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PROCENA ISHODA TRUDNOCA KOMPLIKOVANIH URODENIM
TROMBOFILIJAMA

SAZETAK

UVOD: Trudnice sa urodenom trombofilijjom imaju veéi rizik za razvoj venskih
tromboembolijskih  komplikacija, spontanih 1 habitualnih pobacaja, peeklampsije,
intrauterusnog zastoja u rastu ploda i abrupcije posteljice. Etiopatogeneza obstetrickih
komplikacija kod trombofilije nije jasno definisana, $to je i jedan od razloga povremenih
neuspeha terapije. Klju¢ni faktor za normalan razvoj trudnoce je kontakt izmedu fetalne i
maternalne cirkulacije, kao i ravnoteza izmedu koagulacije i fibrinolize u posteljici na nivou
hemohorionske membrane. Najcesce se govori o trombozi fetoplacentne cirkulacije kao uzroku
obstetrickih komplikacija kod trudnica sa urodnom trombofilijom. S obzirom na znacajan broj
neuspelih trudnoca i uz primenjenu antikoagulantnu terapiju, evidentno je da postoje i drugi
uzroci opstetrickih komplikacija u trudno¢ama sa naslednom trombofilijom. Obstetricke
komplikacije tokom drugog i tre¢eg trimestra kod trudnica sa trombofilijom su slicne
komplikacijama preeklampsije. Kod trudnica sa preeklampsijom je dokazan porast
koncentracije reaktivnih kiseoni¢kih vrsta kao i smanjena aktivnost enzima zaStite od
oksidacionih ostecenja, Sto za posledicu ima endotelijalnu disfunkciju, neadekvatnu invaziju
trofoblasta i hipoperfuziju posteljice Sto pojacava oksidativni stres. Hipoteza studije bi bila, da
je u trudno¢ama sa naslednom trombofilijom oksidativni stres uzrok komplikacija.

CILJ] RADA: Uticaj primene LMWH kod pacijentkinja sa optere¢enom akuSerskom
anamnezom 1 dokazanom urodenom trombofilijom na broj zivorodene dece i pojavu
komplikacija u trudno¢i (spontani pobacaj, intrauterusna smrt ploda, abrupcija posteljice, PE,
IUGR, VTE). Ispitati i uporedi aktivnost antioksidativnog enzimskog zastitnog sistema u krvi
trudnica obolelih od trombofilije i zdravih trudnica nakon porodjaja.

METODOLOGIJA: Longitudinalnom studijom je obuhvaceno 60 trudnica koje su bile
hospitalizovane i kontrolisane u GAK “Narodni Front” u Beogradu u toku 2013 godine, a kod
kojih je dijagnoza urodene trombofilije postavljena pre ispitivane trudnoce. Svim trudnicama
uklju€enim u ispitivanje prvi put je ordinirana antikoagulantna terapija u vidu nisko

molekularnog heparina.



Svi pregledi su vrSeni i uzorci krvi uzimani tokom planiranih hospitalizacija: u prvom,
drugom,treCem trimestru, neposredno pred porodaj i 2 dana nakon porodaja. Pri svakoj
hospitalizaciji su kompletno klini¢ki laboratorijski (KKS, biohemija, D dimer) i ultrazvu¢no
ispitane (posteljica, koli¢ina plodove vode, telesna masa, dopler indexi u umbilikalnoj i
uterinim arterijama). Gestacijska starost je odredivana prema amenoreji. [z maternalne krvi i
iz posteljice su se odredivali antioksidativni enzimi: superoksid dizmutaza, glutation
reduktaza, glutation peroksidaza, katalaza). Koncentracije ovih enzima su bile odredivane
spektrofotometrijskom analizom, aktivnost enzima je bila izraCunavana u jedinicama U/mg za
proteine ekstrahovane iz tkiva posteljice i u jedinicama U/g hemoglobin za enzime odredene u
uzorcima krvi. Analiza prikupljenih podataka je bila radena statistickom evaluacijom uz pomo¢
razli¢itih modela deskriptivne i analiticke statistike. Od deskriptivnih modela su biti
koriSteni:Izratunavanje i1 odredivanje mera centralne tendencije: aritmeticka sredina i
medijana. Od analitickih metoda bili koriSteni Hi kvadrat test za procenu znacajnosti razlike
multivariacione analize varijanse (MANOVA), neparametarska jednofazna ANOVA i
Krusskal-Wallis test. Rezultati aktivnosti enzima su prikazivani kao +/- standardne greske.
Analiza varijanse (ANOVA), jednofaktorska i dvofaktorska sa prateCom a priori
Boniferonijevom t procedurom i post hoc Tuckey HSD, LSD i Dunnett-ovim testom za
viSestruka poredenja medu grupama. Kvantifikacija povezanosti izmedu varijabli je utvrdena
Pirsonovom linearnom korelacijom. Celokupna statisticka obrada bi¢e uradena statistickim
programom SPSS v. 10.0.

REZULTATI Nije postojala statisticki znacajna razlika u broju trudnica koje su imale VTE pre
i nakon uvodenja LMWH P=0,166 nema statisti¢u zna¢ajnost X°=1,922. U grupi trudnica sa
trombofilijom i terapijom LMWH postojala je visoko statisticki znacajna razlika u broju
terminskih porodaja (p=0,0004, X*=12,51) u odnosu na grupu bez terapije LMWH. Postojala
je statisticki znacajana razlika u broju prevremenih porodaja izmedu dve grupe (p<0,00012).
X?=23,835. Nije postojala statisti¢ki znagajna razlika u pojavi PE kod trudnica koje su trudnoéi
uz terapiju LMWH-om razvile PE u odnosu na pojavu PE pre uvodenja LMWH (X*=0,831,
sign test z-0,46, p-0,64). Nije postojala statisticka znacajnost izmedu dve grupe u pojavi
abrupcije (X*-0,12, p=0,73). Postojala je veoma visoka statisti¢ka zna¢ajnost izmedu grupe kod
koje nije uvedena terapija gde je broj pobacaja bio 53 u odnosu na grupu kod koje je u trudnoci
uvedena terapija LMWH i gde su sve trudnoée zavriene porodajem (X’=76,7 uz Yatesovu

korekceiju, p<0,001).



Medu 60 trudnica u nasoj studiji najveéi broj je imao mutaciju PAI-1,njih 27 (31,67%) i
kombinovanu mutaciju 16 (26,67%), mutaciju FV Leiden je imalo 10 (16,6%) trudnica,
mutaciju FII 4 (2,4%) a najmanji broj trudnica je imao deficit proteina S 3 (5,00)%). Aktivnost
CuZnSOD u eritrocitima obolelih od trombofilije znac¢ajno opada posle porodjaja. Ovaj rezultat
ukazuje na povecanu koncentraciju vodonik peroksida u krvotoku obolelih od trombofilije
nakon porodjaja, jer je H»O, inhibitor CuZnSOD.

Znacajno povecanje aktivnosti enzima u placentalnom tkivu majki obolelih od trombofilije koji
koriste vodonik peroksid kao supstrat- katalaze i glutation peroksidaze.

ZAKLJUCAK: Primena LMWH od momenta dijagnostikovanja trudnoée u terapiji kod
trudnica sa urodenom trombofilijom znacajno povecava broj zivorodene dece. 52 (86,6%)
zivorodena deteta nakon terapije LMWH u odnosu na 9 (10,3%) bez terapije (p<0,00012).
X2=23,835. Primena LMWH statisticki znacajno je smanjila broj pobacaja, prevremenih
porodaja i [IUGR-a. Nije uocena statisticki znacajna razlika u pojavi PE i abrupcije posteljice.
grupi trudnica koje smo ispitivali najveca je ucestalost mutacija PAI-1u formi homozigota
4G/AG. Znacajno povecéanje aktivnosti enzima u placentalnom tkivu majki obolelih od
trombofilije koji koriste vodonik peroksid kao supstrat- katalaze i glutation peroksidaze.
Aktivnost enzima koji proizvode vodonik peroksid, CuZnSOD i MnSOD nije povisena u tkivu
placenti majki obolelih od trombofilije u poredjenju sa kontrolnim placentama. Aktivnost
CuZnSOD u eritrocitima obolelih od trombofilije znac¢ajno opada posle porodjaja. Ovaj rezultat
ukazuje na povecanu koncentraciju vodonik peroksida u krvotoku obolelih od trombofilije
nakon porodjaja, jer je H,O; inhibitor CuZnSOD.

Kljucne reci: Urodena trombofilija, LMWH, IUGR, PE, pobacaj, FMU, abrupcija posteljice,
oksidativni stres

Naucna oblast: Medicina

Uza naucna oblast: Humana reprodukcija

UDK broj: 130 (2012) 826-829 Thrombosis Research, Elsevier



EVALUATION OF PREGNANCY OUTCOME COMPLICATED BY INHERITED
THROMBOPHYLIAS

ABSTRACT

BACKGROUND: Pregnant women with inherited trombophylia have a higher risk for
developing venous embolic complications, spontaneous and habitual miscarriages,
preeclamspia, [UGR, and placental abruption. Genesis of obstetric complications is not clearly
defined, and as such may present one of the reasons for therapy failure. The key for the
development of a normal pregnancy is the contact between the fetal and maternal circulation,
as is the balance between coagulation and fibrinolysis in the placenta at the chorionic
membrane level, Usualy we target fetoplacental thrombosis, as the main cause for obstetrical
complication in pregnant women with congenital thrombophilia. Considering the number of
unsuccesfull pregnancies, even when using anticoagulant therapy, it becomes evident that other
causes exist for obstetric complications in pregnancies with inherited trombophylia. Obstetric
complications during the second and third trimester, in pregnancies with inherited
thrombophilia are similair to eclamptic complications, An elevated level of reactive oxygen is
found in pregnant patients with preeclampsia, and an impaired enzyme protection from
oxidative damage, which effect in endothelial dysfunction, less than adequate trophoblast
invasion and a hypoperfussion of the placenta, which all increase oxidative stress.

THE GOALS: To examine the influence of LMWH application in patients with inherited
trombophylia on the number of live born children and number of manifest complkications in
pregnancy (spontaneous abortion, intrauterine fetal death, placental abruption, PE, IUGR,
VTE). To investigate the activity of enzyme antioxidative protection system in patients with
trombophylia and to compare with healthy patients after live birth.

METHODS: Through this longitudinal study 60 gravide patients were followed. These patients
were hospitalized and/or controlled in GAK “Narodni Front” in Beograd during 2013., with a
diagnosis of inherited trombophylia prior to pregnancy. For all of the patients this was the first
administration of low molecular heparin.

All examinations and blood sampling was performed during planed hospitalizations: in first,

second, third trimester, prior to childbirth and two days after delivery.



