nize. Kontrola vs rani
stadijum, 0,665 = 0,092 U/1 x 106 Ly vs 0,427 £ 0,135 U/I
x 106 Ly, p < 0,01, kontrola vs kasni stadijum, 0,665 +
0,092 U/I x 106 Ly vs 0,231 = 0,137 U/I x 106 Ly, p <
0,01; rani stadijum vs kasni stadijum, 0,427 + 0,135 U/I
x 106 Ly vs 0,231 + 0,137 U/l x 106 Ly, p< 0,01 , na
osnovu POST HOC TEST analize

Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze u
lizatima limfocita

Zajedno sa superoksid dizmutazom 1 katalazom,
glutation peroksidaza je oznaCena kao enzim prve linije
antioksidativne odbrane. Aktivnost glutation peroksidaze
u lizatima limfocita najviSa je kod ispitanika kontrolne
grupe (5,464 + 4,953 U/l x 10°Ly), sa nastavljanjem
trenda koji je pokazan pri odredivanju aktivnosti
superoksid dizmutaze i katalaze, te je i ovde aktivnost
peroksidaze statisticki znatno niza u grupama obolelih od
hroniéne limfocitne leukemije (slika 3).
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Slika 3. Aktivnost glutation peroksidaze u lizatima
limfocita

Izmerene aktivnosti glutation peroksidaze najvise su u
grupi ispitanika kontrolne grupe, nesto nize u grupi
obolelih od CLL u ranom stadiumu bolesti a najnize
vrednost aktivnosti glutation peroksidaze zabelezene su u
grupi obolelih od CLL u kasnom stadijumu bolesti.
Kontrola vs rani stadijum, 5,464 + 4,953 U/I x 106 Ly vs
2,785 £ 2,167 U/l x 106 Ly, p = 0,089; kontrola vs kasni
stadijum, 5,464 + 4,953 U/1 x 106 Ly vs 1,195 + 0,849 U/I
x 106 Ly, p < 0,01, rani stadijum vs kasni stadijum, 2,785
+2,167 U/l x 106 Ly vs 1,195 + 0,849 U/l x 106 Ly, p <
0,05, na osnovu Kruskal — Wallis analize. Kao mera
centralne tendencije odredivana je i medijana: za
kontrolnu grupu Me = 2,000, rani stadijum Me = 2,400 i
kasni stadijum Me = 0,970

U grupi obolelih od hroni¢ne limfocitne leukemije u
ranom stadijumu bolesti zabelezena je aktivnost glutation
peroksidaze 2,785 + 2,167 U/1 x 10° Ly, dok je u grupi
obolelih u kasnom stadijumu bolesti, enzimska aktivnost
bila 1,195 + 0,849 U/1 x 10° Ly. Statisticka analiza je
pokazala da je razlika u aktivnosti glutation peroksidaze
visoko statisticki znacajna izmedu ispitanika kontrolne
grupe i grupe obolelih u kasnom stadijumu hroni¢ne
limfocitne leukemije (kontrola vs kasni stadijum, p <
0,01), dok razlike izmedu ostalih grupa ocigledno postoje,
ali sa razli¢itim stepenom statisticke znacajnosti (rani
stadijum vs kasni stadijum, p < 0,05 (p = 0,021); kontrola
vs rani stadijum, p > 0,05 (p = 0,089)) (slika 3).

Odredivanje aktivnosti superoksid dizmutaze u plazmi

Tokom naseg istrazivanja odredivana je aktivnost
superoksid dizmutaze u plazmi ispitanika kontrolne grupe
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i grupama obolelih od hroni¢ne limfocitne leukemije.
Zabelezen je blagi trend porasta aktivnosti superoksid
dizmutaze u plazmi (kontrola, 6,518 + 0,704 U/mL; rani
stadijum, 6,520+0,490 U/mL; kasni stadijum 6,675+0,576
U/mL). Testiranjem razlika medu grupama, nije nadena
statisticka znacajnost p>0,05 (Slika 4.).

