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KRATAK SADRZAJ

ULOGA POLIMORFIZAMA GENA ZA ENDOTELNU AZOT-OKSID
SINTETAZU, KATEHOL-O-METIL TRANSFERAZU, GLUTATION S
TRANSFERAZU M1 1 T1 | EKSPRESIJA PROINFLAMATORNIH CITOKINA
U POJAVI PREEKLAMPSIJE

Uvod: Preeklampsija je multifaktorsko i multiorgansko hipertenzivno oboljenje
specificno za trudno¢u. Glavni je uzro¢nik maternalnog i perinatalnog morbiditeta i
mortaliteta Sirom sveta. LoSa placentacija, sa neadekvatnim remodelovanjem spiralnih
arterija, posledi¢cnom hipoksijom i ishemijom, i pojavom endotelne disfunkcije, dalje
indukuje razlicite patofizioloSke mehanizme koji doprinose razvoju preeklampsije.
Smatra se da je oksidativni stres jedan od faktora rizika za pojavu preeklampsije.
Glutation S-transferaze (GST) su porodica antioksidantnih enzima ¢ije smanjenje
aktivnosti je povezano sa pojavom oksidativnog stresa. Delecioni polimorfizmi gena za
GST T1 i M1 dovode do odsustva enzima i samim tim izostanka enzimske aktivnosti.
Dosadasnje studije o povezanosti ovih polimorfizama i preeklampsije nisu dale jasne
zakljucke. Endotelna azot oksid sintetaza (eNOS) odgovorna je za sintezu azot oksida
(NO), ¢iji snizen nivo dovodi do pojave hipertenzije, aktivacije koagulacije i endotelne
disfunkcije. Poslednjih dvadesetak godina brojne studije su pokusale da dovedu u vezu
prisustvo tri najées¢a polimorfizma u genu za eNOS sa pojavom preeklampsije (G894T
— Glu298Asp; VNTR 4b/a; T-786C), ali su misljenja o njihovoj ulozi takode podeljena.
Katehol O-metiltransferaza (COMT) je enzim koji u placenti ucestvuje u razgradnji
kateholnih estrogena, sa glavnim produktom 2-metoksiestradiolom (2-ME). On inhibise
hipoksija inducibilni faktor 1a (HIF-1a) ¢ija je uloga regulisanje ¢elijskog odgovora na
hipoksiju. COMT Val108/158Met polimorfizam, doveden je u vezu sa povecanim
rizikom za pojavu preeklampsije. Endotelna disfunkcija mozZe da prouzrokuje poremecaj
ravnoteze izmedu proinflamatornih (TNF-a, interleukin (IL)-1B, IL-6) i
antiinflamatornih citokina. Povec¢ana produkcija proinflamatornih citokina deluje tako

Sto ugrozava uteroplacentarnu perfuziju i dovodi do vaskularnog oStecenja.

Cilj istrazivanja: Ovo istraZivanje je imalo za cilj da odredi ucestalost delecionih
polimorfizama gena za GST T1 i M1, tri polimorfizma gena za eNOS (G894T, T-786C,
4b/a VNTR) i Vall58Met polimorfizam gena za COMT u grupi preeklampsija i



nekomplikovanih trudnoca, kao i eventualno postojanje razlike u distribuciji genotipova
i alela analiziranih polimorfizama. Takode, cilj je bio da se utvrdi nivo ekspresije IRNK
proinflamatornih citokina TNF-a, IL-1p i IL-6 kod trudnica sa preeklampsijom i uporedi
sa nivoom kod zdravih trudnica. Takode, cilj je bio da se ispita asocijacija genetickih
parametara 1 klinickih karakteristika preeklampsije (rana/kasna, laka/teska), kao 1
povezanost analiziranih genskih polimorfizama sa nivoom ekspresije proinflamatornih
citokina. Dodatno, trebalo je ustanoviti da li postoji veza izmedu genotipova proucavanih
polimorfizama i1 epidemioloSkih faktora rizika, kao i1 veza izmedu ekspresije

proinflamatornih citokina i ovih faktora.

Materijal i metod: Studija slucaj-kontrola obuhvatila je 50 Zena sa preeklampsijom i 50
zdravih normotenzivnih trudnica. Grupe su bile uparene za godine Zivota, paritet,
graviditet, jednoplodne trudnoce i gestacijsku nedelju uzimanja uzorka za analizu.
Uzorak venske krvi iz koje su izolovane RNK i DNK, uzet je kada je postavljena
dijagnoza preeklampsije ili tokom rutinske kontrole u slucaju zdravih trudnica. Nivo
relativne ekspresije gena za proinflamatorne citokine utvrden je primenom real-time PCR
metode. Utvrdivanje polimorfizama u genima za eNOS 1 COMT izvrSeno je primenom
PCR/RFLP tehnike (tehnika lancane reakcije polimeraze/analiza duZine restrikcionih
fragmenata), uz upotrebu odgovarajucih setova prajmera i specificnih restrikcionih
enzima. Delecioni polimorfizmi gena za GST M1 i GST T1 detektovani su primenom
obicne PCR metode. Svi eksperimentalni i klinicki podaci obradeni su odgovarajué¢im

statistickim testovima.

Rezultati: Delecija gena za GST M1 bila je povezana sa poviSenim rizikom za razvoj
preeklampsije (OR=2.95, 95%CI (1.14-7.65)), posebno teske i rane forme. Nosioci GST
T1-/GST M1- imali su 12 puta ve¢i rizik za razvoj teske i rane preeklampsije. Prisustvo
G894T polimorfizma u genu za eNOS je pokazalo sli¢nu distribuciju u grupi
preeklampsije i kontrolnoj grupi. Homozigotna mutacija T-786C u eNOS genu statisticki
je znacajno CeSce bila zastupljena u grupi sa preeklampsijom u odnosu na kontrolu
(P=0.006). Nosioci alela C su imali povecéan rizik za razvoj rane forme bolesti (OR=2.24,
95%CI (1.09-4.62)). VNTR polimorfizam gena za eNOS u homozigotnoj formi je bio
znacajno ¢es¢i u grupi slucajeva u odnosu na kontrolu (P=0.040) i nosioci ovog genotipa

su imali povisen rizik od razvoja preeklampsije (OR=7.68, 95%CI (0.89-65.98)), sa



najizrazenijim rizikom za razvoj lakog (OR=9.33, 95%CI (0.98-88.57)) i kasnog oblika
bolesti (OR=8.52, 95%CI (0.90-80.58)). Analiza ucestalosti haplotipova tri ispitivana
polimorfizma gena za eNOS pokazala je da haplotip “G-T-b” ima protektivni efekat, dok
nosioci “G-C-b” haplotipa imaju poviSen rizik za pojavu preeklampsije. Homozigotna
mutacija Vall58Met polimorfizma gena za COMT (AA) je bila znacajno ¢es¢a u grupi
slucajeva u odnosu na kontrolu (P=0.002) 1 nosila je 3.7 puta povecan rizik za razvoj
preeklampsije, sa jo§ izrazenijim rizikom za pojavu teske (OR=9.0, 95%CI (2.09-
38.799)) i rane forme (OR=6.6, 95%CI (1.62-26.87)). Ekspresija TNF-a i IL-1p je bila
statisti¢ki znacajno viSa u grupi zena sa precklampsijom u odnosu na zdrave trudnice
(P=0.006, odnosno P=0.005). Pokazana je znaCajna pozitivna korelacija izmedu
ekspresije TNF-a i IL-1P, kao i IL-1p i IL-6 u grupi preeklampsije. U grupi Zena sa
preeklampsijom ekspresija IL-1B je bila znafajno niZza kod osoba sa delecionim
polimorfizmom za GST T1 u odnosu na Zene sa pristunim genom (P=0.015), a ekspresija
IL-6 je bila zna¢ajno niza u sluc¢aju odsustva gena za GST M1 u odnosu na osobe sa
prisutnim genom (P=0.015). Medu nasSim ispitanicama, maternalni faktori rizika (visok
indeks telesne mase i pusenje), kao 1 komplikacije trudnoée (prethodni pobacaji i
intrauterusni zastoj u rastu) nisu bili znacajno povezani sa ispitivanim genskim

polimorfizmima i ekspresijom proinflamatornih citokina.

Zakljuccei: Nosioci delecionog polimorfizma u genima za GST T1 i GST M1 imaju
povisen rizik za razvoj preeklampsije. Ovaj rizik je posebno izraZen u sluc¢aju dva nulta
genotipa (GST T1-/GST M1-). Od tri ispitivana polimorfizma gena za eNOS, pokazano
je da su homozigotne mutacije za T-786C i VNTR povezane sa rizikom za razvoj
preeklampsije, kao i nosioci “G-C-b” haplotipa. Nosioci homozigotne mutacije za
Vall58Met COMT polimorfizam, takode imaju poviSen rizik za pojavu rane i teske
forme preeklampsije. Preeklampsija je povezana sa udruZenom poviSenom ekspresijom
proinflamatornih citokina TNF-a i IL-1B. Asocijacija polimorfizma gena za COMT sa
poviSenom ekspresijom TNF-a objasnjava naglaseni inflamatorni odgovor u trudnoci
kod zena sa snizenom COMT enzimskom aktivno$c¢u, S druge strane, GST i citokini po
svemu sude¢i, imaju nezavisnu ulogu u etiopatogenezi preeklampsije. Takode, izostala
je 1 veza izmedu maternalnih faktora rizika 1 ispitivanih genskih polimorfizama 1

proinflamatornih citokina.
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SUMMARY

THE ROLE OF ENDOTHELIAL NITRIC-OXIDE SYNTHASE, CATECHOL-
O-METHYL TRANSFERASE AND GLUTATHIONE S TRANSFERASE M1
AND T1 GENE POLYMORPHISMS AND EXPRESSION OF
PROINFLAMMATORY CYTOKINES IN PREECLAMPSIA DEVELOPMENT

Introduction: Preeclampsia is a multifactorial and multiorgan pregnancy-related
hypertensive disorder. It is the leading cause of maternal and perinatal morbidity and
mortality worldwide. Poor placentation, along with inadequate spiral artery remodeling,
hypoxia and ischemia, and endothelial dysfunction, leads to different pathophysiological
mechanisms that contribute to preeclampsia development. One of the proposed
contributing factor is oxidative stress. Glutathione S-transferases are important
detoxifying enzymes and their decreased activity is related to oxidative stress occurence.
Deletion polymorphisms in GST T1 and M1 genes lead to absence of enzyme synthesis
and loss of enzymatic activity. A relatively small number of studies dealing with the
association of these polymorphisms and preeclampsia has been conducted, with rather
inconclusive results. Endothelial nitric oxide synthase (eNOS) produces nitric oxide
(NO). Decreased NO levels lead to hypertension, activation of coagulation and
endothelial dysfunction. Numerous studies have tried to explain the relationship between
three most common polymorphisms in eNOS gene (G894T — Glu298Asp; VNTR 4b/a;
T-786C) and preeclampsia development, with conflicting results. Catechol O-
methyltransferase (COMT) is an enzyme participating in the metabolism of cathehol
oestrogens in placenta. Its main product, 2-methoxyoestradiol (2-ME), inhibits hypoxia
inducible factor 1o (HIF-la) which regulates cellular response to hypoxia. COMT
Val108/158Met polymorphism is associated with increased risk for preeclampsia.
Endothelial dysfunction may be the cause of imbalance between pro- (TNF-a, interleukin
(IL)-1p, 1IL-6) and anti-inflammatory cytokines. Increased production of
proinflammatory cytokines leads to decreased uteroplacental perfusion and vascular

damage.

Aims: The aims of this study were to determine the incidence of deletion polymorphisms
in GST T1 and M1 genes, three polymorphisms in eNOS (G894T, T-786C, 4b/a VNTR)
and Val158Met polymorphism in COMT genes in preeclampsia and normal pregnancy



groups, and possible differences in the distribution of theirs genotypes and alleles. Also,
the aim was to determine relative mRNA expression levels of proinflammatory cytokines
(TNF-a, IL-1pB i IL-6) in preeclampsia patients and in controls.The aims were also to find
a possible association between the investigated polymorphisms/proinflammatory
cytokines expression and epidemiological risk factors and clinical characteristics of

preeclampsia (early/late, mild/severe).

Materials and methods: This case-control study included 50 preeclampsia patients and
50 healthy normotensive pregnant women. Groups were matched for age, parity, gravity,
singleton pregnancy and gestational age at sampling. RNA and DNA were isolated from
venous blood sample taken when preeclampsia diagnosis was establised or during routine
antenatal control for healty pregnant women. Real time PCR method was used to
determine relative gene expression of proinflammatory cytokines. Polymerase Chain
Reaction/Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR/RFLP) technique, with
appropriate sets of primers and specific restriction enzymes, was used to determine
polymorphisms in eNOS and COMT genes. Deletion polymorphisms in GST T1 and
GST M1 genes were detected using standard PCR. Appropriate statistical tests were

applied for experimental and clinical data analysis.

Results: GST M1 null genotype carried increased risk for preeclampsia development
(OR=2.95, 95%CI (1.14-7.65)), especially for its severe and early form. Carriers of GST
T1-/GST M1- genotype had a 12-fold higher risk for severe and early preeclampsia.
Distribution of G894T polymorphism in eNOS gene was similar in the study and control
groups. T-786C eNOS gene polymorphism was significantly associated with
preeclampsia (P=0.006). VNTR eNOS gene polymorphism was also associated with this
disorder (P=0.040), and homozygous carriers of this mutation had higher risk for
preeclampsia (OR=7.68, 95%CI (0.89-65.98)), especially for its mild (OR=9.33, 95%ClI
(0.98-88.57)) and late form (OR=8.52, 95%CI (0.90-80.58)). Haplotype analysis for
three eNOS polymorphisms showed a protective effect of “G-T-b” haplotype, while
carriers of “G-C-b” haplotype had increased risk for preeclampsia development.
Homozygous mutation for Vall58Met COMT gene polymorphism (AA) was more
frequent in the study than in the control group (P=0.002) and carried a 3.7-fold risk
increase for preeclampsia, especially its severe (OR=9.0, 95%CI (2.09-38.799)) and



early form (OR=6.6, 95%ClI (1.62-26.87)). Relative mMRNA expression of TNF-o and IL-
1B was significantly higher in preeclampsia than in healthy pregnant women (P=0.006
and P=0.005, respectively). Positive correlations between TNF-a and IL-1f, and IL-1B
and IL-6 were shown among preeclampsia patients. Analysis of all examined patients
revealed higher TNF-a expression in the presence of COMT polymorphism (P=0.012).
In preeclampsia group, IL-1B expression was significant lower (P=0.015) in GSTT1 null
genotype in comparison to non-null genotype, and IL-6 expression was significantly
lower in patients with in GST M1 null genotype (P=0.015). Among our patients,
maternal risk factor (high body mass index, smoking) and complications of pregnancy
(miscarriages and intrauterine growth restriction) did not show association with

examined gene polymorphisms and proinflammatory cytokine expression.

Conclusions: Carriers of deletion polymorphism in GST T1 and GST M1 genes had
increased risk of preeclampsia development. This risk was more pronounced in the
presence of combined GST T1-/GST M1- genotype. Endothelial NOS gene
polymorphisms, T-786C and VNTR were associated with risk of preeclampsia, as was
the haplotype “G-C-b”. Carriers of homozygous mutation for Vall58Met COMT
polymorphism showed increased risk of severe and early preeclampsia development.
Preeclampsia was associated with higher expression of proinflammatory cytokine TNF-
a and IL-1B). Significantly higher TNF-a expression was related to the presence of
Val158Met COMT polymorphism and could explain the marked inflammatory response
in pregnancy among women with decreased COMT activity. As judged from the results,
most probably, GST and cytokines are involved independently in the preeclampsia
pathogenesis. This research did not find any relationship between maternal risk factors
and pregnancy complications and investigated gene polymorphisms and

proinflammatory cytokines.
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1. UvOD

1.1. KLASIFIKACIJA HIPERTENZIVNIH POREMECAJA U TRUDNOCI

Klasifikacija hipertenzivnih poremecaja u trudo¢i prvi put predlozena od strane
Americkog koledza za ginekologiju i akuserstvo (engl. American College of obstetrics
and gynecology - ACOG) 1972. godine, modifikovana je 1990., a potom i 2000. godine
od strane Radne grupe nacionalnog edukacijskog programa za poviseni krvni pritisak
(engl. National High Blood Pressure Education Program - NHBPEP) (1). Ovu podelu
su, uz minimalne izmene, prihvatila i implementirala u svoje vodice i druga udruzenja
(2-5). Prema poslednjem izvestaju ACOG iz 2013. godine, hipertenzivni poremecaji u

trudno¢i su podeljeni u Cetiri glavne kategorije:
1. Gestacijska hipertenzija;
2. Hroni¢na/preegzistirajuca hipertenzija (primarna i sekundarna);
3. Hroni¢na hipertenzija sa superponiranom preeklampsijom;
4. Preeklampsija/eklampsija (6).

Termin gestacijska hipertenzija se odnosi na hipertenzivne poremecaje u trudnoci
koji ne zadovoljavaju kriterijume za preeklamsiju 1 hroni¢nu hipertenziju. Prema ACOG
Practice Bulletin No 202 (7), gestacijska hipertenzija je klinicka dijagnoza, koja se
definise kao de novo pojava povisenog krvnog pritiska (sistolni > 140 i < 160 mmHg,
i/ili dijastolni > 90 i < 110 mmHg) najranije u 20.-0j nedelji gestacije, u odsustvu
proteinurije, ili novih znakova end-organske disfunkcije. Iako trudno¢e komplikovane
gestacijskom hipertenzijom u najve¢em broju slucajeva prolaze bez komplikacija, ¢ak 1
kada vrednosti krvnog pritiska nisu izraZzeno visoke, zahtevaju strogi nadzor (8). Kod
pojedinih trudnica sa gestacijskom hipertenzijom dolazi do naglog i izrazenog porasta
krvnog pritiska i tada su maternalni i perinatalni ishodi sli¢ni kao u slu¢aju pojave
preeklampsije (9). Gestacijsku hipertenziju karakteriSemo kao teSku, kada je sistolni
pritisak > 160 mmHg i/ili dijastolni pritisak > 110 mmHg. Prema ACOG Practice
Bulletin No 202 (7), dalji razvoj proteinurije menja dijagnozu u preeklampsiju. Pojava
sistolnog pritiska > 160 mmHg i/ili dijastolnog > 110 mmHg, ili drugih znakova teske

bolesti, podize dalje dijagnozu na teSku formu preeklampsije. Procenjuje se da oko 10-



25% trudnica sa gestacionom hipertenzijom kasnije razviju znake i simptome
preeklampsije. Ukoliko se kompletno izleCenje ne desi tokom 12 postpartalnih nedelja,
ve¢ bolest i dalje perzistira, dijagnoza se mora revidirati u hroni¢nu/preegzistiraju¢u
hipertenziju, koja je bila maskirana fizioloSkim smanjenjem krvnog pritiska u ranoj
trudno¢i. Ukoliko u postpartalnom periodu dode do nestanka hipertenzije i ukoliko se ne
razviju znaci 1 simptomi preeklampsije, dijagnoza se moze revidirati 1 promeniti u

tranzitornu hipertenziju trudnoce (7, 10).

Hroni¢na/preegzistirajua hipertenzija se definiSe kao hipertenzija koja je
prethodila trudno¢i, ili je bila registrovana u najmanje dve prilike pre 20. nedelje
gestacije, ili perzistira duze od 12 postpartalnih nedelja. U najveéem broju slucajeva je u
pitanju primarna (ranije nazivana esencijalna) hipertenzija, a samo u oko 10% zena
razlog za pojavu hroni¢ne hipertenzije je ve¢ postojece bubrezno ili endokrino oboljenje

(sekundarna hipertenzija).

Superponirana preeklampsija se definiSe kao nova pojava proteinurije, znac¢ajne end-
organske disfunkcije, ili oba ova stanja, posle 20. nedelje gestacije u Zena sa
hroni¢nom/preegzistiraju¢om hipertenzijom. Ukoliko se u Zena sa hroni¢nom/
preegzistiraju¢om hipertenzijom proteinurija javila pre ove gestacione starosti ili u ranoj
trudno¢i, superponirana preeklampsija se definiSe kao pogorSanje ili rezistentnost
hipertenzije (posebno akutno) u drugoj polovini trudnoce, ili razvoj teSkih
simptoma/znaka i1z spektra bolesti. Prognoza ishoda 1 za majku 1 za dete u slucaju
superponirane preeklampsije je losija u odnosu na izolovano javljanje preeklampsije ili
bilo kog drugog hipertenzivnog poremecaja. Razlikovanje benignog povecanja krvnog
pritiska uz prisutnu proteinuriju, stanja koje se Cesto sre¢e kod hroni¢ne hipertenzije, u
odnosu na superponiranu preeklampsiju predstavlja veliki izazov za klini¢are. ACOG
predlaze da se ovaj poremecaj podeli u dve grupe koje ¢e indikovati dalje zbrinjavanje:
superponirana preeklampsija i superponirana preeklampsija sa teskim karakteristikama
(6). Dijagnoza superponirane preeklampsije je verovatna ukoliko je prisutna jedna od

sledec¢ih karakteristika:

1. iznenadno pogorSanje hipertenzije 1ili potreba za povecanjem doze
antihipertenzivne terapije u slucajevim prethodno dobro kontrolisane hipertenzije

ve¢ primenjenom terapijom,



2. de novo pojava proteniurije ili povecanje proteinurije koja je veé bila prisutna
prekoncepcijski ili tokom rane trudnoce.

Dijagnoza superponirane preeklampsije sa teskim karakteristikama se postavlja

kada je prisutan jedan od sledec¢ih znakova:

a. teSka hipertenzija bez obzira na primenjenu antihipertenzivnu terapiju

b. abnormalnosti jetre (jak, perzistentan bol u gornjem desnom kvadrantu ili u
epigastrijumu koji ne reaguje na lekove i ne moZze se pripisati nekoj
alternativnoj dijagnozi, ili porast koncentracije serumskih transamninaza >2
puta u odnosu na gornju granicu normalnih vrednosti, ili oboje)

c. pad broja trombocita ispod 100000/mm?,

d. pluéna kongestija ili edem,

e. de novo pojava renalne insuficijencije ili njeno pogorsanje (udvostrucenje
nivoa kreatinina ili porast njegovog nivoa iznad 1.1 mg/dL kod Zena sa
prethodno urednom bubreznom funkcijom)

f. simptomi disfunkcije centralnog nervnog sistema (perzistentni cerebralni ili

vizuelni poremecaji) (6).

Iako u klasifikaciji hipertenzivnih poremecaja u trudno¢i nije prepoznata kao
zaseban entitet, “kasna postporodajna hipertenzija” zahteva posebnu paznju, i najéesce
biva dijagnostikovana samo kod Zena koje su iz nekog drugog razloga ostale
hospitalizovane najmanje dve nedelje nakon porodaja. Ovaj poremecaj se karakteriSe
pojavom hipertenzije (naj¢e$¢e blage) u periodu od druge nedelje do 6 meseci
postpartalno kod Zena koje su bile normotenzivne tokom trudnoce. U sluc¢aju kasne
postporodajne hipertenzije vrednosti krvnog pritiska mogu varirati mesecima nakon
porodaja 1 naj¢eS¢e se normalizuju do kraja prve godine. Malo se zna o ovom entitetu,
koji poput gestacijske hipertenzije moze biti prediktor hroni¢ne hipertenzije kasnije u

zivotu (6).



1.2. DEFINICIJA PREEKLAMPSIJE

Preeklampsija je multisistemski, hipertenzivni poremecaj u trudnoéi koji se javlja
posle 20 nedelja gestacije 1 moZze biti superponiran na prethodni hipertenzivni poremecaj.
Procenjuje se da je 4,6% trudnoca Sirom sveta komplikovano ovim stanjem, te da
prevalence varira sa gestacionom staro$¢u. Naime, vecina pacijentkinja ispolji klinicku
sliku u gestacionoj starosti >34 nedelje, a ponekad tek tokom porodaja. Svega oko 10%
aficiranih trudnica razvije simptome i znake pre 34. nedelje gestacije (rana
preeklampsija), a veoma retko ve¢ u 20-22. nedelji (11). Prvobitno je bila definisana kao
novootkrivena hipertenzija, uz de novo prisutnu proteinuriju. lako su ova dva kriterijuma
podrazumevala klasi¢nu definiciju preeklampsije, zapazeno je da kod se u nekih trudnica,
uz povisen krvni pritisak, a u odsustvu proteinurije, uocavaju znaci multisistemskih
poremecaja, inace indikativnih za teZinu oboljenja. Hipertenzija se definiSe kao sistolni
krvni pritisak 140 mmHg 1 visi 1/ili dijastolni krvni pritisak 90 mmHg 1 visi. Laka
hipertenzija obuhvata vrednosti do 160 mmHg za sistolni i do 110 mmHg za dijastolni
krvni pritisak (6). Preporuceno je da se dijagnoza hipertenzije postavi nakon dva
uzastopna merenja u razmaku od najmanje 4 sata, iako u nekim slucajevima, posebno
kada je u pitanju registrovanje teSke hipertenzije, dijagnoza moze biti postavljena u
kra¢em vremenskom intervalu (¢ak u periodu od nekoliko minuta), a u cilju $to ranijeg
zapocinjanja antihipertenzivne terapije. Proteinurija oznacava prisustvo 300 mg proteina
i vise u uzorku 24 h urina (ili ekstrapolacija ovih vrednosti u odnosu na vremenski period
tokom kojeg je sakupljan uzorak urina) ili kada je odnos vrednosti proteina i kreatinina
u jednokratnom uzorku urina 0.3 i viSe (kada su oba parametra merena u mg/dL).
Kvalitativho merenje proteinurije na stapi¢u od 1+ i viSe, zbog Cestih lazno-pozitivnih i
laZzno-negativnih rezultata, je metoda koja se uzima u obzir samo u slucaju kada ostale

kvantitativne tehnike merenja nisu dostupne ili kada je neophodno §to brze donosenje
odluke.

U slucaju neregistrovane proteinurije, dijagnoza preeklampsije se postavlja kada je uz
hipertenziju prisutna trombocitopenija (< 100000/mm? trombocita), poremecaj funkcije
jetre (dvostruko poviSen nivo transaminaza u serumu u odnosu na normalne vrednosti),
novootkrivena renalna insuficijencija (povisen nivo kreatinina u serumu iznad 1.1 mg/dL
ili udvostrucavanje njegovih vrednosti u odsustvu drugih pokazatelja renalne

disfunkcije), pluéni edem, ili de novo pojava cerebralnih ili vizuelnih poremecaja.



Trombocitopenija je naj¢es¢i hematoloski poremecaj koji se javlja u zena sa
preeklampsijom. Njena incidencija zavisi od stepena tezine poremecaja, i od
prisutva/odsustva abrupcije posteljice. Jedno istrazivanje je pokazalo da je kod 50%
trudnica sa preeklampsijom zabeleZen broj trombocita ispod 150000/mm?3, dok je ispod
100000/mm? trombocita imalo 36% zena (12). U nekih Zena se javlja karakteristiGan
nalaz laboratorijskih parametara — hemoliza, poviSeni nivoi enzima jetre, nizak broj
trombocita. Ovaj oblik preeklampsije se naziva HELLP sindrom (H- enlg. hemolisys
(hemoliza), EL — engl. elevated liver enzymes (poviseni enzimi jetre), LP — enlg. low
platet count (nizak broj trombocita)). Veéina autora smatra HELLP sindrom podtipom
preeklampsije sa teskim karakteristikama u kojima su predominantni hemoliza, poviSeni
enzimi jetre i trombocitopenija, a ne hipertenzija, disfunkcija centralnog nervnog ili
bubreznog sistema, mada se i oni mogu kasnije javiti. Veéina pacijentkinja (82-88%), ali
ne i sve, ima hipertenziju i/ili proteinuriju (86-100%). Retke pacijentkinje nemaju ni
jedan od ova dva simptoma, te se moraju iskljuciti druge dijagnoze udruzene sa sli¢nim
laboratorijskim nalazima, pre nego Sto se u ovih atipi¢nih pacijentkinja postavi dijagnoza
HELLP. Upravo zbog C<{injenice postoje pacijentkinje koje nemaju istovremenu
hipertenziju ili proteinuriju, odredeni autori smatraju da je HELLP sindrom oboljenje
koje treba u potpunosti razlikovati i odvojiti od preeklampsije. U slu¢aju odsustva ostalih
simptoma i znakova preeklampsije, u cilju razlikovanja HELLP sindroma od tromboti¢ne
trombocitopenijske purpure moze pomoci odredivanje odnosa serumske laktatne

dehidrogenaze (LDH) i aspartat aminostransferaze (AST) (13).

Eklampsija podrazumeva de novo razvoj generalizovanih, tonicko-klonickih napada ili
kome u Zena sa preeklampsijom, u odsustvu drugih neuroloskih stanja koja bi mogla biti
uzrok napada. Radi se o konvulzivnoj (grand mal) manifestaciji preeklampsije i jednoj
od najtezih klini¢kih manifestaciji bolesti. Vecina pacijentkinja u satima koji prethodne
eklampsiji imaju simptome/znake koji mogu ukazivati na predstojeci poremecaj:
hipertenzija (75%), teska 1 perzistiraju¢a okcipitalna ili frontalna glavobolja (66%),
vizuelni poremecaji (27%), bol u epigastrijumum ili desnom gornjem kvadrantu
abdomena (25%), poremecaj mentalnog statusa ili hiperrefleksija (14, 15). Ipak, jedna
Cetvrtina pacijentkinja je asimptomatska. Eklampti¢ni napadi znacajno doprinose
maternalnom i perinatalnom morbiditetu i mortalitetu, posebno u zemljama u razvoju

(15). Ovo stanje se moze razviti pre, tokom i posle porodaja. Diferencijalna dijagnoza de
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novo pojave konvulzivnih napada u trudnice, ukljucuje razlikovanje napada koji se
incidentalno desio u trudno¢i (tumori mozga, rupture aneurizme), egzacerbaciju u
trudnod¢i (tromboti¢na trombocitopeni¢na purpura — TTP, hemoliticko uremi¢ni sindrom
— HUS, cerebralne venske tromboze), od stanja koje je jedinstveno za trudnocu

(eklampsija).

Neki simptomi, ¢ak i kada dijagnoza preeklampsije nije potvrdena, namecéu
potrebu za temeljnim ispitivanjem trudnice. U njih spadaju glavobolja i/ili vizuelni
poremecaji, abdominalni bol u gornjem desnom kvadrantu, 1 bol u epigastrijumu. Zastoj
u rastu ploda i novootkrivena proteinurija u drugoj polovini trudnoce takode su nalazi
koji povecavaju sumnju da ¢e doc¢i do razvoja preeklampsije (16, 17). Poveéanje krvnog
pritiska u kasnoj u odnosu na ranu trudno¢u za 30 mmHg 1 viSe u slucaju sistolnog i/ili
15 mmHg i viSe u slucaju dijastolnog pritiska je Cesta pojava u toku nekomplikovanih
trudnoca (18). Ipak, prema preporukama NHBPEP Radne grupe trudnice sa ovakvim
porastom krvnog pritiska zahtevaju pazljivo pracenje (1). lako ne spadaju u dijagnosticke
kriterijume preeklampsije, neki biohemijski markeri su dovedeni u vezu sa pojavom
komplikacija i lo$ijim ishodom trudnoca kod trudnica kojima je postavljena dijagnoza
preeklampsije, te njihovo otkrivanje moze pomoc¢i u pravovremenom zbrinjavanju ove
grupe trudnica (npr. povisene vrednosti mokraéne kiseline) (19). Klinicki prisutan edem
1/ili ubrzano povecanje telesne mase, mogu da povecaju sumnju na razvoj preeklampsije,
ali ovi znakovi ne spadaju u dijagnosticke kriterijume. Nezavisna pojava edema se javlja
u 10-15% trudnica koje su normotenzivne tokom ¢itave trudnoce, Sto ga Cini

nespecifi¢nim i nesenzitivnim znakom za preeklampsiju (20).

Precizna podela preeklampsije prema stepenu teZine bolesti i dalje nije sasvim jasna i
pouzdana, pre svega zbog nedovoljne predvidivosti ishoda ovog stanja. Obzirom da su
zene bez teSkih znakova preeklampsije 1 dalje u pove¢anom riziku za morbiditet i
mortalitet, naziv laka preeklampsija moze biti obmanjujuci i po preporukama ACOG bi
ga trebalo izbegavati. Predlog je da se termin “laka” zameni terminom “preeklampsija
bez teSkih karakteristika” (6). Progresija lake u tesku formu bolesti moZe se desiti tokom
prvih nekoliko dana od postavljanja dijagnoze (21). Identifikacija zena sa teSkom
formom preeklampsije 1 dalje predstavlja izazov za klinicare. Neki klini¢ki pokazatelji

dodatno povecavaju rizik od maternalnog i perinatalnog morbiditeta i mortaliteta, te



njihovo prisustvo pomaze u svrstavanju zena u grupu sa tezim oblikom preeklampsije
(22). Prema preporukama ACOG kod Zena koje su prethodno ispunjavale osnovne
kriterijume za dijagnozu preeklampsije, teSka forma se potvrduje kada je prisutan bilo
koji od slede¢ih znakova (6): sistolni krvni pritisak 160 mmHg i visi /ili dijastolni
pritisak 110 mmHg 1 visi izmereni dva puta u razmaku od najmanje 4 sata tokom kojih
pacijent miruje (osim u sluéajevima kada je ve¢ zapoCeta antihipetenzivna terapija);
trombocitopenija (< 100000/mm?3); poremeéaj funkcije jetre koji se ispoljava izrazenim
povecanjem nivoa jetrinih enzima (udvostru¢avanje vrednosti), jak prezistiraju¢i bol u
gornjem desnom kvadrantu abdomena i/ili bol u epigastrijumu, koji ne reaguju na
terapiju 1 nisu povezani sa prisustvom nekog drugog poremecaja; progresivna renalna
insuficijencija (poviSenje serumskog kreatinina iznad 1.1 mg/dL ili udvostrucavanje
njenih vrednosti u odsustvu drugih pokazatelja renalne disfunkcije); pluéni edem; de
novo cerebralni ili vizuelni poremecaji. Dodatno, Zene koje ispunjavaju osnovne
kriterijume za postavljanje dijagnoze preeklampsije sa sistolnim pritiskom 140-160
mmHg i/ili dijastolnim pritiskom 90-110 mmHg, uz novorazvijenu trombocitopeniju,
poremecaj funkcije jetre, renalnu insuficijenciju, pluéni edem, ili vizuelne ili cerebralne

poremecaje, takode se svrstavaju u grupu sa teskim oblikom preeklampsije.

Nakon rezultata nedavnih istrazivanja koji su pokazali da postoji minimalna povezanost
izmedu kvantitativnih vrednosti proteinurije 1 ishoda trudno¢a komplikovanih
preeklampsijom, masivna proteinurija (preko 5 g/dan) je eliminisana kao dijagnosticki
kriterijum tesSke forme bolesti. Takode, obzirom na isti tretman intrauterusnog zastoja u
rastu ploda kod Zena sa 1 bez preeklampsije, ovaj pokazatelj takode viSe ne predstavlja

parametar koji se koristi u postavljanju dijagnoze teSkog oblika preeklampsije (6).

Teska preeklampsija moze dovesti, kako do trenutnih, tako i do dugoro¢nih maternalnih
i neonatalnih komplikacija (23-27). Komplikacije koje se mogu javiti kod majke su:
pluéni edem, infarkt miokarda, mozdani udar, akutni respiratorni distres sindrom,
koagulopatija, teSka bubrezna insuficijencija, oSte¢enje retine. Rizik za pojavu ovih
komplikacija je ve¢i ukoliko je prethodno ve¢ bila prisutna poremecena funkcija ovih
organa ili ukoliko postoji akutna organska disfunkcija koja je povezana sa
preeklampsijom (23-26). Fetalne i neonatalne komplikacije teSke preeklampsije nastaju

kao rezultat uteroplacentne insuficijencije i/ili preterminskog porodaja (23-26). Ukoliko



se porodaj ne obavi pravovremeno, klinicki tok teSke preeklmapsije najcesce karakteriSe

rapidno pogorsanje stanja majke i fetusa (23-26).

Ness i Roberts (28) su 1996. godine predlozili podelu preeklampsije prema
poreklu nastanka u dve velike kategorije: placentarna i maternalna. Drugi istrazivaci su
ove dve grupe imenovali kao rana (< 34 nedelje gestacije) i kasna (> 34 nedelje gestacije)
(29). Smatra se da ove dve podgrupe imaju razlicitu etiologiju i fenotipske karakteristike.
Ova Kklasifikacija ima 1 prognosticki znaCaj, s obzirom da rana (placentarna)
preeklampsija nosi znacajno povisen rizik za maternalne i fetalne komplikacije i zastoj u
rastu ploda u odnosu na kasnu (maternalnu) preeklampsiju (29-33). Rana preeklampsija
je takode razlog vece prevalencije placentarnih lezija, koje se najces¢e desavaju izmedu
28 i 32 gestacijske nedelje (34). U osnovi rane preeklampsije nalazi se neadekvatna
placentacija usled neadekvatne transformacije spiralnih arterija, placentarne hipoksije i
poremecaja produkcije angiogenih faktora (poviSen nivo solubilne fms-sli¢ne tirozin
kinaze-1 (sFIt-1), sniZzena koncentracija placentarnog faktora rasta (PIGF), i povisen
odnos sFIt-1/PIGF) (35-37). Pretpostavlja se da maternalna (kasna) preeklampsija
proistice iz interakcije izmedu adekvatno razvijene placente i maternalnih faktora koji su
svojim delovanjem odgovorni za pojavu endotelne disfunkcije, ¢ineéi ove trudnice
osetljivim za mikrovaskularna o$te¢enja. Endotelna disfunkcija, kao jedan oblik
sistemskog inflamatornog odgovora, moze dovesti do generalizovane vazokonstrikcije 1
redukovanog krvnog protoka u brojnim organima, ukljucujuéi srce, bubrege i mozak.
Dodatna nemoguc¢nost adekvatnog odgovora na oksidativni stres u placenti, koja je
rezultat disfunkcionalnog maternalnog endotela, predstavlja jos jedno deSavanje za koje

se pretpostavlja da lezi u osnovi kasne preeklampsije (38).

Iako bi patofizioloske razlike izmedu ova dva podtipa preeklampsije trebalo da budu
jasna, podela nije uvek precizna, s obzirom da se njihovi mehanizmi mogu preklapati,
kao u slucaju starijih Zena sa prisutnim vaskularnim oboljenjima kod kojih se deSava
neadekvatna placentacija. Iako ova podela moze pomoéi u boljem razumevanju i

prognozi bolesti, ve¢ina Zena sa preeklampsijom ima elemente oba stanja.

Preeklampsija moze da komplikuje sve ostale hipertenzivne poremecaje u
trudno¢i, kada je njena incidencija 4 do 5 puta veca nego u slucaju pojave kod prethodno

normotenzivnih trudnica (39). Kod Zzena sa blagom gestacijskom hipertenzijom
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progresija u teSku hipertenziju ili preeklampsiju se najéeS¢e desava tokom 1-3 nedelje od
postavljanja dijagnoze (21). Potrebno je naglasiti da se bilo koji oblik preeklampsije
moze prvi put pojaviti u postpartalnom periodu. U SAD praksa Sto ranijeg otpuStanja
zena iz porodiliSta nalaze da se porodilje prethodno edukuju u cilju samostalnog
prepoznavanja simptoma (teske glavobolje, vizuelni poremecaji, bolovi u epigastrijumu)
koje bi trebalo prijaviti zdravstvenoj sluzbi. Nekoliko studija je naglasilo znacaj
edukacije Zzena za prepoznavanje simptoma i1 znakova koji prethode eklampsiji,
hipertenzivnoj encefalopatiji, pluénom edemu ili mozdanom udaru (40-43). Velika
studija iz 2010. godine je pokazala da je razlog 0.3% postporodajnih poseta hitnoj
medicinskoj sluzbu upravo pojava hipertenzije i preeklampsije (44). Kod Zena sa
preeklampsijom ili superimponiranom preeklampsijom, krvni pritisak obi¢no pada
tokom 48 sati nakon porodaja, ali moze opet porasti izmedu 3. i 6. dana postpartalno (45).
Postpartalna preeklampsija je redak poremecaj koji se najéesce ispoljava tokom prvih 48
sati nakon porodaja, iako se moZze razviti i nakon 6 nedelja, pa Cak i kasnije (ovaj oblik
se naziva kasna postpartalna preeklampsija). Ovaj oblik bolesti zahteva zapocinjanje
terapije Sto pre, radi spre¢avanja moguce pojave konvulzija i drugih komplikacija.
Najveci broj Zena koje razviju postpartalnu preeklampsiju, u toku trudnoce ne razvijaju
bilo kakve simptome i znakove. Faktori rizika za razvoj postpartalne forme bolesti su:
visok krvni pritisak tokom skorasnje trudnoce, gojaznost, visSeplodne trudnoce, hroni¢na
hipertenzija, diabetes mellitus tip 1 i tip 2. Komplikacije postpartalne preeklampsije su:
postpartalna eklampsija, pluéni edem, mozdani udar, tromboembolizam, HELLP
sindrom. Nekoliko retrospektivnih studija je pokazalo da se kod Zena sa potsporodajnom
eklampsijom ili mozdanim udarom simptomi javljaju nekoliko sati, pa ¢ak 1 dana pre
pojave ovih komplikacija (40-43). Takode, nesteroidni analgetici koji se Cesto prepisuju
Zenama postpartalno, mogu uticati na povecajne krvnog pritiska. Stoga bi ih trebalo
izbegavati kod Zena kod kojih je potvrdena hipertenzija koja se odrZava viSe od jednog

dana postpartalno.



1.3. EPIDEMIOLOGIJA PREEKLAMPSIJE | HIPERTENZIVNIH
POREMECAJA U TRUDNOCI

Prema podacima Centra za kontrolu i prevenciju bolesti (engl. Centers for
Disease Control and Prevention - CDC) iz 2016. godine, poslednjih 25 godina u
Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) zabelezen je porast ucestalosti smrtnih
slucajeva povezanih sa trudnocom (46). lako je sveukupni rizik od smrti medu
trudnicama mali, kod nekih Zena ovaj rizik je videstruko povisen. Zene africkog porekla
koje Zive u Americi u odnosu na zene bele rase imaju za 3 do 4 puta veci rizik od umiranja
kao posledice komplikacija u trudnoéi. Zene starosti izmedu 35 i 39 godina su u
dvostruko veéem riziku od umiranja u odnosu na zene starosti 20 do 24 godine. Ovaj
rizik se viSestruko povecava kod Zena starijih od 40 godina. Svake godine u SAD umre
700 Zena od posledica komplikacija u trudno¢i, dok vise od 50000 Zena ima neki od

teskih poremecaja u trudno¢i (ovaj broj je viSe nego udvostrucen u periodu od 2000. do

2010. godine) (46).

Hipertenzivni poremecaji u trudno¢i se javljaju u oko 10% svih trudnoca i
predstavljaju jedan od vodeéih uzro¢nika maternalnog i perinatalnog morbiditeta i
mortaliteta Sirom sveta (6). Prepoznati su kao najznacajniji uzrocnici preterminskog
porodaja (6). Incidencija poviSenog krvng pritiska u trudno¢i i poremecaja koji ga prate,
raste iz godine u godinu. U SAD poviSeni krvni pritisak se javlja u 6 do 8% trudnica
starosti izmedu 22 1 44 godine Zivota (47, 48). Stopa hroni¢ne hipertenzije je porasla sa
0.7% u 1993. na 1.7% u 2014. godini, dok je ucestalost hipertenzije u trudno¢i porasla
sa5.3%u 1993.na 9.1% u 2014. godini (49). Incidencija hroni¢ne hipertenzije u trudno¢i
iznosi oko 5%, sa varijacijama u zavisnosti od populacije 1 koriS¢enih dijagnostickih
kriterijuma (50-52). U poslednje dve decenije incidencija preeklampsije u SAD je porasla
za 25% (53). Incidencija preeklampsije krece se od 3 do 5% u zavisnosti od regiona. Od
1979 do 2013. godine publikovana je 31 epidemioloska studija na globalnom nivou, u
pet razli¢itih regiona i 29 zemalja, koje su pokazale da je incidencija preeklampsije
2.16%, a eklampsije oko 0.28% (54). Znacajno veca ucestalost ovog tipa hipertenzivnog
poremecaja u trudno¢i je zabelezena u Africkoj, Ameri¢koj, Hispano 1 Azijskoj
populaciji Zena u odnosu na Zene bele rase, pri ¢emi je najveca stopa oboljevanja

ustanovljena medu Afro-amerikankama. Preeklampsija je vodeci uzro¢nik maternalnog
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i perinatalnog morbiditeta i mortaliteta. Procenjuje se da je odgovorna za oko 50000 do
60000 smrtnih slucajeva godisnje Sirom sveta (55, 56). Na svaki smrtni slu¢aj povezan
sa preeklampsijom u SAD, 50-100 Zena prezive teSke komplikacije koje za posledicu
imaju ozbiljan zdravstveni rizik i veliki troSak za zdravstvenu negu (57, 58). Ipak, smatra
se da odredeni procenat neadekvatno lecCenih slucajeva preeklampsije i ostalih
hipertenzivnih poremecaja u trudnoci, koji je zabelezen na svetskom nivou, dovodi do
pojave maternalnih i perinatalnih komplikacija koje bi adekvatnim tretmanom mogle biti
izbegnute (59). Preeklamspija takode predstavlja i faktor rizika za kardiovaskularne i

metabolicke poremecaje kod zena kasnije tokom zivota.
1.4. PREDIKCIJA PREEKLAMPSIJE

Pojava povisenog krvnog pritiska u trudno¢i koji nije adekvatno tertian, znacajno
povecava rizik od pojave maternalnih i/ili fetalnih komplikacija tokom trudnoce,
porodaja ili posle porodaja (6). Veliki napori se sprovode u cilju identifikacije
demografskih faktora, biohemijskih i1 biofizi¢kih pokazatelja koji bi, samostalno ili u
kombinaciji, pomogli tokom rane gestacije u prepoznavanju rizika za razvoj
preeklampsije u drugoj polovini trudnocée. Utvrdeni faktori rizika za razvoj preeklampsije

su prikazani u Tabeli 1 (6).

Tabela 1. Faktori rizika za razvoj preeklampsije

Prvorotka

Pozitivna porodi¢na anamneza za preeklampsiju

Prethodne trudnoc¢e komplikovane preeklampsijom

Viseplodne trudnoce

Hroni¢na hipertenzija 1/ili hroni¢na bolest bubrega

Trombofilija

Vantelesno oplodenje

Diabetes mellitus tip 1 ili tip 2

Gojaznost

Lupus erythematosus systemicus

Starost zene preko 40 godina
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Preeklampsija se najcesce javlja kod prvorotki koje su prethodno bile zdrave i bez drugih
prepoznatih faktora rizika. Ukoliko pacijentkinja ima rodaku prvog stepena koja je imala
preeklampsiju rizik se povecava za 2 do 4 puta, a ukoliko je preeklampsija registrovana
u prethodnoj trudnoéi rizik je poveéan &ak 7 puta (60, 61). Sto se viseplodnih trudnoéa
tice, trojke nose veci rizik od blizanacke trudnoce. Klasi¢ni kardiovaskularni rizici su
takode predisponiraju¢i faktori za razvoj preeklampsije, poput hroni¢ne hipertenzije,
dijabetesa, gojaznosti i starosti preko 40 godina. Povecana prevalencija hroni¢ne
hipertenzije kod Zena starijih od 35 godina moze predstavljati razlog veée verovatnoce
zarazvoj preeklampsije u grupi starijih Zena. Rasne razlike u prevalenciji i stepenu tezine
bolesti je tesko proceniti zbog doprinosecih faktora poput socioekonomskog statusa i

kulturoloskih razlika.

