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POKAZATELJI OKSIDATIVNOG STRESA, LIPIDNI PROFIL I STATUS
ENZIMA PARAOKSONAZA 1 TOKOM TRUDNOCE BEZ KOMPLIKACIJA I
NAKON PORODAJA

SAZETAK

Veliki broj studija poslednjih godina bavi se ispitivanjem potencijalnog
aterogenog efekta trudnoce na zdravlje Zene u kasnijem zivotnom dobu. Rezultati ovih
istrazivanja su kontradiktorni i dok jedni iskljucuju tu povezanost, drugi ukazuju na
¢injenicu da veéi broj trudnoca povecava rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti
(KVB) u kasnijem zivotu.

Povecan rizik za razvoj KVB vidi se u specificnim metabolickim promenama u
trudno¢i, a uslovljen je pre svega intenzivnim oksidativnim stresom i izmenjenim
lipidnim profilom.

Oksidativni stres predstavlja poremecaj ravnoteze oksidoredukcionih procesa u
organizmu koji nastaje zbog prekomernog stvaranja slobodnih kiseonikovih radikala
(ROS), a koje ¢Celijski homeostatski mehanizmi nisu u stanju da neutraliSu. Slobodni
kiseonikovi radikali igraju znacajnu ulogu kao sekundarni glasnici u mnogim ¢elijskim
signalnim procesima, omogucavajuéi ¢elijsku homeostazu, a njihova velika reaktivnost
potice od jednog ili viSe nesparenih elektrona. Kada se narusi ravnoteza sa
antioksidativnim sistemom, a to se deSava kada su slobodni kiseonikovi radikali u
visokim koncentracijama, dolazi do ozbiljnih oSte¢enja bioloskih molekula, §to za
posledicu ima niz patofizioloskih i patoloskih promena, pa i smrt Celije. Zbog toga
oksidativni stres ima znacajnu ulogu u patogenezi mnogih komplikacija koje mogu
nastati tokom trudnoce, kao Sto su preeklampsija, spontani pobacaj, zastoj u razvoju
fetusa, gestacijski dijabetes melitus, prevremeni porodaj i dr. Takode je pokazano da
postoji veza izmedu oksidativnog stresa majke i tezine novorodenceta. Upravo ova
povezanost oksidativnog stresa 1 komplikacija u trudno¢i, ishoda trudnoce 1 razvoja
fetusa, predmet je intenzivnog istrazivanja poslednjih godina.

U toku trudnoc¢e dolazi do povecane koncentracije lipidnih parametara, ali 1
povecanog nakupljanja triglicerida u LDL cesticama, usled ¢ega one postaju male i

guste Cestice sa mnogo vecim aterogenim potencijalom. Lipidi u malim gustim LDL



normalne gustine. Smatra se takode, da male guste LDL cCestice doprinose endotelijalnoj
disfunkciji u preeklampsiji.

Poznato je da HDL lipoproteinske cestice imaju ateroprotektivnu ulogu u
metabolizmu lipida, a smatra se da ovaj protektivni ucinak omoguéuje enzim
paraoksonaza (PONI1, arildialkilfosfataza, EC 3.1.8.1) koja je sastavni deo ovih Cestica i
ima antioksidativna svojstva. Dokazano je da ovaj enzim ima sposobnost da spreci
stvaranje novih i razgradi ve¢ stvorene lipidne hidroperokside na LDL lipoproteinskim
Cesticama. Neki autori su utvrdili snizenu aktivnost ovog antioksidativnog HDL-enzima
u stanjima koja su povezana sa povecanim rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti
(diabetes mellitus, ateroskleroza), kao i da su niZe aktivnosti ovog enzima uocene kod
starijih ispitanika u odnosu na mlade.

Na oksidativni status trudnica takode uti¢u zivotne navike, ishrana, pusenje,
izlozenost zagadenju okoline. PuSenje dovodi do povecane produkcije slobodnih
radikala, smanjenja antioksidativnog kapaciteta plazme 1 poslediéno nastanka
oksidativnog stresa. Aktivno i pasivno puSenje izaziva oksidativni stres i kod trudnica, a
sli¢an efekat ima 1 na fetus. Tezina trudnice takode predstavlja znacajan aspekt o¢uvanja
oksidativnog balansa, a prekomerna tezina doprinosi povecanju oksidativnog stresa i
komplikacija u trudno¢i, kao Sto je preeklampsija, gestacijski dijabet, hipertenzija i
povecava rizik razvoja kardiovaskularnog oboljenja u kasnijem Zivotu.

Nase istrazivanje je sprovedeno na grupi od 43 zdrave trudnice, kod kojih su
trudnoca 1 porodaj prosli bez komplikacija 1 42 zdrave negravidne Zene uparene po
godinama. Ispitane su promene parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite,
lipidnih parametara, aterogenih indeksa, subfrakcija LDL i HDL cestica i aktivnost i
status enzima paraoksonaza 1. Promene navedenih parametara ispitali smo u prvom,
drugom, tre¢em trimestru, neposredno pred porodaj i sedam nedelja nakon porodaja 1
poredili ih sa vrednostima kontrolne grupe zdravih negravidnih Zena. Ispitan je uticaj
telesne tezine trudnica tokom trudnoce, kao 1 uticaj puSenja i suplementacije vitaminima
na parametre oksidativnog stresa, lipidne parametre i aktivnost enzima paraoksonaza 1.
Takode je ispitana povezanost parametara oksidativnog stresa, lipidnih parametara i

aktivnosti paraoksonaze 1 sa telesnom masom, duZinom i obimom glave norodencadi.



Kod ispitanica su se od antropometrijskih karakteristika merili telesna masa 1
telesna visina da bi se izraCunao indeks telesne mase (ITM), kao i dobijanje na tezini
tokom trudnoce. Pri svakom ispitivanju meren je i krvni pritisak.

Od biohemijskih parametara odredivana je koncentracija glukoze, ukupni
proteini, albumin, hsCRP, mokra¢na kiselina i parametri lipidnog statusa (ukupni
holesterol, trigliceridi, HDL-holesterol, LDL-holesterol, apolipoprotein Al i
apolipoprotein B) koriS¢enjem gotovih komercijalnih testova. 1z dobijenih vrednosti
lipida izracunati su aterogeni indeksi, a odredene su i subfrakcije LDL i HDL cestica.
Za proveru zdravstvenog stanja ispitanica odredivani su i kreatinin, ureja, AST, ALT,
bilirubin, kao 1 krvna slika.

Od parametara oksidativnog stresa odredivani su koncentracija tiobarbiturna
kiselina — reagujuce supstance (TBARS), produkti uznapredovale oksidacije proteina
(AOPP), lipidni peroksidi (LOOH), totalni oksidativni status (TOS) i prooksidativni/
antioksidativni balans (PAB). Od parametara antioksidativne zaStite, odredivana je
aktivnost enzima superoksid dismutaze (SOD), koncentracija sulthidrilnih grupa (SH),
totalni antioksidativni status (TAS), aktivnost i status enzima paraoksonaza (PON1).

Rezultati istrazivanja pokazali su povecanje parametara oksidativnog stresa u
trudno¢i u poredenju sa kontrolnom grupom negravidnih Zena, i intenziviranje rasta
ispitivanih parametara razvojem trudnoce. Pocetak trudnoce prati sniZenje parametara
antioksidativne zaStite u poredenju sa zdravim negravidnim Zenama, sa intenziviranjem
antioksidativnog odgovora u treCem trimestru trudnoce. Nakon porodaja stanje
pojacanog oksidativnog stresa je 1 dalje prisutno, uz odgovaraju¢i antioksidativni
odgovor. Parametri lipidnog profila u trudno¢i su izmenjeni u pravcu hiperlipidemije,
izmenjena je veli¢ina i struktura HDL 1 LDL ¢estica pri ¢emu one postaju manje i gusce.
Aktivnost enzima PONI iako vec¢a u odnosu na kontrolnu grupu na pocetku trudnoée,
tokom trudnoc¢e opada. Dobijanje na tezini tokom trudno¢e dovodi do porasta
parametara oksidativnog stresa, antioksidativne zastite, lipidnih parametara i do snizenja
vrednosti enzima PON1. PuSacke navike uticu na povecanu vrednost LDL-holesterola,
TOS-a i snizenje aktivnosti PON1.

Na osnovu rezultata sprovedenog istrazivanja moze se zakljuciti da je fizioloSka
nekomplikovana trudno¢a stanje pojacanog oksidativnog stresa, adekvatnog

antioksidativnog odgovora, sa izmenjenim lipidnim profilom u pravcu hiperlipidemije i



potencijalnim proaterogenim remodeliranjem liporoteinskih LDL 1 HDL cestica u
pravcu manjih 1 guS¢ih Cestica. Snizena aktivnost enzima PON1 uz povecanje telesne
tezine 1 loSe Zivotne navike poput puSenja koje dalje pojacavaju stvaranje potencijalno
rizi¢nih parametara, ¢ine metabolicke promene u trudno¢i potencijalno proaterogenim i
osnovom za razvoj neke od komplikacija u trudnoéi, pre svega preeklampsije.

Obzirom da zdrave trudnice imaju normalan tok trudno¢e bez komplikacija, sa
porodajem u predvidenom terminu i zdravom rodenom decom, navedene metabolicke
promene koje su zapravo esencijalne za pravilan tok trudnoce i razvoj fetusa nalaze se
pod kontrolom odgovaraju¢ih mehanizama koji omoguéavaju normalnu fiziologiju

trudnoce 1 zdravo potomstvo.
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INDICATORS OF OXIDATIVE STRESS, LIPID PROFILE AND STATUS OF
THE ENZYME PARAOXONASE 1 IN PREGNANCY WITHOUT
COMPLICATION AND AFTER DELIVERY

ABSTRACT

A large number of studies conducted in the last couple of years deal with
researching of potential atherogenic effect of pregnancy on the health of women of
advanced age. The results of this research are contradictory and while some exclude the
possibility of such connection, others point out that a large number of pregnancies
increase the risk of development of cardiovascular diseases (CVD) later in life.

Increased risk of developing CVD can be identified in specific metabolic
changes that occur during pregnancy which is primarily caused by intensive oxidative
stress and changes in lipid profile.

Oxidative stress is an imbalance between oxidation and reduction processes in
the body that occurs as a result of excessive generation of reactive oxygen species
(ROS) which cellular homeostatic mechanisms are unable to neutralise. Reactive
oxygen species play an important part as secondary messengers in many cell signalling
processes, thus enabling homeostasis of cells and their high reactivity comes from one
or more unmatched electrons. When the balance with antioxidant system is disturbed,
which occurs as a result of high concentration of reactive oxygen species, biomolecules
sustain serious damage which leads to a series of pathophysiological and pathological
changes and even to cell death. For this reason, oxidative stress plays an important role
in pathogenesis of many complications which may occur during pregnancy, such as
preeclampsia, miscarriage, intrauterine growth restriction growth, gestational diabetes
mellitus, preterm birth etc. It has also been ascertained that there is a correlation
between oxidative stress of mother and weight of newborn. Precisely this correlation
between oxidative stress and pregnancy complications, pregnancy outcome and fetal

growth, has been a subject of extensive research over the last couple of years.



Lipid parameters increase during pregnancy, as well as the accumulation of
triglycerides in LDL particles which causes them to become small and dense particles
with much greater atherogenic potential. Lipids in small dense LDL particles are more
sensitive to oxidative modification than LDL particles of normal density. Aside from
this, LDL particles are believed to contribute to endothelial dysfunction in
preeclampsia.

It is known that HDL lipoprotein particles play atheroprotective role in
metabolism of lipids and this protective effect is believed to be enabled by enzyme
paraoxonase (PON1, aryldialkylphosphatase, EC 3.1.8.1) which constitutes an integral
part of these particles and has antioxidant properties. It has been proved that this
enzyme has the ability to prevent formation of new and degradation of already created
lipid hydroperoxides on LDL lipoprotein particles. Some authors have found reduced
activity of this antioxidant HDL enzyme in conditions connected with the increased risk
of development of cardiovascular diseases (diabetes mellitus, arteriosclerosis) and
observed lower activity of this enzyme in older than in younger examinees.

Oxidative status of pregnant women is also affected by lifestyle, nutrition,
smoking, and exposure to environmental pollution. Smoking leads to increased
production of free radicals, reduction of plasma antioxidant capacity and consequently,
occurrence of oxidative stress. Active and passive smoking causes oxidative stress in
pregnant women and has a similar effect on the fetus. The weight of pregnant women is
also an important aspect of preservation of oxidative balance, whereas overweightness
contributes to the increase in oxidative stress and complications during pregnancy, such
as preeclampsia, gestational diabetes, hypertension and increased risk of developing
cardiovascular diseases later in life.

Our research has been conducted on a group of 43 healthy pregnant women that
went through pregnancy and labour without any complications and 42 healthy non-
pregnant women paired according to their age. It consisted of examining the changes in
parameters of oxidative stress and antioxidative protection, lipid parameters,
atherogenic indexes, LDL and HDL subfractions and activity and status of enzyme
paraoxonase 1. The changes of the above parameters have been tested in first, second,
third trimester, just before labour and seven weeks after child birth and compared with

the values of control group of healthy non-pregnant women. The effect of the body



weight of pregnant women as well as of smoking and vitamin supplementation to
oxidative stress parameters, lipid parameters and activity of enzyme paraoxonase 1 have
also been examined. Aside from this, connection of parameters of oxidative stress, lipid
parameters and activity of paraoxonase 1 with body mass and length and circumference
of newborn’s head have been explored as well.

Body mass and body height of the examinees are the anthropometric
characteristics that have been measured in order to calculate body mass index, as well as
weight gain during pregnancy. Each testing included measurement of blood pressure.

The biochemical parameters that have been measured using ready-made
commercial tests are glucose level, total proteins, albumin, hs-CRP, uric acid and
parameters of lipid status (total cholesterol, triglycerides, HLD cholesterol, LDL
cholesterol, apolipoprotein Al and apolipoprotein B). The obtained values of lipids have
been used to calculate atherogenic indexes and to identify LDL and HLD subfractions.
The parameters measured to determine the health condition of the examinees are
creatinine, urea, AST, ALT, bilirubin and blood count.

The parameters of oxidative stress that have been determined are concentration
of thiobarbituric acid reactive substance (TBARS), advanced oxidation protein products
(AOPP), lipid peroxides (LOOH), total oxidative status (TOS) and prooxidative/
antioxidative balance (PAB). The antioxidative protection parameters that have been
measured are activity of enzyme superoxide dismutase (SOD), concentration of
sulthydryl groups (SH), total antioxidant status (TAS), activity and status of enzyme
paraoxonase (PON1).

The research results have shown an increase in oxidative stress parameters
during pregnancy in comparison with the control group of non-pregnant women, as well
as intensification of the growth of the examined parameters as the pregnancy advances.
The beginning of pregnancy is followed by reduction of the parameters of antioxidative
protection in comparison with healthy non-pregnant women and intensification of
antioxidant response in the third trimester of pregnancy. After delivery, the state of
increased oxidative stress is still present with suitable antioxidant response. The
parameters of lipid profile change in pregnancy towards hyperlipidemia, the size and
structure of HDL and LDL particles changes and they become smaller and denser.

Although higher in comparison with the control group at the beginning of pregnancy,



the activity of PON1 enzyme decreases during pregnancy. Weight gain during
pregnancy leads to an increase in parameters of oxidative stress, antioxidative
protection, lipid parameters and decrease of PON1 enzyme value. Smoking habits cause
an increase of LDL cholesterol and TOS and reduction of PON1 activity.

Based on the results of the conducted research, it can be concluded that
physiologically uncomplicated pregnancy is a state of increased oxidative stress,
suitable antioxidative response, with changed lipid profile towards hyperlipidemia and
potential proatherogenic remodelling of lipoprotein LDL and HDL particles towards
smaller and denser particles. Lowered activity of PON1 enzyme with increase in body
weight and poor lifestyle with smoking habit which further increase development of
potentially risky parameters, make metabolic changes that occur during pregnancy
potentially proatherogenic, thus creating susceptibility to development of complications
during pregnancy, primarily preeclampsia.

Since healthy pregnant women have normal course of pregnancy without
complications, with timely delivery and healthy newborns, the presented metabolic
changes which are essential for proper course of pregnancy and fetal growth are
controlled by suitable mechanisms which enable normal physiology of pregnancy and

healthy offspring.
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1. UVOD

1.1. METABOLICKE PROMENE U TRUDNOCI

Trudnoc¢a je dinamicko stanje, sa serijom kontinuiranih fizioloskih metabolickih
promena u organizmu zene u cilju prilagodavanja potrebama rasta i razvoja fetusa, te
pripremi za porodaj i laktaciju (1, 2). Promene metaboli¢kih parametara nesumnjivo
Siroko variraju od Zene do zene, zavisno od nutritivnog stanja pre trudnoce, veli¢ine
fetusa 1 zivotnih navika Zene. Normalan razvoj fetusa zahteva odgovarajucu
raspolozivost hranljivih materija kao S$to su glukoza, slobodne masne Kkiseline,
nezasi¢ene masne kiseline, aminokiseline, vitamini i minerali (1, 2).

Metaboli¢ke promene kod trudnica desavaju se ve¢ u ranoj trudno¢i. U prvim
nedeljama nakon koncepcije placenta je ve¢ formirana i poc¢inje da lu¢i hormone koji
uticu na metabolizam svih hranljivih materija. Humani horionski gonadotropin se
detektuje u serumu i urinu nekoliko dana nakon inplantacije (1). Serumske
koncentracije ovog hormona rastu ubrzano tokom rane trudnoée i dosezu svoj
maksimum oko 60 dana nakon koncepcije. Nakon toga vrednosti isto tako brzo opadaju,
da bi dosegle relativno nisku vrednost koja se odrzava sve do termina porodaja (1).

Humani placentalni laktogen raste progresivho tokom trudnoce, a njegova
potpuna funkcija nije najjasnija (1). Medutim, obzirom da je bioloski slican hormonu
rasta, moguce je da predstavlja neku vrstu faktora rasta za fetus 1 placentu. Ovaj hormon
takode uti¢e na metabolizam ugljenih hidrata i masti.

Biosinteza estrogenih hormona (estron, estradiol i estriol) je sloZen proces koji
ukljucuje majku, fetus i placentu (1-3). Estrogeni, pored uticaja na matericu i druge
reproduktivne organe, utiCu takode 1 na metabolizam ugljenih hidrata, lipida 1
metabolizam kostiju. Progesteron raste progresivno tokom trudnoce, relaksira glatke
miSice 1 uti€e na atoniju gastrointestinalnog i urinarnog trakta (1, 3).

Rana faza trudnoée oznacava se kao anabolicka faza, a kasna trudnoéa koja je
pracena kompleksnijim metaboliCkim procesima zahvaljujuéi interakciji majke 1 fetusa,

oznacava se kao katabolicka faza (1-3).



Serumski albumin je niZi 8-10% u prvih deset nedelja trudnoc¢e (1). Obzirom da
je nosaC za mnoge hranjive elemente, ovo moze objasniti sniZenje koncentracije
cirkuliSu¢ih nutrienata u tom periodu. Povecanje volumena plazme tokom trudnoce
krec¢e se od 50 mL u 10-0j nedelji gestacije do 800 mL u 20-0j nedelji gestacije sa
posledi¢nim opadanjem koncentracije cirkuliSu¢ih nutrienata (1-3).

Metabolizam lipida je esencijalan za razvoj nekomplikovane, zdrave trudnoce
(3). Masne kiseline su vazan izvor energije i vazan element u sintezi celijskih
membrana, dok je holesterol vazan za sintezu steroidnih hormona, a takode i ¢elijskih
membrana. Nakon prvih 10 nedelja trudnoée serumski trigliceridi su za oko 20% visi
kod trudnica u odnosu na negravidne zene (1-3), a do termina porodaja dosezu vrednosti
1 do tri puta veée u odnosu na negravidne Zene. Drugi serumski lipidi (holesterol,
fosfolipidi, masne kiseline) takode rastu tokom trudnoce, ali u manjoj meri.

Za vreme anabolicke faze trudnoée, dolazi do akumulacije masti u masnom
tkivu trudnice, kao posledica povecane osetljivosti na insulin 1 povecanog broja
insulinskih receptora u adipoznom tkivu, a time 1 povecane aktivnosti tkivne
lipoproteinske lipaze (3). Hiperfagija, koja se povecava razvojem trudnoce, osigurava
dovoljan unos supstrata putem hrane i tako podrzava stvaranje depoa masti. Progesteron
1 kortizol takode deluju u tom pravcu, pospeSujuci lipogenezu 1 suprimirajuci lipolizu.
Dakle, postoji niz mehanizama koji omogucavaju akumulaciju masti u ranoj trudno¢i,
pripremajuci telo trudnice za slozenije metabolicke zahteve kasne trudnoce. Nije u
potpunosti jasno koji je to momenat koji opredeljuje akumulaciju masti u ranoj trudnoc¢i
ka njenoj mobilizaciji u zadnjem trimestru trudno¢e. Smatra se da placentalni hormoni,
koji su odgovorni za insulinsku rezistenciju, mogu imati u tome klju¢nu ulogu.

Placentalni hormon rasta, humani placentalni laktogen, leptin i tumor nekrozis
faktor-o. (TNF-a) su placentalni hormoni koji izazivaju insulinsku rezistenciju (3).
Navedeni faktori, ukljucujuci i stalni rast estradiola tokom trudnocée, doprinose porastu
lipidnih parametara u trudno¢i, tako da veéina zena do kraja trudnoce razvije lipidni
profil koji se kod zdravih negravidnih Zena moze smatrati aterogenim. U poslednje
vreme sve veci je broj studija koje se bave istrazivanjem eventualne povezanosti ovako
izmenjenog lipidnog profila u trudno¢i i1 razvoja kardiovaskularne bolesti majke u
kasnijem zivotnom dobu, ali i deteta (4). Neke od njih su pokazale da postoji

povezanost izmedu broja trudnoéa tokom Zzivota zene i razvoja kardiovaskularne bolesti



u kasnijem zivotnom dobu (5-7). Takode se istrazuje i eventualna poveznost ovako
izmenjenog lipidnog profila sa razvojem komplikacija u trudno¢i, pre svega hipertenzije
1 preeklampsije (3, 4, 8, 9).

Poznato je da HDL cestice imaju ateroprotektivnu ulogu u metabolizmu lipida, a
smatra se da ovaj protektivni ucinak omogucuje enzim paraoksonaza (PONI,
arildialkilfosfataza, EC 3.1.8.1) koja je sastavni deo ovih Cestica 1 ima antioksidativna
svojstva (10). Dokazano je da ovaj enzim ima sposobnost da spreci stvaranje novih i
razgradi ve¢ stvorene lipidne hidroperokside na LDL lipoproteinskim cesticama. Neki
autori su utvrdili snizenu aktivnost ovog antioksidativnog HDL-enzima u stanjima koja
su povezana sa povecanim rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti, kao 1 da su nize
aktivnosti ovog enzima uocene kod starijih ispitanika u odnosu na mlade (11). Pojedine
studije pokazale su da aktivnost PON1 tokom trudnoce raste, $to predstavlja jo§ jedan
mehanizam u ocuvanju oksidativnog balansa tokom trudnoce, druge pak, ukazuju na
smanjenje aktivnosti ovog enzima tokom trudnoce (12).

Trudnoca per se, je stanje povecane osetljivosti na oksidativni stres, koje se
javlja uglavnom zbog povecane potrebe za kiseonikom i mitohondrijima bogate
placente (7,8). Oksidativni stres nastaje kao posledica poremecaja ravnoteze
oksidoredukcionih procesa u organizmu, zbog prekomernog stvaranja slobodnih
kiseonikovih radikala (ROS), koje ¢elijski homeostatski mehanizmi nisu u stanju da
neutraliSu, Sto dovodi do ozbiljnih oStec¢enja bioloskih molekula, a za posledicu ima niz
patofizioloskih i patoloskih promena, pa i smrt ¢elije (7, 8).

Drugi faktori rizika za razvoj ateroskleroze su hipertenzija, pusenje, pretilost,
fizicka neaktivnost, pol. Smatra se da Zene do menopauze imaju manji rizik oboljena od
muskaraca zbog protektivne uloge hormonskog statusa, a posle menopauze taj rizik se
izjednacava (13). Na oksidativni status trudnica takode uticu zivotne navike, ishrana,
puSenje, izlozenost zagadenju okoline. PuSenje dovodi do povecane produkcije
slobodnih radikala, smanjenja antioksidativnog kapaciteta plazme i posledi¢no nastanka
oksidativnog stresa (14, 15) . Aktivno i pasivno puSenje izaziva oksidativni stres i kod
trudnica, a slican efekat ima i na fetus (16). Tezina trudnice takode predstavlja znacajan
aspekt ocCuvanja oksidativnog balansa, a prekomerna tezina doprinosi povecanju

oksidativnog stresa i komplikacija u trudno¢i, kao $to je preeklampsija, gestacijski



dijabet, hipertenzija i povecava rizik razvoja kardiovaskularnog oboljenja u kasnijem

sivotu (17, 18, 19) .



1.2. OKSIDATIVNI STRES I PROMENE U TRUDNOCI

1.2.1. OKSIDATIVNI STRES

Oksidativni stres predstavlja poremecaj ravnoteze oksidoredukcionih procesa u
organizmu koji nastaje zbog prekomernog stvaranja slobodnih kiseonikovih radikala
(ROS), koje ¢elijski homeostatski mehanizmi nisu u stanju da neutraliSu. Slobodni
kiseonikovi radikali igraju znacajnu ulogu kao sekundarni glasnici u mnogim ¢elijskim
signalnim procesima, a njihova velika reaktivnost poti¢e od jednog ili viSe nesparenih
elektrona. Kada se narusi ravnoteza sa antioksidativnim sistemom, a to se deSava kada
su slobodni kiseonikovi radikali u visokim koncentracijama, dolazi do ozbiljnih
oste¢enja bioloskih molekula, $to za posledicu ima niz patofizioloskih i patoloskih
promena, pa i smrt Celije. Zbog toga oksidativni stres ima znacajnu ulogu u patogenezi
mnogih komplikacija koje mogu nastati tokom trudnode, kao $to su preeklampsija,
spontani pobacaj, zastoj u razvoju fetusa, gestacijski dijabetes melitus, prevremeni
porodaj. Takode je pokazano da postoji veza izmedu oksidativnog stresa majke i tezine
novorodenceta (20-22). Upravo ova povezanost oksidativnog stresa i komplikacija u
trudno¢i, ishoda trudnoée i razvoja fetusa, predmet je intenzivnog istrazivanja
poslednjih godina.

Visoka reaktivnost molekulskog kiseonika omogucava njegovo ucesce u visoko
energetskim procesima koji se odigravaju u ¢elijama koje sadrze mitohondrije, gde se
odigrava proces oksidativne fosforilacije (7, 23, 24). Upravo sposobnost eukariota da
koriste kiseonik u svojim metabolickim procesima omoguc¢ava im relativno efikasno
konvertovanje organskih supstrata u hemijsku energiju. Medutim, kori$é¢enje kiseonika
u metabolickim procesima zahteva 1 optimalno funkcionisanje zastitnih mehanizama
protiv njegove toksi¢nosti (23, 24).

Preko 90% kiseonika iz vazduha u organizmu sisara redukuje se u vodu
primanjem 4 elektrona od transportnog sistema elektrona u respiratornom lancu
mitohondrija (6, 24). Molekulski kiseonik u ovom sistemu koristi se za dobijanje vode,
a sukcesivno oslobodena energija u toku transporta elektrona koristi se za dobijanje

elektrohemijskog potencijala i sintezu ATP-a. Transport elektrona je stepenast proces



koji pocCinje od vodonika tj. koenzima dehidrogenaza 1 zavrSava enzimskim
kompleksom citohrom ¢ oksidaze (7, 23, 24).

Mitohondrijski transportni sistem elektrona je jedan od najznacajnijih procesa u
kome se stvara superoksid anjon radikal. Molekulski kiseonik, difuzno prisutan u
¢elijama, ¢vrsto je vezan za enzimski kompleks citohrom c¢ oksidaze. Medutim, posto ta
veza na prenosiocima elektrona koji su u respiratornom lancu ispred sistema citohrom ¢
oksidaze nije tako ¢vrsta, neki od transportovanih elektrona mogu da se prenose na
molekulski kiseonik, formirajuéi slobodno - radikalske forme (23, 24).

Superoksid anjon takode moze nastati i u okviru kraceg elektronskog
transportnog lanca u okviru endoplazmatskog retikuluma tokom sinteze proteina i
biotransformacije egzogenih i endogenih supstrata (7, 23, 24) .

Drugi izvori superoksida pod fizioloskim uslovima uklju¢uju NADPH oksidazu,
citohrom P450 1 druge oksidoreduktaze. Razli¢iti faktori rasta, lekovi, toksini,
inflamacija, izlozenost UV zracima, lipidna peroksidacija, takode mogu dovesti do
povecanog stvaranja ROS.

Enzim ksantin dehidrogenaza u normalnim uslovima razgraduje purine, ksantin i
hipoksantin do mokraé¢ne kiseline, koriste¢ci NAD" kao akceptor elektrona. U stanju
hipoksije, povecano je stvaranje hipoksantina uz prenos elektrona na molekularni kisik 1
stvaranje superoksid aniona (23, 24).

Superoksid se neutraliSe u prisustvu enzima superoksid dismutaze, pri ¢emu
nastaje vodonik peroksid (H,O,), koji je manje reaktivan i nije slobodni radikal, ali
obzirom da je ukljucen u stvaranje i detoksikaciju slobodnih radikala, smatra se delom
ROS. Vodonik peroksid se delovanjem katalaze i glutation peroksidaze razgraduje do
vode. U naruSenom antioksidativnom okruzenju, sa superoksid anjonom, a u prisusutvu
gvozda Fe*" u Fentonovoj reakciji formira hidroksil jon (OHe). Hidroksil jon je visoko
reaktivan i vreme poluZivota mu je oko 10”s (8). Usled visoke reaktivnosti, reaguje sa
svakim bioloskim molekulom koji se nade u njegovoj neposrednoj blizini, a takode,
zbog te iste visoke reaktivnosti, nije poznat akceptor ovog slobodnog radikala (7, 23).
Nekontrolisano stvaranje superoksida takode dovodi do reakcije sa azot monoksidom

(NOe) 1 stvaranja peroksinitrita (NOOQO"), koji je takode jak prooksidans (7, 8, 24).
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Slika 1. Stvaranje slobodnih radikala u ¢eliji

Slobodni kiseonikovi radikali 1 njithova kontrola od strane antioksidanasa,
ukljuceni su 1 u fizioloske reproduktivne procese. Tako fizioloSki nivoi ROS igraju
znacajnu regulatornu ulogu u razli¢itim signalnim putevima folikulogeneze, maturacije
oocite, funkcije corpus luteuma i uterusa, embriogeneze, implantacije embriona i
fetoplacentalnog razvoja (7, 8, 25). Neravnoteza izmedu antioksidanasa i stvaranja ROS
(oksidativni stres), smatra se odgovornim za razvoj komplikacija u trudno¢i, spontanih
pobacaja, preeklampsije, intrauterinog zastoja u rastu fetusa (IUGR), smrti fetusa (26-
29). Medutim, povezanost oksidativnog stresa i ovih komplikacija nije jo$ uvek jasna, a
tome svakako doprinosi i specificnost populacije trudnica i1 eticki momenti koji
ograni¢avaju istrazivanja, tako da nedostaju fundamentalna shvatanja u pogledu
¢elijskih, biohemijskih i1 molekularnih adaptivnih odgovora i u fizioloskim i
patofizioloskim stanjima trudnoce. Veéina danaSnjih saznanja vezanih za ovu oblast
poticu iz istrazivanja koja su sprovedena na zivotinjama. Smatra se da polimorfizam
antioksidativnih enzima, smanjen unos mikronutrienata kao S§to je selen, bakar i cink,

mogu igrati znac¢ajnu ulogu u razvoju oksidativnog stresa i komplikacija u trudno¢i (30).



1.2.1.1. Stetne posledice slobodnih kiseonikovih radikala

Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija nastaje kao posledica delovanja slobodnih radikala na
polinezasi¢ene masne kiseline lipida, a u manjoj meri prisutna je u svim c¢elijama i
tkivima. PosSto su lipidi sastavni deo membrana, brojne Celijske organele koje sadrze
membrane izlozene su oSteenjima uzrokovanim nekontrolisanom lipidnom
peroksidacijom, koja pak dovode u pitanje ne samo funkcionisanje ¢elije, ve¢ i njeno
prezivljavanje (7, 8, 23-25).

