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Apstrakt

Uvod/Cilj. Ehinokokusna bolest je parazitno oboljenje
koje nastaje prodorom larvene forme psece pantljicare (Ee-
hinococcus granulosus) u jetru ¢oveka, pri ¢emu dolazi do reak-
cije domacina koji se brani od infektivnog agensa aktivaci-
jom sistema komplementa i komplement-zavisnim imunim
odgovorom. Cilj ovog rada bio je da se utvrdi da li razvoj
larvenog oblika psece pantljicare (Echinococcus granulosus) u
jetri ima uticaja na aktivnost enzima sistema zastite od oksi-
dacionih ostecenja u krvi obolelih pre i posle operativhog
zahvata. Metode. Ispitivane su promene aktivnosti enzima
sistema za$tite od oksidacionih o$tecenja: bakar/cink sadt-
zavajuCe superoksid-dismutaze (CuZn SOD), katalaze
(CAT), glutation-peroksidaze (GSH-Px), glutation-redu-
ktaze (GR) i glutation-S-transferaze (GST) u krvi obolelih
od chinokokusne bolesti jetre pre i posle operacije u odnosu
na kontrolne, klinicki zdrave osobe. Rezultati. Ustanovljen
je statisticki znacajan pad aktivnosti enzima GSH-Px u pla-
zmi bolesnika obolelih od chinokokusne bolesti jetre pre
operacije u odnosu na kontrolu. Aktivnost enzima GST bila
je statisticki znacajno povecana u krvi obolelih od hroni¢ne
chinokokusne bolesti jetre posle operacije u odnosu na
kontrolne vrednosti. Zakljuak. Hroni¢na chinokokusna
bolest jetre izaziva promene aktivnosti nekih enzima sistema
zastite od oksidacionih ostecenja, pre svega Se-zavisnog en-
zima GSH-Px, $to moze predstavljati dobar biomatker u
daljoj biohemijskoj evaluaciji ove bolesti. Prema dostupnim
podacima ovaj rad predstavlja prvu studiju aktivnosti enzi-
ma sistema zastite od oksidacionih ostecenja kod obolelih
od hroni¢ne ehinokokusne bolesti jetre pre i posle operacije
u odnosu na kontrolne, klinicki zdrave osobe.

Kljucne reci:

echinococcus granulosus; jetra; krv; katalaza;
glutation peroksidaza; glutation reduktaza;
glutation-S-transferaza; superoksid dismutaza;
oksidativni stres.

Abstract

Background/Aim. Chronic echinococcocal disease is the
parasite human disease caused by the penetration of larval
(asexual) stages of the canine tapeworm (Echinococcus gra-
nulosus) in the liver of humans. After the penetration of the
parasite, the host organism react by activating comple-
ment-depending immune response. The aim of this study
was to elucidate the influence of larval form of Echinococcus
granulosus in the liver on the activity of antioxidative defen-
se enzymes in the blood of patients before and after the
surgical intervention. Methods. We investigated the
activity of antioxidative defense enzymes: coppet/zinc
containing superoxide dismutase (CuZn SOD), catalase
(CAT), glutathione peroxidase (GSH-Px), glutathione re-
ductase (GR) and glutathione-S-transferase (GST) in the
blood of patients before and after the surgical intervention
in respect to the controls, clinically healthy persons. Re-
sults. Our results showed that the activity of the GSH-Px
was significantly decreased in the plasma of the patients
with echinocococal disease before the surgery in respect to
the controls. The activity of GST was significantly higher
in the blood of the patients after the surgery in compari-
son to the controls. Conclusion. Chronic liver echinocco-
cal disease caused significant changes of some
antioxidative defense enzymes, first of all Se-dependent
enzyme GSH-Px, which could be a suitabile biomarker in
the biochemical evaluation of the disease. This work rep-
resents a first comprehensive study of the activity of
antioxidative defense enzymes in cronic liver echinococ-
cocosis in the patients before and after the surgical inter-
vention in respect to the clinically healthy persons.