Do sada nijedan pojedinacni test nije pokazao dovoljnu preciznost u predikciji
preeklampsije. Korisnost prediktivnog testa za preeklampsiju ogleda se kroz dostupnost
efikasnih preventivnih pristupa i terapijskih intervencija, kao i kroz znacajno poboljSanje
maternalnih i perinatalnih ishoda trudnoc¢a nakon dokazivanja predispozicije za razvoj

ovog poremecaja.

Interesovanje brojnih istrazivac¢a usmereno je na korisnost odredivanja doplerskih
parametara protoka krvi u arterijama uterinama u cilju predikcije preeklampsije (62).
Otpor protoku krvi u uterinim arterijama opada sa odmicanjem gestacione starosti u
fizioloSkoj trudnoci. Povecana impedance za datu gestacionu starost predstavlja rani
radiografski znak preeklampsije, koji verovatno reflektuje visoki otpor protoku krvi ka
interviloznom prostoru, usled defektne/nezavrSene invazije trofoblasta u spiralne arterije.
Ultrazvuéno  izmereno  povecanje  rezistencije, kroz  poviSene  indekse
rezistencije/pulsatilnost ili prisustvo uni ili bilateralnog dijastolnog notcha, ukazuju na
pojavu povecanog otpora protoku kroz arterije uterine (63). Rezultati dosadasnjih studija
koje su ispitivale dopler protok kroz arterije uterine, pokazali su da skrining postize bolje
rezultate koriS¢em u drugom, u odnosu na prvi trimestar, te da je tehnika korisnija u
predikciji rane nego kasne preeklampsije (62). Najvec¢i nedostaci ove tehnike se odnose
na veliku varijabilnost njenih rezultata (pre svega zbog razlike u interpretaciji od strane
onog koji je izvodi) 1 loSu prediktivhu preciznost (visoka stopa lazno pozitivnih

rezultata). Do sada ni jedna randomizovana klinicka studija koja se bavila arterijskim
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dopler skriningom nije dokazala bolje maternalne i/ili fetalne ishode nakon upotrebe ove

tehnike u cilju predvidanja pojave preeklampsije.

Rezultati studija koje su ispitivale poreklo i patogenezu preeklampsije, ukazale
su na moguénost implementacije biomarkera iz cirkulacije i urina u testove za predikciju
preeklampsije (64). Kao potencijalni markeri preeklampsije ispitivani su nivoi
cirkuliSu¢ih angiogenetskih proteina (sFlt-1, PIGF, vaskularni endotelni faktora rasta
(VEGF) i solubilni endoglin (sEng)) (64), ¢ije promene koncentracije u majcinoj
cirkulaciji prethode razvoju preeklampsije nekoliko nedelja ili meseci. Najveci broj
studija se fokusirao na ispitivanje antiangiogenog proteina, sFlt-1, kao potencijalnog
prediktora rane preeklampsije (65). Pokazano je da $to je veca vrednost sFlt-1, veéa je i
Sansa za razvoj rane preeklampsije (63). Ipak, kako se vrednosti sFlt-1 menjaju tek 4-5
nedelja pre pojave prvih simptoma, ovaj pokazatelj nije koristan kada se upotrebljava
samostalno kao skrining test u ranoj trudno¢i. Sa druge strane, vrednosti PIGF pocinju
da padaju 9-11 nedelja pre razvoja hipertenzije i proteinurije, sa ubrzanim smanjenjem
koncentracije oko 5 nedelja pre pojave bolesti (35). Kombinacija PIGF-a sa drugim
biomarkerima, i doplerom arterija uterina, zna¢ajno pobolj$ava stepen predikcije. Studija
koja je ispitivala 7797 Zena sa jednoplodnim trudnoama izmedu 11 i 13. nedelje
gestacije, koriste¢i algoritam koji je obuhvatio vrednosti uterinog pulsatilnog indeksa,
srednje vrednosti krvnog pritiska, sa trudno¢om-povezanog proteina plazme A (PAPP-
A), serumske koncentracije slobodnog PIGF, indeks telesne mase (engl. body mass index
- BMI), paritet i podatak o prethodnoj pojavi preeklampsije, pokazala je 5% laZzno-
pozitivnih rezultata, sa nivoom detekcije rane preeklampsije od 93.1% (66). S obzirom
da je PIGF mali protein koji se lako filtrira u bubrezima, merenje urinarnog PIGFa u
kombinaciji sa merenjem odnosa cirkuliSu¢ih vrednosti sFlt-1/PIGF je predlozeno kao
jos$ jedan skrining metod u predikciji rane preeklampsije (67). Istrazivanje sprovedeno
na 1622 trudnica je pokazano da ova kombinacija markera ima senzitivnost 100% i
specificnost 98% za predikciju rane preeklampsije (68). Nekoliko studija je pokazalo da
je nivo placentarnog proteina-13 znacajno manji kod Zena kod kojih dolazi do razvoja
rane preeklampsije 1 preterminskog porodaja (69, 70). Kombinacija placentarnog
proteina-13 sa drugim prediktivnim markerima mogla bi doprineti poboljSanju
efikasnosti prediktivnih testova. lako su dosadasnji rezultati obecavajuci, odgovarajuca

paleta markera za predikciju preeklampsije i dalje nije implementirana u svakodnevnu
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klinicku praksu zbog nedostatka dokaza o boljim maternalnim i/ili fetalnim ishodima

nakon sprovodenja ove skrining metode.

Upotreba biomarkera moze biti korisna i u proceni verovatnoce pojave negativnih ishoda
kod zena sa gestacijskom hipertenzijom ili preeklampsijom. Iako su visoke vrednosti
mokraéne kiseline uobicajene u zena sa preeklampsijom, sistemati¢ni pregled pet studija
zakljucio je da merenje serumskih vrednosti mokraéne kiseline pre 25. nedelje gestacije
nije korisno u predikciji razvoja buduce preeklampsije (71). Povisena koncentracija
mokraéne kiseline se pokazala kao korisnom u identifikacija Zzena sa gestacijskom
hipertenzijom, koje su u povec¢anom riziku za razvoj preeklampsije, kao i za razvoj
nepovoljnih maternalni i/ili fetalnih ishoda (72, 73). Nedavna prospektivna studija je
pokazala pozitivnhu prediktivnu vrednost za progresiju gestacijske hipertenzije u
preeklampsiju od 93.3% kada je gornja granica za mokraénu kiselinu 309 umol/L (74).
Angiogeni faktori su se takode pokazali kao korisni u proceni Zena sa preeklampsijom
koje su u povisenom riziku od razvoja maternalnih i/ili fetalnih komplikacija (75-77).
Studija koja je obuhvatila Zene koje su se porodile pre 34. nedelje gestacije, pokazala je
da sFIt-1/PIGF odnos od 85 i viSe ima pozitivhu prediktivnu vrednost od 86% za
predvidanje pojave negativnih maternalnih-fetalnih ishoda tokom dve nedelje od pojave
preeklampsije, dok je sFlt-1/PIGF odnos od 85 i manje imao negativnu prediktivnu
vrednost od 87.3% (76). Dostupnost biomarkera za brzu i1 taénu procenu ispitivanja rizika
za progresiju gestacijske hipertenzije u preeklamspiju i/ili za naknadnu pojavu
komplikacija, moZe znacajno poboljsati zbrinjavanje ove grupe pacijenata.

1.5. PREVENCIJA PREEKLAMPSIJE

Poslednje dve decenije intezivno se ispituju strategije koje bi pomogle u
prevenciji preeklampsije, ali se ni jedna tehnika do sada nije dokazala kao pouzdano
efikasna. Jedan od mogucih razloga neuspeha u prevenciji preeklampsije, nakon
evaluacije predlozenih prediktora 1 preporucene terapije dokazane da deluje na
patofiziolo§ke mehanizme, jeste da ona mozda ne predstavlja jedinstven entitet, ve¢ vise
bolesti. Ova teorija je podrzana klinickim 1 epidemioloskim podacima, koji ukazuju na
znaajno razliCite efekte ovog poremecaja medu razli¢itim Zenama, u razliitim
periodima trudnoce, kao i prisutne razli¢ite kardiovaskulrane ishode rane preeklampsije

u odnosu na kasnu formu bolesti (30). Buduca istrazivanja bi trebalo usmeriti na
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utvrdivanje podtipova preeklampsije, s obzirom da bi razli¢ito poreklo bolesti moglo

zahtevati i razliite preventivne i terapijske pristupe.

Jedna od teorija navodi da sistemski poremecaj ravnoteze izmedu nivoa prostaciklina i
tromboksana doprinosi razvoju preeklampsije. Upotreba malih doza aspirina,
antiinflamatornog agensa koji blokira produkciju tromboksana, je ispitivana od strane
brojnih studija. Meta-analiza iz 2007. godine koja je ispitivala efekat antitrombocitnih
agenasa u prevenciji preeklampsije obuhvatila je visSe od 30000 Zena iz 31 studije iz
razli¢itih grupa rizika, i pokazala je da antitrombocitni agensi imaju skroman efekat, sa
relativnim rizikom (RR) za preeklampsiju od 0.9 i 95% intervalom poverenja (Cl) 0.84-
0.97, za grupu tretiranu aspirinom (78). Treba napomenuti i da primena niskodoznog
aspirina nije povezana sa pojavom ozbiljnih nezeljenih efekata i predispozicijom za
obilna krvavljenja i/ili abrupciju placente. Skromna, ali efikasna profilaksa niskodoznim
aspirinom (60-80 mg) bi mogla biti preporu¢ena kao primarna preventivna mera kod zena
u visokom riziku od razvoja preeklampsije (pozitivnu li¢nu anamnezu za preeklampsiju
i preterminski porodaj pre 34 nedelje gestacije, hroni¢nu hipertenziju ili dijabetes), sa
¢ijom bi se primenom zapocelo tokom kasnog prvog trimestra (12-13. nedelja gestacije),
ili najkasnije do 16. nedelje gestacije. (6, 79). Primena ovih ili, kako novi dokazi
sugeri$u, doza aspirina od 100-150mg/dan, rezultuje u visokorizi¢nih pacijentkinja u
redukciji incidence preeklampsije i njenih sekvela (restrikcija rasta, preterminski
porodaj) od barem 10% (80). lako nisu definitivni, dostupni podaci konkluzivno ne
podrzavaju profilakticku upotrebu nisko-molekularnog heparina kao dodatka

niskodoznom aspirinu u redukciji rizika od preeklampsije ili njenih sekvela (81).

Smatra se da oksidativni stres igra znac¢ajnu ulogu u patogenezi preeklampsije, te
je upotreba antioksidanasa predlozena u cilju njene prevencije. Velike randomizovane,
placebo-kontrolisane studije su pokazale da suplementacija vitaminom C i E tokom
trudno¢e ne dovodi do smanjenja rizika za razvoj preeklampsije, niti poboljSava
maternalne i/ili fetalne ishode u razli¢itim populacijama (82-85), Sto je potvrdeno i
rezultatima Kohrejnove meta-analize iz 2008. godine koja je obuhvatila 15
randomizovanih studija (20748 Zena) (86). Shodno svim dosadasnjim rezultatima, u
izvestaju radne grupe ACOG iz 2013. godine, upotreba vitamina C i E se ne preporucuje

u cilju prevencije preeklampsije (6).
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Nekoliko studija je ispitivalo efikasnost suplementacije kalcijumom u cilju
prevencije preeklampsije. U velikoj SAD kohorti sprovedenoj na zdravim prvorotkama,
suplementacija kalcijumom nije smanjila incidenciju preeklampsije (87). Medutim, kod
zena koje imaju nedostatak kalcijuma suplementacija ovog elementa moZze imati
znacajno vise koristi. Meta-analiza 13 studija koja je obuhvatila 15730 Zena pokazala je
da suplementacija kalcijumom znaCajno smanjuje rizik za razvoj preeklampsije (RR
0.45, 95% CI 0.31-0.65), sa najve¢im smanjenjem rizika u grupi Zena koje su prvobitno
unosile nedovoljno kalcijuma (RR 0.36, 95% CI 0.20-0.65) (88). U cilju redukcije rizika
od preeklampsije, Svetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization -
WHO) preporucuje suplementaciju elementarnim kalcijumom (1.5-2 g dnevno) za
populaciju trudnica sa nedovoljnim dnevnim unosom kalcijuma i visokim rizikom od

razvoja hipertenzije.

Nedostatak Vitamina D je takode predstavljen kao moguc¢i faktor rizika za razvoj
preeklampsije (89), all jo§S uvek bez dokazane efikasnosti suplementacije ovim
vitaminom. Pored ovoga, druge nutritivne intervencije koje se sprovode u cilju
prevencije preeklampsije (upotreba ribljeg ulja ili belog luka u ishrani) takode nisu
Klini¢ki dokazane kao efikasne. Proteinska i kalorijska restrikcija u grupi gojaznih zena
ne pokazuju smanjenje rizika za razvoj preeklampsije ili gestacijske hiperteznije, amogu
povecati rizik od intrauterusnog zastoja u rastu ploda, te bi ove postupke trebalo
izbegavati. Sa druge strane, prekoncepcioni gubitak tezine u ovakvih pacijentkinja nosi
sa sobom brojne koristi u smislu reproduktivnih ishoda i opsteg zdravstvenog stanja. lako
je nivo dokaza nizak, restrikcija unosa soli u cilju prevencije preeklampsije nije
preporucena od strane ACOG. Sistematski pregled koji je obuhvatio sve studije koje su
se do tada bavile ispitivanjem restrikcije unosa natrijuma (603 Zene), nije pokazao
znacajan uticaj ovog postupka na prevenciju preeklampsije (90). Pored toga, meta-
analiza koja je obuhvatila oko 7000 pacijenata je pokazala da primena diuretika ne
dovodi do smanjenja incidencije preeklampsije (91).

Iako su do sada sprovedene samo dve studije na malom broju Zena, i bez ispitivanja
perinatalnog i maternalnog morbiditeta i mortaliteta, kao i eventualnih drugih negativnih
efekata, mirovanje je preporuc¢eno kao mera prevencije preeklampsije od strane nekih

istrazivac¢a (92). Sa druge strane, smatra se da redovno vezbanje kroz poboljSanje
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vaskularne funkcije moze pomo¢i U smanjenju incidencije preeklampsije (93, 94).
Trenutno aktuelna preporuka za zene sa nekomplikovanim trudno¢ama je 30 minuta
vezbanja nekoliko puta nedeljno (95). Pokazano je da umereno veZzbanje stimuliSe
angiogenenzu u placenti i poboljSava maternalnu endotelnu disfunkciju. Nekoliko malih
klinickih studija ispitivalo je korisnost umerenog vezbanja u prevenciji preeklampsije,
ali je interval poverenja bio Sirok, te ovakvi reuzltati nisu pouzdani za donoSenje
zakljucka o njenoj efikasnosti (96). Prema preporuci ACOG mirovanje (restrikcija
fizickih aktivnosti) ne treba da bude primenjeno kao primarna preventivna mera za razvoj

preeklampsije.

Obzirom da su statini efikasni u primarnoj 1 sekundarnoj prevenciji
kardiovaskularnog mortaliteta i morbiditeta, pretpostavilo se da bi ovi agensi, iako za
sada kontraindikovani u trudno¢i, mogli redukovati rizik od preeklampsije. Ovu hipotezu
su podrzali podaci iz studija na Zivotinjama i malih humanih pilot studija. Radi se o
potencijalno obecavajucoj terapiji u prevenciji preeklampsije, ali su za njeno razmatranje

neophodne dodatne velike studije bezbednosti i efikasnosti (97, 98).

U slucaju Zena koje su razvile preeklampsiju u prethodnoj trudnoéi
prekoncepcijsko savetovanje je preporuceno od strane ACOG. Unaprediti majcino
zdravlje pre zaceca, pravovremena detekcija akuSerskih komplikacija, 1 dostizanje
zadovoljavajucih perinatalnih ishoda u iducoj trudno¢i su glavni ciljevi u zbrinjavanju
zena sa verifikovanom preeklampsijom u prethodnoj trudno¢i. Ovi ciljevi se mogu
posti¢i racionalnim pristupom koji podrazumeva prekoncepcijsku evaluaciju 1
savetovanje, ranu antenatalnu brigu, ucestalo antepartalno isiptivanje i pracenje

maternalnog 1 fetalnog statusa, uz utvrdivanje optimalnog vremena porodaja (99).

1.6. TERAPIJSKE MERE I PRACENJE ZENA SA PREEKLAMPSIJOM

U slucajevima uspostavljene dijagnoze preeklampsije, definitivni tretman u cilju
prevencije razvoja maternalnih 1/ili fetalnih komplikacija jeste porodaj, koji rezultira u
konac¢noj rezoluciji bolesti. Vreme porodaja se odreduje na osnovu kombinacije faktora,
koji ukljucuju tezinu bolesti, stanje trudnice i fetusa i gestacionu starost. Prilikom
zbrinjavanja trudnica sa hipertenzijom ili preeklampsijom, glavna briga je dakle zivot
majke i ploda. Drugi cilj je rodenje terminskog deteta koje neée zahtevati mere produzene

nege i intenzivnog zbrinjavanja (23).
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1.6.1. Laka preeklampsija

Odabir terapije i1 pravac zbrinjavanja lake preeklampsije ¢e zavisiti od procene stanja
majke i ploda, gestacijske starosti, eventualnih znakova porodaja ili rupture plodovih
ovojaka, vaginalnog krvavljenja, ali i Zelje same trudnice (Sema 1). Jedinstvene sugestije
autora odnose se na preporuke o porodaju trudnica sa preeklampsijom u >37 nedelja
gestacije, ¢ak 1 u odsustvu karakteristika teSke forme bolesti. U preterminskoj trudno¢i,
rizik od teskih sekvela usled progresije bolesti mora biti balansiran u odnosu na rizik od
prematuriteta novorodenceta. Kada su trudnica i plod stabilni i nema znakova teSke
organske disfunkcije, u cilju postizanja fetalnog rasta i maturiteta, racionalno je primeniti
ekspektativni tretman sa pazljivim monitoringom dokaza progresije teZine bolesti.
Medutim, u bilo kojoj gestacionoj starosti, dokazi teske hipertenzije, ozbiljne maternalne
organske disfunkcije, ili nestabilnog fetalnog stanja, predstavljaju indikaciju za promptni
porodaj. Pre 34 0/7 nedelja gestacije, preporuke vodecih stru¢nih udruzenja sugerisu

ekspektativni tretman u ovoj formi bolesti.
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+  Porodaj
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e Manje od 37 /T gestacyskih nedelja

* Bolni¢ko ili vimbolnicko lecenje

¢ Evaluacija trudnice na dve nedelje

¢ Fetalna evaluacija -nestres test na dve nedelje
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«  Pogorsanje maternalnog ili fetalnog stanja
e Pocetak norodaia ili mntura olodovih ovoiaka J

Sema 1. Algoritam za zbrinjavanje trudnica sa lakom preeklampsijom (6).

U trenutku postavljanja dijagnoze svim Zenama bi trebalo uraditi kompletnu krvnu sliku,
nivo serumskog kreatinina i jetrinih enzima, prisustvo proteina u urinu (24 h uzorak
urina, ili protein/kreatinin odnos iz jednokratnog uzorka), i ispitati ih o eventualnim
simptomima 1 znacima teSke preeklampsije. Odredivanje broja trombocita, serumskog
kreatinina 1 jetrinth enzima treba ponavljati bar dva puta nedeljno u Zena sa
preeklampsijom bez teSkih karakteristika, kako bi se procenila progresija bolesti 1 uoc€ili
znaci/simptomi pogor$anja. Fetalna procena bi trebalo da obuhvati ultrasonografsku
procenu telesne mase fetusa i indeks plodove vode (mereno u cm), nestres test (NST), i
biofizicki profil (BPP) ukoliko je nestres test nereaktivan. Adekvatno zbrinjavanje
podrazumeva hospitalizaciju ili porodaj u slucaju prisutnog jednog ili visSe znakova: 37
gestacijskih nedelja ili vecu starost trudnoce, sumnja na abrupciju placente, 34
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gestacijskih nedelja i manje uz prisustvo makar jednog od sledec¢ih znakova: progresivni
porodaj ili ruptura plodovih ovojaka, ultrasonografska procena telesne mase fetusa koja
je ispod petog percentile za gestacijsku starost, oligohidramnion (trajno prisutan indeks
plodove vode ispod 5 cm), BPP Kkoji se odrzava u vrednost 6/10 i manje (normalan 8/10-
10/10). Kod Zena kod kojih se dijagnoza lake preeklampsije postavi izmedu 34 i 37
nedelja nema dovoljno dokaza da li ¢ekanje poboljSava ishode, 1 da li povecava rizik od
pojave komplikacija (100). Sa druge strane, hitan porodaj u ovom periodu je povezan sa
ve¢om ucestalo$¢u prijema u neonatalnu intenzivnu negu, neonatalnih respiratornih
komplikacija, 1 neznatnim porastom ucestalosti neonatalne smrti u odnosu na porodaj

zavrSen u 37 gestacijskih nedelja i kasnije.

Kod Zena koje nisu porodene, tretman se moze sprovoditi u bolnickim i vanbolnickim
uslovima, uz ograni¢enje fizicke aktivnosti i redovne kontrole. Zene se savetuju da se
normalno hrane, bez restrikcije unosa soli. Kontinuirana evaluacija Zena sa lakom

preeklampsijom podrazumeva (6):

1. fetalna evaluacija - dnevno pracenje fetalnih pokreta od strane majke,
ultrasonografsko pracenje rasta na svake tri nedelje, i procena koli¢ine plodove
vode najmanje jednom nedeljno. Dodatno je predlozeno izvodenje NST dva puta
nedeljno. Ukoliko je NST nereaktivan trebalo bi uraditi BPP. Ucestalost
izvodenja ovih testova trebalo bi odrediti na osnovu rezultata drugih sprovedenih
analiza. Ukoliko se konstatuje zastoj u rastu ploda, preporucen dopunski test je
fetoplacentarna procena koja podrazumeva ultrasonografski dopler protoka kroz
umbilikalnu arteriju. Frekvenca testiranja zavisi od procenjenog stanja, ali je u
slu¢aju normalnih dopler indeksa racionalno testiranje na nedeljnom nivou.

2. Merenje krvnog pritiska — na dnevnoj osnovi i dva puta nedeljno u hospitalnim
uslovima; nakon postavljanja dijagnoze preeklampsije dalje pracenje proteinurije
nije neophodno, ve¢ se za monitoring bubreZzne funkcije odreduje serumski
kreatinin.

3. Laboratorijska provera - kontrola krvne slike i serumskih nivoa enzima jetre i
kreatinina najmanje jednom nedeljno. Ucestalost izvodenja ovih analiza moZze se

menjati na individualnom nivou shodno dobijenim rezultatima.
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4. Edukacija zena u cilju prepoznavanja simptoma i znakova teSkog oblika
preeklampsije (jake glavobolje, vizuelne promene, epigastri¢ni bol, nedostatak
daha). Ako se simptomi odrzavaju, dode do pojave abdominalnog bola,
kontrakcija, vaginalnog taCkastog krvavljenja, rupture plodovih ovojaka, ili
ukoliko se smanji uéestalost fetalnih pokreta, savetuje se hitna poseta lekara.

5. U slucaju prac¢enja u vanbolnickim uslovima, ukoliko se registruje smanjenje
fetalne pokretljivosti, ili poremecen rast visine uterusnog fundusa (manje od 3 cm
u odnosu na oc¢ekivani za period gestacije) neophodno je sto pre izvodenje NST
1 procena volumena amnionske teCnosti. Razvoj novih znakova za teSku
preeklampsiju ili tesku hipertenziju (sistolni pritisak 160 mmHg 1 visi i/ili
dijastolni 110 mmHg i visi) ili dokazi o postojanju zastoja u rastu ploda zahtevaju
hitnu hospitalizaciju. Pored ovoga, pojava poviSenih nivoa jetrinih enzima ili

trombocitopenija su takode indikacija za hospitalizaciju.
1.6.2. Teska preeklampsija

Ova forma bolesti se generalno smatra indikacijom za porodaj pri gestacionoj starosti
>34+0 posle stabilizacije majke, ili zapocetom porodaju ili preporodajnoj rupture
membrana. (Sema 2). Tesku preeklampsiju najée$ée karakterise rapidno pogoranje
stanja majke 1 fetusa ukoliko se porodaj ne obavi §to pre je moguce (24, 25). Trudnoce
sa previjabilnim fetusima, trudnoc¢e >34 nedelje gestacije i trudnoce sa nestabilnim

maternalnim i/ili fetalnim stanjem nisu kandidati za ekspektativni tretman.
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Sema 2. Algoritam za zbrinjavanje trudnica sa teSkom preeklampsijom (6).
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Dodatno, bez obzira na gestacijsku nedelju trudnoce, hitan porodaj je neophodan u
situacijama kada postoje dokazi o razvoju pluénog edema, progresivne renalne
insuficijencije, abrupcije placente, teSke trombocitopenije, diseminovane intravaskularne
koagulacije, perzistentnih cerebralnih simptoma (24-26). Takode, ukoliko se klinicko
stanje hospitalizovane trudnice pogorSava ili ukoliko ne reaguje na bolnicke mere
(rekurentna teSka hipertenzija 1 simptomi teske preeklampsije), eklampsija, HELLP
sindrom, ukoliko se pojavi bol u epigastrijumu ili desnom gornjem kvadrantu abdomena,
muka ili povraéanje, znaci preterminskog porodaja i rupture plodovih ovojaka, trebalo bi
razmotriti zavrSetak trudnoce (25, 26). Fetalne indikacije za porodaj su losi rezultati
fetalnog testiranja (BPP 4/10 i manji najmanje dva puta u razmaku od 6 sati, reverzni
end-dijastolni protok registrovan dopler merenjem protoka umbilikalnih arterija,
rekurentne ili kasne decelereacije prilikom NST), preteca fetalna smrt, teski intrauterusni
zastoj u rastu (ultrazvuéna procena fetalnog rasta ispod 5.0g percentila za uzrast),

perzistentni oligohidramnion (najvec¢i vertikalni dzep ispod 2 cm).

Kod trudnoéa ispod 34 gestacijske nedelje, pri ¢emu su i majka i plod stabilnog klini¢kog
stanja, preporuka je nastavak pracenja samo ukoliko ustanova sadrzi program
intenzivnog zbrinjavanja i za majku i za dete. Postojanje masivne proteniurije nije
povezano za lo$ije ishode, te je preporuka ACOG da odluka o zavrSetku trudnoce ne

treba da bude bazirana na stepenu proteinurije ili promeni koli¢ine proteinurije (6).
Pracenje trudnice sa teSkom preeklampsijom podrazumeva sledece korake:

- na svakih 8 sati evaluacija vitalnih simptoma i znakova, unosa te¢nosti i koli¢ine
izlu¢enog urina, simptoma teske preeklampsije (glavobolje, vizuelne promene,
bol ili pritisak retrosternalno, kratak udah, mucnina i1 povracanje, bol u
epigastrijumu), prisustva kontrakcija, rupture plodovih ovojaka, abdominalnog

bola, krvavljenja.

- svakodnevno laboratorijsko testiranje: krvna slika uz naglasak na procenu broja
trombocita, nivo enzima jetre i serumskog kreatinina. Ukoliko se rezultati ovih
analiza stabilizuju tokom par dana i ukoliko je trudnica bez simptoma, ucestalost

analiza se moze pomeriti na svaki drugi dan.

Pracenje fetalnog stanja kod teSke preeklampsije:
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- svakodnevno registrovanje fetalnih pokreta i NST, uz prac¢enje kontrakcija.

- BPP dva puta nedeljno, pracenje fetalnog rasta na svake dve nedelje i dopler
procena protoka kroz umbilikalnu arteriju ukoliko spostoji sumnja na

intrauterusni zastoj rasta.

Kod Zena sa teSkom preeklampsijom koja se razvila pre dostizanja fetalne
vitalnosti preporuka ACOG je zavrSetak trudno¢e odmah nakon stabilizacije stanja
trudnice. Razvoj teske preeklampsije u periodu blizu granice za fetalnu vitalnost je
povezan sa visokom verovatnocom za perinatalni morbiditet i mortalitet bez obzira
na odluku o daljem praéenju te trudnoée (101, 102). Ukoliko je teska preeklampsija
udruZena sa zastojem u rastu ploda ispod 23 gestacijske nedelje, stopa perinatalne

smrtnosti dostize i 100% (101, 102).

Kod pojave eklampsije ili HELLP sindroma trudnoc¢u treba zavrsiti odmah nakon
stabilizacije stanja trudnice ukoliko je gestacijska nedelja 34 1 viSe, ili u slu¢aju manje
gestacije i prisutne diseminovne intravaskularne koagulacije (DIK), infarkta ili
hemoragije jetre, popustanja bubrezne funkcije, pluénog edema, sumnje na abrupciju
placente, loseg fetalnog statusa (103). S obzirom da tretman Zena sa ovim
komplikacijama preeklampsije zahteva ustanovu sa osobljem i opremom za intenzivno
zbrinjavanje majke i deteta, trudnice sa eklampsijom ili HELLP sindromom koje nisu
blizu termina porodaja bi trebalo sprovesti i zbrinuti u ustanovi tercijarnog nivoa (103).
Prema preporukama ACOG, trudno¢e komplikovane HELLP sindromom ili
eklampsijom u slucajevima gde jos$ nije dostignuta fetalna vitalnost bi trebalo zavrSavati

odmah nakon stabilizacije stanja trudnice (6).

Kod Zena sa superimponiranom preeklampsijom bez teSkih karakteristika uz stabilno
klini¢ko stanje kako majke tako i ploda, preporuka je dalje pracenje trudnoc¢e do navrSene
37 gestacijske nedelje. Za superimponiranu preeklampsiju sa teSkim karakteristikama
preko 34 gestacijske nedelje preporuceno je zavrSavanje trudnoce. Porodaj odmah nakon
stabilizacije trudnice bez obzira na gestacijsku nedelju ili davanja pune doze
kortikosteroida je preporuceno kod superimponirane preeklampsije koja je pracena
nekim od slede¢h znakova: nekontrolisana teSka hipertenzija, eklampsija, pluéni edem,
abrupcija placente, DIK, losi rezultati fetalnog testiranja. Kod superimponirane
preeklampsije sa teSkim karakterstikama ispod 34 gestacijske nedelje uz stabilni status
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majke 1 ploda, dalje pracenje trudnoce je preporuceno samo ukoliko se sprovodi u
ustanovama koje poseduju adekvatne uslove za zbrinjavanje majke i deteta u jedinicama

intenzivne nege (6).

Odluka o nacinu zavrSetka porodaja Ce zavisiti od gestacijske nedelje, fetalne
prezentacije, cervikalnog statusa, i stanja majke i ploda. Verovatno¢a za izvodenje

carskog reza raste Sto je gestacijska starost trudno¢e manja (104).
1.6.3. Antihipertenzivna terapija

Antihipertenzivna terapija se upotrebljava u cilju prevencije teske hipertenzije i
maternalnog hemoragijskog infarkta, dok, zbog nedostatka dokaza o efektu le¢enja na
maternalne i perinatalne ishode, i dalje ne postoji konsenzus o zbrinjavanju blage forme
hipertenzije i lake preeklampsije (27, 105). Pokazano je da terapija moze spreciti
progresiju u teSku formu, ali zato moze uticati na poremecaj u rastu ploda (27, 105-107).
Postoji pretpostavka da bi smanjenje maternalnog krvnog pritiska dovelo do smanjenja
dotoka krvi fetoplacentarnoj jedinici (108), Sto bi moglo uticati na dalji rast i razvoj
ploda. Dalje, u studijama koje su poredile grupu sa blagom hipertenzijom u kojoj je
primenjena terapija i grupu koja je primila placebo, rizik od razvoja teske preeklampsije
je prepolovljen, ali je terapija bez uticaja na razvoj ili progresiju u preeklampsiju,
eklampsiju, pluéni edem, fetalnu ili neonatalnu smrt, preterminski porodaj, i rodenje
deteta malog za gestacijsku starost (109). S obzirom da su komplikacije trudnoc¢e poput
cerebralne hemoragije 1 kongestivne sr¢ane insuficijencije vrlo retke, a koje se ne mogu
sa sigurnoS¢u dovesti u vezu sa gestacijskom hipertenzijom, primena antihipertenzivne
terapije u cilju prevencije ovih stanja nije opravdana, dodatno $to primena ove terapije
izlaZze 1 majku i plod riziku od razvoja nezeljenih efekata leka (58, 5). Preporuka
Nacionalnog Instituta za zdravlje i klini¢ki izvrsnost (engl. National Institute for Health
and Clinical Excellence - NICE) je da se antihipertenzivna terapija zapo¢ne tek kada
vrednosti sistolnog pritiska dostignu 150 mmHg i/ili dijastolnog 100 mmHg (5, 6), dok
ACOG preporucuje primenu antihipertenzivne terapije kod trudnica sa minimalnim
sistolnim pritiskom 160 mmHg i/ili dijastolnim 110 mmHg. Cilj ove terapije je
prevencija kardiovaskularnih (kongestivna srcana insuficijencija, ishemija miokarda),
bubreznih (ostecenje bubrezne funkcije ili bubrezna insuficijencija) i cerebrovaskularnih

komplikacija (ishemi¢ni ili hemoragi¢ni mozdani udar) koje su povezane sa
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nekontrolisanom teSkom hipertenzijom. U tabeli 2 prikazani su lekovi koji se koriste u

terapiji akutne teske hipertenzije u trudnoci, dok su u tabeli 3 prikazani lekovi koji se

primenjuju u kontroli hipertenzije tokom trudnoce.

Tabela 2. Antihipertenzivna terapija za hitno smanjenje krvnog pritiska u trudno¢i.

Lek Doza Komentar
Labetalol 10-20 mg iv, potom 20-80 mg Razmotriti kao terapiju prve
svakih 20-30 minuta do linije
postizanja maksimalne doze od Tahikardija retko nezeljeno
300 myg ili kontinuirana infuzija dejstvo
1-2 mg/min/iv Kontraindikacija: astma, bolesti
srca ili kongestivna sréana
insuficijencija
Perzistentna fetalna bradikardija,
hipotenzija, neonatalna
hipoglikemija, astma
Hidralazin 5mg ivili im, potom 5-10 mg iv Vece ili ¢esce doze pojava
svakih 20-40 minuta ili hipotenzije, tahikardije,
kontinuirana infuzija 0.5-10 glavobolje, fetalni distres —
mg/h/iv do maksimalnih 20 mg ¢esce nego kod upotrebe drugih
lekova
Inhibicija porodaja, posebno u
kombinaciji sa magnezijum
sulfatom
Nifedipin 10-20 mg per os, ponovljeno Refleksna tahikardija i

svakih 30 minuta ako je potrebno;
potom 10-20 mg na svakih 2-6
sati

glavobolje

Kontraindikacija aortna stenoza
Inhibicija dejstva u kombinaciji
sa magnezijum sulfatom
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Tabela 3. Lekovi za kontrolu hipertenzije u trudno¢i.

Lek Doza Komentar
Methyldopa 0.5-3.0 g/dan per Mozda nece biti efikasan u tretmanu
0s, podeljeno u dve teske hipertenzije
ili tri doze Periferni edem, anksioznost,
koSmari, pospanost, suva usta,
hipotenzija, maternalni hepatitis
Bez ozbiljnih fetalnih komplikacija
Labetalol 200-2400 mg/dan Dobro se tolerize
per os, podeljeno u Rizik od bronhospazma,
dve ili tri doze bradikardije
Izbegavati kod pacijenata sa astmom
i kongestivnom sréanom
insuficijencijom
Perzistenta fetalna bradikardija,
hipotenzija, neonatalna
hipoglikemija, astma
Nifedipin 30-120 mg/dan Ne Koristiti sublingvalne forme leka
per os, preparati sa Kontraindikacija aortna stenoza
sporim otpustanjem Inhibicija dejstva u kombinaciji sa
leka magnezijum sulfatom
Nikardipin Inicijalno 5 Glavobolja, edem, tahikardija
mg/h/iv, povecéavati Povisen rizik od hipotenzije i
za 2.5 mg/h svakih inhibicije porodaja, posebno u
15 minuta do kombinaciji sa magnezijum
maksimalne doze sulfatom
od 15 mg/h/iv
Nitroprusid 0.3-0.5do 2 Doza 2 mg/kg/iv po minutu tokom 4
mg/kg/iv po h nosi povecan rizik od intoksikacije
minutu; cijanidom (Korisiti kao poslednju
maksimalno opciju)

trajanje 24-48 h

Tiazidni diuretici

Zavisi od odabira
leka iz ove grupe

Lekovi druge linije

ACE
inhibitori/blokatori
angiotenzinskih
receptora

Povezano sa pojavom fetalnih
anomalija

Kontraindikovano u
prekoncepcijskoj fazi i tokom
trudnoce
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Kohrejnova sistematska analiza koja je ohuhvatila 3573 trudnice iz 35 studija nije
pokazala znacajnu razliku u efikasnosti primene izmedu hidralazina i labetalola, kao ni
izmedu hidralazina 1 bilo kog kalcijumskog blokatora u tretmanu akutne teske
hipertenzije (110). Ukoliko je lekar upoznat sa preporu¢enim dozama, vremenskim
periodom koji je potreban za zapocinjanje efekta leka, kao i njegovim potencijalnim
nezeljenim efektima i1 kontraindikacijama, hidralazin, labetalol i oralni nifedipin se mogu
jednako primeniti u leCenju akutne teske hipertenzije (110). Takode, dostupnost leka kao
1 troSkovi njegove primene su jos neke odrednice koje ¢e usmeriti lekara za koji ¢e se lek
odluciti. Postoje teorije da kombinacija oralnog nifedipina i magnezijum sulfata moze
dovesti do pojave nagle hipotenzije i neuromi$i¢ne blokade, iako do sada nije pokazan

povecan rizik za pojavu ove komplikacije (111).
1.6.4. Antikonvulzivna terapija

Terapija magnezijum sulfatom kod zena sa sistolnim pritiskom ispod 160 mmHg 1/ili
dijastolnim ispod 110 mmHg i bez prisutnih simptoma teSke forme preeklampsije, nije
preporucena kao obavezna profilaksa od strane ACOG (6). Medutim, ukoliko dode do
pojave odredenih simptoma i znakova koji su poznati kao opominjuci znaci za pojavu
konvulzija (glavobolja, poremecaj mentalnog statusa, zamagljen vid, skotomi u vidnom
polju, klonus, i abdominalni bol u desnom gornjem kvadrantu) trebalo bi razmotriti
zapocinjanje ove terapije. Kontinuiran monitoring tokom porodaja (pracenje krvnog
pritiska, i simptoma kod majke tokom i neposredno nakon porodaja) je neophodan kod
zena sa lakom preeklampsijom s obzirom da se klinicki tok bolesti moze znacajno 1
ubrzano pogorsati u tom periodu. Ukoliko se uoCi progresija bolesti, preporuka je

zapocinjanje terapije magnezijum sulfatom (6).

Nekoliko godina slu¢ajevi eklampsije tretirani su sa vise vrsta antikonvulzivnih lekova
(112). Sistematski pregledi pokazali su superiornost primene magnezijum sulfata u
odnosu na primenu fenitoina i diazepama (113). Kod Zena sa eklampsijom, primena
magnezijum sulfata treba da se sprovodi minimalno tokom prvih 24 h od poslednjeg
napada. Zene tretirane u cilju prevencije eklamptiénih napada bi trebalo da primaju
magnezijum sulfat u inicijalnoj bolus dozi od 4-6 g i.v., nakon ¢ega se nastavlja sa dozom
odrzavanja od 1-2 g/h najmanje tokom narednih 24 h (6). Kod Zzena sa teSkom

preeklampsijom preporuka je intra/postpartalna primena magnezijum sulfata. Zene sa
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teSkom preeklampsijom kod kojih se porodaj zavrSava carskim rezom u povecanom su
riziku od razvoja eklampsije. Davanje anestezije, uz prisutan stres majke zbog porodaja
moze sniziti prag provokacije napada i povecati verovatnocu za pojavu eklampsije.
Interakcija diskontinuiranog intravenskog davanja magnezijum sulfata primenjenog
intraoperativno sa anestetskim lekovima mozZe dovesti do subterapijskih nivoa
magnezijuma u krvi §to povecava Sansu za razvoj eklampsije postoperativno. Stoga je
preporuka ACOG kontinuirana intravenska primena magnezijum sulfata tokom
izvodenja carskog reza kod zena sa preeklampsijom u cilju sigurne prevencije
eklampsije. Intra-postpartalna parenteralna primena magnezijum sulfata za prevenciju
eklamspije indikovana je 1 kod superimponirane preeklampsije sa teSkim

karakteristikama (6).
1.6.5. Ostale terapijske mere

lako je kompletno ili povremeno mirovanje je preporuceno od strane nekih klini¢ara
u cilju pobolj$anja ishoda trudnoc¢a kod Zena sa lakom preeklampsijom, Kohrejnova
analiza Cetiri randomizovane studije koje su ispitivale efekat mirovanja je pokazala da
ne postoji dovoljno dokaza u pogledu implementacije mirovanja u rutinsku klinicku
praksu kod Zena sa gestacijskom hipertenzijom (114). Dodatno, produzeno mirovanje
tokom trudnoc¢e dovodi do povecanja rizika od pojave tromboembolizma. ACOG ne
preporucuje striktno mirovanje kod blage hipertenzije i lake preeklampsije, uz predlog

da se ove mere savetuju na individualnom nivou.

Istrazivanja na trudnicama sa preeklampsijom pokazala su da antenatalna
administracija kortikosteroida doprinosi zna¢ajnom smanjenju incidencije respiratornog
distres sindroma, intraventrikularne hemoragije (115, 116) i neonatalne smrti (115).
Antenatalna adminitracija kortikosteroida je preporufena u svim sluCajevima gde
prethodno nije davana, i ukoliko postoji procena da ¢e biti dovoljno vremena za fetalnu
korist od ove terapije bez obzira koji je plan za dalje pracenje. ACOG preporucuje
antenatalnu primenu kortikosteroida u cilju fetalog pluénog sazrevanja kod svih trudnica
sa teSkom preeklampsijom ispod 34 gestacijske nedelje 1 kod kojih se nastavlja dalje
pracenje trudnoce (6). Davanje kortikosteroida i odlaganje porodaja za 48 sati
preporuceno je u slucajevima teske preeklampsije, ukoliko su i majka i fetus stabilni, a

trudnoca je manja od 34 nedelje, 1 ukoliko postoji jedan od slede¢ih znakova: prevremena
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ruptura plodovih ovojaka, prisutni znaci porodaja, trombocitopenija (< 100000/mm?),
odrzavanje povisSenih vrednosti enzima jetre (dvostruko i viSe u odnosu na normalne
vrednosti), zastoj u rastu ploda (ispod 5.0g percentila za uzrast), teski oligohidramnion
(indeks plodove vode ispod 5 cm), dopler reverzni end-dijastolni protok umbilikalnih
arterija, de novo ili progresija ve¢ postojece renalne disfunkcije. Prema preporukama
ACOG, kortikosteroidi se daju nakon stabilizacije majke, uz neodlaganje porodaja bez
obzira na gestacijsku nedelju kod Zena sa teskom preeklamspijom koja je komplikovana
sa nekim od slede¢ih stanja: nekontrolisana teSka hipertenzija, eklampsija, plué¢ni edem,
abrupcija placente, diseminovana intravaskularna koagulacija, dokazi za lo§ fetalni

status, intrapartalna smrt fetusa (6).

Nekoliko opservacionih i retrospektivnih studija je pokazalo da u slucaju eklampsije
prolongirana gestacija u cilju fetalnog sazrevanja dovodi do znaCajnog povecanja
maternalanog i perinatalnog morbiditeta i mortaliteta (117). Odlaganje porodaja za 24-
48 sati radi administracije kortikosteroida u cilju fetalne plu¢ne maturacije moze da bude
sprovedeno u slucaju pazljivog kontinuiranog pracenja tokom kojeg nema znakova
patnje majke i ploda i tokom koje se sprovodi kontinuirana intravenska administracija
magnezijum sulfata, kao i antihipertenzivna terapija (118). Administracija
kortikosteroida je preporucena i u sluc¢aju HELLP sindroma, isto kao i u slucaju teske
preeklampsije. Osim pobolj$anja neonatalnih ishoda, ova terapija je dovela do znacajnog
popravljanja broja trombocita kod majke (119). Za trudnoce sa superimponiranom
preeklampsijom ispod 34 gestacijske nedelje kod kojih je planirano dalje pracenje

preporuka ACOG je primena kortiskosteroida u cilju fetalne plu¢e maturacije (6).

U slucaju primene anestezije tokom carskog reza ili analgezije tokom vaginalnog
porodaja Zena sa preeklampsijom, preporuka ACOG je primena spinalne ili epiduralne
anestezije (6). Kod ZzZena sa teSkom preeklampsijom nije preporuceno rutinsko
sprovodenje invazivnog hemodinamskog monitoringa. Problem kod davanja spinalne
anestezije, a u slucaju prisutne trombocitopenije je stvaranje epiduralnog hematoma.
Americko udruzenje anesteziologa (engl. American Society of Anesthesiologists - ASA)
nije ustanovilo koja je to granica u broju trombocita koja bi bila sigurna za davanje
anestezije i prema njihovoj preporuci procena lekara treba da bude individualna i

zasnovana na laboratorijskim rezultatima (120). Pregledni rad iz 2010. godine je pokazao
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da je broj trombocita od 80000/mm?3 siguran za davanje epiduralne ili spinalne anestezije
ili za otklanjanje epiduralnog katetera, ali samo u slucaju stabilnog broja trombocita i

odsustva udruzene koagulopatije (121).
1.6.6. Terapija postpartalne preeklampsije

Kod Zena sa nekim hipertenzivnim poremecajem u trudno¢i, preporuka ACOG je
redovno merenje krvnog pritiska tokom 72 h nakon porodaja kako u bolnickim, tako i u
vanbolnickim uslovima, i ponovno merenje nakon 7-10 dana ili ranije kod Zena sa
simptomima. Sto se ti¢e postpartalne hipertenzije, postoji nesigurnost kada je u pitanju
vrednost krvnog pritiska koja bi zahtevala zapoCinjanje terapije, a potom vrednost koja
bi ukazala na moguénost za prekid terapije (45, 122, 123). Aktuelna preporuka je primena
terapije kada je sistolni pritisak preko 150 mmHg i/ili dijastolni preko 100 mmHg
(izmeren najmanje dva puta u razmaku od 4 do 6 sati) (122-124). Terapija sistolnog
krvnog pritiska koji iznosi 160 mmHg i vise i/ili dijastolnog 110 mmHg i viSe treba da
bude zapoceta u okviru jednog sata (6). Terapija magnezijum sulfatom je preporucena u
sluc¢aju pojave hipertenzije illi preeklampsije uz prisustvo teske glavobolje, promena u
vidnom polju, poremecenog mentalnig statusa, bola u epigastrijumu, kratkog daha, ili u
slu¢aju postpartalne preeklampsije sa teSkom hipertenzijom. On treba da se daje

najmanje tokom 24 h od postavljanja dijagnoze (122).
1.7. KARDIOVASKULARNI RIZIK | PREEKLAMPSIJA

Nekoliko velikih epidemioloskih studija potvrdilo je dvostruko povecan rizik od
kardiovaskularnih bolesti (KVB) kasnije u zivotu kod Zena ¢ije su trudnoce bile
komplikovane preeklampsijom (125). Dugo se smatralo da Zene koje su razvile
preeklampsiju samo u prvoj trudno¢i nemaju povisen rizik za kasniju pojavu KVB, §to
je opovrguto skorasnjim studijama (126). Rizik za pojavu KVB se dodatno povecava kod
rekurentnih preeklampsija (127), i prethodno verifikovanog zastoja u rastu ploda (30,
126, 128). U ovim slucajevima nivo rizika za KVB je skoro jednak kao 1 za gojaznost 1
pusenje (129). Zene sa rekurentnom preeklampsijom su u povisenom riziku od smrt kao
posledice KVB ranije tokom Zivota u odnosu na zene sa preeklampsijom samo u prvoj
trudno¢i (127). Kada je preeklampsija povezana sa preterminskim porodajem, faktor
rizika za KVB je povecan 8-10 puta, slicno kao 1 uticaj dijabetesa (130). Americko
udruzenje za srce (engl. American Heart Association) je 2011. godine dodalo
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preeklampsiju na svoju listu faktora rizika za KVB (131). Ve¢ prisutni prekoncepcijski
faktori rizika i preeklampsija mogu zajednic¢ki da doprinesu dugoro¢nom povecanju
rizika za KVB. Ovoj grupi zena bi trebalo da bude savetovano odrzavanje optimalne
telesne mase, aerobne vezbe pet puta nedeljno, konzumiranje namirnice bogate vlaknima
1 sa niskim procentom masti, kao 1 vo¢e i povrée, i da izbegavaju pusenje. Prema
preporukama ACOG kod Zena koje su razvile preeklampsiju uz pojavu preterminskog
porodaja, kao i kod onih sa rekurentnom preeklampsijom jednom godiSnje treba

kontrolisati vrednost krvnog pritiska, nivo masti, glukoze naste, i BMI (6).
1.8. ETIOPATOGENEZA PREEKLAMPSIJE

U poslednjih desetak godina napravljen je veliki pomak u razumevanju
patofiziologije preeklampsije, iako jo§ uvek nisu do kraja razjaSnjeni svi Celijski i
molekularni mehanizmi koji su ukljucenih u razli¢ite faze razvoja bolesti. Dokaz
centralne uloge posteljice u etiologiji preeklampsije proizilazi iz Cinjenice da njeno
uklanjanje dovodi do nestanka simptoma (132, 133). Histopatoloska ispitivanja placenti
iz trudnoc¢a komplikovanih uznapredovalom preeklampsijom u najvec¢em broju slucajeva
su potvrdila prisustvo brojnih placentarnih infarkta i sklerotskih suzenja arteriola (134).
Pretpostavka da poremecéena trofoblastna invazija sa udruzenom uteroplacentarnom
hipoperfuzijom dovodi do razvoja preeklampsije, potvrdena je kako u animalnim, tako i
u studijama na ljudima (135, 136). Od strane nekoliko istrazivaca predloZena je teorija
prema kojoj razvoj preeklampsije, posebno rane forme, prolazi kroz dva stadijuma (137-
140).