Proces lipidne peroksidacije tece u tri faze: inicijacija, propagacija i terminacija.
Tokom procesa menja se fluiditet i permeabilnost Celijske membrane, dolazi do
poremecaja transporta elektrolita kroz membranu, smanjenja elektricnog otpora, kao i
mobilnosti membranskih proteina. Lipidna peroksidacija smatra se uzrokom brojnih
oboljenja kao §to su ateroskleroza, dijabetes, Parkinsonova bolest, Alzheimerova bolest,
razna hroni¢na inflamatorna stanja. Smatra se i uzrokom komplikacija u trudno¢i, a
posebno je kljuéna u razvoju preeklampsije (31-35). Nekontrolisana lipidna
peroksidacija takode dovodi do patoloskih promena tokom trudnoce i kod majke i kod
fetusa. Placenta i endotelne celije krvnih sudova majke i pupcane vrpce potencijalni su

izvori lipidnih peroksida koji se sekretuju u cirkulaciju majke i fetusa (32-39).

Ostecenje proteina

Iako je lipidna peroksidacija u centru paznje istrazivaca, u poslednje vreme
oksidacija proteina, zbog njihove velike zastupljenosti 1 brojnih funkcija u organizmu,
prepoznata je kao moguca glavna meta delovanja slobodnih radikala (13, 23).

Boc¢ni lanci svih aminokiselinskih ostataka proteina osetljivi su na oksidaciju
izazvanu delovanjem ROS. Smatra se da je odrzavanje redoks statusa proteina
fundamentalno za odrZzavanje normalne funkcije celije. Oksidacija proteina, a time
izmenjena struktura i1 funkcija, kao 1 narusena homeostaza proteina plazme, povezani su
sa patofizioloSkim stanjima i starenjem. Smatra se da povecanje oksidacije proteina kod

pacijentkinja sa gestacijskim dijabetesom melitusom, uz smanjenje aktivnosti enzima



paraoksonaza 1, koje se javlja kod ovih trudnica, moze dovesti do klinickih

komplikacija tokom trudnoce (13).

Ostecenje DNK

Ostecenja DNK smatraju se najozbiljnijim negativnim odgovorom celije na
prekomernu produkciju ROS 1 oksidaciju ovih molekula, obzirom da mogu izazvati
mutacije 1 gensku nestabilnost koje se ogledaju u samom ishodu trudnoce, bilo da se
radi o komplikacijama tokom trudnoce ili kvalitetu i zdravlju fetusa i novorodenceta.
Iako je sistem za reparaciju DNK veoma efikasan, prekomerna produkcija ROS koja
vodi oksidaciji DNK, smatra se znacajnim faktorom i u razvoju kancerogeneze,
dijabetesa i starenja. OSteCenja mogu nastati na nivou purinskih i pirimidinskih baza,

kao 1 na nivou Seéera dezoksiriboze (7, 8, 23, 24).

1.2.2. ANTIOKSIDATIVNA ZASTITA

Mnogobrojne uloge slobodnih radikala u fizioloSkim procesima ¢ine njihovo
stvaranje neophodnim, a obzirom na njihovu potencijalnu toksi¢nost, tokom evolucije
razvila se potreba za uspostavljanjem zaStitnog sistema antioksidanasa. Enzimi
superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza, glutation reduktaza, glutation-S
transferaza ¢ine tzv. prvu liniju antioksidativne zastite, dok neenzimski antioksidansi

predstavljaju sekundarnu liniju odbrane.

1.2.2.1. Antioksidativni enzimi

Superoksid dismutaza (SOD) je enzim koji katalizuje transformaciju
superoksid anjon radikala do H>O, i kiseonika i predstavlja prvu liniju odbrane protiv
slobodnih radikala.

0, +0;" +2H" — Hy0, + 03

Neutralizaciju nastalog vodonik peroksida dalje vrsi katalaza ili glutation peroksidaza.



Kod ¢oveka prisutne su tri izoforme enzima superoksid dismutaze:

- bakar-cink zavisna SOD (Cu, Zn SOD1) je prevashodno citozolski enzim. U
malim koli¢inama nalazi se i u ¢elijskoj membrani, jedru, mitohondijima i lipozomima.

- mangan zavisna SOD (Mn SOD2) lokalizovana je u matriksu mitohondrija,

- ekstracelularna SOD (EC SOD3) lokalizovana je u intercelularnom prostoru i
ekstracelularnoj te¢nosti (plazma, limfa, sinovija, likvor, ascit).

Glutation peroksidaza (GPX) je enzim koji §titi fosfolipide i1 sfingolipide u
membranama od oksidativnog oStecenja a lokalizovan je u citozolu i mitohondrijima.
Redukuje nastali vodonik peroksid i hidroperokside masnih kiselina.

H,0, + 2 GSH — 2H,0 + GSSG

LOOH + 2GSH — LOH + H,0 + GSSG

GSSG + NADPH — 2 GSH + NADP" + H'

Glutation reduktaza (GSR) katalizuje prevodenje oksidovane forme glutationa
(GSSG) u redukovani glutation (GSH) u prisustvu NADPH 1 time obezbeduje
reciklizaciju glutationa koja se ostvaruje u ,,glutation redoks ciklusu®.

Glutation—S-transferaza (GST) obuhvata familiju multifunkcionalnih enzima
¢ija je najvaznija uloga katalizovanje reakcije konjugacije glutationa 1 elektrofilnih
jedinjenja, koji su najceS¢e produkti oksidativnog stresa. Prisutna je u gotovo svim
placentu. U ¢eliji su izoenzimi GST prevashodno lokalizovani u citozolu, ali su
izolovani 1 enzimi vezani za membranu (mikrozomi, mitohondrije, jedro).

Katalaza (CAT) je medu najrasprostranjenijim enzimima u prirodi, a osnovna
bioloska uloga ovog enzima je razlaganje toksi¢nog vodonik peroksida.

2H0, —2H0 + O
U ¢elijama je ovaj enzim pretezno lokalizovan u peroksizomima i mitohondrijima, dok
je u eritrocitima najvec¢i deo aktivnosti prisutan u citozolu.

Humana serumska paraoksonaza 1 (PON1) je enzim koji se sintetiSe u jetri i
sastavni je deo molekule HDL lipoproteinskih ¢estica. Veliki broj studija pokazao je da
PON1 ima znacajnu ulogu pri zastiti LDL Cestica od oksidativne modifikacije 1

znacajno doprinosi antioksidativnom potencijalu organizma.
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1.2.2.2. Neenzimski antioksidativni sistem

Neenzimski antioksidativni sistem ¢ine razliCita jedinjenja, koja se nalaze u
samom organizmu ili se unose putem hrane i vitaminskih suplemenata. Tu heterogenu
grupu neenzimskih antioksidanasa ¢ine visokomolekulski proteinski antioksidansi
(ceruloplazmin, transferin, feritin), antioksidansi male molekulske mase koji se nalaze u
¢eliji (glutation) ili u plazmi (mokra¢na kiselina, bilirubin), vitamini (vitamin C 1 E),
elementi u tragovima koji su deo aktivnog centra antioksidativnih enzima ili su znacajni
kofaktori za njihovu punu aktivnost (Cu, Zn, Mn, Se), polifenoli prisutni u povréu,

vocu, ¢aju, crvenom vinu, ekstra devicanskom maslinovom ulju (40, 41) .

1.2.3. OKSIDATIVNI STRES U TRUDNOCI

Na oksidativni status u trudnoéi utiCu i zivotne navike trudnica, kao S§to su
pusenje, fizicka aktivnost, izlozenost zagadenju okoline kao i socio - ekonomski uslovi
Zivota.

Poznato je da pusenje u trudno¢i, bilo ono aktivno ili pasivno, moze dovesti do
niza komplikacija, kao $to su spontani pobacaj, abrupcija placente, prevremeni porodaj,
intrauterini zastoj u rastu fetusa ili niska telesna masa novorodenceta (42-45). Pusacki
dim sadrzi smesu jedinjenja u gasovitom stanju ili kondenzovanu u formi katrana, koji
su ve¢inom oksidansi 1 prooksidansi sposobni da izazovu oksidativni stres povecanim
stvaranjem slobodnih radikala i iscrpljivanjem antioksidativnog kapaciteta trudnica.
Osim toga, ugljen monoksid i nikotin prolaze placentalnu barijeru i uzrokuju utero-
placentalnu insuficijenciju, ¢ime se smanjuje snabdevanje fetusa hranjljivim materijama
1 kiseonikom (43-46). Ugljen monoksid se vezuje za hemoglobin i1 formira
karboksihemoglobin izazivaju¢i fetalnu hipoksiju. Trudnice koje puse radaju decu koja
imaju u proseku 150-300g manju telesnu masu u odnosu na decu trudnica koje nisu
pusaci, a puSenje u trudnoci takode se moze odraziti i na postnatalni rast i razvoj deteta
(42-44).

Za normalan ishod trudnoce, zdrav razvoj fetusa i odrzavanje zdravlja Zene,

svakako je znacajna optimalna telesna tezina tokom trudno¢e. Smatra se optimalnim da
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trudnica dobije u teZini tokom trudno¢e 10-12kg (19). U terminskoj trudno¢i, 40%
dobijene tezine odnosi se na masti, placentu, amnionsku te¢nost i uterus (19, 47).

Trudnice koje imaju indeks telesne mase (ITM) > 25 kg/m® imaju prekomernu
tezinu, a one koje imaju ITM > 30 kg/m® su gojazne (48). Trudnice koje imaju
prekomernu tezinu, ili su gojazne, ¢eS¢e razvijaju neku od komplikacija u trudnoéi,
medu kojima su svakako preeklampsija 1 gestacijski dijabetes. Takode, istrazivanja su
pokazala da je vrednost ITM pre trudno¢e znacajan prediktor razvoja preeklampsije.
Preeklampsija i razvoj kardiovaskularne bolesti u kasnijem Zivotu, dele zajednicke
faktore rizika - endotelijalnu disfunkciju, oksidativni stres i povecanu inflamatornu
aktivnost.

Stav da su prekomerna teZina trudnica i gojaznost nezavisno povezane sa
oksidativnim stresom je relativno nov i zajedno sa placentalnim oksidativnim stresom i
lipidnom peroksidacijom moze doprineti razvoju komplikacija u trudnoéi.

Oksidativni stres moZe znacajno promeniti procese znacajne za pravilan rast i
razvoj fetusa, koji je manje ili viSe osetljiv tokom intrauterinog razvoja (49-52). Jedno
od stanja tokom trudnoce koje je izvor znacajnog oksidativnog stresa jeste dijabetes
(49). Takode je poznato da povecan oksidativni stres tokom trudno¢e dovodi do
smanjene telesne tezine novorodenceta, koja je povezana sa povecanim rizikom za
razvoj neke od hroni¢nih bolesti u kasnijem zZivotnom dobu odrasle osobe, kao $to su

hipertenzija, dijabetes, hiperholesterolemija, kardiovaskularna oboljenja itd (20, 53-56).

1.2.4. ANTIOKSIDATIVNI SISTEMI U TRUDNOCI

Antioksidativni enzimski sistem znacajna je komponenta preimplantacionog
razvoja embriona 1 receptivnog endometrijuma uterusa. Brojna istrazivanja na
zivotinjama pokazala su povecanu aktivnost enzima SOD1, SOD2, GPX, GSR, GST i
CAT u corpus luteumu tokom trudnoce, gde su ukljuceni kao odgovor na ROS u
lutealnim ¢elijama, inhibiciju apoptoze i steroidogenezu (7, 8, 25). Visoka ekspresija i
aktivnost SOD1 nadena je u humanom corpus luteumu tokom rane trudnoce.
Postimplantacioni period €ini kriticni deo trudnoce, usled povecane osetljivosti fetusa

na oksidativni stres, koji je posebno izrazen u momentu prekopCavanja
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preimplantacionog anaerobnog metabolizma na postimplantacioni aerobni metabolizam.

U ovom momentu se deSava najveci broj spontanih pobacaja, 1 stoga je vazno
odrzavanje optimalnog antioksidativnog potencijala. Medutim, nisu poznati
antioksidativni mehanizmi koji dovode do optimalne ekpresije mRNK kljucnih
antioksidativnih enzima, a koji su ukljuceni u preimplantacioni i postimplantacioni
period. Buduca istrazivanja u ovom pravcu trebalo bi da razjasne ove antioksidativne
adaptibilne odgovore, Sto bi pomoglo u strategiji i prevenciji ranih pobacaja i
komplikacija u trudno¢i.

Placenta, zbog svoje znaCajne metaboliCke aktivnosti, znacajan je izvor
oksidativnog stresa, a time i1 odgovaraju¢ih antioksidativnih enzima, a adekvatna
placentalna antioksidativna zaStita zavisi od stepena razvoja placente. Placentalni
homogenat dobijen u ranoj trudno¢i, sredini trudnoce i u terminu porodaja, pokazuje
progresivno povecanje antioksidativnih parametara kao $to su bilirubin, glutation,
aktivnosti enzima SOD, katalaze, glutation peroksidaze i1 reduktaze (23, 25). Aktivnost
glutation peroksidaze u eritrocitima i1 trombocitima i ekstracelularna SOD aktivnost
takode raste tokom trudnoce, najverovatnije kao odgovor na povecano prisustvo
superoksid anjona (7, 8, 25).

Tokom trudnoce preporucCuje se ishrana bogata prirodnim antioksidansima, koja
doprinosi oCuvanju antioksidativnog potencijala. Farmakoloska suplementacija
vitaminima prema nekim istrazivanjima (u dozama u kojima je ordinirana) nije dala
odgovarajuce rezultate, posebno kod patoloskih trudnoca (39, 40). Druge pak studije
pokazuju pozitivan uticaj vitaminske suplementacije na antioksidativni kapacitet
trudnica i nalaze da je znacajna uloga vitamina C i E u prevenciji oStecenja od strane
ROS, te da u trudno¢i postoji povecana potreba za njihovom upotrebom, a smatra se da
njihov deficit dovodi do povecane osetljivosti na infekcije i sklonosti komplikacijama u
trudno¢i (41).

Pokazalo se da kombinovani tretman vitaminom E i C smanjuje oksidativni stres
kod trudnica sa diabetes mellitusom i poboljsava kvalitet fetusa (39). S druge strane,
suplementacija vitaminom C i E nije dala rezultata u prevenciji preeklampsije kod
visoko rizi¢nih trudnica. Istrazivanja u ovom pravcu u buduénosti pomogla bi u
utvrdivanju onih farmakoloskih doza koje bi mogle imati pozitivan uticaj na

antioksidativni kapacitet, Sto bi bilo od posebnog znacaja kod komplikacija u trudnod¢i.
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1.3. LIPIDI U TRUDNOCI

Metabolizam lipida smatra se esencijalnim za normalan ishod trudnoce i razvoj
fetusa. Da bi zahtevi trudnoce bili zadovoljeni, deSavaju se odgovarajuée metabolicke
promene koje dovode do izmenjenog lipidnog profila, tako da vecina trudnica do kraja
trudnoce razvije specifi¢an lipidni profil koji se kod zdravih negravidnih Zena smatra
proaterogenim (3,55). Tokom fizioloske trudnoée bez komplikacija vrednosti
triglicerida rastu dva do Cetiri puta, dok je porast holesterola umereniji i iznosi oko 25-
50% (3, 56, 57). Medutim, sam mehanizam koji dovodi do ovih adaptibilnih promena
nije u potpunosti razjasnjen. Trudnocu prati i pojava insulinske rezistencije, povecanje
postprandijalne glukoze, LDL holesterola i slobodnih masnih kiselina (3, 55, 56).
Vrednost HDL holesterola raste u drugom trimestru i odrzava postignutu vrednost do
kraja trudnoce.

Ove promene tokom trudnoée predstavljaju neophodnu adaptaciju metabolizma
trudnice prema zahtevima fetusa i pripremaju trudnicu za predstojec¢i porodaj i laktaciju
(3, 55, 56).

Medutim, obzirom da izmenjen lipidni profil tokom trudnoce ima karakteristike
proaterogenog lipidnog profila, postavilo se pitanje potencijalne proaterogenosti
trudnoce 1 njenog uticaja na povecani rizik za razvoj kardiovaskularne bolesti (KVB) u
kasnijem zivotu Zene. Pojedine studije pokazale su pozitivhu korelaciju izmedu broja
trudnoca 1 rizika za razvoj KVB u kasnijem zivotu, preciziraju¢i da su Zene koje su
imale pet i viSe trudnoca imale vecu incidencu oboljevanja od KVB (58, 59), dok druge
studije pokazuju da takva povezanost ne postoji (60-61). Takode, studije su pokazale da
zene koje su imale pet i vise trudnoca, imaju veéu prevalencu oboljevanja od dijabetesa
u kasnijem zivotnom dobu (62).

Povecanje vrednosti triglicerida u plazmi odgovara povecanju vrednosti VLDL
lipoproteinskih Cestica. Posredovanjem holesterol estar transportnog proteina (CETP),
¢ija aktivnost raste sredinom trudnoce, dolazi do izmene triglicerida izmedu VLDL i
LDL ili HDL Ccestica, tako da dolazi do povecanog nakupljanja triglicerida i u ovim

Cesticama. Tokom trudnoce dolazi do smanjenja aktivnosti hepaticke lipaze (HL), koja
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omogucava konverziju HDL-2 Cestica u HDL-3 liporoteinske Cestice, ¢ime dolazi do
akumulacije HDL-2 Cestica bogatih trigliceridima (3, 62-70).

Povecana insulinska rezistencija u kasnoj trudnoéi, kao i kontinuirani rast
estrogena, glavni su hormonski faktori koji doprinose ovim metaboli¢kim promenama
tokom trudnocée, koje rezultuju razvojem hipertrigliceridemije u trudnodi.

Slobodne masne kiseline koje su potrebne za pravilan rast fetusa transportuju se
kroz placentu jednostavnom difuzijom (60). Sem toga placenta poseduje veliki broj
receptora za vezivanje VLDL cestica (60). U katabolickoj fazi hormoni placente
povecavaju produkciju VLDL ¢estica i smanjuju aktivnost hepaticke lipaze, $to zajedno
sa povecanom ekspresijom VLDL /apoE receptora u placenti omogucava odgovarajuci
influks trigliceridima bogatih lipiproteina majke u fetoplacentalnu jedinicu (3, 56, 63).
Neadekvatna snabdevenost fetusa lipidima koja je povezana sa abnormalnim lipidnim
profilom, a koji se ogleda u snizenim vrednostima ukupnog holesterola, triglicerida,
LDL i HDL-holesterola dovodi do razvoja intrauterinog zastoja u rastu fetusa (IUGR) .

LDL cestice su heterogene i sadrze subfrakcije razlicite veliCine 1 gustine, koje
se na osnovu gustine mogu razdvojiti u fenotip A i B. Fenotip A je karakterisan
Cesticama koje su vece (LDL1 i LDL2), a fenotip B ¢ine Cestice koje su manje i guscée
(LDL3 i LDL4). Vece cestice dominiraju kod zdravih mladih Zena generativne dobi,
dok se manje Cestice ¢eS¢e nalaze kod zena nakon menopauze. Lipidi u malim gustim
normalne gustine, pokazuju veée vezivanje za proteoglikane krvnog zida i smanjeno
preuzimanje od strane LDL receptora. (3, 11, 70-76).

Visoko aterogene male guste LDL cCestice dominiraju kod 97% Zena u 35. 1 36.
nedelji trudno¢e (71). Smatra se takode, da male guste LDL Ccestice doprinose
endotelijalnoj disfunkciji u preeklampsiji (11, 77).

Obzirom na specifi¢no izmenjen lipidni profil tokom trudnoce, postavlja se
pitanje da li je hiperlipidemija tokom trudnoce dislipidemija? Klasi¢na dislipidemija
karakterisana je smanjenjem vrednosti HDL holesterola, Sto tokom trudnoce bez
komplikacija nije slucaj. Kod preeklampsije se vida ova karakteristika klasi¢ne
dislipidemije sa smanjenjem vrednosti HDL holesterola (77-79).

Pored vrednosti LDL holesterola za procenu razvoja KVB, definisano je i1

nekoliko aterogenih indeksa da bi se optimizirao prediktivni kapacitet lipidnog profila.
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Njihova upotreba je posebno znacajna tokom trudnoce, obzirom na specificne promene
lipidnog profila koje prate celu trudnocu (3, 10, 80). Medu njima je za trudnocu
posebno interesantan indeks TG/HDL-hol (Castelli index), odnosno log (TG/HDL-hol)
obzirom na manifestnu hipertrigliceridemiju tokom trudnoce. Vrednost indeksa log
(TG/HDL-hol) preko 0,5 smatra se indikatorom aterogenosti (3, 21, 80). Takode je
interesantan indeks LDL-hol/ApoB, koji daje aproksimativno informaciju o veli¢ini
LDL Ccestica, tako da vrednost ovog indeksa < 1,3 ukazuje na predominaciju malih
gustih LDL cestica (63, 81, 82).

U zdravoj populaciji negravidnih Zena poveéanje vrednosti serumskih
triglicerida je povezano sa povecanjem koncentracije VLDL-1 cestica, koje
predstavljaju povecani rizik za razvoj KVB, dok se koncentracija VLDL-2 Cestica kao
glavnog prekurzora cirkuliSu¢ih IDL i LDL cestica ne menja znacajno. Kod trudnica,
kako trudnoc¢a napreduje, VLDL-1 i VLDL-2 rastu paralelno, tako da njihov medusobni
odnos ne raste porastom triglicerida, ve¢ ostaje konstantan (VLDL-1/VLDL-2 kod
negravidnih Zena je 1,0 za vrednost TG 0,5 mmol/L, a za vrednost TG 2,5 mmol/L
iznosi 2,0) (3, 83-86).

Povecanje vrednosti VLDL cestica tokom trudno¢e smatra se da nastaje usled
povecane sinteze ovih Cestica, a ne kompozicijskih promena unutar Cestica, obzirom da
se 1 indeks VLDL/Hol ne menja znacajno tokom trudnoce i nizi je u svim trimestrima
trudno¢e u poredenju sa negravidnim zenama (3, 10). Prema tome, iako je lipidni
metabolizam u trudno¢i specifi¢no izmenjen, uzevsi u obzir lipidne i lipoproteinske
indekse, radi se o balansiranoj hiperlipidemiji.

Studije su pokazale da izmedu triglicerida i LDL subfrakcija postoji tzv.
»threshold”“ efekat. Naime kod niskih i1 normalnih vrednosti triglicerida, postoji
pozitivna korelacija sa LDL-2 subfrakcijom, a kod vrednosti triglicerida iznad 1,5
mmol/L, pozitivno korelira LDL-3 subfrakcija, koja je relativno konstantna ispod
navedenih vrednosti triglicerida (3, 63). U prvom trimestru trudnoce povecana vrednost
triglicerida moze biti odgovorna za povecanje malih gustih LDL cestica (3, 63).

Vrednost ukupnog holesterola u fetalnoj plazmi je poviSena i proporcionalna
vrednostima holesterola majke u drugom trimestru, a opada sa daljom gestacijskom
staros¢u fetusa do termina porodaja (63). Pokazano je da su vrednosti lipida u

umbilikalnoj krvi normalnih trudno¢a znaajno nize od onih koje se nalaze u krvi
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majke, a poviSen HDL holesterol 1 nizi odnos LDL-hol/HDL-hol umbilikalne krvi
pokazuje da je fetus tokom normalne trudnoce zasti¢en od aterogenosti lipida (63). S
druge strane, smatra se da hiperholesterolemija tokom trudnoce, iako je limitirana i
prolazna, moze izazavati razvoj patoloSkih promena i masnih pruga u aorti fetusa, a
time uticati na razvoj ateroskleroze u kasnijem zivotu potomaka (10, 71, 73).

Tokom drugog trimestra nekomplikovane trudnoce dolazi do porasta vrednosti
HDL holesterola i ta se vrednost odrzava do termina porodaja (3, 77, 78), a posledica je
u prvom redu delovanja estrogena. Antiaterogeni efekat HDL holesterola objasnjava se
njegovom funkcionalnom zastitom, posredovanjem transporta holesterola iz perifernih

tkiva u jetru, ali 1 njegovom antiinflamatornom 1 antioksidativnom ulogom (87).

HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c
Total protei y G s 42 <
protein . W . ) 4 -
i o Tota‘:g;:bein \ /:Tutal protem\ f/:l'otal protein f/ Total protet}\
f - | [T S | 55% | 65% !
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\ Total liid / N\ Totallipids Total lipids /. Total lipids / \"Total lipids /
. otzsn:gl s //,4 \\\ 60% / 55% . .45% ) 350
\ " 7____/‘ ~ = 3 g
HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c
Diameter (nm) 10.4 10.3 9.9 8.0 7.3
Density (g/ml) 1.099 1.107 1.123 1.155 1.186
M, (kDa) 410 400 360 200 160
Plasma level (pM) 1.7 1.8 19 1.3 1.0
mol/mol HDL
Apolipoproteins
ApoA-I1 4-5 4 3-4 3 2-3
Others <2 <2 <2 1 <1
Surface lipids
Phospholipid 130 140 120 45 25
Free cholesterol 70 40 25 15 10
Core lipids
Cholesteryl ester 180 160 140 70 40
Triglyceride 30 20 15 10 5

Slika 2. Heterogenost fizicko-hemijskih osobina HDL subfrakcija (preuzeto iz Kontush A,
Chapman MJ. Pharmacol Rev 2006;58:342-74).

Pokazano je, medutim da Zene koje su imale veci broj trudno¢a, imaju nize
vrednosti HDL holesterola u kasnijem Zzivotu, §to se moze povezati sa povecanim
rizikom nastanka KVB u kasnijem Zivotu kod ovih zena (58 - 61). Kada su subfrakcije
HDL holesterola u pitanju, obi¢no se govori o dve frakcije: HDL-2, vecoj, 1 HDL-3,
koja je manja 1 gusca 1 ima manji ateroprotektivni karakter.

Smatra se da i HDL takode podleZe lipidnoj peroksidaciji, ¢ak lakse nego LDL,

a obzirom da je manja molekula od LDL-a, lakSe difunduje u subendotelni prostor.
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Kada su subfrakcije HDL u pitanju, oksidaciji je podloznija frakcija HDL-2 nego HDL-
3 frakcija.
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1.4. ENZIM PARAOKSONAZA 1 (PON1) I PROMENE UTRUDNOCI

Antioksidativna svojstva HDL-a pripisuju se prvenstveno enzimu paraoksonazi
1 (PONI1) za koji se smatra da je glavni enzim koji ima protektivhu ulogu prema
oksidaciji LDL cestica. HDL svojom strukturom omogucava odgovarajuce hidrofobno
okruZenje za optimalnu aktivnost PONI, a s druge strane, PON1 svojom aktivno$cu $titi
sam HDL od oksidacije i povecava kapacitet reversnog transporta holesterola.

Paraoksonaza 1 (EC 3.1.8.1, aryldialkylphosphatase) je kalcijum zavisan
glikoproteinski enzim, koji je svojim ateroprotektivnim znaCajem 1 ulogom u
vaskularnoj fiziologiji, privukao paznju istrazivaca poslednjih godina i moze se reci,

otvorio novo poglavlje istraZzivanja u oblasti enzimologije.
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Slika 3. Oksidativna modifikacija lipida u procesu nastanka ateroskleroze (preuzeto iz Stocker,
Roland, and John F. Keaney, Jr. Physiol Rev 2004; 84: 1381-1478).

Paraoksonaza se sintetiSe u jetri i vezana za povrSinu HDL cestica transportuje
se u cirkulaciju i tkiva. PON gen smeSten je na hromosomu 7q21.22 i kodira sintezu
familije enzima paraoksonaza (PON1, PON2 i PON3) koji pokazuju homologiju
sekvence aminokiselina oko 65% (88,89). PON2 1 PON3 takode imaju antioksidativna

svojstva, s tim da je PON2 intracelularni enzim i ne nalazi se u cirkulaciji, a PON3 je
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identifikovan kao laktonaza vezana za HDL i takode stiti LDL od oksidativnog
oStecenja (89).

Harel 1 saradnici (90) su 2004. godine definisali kristalnu strukturu
rekombinantnog enzima PON1, koja pokazuje da se radi o Sestolisnom 3 propeleru, od
kojih se svaki list sastoji od 4 B ploce (Slika 4). Enzim sadrzi dva kalcijumova jona, od
kojih je jedan znacajan za kataliticku aktivnost enzima i1 za njega je vezan fosfatni
anjon, a drugi jon kalcijuma znacajan je za stabilizaciju strukture enzima. Aktivno
mesto enzima okrenuto je prema fosfolipidnoj povrSini HDL cestice i omogucava
vezivanje velikog broja supstrata (91 - 93).

Fizioloski supstrat za PON 1 nije poznat. Enzim je nazvan po njegovom
najceS¢e koriS¢enom supstratu paraoksonu, aktivhom metabolitu organofosfornog
insekticida parationa. PON1 moZe da hidrolizuje aromati¢ne estre i laktone i u manjoj

meri druga organofosforna jedinjenja, uklju¢ujuéi nervne otrove i pesticide (91 - 93).

Slika 4. Kristalna struktura PON1 proteina (preuzeto iz Harel M et al. Structure and
evolution of the serum paraoxonase family of detoxifying anti-atherosclerotic enzims. Nat
Struct Mol Biol 2004;11:412-419).

Enzim PONI ima dva uobicajena kodiraju¢a polimorfizma, supstitucija
metionina leucinom na poziciji 55 (L55M) i glutamina argininom na poziciji 192
(Q192R) (91 - 93). Mnoge studije su pokazale da oba polimorfizma mogu biti povezana
sa raznim patofizioloSkim stanjima, kao §to su KVB, familijarna hiperholesterolemija,

Parkinsonova bolest, tip 2 dijabetes, Alchajmerova bolest i dr. (91 - 96).
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Polimorfizam na poziciji 192 je najviSe proucavan. Polimorfizam PON1gqi9r
znacCajno utice na kataliticku aktivnost enzima PONI1 1 to na supstrat specifi¢an nacin,
tako da Q varijanta ima izraZeniji afinitet prema diazoksonu kao supstratu, dok R
varijanta ima izrazeniji afinitet prema paraoksonu (91 - 96). Odredivanje PON1 fenotipa
bolje reflektuje povezanost ovog enzima sa rizikom za razvoj ateroskleroze.

Pojam ,,status enzima®“ ukljucuje PON1 aktivnost oba PONI1 192 genotipa a
merenjem odnosa aktivnosti PONI1 prema dva supstrata (diazokson / paraokson),
odreduje se status enzima i moguce je razdvojiti osobe na PONI1qi92, PON1grioz 1
PON1g9, genotipove (91 - 96). Konstruisanjem grafika (97) brzine hidrolize diazoksona
prema brzini hidrolize paraoksona, moze se izvesti zaljucak o PONI fenotipu i
aktivnosti PON1 za odredenu osobu (Slika 5).

Enzim je vrlo nestabilan u odsustvu optimalnih fizioloskih uslova koje mu
omogucuje Cestica HDL svojom strukturom. Njegova aktivnost izrazito varira izmedu
individua 1 ta razlika moze iznositi i do 40 puta, a kod osoba sa istim PONI g,
genotipom do 13 puta (94).

PONI aktivnost zavisi od godina starosti i niska je na rodenju, da bi rasla tokom
prve dve godine zivota, kada doseze vrednosti koje se nalaze kod odraslih osoba, mada
pojedine studije pokazuju da raste i do sedme godine (13). Razlike u aktivnosti enzima
tokom razvoja i rasta vezane su za genski polimorfizam (13) Aktivnost enzima opada sa
godinama (12), a kod trudnica je pokazano da je aktivnost enzima niza kod trudnica
iznad 35 godina starosti u poredenju sa onima koje su mlade od 25 godina (14).

Pored toga, aktivnost enzima zavisi i od ishrane i zivotnih navika. Uticaj
okoline, kao S$to je izlozenost zagadenjima, posebno izloZenost organofosfatima, moze
dovesti do sniZenja aktivnosti enzima (96, 97).

Obzirom da je enzim deo HDL cestice, zdrav nacin Zivota koji pozitivno uti¢e na
porast HDL-a i do 10%, a koji podrazumeva redukciju telesne tezine, fizicku aktivnost,
prestanak puSenja i odgovaraju¢i umereni unos alkohola, pozitivno uti¢e 1 na aktivnost
PONI. Ishrana bogata prirodnim antioksidansima, vitamin C i E, umerena konzumacija
crvenog vina, kao i devicanskog maslinovog ulja, svakako pozitivno uti¢e na aktivnost
PONI (98 - 103).

Mackness 1 saradnici (104) su joS 1991. godine pokazali da u in vitro uslovima PON1

ima sposobnost da spreci stvaranje 1 akumulaciju lipidnih peroksida u LDL-u. Od tada
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do danas brojna istrazivanja, posebno poslednjih godina, pokazala su da ovaj enzim ima
sposobnost da zastiti LDL cestice od oksidacije, ukloni ve¢ stvorene lipidne perokside,
ali 1 da sacuva HDL cestice od oksidacije. Time PON1 dobija znacajnu ulogu u zastiti
od razvoja ateroskleroze, bolesti koja u savremenom svetu predstavlja najveci uzrok

smrtnosti.
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Slika 5. Dijagram raspodele diazoksonazne prema paraoksonaznoj aktivnosti —

PONI qi92r izoforme, (preuzeto iz Jarvik G. P. et al. Arterioscler Thromb Vasc Biol.
2000;20:2441-2447).

