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Izvorni znanstveni članak Original scienti- c article

Promjene rav no te že prook si dan sa i an tiok si dan sa u preek lam psi ji – ut je caj na 

os mot sku re zis ten ci ju erit ro ci ta

Alterations in an tioxi da nt and pro-oxi da nt ba lan ce in preec lam psia – im pa ct on 

erythro cyte os mo tic fra gi li ty

Mo hd Su hail1,2, Mo hd Fai zul Su hail2, Hi na Khan2

1 Od sjek za bio ke mi ju, Sveu či liš te u Al la ha ba du, Al la ha bad, In dia
1De par tme nt of Bioc he mis try, Uni ver si ty of Al la ha bad; Al la ha bad, In dia
2 Gradski cen tar za is tra ži va nje i po ro dilj stvo, Al la ha bad, In dia
2Ci ty Nur si ng & Ma ter ni ty Ho me Re sear ch Cen ter, Al la ha bad, In dia

Sažetak

Cilj: Procijeniti ko ris no st prook si da cij skih i an tiok si da cij skih bi lje ga, kao i os-

mot sku re zis ten ci ju erit ro ci ta kod trud ni ca s preek lam psi jom u us po red bi s 

kon trol nom sku pi nom. Iz mje re ne su i us po re đe ne ra zi ne nji ho vih neen zim-

skih i en zim skih pa ra me ta ra, kao i pro- i an tiok si da cij skih pa ra me ta ra.

Ma te ri ja li i me to de: U is tra ži va nje su bi le uk lju če ne dvi je sku pi ne trud ni ca: 

kon trol na sku pi na od 25 nor mo ten ziv nih zdra vih trud ni ca i sku pi na od 27 že-

na s teš kim ob li kom preek lam psi je. Iz mje re ne su i us po re đe ne kon cen tra ci je 

re du ci ra nog glu ta tio na (GSH), ok si di ra nog glu ta tio na (GSSG) i ma lon dial de-

hi da (MDA) u kr vi, kon cen tra ci ja mok rać ne ki se li ne za jed no s an tiok si da cij-

skim en zim skim pa ra met ri ma u krvi: ak tiv nos ti su pe rok si d-dis mu ta ze (SOD), 

glu ta tio n-pe rok si da ze (GPx), glu ta tio n-re duk ta ze (GRx) te ka ta la ze, ka ko bi 

se pro ci je ni la ukup na prom je na us li jed preek lam psi je. Vri jed nos ti sva kog pa-

ra met ra iz mje re ne su prim je re nom la bo ra to rij skom me to dom.

Re zul ta ti: Kod že na obo lje lih od preek lam psi je kon cen tra ci je ok si da cij skog 

bi lje ga MDA bi le su po vi še ne za 33% (P = 0,001), GSSG za 19% (P = 0,001), 

dok se kon cen tra ci ja GSH u erit ro ci ti ma sma nji la za 20% (P = 0,001). Kon-

cen tra ci ja mok rać ne ki se li ne se u us po red bi s nor mo ten ziv nom kon trol nom 

sku pi nom po ve ća la za 36,5% (P < 0,001). Sma nje nje os mot ske re zis ten ci je 

uka za lo je na sma nje nu de for ma bil no st erit ro ci ta kod teš kog ob li ka preek-

lam psi je. Sma nje na je ak tiv no st an tiok si da cij skih en zi ma i to SOD za 23,7% (P 

< 0,001), GRx za 21,9% (P = 0,014) i GPx za 14,5% (P = 0,109) ti je kom raz vo ja 

preek lam psi je. Je di ni bi ljeg od go vo ra na ok si da tiv ni stres je za 26,8% po ve ća-

na ak tiv no st ka ta la ze (P = 0,002).

Zak lju čak: Zak lju ču je mo ka ko ve će stva ra nje reak tiv nih ki si ko vih spo je va 

(en gl. reac ti ve oxygen spe cies, ROS) i sma nje na ak tiv no st SOD, GRx, GPx, po ve-

ća na kon cen tra ci ja MDA, GSSG s is to dob no nis kom kon cen tra ci jom GSH po du-

pi ru hi po te zu o snaž ni jem ok si da cij skom stre su u preek lam psi ji. Na da lje smo 

zak lju či li da sma nje na os mot ska re zis ten ci ja erit ro ci ta u preek lam psi ji upu-

ću je na gu bi tak in teg ri te ta sta nič ne mem bra ne, što re zul ti ra kra ćim ži vot nim 

vi je kom sta ni ce.

Ključ ne ri je či: preek lam psi ja; neen zim ski an tiok si dan si i ok si dan si; en zim ski 

an tiok si dan si; os mot ska re zis ten ci ja erit ro ci ta

Ab stra ct

Ob jec ti ves: To va li da te the uti li ty of bo th pro- and an tioxi da ti ve stre ss 

mar ke rs alo ng wi th erythro cyte os mo tic fra gi li ty pro ̂  le in preec lam ptic 

pa tien ts com pa red wi th nor mal con tro ls. The le ve ls of no nen zyma tic and 

en zyma tic pro- and an tioxi da ti ve pa ra me te rs were de ter mi ned and com-

pa red.

Met ho ds: In the pre se nt stu dy, we com pa red two grou ps of preg na nt 

wo men: 27 wo men wi th se ve re preec lam psia and 25 nor mo ten si ve heal-

thy wo men as a con trol group. Blood le ve ls of re du ced glu tat hio ne (GSH), 

oxi di zed glu tat hio ne (GSSG), ma lon dial de hyde (MDA), uric acid, and of 

an tioxi da nt en zyma tic pa ra me te rs of su pe roxi de dis mu ta se (SOD), glu tat-

hio ne pe roxi da se (GPx), glu tat hio ne re duc ta se (GRx) and ca ta la se ac ti vi-

ties we re de ter mi ned by res pec ti ve la bo ra to ry met ho ds and com pa red to 

eva lua te al te ra tio ns due to preec lam psia.

Re sul ts: In preec lam ptic wo men, the le ve ls of the oxi da ti ve mar ke rs MDA 

and GSSG we re in crea sed by 33% (P = 0.001) and 19% (P = 0.001), res-

pec ti ve ly, whe reas erythro cyte GSH was dec rea sed by 20% (P = 0.001). 

The le vel of uric acid was in crea sed by 36.5% (P < 0.001) as com pa red wi-

th nor mo ten si ve heal thy con tro ls. An in crea se in os mo tic fra gi li ty in di ca-

ted dec rea sed erythro cyte de for ma bi li ty in se ve re preec lam psia. Du ri ng 

the de ve lop me nt of preec lam psia, the an tioxi da nt en zymes SOD, GRx and 

GPx lo st 23.7% (P < 0.001), 21.9% (P = 0.014) and 14.5% (P = 0.109) of 

their ac ti vi ties, res pec ti ve ly. The on ly re lief from oxi da ti ve stre ss was re-

cor ded in the ca ta la se ac ti vi ty, whi ch in crea sed by 26.8% (P = 0.002).

Con clu sio ns: We con clu ded that hig her reac ti ve oxygen spe cies (ROS) 

pro duc tion, dec rea sed SOD, GRx and GPx ac ti vi ties, and ele va ted le ve ls 

of MDA and GSSG alo ng wi th low GSH sup por ted the hypot he sis of hig-

her oxi da ti ve stre ss in preec lam psia. On ly the in crea sed ca ta la se ac ti vi ty 

may ha ve pro vi ded com pen sa to ry re gu la tion in res pon se to the in crea sed 

oxi da ti ve stre ss. We al so con clu ded that the in crea sed os mo tic fra gi li ty of 

preec lam ptic red blood cel ls sug ges ted a lo ss in their mem bra ne in teg ri ty 

re sul ti ng in their shor te ned li fe span.