Prvi stadijum (pre 20 nedelja gestacije) oznacava losa placentacija, koja
podrazumeva placentarnu ishemiju i insuficijenciju nastale usled nezavr$ene trofoblastne
invazije decidue i neadekvatnog remodelovanja spiralnih arterija. Kao rezultat slozenog
procesa remodelovanja spiralnih arterija dolazi do zamene visokorezistentnih krvnih
sudova malog dijametra, sa krvnim sudovima visokog kapaciteta i niske rezistencije koji
obezbeduju adekvatan dotok maternalne krvi do uteroplacentarne jedinice koja se nalazi
u periodu intenzivnog razvoja. Neadekvatno remodelovanje spiralnih arterija uoceno je
1 opisano jos pre vise od pet decenija kod hipertenzivnih trudnica (141), od kada se taj
dogadaj smatra centralnim u trudno¢ama komplikovanim zastojem u rastu ploda,

gestacijskom hipertenzijom i preeklampsijom (142). Podatak da pojava neadekvatnog
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remodelovanja maternalnih krvnih sudova nije svojstvena samo za preeklampsiju, moze
pomoci u razumevanju etioloSkih razlika izmedu podtipova preeklampsije (maternalna i
placentarna preeklampsija). Tacni mehanizmi odgovorni za neadekvatnu trofoblastnu
invaziju i vaskularno remodelovanje su i dalje nedovoljno razjasnjeni. Postoje dokazi da
Notch signalni put moze imati centralnu ulogu u ovim procesima (143). Njega ¢ine Cetiri
transmembranska proteinska receptora Notch 1, 2, 3, 4, koji uestvuju u brojnim
procesima odgovornim za meducelijsku komunikaciju i fetalni razvoj. Medu ovim
procesima nalazi se i uloga u angiogenezi i sudbini ¢elija endotela. Nemogucnost
adekvatne transformacije krvnih sudova uz odsustvo Notch 2 receptora povezano je sa
smanjenjem dijametra krvnih sudova i placentarne perfuzije. Dalje je pokazano da
perivaskularni i endovaskularni citotrofoblast ne eksprimira Notch ligand, JAG1, kod
osoba sa preeklampsijom, Sto dodatno sugeriSe da Notch signalni put moze imati
znacajnu ulogu u patogenezi ovog stanja u trudno¢i. Prethodne studije su pokazale da
izmene u genima za molekule glavnog histokompatibilnog kompleksa (MHC) i receptore
¢elija ubica (engl. natural killer - NK ¢elija) takode mogu uticati na placentaciju (144).
Specificna kombinacija gena fetalnih MHC molekula i maternalnih receptora na NK
¢elijama je u korelaciji sa rizikom za pojavu preeklampsije, ponovljenih pobacaja, i

zastoja u rastu ploda (144).

Drugi stadijum obuhvata mehanizme i procese koji su posledica loSe placentacije,
najverovatnije podstaknuti relativnom placentarnom hipoksijom 1 hipoksicnom
reperfuzijom, dovodec¢i do oStecenja sincicijuma i poremecaja fetalnog rasta, dogadaja
koji posledicno vode do klinickog ispoljavanja simptoma preeklampsije. Ova veza
izmedu relativno hipoksi¢ne placente i preeklampsije podrazumeva kaskadu sekundarnih
efektorskih mehanizama, medu kojima su poremecaj ravnoteze izmedu proangiogenih i
antiangiogenih faktora, oksidativni stres, endotelna i imunoloska disfunkcija (138, 139).
Vaskularni endotel Zena koje su u povefanom riziku od razvoja preeklampsije
najverovatnije predstavlja jednu od glavnih meta procesa koji se aktiviraju pod uticajem
placentarne ishemije i hipoksije (138, 139, 145). Vaskularni endotel ima brojne znacajne
funkcije, poput kontrole glatkomisi¢nog tonusa kroz oslobadanje vazokonstriktora i
vazodilatatora 1 regulacije antikoagulacije, antitrombocitne i fibrinolitic¢ke funkcije
oslobadanjem brojnih solubilnih faktora. Promena u koncentraciji cirkuliSu¢ih markera

endotelne disfunkcije je dokazana kod zena koje su razvile preeklampsiju (138, 139,

33



145). Takode, maternalni status moze dodatno uticati na endotelni odgovor prema
dejstvu faktora aktiviranih placentarnom ishemijom i hipoksijom. Postoje dokazi da,
recimo, gojaznost povecava rizik od nastanka preeklampsije. BMI preko 39 kg/m2
povecava rizik za razvoj preeklampsije za tri puta (146). Ipak, patofizioloski mehanizmi

koji ¢ine ovu vezu jo$ uvek nisu poznati.

Patoloski molekuli koje produkuje posteljica kao odgovor na hipoksiju i ishemiju,
i na koje je usmerena velika paznja kada je u pitanju patogeneza preeklampsije su
angiogeni faktori (147, 148). Kada u cirkulaciji dode do povecanja koncentracije sFIt-1,
solubilnog cirkulisu¢eg receptora za VEGF i PIGF-1, sprecava se njihovo vezivanje za
membranski receptor (VEGF receptor 1), a potom i njihov uticaj na stimulaciju
angiogeneze i1 odrZzavanje endotelnog integriteta. Na nivou bubrega, pretpostavlja se da
inaktivacija slobodnog VEGF dovodi do glomerularne endotelioze koja je odgovorna za
pojavu proteinurije (147, 148). Studije koje su ispitivale sFlt-1 na kulturama celija ili in
vitro na tkivu posteljice pokazale su da se otpustanje sFlt-1 deSava od strane placentarnih
vilusa i ¢elija trofoblasta kao odgovor na smanjenje pritiska kiseonika, stanje sli¢no kao
kod ishemi¢ne posteljice. Dalje, nakon ubacivanja sFlt-1 preko adenovirusa u pacove
doslo je do razvoja hipertenzije 1 albuminurije, uz histoloSke promene karakteristicne za
preeklampsiju (uveéanje glomerula, endotelioza, fibrinske naslage u glomerulu) (149).
Jo§ jedan placentarni protein, Cija je koncentracija povisena u preeklampsiji je sEng
(150). Kada je prisutan u poviSenim koncentracijama u plazmi, sEng vezuje i time
inhibiSe proangiogeni faktor, transformisu¢i faktor rasta B (TGF-B). Studije na trudnim

pacovima pokazale su da poviSen nivo sEng indukuje znake teSke preeklampsije (150).

Endotelini (ET) su grupa proteina koja svojim vazokonstriktornim dejstvom
ucestvuje u regulisanju krvnog pritiska. Eksperimentalni modeli preeklampsije pokazali
su se osetljivi na antagoniste za ET receptor (ETa), ¢ija je administracija kod ovih modela
dovela do sniZenja krvnog pritiska (151, 152). Najveci nivoi endotelina-1 su zabeleZeni
na samom Kraju preeklampti¢nih trudnoca, §to bi moglo ukazivati da endotelin-1 ne utice
na inicijaciju hipertenzije, ve¢ na promovisanje daljeg skoka pritiska kod ve¢ prisutne

hipertenzije (151, 152).

Aktivnost enzima hemoksigenaza (HO 1, 2), koji se eksprimira u trofoblastu,

povecava se u uslovima hipoksije 1 ishemije. Pokazano je da inhibicija HO dovodi do
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neadekvatne trofoblastne invazije in vitro (153). Studije na trudnicama su pokazale da je
aktivnost HO sniZzena u preeklampsiji (154-157). Dalje, pokazano je da povecana
ekspresija gena za HO dovodi do smanjenja cirkuliuceg sFlt-1 (158). Na uzorcima tkiva
posteljicnih Cupica pokazano je da celijsko oSteCenje od strane TNF-a moze biti
prevenirano povecanjem aktivnosti HO-1 (154). CO, produkt HO, ima ulogu
vazodilatatora i uti¢e na smanjenje pritiska u placenti, zbog ¢ega se smatra da moze imati
ulogu u razvoju preeklampsije (159-161). Pokazano je da kardiovaskularni lekovi,
statini, stimuliSu ekspresiju HO-1 i inhibisu produkciju sFIt-1 u in vivo i in vitro
uslovima. Sistematski pregled iz 2018. godine ukazao je na ulogu statina u prevenciji i

lecenu teSke preeklampsije (162).

Vodonik sulfid (H2S) je gas poznat po svom vazodilatatornom, citoprotektivnom
1 angiogenom dejstvu sli¢no CO (163). Iako u preeklampsiji nije registrovan sniZzen nivo
H>S, pokazan je njegov uticaj na koncentraciju sFlt-1 i sEng (164). Kod pacova sa
povisenom ekspresijom sFIt-1 nakon tretmana sa HzS doslo je do smanjenja nivoa sFlt-
1 i povecanja koncentracije serumskog VEGF, uz primeéenu poveéana genska ekspresija
za VEGF u bubrezima (165). Klini¢ki, nakon administracije H>S kod ovih pacova je
registrovan smanjen stepen proteinurije, reduikcija hipertenzije i glomerularni oporavak
(165).

U posteljicama iz preeklampti¢nih trudnoca ustanovljeno je prisustvo loSe
modifikovanih proteina koji formiraju grupacije 1 na taj na¢in mogu ucestvovati u
patogenezi ovog poremecaja (166). U uzorcima urina Zena sa preeklampsijom
ustanovljeno je prisustno kongofilije (nestabilnih, loSe modifikovanih proteina koji se
boje Congo crvenom bojom) (166). U grupu ovih proteina njih spadaju proteoforme
ceruloplazima, imunoglobulinski laki lanci, inhibitor serpin peptidaze 1, albumin,
interferon (IFN)-inducibilni protein 6-16, Alchajmer B-amiloid. Pokazano je da je
kongofilija u urinu znacajno poviSena u grupi visokorizicnih Zena sa teSkom
preeklampsijom i sa medicinskim indikacijama za porodaj u odnosu na zdrave trudnice i

trudnice sa hroni¢nom ili gestacijskom hipertenzijom (166).

Kod Zena sa ranom preeklampsijom pokazano je da na nivou placente dolazi do
pojave stresa endoplazmatskog retikuluma (ER) (167). Ovaj stres nastaje zbog

neadekvatnog odgovora ER na akumulaciju loSe konfigurisanih proteina (engl. unfolded
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protein response - UPR) (168, 169). UPR pokre¢e brojne mehanizme koji naruSavaju
homeostazu. Dolazi do zaustavljanja proliferacije trofoblasta i apoptoze, oslobadanja
mikro i nanopartikula u maternalnu cirkulaciju, koje imaju sposobnost stimulisanja
proinflamatornog odgovora i endotelne aktivacije (170). Dodatno, hroni¢ni, nizak stres

ER tokom drugog i treceg trimestra, moZe uticati na pojavu zastoja u rastu ploda (168).

Vazokonstrikcija i trombocitopenija u preeklampsiji najverovatnije nastaju usled
smanjenja sinteze prostaciklina i/ili povecanja koncentracije tromboksana A2 (171, 172).
Aktivacija trombocita moze dovesti do nastanka tromba u mikrocirkulaciji razli¢itih
organa i posteljice. Jedna od glavnih karakteristika preeklampsije je aktivacija
koagulacione kaskade (173). U literaturi postoje brojna objasnjenja za povecanu
produkciju trombina u preeklampsiji (174): endotelna disfunkcija, aktivacija trombocita,
monocitna hemotaksa, limfocitna proliferacija i neutrofilna aktivacija, ali takode 1
povecana sinteza tkivnih koagulacionih faktora koji se oslobadaju pod uticajem
proinflamatornih citokina. Trombin dovodi do nastanka fibrinskih depozita u vise organa
u preeklampsiji. Ekscesivno stvaranje trombina moze biti u rasponu od subklinickih do

pojave DIK-a, kao jedne od najozbiljnijih komplikacija preeklampsije.

Model pacova sa smanjenim perfuzijskim pritiskom u uterini (engl. the reduced
uterine perfusion pressure - RUPP), napravljen je da imitira stanje placentarne ishemije
kod trudnih pacova (175), kako bi omogucio ispitivanje puteva koji su stimulisani
placentarnom ishemijom, a koji bi trebalo da podsec¢aju na patofizioloske mehanizame u
preeklampsiji. Na RUPP modelu je pokazano i1 povecanje aktivnosti inflamatornih T
¢elija (CD4+) i inflamatornih citokina (TNF-a, interleukin (IL)-6 i IL-17), praceno
smanjenjem Treg ¢elija i regulatornih citokina (IL-10 i IL-4), stanja odgovornih za
nastanak hroni¢nog zapaljenja kao poslednice placentarne ishemije u preeklampsiji (176,
177). Dodatno, antiangiogeni faktori, sFlt-1 i sEng su povecani u RUPP modelu, §to
dovodi do smanjenja krvnog dotoka placenti i fetusu (134, 178). Ovi pacovi pokazuju
pojavu endotelne disfunkcije, smanjenje bioiskoristivosti azot oksida (NO) (176) i
povecanje kontraktilnosti glatkih misi¢a krvnih sudova (179). Povecanje koncentracije
AT1-AA dovodi do povecanja produkcije endotelina-1 u renalnom korteksu, placenti i
cirkulaciji trudnih pacova (180). Smatra se da su ova autoantitela indukovana

produkcijom TNF-a, s obzirom da infuzija ovog citokina kod trudnih pacova dovodi do
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produkcije autoantitela i koncentracije koja je uporediva sa koncentracijom kod Zena sa
preeklampsijom i kod RUPP modela pacova (181). AT1-AA izolovani iz krvi Zena sa
preeklampsijom, kod trudnih pacova dovode do razvoja umerene hipertenzije, stimulisu
stvaranje slobodnih kiseoni¢nih radikala (engl. reactive oxygen species — ROS), potom
sistem dihidronikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NAPDH) oksigenaze, kao i NK-xB
(engl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) (182, 183).
Takode, AT1-AA prehodno indukovan od strane TNF-a, stimuliSe produkciju sFlt-1 i
SsEng (184). Pokazano je da AT1-AA indukuje oslobadanje sFIt-1 preko aktivacije

kalcineurin/nuklearnog faktora iz aktiviranog puta T celija (185).
1.9. OKSIDATIVNI STRES U ETIOPATOGENZI PREEKLAMPSIJE

Oksidativni stres (OS) nastaje kao rezultat disbalansa izmedu produkcije
slobodnih radikala kiseonika (engl. reactive oxygen species — ROS) i azota (engl. reactive
nitrogen species - RNS) i reaktivnih metabolita i njihove eliminacije tj. protektivnog
efekta antioksidantnog sistema. ROS i RNS reaguju sa lipidima, proteinima i molekulima
DNK, ¢ime ispoljavaju svoj negativni efekat. Od rane trudnoce na nivou placente dolazi
do pojave oksidativnog stresa usled povecane mitohondrijske aktivnosti i podukcije
slobodnih kiseoni¢nih radikala, posebno superoksid anjona (186). Kod Zena
predodredenih za razvoj preeklampsije ovaj dogadaj je posebno izrazen, usled pojave za
sada nepoznatih greSaka u strogo kontrolisanom sledu dogadaja, koje dovode do
nedovoljnog dotoka krvi do uteroplacentarne jedinice, $to povecava stepen hipoksemije
1 pojave OS. Preeklampsija se odlikuje pove¢anom produkcijom slobodnih radikala i/ili
nedovoljnim kapacitetom antioksidantne zastite (187-189). Poremecaj u koncentraciji
nekoliko markera oksidativnog stresa je zabelezen kod Zena sa preeklampsijom. Medu
njima su poviSene vrednosti peroksinitrita, uz smanjenje koncentracije superokid
dismutaze i azot oksid sintetaze (190). Pojava oksidativnog stresa je registrovana i u
istrazivanjima na RUPP modelu pacova, §to je ukazalo na vezu placentarne ishemije i
hipoksije sa pove¢anom produkcijom slobodnih kiseoni¢nih radikala (139). Davanje
antioksidanata ovim pacovima (Vitamin C i Vitamin E) nije dovelo do normalizacije
krvnog pritiska, dok je lek koji imitira dejstvo superoksid dismutaze, tempol, doveo do

znacajnog ublaZenja hipertenzije. Davanje apocinina, redukovane forme inhibitora
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NADPH oksigenaze, takode je znacajno snizilo pritisak kod RUPP pacova, ukazujuéi na

znacajnu ulogu ovog enzima u produkeciji slobodnih kiseoni¢nih radikala (139).

ROS se produkuju od strane maternalnih leukocita, placentarnog endotela i
trofoblasta. Mitohondrije su jedan od glavnih izvora ROS u trofoblastima, i one
predstavljaju jedno od najbitnijih mesta za njihovo delovanje. Postoji uvrezeno misljenje
da je OS uvek S$tetan, ali on ima veoma kompleksnu i znacajnu ulogu u signalnim
procesima, podstice sintezu antioksidantnih enzima, i utiCe na procese reparacije,
inflamacije, apoptoze i ¢elijske proliferacije (191). Tokom prvog trimestra, embrion se
razvija u okruzenju sa niskim pritiskom kiseonika, $to je u suprotnosti sa drugim
trimestrom kada su, u cilju zadovoljavanja potreba za rast i razvoj fetusa, prisutne
znacajno vece koncentracije kiseonika u placenti. Ova relativna hipoksija je u stvari
znacajna za proliferaciju trofoblasta tokom prvog trimestra. Genbacev i saradnici (192)
su pokazali da niska oksigenacija u trofoblastima tokom prvog trimestra ima uticaj na

dobru proliferaciju trofoblasta, ali ne i na njihovu invazivnost i diferencijaciju.

Oksidativni stres podstice i druge humoralne procese: proinflamatorni odgovor 1
oslobadanje citokina: TNF-o, interleukin 6 (IL-6), IL-2 (193, 194), aktivaciju
komplemenata (195), stimulaciju sinteze antiangiogenih faktora: sFlt-1 i SEng, uz
inhibiciju produkcije PIGFa (35, 196, 197). Dalje, OS ima uticaja na procese autofagije
1 apoptoze, dva medusobno povezana procesa. Na nivou placente, autofagija je
protektivni, dok je apoptoza destruktivni proces. Autofagija se poslednjih godina nasla u
centru interesovanja brojnih istrazivanja (198). To je samoograni¢avajuci, katabolicki
proces, €iji je cilj uklanjanje nepoZeljnih proteina, oSte¢enih organela i njihovih Stetnih
produkata. Prema poslednjim istrazivanjima, autofagija je najvazniji sistem zastite
trofoblasta od oksidativnog stresa. Suprotno od stanja oksidativnog stresa, apoptoza je

aktivirana preko sloZenog puta koji kao posledicu ima programiranu celijsku smrt

trofoblasta i neadekvatno remodelovanje spiralnih arterija.
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1.10. AZOT OKSID/AZOT OKSID SINTETAZA SISTEM U ETIOPATOGENZI
PREEKLAMPSIJE

Azot oksid (NO) je glavna vazodilatatorna supstanca koju produkuje endotel i
koja se smatra klju¢nim regulatorom endotelne funkcije. Endotel ima ulogu u odrzavanju
vaskularnog tonusa kroz regulisanje krvnog protoka i krvnog pritiska. Smatra se da
endotelna disfunkcija predstavlja prognosticki marker buduéih kardiovaskularnih
komplikacija. Dosadasnje studije su opisale znac¢ajnu ulogu NO u brojnim fizioloskim i
patofizioloskim procesima kao regulatora arterijskog pritiska (139). Ovaj molekul ima
ulogu u relaksaciji vaskularnih glatkih miSi¢a preko puta cikli¢nog guanozin monofosfata
(cGMP) (199). Produkcija NO je, zbog njegove vazodilatatorne uloge, povecana tokom
normalne trudnoce. Zbog toga se smatra da nedostatak azot oksida igra znacajnu ulogu
u procesu nastanka preeklampsije. Postoje dokazi da je sistem NO/NOS poremecen u
preeklampsiji. Pokazano je smanjenje koncentracije NO (200,201) i povecanje
koncentracije arginaze, jedinjenja koje ima ulogu u degradaciji prekursora NOS puta u
preeklampsiji (202, 203). Nekoliko istrazivanja je pokazalo da hroni¢na inhibicija azot
oksid sintetaze kod trudnih pacova dovodi do razvoja hipertenzije koja je povezana sa
skupom znakova koji se sre¢u u preeklampsiji (periferna i renalna vazokonstrikcija,
proteinurija, intrauterusni zastoj u rastu, poveéan fetalni morbiditet, disfunkcija
trombocita) (139). Nedostatak NO kod trudnih miSeva podstiCe promene na
uteroplacentarnom nivou karakteristiéne za preeklampsiju, smanjenje dijametra arterije
uterine 1 duZine spiralnih arterija, kao i smanjenje uteroplacentrarnog protoka (204).
Ovakvi rezultati ukazuju na znac¢aja NO sistema za normalno remodelovanje spiralnih
arterija i trudnocu. Ipak, postojanje sniZzenih vrednosti NO kod osoba sa preeklampsijom
je 1 dalje nejasno, zbog nemoguénosti direktne procene aktivnosti sistema azot oksida u
klini¢kim uslovima. Istrazivaci su pokusali da procene stepen produkcije azot oksida
putem 24 h merenja ekskrecije nitrata/nitrita, ali su se rezultati medusobno razlikovali,

usled otezane kontrole doprinosecih faktora, poput dnevnog unosa azotnih materija.
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1.11. ESTROGEN | METABOLITI ESTROGENA U ETIOPATOGENEZI
PREEKLAMPSIJE

Regulisanje vaskularne adaptacije tokom trudnoce ostvaruje se delom pod
uticajem estrogena, ¢iji su nivoi poviseni tokom trudnoce (205). Razumevanje
metabolizma estradiola-17p (E2pB), kao i uloge vaskularne fiziologije E2f i njegovih
metabolita na nivou endotela maternalnih krvnih sudova, moze obezbediti objasnjenje za
normalnu vaskularnu adaptaciju na trudnocu, kao i pojavu endotelne disfunkcije u
patofiziologiji preecklampsije i drugih kardiovaskularnih poremecaja (206-208). Infuzija
E2B kod ovaca dovela je do znacajnog smanjenja sistemske i uterusne vaskularne
rezistencije, Sto je uzrokovalo povecanje protoka kroz uterine krvne sudove i u
sistemskoj cirkulaciji (209). Uloga u odrZavanju uterusne perfuzije vezivanjem estrogena
za estrogenske receptore pokazana je kroz model trudnih ovaca kod kojih je nakon
administracije neselektivnog antagoniste estrogenskih receptora u arterije uterine doslo
do smanjenja krvnog protoka kroz ove krvne sudove (210). Pokazano je da kod ljudi u
endotelnim ¢elijama umbilikalne vene i mikrovaskulature miometrijuma, E23 podstice

proliferaciju i angiogenezu (211).

Efekat estrogena na vaskularnu adaptaciju u trudno¢i moze biti dalje posredovan od
strane njenih bioloski aktivnih metabolita. Pod uticajem citohroma P450s (CYP450s)
E2p prelazi u kateholestradiol, 2-hidroksiestradiol (2-OHE2) i 4-hidroksiestradiol (4-
OHE?2), a dalje pod dejstvom katehol O-metiltransferaze (COMT) u metoksiestradiol, 2-
metoksiestradiol (2-ME2) i 4-metoksiestradiol (4-ME2) (212, 213). 2-ME je prirodni
metabolit estrogena koji se pod dejstvom COMT-a sintetise u placenti i Cija se
koncentracija povecava tokom trudnoce (214). Nedavno je predlozena teorija da 2-ME
ima centralnu ulogu u odrzavanju placentarne homeostaze, s obzirom da u sadejstvu sa
snizenim koncentracijama kiseonika, stimuliSe invaziju trofoblasta (215). 2-ME
ucestvuje u destabilizaciji mikrotubula i inhibiciji hipoksijom indukovanog faktora-1a
(engl. hypoxia inducible factor-/a - HIF-1a) (216), transkripcionog faktora koji je
osetljiv na promenu pritiska kiseonika u tkivima i koji reguliSe ekspresiju hipoksijom
indukovanih gena (217). Tretman sa niskim koncentracijama 2-OHE2, 4-OHE2, 2-ME2,

ili 4-ME2 indukuje in vitro proliferaciju ¢elija poreklom od endotela umbilikalne vene,

40



dok sa druge strane visoke koncentracije 2-OHE2 ili 2-ME2 dovode do inhibicije
proliferacije (218).

Poremecaj homeostaze COMT 1 2-ME moze dovesti do poremecaja funkcije
placente u razli¢itim fazama trudnoce. Prevremeno povecanje koncentracije 2-ME moze
dovesti do ometanja stanja relativne hipoksije tokom trofoblastne invazije i
remodelovanja krvnih sudova i na taj nacin doprineti razvoju preeklampsije (215).
Kasnije tokom trudnoc¢e, smanjenje COMT aktivnosti, i shodno tome, smanjenje
koncentracije 2-ME i inhibicije HIF-1a potencijalno moze da uzrokuje vaskularno
ostecenje 1 inflamatornu aktivaciju (219). Pokazano je da je placentarna COMT aktivnost
suprimirana kod zena sa teSkom preeklampsijom (217). Studije koje bi se bavile
proucavanjem aktivnosti COMT tokom trudnoce, mogle bi da rasvetle ulogu COMT/2-
ME u razli¢itim periodima gestacije. Dalje, pokazano je da 2-ME deluju¢i kao
prooksidans, ima znacajnu ulogu u razvoju kardiovaskularnih poremecaja. Takode,
snizena aktivnost COMTa, kao znafajnog enzim koji ucestvuje u metabolizmu
homocisteina, poznatog kardiovaskularnog riziko faktora (220), dovodi do pojave
akutnih koronarnih dogadaja (221). Rezultati dosadasnjih studija ukazuju na potencijalni
uticaj koji poremecaj u COMT aktivnosti i produkciji 2-ME imaju na pojavu
preeklampsije i kardiovaskularnih bolesti, tako da bi COMT gen mogao biti kandidat za

geneticku osnovu koja povezuje ova dva poremecaja (222).
1.12. ULOGA NASLEDIVANJA U ETIOPATOGENEZI PREEKLAMPSIJE

Nasledna osnova je odavno prepoznata kao znacajan faktor u pojavi
preeklampsije, ali je jo§ uvek nejasno koji su taéno geni odgovorni za ovo stanje. Sa
epidemiolosSkog gledista, veliki broj studija je ustanovio da je preeklampsija bolest sa
jakom familijarnom predispozicijom, koja se razlikuje u zavisnosti od geografske
lokacije, socioekonomskog statusa i rasne pripadnosti. Ekspanzivni razvoj i udruzivanje
molekularne biologije i informacionih tehnologija, doveli su do primene dva pristupa u
svrhu ispitivanja uloge nasleda u preeklampsiji: testiranje genskog polimorfizma, 1
integrativna sistemska studija celog humanog genoma. Veliki broj polimorfizama za
Siroki spektar gena doveden je u vezu sa razliitim fazama etiopatogeneze i1 pojave
preeklampsije. Ovo predstavlja osnovu za buduca istrazivanja koja bi mogla da pruze

jasniju sliku o tome kada, kako 1 u kojim sluc¢ajevima ¢e do¢i do razvoja preeklampsije.
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Dobijeni rezultati bi pomogli u prevenciji bolesti, ali i u pravovremenom reagovanju i
pruzanju adekvatnog tretmana radi sprecavanja negativnih

maternalnih/fetalnih/neonatalnih ishoda u slucajevima gde se bolest ve¢ razvila.
1.12.1. Polimorfizmi gena za glutation S-transferaze T1 i M1 u preeklampsiji

U normalnim trudno¢ama, efekat ROS moze biti poniSten delovanjem
antioksidanasa poput glutationa, vitamina C 1 E, 1 nekih enzima, ukljucuju¢i glutation
peroksidazu (GPxs), superoksid dismutazu i glutation S-transferazu (GST) (223, 224). U
prethodnim istrazivanjima pokazano je da smanjena aktivnost GST u preeklampsiji
dovodi do slabljenja GST detoksifikacionog sistema i produbljivanja oksidativnog stresa
(225).

Glutation S-transferaze (EC 2.5.1.18) ili samo glutation transferaze (GST)
predstavljaju veliku familiju antioksidantnih enzima koji ucestvuju u detoksifikaciji
mnogih Stetnih materija, i1 esencijalna su komponenta u zastiti ¢elije od oksidativnog
stresa, kao i u reakcijama biotransformacije ksenobiotika i kancerogena. GST enzimi
katalizuju konjugaciju redukovanog glutationa (GSH) sa velikim brojem elektrofilnih
jedinjenja nastalih kao produkt CYP450 enzima. Njihovi supstrati su alifati¢ni i
heterocikli¢ni radikali, epoksidi i arenski oksidi (226). Ovi enzimi su podeljeni u tri
velike grupe proteina, na osnovu mesta eksprimiranja u celiji: membranske,

mitohondrijske i citosolne GST.

Citosolne GST, kao i mitohondrijske su solubilni enzimi. Kod sisara su dimerne strukture
sa subjedinicama koje se sastoje od 199-244 aminokiselina. Na osnovu sli¢nosti u
sekvencama aminokiselina koje kodiraju, geni za citosolne GSTs su podeljeni u sedam
razli¢itih familjja: alfa na hromozomu 6 (GST A), mu na hromozomu 1 (GST M), teta
na hromozomu 22 (GST T), pi ha hromozomu 11 (GST P), zeta na hromozomu 14 (GST
7), sigma na hromozomu 4 (GST S), i chi (takode poznat kao omega) na hromozomu 10
(GST O) (226, 227). Druge klase citosolnih GST enzima, beta, delta, epsilon, lambda,
phi, tau, i “U” klasa, su indentifikovane kod drugih vrsta (227). Kod glodara i ljudi,
citosolni GST izoenzimi u okviru jedne klase naj¢esc¢e imaju vise od 40% slicnosti, dok
klase medusobno imaju manje od 25% sli¢nosti. Pet gena mu klase su smesteni jedan iza
grugog (5’-GSTM4-GSTM2-GSTM1-GSTM5-GSTM3-3) u grupama od po 20 kb na
hromozomu 1p13.3 (228). Dva teta gena, GST T1 i GST T2, su lokalizovana na
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hromozomu 22 i udaljena su oko 50 kb. Slicne su strukture, sa 5 egzona i identi¢nim

intron/egzon granicama (229).

Delecioni polimorfizam se sre¢e kod GST M1 i GST T1 gena i, podrazumeva odsustvo
jednog ili oba alela. Kod osoba sa homozigotnom delecijom (nulti genotip) registruje se
odsustvo enzimske aktivnosti (230). Prisustvo makar jedne kopije gena je dovoljno za
ispoljavanje enzimske aktivnosti. GST T1 i GST M1 geni su do sada povezani sa brojnim
patoloskim stanjima ukljucujuc¢i oralni karcinom (231), cervikalnu neoplaziju (232),
karcinom dojke (233), glaukom (234), hepatocelularni karcinom (235), diabetes mellitus
tip 2 (236) 1 drugo. Do sada je vise istrazivaca pokusalo da proceni ulogu GST gena u
preeklampsiji (223, 237), ali je pouzdano utvrdena povezanost samo izmedu delecije
GST P1 gena i preeklampsije (223). Nekoliko studija se bavilo i asocijacijom GST M1 i
GST T1 polimorfizama i preeklampsije, ali nema jasnih zaklju¢aka. Jedna studija je
pokazala povecan rizik od nastanka preeklampsije kod nosilaca ovih polimorfizama
(237), dok je drugo istrazivanje pokazalo znac¢ajno smanjen rizik za pojavu preeklampsije
kod GST T1 homozigotne delecije, uz jo$ izrazenije sSmanjenje rizika kod prisutne
dvostruke delecije (GST T1-/GST M1-) (238). S druge strane, preostale sprovedene
studije nisu ustanovile vezu izmedu delecionih polimorfizama GST T1 1 GST M1 gena i

preeklampsije (239-244).
1.12.2. Polimorfizmi gena za endotelnu azot oksid sintetazu u preeklampsiji

Familija enzima NOS je podeljena u tri izoforme, neuronalna NOS (nNOS;
NOS1), inducibilna NOS (iNOS; NOS2), i endotelna NOS (eNOS; NOS3), koje se
razlikuju u nacinu ekspresije i svojoj fizioloskoj ulozi. nNOS se eksprimira u neuronima
1 poprecnoprugastim misSi¢nim ¢elijama 1 ima ulogu ¢elijskog signalnog molekula. iNOS
se eksprimira u imunim c¢elijama u kojima proizvodi NO kao prekursor citotoksi¢nih

slobodnih radikala, koji u€estvuju u borbi protiv bakterija.

eNOS je odgovorna za sintezu NO preko konverzije L-arginina u L-citrulin uz
upotrebu molekularnog kiseonika. Eksprimiran je u endotelnim celijama (245),
trombocitima (246), glatkim miSi¢nim ¢elijama 1 miocitima (247), osteocitima (248) 1
neuronima (249). Efekat NO produkovanog od strane eNOS je visestruk. Pored
relaksacije vaskularne muskulature (245), NO reguliSe leukocitnu adheziju za endotel
(250), inhibise proliferaciju vaskularnih glatkih miSi¢nih celija (251) 1 agregaciju
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trombocita (246), reguliSe gustinu kosti (248), bubrezno snabdevanje kiseonikom (252),
1 angiogenezu (253). NO i njegovi metaboliti su nadeni kako u velikim krvnim sudovima
(aorta i arterije srednjeg promera), tako i u mikrocirkulaciji (arteriole i kapilari). Na nivou
placente, NO sa svojom signalnom kaskadom ima znacajnu ulogu u regulaciji krvnog

protoka i vaskularnog tonusa (254).

eNOS je homodimer ¢iji su monomeri kodirani genom NOS3, lokalizovanim na
hromozomu 7q35-36, duzine 4,4 kb. Ovaj gen sadrzi 26 egzona, koji kodiraju
informacionu RNK duzine 4052 nukleotida. eNOS je potpuno funkcionalan samo kada
se nalazi u dimernoj formi. lako se smatra da se eNOS kontinuirano eksprimira, postoje
brojni faktori koji utiu na bazalni nivo ekspresije i aktivnosti ovog enzima, poput
hipoksije (255), jakog stresa (256), estrogena (257), oksidovanih lipoproteina male
molekulske mase (LDLs) (258) 1 mehanickih sila (259). Patoloski efekti poremecene
produkcije i bioiskoristivosti eNOS su povezani sa hipertenzijom (260), koronarnim
bolestima i sréanim infarktom (261), hiperholesterolemijom i arteriosklerozom (262),

sr¢anom slaboscu (263) i sporim zarastanjem rana (264).

Pored opisanih faktora koji mogu uticati na aktivnost eNOS, promene na nivou gena
odgovornog za sintezu eNOS monomera, mogu posledi¢no dovesti do smanjene
aktivnosti i bioiskoristivosti ovog enzima. Na humanom eNOS genu je do sada
identifikovano vise od 168 polimorfizama u egzonima, intronima i promotoru, ali je samo
za neke ustanovljeno da imaju klinickog znacaja (265). Razli¢iti polimorfizmi
pojedina¢nog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism - SNP) i polimorfizmi
varijabilnog broja tandemskih ponovaka (engl. variable number of tandem repeats -
VNTR) zabelezeni su na veéem broju introna (4, 13, 18, 23). lako se formiraju
funkcionalni enzimi, prisustvo ovih polimorfizama moze dovesti do poremecaja
transkripcije, Sto ¢e uticati na normalnu enzimsku funkciju. Osobe sa polimorfizmom u
intronu 13 imaju povisen rizik za bolest koronarnih arterija (266), dok polimorfizam u
intronu 4 povecava rizik za dijabeti¢nu nefropatiju kod dijabetesa tip 1 (267) i podstice
progresiju IgA nefropatije (268). Na promotorskom region su identifikovana tri SNP-a,
T-786C, A922G, i T1468A. Ovi polimorfizmi imaju sposobnost menjanja transkripcione
aktivnosti i posledi¢no nivoa enzima. T-786C polimorfizam je povezan sa infarktom

miokarda (269) i dijabetesom (267), dok veza sa pojavom hipertenzije nije pokazana
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(270). Opisan je i polimorfizam u egzonu 7, G894T, koji rezultuje zamenom glutaminske
kiseline sa aspartatnom kiselinom na kodonu 298 (GIlu298Asp) (271). Ovaj polimorfizam
dovodi do poremecaja primarne strukture enzima, S$to moze voditi do njegovih
funkcionalnih promena. Neke studije su povezale ovaj polimorfizam sa hipertenzijom
(272), bolestima koronarnih arterija (273) i spazmom koronarnih arterija (274), iako

postoje studije koje nisu ustanovile ovu povezanost (273, 275, 276).

Uloga tri klinicki vazna polimorfizma eNOS gena, a to su: supstitucija timina (T)
citozinom (C) na poziciji 786 (rs2070744), varijabilni broj tandemskih ponovaka od 27
bp u intronu 4 (VNTR 4b/a) (duzi alel ima 5 tandemskih ponovaka od 27 bp (4b), dok
kra¢i alel ima 4 ponovka (4a)) (rs61722009) i supstitucija guanina (G) timinom (T) u
egzonu 7 na nukleotidnoj poziciji 894 (Glu298Asp) (rs1799983) ispitivana je od strane
brojnih istrazivaca (277-289). Medutim, dobijeni rezultati studija o povezanosti eNOS
polimorfizma i preeklampsije su veoma oprecni (278-282, 290-292). U 2013. godini
radene su dve meta analize koje su dale razli¢ite rezultate. Analiza Qu i saradnika (293)
pokazala je znacajno poviSen rizik za pojavu preeklampsije u slucaju prisustva
homozigota za G894 T polimorfizam, dok veza izmedu T-786C i VNTR polimorfizama
i preeklampsije nije pokazana. Rezultati meta-analize Dai i saradnika (194) pokazali su
da T786C dominantni model i VNTR recesivni model eNOS poliorfizama povecavaju
rizik za razvoj preeklampsije, posebno u evropskoj populaciji, dok veza izmedu G984 T
polimorfizma i preeklampsije nije pokazana. Meta-analiza iz 2016. godine koja je
obuhvatila najve¢i uzorak, pokazala je povecan rizik za razvoj preeklampsije u slucaju
recesivnog modela za G894T i T-786C, dok veza izmedu VNTR 4b/a i preeklampsije
nije ustanovljena (294).

Studija iz 2015. godine analizirala je interetni¢ku varijabilnost u ucestalosti alela eNOS
gena za tri naj¢eS¢a polimorfizma (G894T, -T786C, VNTR 4b/a), kako bi se kroz
ekstrapolaciju dobijenih rezultata pruzilo jasnije razumevanje moguceg uticaja genskih
polimorfizama na ucestalost i progresiju preeklampsije ili bilo kojih drugih
hipertenzivnih poremecaja trudno¢e (295). U populaciji zdravih trudnih Indijki
zabeleZena je znaCajno veca fekvencija mutiranog alela za Glu298Asp u odnosu na sub-
saharsku arapsku populaciju, dok je u¢estalost bila manja u odnosu na belu rasu (295).

Sa druge strane, indijska populacija je imala znacajno ¢eSc¢e prisutan mutiran alel -za
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786T>C polimorfizam u odnosu na japansku, kinesku i afroameric¢ku, a znacajno rede u
odnosu na sub-saharsku populaciju zdravih trudnica (296). VNTR polimofizam u eNOS
genu je znacajno ¢eS¢e bio prisutan u grupi Indijki u odnosu na ostale ispitivane
populacije, iako neSto manje izraZzeno u odnosu na Tunizanke i Nemice (295). Velika
interetniCka varijabilnost u distribuciji eNOS polimorfizama potvrduje teoriju da
prisustvo polimorfizama modifikuje tok bolesti, ali da verovatno nije presudno u njenom
nastanku. Preeklampsija je poligensko i multifaktorsko oboljenje, kod kojeg je

neophodno sadejstvo vise Cinilaca koji bi doprineli razvoju ovog poremecaja.

Potencijalni efekti eNOS polimorfizama u patogenezi preeklampsije su jo§ uvek
nejasni, Sto namece potrebu za sprovodenjem novih istrazivanja koja bi pokusala da daju

odgovor o njihovoj funkcionalnoj ulozi u etiopatogenezi ovog poremecaja.

1.12.3. Polimorfizam gena za katehol O-metiltransferazu u preeklampsiji

Katehol O-metiltransferaza (COMT; EC 2.1.1.6) je enzim koji ucestvuje u
inaktivaciju derivata katehola, ukljucujuc¢i kateholamine (adrenalin, noradrenalin i
dopamin), kateholne estrogene, L-dopa i druge (297, 298). Ovaj enzim pripada grupi
enzima II faze metabolizma lekova i ucestvuje u procesu detoksifikacije (299). COMT
ucestvuje u hidroksilaciji estrogena, koja uz metilaciju predstavlja prve korake na putu

njegove degradacije i ekskrecije (299).

Gen za COMT lokalizovan je na hromozomu 22q11.21 i obuhvata 27 kb (300).
Ovaj gen kodira dva poznata oblika enzima, solubilna COMT (S-COMT) i membranska
COMT (MB-COMT), koji se razlikuju u 50 aminokiselinskih ostataka (221 S-COMT
naspram 271 MB-COMT) (301). Naj¢es¢i polimorfizam do sada opisan je supstitucija
guanina (G) adeninom (A) (rs4680) koja dovodi do zamene aminokiseline valina sa
metioninom na poziciji 108/158. Ovaj polimorfizam dovodi do sniZene aktivnosti enzima
za 3-4 puta (302-304) i/ili veceg spektra konformacionih oblika koje enzim zauzima i
koje su odgovorne za njegovu povecanu nestabilnost (305, 306). Do sada je prisustvo
Val108/158Met COMT polimorfizma povezano sa velikim brojem neuropsihijatrijskih
poremecaja (307), povecanim rizikom za karcinom dojke (308, 309), niZim pragom bola
(310), poboljSanom mozdanom funkcijom u vidu bolje radne memorije (311),

hipertenzijom (312-314) i bolestima srca (313, 315, 316).
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Model COMT” miSeva pokazao je znacajno &e$éu pojavu pobadaja, preterminskog
porodaja, zastoja u rastu ploda, pojave viseplodnih trudnoca, kao i znacajno manju masu
placente (317). Davanje estradiola ili 2-hidroksiestradiola pacovima nije dovelo do
poboljsanja ishoda kod pacova sa COMT" fenotipom, potvrdujuéi ulogu COMTa, kroz
produkciju 2-ME, u adekvatnom razvoju placente i embriona (317). Arterije i decidua
COMT” miSeva imale su hijaline depozite sa penastim ¢elijama u zidu i trombozom u
lumenu, promene koje podsecaju na akutnu aterozu koja se srece u preeklampsiji. Stanja
koja se srecu u preeklampsiji, poput, hipertenzije, proteinurije, histoloskih promena na
bubregu (odvajanje endotelnih ¢elija glomerula, oticanje 1 vakuolizacija), hipoksija
placente i decidue, kao i endotelno ostecenje, bili su zna¢ajno ¢eséi u COMT™ grupi
miseva (317). Sve ove negativne promene spoljile su se i nakon davanja COMT
inhibitora trudnim misevima sa normalnom COMT aktivnos¢u, dok je davanje 2-ME

dovelo do ublazavanja simptoma kod COMT” miseva (317).

Pokazana je povecana akumulacija HIF-1a proteina u placenti (spongiotrofoblastima)
trudnih COMT miseva. Dalje, pokazano je poveéanje nivoa s-FIt1, TNF-a i INF-y, i
smanjenje aktivnosti eNOS u ovoj grupi (317). Povecanje HIF-1a i njegova akumulacija
u placenti moZe dovesti do neadekvatne invazije trofoblasta, poremecaja u vaskularnom
remodelovanju i pojave hipoksije, inflamacije i daljeg vaskularnog oste¢enja (318, 319).
Sa druge strane, hipoksija i placentarna insuficijencija mogu dovesti do slabije
proizvodnje estrogena i hidroksiestradiola od strane placente (320, 321), $to ¢e dovesti
do daljeg smanjenja nivoa 2-ME i produbljivanja postoje¢ih poremecaja. Shodno ovim
otkri¢ima, naglaSena je potencijalna upotreba 2-ME kao dijagnostickog markera i
terapijskog agenta u preeklampsiji.

Funkcionalni COMT polimorfizam koji dovodi do smanjenja aktivnosti enzima je
povezan sa zastojem u rastu i fetalnim abnormalnostima (322). Takode, nekoliko studija
je utvrdilo asocijaciju izmedu COMT Vall108/158Met polimorfizma I povecanog rizika
za pojavu preeklampsije (323, 324). S obzirom da ¢e prisustvo visSe razli¢itih
poliorfizama na jednom genu dovesti do izrazenijeg smanjenja enzimske aktivnosti,
sprovedene su studije koje ukazuju na moguénost veze izmedu COMT haplotipova i
preeklampsije. Pokazano je da kombinacija funkcionalnog Val158Met polimorfizma i
SNPa (rs6269) dovodi do znaCajnog povecanja rizika za razvoj preeklampsije (325).

Pored toga, s obzirom da je opisano da poremecena aktivnost COMT enzima stimuliSe
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zapaljenje, kombinacija genskog polimorfizama i izmenjenog nivoa markera zapaljenja,

moze dati jasniju sliku porekla preeklampsije.

1.13. IMUNOLOSKI FAKTORI I ZAPALJENJE U ETIOPATOGENEZI
PREEKLAMPSIJE

Jedna od najranijih i1 najodrzivijih teorija o poreklu preeklampsije zasniva se na
pretpostavci da ona nastaje usled poremecaja imunolos$kih mehanizama i zapaljenskog
odgovora (326).