Poslednjih godina se sve viSe istrazuje trudnoca kao fiziolosko stanje upravo
zbog specificnog metabolizma koji u svojoj osnovi ima elemente uzroka za razvoj
ateroskleroze, koji mogu u kasnijem zivotnom dobu dovesti do razvoja ateroskleroze
kod Zena ili njihovog potomstva. PON1 kao deo antioksidativnog kapaciteta znacajan je
element prooksidativnog / antioksidativnog statusa organizma. Istrazivanja koja su
radena kod trudnica dala su oprecne rezultate, tako da su prema jednim autorima
aktivnosti PON1 viSe (14), a prema drugim autorima niZze tokom trudnoée (96), u
odnosu na negravidne Zene. Sam dizajn studije moze dovesti do ovakvih rezultata, kao i
sastav ispitanica, jer na aktivnost enzima mogu uticati brojni ve¢ ranije navedeni faktori.
Tako trudnice koje su starije od 35 godina pokazuju nizu aktivnost enzima nego

trudnice mlade od 25 godina (12). Starosna dob majki, medutim ne uti¢e na aktivnost
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PONI1 kod njihove novorodencadi, tako da ne postoji razlika aktivnosti izmedu beba
¢ije su majke imale vecu aktivnost enzima u odnosu na bebe majki nize PONI
aktivnosti (12).

Huen i saradnici (14) su pokazali da je tokom trudnoce, posebno u kasnoj
trudno¢i 1 na porodaju aktivnost PONI1 povecéana S§to doprinosi ocuvanju
antioksidativnog potencijala u momentu povecanog oksidativnog stresa.

U studiji radenoj na Kineskoj populaciji, Chen i saradnici (105) pokazali su da je
PONI RR genotip novorodencadi povezan sa prevremenim porodajem. Kumru i
saradnici (106) smatraju da snizena aktivnost PONI1 ucestvuje u patogenezi
preeklampsije, dok druge studije nisu pokazale razliku aktivnosti PONI1 izmedu

trudnica sa preeklampsijom i zdravih trudnica.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Kod zdravih trudnica, kod kojih su trudnoca i porodaj prosli bez komplikacija,
ispitati promenu parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite, lipidnih
parametara, aterogenih indeksa, subfrakcija LDL 1 HDL cestica, status enzima
paraoksonaza 1 i distribuciju fenotipova enzima paraoksonaza 1.

2. Ispitati promene navedenih parametara u svim stupnjevima trudnoce, prvom
trimestru, drugom trimestru, tre¢em trimestru, neposredno pre porodaja kao i dva
meseca posle porodaja.

3. Ispitati da li postoji razlika u parametrima oksidativnog stresa, antioksidativne
zastite 1 lipidnog profila izmedu trudnica u razli¢itim periodima trudnoce i zdravih
negravidnih ispitanica iste starosne dobi.

4. Utvrditi da 1i izmedu parametara oksidativnog stresa, lipidnih parametara, i
aktivnosti enzima paraoksonaza 1 u trudno¢i postoji povezanost, kao i da li fizioloska
trudnoca predstavlja rizik za razvoj ateroskleroze.

5. Ispitati uticaj povecanja telesne tezine trudnica tokom trudnoce, kao i uticaj
puSenja 1 suplementacije vitaminima na parametre oksidativnog stresa, lipidne
parametre i aktivnost enzima paraoksonaza 1.

6. Ispitati povezanost parametara oksidativnog stresa, lipidnih parametara i

aktivnosti paraoksonaze 1 sa telesnom masom, duzinom i obimom glave norodencadi.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. ISPITANICE

Ovim istrazivanjem, koje je dizajnirano kao longitudinalna studija, obuhvac¢eno
je 60 zdravih gravidnih Zena starosti 20-38 godina (mediana 31 godina), koje su se
javile na pregled u SavetovaliSte za trudnice Ginekolosko akuSerske klinike (GAK)
,Narodni front*, Beograd, radi prenatalnog laboratorijskog screening-a.

Svi uzorci su sakupljani prema utvrdenom kalendaru poseta savetovaliStu za
trudnice GAK ,,Narodni front™ 1 organizovani su u pet poseta: prvi trimestar, drugi
trimestar, tre¢i trimestar, neposredno pred porodaj (38. nedelja trudnoce) i sedam
nedelja posle porodaja. Pri svakoj poseti trudnice su kompletno klini¢ki i laboratorijski
obradene. Gestacijska starost odredivana je ultrazvu¢nim pregledom. Kontrolnu grupu
¢ine 42 negravidne Zene uparene po godinama (22-38 godina, mediana 32godine).

Sve ispitanice su dale pismeni pristanak za ucesc¢e u studiji, koju je za trudnice
odobrio Eti¢ki odbor GAK ,Narodni front“, a za kontrolnu grupu Eti¢ki odbor
Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Od antropometrijskih podataka, trudnicama je merena visina i teZina, kako bi se
izracunao indeks telesne mase [(ITM = tezina (kg)/kvadrat visine (m?)] i dobijanje u
tezini od jednog kontrolnog pregleda do drugog, izrazeno u kg i kao procenat u odnosu
na tezinu pre trudnoce. Sve ispitanice imale su normalnu teZinu na pocetku trudnoce, sa
ITM izmedu 18,5 kg/m” i 24,9 kg/m”. Krvni pritisak je meren pri svakoj poseti, nakon
15-20 min mirovanja na desnoj nadlaktici sfigmomanometrom. IzraZen je kao srednja
vrednost dva uzastopna merenja.

Kriterijumi za isklju€ivanje iz studije bili su prekomerna tezina pre trudnoce,
kao 1 prisustvo bilo koje hroni¢ne bolesti pre trudnoce ili redovno uzimanje lekova,
blizanacka trudnoda, gestacijska hipertenzija, gestacijski dijabetes, preeklampsija,
prisustvo bilo koje druge komplikacije u trudno¢i i prevremeni porodaj. Na osnovu ovih
kriterijuma, iz studije je iskljuceno 17 trudnica, i to iz slede¢ih razloga: osam trudnica je
u raznim etapama odustalo od studije svojevoljno, tri trudnice su razvile gestacijski

dijabetes, tri trudnice su razvile hipertenziju, dve trudnice su porodene pre 38. nedelje
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trudnoe 1 jedna trudnica je namerno prekinula trudno¢u zbog loSeg nalaza
amniocenteze koji je ukazivao na Turner sindrom.

U studiji su na kraju preostale 43 trudnice koje su kompletno obradene, donele
trudno¢u do kraja i dosle na zakazanu kontrolu sedam nedelja posle porodaja. Medu
njima je bilo 21 nulipara, 17 primipara i 5 multipara. Sve trudnice porodile su se
vaginalnim putem i rodile su zdravu decu. Medu novorodenom decom bilo je 22 decaka
121 devojcica.

Trudnice su tokom trudnoce bile na adekvatnom rezimu ishrane prema savetu
lekara, a 21 trudnica je uzimala vitaminsku suplementaciju (multivitamine i minerale),
koja je sadrzavala u proseku 200-300 mg kalcijuma, 15 mg cinka, 17 mg gvozda, 400
mcg folne kiseline, 400 IU vitamina D, 70 mg vitamina C, 3 mg tiamina, 2 mg
riboflavina, 20 mg niacina, 6 mcg vitamin B12 i 10 mg vitamina E. Suplementi su
uzimani jednom dnevno. Takode, 21 trudnica je imala pusacke navike pre trudnoce sa
konzumacijom do 20 cigareta dnevno, a prestale su sa pusenjem nakon $to su saznale za
trudnocu.

Uzorci su sakupljani nakon prekonoénog gladovanja (12 h) prema utvrdenom
kalendaru poseta; u prvom trimestru, mediana 14. nedelja trudnoc¢e, drugom trimestru,
mediana 24. nedelja trudnoCe, tre¢em trimestru, mediana 32. nedelja trudnoce,
neposredno pred porodaj, 38.nedelja trudnoce i sedam nedelja posle porodaja. Uzorci su
uzimani u dva vakutejnera (1 serumski i 1 plazma sa EDTA kao antikoagulansom),
centrifugirani na 1500 g 10 min na 4°C; podeljeni u odgovarajuée alikvote od 200 puL i

Guvani do analiziranja na temperaturi -80°C.
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3.2. METODE

Kod ispitanica su odredeni slede¢i parametri:

1. Antropometrijski podaci

Starost
Visina
Tezina
Indeks telesne mase

Dobijanje u tezini

2. Biohemijski i hematoloski parametri

Osnovni biohemijski parametri - Ureja, kreatinin, glukoza, albumin,
ukupni proteini, mokra¢na kiselina, gvozde, hsCRP, ukupan bilirubin,
alanin aminotransferaza (ALT), aspartat aminotransferaza (AST)

Lipidni status - ukupni holesterol, HDL-holesterol, LDL-holesterol,
razdvajanje LDL 1 HDL subfrakcija, ApoAl, ApoB

Kompletna krvna slika - broj leukocita, eritrocita, trombocita, hemoglobin
(Hb), hamatokrit (Hct), zapremina eritrocita (MCV), prose¢na koli¢ina
hemoglobina u eritrocitu (MCH), prosecna koncentracija hemoglobina u

eritrocitima (MCHC)

3. Parametri oksidativnog stresa:

Tiobarbiturna kiselina-reagujuca supstanca — TBARS
Superoksid anjon radikal — O,”

Lipidni hidroperoksidi — LOOH

Produkti oksidativne modifikacije proteina — AOPP
Totalni oksidacioni status — TOS

Prooksidativni-antioksidativni balans — PAB
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4. Parametri antioksidativne zastite:
e  Aktivnost superoksid dismutaze — SOD
e  Ukupne sulthidrilne grupe — SH grupe

e Totalni antioksidativni status — TAS

5. Status i aktivnost enzima PON1
e Aktivnost enzima paraoksonaze prema paraoksonu kao supstratu

e Aktivnost enzima paraoksonaze prema diazoksonu kao supstratu

3.2.1. ODREBPIVANJE BIOHEMIJSKIH I HEMATOLOSKIH PARAMETARA

Osnovni biohemijski parametri odredeni su na automatskom biohemijskom
analizatoru Ilab 300+ primenom gotovih komercijalnih testova proizvodaca Biosystems
S.A. (Barcelona, Spain) i Byoanalitica (Belgrade, Serbia). Kompletna krvna slika
odredivana je na hematoloskom brojac¢u Cell-Dyn 1700 (Abbott Diagnostics, Illinois,
USA).

3.2.2. ODREPIVANJE PARAMETARA OKSIDATIVNOG STRESA

3.2.2.1. Odredivanje koncentracije tiobarbiturna Kkiselina reagujucih supstanci

(TBARS)

Princip metode za odredivanje koncentracije TBARS zasniva se na ¢injenici da
krajnji produkti oksidacije lipida imaju sposobnost da reaguju sa tiobarbiturnom
kiselinom (TBA), pri ¢emu nastaje obojeni kompleks sa maksimumom apsorbance na

535 nm (107).
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Reagensi
1. TBA reagens: 0.917 mmol /L trihlorsiréetne kiseline (TCA, 15% rastvor), 2.6
mol / L (0.375 %) TBA-tiobarbiturne kiseline, 0.25 mol / L HCL rastvoriti u
destilovanoj vodi 1 reagens Cuvati na +4 °C

2. TRIS-CI pufer: 0.05 mol/L, pH 7,4.

Postupak za odredivanje TBARS

Slepa proba Analiza
Plazma - 0,3 mL
TRIS-CI pufer 0,3 mL -
Standard - -
TBA reagens 0,6 mL 0,6 mL

Promesati i inkubirati 5 minuta u vodenom kupatilu na 100 °C. Ohladiti,
centrifugirati na 10.000 g deset minuta na +4 °C i Citati apsorbancu na 535 nm.
Koncentracija TBARS se izracunava metodom molarnog apsorpcionog

koeficijenta koji iznosi 1.56 x 10° L x mol™ x c¢m' za nastali obojeni kompleks.

3.2.2.2. Odredivanje nivoa superoksid anjon radikala u plazmi

Superoksid  anjon  redukuje nitro  grupu aromaticnog  jedinjenja
nitrobluetetrazolijuma [NBT,2,2’-di-p-nitrofenil-5,5’-difenil-3,3’-(3,3’-dimetoksi-4,4’-
difenilen)-ditetrazolijum hlorid]. Redukcija NBT-a se odvija u dva stupnja i to
nepotpuna redukcija do monoformazana i1 potpuna redukcija do diformazana. U
oksidovanoj formi NBT je rastvorljiv u vodi, a redukcijom postaje manje rastvorljiv,
zbog Cega se dodaje Zelatin koji odrzava diformazan u rastvorenom obliku. U vodenim
rastvorima, u reakcijama u kojima se stvara superoksid anjon, NBT se nepotpuno
redukuje do monoformazana. Pojacana redukcija NBT-a pri vi§im pH vrednostima je
rezultat inhibicije reakcije spontane dismutacije kiseonika, koja kompetira sa reakcijom
redukcije NBT. Redukcija NBT se povecava smanjenjem pritiska kiseonika u
medijumu, §to se postize uvodenjem azota pod pritiskom 1 to 1h pre odredivanja. Nivo

0O," je odredivan na automatskom analizatoru ILab300+, nakon optimizacije originalne
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metode (108) u laboratoriji Katedre za medicinsku biohemiju Farmaceutskog fakulteta u

Beogradu.

Reagensi
1. Fosfatni pufer , 0.05 mol/L, pH 8,6 uz dodavanje EDTA nu koncentraciji
od 0.1 mmol/L.
2. Radni reagens. Rastvoriti 1 mmol / L [NBT-a 2,2’-di-p-nitrofenil-5,5’-
difenil-3,3’-(3,3’-dimetoksi-4,4’-difenilen)-ditetrazolijum hlorid].

Postupak za odredivanje koncentracije superoksidnog anjona

Radni reagens 0,2 mL
Plazma 0,02 mL

Promesati i pratiti povecanje apsorbance na 515 nm na svakih 15 sekundi u toku
jednog minuta. IzraGunati AA/A t. Brzina generisanja superoksidnog anjona se izraZava
preko brzine stvaranja redukovanog NBT-a. Brzina redukovanja NBT-a se odreduje

kinetickim postupkom, a izraCunava se metodom molarnog apsorpcionog koeficijenta.

Krajnji izraz za izraCunavanje glasi: Red NBT,pmol/min/L= A A/min x 1466

3.2.2.3. Metoda za odredivanje lipidnih hidroperoksida

U kiseloj sredini u prisustvu LOOH iz uzorka dolazi do oksidacije Fe*" u Fe’.
Nastali Fe’" formira kompleks sa bojom ksilenol-oranz (o-krezosulfonftalein-3,3’-
bismetilimino-bisiréetna kiselina). Intenzitet boje meri se na 540 nm na kojoj apsorbuju
uzorak i eventualno prisutne interferirajuce supstance, i na 670 nm gde apsorbuju samo
interferirajuce supstance, ¢ime se poniStava njihov uticaj. Analiza se izvodi uz proces
deproteinizacije sa perhlornom kiselinom. Kao uzorak mogu se koristiti serum ili

plazma (EDTA, heparin) (109).
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Reagensi

1. Ksilenol-oranz 2,5 mM. U 100 mL H,O rastvoriti 0,1901g ksilenol-oranza.
Napravljeni rastvor ksilenol-oranza stabilan je tri nedelje na temperaturi
+4 C.

2. Mohrova so, Fe (NH4)2(SOy4); 2,5mM u 1,1M HCIQy4. U perhlornoj kiselini
rastvoriti 0,098g Mohrove soli. Napravljeni rastvor stabilan je tri nedelje na
temperaturi +4 C.

3. Perhlorna kiselina, HCLO4 (60%) 1,1M. U 88 mL destilovane vode dodati
12 mL kiseline (za 100 mL rastvora). Napravljeni rastvor perhlorne kiseline
stabilan je mesec dana na temperaturi +4C.

4. Standard-terc-butilhidroperoksid, Stok-rastvor 20mM. Priprema 10 mL
rastvora standarda: u normalnom sudu rastvoriti 0,0257 mL
tercbutilhidroperoksida i dopuniti do 10 mL redestilovanom vodom. Rastvor

je stabilan mesec dana na +4C.

Izrada standardne krive
Za izradu standardne krive koristiti razblazenja rastvora standarda (Stoka) u
0,9% NaCl: 3,125 uM, 6,25 uM, 12,5 uM, 25 uM, 100 uM, 200 uM. Rastvor standarda

pripremiti svez, neposredno pre upotrebe.

Izvodenje analize

Metoda je prilagodena za izvodenje na automatskom analizatoru. U kivete se
doda 260 pL rastvora ksilenol-oranza i 40 pL dilutovanog uzorka, i inkubira 5 minuta.
Zatim dodati 60 pL rastvora Morhove soli u perhlornoj kiselini i inkubirati na sobnoj

temperaturi jo§ 30 minuta i meriti na 540 nm i 670 nm.

3.2.2.4. Metoda za odredivanje produkata oksidativne modifikacije proteina

(AOPP)

Dodavanjem siréetne kiseline 1 rastvora kalijum-jodida 1,16M u uzorak seruma,
u prisustvu AOPP-a dolazi do promene apsorbancije koja se meri na 340 nm.

Koncentracija AOPP se izrazava preko ekvivalenata hloramina T koji se koristi
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za izradu standardne krive u koncentracijama 10-100 pumol / L, pri ¢emu njegova

apsorbancija linearno raste sa porastom koncentracije (110).

Reagensi

1. Standardni rastvor Hloramina T (N-hloro-p-toluensulfonamid
natrijum), 100pmol / L. Odmeri se 0,028 g Hloramin T-hidrata i rastvori
destilovanom vodom do 1000 mL.

2. Glacijalna siréetna kiselina

3. Rastvor Kkalijum jodida (1,16M). Odmeri se 19,257g KJ 1 rastvori
destilovanom vodom do 1000 mL.

4. Fosfatni pufer 20 mM, pH=7.4. Rastvori se 3,4 g KH,PO4 u 250 mL
destilovane vode, i 4,45 g Na,HPO4 u 250 mL destilovane vode. U rastvor
Na,HPO,4 dodaje se KH,PO4do pH rastvora 7,4.

Postupak za odredivanje AOPP

Koncentracija AOPP je odredivana na automatskom analizatoru Ilab 300+,
nakon optimizacije originalne metode (110) u laboratoriji Instituta za medicinsku
biohemiju Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Odredivanje AOPP se
zasniva na metodi zavrSne tacke sa slepom probom reagensa. Za pripremu standardne
krive mogu se koristiti koncentracije Hloramina-T: 12,5, 25,50 i 100 umol /L, koje su
pripremljene od Hloramin-T osnovnog rastvora (100 umol / L). Glacijalna sir¢etna
kiselina izmeSana sa PBS u odnosu 1:8 ¢ini reagens 1 (R1), dok reagens 2 (R2) sadrzi
kalijum jodid pripremljen takode u PBS. Uzorku seruma, odnosno standarda (60uL) se
dodaje 300 puL. R1 i nakon inkubacije od 60s ocitava se prva apsorbancija uzorka.
Nakon toga, reakcionoj smesi dodaje se kalijum jodid 1 nakon inkubacije od 180s,
ponovo meri apsorbancija na talasnoj duzini 340 nm. Koncentracija AOPP se
izratunava iz standardne krive, a izrazava se u jedinicama pumol / L ekvivalenata

Hloramina T.
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3.2.2.5. Odredivanje nivoa totalnog oksidativnog statusa (TOS)

Glavne komponente TOS u serumu su H;O; 1 lipidni hidroperoksidi. Ukupni
oksidansi prisutni u uzorku oksiduju fero jon-orto-dianizidni kompleks u feri jon.
Reakcija oksidacije olakSana je molekulom glicerola koji je prisutan u reakcionom
medijumu. Nastali feri jon gradi obojeni kompleks sa ksilenol-oranzom u kiseloj
sredini, a intenzitet nastale boje meri se spektrofotometrijski na 560 nm i
proporcionalan je ukupnom sadrzaju oksidacionih molekula u uzorku. Kao standard se
koristi vodeni rastvor vodonik-peroksida koncentacija 10-200 pmolL, $to odgovara
linearnosti metode 1 ocekivanim koncentracijama u bioloSkom materijalu (111). TOS je
odredivan na automatskom analizatoru ILab 300+, nakon optimizacije originalne
metode u laboratoriji Instituta za medicinsku biohemiju Farmaceutskog fakulteta u

Beogradu.

Reagensi

1.Reagens 1-TOS 1: Priprema se rastvaranjem ksilenol-oranza (114 mg) i NaCl
(8,18 g) u 900 mL rastvora H,SO4 (c=25mM). U tako dobijeni rastvor dodato je 100 mL
glicerola. pH vrednost reagensa treba podesiti na 1,75.

2. Reagens 2-TOS 2: Priprema se rastvaranjem feroamonijum sulfata (1,96 g) i

o-dianizidin dihidrohlorida (3,17 g) u 1000 mL rastvora H,SO4 (c=25mM).

Postupak za odredivanje TOS

Analiza Standard Slepa proba
TOS 1 450 puL 450 uL 450 puL
TOS 2 22 uL 22 uL -
Serum 70 pL - -
Standard - 70 L -
Dejonizovana voda - - 70 pL

Sadrzaj se promesa i

talasnoj duzini od 560nm.

inkubira 3 minuta, nakon Cega se apsorbance Citaju pri
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3.2.2.6. Odredivanje nivoa prooksidativno-antioksidativnog balansa (PAB)

Odredivanjem PAB meri se koncentracija vodonik peroksida (H,O,) u
antioksidativnom okruZzenju. Hromogen 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin (TMB) reaguje sa
vodonik peroksidom i sa antioksidansima (mokra¢nom kiselinom) istovremeno,
obzirom da su obe komponente prisutne u uzorku zajedno. Reakcija vodonik peroksida i
hromogena je enzimski katalizovana enzimom peroksidazom, pri ¢emu oksidovanjem
TMB-a nastaje intenzivno plavo obojeni produkt. Reakcija mokraéne kiseline i
hromogena je nekatalizovana hemijska reakcija u kojoj se TMB katjon redukuje do
bezbojnog proizvoda. Intenziteti obojenosti standardnih rastvora su srazmerni odnosu
dodatih koli¢ina H>O, i1 mokra¢ne kiseline. Za pravljenje standardne krive se koriste
rastvori H>O, 1 mokraéne kiseline u razli¢itim odnosima, tako da u pocetku dominira
mokraéna kiselina a na kraju H,O,. Ove dve komponente su izabrane za predstavnike
prooksidanasa i antioksidanasa jer ne reaguju jedna sa drugom i ne ometaju aktivnost

jedna drugoj prema hromogenu (112).

Reagensi

1. TMB 1 rastvor: 60 mg TMB (3,3’,5,5 -tetrametilbenzidin) supstance
rastvori se u 10 mL dimetilsulfoksida (DMSO), rastvor se podeli na
zapremine od 1,1 mL i ¢uva na -20°C.

2. TMB katjon: 1 mL TMB /DMSO (TMB 1) doda se u 50 mL acetatnog
pufera (0.05M, pH 4,5), zatim se doda 175 pL sveze pripremljenog
hloramina T (100 mmolxL™), dobro se promesa i inkubira 1 sat na 37°C, na
tamnom mestu uz stalno meSanje. Nakon toga, u 50 mL TMB katjona doda
se 25 U enzima peroksidaze. Dobijeni rastvor pazljivo se promesa, podeli u
zapremine od 1,1 mL i ¢uva na -20°C.

3. TMB II rastvor: 200 uL. TMB/DMSO se rastvori u 10 mL acetatnog pufera
(0,05M, pH 5,6). Rastvor je najbolje koristiti sveze pripremljen ili
maksimalno u roku od 2 dana, uz ¢uvanje na +4°C.

4. Radni rastvor: 1 mL TMB katjona se doda u 10 mL TMB rastvora I i 6
minuta mesa na sobnoj temperaturi na tamnom mestu. Radni rastvor se

koristi odmah, sveze pripremljen.
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5. Standardni rastvor: Standardni rastvori se pripremaju mesanjem razli¢itih

odnosa (0-100%) 1 mmol /L H,O, sa 6 mmol / L mokra¢nom kiselinom

(rastvorenom u 10 mM NaOH).

Priprema standardnih rastvora za odredivanje PAB

Standardni rastvor 1 2 3 4 5
Mokracéna kiselina (uL) 100 75 50 25 0
H,O; (uL) 0 25 50 75 100

Postupak za odredivanje PAB

Pomesa se 10 puL uzorka, standardnog rastvora i slepe probe (destilovana voda)

rastvorima pomnozen sa 6.

sa 180 pL radnog rastvora i inkubira 12 minuta na 37°C na tamnom mestu. Nakon
inkubacije, reakcija se prekida dodatkom 40 uL 2mol /L hlorovodoniéne kiseline, pri
¢emu se dobijena plava boja prevodi u Zutu. Apsorbancija se meri na 450 nm.
Koncentracije PAB uzorka odreduju se iz standardne krive pripremljene sa standardnim
rastvorima. Vrednosti PAB izrazavaju se u arbitrarnim jedinicama - HKU (hidrogen-

peroksid komplementarne jedinice), koje predstavljaju procenat H,O, u standardnim
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3.2.3. ODREDPIVANJE PARAMETARA ANTIOKSIDATIVNE ZASTITE

3.2.3.1. Odredivanje aktivnosti enzima superoksid dismutaza (SOD) u plazmi

Aktivnost SOD odredivana je na automatskom analizatoru ILab 300+, nakon
optimizacije originalne metode (113) u laboratoriji Instituta za medicinsku biohemiju
Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Metoda se zasniva na sposobnosti
SOD da u baznoj sredini (pH 10,2) inhibira spontanu autooksidaciju adrenalina.
Autooksidacija adrenalina je inicirana tragovima teSkih metala koji su prisutni u
reagensima kao necistoce. Aktivnost enzima izrazava se u relativnim jedinicama, koje
se dobijaju merenjem apsorbancije nastalog crvenog produkta oksidacije adrenalina na
480 nm, bez prisustva SOD (kontrola) i u prisustvu SOD (analiza). Aktivnost SOD u

uzorku se izracunava kao procenat inhibicije autooksidacije adrenalina.

Reagensi:
1. Karbonatni pufer: 0,05 mmol/L, pH 10,2, kome je dodat 1 mmol/L EDTA
2. Hlorovodoniéna kiselina, 15 mmol/L

3. Osnovni rastvor adrenalina, 10 mmol/L, rastvoren u 15 mmol/L HCL

Postupak za odredivanje aktivnosti enzima SOD

Kontrola Analiza
Plazma - 0,010 mL
Pufer 0,700 mL 0,690 mL
Adrenalin 0,050 mL 0,050 mL

Nakon pokretanja reakcije, koja zapocinje dodavanjem adrenalina u reakcionu
smesu 1 perioda preinkubacije (3 minuta), apsorbancija se ocitava svaki minut u toku

naredna 3 minuta. Iz dobijenih vrednosti, izra¢una se AA /min za kontrolu i analize.
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Izrac¢unavanje:

Relativna jedinica aktivnosti SOD definisana je kao ona aktivnost koja dovodi
do 50% inhibicije adrenalina pod odredenim uslovima. Izabrana je ona koncentracija
adrenalina (5 mmol / L) koja u kontroli daje AA / min 0,025, obzirom da pri ovoj
vrednosti promene apsorbancije, SOD postize najvisi procenat inhibicije autooksidacije
adrenalina. Pri tome se polazi od koncentracije adrenalina od 10 mmol/L, a zatim se on
razblazuje dok se ne postigne AA od 0,025. Obzirom na definiciju relativne jedinice
aktivnosti enzima SOD, jedinicna aktivnost bi dovela do 50%-nog smanjenja
apsorbancije odnosno AA /min u takvom uzorku bi bila 0,0125.

Aktivnost SOD u relativnim jedinicama izracunava se preko sledece proporcije:
0,0125: 1U=[0,025 — (AA analize/min)] : X

Da bi se dobila aktivnost u 1 mL plazme dobijena vrednost se mnozi sa
razblazenjem uzorka (V ukupna/V uzorka), a zatim sa 1000 da bi se dobila aktivnost u
zapremini od 1 L plazme.

SOD U/L =X x Vuk/Vuz x 1000

3.2.3.2. Odredivanje ukupnog sadrzaja sulthidrilnih grupa (SH)

Princip metode zasniva se na Cinjenici da 2,2’-dinitro-5,5’-ditio-benzojeva
kiselina (DTNB) u baznoj sredini reaguje sa alifati¢nim tiolima i daje zuto obojeni p-
nitrofenol, a intenzitet reakcije meri se spektrofotometrijski na 412 nm. Ukupan sadrzaj
SH grupa odredivan je na automatskom analizatoru ILab 300+, nakon optimizacije
originalne metode (114) u laboratoriji Instituta za medicinsku biohemiju Farmaceutskog

fakulteta u Beogradu.

Reagensi
1. Fosfatni pufer: 0,2 mol/L K,HPO4 2 mmol/L EDTA, pH 9,0
2. DTNB reagens, 10 mmol/L, rastvoren u 50 mmol/L fosfatnog pufera,
pH 7,0.
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Postupak za odredivanje koncentracije sulfhidrilnih grupa

Slepa proba Analiza
Pufer 0,95 mL 0,90 mL
Plazma - 0,05 mL
DTNB reagens 0,02mL 0,02mL

SmesSa se inkubira na tamnom mestu 25 minuta na 25°C 1 nakon toga
apsorbancija se ocitava na 412 nm prema slepoj probi. Koncentracija ukupnog sadrzaja
SH grupa izracunava se preko molarnog apsorpcionog koeficijenta p-nitrofenola na 412

nm, koji za date uslove iznosi 13600 L x mol” x cm™" .

SH grupe mmol/L = A,/ X Vu/ V. x 1000
£=13600 L x mol! x cm™!
Vuk— ukupna zapremina (0,97 mL)

V., — zapremina uzorka (0,05 mL)

3.2.3.3. Odredivanje nivoa totalnog antioksidativnog statusa u serumu (TAS)

Totalni antioksidativni status odreden je kolorimetrijskom metodom na
automatskom analizatoru ILab 300+, nakon optimizacije originalne metode (115) u
laboratoriji Instituta za medicinsku biohemiju Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu. Princip reakcije zasniva se na oksidaciji stabilnog hromogena 2,2’- azinobis-
(3-etilbenztiazolin)-6-sulfonska kiselina katjona (ABTS") pomo¢u vodonik peroksida u
kiseloj sredini, pri ¢emu nastaje smaragdna boja. Kada se obojeni ABTS" jon pomesa sa
nekom supstancom koja moze da se oksiduje (antioksidans), redukuje se do bezbojnog
ABTS-a, sto se manifestuje promenom boje i obezbojavanjem ispitivanog rastvora.
Intenzitet obezbojavanja srazmeran je koncentraciji prisutnih ukupnih antioksidanasa u
uzorku. Vrednosti se o€itavaju iz standardne krive, a najéeSc¢e upotrebljavan standard je
trolox, hidrosolubilni ekvivalent vitamina E. Dobijeni rezultati izraZzavaju se u mmol

Trolox ekvivalenta / L. Pri konstruisanju standardne krive koriste se rastvori Troloxa
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slede¢ih koncentracija: 0,125 mmol /L, 0,25 mmol/L, 0,5 mmol/L, 0,75 mmol /L, 1
mmol/L, 1,5 mmol/L i 2,0 mmol/L.

3.2.4. ODREPIVANJE AKTIVNOSTI ENZIMA PARAOKSONAZA 1 (PON 1)

Aktivnost enzima paraoksonaza odreduje se preko brzine razgradnje supstrata
paraoksona (paraoksonazna, POazna aktivnost) 1 diazoksona (diazoksonazna, DZOazna

aktivnost) po metodi Richter-a i Furlong-a (116).

3.2.4.1. Odredivanje aktivnosti paraoksonaze prema paraoksonu

Odredivanje aktivnosti PON 1 prema paraoksonu zasniva se na delovanju
enzima na supstrat paraokson, pri ¢emu nastaje obojeni p-nitrofenol. Brzina reakcije
prati se kineticki na 405 nm, $to je maksimum apsorbance p-nitrofenoksidnog anjona, u
koji prelazi p-nitrofenol u baznim uslovima reakcije. Paraoksonazna aktivnost
odredivana je na automatskom analizatoru ILab 300+, nakon optimizacije originalne
metode u laboratoriji Instituta za medicinsku biohemiju Farmaceutskog fakulteta

Univerziteta u Beogradu.