Key words:

echinococcus granulosus; liver; blood; catalase;
glutathione peroxidase; glutathione reductase;
superoxide dismutase; glutathione-S-transferase;
oxidative stress.
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Uvod

Ehinokokusna bolest je parazitna, cisticna bolest koja
nastaje invazijom i razvojem larvene forme psece pantljicare
(Echinococcus granulosus) u organizmu coveka. Pocetkom
osamdesetih godina proslog veka zapadnoevropske zemlje su
iskorenile ovu bolest na svojim teritorijama. Ona se zadrzala
na prostoru juznog dela Balkanskog poluostrva, ukljucujuéi i
nasu zemlju, zatim na podru¢ju Mediterana, Bliskog istoka,
Australije, Kine i Juzne Amerike, odnosno na podrucjima sa
umerenom klimom i razvijenim stoCarstvom, u prvom redu,
ovéarstvom "7,

Incidencija humane infekcije je oko dva obolela na
1 000 stanovnika, ali je sigurno i veca u ruralnim podrucjima
najugroZenijih regiona . Kod ljudi, cisti¢na ehinokokusna
bolest se najéesée razvija u jetri i pluéima *°.

Imuni odgovor domacina stimuliSu larveni antigeni
(onkosfere, germinativna i hidatidna membrana i protoskole-
ksi). U toku rane infekcije, parazit aktivira sistem komple-
menta, kao i komplement-zavisni imuni odgovor. Prilikom
diferencijacije u hidatidnu cistu, cisti¢ni zid aktivira domaci-
nov komplement. Reakcija nije jaka zbog mehanizama na ci-
sti¢nom zidu koji inhibiu aktivaciju komplementa °. Boles-
nici sa ehinokokom imaju poviSene vrednosti IgG i1 IgM za
specificne antigene ciste. Hirur§ka intervencija dovodi do
povecanja koli¢ine antitela sa maksimumom od druge do Se-
ste nedelje postoperativno, a nakon 6 do 12 meseci nivo an-
titela se vraca na normalu, ako je egzereza bila kompletna.

Slobodni radikali i druge reaktivne vrste kiseonika naj-
veé¢im delom nastaju u mitohondrijama celija, ali i u Celij-
skim membranama, peroksizomima, mikrozomima, infla-
matornim ¢elijama i fagocitima i odgovorni su za nastanak
mnogih ostecenja u Celiji. Postoje tri mehanizma koji dovode
do toga: 1) interakcija slobodnih radikala sa bioloskim stru-
kturama pri ¢emu nastaju kovalentne modifikacije makro-
molekula, prvenstveno proteina i nukleinskih kiselina, 2) ra-
zaranje membranskih lipida u procesu lipidne peroksidacije i
3) formiranje neradikalskih produkata koji specifi¢no deluju
na razliCite ciljeve u celiji. Pored neorganskih, u ¢éelijama
mogu nastati i razlicite forme organskih radikala ",

U normalnim uslovima, u ¢éelijama postoji ravnoteza
izmedu produkcije slobodnih radikala i njihove eliminacije.
Medutim, povecanje produkcije slobodnih radikala ili sma-
njenje antioksidativne zastite éelije izaziva oksidativni stres
koji moze biti indukovan razli¢itim faktorima spoljasnje sre-
dine, kao §to su uticaj teskih metala ° sezonski uticaji 1011 -
caj tireodnih hormona ' ", UV zraGenje, mikroorganizmi,
malnutricija, stres i sl. *. Celije koje su narogito osetljive na
antioksidativni stres su eritrociti. Zbog stvaranja hidroksil
radikala i njima izazvane peroksidacije membranskih lipida,
smanjuje se propustljivost membrane eritrocita i ometa pre-
nos kiseonika u tkiva, sa svim posledicama koje iz toga proi-
zilaze.