U toku normalne trudnoce, imunski sistem majke ima veoma vaznu ulogu u
procesu trofoblastne invazije, remodelovanja spiralnih arterija i implantacije (327, 328).
Decidua, sloj uterusa koji uz trofoblast fetusa ucestvuje u nastanku posteljice, sadrzi
veliki broj imunskih ¢elija neophodnih za adekvatnu migraciju trofoblastnih ¢elija (329-
331). Medu njima su makrofagi, NK ¢elije, dendriti¢ne celije (DC), T limfociti, i T
regulatorne (Treg) celije, koje svoju ulogu ostvaruju kroz produkciju citokina i
angiogenih faktora. Ove ¢elije prodiru u deciduu i1 grupiSu se oko citotrofoblasta,
omogucujuci im invaziju majcinih spiralnih arterija, i kontrolisano smenjivanje endotela,
uz poprimanje njegovih fenotipskih karakteristika (332-335). Dodatno, smatra se da DC
u decidui podsti¢u predominaciju T helper (h) 2 imunog odgovora u uterusu i placenti u
cilju stvaranja imunotolerancije majke prema fetusu (336). Tokom normalne trudnoce, u
perifernoj cirkulaciji dolazi do povecanja nivoa ¢elija urodene imunosti (granulociti i
monociti) uz pojacanje njithove aktivnosti (337, 338), dok su nivoi DC 1 NK ¢elija snizeni
(339, 349). Istrazivanja su pokazala snizen Th1/Th2 profil, uz predominaciju Th2 ¢elija
u perifernoj cirkulaciji tokom normalne trudnoce, a sve u cilju imunske tolerancije majke
prema fetusu (341-345). Treg celije su neophodne tokom trudnoce zbog njihove uloge u
promovisanju imunske tolerancije preko regulisanja Thl ¢elija i produkcije IL-10 (346-
349). Treg i IL-10 zajedno inhibisu Thl ¢elije, §to posledicno smanjuje produkciju
proinflamatornih citokina, poput IL-6 i TNF-a (348, 350). Dalje, Th17 ¢elije su prisutne
tokom ¢itave trudnoce, sa registrovanim povecanjem nivoa u kasnoj trudnodi,
potencijalno doprinoseéi zapoc€injanju porodaja (351). Ravnoteza izmedu prisutnih
imunskih ¢elija i faktora koje produkuju je neophodna za zdravu trudnocu, i potencijalno
bilo koji disbalans na nivou ovog lokalnog imunskog odgovora moze dovesti do

poremecaja u razvoju placente (341, 352).
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Za razliku od normalne trudnoce, trudno¢e komplikovane preeklampsijom su povezane
sa neadekvatnim imunskim odgovorom i stvaranjem miljea alternativno aktiviranih
imunskih ¢elija i citokina (353, 354). Placentarna ishemija, koja nastaje kao posledica
nedovoljne trofoblastne invazije videne u preeklampsiji, podstice neravnotezu u
funkcionisanju imunskog odgovora, dovode¢i do stanja nekontrolisane hronicne
inflamacije (352, 355, 356). Ova neravnoteza se ogleda kroz poja¢anu produkciju T ¢elija
i proinflamatornih citokina, i smanjenje regulatornih imunskih ¢elija i antiinflamatornih
citokina (346, 354, 357, 358), koja se pogorSava sa odmicanjem trudnoce. Promovisanje
zapaljenja u precklampsiji se odvija kroz delovanje podklasa CD4+ T ¢elija, Thl i Th17
(359). Znacaj inflamatornih T ¢elija u patogenezi preeklampsije pokazan je delovanjem
Th1 sli¢nih ¢éelija, dobijenih kultivacijom splenocita trudnih miseva (360). Transfer ovih
Thl sli¢nih éelija u zdrave trudne miSeve provocirao je simptome preeklampsije,
povecanje krvnog pritiska, poremecaj burezne funkcije, povecanje nivoa inflamatornih
markera u decidui. Transfer ovih ¢elija u zdrave netrudne miseve nije doveo do promena
imunske funkcije, krvnog pritiska, ¢ime je potvrdeno da je naglasen vaskularni odgovor

na Thl sli¢ne ¢elije specifi¢an za trudnocu (360).

U preeklampsiji, kao posledica placentarne ishemije, zabeleZeno je smanjenje
koncentracije Treg ¢elija. Gubitak ovih ¢elija povezan je sa pojavom autoimunih bolesti,
1 drugih poremecaja imuniteta, ukljucujuci gubitak maternalne tolerancije fetusa tokom
trudnoc¢e (361). Treg Celije pokazuju povecanje koncentracije tokom rane trudnoce sa
pikom tokom drugog trimestra, i potom padanja na normalne vrednosti (362). Ovaj
period povecanja broja Treg Celija se podudara sa odvijanjem remodelovanja krvnih
sudova 1 invazijom trofoblasta. Bez njihove funkcije, imunski procesi ¢e hroni¢no biti
pomereni u pravcu nekontrolisane aktivacije 1 stimulacije zapaljenskih T ¢elija i sekrecije
proinflamatornih citokina. U preeklampsiji, dolazi do smanjenja funkcije Treg celija i
njihove produkcije IL-10 i TGF-B (363), ¢iji stepen smanjenja je direktno proporcionalan

tezini poremecaja (364).

S obzirom da se intravaskularno zapaljenje, pored preeklampsije, moze naci i kod
preterminskog porodaja (365), prevremene rupture plodovih ovojaka (PPROM) (366),
zastoja u rastu ploda (367, 368) i pijelonefritisa (338), bez hipertenzije i proteinurije, $to

ukazuje da inflamacija postoji u preeklampsiji, ali da nije samostalno dovoljna da dovede
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do ispoljavanja bolesti. Danas se smatra da postelji¢na hipoksija dovodi do oslobadanja
antiangiogenih faktora, sFlt-1 i SEng, koji zajedno sa inflamatornim citokinima dovode
do endotelne aktivacije i vazospazma, tj endotelne disfunkcije (369). Nedavno je
pokazano da povecanje maternalnog sistemskog inflamatornog odgovora kod
preeklampsije ne koreliSe sa nivoom sFIt-1 1 sEng (370). Iako je nepoznat nacin
interakcije izmedu inflamatornog i angiogenog sistema, nije isklju¢ena mogucénost da

zapaljenski sistem stimuliSe angiogeni i obrnuto.

1.13.1. Uloga inflamatornih citokina u preeklampsiji

Anti-inflamatorni citokini, poput IL-10 i IL-4, imaju vaznu ulogu u toku
normalne, nekomplikovane trudnoce, odrzavajuci ravnotezu imunskog sistema (371). Sa
druge strane, proinflamatorni citokini, poput TNF-a, IL-6, IL-1 i IL-17, koje produkuju
aktivirane Th1 1 Th17 ¢elije, promoviSu citotoksican i1 zapaljenski odgovor (176, 177,
372-375). Pokazano je da je u preeklampsiji prisutna povecana produkcija TNF-a, IL-1
i IL-6 u cirkulaciji i trofoblastima, dok je produkcija IL-10 i IL-4 smanjena (376-378).
Ova neravnoteza dovodi do hroni¢ne periferne i posteljicne inflamacije, komplikujuci
tok trudnoce. U cirkulaciji, povetana produkcija TNF-a i IL-6 doprinosi nastanku
apoptoze trofoblasta i endotelne disfunkcije, glavne karakteristike preeklampsije,
poznate po povecanju produkcije adhezionih molekula i permeabilnosti endotelnih ¢elija
(379, 380). Inflamatorni citokini uti¢u 1 na ostale patofizioloske mehanizme
preeklampsije, koji podrazumevaju povecanje produkcije ROS (381, 382), smanjenje
nivoa NO i produkcije azot oksid sintetaze (NOS) mRNK (383-385), uz povecanu
ekspresiju endotelina-1 (176, 386, 387) i produkciju AT1-AA od strane B limfocita (356,
388-391).
1.13.1.1. Faktor nekroze tumora-a

TNF-a spada u grupu Thl proinflamatornih citokina, a njegov se gen nalazi na
hromozomu 6p21.3 (392). Ovaj citokin je ¢elijski signalni protein, koji reguliSe razlicite
¢elijske funkcije, ukljucujuci poliferaciju i apoptozu. Makrofagi i subkutano masno tkivo
su primarno mesto produkcije TNF-a, dok u trudnoéi ovo mesto zauzima i placenta.
Povecana produkcija TNF-o je povezana sa patogenezom raznih bolesti, poput
reumatoidnog artritisa, Kronove bolesti, spondiloartropatija, psorijaze, sistemskog lupus
eritematozusa (SLE), i antifosfolipidnog sindroma, arterioskleroze, diabetesa, i

metabolickog sindroma (393). Tokom trudnoée, povecanje koncentracije TNF-a je
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povezano sa pojavom pobacaja, gubitka ploda, preeklampsijom 1 prevremenim
porodajem (394). Funkcija TNF-a i IL-10 tokom implantacije, placentacije i trudnoce je
antagonisticka, ali je njihova ravnoteza neophodna za normalno odvijanje ovih procesa.
Povecanje odnosa TNF/IL-10 provocira rane i kasne komplikacije u trudno¢i, preciznije
neuspeh implantacije, gubitak ploda, hipertenzivne sindrome i gestacijski dijabetes (392,
395, 396). Poviseni nivoi TNF-o mogu da pogorsaju insulinsku rezistenciju, koja se
normalno javlja u trudno¢i, na taj nacin podsti¢uci pojavu gestacijskog dijabetesa (397,
398). Dalje, nivo TNF-a je povisen u trudno¢ama sa intrauterusnim zastojem rasta i
preeklampsijom u odnosu na nekomplikovane 1 trudno¢e komplikovane gestacijskom
hipertenzijom (399).
Prema poslednjim preporukama terapijska strategija preeklampsije bi mogla biti
usmerena na upotrebu TNF-o. inhibitora.
1.13.1.2. Interleukin-1p

IL-1 sistem je grupa veoma vaznih reproduktivnih citokina kod sisara, i sastoji se
od 2 agonisticka citokina IL-1a (intracelijska forma) i IL-1p (sekretorna forma), njihovog
prirodnog antagoniste IL-1 receptora (IL-1Ra) i familije receptora koja obuvata IL-1
receptor tip 1i 11 (400). IL-1p kodiran je genom IL1 koji se nalazi na hromozomu 2q13-
14 (401). Prekursor IL-1p se produkuje od strane aktiviranih makrofaga kao proprotein,
koji se proteolitickom aktivnos¢u kaspaze 1 (IL-1p konvertaza) prevodi u aktivnu formu.
IL-1B je znaCajan medijator inflamatornog odgovora i ukljuen je u brojne cCelijske
procese kao $to su, proliferacija, diferencijacija i apoptoza. Produkuju ga brojne celije
medu kojima su najbitniji makrofagi, monociti i epitelne ¢elije. Sekrecija IL-18 dovodi
do proinflamatorne kaskade, koja ukljucuje proizvodnju TNF-qa, interferona gamma

(IEN-y), IL-2, IL-6 i IL-12 (400).

U skladu sa delovanjem TNF-a i IL-6, IL-1B je predlozen kao potencijalni
medijator maternalne endotelne disfunkcije u preeklampsiji (402). Novija istrazivanja su
pokazala da serumski nivo IL-1B i njegovog prirodnog inhibitora IL-1Ra mogu biti
poviSena u trudno¢ama komplikovanim preeklampsijom. Ipak, rezultati dosadasnjih
studija su oprec¢ni po pitanju nivoa IL-1B kod Zena sa preeklampsijom (403-409).
Placenta je poznati izvor ova dva citokina tokom normalne 1 patoloSke trudnoce (410).
Pored produkcije ova dva citokina od strane maternalnog endotela i perifernih

mononukleara, pokazano je i da placenta doprinosti povecanju nivoa IL-1 1 IL-1Ra u
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preeklampsiji u odnosu na normalne trudnoce (411). Povecana placentarna sekrecija IL-
1B ukazuje da ovaj citokin uti¢e na endotelnu disfunkciju indukujuéi strukturne i
funkcionalne promene na endotelnim celijama (412), dogadaj koji je od presudnog
znacaja za pojavu maternalnog sindroma u preeklampsiji. Pokazano je da cirkuliSuci
monociti kod zena sa preeklampsijom spontano sekretuju vece koli¢ine proinflamatornih
citokina, ukljucujuéi i IL-1p (413). Takode, zabelezen je i poveéan nivo IL-1 B, TNF-a i
IL-6 u fetalnoj cirkulaciji (411). S obzirom da su ova tri citokina povezana sa
neuronalnim oStecenjima kod novorodenceta (414), moguée je da placenta utice na
povecan rizik za neonatalni morbiditet u preeklampsiji, usled prekomerne sekrecije
proinflamatornih citokina u fetalnu cirkulaciju. Antiinflamatorni agensi i monoklonska
autocitokinska antitela mogli bi predstavljati buduénost terapije preeklampsije.
1.13.1.3. Interleukin 6

IL-6 je solubilni medijator sa anti i proinflamatornim plejotropnim dejstvom na
inflamaciju, imunski odgovor, hematopoezu, traumu i stress, iz IL-6 familije citokina.
IL-6 je kodiran genom na hromozomu 7p21, a produkuju ga razliciti tipovi ¢elija (DC,
makrofagi, limfociti, keratinociti, fibroblasti, miociti, epitelne celije, astrociti, i
placentarni trofoblasti) (415, 416).

Eksperimenti na miSevima su pokazali ekspresiju IL-6 proteina na nivou placente
1 decidualnog tkiva tokom trudnoce (417). Pokazano je da su endotelne celije glavno
mesto ekspresije IL-6, $to upucéuje na ulogu ovog citokina u angiogenezi i vaskularnom
remodelovaju neophodnom za placentarnu morfogenezu tokom rane gestacije (418). IL-
6 nema direktno dejstvo na proliferaciju endotela ve¢ tu ulogu ostvaruje preko indukcije
VEGF (419). Visok nivo IL-6 je zabelezen u gestacijskim tkivima, amnionskoj te¢nosti
i serumu u toku porodaja, Sto sugerise da povecana bioloSka rapolozivost IL-6 doprinosti
fizioloSkim procesima radanja (420,421) zajedno sa nekoliko drugih proinflamatornih
citokina (422).

Nekoliko studija do sada je opisalo povezanost izmedu IL-6 i pojave
preeklampsije (403, 423, 424). Ipak, postoje studije koje nisu uspele da pokazu razliku u
IL-6 ekspresiji u trudnocama komplikovanim preeklampsijom u odnosu na
nekomplikovane trudnoce (425, 426). Pokazano je da decidualne celije Zena sa
preeklampsijom produkuju visoke vrednosti IL-6 (385). Povecana ekspresija 1L-6

zajedno sa smanjenjem broja regulatornih makrofaga u decidualnom tkivu zena koje ¢e
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kasnije tokom trudnoc¢e razviti gestacijsku hipertenziju, sugeriSe da se ovi procesi
desavaju u prvom delu trudnoce, pre ispoljavanja simptoma bolesti (427). Jedna od
funkcija IL-6 koja bi mogla posredovati u podsticanju progresije preeklampsije je i
vaskularna aktivacija. Produkcija IL-6 od strane endotelnih celija je poveéana nakon
fagocitoze nekroti¢nog trofoblastnog debrisa (428). Povisen nivo cirkuliSu¢eg IL-6 moze
pogorsavati ovaj odgovor, delujuci na trofoblaste tako Sto ¢e dodatno promovisati Sirenje
nekroti¢nog debrisa i podsticanje razvoja preeklampsije (428). Pokazano je da nivo
serumskog IL-6 raste sa napredovanjem trudnoce (353) i da su cirkuliSu¢i monociti
glavno mesto njegove sinteze i produkcije (413), sa najviSim nivoom zabeleZenim u
treCem trimestru (403, 423, 424). Kako jo$ uvek nisu ustanovljene jasne granicne
vredosti van trudnoce i dalje je nejasno da li je povisen nivo IL-6 uzrok ili posledica

preeklampsije (353).

Imajuéi u vidu prethodno navedena saznanja o preeklampsiji i njenoj
etiopatogenezi, postavljena je radna hipoteza da se delecioni polimorfizmi u GST T1 |
GST M1 genima, Val158Met polimorfizam u genu za COMT i T-786C, G894T i VNTR
polimorfizmi u eNOS genu, ¢esée javljaju u grupi trudnica sa preeklampsijom, da su
asocirani medusobno, potom sa epidemioloskim faktorima rizika trudnice, klinickim
karakteristikama poremecaja 1 rizikom za pojavu preeklampsije. Takode, kod Zena sa
preeklampsijom vrednosti proinflamatornih citokina TNF-a, IL-1p i IL-6 su povisene i u
korelaciji su sa pomenutim polimorfizmima, epidemioloskim faktorima rizika trudnice i

klini¢kim karakteristikama preeklampsije.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Imajuéi u vidu da su rezultati dosada$njih istrazivanja o ulozi polimorfizama u
GST T1, GST M1, COMT i eNOS genima, kao i ekspresija proinflamatornih citokina u
preeklampsiji oprecni, te da do sada nije ispitivana medusobna veza izmedu ove grupe
polimorfizama, ekspresije TNF-a, IL-1p i IL-6, klinickih karakteristika preeklampsije i
epidemioloslih karakteristika trudnica sa preeklampsijom i zdravih normotenzivnih
trudnica, postavljeni su slede¢i ciljevi istrazivanja:
1. Utvrditi ucestalosti delecionih polimorfizama u GST T1 i GST M1
genima u grupi pacijentkinja sa preeklampsijom i u kontrolnoj grupi, eventualno
postojanje razlike u distribuciji genotipova i alela analiziranih polimorfizama
izmedu dve grupe ispitanica, kao i u zavisnosti od klini¢kih karakteristika
preeklampsije (rana/kasna, laka/teska).
2. Utvrditi ucestalosti polimorfizama eNOS gena (T-786C — u promotoru:
rs2070744; G894T — Glu298Asp u egzonu 7: rs1799983; VNTR b/a u intronu 4)
u grupi pacijentkinja sa preeklampsijom i u kontrolnoj grupi trudnica, eventualno
postojanje razlike u distribuciji genotipova i alela analiziranih polimorfizama
izmedu dve grupe ispitanica, kao i u zavisnosti od klini¢kih karakteristika
preeklampsije (rana/kasna, laka/teSska), uz moguce formiranje haplotipskih
blokova.
3. Utvrditi ucestalosti polimorfizma Vall58Met u COMT genu (rs4680) u
grupi pacijentkinja sa preeklampsijom i u kontrolnoj grupi, kao i eventualno
postojanje razlike u distribuciji genotipova i alela analiziranog polimorfizma
izmedu dve grupe ispitanica, kao 1 u zavisnosti od klinickih karakteristika
preeklampsije (rana/kasna, laka/teska).
4. Ustanoviti da li postoji medusobna povezanost genotipova proucavanih
polimorfizama u GST M1, GST T1, COMT i eNOS genima, kao i povezanost sa
epidemioloskim faktorima rizika trudnice u grupi sa preeklampsijom i na nivou
celog ispitivanog uzorka.
5. Utvrditi nivo ekspresije proinflamatornih citokina TNF-a, IL-1pB i IL-6
kod trudnica sa preeklampsijom i uporediti sa nivoom kod zdravih trudnica, kao

1 u odnosu na klini¢ke karakteristike preeklampsije (rana/kasna, laka/teska).
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6. Ustanoviti postojanje korelacije izmedu nivoa citokina, i njihove veze sa
epidemioloskim faktorima rizika trudnice u grupi sa preeklampsijom i u celom
ispitivanom uzorku.

7. Ispitati povezanost analiziranih genskih polimorfizama sa nivoom
ekspresije proinflamatornih citokina u grupi trudnica sa preeklampsijom i u

celom uzorku.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. ETICKI STANDARD ISTRAZIVANJA

Ova prospektivna studija slu¢aj-kontrola, sprovedena je u period od januara 2018. do
septembra 2018. godine. Istrazivanje je obavljeno na Klinici za ginekologiju i akuSerstvo,
Klinickog centra Srbije i u Laboratoriji za bazi¢na istrazivanja Stomatoloskog fakulteta

Univerziteta u Beogradu.

Istrazivanje je odobreno od strane Etickog komiteta Klini¢kog centra Srbije (broj
odluke — 715/14) i od strane Etickog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu (broj odluke - 2650/X11-5). Sve ispitanice su prethodno dobile usmena i pisana
obavestenja o toku, ciljevima i o€ekivanim ishodima istrazivanja, njenoj dobrobiti i
eventualnim rizicima. Sve ispitanice su pre uklju¢ivanja u studiju potpisale informisani
pristanak za ucesce u istrazivanju. Studija je planirana u skladu sa etickim standardima
datim u Helsinskoj deklaraciji (prema revidiranoj verziji iz 2008. godine) i etickim
standardima Dobre klinicke prakse. Ispitanice su imale mogu¢nost da, bilo kada u toku
istrazivanja, dobrovoljno prekinu sa uceS¢em, a da za to nisu bile u obavezi da navode
razlog, uz garanciju da njihova odluka ni na koji nacin nece uticati na dalje pracenje
trudnoce, porodaj i postporodajni tok. Takode, ukoliko je bilo utvrdeno da se
pacijentkinje nisu pridrzavali predloZenog protokola, ili su u nekom trenutku prestali da
ispunjavaju uslove za ukljucenje u studiju, na zahtev lekara istrazivaca ispitanice su

mogle biti iskljuCeni iz daljeg istraZivanja.

Izrada ove doktorske disertacije je podrZana od strane projekta Ministarstva prosvete,
nauke 1 tehnoloskog razvoja Vlade Republike Srbije, OI175075, pod nazivom
“Geneticka kontrola i molekularni mehanizmi u malignim, inflamatornim i razvojnim

patologijama orofacijalne regije”.
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3.2.STUDIJSKA GRUPA

Klinicki deo istrazivanja je obuhvatio niz postupaka koji su podrazumevali

prikupljanje uzoraka za dalja laboratorijska istrazivanja, kao i prikupljanje podataka Koji

su koriS¢eni prilikom statisticke obrade uzorka.

Istrazivanje koje je predmet ove doktorske disertacije obuhvatilo je ukupno 100

trudnica ¢ija je trudnoca pracena na Klinici za ginekologiju 1 akuSerstvo Klinickog centra

Srbije. Sve trudnice su podeljene u dve grupe: grupa slucajeva i grupa kontrola.

3.2.1.

Kriterijumi za ukljucenje u studiju

U istrazivanje su ukljucene trudnice starije od 18 godina, ¢ija trudnoéa je bila starija

od 20 gestacijskih nedelja prilikom ukljucenja u studiju, 1 sa ultrazvu¢no potvrdenom

jednoplodnom trudnoom. Grupa slu€ajeva i1 kontrolna grupa su uparene za godine

zivota, graviditet, paritet i gestacijsku nedelju pri ukljuc¢enju u studiju.

1.

b)

Grupa slucajeva je obuhvatila 50 trudnica koje su po prvi put u aktuelnoj trudnoci
hospitalizovane pod dijagnozom preeklampsije. Kriterijumi za postavljanje
dijagnoze preeklampsije su preuzeti iz vodia za hipertenzivne poremecaje u
trudno¢i Ameri¢kog koledza za ginekologiju i akuserstvo (engl. The American
College of Obstetricians and Gynecologists, ACOG):

sistolni pritisak jednak 1 visi od 140 mmHg ili dijastolni pritisak jednak 1 visi od
90 mmHg izmeren najmanje dva puta u intervalu ne kra¢em od 4 sata, posle 20
nedelja gestacije 1 kod zena sa prethodno normalnim vrednostima krvnog pritiska,
ili sistolni krvni pritisak jednak 1 vi$i od 160 mmHg ili dijastolni krvni pritisak
jednak 1 vis$i od 110 mmHg kada je dijagnoza hipertenzije postavljana nakon
ponovljenog merenja u kraéem vremenskom intervalu (minuti) radi
blagovremenog zapoc€injanja anihipertenzivne terapije, uz prisustvo

proteinurije koja je jednaka ili iznad 300 mg/24 h odredeno kvantitativnom
metodom; ili odnos protein/kreatinin ¢ija vrednost iznosi 0,3 ili vise (u slucaju
kada su oba parametra odredena u jedinicama mg/dL) ili 1+ ocitani proteini na
test traci (koristi se samo ukoliko nisu dostupne kvantitativne metode merenja);
u odsustvu proteinurije, uz poviseni krvni pritisak, dijagnoza preeklampsije je
postavljena kod zena sa prisutnim jednim od slede¢ih klinickih znakova i

simptoma:
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f)
9)

trombocitopenija (broj trombocita < 100000/uL),

poremecaj funkcije jetre - povisen nivo jetrinih transaminaza u krvi dva puta u
odnosu na standardne vrednosti,

bubrezna insuficijencija (povisen nivo serumskog kreatinina iznad 97 pmol/L
(1.1 mg/dL) ili udvostru¢avanje njegovih vrednosti bez prisutnih drugih
pokazatelja renalne disfunkcije),

edem pluca, ili

cerebralni ili vizuelni poremecaji (6).

Grupa slucajeva je naknadno podeljena u podgrupe u odnosu na gestacijsku nedelju

postavljanja dijagnoze preeklampsije. Sve ispitanice kod kojih je dijagnoza

postavljena pre 34 gestacijske nedelje pripadale su podgrupi rane preeklamspije, dok

su ostale pripadale grupi kasne preeklampsije. Grupa preeklampsija je podeljena i

prema tezini bolesti na trudnice bez znakova teskog oblika preeklamspije (ranije

oznacen kao laka forma) i trudnice sa teskim oblikom preeklampsije. Znaci teske

forme preeklampsije su:

a)

b)

d)

f)

sistolni krvni pritisak jednak i preko 160 mm Hg ili dijastolni krvni pritisak
jednak i preko 110 mm Hg u najmanje dva merenja u intervalu ne kracem od 4
sata tokom kojeg se pacijent odmara u leze¢em polozaju (ukoliko prethodno nije
zapoceta antihipertenzivna terapija) uz prisustvo proteinurije, ili sistolni pritisak
jednak 1 visi od 140 mmHg ili dijastolni pritisak jednak 1 visi od 90 mmHg (sa ili
bez proteinurije) uz prisustvo jednog od sledec¢ih znakova organske disfunkcije,
trombocitopenija (broj trombocita < 100000/uL),

poremecaj funkcije jetre (dvostruko povecanje nivoa jetrinih transaminaza u krvi
u odnosu na standardne vrednosti), jak i perzistirajuc¢i bol u gornjem desnom
kvadrantu ili u epigastrijumu koji ne prolazi na primenjenu terapiju i/ili bez
utvrdene druge moguce etiologije

progresivna bubrezna insuficijencija (poviSen nivo serumskog kreatinina iznad
97 pmol/L ili udvostruavanje njegovih vrednosti bez prisutnih drugih
pokazatelja renalne disfunkcije),

edem pluca, ili

de novo registrovani cerebralni ili vizuelni poremecaji (6).
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2. Kontrolna grupa je obuhvatila 50 zdravih Zena sa nekomplikovanim trudno¢ama,

1 urednim postporodajnim tokom.

3.2.2. Kiriterijumi za iskljucenje iz studije za obe grupe istraZivanja

a) viSeplodne trudnoce,

b) akutni infektivni procesi poput infekcije urinarnog trakta ili infekcija gornjih
respiratornih puteva u trenutku uzimanja uzorka,

C) znaci i simptomi porodaja u trenutku uzimanja uzorka,

d) bilo kakvi poremecaji krvnog pritiska pre trudnoce i pre 20 gestacijskih nedelja,

e) hroni¢ne bolesti kardiovaskularnog sistema, jetre, bubrega, endokrinih organa,
kao 1 poremecaji metabolizma,

f) sistemski eritematozni lupus i drugi oblici sistemskih bolesti,

g) Rhinkompatibilija,

h) poremecaji krvavljenja,

i) poremeéaj u koli¢ini plodove vode,

j) trudnoée komplikovane fetalnim anomalijama.

3.3. KLINICKA METODOLOGIJA

Prenatalna nega je sprovedena prema vodi¢ima i protokolima Klinike. Sva
neophodna ispitivanja trudnica su obavljena u sklopu redovnih analiza tokom prve
hospitalizacije i/ili u ambulantnim uslovima tokom redovne kontrole za zdrave trudnice.
Pacijentkinje su po prijemu na Kliniku kompletno ginekoloski pregledane, uz osnovni
internisticki pregled, 1 uzeta im je kompletna anamneza. Podatak o poslednjoj
menstruaciji koriS¢en je za izraCunavanje gestacijske starosti u trenutku ukljucenja u
studiju. Analizirani podaci dobijeni iz anamneze prikupljani su pomocu istrazivackog
kartona. Registrovani su slede¢i podaci: godine starosti pacijentkinje, sistolni 1 dijastolni
krvni pritisak, indeks telesne mase (engl. body mass index, BMI), pusenje pre i tokom
trudnoce, upotreba kontraceptivnih pilula, podaci o prethodnim trudnoama 1
eventualnim pobacajima. Sistolni i dijastolni krvni pritisak su mereni u miru, pola sata
nakon dolaska u bolnicu, u sede¢em poloZzaju, neprekrStenih nogu, sa osloncem za ruke
i leda, kada je manZzetna za merenje postavljena na nadlaktici u nivou desne pretkomore

(nivo sredogruda). Svakoj pacijentkinji su uzete antropometrijske mere, telesna visina
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(TV) i telesna masa (TM), i na osnovu njih je izracunat BMI po formuli: BMI=TM (kg)
[ TV? (cm?).

Podaci o ishodu porodaja ¢e naknadno biti prikupljeni iz istorija bolesti na odeljenju
neonatologije:

a) nacin zavrsetka porodaja,

b) gestacijska nedelja rodenja,

¢) pol novorodenceta,

d) telesna masa, duzina i obim glave deteta,

e) Apgar skor u 1.i 5. minutu,

f) duzina hospitalizacije,

g) eventualni boravak na odeljenju neonatalne intenzivne i/ili poluintenzivne nege,

h) dijagnoze na otpustu.
3.3.1. Prikupljanje uzoraka krvi za istraZivanje

Svakoj pacijentkinji je po prijemu na kliniku uzeta krv za analizu, u sede¢em
polozaju, venepunkcijom iz kubitalne vene, po svim standardima asepse i antisepse.
Analize iz krvi obuhvatile su osnovne klinicke laboratorijske analize (krvna slika 1
biohemija) i specificne (DNK i RNK analiza). Od trudnica koje pripadaju kontrolnoj
grupi 1 ¢ija je trudnoca pracena ambulantno na Klinici za ginekologiju i akuSerstvo
Klini¢kog centra Srbije, podaci o osnovnim laboratorijskim analizama preuzeti su iz

njihove licne dokumentacije u slu€aju da nisu bili stariji od deset dana.

Za potrebe specificnih geneti¢kih analiza jednokratno je uzeto 9 ml krvi, po 4.5
ml u 2 epruvete sa natrijum citratom kao podlogom. Uzorak iz jedne epruvete je kori§¢en
odmah u cilju izolovanja RNK i analize relativne ekspresije citokina. Druga epruveta je

zamrznuta na -20°C, a potom kori$¢ena za izolaciju DNK 1 genotipizaciju.
3.4.LABORATORIJSKA METODOLOGIJA

Molekularno geneticko istrazivanje, sprovedeno u Laboratoriji za bazi¢na
istrazivanja StomatoloSkog fakulteta u Univerziteta u Beogradu, podrazumevalo je
izolaciju genomske DNK i ukupne RNK iz limfocita krvi za obe grupe ispitanica.
Sprovedena je analiza delecionih polimorfizama gena za GST M1 i GST T1 primenom

metoda PCR (engl. polymerase chain reaction) i real-time PCR-a, polimorfizama
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pojedina¢nog nukleotida u genima za eNOS i COMT primenom PCR-RFLP (engl.
polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism) tehnike, kao i
analiza relativne ekspresije gena za proinflamatorne citokine (TNF-o, IL-1B, IL-6)
primenom real-time PCR metode.

3.4.1. lzolacija DNK

Analizi polimorfizama prethodila je izolacija genomske DNK iz limfocita
periferne krvi Zena sa preeklampsijom i zdravih trudnica metodom “isoljavanja” (engl.
salting out), koja podrazumeva hemijsku lizu ¢elija i prevodenje DNK u vodenu fazu, uz
hemijsko uklanjanje proteina i RNK molekula iz izolata. ViSestruki koracli
centrifugiranja imali su za cilj odstranjivanje membrane liziranih ¢elija krvi i membrane
jedara razbijenih leukocita. Tretman razli¢itim jonskim deterdZentima (SDS, proteinaza
K) omogucio je da se izvrsi denaturacija proteina, $to dovodi do oslobadanja DNK iz
nukleoproteinskog kompleksa, kao i inaktivacija enzima DNK-aza, kako bi se izolacija

mogla sprovesti na sobnoj temperaturi.

Celokupan metodoloski proces izolacije DNK iz limfocita periferne krvi obuhvatio je

sledece korake:

1. pravljenje smeSe od 4,5 ml venske krvi sa antikoagulansom (Na-citrat) i iste
koli¢ine pufera za lizu (Tabela 4) koja se drzi 15 do 20 minuta na temperaturi od
+4°C

2. dobra resuspenzija smese i potom drzanje na ledu 10 do 15 minuta

3. centrifugiranje uzorka 15 minuta na 2000 obrtaja (2000 rpm)

4. odbacivanje supernatanta 1 resuspenzija taloga u 5 ml fizioloSkog pufera (Tabela
4)

5. centrifugiranje 15 minuta na 2000 rpm-a, uz ponavljanje postupka “ispiranja” 2
do 3 puta (talog treba da pobeli)

6. odbacivanje supernatanta nakon poslednjeg ispiranja i rastvaranje taloga u 3 ml
pufera A (Tabela 4), nakon ¢ega se dodaje 200 uL 10% SDS (Na-dodecisulfat) i
20 pL proteinaze K (finalne koncentracije 200ug/mL)

7. dobra resuspenzija uzorka i njegova inkubacija preko no¢i u termostatu na 37 °C

8. dodavanje 1mL saturisanog 6 M NaCl, uz dobro muckanje 15 sekundi (povecava

rastvorljivost DNK)
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9. centrifugiranje 15 minuta na 3000 rpm-a u cilju taloZenja precipitiranih
denaturisanih proteina

10. prebacivanje supernatanta (rastvorena DNK) u ¢iste epruvete i centrifugiranje 15
minuta na 3000 rpm-a

11. prelivanje supernatanta u graduisanu epruvetu, uz dodavanje izopropranola u istoj
zapremini (omogucava precipitaciju molekula DNK)

12. pazljivo muckanje, pri ¢emu se izdvaja DNK u vidu belicastog koncic¢a

13. hvatanje konci¢a Pasterovom pipetom i potapanje u 70% etanol 30 sekundi radi
uklanjanja viska soli

14. susenje DNK na sobnom vazduhu 30 sekundi, potom rastvaranje u 100 uL. TE
pufera (Tabela 4) ili redestilovane vode

15. spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije i ¢isto¢e DNK na talasnoj duzini

260/280 nm.

Tabela 4. Sastav pufera koriS¢enih u procesu izolacije DNK.

Pufer za lizu Fizioloski puffer Pufer A TE pufer

0,32 M saharoza 0.075 M NaCl 10 mM TRIS HCI, pH8 | 10 rl‘nM TRIS
HC

10 mM TRIS HCI, pH 7.5 0.025 M EDTA, pH 8 [ 400 ml NaCl 1 mMEDTA

1% TRITON x 100 2 mM EDTA

5 mM MgCl;

Autoklavirati i ¢uvati na +4 °C

3.4.2. Lancana reakcija polimeraze (PCR metoda)

Lancana reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR)
predstavlja umnozavanje definisane DNK sekvence u in vitro uslovima, imitirajuéi
prirodni proces DNK replikacije. Za sintezu DNK Kkoristi se enzim termostabilna Taq
DNK polimeraza. PCR reakcija se izvodi u mikrotubama zapremine 700 pL, a sama
reakciona smeSa zapremine 25 pL se u PCR aparatima podvrgava preciznim, cikliénim
promenama temperature. Eksponencijalno umnoZavanje specificnog DNK fragmenta
sprovodi se kroz ponavljanje ciklusa (ukupno 35). Svaki ciklus sadrzi faze denaturacije
DNK, hibridizacije prajmera i ekstenzije hibridizovanih prajmera od strane termostabilne

DNK polimeraze.

62



3.4.3. Elektroforeza na poliakrilamid (PAA) gelu

Gel elektroforeza je metoda koja se zasniva na razlikama u pokretljivosti
biomakromolekula u gelu kada se nalaze u elektricnom polju. Razlika u koncentraciji,
molekulskim masama, prostornoj konformaciji, a posebno u naelektrisanju koje i
odreduje smer kretanja u elektricnom polju, su osobine koje dovode do razlicite
pokretljivost makromolekula u gelu pod uticajem elektricne struje, pri ¢emu manji
molekuli putuju brze u odnosu na vece. Prisustvo velikog broja fosfatnih grupa koje suu
uslovima fizioloskog pH negativno naelektrisane, ¢ini da se molekul DNK kre¢e od
katode (negativne elektrode) ka anodi (pozitivnoj elektrodi). U naSem slucaju, analiza
PCR produkata sprovedena je vertikalnom elektroforezom na poliakrilamidnom gelu.
Poliakrilamidni gel je dobijen meSanjem akrilamida i bis- akrilamida uz koriS¢enje
adekvatnih katalizatora. Kao inicijatori i katalizatori procesa polimerizacije akrilamida
kori$éeni su amonijum persulfat (APS) i TEMED (N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamin).
Mrezasta struktura nastaje zahvaljujuci bis-akrilamidu koji formira poprecne veze
izmedu polimera akrilamida koji predstavljaju dugacke lance monomera akrilamida.
Brzina izvodenja 1 visoka rezolucija ¢ine ovu metodu jednom od najboljih za razdvajanje

i vizuelizaciju nukleinskih kiselina.

U sklopu ovog istrazivanja elektoforeza je sprovedena na 8% poliakrilamid gelu (Tabela
5) u IXTBE puferu, pri konstantnom naponu struje od 220 V u trajanju od 60 minuta. Za
vizuelizaciju fragmenata, DNK gel je nakon elektroforeze potapan u vodeni rastvor
etidijum bromida, supstanca koja se ugraduje izmedu lanaca DNK molekula i1 koja
fluorescira kada se osvetli UV svetlom na transiluminatoru. Veli¢ina (odnosno prisustvo)
ciljne sekvence procenjivana je poredenjem poloZaja ispitivanih PCR produkata sa

polozajem DNK fragmenata poznatih duZina u gelu.

Tabela 5. Sastav 8% poliakrilamid gela.

ddH20 3,6 mL

5xTBE1.2mL

Akrilamid / Bis-akrilamid 40 % 1.2 mL

APS 10% 42 pL

TEMED 7,8 pL

63



3.4.4. Lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu (real-time PCR, gPCR)

Metoda lancane reakcije polimeraze u realnom vremenu (engl. real time
polymerase chain reaction, real-time PCR - gPCR) predstavlja PCR tehniku kojom je
omoguceno pracenje toka reakcije. Za razliku od klasicne PCR metode, u reakcionoj
smesi se nalazi i fluorescentna boja SYBR Green (nespecifi¢na interkalirajuca boja koja
ima sposobnost ugradivanja u dvolan¢ane DNK produkte). PCR aparat sadrzi pobudivac
i detektor fluorescence, koji na kraju svakog od ciklusa detektuje nivo ugradenog SYBR
Greena, ¢ime se omogucava pracenje toka PCR reakcije. U trenutku zapocinjanja
eksponencijalnog umnozavanja specificnog PCR produkta, fluorescentni signal koji
pratimo na ekranu kompjutera ulazi u eksponencijalnu fazu. Ciklus u kome se prelazi
prag fluorescence se oznacava kao Ct (engl. Cycle threshold). Za proveru specifi¢nosti
dobijenih PCR produkata reakciona smesa se izlaze gradijentu topljenja (engl. Melting
gradient). Svaki produkt ima karakteristi¢cnu temperaturu topljenja koja predstavlja
temperaturu na kojoj dolazi do denaturacije 50% molekula. Veli¢ina DNK fragmenta i

broj AT odnosno GC baznih parova odreduju oblik i poziciju krive topljenja.

3.4.4.1.0dredivanje delecionog polimorfizma gena za glutation S-transferazu T1 i
M1 (GST T1i GST M1)

Za odredivanje prisustva polimorfizama delecionog tipa gena za GST M1 i GST
T1 koristili smo metodu PCR, a u slu¢aju uzoraka sa manjom koncentracijom DNK
primenjivana je dopunska analiza g°PCR metodom (Tabela 6). Umnozavanje je radeno
kroz multipleks reakcije, a koris¢eni prajmeri za GST M1 i GST T1 prikazani su u tabeli
7. Za kontrolu uspesnosti PCR reakcije koris¢eni su prajmeri za [3-globinski gen (Tabela
7).
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Tabela 6. Sastav reakcionih smesa za umnozavanje dela gena za GST T1 1 M1.

Klasi¢an PCR

gPCR

Reakciona smeSa za multipleks reakciju

(zapremina 25 pL za klasi¢an i 15 pL za gPCR)

Voda

Voda

12,5 uL PCR Master Mix-a (2x) *

7,5uL real-time PCR Master Mix-a (2x)**

0,2 UM svakog prajmera (tabela 7)

0,2 uM svakog prajmera (tabela 7)

5 pL DNK uzorka

2uL DNK uzorka

Program za multipleks
(M1/T1/p-globin) reakciju 2

Inicijalna denaturacija 95°C/5 minuta

Inicijalna denaturacija 95°C/2 minuta

Denaturacija 95°C/30 sekundi

Denaturacija 95°C/30 sekundi

Aniling 59°C/45 sekundi

Aniling 59°C/45 sekundi

Ekstenzija 72°C/1 minut

Ekstenzija 72°C/1 minut

Finalna ekstenzija na 72°C/5 minuta

Finalna ekstenzija na 72°C/3 minuta

2 klasi¢an PCR - 30 ciklusa, od koraka 2 do 4; gPCR - 35 ciklusa, od koraka 2 do 4
*2x Thermo Scientific PCR Master Mix sadrzi Taq DNA polimerazu (0,05 jedinica/uL), 4 mM MgCl, i dNTP mix (0,4 mM svakog)

** 2x SensiFast SYBR Hi-Rox Master Mix
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Tabela 7. Sekvence prajmera i restrikcioni enzimi za polimorfizam GST T1 i GST

M1 gena.

Polimorfizam gena Sekvenca prajmera

GSTT1 5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCT-3'
5-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3

GSTM1 5-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3'

5'-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3'

B-globin (kontrolni gen) 5-ACACAACTGTGTTCAACTAGC-3'

5'-CAACTTCATCCACGTTCACC-3'

PCR reakcija je usporena snizavanjem temperature na 4°C u trajanju od 10
minuta. Prisustvo, odnosno odsustvo gena nakon klasi¢nog PCR-a proveravano je
primenom elektroforeze na 8% poliakrilamidnom gelu (produkti duzine 480 bp za GST
T1, 215 bp za GST M1 i 110 bp za B-globinski gen) (Slika 1 i 2), a nakon qPCR-a
zahvaljujuéi razli¢itim temperaturama topljenja produkata amplifikacije na qPCR

aparatu (engl. melting curve analysis).

T+M+ T+M- T-M+ T-M-
430 bp —— —
215 bp —— —

Slika 1. Sematski prikaz kombinacije genskih produkata na gel elektroforezi za GST T1
I GST M1.
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b S S i i B R R T o
M1™ M1t M1T M1 mAt M1t m1t M1 M1t w1t

430 bp «—400 bp (L)

" «—300bp (L)

215bp «—200bp (L)

Slika 2. Gel elektroforeza za GST T1 i GST M1 produkata PCR amplifikacije.

3.4.5. Analiza duzine restrikcionih fragmenata (engl. “restriction fragments length

polymorphism - RFLP)

U sklopu restrikcione analize koriste se restrikcione endonukleaze, enzimi koji
prepoznaju specifiéne sekvence na dvolanc¢anoj DNK, duzine 4-6 bp, a potom i isecaju
DNK molekul u okviru ili veoma blizu tih specifi¢nih sekvenci. Restrikciona analiza ima
primenu u detekciji polimorfizama restrikcionih mesta, kao markera u genetickim
istrazivanjima. Postupak restrikcione analize obuhvata PCR umnozavanje specificne
sekvence u kojoj se odigrava nukleotidna zamena, potom restrikciona digestija
umnozenih fragmenata i1 provera veliine produkata digestije na poliakrilamid gelu.
Prisustvo/odsustvo restrikcionog mesta je znak za prisustvo/odsustvo nukleotidne
zamene. Prednost ove metode je njena jednostavnost, dostupnost i moguénost analize

veceg broja uzoraka.

3.4.5.1. RFLP u analizi polimorfizma pojedina¢nog nukleotida u genu za eNOS
(eNOS T-786C)

Prvi od tri ipitivana polimorfizma u genu za eNOS lokalizovan je u

promotorskom regionu na poziciji -786 i podrazumeva zamenu timina u citozin.

PCR reakcija je radena u reakcionoj smesi zapremine 25 puL (Tabela 8). Sekvence
prajmera koriS¢ene u reakciji date su u Tabeli 9, a temperaturni profil PCR reakcije u

tabeli 10.
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Tabela 8. Sastav reakcione smesSe za umnozavanje dela gena za eNOS 1 COMT.

PCR reakciona smesa

13 puL 2 x PCR Master Mix

200 nM svakog prajmera (tabela 6, 8, 9, ili 10)

Voda

3ul

Tabela 9. Sekvence prajmera za eNOS T-786C.

Polimorfizam gena Sekvenca prajmera
eNOS -786 f 5’-CCCCTGTGGACCAGATGC-3’
eNOS -786 r 5’-ACATTAGGGTATCCCTTCC-3’

Tabela 10. Temperaturni profil PCR reakcije za eNOS i COMT.

Inicijalna denaturacija 95 °C, 5 minuta

95 °C, 30 sekundi

35 ciklusa 55 °C, 30 sekundi

72 °C, 30 sekundi

Finalna ekstenzija 72 °C, 7 minuta

Restrikcija PCR produkata duZine 379 bp vrSena restrikcionim enzimom Msp [

(Thermo Scientific), 5 minuta na 37°C. Provera restrikcije vrSena je na 8% PAA gelu.

U sluc¢aju odsustva mutacije, enzim iseca PCR produkt na dva fragmenta, duzine

2331146 bp, dok prisusvto mutacije dovodi do isecanja produkta na tri fragmenta, duzine
187,146 i 46 bp (Slika 3 i 4).

68



wild type  heterozigot mutant

TT TC cC
233 bp — ——
187 bp —— —
46 bp — —

Slika 3. Sematski prikaz produkata restrikcijegena za eNOS.

L TC TC TG 1T TC IC 1C "TI'Tr 1€ T1

233 bp—»

184 bp —»
146 bp —»

100 bp (L) —»

Slika 4. Gel elektroforeza produkata restrikcije gena za eNOS.

3.4.5.2.RFLP u analizi polimorfizma pojedinacnog nukleotida eNOS G894T

Drugi ispitivani polimorfizam u genu za eNOS nalazi se u kodirajucoj sekvenci

na poziciji +894 i podrazumeva zamenu guaninskog nukleotida timinskim.

PCR reakcija je radena u reakcionoj smesi zapremine 25 pL (Tabela 8). Sekvence
prajmera koriS¢ene u reakciji date su u tabeli 11, a temperaturni profil PCR reakcije u
tabeli 10.
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Tabela 11. Sekvence prajmera za eNOS G894T.