During each hospitalization they had a clinical, ultrasound (placenta, AFI, body weight,
doppler indexes in umbilical and uterine arteries) and laboratory examination (blood count,
biochemistry, D dimer). Gestational age was determined by amenorrhea. Antioxydative
enzymes: superoxide dismutase, glutathione reductase, glutathione peroxidase, catalase) were
obtained from maternal blood and from placental samples. Enzyme concentrations will be
established through spectrophotometric analysis, enzym activity will be calculated in U/mg
units for za proteins extracted from placenta samples, and in U/g units for haemoglobin
enzymes obtained from blood samples. Data analyses will be done by statistic evaluation using
variuos models for descriptive and analitical statistics. The following descriptive statistics
models were used: Calculating and determining central tendencies: average and median
values.Calculating variability measures: variability interval, standard deviation and veriance,
variance coefficient, relative number calculation, grouping and tabelating. Analitic methods
used were: X2 test to determine significances in multivariance analyses (MANOVA),
nonparametric singlefaze ANOVA and Krusskal-Wallis tests. Enzyme activity results were
displayed as +/- of standard deviation. Variance analyses (ANOVA), single and multi - factor
analysis with a priori Boniferoni t procedure and post hoc Tuckey HSD, LSD and Dunnetts test
for multiple comparison between groups. Quantification of association between variables was
established using Pirson’s linear corelation.Full statistic calculation will be done using SPSS
v. 10.0. statistic data package.

RESULTS: No statistic significance was established between the number of patients with VTE
in anamnestic data between pregnancies without anticoagulant therapy and patients that used
LMWH (P=0,166 no statistic significance X2=1,922). In the patient group with thrombophilia
and LMWH therapy an high statistic significance was established for the number of term
deliveries, (p=0,0004, X2=12,51) in comparison with the group without LMWH therapy. An
statistic significance was found for the number of preterm deliveries between the two groups
(p<0,00012, X2=23,835). There was no statistic difference in the apereance of PE, comparing
patients that developed PE while on therapy with LMWH with patients that developed PE prior
to thrombophilia diagnosis and therapy with LMWH (X2=0,831, sign test z-0,46, p-0,64). No
statistic significance between the two groups was established for placental abruption (X2-0,12,
p=0,73).

A high statistical significance was proved for patients without LMWH therapy (number of
abortions 53) compared with patients with  LMWH therapy (all pregnancies terminated by
delivery) (X2=76,7 with Yates corection, p<0,001).



Among 60 pregnant patients in our study, largest number of them had a PAI-1 mutation 27
patients (31,67%), and combined thrombophilia 16 patients (26,67%), FV Leiden mutation 10
patients (16,67%), FII mutation 4 patients (6,67%) and the rarest mutation was S deficite 3
patients (5,0%). CuZnSOD activity in red blood cells in patients with thrombophylia has a
marked decrease after delivery. This points to an increased concentration of hydrogen peroxide
in the blood flow of patients with thrombophilia after delivery, as H202 is the inhibitor for
CuZnSOD. There is an significant increase of enzymes in the blood of patients that use
hydrogen peroxide as a substrate for catalase and glutation-peroxidase.

CONCLUSION: LMWH use from the very beginning of pregnancy as therapy for patients with
inherited thrombophilia significantly increases the number of live births. 52 (86,6%) live births
after LMWH therapy compared with 9 (10,3%) without therapy (p<0,00012). X2=23,835. Use
of LMWH has an statistical significant benefit in reducing the number of abortions, preterm
deliveries and IUGR. There has not been established a statistical significance in the appearance
of PE and placental abruption. In our investigated group the most frequent mutation noted was
PAI-1as 4G/4G. There is an significant increase of enzymes in the blood of patients that use
hydrogen peroxide as a substrate for catalase and glutation-peroxidase. Activity of enzymes
that produce hydrogen peroxide, CuZnSOD and MnSOD is not elevated in placental tissue of
patients suffering from thrombophilia, when compared with placental tissue of healthy patients
(control group). CuZnSOD activity in red blood cells of patients with inherited thrombophilia
significantly decreases after delivery. This indicates an elevated hydrogen peroxide
concentration in the blood flow od patients with thrombophilia after delivery, as H202 is a
known inhibitor of CuZnSOD.

Key words: Inherited thrombophylia, LMWH, ITUGR, PE, abortion, FMU, placental abruption,
oxydative stress

Scientific area: Medicine, Humane Reproduction

UDK No: 130 (2012) 826-829 Thrombosis Research, Elsevier
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1.UVOD

1.1. TROMBOFILIJA

Trombofilija je urodeni ili ste¢eni poremecaj hemostatskog sistema koji poveéava skolnost ka
zgruavanju krvi i nastanku arterijskih i venskih tromboza.' Trombofilije mogu biti urodene
(nasledne) i steCene.

Pod urodenim trombofilijama smatraju se genetski determinisane abnormalnosti
hemostatskih mehanizama koje rezultuju poveéanom sklonosti ka nastanku tromboza.'
Otkri¢e PCR tehnika dovelo je veéih saznanja o promenama na genskom nivou koje su uzrok
poremecaja koagulacionog sistema. Urodene trombofilije su prisutne u 15% opste populacije
i kod 50% pacijentkinja sa dubokom venskom trombozom u trudnoé¢i (DVT)'. Do sada
opisane urodene trombofilije su: deficit antitrombina III, deficit proteina C, deficit proteina S,
mutacija Faktora V Leiden (FVL), mutacija protombina (FII G20210A), mutacija gena za
enzim metilentetrahidrofolat reduktazu C677T (MTHFR), mutacija plazminogen inhibitor
aktivatora (mutatio PAI).”

Stecene trombofilije predstavljaju stanje ste¢ene hiperkoagulabilnosti razlicite etiologije.
Najcesca stecena trombofilija je antifosfolipidni sindrom (APSy). APSy podrazumeva
prisustvo barem jednog od klini¢kih i laboratorijskih znakova.'”? Klini¢ki znaci su:
ponovljene tromboze, jedan ili viSe gubitaka trudno¢e nakon 10 NG, jedan ili viSe porodaja
pre 34 NG sa morfoloski zdravim plodom koji su izazvani preeklampsijom (PE),
eklampsijom ili placentnom insuficijencijom, tri i viS§e spontanih pobacaja koji nisu praceni
hormonskim ili anatomskim anomalijama majke niti poremecajima u strukturi majcinih i
o¢evih hromozoma pre 10NG.? Laboratorijski znaci su: pozitivan lupus antikoagulans (LAC)
u dva merenja sa razmakom od 12 nedelja izmedu merenja, prisustvo povisenih vrednosti
antikardiolipinskih (ACA) i anti-beta2-glikoproteinskih antitela (antiB2GP-1) IgG i IgM.
Razmak izmedu dva merenja mora biti ve¢i od 12 nedelja. U odnosu na klini¢ku pojavu
razlikujemo primarni i sekundarni antifosfolipidni sindrom.? Primarni APSy se pojavljuje kao
poseban entitet bez jasnih klini¢kih znakova drugih bolesti, dok se sekundarni APSy javlja uz
reumatske bolesti a najéedéi je uz sistemski lupus.’

Postoji i trombofilija koja je kombinacija naslednih i steCenih poremecaja faktora VIII,

hiperhomocisteinemija kao i rezistencija na aktivirani protein C.



S obzirom da su u osnovi razli¢itih trombofilija mutacije gena, moguée je prisustvo dve ili
viSe mutacija kod jedne trudnice. Sem udruzenog postojanja dve urodene trombofilije, mogu
istovremeno postojati i urodena i steCena trombofilija. Kod postojanja udruzenih trombofilija
rizik za nastanak tromboza je veéi od prostog sabiranja svake pojedinaéne trombofilije.?

Najces¢a klinicka manifestacija urodene trombofilije je venski tromboembolizam (VTE).
VTE se obi¢no ispoljava kao tromboza dubokih vena (TVD) ili kao pluéni embolizam (PEM)
Urodena trombofilija se esto prvi put manifestuje u trudnoéi.* Ona izaziva komplikacije u
trudnoc¢i: ponavljane spontane pobacaje tokom prvog i drugog trimestra, intrauterusnu smrt
ploda (FMU), precklampsiju (PE), tezak zastoj u rastu ploda (IUGR) i abrupciju posteljice.* S
obzirom da je trudnoca stanje hiperkoagulabilnosti ono u kombinaciji sa urodenom ili

ste¢enom trombofilijom dovodi do komplikacija.”

1.2. FIZIOLOSKE PROMENE TOKOM TRUDNOCE-
HIPERKOAGULABILNOST

Tokom trudnoce se desavaju fizioloske promene u sistemu koagulacije koje dovode do
porasta trombogenosti naroéito u peripartalnom periodu.’ Kao rezultat hormonskih promena
dolazi do porasta vrednosti faktora VII, faktora VIII, faktora X, Von Wilenbrandovog
faktora, porasta fibrinogena i pove¢anog stvaranja fibrina.” Koncentracije faktora V I IX su
nepromenjene.’

Porast koncentracije prokoagulansa ne prati i porast endogenih antikoagulansa.’ Inhibitor TF
(tkivnog faktora) minimalno raste, vrednost proteina C se ne menja ali raste rezistencija na
aktivirani protein C a tokom drugog i treéeg trimestra smanjena je aktivost proteina S.'
Fibrinoliza je smanjena jer dolazi do porasta vrednosti inhibitora fibrinoliticke aktivnosti:
aktivatora fibrinoliti¢kog inhibitora i plazminogen aktivator inhibitora 112 (PAI-1 i PAI-2).!
Pocetni korak u kaskadi zgrusavanja (Slika 1) je oslobadanje tkivnog faktora (TF) i njegova
ekspresija na povrsini endotelnih éelija ili leukocita.® TF aktivira F VII i formira kompleks
tkivnog faktora zgrusavanja (TF) sa F VII-a.® Kompleks F VII-a/TF, dalje aktivira nove
koli¢ine F VII a u prisustvu jona kalcijuma aktivira F X i time zapocinje spoljnji put
zgruavanja.® F X takode moze biti aktiviran i preko unutra$njeg puta. Kada trombin aktivira
faktor VIII u F VIII-a onda FVIII-a aktivira F IX u F IX-a.® Faktor IX-a dalje aktivira faktor
X. F X-a sa F V-a, tkivnim 1 trombocitnim fosfolipidima stvara kompleks aktivatora

protrombina koji protrombin pretvara u trombin.°



Faktor X se moze aktivirati posredstvom faktora XII, koji se aktivira pri kontaktu sa krvi.’
F XII-a, aktivira F XI u prisustvu prekalikreina.” Ovo je deo koji je znatajan za ubrzavanje
koagulacije. Aktivirani F XI-a, aktivira F IX. Aktivrani F [X-a zajedno sa F VIII i
fosfolipidima iz trombocita deluje na faktor X i aktivira ga F X-a. F X-a i F V-a deluju na
protrombin pretvarajuéi ga u trombin.’

