NASTAVNO-NAU CNOM VE CU
UNIVERZITETA U BEOGRADU - FARMACEUTSKOG FAKULTETA

KOMISIJI ZA POSLEDIPLOMSKU NASTAVU - DOKTORSKE STUD IJE

Na sednici Nastavno-n&oog ve&a Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu,
odrzanoj 19.06.2014. godine, imenovani smo u Kgmiga ocenu i odbranu zavrSene
doktorske disertacije koja je prijavljena pod nasio ,Pokazatelji oksidativhog stresa,
lipidni profil i status enzima paraoksonaza 1 tokomtrudnoée bez komplikacija i nakon
porodaja“, kandidata dipl.inZ.medicinske biohemije Daniele &g specijaliste medicinske
biohemije.

Posle pregledane disertacije podnosimo Nastavogapoan Ve&u Farmaceutskog
fakulteta sledé

IZVESTAJ
A. SADRZAJ DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija je napisana na 127 strams 26 tabela, 12 slika i 153
literaturna navoda. Sadrzaj doktorske disertazi@zen je u sled@ém poglavljima: Uvod (23
strane), Ciljevi istrazivanja (1 strana), Materijametode (22 strane), Rezultati istrazivanja
(43 strane), Diskusija (20 strana), Zakgu(5 strana) i Literatura.

Ciljevi ove doktorske disertacije bili su slédel. Kod zdravih trudnica, kod kojih su
trudncata i porataj prosli bez komplikacija, ispitati promenu paraana oksidativhog stresa i
antioksidativne zastite, lipidnih parametara, ageroh indeksa, subfrakcija LDL i HDL
Cestica, status enzima paraoksonaza 1 i distribdeipotipova enzima paraoksonaza 1. 2.
Ispitati promene navedenih parametara u svim séwpnp trudnoée, prvom trimestru,
drugom trimestru, tdem trimestru, neposredno pre pda@ kao i dva meseca posle
poradaja. 3. Ispitati da li postoji razlika u parametairoksidativnog stresa, antioksidativne
zastite i lipidnog profila izm#u trudnica u razéitim periodima trudnée i zdravih ispitanica
iste starosne dobi. 4. Utvrditi da |i izthe parametara oksidativhog stresa, lipidnih
parametara, i aktivnosti enzima paraoksonaza ldnt&i postoji povezanost, kao i da li
fizioloSka trudnda predstavlja rizik za razvoj ateroskleroze. 5.ité&p uticaj povéanja
telesne tezine trudnica tokom trudeg kao i uticaj pusenja i suplementacije vitamininaa
parametre oksidativhog stresa, lipidne parametktivnost enzima paraoksonaza 1. 6. Ispitati
povezanost parametara oksidativnog stresa, lipidarametara i aktivnosti paraoksonaze 1 sa
telesnom masom, duzinom i obimom glave dergadi.

U poglavlju Materijali i metode su dati podaci o ispitanicama i primenjenim
metodama. Istrazivanjem, koje je dizajnirano kaegltudinalna studija, obuhvano je 60
zdravih gravidnih zena starosti 20-38 godina (nzawij 31 godina), koje su se javile na
pregled u SavetovaliSte za trudnice GinekoloSkosafske klinike (GAK) ,Narodni front®,



Beograd, radi prenatalnog laboratorijskog screeaingvi uzorci su sakupljani prema
utvrdenom kalendaru poseta savetovaliStu za trudnice GA¥Odni front i organizovani su u
pet poseta: prvi trimestar, drugi trimestar,c¢itrerimestar, neposredno pred pdap (38.
nedelja trudnée) i sedam nedelja posle pdega. Pri svakoj poseti trudnice su kompletno
Klini¢ki i laboratorijski obrdene. Gestacijska starost odik@na je ultrazvénim pregledom.
Kontrolnu grupwinile su 42 negravidne Zene uparene po godinam@&8§2fodina, mediana
32godine). Sve ispitanice su dale pismeni pristarakée&e u studiji, koju je za trudnice
odobrio Etéki odbor GAK ,Narodni front“, a za kontrolnu grugitticki odbor Farmaceutskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Od antropometrijskin podataka, trudnicama je mergisina i teZzina, kako bi se
izratunao indeks telesne mase [(ITM = teZina (kg)/katdisine (M)] i dobijanje u teZini od
jednog kontrolnog pregleda do drugog, izrazeno u kao procenat u odnosu na tezinu pre
trudncte. Sve ispitanice imale su normalnu tezinu néepau trudnde, sa ITM izméu 18,5
kg/m? i 24,9 kg m” Krvni pritisak je meren pri svakoj poseti, nakon®min mirovanja na
desnoj nadlaktici sfigmomanometrom. IzraZen je &@&ainja vrednost dva uzastopna merenja.

Kriterijumi za iskljw&ivanje iz studije bili su prekomerna tezina predtrcte, kao i
prisustvo bilo koje hrokne bolesti pre trudrée ili redovno uzimanje lekova, blizatka
trudnata, gestacijska hipertenzija, gestacijski dijabemeeklampsija, prisustvo bilo koje
druge komplikacije u trudréoi prevremeni pordaj. Na osnovu ovih kriterijuma, iz studije je
isklju¢eno 17 trudnica, i to iz sleéia razloga: osam trudnica je u raznim etapama atlust
studije svojevoljno, tri trudnice su razvile geg&ac dijabetes, tri trudnice su razvile
hipertenziju, dve trudnice su paene pre 38. nedelje trudi®i jedna trudnica je namerno
prekinula trudnéu zbog loSeg nalaza amniocenteze koji je ukazieadurner sindrom.

U studiji su na kraju preostale 43 trudnice koje lkompletno obrdene, donele
trudncatu do kraja i doSle na zakazanu kontrolu sedam jeedekle pordaja. Metu njima je
bilo 21 nulipara, 17 primipara i 5 multipara. Svednice porodile su se vaginalnim putem i
rodile su zdravu decu. Ma novora@enom decom bilo je 22 daka i 21 devajica.