8- p > 0,05
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kontrola rani kasni
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Slika 4. Aktivnosti superoksid dizmutaze u plazmi

Tokom istrazivanja zabelezen je blagi trend porasta
aktivnosti superoksid dizmutaze u plazmi (kontrola, 6,518
+ 0,704 U/mL; rani stadijum, 6,520 = 0,490 U/mL; kasni
stadijum 6,675 + 0,576 U/mL). Testiranjem razlika medu
grupama, nije nadena sttisticka znacajnost, p > 0,05, na
osnovu ANOVA analize

Odredivanje aktivnosti katalaze u plazmi

Odredivanjem aktivnosti katalaze, jednog od tri
enzima koji se ubrajaju u enzime prve linije
antioksidativne odbrane, pored superoksid dizmutaze i
glutation peroksidaze, najnize vrednosti enzimske
aktivnosti izmerene su ka kontrolnoj grupi ispitanika
(19,900 £ 13,198 kU/L). U grupi bolesnika obolelih od
hroni¢ne limfocitne leukemije, koji se nalaze u ranom
stadijumu bolesti, izmerene vrednosti enzimske aktivnosti
su 21,817 £ 15,195 kU/L. NajviSe vrednosti aktivnosti
katalaze zabelezene su u plazmi bolesnika oboleleih od
hroni¢ne limfocitne leukemije koji se nalaze u kasnom
stadijumu bolesti 37,089 + 21,135 kU/L. Testiranjem
medugrupnih razlika dobijene su sledece vrednosti: bez
statistike znac¢ajnosti, kontrola vs rani stadijum, p > 0,05;
razlike su visoko statisticki znacajne izmedu kontrolne
grupe i grupe obolelih u kasnom stadijumu bolesti, p <
0,01 (. p = 0,002), kao i izmedu dve grupe obolelih od
hroni¢ne limfocitne leukemije (rani stadijum vs kasni
stadijum, p< 0,01 tj. p= 0,005) (slika 5).

Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze u plazmi

Merenjem aktivnosti glutation peroksidaze u plazmi
ispitanika kontrolne grupe i grupa obolelih od hroni¢ne
limfocitne leukemije i njihovim medusobnim poredenjem,
nadene razlike izmedu grupa nisu statisticki znacajne.
Izmerena aktivnost glutation peroksidaze u plazmi
ispitanika kontrolne grupe je 674,063 + 164,968 U/L, u
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Slika 5. Aktivnosti katalaze u plazmi

Najnize vrednosti enzimske aktivnosti izmerene su u
kontrolnoj grupi ispitanika (19,900 + 13,198 kU/L). U
grupi bolesnika obolelih od CLL koji se nalaze u ranom
stadijumu bolesti izmerene vrednosti enzimske aktivnosti
su 21,817 £ 15,195 kU/L. Najvise vrednosti aktivnosti
katalaze zabelezene su u plazmi bolesnika obolelih od
CLL koji se nalaze u kasnom stadijumu bolesti 37,089 +
21,135 kU/L. Testiranjem medugrupnih razlika dobijene
su sledece znacajnosti: kontrola vs rani stadijum,
p=0,964; kontrola vs kasni stadijum, p<0,01, kao i rani
stadijum vs kasni stadijum, p<0,01 na osnovu
Kruskal-Wallis analize. Kao mera centralne tendencije
odredivana je i medijana: za kontrolnu grupu Me =
19,500, rani stadijum Me = 16,830 i kasni stadijum
Me=33,770

grupi bolesnika u ranom stadijumu bolesti izmerena
enzimska aktivnost je 628,346 + 177,020 U/L, a u grupi
bolesnika u kasnom stadijumu bolesti enzimska aktivnost
je 669,476 + 196,112 U/L. Medu testiranim grupama
nema statisticki znacajne razlike u aktivnosti glutation
peroksidaze u plazmi p>0,05 (slika 6).
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Slika 6. Aktivnosti glutation peroksidaze u plazmi

Izmerena aktivnost glutation peroksidaze u plazmi
ispitanika kontrolne grupe je 674,063 + 164,968 U/L, u
grupi bolesnika u ranom stadijumu CLL izmerena
enzimska aktivnost je 628,346 £ 177,020 U/L, a u grupi
bolesnika u kasnom stadijumu CLL enzimska aktivnost je
669,476 = 196,112 U/L. Medu testiranim grupama nema
statisticki znacajne razlike u aktivnosti glutation
peroksidaze u plazmi; p > 0,05 na osnovu ANOVA analize
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DISKUSIJA