Trombin deluje na fibrinogen, stvaraju¢i monomere fibrina koji se polimerizuju i u prisustvu
F XII-a stvaraju stabilni fibrin. Trombin vezivanjem za trombomodulin aktivira protein C.
Oba puta zgrugavanja mogu biti zaustavljena.” Spoljni put zaustavlja TF inhibitor koji se
vezuje za kompleks TF/F VII-a. Aktivirani proteini C i S inaktiviraju faktor VIII u
unutra$njem putu.’

Slika 1. Mehanizam koagulacije

(preuzeto sa commons.wikimedia.org)

The three pathways that makeup the classical blood coagulation pathway

Intrinsic XIl — Hageman factor, a serine protease
- Xl —Plasma thromboplastin, antecedentserine protease
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Prilikom stvaranja tromba potrosi se 80-85% stvorenog trombina ¢ime se smanjuje njegova
cirkulacija u krvi.’

Povisen pritisak u pelvicnim venama zbog pritiska od strane gravidnog uterusa i smanjen
protok krvi u donjim ekstremitetima dovodi do staze koja dodatno pospesuje protrombotsko

stanje.’



1.3. URODENE TROMBOFILIJE

1.3.1. DEFICIT ANTITROMBINA III

Deficit antitrombina III moZe biti urodeni ili ste¢eni poremecaj.® Urodeni deficit AT III je
autozomno dominantni poremecaj u zgrusavanju krvi, koji se medu populacijom javlja u
formi heterozigota.® Homozigot za deficit AT III je letalni poremecéaj koje se ispoljava in
utero.® Manifestuje se sniZenjem njegove vrednost ispod 80%.° SteCeni poremecéaj je
posledica oboljenja jetre, bubrega, malignih oboljenja hematopoetskog sistema,
diseminovane intravaskularne koagulacije kao posledice infekcije.” AT III je najznadajniji
fiziologki inhibitor trombina i inhibitor faktora X-a, [X-a i XII-a.”

Ovo je najreda i najtrombogenija trombofilija. Javlja se sa ugestalo$¢u 1 na 5000 osoba."
Postoje dva tipa deficita AT III. Tip I je najznacaniji a odlikuje se snizenom vrednoSéu
antitrombina (<50%). Vrednosti AT III se menjaju tokom trudnoce, referentne vrednosti za
prvi trimestar su 89-114%, za drugi trimestar 88-112%, a za treéi trimestar 82-116%."'

Kod 1II tipa, koji se deli na 3 podtipa, vrednosti antitrombina su normalne ali je sniZena
njegova aktivnost.'’ Poveéan rizik za nastanak VTE imaju i osobe sa umerenim sniZenjem
vrednost (70-80%)".

AT III je substrat za vezivanje heparina, koji njegovu aktivnost poveéava 1000 puta. U
odsustvu AT III heparin nema dejstvo.’

Deficit AT III ima najveci rizik od svih trombofilija za razvoj VTE komplikacija u trudno¢i.
VTE se najcesce javlja u puerperijumu i moze se manifestovati pluénom embolijom. Sve
trudnice koje pre trudnoce nisu imale VTE, imaju rizik do 33 % da razviju VTE u trudnoéi.'?
Rizik za recidiv VTE u trudnoéi je 49%.'* Trudnice sa deficitom AT III imaju blago povecan
rizik u odnosu na druge urodene trombofilije za pojavu intrauterusne smrt ploda (OR 5,2%) i

pobacaja (OR 1,7%)."



1.3.2. MUTACIJA FAKTORA V LEIDEN

U 95% slucajeva za rezistenciju na aktivirani protein C je odgovorna tackasta mutacija koja
nastaje usled zamene arginina glutaminom na 506 mestu u proteinu. '

Usled ove FV Leiden mutacije dolazi do smanjene osetljivosti faktora pet na inhibitorno
dejstvo aktiviranog proteina C, ¢ime se produzava poluZivot aktivisanog faktora pet.'* Na
ovaj nacin se mehanizam koagulacije pomera ka stanju hiperkoagulabilnosti. Mutacija
faktora V Leiden je autozomno dominantno hemostatsko oboljenje."*

FV Leiden je najée$éa trombofilija u nasoj populaciji, a njena ugestalost je oko 5%.'* DVT je
najces¢a komplikacija venskog tromboembolizma, koja najces¢e zahvata donje
ekstremitete.'* Mutacija FV Leiden je prisutna kod 15 do 50% bolesnika sa venskom
trombozom. Pacijentkinje koje su heterozigoti za ovu mutaciju najées¢e nemaju simptome
van trudnoée. U trudnoéi je rizik kod njih za nastanak DVT povecan 3 do 7 puta.'* Kod
homozigota za ovu mutaciju rizk za nastanak DVT je ve¢i za 80-90 puta u odnosu na one
koje nisu nosioci te mutacije.'* Prema podacima iz literature recidivi VTE su retki kod
pacijentkinja koje su heterozigoti. U trudno¢i je kod nosioca ove mutacije 2 do 3 puta
povecan rizik za nastanak FMU-a, PE, ITUGR-a i abrupcije posteljice.”” Ehrenforth je u
velikoj kohortnoj studiji objavio da je kod homozigota za FVLeiden mutaciju najcesca
manfestacija izolovana DVT."> Murphy je manjoj prospektivnoj studiji uo¢io da je spontani
pobacaj bio kod 11% trudnica sa heterozigotnom formom mutacije u odnosu 4,2% trudnica
bez mutacije.'® Rey u metaanalizi koja je uklju¢ivala 3000 trudnica uoéio da trudnice sa FV
Leiden mutacijom imaju znacajno veéi rizik za habitualne pobacaje tokom prvog trimestra
(OR 2,1) kao i gubitke trudnoée tokom drugog i tre¢eg trimestra (OR 7,8)."” Robertson je u
meta analizi uocio da trudnice sa FV Leiden heterozigotnom mutacijom imaju dva puta veci
rizik za neplaniran iznenadni gubitak trudnoce i Cetiri puta veci rizik za gubitak trudnoce
tokom drugog u odnosu na prvi trimesta.'® U meta analizi sa¢injenoj od 7 kohortnih studija je
naden statisti¢ki znacajan rizik za PE kod trudnica sa FV Leiden mutacijom (OR=1,49), ali
nije uocena statisti¢ki znagajna veza sa [IUGR-om."”

Howley je u metaanlizi uocio da FV Leiden mutacija poveéava 3-4 puta rizik za intrauterusni
zastoj u rastu ploda.”® Nath u svojoj studiji nije nasao korelaciju izmedu pojave abrupcije i

mutacije F V Leiden.”!



1.3.3. MUTACIJA FII G20210A

U mutaciji FII G20210A na genu za protrombin, guanin se na mestu 20210 zamenjuje
adeninom usled cega se povecava ekspresija gena Sto se manifestuje poviSenim nivoom
protrombina u krvi.'

Mutacija postoji kod 6% svih bolesnika sa DVT i 17% pacijentkinja sa tromboembolijom u
trudno¢i.” Prisutna je kod 2-3% Evropljana."> MozZe postojati kao hetero ili homozigot (imaju
sa uestalost od 1:10000).”* Heterozigoti za mutaciju FII G20210A imaju 3 do 4 puta veéi
rizik za nastanak venskih tromboza.”> S obzirom na malu udestalost homozigota u opstoj
populaciji ne postoje taéni podaci o riziku za razvoj DVT kod njih.”**

Ukoliko istovremeno postoji i mutacija F II G19911A mutacija, nosioci FII G20210A imaju
dodatno poveéan rizik za nastanak venske tromboze.”

Povisen protrombin u cirkulaciji smanjuje fibrinolizu i snizava nivo trombin-aktivabilnog
inhibitora (TAFT), koji je inhibitor fibrinolize.”

U literaturi se navodi da trudice sa mutacijom FII imaju ve¢i rizik za nastanak komplikacija u
trudno¢i: rani pobacaji (OR-2,49, 95% CI 1,24-5,00), habitualni pobacaji (OR-2.70, 95% CI
1.37-5.34), iznenadna intrauterusna smrt ploda u tre¢em trimestru (OR- 2.66, 95%, CI 1.28-
5.53).* James je u svojoj studiji izneo da se relativni rizik za VTE u trudnoéi kod trudnica sa
mutacijom FII i prethodnom VTE povecéava 25 puta.’” Reznikoff-Etievan su takode izneli da
je kod trudnica sa mutacijom FII rizik za gubitak trudnoée u prvom trimestru povecan 2,7
puta (95%, CI 1-7).** Sli¢ne rezultate je objavio i Hui Gao, koji navodi da veéu ulestalost

habitualnih pobacaja, (OR-1,81, 95%, CI, 1.26-2.60).

1.3.4. DEFICIT PROTEINA C

Deficit protina C je redak u populaciji, njegova ucestalost je izmedu 0,2-0,5%.>” Medu
pacijentima sa trombozom uéestalost je od 2 do 8%.>’

Protein C je K vitamin zavisni protein koji ima ulogu u zaustavljanju procesa koagulacije i
stimulisanju fibrinolize.*®

Najvecim delom se sintetiSe u jetri i njegova sinteza je pod kontrolm gena na 2 hromozomu
(2q15-16).2° Postoje dva tipa nedostatka proteina C. Tip I se odlikuje smanjenjem koli¢ine
proteina C ali o&uvanom funkcijom.’ Kod tipa II koli¢ina proteina C je dovoljna ali je

smanjena njegova funkcija. Pacijenti koji su rodeni kao homozigoti za deficit proteina C



imaju tezak oblik tromboze poznat kao purpura fulminans koja se manifestuje u najranijem
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uzrastu.

1.3.5. DEFICIT PROTEINA S:

Deficit proteina S je retka trombofilija koja je Cesto udruzena sa gubitkom trudnoce.
Ugestalost joj je 1 na 500 do 1 na 3000 ljudi.*® Deficit proteina S je autozomno dominantno
oboljenje.” Kao i kod deficita proteina C, mutacija u formi homozigota izaziva purpuru
fulminans.’® Protein S je vitamin K zavisini prirodni antikoagulantni protein. Ima ulogu
kofaktora u procesu aktivacije faktora V i VII od strane proteina C. Deficit proteina S
povecava rizik za VTE 60 %. Do sada su opisana 3 tipa deficita proteina S. Tip I je
kvantitativni defekt uzrokovan je genskom abnormalnoscu koja izaziva smanjenu produkciju
strukturno normalnog proteina. Tada su snizeni ukupni i slobodni protein S. Tip II je
funkcionalni defekt, koji postoje evidentan tek kod postojanja rezistencije na aktivirani
protein C. Tip III je snizena je vrednost slobodnog proteina S, dok je vrednost totalnog
proteina S normalna.” Trudnice sa ovom trombofilijom su heterozigoti za ovu mutaciju.’® U

trudnoéi i postpartalno postoji veliki rizik za razvoj venskog tromboembolizma.”'