Trudnice su tokom trudrde bile na adekvatnom rezimu ishrane prema savkdndea
21 trudnica je uzimala vitaminsku suplementacijwifivitamine i minerale). Suplementi su
uzimani jednom dnevno. Ta#e, 21 trudnica je imala pulie navike pre trudri@ sa
konzumacijom do 20 cigareta dnevno, a prestaleaspusenjem nakon Sto su saznale za
trudncu.

Uzorci su sakupljani nakon prekammg gladovanja (12 h) prema utenom
kalendaru poseta; u prvom trimestru, mediana l4lelfee trudnée, drugom trimestru,
mediana 24. nedelja trudé® tré&em trimestru, mediana 32. nedelja tru¢koneposredno
pred pordaj, 38. nedelja trudrie i sedam nedelja posle pdaja. Uzorci su uzimani u dva
vakutejnera (1 serumski i 1 plazma sa EDTA kaokaatjulansom), centrifugirani na 1500 g
10 min na 4C; podeljeni u odgovaraje alikvote od 20QuL i ¢uvani do analiziranja na
temperaturi -88C.

Kod ispitanica su oddeni sledéi parametri:

1. Antropometrijski podaci: starost, visina, teginndeks telesne mase, dobijanje u
tezini tokom trudnée.



2. Osnovni biohemijski i hematoloski parametri

3. Lipidni status - ukupni holesterol, HDL-holestle LDL-holesterol, razdvajanje
LDL i HDL subfrakcija, ApoAl, ApoB.

4. Parametri oksidativnog stresa: tiobarbiturrszekna-reagujéa supstanca — TBARS,
superoksid anjon radikal, lipidni hidroperoksidiGDOH), produkti oksidativne modifikacije
proteina (AOPP), totalni oksidacioni status (TO)poksidativni-antioksidativni balans
(PAB).

5. Parametri antioksidativne zastite: aktivnogtesaksid dismutaze (SOD), ukupne
sulfhidrilne grupe (SH grupe), totalni antioksidaii status (TAS).

6. Status i aktivnost enzima PONL1: aktivhost emzparaoksonaze prema paraoksonu
kao supstratu i aktivnost enzima paraoksonaze poeazaksonu kao supstratu.

Poreienje normalno distribuiranin kontinuiranih varijabgzvodeno je upotrebom
Studentovog t-testa ili testa analize varijanse QAM\ ) sa Tukey's post hoc testomy
zavisnosti od toga koliko grupa podataka se por¥®@iijable koje ne prate normalnu
raspodelu porene su Mann-Whitney i Kruskal-Wallis testovima. Haz izmeiu
kategortkih varijabli proveravane su upotrebgfntesta (tablice kontigencije).

Provera postojanja zéajnih korelacionih odnosa iz ispitivanih varijabli rdena
je Spearmanovom neparametarskom korelacionom anali¥ultipla regresiona analiza je
koris¢ena za identifikaciju nezavisnih faktora uticajgpogedine promeniljive.

B. OPIS DOBIJENIH REZULTATA

U sprovedenom istraZivanju sdastvovale 43 zdrave trudnice prése starosne dobi
30,0 = 4,15 godine i 42 zdrave negravidne Zeneegdnesstarosne dobi 30,4 + 4,93 godine,
uparene po godinama starosti. N&jvéroj ispitanica, 34 trudnice (79%) imale su pre
trudnae indeks telesne mase (ITM) u granicama optimahlmanjenosti. Srednja vrednost
ITM u grupi trudnica pre trudrée je bila 21,5 £ 2,88, a u kontrolnoj grupi 21,8,54, tako
da meu njima nije bilo statistki znatajne razlike. Méu trudnicama njih 22 (51%) imale su
puS&ke navike pre trudri®@, a mdu Zenama u kontrolnoj grupi iste navike je imalo 15
(35,7%) zena.

Sve ispitanice su tokom trudéei nakon pordaja bile normotenzivne, iako pokazuju
nesto nize vrednosti (ali bez statikti znatajne razlike) sistolnog i dijastolnog pritiska u
odnosu na kontrolnu grupu 5to je fizioloSka karaktika trudnae.

Sve trudnice donele su trudo do kraja, porodile se u predenom terminu
prirodnim vaginalnim putem i rodile zdravu decu &ogu obzirom na svoje fizioloSke
karakteristike dobila visoku ocenu naiemju, sa visokim Apgar skorom u prvom i petom
minutu.

Vrednosti osnovnih biohemijskih i hematoloSkihgragetara ispitanica kéa se tokom
trudnate u skladu sadekivanim fizioloSkim promenama koje prate zdravuditraGiu bez
komplikacija.

U poglavlju Rezultati dalje su analizirani parametri oksidativhog stresa
antioksidativne zastite.



TBARS je krajnji produkt razgradnje lipidnih pesifla i predstavlja marker kasne
faze oStéenja oksidansima. Tokom trudieo te vrednosti su uglavhom nepromenjene, a
statisttka analiza pokazala je da ne postojicajaa razlika u vrednostima tokom trudecu
odnosu na pietak trudnée. Vrednosti posle podaja su, méutim, zn&ajno viSe u odnosu
na pa&etak trudnoe, kao i u odnosu na kontrolnu grupucgd je kretanje i vrednosti LOOH
tokom trudnée, a vrednosti na getku trudnée, kao i sedam nedelja nakon piam
zn&ajno su vise od vrednosti u kontrolnoj grupi. AOR& pouzdan indirektan marker
oksidativnog oSigenja proteina zri@jno raste tokom trudie i v& od drugog trimestra
vrednosti su znmjno ve&e nego na pietku trudnde. Posle pordaja vrednosti zn@jno
opadaju u odnosu na fatak trudnée, ali nisu zn&jno razléite od vrednosti kontrolne
grupe. Superoksid anjon, slobodni radikal koji senarmalno stvara u metabétim
reakcijama, raste na petku trudnae i ta vrednost kasnije tokom trudieovarira, tako da je u
trecem trimestru zn&jno niza nego u prvom trimestru. Posle @daja superoksid anjon
znaajno je nizi nego na getku trudnde, ali se ne razlikuje od vrednosti u kontrolnajmgr
Vrednosti TOS rastu tokom trudéei u tr&em trimestru vrednost je z&gno viSa u odnosu
na prvi trimestar. Dalje prema kraju trudeoi nakon pordaja vrednosti opadaju prema
vrednostima sa petka trudnée, ali ta razlika nije statiski znaajna. PAB pokazuje
zna&ajno vise vrednosti u prvom trimestru trudacu odnosu na vrednosti kontrolne grupe
negravidnih Zena, ali i u svim ispitivanim perio@dinrudn@ée u odnosu na prvi trimestar.
Posle pordaja vrednost PAB-a opada i Ziaio je niza u odnosu na ¢eiak trudnoe i
doseze priblizne vrednosti kontrolne grupe.