Polaze¢i od Cinjenice da se ingestija parazita deSava u
mnogo slucajeva i da, zahvaljujuéi dejstvu imunog sistema
domacina od treeg do petog meseca od infestacije mnoge
larve ne preZzive, postavljen je cilj ovog rada: da se utvrdi da
li razvoj zivog (prezivelog) larvenog oblika pseée pantljicare

(Echinococcus granulosus) u jetri ima uticaja na aktivnost
enzima sistema zastite od oksidativnih oStecenja u krvi obo-
lelih pre i posle operativnog zahvata.

Metode

U naSoj studiji kori$¢ena je krv dobijena od kontrolne
grupe ispitanika (klinicki zdrave osobe), kao i od obolelih od
ehinokokusne bolesti jetre koja je potvrdena klini¢ki, ultraz-
vukom, kompjuterizovanom tomografijom i seroloski. Uzor-
ci krvi su dobijeni od bolesnika lecenih u hirurSkom odelje-
nju Zdravstvenog centra Pirot, kao i u Klinici za opS$tu i vas-
kularnu hirurgiju Vojnomedicinske akademije u Beogradu.

Svi ispitanici su podeljeni u tri grupe: kontrolna — klini-
¢ki zdrave osobe (n = 18), oboleli od ehinokokusne bolesti
jetre pre operacije, od kojih su uzorci krvi uzeti jedan dan pre
operacije (n = 8) i oboleli od ehinokokusne bolesti jetre koji
su operisani i od kojih su uzorci krvi uzeti prvi dan posle
operacije (n = 10).

Zbog uvida u efekat operativnog zahvata na aktivnost
enzima sistema zastite od oksidativnih o$te¢enja u grupu
bolesnika posle operacije ukljuceni su svi ispitanici kojima je
izvrSen hiruski zahvat i koji su bili dostupni za nasu studiju.

Odredivane su aktivnosti slede¢ih enzima: bakar/cink sa-
drzavajuée superoksid-dismutaze (CuZn SOD, EC 1.15.1.1),
katalaze (CAT, EC 1.11.1.6), glutation-peroksidaze (GSH-Px,
EC 1.11.1.9) i glutation-reduktaze (GR, EC 1.6.4.2) u lizatu
eritrocita, kao i aktivnost enzima glutation-S-transferaze (GST,
EC 2.5.1.18) u plazmi ispitanika.

Centrifugiranjem krvi na 5000 rpm u trajanju od 15
minuta, odvajana je plazma od eritrocita, koji su zatim ispi-
rani tri puta sa po 2 ml fizioloSkog rastvora i centrifugirani
tri puta po 10 minuta na 5 000 rpm "*. Ovako isprani eritrociti
su lizirani hladnom destilovanom vodom. U pripremljenom li-
zatu odredivana je cijanmethemoglobinskom metodom kon-
centracija hemoglobina "°. Lizat je razblazivan do koncentra-
cije 5%, a zatim je odredivana aktivnost enzima GSH-Px. U
lizatu eritrocita odredivana je aktivnost enzima bakar/cink
sadrzavajuce superoksid-dismutaze (CuZn SOD), metodom
koja se zasniva na pracenju inhibicije adrenalina u adreno-
hrom '°. Za odredivanje aktivnosti ovog enzima iz eritrocita
je prethodno uklonjen hemoglobin metodom Tsuchihashi .
Aktivnost CuZn SOD je izrazavana u jed./g Hb. Aktivnost
CAT u lizatu eritrocita odredivana je pra¢enjem brzine de-
kompozicije vodonik peroksida i izrazavana je u pmol
H,0,/min/g Hb x 10* i w nmol H,O,/min/ml krvi ‘%,

Aktivnost enzima GSH-Px u lizatu eritrocita odrediva-
na je Maral metodom '’ koja predstavlja modifikovanu Gun-
zler metodu *°, a zasniva se na praéenju oksidacije nikotina-
mid adenin dinukleotid fosfata (NADPH) u prisustvu t-
butilhidroperoksida i izrazavana je kao nmol NADPH/min/g
Hb. Aktivnost GR odredivana je metodom koju su opisali
Glatzle i sar. *' i izraZavana je u pmol NADPH/min/g Hb.