Reagensi

1. Radni pufer: 116 g NaCl se rastvori u 800 mL destilovane vode koja ve¢
sadrzi 100 mL 1mol /L TRIS-HCI pufera, pH 8,5 i 2 mL 1 mol /L rastvora CaCl,.
Rastvor se dopuni do 1000 mL destilovanom vodom i ¢uva na sobnoj temperaturi.

2. Diluent pufer: U 800 mL destilovane vode doda se 10 mL 1mol/L TRIS-HCI
pufera, pH 8,512 mL 1 mol/L rastvora CaCl,, dopuni se destilovanom vodom do 1000
mL 1 ¢uva na sobnoj temperaturi.

3. Zasiéeni rastvor NaOH minimalne koncentracije 2 mol / L, koristi se za
dekontaminaciju koriS¢enog posuda i razgradnju preostalog paraoksona i diazoksona
pre bacanja u slivnik.

4. Paraokson supstrat 1,2 mmol /L: 12,9 puL paraoksona rastvori se u 50 mL
radnog pufera u normalnom sudu i dobro promesa.
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Postupak za odredivanje paraoksonazne aktivnosti

4 pL razblazenog seruma (diluent puferom u odnosu 1:10) pomesa se sa 400 puL
rastvora paraoksona i meri promena apsorbance na 405 nm u toku 3 min. Paraoksonazna

aktivnost se izrazava kao pmol stvorenog p-nitrofenola/min/L ili kao U/L.

3.2.4.2. Odredivanje aktivnosti paraoksonaze prema diazoksonu

Odredivanje diazoksonazne aktivnosti zasniva se na delovanju PON 1 enzima na
supstrat diazokson, pri ¢emu nastaje 2-izopropil-4-metil-6-hidroksipirimidin (IMHP).
Brzina ove promene meri se kineticki na 270 nm u toku 3 minuta i rauna se promena
apsorbancije u minutu. Za izraCunavanje AA /min softverski se selektuje samo linearni

deo reakcije.

Reagensi

1. Radni pufer: 116 g NaCl rastvori se u 800 mL destilovane vode, u kojoj se
nalazi 100 mL 1 mol /L TRIS-HCI pufera, pH 8,5 i 2 mL 1 mol /L rastvora CaCl,.
Rastvor se dopuni do 1000 mL destilovanom vodom i ¢uva na sobnoj temperaturi.

2. Diluent pufer: U 800 mL destilovane vode doda se 10 mL 1 mol/L TRIS-
HCI pufera, pH 8,51 2 mL 1 mol/L rastvora CaCl,, dopuni vodom do 1000 mL i ¢uva
na sobnoj temperaturi.

3. Zasi¢en rastvor NaOH minimalne koncentracije 2 mol / L, Koristi se za
dekontaminaciju koriS¢enog posuda i1 razgradnju preostalog paraoksona i diazoksona
pre bacanja u slivnik.

4. Diazokson supstrat 1,0 mmol /L: 2,8 pL diazoksona rastvori se u 10 mL

radnog pufera i dobro promesa.
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Postupak za odredivanje diazoksonazne aktivnosti

50 pL razblazenog seruma (diluent puferom 1:20) pomesa se sa 500 pL rastvora
diazoksona 1 promena apsorbancije meri spektrofotometrijski na 270 nm.
Diazoksonazna aktivnost se meri na 23°C na pH 8,5. DZOazna aktivnost se izrazava
kao pumol stvorenog IMHP /min/L ili kao IU/L.

Krajnja formula za izraCunavanje aktivnosti PON1 prema diazoksonu glasi:

AA/min x 73 333 = umol IMHP/min/L = IU/L PONI1 aktivnosti

Odredivanje' fenotipa aktivnosti" PONI1g192r

Poredenjem enzimske aktivnosti PON1 prema dva supstrata, paraoksonu i
diazoksonu, moZe se odrediti fenotip PON1 na polozaju 192 (116,117). U tu svrhu se u
koordinatnom sistemu na x-osu nanesu paraoksonazne aktivnosti, a na y-osu
diazoksonazne aktivnosti svake osobe. Odredivanjem odnosa DZOazne / POazne
aktivnosti, i polozajem tac¢aka na grafiku koji predstavlja presek ove dve aktivnosti,
odreduje se fenotip PON1gi9or. Na osnovu izracunatog odnosa enzimskih aktivnosti

osobe se mogu podeliti u tri fenotipa: PON1gq192, PON1gi92r 1 PON1R192 fenotip.

3.2.5. RAZDVAJANJE LDL 1 HDL SUBFRAKCIJA

Razdvajanje LDL i HDL subfrakcija vrSeno je metodom vertikalne elektroforeze
na poliakrilamidnom gradijent gelu (3-31%), koji omogucava istovremeno razdvajanje
ovih Cestica na osnovu njihove razlike u veli€ini, a pod dejstvom istosmerne struje

(118,119).

Reagensi
1. Tris pufer pH 8,3: 90 mmol/L Tris, 80 mmol/L borne kiseline i
2,5 mmol/L Na,EDTA
2. Rastvor akrilamida 3%: 28,8 g/L akrilamida i 1,2 g/L metilen-bis-
akrilamida
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3. Rastvor akrilamida 31%: 292,5 g/L akrilamida i 17,05 g/L metilen-
bis-akrilamida

4. APS rastvor: amonijum-persulfat rastvor 100 mg/1 mL Tris pufera

5. TEMED (tetrametilen-diamid)

6. Boja Sudan black B: 5 g boje zagreva se u 45% etanolu na +50°C uz
mesanje u toku 6 sati

7. Coomassie brilliant blue G-250 0,75%: rastvori se u smesi etanol :
siretna kiselina : voda 3:1:8 (v/v)

Rastvori monomera se nakon pripreme i degaziranja mogu ¢uvati na +4°C.

Postupak za izvodenje gradijent gel elektroforeze

Elektroforetsko razdvajanje vrSeno je u vertikalnoj kadi Hoefer SE 600 Ruby

(Amersham Pharmacia Biotech, Vienna, Austria) na 8°C u Tris puferu pH 8,35
(90 mmol /L Tris, borne kiseline 80mmol /L i 2,7 mmol /L Na,EDTA). Pre nanoSenja
uzorka, gelovi se aktiviraju u toku 50 min na 290 V. 30 pL plazme mesSa se sa 10 pL
0,1% rastvora bromfenol-plavog u 40% rastvoru saharoze i na gel se nanosi 25 puL ove
smese. Paralelno sa uzorcima na svaki gel su u posebne trake nanosSeni standardi.
Elektroforeza je izvodena pri konstantnom naponu, po slede¢em protokolu:

1. 60 V u toku 30 minuta

2. 170 V u toku 20 minuta

3. 300 V u toku 20 sati.

Gelovi su kalibrisani upotrebom sledecih standarda:

1. Visokomolekularni proteinski standardi za kalibraciju (Amersham Pharmacia
Biotech, Vienna, Austria) koji sadrze proteine poznatog dijametra:
tireoglobulin (17,0 nm), feritin (12,2 nm), laktat dehidrogenazu (8,4 nm) i
albumin (7,1 nm). Proteinski standardi se pripremaju tako $to se na jednu
bocicu standarda dodaje 100 pLL TRIS pufera za elektroforezu pH 8,35. 20 uL
rastvorenog standarda se meSa sa 10 pL 0,1% rastvora bromfenol-plavog u
40% rastvoru saharoze. Na svaki gel se u krajnju traku nanosi po 10 pL

obojenog standarda.
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2. Standardizovana smeS$a humane plazme koja sadrzi dve LDL subfrakcije
(dijametri 26,99 nm i 25,52 nm). Smesa je standardizovana u Laboratoriji za
genetiku lipoproteina (Southwest Foundation for Biomedical Research, San
Antonio, TX, USA) zahvaljuju¢i timu prof. Rainwatera. Na svaki gel u
posebnu traku nanosi se po 30 puL standardne humane plazme.

3. Karboksilovane polistirenske mikrosfere dijametra 40nm (Duke Scientific
Corporation, Paolo Alto, CA, USA). Na 10 pL mikrosfera dodaje se 40 pL
TRIS pufera za elektroforezu pH 8,35 i 50 uL boje Sudan Black B (5 g/L u
45% etanolu), a zatim 6 sati zagreva uz meSanje na +4°C. Nakon hladenja
smesi se dodaje 100 pL 0,1% rastvora bromfenol-plavog u 40% rastvoru
saharoze. Na svaki gel nanosi se 10 plL smeSe mikrosfera u traku sa
proteinskim standardima 1 to 60 minuta nakon otpoCinjanja treée faze
protokola za izvodenje -elektroforeze, kako bi se izbeglo meSanje sa
standardnim proteinima. Zajedno sa standardizovanom humanom plazmom i
tireoglobulinom, karboksilovane mikrosfere sluze za konstruisanje

kalibracione krive za veli¢inu LDL c¢estica.

Po zavrSetku elektroforeze, proteinski standardi i ostatak gela fiksiraju se sat
vremena u 10% rastvoru trihlorsiréetne kiseline, a zatim sat vremena ispiraju u 45%
rastvoru etanola. Gelovi se preko no¢i boje u rastvoru Sudan black B (Merck,
Darmstadt, Germany), a nakon toga odbojavaju u 45% etanolu. Traka sa proteinskim
standardima se nakon fiksiranja u trihlorsir¢etnoj kiselini ispere destilovanom vodom, a
zatim se boji sa 0,75% Coomassie brilliant blue G-250 (Sigma, St. Louis, MO,USA).
Uklanjanje vi§ka boje vr$i se smeSom etanol : siréetna kiselina : voda 3 : 1 : 8 (v/v).
nakon odbojavanja, gelovi 1 proteinski standardi se drZe preko no¢i u TRIS puferu pH

8,35.
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Slika 6. Vizualizacija lipoproteinskih subfrakcija i standarda nakon elektroforeze i bojenja gela

Denzitometrijsko skeniranje gelova zajedno sa proteinskim standardima vrSeno je
na skeneru Image Scanner (Amersham Pharmacia Biotech, Vienna, Austria), uz
koris¢enje programa: Magic scan software (version 4.6;1999; UMAX Data Systems,
Inc) po transmisivnom modelu na 300 dpi, a dobijeni prikaz se zatim prenosio u
program za analizu: Image Quant software (version 5.2;1999; Molecular Dynamics),
koji omogucava odredivanje dijametara i raspodele LDL i HDL subfrakcija. Po
zavrSetku skeniranja, gelovi se ¢uvaju na +4°C u hermeticki zatvorenim plasticnim
kesicama u TRIS puferu pH 8,35 uz dodatak Na-azida (20 mg/L).

Za ispitivanje LDL 1 HDL subfrakcija koriS¢ene su dve kalibracione krive
zasnovane na inverznom odnosu relativne migracione daljine (Rf) i1 prirodnog logaritma
dijametara odgovarajucih standarda. Nakon kalibracije, na gelu su odredeni regioni koji
su odgovarali pojedinacnim LDL 1 HDL subfrakcijama. Karakteristike koriS¢enih
gelova omogucdile su razdvajanje 1 identifikaciju slede¢ih LDL subfrakcija: LDL I (27,2-
28,5 nm), LDL II (25,5-27,2 nm), LDL III (24,2-25,5 nm) i LDL IV (22,0-24,2 nm).
HDL cestice su razdvojene na: HDL 2b (9,7-12,0nm), HDL 2a (8,8-9,7nm), HDL 3a
(8,2-8,8 nm) i HDL 3¢ (7,2-7,8nm).
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Na osnovu denzitometrijskog prikaza mogucée je odrediti dominantni LDL i
HDL dijametar Cestice, a na osnovu dominantnog dijametra procenjuje se da li ispitanik
pripada LDL fenotipu A ili B, odnosno HDL fenotipu 2 ili 3.

Povrsina ispod denzitometrijskog pika omogucuje odredivanje relativnog (%)
udela svake pojedinacne subfrakcije u ukupnom LDL ili HDL profilu ispitanika. Zbir
relativnih udela LDL III i IV subfrakcija jednak je relativnom udelu malih gustih LDL,
a zbir relativnih udela HDL 3a, 3b i 3¢ subfrakcija jednak je relativnom udelu malih

gustih HDL cestica.

Dominantni Dominantni

LDL dijametar HDL dijametar

LDL region HDL region

Slika 7. Denzitometrijski scan razdvojenih LDL i HDL subfrakcija u uzorku plazme: LDL
dijametar > 25,5 nm, LDL [ i LDL II (LDL A fenotip), LDL dijametar < 25,5 nm, LDL III i
LDL IV (LDL B fenotip), HDL dijametar > 8,8 nm, HDL 2 fenotip, HDL dijametar < 8,8 nm,
HDL 3 fenotip.
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3.3. STATISTICKA ANALIZA

Provera tipa raspodele kontinuiranih podataka u ovom istrazivanju radena je

upotrebom Kolmogorov-Smirnov testa. Podaci su prikazani kao srednje vrednosti i

standardne devijacije (X + SD) ukoliko su sledili normalnu raspodelu, odnosno kao
geometrijske srednje vrednosti 1 intervali pouzdanosti (CI), ukoliko vrednosti nisu bile
noramalno distribuirane ali su nakon logaritmovanja sledile normalan tok (120).
Ukoliko wvarijable ni nakom logaritamske transformacije nisu sledile normalnu
raspodelu prikazane su kao medijane i interkvartilni rasponi. Kategori¢ki podaci su
prikazani kao apsolutne frekvence.

Poredenje normalno distribuiranih kontinuiranih varijabli izvodeno je upotrebom
Studentovog t-testa ili testa analize varijanse (ANOVA) sa Tukey's post hoc testom, u
zavisnosti od toga koliko grupa podataka se poredi. Varijable koje ne prate normalnu
raspodelu poredene su Mann-Whitney i Kruskal-Wallis testovima. Razlike izmedu
kategorickih varijabli proveravane su upotrebom  testa (tablice kontigencije).

Provera postojanja znacajnih korelacionih odnosa izmedu ispitivanih varijabli
radena je Spearmanovom neparametarskom korelacionom analizom. Multipla
regresiona analiza je koriS¢ena za identifikaciju nezavisnih faktora uticaja na pojedine
promenljive.

Minimalni uslov za postojanje statisticki znaCajne razlike je bio kada je
verovatnoca (p, nivo znac¢ajnosti) bio manji ili jednak 0,05.

Statisticka obrada podataka izvedena je koris¢enjem racunarskih programa MS

Excel 1 Medcalc (MedCalc ver. 11.4 Software, Belgium).
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1. DEMOGRAFSKE KARAKTERISTIKE ISPITANICA

U sprovedenom istrazivanju su ucestvovale 43 zdrave trudnice prosecne starosne
dobi 30,0 + 4,15 godine i1 42 zdrave negravidne Zene prosecne starosne dobi 30,4 + 4,93
godine, uparene po godinama starosti (P = 0,718). Najveci broj ispitanica, 34 trudnice
(79%) imale su pre trudno¢e indeks telesne mase (ITM) u granicama optimalne
uhranjenosti (18,5 < ITM < 24.,9), 3 trudnice (7,0%) bilo je pothranjeno pre trudnoce
(ITM < 18,5), 5 trudnica (11,6 %) su imale prekomernu tezinu (25,0 < ITM < 29.9),
jedna je bila gojazna (ITM > 30,0). Srednja vrednost ITM u grupi trudnica je bila 21,5 +
2,88, a u kontrolnoj grupi 21,9 + 3,54, tako da medu njima nije bilo statisticki znacajne
razlike (P = 0,552). Medu trudnicama njih 21 (49%) imale su puSacke navike pre
trudnoce, a medu Zenama u kontrolnoj grupi iste navike je imalo 15 (35,7%) Zena
(P=0,154).
Tokom trudnoce trudnice su dobijale u tezini i te promene tokom trudnoée prikazane su

u Tabeli 1.

Tabela 1. Dobijanje u tezini (%) tokom trudnoée i nakon porodaja (srednja vrednost + SD)

I II 1 38. nedelja Posle
Parametar Trimestar Trimestar Trimestar trudnoce porodaja
Dobijanjeu | ¢\ 5 4 83+331 | 13,1+382 | 154+494 | 6,6+522
tezini, kg
Dobijanje u

42+4,10 13,6 £ 5,37 21,6 £ 6,47 25,2 +7,92 11,0+ 8,43

tezini, %

Tokom trudno¢e dobijanje u tezini je kontinuirano, a posle porodaja, kako je i
ocekivano tezina opada, ali je joS uvek 11,0 % viSa u odnosu na teZinu pre trudnoce.
Vrednosti sistolnog 1 dijastolnog pritiska kod trudnica tokom trudnoce i nakon porodaja,

kao 1 u kontrolnoj grupi, prikazane su u Tabeli 2.
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Tabela 2. Vrednosti sistolnog (SBP) i dijastolnog pritiska (DBP) ispitanica tokom trudnoce i
nakon porodaja (srednja vrednost = SD)

I I m 38'. Posle Kontrolna

Parametar . . . nedelja .
Trimestar | Trimestar | Trimestar . porodaja grupa
trudnoce

SBP, 111,7£11,8 | 10955110 | 1083 48,6 | 107.829.8 | 1083114 | 1183+11.8
mmHg
DBP,
mmHg 71,3+ 8,7 70,2+7.,4 69,4+6,5 | 68,6+7,5 67,9+8,3 76,3+£10,6

Sve ispitanice su tokom trudnoce i nakon porodaja bile normotenzivne, iako

pokazuju nesto nize vrednosti (ali bez statisticki znacajne razlike) sistolnog i dijastolnog

pritiska u odnosu na kontrolnu grupu §to je fizioloska karakteristika trudnoce.

Sve trudnice donele su trudnocu do kraja, porodile se u predvidenom terminu prirodnim

vaginalnim putem 1 rodile zdravu decu koja su obzirom na svoje fizioloske

karakteristike dobila visoku ocenu na rodenju, sa visokim Apgar skorom u prvom i

petom minutu. Termin porodaja i karakteristike novorodenih beba prikazani su u Tabeli

3.

Tabela 3. Termin porodaja i karakteristike novorodenih beba (srednja vrednost + SD)
Nedeh;a Pol Tezina Duzina Obim glave Apgar score
trudnoce . . . . novorodenih

na novorodenih novorodenih novorodenih | novorodenih bebaul.is
porodaju beba M/ Z beba (g) beba (cm) beba (cm) min
89 +1,11/

+ + + + ’ ’

39,5+ 1,00 22/21 3459,3 £ 426,26 | 51,6 +2,04 35,3+1,03 9.7+0.98
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4.2. OSNOVNI BIOHEMIJSKI I HEMATOLOSKI PARAMETRI

Vrednosti osnovnih biohemijskih i hematoloSkih parametara tokom trudnoce i
nakon porodaja prikazani su u Tabeli 4 1 Tabeli 5. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + SD, a kod parametara koji ne slede normalnu raspodelu rezultati su prikazani
kao geometrijska sredina i 95-ti interval pouzdanosti.

Vrednosti osnovnih biohemijskih parametara nasih ispitanica kre¢u se tokom
trudnoc¢e u skladu sa ocekivanim fizioloskim promenama koje prate zdravu trudnocu
bez komplikacija. Vrednosti ukupnih proteina opadaju tokom trudnoce, da bi porasli
nakon porodaja, dok mokraéna kiselina raste u drugom trimestru i dalje tokom trudnoce
do porodaja, kao i posle porodaja. Glukoza se krec¢e tokom trudnoce bez vecih
varijacija, a nakon porodaja te su vrednosti viSe nego tokom trudnoce. Ostali
biohemijski parametri posle porodaja takode su u porastu u odnosu na vrednosti tokom
trudnoce, sem gvozda koje ima nizu vrednost u odnosu na period trudnoce. Interesantno
je da hsCRP raste tokom trudnoc¢e, da bi u 38.nedelji trudnoc¢e vrednost opadala sa
daljom tendencijom pada i nakon porodaja.

Vrednosti osnovnih  hematoloSkih  parametara odgovaraju fizioloSkim
promenama tokom trudno¢e. Ukupan broj leukocita i vrednosti granulocita imaju
tendenciju rasta tokom trudnoce, da bi opale posle porodaja. Eritrociti, hemoglobin i
hematokrit usled fizioloske anemije tokom trudnoée opadaju, a nakon porodaja ove
vrednosti rastu. Eritrocitni indeksi ne prate znacajne promene tokom trudnoce, kao ni
nakon porodaja. Sve promene biohemijskih 1 hematoloskih parametara tokom trudnoce i

posle porodaja nisu statisti¢ki znacajne.
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Tabela 4. Osnovni biohemijski parametri tokom trudnoée i nakon porodaja

I

Parametar . . II . 1 38. nedelja Posle. Kontrolna
Trimestar Trimestar Trimestar trudnoce porodaja grupa
Ukupni proteini, g/L | 68,7+ 10,16 64,2+ 6,13 63,8 3,20 63,7 + 4,34 73,5 + 4,44 70,5 + 3,73
Glukoza, mmol/L 43 +0,44 43 +0,48 4,5+ 0,50 43 +0,48 4,8 + 0,40 4,4 +0,45
ﬁ’fg(l)‘lr/iéna kiselina, 172,5+32,92 | 218,8+54,09 | 219,2+38,64 | 260,8+42,72 | 2756+48,13 | 168,6+ 2545
hsCRP, mg/L. (1,82’-6 (3),64) (2,055-7 2,72) (1,925’-7 2,93) (1,726-532,53) (1,116-521,07) (1,016’?20,05)
Urea, mmol/L 3,1+0,68 2,9+0,75 2,6 + 0,84 2,7+0,77 4,8+123 4,4 +1,09
Kreatinin, pmol/L 63,6+ 6,41 62,4+ 6,51 62,9 + 8,03 67,9+ 7,61 82,5 + 8,20 63,5+ 8,41
Bilirubin, pmol/L 9,2 +5,06 7,5+3,37 7,5 + 4,20 8,6 +5,33 11,1 +8.23 11,9+ 5,42
Gvozde, pmol/L 20,7 + 5,56 18,7 + 8,07 15,5+ 7,89 17,7 8,57 13,3 £5,95 16,3 + 5,74
AST, U/L 17,5 £2,97 20,2 + 7,74 21,7+ 7,49 23,0+ 12,71 24,1+ 10,71 18,2 +2,55
ALT, UL 14,4+ 6,17 19,4+17,00 | 21,9+21,28 22,5+ 35,18 28,2 423,09 17.4+3,12
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Tabela 5. Osnovni hematoloski parametri trudnica tokom trudnoce i nakon porodaja

Parametar . I . II . i 38 .nedelja Posle. Kontrolna
Trimestar Trimestar Trimestar trudnoce porodaja grupa
Leukociti, x 10° 8,1+1,96 9,3+2,05 9,7+221 10,2 £5,40 6,7+1,38 5,7+1,29
Eritrociti, x 10" 4,0+0,23 3,7+0,25 3,8+0,25 3,9+0,28 44+0,31 442 +0,32
Hemoglobin, g/L 124,5 + 8,49 115,8 + 8,37 115,0 + 8,28 118,9 £ 9,42 129,0 £ 8,74 131,0 £8,29
Hematokrit, % 35,6+2,28 33,0 £2,30 33,5+£227 34,5+2,57 37,5+245 39,8 +£2,83
MCV, fL 87,9 +£3,15 88,5 + 3,65 88,2 + 4,00 87,8 +£4,59 85,4+4,73 90,3 +4,16
MCH, pg 30,7+ 1,36 31,0+ 1,41 30,3+1,72 30,2 +2,01 29,4 +2,04 29,7 +1,69
MCHC, g/L 349,6 = 7,60 349,2 + 17,60 3429+ 8,66 342,1 £ 18,41 344,1 8,96 329 +£9,60
Trombociti, x 10° 217,7+50,52 236,9 £ 54,18 218,8 +£50,78 216,0 £ 56,66 289,1 £57,40 210,5 + 48,82
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4.3. REZULTATI ISPITIVANJA PARAMETARA OKSIDATIVNOG STRESA I
ANTIOKSIDATIVNE ZASTITE

4.3.1. REZULTATI ISPITIVANJA PARAMETARA OKSIDATIVNOG STRESA

Parametri oksidativnog stresa nasih ispitanica tokom trudnoce i nakon porodaja,
kao 1 vrednosti ispitivanih parametara kontrolne grupe negravidnih Zena prikazani su u
Tabeli 6. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD. Kod parametara koji ne
prate normalnu raspodelu rezultati su prikazani kao geometrijska srednja vrednost 1 95-
ti interval pouzdanosti.

Analizom Student-t testa svakog od ispitivanih parametara tokom trudnoce 1
posle porodaja utvrdena je znacajnost razlike u kretanju vrednosti tokom ispitivanog
perioda prema prvom trimestru. Takode je izvrSeno poredenje u odnosu na kontrolnu
grupu, 1 to prvog trimestra kako bismo videli da 1i postoji odstupanje vrednosti sa
pocetka trudno¢e u odnosu na negravidne Zene, kao i1 perioda posle porodaja da bi se
videla dinamika kretanja ispitivanih parametara u ovom periodu prema vrednostima
populacije negravidnih zena, odnosno vra¢anje na nivo vrednosti negravidnih Zena.

TBARS je krajnji produkt razgradnje lipidnih peroksida i predstavlja marker
kasne faze oStecenja oksidansima. Tokom trudnoée te vrednosti su uglavnom
nepromenjene, a statistiCka analiza pokazala je da ne postoji znaCajna razlika u
vrednostima tokom trudnoc¢e u odnosu na pocetak trudnoce. Vrednosti posle porodaja
su, medutim, znacajno viSe u odnosu na pocetak trudnoce, kao i u odnosu na kontrolnu
grupu.

Slicno je kretanje i vrednosti LOOH tokom trudnoce, a vrednosti na pocetku
trudnoce, kao i sedam nedelja nakon porodaja znacajno su viSe od vrednosti u
kontrolnoj grupi.

AOPP kao pouzdan indirektan marker oksidativnog oStecenja proteina znacajno
raste tokom trudnoc¢e i ve¢ od drugog trimestra vrednosti su znacajno vece nego na
pocetku trudnoce. Posle porodaja vrednosti znacajno opadaju u odnosu na pocetak

trudnoce, ali nisu znac¢ajno razlicite od vrednosti kontrolne grupe.
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Tabela 6. Vrednosti parametara oksidativnog stresa

Parametar . I . 1I . I 38. nedelja Posle. Kontrolna
Trimestar Trimestar Trimestar trudnoce porodaja grupa
TBARS, pmol/L 1,0 +£0,28 1,1 £0,30 1,1 +£0,35 1,0+0,22 1,3+0,23*° 0,9+0,42
LOOH, pmol/L 9,5+2,1° 9,5+ 1,80 9,2+2,39 9,4+2,57 9,8 +2,89° 7,9+ 1,84
AOPP, pmol/L 15,4 +7,46 19,2 £ 7,70 21,3 £ 6,88* 21,9 £7,55° 12,7 £7,25° 14,4 +5,51
O, ", umol/L 78,0 + 24,4° 82,7 + 85,31 55,7 +33,72° 71,9 + 36,34 46,7 +25,28" 48,3 £13,08
TOS, umol/L 13,1 £3,24 13,6 £ 3,94 14,9 +£4,61° 13,0 £3,90 12,6 +£5,35 -
PAB, HK jedinice (102,;0-71123,3)b (142,154-61(;4,2)a (147,36-01670,2)a ( 55,}17-01785,3)*‘ (53,66 (-)’37,9)a 61 ,2%’26,6)
Tabela 7. Vrednosti parametara antioksidativne zastite
Parametar . I . II . I 38.nedelja Posle' Kontrolna
Trimestar Trimestar Trimestar trudnoce porodaja grupa
SOD, kU/L 101,1 £ 27,38 73,7 +34,52° 143,2 + 38,00 136,2 + 36,08 151,9 +31,73*" 119,2 £41,19
SH, g/L 0,47 £ 0,08 0,40 + 0,06 0,51 +0,08" 0,47 £0,05 0,55 +0,08° 0,52 +0,10
TAS, mmol/L 1,1 £0,14 1,1£0,19 1,2+0,1* 1,2+0,21° 1,4+0,13" -

a-statisticki znacajna razlika u odnosu na prvi trimestar; b-statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu; nivo znacajnosti: p < 0,05
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Superoksid anjon (O,¢), slobodni radikal koji se 1 normalno stvara u
metabolickim reakcijama, raste na pocetku trudnoce 1 ta vrednost kasnije tokom
trudnoce varira, tako da je u tre¢em trimestru znacajno niZza nego u prvom trimestru.
Posle porodaja superoksid anjon znacajno je nizi nego na pocetku trudnoce, ali se ne
razlikuje od vrednosti u kontrolnoj grupi.

Vrednosti TOS rastu tokom trudnoce i u treCem trimestru vrednost je znacajno
viSa u odnosu na prvi trimestar. Dalje prema kraju trudnoce i nakon porodaja vrednosti
opadaju prema vrednostima sa pocetka trudnoce, ali ta razlika nije statisticki znacajna.

PAB pokazuje znacajno vise vrednosti u prvom trimestru trudno¢e u odnosu na
vrednosti kontrolne grupe negravidnih Zena, ali 1 u svim ispitivanim periodima trudnoce
u odnosu na prvi trimestar. Posle porodaja vrednost PAB-a opada i znacajno je niZza u

odnosu na pocetak trudnoce i doseze priblizne vrednosti kontrolne grupe.

4.3.2. REZULTATI ISPITIVANJA PARAMETARA ANTIOKSIDATIVNE ZASTITE

Rezultati ispitivanja parametara antioksidativne zaStite u grupi trudnica i u
kontrolnoj grupi prikazani su u Tabeli 7. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
SD.

Endogeni sistem antioksidativne zastite ¢ine antioksidativni enzimi i neenzimski
antioksidansi. Superoksid dismutaza (SOD) predstavlja enzim prve linije odbrane od
oksidativnog stresa, i njegove vrednosti prema dobijenim rezultatima variraju tokom
trudnoce, tako da su u drugom trimestru znacajno nize u poredenju sa prvim trimestrom,
a u tre¢em trimestru i neposredno pred porodaj SOD znacajno je visa nego na pocetku
trudnoce. Posle porodaja ovaj enzim je znacajno viSi u odnosu na pocetak trudnoce i
kontrolnu grupu.

SH grupe proteina kao deo neenzimskog sistema odbrane od oksidativnog stresa,
ne variraju bitno tokom trudnoce ako se posmatraju srednje vrednosti. Medutim, zbog
male standardne devijacije statistiCka analiza pokazuje da postoji znacajna razlika medu
pojedinim trimestrima: vrednosti u drugom trimestru su znacajno niZe, a vrednosti u

treCem trimestru znacajno vise u odnosu na prvi trimestar. Vrednosti posle porodaja su
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znaCajno vise od vrednosti na pocetku trudnoce, ali se ne razlikuju od vrednosti u
kontrolnoj grupi.

TAS kao marker sveukupne antioksidativne zastite pokazuje znacajno viSe
vrednosti u tre¢em trimestru, neposredno pred porodaj i nakon porodaja u poredenju sa

vredno$¢u u prvom trimestru.
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4.4. REZULTATI ISPITIVANJA LIPIDNIH PARAMETARA

Rezultati ispitivanja lipidnih parametara tokom trudnoée, nakon porodaja i kod

kontrolne grupe prikazani su u Tabeli 8. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost

+SD, a kod parametara koji ne slede normalnu raspodelu kao geometrijska sredina i 95-

ti interval pouzdanosti.

Tabela 8. Vrednosti osnovnih lipidnih parametara tokom trudnoée i posle porodaja

Parametar I II I 38. nedelja Posle Kontrolna
Trimestar Trimestar Trimestar trudnoce porodaja grupa

Holesterol. | 4 g, 070" | 63+0,07* | 6.8+1,05 | 6,9+ 1,10° | 5.4+ 1,07*" | 4,5+ 0,71

mmol/ L

Trigliceridi 1.0 1.6 23 2.7 1.0 0.8

mmol/L (0,95 - 1,12)°| (1,48 - 1,78)*|(2,13 - 2,56)*| (2,54 - 3,01)*|(0,87 - 1,14)°|(0,71 - 0,90)

HDL-hol, 4 g, 036" | 2320,50° | 2.140.52° | 1,94045 | 1.6+035" | 1.5+ 030

mmol/L

LDL-hol, | > 5. 073 | 324096 | 3.7+ 1,04* | 3.6+ 1,08 | 3.3+ 101" | 2.6+ 0.66

mmol/L

ApoAL g/L | 1,5£029 | 1,7+0,28" | 1,7+0,32* | 1,6+0,30° | 1,2+0,17*"| 1,5+0,18

ApoB, g/L | 0,6+0,14° | 0,8+0,15° | 1,0£0,17° | 1,1 £0,18* | 0,8+0,18" | 0,8 0,15

a-statisticki znacajna razlika u odnosu na prvi trimestar; b-statisticki znacajna razlika u odnosu na
kontrolnu grupu; nivo znacajnosti p < 0,05

Rezultati analize pokazuju kontinuirani porast ukupnog holesterola tokom
trudnoce, sa znacajno viSim vrednostima u odnosu na prvi trimestar. Posle porodaja,
iako dolazi do pada vrednosti u odnosu na predporodajni period, ta vrednost ostaje 1
dalje znacajno visa u odnosu na prvi trimestar, ali i u odnosu na kontrolnu grupu.