Jedan od mehanizama koji su ukljueni u procese
transformacije i kancerogeneze, kao i opstanka maligno
izmenjenih limfocita svakako je i dejstvo visokoreaktivnih
slobodnih radikala. Procesi apoptoze i kancerogeneze, kao
dva posebna fenomena, prisno su povezani sa dejstvom
slobodnih radikala. Uloga slobodnih radikala u kancero-
genezi usko je povezana sa oksidativnim oStecenjem DNA
(point mutacije, delecije, amplifikacije, rearanziranje
gena, aktivacija protonkogena, supresija antionkogena) i
stvaranjem DNA produkta, 8-okso-2'-deoksiguanozina,
koji je veoma mutagen, ali i u¢eS¢em u brojnim signalnim
putevima u Celiji kao S$to su aktivacija aktivacionog
proteina — 1(AP-1), fosfolipaze — A (PLA 2 2), mitogen-
aktiviraju¢ih protein kinaza (MAPKs), c-JUN kinaze,
transkripcionog jedarnog faktora kapa B (NF-«) (15).

Enzimski antioksidativni sistem sastoji se od kaskade
enzima Cija aktivnost mora biti veoma dobro regulisana i
visoko medusobno sinhronizovana da bi se postigao
osnovni cilj, odbrana od mogucih oksidativnih oSte¢enja.
Ovu kaskadu ¢ini niz antioksidativnih enzima, od kojih su
najvazniji tzv. enzimi prve linije odbrane: superoksid
dizmutaza, katalaza i glutation peroksidaza. Superoksid
dizmutaza je klju¢ni enzim, jer svojom aktivnoscu uklanja
superoksid anjon radikal prevodeé¢i ga u vodonik-
peroksid, koji se dalje iz sistema reaktivnih vrsta
kiseonika, eliminiSe aktivno$éu katalaze i dejstvom
peroksidaza.

Pokazano je da promene u ¢elijskom statusu reaktivnih
vrsta kiseonika imaju veoma vazne implikacije na éelijsku
smrt putem apoptoze (16—18). Rezultati naseg istrazivanja
pokazuju da u lizatima limfocita postoji pad aktivnosti
enzima glavne linije odbrane, superoksid dizmutaze,
katalaze i glutation peroksidaze. Pad aktivnos$¢éu antio-
ksidantnih enzima (u prvom redu aktivnost superoksid
dizmutaze) u lizatima limfocita najizrazeniji je kod
bolesnika koji su sa uznapredovalom boles¢u, a nesto
manje izrazen u grupi bolesnika sa neprogresivnom
boles¢u. Veoma sli¢ni rezultati, u saglasnosti sa nasim, na
istom materijalu, dobijeni su i u istrazivanju grupe
$panskih nauénika (Oltra i saradnici, 2001) (19).
Pracenjem aktivnosti superoksid dizmutaze u plazmi
obolelih od CLL i poredenjem sa vrednostima dobijenim
za isti parametar u kontrolnoj grupi, u nasem istrazivanju
pokazano je da ne postoje statisticki znacajne razlike
izmedu tih dveju grupa ispitanika. Za razliku od nas, grupa
turskih istrazivaca (Bakan i saradnici, 2003) pokazala je
da u serumu obolelih od CLL postoji statisticki znacajan
pad aktivnosti ne samo superoksid dizmutaze nego i
glutation peroksidaze (20). U zavisnosti od uslova, glavni
regulator koncentracije vodonik-peroksida je enzim
katalaza, dok glutation-peroksidaza i hemoglobin imaju
ograni¢enu ulogu. Aktivnost katalaze u lizatima limfocita
je najveca u kontrolnoj grupi u odnosu na grupe obolelih

od hroni¢ne limfocitne leukemije sa statisticki znacajnim
medugrupnim razlikama (kontrola vs rani stadijum, p <
0,01; kontrola vs kasni stadijum, p < 0,01; rani stadijum vs
kasni stadijum, p < 0,01). Ovi rezultati su u saglasnosti sa
zapazenim smanjenjem aktivnosti dva enzima, superoksid
dizmutaze i katalaze, §to je i pokazano ranije kod obolelih
od CLL (19), kod dece sa akutnom limfocitnom leuke-
mijom (21), kod obolelih sa kolorektalnim karcinomom
(22), kod pacijentkinja sa epitelijalnim ovarijalnim
karcinomom (23) i drugim tumorima. I u razli¢itim
tumorskim ¢elijskim linijjama (24) naden je, takode, pad
aktivnosti ova dva enzima.