Endogeni sistem antioksidativne zaStdi@e antioksidativni enzimi i neenzimski
antioksidansi. Superoksid dismutaza (SOD) predstaehzim prve linije odbrane od
oksidativnog stresa, i njegove vrednosti prema jdabn rezultatima variraju tokom
trudncate, tako da su u drugom trimestru gaao niZze u pordenju sa prvim trimestrom, a u
trecem trimestru i neposredno pred pdapSOD zn&ajno je visa nego na petku trudnde.
Posle pordaja ovaj enzim je zgajno viSi u odnosu na petak trudnoe i kontrolnu grupu.
SH grupe proteina kao deo neenzimskog sistema oelwd oksidativhog stresa, ne variraju
bitno tokom trudnée ako se posmatraju srednje vrednostidiiien, zbog male standardne
devijacije statistika analiza pokazuje da postoji Zama razlka méu pojedinim
trimestrima: vrednosti u drugom trimestru su &aao nize, a vrednosti u trem trimestru
zn&ajno vise u odnosu na prvi trimestar. Vrednostil@g®orataja su zn&jno vise od
vrednosti na p&etku trudnde, ali se ne razlikuju od vrednosti u kontrolnajigr TAS kao
marker sveukupne antioksidativne zasStite pokazujetegno viSe vrednosti u téem
trimestru, neposredno pred pdap i nakon pordaja u pordenju sa vredn@$l u prvom
trimestru.

Rezultati analize lipidnih parametara pokazuju tkanrani porast ukupnog
holesterola tokom trudrte, sa znéjno visim vrednostima u odnosu na prvi trimesearsle
poradaja, iako dolazi do pada vrednosti u odnosu nagmedajni period, ta vrednost ostaje |
dalje zng&ajno viSa u odnosu na prvi trimestar, ali i u odnoa kontrolnu grupu. Zgajan
porast vrednosti holesterola édvei prvom trimestru je &kivan, imajdi u vidu zn#&aj
holesterola za normalan razvoj fetusa. Vrednogjli¢erida prate isti trend kretanja tokom



trudnate kao i vrednosti holesterola, sa &mao viSim vrednostima u odnosu nacetak
trudnate, da bi nakon podaja te vrednosti opale do nivoa prvog trimestraak)pova
vrednost nakon podaja ostaje zn@jno visa u odnosu na kontrolnu grupu. VrednostiHD
holesterola zn&jno rastu vé u prvom trimestru u odnosu na kontrolnu grupuagete su u
drugom trimestru, nakodega lagano opadaju do termina ptaj@a. Posle poiaja belezi se
dalji pad vrednosti, koje su zfgno nize u odnosu na vrednosti sa‘gika trudnée i
priblizno su jednake vrednostima u kontrolnoj grufdL-holesterol zn&jno raste u drugom
trimestru i dalje tokom tieg trimestra i neposredno pred piap Posle pordaja vrednosti
LDL-holesterola neznatno opadaju ali su i daljeca@o viSe nego na getku trudnde i u
odnosu na kontrolnu grupu, odnosno potreban je pezod od ispitivanog da bi se vrednost
normalizovala i dovela na nivo pre trudeo lako HDL-holesterol tokom trudte raste,
dobijeni rezultat pokazuje da u odmakloj truéinas momentu stagnacije vrednosti HDL
holesterola koji ima ateroprotektivnho dejstvo, LDblesterol svojim daljim rastom u istom
periodu postaje dominantna strana ovog odnosa. étrerarednosti ApoAl i ApoB tokom
ispitivanog perioda uglavnom prate kretanje vretiné$DL i LDL-holesterola. Posle
poradaja vrednosti su na nivou vrednosti kontrolne grupgitaju ApoB, ili nize kada je u
pitanju ApoAl. Iz osnovnih lipidnih parametara izuaati su i lipidni indeksi.

Kako je prethodnom analizom parametara lipidnogdfilar utvrdeno da se tokom
normalne, nekomplikovane trudé® vetina lipidnih parametara menja i ide ka aterogenom
lipidnom profilu, sledéi korak u ovoj studiji bio je ispitivanje veine LDL i HDL cestica i
promena raspodele njihovih subfrakcija tokom truégnd’rocenat LDL | subfrakcije koja je
karakteristina za fenotip sa malim rizikom za razvoj kardiovwdaknih bolesti, opada tokom
trudncie i u tr&em trimestru je statiski znatajno manji u poréenju sa prvim trimestrom, a
ostaje statistki znatajno manji i nakon podaja. Ovaj rezultat je péan statistiki znatajno
ve¢im procentom udela LDL IIl B subfrakcije (male, ¢ged.DL cestice) u tréem trimestru,
kao i nakon pordaja. Veltina HDL c¢estica se nije statigki znatajno menjala tokom
trudncie ali je sedam nedelja nakon pdega veltina HDL cestica statistki znatajno manja
u poreienju sa prvim trimestrom.

Za procenu nezavisnog uticaja ¢ele LDL i HDL cestica i raspodela njihovih
subfrakcija na antropometrijske karakteristike nmodencadi, primenjena je univarijantna
linearna regresiona analiza. Visok procentualnoudelih, gustih LDL¢estica (LDL IV B) je
povezan sa manjim obimom glave, a visok procentualao veéih LDL cestica (LDL 1) je
povezan sa \wm obimom glave novoreniadi. Visok procentualni udeo HDL 2a
subfrakcije u serumu trudnice u 38. nedelji trugnge u negativnoj korelaciji sa duzinom i
obimom glave novordencadi.