Aktivnost enzima GST u plazmi ispitanika odredivana
je koris¢enjem 1-hloro-2,4-dinitrobenzena (CDNB) kao sup-
strata, a izraZavana je u nmol GSH/min/ml plazme *

Rezultati u tabeli i na slikama prikazani su kao srednja
vrednost = SD (standardna devijacija). Statisticki znacajna

Lili¢ A, et al. Vojnosanit Pregl 2007; 64(4): 235-240.
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razlika ispitivanih grupa bolesnika uporedivana je u odnosu

na kontrolne, klini¢ki zdrave osobe.

Statisticka analiza dobijenih rezultata uradena je anali-
zom varijanse (ANOVA). Post-hoc poredenje je uradeno ko-
riséenjem standardizovnog Tuckey ¢ testa **>*.

Rezultati

Kod obolelih od ehinokokusne bolesti jetre pre i posle
operacije konstatovana je manja koncentracija hemoglobina
u odnosu na kontrolnu grupu klinicki zdravih osoba (tabe-
la 1).

Tabela 1
Koncentracija hemoglobina (Hb) izraZena u g¢ Hb/100 mL
krvi u eritrocitima kontrolnih klini¢ki zdravih osoba, kao i
grupama bolesnika pre operacije i posle operacije

g Hb/100 ml krvi
Kontrola 7,21+£0,13
Pre operacije 6,49 +0,27*
Posle operacije 6,74 £0,17*
ANOVA p<0,0001

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD
* znacajna razlika prema kontrolnoj grupi

Aktivnosti enzima CuZn SOD i CAT (slike 1 i 2) nisu
statisticki znacajno promenjene u krvi obolelih od ehinoko-

kusne bolesti jetre pre i posle operacije u odnosu na kontrol-
nu grupu.

8000
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4000+

Jed./g Hb

2000+

SL 1 — Aktivnost bakar/cink sadrzavajuée superoksid-
dismutaze (CuZn SOD, Jed/g Hb) u eritrocitima kontrolnih
klini¢ki zdravih osoba, kao i bolesnika pre operacije (Pre) i

posle operacije (Posle).
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD.

Aktivnost enzima GSH-Px je statisticki znacajno sma-
njena kod obolelih od ehinokokusne bolesti jetre pre opera-
cije (p <0,001) u odnosu na kontrolu (slika 3). Posle opera-
cije u krvi obolelih od ehinokokusne bolesti dolazi do pove-
¢anja aktivnosti GSH-Px u odnosu na bolesnike pre operacije
(bez statisticke znacajnosti), tako da pretpostavljamo da po-
stoji izvestan uticaj ehinokokusne ciste na aktivnost ovog en-
zima u krvi.

Lili¢ A, et al. Vojnosanit Pregl 2007; 64(4): 235-240.
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SI. 2 — Aktivnost katalaze (CAT) u eritrocitima kontrolnih,
klini¢ki zdravih osoba, kao i bolesnika pre operacije (Pre) i
posle operacije (Posle)

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD.
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SIL 3 — Aktivnost glutation-peroksidaze (GSH-Px) izraZena u
nmol NADPH/min/g Hb u eritrocitima kontrolnih klini¢ki
zdravih osoba, kao i bolesnika pre operacije (Pre) i posle
operacije (Posle). Statisticka znacajnost je odredivana
analizom varijanse (ANOVA, p < 0,001).

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD.

* znacajna razlika prema kontroli

Kao $to je prikazano na slici 4 nema statisti¢ki znacaj-
nih promena aktivnosti GR u zavisnosti od prisusutva lar-
venog oblika Echinococcus granulosus i konstatovana akti-
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vnost ovog enzima u sve tri grupe ispitanika je neprome-
njena.
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SI. 4 — Aktivnost glutation-reduktaze (GR) izraZena u pmol
NADPH/min/g Hb u eritrocitima kontrolnih klini¢ki
zdravih osoba, kao i bolesnika pre operacije (Pre) i posle
operacije (Posle).