Odredivanjem aktivnosti katalaze u plazmi, jednog od
tri enzima, koji se ubrajaju u enzime prve linije antio-
ksidativne odbrane, zabelezili smo statisticki znacajan
porast aktivnosti ovog enzima medu ispitivanim grupama;
sa progresijom bolesti aktivnost katalaze raste. Najnize
vrednosti enzimske aktivnosti izmerene su ka kontrolnoj
grupi ispitanika, nesto vise u grupi bolesnika obolelih od
hroni¢ne limfocitne leukemije koji se nalaze u ranom
stadijumu bolesti, a najviSe vrednosti aktivnosti katalaze
zabelezene su u plazmi obolelih koji su u kasnom
stadijumu bolesti.

Katalaza je enzim Ccija je lokalizacija u c¢eliji
ogranicena na peroksizome i ona katalizuje razgradnju dva
molekula vodonik peroksida do vode i molekulskog
kiseonika. Zbog svoje prevashodno peroksizmalne lokali-
zacije smatralo se da ne ucestvuje u regulaciji ¢elijskog
redoks potencijala (25). Medutim, enzim moZe biti
otpusten ekstracelularno (26) i pokazalo se da moze da
deluje kao potentni antioksidans.

Aktivnost glutation peroksidaze u lizatima limfocita
najvisa je kod ispitanika kontrolne grupe, sa nastavljanjem
trenda opadanja enzimske aktivnosti koji je pokazan pri
odredivanju aktivnosti superoksid dizmutaze i katalaze, te
je i ovde aktivnost peroksidaze niza u grupama obolelih od
hroni¢ne limfocitne leukemije. Medutim, nalaz snizene
aktivnost GPx u lizatima limfocita, pokazan u naSem
istraZivanju u suprotnosti je sa ranijim istrazivanjima, gde
je pokazan porast aktivnost glutation peroksidaze kod
CLL pacijenata (19, 27, 28). Sli¢ni rezultati dobijeni su i
kod pacijentkinja sa epitelijalnim tumorima jajnika (23).
Razlike u dobijenim nalazima mogu poticati od razlicitih
eksperimentalnih uslova i metoda rada, s jedne strane, od
nepoznavanja tacnog i preciznog mehanizma funkcio-
nisanja antioksidativnih enzima u razli¢itim stadijumima
kancerogeneze, kao i od jo$ uvek nedovoljno rasvetljenih
uzro¢no-posledicnih odnosa izmedu prooksidanasa/
antioksidanasa i tumorskog procesa (29), s druge strane.
Merenjem aktivnosti glutation peroksidaze u plazmi
ispitanika kontrolne grupe i grupa obolelih od hroni¢ne
limfocitne leukemije, belezi se blagi trend opadanja
enzimske aktivnosti kod obolelih od CLL, ali
medusobnim poredenjem nadeno je da razlike izmedu
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grupa nisu statisticki znacajne (p > 0,05). Dobijeni
rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podacima. Bakan
i saradnici (2003) su takode pokazali pad serumske
aktivnosti glutation peroksidaze kod obolelih od hroni¢ne
limfocitne leukemije (20). 1 kod drugih vrsta tumora
dobijeni su sli¢ni rezultati, Arivazagan i saradnici (1997)
su pokazali pad aktivnosti glutation peroksidaze kod
pacijenata sa kancerom zeluca (30).

U zakljucku, nase razumevanje endogenih mehanizama
karcino-geneze uzrokovanih oksidativnim stresom je
znacajno napredovalo u poslednjoj deceniji, ali
razjasnjavanje molekularnog obrasca karcinogeneze mora
se dalje rasvetljavati da bi se neoplasti¢ne bolesti na pravi
nacin lecile. Zbog toga, analiza aktivnosti antioksidativnih
enzima u lizatima limfocita pacijenata sa CLL, odnosno
superoksid dizmutaze, katalaze i glutation peroksidaze,
moze da se primeni kao dobar prediktivni faktor za
pracenje toka i ishoda bolesti.

SKRACENICE

CAT — katalaza

CLL — hroni¢na limfocitna leukemija

DNA — dezoksiribonukleinska kiselina

FBS - Foetal Bovine Serum

GPx — glutation peroksidaza

GSH - redukovani glutation

GSSG - glutation disulfid

INT — 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolijum
hlorid

NADPH - redukovani nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NADP+ — oksidovani nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

SOD - superoksid dizmutaza
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