Polimorfizam gena Sekvenca prajmera
G894T f 5’-AAGGCAGGAGACAGTGGATG-3’
G894T r 5’-CAGTCAATCCCTTTGGTGCT-3’

Restrikcija PCR produkata duzine 246 bp vrsena restrikcionim enzimom Mbo I

(Thermo Scientific), 5 minuta na 37°C. Provera restrikcije vrSena je na 8% PAA gelu.

U slucaju odsustva mutacije, enzim ne iseca PCR product (fragment duZine 246

bp), dok prisusvto mutacije dovodi do isecanja produkta na dva fragmenta duzine 159 i

87 bp (Slika 5 i 6).

wilde type heterozigot mutant

GG GT TT
246 bp — —
159 bp — —
87 bp —— ——

Slika 5. Sematski prikaz produkata restrikcije gena za eNOS.

GG GG GG GT GT GT TT GG GG GTGG L

Bt «—300bp (L)

«—200 bp (L)

«—100bp (L)

Slika 6. Gel elektroforeza produkata restrikcije gena za eNOS.
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3.4.5.3.Analiza polimorfizma varijabilnog broja tandemskih ponovaka (VNTR) u

genu za eNOS

Tredi ispitivani polimorfizam u genu za eNOS je po svojoj prirodi polimorfizam

varijabilnog broja tandemskih ponovaka.

PCR reakcija je radena u reakcionoj smesi zapremine 25 pl (Tabela 8). Sekvence
prajmera koriS¢ene u reakciji date su u tabeli 12, a temperaturni profil PCR reakcije u

tabeli 10.

Tabela 12. Sekvence prajmera za eNOS VNTR.

Polimorfizam gena Sekvenca prajmera
eNOS VNTR f 5’-AGGCCCTACGGTAGTGCCTT-3’
eNOS VNTRr 5’-TCTCTTAGTGCTGTGGTCAC-3’

Takozvani divlji tip alela (b alel) daje PCR produkt duzine 420 bp, dok manje
ucestali, odnosno mutirani alel (a alel) daje PCR produkt duzine 394 bp (Slika 7 i 8).

wild type  heterozigot - mutant
bb ba aa
420 bp — —

Slika 7. Sematski prikaz produkata restrikcije gena za eNOS.
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400 bp (L)—» +—420 bp

300 bp (L) —»

Slika 8. Gel elektroforeza produkata restrikcije gena za eNOS.

3.4.5.4. RFLP u analizi polimorfizma pojedina¢nog nukleotida u genu za COMT

U genu za COMT analiziran je polimorfizam tipa nukleotidne zamene na poziciji

158 u kodiraju¢oj sekvenci, koja dovodi do zamene aminokiseline valin u metionin.

PCR reakcija je radena u reakcionoj smesi zapremine 25 pL (Tabela 8). Sekvence
prajmera koris¢ene u reakciji date su u Tabeli 13, a temperaturni profil PCR reakcije u

tabeli 10.

Tabela 13. Sekvence prajmera za COMT.

Polimorfizam gena Sekvenca prajmera
COMT f 5’-ACTGTGGCTACTCAGCTGTG-3’
COMTr 5’-CCTTTTTCCAGGTCTGACAA-3’

Restrikcija PCR produkata duzine 169 bp vrSena restrikcionim enzimom Nla |11

(Thermo Scientific), 5 minuta na 37°C. Provera restrikcije vrSena je na 8% PAA gelu.

U slucaju odsustva mutacije, enzim iseca PCR produkt na fragmente duZine 114,
29 1 26 bp, dok prisusvto mutacije dovodi do isecanja produkta na fragmente duZine
96,29, 26 1 18 bp (Slika 9 i 10).
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wild type heterozigot mutant

GG GA AA
96 bp — —
29 bp — — ——
26 bp — — —
18 bp — —

Slika 9. Sematski prikaz produkata restrikcije gena za COMT.

AA GA GA GA GA AA GA GG L

«— 100 bp (L)

Slika 10. Gel elektroforeza produkata restrikcije gena za COMT.

3.4.6. Analiza haplotipova

Analiza haplotipova izvrSena je uz pomo¢ programa Haploview (Barrett i
saradnici 2005). Obradom dobijenih genotipova za ispitivane polimorfizme ovaj program
omogucava izracunavanje i graficki prikaz vrednosti neravnoteze povezanosti (LD, engl.
Linkage Disequilibrium) i haplotipskih blokova. Opcija default algoritam je upotrebljena
za identifikaciju haplotipskih blokova. U okviru LD grafikona, ¢lanovi haplotipskog
bloka pozicionirani na krajevima trougla nalaze u jakom LD-u, dok se ¢lanovi izmedu
njih nalaze u slabijem LD-u. Takode, Haploview omoguéava prora¢un ucestalosti
haplotipova u analiziranim grupama nesrodnih osoba (pacijenti i kontrole), primenom
matematickog algoritma EM (engl. Expectation Maximisation) (Fallin i Schork 2000).
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3.4.7.

Izolacija RNK

Celokupan metodoloski proces izolacije ukupne RNK iz limfocita periferne krvi

podrazumeva sledece korake (pufer za lizu i fizioloski pufer su istog sastava kao 1 kod

izolacije genomske DNK):

1.

o &~ N

9.

10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.

pravljenje smese od 4,5 ml venske krvi sa antikoagulansom (Na-citrat) i iste
koli¢ine pufera za lizu koja se drzi 15 do 20 minuta na temperaturi od + 4°C
dobra resuspenzija smese 1 potom drzanje na ledu 10 do 15 minuta
centrifugiranje uzorka 15 minuta na 2000 rpm-a

odbacivanje supernatanta i resuspenzija taloga u 5 ml fizioloskog pufera
centrifugiranje 15 minuta na 2000 rpm-a, uz ponavljanje postupka “ispiranja” 2
do 3 puta (talog treba da pobeli)

odbacivanje supernatanta nakon poslednjeg ispiranja i dodavanje 1 ml TRIzol®
Reagent-a, liziranje ¢elija resuspendovanjem pomocu nastavka pipete, inkubacija
5 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim prebacivanje u 1,5 mL ependorf tubu
dodavanje 0.2 ml hloroforma i jako muckanje u ruci 15 sekundi

centrifugiranje uzorka na 12000 rpm-a 15 minuta na temperaturi od + 4°C, nakon
Cega se jasno odvajaju tri faze: donja-crvena, fenol-hloroformska, sredi$nja i
gronja koja je bezbojna. Gornja (vodena) faza ¢ini oko 50% ukupne zapremine
pazljiva aspiracija i prebacivanje vodene faze u novu tubicu

dodavanje 0,5 ml izopropranola i inkubacija na sobnoj temperaturi 10 minuta
centrifugiranje na 12000 rpm-a 10 minuta na temperaturi od + 4°C

aspiriracija i odstranjivanje supernatanta

ispranje peleta sa 1 ml 75% etanola

lagano vorteksovanje uzorka, a zatim centrifugiranje na 75000 rpm-a 5 minuta na
temperaturi od + 4°C

aspiriracija i odstranjivanje supernatanta

drzanje otvorenih tubica 10 minuta na sobnoj temperaturi

resuspenzija peleta u 40 pL vode bez RNK-za

inkubacija u vodenom kupatilu na temperaturi od 55 °C 10-15 minuta

Uzorci izolovane RNK su do dalje analize ¢uvani na -80 °C.
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3.4.8. Reverzna transkripcija i real-time (RT-q) PCR

Sinteza komplementarne DNK (cDNK) iz 1 pg izolovane RNK uradena je
primenom komercijanog kita za reverznu transkripciju (Thermo Scientific RevertAid
First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), u
prisustvu oligo(dT) prajmera (Tabela 14).

Tabela 14. Sastav reakcione smese za prevodenje RNK u komplementarnu DNK.

4 uL reakcionog pufera

1 pL oligo(dT) prajmera

2 uL ANTP miksa

1 puL RiboLock (inhibitor RNKaza)

1 pL enzima reverzne transkriptaze

1 pg RNK
Vode do 20 pL

3.4.8.1.Analiza ekspresije gena za proinflamatorne citokine (TNF-a, I1-6, 11-1p)

Nivo relativne ekspresije gena za TNF-a, IL-1p i IL-6 utvrden je primenom tzv.
Kvantitativne PCR metode u realnom vremenu (engl. quantitative real-time). Metoda je
zasnovana na odredivanju koli¢ine specifi¢nog genskog produkta, poSto nam poznavanje
Ct vrednosti za svaki analizirani gen omogucava posredno odredivanje nivoa njegove
ekspresije (Sto je ona veca, Ct vrednost ¢e biti manja). Nivo ekspresije svakog
analiziranog gena izrazava se kao relativna vrednost u odnosu na gen koji se oznacava
kao endogena kontrola. Ovaj oblik relativne kvantifikacije u literaturi je oznacen kao

AACt metod.

Reakciona smeSa za amplifikaciju svakog ispitivanih gena sadrZala je SeniFast
SYBR Hi-ROX (Bioline, Taunton, MA, USA), prema preporukama proizvodaca, i
odgovarajuce prajmere (po 200 nM svakog). Amplifikacija svakog od ispitivanih gena
vrSena je u zasebnim tubicama, a pored njih u odvojenim tubicama amplifikovan je i
kontrolni gen (gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza — GAPDH). Nakon amplifikacije

utvrdivan je relativni odnos ekspresije gena od interesa prema kontrolnom GAPDH genu.
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Sekvence prajmera koje su koris¢ene za qPCR prikazane su u Tabeli 15. Svi uzorci su
uradeni u duplikatu 1 reakcija je sprovedena upotrebom “Line gene K uredaja za
kvantitativni PCR (BIOER Technology Co., Hangzhou, China). PCR koraci su bili
sledeéi: inicijalna denaturacija na 95°C tokom 2 minuta, potom faza rotacije koja je
podrazumevala 45 ciklusa na 95°C tokom 30 s, 60°C tokom 30 s i 72°C, i zavr$na
produzena faza na 72°C tokom 10 minuta. Nakon svake PCR reakcije, sprovedena je
analiza tzv. krive topljenja u cilju potvrde specifi¢nosti reakcije. Iz svake PCR reakcije
su utvrdene Ct vrednosti, a nivo relativne ekspresije za svaki uzorak je prikazana kao odnos

izmedu ekspresije gena od interesa (TNF-a, IL-1pB and IL-6) i kontrolnog gena (GAPDH).

ACt = Ct ispitivanog gena — Ct GAPDH

AACt = Act(u drugom vremenu) — Act(u prvom vremenu); p0§t0 je Odredivana Vrednost ACt samo u

prvom vremenu, onda je AACt = ACt prvom vremenu)

Relativni nivo ekspresije = 2-44¢t

Tabela 15. Sekvenca prajmera za gPCR.

Polimorfizam gena Sekvenca prajmera Bp

TNF-a 5’-CCTGCCCCAATCCCTTTATT-3’ 81
5’-CCCTAAGCCCCCAATTCTCT-3’

IL-1B 5’-ACAACAGGAAAGTCCAGGCTA-3’ 59
5’-TGGCAGAAAGGGAACAGAA-3’

IL-6 5’-TACATTTGCCGAAGAGCC-3’ 232
5’-GTGAGGAACAAGCCAGAGC-3’

GAPDH 5’-TCATGACCACAGTCCATGCCATCA-3’ 450

5’-CCCTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT-3’
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3.5.STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka analiza prikupljenih podataka izvrSena je u statistickom softverskom
paketu IBM SPSS Statistics for Windows Software (Version 25.0; IBM Corp, Armonk,
NY, SAD).

Kao metode deskriptivne statistike kori§¢ene su mere centralne tendencije i mere
disperzije za numericka obeleZja posmatranja i apsolutni i relativni brojevi za atributivna

obelezja posmatranja.

Hi-kvadrat (x?, Chi-square Test) i Fiserov test egzaktne verovatonoée (Fisher’s
exact Test) korisc¢eni su za poredenje ucestalosti pojavljivanja analiziranih atributivnih

obelezja posmatranja izmedu analiziranih grupa.

Izbor testa za analizu numeri¢kih obelezja posmatranja zavisio je od prirode
raspodele podataka. U cilju odredivanja normalnosti raspodele koris¢en je Kolmogorov-
Smirnov test (Kolmoglorov-Smirnov Test). U sluc¢aju normalne raspodele koriséen je
Studentov T test (Student’s t-Test), i jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA). Kod
raspodele razli¢ite od normalne koriséen je Kraskal-Volisov test (Kruskal-Wallis Test),
a za medugrupnu analizu Man Vitnijev U test (Mann Whitney U Test). Korelacija izmedu
merenih parametara odredivana je pomocu Pirsonovog i Spirmanovog koeficijenta
korelacije (Pearson’s and Spearman’s rank correlation coefficient). Prethodno je
izvrSena logaritamska transformacija u cilju dobijanja normalne raspodele podataka.
Procena rizika za nastanak oboljenja ispitivana je upotrebom bezuslovne logisticke
regresije kroz merenje odnosa Sansi (OR) 1 njihovog 95% intervala poverenja (95% CI).

Statisticka znacajnost definisana je za p<0.05.
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4. REZULTATI

4.1. OPSTE KARAKTERISTIKE ISPITANICA

U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 100 pacijentkinja podeljenih u dve grupe —
grupa slucajeva 1 kontrolna grupa. Grupa slucajeva se sastojala od 50 Zena sa
postavljenom dijagnozom preeklampsije, dok je kontrolna grupa obuhvatila 50
normotenzivnih zena sa nekomplikovanim trudno¢ama. U grupi preeklampsija, 25
trudnica je imalo karakteristike teske forme, dok je 25 imalo laki oblik. U odnosu na
vreme ispoljavanja bolesti, 23 Zene je imalo ranu, a 27 kasnu preeklampsiju. Prema
usmenim podacima dobijenim od ispitanica, u obe ispitivane grupe nije bilo slucajeva
pozitivne porodicne anamneze na pojavu preeklampsije. OpSte klinicke karakteristike
pacijentkinja sa preeklampsijom i zdravih trudnica prikazane su u tabeli 16. Ispitivane
grupe su bile uparene za starosnu dob i gestacijsku starost trudnoce u trenutku uzimanja
uzorka. UocCene su statisticki znacajno vece vrednosti sistolnog i1 dijastolnog krvnog
pritiska, kao i vrednosti BMI pre i u trudno¢i, u grupi zena sa preeklampsijom u odnosu

na zdrave trudnice (Tabela 16).

Tabela 16. Klinicke karakteristike zena sa preeklampsijom i zdravih trudnica.

Parametar Preeklampsija Kontrolna P
(n=50) grupa (n=50) vrednost

Starost (godine) 32.44 +5.30 31.86 £ 3.10 0.5542
Gestacijska starost uzimanja uzorka (nedelje) 34.06 £ 3.54 35.10 £ 2.61 0.589?
Sistolni krvni pritisak (mm/Hg) 165.22 +20.64  112.30+8.28 0.0012
Dijastolni krvni pritisak (mm/Hg) 103.50 + 11.12 70.70 = 8.08 0.0014
BMI pre trudnoée (kg/m?) 25.46 + 4.36 21.30 £ 2.49 0.0012
BMI u trudnoéi (kg/m?) 30.57+4.90 26.17+3.25 0.001@
Menarha (godine) 13.26+1.65 12.98+1.22 0.3382
Duzina menstrualnog ciklusa (dani) 36.42+39.10 34.64+30.08 0.869"
Menstrualno krvavljenje (dani) 5.18+1.34 5.50+1.05 0.1872

n — broj uzoraka; rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija; BMI — indeks telesne

mase; ? Student’s t test; "Mann-Whitney U test
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Laboratorijski parametri praceni u obe ispitivane grupe prikazani su u tabeli 17.
Vrednosti proteinurije 1 protein/kreatinin odnosa ocekivano su bile statisticki znacajno
veée u grupi preeklampsije u odnosu na kontrolu. Takode, vrednosti nivoa uree, ukupnih
proteina, AST, fibrinogena, laktat dehidrogenaze (LDH), mokrac¢ne kiseline i kreatin
kinaze (CK) u krvi su bili znac¢ajno veci u grupi slucajeva u odnosu na zdrave trudnice.
Od parametara krvne slike jedino je vrednost Hgb-a pokazala statisti¢ki zna¢ajnu razliku

izmedu dve ispitivane grupe (Tabela 17).

Tabela 17. Laboratorijske karakteristike zena sa preeklampsijom i zdravih trudnica.

Parametar Preeklampsija  Kontrolna grupa P
(n=50) (n=50) vrednost

Proteinurija (g/1) 2.10+3.02 0.00 £ 0.02 0.001°
Protein/kreatinin odnos 1.80 £2.74 0.00 +£0.02 0.001°
Urea (mmol/l) 414 +1.64 2.72£0.75 0.0012
Kreatinin (umol/l) 59.33 £ 21.57 54.49 +10.42 0.158%
Proteini ukupni (g/) 57.10+5.71 63.15 + 3.98 0.0012
Aspartat aminotransferaza (U/l) 24.64 +14.09 17.80 £ 6.57 0.005°
Alanin aminotransferaza (U/l) 18.98 + 13.83 1462 £11.6 0.079°
Fibrinogen (g/l) 479+1.51 3.79+1.37 0.0012
Gama-glutamil transferaza (U/l) 20.56 + 9.99 18.37 £ 8.69 0.098%
Laktat dehidrogenaza (U/l) 380.82 £ 117.57 228.2 +123.40 0.0012
Mokracéna kiselina (mmol/l) 353.00 + 97.84 252.52 +59.02 0.001°
Kreatin kinaza (U/l) 93.08 + 76.78 50.60 = 27.15 0.002°
Glukoza (mmol/l) 4.43+1.02 4.40+0.54 0.8392
Alkalna fosfataza (U/l) 136.14+50.40 145.02+75.77 0.860°
Amilaza (U/l) 49.08+21.04 42.78+21.21 0.123°
Eritrociti (*10%/1) 3.93+0.30 3.97+0.28 0.4742
Hemoglobin (g/l) 111.89+11.64 116.64+9.35 0.0274
Hematokrit (I/1) 33.89£3.06 34.69+2.51 0.154%
MCV (fl) 86.89+5.76 88.55+6.00 0.160%
Leukociti (*10%1) 9.99+3.53 9.68+2.67 0.630?
Trombociti (*10%1) 212.08 + 69.62 211.66 +50.97 0.9732

n — broj uzoraka; rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija;
aStudent’s t test; "Mann-Whitney U test
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Ostale klinicke karakteristike i faktori rizika za trudnice sa preeklampsijom i zdrave
trudnice prikazani su u Tabeli 18. Ispitivane grupe su bile uparene za paritet i graviditet.
U grupi slucajeva, od 32 viserotke njih 8 je dalo podatak da im je prethodna trudnoca
bila komplikovana gestacijskom hipertenzijom, dok je njih 5 imalo preeklampsiju u
prethodnoj trudnodi. Viserotke u kontrolnoj grupi negirale su pojavu hipertenzivnih
poremecaja u prethodnim trudno¢ama. Ucestalost prethodne upotrebe kontraceptivnih
pilula je bila na granici statisticke zna¢ajnosti kada su poredene nase dve grupe ispitanica.
Kod Zena sa preeklampsijom pojava edema je zabelezena u 43 (86%) slucajeva, dok je
ova karakteristika bila znacajno rede zastupljena u grupi zdravih trudnica (ukupno 14
(28%)). Kvalitativna vrednost proteinurije je u saglasnosti sa rezultatima kvantitativne

proteinurije i pokazuje znacajno vece vrednosti u grupi slu¢ajeva u odnosu na kontrolnu

grupu.
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Tabela 18. Klinicke karakteristike i faktori rizika zena sa preeklampsijom i zdravih trudnica.

Parametar Preeklampsija Kontrolna grupa P
(n=50) (n=50) vrednost

Paritet Nulipara 25 (50%) 23 (46%)

Primipara 17 (36%) 21 (42%) 0.6742

Multipara 8 (14%) 6 (12%)
Graviditet Primigravida 19 (38%) 19 (38%) 1.000?

Multigravida 31 (62%) 31 (62%) '
Ukupan broj pobacaja 0 35 (70%) 42 (84%) 0.096°

>1 15 (30%) 8 (16%) '
Broj namernih pobacaja 0 44 (88%) 47 (94%) 0.4872

>1 6 (12%) 3 (6%) '
Broj spontanih pobacaja 0 41 (82%) 45 (90%) 0.249°

>1 9 (18%) 5 (10%) '
Menstrualni ciklus uredan 42 (84%) 46 (92%)

neuredan 8 (16%) 4 (8%) 0.218°
Pokusaj zaceca u mesecima <12 meseci 42 (84%) 47 (94%) 0.110%

> 12 meseci 8 (16%) 3 (6%) '
Upotreba kontraceptivnih pilula  da 11 (22%) 20 (40%)

ne 39 (78%) 30 (60%) 0.052%
Pusenje pre trudnoce da 15 (30%) 17 (34%)

ne 35 (70%) 33 (66%) 0.668%
Broj cigareta/dan 0 35 (70%) 33 (66%)

1-5 cigareta 4 (8%) 4 (8%) 0.796b

6-10 cigareta 4 (8%) 8 (16%) '

11-20 cigareta 5 (10%) 5 (10%)

> 20 cigareta 2 (4%) 0 (0%)
Pusenje u trudno¢i da 9 (18%) 10 (20%)

ne 41 (82%) 40 (80%) 0.799?
Edemi u trudnoéi da 43 (86%) 14 (28%)

ne 7 (14%) 36 (72%) 0.0012
Tahikardija u trudnoc¢i da 13 (26%) 7 (14%)

ne 37 (74%) 43 (86%) 0.1342
Kvalitativna vrednost proteinurije 0 6 (12%) 48 (96%)

1+ 22 (44%) 2 (4%)

2+ 13 (26%) 0 (0%) 0.001°

3+ 8 (16%) 0 (0%)

4+ 1 (2%) 0 (0%)

n — broj uzoraka; ® Pearson y?- test; ® Mann-Whitney U test
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U grupi zena sa preeklampsijom zavrSetak porodaja carskim rezom je bio zabelezen u
82% slucajeva, dok je u grupi zdravih trudnica ovaj nacin porodaja bio zastupljen u 36%
slucajeva. Statistickom analizom pokazana je znacajna razlika izmedu posmatranih grupa
(P<0.001) (Tabela 19). U odnosu na termin porodaja, u kontrolnoj grupi svega je jedna
trudnica imala kasni preterminski porodaj, dok je ostalih 49 (98%) Zena porodeno u
terminu. Nasuprot ovome, 15 (30%) Zena sa preeklampsijom je porodeno izmedu 34 1 36
gestacijske nedelje, 12 (24%) pre 34 nedelje, dok je kod 23 (46%) porodaj nastupio u 37
nedelji gestacije 1 kasnije. Statisticka obrada ovih podataka potvrdla je znacajnu razliku
u terminu porodaja izmedu preeklampsije i kontrole (P<0.001) (Tabela 19). Intrauterusni
zastoj rasta (IUZR) je bio 14 puta ¢eS¢i u grupi trudnoca komplikovanih preeklampsijom

u odnosu na zdrave trudnice (P=0.001) (Tabela 19).

Tabela 19. Perinatalni ishodi u grupi Zena sa preeklampsijom i grupi zdravih trudnica.

Preeklampsija Kontrolna P
Parametar (n=50) grupa (n=50) vrednost
Porodaj vaginalni 9 (18%) 32 (64%) <0.0012
carski rez 41 (82%) 18 (36%) '
Termin porodaja terminski 23 (46%) 49 (98%)
red 15 (30% 1 (2%
ferminski e &0 <0.001°
pre terminski 12 (24%) 0 (0%)
IUZR Da 14 (28%) 1 (2%) 0.0012
Ne 36 (72%) 49 (98%) '
Pol deteta muski 32 (64%) 33 (66%) 0.834°
zenski 18 (36%) 17 (34%) '

n — broj uzoraka; IUZR — intrauterusni zastoj rasta; 2 Pearson y?- test; "Fisher’s Exact test

U Tabeli 20 prikazani su neonatalni ishodi u nasim ispitivanim grupama. Prose¢na
gestacijska nedelja rodenja je za skoro 4 nedelje bila manja u grupi sa preeklampsijom u
odnosu na kontrolu. Apgar score u prvom i petom minutu je bio znac¢ajno manji u grupi
slucajeva u odnosu na nekomplikovane trudnoce. Telesna masa, duzina i obim glave
deteta na rodenju su bili znacajno manji u grupi sa preeklampsijom u odnosu na zdrave
trudnoce. Novorodencad majki sa preeklampsijom su imala znacajno duzi boravak u

bolnici u odnosu na novorodenc¢ad iz nekomplikovanih trudnoca.
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Tabela 20. Neonatalni ishodi u grupi Zena sa preeklampsijom i grupi zdravih trudnica.

Parametar Preeklampsija  Kontrolna grupa P
(n=50) (n=50) vrednost

Gestacijska nedelja rodenja 35.64 +£3.44 39.16 £ 1.17 0.0012
Apgar score u 1. minutu 7.08 £2.17 8.80 + .67 0.001°
Apgar score u 5. minutu 8.20 +1.86 9.84 + .58 0.001°
Telesna masa na rodenju (g) 2.467.00£934.30  3.458.80+508.71 0.0012
Telesna duzina na rodenju (cm) 46.20+5.83 52.18+2.36 0.0012
Obim glave na rodenju (cm) 32.20+3.68 35.42+1.42 0.0012
Duzina hospitalizacije 18.76+23.84 4.28+1.64 0.001P

n — broj uzoraka; rezultati su predstavljeni kao srednja vrednoststandardna devijacija;
aStudent’s t test; "Mann-Whitney U test

Distribucija pojave neonatalnih komplikacija u posmatranim grupama prikazana je u
Tabeli 21. Prijem u neonatalnu intenzivnu ili poluintenzivnu negu zahtevalo je 28 (56%)
novorodencadi iz trudnoc¢a komplikovanih preeklampsijom, dok je svega troje (6%) dece
rodene iz nekomplikovanih trudnoc¢a imalo potrebe za ovim vidom zbrinjavanja
(P<0.001). Prisustvo perinatalne asfiksije je bilo statist¢ki znaCajno CeS¢e u grupi
slu¢ajeva u odnosu na kontrolnu grupu (P<0.001). Novorodencad iz kontrolne grupe nisu
razvila respiratorni distres sindrom, dok je u grupi preeklampsija ova pluéna
komplikacija zabelezena kod 16 (32%) slucajeva (P<0.001). Neonatalne konvulzije su
znacajno ¢esce bile registrovane u grupi slucajeva u odnosu na kontrolu (P=0.031). Od
ukupnog broja novorodencadi iz grupe preeklampsija, kod 10 je utrazvu¢nim pregledom
centralnog nervnog sistema potvrdena intraventrikularna hemoragija. Od toga njih dvoje
(4%) je imalo krvavljenje prvog, 6 (12%) drugog, i dvoje (4%) treceg stepena. U grupi
zdravih trudnica, samo jedno novorodence (2%) je imalo intraventrikularnu hemoragiju
1 to prvog stepena, $to je 1 statisticki znaCajno rede u odnosu na grupu slucajeva
(P=0.003). Zutica je bila klini¢ki ispoljena u 40 (60%) novorodendadi iz grupe
preeklampsija, dok je u kontrolnoj grupi njena pojava zabelezena kod 9 (18%)
novorodencadi (P=0.015). Anemija je zabeleZena kod 13 (26%) dece rodene 1z trudno¢a
komplikovanih preeklampsijom, dok novorodencad iz nekomplikovanih trudnoca nisu
razvila ovaj vid poremecaja (P<0.001). Perinatalna infekcija kao oblik komplikacije nije
zabelezena u kontrolnoj grupi, dok se u grupi slucajeva javila kod 7 (14%) novorodencadi

(P=0.012) (Tabela 21). Od celog ispitivanog uzorka, samo u jednom slu¢aju trudnoce
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komplikovane teSkom i ranom preeklampsijom bio je zabelezen letalni ishod u ¢etvrtom

danu zivota.

Tabela 21. Neonatalne komplikacije nakon preeklampsije i nekomplikovane
trudnoce.

Preeklampsija  Kontrolna grupa P

Parametar (n=50) (n=50) vrednost
Neonatalna intenzivna Da 28 (56%) 3 (6%) <0.0012
/poluintenzivnanega  Ne 22 (44%) 47 (94%) '
Perinatalna asfiksija ~ da 20 (40%) 2 (4%) <0.0012

ne 30 (60%) 48 (96%) '
Respiratorni distres da 16 (32%) 0 (0%) <0.0012
sindrom ne 34 (68%) 50 (100%) '
Konvulzije da 8 (16%) 1 (2%) 0.0312

ne 42 (84%) 49 (98%) '
Intraventrikularna nema 40 (80%) 49 (98%)
hemoragija 1.stepen 2 (4%) 1 (2%)

2.stepen 6 (12%) 0 (0%) 0.0032

3.stepen 2 (4%) 0 (0%)

4.stepen 0 (0%) 0 (0%)
Zutica da 20 (40%) 9 (18%) 0.015¢

ne 30 (60%) 41 (82%) '
Anemija da 13 (26%) 0 (0%) <0.0012

ne 37 (74%) 50 (100%) '
Perinatalna infekcija  da 7 (14%) 0 (0%) 0.0125

ne 43 (86%) 50 (100%) '

n — broj uzoraka; ®Pearson chi square test; °Fisher’s exact test

4.2. DELECIONI POLIMORFIZAM U GST T1 1 GST M1

U Tabeli 22 je prikazana ucestalost delecionog polimorfizma za GST T1 i GST
M1 u grupi trudnica sa dijagnozom preeklampsije i grupi nekomplikovanih trudnoca, kao
i vrednost odnosa Sansi sa 95% intervalom poverenja za razvoj preeklampsije. Delecija
gena za GST M1 je bila znafajno ¢eS¢a u grupi preeklampsija u odnosu na zdrave
trudnice. Nosioci ove mutacije su imali skoro 3 puta veci rizik za razvoj preeklampsije
(OR=2.95, 95%CI (1.14-7.65), P=0.023). Kada su posmatrane kombinacije GST
genotipova, rizik za razvoj preeklampsije je bio 3,5 puta povecan u sluc¢ajevima kod kojih
je zabelezeno prisustvo gena za GST T1, uz deleciju gena za GST M1 (OR=3.47, 95%ClI
(1.08-11.09), P=0.032) (Tabela 22).
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Tabela 22. Delecioni polimorfizam za GST T1 i GST M1 u preeklampsiji i grupi zdravih trudnica.

GST Preeklampsija Kontrolna OR (95%Cl) P
(n=50) grupa (n=50) vrednost?

GSTT1

delecija 22 (44%) 20 (40%)

prisutan 28 (56%0) 30 (60%) 1.18 (0.53-2.61) 0.689

GST M1

delecija 18 (36%) 8 (16%)

prisutan 32 (64%) 42 (84%) 2.95 (1.14-7.65) 0.023

Kombinacija genotipova

GSTT1 GST M1

prisutan prisutan 15 (30%) 24 (48%) 1.0

prisutan delecija 13 (26%) 6 (12%) 3.47 (1.08-11.09) 0.032
delecija prisutan 17 (34%) 18 (36%) 1.51 (0.60-3.81) 0.380
delecija delecija 5 (10%) 2 (4%) 4.00 (0.69-23.30) 0.213

n — broj uzoraka; OR — odnos $ansi; CI — interval poverenja; GST — glutation S-transferaza;
4Pearson chi square test

Distribucija GST genotipova i odnos $ansi sa 95% intervalom poverenja za razvoj lakog
i teSkog oblika preeklampsije prikazani su u Tabeli 23. Ucestalost delecije gena za GST
T1 je bila znacajno ¢e$c¢a u podgrupi teske u odnosu na laku preeklampsiju (P=0.023), sa
odnosom $ansi 3.85 i 95% intervalom poverenja od 1.18 do 12.61. Odsustvo gena za
GST M1 pokazalo je 3.5 ve¢i rizik za razvoj teskog oblika preeklampsije u odnosu na
kontrolnu grupu (OR=3.50, 95%CI (1.16-10.52), P=0.022). GST T1+/GST M1-
kombinacija genotipova nosi sa sobom 6 puta veci rizik od razvoja teSkog oblika
preeklampsije u odnosu na zdrave trudnice (OR=6.00, 95%CI (1.27-28.26), P=0.041).
Dalje, povecan rizik za razvoj teske preeklampsije u trudnoci zabeleZen je 1 u grupi Zena
sa GST T1-/GST M1+ genotipom (OR=3.67, 95%CI (1.00-13.42), P=0.043).
Distribucija ovog genotipa se znacajno razlikovala i izmedu posmatranih podgrupa
preeklampsije (P=0.031), sa odnosom $ansi 5.04 i 95% intervalom poverenja od 1.11 do
22.97. Prisustvo dvostruke delecije (GST T1-/GST M1-) nosi sa sobom 12 puta ve¢i rizik
od razvoja teSkog oblika preeklampsije u odnosu na kontrolnu grupu (OR=12.0, 95%CI
(1.62-88.71), P=0.018) (Tabela 23).
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Tabela 23. Delecioni polimorfizam za GST T1 i GST M1 u grupi sa lakom i teskom preeklampsijom i grupi zdravih trudnica.

GST Laka preeklampsija (n=25) Teska preeklampsija (n=25) Kontrolna grupa (n=50) OR (95% CI) P vrednost

GSTT1

delecija 7 (28%) 15 (60%) 20 (40%) 0.58 (0.21-1.65) ® 0.307 "

prisutan 18 (72%) 10 (40%) 30 (60%) 2.25 (0.84-5.99) © 0.102 "
3.85(1.18-12.61) © 0.023"

GST M1

delecija 8 (32%) 10 (40%) 8 (16%) 2.47 (0.80-7.65) * 0.111°

prisutan 17 (68%) 15 (60%) 42 (84%) 3.50 (1.16-10.52) ® 0.022"
1.42 (0.44-4.52) © 0.554 "

Kombinacija genotipova

GSTT1 GST M1

Prisutan prisutan 11 (44%) 4 (16%) 24 (48%) 1.0
2.55 (0.69-9.37) ® 0.190™

Prisutan delecija 7 (28%) 6 (24%) 6 (12%) 6.00 (1.27-28.26) © 0.041™
2.38(0.49-11.45)¢  0.433™
0.72 (0.23-2.34) ® 0.590 "

delecija prisutan 6 (24%) 11 (44%) 18 (36%) 3.67 (1.00-13.42) ® 0.043 "
5.04 (1.11-22.97) ¢ 0.031"
1.10 (0.10-13.35)@  1.000

delecija delecija 1 (4%) 4 (16%) 2 (4%) 12.0 (1.62-88.71) b 0.018™
11 (0.93-130.33) © 0.109™

n — broj uzoraka; OR — odnos $ansi; CI — interval poverenja; GST — glutation S-transferaza;

3laka preeklampsija prema kontrolna grupa; P teska preeklampsija prema kontrolna grupa; ¢ teska prema laka preeklampsija;

*Pearson chi square; **Fisher’s Exact test
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Distribucija GST genotipova 1 odnos Sansi sa 95% intervalom poverenja za razvoj rane i
kasne preeklampsije prikazani su u Tabeli 24. Odsustvo gena za GST T1 nosi sa sobom
poveéan rizik za razvoj rane preeklampsije (OR=3.43, 95%CI (1.2-9.83), P=0.019).
Takode, ucestalost ovog delecionog polimorfizma je znacajno ¢eS¢a u grupi rane u
odnosu na kasnu preeklampsiju (P=0.001), sa odnosom Sansi 8.00 i 95% intervalom
poverenja od 2.25 do 28.48. Delecija gena za GST M1 povecava rizik za pojavu kasne
preeklampsije za vise od 3 puta (OR=3.61, 95%CI (1.23-10.60), P=0.016). Delecija gena
za GST T1 uz prisustvo gena za GST M1 povecava rizik za razvoj ranog oblika
ispitivanog hipertenzivnog poremecaja u trudno¢i za skoro 6 puta (OR=5.78, 95%CI
(1.13-23.34), P=0.009). Takode, ova kombinacija genotipova je znacajno CeSce
zastupljena u grupi rane u odnosu na kasnu preeklampsiju (p=0.001), sa odnosom Sansi
13.00 i 95% intervalom poverenja od 2.40 do 70.46. Dvostruka delecija (GST T1-/GST
M1-) nosi sa sobom 12 puta veéi rizik od razvoja rane preeklampsije u odnosu na

kontrolnu grupu (OR=12.00, 95%CI (1.39-103.48), P=0.034) (Tabela 24).
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Tabela 24. Delecioni polimorfizam za GST T1 i GST M1 u grupi sa ranom i kasnom preeklampsijom i grupi zdravih trudnica.

GST Rana preeklampsija (n=23) Kasna preeklampsija (n=27) Kontrolna grupa (n=50) OR (95% CI) P vrednost

GSTT1

delecija 16 (69.6%) 6 (22.2%) 20 (40%) 3.43(1.2-9.83) @ 0.019"

prisutan 7 (30.4%) 21 (77.8%) 30 (60%) 0.43 (0.15-1.25) ® 0.115"
8.0 (2.25-28.48) © 0.001"

GST M1

delecija 7 (30.4%) 11 (40.7%) 8 (16%) 2.3(0.72-7.37) 2 0.213"

prisutan 16 (69.6%) 16 (59.3%) 42 (84%) 3.61 (1.23-10.60) © 0.016"
0.64 (0.20-2.06) © 0.450 "

Kombinacija genotipova
GSTT1 GST M1
prisutan prisutan 3 (13%) 12 (44.4%) 24 (48%) 1.0

5.33(0.93-30.51) @ 0.069™
prisutan delecija 4 (17.4%) 9 (33.3%) 6 (12%) 3.00 (0.86-10.41) © 0.078"
1.78 (0.32-10.01) © 0.670™

5.78 (1.13-23.34) @ 0.009 "
delecija prisutan 13 (56.6%) 4 (14.8%) 18 (36%) 0.44 (0.12-1.61) ® 0.210"

13.0 (2.40-70.46) © 0.001"

12.0 (1.39-103.48) @ 0.034™
delecija delecija 3 (13%) 2 (7.4%) 2 (4%) 2.00 (0.25-15.99) © 0.602"
6.00 (0.67-53.68) ° 0.260 "

n — broj uzoraka; OR — odnos $ansi; CI — interval poverenja; GST — glutation S-transferaza;
arana preeklampsija prema kontrolna grupa; ® kasna preeklampsija prema kontrolna grupa; ¢rana prema kasna preeklampsija;
*Pearson chi square; “Fisher’s Exact test
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4.3. POLIMORZIFMI GENA ZA eNOS

Eksperimentalna i kontrolna grupa su u Hardy-Weinberg-ovoj ravnotezi za
G894T polimorfizam gena za eNOS (P=0,519 i P=0,729, redom).

Prisustvo G894T polimorfizma gena za eNOS je pokazalo sli¢nu distribuciju u grupi
preeklampsije i kontrolnoj grupi, uz odstustvo rizika za razvoj preeklampsije za sva tri

oblika genotipova (Tabela 25).

Tabela 25. G894T polimorfizam gena za eNOS u preeklampsiji i grupi zdravih trudnica.

eNOS G894T  Preeklampsija Kontrolna grupa OR (95% CI) P
(n=50) (n=50) vrednost

GG 25 (50%) 30 (60%) 1.0

GT 22 (44%) 18 (36%) 1.47 (0.65-3.32) 0.359 °

TT 3 (6%) 2 (4%) 1.8 (0.28-11.64) 0.657"

GG 25 (50%) 30 (60%)

GT+TT 25 (50%) 20 (40%) 1.5 (0.68-3.31) 0.315°

GG+GT 47 (94%) 48 (96%)

1T 3 (6%) 2 (4%) 1.53 (0.24-9.59) 1.000™

Aleli

G 72 (72%) 78 (78%)

T 28 (28%) 22 (22%) 1.38 (0.72-2.62) 0.327"

n-broj uzoraka; OR — odnos Sansi; CI — interval poverenja; eNOS — endotelna azot oksid sintetaza;
“Pearson chi square; “Fisher’s Exact test

I nakon podele Zena sa preeklampsijom u podgrupe u odnosu na stepen teZine
poremecaja, G894T polimorfizam gena za eNOS je imao sli¢nu distribuciju medu
podgrupama. Prisustvo dominantnog homozigota, heterozigota ili recesivnog

homozigota ne nosi sa sobom rizik za razvoj lake ili teske preeklampsije (Tabela 26).
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Tabela 26. G894 T polimorfizam gena za eNOS u lakoj i teSkoj preeklampsiji i grupi zdravih trudnica.

eNOS G894T Laka preeklampsija (n=25) TeSka preeklampsija (n=25) Kontrolna grupa (n=50) OR (95% CI) P vrednost
GG 13 (52%) 12 (48%) 30 (60%) 1.0

1.41 (0.52-3.81) @ 0.498 "
GT 11 (44%) 11 (44%) 18 (36%) 1.53 (0.56-4.18)® 0.406 ~

1.08 (0.34-3.41) ¢ 0.888 "

1.15(0.1-13.88) @ 1.000 ™
TT 1 (4%) 2 (8%) 2 (4%) 2.5(0.32-19.84) ® 0.574™

2.17 (0.17-27.08) ¢ 1.000 ™
GG 13 (52%) 12 (48%) 30 (60%) 1.0

1.38 (0.53-3.64) @ 0.507 "
GT+TT 12 (48%) 13 (52%) 20 (40%) 1.63 (0.62-4.28) ® 0.325"

1.17 (0.39-3.56) ¢ 0.777"
GG+GT 24 (96%) 23 (92%) 48 (96%) 1.0

1.0 (0.09-11.59) 2 1.000 ™
TT 1 (4%) 2 (8%) 2 (4%) 2.09 (0.28-15.76) © 0.597

2.09 (0.18-24.62) ° 1.000 ™
Aleli
G 37 (74%) 35 (70%) 78 (78%) 1.0

1.25(0.57-2.74) @ 0.584 "
T 13 (26%) 15 (30%) 22 (22%) 1.52 (0.71-3.26) © 0.284"

1.22 (0.51-2.93) ¢ 0.655 "

n-broj uzoraka; OR — odnos $ansi; CI — interval poverenja; eNOS — endotelna azot oksid sintetaza;

2|aka preeklampsija prema kontrolna grupa; ° teska preeklampsija prema kontrolna grupa; © teska prema laka preeklampsija;

*Pearson chi square; “Fisher’s Exact test
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U Tabeli 27 prikazana je distribucija sve tri forme genotipova za G894T
polimorfizam gena za eNOS u podgrupama precklampsije odredenim prema vremenu
ispoljavanja poremec¢aja u odnosu na kontrolnu grupu. Nije uocena znacajna razlika u
ucestalosti sve tri genotipske forme izmedu grupa. Takode, nije registrovano znacajno
povecéanje rizika za ispoljavanje rane ili kasne preeklampsije u odnosu na prisustvo
mutiranog gena. Ucestalost alela G 1 alela T je bila sli€éna izmedu posmatranih grupa

(Tabela 27).

91



Tabela 27. G894T polimorfizam gena za eNOS u ranoj i kasnoj preeklampsiji i grupi zdravih trudnica.

eNOS G894T Rana preeklampsija (n=23) Kasna preeklampsija (n=27) Kontrolna grupa (n=50) OR (95% CI) P vrednost
GG 9 (39.1%) 16 (59.3%) 30 (60%) 1.0

2.22 (0.78-6.31) @ 0.130"
GT 12 (52.2%) 10 (37%) 18 (36%) 1.04 (0.39-2.78) © 0.920 "

2.13 (0.66-.6.88) © 0.202"

3.33(0.41-27.13) 2 1.000 ™
TT 2 (8.7%) 1(3.7%) 2 (4%) 0.93 (0.08-11.15) © 1.000 ™

3.56 (0.28-44.89) ¢ 0.543 ™
GG 9 (39.1%) 16 (59.3%) 30 (60%) 1.0

2.33(0.85-6.41) ® 0.097 "
GT+TT 14 (60.9%) 11 (40.7%) 20 (40%) 1.03 (0.40-2.68) © 1.000 ™

2.26 (0.73-7.05) © 0.156 "
GG+GT 21 (91.3%) 26 (96.3%) 48 (96%) 1.0

2.29 (0.30-17.33) 2 0.586
TT 2 (8.7%) 1 (3.7%) 2 (4%) 0.92 (0.08-10.67) © 1.000 ™

2.48 (0.21-29.23) © 0.588
Aleli
G 30 (65.2%) 42 (77.8%) 78 (78%) 1.0

1.89 (0.0.88-4.08) 2 0.102 "
T 16 (34.8%) 12 (22.2%) 22 (22%) 1.01 (0.46-2.25) ® 1.000 *

1.87 (0.77-4.51) © 0.164 "

n — broj uzoraka; OR — odnos $ansi; CI — interval poverenja; eNOS — endotelna azot oksid sintetaza;

arana preeklampsija prema kontrolna grupa; ® kasna preeklampsija prema kontrolna grupa; ¢ rana vs kasna preeklampsija;
*Pearson chi square; “Fisher’s Exact test
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Rezultate dobijene u analizi T-786C polimorfizma gena za eNOS trebalo bi uzeti
sa rezervom, poSto kontrolna grupa nije bila u Hardy-Weinberg-ovoj ravnotezi
(P=0,004). Eksperimentalna grupa je u Hardy-Weinberg-ovoj ravnotezi za ovaj
polimorfizam (P=1,000).

Homozigotna mutacija T786C za eNOS statisti¢ki je znacajno ¢esée bila zastupljena u
grupi sa preeklampsijom u odnosu na kontrolu. Kako u grupi zdravih trudnica nije
registrovan ni jedan slucaj recesivnog homozigota nije bilo moguce odrediti odnos Sansi
sa 95% intervalom poverenja za razvoj preeklampsije. Recesivni model je potvrdio
znacajno ces¢e prisustvo homozigotne mutacije u odnosu na zbirno prisustvo
dominantnog homozigota i heterozigota u grupi preeklampsije u odnosu na kontrolu
(P=0.006) (Tabela 28).