Znacajan porast vrednosti holesterola ve¢ u prvom trimestru je ocekivan, imajuci u
vidu znacaj holesterola za normalan razvoj fetusa.

Vrednosti triglicerida prate isti trend kretanja tokom trudnoce kao i1 vrednosti
holesterola, sa znacajno visSim vrednostima u odnosu na pocetak trudnoce, da bi nakon
porodaja te vrednosti opale do nivoa prvog trimestra. Ipak, ova vrednost nakon porodaja
ostaje znacajno visa u odnosu na kontrolnu grupu.

Vrednosti pojedinih lipidnih parametara tokom trudnoce, kao i kretanja istih
parametara kroz razli€ite trimestre trudnoce i nakon porodaja prikazani su na Slici 8 i
Slici 9.
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Slika 8. Vrednosti lipidnih parametara tokom trudnoée i nakon porodaja

Vrednosti HDL-holesterola znac¢ajno rastu ve¢ u prvom trimestru u odnosu na
kontrolnu grupu, a najvece su u drugom trimestru, nakon ¢ega lagano opadaju do
termina porodaja. Posle porodaja belezi se dalji pad vrednosti, koje su znac¢ajno nize u
odnosu na vrednosti sa pocetka trudnoce i priblizno su jednake vrednostima u
kontrolnoj grupi.

LDL-holesterol znac¢ajno raste u drugom trimestru i1 dalje tokom trec¢eg trimestra 1
neposredno pred porodaj. Posle porodaja vrednosti LDL-holesterola neznatno opadaju
ali su i dalje znacajno vise nego na pocetku trudnoce i u odnosu na kontrolnu grupu,
odnosno potreban je duzi period od ispitivanog da bi se vrednost normalizovala i dovela
na nivo pre trudnoce.

Iako HDL-holesterol tokom trudnoce raste, dobijeni rezultat pokazuje da u
odmakloj trudno¢i, u momentu stagnacije vrednosti HDL holesterola koji ima
ateroprotektivno dejstvo, LDL-holesterol svojim daljim rastom u istom periodu postaje
dominantna strana ovog odnosa, $to ¢emo dalje razmotriti analizom ovog odnosa

(Tabela 9).
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Slika 9. Kretanje lipidnih parametara tokom trudnoce i nakon porodaja

Promene vrednosti ApoAl i ApoB tokom ispitivanog perioda uglavnom prate
kretanje vrednosti HDL i LDL-holesterola. Posle porodaja vrednosti su na nivou
vrednosti kontrolne grupe u slucaju ApoB, ili nize kada je u pitanju ApoAl.

Iz osnovnih lipidnih parametara izracunati su lipidni indeksi a rezultati su prikazani u

Tabeli 9 (prikazani kao srednja vrednost + SD).

Tabela 9. Vrednosti lipidnih indeksa tokom trudnoce i nakon porodaja

Lipidni I II I 38. nedelja Posle Kontrolna
indeksi Trimestar | Trimestar | Trimestar | trudnoe | porodaja grupa

ApoAl/ApoB  |2,5+0,72°| 2,1 +£0,54* | 1,7+ 0,49* | 1,6 £ 0,43* |1,7 + 0,47*°| 2,1 + 0,49
Hol/HDL-hol 2,6+0,64°2,9+0,74" | 3,5+ 1,19* | 3,8 +1,12* 3,5+ 1,08*°| 3,1 £0,77
LDL/HDL-hol | 1,3+0,56" | 1,5+ 0,67*|2,0+0,99* | 2,0+ 0,91* |2,2 + 0,91*°| 1,8 £ 0,66
TG/HDL-hol 0,6+0,24 |0,8+0,27"| 1,3+0,59* | 1,6 +0,72* | 0,8 £ 0,52 | 0,6 + 0,46
AIP -0,3+0,16 |-0,1 £0,17*| 0,1 £0,20* | 0,2 +0,19" | -0,2 £ 0,25 | -0,3 + 0,23

a-statisticki znacajna razlika u odnosu na prvi trimestar; b-statisticki znacajna razlika u odnosu na
kontrolnu grupu; nivo znacajnosti p < 0,05
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Lipidni indeksi koji pokazuju medusobne odnose prethodno prikazanih
pojedinacnih lipidnih parametara (Tabela 8) pokazuju rast tokom trudno¢e ukazujuc¢i na
povecanje proaterogenih komponenti lipidnih parametara. Vrednosti zna€ajno rastu u
odnosu na prvi trimestar kod svih lipidnih indeksa, sem indeksa ApoAl/ApoB, koji je u
drugom trimestru znac¢ajno nizi nego u prvom trimestru. Do kraja trudnoce ovaj indeks
ima dalju tendenciju pada vrednosti, kao 1 posle porodaja, kada je znacajno nizi i u

odnosu na kontrolnu grupu.

N

DAY

ApoA-l/ApoB Hol/HDL-h LDL/HDL-h TG/HDL-h Log(TG/HDL-h)

| Oltrimestar @1l trimestar Olll imestar §38.nedelja DPosle porodaja BKontrolnagrupa|

Slika 10. Vrednosti lipidnih indeksa tokom trudnoée i nakon porodaja

Indeksi koji ukljucuju holesterol i frakcije holesterola Hol/HDL-hol i LDL/
HDL-hol znacajno su nizi u prvom trimestru nego u kontrolnoj grupi zato Sto je veci
porast HDL i LDL-holesterola nego ukupnog holesterola. Daljim tokom trudnoée ovi
indeksi rastu 1 znacajno su vec¢i od indeksa u prvom trimestru, a ostaju znacajno veci i
posle porodaja, kada su znacajno veci i u odnosu na kontrolnu grupu, ukazujuci da je
potreban duzi postporodajni period za normalizaciju ovih vrednosti od perioda koji smo

mi ispitivali.
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Indeks TG/HDL-hol, kao 1 AIP (aterogeni indeks plazme, log (TG/HDL-hol )
takode rastu tokom trudnoc¢e u odnosu na prvi trimestar, ali posle porodaja te vrednosti

nisu znacajno razli¢ite u odnosu na kontrolnu grupu.

4.4.1. PROMENE U VELICINI LDL CESTICA I RASPODELA LDL SUBFRAKCIJA TOKOM

NORMALNE TRUDNOCE

Kako je prethodnom analizom parametara lipidnog profila utvrdeno da se tokom
normalne, nekomplikovane trudno¢e vecina lipidnih parametara menja 1 ide ka
aterogenom lipidnom profilu, slede¢i korak u ovoj studiji bio je ispitivanje veliine
LDL c¢estica i promena raspodele LDL subfrakcija tokom trudnoce. Kako ispitivani
parametri ne slede normalnu raspodelu, vrednosti su logaritmovane i utvrdeno je da
logaritmovane vrednosti slede normalnu raspodelu a zatim su iz logaritmovanih
vrednosti racunate srednje vrednosti 1 95% intervali pouzdanosti. Dobijeni rezultati su

prikazani u Tabeli 10.

Tabela 10. Velicina LDL cestica i raspodela LDL subfrakcija tokom trudnoce

Parametar I I I 38. nedelja Posle
Trimestar Trimestar Trimestar trudnoce porodaja
pomnantan 26,87 26,52 2572 | 2545 | 2688
dijametar, nm (26,54 -27,18) | (26,08-26,96) ((25,29-26,16) ((25,04-25,86) |(26,49-27,28)
% LDL
subfrakcije
LDL I 30,6 26,1 23,9 i 30,4 23,3 .
(27,5-33,7) | (21,9-30,3) | (20,3-27,6) (26,6-34,3) | (20,3-26,3)
LDL II 25,3 29,6 . 30,5 . 25,3 28,6
(22,8-27,9) | (27,4-31,8) | (28,4-32,6)" | (22,2-28.4) | (26,4-30,8)
15,5 14,4 14,1 16,2 13,3
LDL IHA (14,0-17,1) | (12,5-163) | (12,8-15,6) | (14,2-18.3) | (12,3-14,9)"
4,0 7,1 7,4 4,1 7,8
LbL B (28-52) | (5984 | (6286 | (154 | (1185
10,5 10,1 11,0 10,7 11,6
LDL IVA ©0.6-11,5) | 90-112) | 96-124) | (95119 | (105-12,7)
13,9 12,6 13,0 13,2 15,3
LDLIVB (12,3-15,7) | (11,0-142) | (11,4-14,6) | (11,5-14,9) | (13,6-16,9)

*nivo znacajnosti p < 0.05
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Na osnovu statisticke analize, moze se zakljuciti da veli¢ina LDL c¢estica opada
tokom trudnoce i u treCem trimestru i pred porodaj postaje statisticki zna¢ajno manja u
odnosu na prvi trimestar. Nakon porodaja su vrednosti vece i jednake su vrednostima sa
pocetka trudnoce.

Procenat LDL I subfrakcije koja je karakteristi¢na za fenotip sa malim rizikom
za razvoj kardiovaskularnih bolesti, opada tokom trudno¢e i u treCem trimestru je
statisticki znacajno manji u poredenju sa prvim trimestrom, a ostaje statisticki znac¢ajno
manji i nakon porodaja. Ovaj rezultat je pracen statisticki znacajno ve¢im procentom
udela LDL III B subfrakcije (male, guste LDL ¢estice) u treéem trimestru, kao i nakon
porodaja. Nije uoCena statisticki znacajna razlika u raspodeli LDL IVA i LDL IVB
subfrakcije. Raspodela LDL subfrakcija tokom trudnoce i nakon porodaja prikazana je

na Slici 11.

35 1

30 +7

25 +7

20 +7

15

10 7

LDL I LDL 1l LDL A LDL B LDL IVA LDL IVB

‘ Ol trimestar Bl trimestar alll trimestar R38.nedelja B Posle porodaja ‘

Slikal1. Subfrakcije LDL cestica tokom trudnoce i nakon porodjaja
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4.4.2. PROMENE U VELICINI HDL CESTICA I RASPODELA HDL SUBFRAKCIJA TOKOM

NORMALNE TRUDNOCE

U cilju daljeg ispitivanja promene lipidnih parametara tokom nekomplikovane
trudnoce, ispitivana je promena velicine HDL cestica, kao i promena raspodele HDL
subfrakcija. Kolmogorov-Smirnov analiza je pokazala da ispitivani parametri slede
normalnu raspodelu posle logaritmovanja, pa su vrednosti prikazane kao geometrijske

srednje vrednosti 1 95% intervali pouzdanosti. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli

11.

Tabela 11. Veli¢ina HDL cestica i raspodela HDL subfrakcija tokom trudnoce

Parametar I 11 m 38. nedelja Posle
Trimestar Timestar Timestar trudnoce porodaja
E]")‘Emaman 10,72 10,69 10,78 10,62 9,62
dijametar, nm | (1048 ~10.96)| (10.47-10,92)  (10,58-10,99) | (10,30-10,94) | (9,25-9.99)
% HDL
subfrakcije
HDL 2b 49,7 48,9 485 51,7 446
(47,0-52,3) | (45,9-52,0) | (46,0-50,9) | (48,5-54,8) | (41,9-47,4)
HDL 24 20,1 180 175 18,5 21,8
(183-22,0) | (16,4-19,6) | (16,2-18,7)" | (16,7-20,3) | (20,5-23,0)
HDL 34 16,8 16,2 15,9 15,6 16,7
(13,6-19,9) | (13,8-18,7) | (13,4-184) | (12,8-18,3) | (14,4-19,0)
7.8 9,4 9,9 8,2 8,9
HDL 3b (5,6-10,6) | (7,1-11,8) | (7.5-123) | (5.7-107) | (7.3-10,7)
5,6 74 8,3 6,0 7,9
HDL 3¢ 48-64) | (6187 | (6510)" | (4972) | (6,593)

*nivo znadajnosti p < 0.05

Velicina HDL cestica se nije statisticki zna¢ajno menjala tokom trudnoce ali je
sedam nedelja nakon porodaja velicina HDL Ccestica statisticki znacajno manja u
poredenju sa prvim trimestrom. Takode, procenat udela HDL 2b subfrakcije nakon
porodaja je statisticki znac¢ajno manji u poredenju sa prvim trimestrom.

HDL 2a subfrakcija je statistiCki znaCajno manje zastupljena ve¢ u drugom

trimestru u poredenju sa prvim, taj trend opadanja se nastavlja i u tre¢em trimestru, ali
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raste nakon porodaja, pa nije uocena statisticki znacajana razlika u procentualnom udelu
HDL 2a subfrakcije nakon porodaja i u prvom trimestru.

Sto se ti¢e raspodele HDL 3 subfrakcija tokom trudnoce, zanimljivo je da tokom
trudnoce zastupljenost HDL 3c subfrakcije postaje statisticki znac¢ajno veca u odnosu na
prvi trimestar i ostaje veéa i sedam nedelja nakon trudnoce.

Nije uocena statisticki znacajna razlika u procentualnoj zastupljenosti HDL 3a
subfrakcija izmedu prvog trimestra 1 ostalih ispitivanih tacaka, a procentualna
zastupljenost HDL 3b subfrakcije u tre¢em trimestru postaje statisticki znacajno veca u
poredenju sa prvim trimestrom, ali nakon porodaja opada, pa nije uoCena statisticki

znacCajna razlika izmedu prvog trimestra i sedam nedelja nakon porodaja.

4.4.3. UNIVARIJANTNA LINEARNA REGRESIONA ANALIZA NEZAVISNOG UTICAJA
VELICINE LDL 1 HDL CESTICA KAO I RASPODELA SUBFRAKCIJA LDL 1 HDL CESTICA

U 38. NEDELJI TRUDNOCE NA ANTROPOMETRIJSKE MERE NOVORODPENCADI

Jedan od ciljeva ove studije je utvrdivanje uticaja promene parametara lipidnog
profila tokom trudnoce na ishod trudnoce. Za procenu nezavisnog uticaja veli¢ine LDL 1
HDL Ccestica i raspodela njihovih subfrakcija na antropometrijske karakteristike
novorodencadi, primenjena je univarijantna linearna  regresiona  analiza.
Antropometrijske veli¢ine novorodencadi (tezina, duzina i obim glave) su obelezene
kao nezavisne promenljive, a veli¢ina LDL cestica, HDL Ccestica, kao 1 procenat
raspodele subfrakcija u 38. nedelji trudno¢e su obelezeni kao zavisne promenljive.
Rezultati ove analize su prikazani u Tabeli 12.

Rezultati regresione analize su pokazali da je veéi procentualni udeo LDL IV A
subfrakcija u serumu trudnica povezan sa manjom duzinom novorodencadi. Takode,
duzina pri rodenju je u pozitivnoj korelaciji sa procentualnim udelom LDL I subfrakcije
u serumu majke u 38. nedelji trudnoce. Isti odnos je utvrden i za obim glave
novorodencadi.

Visok procentualni udeo malih, gustih LDL cestica (LDL IV B) je povezan sa
manjim obimom glave, a visok procentualni udeo ve¢ih LDL cestica (LDL I) je povezan

sa ve¢im obimom glave novorodencadi. Visok procentualni udeo HDL 2a subfrakcije u
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serumu trudnice u 38. nedelji trudnoce je u negativnoj korelaciji sa duzinom i obimom

glave novorodencadi.

Tabela 12. Univarijantna linearna regresiona analiza za ispitivanje nezavisnog uticaja veli¢ine

LDL i HDL cestica i raspodela subfrakcija LDL i HDL cestica u 38. nedelji trudnoc¢e na

antropometrijske karakteristike novorodencadi (Pearson-ov koeficijent korelacije)

Duzina na rodenju,

Parametar Tezina na rodenju, g cm Obim glave, cm
LDL dijametar, nm -0.073 0.190 0.156
% LDL I 0.202 0.346 0.324"
% LDLII 0.036 0.124 0.071
% LDL IIIA -0.105 -0.262 -0.274
% LDL IIIB 0.012 0.075 -0.010
% LDL IVA -0.104 -0.341" -0.293
% LDL IVB -0.344" -0.450" -0.383"
HDL dijametar, 20.206 0.054 0.032
nm

% HDL 2b -0.004 0.079 0.017
% HDL 2a -0.141 0.321° 0318
% HDL 3a 0.065 -0.008 0.256
% HDL 3b 0.083 0.176 0.080
% HDL 3¢ -0.098 -0.060 -0.224

*

nivo znacajnosti p < 0.05

Rezultati ove statisticke analize nisu pokazali postojanje znacajne povezanosti

velicine LDL 1 HDL cestica u 38. nedelji trudno¢e sa antropometrijskim merama

novorodencadi.
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4.4.4. MULTIPLA LINEARNA REGRESIONA ANALIZA NEZAVISNOG UTICAJA RASPODELA
SUBFRAKCIJA LDL 1 HDL CESTICA U 38. NEDELJI TRUDNOCE NA ANTROPOMETRIJSKE
MERE NOVORODENCADI

U cilju procene nezavisnog uticaja parametara koji su se pokazali kao znacajni

prediktori antropometrijskih mera novorodencadi (procenat udela LDL I, LDL IV A,
LDL IV B i HDL 2a) u univarijantnoj analizi, primenili smo multiplu linearnu
regresionu analizu.
U ovoj analizi je izvrSen adjustment (podesavanje) vrednosti ovih parametara za starost
majke, procenat dobijanja na tezini tokom trudnoce, i koncentracije holesterola,
triglicerida, LDL-holesterola, HDL-holesterola, ApoAl i ApoB, kako bi se eliminisao
njihov uticaj. Rezultati multivarijantne analize su prikazani u Tabeli 13.

Uticaj procentualnog udela LDL I 1 LDL IV A subfrakcija u serumu trudnica u 38.
nedelji trudno¢e na antropometrijske mere novorodencadi je izgubio statisticku
zna€ajnost u multiploj analizi. Znaci, kada se uzmu u obzir starost majke, procenat
dobijanja u tezini trudnice kao i1 parametri lipidnog profila, nezavisni uticaj

procentualnog udela LDL 11 LDL IV A subfrakcija se gubi.

Tabela 13. Multipla linearna regresiona analiza za ispitivanje nezavisnog uticaja raspodela
subfrakcija LDL i HDL cestica u 38. nedelji trudnoce na antropometrijske karakteristike

novorodencadi
Tezina na rodenju, g | Duzina na rodenju, cm Obim glave, cm

Parametar

B SE(B) B SE(B) p SE(B)
% LDLI 0,125 0,251 0.095 0.011 0.274 0.014
% LDL IVA 0,236 0,256 -0.101 0.037 0,336 0,015
% LDL IVB -0.446 0.015" -0.471 0.028" -0.390 0.037"
% HDL 2a 0,236 0,395 -0.280 0.024 -0.426 0.030"

B3
nivo znacajnosti p < 0.05

Procentualni udeo LDL IV B subfrakcije, medutim, ostaje nezavisno povezan sa
duzinom novorodencadi i obimom glave novorodencadi i posle eliminisanja uticaja
starosti trudnice, procenta dobijanja u tezini trudnice kao i parametara lipidnog profila.
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Sto je procentualni udeo LDL IVB subfrakcije u serumu trudnice u 38. nedelji
trudnoce veci, obim glave 1 duzina novorodencadi su manje.
Takode, procentualni udeo HDL 2a subfrakcije u serumu trudnica je ostao

nezavisno povezan sa obimom glave novorodencadi i posle adjustment analize.
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4.5. REZULTATI ISPITIVANJA AKTIVNOSTI ENZIMA PON1

Vrednosti aktivnosti enzima PONI1 prema paraoksonu i prema diazoksonu
prikazani su u Tabeli 14. Rezultati su prikazani kao geometrijska sredina i 95% interval

pouzdanosti.

Tabela 14. Vrednosti paraoksonazne (POX) i diaozoksonazne aktivnosti (DZO)

Parametar POX (U/L) DZO (U/L)

I Trimestar 334.6 (2863 - 561,1) 17218 (15423,1 - 20667,2) °
II Trimestar 317,0 (221 -540,3) * 18964 (14373,9 - 22408,4)
III Trimestar 293,0 (202,5 - 540,2) * 3828 (2814,9 - 5360,4) *
38.nedelja trudnoce 299,0 (202,5 - 540,2) * 4618 (3380,7 - 5466,7) *
Posle porodaja 314,1 (250.8 - 585,6) ° 6642 (5742,7 - 8164.2) ™
Kontrolna grupa 264,0 (211,1 - 330,2) 91093 (8148,2 - 10183,7)

a-statisticki znacajna razlika u odnosu na prvi trimestar; b- statisticki znacajna razlika u odnosu na
kontrolnu grupu; nivo znacajnosti p < 0,05

Aktivnost enzima PONI1 odredivana je preko brzine razgradnje vestackih
supstrata - paraoksona i diazoksona.

Aktivnost enzima PON1 prema supstratu paraoksonu znacajno opada tokom
trudnoce u poredenju sa prvim trimestrom.

Aktivnost enzima PON1 prema supstratu diazoksonu, ima izrazit i znacajan pad
u tre¢em trimestru, sa pribliznim vrednostima do porodaja, a nakon porodaja aktivnost

je znacajno niza u poredenju sa prvim trimestrom i u odnosu na kontrolnu grupu.
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Slika 12. Aktivnost enzima PON1 prema supstratu paraoksonu (POX) i diazoksonu (DZO)
tokom trudnoce i nakon porodaja

4.5.1. MULTIPLA LINEARNA REGRESIONA ANALIZA ZA ISPITIVANJE NEZAVISNOG
UTICAJA ISPITIVANIH PARAMETARA NA DIAZOKSONAZNU AKTIVNOST U TRECEM

TRIMESTRU TRUDNOCE

Kako je statisticka analiza pokazala da diazoksonazna aktivnost znac¢ajno pada u
treCem trimestru trudnoce, slede¢i korak u ovoj studiji bio je ispitivanje nezavisnog
uticaja parametara koji su pokazali znacajnu korelaciju sa diazoksonaznom aktivnoséu u
trecem trimestru trudnoce, na ovaj pad aktivnosti enzima PONI1. Diazoksonazna
aktivnost je oznacena kao nezavisna promenljiva. Kao zavisne promenljive oznacili smo
koncentraciju glukoze, ukupnog holesterola, triglicerida, LDL-holesterola, HDL-
holesterola, ApoAl, ApoB, hsCRP i PAB. Ove promenljive su uSle u primarni
regresioni model na osnovu vrednosti Spearman-ovog koeficijenta korelacije (p < 0,1).

Starost trudnice, puSacki status pre trudno¢e 1 upotreba antioksidantne
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suplementacije mogu uticati na oksidativno - stresni status pa smo i ove katergoricke
promenljive takode ukljucili u primarni model. Multikolinearnost je ispitivana proverom
vrednosti koeficijenta tolerancije i VIF-a (Variance Inflation Factor). Iz primarnog
modela su isklju¢ene promenljive za koje je vrednost koeficijenta tolerancije bila manja
od 0,1. Takode, promenljive sa vrednostima VIF-a ve¢im od 10 su iskljucene iz
primarnog modela.

Posle korekcija vezanih za ispitivanje multikolinearnosti, starost trudnice, puSacki
status, upotreba antioksidantne suplementacije, koncentracija glukoze, hsCRP,
triglicerida, ApoAl, HDL-holesterola i koncentracija PAB-a su ostali kao zavisne
promenljive u modelu multiple linerane regresione analize. Rezultati ispitivanja

prikazani su u Tabeli 15.

Tabela 15. Multipla linearna regresiona analiza za ispitivanje nezavisnog uticaja nelipidnih,
lipidnih i parametara oksidativno-stresnog statusa na diazoksonaznu aktivnost u trecem
trimestru trudnoce

DZ0, U/L
Parametar R? =0.526, adjusted R*= 0.373
p SE (B) P

Starost trudnice, godine 0,168 99,298 0,274
Pusenje pre trudnoce -0,505 819,407 <0,05
Antioksidantna suplementacija -0,303 756,988 0,823
Trigliceridi, mmol/L -0,248 636,713 0,163
HDL-holesterol, mmol/L 0,188 2138,01 0,591
ApoAl, g/L 0,248 1258,341 0,440
Glukoza, mmol/L 0,339 1013,529 <0,05
hsCRP, mg/L -0,120 124,551 0,418
PAB, HK jedinice -0,464 1,872 <0,001
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Rezultati multiple linearne regresione analize su pokazali da su pusSacki status pre

trudnoce, koncentracija glukoze i PAB nezavisno povezani sa padom diazoksonazne

aktivnosti u tre¢em trimestru trudnoce. Naime, 37,3% pada aktivnosti enzima PON1

prema diazoksonu je uslovljeno povecanjem PAB-a, pusenjem majke pre trudnoée i

promenom koncentracije glukoze.

4.5.2. MULTIPLA LINEARNA REGRESIONA ANALIZA ZA ISPITIVANJE NEZAVISNOG

UTICAJA ISPITIVANIH PARAMETARA NA DIAZOKSONAZNU AKTIVNOST NAKON

PORODAJA

Da bi se ispitalo da 1li parametri koji su pokazali nezavistan uticaj na

diazoksonaznu aktivnost u tre¢em trimestru trudnoée imaju uticaja i nakon porodaja,

ponovo je primenjena multipla linerana regresiona analiza.

Tabela 16. Multipla linearna regresiona analiza za ispitivanje nezavisnog uticaja nelipidnih,

lipidnih i parametara oksidativno-stresnog statusa na diazoksonaznu aktivnost nakon porodaja

DZO, U/L
Parametar R” = 0.442; adjusted R*= 0.403
p SE (B) p

Pusenje pre trudnoce -0,272 1055,41 0,144
Antioksidantna suplementacija 0,059 1114,49 0,759
Ukupan holesterol, mmol/L -0,235 1258,93 0,852
Trigliceridi, mmol/L -0,211 3140,39 0,715
HDL-holesterol, mmol/L 0,963 4514,23 0,092
LDL-holesterol, mmol/L -0,171 2065,59 0,817
ApoAl, g/L 0,630 8695,09 0,211
ApoB, g/L -0,257 15305,02 0,797
Glukoza, mmol/L -0,098 1508,02 0,622
hsCRP, mg/L -0,172 141,09 0,372
PAB, HK jedinice 0,174 3,926 0,360
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Rezultati ove analize su prikazani u Tabeli 16. Diazoksonazna aktivnost je
oznacena kao nezavisna promenljiva. Zavisne promenljive koje su usle u primarni
model bile su one koje su pokazale znacajnu korelaciju sa diazoksonaznom aktivnosti
nakon porodaja.

Ispitivana je multikolinearnost i nakon ove analize puSacki status pre trudnoce,
antioksidantna suplementacija, koncentracije triglicerida, ukupnog holesterola, HDL-
holesterola, LDL-holesterola, ApoAl, ApoB, glukoze, hsCRP i PAB-a su ostale kao
nezavisne promenljive u modelu multiple linearne regresione analize. Rezultati multiple
regresione analize su pokazali da nijedna od ispitivanih promenljivih nije nezavisno

povezana sa diazoksonaznom aktivnosti nakon porodaja.
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4.6. REZULTATI ISPITIVANJA UTICAJA DEMOGRAFSKIH
KARAKTERISTIKA TRUDNICA NA PARAMETRE OKSIDATIVNOG
STRESA, ANTIOKSIDATIVNE ZASTITE, LIPIDNI STATUS I PON1 STATUS
I AKTIVNOST

4.6.1. UTICAJ INDEKSA TELESNE MASE NA PARAMETRE OKSIDATIVNOG

STRESA TOKOM TRUDNOCE

U cilju ispitivanja uticaja indeksa telesne mase (ITM) na oksidativno-stresni status
tokom trudnoce, uporedivani su parametri oksidativnog stresa trudnica u grupama
dobijenim podelom na osnovu kvartilnih vrednosti ITM-a.

Trudnice su podeljene u Cetiri grupe, a poredenje je vrSeno i sa kontrolnom
grupom. Podaci su prikazani kao srednje vrednosti i1 standardne devijacije, ukoliko slede
normalnu raspodelu 1 kao geometrisjke sredine 1 95% interval pouzdanosti za vrednosti
koje slede log-normalnu raspodelu. Primenjen je statisticki test ANOVA sa Tukey's post
hoc analizom. Rezultati su prikazani u Tabeli 17.

Rezultati statisticke analize su pokazali da su koncentracije AOPP, TOS-a i
PAB-a statisti¢ki znacajno vecée kod trudnica u odnosu na kontrolnu grupu, bez obzira
na vrednost ITM, ali nema razlike izmedu grupa trudnica sa razli¢itim ITM.

Nema statisticki znaCajne razlike u koncentracijama TBARS-a izmedu
kontrolne grupe 1 grupe trudnica razli¢itih ITM, kao ni u vrednostima LOOH, izuzev

izmedu trudnica sa najve¢im I'TM 1 kontrolne grupe.
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Tabela 17. Parametri oksidativnog stresa kod trudnica u zavisnosti od ITM-a

Parametri Kontrolna grupa Trudnice

oksidativnog stresa | ITM 21,9 £ 3,43 ITM <212 | 212<ITM <242 | 242<ITM<273 | ITM>274 »
LOOH, pmol/L 8,1+1,84 9,4+1,71 8,9 +2,41 9,1 +2,53 10,2 +1,97" <0,05
TBARS, pmol/L 0,94 + 0,82 1,05+0,19 1,10+ 0,38 1,13 40,32 1,19+ 0,22 0,245
AOPP, pmol/L 14,01 + 2,64 17,7 +8,02° 19,1 +6,75* 20,83 + 8,47* 20,11 +7,73* <0,05
TOS, pmol/L 6,8 + 0,64 13,1 +3,49° 13,9+ 4,39* 14,3 +4,33° 13,4+ 391° <0,001
PAB, HK jedinice (42,86-327,1 ) (1201,§ 3-’?;9,2) (13;5901813:6,1) (1261,;‘2-{;6,1 ) (13»41,;1 %,?;6,4) <0,001

a- statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu; b- statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu trudnica sa ITM < 21.2
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4.6.2. UTICAJ INDEKSA TELESNE MASE NA PARAMETRE ANTIOKSIDATIVNE ZASTITE

TOKOM TRUDNOCE

Slede¢i korak u ovoj studiji je bio ispitivanje uticaja ITM-a na parametre
antioksidativne zastite tokom trudnoce. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 18.

Podaci u tabeli su prikazani kao srednje vrednosti i standardne devijacije ukoliko
slede normalnu raspodelu, a vrednosti paraoksonazne aktivnosti prema paraoksonu i
diazoksonu kao supstratu su prikazane kao geometrijske sredine i 95% interval
pouzdanosti posto slede log-normalnu raspodelu.

Rezultati analize varijanse pokazuju da su vrednosti SOD statisticki znacajno vece
u grupi trudnica sa najvi§im ITM u odnosu na grupu trudnica sa najnizim ITM, ali ni u
jednoj grupi trudnica nema razlike u odnosu na kontrolnu grupu.

Vrednosti TAS 1 SH-grupa, kao i aktivnost paraoksonaze prema supstratu
paraoksonu (POX) nisu statisticki znacajno razli¢ite izmedu trudnica razlicitog 1TM,
kao ni izmedu trudnica i kontrolne grupe.

Aktivnost enzima paraoksonaze prema supstratu diazoksonu (DZO) znacajno je

niza u grupama trudnica sa ITM-om vi§im od 21,2.
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Tabela 18. Parametri antioksidativne zastite kod trudnica u zavisnosti od ITM

Kontrolna grupa Trudnice
Parametar

ITM 21,9+ 3,43 ITM <21,2 212<ITM <242 | 242<ITM <273 ITM >27,4 P
SOD, kU/L 109 +2.4 96 + 6,8 109 £5.2 123 £ 11,1 123 £8,7 : <0,05
TAS, mmol/L 0,915 +0,151 1,13+£0,21 1,18+0,15 1,20+0,13 1,18+ 0,21 0,254
SH-grupe, g/L 0,52 +0,10 0,47 0,07 0,44 +0,09 0,48 £0,71 0,46 + 0,08 0,240

264,0 300,1 344.4 285,9 339.3

POX, U/L (211,1 - 330,2) (247,1 - 364,4) (284,8 - 416,4) (223,7 - 365,4) (251,1 - 449,7) 0,094
DZO, U/L 12418,3 16267,9 11584,9 10185,6 8903,2 <0,001

(10258,2 - 15102,8)

(14856,3 - 18259,6)

(85627 - 13695,4)

(7539,8 - 3985,7)

(6259,4 - 10258,1)

" Statisticki znacajno razli¢ito od grupe trudnica sa ITM <21.2




4.6.3. UTICAJ INDEKSA TELESNE MASE NA PARAMETRE LIPIDNOG STATUSA TOKOM

TRUDNOCE

Kako su prethodni rezultati ove studije pokazali da se parametri lipidnog profila
statisticki znacajno menjaju tokom trudnoce, sa kulminacijom vrednosti u tre¢em
trimestru trudnoce u poredenju sa prvim trimestrom, kao i u odnosu na kontrolnu grupu,
nastavak ovog istrazivanja je usmeren na procenu uticaja I'TM na lipidni profil trudnica
u treCem trimestru trudnoce.