Key wor ds: preec lam psia; no nen zyma tic an tioxi dan ts and oxi dan ts; en-

zyma tic an tioxi dan ts; erythro cyte os mo tic fra gi li ty
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Uvod

Preek lam psi ja je slo žen vi šes tru ki sus tav ni po re me ćaj ko-
ji se po ve zu je s hi per ten zi jom, ede mom i pro tei nu ri jom 
ti je kom trud no će. Ste če ni me ha ni zam po ti če maj čin an-
tiok si da cij ski ob ram be ni sus tav da se en zim skom in duk ci-
jom, kao i neen zim skim hva ta či ma i zaš tit ni ci ma slo bod-
nih ra di ka la po put re du ci ra nog glu ta tio na, sup rot sta vi 
učin ku slo bod nih ra di ka la, či me mo že spri je či ti po ja vu 
ok si da cij skog stre sa. Me đu tim, trud no ća je sta nje gdje se 
ta pri la god ba mo že vr lo la ko omes ti.
Nema je din stve nog miš lje nja o to me po ve ća va ju li se ili 
sma nju ju kod preek lam psi je ak tiv nos ti an tiok si da cij skih 
en zi ma, kao što su su pe rok si d-dis mu ta za (SOD), glu ta tio n-
-pe rok si da za (GPx), glu ta tio n-re duk ta za (GRx) te ka ta la-
za. Ne ko li ko au to ra (1-4) iz vješ ta va o sma nje nju ak tiv nos ti 
SOD, GPx i GRx, dok dru gi (5-7) opi su ju po ve ća nje nji ho ve 
ak tiv nos ti. Ne ki au to ri iz vješ ta va ju o po ve ća noj ak tiv nos ti 
ka ta la ze (1,8), dok dru gi na vo de nje no sma nje nje (9) kod 
preek lam psi je.
Naš se la bo ra to rij du go vre me na ba vi is tra ži va nji ma ovog 
prob le ma i zbog tak vih smo pro tur ječ nih po da ta ka i oz-
bilj nos ti preek lam psi je pro ve li ovo is tra ži va nje. Že lje li 
smo od re di ti ak tiv nos ti ka ta la ze, SOD, GPx i GRx te kon-
cen tra ci je MDA i GSSG/GSH u kr vi kon trol ne sku pi ne trud-
ni ca i trud ni ca s teš kim ob li kom preek lam psi je, ka ko bis-
mo pro ci je ni li prom je ne pro- i an tiok si da cij ske rav no te že.
Znan stve na li te ra tu ra pru ža vr lo ma lo po da ta ka o os mot-
skoj re zis ten ci ji erit ro ci ta kod preek lam psi je, ia ko je to 
ta ko đer bi tan pa ra me tar za od re đi va nje pa to ]  zio loš kog 
sta tu sa. Pos to ji po da tak o sma nje noj kon cen tra ci ji GSH u 
erit ro ci ti ma kod oso ba s preek lam psi jom, što je u ko re la-
ci ji s sma nje nom os mot skom re zis ten ci jom i zbog to ga sa 
sma nje nom sta nič nom de for ma bil nos ti i  ̂uid nos ti nje zi-
ne mem bra ne (10). Sto ga smo ovaj pa ra me tar uk lju či li u 
na še is tra ži va nje, što je da lo vr lo za nim lji ve re zul ta te.

Is pi ta ni ce i me to de

Is pi ta ni ce

U In di ji se trud ni ce po ti ču na re do vi te trud nič ke preg le-
de. Stan dar dni preg le di uk lju ču ju mje seč ne preg le de do 
28. tjed na trud no će, preg le de jed nom u dva tjed na do 
34. tjed na te tjed ne preg le de do po ro da. Ovo je is tra ži va-
nje pro ve de no uz pret hod no odob re nje lo kal nog Etič kog 
pov je ren stva. Is pi ta ni ce u na šem is tra ži va nju bi le su zdra-
ve trud ni ce s nor mal nim kr vnim tla kom i trud ni ce s preek-
lam psi jom prim lje ne u na šu bol ni cu, bez ob zi ra na re do-
vi to st do la za ka na preg le de, kao i one ko je su bi le upu će-
ne iz pri vat nih or di na ci ja ili cen ta ra pri mar ne zdrav stve ne 
zaš ti te. Odab ra no je 25 zdra vih trud ni ca i 27 trud ni ca s 
teš kim ob li kom preek lam psi je. Sve su is pi ta ni ce da le svoj 
oba vi ješ te ni pris ta nak, a pri je to ga im je u pot pu nos ti ob-
jaš njen cilj is tra ži va nja. Is pi ta ni ca ma su iz mje re ne vi si na i 

In tro duc tion

Preec lam psia is a com plex mul ti system di sor der that is 
as so cia ted wi th hyper ten sion, ede ma and pro tei nu ria du-
ri ng preg nan cy. An adap ti ve mec ha ni sm en han ci ng the 
ma ter nal an tioxi da nt de fen se system to coun te ra ct the 
ec  e ct of free ra di ca ls throu gh en zyma tic in duc tion as 
we ll as throu gh no nen zyma tic free ra di cal pro tec to rs and 
sca ven ge rs li ke re du ced glu tat hio ne can pre ve nt the oc-
cur ren ce of oxi da ti ve stre ss. Howe ver, preg nan cy is a sta-
te whe re this adap ta tion may be ea si ly dis rup ted.
Con sen sus does not exi st whet her the ac ti vi ties of the 
an tioxi da nt en zymes su pe roxi de dis mu ta se (SOD), glu tat-
hio ne pe roxi da se (GPx) and ca ta la se in crea se or dec rea se 
in preec lam psia. Se ve ral aut ho rs ha ve re por ted a dec rea-
se in the ac ti vi ty of SOD, GPx and GRx (1-4), whe reas ot-
he rs fou nd their ac ti vi ties to in crea se (5-7). Si mi lar ly, the 
ac ti vi ty of ca ta la se has been re por ted to in crea se (1,8), or 
sug ges ted to dec rea se in preec lam psia (9).
Our la bo ra to ry has for lo ng been in vol ved in pur sui ng 
stu dies on pat ho lo gi cal blood. Con si de ri ng the con tra-
dic to ry re por ts and the se rious ne ss of preec lam psia, the 
pre se nt stu dy was car ried out to de ter mi ne the ac ti vi ties 
of ca ta la se, SOD, GPx and glu tat hio ne re duc ta se (GRx) in 
the blood of nor mal and se ve re ly preec lam ptic wo men, 
alo ng wi th the le ve ls of ma lon dial de hyde (MDA) and oxi-
di zed glu tat hio ne/reduced glu tat hio ne (GSSG/GSH) to 
col lec ti ve ly eva lua te the al te ra tion in pro-oxi da nt and an-
tioxi da nt ba lan ce.
Li te ra tu re re vea ls ve ry lit tle in for ma tion on preec lam ptic 
erythro cyte os mo tic fra gi li ty, and this pa ra me ter is al-
so im por ta nt to as se ss the pat hop hysio lo gi cal sta tus of 
preec lam psia. The re is a re po rt on dec rea sed GSH con te-
nt in red blood cel ls of preec lam ptic wo men, whi ch has 
been cor re la ted to the in crea sed os mo tic fra gi li ty and 
con sequen tly re du ced cel lu lar de for ma bi li ty and mem-
bra ne  ̂ui di ty (10). Thus, we al so in clu ded this pa ra me ter 
in our stu dy, whi ch yiel ded ve ry in te res ti ng re sul ts.

Sub jec ts and met ho ds

Sub jec ts

In In dia, preg na nt wo men are en cou ra ged to at te nd 
regu lar an te na tal che ck ups. Stan da rd an te na tal ca re is 
de ]  ned as mon thly vi si ts up to 28 wee ks, for tnig htly un til 
34 wee ks, and week ly vi si ts the reaf ter. The pre se nt stu dy 
was car ried out wi th prior ap pro val from the lo cal Et hi-
cs Com mit tee. The stu dy in clu ded preg na nt wo men wi th 
nor mal blood pres su re as a con trol group and preec lam-
ptic wo men ad mit ted to our hos pi tal that had been or 
had not been un der re gu lar ca re and al so tho se re fer red 
from pri va te sec to rs or pri ma ry heal th cen te rs. Twen ty-
]  ve nor mal preg na nt wo men and 27 se ve re ly preec lam-
ptic pa tien ts wi th te rm preg nan cy we re se lec ted. They 
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te ži na ka ko bi im se iz ra ču nao in de ks tje les ne ma se (en gl. 
body ma ss in dex, BMI). Kli nič kim preg le dom i anam ne zom 
iz is tra ži va nja su is klju če ne že ne ko je pu še, is pi ta ni ce ko je 
bo lu ju od še ćer ne bo les ti, is he mij ske bo les ti sr ca, s anam-
ne zom mož da nog uda ra, po re me ća jem ra da bub re ga ili 
dru gim sta nji ma etio loš ki po ve za nim sa slo bod nim ra di-
ka li ma. Kri te ri ji za ras pod je lu že na u nor mal nu sku pi nu 
prvorodilja i sku pi nu pr vo ro di lja s preek lam psi jom bi li su 
vri jed no st kr vnog tla ka od 140/90 mm Hg ili vi še, pro tei-
nu ri ja i po ja va ede ma.

Me to de

U is tra ži va nju su se ra bi li ATP, NADPH, GSH, GSSG, glu ta-
tio n-re duk ta za, EDTA, TBA i BHT od proiz vo đa ča Sig ma 
Chemi cal Com pa ny (St. Louis, MO, SAD). Dru ge su ke mi-
ka li je na bav lje ne od E. Mer ck (Mum bai, In dia). Svi su os ta-
li rea gen si kup lje ni od BDH ili SISCO Che mi ca ls (Mum bai, 
In dia).