U cilju procene nezavisnog uticaja parametara kojise pokazali kao z&egni
prediktori antropometrijskin mera novaencadi u univarijantnoj analizi, primenjena je
multipla linearna regresiona analiza. U ovoj anaj& izvrSen adjustment (podeSavanje)
vrednosti ovih parametara za starost majke, pracaoijanja na tezini tokom trudse, i
koncentracije holesterola, triglicerida, LDL-hoksila, HDL-holesterola, ApoAl i ApoB,
kako bi se eliminisao njihov uticaj. Uticaj procealnog udela LDL | i LDL IV A subfrakcija
u serumu trudnica u 38. nedelji trudeona antropometrijske mere novéencadi je izgubio



statisttku zna&ajnost u multiploj analizi. Procentualni udeo LDV B subfrakcije, méutim,
ostaje nezavisno povezan sa duzinom nalemadi i obimom glave novodertadi i posle
eliminisanja uticaja starosti trudnice, procentdigmja u tezini trudnice kao i parametara
lipidnog profila. Sto je procentualni udeo LDL IVBubfrakcije u serumu trudnice u 38.
nedelji trudnée ve&i, obim glave i duzina novodentadi su manje. Takie, procentualni
udeo HDL 2a subfrakcije u serumu trudnica je ostamavisno povezan sa obimom glave
novoraiercadi i posle adjustment analize.

Jedan od ciljeva istrazivanja bio je i ispitivarg&tivnosti enzima PON 1 tokom
trudncie i posle pordaja. Aktivhost enzima PON1 odiigana je preko brzine razgradnje
vesSta&kih supstrata - paraoksona i diazoksona. Aktivrerstima PON1 prema supstratu
paraoksonu zriajno opada tokom trudhe u pordenju sa prvim trimestrom. Aktivnost
enzima PON1 prema supstratu diazoksonu, ima izrazig&ajan pad u tri@m trimestru, sa
pribliznim vrednostima do podaja, a nakon potaja aktivnost je zri@jno niza u pordenju
sa prvim trimestrom i u odnosu na kontrolnu grupu.

Kako je statistika analiza pokazala da diazoksonazna aktivhostapma pada u
trecem trimestru trudnge, sledéi korak u ovoj studiji bio je ispitivanje nezavignaiticaja
parametara koji su pokazali zagnu korelaciju sa diazoksonaznom aktiviwodi tr&em
trimestru trudnée, na ovaj pad aktivnosti enzima PON1. Posle kagekeezanih za
ispitivanje multikolinearnosti, rezultati multiplenearne regresione analize su pokazali da su
pus&ki status pre trudri®, koncentracija glukoze i PAB nezavisno povezanipadom
diazoksonazne aktivnosti u égm trimestru trudniée. Naime, 37,3% pada aktivnosti enzima
PON1 prema diazoksonu je uslovljeno p@argem PAB-a, puSenjem majke pre truéimo
promenom koncentracije glukoze

U cilju ispitivanja uticaja indeksa telesne masBM) na oksidativno-stresni status
tokom trudnde, upordivani su parametri oksidativhog stresa trudnicaupgma dobijenim
podelom na osnovu kvartilnih vrednosti ITM-a. Riéatu statisttke analize su pokazali da su
koncentracije AOPP, TOS-a i PAB-a statiktiznatajno ve&e kod trudnica u odnosu na
kontrolnu grupu, bez obzira na vrednost ITM, almaerazlike izméu grupa trudnica sa
razlicitim ITM. Nema statistiki znatajne razlike u koncentracijama TBARS-a izine
kontrolne grupe i grupe trudnica raih ITM, kao ni u vrednostima LOOH, izuzev izde
trudnica sa naju@m ITM i kontrolne grupe. Rezultati analize varign pokazuju da su
vrednosti SOD statistki znatajno ve&e u grupi trudnica sa najviSim ITM u odnosu na grup
trudnica sa najnizim ITM, ali ni u jednoj grupi thhica nema razlike u odnosu na kontrolnu
grupu. Vrednosti TAS i SH-grupa, kao i aktivnoatrgoksonaze prema supstratu paraoksonu
nisu statistiki znatajno razléite izmeiu trudnica raztiitog ITM, kao ni izméu trudnica i
kontrolne grupe. Aktivhost enzima paraoksonaze presnpstratu diazoksonu (DZO)
znaajno je niza u grupama trudnica sa ITM-om viSim2agP.

Kako su prethodni rezultati ove studije pokazal sk parametri lipidnog profila
statistéki znatajno menjaju tokom trudre, sa kulminacijom vrednosti u &em trimestru
trudnae u pordenju sa prvim trimestrom, kao i u odnosu na kontrajrupu, nastavak ovog
Istrazivanja je usmeren na procenu uticaja ITMipalhi profil trudnica u tréem trimestru
trudnate. Rezultati ovog ispitivanja su pokazali da su dariracije ukupnog holesterola,



triglicerida, LDL-holesterola i ApoB statigii znatajno veée u grupi trudnica sa vrednostima
ITM < 24,3 u odnosu na kontrolnu grupu, kao i u @&ln na grupu trudnica sa najmanjim
ITM. Nije uocena stististiki znatajna razlika u koncentraciji HDL-holesterola izine
trudnica razkitog ITM, ali su vrednosti u svim grupamaceeod kontrolne grupe. Aterogeni
indeks plazme (AIP) statigki znatajno raste sa porastom ITM i toggy od grupe trudnica
salTM > 21,2.

Rezultati ispitivanja uticaja ITM na parametreidipog profila i oksidativno-stresnog
statusa su pokazali da ITM zf@gno utte na promene ovih parametara tokom tréeén®a bi
se otklonio potencijalni uticaj ITM trudnica preutincie na ispitivane parametre primenjena
je Sperman-ova neparametarska korelaciona analigamk je ispitano postojanje veze
parametara lipidnog profila i oksidativno-stresnsigitusa sa dobijenom tezinom tokom
trudnae koja je izraZzena u procentima u odnosu na teizunica pre trudn@e. Sperman-
ova neparametarska korelaciona analiza je pokgmat#tivnu korelaciju izméu procenta
dobijanja na tezini tokom trudbe i koncentracije moktae kiseline, ukupnog holesterola,
triglicerida, ApoAl, ApoB, TBARS, AOPP i SOD aktiesti. Takale, dokazano je postojanje
statistéki znatajne negativne korelacije izie procenta dobijene tezine tokom trudea
koncentracije TAS kao i diazoksonazne aktivnostirma PONL1.