Trudnice su podeljene u cetiri grupe, na osnovu kvartilnih vrednosti ITM.
Rezultati ove analize su prikazani u Tabeli 19. Podaci su prikazani kao srednje vrednosti
1 standardne devijacije, ukoliko slede normalnu raspodelu i poredeni su ANOVOM.
Koncentracije triglicerida slede log-normalnu raspodelu, pa su ove vrednosti prikazane
kao geometrijske sredine i 95% interval pouzdanosti.

Rezultati ovog ispitivanja su pokazali da su koncentracije ukupnog holesterola,
triglicerida, LDL-holesterola i ApoB statisticki znafajno vefe u grupi trudnica sa
vrednostima ITM < 24,2 u odnosu na kontrolnu grupu, kao i u odnosu na grupu trudnica
sa najmanjim ITM, sem holesterola koji u ovom sluc¢aju, u poredenju sa najmanjim ITM
pokazuje znacajnu razliku u grupi ispitanica sa ITM < 27,3.

Nije uocena stastisticki znacajna razlika u koncentraciji HDL-holesterola izmedu
trudnica razli¢itog I'TM, ali su vrednosti u svim grupama vece od kontrolne grupe.

Aterogeni indeks plazme (AIP) statisticki znaCajno raste sa porastom ITM i to

pocev od grupe trudnica sa ITM > 21,2.
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Tabela 19. Parametri lipidnog profila kod trudnica u zavisnosti od ITM-a

Kontrolna grupa Trudnice
Parametar

ITM 21,9 + 3,43 ITM <21,2 212<ITM <242 | 242 <ITM <273 IT™M > 27,4 p
Ukupan- holesterol, 45+0,71 513 1,00 6,19+ 1,16° 6,63 +1,21%° 6,81 +1,14%° <0,001
mmol/L
Trigliceridi, 0,77 1,21 1,80 2,16 2,41 <0.001
mmol/L (0,36 - 1,02) (1,08 - 1,36)" (1,59 - 2,03)™° (1,89 - 2,47)™° (2,13 -2,81)™° ’
HDL-holesterol, 1,48 + 0,30 2,06+ 0,42° 2,03 +0,55° 2,05+ 0,45* 2,06 +0,51° 0,992
mmol/L
LDL—hOleStCI‘Ol, 2,65 4+ 0966 2,66 + 0,51 3,28 + 0’97 a,b 3’52 + 1,21 a,b 3,60 + 1,07 a,b <0,001
mmol/L
AP 0,271 -0,263 -0,139*° 0,069 *° 0,173 *-° <0.001

[-0,396 - (-0.258)] | [-0,313 - (- 0,214)] | [-0,191 - (-0,087] (0,008 - 0,13) (0,115 - 0,232) ’
ApoAl, g/L 1,53 +0,18 1,58 + 0,28 1,63 0,32 1,70 + 0,30 1,70 £ 0,32 0,199
ApoB, g/L 0,76 £ 0,15 0,71 £0,18 0,89 +0,20*° 0,98 +0,22*° 1,02+0,19*° <0,001

a-statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu; b-statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu trudnica sa ITM <21.2
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4.6.4. SPEARMAN-OVA NEPARAMETARSKA KORELACIONA ANALIZA ZA UTVRPIVANJE
POSTOJANJA KORELACIJE IZMEPU PARAMETARA LIPIDNOG PROFILA I OKSIDATIVNO-

STRESNOG STATUSA SA DOBIJENOM TEZINOM TOKOM TRUDNOCE (%)

Rezultati ispitivanja uticaja ITM na parametre lipidnog profila i oksidativno-
stresnog statusa su pokazali da ITM znacajno uti¢e na promene ovih parametara tokom
trudnoce.

Da bi se otklonio potencijalni uticaj ITM trudnica pre trudnoe na ispitivane
parametre primenili smo Sperman-ovu neparametarsku korelacionu analizu kojom smo
ispitivali samo postojanje veze parametara lipidnog profila i oksidativno-stresnog
statusa sa dobijenom tezinom tokom trudnoce koja je izrazena u procentima u odnosu
na tezinu trudnica pre trudnoce. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 20.

Sperman-ova neparametarska korelaciona analiza je pokazala pozitivnu
korelaciju izmedu procenta dobijanja na tezini tokom trudnoce 1 koncentracije mokra¢ne
kiseline, ukupnog holesterola, triglicerida, ApoAl, ApoB, TBARS, AOPP i SOD
aktivnosti.

Takode, dokazano je postojanje statisticki znacajne negativne korelacije izmedu
procenta dobijene tezine tokom trudnoce i koncentracije TAS kao i diazoksonazne

aktivnosti enzima PON1.
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Tabela 20. Spearman-ova neparametarska korelacija izmedu izracunatog procenta dobijanja na
tezini i parametara lipidnog profila i parametara oksidativno-stresnog statusa

Parametar Sperman-ov .lfoeﬁcij ent P
korelacije, p

Glukoza, mmol/L 0,031 0,685
hsCRP, mg/L 0,005 0,948
Mokrac¢na kiselina, pmol/L 0,546 <0,001
Ukupan holesterol, mmol/L 0,504 <0,001
Trigliceridi, mmol/L 0,709 <0,001
HDL-holesterol, mmol/L 0,020 0,798
LDL-holesterol, mmol/L 0,339 <0,001
ApoAl, g/L 0,199 <0,05
ApoB, g/L 0,616 <0,001
SOD, kU/L 0,374 <0,001
TAS, mmol/L -0,400 <0,001
SH-grupe, g/L 0,127 0,098
LOOH, pmol/L 0,002 0,978
TBARS, pmol/L 0,225 <0,05
AOPP, pmol/L 0,290 <0,001
TOS, pumol/L 0,060 0,479
PAB, HK jedinice 0,257 0,658
DZ0, U/L -0,613 <0,001
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4.6.5. MULTIPLA LINEARNA REGRESIONA ANALIZA ZA ISPITIVANJE NEZAVISNOG

UTICAJA ISPITIVANIH PARAMETARA NA ATEROGENI INDEKS PLAZME

Kako su rezultati Spearman-ove korelacione analize pokazali zna¢ajnu povezanost
procenta dobijanja na tezini tokom trudnoce sa velikim brojem lipidnih parametara i
parametrima oksidativnog stresa 1 antioksidativne zastite, Zeleli smo da ispitamo
potencijalno nezavisni uticaj procenta dobijanja na tezini tokom trudno¢e na promenu
parametara lipidnog profila kod trudnica u tre€em trimestru trudnoce.

Zato je prilikom formiranja modela za multiplu linearnu regresionu analizu, kao
nezavisna promenljiva oznacen aterogeni indeks plazme (AIP), koji mozda najbolje
moze da predstavi promenu lipidnih parametra tokom trudnoce ka aterogenom lipidnom
profilu.

Na osnovu vrednosti Spearman-ovog koeficijenta korelacije (p < 0,1),
koncentracija hsCRP, mokra¢ne kiseline, PAB 1 aktivnost enzima PON1 su u modelu
oznacene kao nezavisne promenljive. Parametri lipidnog profila nisu usli u model zbog
postojanja multikolinearnosti. Takode, u model su kao nezavisne promenljive usle i
kategoricke promenljive puSacki status trudnice pre trudnoée i antioksidantna

suplementacija, poSto mogu da uticu na AIP. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 21.

Tabela 21. Multipla linearna regresiona analiza za ispitivanje nezavisnog uticaja ispitivanih
parametara na AIP

AIP
Parametar R” =0.384; adjusted R*= 0.355
p SE (B) P

Dobijena tezina, % 0,414 0,002 <0,001
Pusenje pre trudnoce 0,024 0,034 0,743
Antioksidantna suplementacija 0,048 0,032 0,472
Mokraéna kiselina, pmol/L 0,108 0,001 0,109
hsCRP, mg/L 0,094 0,004 0,151
PAB, HK jedinica 0,056 0,001 0,407
DZO, U/L -0,201 0,001 <0,05
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Rezultati multiple linearne regresione analize su pokazali da su procenat dobijanja
na tezini tokom trudnoce i paraoksonazna aktivnost nezavisno povezani sa porastom
AIP tokom trudnoce. Tacnije, 35,5% porasta AIP tokom trudnoe se moZe objasniti
smanjenjem paraoksonazne aktivnosti i poveanjem tezine trudnice tokom normalne,

nekomplikovane trudnoce.

4.6.6. MULTIPLA LINEARNA REGRESIONA ANALIZA ZA ISPITIVANJE NEZAVISNOG

UTICAJA ISPITIVANIH PARAMETARA NA PARAOKSONAZNU AKTIVNOST

Prethodni rezultati studije ukazali su na znacajan pad paraoksonazne aktivnosti
(aktivnost enzima prema diazoksonu kao supstratu) u tre¢em trimestru trudnoce. Da bi
se ispitao nezavisni uticaj procenta dobijanja na tezini na paraoksonaznu aktivnost
primenjen je statisticki test multiple linearne regresione analize.

Kao nezavisna promenjiva je oznafena paraoksonazna aktivnost, a kao zavisne
one promenljive koje su bile u znafajnoj korelaciji sa paraoksonaznom aktivnosti
(Spearman-ov koeficijent korelacije p < 0,1). Ispitivanjem multikolinearnosti,
koncentracija ukupnog holesterola je iskljuCena iz modela. Rezultati su prikazani u

Tabeli 22.
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Tabela 22. Multipla linearna regresiona analiza za ispitivanje nezavisnog uticaja ispitivanih
parametara na paraoksonaznu aktivnost

Aktivnost PON1
Parametar R” = 0.426; adjusted R*= 0.397
B SE (B) p

Dobijena tezina (%) -0,406 68,325 <0,001
Pusenje pre trudnoce -0,131 106,517 0,056
Antioksidantna suplementacija 0,031 9,997 0,631
Trigliceridi, mmol/L -0,290 795,586 <0,05
HDL-holesterol, mmol/L -0,059 107,749 0,368
LDL-holesterol, mmol/L -0,042 522,159 0,546
Mokraéna kiselina, pmol/L -0,056 5,572 0,389
hsCRP, mg/L -0,287 3,368 0,453
PAB, HK jedinica 0,023 3,308 0,724

Rezultati regresione analize su pokazali da se 39,7% promene paraoksonazne
aktivnosti prema diazoksonu kao supstratu moze objasniti porastom procenta dobijene

tezine tokom trudnoce i porastom koncentracije TG.

4.6.7. REZULTATI UTICAJA ANTIOKSIDANTNE SUPLEMENTACIJE TOKOM TRUDNOCE I
PUSACKIH NAVIKA TRUDNICA PRE TRUDNOCE NA PARAMETRE OKSIDATIVNOG STRESA,

ANTIOKSIDATIVNE ZASTITE, LIPIDNE PARAMETRE I AKTIVNOST ENZIMA PON1

U cilju preciznije procene lipidnog profila, parametara oksidativnog stresa i
antioksidativne zastite i aktivnosti enzima PON1 tokom nekomplikovane trudnoce,
ispitali smo wuticaj antioksidantne suplementacije tokom trudno¢e na navedene
parametre. Obzirom da su promene ispitivanih parametara najizraZenije u tre¢em
trimestru trudnoce, ispitivanje je usmereno upravo na taj period trudnoce. Rezultati su
prikazani u Tabeli 23 kao srednja vrednost = SD za parametre sa normalnom
raspodelom i kao geometrijska srednja vrednost i 95% interval pouzdanosti za

parametre sa log-normalnom raspodelom.
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Medu trudnicama koje su uzimale vitamine bio je znacajno veci procenat (62 %)
onih koje su imale pusacke navike pre trudnoce. Rezultati ispitivanja su pokazali da ne
postoji znacajan uticaj antioksidantne suplementacije tokom trudnoce ni na jedan od
ispitivanih parametara.

Rezultati ispitivanja uticaja pusackih navika pre trudnofe na ispitivane
parametre oksidativnog stresa, antioksidativne zastite, lipidnog profila i enzima PONI
prikazani su u Tabeli 24 kao srednja vrednost + SD za parametre sa normalnom
raspodelom i kao geometrijska srednja vrednost i 95% interval pouzdanosti za
parametre sa log-normalnom raspodelom.

Medu trudnicama koje su pusile pre trudno¢e znacajno je veci broj onih koje su
uzimale vitaminsku suplementaciju tokom trudnoce. PuSaci su imali znacajno vece
dobijanje u tezini u poredenju sa trudnicama koje nisu pusile. Takode je medu pusacima
znacajno veca koncentracija LDL-holesterola u poredenju sa nepusa¢ima i znacajno
niza koncentracija triglicerida. Kod parametara oksidativnog stresa primecuje se
znacajno visa vrednost TBARS-a i TOS-a medu pusac¢ima, kao i zna€ajno niza aktivnost

PONI.
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Tabela 23. Uticaj antioksidantne suplementacije na ispitivane parametre u trudnoci

Bez antioksidantne

Sa antioksidantnom

Parametar terapije (N=22) terapijom ( N=21) P

Starost, godine 30,1 £3,2 29,8 £4,1 0,906
Pusaci, n (%) 8 (38%) 13 (62%) <0,05
ITM, kg/m* 26,6 + 3,6 263 +3,4 0,711
Dobijanje u tezini, % 232+64 23,6 £84 0,803
SBP, mmHg 107 10,1 108 +8,3 0,762
DBP, mmHg 69+7,1 68+6,9 0,915
Glukoza, mmol/L 44+0,6 43+04 0,727
Ukupan holesterol, mmol/L 6,7+1,0 69=+1,1 0,447
LDL-holesterol, mmol/L 3,6+ 1,0 3,7+ 1,1 0,958
HDL-holesterol, mmol/L 1,9+ 04 2,0+0,5 0,690
Trigliceridi, mmol/L 2,4 (2,18-2,65) 2,7 (2,49 -2,94) 0,112
ApoAl, g/L 1,6 +£0,3 1,7+0,3 0,788
ApoB, g/L 1,04 +0,18 1,07 +0,17 0,443
AIP 0,11 (0,021 - 0,140) 0,17 (0,100 - 0,218) 0,284
Mokracéna kiselina, umol/L 2359+ 17,6 2449 + 13,4 0,368
hsCRP, mg/L 2,9(2,26-3,75) 2,5(1,79 - 3,39) 0,790
TBARS, pmol/L 1,9+£0,3 1,9+0,1 0,979
LOOH, pmol/L 9,1+2,6 9,5+23 0,343
AOPP, pmol/L 224+7)5 20,7 £ 6,8 0,270
PAB, HK jedinice 163,5+ 31,8 163,4 + 32,9 0,970
TOS, umol/L 16,9+59 17,6 £52 0,591
TAS, mmol/L 1,31+0,16 1,28 + 0,16 0,497
SOD, kU/L 147,9 + 17,8 160,8 + 17,9 0,128
SH-grupe, g/L 0,49 £0,07 0,48 £ 0,08 0,529
POX, U/L 257,0 (198,4 - 332,9) 334,0 (231,5 - 484,2) 0,239
DZO, U/L 5145 + 3040 5186 + 3479 0,955

84




Tabela 24. Uticaj puSackih navika pre trudnoce na ispitivane parametre u trudnoci

Parametar Nepusaci (N=22) Pusaci (N=21) P
Starost, godine 299+ 3.8 30,1 £4,6 0,862
Uzimanje vitamina, n (%) 8 (38%) 13 (62%) <0,05
ITM, kg/m’ 26,3+ 4,1 26,5+2.,8 0,869
Dobijanje u tezini, % 20,4+ 6,6 26,5+7,00 <0,001
SBP, mmHg 107+ 8,4 108 £7,0 0,852
DBP, mmHg 69 + 6,0 69 £ 7,0 0,902
Glukoza, mmol/L 43+0,5 4.4 +0,44 0,539
Ukupan holesterol, mmol/L 7,0+ 1,1 6,6 +1,1 0,057
LDL-holesterol, mmol/L 33+1,0 39+1,0 <0,05
HDL-holesterol, mmol/L 1,9+0,5 2,0£0,5 0,742
Trigliceridi, mmol/L 3,01 (2,377 - 3,825) 2,76 (2,53 - 3,027) <0,05
ApoAl, g/L 1,6 0,3 1,7+0,2 0,090
ApoB, g/L 1,06 £0,18 1,03 +£0,27 0,452
AIP 0,10 (-0,01 - 0,15) 0,18 (0,12 - 0,24) 0,183
Mokraéna kiselina, pmol/L 233,5+454 247,1 £45,34 0,170
hsCRP, mg/L 2,38 (1,71 - 3,31) 3,01 (2,38 - 3,82) 0,240
TBARS, umol/L 1,7+0,8 23+1,0 <0,05
LOOH, pumol/L 9,3+27 34+23 0,846
AOPP, pmol/L 21,6 £7,45 21,6 £7,0 0,971
PAB, HK jedinice 159,4 + 34,6 167,7£29,2 0,250
TOS, umol/L 159+5,4 18,9+5.,4 <0,05
TAS, mmol/L 1,28 £0,15 1,30 £ 0,18 0,571
SOD, kU/L 158,0£ 11,16 150,3 + 34,0 0,362
SH-grupe, g/L 0,49 £ 0,06 0,48 £ 0,08 0,849
POX, U/L 342,7 (231,5 - 507.3) 253’(3)} ézso)l,o - <0,05
DZO, U/L 5219 + 2944 5107 £ 3577 0,877
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Tabela 25. Spearman-ova neparametarska korelacija izmedu TBARS i biohemijskih
parametara i parametara oksidativnog statusa

Parametar p p
ITM, kg/m? 0.710 <0.001
Dobijanje u tezini, % 0.846 <0.001
Glukoza, mmol/L 0.146 0.278
Ukupan holesterol, mmol/L 0.082 0.546
LDL-holesterol, mmol/L 0.125 0.353
HDL-holesterol, mmol/L 0.058 0.671
Trigliceridi, mmol/L 0.415 <0.001
Apo Al g/L 0.204 0.127
Apo B, g/L 0.171 0.205
AIP 0.206 0.125
Mokra¢éna kiselina, pmol/L 0.257 0.056
hsCRP, mg/L 0.238 0.075
LOOH, pmol/L -0.056 0.678
AOPP, pmol/L 0.120 0.375
PAB, HK units 0.417 <0.001
TOS, umol/L 0.739 <0.001
TAS, mmol/L -0.468 <0.001
SOD, kU/L 0.314 <0.05
SH-grupe, g/L -0.122 0.365
POX, U/L -0.125 0.428
DZO, U/L 0.171 0.212

Obzirom na znacajno viSe vrednosti TBARS kod trudnica sa puSackim navikama
pre trudnoce, primenili smo u daljoj analizi Spearman-ovu neparametarsku korelacionu
analizu da bismo utvrdili postojanje korelacije izmedu TBARS i ispitivanih parametara

(Tabela 25). Analiza je pokazala znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu TBARS 1 ITM,
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dobijanja u tezini, triglicerida, PAB 1 TOS, ali i sa SOD i znacajnu negativnu korelaciju
sa TAS.

U narednom koraku porimenili smo multiplu regresionu analizu da bismo
ispitali uticaj dobijanja u tezini, puSenja, vitaminske suplementacije, triglicerida,
mokraéne kiseline, hs CRP, TAS i1 TOS kao nezavisnih varijabli na vrednost TBARS-a.

Rezultati ispitivanja prikazani su u Tabeli 26.

Tabela 26. Multipla regresiona analiza za ispitivanje nezavisnog uticaja ispitivanih parametara

na vrednost TBARS
TBARS
Parametar R” = 0.814; adjusted R*=0.813
p SE (B p

Dobijanje u tezini, (%) 0.525 0.011 <0.05
Pusenje 0.110 0.124 0.116
Uzimanje vitamina -0.064 0.112 0.306
Trigliceridi, mmol/L 0.014 0.087 0.848
Mokraéna kiselina, pmol/L -0.131 0.002 0.145
hsCRP, mg/L 0.081 0.015 0.195
TOS, pmol/L 0.367 0.016 <0.05
TAS, mmol/L -0.342 0.715 <0.05

Dobijanje u tezini, TAS 1 TOS su nezavisne varijable koje pokazuju pozitivnu
korelaciju sa koncentracijom TBARS, dok puSenje pre trudno¢e 1 uzimanje
suplementacije tokom trudnoce nisu pokazali utricaj na TBARS kao parametar

oksidativnog stresa.
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5. DISKUSIJA

5.1. BIOMARKERI OKSIDATIVNOG STRESA 1 ANTIOKSIDATIVNE
ZASTITE U TRUDNOCI BEZ KOMPLIKACIJA

Slobodni kiseonikovi radikali (ROS) imaju znacajnu ulogu kao signalni
molekuli u fizioloSkim reproduktivnim procesima, u odrZzavanju normalnog toka
trudno¢e 1 razvoja fetusa, ali su odgovorni i za razvoj patofizioloskih stanja i
komplikacija u trudnod¢i. Istrazivanja su pokazala da fizioloSka trudnoca predstavlja
izazov za sve organske sisteme Zene zbog specificnih zahteva razvoja fetusa i pripreme
majke za predstoje¢i porodaj i laktaciju, Sto dovodi do niza metabolickih promena,
medu kojima su i izmenjeni parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite.

Prema istrazivanjima, trudnoca je stanje intenzivnog oksidativnog stresa, ali i
dalje u fizioloskim okvirima, uz istovremeno povecane parametre antioksidativne
zastite, tako da trudnoca kod zdravih Zena sa ofuvanom ravnotezom izmedu ovih
parametara prolazi bez komplikacija. Narusena ravnoteza sistema oksidativnog stresa i
antioksidativne zaStite vodi organizam u stanje oksidativnog stresa i posledi¢no, kada je
trudno¢a u pitanju, nastajanju komplikacija u trudno¢i, kao §to je preeklampsija,
gestacijski dijabetes, spontani pobacaj, prevremeni porodaj, intrauterini zastoj u rastu
fetusa (IUGR), smrt fetusa (7-10).

Vecina dosadasnjih studija bavila se ispitivanjem oksidativnog statusa u trudno¢i
pracenoj komplikacijama, pre svega preeklampsijom i gestacijskim dijabetesom.
Medutim, mali broj istrazivanja se bavio analizom veéeg broja parametara oksidativnog
statusa kod zdravih trudnica, tako da je vecina saznanja iz ove oblasti nastala kao
rezultat istrazivanja koja su sprovedena na zivotinjama.

Lipidna peroksidacija je oksidativni proces koji je konstantno prisutan u svim
humanim ¢elijama. Smatra se da uznapredovali i nekontrolisani proces ima znacajnu
ulogu u razvoju funkcionalnih i patoloskih promena kod majke i fetusa (32), a stepen
ovog oSte¢enja procenjuje se odredivanjem ranth 1 kasnih produkata lipidne
peroksidacije. Najveci broj studija koje su se bavile ispitivanjem lipidne peroksidacije

kod trudnica raden je kod trudnoc¢a komplikovanih preeklampsijom i one su pokazale da
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je ovo stanje praceno znacajnim rastom produkata lipidne peroksidacije u poredenju sa
nekomplikovanim trudno¢ama (34-37).

Istrazivanje koje smo sproveli na naSoj populaciji zdravih trudnica pokazalo je
da medu parametrima oksidativnog stresa koje smo odredivali postoji znacajan porast
vrednosti lipidnih peroksida u prvom trimestru trudno¢e u odnosu na kontrolnu grupu
negravidnih Zena, 1 taj rast se odrzava uz neznatne varijacije do kraja trudnoc¢e (Tabela
6). Nakon porodaja vrednosti lipidnih hidroperoksida nemaju znacajnu promenu u
odnosu na pocetak trudnoce, odnosno i dalje su znacajno vise u odnosu na negravidne
zene. Neke ranije studije su pokazale da vrednosti lipidnih hidroperoksida rastu u
drugom trimestru trudnoce, a opadaju daljim razvojem trudnoc¢e i nakon porodaja (51).

Odredivanje TBARS prema pojedinim autorima daje bolji uvid u stepen lipidne
peroksidacije nego pojedinacno odredivanje MDA, obzirom da obuhvata i MDA 1 druge
srodne aldehide kao konacne produkte lipidne peroksidacije (32, 122). U naSoj studiji,
trudnice tokom cele trudnoc¢e nisu imale znacajne promene vrednosti TBARS, ali posle
porodaja su vrednosti znac¢ajno viSe 1 u odnosu na vrednost rane trudno¢e u prvom
trimestru i u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 6).

U nekim klinickim studijama ispitivan je stepen lipidne peroksidacije kod
trudnica pre 1 posle porodaja preko odredivanja TBARS (122, 123). Rogers i saradnici
(124) su pokazali vece vrednosti MDA u plazmi beba rodenih nekomplikovanim
vaginalnim porodajem u odnosu na bebe rodene carskim rezom, a takode i pozitivhu
korelaciju izmedu vrednosti MDA plazme majke i umbilikalne plazme bebe, S§to govori
da spontani nekomplikovani vaginalni porodaj moze povecati produkciju lipidnih
peroksida kod novorodene bebe. Kada smo kod naSih trudnica uporedili parametre
oksidativnog stresa pre i posle porodaja utvrdili smo znacajan porast TBARS sedam
nedelja posle porodaja u odnosu na pretporodajni period.

Lipidni hidroperoksidi nisu pokazali znacCajnu razliku izmedu ove dve
vremenske tacke, iako postoji blazi rast vrednosti posle porodaja, dok su produkti
oksidacije proteina AOPP znacajno nizi. Na osnovu svega dobijenog mozemo rec¢i da
tokom samog vaginalnog porodaja dolazi do pojacanog oksidativnog stresa, koji je,
kako navodi literatura fizioloSki znaCajan za inicijaciju samog porodaja (50), ali je i
uzrok lipidne peroksidacije, na koji zdrav organizam Zene reaguje pokretanjem

adekvatnog antioksidativnog odgovora.
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Toescu 1 saradnici (38) pokazali su da vrednosti lipidnih peroksida rastu tokom
nekomplikovane trudno¢e u drugom i treCem trimestru i da te vrednosti osam nedelja
nakon porodaja opadaju, ali jo§ uvek ne dosezu vrednosti zdravih negravidnih Zena.
Ovo ispitivanje obuhvatilo je sedamnaest zdravih trudnica u longitudinalnoj studiji, Sto
je znacajno manji broj ispitanica u odnosu na nasu studiju, a lipidni hidroperoksidi
odredivani su metodom sa ksilenol oranzom, Sto takode treba uzeti u obzir ako rezultate
poredimo sa nasim istrazivanjem. Patil i saradnici (29, 125) pokazali su da vrednosti
TBARS znacajno rastu tokom nekomplikovane trudnoce u poredenju sa kontrolnom
grupom negravidnih Zena i to povecéanje je progresivno od prvog do treceg trimestra.
Studija je obuhvatila razliCite grupe zdravih trudnica koje su u odgovaraju¢im
trimestrima dolazile na redovnu kontrolu, a radena je na populaciji trudnica Indije.
Druge studije koje su radene van ove populacije pokazale su takode slicne vrednosti
(126).

Oksidacija proteina koja nastaje kao posledica delovanja ROS dovodi do
promene strukture i funkcije ovih jedinjenja sa posledi¢nim razvojem patofizioloskih
stanja, koja su, kada je trudno¢a u pitanju uglavnom gestacijski dijabetes i
preeklampsija (12). Oksidacija proteina se prati odredivanjem nivoa AOPP, koji je
relativno nov biomarker oksidativnog stresa. Kod zdravih trudnica sa nekomplikovanom
trudno¢om koje smo ispitivali, znacajno su viSe vrednosti ovog markera oksidacije
proteina u drugom, tre¢em trimestru i neposredno pred porodaj u poredenju sa ranom
trudno¢om prvog trimestra (Tabela 6). Posle porodaja vrednost AOPP znacajno opada u
odnosu na prvi trimestar 1 doseze vrednost pribliznu kontrolnoj grupi negravidnih zena.

Vrednost superoksid anjona, koji se i normalno stvara u raznim fizioloskim
procesima, raste znacajno u prvom trimestru trudnoée u poredenju sa kontrolnom
grupom, da bi u tre¢em trimestru doslo do pada vrednosti ovog markera, sa daljim
opadanjem nakon porodaja u poredenju sa prvim trimestrom.

Serumske vrednosti totalnog oksidativnog statusa, TOS, C¢ije su glavne
komponente vodonik peroksid i lipidni hidroperoksidi, kod naSih ispitanica beleze
znacajan porast u treCem trimestru u odnosu na pocetak trudnoée, a dalje prema kraju
trudnoce te vrednosti opadaju i dalje se snizavaju u periodu od sedam nedelja posle

porodaja.
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Redoks balans (PAB) koji smo odredivali pokazuje znacajan rast vrednosti ve¢ u
ranoj trudno¢i prvog trimestra u poredenju sa kontrolnom grupom negravidnih zena, ali
1 tokom cele trudno¢e u odnosu na prvi trimestar, da bi nakon porodaja ta vrednost bila
znacajno niZza i u odnosu na prvi trimestar i u odnosu na tacku pred porodaj, Sto
nesumnjivo pokazuje da je trudnoca stanje pojacanog i kontinuiranog oksidativnog
stresa (Tabela 6).

Nase istrazivanje pokazuje da tokom trudnoce koja proti¢e bez komplikacija
postoji stanje pojacanog i kontinuiranog oksidativnog stresa posebno u drugom i treCem
trimestru. Sam uzrok i mehanizmi nastanka oksidativnog stresa nisu poznati, a nastanku
oksidativnog stresa u trudno¢i, smatra se, znacajno doprinosi i placenta. Razlika u
rezultatima pojedinih parametara oksidativnog stresa koje smo ispitivali u poredenju sa
drugim studijama mogu se objasniti razliito dizajniranim studijama, razlikama u
primenjenim metodama odredivanja, varijaciji izmedu laboratorija, kao i Zivotnim
navikama trudnica, ishrani i socio-ekonomskim uslovima Zivota. Sve ovo dovodi do
izvesne kontradiktornosti u rezultatima medu pojedinim studijama, mada su sve one
pokazale da zdrave Zene odgovaraju na trudnocu povecanom produkcijom slobodnih
radikala, ali i odgovaraju¢im antioksidativnim odgovorom.

Obzirom da se radi o zdravim trudnicama, koje su trudnocu donele do kraja bez
komplikacija i rodile zdravu decu, oekujemo da je njihov antioksidativni potencijal
oCuvan i da adekvatno reaguje na uslove pojaanog oksidativnog stresa.

Kod nasih ispitanica totalni antioksidativni status, TAS znacajno raste u treCem
trimestru u odnosu na prvi trimestar 1 taj rast se dalje nastavlja do kraja trudnoce, kao 1
sedam nedelja posle porodaja (Tabela 7). Toescu i saradnici su pokazali da TAS nakon
pocetnog sniZenja vrednosti u prvom trimestru, raste znacajno tokom dalje trudnoce
(38), a Hung i saradnici nalaze da TAS u poredenju sa negravidnim Zenama ima nize
vrednosti do 30 nedelje gestacije, kada pocinje da raste do termina porodaja, i ostaje na
sli¢nim vrednostima Sest do osam nedelja posle porodaja (51). Glavni udeo TAS kod
zdravih ispitanika ¢ine sulfhidrilne grupe proteina (52,9%), mokraéna kiselina (33,1%),
vitamin C (4,7%) i vitamin E (10%) (115), koji i pojedinacno predstavljaju znacajne
¢inioce antioksidativnog sistema organizma. Ispitivanja u trudno¢ama komplikovanim
preeklampsijom i1 gestacijskim dijabetesom pokazala su niZze vrednosti TAS u poredenju

sa nekomplikovanim trudnoé¢ama (51, 54).
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SH grupe naSih ispitanica nakon pocetnog pada vrednosti u prvom trimestru u
poredenju sa zdravim negravidnim Zenama, zna¢ajno rastu u drugom i tre¢em trimestru
trudnoce, da bi dalje opadale do termina porodaja. Nakon porodaja te vrednosti rastu, da
bi sedam nedelja posle porodaja dosegle vrednost pribliznu u kontrolnoj grupi
negravidnih zena (Tabela 7).

Mokra¢na kiselina koju smo odredivali u sastavu rutinskih biohemijskih
parametara raste kontinuirano tokom c¢itave trudnoce, a taj rast vrednosti se nastavlja i
nakon porodaja. Ovakvo kretanje vrednosti mokra¢ne kiseline je u fizioloskim okvirima
1 nastaje kao posledica katabolickih procesa i povecanja serumske zalihe mokraéne
kiseline.