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD.

Znacajne razlike su zabeleZzene u aktivnosti enzima
GST u plazmi ispitanika (slika 5). Konstatovano je znacajno
povecanje aktivnosti ovog enzima u plazmi obolelih posle
operacije u odnosu na kontrolnu grupu klini¢ki zdravih osoba
(p <0,05). Kod bolesnika pre operacije nema znacajne razli-
¢itosti u poredenju sa zdravim ispitanicima i bolesnicima po-
sle operacije.

I Kontrola
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. B Posle

*
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—
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SL 5 — Aktivnost glutation-S-transferaze (GST) u plazmi
izraZzena u nmol GSH/ml plazme u plazmi kontrolnih
klini¢ki zdravih osoba, kao i bolesnika pre operacije (Pre) i
posle operacije (Posle). Statisticka znacajnost je odredivana
analizom varijanse (ANOVA, p < 0,05).

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD.

* znacajna razlika prema kontroli

Diskusija

Posle prodora heksakanticnog embriona parazita u zid
tankog creva, ulaska u portnu cirkulaciju i lociranja u lobulu-
sima jetre, kod Coveka se aktivira imunoloski sistem odbra-
ne. Efektorski mehanizmi ukljucuju oslobadanje toksi¢nih
molekula iz granula imflamatornih ¢elija i produkciju slobo-

dnih radikala kiseonika i azota. Citotoksi¢ni proteini, koje
sekretuju efektorske celije imunog sistema, oSte¢uju mem-
brane parazita, dok radikali kiseonika i azota mogu direktno
inaktivirati ili uzrokovati denaturaciju intracelularnih protei-
na, degradaciju nukleinskih kiselina, kao i peroksidaciju
membranskih lipida *. Echinococcus granulosus se adaptira
na oksidativni stres da bi se odbranio, §to se moze zakljuciti
po povecanju sinteze antioksidativnih enzima koje protos-
koleksi izluCuju u cisti¢ni zid i hidatidni fluid, kao i po sinte-
zi enzima tioredoksin-peroksidaze (TPx), za koji se smatra
da ima kljuénu ulogu u detoksikaciji vodonik peroksida
(H,0,). U citosolu protoskoleksa zabelezena je povecana ak-
tivnost GST ¢ija je uloga u detoksikaciji elektrofila, kao i tio-
redoksina (TRX), koji obezbeduje ¢elijsku zastitu reaktivira-
njem denaturisanih proteina koji sadrZze pogresno sparene di-
sulfidne veze ili uklanja reaktivne vrste kiseonika (narocito
H,0, i hidroksil radikala — OH") **.

U literaturi postoji malo podataka o aktivnosti enzima
CuZn SOD i CAT u krvi obolelih od hroni¢ne ehinokokusne
bolesti jetre. Medutim, pokazano je da u svim ispitivanim ek-
straktima Echinococcus granulosus postoji aktivnost CuZn
SOD koja je najveca u protoskoleksima. Aktivnost mangan-
sadrzavajuce superoksid-dismutaze (Mn SOD) je detektovana
samo u protoskoleksima i iznosi oko 15% ukupne SOD aktiv-
nosti. Zanimljiv je i podatak da ekstrakti zida hidatidne ciste i
hidatidne te¢nosti nefertilnih cisti nemaju merljive aktivnosti
SoD 7.