Tabela 28. T786C polimorfizam gena za eNOS u preeklampsiji i grupi zdravih trudnica.

eNOS Preeklampsija Kontrolna OR (95% CI) P
T786C (n=50) grupa (n=50) vrednost
TT 18 (36%) 21 (42%) 1.0

TC 24 (48%) 29 (58%) 0.97 (0.42-2.21) 0.920 "
CC 8 (16%) 0 (0%) 0.006 ™
TT 18 (36%) 21 (42%) 1.0

TC+CC 32 (64%) 29 (58%) 1.29 (0.58-2.88) 0.538 "
TT+TC 42 (84%) 50 (100%) 0.006 **
CcC 8 (16%) 0 (0%) '

Aleli

T 60 (60%) 71 (71%)

C 40 (40%) 29 (29%) 1.63 (0.91-2.94) 0.102

n — broj uzoraka; OR — odnos $ansi; CI — interval poverenja; eNOS — endotelna azot oksid sintetaza;
“Pearson chi square test; ““Fisher’s exact test

S obzirom da u kontrolnoj grupi nije zabelezena homozigotna mutacija nije bilo moguce
odrediti odnos Sansi sa 95% intervalom poverenja za razvoj lakog ili teSkog oblika
reeklampsije. Ucestalost mutacije T786C na oba alela je znacajno ¢eS¢a bila i u grupi
lake (P=0.019) i u grupi teSke preeklampsije (P=0.012) u odnosu na kontrolu (Tabela
29). Takode, zbirno prisustvo dominantnog homozigota i heterozigota je bilo znacajno
rede u obe posmatrane podgrupe u odnosu na zdrave trudnice (P=0.010) (Tabela 29).
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Tabela 29. T786C polimorfizam gena za eNOS u lakoj i teskoj preeklampsiji i grupi zdravih trudnica.

eNOS T786C Laka preeklampsija (n=25) TeSka preeklampsija (n=25) Kontrolna grupa (n=50) OR (95% CI) P vrednost
TT 10 (40%) 8 (32%) 21 (42%) 1.0
0.80 (0.29-2.22) @ 0.663 "~
TC 11 (44%) 13 (52%) 29 (58%) 1.18 (0.41-3.34) ® 0.764 "
1.48 (0.43-5.05) © 0.532°
0.019 ™
CC 4 (16%) 4 (16%) 0 (0%) 0.012 ™
1.25 (0.24-6.63) 1.000 ™
TT 10 (40%) 8 (32%) 21 (42%) 1.0
1.09 (0.41-2.89) 2 0.862 "
TC+CC 15 (60%) 17 (68%) 29 (58%) 1.54 (0.56-4.23) ® 0.403 "
1.42 (0.44-4.25) ° 0.554 "
TT+TC 21 (84%) 21 (84%) 50 (100%) 1.0
0.010 ™
CC 4 (16%) 4 (16%) 0 (0%) 0.010 ™
1.00 (0.22-4.54) ¢ 1.000 ™
Aleli
T 31 (62%) 29 (58%) 71 (71%) 1.0
1.5(0.73-3.07) 2 0.265 "
C 19 (38%) 21 (42%) 29 (29%) 1.77 (0.87-3.6) ° 0.111°
1.18 (0.53-2.63) ° 0.680 *

n — broj uzoraka; OR — odnos $ansi; CI — interval poverenja; eNOS — endotelna azot oksid sintetaza;

2|aka preeklampsija prema kontrolna grupa; ® teska preeklampsija prema kontrolna grupa; © teska prema laka preeklampsija;
“Pearson chi square test; “Fisher’s exact test
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U odnosu na vreme ispoljavanja preeklampsije, pokazano je znacajno ¢esce prisustvo
homozigotne mutacije T786C za eNOS u obe ispitivane grupe u odnosu na kontrolu (rana
P=0.019, kasna P=0.012). Recesivni model je potvrdio zna¢ajno ¢esce prisustvo genotipa
CC u grupi rane (P=0.002) i podgrupi kasne preeklamspije (p=0.040) u odnosu na
nekomplikovane trudnoce (Tabela 30). Alel C je bio znacajno zastupljeniji u grupi rane
preeklampsije u odnosu na kontrolnu grupu (P=0.027), i nosioci mutiranog alela imaju
preko 2 puta veéi rizik od razvoja ove forme preeklampsije (OR=2.24, 95%CI (1.09-
4.62)) (Tabela 30).
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Tabela 30. T786C polimorfizam gena za eNOS u ranoj i kasnoj preeklampsiji i grupi zdravih trudnica.

eNOS T786C Rana preeklampsija (n=23)  Kasnha preeklampsija (n=27) Kontrolna grupa (n=50) OR (95% CI) P vrednost
TT 6 (26.1%) 12 (44.4%) 21 (42%) 1.0
1.45(0.47-4.48) 2 0.517"
TC 12 (52.2%) 12 (44.4%) 29 (58%) 0.72 (0.27-1.92) 0.517"
2.0 (0.56-7.09) © 0.279"
0.019 ™
CC 5 (21.7%) 3 (11.1%) 0 (0%) 0.012™
0.80 (0.15-4.25) © 1.000 ™
TT 6 (26.1%) 12 (44.4%) 21 (42%) 1.0
2.05 (0.69-6.08) 2 0.191°
TC+CC 17 (73.9%) 15 (55.6%) 29 (58%) 0.91 (0.35-2.33) ® 0.8417
0.70 (0.22-2.25) ° 0.554 "
TT+TC 18 (78.3%) 24 (88.9%) 50 (100%) 1.0
0.002 **
CC 5 (21.7%) 3 (11.1%) 0 (0%) 0.040 ™
2.22 (0.47-10.54) © 0.444~
Aleli
T 24 (52.2%) 36 (66.7%) 71 (71%) 1.0
2.24 (1.09-4.62) 2 0.027 "
C 22 (47.8%) 18 (33.3%) 29 (29%) 1.22 (0.6-2.49) ° 0.578"
1.83(0.82-4.12) © 0.141"

n — broj uzoraka; OR — odnos $ansi; CI — interval poverenja; eNOS — endotelna azot oksid sintetaza;

arana preeklampsija prema kontrolna grupa; ° kasna preeklampsija prema kontrolna grupa; ¢ rana prema kasna preeklampsija;
“Pearson chi square test; ““Fisher’s exact test
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Rezultate dobijene u analizi VNTR polimorfizma gena za eNOS trebalo bi uzeti
sa rezervom, poSto eksperimentalna grupa nije bila u Hardy-Weinberg-ovoj ravnotezi
(P=0,008). Kontrolna grupa je u Hardy-Weinberg-ovoj ravnotezi za ovaj polimorfizam
(P=0,656).

VNTR polimorfizam gena za eNOS u homozigotnoj formi je bio znac¢ajno ¢es¢i u grupi
preeklampsije u odnosu na kontrolu (P=0.040) i nosioci ovog genotipa su bili u preko 7
puta vecem riziku od razvoja preeklampsije (OR=7.68, 95%CI (0.89-65.98)) (Tabela 31).

Tabela 31. VNTR polimorfizam gena za eNOS u preeklampsiji i u grupi zdravih trudnica.

eNOS VNTR  Preeklampsija Kontrolna grupa OR (95% CI) P
(n=50) (n=50) vrednost

bb 31 (62%) 34 (68%) 1.0

ba 12 (24%) 15 (30%) 0.88 (0.36-2.16) 0.777"

aa 7 (14%) 1 (2%) 7.68 (0.89-65.98) 0.040 ™

bb 31 (62%) 34 (68%) 1.0

ba+aa 19 (38%) 16 (32%) 1.30 (0.57-2.97) 0.527 "

bb+ba 43 (86%) 49 (98%) 1.0

aa 7 (14%) 1 (2%) 7.98 (0.94-67.46) 0.059

Aleli

b 73 (73%) 83 (83%)

a 27 (27%) 17 (17%) 1.81 (0.91-3.58) 0.088 ~

n — broj uzoraka; OR — odnos $ansi; CI — interval poverenja; eNOS — endotelna azot oksid sintetaza;
“Pearson chi square test; ““Fisher’s exact test

Nakon podele zena u podgrupe u odnosu na stepen tezine preeklampsije statistiCkom
analizom je pokazano da su nosioci homozigotne mutacije za VNTR eNOS znacajno
¢es¢i bili u grupi lakog oblika preeklamspije (P=0.040) u odnosu na kontrolu, i da je
takav genotip nosio 9 puta veci rizik od razvoja lake forme bolesti (OR=9.33, 95%CI
(0.98-88.57)) (Tabela 32).
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Tabela 32. VNTR polimorfizam gena za eNOS u lakoj i teSkoj preeklampsiji i u grupi zdravih trudnica.

eNOS VNTR Laka preeklampsija (n=25) Teska preeklampsija (n=25) Kontrolna grupa (n=50) OR (95% CI) P vrednost
bb 17 (68%) 14 (56%) 34 (68%) 1.0
0.53 (0.15-1.86) ® 0.320"
ba 4 (16%) 8 (32%) 15 (30%) 1.3 (0.45-3.74) ® 0.632"
2.43 (0.60-9.78) © 0.210"
8.0 (0.83-77.23) @ 0.060
aa 4 (16%) 3 (12%) 1 (2%) 7.29 (0.7-76-18) © 0.097 ™
0.91 (0.17-4.77) © 1.000 ™
bb 17 (68%) 14 (56%) 34 (68%) 1.0
1.0 (0.36-2.8) ? 1.000 *
ba+aa 8 (32%) 11 (44%) 16 (32%) 1.67 (0.62-4.49) ® 0.308 ~
1.67 (0.53-5.29) ° 0.383°
ba+bb 21 (84%) 22 (88%) 49 (98%) 1.0
9.33 (0.98-88.57) @ 0.040 ™
aa 4 (16%) 3 (12%) 1 (2%) 6.68 (0.66-67.89) ° 0.105™
0.71 (0.14-3.59) © 1.000 ™
Aleli
b 38 (76%) 36 (72%) 83 (83%)
1.54 (0.67-3.55) 2 0.306 "
a 12 (24%) 14 (28%) 17 (17%) 1.9 (0.85-4.25) ° 0.117 "
1.23(0.5-3.02) 0.647 "

n — broj uzoraka; OR — odnos $ansi; CI — interval poverenja; eNOS — endotelna azot oksid sintetaza;
2|aka preeklampsija prema kontrolna grupa; ° teska preeklampsija prema kontrolna grupa; © teska prema laka preeklampsija;
“Pearson chi square test; ““Fisher’s exact test



U podgrupi zena koje su razvile klini¢ku sliku rane preeklamspije je bilo zabelezeno
statistiCki znaCajno ucestalije prisustvo heterozigotne forme mutacije za VNTR eNOS u
odnosu na podgrupu sa kasnom formom bolesti (P=0.020), sa odnosom Sansi 5.45 1 95%
intervalom poverenja od 1.22 do 24.43 (Tabela 33). Recesivni model je pokazao da
homozigotna mutacija u genu za eNOS (aa) nosi 8.5 veci rizik za razvoj kasne
preeklampsije (OR=8.52, 95%CI (0.90-80.58), P=0.048). Mutirani alel (a) je bio
znacajno ucestaliji u podgrupi rane preeklampsije u odnosu na kontrolu (P=0.034), a
nosioci ovog tipa alela su bili u ve¢em riziku od ranog razvoja bolesti (OR=2.36, 95%CI
(1.05-5.3)) (Tabela 33).
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Tabela 33. VNTR polimorfizam gena za eNOS u ranoj i kasnoj preeklampsiji i u grupi zdravih trudnica.

eNOS VNTR Rana preeklampsija (n=25) Kasna preeklampsija (n=25) Kontrolna grupa (n=50) OR (95% CI) P vrednost
bb 11 (47.8%) 20 (74.1%) 34 (68%) 1.0

1.85(0.64-5.41) 2 0.254 "
ba 9 (39.1%) 3(11.1%) 15 (30%) 0.34 (0.09-1.32) ® 0.108 ~

5.45 (1.22-24.43) © 0.020 "

9.27 (0.87-98.51) @ 0.065 ™
aa 3 (13.1%) 4 (14.8%) 1 (2%) 6.8 (0.71-65.16) ° 0.148 ™

1.36 (0.26-7.23) ° 1.000 ™
bb 6 (26.1%) 12 (44.4%) 21 (42%) 1.0

2.05 (0.69-6.08) 2 0.191°
ba+aa 17 (73.9%) 15 (55.6%) 29 (58%) 0.91 (0.35-2.33) ® 0.8417

2.27 (0.68-7.53) ¢ 0.177"
ba+bb 20 (87%) 23 (85.2%) 49 (98%) 1.0

7.35 (0.72-74.96) ? 0.089 ™
aa 3 (13%) 4 (14.8%) 1 (2%) 8.52 (0.90-80.58) P 0.048 ™

0.86 (0.17-4.33) © 1.000 ™
Aleli
b 31 (67.4%) 43 (79.6%) 83 (83%)

2.36 (1.05-5.3) @ 0.034"

a 15 (32.6%) 11 (20.4%) 17 (17%) 1.25 (0.54-2.9) 0.603 "

1.89 (0.77-4.67) © 0.165 "

n — broj uzoraka; OR — odnos $ansi; CI — interval poverenja; eNOS — endotelna azot oksid sintetaza;

arana preeklampsija prema kontrolna grupa; ® kasna preeklampsija prema kontrolna grupa; ¢rana prema kasna preeklampsija;
“Pearson chi square test; ““Fisher’s exact test
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4.4. ANALIZA HAPLOTIPOVA

Neravnoteza vezanosti (LD) ispitivana je kod sva tri polimorfizma i izrazena
preko parametra D’ (procentualne vrednosti su prikazane u kvadrati¢ima) za celu
studijsku grupu, trudnice sa preeklampsijom i kontrolnu grupu. Za definiciju haplotipskih
blokova koris$¢ena je opcija default algoritam. Neravnoteza vezanosti (LD) bila je slabo
izrazena u svim grupama (nije se priblizila vrednosti D=1). Najjaca povezanost pokazana
je izmedu G894T i T-786C polimorfizama za eNOS u kontrolnoj grupi (D=0.61). Dalje,
u grupi zdravih trudnica nivo LD izmedu T-786C i VNTR je iznosio D=0.56, dok je
povezanost izmedu G894T 1 VNTR nije uopste uoc¢ena (D=0) (Slika 11). Na nivou grupe
zena sa preeklampsijom, kao i na nivou celog uzorka najizrazenija povezanost je bila
izmedu G894T i T-786C (grupa preeklampsije, D=0.28) (Slika 12) (celi uzorak, D=0.44)
(Slika 13). Ni u jednoj grupi nije identifikovan haplotipski blok.

G294T
T-786C
YMNTR4alh

-
I
(%

B al

Slika 11. Neravnoteza vezanosti (LD) u kontrolnoj grupi.
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Slika 12. Neravoteza vezanosti (LD) u grupi Zena sa preeklampsijom.

Slika 13. Neravnoteza vezanosti (LD) u celoj studijskoj grupi.
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Analizom kombinacije genotipova za tri ispitivana eNOS poimorfizma nismo dobili

znacajan uticaj na rizik za razvoj preeklampsije (Tabela 34). Dalje, analizom ucestalosti

haplotipova G894T, T-786C i VNTR 4b/a polimorfizama gena za eNOS dobili smo da

haplotip sa divljim tipom alela, “G-T-b” ima protektivni efekat, dok “G-C-b” haplotip

nosi 3 puta povecan rizik za razvoj preeklampsije (Tabela 35).

Tabela 34. Kombinacija genotipova eNOS G894T, T-786C i VNTR 4b/a polimorfizama

u grupi preeklampsija i kontrolnoj grupi.

Preeklampsija  Kontrolna OR (95% CI) P
(n=50) grupa (n=50) vrednost

T-786C / G894T
TT/GG 11 (22%) 18 (36%) 0.50 (0.21 - 1.21) 0.123
TT/GT 6 (12%) 3 (6%) 2.14 (0.50 - 9.07) 0.487
TT/TT 1 (2%) 0 (0%) ND ND
TC/GG 12 (24%) 12 (24%) 1.00 (0.40 — 2.50) 1.000
TC/GT 11 (22%) 15 (30%) 0.66 (0.27 — 1.62) 0.362
TC/TT 1 (2%) 2 (4%) 0.49 (0.04 - 5.58) 1.000
CC/GG 2 (4%) 0 (0%) ND ND
CC/GT 5 (10%) 0 (0%) ND ND
CC/TT 1 (2%) 0 (0%) ND ND
G894T / VNTR 4b/a
GG / 4b4b 18 (36%) 19 (38%) 0.92 (0.41-2.07) 0.841
GG / 4bda 4 (8%) 10 (20%) 0.35(0.10 - 1.19) 0.084
GG / 4ada 3 (6%) 1 (2%) 3.13(0.31-31.14) 0.617
GT / 4bdb 12 (24%) 13 (26%) 0.90 (0.36 — 2.22) 0.823
GT /4bda 7 (14%) 5 (10%) 1.46 (0.43 - 4.97) 0.538
GT / 4ada 3 (6%) 0 (0%) ND ND
TT / 4b4b 0 (0%) 2 (4%) ND ND
TT / 4bda 2 (4%) 0 (0%) ND ND
TT / 4ada 1 (2%) 0 (0%) ND ND
T-786C/ VNTR 4b/a
TT / 4b4b 13 (26%) 18 (36%) 0.63 (0.27 — 1.47) 0.279
TT / 4bda 3 (6%) 3 (6%) 1.00 (0.19 - 5.21) 1.000
TT / 4ada 2 (4%) 0 (0%) ND ND
TC/4b4b 14 (28%) 16 (32%) 0.83 (0.35 - 1.95) 0.663
TC/ 4bda 5 (10%) 12 (24%) 0.35(0.11 -1.09) 0.062
TC/ 4ada 5 (10%) 1 (2%) 5.44 (0.61-48.39)  0.204
CC / 4b4b 4 (8%) 0 (0%) ND ND
CC/ 4bda 4 (8%) 0 (0%) ND ND
CC/ 4ada 0 (0%) 0 (0%) ND ND

n — broj uzoraka; OR — odnos $ansi; CI — interval poverenja; ND — nije odredeno;
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Tabela 35. Ucestalosti haplotipova G894T, T-786C i VNTR 4b/a polimorfizama u grupi

preeklampsija i kontrolnoj grupi.

Haplotip Preeklampsija  Kontrolna OR (95 % CI) P
(G894T-T-786C-VNTR 4b/a) (n=50) grupa (n=50) vrednost
G-T-4b 40.9 59.2 0.48 (0.27-0.85) 0.011
G-C-4b 14.1 4.7 3.09 (1.07-8.94) 0.030
T-C-4b 13.7 12.8 1.09 (0.48 —2.45) 0.841
G-C-4a 9.4 8.6 1.00 (0.38-2.63)  1.000
G-T-4a 7.7 55 1.36 (0.45-4.08) 0.578
T-T-4a 6 0 ND ND
T-T-4b 54 6.3 0.82(0.24-2.79)  0.752
T-C-4a 2.9 2.9 1.00 (0.20-5.08)  1.000

n — broj uzoraka; OR — odnos $ansi; CI — interval poverenja; ND — nije odredeno

4.5. POLIMORFIZAM GENA ZA COMT

Eksperimentalna i kontrolna grupa su u Hardy-Weinberg-ovoj ravnotezi za
Val158Met polimorfizam gena za COMT (P=0,267 i P=0,464, redom).

Prisustvo Val158Met polimorfizma gena za COMT na oba alela nosi sa sobom 3.7 puta
vecéi rizik za razvoj preeklampsije (OR=3.69, 95%CI (1.14-12.00), P=0.027). Mutacija u

homozigotnoj formi za COMT (AA) u odnosu na zbirnu ucestalost dominantnih

homozigota 1 heterozigota povecava rizik za pojavu preeklampsije za 3.45 puta

(OR=3.45, 9%%CI (1.22-9.76), P=0.016) (Tabela 36). Mutirani alel A nosio je blizu 2

puta veci rizik za razvoj preeklampsije u odnosu na divlji tip alela (G) (OR=1.84, 95%Cl

(1.05-3.23), P=0.047) (Tabela 36).
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Tabela 36. Val158Met polimorfizam gena za COMT u preeklampsiji i grupi zdravih trudnica.

COMT Preeklampsija Kontrolna grupa OR (95% CI) P vrednost *
(n=50) (n=50)

GG 13 (26%) 18 (36%) 1.0

GA 21 (42%) 26 (52%) 1.12 (0.45-2.80) 0.806

AA 16 (32%) 6 (12%) 3.69 (1.14-12.00) 0.027

GG+GA 34 (68%) 44 (88%)

AA 16 (32%) 6 (12%) 3.45 (1.22-9.76) 0.016

GG 13 (26%) 18 (36%) 0.279

GA+AA 37 (74%) 32 (64%) 1.6 (0.68-3.77) '

Aleli

G 47 (47%) 62 (62%)

A 53 (53%) 38 (38%) 1.84 (1.05-3.23) 0.047

n — broj uzoraka; OR — odnos Sansi; CI — interval poverenja; COMT — katehol O-metiltransferaza;
*Pearson chi square test

Homozigotna mutacija za COMT 9 puta povecava rizik za pojavu tesSke forme
preeklamspije (OR=9.0, 95%CI (2.09-38.799), P=0.002) (Tabela 37). Homozigoti su
znacajno ¢es¢i u grupi teske u odnosu na laku preeklampsiju (P=0.017), sa odnosom $ansi
6.751 95% intervalom poverenja od 1.32 do 34.57 (Tabela 37). Ovaj rezultat je potvrden
1 kada je pojava recesivnog homozigota poredena u odnosu na zbirno prisustvo divljeg
tipa 1 heterozigota (teSka preeklampsija u odnosu na kontrolu OR=6.8, 95%CI (2.12-
21.57), P=0.001; teska u odnosu na laku preeklampsiju OR=4.85, 95%CI (1.29-18.26),
P=0.015) (Tabela 37). Alel A u odnosu na alel G je znacajno ¢e$ce zastupljen u teskoj
preeklampsiji u odnosu na kontrolu (P=0.001) i nosi 3 puta veéi rizik za razvoj ovog
poremecaja (OR=3.17, 95%CI (1.56-6.45)). Takode, mutirani alel (A) je znacajno rede
prisutan kod osoba sa lakim oblikom u odnosu na grupu sa teSskom preeklampsijom
(P=0.009), sa odnosom 8§ansi 2.91 i 95% intervalom poverenja od 1.29 do 6.57 (Tabela
37).
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Tabela 37. Vall58Met polimorfizam gena za COMT u lakoj i teSkoj preeklampsiji i grupi zdravih trudnica.

COMPT Laka preeklampsija (n=25) TeSka preeklampsija (n=25) Kontrolna grupa (n=50) OR (95% CI) P vrednost
GG 9 (36%) 4 (16%) 18 (36%) 1.0

0.92 (0.32-2.64) ® 0.888 "
GA 12 (48%) 9 (36%) 26 (52%) 1.38 (0.36-5.30) © 0.746

1.69 (0.39-7.27) ¢ 0.718 ™

1.33(0.30-5.96)  1.000 ™
AA 4 (16%) 12 (48%) 6 (12%) 9.0(2.09-38.79)®  0.002*
6.75 (1.32-34.57)¢  0.017"

GG 9 (36%) 4 (16%) 18 (36%) 1.0
1.0 (0.37-2.72) @ 1.000 "
GA+AA 16 (64%) 21 (84%) 32 (64%) 0.34 (0.1-1.14) 0.073"
0.34 (0.09-1.30) © 0.107 "
GG+GA 21 (84%) 13 (52%) 44 (88%) 1.0
1.4 (0.36-5.49) @ 0.723™
AA 4 (16%) 12 (48%) 6 (12%) 6.8 (2.12-21.57) b 0.001~
4.85 (1.29-18.26) 0.015 "
Aleli
G 30 (60%) 17 (34%) 62 (62%) 1.0
1.09 (0.54-2.18) 2 0.806
A 20 (40%) 33 (66%) 38 (38%) 3.17 (1.56-6.45) 0.001~

2.91 (1.29-6.57) ° 0.009 "

n — broj uzoraka; OR — odnos $ansi; CI — interval poverenja; COMT — katehol O-metiltransferaza;
2Jaka preeklampsija prema kontrolna grupa; ° teska preeklampsija prema kontrolna grupa; © teska prema laka preeklampsija;
“Pearson chi square, “Fisher’s Exact test

106



U odnosu na gestacijsku nedelju ispoljavanja preeklampsije, pokazano je da nosilac
dvostrukog Vall58Met polimorfizma gena za COMT ima 6.5 puta veci rizik za pojavu
ranog oblika poremecaja (OR=6.6, 95%CI (1.62-26.87), P=0.006) (Tabela 38).
Recesivni model je pokazao povecan rizik za razvoj rane preeklampsije kod osoba sa
homozigotnom mutacijom za COMT u odnosu na zbirno prisustvo dominantnog
homozigota i heterozigotne forme mutacije (OR=6.72, 95%CI (2.06-21.92), P=0.001)
(Tabela 38). Dalje, kada se zajedno posmatraju osobe sa odsustvom mutacije i
heterozigoti, prisustvo homozigotne mutacije za COMT je znacajno ¢eSc¢e u grupi rane u
odnosu na kasnu preeklampsiju (P=0.027), sa odnosom $ansi 4.03 i 95% intervalom
poverenja od 1.13 do 14.36. Mutirani alel za COMT (A) nosi sa sobom skoro 3 puta veci
rizik za rani razvoj preeklampsije (OR=2.78, 95%CI (1.35-5.73), P=0.005) (Tabela 38).
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Tabela 38. Val158Met polimorfizam gena za COMT u ranoj i kasnoj preeklampsiji i grupi zdravih trudnica.

n — broj uzoraka; OR — odnos $ansi; CI — interval poverenja; COMT — katehol O-metiltransferaza;

2rana preeklampsija prema kontrolna grupa; ® kasna preeklampsija prema kontrolna grupa; ¢ rana prema kasna preeklampsija;

*Pearson chi square, “Fisher’s Exact test
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COMT Rana preeklampsija (n=23) Kasna preeklampsija (n=27) Kontrolna grupa (n=50) OR (95% CI) P vrednost
GG 5 (21.7%) 8 (29.6%) 18 (36%) 1.0
GA 0.97 (0.27-3.54) # 1.000 ™
7 (30.4%) 14 (51.9%) 26 (52%) 0.83 (0.29-2.37) ® 0.718 "
0.8 (0.19-3.37) ¢ 1.000 ™
6.6 (1.62-26.87) 2 0.006 *
AA 11 (47.9%) 5 (18.5%) 6 (12%) 0.53 (0.12-2.27) ® 0.465 ™
3.52 (0.76-16.39) ¢ 0.102 "
GG 5 (21.7%) 8 (29.6%) 18 (36%) 1.0
2.03 (0.64-6.38) ® 0.224~
GA+AA 18 (78.3%) 19 (70.4%) 32 (64%) 1.34 (0.49-3.66) © 0.572"
1.52 (0.42-5.51) ¢ 0.527"
GG+GA 12 (52.2%) 22 (81.5%) 44 (88%) 1.0
6.72 (2.06-21.92) @ 0.001 "
AA 11 (47.8%) 5 (18.5%) 6 (12%) 1.67 (0.46-6.01) © 0.503 ™
4.03 (1.13-14.36) ¢ 0.027 "
Aleli
G 17 (37%) 30 (55.6%) 62 (62%) 1.0
2.78 (1.35-5.73) @ 0.005 "
A 29 (63%) 24 (44.4%) 38 (38%) 1.31 (0.67-2.55) ® 0.435"
2.13(0.95-4.77) © 0.063 "



4.6. RELATIVNA EKSPRESIJA PROINFLAMATORNIH CITOKINA

U Tabeli 39 je prikazana vrednost relativne ekspresije ispitivanih proinflamatornih
citokina u obe studijske grupe. Nivo TNF-a iRNK je bio statisticki zna¢ajno visi u grupi
zena sa preeklampsijom u odnosu na zdrave trudnice (P=0.006). Takode, ekspresija IL-1 je

bila znacajno visa u grupi slucajeva u odnosu na kontrolu (P=0.005).

Tabela 39. Relativna ekspresija iRNK proinflamatornih citokina u preeklampsiji i zdravoj
trudnoci.

Citokin Preeklampsija (n=50) Kontrolna grupa (n=50) P vrednost?
TNF-a 0.0493+0.0616 0.0282+0.0234 0.006
IL1-B 0.0022+0.0041 0.0012+0.0011 0.005
IL-6 0.0019x0.0022 0.0024+0.0029 0.216

n — broj uzoraka; rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija; TNF-a — faktor
nekroze tumora a; IL-1p — interlekukin-1p; IL-6 — interleukin-6; @Mann-Whitney U test

Nakon podele preeklamspije na podgrupe u odnosu na stepen tezine poremecaja, znacajno
viSa ekspresija TNF-a je bila zabeleZena i1 u lakoj (P=0.015) i u teSkoj preeklampsiji
(P=0.042) u odnosu na kontrolu (Tabela 40). Teska forma preeklampsije je imala i zna¢ajno
visu ekspresiju IL-1p u odnosu na zdrave trudnice (P=0.005) (Tabela 40).
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Tabela 40. Relativna ekspresija iIRNK proinflamatornih citokina u lakoj i teskoj preeklampsiji i
zdravoj trudnodi.

Laka preeklampsija Teska preeclampsija Kontrolna grupa

Citokin (n=25) (n=25) (n=50) P vrednost

0.0152

TNF-a 0.0473+0.0390 0.0513+0.0788 0.0282+0.0234 0.042°
0.712°

0.068*

IL1-B 0.0015+0.0008 0.0029+0.0057 0.0012+0.0011 0.005°
0.318°

0.183%

IL-6 0.0021+0.0029 0.0017+0.0012 0.0024+0.0029 0.493°
0.655°

n — broj uzoraka; rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija; TNF-a — faktor nekroze
tumora a; IL-1p — interlekukin-1p; IL-6 — interleukin-6; Mann-Whitney U test — ®laka preeklampsija vs. kontrola,
®teika preeklampsija vs. kontrola, Claka vs. teSka preeklampsija

Nakon logaritmovanja vrednosti ekspresije proinflamatornih citokina u cilju dobijanja
normalne raspodele, nije doSlo do znacajnog odstupanja rezultata. I dalje je ekspresija TNF-
a bila znacajno povisena u obe podgrupe, dok je ekspresija IL-1p bila povisena samo u

podgrupi teske preeklampsije u odnosu na kontrolu (Tabela 41).

Tabela 41. Logaritmovane vrednosti relativne ekspresije iRNK proinflamatornih citokina u
lakoj 1 teSkoj preeklampsiji 1 zdravoj trudno¢i.

TeSka
Laka preeklampsija preeclampsija Kontrolna P vrednost
Citokin (n=25) (n=25) grupa (n=50)
0.009
log TNF-a -1.43+0.30 -1.47+0.34 -1.80+0.73 0.017°
0.821°
0.103?
log IL1-B -2.77+.36 -2.93+0.37 -3.13+0.59 0.003°
0.236°
0.488%
log IL-6 -2.91+0.44 -2.88+0.32 -2.83+0.49 0.656"
0.822°

n — broj uzoraka; rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija; TNF-o — faktor nekroze
tumora o; 1L-1B — interlekukin-1B; 1L-6 — interleukin-6; ANOVA — 2laka preeklampsija prema kontrola, teska
preeklampsija prema kontrola, °laka prema teska preeklampsija
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Kada su posmatrane podgrupe preeklampsije u odnosu na vreme ispoljavanja bolesti,
poviSena ekspresija TNF-a je zabelezena u obe podgrupe u odnosu na kontrolu (rana
P=0.035, kasna P=0.019). Dalje, ekspresija IL-1p je bila znacajno viSa u grupi kasne
preeklampsije u odnosu na nekomplikovane trudnoée (P=0.007) (Tabela 42).

Tabela 42. Relativna ekspresija IRNK proinflamatornih citokina u ranoj i kasnoj

preeklampsiji i zdravoj trudnoéi.

Rana Kasna
preeklampsija preeclampsija Kontrolna P vrednost

Citokin (n=23) (n=27) grupa (n=50)
0.0352

TNF-a 0.0529+0.0818 0.0462+0.0383 0.0282+0.0234 0.019°
0.830°
0.0572

IL1-B 0.0015+0.0008 0.0028+0.0055 0.0012+0.0011 0.007°
0.370°
0.691%

IL-6 0.0018+0.0012 0.0020+0.0028 0.0024+0.0029 0.119°
0.216°

n — broj uzoraka; rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija; TNF-a. — faktor nekroze
tumora a; IL-1p — interlekukin-1pB; IL-6 — interleukin-6; Mann-Whitney U test — ?rana preeklampsija prema
kontrola, ’kasna preeklampsija prema kontrola, rana prema kasna preeklampsija

Logaritmovanjem prethodno opisanih vrednosti statisticka analiza nije pokazala zna¢ajno
odstupanje. I dalje je znacajno visa ekspresija TNF-o bila zabelezena u obe podgrupe
preeklampsije (rana P=0.015, kasna P=0.010), dok je IL-1B bio zna¢ajno povisen samo kod
kasnog oblika u odnosu na kontrolu (P=0.010) (Tabela 43).
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Tabela 43. Logaritmovane vrednosti relativne iRNK ekspresije proinflamatornih citokina u

ranoj i kasnoj preeklampsiji 1 zdravoj trudno¢i.

Rana Kasna
preeklampsija preeclampsija Kontrolna P vrednost

Citokin (n=23) (n=27) grupa (n=50)
0.0152

log TNF-a -1.45+0.33 -1.45+0.32 -1.80£0.73 0.010°
0.986°
0.050?

log IL-1B -2.88+0.23 -2.82+0.46 -3.13+0.59 0.010°
0.656°
0.9412

log IL-6 -2.84+0.29 -2.94+0.45 -2.83+0.49 0.304°
0.424°

n — broj uzoraka; rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija; TNF-a. — faktor nekroze
tumora a; IL-1p — interlekukin-1p; IL-6 — interleukin-6; ANOVA — rana preeklampsija prema kontrola, "kasna
preeklampsija prema kontrola, °rana prema kasna preeklampsija

Analizom povezanosti relativne ekspresije ispitivanih citokina na nivou celog uzorka,
dobijena je znacajno pozitivna korelacija izmedu ekspresije TNF-a 1 IL-18 (Spearman’s
p=0.380, P<0.001) (Tabela 44). Nako $to je izvrSeno logaritmovanje ovih vrednosti i dalje
je postojala pozitivna korelacija u ekspresiji ova dva citokina (Pearson’s p=0.493, P<0.001)
(Tabela 45).

Tabela 44. Korelacija relativne ekspresije iRNK proinflamatornih citokina na nivou

celog uzorka (Spearman-ov p koeficijent korelacije).

TNF-a IL-1B IL-6
TNF-a - 0.380 ™ 0.039 "
IL-1B 0.380 ™ - 0.109 %
IL-6 0.039 0.109 ¥ -

TNF-a — faktor nekroze tumora a; IL-1p — interlekukin-1p; IL-6 — interleukin-6;
** znagajna korelacija P < 0.001; *P=0.703; ¥P=0.281
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Tabela 45. Korelacija relativne ekspresije iRNK proinflamatornih citokina na nivou

celog uzorka (Pearson-ov p koeficijent korelacije).

TNF-a IL-1p IL-6
TNF-a - 0.493 ™ -019”
IL-1p 0.493 ™ - 0.171°%
IL-6 -019” 0.171°% -

TNF-a — faktor nekroze tumora a; IL-1p — interlekukin-1p; IL-6 — interleukin-6;
** znacajna korelacija P < 0.001; *P=0.854; ¥P=0.090

Pozitivna korelacija ekspresije ispitivanih citokina posmatrana na nivou grupe Zena sa
preeklampsijom bila je znacajna izmedu IL-1B i IL-6 (Spearman’s p=0.326, P=0.021)
(Tabela 46). Nakon svodenja vrednosti citokina na normalnu raspodelu i dalje je postojala
statisticki znaCajna pozitivna korelacija izmedu ova dva parametra (Pearson’s p=0.296,
P=0.037), ali je pokazana pozitivna korelacija izmedu ekspresije TNF-o i IL-1p (Spearman’s

p=0.312, P=0.028) (Tabela 47).

Tabela 46. Korelacija relativne iRNK ekspresije proinflamatornih citokina u grupi

preeklampsije (Spearman-ov p koeficijent korelacije).

TNF-a IL-1p IL-6
TNF-a - 0.225" 0.149 ¥
IL-1p 0.225 " - 0.326 ™
IL-6 0.149 ¥ 0.326 -

TNF-a — faktor nekroze tumora a; IL-1p — interlekukin-1p; IL-6 — interleukin-6;
** znacajna korelacija P=0.021; *P=0.116; ¥ P=0.303

Tabela 47. Korelacija relativne iRNK ekspresije proinflamatornih citokina u grupi

preeklampsija (Pearson-ov p koeficijent korelacije).

TNF-a IL-1p IL-6
TNF-a - 0312 0.160 ¥
IL-1p 0.312 ™ - 0.296 *
IL-6 0.160 ¥ 0.296 * -

TNF-a — faktor nekroze tumora a; IL-1p — interlekukin-1p; IL-6 — interleukin-6;
** zna¢ajna korelacija P=0.028; * znacajna korelacija P=0.037; ¥ P=0.266
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4.7. ANALIZA POVEZANOSTI ISPITIVANIH PARAMETARA

U Tabeli 48 prikazane su, na nivou celog uzorka (n=100), vrednosti relativne
ekspresije TNF-a iRNK kod osoba sa i bez prisutnog polimorfizma gena za GST T1 i M1,
eNOS i COMT. Kod osoba koje su bile nosioci Val158Met polimorfizma gena za COMT
uocena je znacajno visa ekspresija TNF-a u odnosu na zene sa dominantnim homozigotnim
alelom (GG) (P=0.012). Relativna ekspresija TNF-a nije bila znacajno razli¢ita u odnosu na

prisustvo/odsustvo ostalih ispitivanih polimorfizama.

Tabela 48. Relativna ekspresija TNF-o. iRNK u odnosu na prisustvo polimorfizama za
ispitivane gene na nivou celog ispitivanog uzorka.

TNF-a P vrednost
GSTT1 Delecija (n=42) 0.04428+0.06577
Prisutan (n=58) 0.03472+0.02779 0.481
GST M1 Delecija (n=26) 0.03689+0.02548
Prisutan (n=74) 0.03938+0.05328 0.527
GG (n=31) 0.03092+0.03662
COMT GA (n=47) 0.04226+0.06086 0.012
AA (n=22) 0.04220+0.02211
GG (n=55) 0.03276+0.02437
eNOS G894T GT (n=40) 0.04655+0.06880 0.540
TT (n=5) 0.04190+0.02488
eNOS T786C TT (n=39) 0.03616+0.03557
TC (n=53) 0.04076%0.05745 0.640
CC (n=8) 0.03782+0.02221
bb (n=65) 0.03381+0.02582
eNOS VNTR ba (n=27) 0.04785+0.08186 0.088
aa (n=8) 0.04790+0.01780

n — broj uzoraka; rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija; GST —
glutation S-transferaza; COMT — katehol O-metiltransferaza; eNOS — endotelna azot oksid sintetaza;
TNF-a — faktor nekroze tumora a
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Kada je izvrSeno poredenje ekspresije TNF-a na nivou 50 ispitanica sa preeklampsijom,
rezultati za GST 1 eNOS genotipove su bili sli¢ni, a izgubljena je i znaCajnost u nivou

ekspresije za COMT genotipove (Tabela 49).

Tabela 49. Relativna ekspresija TNF-a iRNK u odnosu na prisustvo polimorfizama
za ispitivane gene u grupi trudnica sa preeklampsijom.

TNF-a p vrednost
GSTT1 Delecija (n=22) 0.06272+0.08631
Prisutan (n=28) 0.03873+0.02869 0.151
GST M1 Delecija (n=18) 0.04170+0.02853
Prisutan (n=32) 0.05355+0.07411 0.903
GG (n=13) 0.04504+0.05117
coMT GA (n=21) 0.05393+0.08547 0.132
AA (n=16) 0.04665+0.02226
GG (n=25) 0.03734+0.02018
eNOS G894T GT (n=22) 0.06461+0.08864 0.891
TT (n=3) 0.03641+0.02951
TT (n=18) 0.04231+0.04288
eNOS T786C TC (n=24) 0.05834+0.07998 0.342
CC (n=8) 0.03782+0.02221
bb (n=31) 0.03960+0.02697
eNOS VNTR ba (n=12) 0.07615+0.11686 0.465
aa (n=7) 0.04612+0.01844

n — broj uzoraka; rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija; GST —
glutation S-transferaza; COMT — katehol O-metiltransferaza; eNOS — endotelna azot oksid sintetaza;
TNF-a — faktor nekroze tumora o

Kada je u pitanju relativna ekspresija IL-1p iRNK i njena povezanost sa ispitivanim
polimorfizmima na nivou celog uzorka, vrednosti su prikazane u Tabeli 50. Nije uocena

povezanost izmedu nivoa ekspresije IL-1 1 prisustva delecionih polimorfizama za GST T1

I GST M1, Val158Met za COMT, G894T, T-786C i VNTR za eNOS.
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Tabela 50. Relativna ekspresija IL-1 iRNK u odnosu na prisustvo polimorfizama za
ispitivane gene na nivou celog ispitivanog uzorka.

IL-1B P vrednost
GSTT1 Delecija (n=42) 0.00131+0.00095
Prisutan (n=58) 0.00198+0.00389 0.248
GST M1 Delecija (n=26) 0.00152+0.00131
Prisutan (n=74) 0.00176+0.00345 0.817
GG (n=31) 0.00139+0.00124
COMT GA (n=47) 0.00136+0.00088 0.408
AA (n=22) 0.00286+0.00614
GG (n=55) 0.00135+0.00095
eNOS G894T GT (n=40) 0.00219+0.00465 0.753
TT (n=5) 0.00157+0.00100
eNOS T786C TT (n=39) 0.00221+0.00466
TC (n=53) 0.00133+0.00109 0.307
CC (n=8) 0.00161+0.00086
bb (n=65) 0.00193+0.00368
eNOS VNTR ba (n=27) 0.00132+0.00116 0.363
aa (n=8) 0.00112+0.00045

n — broj uzoraka; rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija; GST — glutation-S-
transferaza; COMT — katehol-O-metil transferaza; eNOS — endotelna azot oksid sintetaza; IL-1p —

interlekukin-1p

Medutim, kada smo izvr§ili poredenje nivoa ekspresije IL-1 samo u grupi Zena sa

preeklampsijom pokazano je da su osobe sa delecionim polimorfizmom za GST T1 imale

znacajno nizu ekspresiju IL-1 u odnosu na Zene sa pristunim genom (P=0.015). Ostali

polimorfizmi nisu bili povezani sa znacajnim odstupanjem u nivou ekspresije IL-1p (Tabela

51).
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Tabela 51. Relativna ekspresija IL-1p IRNK u odnosu na prisustvo polimorfizama za
ispitivane gene u grupi trudnica sa preeklampsijom.

IL-1P P vrednost
GSTT1 Delecija (n=22) 0.00129+0.00074
Prisutan (n=28) 0.00290+0.00540 0.015
GST M1 Delecija (n=18) 0.00149+0.00121
Prisutan (n=32) 0.00259+0.00506 0.113
GG (n=13) 0.00174+0.00128
COMT GA (n=21) 0.00157+0.00090 0.914
AA (n=16) 0.00337+0.00713
GG (n=25) 0.00159+0.00091
eNOS G894T T (n=22) 0.00291+0.00613 0.670
TT (n=3) 0.00197+0.00086
TT (n=18) 0.00334+0.00671
eNOS T786C  TC (n=24) 0.00153+0.00100 0.526
CC (n=8) 0.00161:+0.00086
bb (n=31) 0.00264+0.00518
ba (n=12) 0.00166+0.00082 0.310
aa (n=7) 0.00113+0.00049

n — broj uzoraka; rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija; GST — glutation
S-transferaza; COMT — katehol O-metiltransferaza; eNOS — endotelna azot oksid sintetaza; IL-1p —

interlekukin-1

Relativna ekspresija IL-6 iIRNK na nivou celog uzorka nije pokazala statisticki znacajno

odstupanje u odnosu na prisustvo/odsustvo ispitivanih polimorfizama gena za GST, COMT

i eNOS (Tabela 52).

Tabela 52. Relativna ekspresija IL-6 iIRNK u odnosu na prisustvo polimorfizama za
ispitivane gene na nivou celog ispitivanog uzorka.
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IL-6 P vrednost
GSTT1 Delecija (n=42) 0.00150+0.00100
Prisutan (n=58) 0.00264+0.00315 0.196
GST M1 Delecija (n=26) 0.00132+0.00091
Prisutan (n=74) 0.00246+0.00285 0.065
GG (n=31) 0.00196+0.00146
COMT GA (n=47) 0.00235+0.00312 0.838
AA (n=22) 0.00202+0.00242
GG (n=55) 0.00207+0.00188
eNOS G894T GT (n=40) 0.00243+0.00334 0.316
TT (n=5) 0.00094+0.00068
eNOS T786C TT (n=39) 0.00246+0.00342
TC (n=53) 0.00188+0.00152 0.970
CC (n=8) 0.00254+0.00308
bb (n=65) 0.00242+0.00295
eNOS VNTR ba (n=27) 0.00178+0.00150 0.301
aa (n=8) 0.00128+0.00113

n — broj uzoraka; rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija; GST — glutation S-

transferaza; COMT — katehol O-metiltransferaza; eNOS — endotelna azot oksid sintetaza; IL-6 —

interleukin-6

Kada je ispitivanje relativne iRNK ekspresije IL-6 posmatrano samo u grupi preeklampsije,

pokazano je da je u sluc¢aju delecionog polimorfizma za GST M1 znacajno sniZena ekspresija

IL-6 u odnosu na osobe sa prisutnim genom (P=0.015). Ostali rezultati se nisu znacajno

razlikovali u odnosu na dobijene vrednosti na nivou celog studijskog uzorka (Tabela 53).

Tabela 53. Relativha iIRNK ekspresija IL-6 u odnosu na prisustvo polimorfizama za

ispitivane gene u grupi trudnica sa preeklampsijom.
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IL-6 P vrednost
GSTT1 Delecija (n=22) 0.00155+0.00108
Prisutan (n=28) 0.00219+0.00275 0.899
GST M1 Delecija (n=18) 0.00103+0.00065
Prisutan (n=32) 0.00240+0.00257 0.015
GG (n=13) 0.00127+0.00102
COMT GA (n=21) 0.00224+0.00217 0.302
AA (n=16) 0.00198+0.00282
GG (n=25) 0.00194+0.00209
eNOS G894T GT (n=22) 0.00195+0.00246 0.998
TT (n=3) 0.00130+0.00062
TT (n=18) 0.00221+0.00285
eNOS T786C TC (n=24) 0.00146+0.00091 0.801
CC (n=8) 0.00254+0.00308
bb (n=31) 0.00229+0.00262
eNOS VNTR ba (n=12) 0.00149+0.00106 0.227
aa (n=7) 0.00093+0.00057

n — broj uzoraka; rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija; GST — glutation

S-transferaza; COMT — katehol O-metiltransferaza; eNOS — endotelna azot oksid sintetaza; IL-6 —

interleukin 6

Vrednost BMI pre trudnoce je bila znacajno veca u grupi preeklampsije u odnosu na kontrolu

(Tabela 16). Medutim, kada smo u okviru grupe Zena sa preeklampsijom ispitivali vrednost

BMI u odnosu na prisustvo ispitivanih genskih polimorfizama, nismo uspeli da ustanovimo

medusobnu povezanost (Tabela 54). Relativna ekspresija proinflamatornih citokina nije bila

u korelaciji sa vrednostima BMI pre trudnoce na nivou studjske grupe (n=50) (Tabela 55),

¢ak i nakon svodenja njihovih vrednosti na normalnu raspodelu (Tabela 56).
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Tabela 54. BMI pre trudno¢e u odnosu na prisustvo polimorfizama ispitivanih gena u grupi
Zena sa preeklampsijom.

BMI pre trudnoée P vrednost

GSTT1 Delecija (n=22) 25.45+5.01

Prisutan (n=28) 25.47+3.87 0.9872
GST M1 Delecija (n=18) 25.61+4.30 0.852°

Prisutan (n=32) 25.37+4.45 '

GG (n=13) 24.48+3.57 0,595
COMT GA (n=21) 25.54+3.74 '

AA (n=16) 26.15+5.64

GG (n=25) 25.95+3.64 0.567°
eNOS G894T  GT (n=22) 25.21+5.25 '

TT (n=3) 23.23+2.37

TT (n=18) 24.14+2.58 0.181°
eNOS T786C  TC (n=24) 26.63+5.50 '

CC (n=8) 24.92+2.81

bb (n=31) 24.68+3.78 0.164°
eNOS VNTR ba (n=12) 25.94+2.69 '

aa (n=7) 28.06+7.67

n — broj uzoraka; rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija; GST — glutation S-
transferaza; COMT — katehol O-metiltransferaza; eNOS — endotelna azot oksid sintetaza; BMI — indeks

telesne mase; 2Student’s T test PANOVA;

Tabela 55. Korelacija relativne ekspresije iRNK proinflamatornih citokina i vrednosti BMI kod
Zena sa preeklampsijom.

BMI pre trudnocée
Spearman-ov p koeficijent korelacije P vrednost
TNF-a 0.259 0.070
IL-1p -.044 0.764
IL-6 0.224 0.119

BMI — indeks telesne mase; TNF-a — faktor nekroze tumora a; IL-1p — interlekukin-1pB; IL-6 — interleukin-6
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Tabela 56. Korelacija logaritmovane relativne ekspresije iRNK proinflamatornih citokina i
vrednosti BMI kod Zena sa preeklampsijom.