Is pi ti va nje os mot ske re zis ten ci je

Is pi ti va nje os mot ske re zis ten ci je (en gl. os mo tic fra gi li ty, 
OF) pro ve de no je pre ma me to di Da ciea i Lewi sa (11). Kao 
mje ra sred nje vri jed nos ti os mot ske re zis ten ci je erit ro ci ta 
(en gl. mean erythro cyte fra gi li ty, MEF) uze ta je kon cen tra-
ci ja Na Cl kod ko je do la zi do 50%-tne he mo li ze. Ko lo ri met-
rij ska mje re nja iz ve de na su na ko lo ri met ru Systro ni cs.
Uzor ci kr vi su cen tri fu gi ra ni na 1000xg kroz 15 min na 4 
°C. Izo li ra ni erit ro ci ti su 4–5 pu ta is pra ni s 0,154 M Na Cl, 
ka ko bi se od stra ni la plaz ma i me đus loj sa trom bo ci ti ma i 
leu ko ci ti ma (en gl. buQ  y coat, BC). Na kon zav r šnog cen tri-
fu gi ra nja i is pi ra nja se di me nt erit ro ci ta (en gl. pac ked red 
cel ls) je li zi ran hi po to nič nim šo kom, pri če mu su kao he-
mo li zi ra ju ća sred stva upot reb lje na raz li či ta raz r je đe nja.
Koncentracija he mog lo bi na u erit ro ci ti ma iz mje re na je 
Drab ki no vim rea gen som (12).

Od re đi va nje kon cen tra ci je re du ci ra nog glu ta tio na (GSH)

U tes tu je upot reb lje no 0,2 mL se di men ta erit ro ci ta na-
kon zav r šnog cen tri fu gi ra nja. GSH je rea gi rao s 5,5’-di tio-
bi s-(2-nit ro ben zo je vom ki se li nom) ko ja rea gi ra sa sul fhid-
ril nom sku pi nom ka ko bi raz vi la sta bil nu bo ju. Ap sor ban-
ci ja je mje re na na 412 nm, a kon cen tra ci ja GSH je iz ra že na 
kao μmol po gra mu Hb (μmol/gHb) (13).

Od re đi va nje kon cen tra ci je ok si di ra nog glu ta tio na (GSSG)

Lizat erit ro ci ta dep ro tei ni zi ran je se s 0,5M HClO4. Na če lo 
reak ci je uk lju ču je re duk ci ju GSSG u pri sut nos ti glu ta tio n-
re duk ta ze (GRx). Sma nje nje kon cen tra ci je NADPH na 340 
nm na kon do da va nja GRx je pro por cio nal no ud je lu GSSG 
ko ji se na kon to ga iz ra ža va kao μmol/gHb (14).

Od re đivanje li pid ne pe rok si da ci je

Za od re đi va nje kon cen tra ci je ma lon dial de hi da (MDA) kao 
reak tiv ne sup stan ce tio bar bi tur ne ki se li ne (TBARS) upot-

ga ve their con se nt in wri ti ng and the ob jec ti ves of the 
stu dy we re ful ly explai ned to them in de tail prior to ta ki-
ng con se nt. Bo dy heig ht and weig ht of the sub jec ts we re 
mea su red to cal cu la te their bo dy ma ss in dex (BMI). Cli ni-
cal exa mi na tion and his to ry ta ki ng exclu ded wo men ad-
dic ted to to bac co, pa tien ts wi th dia be tes, is che mic hea rt 
di sea se, a his to ry of stro ke, kid ney di sea ses or ot her con-
di tio ns of known free ra di cal etio lo gy. The cri te ria for di-
vi di ng wo men in to nor mal pri mi pa ra and preec lam ptic 
pri mi pa ra grou ps we re set at a blood pres su re of 140/90 
mm Hg or hig her, pro tei nu ria and ede ma.

Met ho ds

ATP, NADPH, GSH, GSSG, glu tat hio ne re duc ta se, EDTA, 
TBA and bu tyla ted hydroxyto lue ne (BHT) we re ob tai ned 
from Sig ma Che mi cal Com pa ny (St. Louis, MO, USA). Ot-
her che mi ca ls we re from E. Mer ck (Mum bai, In dia). All ot-
her rea gen ts we re of ana lyti cal gra de, eit her from BDH or 
SISCO Che mi ca ls (Mum bai, In dia).

De ter mi na tion of os mo tic fra gi li ty (OF)

Os mo tic fra gi li ty (OF) expe ri men ts we re per for med fol-
lowi ng the met hod of Da cie and Lewis (11). The Na Cl con-
cen tra tion of 50% he mo lysis was ta ken as a mea su re of 
mean erythro cyte fra gi li ty (MEF). Co lor mea su re me nt 
was ma de usi ng Systro ni cs co lo ri me ter.
Blood sam ples we re cen tri fu ged at 1000xg for 15 min at 
4 °C and iso la ted red cel ls we re was hed 4–5 ti mes wi th 
0.154 M Na Cl to re mo ve plas ma and buc  y coat. Af ter ]  nal 
wa sh, the requi red pac ked red cel ls we re lysed by hypo-
to nic sho ck and dic  e re nt di lu tio ns we re used as he mo-
lysa tes.
He mog lo bin con te nt of the erythro cyte was mea su red 
by cyan met he mog lo bin met hod of Drab kin (12).

De ter mi na tion of re du ced glu tat hio ne (GSH)

Pac ked red cel ls (0.2 mL) we re used in the as say. GSH was 
ma de to rea ct wi th 5’5-dithiobis(2-nitrobenzoic acid), 
whi ch reac ts wi th sul fhydryl grou ps, to de ve lop a stab le 
co lor. The ab sor ban ce was mea su red at 412 nm and GSH 
con te nt expres sed as μmol/gHb (13).

De ter mi na tion of oxi di zed glu tat hio ne (GSSG)

Erythro cyte lysa te was dep ro tei ni zed wi th 0.5M HClO4. 
Then es ti ma tion was ma de on the ba sis of re duc tion of 
GSSG in the pre sen ce of NADPH and glu tat hio ne re duc-
ta se (GRx), and dec rea se of NADPH at 340 nm af ter ini-
tia ti ng the reac tion by ad di ng GRx was ta ken as an in dex 
of GSSG con te nt, whi ch was eva lua ted and expres sed as 
μmol/gHb (14).

De ter mi na tion of li pid pe roxi da tion

Pac ked red cel ls (0.2 mL) we re used for de ter mi na tion of 
ma lon dial de hyde (MDA) as thio bar bi tu ric acid reac ti ve 
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reb lje no je 0,2 mL se di men ta erit ro ci ta pre ma me to di Jai-
na i sur. (15).

Od re đi va nje kon cen tra ci je mok rać ne ki se li ne

Primijenjena je jed nos tav na ko lo met rij ska me to da Buc-
ha na na i sur. (16).

Od re đi va nje ak tiv nos ti GPx (EC 1.11.1.9)

Aktivnost GPx mje ri la se spek tro fo to met rij ski (17) na 340 
nm u reak cij skoj smje si 50 mM fos fa ta, 5 mM EDTA pri pH 
7,0, ko ja je sad r ža va la 0,3 mM NADPH, 0,3 U/mL GRx, 5 
mM GSH, 4 mM nat ri je vog azi da, 75 μM H2O2 i 10 μL li za-
ta erit ro ci ta u reak cij skoj smje si ukup nog vo lu me na 3 mL. 
Uzo rak je pret hod no ob rađen Drab ki no vim rea gen som, 
ka ko bi proiz veo sta bil ni ci jan met he mog lo bin, spr je ča-
va ju ći ok si da ci ju NADPH pos re do va nu met he mog lo bin-
skom re duk ta zom (ili neen zim sku ok si da ci ju). Jed na je di-
ni ca GPx uze ta je kao ko li či na pot reb na za ok si di ra nje 1 
μmol NADPH/min. Ak tiv no st je iz ražena kao U/gHb.

Od re đi va nje ak tiv nos ti SOD (EC 1.15.1.1)

Aktivnost SOD mje ri la se pre ma me to di Beut le ra (13). Uk-
rat ko, reak ci ja je ovis na o pri sut nos ti anio na su pe rok si da 
ko ji uz ro ku ju ok si da ci ju pi ro ga lo la. Pro mat ra na je in hi bi-
ci ja ok si da ci je pi ro ga lo la pos red stvom SOD i ko li či na en-
zi ma ko ji proiz vo de 50% in hi bi ci je de ]  ni ra na je kao jed na 
je di ni ca en zim ske ak tiv nos ti. Reak cij ska smje sa sad r ža va-
la je 1M Tris, 5 mM EDTA pu fer pri pH 8,0 i 10 mM pi ro ga-
lo la. In hi bi ci ja ok si da ci je pi ro ga lo la pro mat ra na je na 420 
nm, a en zim skoj ak tiv nos ti vri jed no st je iš či ta na i za bi lje-
že na kao U/gHb.