Kako su rezultati Spearman-ove korelacione anghakazali zné&ajnu povezanost
procenta dobijanja na tezini tokom trudeosa velikim brojem lipidnih parametara i
parametrima oksidativhog stresa i antioksidativrestie, dalje je ispitan potencijalno
nezavisni uticaj procenta dobijanja na tezini tokoatin@&e na promenu parametara lipidnog
profila kod trudnica u tiem trimestru trudnie. Prilikom formiranja modela za multiplu
linearnu regresionu analizu, kao nezavisna pronvenzngen je aterogeni indeks plazme
(AIP), koji moze da predstavi promenu lipidnih pasira tokom trudnge ka aterogenom
lipidnom profilu.

Rezultati multiple linearne regresione analizegpekazali da su procenat dobijanja na
teZini tokom trudnée i paraoksonazna aktivnost nezavisno povezanosssiom AIP tokom
trudnate. Ta&nije, 35,5% porasta AIP tokom trudie se moZe objasniti smanjenjem
paraoksonazne aktivnosti i p@amjem tezine trudnice tokom normalne, nekomplik@van
trudnce.

U cilju preciznije procene lipidnog profila, paratara oksidativhog stresa i
antioksidativne zastite i aktivnosti enzima PONRoim nekomplikovane trudie, ispitan je
uticaj antioksidantne suplementacije tokom tru@noa navedene parametre. Obzirom da su
promene ispitivanih parametara najizrazenije eime trimestru trudnge, ispitivanje je
usmereno upravo na taj period trudeo

Medu trudnicama koje su uzimale vitamine bio jecaao vei procenat (62 %) onih
koje su imale pus&e navike pre trudri@. Rezultati ispitivanja su pokazali da ne postoji
zn&ajan uticaj antioksidantne suplementacije tokondrinde ni na jedan od ispitivanih
parametara.

Medu trudnicama koje su pusile pre trudeozn&ajno je veéi broj onih koje su
uzimale vitaminsku suplementaciju tokom trué@oPusa su imali zng&ajno vé&e dobijanje
u tezini u poréenju sa trudnicama koje nisu pusile. Té&ge meu puS&ima zn&ajno vea



koncentracija LDL-holesterola u pdenju sa nepugana i zn&ajno niza koncentracija
triglicerida. Kod parametara oksidativhog stresmpéuje se zné&jno visa vrednost TBARS-
a i TOS-a méu puS&ima, kao i zn&ajno niza aktivnost PONL1.

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA IZ DOKTORSKE DISERTACIJE SA PODACIMA IZLITE ~ RATURE

Slobodni kiseonikovi radikali (ROS) imaju zZfzgnu ulogu kao signalni molekuli u
fizioloSkim reproduktivnim procesima, u odrZzavanpermalnog toka trudré® i razvoja
fetusa, ali su odgovorni i za razvoj patofizioldsldtanja i komplikacija u truddo Prema
istraZivanjima, trudnéa je stanje intenzivnog oksidativnog stresa, alaije u fizioloSkim
okvirima, uz istovremeno povane parametre antioksidativne zastite, tako dantdad kod
zdravih Zena sacavanom ravnotezom iznda ovih parametara prolazi bez komplikacija.
NaruSena ravnoteza sistema oksidativnog stresaidkaitativne zastite vodi organizam u
stanje oksidativnog stresa i postat, kada je trudn@ u pitanju, nastajanju komplikacija u
trudncti, kao Sto je preeklampsija, gestacijski dijabetsppntani pob&j, prevremeni
poradaj, intrauterini zastoj u rastu fetusa (IUGR), sfattisa.

Vecina dosadasnjih studija bavila se ispitivanjem a@&svnog statusa u trudéio
pracenoj komplikacijama, pre svega preeklampsijom itamskim dijabetesom. Mitim,
mali broj istrazivanja se bavio analizoméeg broja parametara oksidativnog statusa kod
zdravih trudnica, tako da je &ea saznanja iz ove oblasti nastala kao rezultedzivanja
koja su sprovedena na Zivotinjama.

Istrazivanje koje na populaciji zdravih trudnicajek je izvedeno u ovoj doktorskoj
disertaciji, pokazalo je da rle parametrima oksidativhog stresa koji su dokani postoji
zn&ajan porast vrednosti lipidnih peroksida u prvonméstru trudnée u odnosu na
kontrolnu grupu negravidnih Zena, i taj rast sezada uz neznatne varijacije do kraja
trudnae. Toescu i saradnici (1) pokazali su da vrednlsiiinih peroksida rastu tokom
nekomplikovane trudri@ u drugom i tréem trimestru i da te vrednosti osam nedelja nakon
poradaja opadaju, ali joS uvek ne dosezu vrednosti Zknaggravidnih Zena. Ovo ispitivanje
obuhvatilo je sedamnaest zdravih trudnica u lonigiainoj studiji, 5to je zr@jno maniji broj
Ispitanica u odnosu na nasu studiju.

Odrativanje TBARS prema pojedinim autorima daje boljiiduw stepen lipidne
peroksidacije nego pojediéreo odretivanje MDA, obzirom da obuhvata i MDA i druge
srodne aldehide kao kotree produkte lipidne peroksidacije (2 U ovoj stuydiudnice tokom
cele trudnde nisu imale znsjne promene vrednosti TBARS, ali posle giaja su vrednosti
zn&ajno vise i u odnosu na vrednost rane trégna prvom trimestru i u odnosu na
kontrolnu grupu. Patil i saradnici (3) pokazalida vrednosti TBARS z@ajno rastu tokom
nekomplikovane trudri@ u pordenju sa kontrolnom grupom negravidnih zena i togpanje
je progresivho od prvog do treg trimestra. Studija je obuhvatila r&#k grupe zdravih
trudnica koje su u odgovargjm trimestrima dolazile na redovnu kontrolu, @eaa je na
populaciji trudnica Indije.