BMI pre trudnoce
Pearson-ov p koeficijent korelacije P vrednost
TNF-a 0.232 0.104
IL-1p 0.077 0.595
IL-6 0.137 0.344

BMI — indeks telesne mase; TNF-a — faktor nekroze tumora a; IL-1p — interlekukin-1p; IL-6 — interleukin-6

Ucestalost ukupnog broja pobacaja bila je slicna izmedu ispitivanih grupa. Ovakav rezultat
je zadrzan i kada je poredena ucestalost spontanih pobacaja (Tabela 18). Relativna ekspresija
TNF-a, IL-1B 1 IL-6 je bila sli¢na u grupi preeklampsije bez obzira na prethodno zabelezenu
pojavu pobacaja (Tabela 57). U grupi preeklampsije ispitivali smo prethodnu pojavu
pobacaja (ukupnih i spontanih) u odnosu na prisustvo posmatranih polimorfizama gena za
GST, COMT 1 eNOS. Broj pobafaja se nije znacajno razlikovao izmedu ispitivanih

genotipova (Tabela 58).

Tabela 57. Korelacija relativne ekspresije iRNK proinflamatornih citokina i pretodnih pobacaja kod Zena sa
preeklampsijom.

Pobacaji P Spontani pobacaj P
vrednost vrednost

Ne (n=35) Da (n=15) Ne (n=41) Da (n=9)

TNF-a 0.03947+0.03013 0.07219+0.10129 0.512  0.04099+0.03075 0.08707+0.12857 0.705
IL-1p  0.00164+0.00088 0.00348+0.00742  0.719  0.00166+0.00098 0.00460+0.00955 0.985
IL-6 0.00165+0.00133 0.00250+0.00344 0.891  0.00159+0.00126 0.00333+0.00430 0.581

n — broj uzoraka; rezultati su predstavljeni kao srednja vrednostxstandardna devijacija; TNF-o — faktor nekroze tumora a; IL-1p —
interlekukin-1p; IL-6 — interleukin-6
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Tabela 58. Ucestalost prethodnih pobacaja u odnosu na prisustvo polimorfizama ispitivanih gena u grupi

Zena sa preeklampsijom.

Pobacaji P Spontani pobacaji
vrednost

Ne (n=35) Da (n=15) Ne (n=41) Da (n=9)
GSTT1 Delecija (n=22) 16 (72.7%) 6 (27.3%) 19 (86.4%) 3 (13.6%)
Prisutan (n=28) 19 (67.9%) 9 (32.1%) 0.709* 22 (78.6%) 6 (21.4%)
GST M1 Delecija (n=18) 13 (72.2%) 5 (27.8%) 07972 15 (83.3%) 3 (16.7%)
Prisutan (n=32) 22 (68.8%) 10 (31.3%) 26 (81.3%) 6 (18.8%)
11 (84.6%) 2 (15.4%)

GG (n=13) 9(69.2%) 4 (30.8%) 0.925"
COMT GA (n=21) 14 (66.7%) 7 (33.3%) 16 (76.2%) 5 (23.8%)
AA (n=16) 12 (75.0%) 4 (25.0%) 14 (87.5%) 2 (12.5%)
22 (88.0%) 3 (12.0%)

GG (n=25) 20 (80.0%) 5 (20.0%) 0.215
eNOS G894T GT (n=22) 13 (59.1%) 9 (40.9%) 17 (77.3%) 5 (22.7%)
TT (n=3) 2 (66.7%) 1(33.3%) 2 (66.7%) 1 (33.3%)
15 (83.3%) 3 (16.7%)

TT (n=18) 12 (66.7%) 6 (33.3%) 0768
eNOS T786C TC (n=24) 18 (75.0%) 6 (25.0%) 21 (87.5%) 3 (12.5%)
CC (n=8) 5(62.5%) 3(37.5%) 5(62.5%) 3 (37.5%)
25 (80.6%) 6 (19.4%)

bb (n=31) 20 (64.5%) 11 (35.5%) b
eNOS VNTR ba (n=12) 8 (66.7%) 4 (33.3%) 9 (75.0%) 3(25.0%)
aa (n=7) 7 (100.0%) 0 (0.0%) 7 (100.0%) 0 (0.0%)

P
vrednost

0.713°

1.000°

0.729°

0.394°

0.330°

0.434°

n — broj uzoraka; GST — glutation-S-transferaza; COMT — katehol-O-metil transferaza; eNOS — endotelna azot oksid

sintetaza;

aPearson chi square test, "Fisher’s Exact test
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Pusacki status je bio sli¢an u grupi preeklampsija i grupi zdravih trudinca (Tabela 18). U

grupi precklampsija ucestalost puSenja se nije znacajno razlikovala nakon podele u odnosu
na ispitivane genotipove za GST T1 i GST M1, COMT i eNOS (Tabela 59). Dalje, nivo

ekspresije proinflamatornih citokina nije pokazao znacajno odstupanje u odnosu na pusacki

status u grupi trudnica sa preeklampsijom (Tabela 60).

Tabela 59. Ucestalost pusenja u odnosu na prisustvo polimorfizama ispitivanih gena u
grupi Zena sa preeklampsijom.

PuSenje P vrednost
Da (n=15) Ne (n=35)
GSTT1 Delecija (n=22) 7 (31.8%) 15 (68.2%)
Prisutan (n=28) 8 (28.6%) 20 (71.4%)  0.804%
GST M1 Delecija (n=18) 8 (44.4%) 10 (55.6%)
Prisutan (n=32) 7 (21.9%) 25 (78.1%)  0.095%
GG (n=13) 4 (30.8%) 9 (69.2%)
GA (n=21) 7 (33.3%) 14 (66.7%)  0.925"
CcoMT AA (n=16) 4 (25.0%) 12 (75.0%)
GG (n=25) 9 (36.0%) 16 (64.0%)
eNOS G894T GT (n=22) 5 (22.7%) 17 (77.3%)  0.626"
TT (n=3) 1 (33.3%) 2 (66.7%)
TT (n=18) 3 (16.7%) 15 (83.3%)
eNOS T786C TC (n=24) 7 (29.2%) 17 (70.8%)  0.070°
CC (n=8) 5 (62.5%) 3 (37.5%)
bb (n=31) 8 (25.8%) 23 (74.2%)
eNOS VNTR ba (n=12) 5 (41.7%) 7(58.3%)  0.618°
aa (n=7) 2 (28.6%) 5 (71.4 %)

n — broj uzoraka; GST — glutation S-transferaza; COMT — katehol O-metiltransferaza; eNOS — endotelna

azot oksid sintetaza;

3Pearson chi square test °Fisher’s Exact test
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Tabela 60. Korelacija relativne ekspresije iRNK proinflamatornih citokina i puSackog
statusa kod zena sa preeklampsijom.

PuSenje
Da (n=15) Ne (n=35) P vrednost
TNF-a, 72.014£99.42 39.55+32.67 0.141
IL-1p 1.88+1.21 2.33+4.88 0.472
IL-6 2.14+2.33 1.81+2.14 0.271

n — broj uzoraka; rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija; TNF-o — faktor
nekroze tumora a; IL-1p — interlekukin-1p; IL-6 — interleukin-6

lako je pojava IUZR-a bila znacajno ¢esc¢a u grupi preeklampsija u odnosu na kontrolnu
grupu (Tabela 19), analiza prikupljenih podataka nije uspela da pokaze povezanost prisustva
IUZR-a 1 ispitivanih polimorfizama gena za GST, COMT i1 eNOS u grupi Zena sa ovim
poremecajem u trudnoci (Tabela 61). Takode, relativna iRNK ekspresija TNF-a, IL-1pB 1 IL-
6 se nije znacajno razlikovala kod trudnica sa preeklampsijom i registrovanim IUZR-om u

odnosu na trudno¢e komplikovane ovim poremecajem, ali sa normalnim rastom i razvojem

ploda (Tabela 62).
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Tabela 61. Intrauterusni zastoj u rastu ploda u odnosu na prisustvo polimorfizama ispitivanih

gena u grupi zena sa preeklampsijom.

Y
vrednost
Da (n=14) Ne (n=36)
GSTT1 Delecija (n=22) 8 (36.4%) 14 (63.6%)
Prisutan (n=28) 6 (21.4%) 22 (78.6%) 0.2432
GST M1 Delecija (n=18) 4 (22.2%) 14 (77.8%) 0,495
Prisutan (n=32) 10 (31.3%) 22 (68.8%) '
GG (n=13) 2 (15.4%) 11 (84.6%) 0.449°
COMT GA (n=21) 6 (28.6%) 15 (71.4%) '
AA (n=16) 6 (37.5%) 10 (62.5%)
GG (n=25) 8 (32.0%) 17 (68.0%) 0.789°
eNOS G894T GT (n=22) 5 (22.7%) 17 (77.3%) '
TT (n=3) 1 (33.3%) 2 (66.7%)
TT (n=18) 5 (27.8%) 13 (72.2%) 0.583°
eNOS T786C TC (n=24) 8 (33.3%) 16 (66.7%) '
CC (n=8) 1 (12.5%) 7 (87.5%)
bb (n=31) 7 (22.6%) 24 (77.4%) 0.486°
eNOS VNTR ba (n=12) 4 (33.3%) 8 (66.7%) '
aa (n=7) 3 (42.9%) 4 (57.1%)

n — broj uzorka; GST — glutation-S-transferaza; COMT — katehol-O-metil transferaza; eNOS — endotelna azot

oksid sintetaza;

3Pearson chi square test; °Fisher’s Exact test

Tabela 62. Relativna iRNK ekspresija proinflamatornih citokina u odnosu na prisustvo
intrauterusnog zastoja u rastu ploda u grupi Zena sa preeklampsijom.

IUZR P vrednost
Da (n=14) Ne (n=36)
TNF-a 0.067231+0.1040 0.04231+0.03320 0.658
IL-1pB 0.00362+0.00765 0.00164+0.00095 0.871
IL-6 0.00206+0.00287 0.00184+0.00190 0.589

n — broj uzoraka; rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija; TNF-a — faktor nekroze
tumora a; IL-1p — interlekukin-1p; 1L-6 — interleukin-6
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5. DISKUSIJA

Preeklampsija predstavlja najces¢i oblik hipertenzivnih poremecaja u trudnoci, koji
je povezan sa visestrukim rizikom za nepovoljni maternalni i perinatalni ishod. Do sada su
ulozeni veliki napori kako bi se utvrdila priroda ovog poremecaja i ustanovili dijagnosticki
testovi za njenu predikciju i prevenciju. Medutim, iako je ostvaren veliki pomak u
razumevanju etiopatogeneze ovog poremecaja, jos uvek nisu utvrdeni tacni mehanizmi i

procesi koji dovode do razvoja preeklampsije.

Nasa studija obuhvatila je jednak broj trudnica sa preeklampsijom i normotenzivnih
trudnica sa nekomplikovanom trudno¢om. Poznato je da se ekspresija i produkcija odredenih
faktora razlikuje u zavisnosti od perioda trudnoce, te je uzorkovanje u istom gestacijskom
periodu obezbedilo adekvatno poredenje i utvrdivanje potencijalnih razlika izmedu
ispitivanih grupa. Uparivanjem slucaja i kontrola smo eliminisali neke od potencijalnih
faktora koji bi mogli dodatno uticati na pojavu preeklampsije, s obzirom da je poznato da
starost preko 40 godina, prva trudnoca, kao i viSeplodne trudnoce, nose sa sobom povisen
rizik za razvoj preeklampsije (6). Hroni¢na hipertenzija, hroni¢ne bolesti bubrega, diabetes
mellitus tip 1 12, trombofilija, sistemski lupus eritematozus, vantelesno oplodenje su faktori
koji dodatno povecavaju verovatnocu za razvoj preeklampsije (6), stoga su sve trudnice
ukljucene u ovo istrazivanje prethodno bile zdrave i dale su podatak o spontanom zacecu.
Prema podacima usmeno dobijenim od svih ispitanica, u porodi€noj anamnezi nije bilo
zabelezene pojave preeklampsije, jo§ jednog potencijalnog faktora rizika za njenu pojavu
(6). U grupi od 50 zena sa preeklampsijom, njih 5 je dalo podatak o pojavi preeklampsije u
prethodnoj trudno¢i, dok medu zdravim trudnicama nije bilo podataka o komplikacijama u
prethodnim trudno¢ama. Takode, postoje dokazi da gojaznost predstavlja doprinoseci faktor
rizika za nastanak preeklampsije, uz prisutne patoloske mehanizme koji se deSavaju na nivou
placente tokom rane trudnoc¢e. U naSoj grupi Zena sa preeklampsijom BMI je bio znacajno
vedi 1 pre 1 u trudnodi u odnosu na normotenzivne trudnice. Pre trudnoce srednja vrednost
BMI je u grupi sluéajeva iznosila 25.46 + 4.36 kg/m?, a u kontrolnoj grupi 21.30 + 2.49
kg/m?. U trudnoéi ove vrednosti su iznosile 30.57+4.90 kg/m? za preeklampsiju, odnosno

26.17+3.25 kg/m? za zdrave trudnice. Kao §to je bilo i ogekivano, vrednosti sistolnog i
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dijastolnog krvnog pritiska su bile znacajno vece u grupi zena sa preeklampsijom u odnosu
na zdrave trudnice. Trombocitopenija (< 100000/mm?) predstavlja jedan od dijagnosti¢kih
kriterijuma za preeklampsiju i u direktnoj je korelaciji sa stepenom tezine poremecaja.
Pokazano je da je kod 50% trudnica sa preeklampsijom zabeleZen broj trombocita ispod
150000/mm?3, dok je ispod 100000/mm? imalo 36% zena (12). U na§im grupama srednja
vrednost broja trombocita je bila u referentnim vrednostima i nije se znacajno razlikovala
bez obzira na prisustvo preeklampsije. Sto se ti¢e pokazatelja bubrezne funkcije,
kvantitativna i kvalitativna proteinurija, protein/kreatinin odnos i vrednosti serumske uree
su bile znacajno veée u grupi sa preeklampsijom, dok je nivo serumskog kreatinina u obe
grupe bio slian 1 u referentnim vrednostima. Bez obzira §to spada u dijagnosticke
kriterijume, jedno istrazivanje je pokazalo da serumske vrednosti kreatinina imaju nisku
senzitinost i nisku pozitivnu prediktivnu vrednost za procenu tezine preeklampsije (429).
Proteinurija moze biti posledica gubitka glomerularne selektivnosti i za veli¢inu i za koli¢inu
proteina koju je potrebno filtrirati (430). Kao verovatna posledica urinarnog gubitka
proteina, naSe istrazivanje je pokazalo da je srednja vrednost nivoa ukupnih serumskih
proteina bila znac¢ajno manja u grupi Zena sa preeklampsijom u odnosu na kontrolu, $to je u
korelaciji sa rezultatima prethodnih istraZivanja (431). Poremecaj funkcije jetre posmatrano
kao udvostru¢avanje nivoa aktivnosti jetrinih transaminaza, predstavlja jo§ jedan znak
preeklampsije. Pretpostavlja se da povecanje aktivnosti ovih enzima nastaje usled
hipoksi¢nog efekta na jetru koji dovodi do nekroze i1 posledi¢ne degeneracije hepatocita
(432). Nasi rezultati nisu pokazali povecanje aktivnost transaminaza iznad referentnih
vrednosti u grupi sa preeklampsijom, ali je nivo ASTa bio znacajno visi u grupi sa
preeklampsijom u odnosu na kontrolu. Pokazano je da testovi za procenu funkcije jetre imaju
umerenu specificnost i senzitivnost u proceni tezine preeklampsije (433). Martin i saradnici
(434) su predlozili protokol za brzu procenu tezine preeklampsije koji podrazumeva
evaluaciju prisutnih simptoma uz serumski nivo AST, ALT, LDH, mokra¢ne kiseline,
kreatinina i proteinurije. Studija iz 2008. godine (435) je pokazala da je 53% trudnica imalo
poremecaj makar jednog markera za procenu funkcije jetre. Nivo LDH u naSoj grupi
slu¢ajeva je pokazao znacajno poviSenu aktivnost u odnosu na zdrave normotenzivne

trudnice. Vrednosti mokra¢ne kiseline su bile znafajno poviSene u grupi sucajeva
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(353.00+£97.84 umol/L) u odnosu na kontrolu (252.52+59.02 umol/L). Mokra¢na kiselina,
kao marker oksidativnog stresa, povrede tkiva i renalne disfunkcije, pokazuje povecanje
vrednosti u uslovima hipoksije i ishemije posteljice (6). lako ne spada u kriterijume za
postavljanje dijagnoze, prisustvo poviSene vrednosti mokra¢ne kiseline kod Zena sa
preeklampsijom nosi sa sobom poviSen rizik za pojavu komplikacija i losih ishoda trudnoce,
te nam ovaj podatak moze pomo¢i u pravovremenom zbrinjavanju ove grupe trudnica (19).
Pokazana je znac¢ajno veca srednja vrednost mokraéne kiseline u grupi sa teSkom u odnosu
na grupu sa lakom preeklampsijom (429). Osim toga, poviSena koncentracija mokra¢ne
kiseline je pokazana kao korisna u identifikaciji Zena sa gestacijskom hipertenzijom koje su
u povecanom riziku za razvoj preeklampsije (72, 73). Studija iz 2011. godine je pokazala da
gornja granica mokraéne kiseline od 309 pumol/L ima pozitivnu prediktivnu vrednost za
progresiju gestacijske hipertenzije u preeklampsiju od 93.3%, i 71.1% specifi¢nost za
rodenje detata malog za gestacijsku starost (engl. small for gestational age - SGA) (74).
Vrednosti serumske CK su bile zna¢ajno povisene u grupi sa preeklampsijom u odnosu na
normotenzivne trudnice. Studija na RUPP modelu pacova pokazala je izrazeno osStecenje
miokarda, koje je prikazano kroz poviSene vrednosti CK, ali i drugih sr¢anih markera poput
mioglobina, troponina i mozdanog natriuretskog peptida (436). Uz CK, serumske vrednosti
AST, ALT, 1 LDH predstavljaju senzitivne pokazatelje za procenu teZine miokardnog

oStecenja.

Tokom uredne trudnoce, povrSina endotela je tromborezistentna i uspeSno se Stiti od
stvaranja ugrusaka (437). Sa druge strane, pretpostavlja se da endotelna disfunkcija koja lezi
u osnovi preeklampsije remeti lokalne antikoagulantne mehanizme, §to za posledicu ima
znatno veci rizik za pojavu tromba. Stanje povecane koagulabilnosti u posteljicnoj
mikrovaskularnoj mrezi podrazumeva, ne samo poremecaj koagulacije, ve¢ 1 promene u
fibrinolitickom sistemu (438). Plazma nivo fibrinogena varira kako na individualnom nivou,
tako 1 u zavisnosti od drugih parametara zapaljenja. Tokom normalne trudnoc¢e, vrednosti
fibrinogena rastu, a kod zena sa preeklampsijom one su jo$ izrazenije (438, 439). Dodatno,
usled njegovog znacaja u formiranju krvnog ugruska, pokazana je interakcija fibrinogena sa

antiangiogenim faktorima, poput fibroblastnog faktora rasta-2 (12) i VEGF (13). Nase
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trudnice sa preeklampsijom su pokazale znacajno vec¢e vrednosti fibrinogena (4.79+1.51
g/L) u odnosu na kontrolu (3.79+1.37 g/L) (P=0.001), $to je u saglasnosti sa prethodno

navedenim rezulatima.

Prema nedavnim izvestajima, izrazito visoke vrednosti hemoglobina mogu pomo¢i
u predikciji preeklampsije, posebno kada je izmeren tokom prvog ili drugog trimestra (440-
442). Pokazano je takode da su izrazito visoke vrednosti hemoglobina povezane i sa drugim
poremecajima, poput dijabetesa, gestacijske hipertenzije, preterminskog porodaja i SGA
(441-444). Nasi rezultati su u suprotnosti sa prethodno navedenim istrazivanjima, s obzirom
da je srednja vrednost hemoglobina u grupi preeklampsije iznosila 111.89+£11.64 g/L i bila
je znacajno manja u odnosu na vrednost od 116.64+9.35 g/L u grupi zdravih trudnica. Razlog
za ovo neslaganje moze biti vreme ispitivanja, s obzirom da je najveci broj uzoraka od nasih

ispitanica uzet posle 28 nedelje gestacije, odnosno tokom trec¢eg trimestra.

Klini¢ki prisutan edem i/ili ubrzano povecéanje telesne mase, mogu da povecaju sumnju na
razvoj preeklampsije, ali ovi znakovi ne spadaju u dijagnosticke kiterijume. Nasi rezultati su
pokazali znacajno ¢eS¢u pojavu edema kod Zena sa preeklampsijom u odnosu na zdrave
trudnice (86% prema 28%). Nezavisna pojava edema se javlja u 10-15% trudnica koje su
normotenzivne tokom citave trudnoce, Sto ga €ini nespecificnim 1 nesenzitivhim znakom za

preeklampsiju (21).

Preeklampsija predstavlja jedan od najces$¢ih uzroka maternalnog i neonatalnog
morbiditeta i mortaliteta. Tezina poremecaja je u direktnoj korelaciji sa stepenom rizika od
pojave komplikacija ovih trudnoca. lako preeklampsija ne predstavlja apsolutnu indikaciju
za carski rez, u€estalost ovog nacina zavrSetka porodaja se povecava §to je gestacija manja
i ukoliko dode do razvoja teskih formi poremecaja (6). NaSe istrazivanje je pokazalo
znacajno vecu uCestalost carskog reza u grupi slu¢ajeva u odnosu na zdrave trudnice. U grupi
zdravih trudnica jedino je kod jedne Zene bio zabelezen preterminski porodaj, dok je kod
ostalih ispitanica porodaj bio u terminu. Sa druge strane, grupa sa preeklampsijom je imala
15 (30%) slucajeva preterminskog i 12 (24%) Zena sa preterminskim porodajem, §to znaci
da je vise od pola trudno¢a komplikovanih preeklampsijom moralo biti zavrSeno pre termina.
Srednja vrednost gestacijske nedelje porodaja je bila znacajno niza u grupi sa
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preeklampsijom (35.64+3.44) u odnosu na grupu nekomplikovanih trudnoc¢a (39.16+1.17).
Neki klinicki pokazatelji, ¢ak 1 kada dijagnoza preeklampsije nije potvrdena, namecu
potrebu za temeljnim ispitivanjem trudnice. Jedan od njih je i pojava IUZR zabelezena u
drugoj polovini trudnoce (16, 17). Nase istrazivanje je pokazalo da je zastoj u rastu ploda
znacajno CeS$ce registrovan u trudnocama komplikovanim preeklampsijom u odnosu na
zdrave trudnice. Pretpostavlja se da se ovaj poremecaj deSava usled smanjenog snabdevanja
fetusa nutritivnim elementima nastalog kao posledica lose placentacije i neadekvatnog
remodelovanja spiralnih arterija. Srednja vrednost telesne mase na rodenju u grupi sa
preeklampsijom je iznosila 2.467.00£934.30 g, a u kontrolnoj grupi 3.458.80+508.71 g, §to

potvrduje 1 ¢eSc¢e prisustvo SGA u grupi slucajeva.

Sto se ti¢e posmatranih negativnih perinatalnih i neonatalnih ishoda, uéestalost je zna¢ajno
bila ¢e$¢a nakon trudnoé¢a komplikovanih preeklampsijom u odnosu na nekomplikovane
trudno¢e. Medu njima su znacajno nizi Apgar skor u 1. 1 5. minutu i antropometrijske mere
deteta na rodenju, znaCajno ceS€a pojava respiratornog distres sindroma, konvulzija,
intraventrikularne hemoragije, anemije, Zutice, perinatalne infekcije. Potrebe za zavrSetkom
trudnoce pre termina usled nastalih komplikacija preeklampsije 1 potvrde o ugrozenosti
majke i deteta, predstavlja najverovatniji uzrok za pojavu losih neonatalnih ishoda. Velika
ucestalost ovih komplikacija namece potrebu za produZzenom negom 1 pojacanim
monitoringom ove grupe novorodencadi, $to objasnjava dobijen rezultat da su boravak u
neonatalnoj poluintenzivnoj i/ili intenzivnoj nezi, kao i duzina hospitalizacije znacajno

produZeni nakon trudnoca sa preeklampsijom u odnosu na nekomplikovane trudnoce.

Tokom normalne trudnoc¢e, maternalna intraplacentarna cirkulacija uspostavljena na
kraju prvog trimestra, obezbeduje snizen otpor krvnom protoku, koji je neophodan za
adekvatno snabdevanje ploda svim potrebnim nutritivnim elementima. U ovakvoj sredini
do¢i ¢e do povecanja relativne koncentracije kiseonika, usled cega nastaje pojacana
produkcija slobodnih kiseoni¢nih radikala (445), koji se u normalnoj trudno¢i uspesno
uklanjaju delovanjem mehanizama za detoksifikaciju. Medutim, ukoliko antioksidantni
sistem nije u moguénosti da adekvatno odgovori na povisenu sintezu prooksidanasa do¢i ¢e

do pojave oksidativnog stresa (446, 447) za koji se smatra da ima znacajnu ulogu u
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patofiziologiji preeklampsije (445, 448). Odavno je prepoznata uloga genetickih faktora kao
doprinosecih ¢inilaca u razvoju preeklampsije, ukljucujuéi i uticaj polimorfizama brojnih
gena, koji kodiraju proteine sa razli¢itim funkcijama u organizmu. GST, vazna familija
antioksidantnih enzima, katalizuje konjugaciju redukovane forme glutationa i ksenobiotika
u cilju njihove detoksifikacije (449). Do sada je nekoliko studija pokuSalo da ispita ulogu
GST gena u preeklampsiji (239, 241-244, 450), ali je jedino delecija GST P1 gena dovedena

u vezu sa povecanim rizikom za pojavu ovog poremecaja (450).

Delecioni polimorfizam za GST ML1 i/ili GST T1 gene je doveden u vezu sa razli¢itim
poremecajima, poput oralnog karcinoma (231), cervikalne neoplazije (232), karcinoma
dojke (233), glaukoma (234), hepatocelularnog karcinoma (235), sindroma policisti¢nih
jajnika (451), diabetes mellitus-atip 1 i 2 (236, 452), arteroskleroze (453), koronarne bolesti
(454), hipertenzije (455) i drugo. Do sada je nekoliko studija ispitivalo vezu izmedu GST
M1 i GST T1 polimorfizama i pojave preeklampsije i dobijeni su vrlo opreéni rezultati.
Studija sprovedena na populaciji Meksikanki pokazala je povisen rizik za preeklampsiju u
prisustvu GST T1 nultog genotipa i jo$ izrazeniji porast rizika kod nosilaca homozigotne
delecije i za GST M1 i za GST T1 gen (237). Suprotno ovome, studija na populaciji
Kineskinja je opisala ¢ak protektivan efekat GST T1 delecije (238), dok ostale studije nisu
uspele da ustanove vezu izmedu GST delecionog polimorfizma i preeklampsije (239-243,
450). Nasi rezultati su pokazali da homozigotni nosioci GST M1 delecionog polimorfizma
imaju znacajno veci rizik za pojavu preeklampsije. Kada smo posmatrali kombinaciju
genotipova, pokazano je da GST M1-/ GST T1+ genotip nosi 3.5 puta veéi rizik za razvoj
preeklampsije. Razlika u dobijenim rezultatima u odnosu na ostale studije se moze objasniti

geografsko-etni¢kim specificnostima.

Ucestalost GST M1 nultog genotipa kod bele rase u celini iznosi oko 40-50%, dok je u
Evropskoj populaciji zabelezena u svega 10-30% (456). Homozigotna delecija za GST T1
gen se u beloj rasi javlja u 13-28%, kod Azijata u oko 60%, a u africkoj populaciji u 40%
(457, 458). Nasa studija je pokazala prisustvo homozigotne delecije za GST M1 gen u 36%,
a za GST T1 gen u 44% kod zZena sa preeklampsijom, odnosno 16% i1 40% kod zdravih
trudnica. Ova distribucija se razlikovala u drugim populacijama, pa je tako kod Zena
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meksic¢ke Mestizo populacije distribucija izmedu ove dve grupe iznosila po 44% za GST M1
deleciju i 10% odnosno 18% za GST T1 nultigenotip (237). Kod Kineskinja sa
preeklampsijom i zdravih trudnica ovaj procenat je iznosio 54% i oko 60% za GST M1 nulti
genotip, odnosno 46% i 50% za GST T1 deleciju (238). U Turskoj populaciji zena GST M1
delecioni polimorfizam je zabelezen u 58% preeklampsija, 1 55% kontrola, a gledaju¢i na
nivou celog uzorka ugestalost ovog polimorfizma je iznosila 56%. Sto se ti¢e GST T1 nultog
genotipa ucestalost je bila 22% u grupi preeklampsija, 24% u kontrolnoj gurpi, a na nivou
celog uzorka 23% (239).

U prethodnim istrazivanjima zabelezena je povisSena GST enzimska aktivnost u grupi zena
sa preeklampsijom u odnosu na zdrave trudnice (459). S obzirom da naSa studija nije
isptivala nivo GST (ukupnog i razli¢itih izoenzima) ne mozemo re¢i da li je poviSena
aktivnost opisana od strane prethodnih istrazivaca ustvari kompenzatorni mehanizam drugih
izoenzima kao odgovor na prisustvo delecionog polimorfizma za GST M1 i/ili GST T1 gen,
koji inac¢e dovodi do potpunog odusustva sinteze proteina. U istrazivanju koje je ispitivalo
povezanost GST M1 i GST T1 genskog polimorfizma i visine krvnog pritiska, veza nije
ustanovljena ni u grupi Zena sa preeklampsijom, niti u grupi zdravih trudnica. Takode,
postoji teorija da fetalni genetski materijal moze imati uticaja na podloznost majke za razvoj
preeklampsije (460). Ipak, istrazivanje koje je ispitivalo fetalni genotip nije uspelo da
pronade vezu izmedu delecionih polimorfizama za GST M1 i GST T1 i preeklampsije (241).

Ovo je prvo istrazivanje koje je ispitivalo vezu izmedu tezine preeklampsije i
vremena njenog ispoljavanja sa genskim polimorfizmima za GST. GST M1 delecija je
pokazala poviSen rizik za razvoj kasne i preeklampsije sa teskim karakteristikama.
Kombinacija genotipova GST T1+/GST M1- je pokazala 6 puta poviSen rizik od razvoja
teSke forme preeklampsije. lako GST T1 homozigotna delecija nije pokazala znacajno
povecanje rizika za razvoj lakog ili teSkog oblika bolesti, njegova distribucija je bila
znacajno CeSca u grupi sa teSkim Kkarakteristikama u odnosu na laku preeklampsiju, a GST
T1-/GST M1+ genotip je bio povezan sa povisenim rizikom od razvoja teskog oblika
preeklampsije. Identifikacija Zena sa teSkom formom preeklampsije i dalje predstavlja

1zazov za klini¢are, posebno Sto laki oblik moze progredirati u teski za svega nekoliko dana
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od postavljanja dijagnoze. S obzirom da je teska forma povezana sa znacajno povisenim
rizikom od pojave komplikacija 1 losijih prenatalnih ishoda, otkrivanje mehanizama koji
doprinose njenom razvoju bi imalo velikog znacaja u cilju pobolj$anja zbrinjavanja ove
grupe trudnica. Sto se ti¢e perioda gestacije kada dolazi do ispoljavanja poremecaja,
pretpostavlja se da kod kasnog oblika preeklampsije glavna uloga u njenoj patogenezi
pripada maternalnim faktorima. Sa druge strane, poremecaji na nivou implantacije su
najéeS¢e povezivani sa ranim oblikom bolesti. Medutim, GST T1 nulti genotip je u ovoj
studiji povezan sa razvojem preeklampsije pre 34. nedelje gestacije, a ucestalost ovog
genotipa se znacajno razlikovala i na nivou podgrupa preeklampsije i to u korist ranog
oblika. Kada su posmatrane kombinacije genotipova, prisustvo GST T1-/GST M1+ genotipa
je pokazalo znacajno povisen rizik za razvoj rane forme, i bio je znacajno ¢es$¢i u grupi rane
u odnosu na kasnu preeklampsiju. Dodatno, kombinacija oba nulta genotipa (GST M1-/GST
T1-) dovela je do povecanja rizika od 12 puta za razvoj i rane i1 teSke preeklampsije.
Pretpostavka je da bi delecija ispitivanih gena trebalo da dovede do smanjenja GST enzimske
aktivnosti koja bi za posledicu mogla imati intraplacentarno smanjenje kapaciteta
antioksidantne odbrane i prekomernu produkciju ROS tokom rane trudnoce, koji ¢e dovesti
do lipidne peroksidacije, proteinske karboksilacije, i DNK oksidacije, procesa koji se
deSavaju u oksidativnom stresu i koji ¢e dalje provocirati intravaskularno zapaljenje i
pogorsanje endotelne disfunckije (448, 458). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa
pretpostavkom da u najve¢em broju slucajeva preeklampsije dolazi do preklapanja
mehanizama odgovornih za razvoj placentarne (rane) i maternalne (kasne) preeklampsije.
Iako ova podela moZe pomo¢i u boljem razumevanju i prognozi bolesti, ve¢ina Zena sa

preeklampsijom ima elemente oba stanja.

Pokazano je da poremecaj funkcije eNOS enzima koji ucestvuje u sintezi NO u
¢elijama endotela, moze indukovati pojavu patofizioloSkih dogadaja koji ¢e za posledicu
imati razvoj kardiovaskularnih bolesti poput hipertenzije, infarkta miokarda, ateroskleroze,
koronarnih bolesti, sréane slabosti i dr. (260-263). Ovaj poremecaj funkcije eNOS moze
nastati kao rezultat prisustva polimorfizama u genu koji kodira ovaj enzim. Do sada najvise

proucavani polimorfizmi eNOS gena koji su dovedeni u vezu sa pojavom kardiovaskularnih
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komplikacija su Glu298Asp (G894T) lociran u egzonu 7, -786T>C u promoterskom regionu
i 27 bp VNTR u intronu 4. Normalna trudnoca je pracena intenzivnim hemodinamskim
fluktuacijama koje za rezultat imaju izrazenu endotelno-zavisnu i protokom-posredovanu
vazodilataciju (461). Ovi procesi su praceni smanjenjem sistemske vaskularne rezistencije,
koja je verovatno najve¢im delom posledica dejstva NO (462). Prisustvo polimorfizama
eNOS gena uticu na NO produkciju preko razli¢itih mehanizama. Pretpostavlja se da T
—786C varijanta dovodi do smanjenja genske ekspresije, Sto ¢e za posledicu imati redukciju
oslobadanja NO (463). Sa druge strane, Glu298Asp (G894T) polimorfizam utice na
aktivnost eNOS proteina preko dva mehanizma. Smatra se da Asp298 varijanta indukuje
stvaranje proteolitickih proteinskih fragmenata koji pokazuju razli¢itu sklonost ka cepanju
(464). Dodatno, Glu298Asp uti¢e na NOS aktivnost reagovanjem sa proteinima koji su
ukljuceni u degradaciju njegovih produkata, na taj nacin deluju¢i na njegovu intracelularnu
distribuciju (465). Dalje, 4a varijanta koja nastaje kao rezultat delecije jednog od pet
nukleotidnih ponovaka u intronu 4 eNOS gena, moZe promeniti enzimsku aktivnost kroz

modifikovanje stepena NOS transkripcije i/ili posttranskripcije (267, 268).

Do sada je sproveden veliki broj istrazivanja koji su pokusali da ustanove vezu izmedu eNOS
genskog polimorfizma i1 pojave preeklampsije, ali su rezultati veoma oprecni. NaSe
istrazivanje nije uspelo da ustanovi vezu izmedu G894T polimorfizma 1 pojave
preeklampsije, §to je u saglasnosti sa nekim prethodnim studijama (277, 466-468). Sa druge
strane, nekoliko istraZivanja je pokazalo povezanost G894T eNOS polimorfizma i
preeklampsije (201, 469, 470). Opisano je smanjenje nivoa NO kao posledice GIu298Asp
polimorfizma u grupi Zena sa preeklampsijom (471). Takode, alel 894T je povezan sa

pojavom hipertenzije i nizim nivoom NO u opstoj populaciji (472).

Sto se tie tezine preeklampsije, nase istrazivanje takode nije ustanovilo povezanost ovog
polimorfizma sa lakim ili teSkim oblikom bolesti. Medutim, neke studije su G894T
polimorfizam povezale sa pojavom teske preecklampsije (289, 290, 473), iako ova veza nije
potvrdena u svim ispitivanim populacijama (281, 283, 468, 474-476). Sto se ti¢e perioda
razvoja teSke preeklampsije, pokazano je da je alel 894T znacajno povezan sa pojavom i

ranog i kasnog oblika (477). Suprotno ovome, Chen i saradnici (478) su pokazali da je alel
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T povezan sa poviSenim koncentracijama nitrata, kao 1 sa smanjenim rizikom za pojavu

preeklampsije.

Nasi rezultati su pokazali da je homozigotna mutacija za T-786C polimorfizam u odnosu na
divlji tip gena znacajno ceSce bila prisutna u grupi zena sa preeklampsijom u odnosu na
zdrave trudnice. Ova razlika u distribuciji je zadrzana i nakon poredenja frekvencije
homozigotne mutacije u odnosu na zbirnu ucestalost dominantnog homozigota i heterozigota
(recesivni model). Do sada je opisana povezanost T-786C polimorfizma i pojave
preeklampsije u evropskoj (470, 479), azijskoj (277, 292, 466) i americkoj populaciji (280,
290). Meta analiza 11 studija slucaj-kontrola pokazala je da je eNOS —786C/C genotip
povezan sa povecanim rizikom za razvoj preeklampsije u odnosu na —786T/T genotip (201).
Sa druge strane, postoje studije koje nisu ustanovile vezu izmedu ovog polimorfizma i
endotelne disfunkcije (293, 480). Prethodne studije su pokazale da se efekat -786T>C
polimorfizma ogleda kroz smanjenje promotorske aktivnosti eNOS gena, §to ¢e za posledicu
imati izmene u produkciji NO (481). Pokazano je smanjenje aktivnosti promotora za 50%
kod osoba sa homozigotnom CC varijantom, usled Cega dolazi do neadekvatnog
funkcionisanja L-arginin-NO puta i posledi¢éno pojave endotelne disfunkcije. Jedno
istrazivanje je pokazalo da je, iako je distribucija T-786C genotipova bila sli¢na izmedu
preeklampsije u kontrola, alel C786 bio povezan sa nizim placentarim nivoom iRNK i
nivoom serumskih nitrata/nitrita (482). Sa druge strane, alel -786C je doveden u vezu sa
pojavom hipertenzije i smanjenjem nivoa NO (483). Meta analiza iz 2016. godine pokazala
je veliku interetnicku varijabilnost u distribuciji T-786C polimorfizma, a najjaca povezanost
izmedu prisustva ovog polimorfizma i pojave preeklampsije u studijama na beloj rasi 1

Afrikancima (294).

Kada je u pitanju tezina preeklampsije homozigotna mutacija za T-786C je bila znacajno
¢eSce prisutna u grupi lake 1 u grupi teske u odnosu na kontrolu, a sli¢na izmedu posmatranih
podgrupa preeklampsije. U odnosu na period gestacije u kojem je doslo do ispoljavanja
klinicke slike preeklampsije, CC genotipovi su bili znacajno ¢es¢i u grupi rane i kasne u
odnosu na kontrolu, a sli¢ne ucestalosti unutar podgrupa preeklampsije. Dobijeni rezultati

izmedu podgrupa potvrduju predispoziciju za razvoj preeklampsije kod nosilaca
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homozigotne mutacije 1 potvrduju znacajnu ulogu eNOS gena u odrzavanju strukturnog
integriteta arterijskog zida, ali pokazuju da se prisustvo ovog SNP-a ne moze koristit u
predvidanju tezine klini¢e slike niti vremena ispoljavanja poremecaja. Ipak, recesivan alel C
je bio znacajno ucestaliji samo u grupi rane preeklampsije u odnosu na kontrolu, a njegovi
nosioci su imali dva puta veci rizik za razvoj ovog oblika poremecaja. Istrazivanje na
poljskoj populaciji pokazalo je znacajnu povezanost alela C sa pojavom tesSke preeklampsije
(467), dok prethodno istrazivanje nije ustanovilo vezu izmedu ove varijante i teske
preeklampsije u beloj rasi (281). Istrazivanje Leonarda i saradnika (484), osim ustanovljene
veze ovog polimorfizma sa preeklampsijom, posebno je istaklo njegovu povezanost sa
pojavom najozbiljnijih komplikacija (HELLP sindrom i eklampsija). Pokazano je da
nedostatak NO indukuje aktivaciju trombocita, stvarajuci uslove za razvoj mikroangiopatske
hemoliticke anemije i trombocitopenije, koji se sre¢u u HELLP sindromu. Intravaskularna
hemoliza dovodi do povecanog otpustanja slobodnog hemoglobina koji dalje reaguje sa

dostupnim NO, stvarajuéi zacarani krug sa dodatnim smanjenjem nivoa NO.

Rezultati o povezanosti VNTR 4b/a polimorfizma u genu za eNOS i preeklampsije
su takode podeljeni. NaSe istraZivanje je pokazalo da je homozigotna mutacija bila znacajno
¢eS¢a u grupi Zena sa preeklampsijom, rezultujuéi 7 puta povisenim rizikom za razvoj ovog
poremecaja. Dve meta-analize nisu pokazale znacajnu povezanost VNTR 4b/a polimorfizma
i preeklampsije (201, 466), sto je u korelaciji sa rezultatima studija na evropskoj (470, 479),
azijskoj (277, 282), i americkoj populaciji (277, 280). Sa druge strane, pokazana je direktna
veza izmedu VNTR i nizih vrednosti NO metabolita u plazmi (485, 486). Pretpostavlja se
da alel a moze imati ulogu u modifikovanju splajsinga iRNK transkripta, §to ¢e dovesti do
znacajnih promena u funkciji gena. Sli€no naSim rezultatima, dve studije su pokazale vezu
izmedu ovog polimorfizma i preeklampsije (487, 291). Dodatno, opisane su znac¢ano vise

vrednosti krvnog pritiska tokom niZe gestacije u prisustvu aa genotipa (291).

NaSe istrazivanje je pokazalo znacajno CeS§Ce prisustvo aa homozigota u odnosu na
zbirnu ucestalost bb i ba u grupi lake preeklampsije u odnosu na zdrave trudnice, sa 9 puta
povisenim rizik za razvoj ovog oblika poremeéaja. Sto se tice gestacijske nedelje razvoja

preeklampsije, pokazano je da je prisustvo heterozigota za VNTR polimorfizam znacajno
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¢esce u grupi rane u odnosu na kasnu preeklampsiju. Nosioci aa genotipa u odnosu na bb i
ba imali su 8 puta poviSen rizik za razvoj kasne preeklampsije. Sa druge strane, ucestalost
alela a je znacajno visa bila u grupi rane preeklampsije u odnosu na kontrolu, sa povisenim
rizikom od razvoja ovog oblika poremecaja. Do sada je mali broj studija ispitivao povezanost
ovog polimorfizma 1 sa stepenom tezine i gestacijskom nedeljom razvoja preeklampsije.
Jedno istrazivanje je pokazalo znacajnu povezanost VNTR alela a sa pojavom rane i1 kasne
teSke preeklampsije (477), dok drugo istrazivanje nije pokazalo asocijaciju VNTR 4a/b
polimorfzma sa preeklampsijom, niti sa stepenom tezine poremecaja (476). Za razliku od
ovog, istrazivanje na kineskoj populaciji trudnica je pokazalo da je alel 4a povezan sa
povisenim koncentracijama nitrata, kao i sa smanjenim rizikom za pojavu preeklampsije
(478).

Rezultati prethodnih istrazivanja su se medusobno razlikovali i kada je u pitanju analiza
distribucije eNOS haplotipova u preeklampsiji. NeravnoteZza vezanosti bila je slabo izrazena
u svim naSim grupama za tri posmatrana eNOS polimorfizma, i ni u jednoj grupi nije
identifikovan haplotipski blok, §to je u korelaciji sa prethodnim istrazivanjem (470).
Ispitivanjem ucestalosti haplotipova na nasem uzorku pokazano je da haplotip sa sva tri
divlja tipa alela, “G-T-b”, ima protektivni efekat, dok nosioci haplotipa “G-C-b” imaju 3
puta povecan rizik za pojavu preeklampsije. Istrazivanje na mekickoj Mestizo populaciji
Zena nije pokazalo vezu ova tri polimorfizma posmatrana posebno, kao ni njihovih
haplotipova, sa razvojem teske preeklampsije (488), sa pretpostavkom da se ove tri geneticke
varijante ne nasleduju u vidu bloka s obzirom na slab LD koji je dobijen. Suprotno ovome,
jedno istrazivanje pokazalo pozitivnu povezanost izmedu GT-CT-bb haplotipa i
preeklampsije (466), dok su druge studije nasle protektivni efekat “C-Glu-b” haplotipa za
razvoj preeklampsije, objasnjen efektom ovog haplotipskog bloka na povecanje produkcije
endogenog NO (471, 489). Dalje, nekoliko studija je opisalo vezu izmedu ,,Asp-b-C*
haplotipa i pojave preeklampsije (290, 477, 490). Studija iz 2008. godine nije pokazala
uticaj ovih polimorfizama na povecanje rizika za razvoj preeklampsije, ali je zato ustanovila
vezu izmedu Glu-a-C haplotipa 1 pojave poremecaja (489). Jedno istrazivanje je cak

ustanovilo povezanost tri haplotipska bloka sa pojavom preeklampsije (“C-b-Asp”, “T-b-
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Asp”, “C-b-Glu”) (490). Neki istrazivaci smatraju da haplotipovi eNOS gena mogu uticati
na stepen odgovora na primenjenu antihipertenzivnu terapiju kod Zena sa preeklampsijom

(280), ali da se ovi haplotipovi razlikuju izmedu populacija.

Razlika u dobijenim rezultatima naseg i ostalih istrazivanja je verovatno posledica etnicke
razliCitosti u distribuciji razli¢itih varijanti eNOS gena, namecuci teoriju o razlicitoj etnickoj
predispoziciji za razvoj preeklampsije. Dodatno, kriterijumi za ukljuéenje u studiju i veli¢ina
uzorka takode mogu biti dobrinoseci faktori za dobijene rezultate. Jedan od nedostataka nase
studije je $to nismo izvr$ili merenje nivoa NO i/ili njegovih metabolita i te vrednosti

korelisali sa genotipovima kako bi pojacali snagu dobijenih rezultata.

Tokom trudnoce dolazi do znacajnog povecanja produkcije kateholnih estrogena od
strane posteljice. Jedan od klju¢nih enzima koji ucestvuje u metabolizmu ovih metabolita i
njihovoj inaktivaciji je COMT, prevodec¢i 2- i 4-hidroksiestradiol u 2-ME (491), koji dalje
inhibise akumulaciju HIF-1a i produkciju sFlt-1 (214, 492), omogucéavajuci na taj nacin
adekvatnu angiogenezu i modifikaciju spiralnih arterija. Snizena placentarna COMT
aktivnost zabelezena je u grupi zena sa gestacijskom hipertenzijom (493). Jedan od gena
kandidata nedavno predloZenih u etiopatogenezi preeklampsije je 1 gen za COMT (317).
IstraZzivanja na knockout miSevima za COMT pokazala su znafajno smanjenje COMT
ekspresije, povecanje koncentracije 2-ME, koji dalje indukuje akumulaciju HIF-1a i ubrzanu
produkciju sFIt-1 i dovodi do zapaljenske reakcije i endotelne disfunkcije (317). Pokazano
je da i prisustvo SNP polimorfizma G158A (Val108Met) dovodi do smanjenja aktivnosti
ovog enzima (494). Zamena valina metioninom na poziciji 108 dovodi do smanjenja
enzimske aktivnosti 4 puta u grupi homozigota (298). Ispitivana je povezanost ovog
polimorfizma sa pojavom hipertenzije u opstoj populaciji. Tako je studija na Norveskoj
populaciji pokazala povezanost izmedu visokog krvnog pritiska i Val/Val genotipa (313),
dok je studija na Svedskoj populaciji pokazala vezu izmedu Met/Met genotipa i povisenog
sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska (314). Ispitivanje Japanske populacije pokazalo je

grani¢nu povezanost Met/Met kombinacije alela i hipertenzije (495).