Odre đi va nje ak tiv nos ti ka ta la ze (EC 1.11.1.6)

Ka ta la za raz gra đu je H2O2 te stva ra vo du i mo le ku lar ni ki-
sik. H2O2 apsorbira mak si mal no svjet lo na 240 nm. Ka da 
ka ta la za raz gra di H2O2, sma nju je se ap sor ban ci ja. Od re đi-
va nje ak tiv nos ti ka ta la ze ispituje se spek tro fo to met rij ski 
pro mat ra njem br zi ne raz grad nje H2O2 na 240 nm, pre ma 
pos tup ku što ga opi su je Ae bi (18). Reak cij ska smje sa sad-
r ža va la je 0,9 mL 1M Tris, 5 mM EDTA pu fe ra pri pH 7,0 i 
0,1 mL uzor ka. Reak ci ja je za po če ta do da va njem 1,0 mL 
200 mM vo di ko vog pe rok si da (H2O2) u is pit nu ki ve tu i do-
da va njem is tog vo lu me na des ti li ra ne vo de um jes to vo di-
ko vog pe rok si da u re fe ren tnu ki ve tu. Sma nje nje ap sor-
ban ci je bi lje ži lo se 3 mi nu te u in ter va li ma od 30 se kun di. 
Vri jed nos ti ap sor ban ci je re fe ren tne ki vete odu ze te su od 
vri jed nos ti is pit ne ki ve te pri je ne go su se iz ra ču na le je di-
ni ce ak tiv nos ti. Ak tiv no st ka ta la ze je vri jed no st iš či ta na i 
za bi lje že na kao kU/gHb.

Od re đi va nje ak tiv nos ti GRx (EC 1.8.1.7)

Reagens je prip rem ljen mi je ša njem 18 mL KH2PO4139 mM 
pufe ra, 0,76 mM EDTA pri pH 7,4 i 2 mL 2,5 mM NADPH. 
Uzo rak (20 μL 1: 20 he mo li za ta i 20 μL KH2PO4 pu fe ra), 220 

sub stan ces (TBARS) em ployi ng the met hod of Jain et al. 
(15).

Uric acid de ter mi na tion

Sim ple co lo ri met ric met hod of Buc ha nan et al. (16) was 
em ployed.

De ter mi na tion of GPx (EC 1.11.1.9) ac ti vi ty

GPx ac ti vi ty was mea su red spec trop ho to met ri cal ly (17) 
at 340 nm in 50 mM phos pha te, 5 mM EDTA, pH 7.0 con-
tai ni ng 0.3 mM NADPH, 0.3 U/mL GRx, 5 mM GSH, 4 mM 
so dium azi de, 75 μM H2O2 and 10 μL of erythro cyte lysa-
te in a ]  nal reac tion mixtu re of 3 mL. The he mo lysa te 
was pret rea ted wi th Drab kin’s rea ge nt to pro du ce stab-
le cyan met he mog lo bin, eli mi na ti ng met he mog lo bi n-re-
duc ta se-me dia ted (or no nen zyma tic) oxi da tion of NA-
DPH. One unit of GPx was con si de red to be the amou nt 
ne ces sa ry to oxi di ze 1 μmol NADPH/min. The ac ti vi ty was 
expres sed as U/gHb.

De ter mi na tion of SOD (EC 1.15.1.1) ac ti vi ty

SOD ac ti vi ty was mea su red ac cor di ng to the met hod 
of Beut ler (13). Brie  ̂ y, the reac tion is de pen de nt on the 
pre sen ce of su pe roxi de anio ns that cau se the oxi da tion 
of pyro gal lol. The in hi bi tion of pyro gal lol oxi da tion by 
SOD was mo ni to red and the amou nt of en zyme pro du-
ci ng 50% in hi bi tion was de ]  ned as one unit of en zyme 
ac ti vi ty. The as say mixtu re con tai ned 1 M Tris, 5 mM EDTA 
buc  er, pH 8.0, and 10 mM pyro gal lol. The in hi bi tion of pyro-
gal lol oxi da tion by SOD was mo ni to red at 420 nm, and the 
en zyme ac ti vi ty was eva lua ted and expres sed as U/gHb.

De ter mi na tion of ca ta la se (EC 1.11.1.6) ac ti vi ty

Ca ta la se de com po ses H2O2 and for ms wa ter and mo le cu-
lar oxygen. H2O2 ab sor bs maxi mum lig ht at 240 nm. The 
ab sor ban ce dec rea ses as H2O2 is bei ng de com po sed by 
ca ta la se. De ter mi na tion of ca ta la se ac ti vi ty was as sayed 
by mo ni to ri ng the ra te of H2O2 decom po si tion spec trop-
ho to met ri cal ly at 240 nm fol lowi ng the pro ce du re of Ae-
bi (18). The as say mixtu re con tai ned 0.9 mL of 1M Tris, 5 
mM EDTA buc  er, pH 7.0 and 0.1 mL of the sam ple. The 
reac tion was star ted by ad di ng 1.0 mL of 200 mM hydro-
gen pe roxi de (H2O2) in the te st cu vet te and by ad di ng 
the sa me vo lu me of dis til led wa ter in stead of hydro gen 
pe roxi de in the re fe ren ce cu vet te. The dec rea se in ab sor-
ban ce was mea su red wi th a re cor der at an in ter val of 30 
se con ds for 3 mi nu tes. The va lue of ab sor ban ce of the re-
fe ren ce cu vet te was sub trac ted from that of the te st cu-
vet te be fo re cal cu la ti ng the uni ts of ac ti vi ty. The ac ti vi ty 
of ca ta la se was eva lua ted and expres sed as kU/gHb.

De ter mi na tion of GRx (EC 1.8.1.7) ac ti vi ty

The main rea ge nt was pre pa red by com bi ni ng 18 mL of 
KH2PO4 buc  er 139 mM, 0.76 mM EDTA, pH 7.4 and 2 mL of 
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μL rea gen sa i 5 μL 0, 315 mM  ̂a vi n-a de nin di nuk leo ti da 
(FAD) i 10 μL KH2PO4 pu fe ra do da no je u ki ve tu i mje re na 
je ap sor ban ci ja na 340 nm ti je kom 200 s (ko rak A). Na kon 
to ga je do da no 30 μL 22mM GSSG i 10 μL KH2PO4 pu fe ra 
ka ko bi za po če la reak ci ja te je ap sor ban ci ja mje re na sli je-
de ćih 175 s (ko rak B). Vo lu men ko nač ne reak cij ske smje se 
bio je 315 μL. Raz li ka u ap sor ban ci ji po mi nu ti iz među ko-
ra ka A i B upot reb lje na je za iz ra čun en zim ske ak tiv nos ti. 
Je di ni ca je μmol NADPH ok si di ra nog po mi nu ti i ak tiv no-
st GRx iz ražena je kao U/gHb (19).

Sta tis tič ka ana li za

Podaci su iz ra že ni kao sred nja vri jed no st ± stan dar dna de-
vi ja ci ja. Pro ve den je Stu den tov t-test za sta tis tič ku ana li zu 
po da ta ka, ka ko bi se us po re di la nor mo ten ziv na kon trol na 
sku pi na i sku pi na bo les ni ca s preek lam psi jom. Vri jed nos ti 
P za obos tra nu vje ro jat no st (en gl. two-tai led pro ba bi li ty) 
iz ra ču na le su se po mo ću prog ra ma Grap hPad Quic kCal cs 
Sof tware. Ra zi na sta tis tič ke zna čaj nos ti bi la je pos tav lje na 
na P ≤ 0,05.

Rezultati

De mog raf ski i kli nič ki pa ra met ri zdra vih nor mo ten ziv nih 
is pi ta ni ca i onih s teš kim ob li kom preek lam psi je pri ka za ni 
su u tab li ci 1. Iz kli nič kih je re zul ta ta vid lji vo da je pros-
ječna vri jed no st kr vnog tla ka kod že na s preek lam psi jom 
bi la vr lo vi so ka, što uka zu je na oz bilj no st preek lam psi je.