1.3.6. MUTACIJA PLAZMINOGEN AKTIVATOR INHIBITORA- PAI 1

Za uspe$nu implantaciju neophodna je invazija trofoblasta u odgovarajuéu dubinu uterusa.*”
Urokinaza plasminogen aktivator je receptor koji sa plazminogen aktivator inhibitorom
kontrolise proteolizu i promenu maternalnog tkiva tokom invazije trofoblasta.’> Formiranje
posteljicne bazalne ploce, Nitabuhov sloj, podrazumeva talozenje fibrina u decidualne vene
na mestu invazije trofoblasta §to dovodi do aktivacije maternalne prokoagulantne kaskade.*”
U normalnim trudno¢ama ovaj sisitem je dobro balansiran ekstraceluranim matriksom i
formacijom fibrina.*?

PAI je glikoprotein i glavni inhibitor fibrinolize koga produkuje vaskularni endotel, glatke
misiéne ¢elije, monociti i trombociti.”> U normalnoj trudnoéi smanjuje se fibrinoliza §to je
posledica povecanja inhibitora fibrinolize pre svega PAI-1.*> On inhibise tkivni plazminogen
aktivator i urokinazu plazminogen aktivator usled ¢ega se smanjuje pretvaranje plazminogena

u plazmin.*” Plazmin razgradje fibrin i ugrugke i stvara produkte degradacije fibrina.”®



4G polimorfizam podrazumeva deleciju guanin ostatka lociranog na promoter regiji PAI -1
gena lociranoj na hromozomu 7q.>* Ovaj polimorfizan ne uti¢e na strukturu i funkciju gena
ali poveéava njegovu ekspresiju §to dovodi do porasta nivoa PAI-1 u cirkulaciji.*

Podaci o mutaciji PAI-1 gena i komplikacijama u trudno¢i su oprecni. Autori navode podatke
da je kod trudnica sa obstetrickim komplikacijama mutacija PAI 4G/4G (32%) bila mnogo
&e$éa u odnosu na kontrolnu grupu (19%).>

Mutacija PAI -1 gena je imala znacajnu vezu sa pojavom obstetri¢kih komplikacija (OR 1.56,
95% CI 1.005, 2.43).° Heterozigotna mutacija FV Leiden je &eSée udruzena sa
heterozigotnom PAI mutacijom u odnosu na homozigote (33% u odnosu na 0%, Fisher P
0.008).*

D’Elia i saradnici su u svojoj studiji uocili da ne postoji znacajna veza izmedu pojave PE i
mutacije PAI -1 gena.*®

Wiwanitkit je uogio da mutacija PAI-1 4G/5G znadajno poveéava rizik za nastanak PE.*’

1.3.7. OSTALE NASLEDNE TROMBOFILIJE

Kao posledica zamene citozina timinom na 677 mestu MTHFR gena nastaje mutacija
MTHFR C677T.** Usled ove mutacije stvara se termolabilna varijanta enzima
metilentetrahidrofolat reduktaze, koji ima manju enzimsku aktivnost usled ¢ega se smanjuje
konverzija homocisteina u metionin.”® Kod pacijentkinja koje ne unose dovoljno folata porast
homocisteina uti¢e na promenu endotela u krvnih sudova i pove¢ava moguénost za nastanak
tromba. Ova mutacija je veoma rasprostranjena (30-50% hetrerozigota i 9-12%
homozigota).*® Primenom folata i B6 i B12 vitamina mogu se smanjiti rizici za nastanak DVT
i komplikacija u trudnoéi.*®* Novo opisana mutacija MTHFR A1298C koja nastaje usled
zamene adenina u citozinom dovodi do smanjena enzimske aktivnosti MTHFR i
hiperhomocisteinemije.*

Disfibrinogenemija je nasledni poremecaj koji se karakteriSe stvaranjem strukturno, a ¢esto i
funkcionalno, izmenjenih molekula fibrinogena.*’

U najvecem broju slucajeva disfibrinogenemija nema simptome. RazliCite varijante genetski
determinisane disfibrinogenemije su dobile imena po gradovima gde su prvi put otkrivene.*’
Disfibrinogenemija Oslo 1 povezana je sa blagim rizikom za nastanak tromboze.*’ Nasledna
disfibrinogenemija je opisana u 330 slucajeva do sada. 0,9% pacijentkinja sa trombozom ima
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ovaj poremecaj.



Kod pacijentkinja sa DVT cesta je poviSena koncentracija faktora VIII. Do sada nije poznata
genetska osnova ovog poremecaja. Ova trombofilija je prisutna kod 11% opste populacije i
25% bolesnika sa trombozama.*' Pretpostavka je da je povisena koncentracija faktora VIII
posledica indukovane rezistencije FVIII na aktivirani protein C.* Nastaje udruzenim
delovanjem naslednih i nenasledih ¢inilaca.**

Na faktoru V opisano je nekoliko novih mutacija. FV Cambridge je mutacija u kojoj je
aminokiselina arginin na mestu 306 zamenjena treoninom i ona je povezana sa blagim
oblikom APC rezistencije.* Mutacija F V Hong Kong nastaje zamenom arginina na mestu
306 glicinom i ne izaziva rezistenciju na APC. Obe nove mutacije nemaju povisen rizik za
DVT i komplikacije u trudno¢i. Mutacija nazvana HR2 halotip (nastala usled zamene
histidina na mestu 1499 sa argininom) ukoliko je udruzena sa FV Leiden mutacijom znacajno
povedava rizik za nastanak venske tromboze.” Rizik nastanak venske tromboze postoji i kod

mutacije FV Liverpool.*”

1.4. PATOFIZIOLOSKE PROMENE KOD PACIJENTKINJA SA
TROMBOFILIJOM

Etiopatogeneza opstetrickih komplikacija kod trombofilije nije jasno definisana, $to je i jedan
od razloga povremenih neuspeha terapije.

U normalnoj trudnod¢i trofoblast vr$i invaziju spiralnih arterija koje gube mis$iéni sloj i postaju
Sire $to omogucéava maksimalni protok krvi kroz posteljicu.* Kod patoloske placentacije ne
dolazi do invazije spiralnih arterija od strane trofoblasta, zbog ¢ega se ne povecava Sirina
lumena.4 Podaci sugeriSu da su endotelijalna disfunkcija, vazokonstrikcija, placentna
ishemija 1 povecana koagulabilnost udruzene sa abnormalnim razvojem posteljice,
neadekvatnom fetomaternalnom cirkulacijom i smanjenjem placentne perfuzije.'

Naknadna vaskulopatija i sekundarna tromboza usled hiperkoagulabilnosti mogu izazvati
neadekvatnu perfuziju interviloznih prostora, preeklampsiju, infarkte posteljice, ITUGR,
abrupciju i intrauterusnu smrt ploda.*

Patolozi vaskulopatiju opisuju kao patoloske promene karakteristicne za superficijalnu
endovaskularnu invaziju citotrofoblasta u spiralne arterije: akutnu aterozu, trombotske

promene u spiralnim arterijama i interviloznim prostorima.”



Poznata trombotska priroda vaskularnih lezija u posteljici i poviSen rizik za nastanak
tromboze kod pacijentkinja sa trombofilijom ukazuje na vezu izmedu urodene i steCene

trombofilije i komplikacija u trudnoéi.”

Slika 2: Invazija trofoblasta kod normalne i abnormalne placentacije

preuzeto sa www.biology-online.org

Normal placentation Abnormal placentation

wnind wod W

Redovnim UZ pregledima uoceno je da arterijski dopler signali nestaju u Zumancanoj kesi i
pojavljuju se na nivou umbilikoplacentne cirkulacije, §to ukazuje na ulogu posteljice u ranom
razvoju ploda. Neadekvatna placentacija i patoloSske promene na sitnim krvnim sudovima
mogu naruSiti permeabilnost fetomaternalne membrane u interviloznim prostorima koja je
neophodna za normalan razvoj trudnoée.**

Hemostatski sistem igra znacajnu ulogu u procesu implantacije i placentacije. Implantacija
oplodene jajne celije u decidu je prvi kontakt izmedu fetusa, posteljice i maternalne
cirkulacije. Kontakt izmedu posteljice i maternalne cirkulacije je kljuan za razvoj uspesne
trudnoce. Pro trombotske promene i tromboza mogu ostetiti taj process i izazvati rani

pobacaj.*
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Rodger je u svojoj studiji naSao statisticki znacajnu razliku u povecanju sincicijalnih ¢vorova
1 hipervaskularnih resica kod trudnica sa mutacijom FVLeiden, $to ukazuje da su kod njih
hipoksija i loSa vaskularizacija mnogo ¢e$¢e u odnosu na kontrolnu grupu zdravih trudnica
(13% u odnosu na 4% p-0.004).*
Gogia 1 autori su naSli promene na posteljici povezane sa trombofilijom. Oni su nasli
posteljine infarkte, masivne perivilozne fibrinske depozite 1 fetalnu trombotsku
vaskulopatiju.*®
S obzirom na znacajan broj neuspelih trudnoca i uz primenjenu antikoagulantnu terapiju,
evidentno je da postoje i drugi uzroci opstetrickih komplikacija u trudno¢ama sa naslednom
trombofilijom.
Kod trudnica sa preeklampsijom je dokazan porast koncentracije reaktivnih kiseonickih vrsta
kao i smanjena aktivnost enzima zastite od oksidacionih ostecenja, §to za posledicu ima
endotelijalnu disfunkciju, neadekvatnu invaziju trofoblasta i hipoperfuziju posteljice Sto
pojacava oksidativni stres.
Na$ zivot u kiseoni¢noj-oksidativnoj atmosferi, i oslanjanje humanih ¢elja na molekulski
kiseonik 1 oksidativno-reduktivne (redoks) procese u obavljanju osnovnih funkcija - ¢elijskog
disanja odnosno aktivnost mitohondrija i konverzija energije, nosi sa sobom odredene rizike.
To podrazumeva poviSen nivo oksidacije biomolekula (npr. proteina, DNK) od strane
reaktivnih vrsta koje nastaju kao derivati kiseonika (Reactive Oxygen Species — ROS). Nivo
oksidacije koji prevazilazi fizioloske granice se ozna¢ava kao oksidativni stres.*’
Dugo smatralo da ROS ima samo negativne bioloske efekte, postoji veliki broj dokaza i o
njegovoj pozivitvnoj ulozi u raznim signalinim putevima.*’ ROS i redoks procesi uéestvuju u
nizu patofizioloskih procesa, kao $to su:

- celijska proliferacija i diferencijacija,

- prenos signala,

- regulacija metabolizma i meducelijska komunikacija

- citoprotektivni mehanizmi (inflamacija, odbrana od mikroorganizama)

- patofizioloski fenomeni (starenje, apoptoza, nekroza, kancerogeneza i dr)*
Za normalnu ¢elijsku funkciju neophodna je regulacija redoks sistema, kako bi se sa jedne
strane sprecio oksidativni stres, a sa druge omogucili normalni redoks signali. Ovo je nacin
za odrzavanja zdravog fenotipa, kao i prezivljavanja Celije. Za regulaciju redoks uslova u
nekom tkivu je zaduzen antioksidativni sistem (AntiOxidative System - AOS) u samom

tkivu, kao i AOS u krvi koji puferuje uslove u tkivu, ali na koga uti¢u i uslovi u tkivu.*°
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AOS se sastoji od niza enzima i malih molekula koji su medusobno povezani preko supstrata
i kroz inhibitorne efekte. Oksidativni stres moze ozbiljno da narusi ¢elijsku homeostazu i da
utice na Celijsku proliferaciju i diferencijaciju, a u nekim slucajevima i na aktivaciju maligne
transformacije.**!