Hung 1 saradnici (51) su pokazali da porodaj uti¢e na vrednost TAS, tako da je
vrednost TAS visa kod Zena koje su se porodile vaginalnim putem u poredenju sa
zenama koje su porodene carskim rezom, a viSe vrednosti nadene su i u umbilikalnoj
plazmi Zena porodenih vaginalnim putem, ukazuju¢i na viSu vrednost TAS 1 u
fetoplacentalnoj cirkulaciji. Druge pak studije pokazuju da su novorodencad iz
vaginalnog porodaja manje izlozena oksidativnom stresu od onih rodenih carskim
rezom (36, 127).

Interesantno je da su nase ispitanice pocele trudnocu sa nizim vrednostima SOD
enzima u odnosu na kontrolnu grupu negravidnih Zena i ta vrednost dalje opada u
drugom trimestru u poredenju sa prvim trimestrom (Tabela 7). Znacajan rast aktivnosti
ovog enzima, koji inaCe predstavlja prvu liniju odbrane od oksidativnog stresa, javlja se
kod nasih trudnica u treCem trimestru. Prema kraju trudno¢e SOD pokazuje pad
vrednosti, ali je i dalje znacajno viSa u odnosu na pocetak trudnoce, da bi nakon
porodaja aktivnost enzima porasla znacajno i u poredenju sa prvim trimestrom, ali i sa
kontrolnom grupom negravidnih Zena.

Rezultati drugih studija su i u ovom slucaju kontradiktorni. I dok jedni autori
ukazuju na rast SOD tokom trudnoce (36), drugi ukazuju na pad vrednosti ovog enzima
u treCem trimestru trudnoce (29). Interesantno je da svi ispitivani parametri
antioksidativnog statusa pokazuju rast u treCem trimestru, sa tendencijom opadanja
prema kraju trudnoce, da bi nakon porodaja ove vrednosti znacajno porasle u odnosu na
38. nedelju trudnoce. Obzirom da je uoCen rast antioksidativnih parametara nakon

trudnoce, a u vezi prethodno navedenih rezultata ranijih studija koje su pokazale da
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porodaj sam po sebi predstavlja stanje pojacanog oksidativnog stresa 1 lipidne
peroksidacije, poredili smo vrednosti antioksidativnih parametara pre porodaja i sedam
nedelja posle porodaja (Tabela 7).

Nase ispitanice su rodile zdravu decu, odgovarajuce telesne tezine, prosecne za
donesenu novorodencad (20) i odgovarajuéeg visokog Apgar scora u prvom i petom
minutu zZivota (Tabela 3), Sto takode ukazuje na oCuvan antioksidativni potencijal ovih
zena. Studije koje su ispitivale uticaj oksidativnog stresa na kvalitet fetusa i
novorodencadi, pokazale su loSije ishode trudnoc¢e u slucajevima narusene ravnoteze
oksidativnog i antioksidativnog sistema i povecanog oksidativnog stresa, koje se
manifestuje niskom porodajnom tezinom novorodencadi, intrauterinim zastojem u rastu
fetusa (IUGR) 1 prevremenim porodajem (20, 27, 53). Takva deca u odraslom dobu
ceS¢e oboljevaju od hroni¢nih bolesti kao Sto su hipertenzija, metaboli¢ki sindrom,
dijabetes melitus, kardiovaskularne bolesti (27, 128).

Pored dosadasnjih, ¢esto kontradiktornih saznanja, brojne studije su pokazale da
je trudnoca nesumnjivo stanje povecanog oksidativnog stresa, ali i pojacane
antioksidativne zaStite 1 postojanja ravnoteze ovih parametara, koje u slucaju narusene
homeostaze dovode do komplikacija u trudno¢i, medu kojima je po svojoj
kompleksnosti najznacajnija preeklampsija. U buducnosti je svakako znacajno
iznalazenje moguénosti rutinske laboratorijske detekcije odgovaraju¢ih markera
oksidativnog stresa, posebno lipidne peroksidacije, i to u ranoj trudno¢i, kako bi se
mogao proceniti rizik za razvoj preeklampsije tokom trudnoce.

Medu ispitivanim parametrima koje smo odredivali u okviru naSe studije,
svakako se interesantnim pokazalo kontinuirano povecano kretanje vrednosti PAB.
Takode koristan parametar bi mogao biti TBARS, obzirom da je njegova vrednost
tokom trudnoce prili¢no stabilna, a na pocetku fizioloske trudnoce se ne razlikuje bitno
u odnosu na bazne vrednosti negravidnih Zena, kao i LOOH koji je na poc¢etku trudnoce
viS§i u odnosu na negravidne Zene, a takode pokazuje tokom dalje trudnoce izvesnu
stabilnost. Koji od ovih parametara bi mogao da se iskoristi u rutinskom pracenju

trudnoce ostaje da se utvrdi u daljim ispitivanjima.
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5.2. LIPIDI I FRAKCIJE LIPIDA U TRUDNOCI BEZ KOMPLIKACIJA

Izmenjen hormonski status tokom trudnoce, prvenstveno kontinuirani rast
estradiola 1 insulinska rezistencija odgovorni su za specificno izmenjen lipidni status
koji se kre¢e kod trudnica u pravcu hiperlipidemije 1 proaterogenog lipidnog profila.
Hipertrigliceridemija potpomognuta povecanim stvaranjem trigliceridima bogatih
Cestica, kao 1 smanjenom lipolizom, glavna je karakteristika ove hiperlipidemije koja
dovodi do akumulacije triglicerida, ne samo u VLDL c¢esticama, ve¢ i u LDL i HDL
lipoproteinskim ¢esticama.

NasSe istrazivanje je pokazalo da tokom trudnoce postoji izmenjen lipidni profil u
pravcu hiperlipidemije i proaterogenog lipidnog profila (Tabela 8). Ukupan holesterol i
trigliceridi rastu ve¢ u ranoj trudno¢i u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe
negravidnih Zena, a dalje rastu znacajno tokom cele trudnoce, tako da do kraja trudnoce
holesterol poraste za oko 30%, a trigliceridi beleZe rast do kraja trudnoce skoro tri puta,
Sto je u skladu sa drugim studijama (72, 73, 129).

Posle porodaja vrednost holesterola ostaje i dalje poviSena u odnosu na prvi
trimestar, ali i u odnosu na kontrolnu grupu i prema nasim rezultatima potreban je duzi
period od sedam nedelja da bi se te vrednosti izjednacile sa vrednostima negravidnih
Zena. Vrednosti triglicerida posle porodaja vracaju se na vrednosti sa pocetka trudnoce,
ali su ipak jos uvek za oko 20% vise u poredenju sa negravidnim Zenama, te je i ovde
potreban duzi period od ispitivanog da bi se izjednacile sa vrednostima pre trudnoce.

Mankuta 1 saradnici (61) navode da vrednosti holesterola lagano opadaju u
prvom trimestru, najverovatnije kao posledica smanjenog unosa hrane u tom periodu
zbog prisutne mucénine i povracanja, i da se, nakon ocekivanog fizioloskog rasta tokom
trudnoce, vrac¢aju na nivo pre trudno¢e unutar jedne godine posle porodaja. Nase su
trudnice, kako smo pomenuli, pokazale rast holesterola ve¢ u prvom trimestru.
Gunderson 1 saradnici (73) navode da nakon porodaja trigliceridi opadaju rapidno, dok
holesterol i LDL-holesterol ostaju poviSeni, a HDL-holesterol je ispod vrednosti pre
koncepcije ili rane trudnoce, $to su pokazali i rezultati naseg istrazivanja.

Vrednosti LDL- 1 HDL-holesterola takode se menjaju tokom trudnoce, tako da
LDL holesterol raste u drugom trimestru i dalje do kraja trudnoce, kada je vrednost visa

za 30% u odnosu na pocetak trudnoce. Posle porodaja vrednost LDL-holesterola opada,
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mada je ta vrednost joS uvek visa u poredenju sa kontrolnom grupom negravidnih Zena,
tako da je 1 za ovaj parametar potreban duZzi period od ispitivanog da bi se vrednosti
vratile na nivo kontrolne grupe. HDL-holesterol raste znac¢ajno ve¢ na pocetku trudnoce
u poredenju sa vrednostima negravidnih Zena i dalje se taj rast nastavlja do sredine
trudnoce, a najvisa je vrednost u drugom trimestru, kada pocinje da opada sve do kraja
trudnoce 1 nakon porodaja. Vrednosti ApoAl 1 ApoB tokom trudnoce i posle porodaja
uglavnom prate vrednosti odgovarajucih lipidnih frakcija na koje su vezani. Povecanje
vrednosti HDL-holesterola tokom trudnoce jeste specificnost ove hiperholesterolemije
koja se javlja u trudno¢i i razlikuje je u odnosu na druge tipove hiperholesterolemija gde
je HDL-holesterol obi¢no snizen (70), S§to ukazuje na razli¢ite mehanizme delovanja
hiperholesterolemije u razvoju ateroskleroze.

Nasi rezultati slazu se sa rezultatima drugih studija, koje su dokumentovale rast
vrednosti triglicerida, holesterola i LDL lipoproteinskih Cestica tokom napredovanja
trudnoce, dok je povecanje HDL lipoproteinskih ¢estica prisutno u ranijoj trudno¢i (70-
74, 129). Brizzi i saradnici (71) pokazali su znacajan porast holesterola, triglicerida i
LDL-a tokom trudnoée, a Saarelainen i saradnici (130) zabelezili su takode znacajan
porast holesterola, triglicerida, LDL-a i HDL-a tokom trudnofe u poredenju sa
negravidnim zenama.

Izmenjen lipidni profil neophodan je da bi se zadovoljile potrebe majke i fetusa
tokom fizioloske trudno¢e. Medutim, obzirom na karakteristike hiperlipidemije tokom
trudnoce 1 Cinjenicu da do kraja trudnoce veéina trudnica razvije lipidni profil koji se
kod zdravih negravidnih Zena moze smatrati proaterogenim, postavlja se pitanje
eventualnog uticaja trudnoce na razvoj ateroskleroze kod zena. Pojedine studije tvrde da
trudnoc¢a ima proaterogeni potencijal i da, ukoliko se ponavlja vise puta tokom zivota,
moze dovesti do razvoja ateroskleroze i posledicno razvoja kardiovaskularne bolesti u
kasnijem zivotu (59-62,131). Drugi istrazivaci smatraju da trudnoca ipak nije
proaterogena i da su svi ti procesi u trudno¢i hormonski kontrolisani (82). Mankuta i
saradnici (61) pokazali su da viSebrojne trudno¢e imaju kumulativni efekat na snizenje
vrednosti HDL-a, §to moze uticati na razvoj kardiovaskularne bolesti u buduénosti.

Lipidni indeksi (Tabela 9), koji su definisani da bi se poboljSao prediktivni
kapacitet lipidnog profila za razvoj kardiovaskularne bolesti, u nasem istrazivanju rastu

tokom trudnoée S§to pokazuje kretanje lipidnog statusa ka proaterogenim
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komponentama, sem indeksa ApoAl/ ApoB koji opada tokom trudnoée, $to je opet
pokazatelj rasta komponenti LDL lipoproteina. Aterogeni indeks plazme (AIP) preko
0,5 predlozen je kao cut-off vrednost koja ukazuje na aterogeni rizik (3, 132). Trudnice
koje su bile obuhvaéene naSom studijom imale su najviSu vrednost ovog indeksa u 38.
nedelji trudnoce i iznosila je 0,2. Budu¢i da su visoke vrednosti triglicerida povezane sa
gestacijskim dijabetesom, a HDL-holesterol se ne menja znacajno tokom trudnoce, ¢ak i
kod gestacijskog dijabetesa, smatra se da bi AIP mogao biti 1 dobar prediktor dijabetesa
u trudno¢i (56).

Lippi i saradnici (83) navode povecanje AIP i indeksa Hol /HDL-hol u drugoj
polovini fizioloske trudnocée, ali i delomi¢no balansiranje hiperlipidemije tokom
trudnoc¢e povecanjem vrednosti HDL. Jia i saradnici (80) u svojoj studiji konstatuju da
su indeksi Hol /HDL-hol i TG /HDL-hol dobri pokazatelji distribucije HDL subklasa,
odnosno njihov istovremeni porast pokazuje kretanje HDL subklasa prema manjim
Cesticama, ali ukazuje i na slabost reversnog transporta holesterola.

Uzevsi u obzir ¢injenicu da je trudnocda stanje povecanog oksidativnog stresa,
kao i1 da je trudnoca stanje sa izmenjenim lipidnim profilom, postaje jasno da ove
karakteristike trudno¢e mogu dovesti do razvoja aterosklerotskih plakova i posledi¢no
razvoja kardiovaskularne bolesti. Medutim, s druge strane povecana je i vrednost HDL-
a koji ima ateroprotektivno dejstvo, ali treba uzeti u obzir da usled pojacanog
oksidativnog stresa moze do¢i do oksidativne modifikacije 1 ovih molekula.
Hipertrigliceridemija udruzena sa endotelnom disfunkcijom smatra se da moze imati
znacajnu ulogu u razvoju preeklampsije (3, 81-84).

Da bismo dalje ustanovili karakteristike hiperlipidemije u trudno¢i i procenili
njenu potencijalnu proaterogenost, odredili smo veli¢inu LDL i HDL Ccestica i
distribuciju njihovih subklasa tokom ispitivanog perioda trudno¢e i nakon porodaja
(Tabela 101 11).

Naime, napredovanje trudno¢e povezano je sa promenama u distribuciji LDL 1
HDL lipoproteinskih subklasa, a pravi mehanizam ovih varijacija jo§ uvek nije jasan
(70). Kod trudnica glavna komponenta LDL 1 HDL lipoproteina jesu trigliceridi.
Povecéanje koncentracije triglicerida u plazmi trudnica odgovara akumulaciji VLDL
lipoproteina, kao posledica njihove povecane sinteze indukovane od strane estradiola s

jedne strane, a sa druge, njihovog smanjenog uklanjanja iz cirkulacije zbog smanjene
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aktivnosti enzima hepaticke lipaze (HL) 1 lipoproteinske lipaze (LPL). Ovakva visoka
akumulacija VLDL cestica dovodi do prenosa triglicerida na LDL i HDL cestice u
zamenu za holesterol estere, posredstvom enzima holesterol estar transportnog proteina
(CETP), ¢ija aktivnost tokom trudnoce raste. Konacni rezultat ovih pomenutih procesa
jeste povecano stvaranje malih, gustih LDL i HDL cestica. Nasi rezultati pokazuju da je
redistribucija LDL 1 HDL subklasa prema malim gustim Cesticama povezana sa
povecanjem koncentracije triglicerida na pocetku trudnoce, kao i njihovim daljim
porastom tokom trudnoce, $to je i ranije dokumentovano.

Predominacija malih gustih LDL i HDL cestica u plazmi, povezana je sa
povecanim rizikom za razvoj kardiovaskularne bolesti, dok su velike HDL cestice
povezane sa smanjenjem tog rizika (21,78-81). NaSe istraZivanje je pokazalo da tokom
trudnoce, kako ona napreduje, dolazi do preuredenosti LDL i HDL subklasa u pravcu
manjih Cestica i pokazalo se da je velicina LDL cCestica znacajno manja u tre¢em
trimestru u odnosu na prvi trimestar (Tabela 10). Medutim, postoje¢i literaturni podaci
koji se odnose na promenu lipoproteinskih subklasa tokom trudnoce, variraju medu
pojedinim studijama (63, 74, 133). Pokazano je da tokom trudnoée postoji
predominacija malih gus¢ih LDL Ccestica, ali su rezultati koji se odnose na distribuciju
subklasa unutar LDL oprecni.

Sattar 1 saradnici (133) u svom istrazivanju odredili su tri LDL subklase (LDL I-
IIT) kod deset trudnica, ali su ovi rezultati prili¢no neubedljivi. Kod cetiri trudnice nije
bilo promena u LDL subklasama tokom trudnoée, a kod ostalih ispitanica doslo je do
pomeranja profila LDL subklasa prema manjim, gus¢im LDL cesticama. Winkler 1
saradnici (63) u svojoj studiji koju su sproveli kod trudnica, odredili su koncentraciju
Sest LDL subklasa i pronasli povecanje gus¢ih LDL cestica u prvom trimestru, ali i
akumulaciju veéih plutaju¢ih LDL cestica u drugom i treCem trimestru trudnoce.
Razlike u rezultatima medu pojedinim studijama mogu se objasniti razli¢itom
metodologijom koja je koriS¢ena pri odredivanju subklasa lipoproteina.

U naSoj studiji smo odredili subfrakcijski profil LDL-a odredivanjem Sest
subklasa ovih lipoproteinskih Cestica. Sprovedeno istrazivanje je pokazalo da kod nasih
ispitanica postoji znacajno smanjenje dijametra LDL Cestica tokom trudnoce, tako da su
one najmanje u 38. nedelji trudnoce pred porodaj, a takode i smanjenje relativnog udela

ve¢ih LDL I tokom trudnoce, uz istovremeno povecanje LDL II i IIIB subklasa.
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Postporodajni profil LDL subklasa je poboljSan u poredenju sa rezultatima pre
porodaja, budu¢i da raste njihova prosecna veli¢ina do veli¢ine nadene u prvom
trimestru, tako da se promena u veliini Cestica tokom trudnoe moze smatrati
prolaznom. Medutim, posle porodaja znaCajno je niza zastupljenost najve¢ih LDL
Cestica klase I, a poveéana je zastupljenost manjih i guséih LDL III B cCestica (Tabela
10). Sillliman 1 saradnici (74) su takode pokazali da su najmanje LDL cestice prisutne
pre porodaja, ali i da je proces redistribucije LDL subklasa reverzan unutar Sest nedelja
posle porodaja. Istrazivanja su takode pokazala da stvaranje malih gustih Cestica moze
dovesti do stvaranja i razvoja preeklampsije.

Za razliku od LDL lipoproteinskih estica, distribucija HDL subklasa je manje
istrazivana. Subfrakcijski profil HDL-a odreden je u naSoj studiji odredivanjem pet
subfrakcija HDL-a (Tabela 11). NasSe istrazivanje je pokazalo da razvojem trudnoce ne
dolazi do znacajne promene u veli¢ini HDL cestica, ali se posle porodaja belezi
znaCajan pad veli¢ine ovih Cestica u poredenju sa velicinom u prvom trimestru. U
relativnom udelu pojedinih subklasa postoji znacajno povecanje zastupljenosti manjih
gus¢ih HDL 3b i 3¢ Cestica tokom trudnoce, uz istovremeno snizenje zastupljenosti vece
HDL 2a subklase. Nakon porodaja, najveée cestice HDL 2b subklase podlezu najvecoj
redukciji zastupljenosti, koja pokazuje statisticki znacajnu razliku u poredenju sa prvim
trimestrom, $to je u skladu sa rezultatima istraZzivanja Alvarez-a i saradnika (134).
Istovremeno, zastupljenost najmanjih HDL 3c subklasa koja znacajno raste tokom
trudnoce, zadrzava visoku vrednost i nakon porodaja.

Alvarez 1 saradnici (134) su pokazali da je u treCem trimestru manja
zastupljenost HDL 2a uz istovremeno povec¢anje HDL 3c subklasa. Suprotno ovome,
Silliman 1 saradnici (74) su naSli predominaciju HDL 2b subklasa tokom kasne
trudnoce. Ovakvi razli¢iti rezultati mogu se objasniti time $to je distribucija veli¢ine
HDL cestica u trudno¢i nezavisno regulisana od strane estrogena, odvojeno od drugih
metabolickih faktora, ali i razli¢itim metodama primenjenim za odredivanje subklasa
LDL-a i HDL-a. NaSe istrazivanje je pokazalo da u 38. nedelji trudnoe postoji
predominacija HDL 2b subklasa, ali da ne postoji znacajna razlika u odnosu na prvi
trimestar.

Na zastupljenost manjih i gus¢ih HDL Ccestica u periodu posle porodaja ukazuje

i paralelni rast indeksa Hol / HDL-hol i TG /HDL-hol u tom periodu, koje smo ranije
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pomenuli. CARDIA studija (135) pokazala je da za razliku od drugih, uglavnom
reverzibilnih promena lipida nakon porodaja, vrednosti HDL lipoproteina nakon
porodaja su niZe u odnosu na bazne vrednosti pre trudnoce i potreban je duZzi period,
koji moze iznositi 1 nekoliko godina, da bi se te vrednosti izjednacile. NaSe trudnice
nemaju podatke o vrednosti HDL pre trudnoce, pa ne mozemo precizirati ovaj odnos
kod nasih ispitanica, ali uzevsi u obzir rezultate naSeg ispitivanja u odnosu na kontrolnu
grupu 1 literaturne podatke, mozemo pretpostaviti da promene HDL subklasa u trudno¢i
1 posle porodaja mogu u perspektivi imati negativan uticaj na kardiovaskularni sistem
zena i njihovo zdravlje. Winkler i saradnici (63) miSljenja su da mehanizmi koji
upravljaju aterogenim lipoproteinskim fenotipom 1 lipidnim metabolizmom u trudno¢i
nisu isti, te da u trudno¢i postoji balans izmedu potencijalno Stetnih faktora, kao $to je
izmenjen lipidni metabolizam, i jo§ nerazjasnjenih protektivnh mehanizama.

Izmenjen lipidni metabolizam u trudno¢i u pravcu balansirane hiperlipidemije
znacCajan je za zdrav razvoj fetusa i zdravlje novorodenceta u daljem zivotu. Snizen nivo
holesterola, triglicerida, LDL-a i HDL-a tokom trudno¢e moZze dovesti do zastoja u rastu
fetusa (IUGR) 1 smanjene telesne tezine na porodaju (136-142). IstraZivanja su pokazala
da veli¢ina novorodenceta negativno korelira sa razvojem kardiovaskularne bolesti u
kasnijem zivotu (137-139). Takode, nebalansirana hiperlipidemija trudnice moze
dovesti do stvaranja prvih ateroskleroti¢nih promena u vidu stvaranja masnih pruga vec
u fetalnom dobu i posledi¢no razvoja ateroskleroze u kasnijem zivotu odrasle osobe.

U toku naSeg istrazivanja, uzevs§i u obzir dosadasnja pomenuta saznanja,
razmotrili smo kao znacCajan aspekt zdravog razvoja fetusa upravo distribuciju
lipoproteina tokom trudnoc¢e. Dobijeni rezultati pokazali su da pojedine subklase LDL i
HDL lipoproteina u 38. nedelji trudnoce koreliraju sa duzinom, tezinom i obimom glave
novorodenceta (Tabela 12).

Kao znacajni prediktori antropometrijskih mera novorodenceta pokazali su se
procentualni udeli LDL I subklase, koja pokazuje pozitivnu korelaciju sa duzinom i
obimom glave novorodenceta, i procentualni udeo manjih, gus¢ih subklasa LDL IV A i
IVB koje pokazuju negativnu korelaciju sa antropometrijskim karakteristikama
novorodenceta (Tabela 12). Analiza naSih rezultata primenom multiple linearne
regresione analize pokazala je nezavisnu negativnu asocijaciju izmedu najmanjih LDL

IVB partikula i svih ispitivanih parametara novorodenceta (Tabela 13). Dakle, §to je
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procenat zastupljenosti LDL IVB subfrakcije u 38.nedelji trudnoce veci, tezina, duzina i
obim glave novorodenceta su manji.

Takode rezultati naSeg istrazivanja pokazali su negativnu korelaciju izmedu
ve¢ih HDL 2a partikula i obima glave novorodenceta (Tabela 13). Istrazivanja su
pokazala da manja porodajna tezina i manji obim glave novorodenceta predstavljaju
faktor rizika za razvoj kardiovaskularne bolesti u odraslom dobu takve osobe (139-142).

Sam mehanizam dejstva lipida na antropometrijske karakteristike novorodenceta
nije poznat, smatra se da su one prevashodno genetski determinisane, a metabolicki
uticaj lipida moze se objasniti poremecajem reversnog transporta holesterola od strane

HDL-a, $to se moze odraziti na razvoj fetusa.
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5.3. AKTIVNOST I STATUS ENZIMA PARAOKSONAZA1 (PON1) TOKOM
TRUDNOCE BEZ KOMPLIKACIJA

Paraoksonazal (PONI1) je enzim vezan za HDL cestice, deo je antioksidativnog
kapaciteta organizma i igra znacajnu ulogu u zastiti fosfolipida LDL i HDL cestica od
oksidacije. Humana PON1 pokazuje dva genetska polimorfizma, jedan na poziciji 55
gde je metionin (M) zamenjen leucinom (L), 1 jedan na poziciji 192, gde je glutamin (Q)
zamenjen argininom (R). Polimorfizam utic¢e na hidroliticku aktivnost PON1 izoenzima
prema lipidnim peroksidima i smatra se da PON1-192 R alelna forma poseduje veci
rizik za nastanak kardiovaskularne bolesti 1 prevremenog porodaja, znacajno
doprinoseci endotelijalnoj disfunkeiji i nizim aktivnostima ovog enzima koje su nadene
u stanjima udruzenim sa oksidativnim stresom (102, 143).

Studije su pokazale (143-145) da povecani oksidativni stres i oksidativno
modifikovane LDL cestice, dislipidemija i snizena aktivnost PON1 enzima, mogu
izazvati oSteCenje vaskularnog endotela i posledicno niz patoloskih stanja, kao i
uzastopne neuspesne trudnoce.

Istrazivanja PONI1 koja su radena kod =zdravih trudnica pokazala su
kontradiktorne rezultate vezane za promenu aktivnosti enzima tokom trudnoce, tako da
pojedine studije ukazuju na poviSenu aktivnosti tokom trudnoce, a druge na snizenu.
Razlike u ovakvim rezultatima verovatno su i u ovom slucaju posledica razliitog
dizajna studije, razli¢itih metodologija odredivanja aktivnosti PONI, i svih drugih
faktora uticaja koje smo ranije pomenuli kod odredivanja parametara oksidativnog
stresa 1 antioksidativne zastite.

Kod trudnica koje su bile ukljuene u naSu studiju pokazalo se da aktivnost
enzima PONI1, koju smo odredivali prema supstratu paraoksoanu, znacajno opada
tokom trudnoc¢e u poredenju sa prvim trimestrom (Tabela 14). Nakon porodaja aktivnost
enzima je i dalje je znacajno niza u odnosu na ranu trudnocu prvog trimestra, ali je
znacajno visa u poredenju sa predporodajnom vrednoséu u 38. nedelji trudnoce.
Vrednosti u prvom trimestru i nakon porodaja nisu pokazale statisticki znacajnu razliku
u odnosu na aktivnosti enzima u kontrolnoj grupi negravidnih Zena.

Kada smo ispitali aktivnost enzima PONI1 preko njegovog afiniteta prema

supstratu diazoksonu, dobili smo znacajnije izrazene promene aktivnosti u ispitivanim
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periodima trudno¢e i nakon porodaja (Tabela 14). Naime, aktivnost enzima merena
preko aktivnosti prema diazoksonu, pokazala je da u treCem trimestru dolazi do
znacajnog pada aktivnosti (p < 0,05) i da se taj pad nastavlja napredovanjem trudnoce.
Nakon porodaja aktivnost enzima i dalje je znacajno niza u poredenju sa prvim
trimestrom, ali i znacajno visa u poredenju sa aktivnoséu pred porodaj.

Kada se izvrsi poredenje sa kontrolnom grupom, zapaza se znacajno povecanje
aktivnosti PON1 (prema oba supstrata, ali izrazitije prema diazoksonu) pocetkom
trudno¢e, da bi nakon toga wusledio pomenuti znafajan pad aktivnosti, sa
posleporodajnom vrednosti koja je znacajno niza u poredenju sa vrednos¢u kontrolne
grupe (Slika 10).

Rezultati istrazivanja drugih studija su razli€iti jer su neke studije pokazale da
aktivnost PON1 tokom trudnoce raste, a druge studije su pokazale da aktivnost opada.
Naime, rezultati istrazivanja Ferre i saradnika (96), kojim su obuhvaéene trudnice u
longitudinalnoj studiji, doSli su do zaklju¢aka da tokom nekomplikovane trudnoce
aktivnost PON1 opada. Ovakav pad aktivnosti PON1 tokom trudnoce, autori
objasnjavaju oslabljenim antioksidativnim obrambenim sistemom tokom kasne
trudnoc¢e. Vlachos i sradnici (103) su takode pokazali da tokom trudnoée dolazi do
snizenja aktivnosti PON1, a nakon porodaja vrednosti su nize kod Zena koje su se
porodile hitnim carskim rezom ili nakon prolongiranog vaginalnog porodaja, Sto takode
upucuje na povezanost aktivnosti enzima 1 oksidativnog stresa. Nasuprot ovim
istrazivanjima, Roy i saradnici (146), kao i Carpintero i saradnici (147), u svojim
istrazivanjima su pokazali da su u trudno¢i povecane aktivnosti PON1, ali su poredenja
radena u odnosu na kontrolnu grupu.

Istrazivanje koje su sproveli Huen i saradnici (13) u Meksicko-Americkoj
populaciji trudnica, a koji su uzeli u obzir trudnice u dvadeset Sestoj nedelji trudnoce, na
porodaju i sedam godina posle porodaja, pokazalo je da je aktivnost PONI1 visa u kasnoj
trudno¢i i na porodaju u poredenju sa vrednostima sedam godina posle kada nisu bile
trudne. Ovi rezultati sugeriSu da je to jo§ jedan mehanizam kojim organizam odrzava
oksidativni balans u kasnoj trudno¢i, koju inace prati povecana produkcija slobodnih
radikala. Obzirom da aktivnhost PON1 opada sa godinama (12-14), ovaj podatak bi

trebalo ipak uzeti u obzir pri konacnoj interpretaciji rezultata dobijenih u ovoj studiji.
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Nasi rezultati, moze se reci, slazu se sa rezultatima dobijenim u ovim studijama,
zavisno od toga koji period trudnoce se posmatra i da li se radi poredenje sa kontrolnom
grupom. Interesantno je da kod nasih trudnica trudnoca pocinje rastom PONI aktivnosti
u odnosu na negravidne Zene, ali kako trudno¢a odmice, dolazi do pada aktivnosti, koji
je dramaticnije izrazen preko diazoksonazne aktivnosti.

Znacajan pad aktivnosti PON1 kod na$ih trudnica u treCem trimestru moze se
objasniti pojacanim oksidativnim stresom u uznapredovaloj trudno¢i. Da bismo to
proverili ispitali smo uticaj faktora koji mogu doprineti ili ukazuju na pojacani
oksidativni stres u tom periodu trudnoée primenom multiple linerane regresione analize
(Tabela 15). Rezultati su pokazali da puSacki status trudnice pre trudnoce, koncentracija
glukoze i PAB jesu nezavisno povezani sa padom diazoksonazne aktivnosti u tre¢em
trimestru. Naime, 37,3% pada aktivnosti enzima PON1 prema diazoksonu je uslovljeno
povecanjem PAB-a, pusenjem majke pre trudnoce i promenom koncentracije glukoze.
Ovi ispitivani faktori nisu uticali na aktivnost PON1 posle porodaja (Tabela 16) .

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da puSenje, odnosno duvanski dim, koji je
bogat prooksidativnim materijama izaziva smanjenje aktivnosti enzima PONI1 (100,
148). Nize vrednosti PON1 nadene su i kod pacijenata obolelih od dijabetesa (148), a
kombinacija sa pusenjem kod ovih pacijenata dalje snizava tu aktivnost. [ako su nase
trudnice zdrave 1 zavrSile su trudnoéu bez komplikacija, mozemo re¢i da sniZena
vrednost PON1 kod naSih ispitanica, u kombinaciji sa rastu¢im parametrima
oksidativnog stresa pokazanim kroz vrednosti PAB, ukazuju na to da je
nekomplikovana trudno¢a, a posebno tre¢i trimestar trudnoce, stanje pojaanog
oksidativnog stresa sa tendencijom iscrpljivanja antioksidativnog kapaciteta kroz
snizenje aktivnosti PON1. Ovo stanje, kako smo videli, dalje se komplikuje pusackim
navikama i potencijalno hiperglikemijom.

Obzirom da niska aktivnost PON1, kao i povecanje parametara oksidativnog
stresa predstavljaju faktore rizika za razvoj kardiovaskularne bolesti, moze se re¢i da
fizioloska trudno¢a poseduje faktore rizika za razvoj kardiovaskularne bolesti, a

ponavljanje veéeg broja trudnoc¢a tokom zivota sigurno doprinosi povecéanju tog rizika.
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54. UTICAJ DEMOGRAFSKIH KARAKTERISTIKA TRUDNICA NA
PARAMETRE OKSIDATIVNOG STRESA, ANTIOKSIDATIVNE ZASTITE,
LIPIDNI STATUS I AKTIVNOST PON1

Na oksidativni status u trudno¢i, kao §to smo ranije pomenuli, uticu i zivotne
navike trudnica, kao $to su puSenje, fizicka aktivnost, izlozenost zagadenju okoline, kao
1 socio-ekonomski uslovi Zivota. Svakako je znacajan 1 reZim ishrane kojeg bi trudnice
trebale da se pridrzavaju, kako bi sebi i fetusu obezbedile dovoljnu koli¢inu kvalitetnih
proteina, ali i prirodnih antioksidanasa konzumacijom optimalne koli¢ine voca i povréa.
Optimalna telesna tezina trudnica, kako su dosadasnja ispitivanja pokazala, znacajna je
za dobar ishod trudnoce i optimalan razvoj fetusa.