Prom je ne pro- i an tiok si da cij skih neen zim skih me ta-

bo li ta i os mot ske re zis ten ci je

Svi ok si da cij ski pa ra met ri bi li su znat no po vi še ni kod že-
na s preek lam psi jom u us po red bi s oni ma iz kon trol ne 

NADPH 2.5 mM. The sam ple (20 μL of 1: 20 he mo lysa te + 
20 μL of KH2PO4 buc  er), 220 μL of the main rea ge nt and 5 
μL of FAD 0.315 mM + 10 μL of KH2PO4 buc  er we re ad ded 
to the cu vet te and the ab sor ban ce was mo ni to red at 340 
nm for 200 s (step A). Then 30 μL of GSSG 22 mM + 10 μL 
of KH2PO4 buc  er we re ad ded to sta rt the reac tion and the 
ab sor ban ce was fol lowed for 175 s (step B). The ]  nal reac-
tion vo lu me was 315 μL. The dic  e ren ce in ab sor ban ce per 
mi nu te be tween ste ps B and A was used to cal cu la te the 
en zyme ac ti vi ty. The unit was μmol of NADPH oxi di zed/
min and the GRx ac ti vi ty was eva lua ted and expres sed as 
U/gHb (19).

Sta tis ti cal ana lysis

Da ta we re expres sed as mean ± stan da rd de via tion. Stu-
den t’s t-te st was per for med for sta tis ti cal ana lysis of da ta 
to com pa re nor mo ten si ve con trol and preec lam ptic pa-
tie nt grou ps. The two-tai led pro ba bi li ty P-va lues we re 
cal cu la ted usi ng Grap hPad Quic kCal cs Sof twa re. The t-te-
st sta tis ti cal sig ni ]  can ce was set at P ≤ 0.05.

Re sul ts

De mog rap hic and cli ni cal pa ra me te rs of the nor mo ten-
si ve heal thy sub jec ts and pa tien ts wi th se ve re preec lam-
psia are sum ma ri zed in Tab le 1. It is evi de nt from cli ni cal 
] n din gs that the ave ra ge blood pres su re was ve ry hi gh 
in preec lam ptic wo men, in di ca ti ng the se ve ri ty of preec-
lam psia.

Al te ra tio ns in pro-oxi da nt and an tioxi da nt no nen-

zyma tic me ta bo li tes and os mo tic fra gi li ty pro 3  les

All oxi da nt pa ra me te rs we re sig ni ]  can tly hig her in preec-
lam ptic wo men when com pa red wi th con tro ls, wi th 

TAB LI CA 1. De mog raf ski i kli nič ki pa ra met ri nor mo ten ziv nih is-
pi ta ni ca (kon trol ne sku pi ne) i onih obo lje lih od teš kog ob li ka 
preek lam psi je

TAB LE 1. De mog rap hic and cli ni cal pa ra me te rs of nor mo ten si-
ve (con trol group) and se ve re preec lam psia sub jec ts

Pa ra me ter
Con trol group

(N = 25)

Preec lam ptic group

(N = 27)
P

Age (yrs) 23 ± 4 24 ± 4 0.474

Mean ges ta tio nal age at sam pli ng (wks) 35 ± 2 35 ± 2 0.529

BMI at sam pli ng (kg/m2) 22.8 ± 1.8 23.2 ± 1.6 0.400

Systo lic BP (mm Hg) 115.4 ± 10.8 188.2 ± 13.4 < 0.001

Dias to lic BP (mm Hg) 68.8 ± 10.2 110.8 ± 12.4 < 0.001

Pul se ra te (bea ts/min) 70.6 ± 2.2 71.2 ± 1.4 0.243

Pro tei nu ria (g/day) / 1.82 ± 0.98 /

Ede ma / ++ in all ca ses /

Va lues are expres sed as mean ± SD; BMI - bo dy ma ss in dex; BP - blood pres su re



Biochemia Medica 2008;18(3):331–41

336

Suhail M. i sur. An tiok si da cij ski i prook si da cij ski bi lje zi u preek lam psi ji

Suhail M. et al. An tioxi da nt pro-oxi da nt mar ke rs in preec lam psia

sku pi ne, s iz nim kom GSH či ja je kon cen tra ci ja bi la znat no 
sma nje na, što je uka zi va lo na po ve ćan ok si da cij ski stres 
u teš kom ob li ku preek lam psi je (Tab li ca 2.). Kod sku pi ne 
bo les ni ca s preek lam psi jom erit ro ci ti su pret r pje li ja ču li-
zu od onih pri kup lje nih od kon trol ne sku pi ne pr vo ro di-
lja. Kri vu lja os mot ske re zis ten ci je kod bo les ni ca s teš kom 
preek lam psi jom po mak nu la se udes no u od no su na kri-
vu lju nor mo ten ziv ne sku pi ne, zbog sma nje ne os mot ske 
re zis ten ci je erit ro cita (P = 0,001). Os mot ska re zis ten ci ja 
obi ju sku pi na pri ka za na je na sli ci 1.

the excep tion of GSH, whi ch was sig ni ]  can tly dec rea-
sed, poin ti ng to the en han ced oxi da ti ve stre ss in se ve re 
preec lam psia (Tab le 2). The erythro cytes from preec lam-
ptic pa tien ts un de rwe nt hig her lysis than tho se from nor-
mal pri mi pa rae. In pa tien ts wi th se ve re preec lam psia, the 
os mo tic fra gi li ty pro ]  le showed a shi ft to the rig ht from 
the nor mo ten si ve one due to their in crea sed erythro cyte 
os mo tic fra gi li ty (P = 0.001). The os mo tic fra gi li ty pro ]  les 
are de pic ted in Fi gu re 1.

TAB LI CA 2. Ok si da cij ski i an tiok si da cij ski sad r ža ji u kon trol noj 
sku pi ni i sku pi ni bo les ni ca s preek lam psi jom

TAB LE 2. Oxi da nt and an tioxi da nt con ten ts in con trol and se ve-
re preec lam psia sub jec ts

Pa ra me ter
Con trol group

(N = 25)

Preec lam ptic group

(N = 27)

% In crea se ↑

% Dec rea se ↓
P

Uric acid (mmol/l) 0.384 ± 0.14 0.524 ± 0.08 36.5% ↑ < 0.001

MDA (nmol/gHb) 7.98 ± 2.92 10.64 ± 2.62 33% ↑ 0.001

GSH (μmol/gHb) 9.24 ± 2.14 7.36 ± 1.86 20% ↓ 0.001

GSSG (μmol/gHb) 1.21 ± 0.22 1.44 ± 0.26 19% ↑ 0.001

GSSG/GSH 0.131 ± 0.08 0.196 ± 0.07 49.6% ↑ 0.003

Va lues are expres sed as mean ± SD; MDA - ma lon dial de hyde, GSSG - oxi di zed glu tat hio ne, GSH - re du ced glu tat hio ne

SLI KA 1. Os mot ska re zis ten ci ja kon trol ne sku pi ne i bo les ni-
ca s teš kom preek lam psi jom. Kontrolna skupina: MEF = 0,622 
± 0,027; Bolesnice s preeklampsijom: MEF = 0,647 ± 0,025 (P = 
0,001). MEF – osmotska rezistencija eritrocita.

FI GU RE 1. Os mo tic fra gi li ty pro ]  les of nor mal heal thy con trol 
and se ve re preec lam psia pa tien ts. Normal group: MEF = 0.622 
± 0.027; Preeclampsia group: MEF = 0.647 ± 0.025 (P = 0.001). 
MEF – mean erytrocyte fragility.
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Prom je ne u en zim skom an tiok si da cij skom sta tu su

Pro ci je ni li smo mje ru en zim ske an tiok si da cij ske zaš ti te 
kod kon trol ne sku pi ne i sku pi ne trud ni ca s teš kom preek-
lam psi jom i pro naš li znat ne va ri ja ci je u nji ho vim pro ]  li ma 
(Tab li ca 3.). An tiok si da cij ski en zi mi (SOD, GRx, GPx) po ka-
za li su po ve ća nje ak tiv nos ti kod oso ba s preek lam psi jom 
u us po red bi sa že na ma iz kon trol ne sku pi ne, što uka zu je 
na gu bi tak nji ho vog an tiok si da cij skog ka pa ci te ta. S dru-
ge stra ne, pri mi je ti li smo zna čaj no po ve ća nje ak tiv nos ti 
ka ta la ze, što uka zu je na nje nu kom pen zi ra ju ću re gu la cij-
sku ulo gu u od go vo ru na po ve ćan ok si da cij ski stres.