Na osnovu svega iznetog, ovo istrazivanje ima za svrhu da utvrdi promene u

antioksidativnom sistemu u krvi i tkivu pacijenata obolelih od trombofilije.

1.4.1. REAKTIVNE VRSTE KISEONIKA I AZOTA

ROS predstavlja grupu reaktivnih jedinjenja koja sadrze kiseonik i u kojima je kiseonik od
centralnog znacaja za reakcije sa biomolekulima. Reaktivne vrste se dele na slobodne
radikale i neradikalske vrste. Slobodni radikali su hemijski entiteti koji sadrze jedan ili vise
nesparenih elektrona i mogu nezavisno da postoje. Zbog viska elektrona u omotacu radikali
imaju snazan oksidativni potencijal i veoma su reaktivni. Radikali kiseonika spadaju medu
fizioloski najznacajnije jer sluze kao osnova za stvaranje drugih reaktivnih vrsta. Centralno
mesto zauzima superoksid anjon radikal ili superoksid radikal (O,-.), koji nastaje dovodenjem
jednog elektrona na kiseonik u osnovnom stanju. Od superoksid anjona nastaje ve¢ina ROS i
nekih RNS. On se stvara u mitohondrijama, prilikom elektronskog transporta na unutrasnjoj
membrani ovih organela, ali moze nastati 1 aktivnosS¢u razli¢itih enzima (ksantin oksidaze i
NADPH oksidaza). Poluzivot O,-. u bioloskom miljeu je oko 10-6 s.

S obzirom da je naelektrisan nema intereakciju sa membranom, ali moze da bude protonovan
do OOH (oko 3% na pH 7), Sto izaziva oksidativna oSte¢enja membranskih lipida - lipidnu
peroksidaciju. Superoksid radikal ima i signalnu funkciju tako $to interaguje sa Fe-S centrima
nekih enzima. Interakcija sa metalnim centrima drugih proteina predstavlja osnovni na¢in na
koji O,-. direktno indukuje oksidativna oSte¢enja odnosno ireverzibilnu inhibiciju.
Superoksid ne moze da napusti mitohondrije, ali moZe (u manjoj meri) ¢eliju, kroz kanale za
negativne jone, na ¢elijskoj membrani. Stvaranje H,O, nastaje usled dovodenja dva dodatna
elektrona. Dovodenjem cetiri dodatna elektrona (uz protonaciju) dolazi do stvaranja vode.
Osnovni nadin nastanka HO, je od O,. kroz aktivnost SOD, ali i neenzimskom
dismutacijom, i aktivno$¢u odredenih enzima kao Sto je dualna oksidaza. Kod ¢elija kancera,
povecana mitohondrijalna aktivnost (vezana za ubrzani metabolizam) dovodi do povecane
produkcije O,-. i pojac¢anog izlaska H,O, iz ovih organela. Znacajno je da je produkcija ROS

. .. .y . . .. 52
u mitohondrijama pojacana u uslovima hipoksije.
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Vodonik peroksid je glavna signalna vrsta medu ROS, i jedina za koju je ovakva funkcija
siroko potvrdena. Najvazniji redoks prekidaci osetljivi na H,O, su tiolne (-SH) grupe, koje se
modifikuju u tri koraka. Prvi do -SOH je najvazniji za signalizaciju i reverzibilan je. Drugi
korak je -SO,H koji je mnogo manje reverzibilan i treca ireverzibilna forma je -SOsH, koja je
Cesto znak intenzivnog oksidativnog stresa i ukljuc¢ena je u signalizaciju apoptoze. DuZina
poluzivota za H,O; je preko 1s. H,O; je relativno stabilan, a po§to nema naelektrisanje moze
da difunduje direktno kroz lipidni dvosloj. Postoje kanali - akvaporini, kroz koje moze da se
prenese u vancelijsku sredinu (npr. krv). Osim direktne oksidacije tiolnih grupa, H,O, moze
da reaguje se redoks-aktivnim metalima (Fe, Cu). Reakcija H,O, sa redoks-aktivnim
metalima (Fe, Cu) se zove Fentonava i za proizvod ima hidroksil radikal (.OH). Ovaj radikal
je ekstremno reaktivan i skoro potpuno neselektivan. On najceS¢e reaguje sa najblizim
biomolekulom izazivajué¢i oksidativna oStecenja. Neke reaktivne vrste mogu da nastanu ne
samo redukcijom ve¢ i dovodenjem energije molekulskom kisoniku. Tako na primer, nastaje
singlet kiseonik (10,) koji nema nesparenih elektrona i nije radikal, ali je 1 pored toga

izuzetno toksican. >’

Tabela 1. Reaktivne vrste kiseonika (ROS)

RADIKALI NERADIKALI
0,.- Superoksid H,0, vodonik peroksid
OH Hidroksil HOCI hipohlorna kiselina
RO,. Peroksil O3 ozon
RO. Alkosil 10, singlet kiseonik
HO,. hidroperoksil

Pored slobodnih radikala kiseonika, u organizmu se javljaju i radikali ugljenika (trihlormetil
radikal CCls. 1 dr.), sumpora (tiol radikali —R-S.), kao i reaktivne vrste azota (Tabela 2).

Od RNS, najvazniji su NO 1 peroksinitrit. NO predstavlja dobro poznatu signalnu vrstu, ali
kao 1 kod H,0,, povisena produkcija dovodi do porasta koncentracije koje prevazilaze
fizioloski opseg i mogu da imaju patoloske efekte. NO je nepolaran i ima veliki bioloski
radius, lako napusta tkivo i ulazi u cirkulaciju. Enzimi koji produkuju NO se nazivaju NO

sintaze (NOS).
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Postoje tri vrste: neuralna (nNOS), endotelijalna (eNOS) i induktibilna (iNOS). iNOS u
normalnim ¢elijama i pod normalnim uslovima nije prisutna, medutim kada se njena
eksperesija indukuje, dolazi do formiranja velikog broja kopija ovog enzima. Kada iNOS
postoji u ¢eliji to dovodi do mnogo vece produkcije NO u odnosu na produkciju koju
ostvaruju eNOS ili nNOS. Peroksinitrit nastaje u veoma brzoj reakciji NO sa O,-. On dalje
moze da se protonuje do peroksiazotne kiseline, koja se zatim razgraduje na azot dioksid i
O

U organizmima slobodni radikali mogu da nastanu delovanjem raznih enzimskih i
neenzimskih sistema smestenih na ¢elijskim membranama, u citoplazmi, plazma membrani 1
krvnim ¢elijskim elementima. Slobodni radikali najve¢im delom nastaju u mitohondrijama,
ali i u peroksizomima, mikrozomima, ¢elijskim membranama, i kao sporedni produkti
aktivnosti odredenih enzima (ciklooksigenaze (COX), lipooksigenaze).”” Neki tipovi éelija
intenzivno produkuju reaktivne vrste kiseonika, kao sto je slu¢aj sa inflamatornim ¢elijama

(polimorfonuklearni leukociti) i fagocitima (neutrofili, eozinofili, monociti makrofagi).”®

Tabela 2. Reaktivne vrste azota (RNS):

RADIKALI NERADIKALI

INO. azot monoksid |HNO, azotasta kiselina

INO». azot dioksid IN,O3 azot trioksid
N>O4 azot tetraoksid
INO,+ nitronijum (nitril) jon
ONOO- peroksinitrit
ONOOH peroksiazotna kiselina
ROONO alkil peroksinitrit
INO- nitroksil anjon
NO+ nitrozil katjon
INO,Cl nitril hlorid
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1.4.2. ENDOGENA ANTIOKSIDATIVNA ZASTITA

AOS (endogena antioksidativna zastita) nastao je tokom evolucije kod svih aerobnih
organizama kako bi se sprecila, ograni€ila ili popravila ostecenja nastala delovanjem ROS.
Antioksidativni za$titni sistem obuhvata primarnu i sekundarnu antioksidativnu zaStitu.
Primarna zatita sastoji se od enzimskih i neenzimskih komponenti.’>*® Ovaj sistem ¢ine

enzimi: SOD, CAT, GSH-Px i GR (slika 3)

1 &

Oksidaciono oste¢enje
"DNK

FProteini

PLipidi

Slika 3. Enzimske komponente sistema zastite od oksidacionih oSte¢enja

(preuzeto od Matovi¢ i sarad., 2004)

Neenzimske komponente antioksidacionog primarnog zastitnog sistema dele se na:°"-**

1. supstance rastvorljive u mastima (liposolubilne): vitamin E (tokoferol), vitamin A (retinol),
provitamin A (karoten), koenzim Q (ubihinon)

2. supstance rastvorljive u vodi (hidrosolubilne): vitamin C (askorbinska kiselina), mokra¢na
kiselina, albumin, transferin, ceruloplazmin, feritin, bilirubin, cistein, histidin i laktoferin.
Sekundarnu antioksidacionu zaStitu c¢ine protein specificne oksidoreduktaze (tiol-

reduktaze),®’ protein-ADP-ribozil-transferaze,** i ATP i Ca2+-nezavisne proteaze.®

15



1.4.3. SUPEROKSID DIZMUTAZA (SOD)

Superoksid dismutase ¢ine glavnu liniju odbrane od toksi¢nosti koju stvara kiseonik u zivim
¢elijama. SOD je metaloprotein koji katalizuje konverziju superoksid anjon radikala u
molekulski kiseonik i vodonik-peroksid. Postoje Cetiri vrste u zavisnosti od metala koji
sadrze u centru:

koja sadrzi gvozde-Fe SOD,

koja sadrzi mangan - Mn SOD,

koja sadrzi bakar i cink - CuZn SOD i

ekstracelularna EC SOD.”

Struktura CuZn SOD je prikazana na Slici 3. U humanim ¢elijama su zastupljene CuZn SOD
(u citoplazmi) i MnSOD (u mitohondrijama). U eritrocitima (nemaju organele) je prisutna
CuZnSOD koja ima funkciju da wukloni superoksid nastao autooksidacijom
oksihemogolobina.’® U endotelu, ovaj enzim igra veoma vaznu ulogu u zaititi NO od

destrukcije od strane superoksida, &¢ime spre¢ava i nastanak ONOO-.’