NaSe istrazivanje je pokazalo znacajno veéu ucestalost homozigota AA u odnosu na
homozigote GG u grupi preeklampsije u odnosu na zdrave trudnice i ova razlika u distribuciji
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je zadrzana i1 nakon poredenja AA genotipa sa zbirnom ucestaloS¢u GG 1 GA genotipova u
ispitivanim grupama. Met/Met genotip je nosio skoro 4 puta povecan rizik za razvoj
preeklampsije. Ovi rezultati su u saglasnosti sa nedavnim studijama koje su pokazale vezu
izmedu Vall58Met COMT polimorfizma i preeklampsije u razli¢itim populacijama.
Istrazivanja na Korejskoj i azijskoj populaciji prikazala su povezanost Vall58Met
polimorfizma sa poviSenim rizikom za preeklampsiju (323, 324). Nasi rezultati su pokazali
da su nosioci AA genotipa imali 9 puta veci rizik za razvoj teskog oblika preeklampsije i
skoro 7 puta veéi rizik za razvoj rane preeklampsije. Homozigotna mutacija je znacajno
¢eSée bila zastupljena u grupi teske u odnosu na laku preeklampsiju, kao i u grupi rane u
odnosu na kasni oblik poremecaja. Prethodno istrazivanje na naSoj populaciji je, suprotno
navedenim rezultatima, pokazalo protektivni efekat COMT Met/Met genotipa za razvoj rane
i teske preeklampsije (496). Meta-analiza iz 2017. godine (497), koja je ukljucila Sest studija
je potvrdila da je COMT Vall58Met polimorfizam povezan sa pove¢anim rizikom za pojavu

preeklampsije, posebno kod nosilaca homozigotne mutacije.

Medu nasim ispitanicama, i ucestalost alela A je bila znac¢ajno visa u grupi slucajeva (53%)
i ovaj alel je bio povezan sa dvostruko veé¢im rizikom za pojavu preeklampsije. Takode,
mutirani alel je nosio sa sobom 3 puta veci rizik od razvoja rane i teske preeklampsije.
Ucestalost alela A za Vall58Met COMT polimorfizam se znacajno razlikovala u do sada
ispitivanim populacijama — kineska i koreanska 21.2% i 26.6% (323, 324), norveska 56%
(325) i cileanska 36% (326). Znacéajno veca ucestalost ovog tipa hipertenzivnog poremecaja
u trudno¢i je zabeleZena u africkoj, americkoj, hispano i azijskoj populaciji zena u odnosu
na zene bele rase, pri ¢emi je najveca stopa oboljevanja ustanovljena medu Afro-

amerikankama (498).

Kako se pretpostavlja da placenta igra centralnu ulogu u razvoju preeklampsije, a da je ona
pre svega fetalno tkivo, smatra se da je identifikacija fetalnih genetickih faktora rizika za
razvoj preeklampsije neophodan korak u razjaSnjenju etiopatogeneze ovog poremecaja.
Postoji sve viSe dokaza o uticaju kako maternalnih, tako i fetalnih gena na tok trudnoce.
Prospektivna studija slucaj-kontrola, koja je ispitivala zajednicki uticaj maternalnog i

fetalnog Vall58Met COMT polimorfizam na placentarnu COMT aktivnost i maternalni
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plazmatski nivo 2-ME, pokazala je znaCajno poviSen rizik za razvoj preeklampsije u
prisustvu fetalnog COMT Met/Met genotipa (499). Sa druge strane, Liang i saradnici nisu
uspeli da ustanove ovu vezu (323). lako su Pertegal i saradnici (499) uocili uticaj genotipa
na placentarnu COMT aktivnost, ova razlika nije bila statisticki znacajna izmedu
preeklampsija i zdravih trudnoca, kao Sto nije ustanovljena ni veza izmedu genotipa i
maternalnog plazmatskog nivoa 2-ME. Medutim, nivo homocsteina je bio zna¢ajno povisen
u grupi sa preeklampsijom u odnosu na normalne trudnoce, i bio je obrnuto proporcionalan
nivou 2-ME, $to ukazuje na mogudéi in Vvivo uticaj poremeéenog metabolizma metionin-
homocistein na smanjenje COMT aktivnosti 1 posledi¢no smanjenje koncentracije 2-ME u

Zena sa preeklampsijom (499).

Smatra se da ispitivanje prisustva samo jednog COMT polimorfizma ne daje dovoljno
informacija, s obzirom da ne pruZa moguénost prepoznavanja haplotipskih strukutra, koje
verovatno imaju veéi uticaj na izmene u enzimskoj aktivnosti. Identifikacija haplotipova koji
modifikuju enzimsku aktivnost u veéem stepenu u odnosu na jedan polimorfizam mogla bi
biti objasnjenje za dobijene kontradiktorne rezultate medu dosadasnjim studijama (500,
501). Ustanovljeno je da, uz rs4680 (Vall58Met), tri dodatna SNPa, rs6269, rs4633, i
rs4818, ispoljavaju visoku neravnotezu povezanosti i ucestvuju u formiranju haplotipskih
blokova (502, 503). lako samo rs4680 dovodi do izmene u aminokiselinama, ostali
polimorfizmi dovode do promena u sekundarnoj strukturi RNK, i remete translaciju.
Identifikovana su tri najéeS¢a haplotipa, GCGG, ATCA, i ACCG, koja su pokazala
medusobnu razliku u nivou enzimske aktivnosti. Najveca aktivnost je zabeleZena kod
nosilaca GCGG haplotipa, intermedijarni haplotip, ATCA, ima 2.5-3 puta manju aktivnost,
dok je kod haplotipa sa niskom aktivnosé¢u, ACCG, zabelezeno smanjenje aktivnosti za 18—
25 puta (503).

Hill i saradnici (504) su pokazali da je maternalni ACCG haplotip COMT gena, Kkoji je
povezan sa niskom aktivno$¢u enzima, povezan sa znacajno smanjenim rizikom za razvoj
preeklampsije, uz linearni trend povecéanja rizika od haplotipa sa niskom do haplotipa sa
visokom enzimskom aktivnoséu. Sa druge strane, fetalni genotip koji dovodi do snizene

enzimske aktivnosti, bio je povezan sa povecanjem 2-ME koncentracije i povecanim rizikom

140



za pojavu preeklampsije. Suprotno ovome, na modelu knockout miseva za COMT pokazano
je odsustvo 1 maternalne i fetalne COMT aktivnosti, ali se na osnovu toga ne moze reci da li
je razvoj simptoma preeklampsije nastao usled odsustva enzima u oba kompartmana ili je
presudan bio uticaj samo jednog (317). Shodno dobijenim rezultatima, Hill i saradnici (504)
su predlozili teoriju prema kojoj snizena maternalna COMT aktivnost stimuliSe produkciju
2-ME u placenti, a da odsustvo COMT aktivnosti na nivou placente, kao rezultat izmene
fetalnog genotipa, doprinosi razvoju preeklampsije. Sa druge strane, Roten i saradnici (325)
su ispitivali uticaj najéesc¢ih haplotipova i pokazali da je enzimska aktivnost sniZena 58 puta
u sucaju maternalnog ACCG haplotipa, koji je dalje znacajno povezan sa pojavom
rekurentne preeklampsije. Shodno lo§ijim perinatalnim ishodima koji su pratili ispitanice sa
rekurentnim preeklampsijama, Roten i saradnici (325) su ukazali na potencijalnu povezanost
smanjene COMT aktivnosti i pojave teskih oblika preeklampsije. Medutim, veliki broj SNP
u okviru COMT gena moze formirati ogorman broj haplotipskih kombinacija, gde bi 1
najmanje razlike mogle da dovedu do znacajnih izmena u COMT aktivnosti. Stoga bi trebalo
sprovesti studije koje bi prosirile haplotipsku analizu koja bi ukljucila ¢itav COMT gen.
Jedino tako bi se mogao dati tacan odgovor o nivou aktivnosti koji je vezan za prisustvo
odredenog haplotipa, 1 o jasnijem efektu varijanti gena za COMT u etiopatogenezi

preeklampsije.

Ravnoteza izmedu produkcije Thl, Th2, Thl7 citokina 1 funkcije Treg celija
predstavlja uslov za odrzavanje normalnog toka trudnoce (347-350). Rezultati istraZivanja
iz 2017. godine su potvrdili polarizaciju limfocitnih klasa u trudno¢ama komplikovanim
preeklampsijom, uz povecanje Th1/Th17 inflamatornog profila i smanjenje Th2/Treg anti-
inflamatornog profila (505). Ova neravnoteza u odnosu subklasa limfocita zabelezena je i u
uzorku tkiva placente kod Zena sa preeklampsijom (506). Poremecaj odnosa Treg/Th17
moze biti odgovoran za jo§ izraZeniji zapaljenski odgovor zabeleZen u ozbiljnijim formama
bolesti (rana i tesSka preeklampsija) (507, 508). Pokazano je da poremecaj produkcije
limfocita u pravcu Th17 ukazuje na intenzivniji zapaljenski odgovor kod rane u odnosu na
kasnu preeklampsiju (507). Takode je poznato da pro-inflamatorni citokini mogu indukovati

razvoj Th17 od ¢elija predaka koje su iste kao i za Terg (509, 510), tako da se pretpostavlja
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da ¢e kod zena sa preeklampsijom povisena koncentracija ovih citokina dovesti do
diferencijacije Treg ¢elija u Th17 ¢elije (511). Pokazano je da pro-inflamatorni citokini
imaju bitnu ulogu u zapaljenskim mehanizmima koji uticu na proces implantacije,
placentacije i sam tok trudnoce. Povecana produkcija proinflamatornih citokina je povezana
sa pojavom endotelne disfunkcije, pojacane apoptoze ¢elija, inhibicije angiogenih procesa,
1 bubreznih poremecaja (512, 513). Prethodna istrazivanja su pokazala da povecanje
ekspresije Thl citokina predstavlja doprinose¢i faktor za pojavu ponovljenih neuspe$nih

implantacija, ponovljenih pobacaja, i preeklampsije (350).

Nase istrazivanje analiziralo je relativnu iIRNK ekspresiju pro-inflamatornih citokina
(TNF-a, IL-1B i IL-6) u grupi Zena sa preeklampsijom i grupi zdravih trudnica. Relativna
ekspresija TNF-a i IL-1pB iRNK je bila znacajno visa u grupi slu¢ajeva u odnosu na kontrolu.
Posmatrano u odnosu na tezinu poremecaja, relativna iRNK ekspresija TNF-a je bila
znacajno visa u obe podgrupe preeklampsije, dok je ekspresija IL-1 bila znacajno veca
jedino u grupi teske preeklampsije u odnosu na nekomplikovane trudnoce. Relativna
ekspresija TNF-a iRNK je bila znacajno poviSena u grupi rane i kasne preeklampsije, dok je
znacajno povecanje ekspresije IL-1f zabelezeno jedino u grupi kasne preeklampsije u
odnosu na kontrolu. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa prethodnim istrazivanjima. Ribeiro
i saradnici (505) su pokazali pove¢anu produkciju proinflamatornih citokina, kao i smanjenje
nivoa anti-inflamatornih citokina u grupi zena sa preeklampsijom u odnosu na zdrave
trudnice. U sistematskom pregledu i meta-analizi Lau-a i saradnika (514) zabelezena je
znacajna povezanost izmedu povecanja nivoa cirkuliSu¢eg TNF-a 1 preeklampsije. Nekoliko
skorasnjih studija je takode potvrdilo vec¢e vrednosti TNF-a u preeklampsiji u odnosu na
normotenzivne trudnice (515-517). Vitoratos i saradnici (512) su pokazali moguéu
povezanost izmedu nivoa TNF-a i tezine preeklampsije. Udenze i saradnici (518) su takode
pokazali znacajno poveéan nivo TNF-o u grupi teSke preeklampsije u odnosu na zdrave
normotenzivne trudnice. Jedno istrazivanje je pokazalo pozitivhu korelaciju izmedu
serumske koncentracije TNF-a i vrednosti sistolnog/dijastolnog krvnog pritiska (519).
Sli¢no nasim rezultatima, Lau i1 saradnici (514) su pokazali poviSene vrednosti TNF-a 1 u

lakoj 1 u teskoj preeklampsiji u odnosu na zdrave trudnice i bez razlike izmedu ovih podgrupa
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preeklampsije. Pokazano je takode zna¢ajno povecanje nivoa TNF-a u plazmi u grupi rane
u odnosu na kasnu preeklampsiju (505, 507), $to ukazuje na mogucu povezanost negativnih
efekata TNF-a i najtezih oblika preeklampsije. Suprotno ovim rezultatima, postoje studije
koje nisu uspele da ustanove vezu izmedu nivoa TNF-a i pojave preeklampsije (520, 521).
TNF-o indukuje apoptozu trofoblasta preko stimulacije produkcije slobodnih radikala od
strane makrofaga 1 monocita, te je poviSena ekspresija TNF-a ocekivana u grupi Zena sa
preeklampsijom (512). U placenti, TNF-a moze da poremeti proces placentacije i ravnotezu
izmedu vazodilatatornih i vazokonstriktornih agenasa koji se nalaze u maternalnoj
cirkulaciji.

Dosada$nje interesovanje istrazivaca bilo je usmereno i na ispitivanje uloge IL-1f u
preeklampsiji. Prethodne studije slucaj-kontrola (409, 516, 517, 522, 523) su pokazale
znacajno veée vrednosti IL-1p u preeklampsiji u odnosu na normotenzivne trudnice. Nivo
IL-1B je bio sli¢an u grupi lake preeklampsije i kontroli (524), §to je podudarno sa nasim
rezultatima. Campos-Canas i saradnici (523) su takode pokazali zna¢ajno povecanje nivoa
IL-1B u grupi lake, ali i u grupi teske preeklampsije u odnosu na kontrolu. Medutim, bez
obzira §to vecina studija ukazuje na povecanje nivoa IL-1p, neke studije ipak nisu uspele da
ustanove povezanost nivoa IL1-B i preeklampsije (525, 526). IL-1B produkuju monociti i
makrofagi nakon stimulacije bakterijskim produktima, kao i pod dejstvom TNF-a. Ovaj
citokin u€estvuje u mnogim procesima i funkcijama kao 1 TNF-a, dovode¢i do poremecaja
na nivou endotela preko aktivacije neutrofila, koji indukuju endotelno oStecenje preko
oslobadanja elastaze i laktoferina. Takode, oba citokina indukuju produkciju IL-6 od strane
monocita, makrofaga 1 T ¢elija parakrinim i1 autokrinim putevima, te na taj nacin sva tri

citokina doprinose pojavi sistemske endotelne aktivacije i vaskularnog ostecenja (527, 528).

Pokazano je da IL-6, koji je negativno regulisan od strane IL-10 i na taj na¢in moze inhibisati
i produkciju TNF-o, ima uticaj na stepen invazije posteljice tokom procesa implantacije
(403). Medutim, kada je u pitanju nivo IL-6 kod Zena sa preeklampsijom rezultati
dosadasnjih istrazivanja su oprecni (409, 426, 515, 521, 522, 527, 529-531). Nase
istrazivanje nije uspelo da ustanovi razliku u ekspresiji 1L-6 u grupi preeklampsija i

kontrolnoj grupi, $to je u saglasnosti sa nedavno sprovedenim studijama (521, 531).
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Relativna ekspresija IL-6 iRNK se nije razlikovala izmedu preeklampsije i kontrole ni nakon
podele prema tezini poremecaja i prema gestacijskoj nedelji u kojoj se javio poremecaj.
Sliéno ovome, Mihu i saradnici (515) su pokazali da IL-6 ne moze posluziti u evaluaciji
tezine preeklampsije. Ispitivanja nivoa IL-6 u amnionskoj tecnosti pokazala su ¢ak snizen
nivo ovog citokina (424, 532), za Sta se pretpostavlja da je posledica smanjene produkcije
IL-6 od strane posteljice (533-535). IL-6 produkuju mononuklearni fagociti i T ¢elije, i
pokazano je da dolazi do povecanja permeabilnosti endotelnih Celija preko izmene u
strukturi uskih meducelijskih veza (engl. tight junctions). IL-6 doprinosi pojavi sistemske
endotelne aktivacije i vaskularnog oStecenja, posebno na nivou bubrega, organa koji ima
Kljuénu ulogu u razvoju hipertenzije i proteinurije identifikovane u grupi Zzena sa
preeklampsijom (385). IL-6 utie na razvoj hipertenzije preko indukovanja produkcije AT1-
AA, aktivacije endotelina-1, oksidativnog stresa, antiangiogenih faktora i povecane
senzitivnosti prema angiotenzinogenu Il (536). Eksperiment na trudnim pacovima je
pokazao da hroni¢na infuzija IL-6 dovodi do povecanja arterijskog pritiska i smanjenja

krvnog protoka u bubrezima, kao i smanjenja stepena glomerularne filtracije (537).

Nasa studija uocila je postojanje znacajne pozitivne korelacija izmedu ekspresije IL-18 i
TNF-a na nivou ¢itavog ispitivanog uzorka, ¢ak i nakon logaritmovanja vrednosti u cilju
dobijanja normalne raspodele. Ovaj odnos ekspresije dva citokina je zadrzan i na nivou
grupe preeklampsija. Analnbay i saradnici (524) su pokazali pozitivnu korelaciju izmedu
nivoa TNF-a i IL-1f u grupi zdravih trudnih Zena, ali se ovaj odnos nije zadrzao u grupi
preeklampsije, predlazuéi teoriju da je odredena kolic¢ina citokina neophodna za uredan tok
trudnoce. Nasuprot Kalinderis-u i saradnicima (409), nase istrazivanje je pokazalo pozitivnu
korelaciju izmedu ekspresije IL-1B i IL-6 u grupi Zena sa preeklampsijom. Neadekvatna
trofoblastna invazija je opisana kao provocirajuci faktor za povisenu ekspresiju IL-1p, koja
¢e dalje stimulisati hiperprodukciju proinflamatornih Thl citokina (TNF-a, IL-2 i IL-6)

tokom citave trudnoce (538).

Nekoliko razloga moZe biti objasnjenje za dobijene drugacije rezultate naSeg
istrazivanja i ostalih sprovedenih studija. Jedan od njih je i razlika u primenjenim metodama

za kvantifikaciju citokina i njihove senzitivnosti. Razli¢ite metode pripreme seruma ili
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plazme mogu uticati na oslobadanje inflamatornih medijatora i dovesti do smanjenja
izmerenih nivoa prinflamatornih citokina (539-541). Potencijalni problemi tokom
sakupljanja uzoraka za analizu, vreme Cuvanja uzorka proteklo od uzimanja uzorka do
analize, kratak poluzivot citokina, gestacijska nedelja uzimanja uzorka i dr., su takode
potencijalni faktori koji mogu uticati na krajnji rezultat merenja. Lau i saradnici (514) su
prikazali izrazenu varijaciju u apsolutnim vrednostima nivoa citokina izmedu studija
ukljucenih u njihov sistematski pregled, objaSnjavajuci ih nekim maternalnim faktorima koji
mogu uticati na izmenjenu produkciju citokina. Na primer, TNF-a i IL-6 produkuju, izmedu
ostalog i adipociti, tako da njihove vrednosti mogu biti poviSene u grupi gojaznih Zena (542,
543). Drugo moguce objasnjenje za pokazane razlike izmedu studija je efekat cirkadijalnog
ritma (nivo TNF-o pokazuje ubrzani porast tokom ranih jutarnjih sati (544)) ili nacina
ishrane (obroci bogati mastima neposredno pre uzimanja uzoraka krvi dovode do supresije
nivoa TNF-o i povecanja nivoa IL-6 u plazmi (545)). Drugi faktori, poput fizickog i

emotivnog stresa, takode mogu uticati na nivo cirkulisuc¢ih citokina (546).

Takode, potrebno je ustanoviti da li je produkcija proinflamatornih citokina povisena od rane
trudnoce, §to bi moglo pomo¢i u predikciji 1 sprovodenju ranih tretmana u grupi Zena kod
kojih se smatra da ¢e do¢i do razvoja preeklampsije. Do sada je mali broj studija ispitivao
nivoe citokina tokom prvog i drugog trimestra trudnoc¢e. Pokazano je da serumski nivo IL-
1B i TNF-a raste pre ispoljavanja bolesti kod Zena koje ¢e kasnije tokom trudnoce razviti
preeklampsiju (522, 547). Medutim, studija iz 2015. godine uzorcima prikupljenim izmedu
111 13 nedelje gestacije pokazala je znacajno povecanje nivoa IL-1f u grupi sa gestacijskom
hipertenzijom, ali ne i u grupi zena koje su kasnije razvile preeklampsiju (548). Studija iz
2017. godine pokazala je da markeri zapaljenja i oksidativnog stresa imaju drugaciji obrazac
produkcije tokom trudnoce (mereni u toku 4 razlicita perioda gestacije), u grupi Zena koje
su razvile preeklampsiju i u grupi zdravih normotenzivnih trudnica. Pocetak drugog
trimestra je pokazao najupecatljiviju razliku u nivoima ovih biomarkera u ispitivanim
grupama, dok je TNF-a bio konstantno znacajno povisen pri svakom merenju tokom
trudnoc¢e. Nivoi biomarkera sistemskog zapaljenja i oksidativnog stresa su bili visi u grupi

terminske u odnosu na preterminsku preeklampsiju (549). Meta-analiza Lau-a i saradnika

145



(514) pokazala je znacajno povecanje koncentracija TNF-a tokom prvog trimestra, dok je
nivo IL-6 bio slican medu Zenama koje ¢e kasnije razviti preeklampsiju i zdravim
trudnicama. Rezultati za drugi trimestar su bili opre¢ni $to se tice TNF-a, dok je IL-6 i dalje

bio sli¢nih vrednosti izmedu dve ispitivane grupe (514).

Genetski ¢inioci, u sadejstvu sa imunoloskim i zapaljenskim poremecajima tokom
procesa implantacije i placentacije, poremecajem angiogeneze, naglaSenim oksidativnim
stresom i drugim faktorima, igraju bitnu ulogu u etiopatogenezi preeklampsije. Smatra se da
poremecaj jednog od navedenih mehanizama nije dovoljan da dovede do nastanka ovog
multifaktorskog oboljenja, ve¢ da je neophodna medusobna interakcija nekoliko ¢inilaca.
Pored teorije prema kojoj razvoj preeklampsije, posebno rane forme, prolazi kroz dva
stadijuma (137-140), Llurba i saradnici (376) su 2015. godine predlozili model od tri
stadijuma. Za razliku od dvostadijumskog modela, gde losa perfuzija na nivou pacente
(stadijum 1) dovodi do produkcije faktora koji su odgovorni za provociranje simptoma i
znakova preeklampsije (stadijum 2) (137-140), u trostadijumskom modelu prvi stadijum
karakteriSe nedovoljna ekspresija VEGF i PIGF, uz produkciju hipoksijom indukovanih
faktora od strane decidue, koji za posledicu imaju neadekvatno remodelovanje spiralnih
arterija i invaziju trofoblasta. U drugom stadijumu se javlja poremecaj placentarne perfuzije
1 oksidativno oStecenje, dok tre¢i stadijum obuhvata procese koji nastaju kao posledica
patoloske placente: apoptoza, zapaljenje, i oslobadanje antiangiogenih faktora (sFlt1 i SEnd),
koji dalje indukuju sistemsku endotelnu disfunkciju, sa vazokonstrikcijom i end-organskom
ishemijom, dovodec¢i na kraju do simptoma i znakova preeklampsije (376). Pretpostavlja se
da razvoj preeklampsije ne nastaje usled promene na jednom genu, ve¢ predstavlja posledicu
prisustva izmene u vecem broju razliCitih gena istovremeno. Prethodna istrazivanja su
pokusala da ustanove vezu izmedu genskih polimorfizama ¢iji produkti ucestvuju u istim,
ali 1 u razli¢itim patoloskim mehanizmima za koje se smatra da leZe u osnovi preeklampsije,

ali su njihovi rezultati vrlo nekonzistentni.

Nasa studija je prva koja je iporedo ispitivala polimorfizme gena za enzime koji ucestvuju u
razli¢itim bioloskim procesima (GST T1, GST M1, eNOS i COMT), ali ¢ije bi zajedni¢ko

delovanje ta¢nije njihove izmenjene funkcije indukovale patofizioloSke mehanizme
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(oksidativni stres, vazokonstrikciju, hipoksiju i ishemiju), za koje se smatra da se medusobno

prepli¢u i potencijalno uti¢u jedan na drugog u ctiopatogenezi preeklampsije.

Pored genetickih Cinilaca, pojave oskidativnog stresa, vazokonstrikcije, hipoksije 1
ishemije, smatra se da poremecaj imunoloskih mehanizama, konkretno sistemskog
zapaljenskog odgovora koji se pogorSava tokom trudnoce, takode predstavlja znacajan
doprinose¢i faktor za pojavu preeklampsije. S tim u vezi, naSe istrazivanje je ispitivalo
povezanosti prisustva genskih polimorfizama za GSTT1 i M1, eNOS i COMT, sa relativnom
iIRNK ekspresijom pro-inflamatornih citokina (TNF-a, IL-1p i IL-6) na celom posmatranom
uzorku, kao i u grupi Zena sa preeklampsijom. Znac¢ajna povezanost na nivou celog uzorka
ustanovljena je izmedu Vall58Met polimorfizma u COMT genu i ekspresije TNF-a iIRNK.
Recesivni homoziogti (AA) i heterozigoti (GA) su imali sli¢nu relativnu ekspresiju TNF-a
iRNK, a koja je bila znacajno viSa u odnosu na grupu dominantnih homozigota. Na osnovu
dobijenih rezultata moZemo reci da je prisustvo SNP polimorfizma za COMT u vezi za
izrazenijim proinflamatornim odgovorom u trudno¢i generalno, ta¢nije da snizena aktivnost
ovog enzima moze biti povezana sa zapaljenskim procesima koji su posredovani delovanjem
TNF-a. Pokazana je i veza izmedu prisustva gena za GST T1 i poviSene ekspresije IL-1p u
grupi sa preeklampsijom. Sli¢no ovome, IL-6 je pokazao znacajno poviSenu ekspresiju u
grupi zena sa preeklampsijom kod kojih je ustanovljeno prisustvno gena za GST M1 u
odnosu na one sa GST M1 nultim genotipom. Na osnovu dobijenih rezultata, mozemo reci
da GST i citokini najverovatnije uti¢u nezavisno na razvoj preeklampsije. S obzirom da je
ovo studija koja je prvi put ispitivala asocijaciju izmedu delecionih polimorfizama za GST
T1 i GST M1 i ekspresije proinflamatornih citokina, uloga detoksifikuju¢ih enzima i
proinflamatornih citokina, kao i njihova medusobna veza u etiopatogenezi preeklampsije

treba da bude dalje ispitana i razjasnjena.

Nase istrazivanje nije uspelo da ustanovi vezu izmedu tri naj¢eS¢a polimorfizma za eNOS
gen i ekpsresije iRNK proinflamatornih citokina, kako na nivou celog uzorka, tako i posebno
u grupi Zena sa preeklampsijom. Ranije studije su pokazale uticaj poviSenih nivoa IL-6 na
ekspresiju divljeg tipa eNOS gena (556, 557). Efekat IL-6 na eNOS je pokazan u

eksperimentalnim studijama u kojima je umeren nivo lipopolisaharida doveo do aktivacije
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IL-6 i TNF-a, koji su potom doveli do supresije eNOSa (556). Akutni efekat IL-6 na
produkciju NO je verovatno u vezi sa posttransripcijskim i posttranslacijskim izmenama
eNOS aktvnosti (557). Singh i saradnici (558) nisu pokazali vezu izmedu eNOS Glu298Asp
polimorfizma i preeklampsije, ali su osobe sa GT genotipom pokazale smanjenje NO
produkcije za 50% i znacajno povisen nivo IL-6 u odnosu na osobe sa GG genotipom. Nivo
IL-6 je bio znacajno veci kod zena sa GT genotipom u grupi sa preeklampsijom u odnosu na
kontrolu. Znac¢ajna negativna korelacija izmedu nivoa NO i IL-6 koja je pokazana u ovoj
studiji objasnjena je uticajem IL-6 na pojavu izrazenije vaskularne rezistencije u
preeklampsiji. Studija na trudnim pacovima je pokazala da IL-6 dovodi do vazokonstrikcije

i inhbicije NO-cGMP-posredovane vaskularne relaksacije (559).

Maternalni faktori rizika (visok BMI 1 puSenje), kao 1 komplikacije trudnoce
(prethodni pobacaji, ukupni i spontani, i IUZR) medu nasim ispitanicama nisu bili znac¢ajno
povezani sa ispitivanim genskim polimorfizmima i ekspresijom proinflamatornih citokina,
kako na nivou celog uzorka, tako i posebno u grupi zena sa preeklampsijom. Pove¢an BMI
je prepoznat kao nezavisni maternalni faktor rizika za razvoj preeklampsije (560). I na nivou
naseg uzorka BMI je bio znacajno visi u grupi Zena sa preeklampsijom u odnosu na zdrave
trudnice. Ovo je prvo istrazivanje koje je pokusSalo da ustanovi vezu izmedu gojaznosti i
genskih polimorfizama za GST T1, GST M1 i eNOS u preeklampsiji. Do sada su sprovedena
istrazivanja koja su pokusala da dovedu u vezu polimorfizme gena za GST 1 eNOS sa
pojavom gojaznosti. Studija na mladim Arapima je pokazala da je prisustvo GST M1+/GST
T1-i GST M1-/GST T1- kombinacije genotipova povezano sa povecanjem rizika za pojavu
gojaznosti (561). Istrazivanje na opstoj populaciji je pokazalo da nosioci varijantnog alela
G894T i VNTR eNOS polimorfizama imaju povecan rizik za gojaznost (562). Pokazano je
da kateholamini uti¢u na mobilizaciju lipida preko lipolize masnog tkiva (563). Konkretno,
estrogen i androgeni su ukljuceni u regulaciju telesne masnoce, dok estradiol verovatno
stimuliSe preadipocitnu proliferaciju i diferencijaciju. Dodatno, pokazano je da 2-ME
inhibise preadipocitnu proliferaciju i diferencijaciju in vitro (563). Studija iz 2004. godine
(564) je pokazala da rs4680 SNP COMT gena umereno utice na vezbanjem indukovan

gubitak masti, a istrazivanje iz 2008. godine (565) je pokazalo da je isti ovaj polimorfizam
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povezan sa poviSenim odnosom obima struk/kuk i abdominalnim sagitalnim dijametrom.
Pokazano je da su trudnice sa BMI >25 kg/m2 i homozigotnom mutacijom Met/Met imale
zna€ajno visi nivo dijastolnog krvnog pritiska u odnosu na dominantne homozigote
(Val/Val), sto ukazuje na potencijalni zajednicki uticaj genetickih i maternalnih faktora na
nivo krvnog pritiska (323). Medutim, slicno nasim rezultatima, Hill i saradnici (504) nisu
uspeli da ustanove vezu izmedu maternalnih COMT haplotipova ili individualnih SNP i BMI

u grupi Zena sa preeklampsijom.

NasSe istrazivanje je prvi put pokusalo da ispita vezu izmedu relativne iRNK ekspresije
proinflamatornih citokina i gojaznosti u preeklampsiji. Medutim, na nivou celog ispitivanog
uzorka, ali i posmatrano samo u grupi preeklampsija, nije ustanovljena veza izmedu
vrednosti BMI i ekspresije TNF-a, IL-1p i IL-6. Pokazano je da gojaznost ili ishrana bogata
mastima uticu na remodelovanje uteroplacentarnih i fetalnih krvnih sudova, kao i na krvni
protok, koji posledi¢no dovode do pojave placentarne hipoksije i ishemije. Endotelna
disfunkcija, koja nastaje kao posledica prethodno navedenih mehanizama dovodi do
indukcije sistemskog zapaljenskog odgovora. Istrazivanje na majmunima je pokazalo da je
placenta gojaznih majmuna imala znacajno povecan broj proinflamatornih makrofaga, uz
prisustvo insulinske rezistencije, povec¢anje koncentracije leptina, IL-6, i TNF-a (566). Kako
bi se dobila jasnija slika potencijalne veze izmedu gojaznosti 1 zapaljenja u preeklampsiji,
potrebno je sprovesti istrazivanja na ve¢em uzorku Zena, sa pra¢enjem nivoa citokina tokom
razli¢itih perioda trudnoce kod gojaznih i negojaznih Zena sa preeklampsijom. Takode,
ekspresija citokina moZe zavisiti 1 od stepena gojaznosti, sa moguéim izrazenijim
zapaljenskim odgovorom kod ekstremno gojaznih (BMI > 30 kg/m?), tako da bi buduéa
istrazivanja mogla biti usmerena na pracenje nivoa proinflamatornih citokina u zavisnosti
od vrednosti BMI. Nase ispitanice sa preeklampsijom su imale srednju vrednost BMI-a pre

trudnoce 25.46 * 4.36 kg/m?, §to je moglo uticati na dobijene rezultate.

Ovim istrazivanjem nismo uspeli da ustanovimo vezu izmedu prethodnih pobacaja
sa ispitivanim genskim polimorfizmima, kada je analiziran ceo uzorak, ali ni na nivou grupe
zena sa preeklamspijom. Od GST porodice enzima, do sada je ispitivan uticaj GST P11 GST

O1 na pojavu ponovljenih spontanih pobacaja, s obzirom da je njihova aktivnost najvise
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izrazena na nivou placente i decidue (567, 568). Rezultati su pokazali da je GST P1 b-1b
genotip bio znacajno ¢eS¢i u grupi sa ponovljenim ranim spontanim pobacajima u odnosu na
kontrole (567). Takode, prisustvo SNP za GST O1 E208K je bilo povezano sa pojavom
ponovljenih pobacaja (568). Pretpostavlja da polimorfizmi gena za GST P1 i GST O1
dovode do smanjenja enzimske aktivnosti i posledi¢no poremecaja placentarne
detoksifikacije, koja ¢e predstavljati faktor rizika za pojavu ponovljenih ranih pobacaja.
Studija koja je spitivala vezu izmedu GST T1 i GST M1 delecionog polimorfizma i
ponovljenih pobacaja, ustanovila je da jedino osobe sa GST M1 nultim genotipom imaju

povecan rizik od pojave rekurentnih pobacaja, i to ¢e$cih i ranih (569).

Sto se ti¢e polimorfizama za eNOS gen, pokazano je postojanje znalajne povezanosti
izmedu T-786C polimorfizma i -786C-4a-894G haplotipa sa poveéanim rizikom za pojavu
ponovljenih spontanih pobacaja (570). Medutim, rezultati drugih studija na razli¢itim
populacijama to ne potvrduju (571, 572). Meta-analiza objavljena ove godine, koja je
ispitivala povezanost izmedu tri najées¢a eNOS polimorfizma (VNTR 4b/a, G894Z, T-
786C) i povecanog rizika za pojavu ponovljenih spontanih pobacaja, (573) je u odnosu na
prethodne meta-analize na istu temu, u obzir uzela vise podataka iz literature, ispitivano je
vise genskih lokusa, i analizirano je viSe podgrupa ispitanica (574-576). Rezultati ove meta-
analize su pokazali da je VNTR polimorfizam povezan sa pojavom ponovljenih spontanih
pobacaja u svim genskim modelima izuzev za recesivni model (aa u odnosu na bb + ab).
G894T polimorfizam je takode pokazao znacajnu povezanost sa ponovljenim pobacajima,
kao i polimorfizam T-786C. Razlog za nepodudarnost rezultata nase i drugih studija moze

biti razlika u rasnoj i etni¢koj pripadnosti, kao i mali broj ispitivanih trudnica.

S obzirom da steroidni hormoni imaju zna¢ajnu ulogu u odrZavanju trudnoce, neravnoteza u
njihovom metabolizmu moZe uzrokovati mnoge poremecaje trudno¢e. Tokom normalne
trudnoce nivo 2-ME raste u skladu sa porastom nivoa hormona trudnoée (214). Smanjena
koncentracija 2-ME, glavnog metabolita COMT enzima, dovodi do povecanja ekspresije
HIF-1a i smanjenja pritiska kiseonika na nivou placente, koji je praéen poremecajem
angiogeneze i adekvatne modifikacije spiralnih arterija (492). Iako su nasi rezultati pokazali

vezu izmedu COMT polimorfizma i rizika za pojavu preeklampsije, ova genska varijanta
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nije bila u vezi sa prethodnom pojavom spontanih pobacaja. Do sada veza izmedu
Vall158Met COMT polimorfizma i spontanih pobacajna nije ispitivana, tako da su potrebne
studije na ve¢em uzorku i u okviru razli¢itih etni¢kih grupa kako bi se dobila jasnija slika o

njihovoj povezanosti.

Dobro je poznato da je adekvatan imunoloski odgovor majke, zajedno sa
uravnotezenim zapaljenskim odgovorom, ekvivalent uspesne trudnoce (512, 513). Izrazen
zapaljenski odgovor je direktno povezan sa povec¢anjem maternalnog i fetalnog morbiditeta
1 mortaliteta. Poremecaj zapaljenske reakcije dovodi do pojave spontanih pobacaja,
prevremenih porodaja, IUZR-a, i fetalne smrti (350). Utvrdivanje konkretnih zapaljenskih
procesa koji su u vezi sa odredenim tipovima komplikacija u trudno¢i u buduénosti bi moglo
pomoc¢i u implementiranju novih dijagnostickih i terapijskih modela. Ipak, nasi rezultati nisu
uspeli da ustanove vezu izmedu ekspresije proinflamatornih citokina (TNF-a, IL-1p i IL-6)
sa pojavom pobacaja i IUZR-om. Razlog je verovatno drugaciji patofzioloski mehanizam
preko kog zapaljenski odgovor uti¢e na pojavu preeklampsije i drugih poremecaja trudnoce,
poput pobacaja i [UZR-a. Takode, nedovoljan broj ispitanica sa ovim poremecajima na

nivou naseg uzorka, bi mogao uticati na dobijene rezultate.

Preeklampsija je prepoznata kao naj€esc¢i uzro€nik pojave IUZR, poseno njena rana
forma. Sto se ti¢e eNOS polimorfizma i pojave [UZR-a, studija koja je poredila grupu Zena
sa preeklampsijom i bez IUZR-a sa zdravim trudnicama dobila je sli¢nu distribuciju alela i
genotipova za Glu289Asp eNOS polimorfizam. Nisu uzimali u obzir teZinu poremecaja, kao
ni gestacijsku nedelju, s obzirom da je poznato da je rana i teska preeklampsija najcesce
pracena i poremecajem u rastu ploda (577). Dalje, u grupi Zena homozigota za eNOS 894T
alel pokazan je povecan rizik za razvoj preeklampsije, kao i za pojavu IUZR, sa dodatnim
povecanjem rizika u prisustvu polimorfizma gena za angiotenzin konvertujuci enzim (ACE)
(578). S obzirom da naSe istrazivanje nije uspelo da ustanovi vezu izmedu eNOS genskih
polimorfizama i pojave IUZR-a, potrebno je sprovesti jo§ studija na ve¢em uzorku, sa

prosirenjem ispitivanja na sve najcesce polimorfizme.

Prethodne studije su dovele u vezu polimorfizme gena za citohrom P450 1Al (CYP1Al),
GST T1 i insulinu slicnom faktoru rasta-1 (IGF-1) sa pojavom SGA (579, 580). Dve studije
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su pokazale da je homozigotna varijanta MetMet COMT gena bila povezana sa poviSenim
rizikom za SGA u preeklampsiji (322, 324). Lim i saradnici (324) su takode pokazali da je
kombinacija polimorfizama u COMT i CYP1A1 genu nosila preko 15 puta povecan rizik za
SGA kod osoba sa preeklampsijom. Snizena COMT aktivnost onemogucéava adekvatno
metabolisanje kateholnih estrogena, stoga dovodi do njihove akumulacije, i posledi¢no
pojave oksidativnog oSte¢enja DNK (581-583), sto se povezuje sa SGA na kraju trudnoce
(584). Suprotno ovome, rezultati Krnjete i saradnika (496) su ukazali na smanjenje rizika za
pojavu SGA za MetMet nosioce u grupi zena sa ranom teSkom preeklampsijom. Opreéni
rezultati prethodnih istrazivanja, uz naSe rezultate koji nisu ustanovili vezu izmedu
polimorfizma u COMT i pojave IUZR-a u preeklampsiji, namec¢u potrebu za novim

istrazivanjima na razli¢itim populacijama i na ve¢em uzorku.

Studija iz 2012. godine (585) ispitivala je uticaj pusenja u kombinaciji sa
polimorfizmima za GST T1 i GST M1 na porodajnu telesnu masu kod jednoplodnih
trudnoca, nakon uparivanja za godine starosti, BMI, arterijski pritisak i paritet. Pokazano je
da GST T1 nulti genotip samostalno, ili u kombinaciji sa GST M1 nultim genotipom ima
znacajan efekat na pojavu SGA kod pusaca. Uticaj delecionog polimorfizma GST T1 na
pojavu IUZR-a kod trudnica pusaca je takode ustanovljena (586). Nikotin, glavni alkaloid u
duvanskom dimu, dovodi do vazokonstrikcije krvnih sudova materice i dovodi do izrazene
apoptoze sinciciotrofoblasta placente (587-589). Pokazano je da se nikotin i drugi Stetni
metabolicki produkti policikliénih aromati¢nih ugljovodonika sakupljalju u, i prolaze
placentu pusaca (587-592). Uz cinjenicu da hroni¢na hipoksija nastala nakon izlaganja
duvanu moze uticati na zastoj u rastu ploda, fetalna podloZnost slabijem napredovanju koje
je posredovano puSenjem najverovatnije nastaje kao rezultat fetalnih i/ili maternalnih
polimorfizama u enzimima koji ucestuju u dvofaznoj metabolickoj reakciji neutralisanja

hemijskih kancerogena i toksina, medu kojima se nalazi i GST T1 kao enzim Il faze.

Ipak, nasSe istraZivanje nije uspelo da ustanovi vezu izmedu puSenja i polimorfizama gena za
GST T1, GST M1 i eNOS, u celom ispitivanom uzorku trudnica, i u grupi Zena sa
preeklampsijom. Iako je pusenje prepoznato kao faktor rizika za pojavu razli¢itih oboljenja,

rezultati dosadasnjih istrazivanja upucuju na potencijalni protektivni ekefat puSenja kada je

152



u pitanju pojava preeklampsije. Njegov pozitivni efekat se ogleda kroz dejstvo produkta
sagorevanja duvana, ugljen monoksida (CO), za koji je pokazano da ima vazodilatatorno

dejstvo na nivou placente i ¢iji nivo je povisen kod pusaca (158, 593-595).

Nasi rezultati, sagledani zajedno sa rezultatima prethodnih istrazivanja bi mogli
pomo¢i u boljem razumevanju potencijalnih markera koji bi posluzili u identifikaciji Zena
koje pokazuju genetsku predispoziciju za razvoj preeklampsije i doprineti razvijanju novih
prognostickih i terapijskih pristupa za ovu grupu trudnica. Neophodno je sprovesti jo$
multicentri¢nih studija na ve¢em uzorku, kako bi se dao jasniji odgovor o ulozi odredenih
faktora rizika i njihovom efektu na potencijalne patofizioloske mehanizme koji su znaéajni
u etiopatogenezi preeklampsije. Pored genetickih ispitivanja majke, neophodno je iste
markere ispitati i kod fetusa, i u tkivu posteljice, radi jasnije procene odnosa maj¢inog i
fetalnog genotip i njihovog uticaja na procese za koje se smatra da dovode do razvoja

preeklampsije.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata sprovedenog istrazivanja mogu se doneti slede¢i zakljucci:

1. Vrednosti sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska i BMI pre i u trudno¢i su bile

znacajno vece U grupi preeklampsije u odnosu na kontrolu.

Serumske vrednosti uree, ukupnih proteina, fibrinogena, mokraéne kiseline, AST,
LDH, CK, i proteinurije su bile znac¢ajno povisene, dok je vrednost hemoglobina bila
znacajno manja u grupi preeklampsije u odnosu na kontrolu; prisustvo edema je bilo

znacajno ¢eSc¢e u grupi preeklampsije u odnosu na kontrolu.

Od posmatranih perinatalnih ishoda ucéestalost carskog reza je bila znacajno veca, a
gestacijska nedelja rodenja, Apgar score u 1. 1 5. minutu i antropometrijske mere
novorodenceta su bili znacajno manji u grupi preeklampsija u odnosu na zdrave

trudnice;

Svi posmatrani negativni neonatalni ishodi su bili znacajno ¢es¢i u grupi slucajeva u

odnosu na kontrolu.

GSTMI nulti genotip je nosio povecan rizik za pojavu preeklampsije, i to teSke 1
kasne forme, dok su nosioci GSTT1 nultog genotipa bili u povecanom riziku za
razvoj rane preeklampsije. Kombinacija genotipova GST T1-/GST M1+ je bila
povezana sa pojavom teske i rane, GST T1+/GST M1- samo sa teskom formom
preeklampsije, dok su trudnice sa GST T1-/GST M1- genotipom imale ¢ak 12 puta

veli rizik za razvoj teSke i rane forme preeklampsije.

Polimorfizam T-786C eNOS polimorfizam je takode pokazao asocijaciju sa
preeklampsijom. Trudnice nosioci varijantnog alela C su imale povecan rizik od

razvoja rane preeklampsije.

. Trudnice homozigoti za VNTR polimorfizam eNOS gena imale su 7,5 puta poveéan
rizik za pojavu preekampsije, sa najiizrazenijim rizikom za razvoj lakog i kasnog

oblika bolesti.
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10.

11.

12.

13.

14.

Haplotip sa tri divlja tipa alela ispitivanih polimorfizama gena za eNOS, “G-T-b”
pokazao je protektivni efekat, dok su nosioci haplotipa “G-C-b” imali 3 puta povecan

rizik za pojavu ovog hipertenzivnog poremecaja u trudnogi.

Homozigoti za Val158Met COMT polimorfizam limali su povecan rizik za pojavu

preeklampsije i to 9 puta za razvoj teske, i blizu 7 puta za razvoj rane preeklampsije.

Ekpsresija TNF-a i IL-1p gena bila je znacajno poviSena u grupi preeklampsije u
odnosu na kontrolu. Za TNF- o ovaj trend je zadrzan bez obzira na stepen tezine
preeklampsije (laka/teska) i gestacijsku nedelju ispoljavanja simptoma i znakova
(rana/kasna), dok je nakon podele na podgrupe ekspresija IL-1f bila znacajno

poviSena u grupi teSke i kasne preeklampsije u odnosu na zdrave trudnice.

Pozitivna korelacija proinflamatornih citokina zabelezena je izmedu TNF-a 1 IL-1f3

na nivou celog ispitivanog uzorka, i izmedu IL-1p i IL-6 u grupi preeklampsije.

Uocena je znacajna povezanost izmedu COMT GA 1 AA genotipova i poviSene

relativne ekspresije TNF-a na nivou celog uzorka.

Uocena je zna€ajna povezanost izmedu prisustva GST T1 gena i poviSene relativne
ekspresije IL-1p, kao i izmedu prisustva GST M1 gena i povisene relativne ekspresije

IL-6 u grupi preeklampsije.

Nije uocena povezanost izmedu epidemioloskih faktora rizika trudnice (BMI,
pusenje, prethodni pobacaji, IUZR) sa ispitivanim polimorfizmima, kao ni sa

ekspresijom proinflamatornih citokina.
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