Kod ispitanica u ovoj studiji totalni antioksidati status, TAS zn@jno raste u
trecem trimestru u odnosu na prvi trimestar i taj ssstlalje nastavlja do kraja trudieo kao i



sedam nedelja posle pdaa. Toescu i saradnici su pokazali da TAS nakotetpog
shiZzenja vrednosti u prvom trimestru, raste¢ajreo tokom dalje trudri@ (1), a Hung i
saradnici nalaze da TAS u pdenju sa negravidnim Zenama ima niZe vrednosti doegielje
gestacije, kada gmje da raste do termina pda, i ostaje na sinim vrednostima Sest do
osam nedelja posle pa@aja (4, 5).

Ispitanice u ovoj studiji peele su trudnéu sa nizim vrednostima SOD enzima u
odnosu na kontrolnu grupu negravidnih Zena i talvost dalje opada u drugom trimestru u
poreienju sa prvim trimestrom. Ztajan rast aktivnosti ovog enzima, koji éeapredstavlja
prvu linijju odbrane od oksidativhog stresa, jav§ja kod ispitanica u téem trimestru.
Rezultati drugih studija su i u ovom &hju kontradiktorni. |1 dok jedni autori ukazuju rest
SOD tokom trudnée (5), drugi ukazuju na pad vrednosti ovog enzimaetem trimestru
trudncate (3). Interesantno je da svi ispitivani paramattioksidativnog statusa pokazuju rast
u tretem trimestru, sa tendencijom opadanja prema kra@intte.

Istrazivanje u ovoj doktorskoj disertaciji je pakéo da tokom trudri@ postoji
izmenjen lipidni profil u pravcu hiperlipidemije proaterogenog lipidnog profila, Sto je u
skladu sa drugim studijama (6, 7). Posle daja vrednost holesterola ostaje i dalje poviSena
u odnosu na prvi trimestar, ali i u odnosu na kantr grupu. Vrednosti triglicerida posle
poradaja vr&aju se na vrednosti sa datka trudnoe, ali su ipak joS uvek za oko 20% viSe u
poreienju sa negravidnim Zenama. Mankuta i saradnicné®)ode da vrednosti holesterola
lagano opadaju u prvom trimestru, najverovatnije gasledica smanjenog unosa hrane u tom
periodu zbog prisutne minine i povrganja, i da se, nakonéekivanog fizioloSkog rasta
tokom trudnée, vraaju na nivo pre trudri@ unutar jedne godine posle pdag. Gunderson
i saradnici (7) navode da nakon pdaga trigliceridi opadaju rapidno, dok holesteralDL-
holesterol ostaju poviSeni, a HDL-holesterol jeodpvrednosti pre koncepcije ili rane
trudncate, Sto su pokazali i rezultati ovog istraZivanja.

Rezultati u ovoj studiji slazu se sa rezultatinnagéh studija, koje su dokumentovale
rast vrednosti triglicerida, holesterola i LDL lipmteinskih ¢estica tokom napredovanja
trudnae, dok je povéanje HDL lipoproteinskihé¢estica prisutno u ranijoj trudaio (9).
Izmenjen lipidni profil neophodan je da bi se zaulple potrebe majke i fetusa tokom
fizioloSke trudndée. Meiutim, obzirom na karakteristike hiperlipidemije tok trudnage i
¢injenicu da do kraja trudde veina trudnica razvije lipidni profil koji se kod zalih
negravidnih Zena moze smatrati proaterogenim, phstsde pitanje eventualnog uticaja
trudnaie na razvoj ateroskleroze kod Zena. Pojedine stutlijde da trudn@a ima
proaterogeni potencijal i da, ukoliko se ponavljgevputa tokom zivota, moze dovesti do
razvoja ateroskleroze i poslédo razvoja kardiovaskularne bolesti u kasnijem @iv@o,
11). Drugi istrazivéi smatraju da trudré@ ipak nije proaterogena i da su svi ti procesi u
trudnaii hormonski kontrolisani (12). Mankuta i saradn{&) pokazali su da viSebrojne
trudnate imaju kumulativni efekat na snizenje vrednostilHE) Sto moze uticati na razvoj
kardiovaskularne bolesti u bughosti.

Da bi se ustanovile karakteristike hiperlipidemie trudndi i procenila njena
potencijalna proaterogenost, odieea je vellina HDL i LDL cestica i distribucija njihovih
subklasa tokom ispitivanog perioda trudeoi nakon pordaja. Napredovanje trudte



povezano je sa promenama u distribuciji LDL i HDpobproteinskih subklasa, a pravi
mehanizam ovih varijacija joS uvek nije jasan ()d trudnica glavna komponenta LDL i
HDL lipoproteina jesu trigliceridi. Poéanje koncentracije triglicerida u plazmi trudnica
odgovara akumulaciji VLDL lipoproteina, kao poslkedi njihove povéane sinteze
indukovane od strane estradiola s jedne strana,dauge, njihovog smanjenog uklanjanja iz
cirkulacije zbog smanjene aktivnosti enzima hejatiipaze i lipoproteinske lipaze. Ovakva
visoka akumulacija VLDLcestica dovodi do prenosa triglicerida na LDL i HDéstice u
zamenu za holesterol estere, posredstvom enzinesthodl estar transportnog proteitiga
aktivnost tokom trudnge raste. Konéni rezultat ovih pomenutih procesa jeste pevme
stvaranje malih, gustin LDL i HDLc¢estica. Rezultati u ovoj studiji pokazuju da je
redistribucija LDL i HDL subklasa prema malim gusttesticama povezana sa péasjem
koncentracije triglicerida na petku trudnée, kao i njihovim daljim porastom tokom
trudnate, Sto je i ranije dokumentovano. Literaturni padigji se odnose na promenu
lipoproteinskih subklasa tokom trudieo govore da tokom trude postoji predominacija
malih gugih LDL cestica, ali su rezultati koji se odnose na distiijousubklasa unutar LDL
opreni. Sattar i saradnici (14) u svom istraZivanjuedatiii su tri LDL subklase (LDL I-1lI)
kod deset trudnica, ali su ovi rezultati pmilo neubedljivi. Kod¢etiri trudnice nije bilo
promena u LDL subklasama tokom trudaepa kod ostalih ispitanica doslo je do pomeranja
profila LDL subklasa prema manjim, gus LDL cesticama. Winkler i saradnici (15) u
svojoj studiji koju su sproveli kod trudnica, odiledu koncentraciju Sest LDL subklasa i
pronasli povéanje gusih LDL c¢estica u prvom trimestru, ali i akumulacijuéite plutajutih
LDL cestica u drugom i téem trimestru trudnege. Sillliman i saradnici (9) su tae
pokazali da su najmanje LDtestice prisutne pre pataja, ali i da je proces redistribucije
LDL subklasa reverzan unutar Sest nedelja posledpga. IstraZzivanja su taie pokazala da
stvaranje malih gustitestica moze dovesti do stvaranja i razvoja preepsjen