Slika 3. Trodimenziona struktura CuZn SOD

(preuzeto sa www.en.wikipedia.org)
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Reakcija dismutacije O,". koju SOD katalizuje izgleda ovako:
SOD
20, +2H —» H,0,+ 0,

Brzina enzimske reakcije iznosi 2x10° mol'sec™, $to je za oko 10 puta bre od spontane
dismutacije superoksida anjon radikala pri normalnom pH. Vazno je napomenuti da proizvod
H,0,, koji pretstavlja proizvod SOD aktivnosti, moze da ireverzibilno inhibira CuZnSOD.
Vodonik peroksid moze da redukuje bakar u Cu®" u aktivnom centu ovog enzima do Cu’.
Jednovalentni bakar ulazi u Fentonovu reakciju sa H,O; pri ¢emu dolazi do lokalizovane
produkcije OH' koji izaziva oksidaciju histidina u aktivnom centru.®® Formira se 2-
oksohistidin ¢ime je SOD funkcija ugaSena,”” a enzim moZe da pokaze i pro-oksidativnu

aktivnost.”

1.4.4. KATALAZA (CAT)

Katalaza (Slika 3.) katalizuje redukciju vodonik-peroksida u vodu i molekulski kiseonik sa
konstantom brzine "katalazne" reakcije od 10" mol'sec™.

Katalaza moze da vrsi i oksidacije H-donora uz utrosak jednog molekula vodonik peroksida
sa konstantom brzine "peroksidazne" reakcije (spore) od 10°~10° mol'sec™. Da li ¢e katalaza
katalizovati brzu-"katalaznu" ili sporu-"peroksidaznu" reakciju, zavisi od brzine nastajanje
vodonik peroksida kao i od koncentracije donora vodonika.”"

Slika 4. Trodimenziona struktura CAT

(preuzeto sa www.en.wikipedia.org)
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Aktivnost CAT se odvija kroz sledeée reakcije:”

CAT
2H,0, —»2H,0 +0,
"Katalazna" reakcija
CAT
AH,+H,0, —» A +2H,0

"Peroksidazna" reakcija

CAT je kljuéni enzim u eritrocitima odgovoran za uklanjanje kako egzogenog H»O, (npr.
poreklom iz tumorskog tkiva, disfukcionalnog endotelijuma, ¢elija ukljucenih u inflamaciju),
tako i endogenog H,0, (proizvedenog korz auto-oksidaciju oksihemoglobina).””* Okolno
tkivo moze ostvariti efekat na CAT aktivnost u eritrocitima kroz pojacanu emisiju NO, koji je

. . . 4
inhibitor ovog enzima.’

1.4.5. GLUTATION PEROKSIDAZA (GSH-Px)

Glutation redoks ciklus predstavlja glavni put redukcije organskih hidroperoksida u kome
centralno mesto zauzima enzim glutation peroksidaza (Slika 5). Prisutna je u svim ¢elijama
ki¢menjaka.

Postoji nekoliko oblika ovog enzima: selen-zavisna glutation peroksidaza (Se GSH-Px), koja
redukuje H,O, do vode i organskih hidroperoksida uz prisustvo GSH kao drugog supstrata.
Selen-nezavisna forma koja koristi samo organske hidroperokside kao supstrat i pripada
familiji enzima glutation-S-transferaza (GST), koja katalizuje reakciju konjugacije GSH sa
raznim organskim jedinjenjima. Enzim fosfolipid-hidroksiperoksid glutation peroksidaza
(PH GSH-Px), koja reaguje samo sa fosfolipidnim hidroperoksidima.” Osnovne reakcije
GSH-Px aktivnosti su sledec¢e:”

GSH-Px
2GSH +H,0, —®GSSG +2H,0

GSH-Px
2GSH+ROOH —SSG +ROH + H,O
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Slika 5. Trodimenziona struktura GSH-Px

(preuzeto sa www.en.wikipedia.org)

U eritrocitima GSH-Px ima specifi¢nu ulogu da zastiti ¢elisku membranu pre svega, ali i
hemoglobin od oksidativnih oSte¢enja. Ona uklanja H,O, koji ulazi kroz membranu
(egzogeni), kao i H,O; koji nastaje kroz auto-oksidaciju hemoglobina vezanog za membranu.
Osim toga, za zaStitu membrane je esencijalna sposobnost GSH-Px da uklanja lipidne

hidroperokside, &ime se zaustavlja landana reakcija lipidne peroksidacije.”

1.4.6. GLUTATION REDUKTAZA (GR)

Enzim glutation reduktaza redukuje oksidovani glutation (GSSG) u redukovani, uz
prisustvo  NADPHm (Slika6). Redukovani NADPH se obezbeduje preko pentozo-
monofosfatnog puta u kome u metabolizmu glukoze ucestvuju enzimi glukozo-6-fosfat-
dehidrogenaza (G-6-PD), kao i 6-fosfo-glukonat-dehidrogenaza, (6-PGD), pri ¢emu iz
glukoze nastaje ribulozo-5-fosfat.”’ Kod sisara se nalazi u citosolu i mitohondrijama. Glavna
metabolitka uloga GR je da odrzava glutation u redukovanom obliku.”” ONOO- inhibira GR.
Ovo se ostvaruje kroz nitraciju dva tirozinska aminkiselinska ostatka koja se nalaze na mestu
vezivanja GSSG. Ovo spreCava vezivanje supstrata i smanjuje katalitiCku efikasnost GR za

oko 103 puta.”’
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Reakcija koju GR katalizuje je:

GR
GSSG+NADPH+H —® 2GSH + NADP

Slika 6. Trodimenziona struktura GR

(preuzeto sa bioinformatica.upf.edu/

DOMAIN 1

Osim za potrebe aktivnosti GSH-Px, odrzavanje fizioloSkog nivoa GSH je vazno i za
neenzimsko uklanjanje ROS. U eritrocitima, u sluc¢aju inhibicije GSH-Px/GR aktivnosti,
dolazi do oksidativnih o$te¢enja na membrani, hemolize i degradacije hema.”®” Tumorske

éelije mogu da koriste ovaj sistem za uklanjanje razli¢itih lekova i njihovih metabolita.®

1.4.7. SIGNALNA TRANSDUKCIJA I ROS

Celije su osetljive na razli¢ite signale u svojoj okolini, na koje reaguju i koje integrisu.
Signalna transdukcija na ¢elijskom nivou podrazumeva kretanje signala kroz ¢eliju od spolja
ka unutra. To je visoko specijalizovan ¢elijski sistem koji integriSe, prenosi i umnozava
vancelijsku informaciju sadrzanu u hemijskom signalu. Hemijski signali su naj¢esc¢e prirodni
éelijski produkti - hormoni, citokini, neurotransmiteri i faktori rasta.®' Biohemijska osnova za

pretvaranje vanceliskih signala u unutar-celijski dogadaj je dugo predmet interesovanja.
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Mehanizmi koji su u osnovi ROS posredovane signalne transdukcije ukljucuju direknu
promenu faktora transkripcije i kinaza i indirektnu modulaciju signalnih proteina bogatih
cisteinom i osetljivih na redoks ¢elijsku signalizaciju.

U signalnom proteinu, dejstvo slobodnih radikala indukuje ili gubitak funkcije ili sticanje
funkcije ili promenu funkcije. Osnovni principi H,O, signala kod sisara obuhvataju:*>*>*4

* Inaktivaciju fosfataza, gde oksidacija odredenog cisteinskog lokusa, odnosno -SH
grupe do -SOH ¢ime se sprecava enzim da prihvati fosfat. U nekim slucajevima se
formira disulfidna veza, koja ima za ulogu da spreci dalju oksidaciju (do -SO3H),
¢ime se izbegava ireverzibilna inaktivacija;

* Aktivaciju ili inhibiciju kinaza. Na primer, H202 aktivira Src kinazu, koja indukuje
promene na citoskeletu i omogucava ¢elijsku migraciju;

* Aktivaciju ili derepresiju transkripcionih faktora. NF-«kB, p53, HIF-1a, protein
aktivator-1 (AP-1), protein aktivator-2 (AP-2), i p21 ras imaju redoks-senzitivne -SH
grupe u domenu preko koga se vezuju za DNK.

Ovi faktori imaji kljuénu ulogu u kontroli ¢elijske proliferacije, ¢elijske diferencijacije i
morfogeneze. Ovde je posebno od znacaja da H>O,-indukovana oksidacija tiolnih grupa na
DJ-11 KEAPI (koji je inhibitor Nrf2) rezultuje u derepresiji Nrf2-regulisane transkripcije
niza enzima koji su ukljuceni u antiksenobioticki i citoprotektivni odgovor. Jedan od tih
enzima je 1 GST, koji je integrativni deo GSH sistema i ima vaznu ulogu u nastanku
rezistentnosti kancer ¢elija na terapeutike i zradenje.*

Verovatno najznacajniji efekat ROS-a na signalne puteve je posmatran kroz MAPK signalni
put (protein kinaze-aktivatori mitoze).” MAPK put (slika 7.) podrazumeva aktivaciju
nuklearnih transkripcionih faktora (NF-kB, AP-1, p53 i dr.). Ovi faktori kontrolisu ekspresiju
pojedinih gena koji popravljaju oste¢enu DNA, zaustavljaju proliferaciju ostecenih celija i
indukuju apoptozu. Nuklearni transkripcioni faktor NF- kB je ukljucen u inflamatorni
odgovor. AP-1 je odgovoran za éelijski rast i diferencijaciju.® P53 je nuklearni faktor &ija je
klju¢na uloga zastita ¢elije od tumurogeneze, indukuje apoptozu u celiji koja je oStecena i
zato se Cesto naziva "tumor supresor". Mutacija u p53 dovodi do njegove inaktivacije $to je
pronadeno kod viSe od polovine karcinoma kod ljudi. P53 aktivira UV zracenje, y-zracenje,
hipoksija i drugo.*® Generisanjem ROS u éeliji, p53 indukuje ekspresiju p85 koji ima ulogu
signalnog molekula u ROS-posredovanoj p53-zavisnoj apoptozi. Postoje rezultati koji
pokazuju da pod normalnim/niskim oksidacionim stresom dolazi do ekspresije

antioksidacionih gena 3to je pod kontrolom niske koncentracije p53.*” U sludaju jakog
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oksidacionog stresa postoje visoke koncentracije p53, dolazi do formiranja ROS 1 p53

posredovane apoptoze.’