Pa ra me ter
Con trol group

(N = 25)

Preec lam ptic group

(N = 27)

% In crea se ↑

% Dec rea se ↓
P

Superoxide dis mu ta se 
(SOD U/gHb)

697.8 ± 86.2 532.4 ± 98.6 23.7% ↓ < 0.001

Glutathione pe roxi da se 
(GPx U/gHb)

13.8 ± 4.2 11.8 ± 4.6 14.5% ↓ 0.109

Glutathione re duc ta se 
(GRx U/gHb)

9.81 ± 2.96 7.66 ± 3.12 21.9% ↓ 0.014

Catalase (kU/gHb) 81.4 ± 24.6 103.2 ± 23.4 26.8% ↑ 0.002

Va lues are expres sed as mean ± SD

TAB LE 3. Ac ti vi ties of va rious an tioxi da nt en zymes in con trol 
and se ve re preec lam psia sub jec ts

TAB LI CA 3. Ak tiv nos ti raz li či tih an tiok si da cij skih en zi ma u kon-
trol noj sku pi ni i i sku pi ni bo les ni ca s preek lam psi jom

Al te ra tio ns in the en zyma tic an tioxi da nt sta tus

We eva lua ted the quan tum of en zyma tic an tioxi da nt de-
fen se bo th in nor mal and se ve re ly preec lam ptic wo men, 
and fou nd mu ch va ria tion in their pro ]  les (Tab le 3). The 
an tioxi da nt en zymes (SOD, GRx and GPx) showed a dec-
rea se in their ac ti vi ties in preec lam ptic wo men as com pa-
red wi th nor mal wo men, in di ca ti ng the lo ss in their an-
tioxi da nt ca pa ci ty, whe reas a sig ni ]  ca nt in crea se in ca ta-
la se ac ti vi ty showed its com pen sa ti ng re gu la to ry ro le in 
res pon se to the in crea sed oxi da ti ve stre ss.

Rasprava

U na šem smo is tra ži va nju pro ci je ni li prom je ne pro- i an-
tiok si da cij ske rav note že kod teš kog ob li ka preek lam psi je, 
od re đu ju ći kon cen tra ci je neen zim skih hva ta ča, (npr. re-
du ci ra nog glu ta tio na), ak tiv nos ti an tiok si da cij skih en zi ma 
i glav nih me ta bo li ta pe rok si da ci je li pi da. Oc je nji va li smo, 
ta ko đer, os mot sku re zis ten ci ju eritrocita, koja je iz rav no 
po ve za na s pa to ]  zio loš kim prom je na ma kod preek lam-
psi je. To smo uči ni li za to što su erit ro ci ti oso bi to os jet lji-
vi na ok si da cij sko oš te će nje, bu du ći da dje lu ju kao no sio-
ci ki si ka (iz lo že ni su vi so koj za si će nos ti ki si kom), ne ma-
ju spo sob no st samoob nav lja nja, erit ro cit na mem bra na 
pod lož na je pe rok si da ci ji li pi da, dok je he mog lo bin sklon 
au took si da ci ji.
Ovo je is tra ži va nje ot kri lo zna čaj no po ve ća nje kon cen tra-
ci je MDA u erit ro ci ti ma kod že na s teš kim ob li kom preek-
lam psi je u us po red bi s kon trol nom sku pi nom. To bi mog-
lo re zul ti ra ti ve ćom mo guć noš ću en do tel nog oš te će nja, 
što bi na kra ju do ve lo do po vi še nja di jas to lič nog tla ka 
(20), a to na da lje po gor ša va sta nje obo lje lih od preek lam-
psi je (4). Po vi še ni ROS pak mo gu ok si di ra ti mno ge dru ge 

Dis cus sion

In the pre se nt stu dy, we eva lua ted the al te ra tio ns in pro-
oxi da nt and an tioxi da nt ba lan ce in se ve re preec lam psia 
by de ter mi ni ng the le ve ls of no nen zyma tic sca ven ge rs 
li ke re du ced glu tat hio ne, an tioxi da nt en zyma tic ac ti vi-
ties and ma jor me ta bo li tes of li pid pe roxi da tion. We al so 
eva lua ted erythro cyte os mo tic fra gi li ty that is di rec tly re-
la ted to the pat hop hysio lo gi cal con di tio ns of preec lam-
psia. We did so be cau se red blood cel ls are par ti cu lar ly 
sus cep tib le to oxi da ti ve da ma ge as they act as an oxygen 
car rier (get ti ng expo sed to hi gh oxygen ten sio n); do not 
ha ve the ca pa ci ty to re pair them sel ves; their mem bra nes 
are pro ne to li pid pe roxi da tion; and he mog lo bin is mo re 
sus cep tib le to au to-oxi da tion.
Our pre se nt in ves ti ga tion re vea led a sig ni ]  ca nt in crea se 
in erythro cyte MDA con cen tra tion in se ve re ly preec lam-
ptic pa tien ts in com pa ri son to nor mal con tro ls. This may 
re su lt in a grea ter po ten tial for en dot he lial da ma ge ul ti-
ma te ly lea di ng to ele va ted dias to lic pres su re (20), whi ch 
fur ther aggra va tes the con di tion of preec lam ptic pa tien-
ts (4). En han ced ROS in tu rn can oxi di ze ma ny ot her im-
por ta nt bio mo le cu les in clu di ng erythro cyte mem bra ne 
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bit ne bio mo le ku le, uk lju ču ju ći fos fo li pi de na mem bra-
ni erit ro ci ta. Kao što smo pri je spo me nu li, dos tu pan je 
niz čla na ka ko ji po ka zu ju po ve ća ne kon cen tra ci je MDA i 
TBARS kod preek lam psi je. Sto ga se na ši re zul ta ti sla žu s 
pret hod ni ma (4,20).
Iz na ših je re zul ta ta jas no vi dlji va ulo ga re du ci ra nog glu-
ta tio na u zaš ti ti mak ro mo le ku la od ok si da cij skog oš te će-
nja, bu du ći da je kon cen tra ci ja GSH bi la znat no vi ša kod 
kon trol ne sku pi ne ne go kod trud ni ca s preek lam psi jom. 
Re du ci ra ni glu ta tion osi gu ra va sta ni ca ma ot por no st na 
ok si da cij sku reak ci ju s do volj no vi so kom unu tar sta nič-
nom kon cen tra ci jom GSH. Ti je kom ok si da cij ske reak ci-
je GSH ok si di ra u GSSG, što za pos lje di cu ima po ve ća nje 
kon cen tra ci je GSSG. Me đu tim, ukup na koncentracija GSH 
i GSSG zna čaj no se sma nji la kod obo lje lih od preek lam si-
je, što bi mog lo bi ti us li jed po re me će nog stva ra nja GSH 
u erit ro poe zi ili po ve ća nog iz las ka GSSG iz erit ro ci ta u 
preek lam psi ji. Po ja ča no ot puš ta nje GSSG je, pre ma miš-
lje nju Sri vas ta ve i Beut le ra (21), je dan od raz lo ga zbog ko-
jih erit ro ci ti pre no se GSSG pri vi so kim kon cen tra ci ja ma 
unu tar sta nič nog GSSG, a erit ro cit na mem bra na pre no si 
GSSG, ali ne i GSH.
Od nos GSSG/GSH u erit ro ci ti ma mo že pos lu ži ti kao ra ni 
i os jet ljiv po ka za telj ok si da cij ske ne rav no te že i va žan cilj 
bu du ćih kli nič kih po ku sa, ka ko bi se kon tro li ra li učin ci an-
tiok si da cij skog li je če nja kod že na s po ve ća nim ri zi kom od 
sin dro ma preek lam psi je (22). Na ši po da ci jas no uka zu ju 
na to da se kon cen tra ci ja GSH u erit ro ci ti ma znat no sma-
nji la u pa to ]  zio loš kom sta nju preek lam psi je, s us po red-
nim po vi še njem kon cen tra ci je MDA i GSSG što se sla že re-
zul ta ti ma što su ih ob ja vi li Pad mi ni i Geet ha (23) te Yos hio 
i sur. (24).
Uo či li smo da je po ve ća na li za eri to ci ta re zul tat ok si da-
cij skog oš te će nja erit ro cit ne mem bra ne, a uz ro ku je sma-
nje nu  ̂uid no st mem bra ne i sma nju je nje nu spo sob no st 
ot po ra os mot skim prom je na ma. Unu tar sta nič ni glu ta tion 
u erit ro ci ti ma ok si di ra se u ve ćoj mje ri kod sku pi ne pr vo-
rot ki nja s preek lam psi jom ne go kod nor mo ten ziv nih pr-
vo rot ki nja. Na še je za pa ža nje suk lad no iz vješ ću o preek-
lam psi ji Spic ket ta i sur. (10). Već smo pri je iz vješ ta va li o 
sma nje noj os mot skoj re zis ten ci ji erit ro ci ta kod di ja be ti-
ča ra ko ji su po ka za li nor mal nu os mot sku re zis ten ci ju uz 
li je če nje in zu li nom (25). Glav na od red ni ca he mo li ze in vit-
ro je vo lu men sta ni ce u bi lo ko jem tre nutku u od no su na 
nje nu naj ve ću mo gu ću pov r ši nu mem bra ne. Os mot ska 
re zis ten ci ja in vit ro ovi si o: i) oto pi ni za sus pen zi ju či ji se 
pH i to ni ci tet kon tro li ra ju tes tom os mot ske re zis ten ci je; ii) 
ukup nom bro ju unu tar sta nič nih os mot ski ak tiv nih čes ti-
ca ko je od re đu ju vo lu men sta ni ce u bi lo ko jem vanj skom 
ok ru že nju; i iii) kri tič kom vo lu me nu he mo li ze kao slo že-
nom pa ra met ru ovis nom o kvan ti ta tiv nim i kva li ta tiv nim 
čim be ni ci ma po ve za nim s li pi di ma i pro tei ni ma sta nič-
ne mem bra ne. Sto ga, bit na ve za u od re đi va nju os mot-
ske re zis ten ci je je st om jer kri tič nog vo lu me na he mo li ze 