Ozen i sar. ** su utvrdili da postoji smanjenje koncentra-
cije selena u serumu bolesnika sa hidatidnom cistom u odnosu
na koncentraciju selena u serumu zdravih osoba (60,24 + 1,96
pg/l u serumu zdravih, a 41,30 £ 1,94 pg/l u serumu obolelih).
S obzirom da je GSH-Px selen-zavistan enzim, to moze biti
uzrok smanjenja aktivnosti ovog enzima, odnosno smanjenje
koncentracije Se u serumu bolesnika se moze povezati sa sma-
njenjem aktivnosti ovog enzima. Kod visceralne lajSmanijaze
takode je =zabelezeno smanjenje  aktivnosti ~GSH-
Px %. Pokazano je da kod malarije izazvane parazitom Plas-
modium vivax dolazi do smanjenja aktivnosti enzima GSH-Px
u lizatu eritrocita *°. U literaturi postoje podaci koji ukazuju na
postojanje pozitivne korelacije izmedu koncentracije Se u pla-
zmi i aktivnosti GSH-Px, odnosno postojanje zavisnosti aktiv-
nosti ovog enzima od koncentracije Se u krvi >

Glutation-reduktaza odrzava ravnotezu izmedu reduko-
vanog i oksidovanog glutationa. MoZe se zapaziti (slika 4) da
nije doslo do statisticki znacajnih promena aktivnosti GR u
zavisnosti od prisusutva larvenog oblika Echinococcus gra-
nulosus 1 da je aktivnost ovog enzima u sve tri grupe ispita-
nika nepromenjena. Sies ** je ukazao na estu promenu akti-
vnosti GR sa promenom GSH-Px, a Lopez-Torres i sar. > su
takode ukazali na promene GR sa promenama u aktivnosti
SOD. Kod visceralne lajSmanijaze konstatovano je smanje-
nje aktivnost GR *. Medutim, u na§em radu je pokazano da
se aktivnost ovog enzima ne menja kod ispitivanih grupa, $to
ukazuje na uspostavljanje specificnih homeostatskih mehani-
zama kod obolelih od ehinokokusne bolesti jetre.

Znacajne razlike su takode zabelezene i u aktivnosti en-
zima GST u plazmi ispitanika (slika 5). Konstatovano je zna-
¢ajno povecéanje aktivnosti ovog enzima u plazmi bolesnika

Lili¢ A, et al. Vojnosanit Pregl 2007; 64(4): 235-240.
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posle operacije u odnosu na kontrolnu grupu (p < 0,05). Mo-
guce objasnjenje za povecanje aktivnosti GST u plazmi bole-
snika posle operacije je efekat operativnog zahvata, uticaj
anestetika i otvaranje abdomena, $to sve predstavlja stresnu
situaciju za organizam. Postoji malo podataka o aktivnosti
GST u domadinu parazita Echinococcus granulosus, ali po-
jedini autori su ispitivanjem aktivnosti ovog enzima u cisti
parazita ustanovili da tretman konvencionalnim preparatima,
kao §to je na primer mebendazol, indukuje smanjenje aktiv-
nosti GST u zidu ciste, a to moze dovesti do poremecaja u
funkcionisanju sistema zastite od antioksidativnih oStecenja
u organizmu parazita **.

Dobijeni rezultati idu u prilog nasoj pretpostavci da pri-
sustvo larve parazita Echinococcus granulosus kod ¢oveka
dovodi do smanjenja koncentracije selena u serumu obolelih
kao i smanjenja aktivnosti Se-zavisnog enzima GSH-Px u li-
zatu eritrocita, ¢ime se tumaci slabljenje efekata imunog od-
govora, §to moze biti novi biomarker za prisustvo ehinokok-
ne ciste u jetri. Lipidi su dominantni gradivni elementi mem-
brane celija, koji reguliSu transport hranljivih materija i uce-
stvuju u prenosu signala. Nazalost, vecina lipida podlozna je
lipidnoj peroksidaciji u uslovima oksidativnog stresa, kome
su posebno izloZzena crvena krvna zrnca. Ako celijski od-
brambeni sistem (AOS) ne moze da ukloni problem induko-
van lipidnom peroksidacijom, ¢elije funkcioniSu abnormal-
no. Kada je aktivnost enzima GSH-Px smanjena, kao u ovom
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Zakljucak
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Prema podacima dostupnim u literaturi, za ovaj rad se
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