Da bismo procenili uticaj telesne mase nasih ispitanica na ispitivane parametre
oksidativnog stresa, antioksidativne zastite, lipidni profil i aktivnost enzima PONI,
nastavak naseg istrazivanja usmerili smo na procenu uticaja ITM 1 dobijanja u tezini
tokom trudnoce na navedene parametre. Prethodna istraZzivanja su pokazala da je
prekomerna teZina povezana sa izmenjenim lipidnim profilom, pove¢anim oksidativnim
stresom, 1 pove¢anom aktivacijom inflamatornih markera, $to u trudno¢i moze dovesti
do pojave vec ranije pomenutih komplikacija (19).

Rezultati nase studije pokazuju da se AOPP i TOS ne menjaju znacajno sa
porastom ITM tokom same trudnoce (Tabela 17). Vrednosti PAB su znacajno vise u
grupi ispitanica sa 21,2 < ITM < 24,2 u poredenju sa grupom trudnica sa nizim ITM
(Tabela 17) 1 odrzavaju se na pribliznoj vrednosti sa porastom ITM-a. Kada su u pitanju
produkti lipidne peroksidacije, nije uofena znacajna razlika u koncentracijama TBARS
izmedu kontrolne grupe i grupe trudnica razli¢itih vrednosti ITM. Medutim, vrednosti
LOOH su znacajno vise kod trudnica sa najvisim ITM (ITM > 27,4) u poredenju sa
kontrolnom grupom, §to pokazuje da prekomerna tezina ili gojaznost mogu uticati na
pojacanu lipidnu peroksidaciju (Tabela 17).

Kada su u pitanju parametri antioksidativne zastite i njihova povezanost sa
povecanjem ITM, rezultati naseg istrazivanja pokazuju da se vrednosti TAS i SH ne
menjaju znacajno porastom ITM. Vrednosti SOD znacajno rastu sa porastom ITM, tako
da trudnice sa najvisim ITM (ITM > 27,4) imaju znacajno viSe vrednosti u odnosu na

one koje su imale ITM < 21,9 (Tabela 18), a taj porast aktivnosti je verovatno odgovor
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antioksidativnog sistema zdravih trudnica na stanje izraZzenijeg oksidativnog stresa koji
se javlja sa porastom ITM. Aktivnost enzima PON1 znacajno pada sa porastom ITM u
poredenju sa trudnicama sa najnizim ITM (ITM < 21,2), iako je u odnosu na negravidne
zene njena aktivnost znacajno veca. Ovakav pad aktivnosti PON1 koji prati porast [ITM
moze se povezati sa rezultatima istrazivanja koja su radena kod osoba sa prekomernom
tezinom i koja su pokazala da takve osobe imaju nize aktivnosti PON1 (149, 150).

Rezultati ispitivanja uticaja ITM na izmenjeni lipidni profil trudnica u periodu
trudnoce kada je on najviSe izrazen, a to je u tre¢em trimestru trudnoce (Tabela 19),
pokazali su da lipidni parametri rastu sa porastom ITM. StatistiCki znacajan porast
pokazale su koncentracije holesterola, triglicerida, HDL-holesterola i ApoB u grupi
trudnica sa 21,2 <ITM < 24,2 u odnosu na kontrolnu grupu (ITM = 21,9 £ 3.4), kaoiu
odnosu na grupu trudnica sa najmanjim ITM (ITM < 21.9). Vrednost HDL-holesterola
ne menja se znacajno sa porastom I'TM, ali je veca kod trudnica u odnosu na negravidne
zene. Takode se pokazalo da aterogeni indeks plazme (AIP), znaCajno raste sa porastom
ITM.

Da bi se otklonio potencijalni uticaj ITM trudnica pre trudno¢e na parametre
lipidnog profila i oksidativno-stresnog statusa, dalje ispitivanje smo usmerili na
povezanost izmedu ovih parametara i povecanja telesne mase u odnosu na telesnu masu
pre trudnoce (povecanje izraZzeno u procentima). Primenom Spearman-ove regresione
analize pokazalo se da postoji pozitivna korelacija izmedu procenta povecanja telesne
mase tokom trudnoce i koncentracije mokraéne kiseline, ukupnog holesterola,
triglicerida, ApoAl, ApoB, TBARS, AOPP i aktivnosti SOD (Tabela 20). Takode je
dokazano postojanje znacajne negativne korelacije izmedu procenta povecanja telesne
mase tokom trudnoce i koncentracije TAS, kao i diazoksonazne aktivnosti enzima
PONI1. Kao s§to smo ve¢ pomenuli, istrazivanja drugih autora su takode pokazala pad
aktivnosti PON1 sa porastom telesne mase (149, 150).

Nase istrazivanje potvrduje da je dobijanje u teZini tokom trudnoée povezano sa
izmenjenim lipidnim profilom, poveéanim oksidativnim stresom 1 smanjenim
antioksidativnim potencijalom kroz snizenu aktivnost PON1. Ovi rezultati ukazuju na to
da sam porast tezine tokom trudnoce jeste faktor rizika iz kojeg proizlaze i1 drugi faktori

rizika, S$to sve €ini da trudnoca jeste potencijalno rizi¢na za razvoj kardiovaskularne

105



bolesti u kasnijem zivotu zene. Takode svi navedeni faktori predstavljaju faktore rizika
za razvoj komplikacija u trudno¢i, pre svega preeklampsije 1 dijabetesa.

Iako postoje nedoumice oko optimalne tezine tokom trudnoce, preporucena tezina
u trudnod¢i ne bi trebala da iznosi vise od dobijenih 10-12 kg tokom trudnoce (19).
Ukoliko Zene imaju pre trudnoée problem sa gojaznoscu, rizik da ¢e tokom trudnoce
imati vecu prekomernu tezinu 1 razviti neku od komplikacija kao $to je preeklampsija ili
dijabetes kod ovih Zena je viSe prisutan.

Obzirom da tokom trudnoée dolazi do promena parametara oksidativnog stresa i
antioksidativne zastite, ispitali smo uticaj neenzimskih antioksidanasa, kroz upotrebu
vitamina C 1 E, na oksidativni status kod trudnica. Rezultati naseg ispitivanja pokazali
su da kod trudnica koje su uzimale vitaminske suplemente u primenjenoj dozi, ne
postoji znaajna promena u koncentraciji parametara oksidativnog stresa,
antioksidativne zastite, a ni lipidnog profila (Tabela 23).

Rezultati istrazivanja drugih studija su kontradiktorni. Dok jedne ukazuju na
znacajan doprinos vitamina, posebno vitamina C i vitamina E na antioksidativni staus,
druge iskljuCuju taj uticaj i smatraju da je adekvatan rezim ishrane bogat vocem i
povréem bogatim prirodnim antioksidansima dovoljan za zdravu trudnodu i pravilan
razvoj fetusa (39-41). Primer znaCajnog uticaja vitamina C 1 E je studija koju su sproveli
Chappell 1 saradnici (151), u kojoj su pokazali da dnevne doze vitamina C od 1000 mg i
vitamina E od 400 mg znacajno redukuju rizik kod trudnica za razvoj preeklampsije.
Pozitivan uticaj vitamina C i E na tezinu i duzinu novorodenceta pokazali su Lee i
saradnici (152) 1 Rao i saradnici (153), a Min i saradnici smatraju da visoke doze
vitamina C 1 E imaju protektivan uticaj na teZinu novorodenceta, ¢ak i kod trudnica sa
visoko rizicnim RR tipom PON1 genskog polimorfizma (99).

Trudnice koje su u¢estvovale u nasoj studiji uzimale su male doze vitamina C (70
mg) 1 vitamina E (10 mg) u sastavu multivitaminskih preparata, koji su, obzirom da se
radi o zdravim trudnicama, imali viSe ulogu dodataka ishrani, nego protektivnu ulogu,
tako da primenjene doze nisu imale znacajan uticaj na parametre oksidativnog stresa i
antioksidativna zaStite. Prema tome, moze se re¢i da je adekvatan rezim ishrane kod
zdravih trudnica dovoljan za oCuvanje balansa oksidativnog statusa.

Poznato je da pusSacke navike doprinose povecanom oksidativnom stresu, obzirom

da katran i druga jedinjenja koja su sastavni deo duvanskog dima, predstavljaju
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znacCajne prooksidanse. Te osobe imaju vecu koncentraciju oksidativno modifikovanih
lipida (44), a smatra se da sam nikotin stimuliSe sekreciju kateholamina koja rezultuje
lipolizom 1 pove¢anom koncentracijom slobodnih masnih kiselina, §to dovodi do
povecane koncentracije triglicerida i VLDL-a. Takode, pusenje dovodi do povecanja
koncentracije holesterola i LDL-a, uz smanjenje koncentracije HDL, §to sve zajedno
¢ini znacajne faktore rizika za razvoj kardiovaskularne bolesti.

Medu naSim ispitanicama bilo je 22 Zene (51%) koje su imale puSacke navike
pre trudnoce, i kada smo ispitali uticaj puSenja na ispitivane parametre oksidativnog
stresa, antioksidativne zastite i lipidne parametre, dobijeni rezultati su pokazali da je
medu pusSacima znaCajno veca koncentracija LDL-holesterola u poredenju sa
nepuSaCima (Tabela 24). Kada su u pitanju parametri oksidativnog stresa i
antioksidativne zastite, trudnice sa pusackim navikama pre trudno¢e imale su znacajno
vise vrednosti TBARS 1 TOS, kao i znac¢ajno nizu aktivnost PONI, §to ukazuje da su
ove trudnice u stanju povecanog oksidativnog stresa.

Ovi rezultati slazu se sa istraZivanjem koje su sproveli Aycicek i saradnici (17),
koji su pokazali da je vrednost TOS znacajno veca kod aktivnih i pasivnih puSaca nego
u kontrolnoj grupi. U prethodnim studijama pokazano je takode, da je koncentracija
lipidnih peroksida veca kod trudnica koje su pusaci nego kod nepusaca (16, 17). Sem
toga, trudnice pusaci su znacajno vise dobijale u tezini u poredenju sa trudnicama koje
nisu pusile, Sto moZemo objasniti time da puSenje smanjuje apetit, tako da sam prekid
pusenja moze izazvati suprotan efekat (45).

Da bismo utvrdili da li je puSenje nezavisni uzrok povecanja koncentracije
TBARS primenili smo multiplu regresionu analizu u koju smo ukljucili pusSenje 1 sve
one parametre koji su pokazali znacajnu Spearman-ovu korelaciju sa TBARS kao
indikatorom oksidativnog stresa (Tabela 26). Analiza je medutim, pokazala da je upravo
dobijanje u tezini, a ne puSenje nezavisni pozitivni prediktor koncentacije TBARS. U
ovoj analizi vitaminska suplementacija tokom trudnoce i pusacke navike pre trudnoce
nisu pokazale znacajan uticaj na vrednost TBARS.

Na ispitivane parametre oksidativnog stresa, antioksidativne zastite i lipidnog
profila, svakako utiC¢u ve¢ pomenuti socioekonomski uslovi zivota, kao 1 zagadenje
okoline, tako da bi i ove faktore trebalo uzeti u obzir kod interpretacije rezultata studija

koje su sprovedene u razli¢itim krajevima sveta.
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6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima studije, rezultati naseg istrazivanja pokazali
su da je fizioloSka trudnoca bez komplikacija pracena povecanim oksidativnim stresom
i odgovarajuée izmenjenim parametrima antioksidativnog sistema, izmenjenim
parametrima lipidnog statusa u pravcu proaterogenog lipidnog profila, kao i smanjenom
aktivnosti PON1. Povecanje telesne tezine tokom trudnoce utie na ispitivane parametre
1 dalje usmerava njihovo kretanje u pravcu koji moze predstavljati povecani rizik za
razvoj neke od komplikacija tokom trudnocée ili razvoj kardiovaskularne bolesti u

kasnijem zivotu zene.

Iz dobijenih rezultata naseg istrazivanja proizilaze slede¢i zakljucci:

1.  Tokom fizioloske trudno¢e bez komplikacija parametri oksidativnog stresa koje
smo ispitivali pokazali su sledeée kretanje svojih vrednosti: LOOH, superoksid
anjon i PAB znaajno rastu ve¢ u ranoj trudno¢i u odnosu na vrednosti
negravidnih Zena. Napredovanjem trudno¢e vrednosti LOOH ne menjaju se
znaajno, superoksid anjon pokazuje blaze varijacije vrednosti sa pocetka
trudnoce, dok PAB znacajno raste tokom cele trudnoce. Posle porodaja vrednosti
LOOH ostaju povisene u odnosu na vrednosti negravidnih Zena, a vrednosti
superoksid anjona i PAB opadaju do vrednosti koje se nalaze kod negravidnih
ispitanica. Vrednosti TBARS ne menjaju se znacajno kod trudnica u odnosu na
negravidne zene, ni na pocetku trudnoce, ni dalje tokom trudnoce, ali znac¢ajno
rastu posle porodaja. Vrednosti TOS znafajno su viSe u tre¢em trimestru,
ukazuju¢i da je u ovom periodu trudnoc¢e oksidativni stres najjace izrazen.

2. Parametri antioksidativne zastite SH 1 SOD opadaju sa pocetkom trudnoée u
odnosu na stanje negravidnih zena, sa znacajnim rastom u tre¢em trimestru, a
dalje se taj rast nastavlja i nakon porodaja, kada su vrednosti vise 1 u odnosu na
pocetak trudno¢e i u odnosu na negravidno stanje. Vrednosti TAS su takode
znacajno vece u tre¢em trimestru, kao i posle porodaja u odnosu na vrednost sa

pocetka trudnoce.
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Povecanje parametara oksidativnog stresa u ranoj trudno¢i i snizenje parametara
antioksidativne zaStite u istom periodu trudnoce bez Stetnog uticaja na tok i1
ishod trudnoce, ukazuje na postojanje drugih mehanizama koji Stite organizam
majke i fetus od ove narusene ravnoteze. Povecanje parametara oksidativnog
stresa posle porodaja, kao i navedeni odgovaraju¢i antioksidativni odgovor,
ukazuje da je prirodni vaginalni porodaj pracen povecanim oksidativnim
stresom.

Lipidni parametri tokom trudnoce rastu, a posle porodaja, iako dolazi do pada
vrednosti, ostaju jo§ uvek visi u odnosu na kontrolnu grupu. Holesterol i
trigliceridi nakon porasta u ranoj trudno¢i u odnosu na negravidne Zene, dalje
znacajno rastu tokom cele trudnoce. HDL-holesterol dostize maksimalnu
vrednost u drugom trimestru i takav se odrzava do kraja trudnoce. Nakon
porodaja HDL-holesterol opada do vrednosti koje odgovaraju negravidnim
zenama. LDL-holesterol znaCajno raste tokom cele trudnoce, posle porodaja
opada, ali je vrednost i dalje znacajno viSa u odnosu na kontrolnu grupu.
Vrednosti ApoAl i ApoB prate promene HDL- i LDL-holesterola. Izmenjen
lipidni profil tokom trudnoée u pravcu hiperlipidemije ukazuje da trudno¢a moze
imati proaterogeni potencijal. Specificnost dislipidemije u trudno¢i je porast
HDL-a koji ima ateroprotektivno dejstvo.

Lipidni indeksi koji pokazuju medusobne odnose pojedinacnih lipidnih
parametara rastu tokom trudnoée ukazujuéi na povecanje proaterogenih
komponenti lipida.

Tokom fizioloske trudnoée bez komplikacija dolazi do remodeliranja LDL i
HDL cestica ¢ime one postaju manje i gus¢e. LDL Cestice su najmanje u treCem
trimestru i to u 38. nedelji trudno¢e. Tokom trudno¢e smanjuje se i relativni
udeo vecih LDL I subklasa, uz istovremeno povecanje LDL II i IIIB subklasa.
Posle porodaja veli¢ina LDL cestica vraca se na veli¢inu sa pocetka trudnoce,
tako da se promena u veli¢ini LDL cestica tokom trudnoe mozZe smatrati
prolaznom. Posle porodaja znacajno je niza zastupljenost najve¢ih LDL cestica
klase I, a povecana zastupljenost manjih i gus¢ih LDL III B ¢estica

Tokom trudno¢e ne dolazi do znacajne promene u veli¢ini HDL cestica. U

relativnom udelu pojedinih subklasa postoji znacajno povecanje zastupljenosti
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10.

11.

12.

manjih gus¢ih HDL 3b 1 3c Cestica, uz istovremeno sniZenje zastupljenosti vece
HDL 2a subklase. Posle porodaja znacCajan je pad veli¢ine ovih Cestica u
poredenju sa veli¢inom u prvom trimestru, a najvece Cestice HDL 2b subklase
podlezu najvecoj redukciji zastupljenosti, u odnosu na prvi trimestar.
Zastupljenost najmanjih HDL 3c subklasa znacajno raste tokom trudnode i
zadrzava visoku vrednost 1 nakon porodaja, tako da je smanjenje veli¢ine HDL
Cestica posle porodaja, povezano sa ve¢om zastupljenos¢u manjih gus¢ih HDL
3c subklasa i paralelno, smanjenjem zastupljenosti HDL 2b subklasa.

Posle porodaja potreban je duzi period od ispitivanog od sedam nedelja da se sve
komponente lipidnog profila vrate na nivo koji odgovara stanju pre trudnoce.
Pojedine subklase LDL 1 HDL lipoproteina u trudno¢i koreliraju sa duzinom,
tezinom i obimom glave novorodenceta. Znacajni prediktori antropometrijskih
mera novorodenceta je procentualni udeo LDL I subklase, koja pokazuje
pozitivnu korelaciju sa duzinom i obimom glave novorodenceta, i1 procentualni
udeo manjih, gus¢ih subklasa LDL IVA i IVB koje pokazuju negativnu
korelaciju sa antropometrijskim karakteristikama novorodenceta. Najmanja LDL
IVB subklasa pokazuje nezavisnu negativnu asocijaciju sa svim ispitivanim
parametrima novorodenceta 1 $to je procenat zastupljenosti LDL IVB subfrakcije
veli, tezina, duzina i obim glave novorodenceta su manji. Takode postoji
negativna korelacija izmedu ve¢ih HDL 2a Cestica i obima glave novorodenceta.
Aktivnost enzima PONT raste na pocetku trudno¢e u odnosu na negravidne Zene,
a u tre¢em trimestru 1 nakon porodaja je niza u poredenju sa istom grupom.
Promene u aktivnosti jae su izrazene prema supstratu diazoksonu. Tokom
trudnoce aktivnost enzima opada dramati¢no u tre¢em trimestru. Nakon porodaja
aktivnost PON1 raste u poredenju sa vrednos¢u pre porodaja.

Pusacki status trudnice pre trudnoce, koncentracija glukoze i PAB su nezavisno
povezani sa padom diazoksonazne aktivnosti PON1 u treCem trimestru. Pad
aktivnosti PON1 u treCem trimestru povezan je sa izraZenijim oksidativnim
stresom u tom periodu trudnoce.

Visa vrednost ITM kod trudnica utice na povecanje parametara oksidativnog

stresa, povecanje aktivnosti enzima SOD i smanjenje aktivnosti enzima PONI.
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Lipidni parametri, osim HDL-holesterola rastu sa porastom ITM tokom
trudnoce.

13.  Postoji pozitivna korelacija izmedu procenta dobijanja u telesnoj masi tokom
trudnoce i koncentracije mokraéne kiseline, ukupnog holesterola, triglicerida,
ApoAl, ApoB, TBARS, AOPP i aktivnosti SOD. Postoji znacajna negativna
korelacija izmedu procenta dobijene tezine tokom trudnoce 1 koncentracije TAS,
kao 1 diazoksonazne aktivnosti enzima PONI.

14.  Trudnice koje su uzimale vitaminske suplemente u navedenim dozama tokom
trudnoce nisu pokazale promene u svom lipidnom i oksidativnom statusu, kao ni
promene u aktivnosti PON1.

15. Trudnice koje su imale puSacke navike pre trudnoce imale su vise vrednosti
LDL-holesterola, TBARS i TOS od trudnica koje nisu pusile. Kod ovih trudnica
je procenat dobijene tezine tokom trudnocée bio veci, $to se pokazalo kao veéi

rizik za razvoj oksidativnog stresa, nego samo pusenje.

6.1. OPSTI ZAKLJUCCI

Rezultati sprovedenog istrazivanja su pokazali da, fizioloSka trudnoca
predstavlja stanje kompleksnih metabolickih adaptacionh promena, koje su neophodne
za dobar ishod trudnoce, koji ukljucuje zdravu trudnicu, doneSenu trudnocu, prirodan
nekomplikovan porodaj i zdravo novorodence.

Rezultati naSeg istrazivanja su takode pokazali da metabolicke promene
ukljucuju izmenjen lipidni profil u pravcu hiperlipidemije, ali i specifi¢an porast HDL-
holesterola, Sto je karakteristika fizioloske hiperlipidemije u trudno¢i. Tokom trudnoce
dolazi do remodeliranja LDL i HDL ¢estica u pravcu malih gustih Cestica, Sto zajedno
sa povecanim vrednostima holesterola, triglicerida i LDL-holesterola predstavlja jedan
od faktora rizika koji vode oSteCenju endotela, $to je zajedniCko i razvoju
kardiovaskularne bolesti, ali 1 razvoju preeklampsije kao najznacajnije komplikacije

tokom trudnoce.
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Druga znacajna karakteristika fizioloske trudnoce, Sto je nasa studija i pokazala,
jeste pojacano stvaranje parametara oksidativnog stresa, koji imaju znacajnu ulogu u
normalnom toku trudnoc¢e i1 porodaja. Ovaj proces prati odgovarajuci odgovor zdravog
organizma stvaranjem antioksidativnih komponeneti, pre svega enzima SOD koji
predstavlja prvu liniju odbrane od oksidativnog stresa, a poja¢ano se stvara u treCem
trimestru trudnoc¢e u kojem je oksidativni stres najizrazeniji.

Aktivnost enzima PONI1 raste u stanju fizioloske trudnoce u poredenju sa
negravidnim stanjem, ali tokom same trudnoée aktivnost znacajno opada, posebno u
treCem trimestru, $to bi ukazivalo na oslabljen antioksidativni potencijal trudnica u tom
periodu trudnoc¢e. Medutim, poSto su trudnice u nasoj studiji donele trudnocu do
predvidenog termina porodaja i1 rodile zdravu decu, smatramo da postoji drugi
mehanizam koji balansira ravnotezu oksidativnih parametara i time omogucava
normalnu realizaciju trudnoce. Na taj nacin sam pad aktivnosti PON1 ne ugrozava
majku 1 fetus od potencijalno loSeg dejstva oksidativnog stresa. Ako se uzme u obzir da
tokom nekomplikovane trudnoée HDL-holesterol ne raste znacajno posle drugog
trimestra, pretpostavljamo da za optimalno odrzavanje ravnoteze oksidativnih
parametara tokom trudnoce, ovaj enzim nije esencijalan. Telesna tezina trudnica,
pusSacke navike, ishrana i nacin Zivota znacajno uticu na ispitivane parametre, a time i
na ishod trudnoce.

Metabolicke promene koje smo ispitivali u naSem istrazivanju fizioloske
nekomplikovane trudnocée u svojoj osnovi nose rizike za razvoj komplikacija u trudno¢i
1 kardiovaskularne bolesti. Medutim, ove promene tokom trudnoc¢e kod zdravih Zena su
pod kontrolom odgovaraju¢ih mehanizama. Mehanizmi nastanka i delovanja ovakvih
promena jo§ uvek su dobrim delom nepoznati, tako da bi buduca istrazivanja trebalo
usmeriti u tom pravcu, kako bi sama fiziologija trudnoce postala jasnija, a time i
mogucnost prevencije 1 delovanja kod patofizioloskih trudnoca.

Rezultati na$ih istraZivanja ukazuju na to da bi otkrivanje novih biomarkera i
inplementacija ve¢ postojecih u rutinsku laboratorijsku praksu trebalo da bude jedan od
znacajnih buducih koraka u istrazivanju i razvoju laboratorijske dijagnostike u cilju $to

bolje prevencije, dijagnostike i leCenja komplikacija u trudno¢i.
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H3sjasa o ayroperBy

TMornucanu-a Jlanuwena Apaanuh

Bpoj ymuca  17/07

WzjaBmyjem

Ja je mokTopcka AucepTalHja Mo HaclloBOM

“Iloka3aTe/bll OKCHIATHBHOL CTpeca, JNMIMAHWA Npodua M craTyc eH3WMa MapaokcoHasa 1
TokOM TpyaHohe 663 KOMIUIMKaIMia M HaKoH nopohaja

e Pesynrar cCONCTBEHOT HCTPAKHUBAYKOT Pajia,

e Jla mpemioxeHa AucepTauyja y UEIWHH HH Y JefiOBMMa HHje Ouna npejiokeHa 3a
nobujame OWwrio Koje OUIUIOME TIpeMa CTYAHjCKMM TporpaMUMa  ApYrHx
BHUCOKOIIKOJICKMX YCTaHOBA,

o Jla cy pe3ynTaTH KOPEeKTHO HaBelAEeHH U

e Jla HucaM KpIoMo / Jla ayTopcka MpaBa M KOPHCTHO WHTEIEKTYallHy CBOJUHY APYTHX

JIHLIA.

V¥ beorpany, 21.08.2014. Hornuce nokropanna

Sawisto, 4al i
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Hpunior 2.

H3jaBa o HeTOBEeTHOCTH MTAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT paja

Hwme n npezume ayropa Januena Apganuh

Bpoj ynuca 17/07

Crynujcku iporpamM J{oKTopcke akafeMcke CTYIU|€ W3 MeIUIIMHCKE OHOXeMuje

Hacrnos panga “IlokazaTespn OKCHIATUBHOI' CTpEca, JIMIMUIAHA HQOQQI/UI H_cTaryc EH3uMa

napaokcoHasa 1 TokoM TpyaHohe Ge3 KOMIUTHKAIIMja ¥ HaKoH rnopohaja®

Menrtop Cnasvna Cnacuh. penosnu npodeco neHsujy, YHuBep3uteT y_beorpa,
®apmaneyTcku dakynrer

Tornucann Jlanmena Apnamh

UzjabyjeM da je mitammaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOT paja MCTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEP3HjU
Kojy cam mpemao / ma 3a ofjaBjbMBame Ha TOpTaty JIMrHTAIHOT pemo3HTOpHjyMa
Yausep3ntera y Beorpany.

Jlo3BosbaraM 11a ce o6jaBe MOjH IMYHHU MOAALM BE3aHH 3a Jo6Hjame aKaJeMCKOT 3Bamba JOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UMe U TIpe3nMe, ToJIMHa U MecTo poliema 1 natym oabpaHe paja.

OBM JIMYHM TOZIalM MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEXHHM CTpaHWLaMa AUTUTalHe GubiuoTeke, y
eJIEKTPOHCKOM KaTajlory Uy mybnukaimjama Y HuBep3HuTeTa y beorpany.

V beorpany, 21.08.2014.

HoTnuc foxTopanaa

Huntla, Htadii”
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IIpunaor 3.

H3jaBa o kopumhemy

Osnamhyjem VuuBepsutercky Oubmuoreky ,CBerozap Mapkosuh® ma y JlururamHu

penosuTopujym YHuBep3uteTa y Beorpagy yHece MoOjy TOKTOPCKY JHCEPTALHjy MO HACTOBOM:

“TlokaszaTe/bl OKCHIATMBHOT CTpeca, JIMIAAHKA HpodMI M CTaTyc eH3uMa TapaokcoHasa |
TOKOM Tpy/aHohe 6e3 KOMIUTHKaIMja W HaKOH ropohaja® KOja je Moje ayTopcKo Jeo.

Jucepraumjy ca cBHM NpHio3uma mipegao /jia caM y elleKTpoHCKOM ¢opMaTy TOTOJHOM 32
TPajHO apXUBUPAILE.

Mojy IOKTOpCKY AMcepTanijy mMoOXpameHy y JIMTHTaaHH pENo3UTOpHjyM YHHBEp3HTETa y
Beorpaxgy mory ma xopucte CBH KOjH TIOLITYjy ofpende cajapxaHe y ofabpaHOM THITY JIALIEHIIE
KpeartusHe 3ajeaunue (Creative Commons) 3a Kojy caM ce ouTy4no/na.

1. AyropctBo

2. AyTOpcTBO — HEKOMEpPLIMjalTHO

3 AyTOpCTBO — HEKOMepIMjalTHo — 6e3 npepaje

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIH]aJTHO — JETTUTH MOJ HCTUM YCJIOBHMA
5. AyTopcTtBo — 6e3 nipepajne

6. AyTOpCcTBO — I€IUTH TOJ UCTUM YCIIOBUMA

(Monumo J1a 3a0KpY>KHTE CaMo jeHy O IuecT NOHYeHHUX JHLEHIH, KpaTaK ONKC TMLEHLM AaT
je Ha monehunu nucra).

V Beorpany, 21.08.2014

Morunc noxropanga

Doseiiloy Mobalos:
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1. AyropctBo - J[lo3BoJpaBaTe yMHOXaBame, MTUCTPHOYLHMjY W jaBHO CAOMIITEHE Oena, U
npepaze, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauWH oxpeheH on cTpaHe ayTopa WIM JaBaola
JMILIEHIIe, YaK U y KoMepuujaiaHe cBpxe. OBo je Hajcno00JHM]ja O] CBUX JIUICHIIH.

2. AyrtopctBo — HekoMmepuujanHo. Jlo3BoJraBaTe YMHOXKaBame, IUCTPUOYIM]Y H jaBHO
CaoMINTaBamke JIeNa, H Ipepajie, ako ce HaBe/le MMe ayTopa Ha HauWH ojpeleH o cTpaHe ayTopa
WM naBaoua nuneHne. OBa JuLeHIa He J03B0JbaBa KOMEPLMjalHy ynoTpeOy nena.

3. AyTopTBO — HEKOMEpIHjalTHO — 0e3 mpepase. Jlo3BojbaBaTe YMHOXKABAKE, TUCTPUOYIIH]Y U
JaBHO caoIIlITaBame Jeia, 03 MPOMEHa, IPEeOOIUKOBamha WK YIIOTPEOe /Ieyia y CBOM ey, aKo
ce HaBele MME ayTopa Ha HauuH ojpeljeH ON cTpaHe ayTopa WM naBaona miuieHne. OBa
JIWIICHIIA HE JIO3BOJhaBa KOMEPIHjaIHy YIOTpeOy Jienia. Y 0JJHOCY Ha CBE OCTalle JIUICHIIE, OBOM
JUIICHIIOM Ce OTpaHnYaBa Hajeehu 0OMM MpaBa KopHIIhema jaena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPITHjATHO — JICITUTH IO UCTUM ycioBuMa. J[03BoJbaBaTe yMHOKABAKE,
JUCTPUOYIH]Y M jaBHO CaoMIITaBamke Jeja, W Mpepajie, ako Ce HaBele MME ayTopa Ha HaYuH
onpeheH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaola JIMIEHIE U aKo ce Ipepana AUCTPUOyHpa Moja UCTOM
Wi cnugHOM JmneHnoM. OBa JHWIleHIa He [103BOJhaBa KOMEpPUHjalHy YIoTpedy ngena u
npepaja.

5. AyTopcTBo — 6€3 mpepaze. J103B0osbaBaTe YMHOKABALE, AUCTPUOYIIM]Y U JABHO CAOTIITABAHE
nena, 0e3 MpoMeHa, MpeoOJIMKOBamka WM yrnoTpede nena y CBOM Jely, ako Ce HaBelle HMe
ayTopa Ha HauMH ojpeleH o]l cTpaHe ayTopa WM naBaoia juieHie. OBa JIMIeHIa J03B0JbaBa
KOMEpITHjaTHy yIoTpeoy aena.

6. AyTOpCTBO — JENUTH MOJ UCTHM ycioBuMa. Jl03BoJbaBaTe YMHOXaBame, AUCTPUOYLH]Y U
jaBHO CaoIlITaBame JIeNa, U Mpepajie, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HA4MH oApel)eH o cTpaHe
ayTopa WIM JaBaolla JIMIEHIIE W aKo ce Ipepaja TUCTPUOyHpa IMOJ WUCTOM I CIUYHOM
muneHnoM. OBa JHMIEHIAa 103BOJbaBa KOMEpUHMjalHy ynoTpeOy Aena u mpepazaa. Cnudna je
coTBEpCKUM JIHMIIEHIIaMa, OJTHOCHO JIUIIEHIIaMa OTBOPEHOT KO/a.