phos pho li pi ds. As men tio ned be fo re, the re are li te ra tu re 
re por ts on in crea sed le ve ls of MDA or TBARS in preec lam-
psia. Thus, our ] n din gs are con sis te nt wi th tho se re por-
ted el sewhe re (4,20).
The ro le of re du ced glu tat hio ne in the pro tec tion of mac-
ro mo le cu les again st oxi da ti ve da ma ge was clear ly evi-
de nt from our ] n din gs sin ce the le vel of GSH was sig ni ] -
can tly hig her in nor mo ten si ve wo men as com pa red wi th 
preec lam ptic wo men. Re du ced glu tat hio ne pro vi des re-
sis tan ce to cel ls again st oxi da ti ve in su lt wi th suy    cie nt in-
tra cel lu lar con cen tra tion of GSH. Du ri ng oxi da ti ve in su lt, 
GSH is oxi di zed to GSSG, as a con sequen ce of whi ch the 
le vel of GSSG in crea ses. Howe ver, to tal le vel of GSH and 
GSSG was dec rea sed sig ni ]  can tly in preec lam pti cs, whi-
ch may be due to de fec ti ve synthe sis of GSH in erythro-
poie sis or in crea sed expo rt of GSSG from preec lam ptic 
erythro cytes. The en han ced ez   ux of GSSG see ms to be 
one of the rea so ns, as ac cor di ng to Sri vas ta va and Beut-
ler (21) hu man erythro cytes tran spo rt GSSG at hi gh le ve ls 
of in tra cel lu lar GSSG and red blood ce ll mem bra nes tran-
spo rt GSSG but not GSH.
The erythro cyte GSSG/GSH ra tio may ser ve as an ear ly 
and sen si ti ve pa ra me ter of the oxi da ti ve im ba lan ce and 
a re le va nt tar get for fu tu re cli ni cal tria ls to con trol the ef-
fec ts of an tioxi da nt treat me nt in wo men at an in crea sed 
ri sk of the preec lam psia syndro me (22). Our da ta clear ly 
in di ca ted that red blood ce ll GSH dec rea sed pro foun dly 
in the pat hop hysio lo gi cal con di tion of preec lam psia wi th 
a pa ral lel in crea se in MDA and GSSG con cen tra tion whi ch 
is in ag ree me nt wi th tho se re por ted in preec lam psia by 
Pad mi ni and Geet ha (23) and Yos hio et al. (24).
We ob ser ved that in crea sed lysis re sul ted from oxi da-
ti ve da ma ge to the erythro cyte mem bra ne, cau si ng a 
dec rea se in mem bra ne  ̂ui di ty and re du ci ng its abi li ty 
to wit hsta nd os mo tic chan ges, and in tra cel lu lar glu tat-
hio ne was mo re oxi di zed in erythro cytes from preec-
lam ptic wo men as com pa red to nor mo ten si ve pri mi pa-
rae. Our ob ser va tion is in har mo ny wi th the re po rt on 
preec lam psia by Spic ke tt et al. (10). We ha ve pre vious ly 
re por ted in crea sed os mo tic fra gi li ty of dia be tic erythro-
cytes, whi ch yiel ded nor mal os mo tic fra gi li ty pro ]  le on 
in su lin treat me nt (25). The main de ter mi na tion of in vit ro 
he mo lysis is the vo lu me of the ce ll at any gi ven ti me in 
re la tion to its maxi mal pos sib le mem bra ne sur fa ce area. 
In vit ro os mo tic fra gi li ty is de pen de nt on: i) the sus pen di-
ng me dium, who se pH and to ni ci ty are con trol led in the 
os mo tic fra gi li ty te st; ii) to tal num ber of in tra cel lu lar os-
mo ti cal ly ac ti ve con sti tuen ts, whi ch de ter mi ne ce ll vo lu-
me in any gi ven exter nal en vi ron me nt; and iii) the cri ti cal 
he mo lytic vo lu me, a com plex pa ra me ter de pen de nt on 
quan ti ta ti ve and qua li ta ti ve fac to rs as so cia ted wi th the 
mem bra ne li pid and pro tein. The re fo re, the im por ta nt 
re la tion ship de ter mi ni ng os mo tic fra gi li ty is the ra tio of 
cri ti cal he mo lytic vo lu me to the in ter nal os mo tic con ten-
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i unu tar sta nič nih os mot skih ak tiv nih čes ti ca erit ro ci ta. 
Na ši re zul ta ti kon cen tra ci ja GSH, GSSG i MDA u erit ro ci ti-
ma kod kon trol ne i is pit ne sku pi ne jas no po ka zu ju znat nu 
prom je nu u nji ho vom unu tar njem sad r ža ju. Iz vješ ta va li 
smo (26) o to me da, ka da erit ro cit iz gu bi spo sob no st zad-
r ža va nja svo je kon cen tra ci je GSH, ak ti vi ra se pro teo li tič ki 
me ha ni zam na mem bra ni i uz ro ku je ot puš ta nje si ja log li-
ko pep ti da i prom je ne pov r ši ne ko je or ga ni ma ko ji uk la-
nja ju sta re sta ni ce omo gu ću ju od stra ni ti tak ve sta ni ce iz 
kr vo to ka.
U na šem su se is pi ti va nju ak tiv nos ti an tiok si da cij skih en-
zi ma SOD i GRx u erit ro ci ti ma zna čaj no sni zi le. SOD je bi-
tan an tiok si da cij ski en zim ko ji ima an ti tok sič ni uči nak na 
su pe rok si d-a nion i ka ta lizira reak ci ju u ko joj se ra di ka li su-
pe rok si da pret va ra ju u H2O2 and O2. SOD sni ža va kon cen-
tra ci ju su pe rok si d-a nio na u sta ni ca ma krvnih ži la (27), a 
to je me ha ni zam ko ji bi se mo gao sup rot sta vi ti raz vo ju hi-
per ten zi je. Na ši re zul ta ti su po ka za li ka ko su oba ova en zi-
ma za ka za la u iz vr ša va nju svo jih ulo ga u pot reb noj mje ri 
kod preek lam psi je, i to zbog nji ho ve sma nje ne ak tiv nos ti. 
Glu ta tio n-pe rok si da za (GPx), en zim in du ci ran ok si da cij-
skim stre som, ima važ nu ulo gu u me ha niz mu uk la nja nja 
pe rok si la i u od r ža va nju in teg ri teta sta nič ne mem bra ne 
(28). Nje go va ak tiv no st je sma nje na u preek lam psi ji, ali ne 
zna čaj no, što bi mog lo zna či ti da ne pru ža zaš ti tu in teg ri-
te ta erit ro cit ne mem bra ne. Na ši re zul ta ti o ak tiv nos ti ma 
SOD, GPx i GRx u preek lam psi ji suk lad ni su s li te ra tur nim 
iz vješ ći ma (1-4). Op reč ni iz vješ ta ji (5-7) o po ve ća nju nji ho-
ve ak tiv nos ti mog li bi se pro tu ma či ti ne dos tat kom vi ta-
mi na E kod is pi ta ni ka sku pi ne obo lje lih od preek lam psi-
je, o če mu ovi si stu panj te ži ne bo les ti. Ti je kom nor mal ne 
trud no će, kon cen tra ci ja vi ta mi na E u plaz mi prog re siv no 
se po ve ća va, mož da zbog po ve ća nja kon cen tra ci je cir ku-
li ra ju ćih li pop ro tei na kao pre no si te lja vi ta mi na E ti je kom 
trud no će. Kod bo les ni ca s bla gim ob li kom preek lam psi je 
kon cen tra ci ja α-to ko fe ro la u majči noj kr vi ni su sma nje ne 
u us po red bi s vri jed nos ti ma u nor mal noj trud no ći (29,30), 
ali kod bo les ni ca s teš kom preek lam psi jom kon cen tra ci ja 
α-to ko fe ro la u plaz mi značaj no pa da u us po red bi s kon-
trol nom sku pi nom. Smat ra se da je raz log to me što se an-
tiok si dan si u ve ćoj mje ri is ko riš ta va ju za sup rot stav lja nje 
po re me ća ji ma što ih sta ni ca tr pi pos red stvom slo bod nih 
ra di ka la, a to pak do vo di do sma nje nja nji ho ve kon cen tra-
ci je u plaz mi (31). Zna čaj no po ve ća nje ak tiv nos ti ka ta la ze 
u sku pi ni obo lje lih od preek lam psi je po ka zu je ob ram be-
ni uči nak ovo ga en zi ma, ko ji šti ti sta ni ce od na kup lja nja 
H2O2 raz gra đu ju ći ga na vo du i ki sik, ko ji on da ra bi kao 
ok si da ns u ko jem dje lu je po put pe rok si da ze (32).
U zak ljuč ku, na te me lju re zul ta ta ko ji su po ka za li sma nje-
nu ak tiv no st SOD, GRx i GPx, ko ji ni su us pje li kon tro li ra ti 
po vi še nu proiz vod nju ki si ko vih slo bod nih ra di ka la, pos-
tav lja mo hi po te zu o po ve ća nom ok si da cij skom stre su 
kod preek lam psi je. Po ve ća na ak tiv no st ka ta la ze mog la 
bi bi ti kom pen zi ra ju ći re gu la tor u od go vo ru na po ve ća-