Za razliku od LDL lipoproteinskihéestica, distribucija HDL subklasa je manje
istrazivana. Subfrakcijski profil HDL-a odten je u ovoj studiji odidvanjem pet subfrakcija
HDL-a i pokazalo se da razvojem trudeone dolazi do zr@ajne promene u velni HDL
Cestica, ali se posle pataja belezi zn&gjan pad veliine ovih ¢estica u pordenju sa
velicinom u prvom trimestru, Sto je u skladu sa rezutatistrazivanja Alvarez-a i saradnika
(16). Alvarez i saradnici (16) su pokazali da jeetem trimestru manja zastupljenost HDL
2a uz istovremeno povanje HDL 3c subklasa. Suprotno ovome, Sillimanradaici (9) su
nasli predominaciju HDL 2b subklasa tokom kasnedrode. Ovakvi razkiti rezultati mogu
se objasniti time Sto je distribucija w@hie HDL cestica u trudné nezavisno regulisana od
strane estrogena, odvojeno od drugih metakibli faktora, ali i razktitim metodama
primenjenim za od@vanje subklasa LDL-a i HDL-a.

Izmenjen lipidni metabolizam u trudéiou pravcu balansirane hiperlipidemije
zn&ajan je za zdrav razvoj fetusa i zdravlje novd@m@eta u daljem zivotu. Snizen nivo
holesterola, triglicerida, LDL-a i HDL-a tokom trmcte moze dovesti do zastoja u rastu
fetusa (IUGR) i smanjene telesne tezine na ¢egro (17-19). Istrazivanja su pokazala da
velicina novora@ercteta negativno korelira sa razvojem kardiovaskuldrakesti u kasnijem
zivotu (20, 21). Takée, nebalansirana hiperlipidemija trudnice moze dbvéo stvaranja
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prvih aterosklerotinih promena u vidu stvaranja masnih prug& we fetalnom dobu i
posledéno razvoja ateroskleroze u kasnijem Zivotu odrastebe.

Paraoksonazal (PON1) je enzim vezan za Hiektice, deo je antioksidativhog
kapaciteta organizma i igra Ztagnu ulogu u zastiti fosfolipida LDL i HDI¢estica od
oksidacije. Humana PONL1 pokazuje dva genetska pdiioma, jedan na poziciji 55 gde je
metionin (M) zamenjen leucinom (L), i jedan na pgzil92, gde je glutamin (Q) zamenjen
argininom (R). Polimorfizam ute na hidrolittku aktivhost PON1 izoenzima prema lipidnim
peroksidima i smatra se da PON1- 192 R alelna doposeduje @ rizik za nastanak
kardiovaskularne bolesti i prevremenog pi@j@, zn&ajno doprinosé endotelijalnoj
disfunkciji i nizim aktivnostima ovog enzima kog naene u stanjima udruZenim sa
oksidativnim stresom (22, 23).

Kod trudnica koje su bile uklfene u ovu studiju pokazalo se da aktivnost enzima
PON1, koju je odrdivana prema supstratu paraoksonu,cajredo opada tokom trudie.
Nakon pordaja aktivnost enzima je i dalje je Zagno niza u odnosu na ranu trudagrvog
trimestra. Aktivnost PON1 merena prema diazoksakapala je da u téem trimestru dolazi
do zn&ajnog pada aktivnosti i da se taj pad nastavljaredgvanjem trudnge. Nakon
poradaja aktivnost enzima i dalje je Zi@gno niZza u pordenju sa prvim trimestrom.

Rezultati istrazivanja drugih studija su raitii jer su neke studije pokazale da
aktivnost PON1 tokom trudie raste, a druge studije su pokazale da aktivresian Naime,
rezultati istrazivanja Ferre i saradnika (24), kogu obuhvéene trudnice u longitudinalnoj
studiji, doSli su do zakliaka da tokom nekomplikovane truadeoaktivnost PON1 opada.
Ovakav pad aktivnosti PON1 tokom trudep autori objaSnjavaju oslabljenim
antioksidativnim obrambenim sistemom tokom kaswelrtate. Vlachos i sradnici (25) su
takaie pokazali da tokom trudte dolazi do snizenja aktivnosti PON1, a nakon @aja
vrednosti su nize kod Zena koje su se porodilarhitarskim rezom ili nakon prolongiranog
vaginalnog pordaja, Sto takde upuuje na povezanost aktivnosti enzima i oksidativhog
stresa. Nasuprot ovim istrazivanjima, Roy i sareid{@i6), kao i Carpintero i saradnici (27), u
svojim istrazivanjima su pokazali da su u truéinpovetane aktivnosti PON1, ali su
poreienja ra@ena u odnosu na kontrolnu grupu.

Obzirom da niska aktivnost PON1, kao i péagie parametara oksidativhog stresa
predstavljaju faktore rizika za razvoj kardiovasikuke bolesti, moze secreda fiziolosSka
trudnata poseduje faktore rizika za razvoj kardiovaskiddrolesti, a ponavljanje teg broja
trudnaa tokom zivota sigurno doprinosi p@amju tog rizika.