Slika 7. MAPK signalni put

(preuzeto sa cellsignal.com)

Inflammatory cytokines
environmental stress (0.g. metals)

receptor tyrosine
kinase (RTKs)

Growth, Differentiation, Growth,
nucleus Differentiation,  Growth, Differentiation, Biological
o Infi Development response

.”W‘W‘
ELK-1 ATF-2 NFIL6 SAP-1 c-Jun

1.5. OBSTETRICKE KOMPLIKACIJE I TROMBOFILIJA

Preeklampsija, abrupcija posteljice, intrauterusni zastoj u rastu ploda, intrauterusna smrt
ploda,ponovljeni gubitci trudnoce, prevremeni porodaj, VTE doprinose povecanju
maternalnog i fetalnog mortaliteta i morbiditeta.' Uzroci njihovog nastanka su nepoznati.
Njihova pojava je povezana sa loSom placentacijom i neadekvatnom feto-maternalnom
cikrulacijom.'

Ne postoji velika razlika izmedu etnickih grupa i rasa po ucestalosti arterijskih, venskih i
placentnih tromboza u trudnoéi.” Mutacija FV Leiden ima veliku uéestalost u beloj
populaciji, prisutna je u 10-15% u Svedskoj, 4-8% u centralnoj Evropi, i 5% u SAD.” Ova

mutacija je vrlo retka u Aziji, Japanu, Africi i Severnoj Americi.’
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Brojne kohortne i studije kontrolisanih slucajeva su nasle vezu izmedu teske preeklampsije i
trombofilije, ali ne i vezu izmedu trombofilije i blagih formi preeklampsije.***’

Dve velike prospektivne, kohortne studije nisu pokazale povezanost izmedu trombofilije i
nepovoljnog ishoda trudnoée.*'*

Rezultati ovih studija naglaSavaju ¢injenice: mnoge Zene s trombofilijom imaju normalan
ishod trudnoce, prethodne obstetricke komplikacije verovatno imaju veéu prediktivnu
vrednost na sledecu trudno¢u nego trombofilija sama, Zene s trombofilijom 1 prethodnim
loSim ishodom trudnoée su drugacije (u smislu obstetrickog rizika) od zena sa samom
trombofilijom (normalne prethodne trudnoée ili bez prethodne trudnoée).'* Uprkos navedenih
¢injenica i nejasnoca, brojne studije su dokazale povezanost trombofilije sa obstetrickim
komplikacijama povezanim s placentnom insuficijencijom.*

Usporen protok krvi kroz intervilozne prostore i prisustvo hiperkoagulabilosti u trudnoci
mogu biti uzrok deponovanja fibrina u placenti i placentnih infarkta koji se ispoljavaju
kasnije.’*

Prema podacima iz literature pojava preeklamspije je udruzena sa Muacijom FV Leiden u
formi heterozigota, deficitom AT III I deficitom proteina C i S.*

Manji broj studija je utvrdio vezu izmedu IUGR-a i trombofilije.'' IUGR je najées¢e udruzen
sa mutacijom FIL."' Komplikacije tokom trudnoée su &es¢e kod trudnica sa kombinovanim
trombofilijama.'? Abrupcija posteljice je nadena u 26% trudnica sa hiperhomocisteinemijom i
deficitom proteina S.>

Deficit proteina S, C i antitrombina su retki. Prisutni su kod 3% pacijenata sa venskom
trombozom.” FV Leiden mutacija praéena rezistencijom na aktivirani protein C je prisutna u
5% populacije, i u 20-30% trudnica sa venskom tromboembolijom.>

Mutacija protrombina (guanine 20210 adenin) uzrokuje porast koncentracije protrombina i
takode poveéava rizik za nastanak venske tromboze.’* Homozigoti za mutaciju citozin 677
timidin u metilentetrahidrofolat reduktazi izazivaju porast vrednosti homocisteina u plazmi

$to povecava rizik za nastanak tromboze. MTHFR mutacija se nalazi kod 5-15% populacije.™

1.6. PREEKLAMPSIJA I TRUDNOCA

Preeklampsija (PE) se definiSe kao sistolni krvni pritisak ve¢i ili jednak od 140 mm Hg ili
dijastolni krvni pritisak ve¢i ili jednak od 90 mm Hg detektovani u 2 merenja sa minimalnim

vremenskim intervalom od 6 sati koji se javlja posle 20. nedelje gestacije 1 koji je pracen
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signifikantnom proteinurijom. Signifikantna proteinurija se definise kao od 0.3 g proteina ili
viSe u 24-casovnom urinu. U odnosu na stepen izrazenosti simptoma i znakova preeklampsija
se deli na blagi i teSki oblik. Blagi oblik preeklampsije se odlikuje porastom krvnog pritiska
iznad 140/90 mmHg i proteinurijom od 0,3 gr u 24 h.

Za tezak oblik PE je karakteristicno: krvni pritisak > 160/110 mm Hg, proteinurija veéa od 2
g u 24 sata, oligurija < 500 mL u 24 sata, broj trombocita manji od 100.000 /mm3, povisen
nivo serumskog kreatinina vec¢i od 120 mg/L, glavobolja ili cerebralne ili vizuelne smetnje,
epigastri¢ni bol i mikroangiopatska hemoliticka anemija (povisen nivo LDH).

Povezanost izmedu teske PE i trombofilije opisana je jo§ 1995 godine.*® FV Leiden mutacija
je postojala kod 4,5-26% pacijentkinja sa teskom PE, HELLP sy i eklampsijom.* U studiji je
kod 0,9% pacijentkinja sa PE bila prisutna mutacija FII G20210A a kod 5-25% trudnica
deficit proteina S.*’ Meta analiza pokazuje da je mutacija FV Leiden jedina povezana sa
teskom PE.”” Rigo i saradnici su ispitivali 120 trudnica sa te§kom PE i komparirali ih sa 101
zdravom trudnicom. Nasli su da je 18,3% trudnica sa PE imalo FV Leiden mutaciju u
poredenju sa 3% zdravih pacijentkinja sa PE.”” U grupi FV Leiden pozitivnih trudnica
postojala je znacajno visa stopa trudnica sa HELLP Sy u odnosu na trudnice koje nisu imale
ovu mutaciju.”’ Meta analiza je pokazala poveéan rizik za tesku PE kod postojanja muacija
FII (OR-2.01) i mutacije faktora V (OR-1,90)."" Rodger i autori u svom radu nisu naili
znadajnu povezanost izmedu teske PE, mutacije FV Leiden i mutacije FIL.*

Drugacije rezultate su objavili Lin i August, oni su uocili vezu izmedu teSke PE i mutacije
FV Leiden (OR 2.24; 95% CI 1.28-3.94).”" Mutze i saradnici su takode uo¢ili udruZenost
mutacije FV Leiden i HELLP Sy (OR 4.45, 95% CI 1.31-15.1) ali nisu uocili statisticki
znaGajnu vezu izmedu HELLP Sy, mutacije faktora II G20210A i MTHFR mutacije.”
Razlike u ispitivanim studijama mogu biti posledica razlicitih ispitivanih populacija, dizajna

studije i razli¢ite definicije PE.”

1.7. TROMBOFILIJA T IUGR

Intrauterusni zastoj u rastu ploda se definiSe kao UZ procenjena telesna masa ploda koja je
ispod 10 percentila telesne mase za datu gestacijsku starost.”* TUGR je znagajan faktor
fetalnog mortaliteta i morbiditeta, sa dugoro¢nim posledicama.’ Javlja se u 3—10% trudnoca,

i kod 20% mrtvorodenih neonatusa.”* Najéeée je nepoznate etiologije.”*
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Kod trudnica sa trombofilijom s obzirom na placentnu etiologiju najcesce se radi o [IUGR-u
asimetricnog tipa, a naj¢esce se javlja kao posledica poremecene placentacije i neformirane
utroplacentne cirkulacije. S obzirom na patofizioloski substrat veoma je ¢est komorbiditet sa

preeklampsijom.

U literaturi postoje opre¢ni podaci o vezi urodene trombofilije i [UGR-a.”” Mirzaei F je u
svoj studiji naSao da je ucestalost urodenih trombofilija 68% u grupi sa [IUGR-om, u odnosu
na kontrolnu grupu gde je TUGR registrovan u 32%.> U grupi sa [IUGR-om najvise je bilo
pacijentkinja sa MTHFR mutacijom (p-0.037; OR: 3.69), kao i pacijentkinja sa deficitom
proteina S (p-0.034; OR: 5.41). Nije postojala statisticki znacajna veza izmedu mutacije
protrombina, deficita antitrombina, kombinovanih trombofilija (OR:2.1, 95% CI:0-0.2, p-
0.009) i [IUGR-a.” Brenner B. je pokazao da je deficit proteina C udruZen sa pojavom IUGR-a
i vaskularne tromboze.”® Kupferminic je u svojoj studiji izneo da je mutacija FV Leiden
Cesta u Evropi i da je zastupljenost kod 8,8% populacije, i da je Cesto prisutna kod
pacijentkinjama sa TUGR-om.”’ T drugi autori navode vezu izmedu trudnica sa IUGR-om i

urodenih trombofilija (68% na prema 32% (OR:1.5, p-0.011, 95% CI:1.3-14.8).”%%

1.8. TROMBOFILIJA I ABRUPCIJA POSTELJICE

Abrupcija placente (AP) predstavlja svako delimi¢no ili potpuno odlubljivanje normalno
usadene posteljice.”® Trombofilija poveéava rizik za nastanak abrupcije posteljice.”
Abrupcija placente je akutna i jedna od najtezih komplikacija koja istovremeno ugrozava
zdravlje 1 Zivot majke i ploda. Incidenca abrupcije se krece od 4,9 do 12,9/1000 porodaja i
predstavlja drugi uzrok perinatalne smrti po ulestalosti.® Abrupciju mogu izazvati akutne
situacije kao §to su pad ili udar ili hroni¢na stanja hipertenzija, eklampsija, trombofilija.*®
Posledice abrupcije placente su u direktnoj korelaciji sa stepenom abrupcije i mogu dovesti
do pojave diseminovane intravaskularne koagulopatije (DIK), insuficijencije bubrega kao i
do mogucde vitalne ugrozenost pacijentkinje. Posledice po zdravlje ploda su u korelaciji sa
prevremenim  porodajem i  malom  telesnom  masom  novorodenteta. >
Robertson je objavio da je ucestalost abrupcije posteljice bila veéa kod trudnica koje su
nosioci heterozigotne mutacije F V Leiden (OR 4-70; 95% CI 1-13—-19-59) i heterozigoti za
mutaciju protrombina (OR 7-71; 95% CI 3-01-19-76).® Ananth je takode u svom radu nagao
da je ucestalost abrupcije posteljice veca kod trudnica sa mutacijom FV Leiden. Apsolutni

rizik za abrupciju posteljice kod trudnica sa mutacijom FV Leiden je bio 1,3% (OR 1.85,
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95%; CI 0,92-3,70) u odnosu na 0,9% kod kontrolne grupe trudnica bez trombofilije.'”
Sli¢ne rezultate u svojoj studiji objavio je i Said. On je uocio da je abrupcija znacajno CesSca
kod trudnica koje su heterozigoti FV Leiden mutaciju (OR 8.62, 95%, CI 1.57-47.17,
p=0.01)."®

Patohistoloski nalazi koji opisuju stare posteljicne infarkte (83.3%) i decidualnu nekrozu
(4.5%) su bili ¢es¢i kod trudnica sa trombofilijom u odnosu na kontrolnu grupu trudnica sa
abrupcijom a bez dokazane trombofilije (83.3% prema 44.4%, P=0.003), (4.5% prema 2.1%,
P=0.023)."”" Ovakve lezije upuéuju na moguéu hroni¢nu etiologiju abrupcije posteljice kod

trudnica sa trombofilijom.""