ts of the red blood ce ll. Our re sul ts on the red ce ll con-
ten ts of GSH, GSSG and MDA in nor mal and preec lam ptic 
wo men clear ly poin ted to a sig ni ]  ca nt chan ge in their 
in ter nal con ten ts. We ha ve re por ted (26) that, when the 
erythro cyte lo ses the abi li ty to main tain its GSH con cen-
tra tio ns, the mem bra ne pro teo lytic mec ha ni sm be co mes 
ac ti ve, cau si ng sia log lyco pep ti de re lea se and sur fa ce mo-
di ]  ca tio ns that enab le he mo cat he re tic or ga ns to re mo ve 
old cel ls from the blood cir cu la tion.
In the pre se nt stu dy, the erythro cyte SOD and GRx an-
tioxi da nt en zyme ac ti vi ties dec rea sed sig ni ]  can tly. SOD 
is an im por ta nt an tioxi da nt en zyme ha vi ng an an ti toxic 
ec  e ct again st su pe roxi de anion and ca ta lyzi ng the reac-
tion in whi ch su pe roxi de ra di ca ls are con ver ted to H2O2 
and O2. It dec rea ses su pe roxi de anion con cen tra tion in 
the vas cu lar ce ll (27), a mec ha ni sm that cou ld coun te ra-
ct the de ve lop me nt of hyper ten sion. Our re sul ts showed 
the fai lu re of bo th the se en zymes to per fo rm their ro les 
in ca se of preec lam psia up to the requi red exte nt be-
cau se of their re du ced ac ti vi ties. Glu tat hio ne pe roxi da se 
(GPx), an oxi da ti ve stre ss indu cib le en zyme, plays a sig ni-
]  ca nt ro le in the pe roxyl sca ven gi ng mec ha ni sm and in 
main tai ni ng the ce ll mem bra ne in teg ri ty (28). Its ac ti vi ty 
dec rea sed in preec lam psia, al thou gh no n-sig ni ]  can tly, 
whi ch cou ld be in ter pre ted as not pro vi di ng pro tec tion 
to the red ce ll mem bra ne in teg ri ty. Our ] n din gs on the 
ac ti vi ties of SOD, GPx and GRx in preec lam psia are in har-
mo ny wi th the re por ts of ot he rs (1-4). Con tra st re por ts of 
an in crea se in their ac ti vi ties (5-7) mig ht be explai ned on 
the ba sis of the la ck of vita min E le ve ls in the stu dy sub-
jec ts, whi ch de pen ds on the se ve ri ty of preec lam psia. 
Duri ng nor mal preg nan cy, plas ma vi ta min E con cen tra-
tio ns show prog res si ve ele va tion, what cou ld be due to 
the ges ta tio nal in crea se in cir cu la ti ng li pop ro tei ns as vi-
ta min E tran spor te rs. In pa tien ts wi th mi ld preec lam psia, 
ma ter nal blood α-to cop he rol con cen tra tio ns we re not 
dec rea sed as com pa red wi th nor mal preg nan cies (29,30), 
but in pa tien ts wi th se ve re preec lam psia plas ma α-to cop-
he rol was sig ni ]  can tly dec rea sed as com pared wi th con-
tro ls, whi ch is thoug ht to be cau sed by the fa ct that an-
tioxi dan ts may be uti li zed to a grea ter exte nt to coun te-
ra ct free ra di ca l-me dia ted ce ll dis tur ban ces, re sul ti ng in a 
re duc tion in their plas ma le ve ls (31). The sig ni ]  ca nt ele va-
tion in preec lam ptic ca ta la se ac ti vi ty shows the pro tec-
ti ve ec  e ct of this en zyme, whi ch pro tec ts the cel ls from 
the ac cu mu la tion of H2O2 by dis mu ta ti ng it to fo rm wa ter 
and oxygen by usi ng it as an oxi da nt in whi ch it wor ks as 
a pe roxi da se (32).
In con clu sion, we hypot he si ze the oxi da ti ve stre ss to be 
in crea sed in preec lam psia, ba sed on our re sul ts showi-
ng dec rea sed SOD, GRx and GPx ac ti vi ties, whi ch fai led 
to con trol hig her oxygen free ra di cal pro duc tion the rein. 
The in crea sed ac ti vi ty of ca ta la se may be a com pen sa to-
ry re gu la tion in res pon se to the in crea sed oxi da ti ve stre-
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ni ok si da cij ski stres. Po ve ća na ak tiv no st ka ta la ze mo že 
se pro tu ma či ti kao uza lud no sup rot stav lja nje pre ve li kom 
stva ra nju reak tiv nih ki si ko vih spo je va (ROS) i kao po moć 
kod po ve ća nog ok si da cij skog oš te će nja u preek lam psi ji. 
Me đu tim, sma nje na os mot ska re zis ten ci ja jas no upu ću-
je na gu bi tak in teg ri te ta sta nič ne mem bra ne i skra ćen 
ži vot ni vi jek erit ro ci ta u preek lam psi ji. Li pid ni pe rok si di 
mog li bi bi ti dio ci to tok sič nog me ha niz ma ko ji uz ro ku je 
en do tel ne oz lje de i po vi šen kr vni tlak. Ko nač no, na ši re-
zul ta ti su uka za li na to da prook si dan si prev la da va ju nad 
an tiok si dan si ma kod preek lam psi je i da se rav no te ža na 
kra ju na ru ša va u ko ri st ok si da cij skog stre sa ko ji, do du še, 
ni je bio uz roč ni čim be nik, ne go pos lje di ca raz vo ja preek-
lam psi je. Dalj nja is tra ži va nja učin ka an tiok si da cij ske te ra-
pi je u suz bi ja nju ok si da cij skog stre sa mog la bi po mo ći u 
ra zu mi je va nju me ha niz ma raz vo ja pa to ]  zio loš kog sta nja 
preek lam psi je.

Zah va la

Zah va lju je mo na šim bo les ni ca ma ko je su dob ro volj no da-
le krv pot reb nu za ovaj pro je kt. Au to ri se ta ko đer zah va-
lju ju me di cin skom osob lju bol ni ce na nji ho voj po mo ći u 
sa kup lja nju i poh ra nji va nju uzo ra ka kr vi.

ss. The in crea sed ca ta la se ac ti vi ty cou ld be in ter pre ted as 
a fu ti le ec  o rt to coun te ra ct the over pro duc tion of reac ti-
ve oxygen spe cies and pro vi di ng re lief to the in crea sed 
oxi da ti ve da ma ge in preec lam psia. Howe ver, the in crea-
sed os mo tic fra gi li ty clear ly in di ca ted the lo ss in cel lu lar 
mem bra ne in teg ri ty and shor te ned li fe span of preec-
lam ptic red blood cel ls. Li pid pe roxi des cou ld be a pa rt 
of the cyto toxic mec ha ni sm lea di ng to the en dot he lial 
inju ry and ele va ted blood pres su re. Fi nal ly, our ] n din gs 
sug ges ted pro-oxi dan ts to pre vail over an tioxi dan ts in 
preec lam psia and the ba lan ce was ul ti ma te ly dis tur bed 
in fa vor of oxi da ti ve stre ss, whi ch was not the cau sa ti ve 
fac tor but the con sequen ce of preec lam psia de ve lop me-
nt. Fur ther stu dies on the ec  e ct of an tioxi da nt the ra py, to 
com bat the oxi da ti ve bur den, may be mo re hel pful to un-
der sta nd pro per ly the mec ha ni sm of the de ve lop me nt of 
pat hop hysio lo gi cal con di tio ns of preec lam psia.
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