D. OBRAZLOZENJE NAU CNOG DOPRINOSA DOKTORSKE DISERTACIJE

Utvrdeno je da tokom trudde postoji stanje povanog oksidativnog stresa a
oksidativna oSigenja su posebno izrazena kada je trédnara&ena komplikacijama kao Sto
je preeklampsija. M&utim, nema mnogo informacija o baznim nivoima ok$ikhog stresa i
antioksidantnog statusa kod zena sa nekomplikovanadmaiom. Studije koje su se bavile
ovim problemom su uglavnom studije preseka, a todgialnih studija je mali broj (4, 28).
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Uzroci povéanog oksidativhog stresa majke tokom trugnaisu poznati, ali mnogi
podaci govore da placenta igra vaznu ulogu u progusksidativnog stresa tokom trudém
(29, 30). FizioloSka uloga placentalnog oksidatynsiresa joS uvek nije u potpunosti
razjaSnjena, ali se zna da na brojéaijske funkcije unutar placente &g povéana
koncentracija kiseonika (31). Tu spada remodelranptriksa, angiogeneza, proliferacija i
migracija citotrofoblasta, fuzija citotrofoblastandokrina sekrecija i produkcija citokina.
Lokalni oksidativni stres unutar placente moZe \mtzan za razvoj placente, a verovatno ima
uticaja i na zdravlje majke. Pretpostavlja se daus®m sldaju enzimski i neenzimski
antioksidantni sistemi majke adaptivho aktiviraja dprée dalje oksidativno ostenje
¢elijskih komponenata (4). Ako se pdeeneravnoteza iznda reaktivnih kiseonikovih
radikala i antioksidantnog odbrambenog mehanizmgkenanogu da se jave sistemska
oksidativha oSigenja, Sto dovodi do komplikacija u trudimckao Sto su preeklampsija,
spontani pob&aj, zastoj u razvoju fetusa, gestacijski dijabetesditus, prevremeni podaj
(32). Upravo ova povezanost oksidativnhog stresamikacija u trudnéi, ishoda trudnée i
razvoja fetusa, predmet je intenzivnog istrazivgpgalednjih godina. Takie je pokazano da
postoji veza izmdu oksidativhog stresa majke i tezine novimaeta (33).

FizioloSke promene koje se javljaju u trudnpracene su metabakim adaptacijama,
koje omoguéavaju odgovarajti rast i razvoj fetusa, obezihgu depoe energije i supstrata
potrebnih fetusu nakon d@enja i obezbd&uju depoe energije i supstrata majci da iznese
trudncatu do kraja i pripremi se za palaj i laktaciju. U toku ove anaboke faze povéava se
osetljivost na insulin, kao i aktivnost lipoprotske lipaze (LPL) koja razlaze trigliceride u
cirkulaciji kako bi bili na raspolaganju tkivima, sve to vodi ka pojanoj lipogenezi i
stvaranju depoa masti. Depoi masti su izvor enezaj majkug¢ime se glukoza Stedi i ostaje
na raspolaganju fetusu u katabkédj fazi trudn@e (34). Tokom tréeg trimestra trudni
anaboléka faza u masnom tkivu prelazi u katabkli, odnosno lipogenezu smenjuje lipoliza.
Signali koji dovode do ove promene nisu sasvimijaaln se pretpostavlja da glavnu ulogu
igraju placentalni hormoni (placentalni hormon aagtumani placentalni laktogen, leptin i
TNF-0), ¢ija se koncentracija povava kako trudnéa napreduje i koji dovode do rezistencije
na insulin (35). Insulin ihibira lipolitku aktivnost u adipoznom tkivu, glukoneogenezutu je
I ketogenezu, a povava aktivnost LPL u tkivima, a rezistencija na insypokrete sve ove
procese u suprothom smeru. Ovi procesi se daljeifikigjd u gestacionom dijabetesu, u
kome se pov&ava rezistencija na insulin.

Sve ove metabadlke promene dovode do toga da se u trddmazvija prolazna
hiperlipidemija sa hipertrigliceridemijom i poslédim stvaranjem malih, gustih LD&estica,

a i jedno i drugo predstavlja nezavisan faktorkazza razvoj KVB. Véina Zena u tri@gem
trimestru ima lipidni profil koji se kod zena kojasu trudne smatra visoko aterogenim.
Postoje dokazi da hiperholesterolemija tokom tridénéak i kada je privremena i ogr&ena
samo na trudniu, moze da bude okidaa neke patoloSke procese u fetalnoj aorti, kda i
bude uzrok aterogeneze u kasnijem zivotu i magketeta. Nivo holesterola u fetalnoj plazmi
je proporcionalan nivou holesterola kod majke, gojarse sa fetalnom staksi na ratenju

je nizak. Ovo potkrepljuj€injenica da je nivo lipida u krvi iz pdane vrpce kod normalnih
trudnata zn&ajno nizi od nivoa lipida u krvi majke, sa izuzetkddDL-holesterola, kao i da
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je odnos LDL/HDL kod novordenrcadi nizi nego kod majki (36). Visok nivo HDL-
holesterola i nizak LDL/HDL odnos u krvi pégnika ukazuju na to da je fetus u normalnoj
trudnci zasStten od uticaja aterogenih lipoproteina.

U katabolékoj fazi u kasnijoj trudné dolazi do razgradnje depoa masti, a ostsne
masne kiseline se usmeravaju u sintezu triglickajase akumuliraju u VLDLEesticama, ali
i u LDL i HDL c¢esticama koje ih normalno ne transportuju. Koneamij triglicerida u
plazmi se pow&ava 2-4 puta i ovo povanje triglicerida utie na promene u subklasama
pojedinih lipoproteina, posebno LDL-a.

Paraoksonaza-1 (PON1, arildialkilfosfataza, EC.81), hidrolaza koja se u
cirkulaciji nalazi vezana na HD&estice, ima sposobnost da raziyie lipidne perokside, pa
predstavlja deo antioksidantnog sistema plazme. (Pdjedine studije pokazale su da
aktivnost PON1 tokom trudide raste, Sto predstavlja joS jedan mehanizamiuvamju
oksidativnog balansa tokom trudmy druge pak, ukazuju na smanjenje aktivnosti ovog
enzima tokom trudri@ (1, 37). Udeno je takodje, smanjenje aktivnosti ovog enzimd ko
trudnica iznad 35 godina u odnosu na trudniceielad 25 godina, Sto ukazuje na smanjeni
antioksidativni enzimski kapacitet kod starijindruca i njihovu véu izloZzenost riziku za
razvoj KVB (24) .
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