Hroni¢na redukcija uteroplacentnog protoka, izaziva ishemiju posteljice i pojavu placentnih
infarkta i nekroze Sto moze dovesti abrupcije. Kod zdravih trudnica bez trombofilije
abrupcija nastaje usled akutne disrupcije maternalno—fetalne povrsine.'”’ Ne postoje

histopatoloske promene na posteljici koje su patognomoniéne za trombofiliju.'*

1.9. TROMBOFILIJA I PONOVLIJENI POBACAIJI

Bioloska definicija pobacaja je nezeljeni prekid trudnoce pre nego $to je plod sposoban za
zivot. Epidemioloska definicija pobacaja je nezeljeni prekid trudnoée sa plodom laksim od
500 grama ili kra¢im od 25 cm, §to odgovara priblizno 20. do 22. nedelji trudnoce.'” Oko
15% svih trudnoca se zavrsi pobacajem.'” Habitualni pobacaji se defini$u kao tri uzastopna
gubitka trudno¢e u prvom trimestru i javljaju se sa ucestaloséu 1-2% kod Zena reproduktivne
dobi.'” Do 5% svih Zena ima 2 i vise pobacaja.'® U 80 % slucajeva uzrok je nepoznat.*”
Sporadi¢ni ne ponavljani pobacaji su najces¢e komplikacije trudnoce Cciji su uzrok
hromozomske mutacije ploda.'” Uzroci habitualnih pobadaja su mnogi a mogu biti izazvani
protrombotskim stanjem u trudnoéi, anatomskim anomalijama uterusa, hromozomskim
mutacijama ploda i endokrinim poremeéajima.'®*

Mnoge zene sa istorijom ponovljenih pobacaja imaju veéi rizik za nastanak PE, IUGR-a,
intrauterusne smrti ploda, $to ukazuje da ovaj spektar poremeéaja ima zajedni¢ko poreklo.'”

195 Kompleks

Zene sa ponovljenim pobac¢ajima su u protrombotskom stanju i van trudnoce.
trombin-antitrombin je znac¢ajno visi kod Zena koje imaju gubitak trudnoce u prvom i drugom
trimestru u odnosu na grupu koja nema anamnezu prethodnih pobacaja.'®® Zene se istorijom

ponovljenih pobacaja imaju poveéanu produkciju tromboksana u periodu od 4 do 7 nedelje
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gestacije 1 snizenu vrednost prostaciklina izmedu 8 i 11 NG u poredenju sa zenama bez
prethodne istorije gubitaka trudnoce.'*

Poremecaj ravnoteze izmedu tromboksana i trombociklina u korist tromboksana moze
dovesti do vazospazma i agregacije trombocita u trofoblastu $to dovodi do nastanka
mikrotromba i placentne nekroze.'*

Direktni pokazatelj povezanosti su visoka ucestalost Zena sa trombofilijom i rekurentnim
pobacajima.'® Prema podacima iz literature postoji veéa uéestalost spontanih pobadaja kod
trudnica sa trombofilijom.

U meta analizi objavljenoj od strane Rey-a, mutacija FV Leiden je cesta kod trudnica sa
habitualnim pobacajima (OR 2.01, 95%CI 1.13-3.58) i intrauterusnom smrti ploda tokom
treéeg trimestra (OR 7.83, 95%; CI 2.83-21.67).'%°

U studiji Gao je nasao signifikantnu povezanost izmedu mutacije FII G20210A i habitualnih
pobacaja (OR 1,81, 95%; CI:1,26-2,60). Rizik za habitualne pobacaje je bio znacajno visi
kod trudnica starijih od 29 godina (OR: 1.91, 95%; CI: 1.61-6.11).'"

Mutacija FII G20210A u formi heterozigota je nadena kod 4-9% zena sa ponovljenim
gubitcima trudnoc¢e u prvom trimestru, u poredenju sa 1-2% kod trudnica sa nekomplikvanim
trudnoéama (OR 2-9%).'"

Shakarami je ukazao da su habitualni pobacaji bili znacajno ¢es¢i kod trudnica koje su
homozigoti za PAI-1 4G polimormizam u odnosu na kontrolnu grupu (OR: 4.63, % 95; CI:
1.55-13.84).'%

Ali je u svojoj studiji naveo da je urodena trombofilija ¢es¢a kod trudnica koje su imale vise
od 3 pobacaja.'"

Kim u svojoj studiji nije nasao da muatcija plasminogen aktivator inhibitora 1, bez obzira da

li je u formi homo ili heterozigota uti¢e na pojavu habitualnih pobacaja.'"!

1.10. TROMBOFILIJA T INTRAUTERUSNA SMRT PLODA

Intrauterusna smrt ploda (fetus mortus in utero, FMU) prema kriterijumima Svetske
zdravstvene organizacije (SZO) se definiSe kao odustvo sréane radnje ploda nakon 26 nedelje

112 7
Vedéina rezultata

gestacije, odnosno kod ploda ¢ija je telesna tezina iznad 1000 grama.
obavljenih istrazivanja pokazuje da je najveéi broj intrauterusnih smrti ploda posledica

poremeéene placentacije ili njenih komplikacija.' "
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Uzroci intrauterusne smrti ploda mogu biti od strane ploda (hromozomske abnormalnosti ili
infekcije) majke (hroni¢na oboljenja, preeklampsija, urodene i steCene trombofilije) i
posteljice (abrupcija, infekcije).''? Uzroci u 12 do 50% sludajeva su nepoznati.''? Autori
navode razli¢ite podatke o terminu kasne intrauterusne smrti ploda, pa se smatra da je to
period nakon 24 ili 28 NG. Trombofilija moze indirektno preko placentne insuficijencije i
komplikacija koje ona izaziva biti uzrok intrauterusne smrti ploda.

Many je u svojoj studiji komparirao trudnice sa intauterusnom smrti ploda u tre¢em trimestru
1 grupu zdravih trudnica. U ispitivanoj grupi je otkrio 42% trudnica koje su nosioci urodene
trombofilije u odnosu na kontrolnu grupu u kojoj je ucestalost bila 15% (OR 2.8, 95%; CI
1.5, 5.3, P =.001). Mutacija protrombina i deficit proteina S bili su znacajno visi u ispitivanoj
u odnosu na kontrolnu grupu (OR 2.3, 95%; CI 1.3, 4.0, 1 OR 3.2, 95%; RI 2.4, 4.1).'"®
Santoro je nasao da su mutacija FV Leiden i FII G20210A prisutniji kod trudnica sa
intrauterusnom smrti ploda nakon 20 NG (19.6%, P=0.001).""* Sottilotta je ispitivao grupu
trudnica sa neobjasnjenom intrauterusnom smrti ploda i nasao znacajno vecu ucestalost
mutacije FV Leiden i mutacije FII G20210A (p<0.0005).'"

Kocher u studiji od 5000 trudnica je uoc¢io znacajno ve¢éi rizik kod zena koje su nosioci FV
Leiden mutacije od intrauterusne smrti ploda.''®

Lissalde je u manjoj studi koja je obuhvatila 100 trudnica, uocio ¢es¢u pojavu FMU-a kod
trudnica sa mutacijom FV Leiden i mutacijom faktora IT G20210A.""

Preston je u kontrolisanoj prospektivnoj studiji uocio da trudnice koje imaju vise od jedne
trombofilije imaju veéu Sansu za FMU (OR 14,4%). Za pojedinac¢ne trombofilije OR je bio
5,2% za deficit antitrombina, 2,3% za deficit proteina C, 3,3% za deficit proteina S i 2,0% za
F V Leiden.""®

Nosioci mutacije PAI u formi homo ili heterozigota imaju rizik za intrauterusnu smrt ploda

(OR 2.4; 95%; CI 1.1-5.5; P 0.032).%

1.11. TROMBOFILIJA I VTE

(PE)."" Tako je vrlo retka, jedan je od vode¢ih uzroka maternalnog morbiditeta i mortaliteta.
Klinicki simptomi DVT mogu biti diskretni 1 ¢esto ih je tesko razlikovati od gestacijskog

edema.
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Dijagnosticki test izbora je Doppler ultrazvucni pregled venske kompresije i odredivanje D
dimera. Plu¢na embolija se manifestuje kao dispneja i tahipneja.'"” Venski tromboembolizam
tokom trudnoée se javlja sa udestalo§éu od 1/1000 porodaja.'* Trudnice imaju 4 do 5 puta
povecan rizik za tromboembolijskse komplikacije u odnosu na period van trudnoée.'*® Zbog
protrombotskog stanja, usporenog toka krvi rizik za VTE je najizrazeniji postpartalno
narocito kod trudnica porodenih Carski rezom. Kod Zena sa urodenom trombofilijom cesto se
DVT ispolji pvi put u trudno¢i. U SAD venski tromboembolizam ukljucujuéi i emboliju

120

pluéa je uzrok 9% svih maternalnih smrtnosti. = 50% svih trudnica sa VTE u trudno¢i ima

neku od urodenih trombofilija.'*"'*

Najcées¢e mutacije su FV Leiden i mutacija
protrombina.'**

U studiji Middeldorp navodi da je 44% trudnica sa mutacijom FV Leiden ima istoriju
VTE.'"” Trudnice sa mutacijom faktora II imaju 17% Sansu da razviju VTE tokom

r 121
trudnoce.

U objavljenoj meta analizi koja je analizirala rizik za nastanak VTE u trudno¢i
komplikovanoj naslednom trombofilijom nadeno je da najveéi rizik imaju trudnice sa FV
Leiden homozigot mutacijom (OR 43,4%) i homozigoti za mutaciju FII G20210A (OR
24,4%).'*

Sli¢ne rezultate su objavili 1 drugi autori, VTE u trudno¢i ¢e razvitil od 500 trudnica koje su
heterozigoti za FV Leiden i 1 od 200 trudnica koje su nosioci mutacije faktora II
G20210A."*" Autori iznose podatke o moguénosti nastanka VTE u trudnoéi kod razli¢itih
oblika urodenih trombofilija: OR za trudnice sa VTE i deficitom proteina C je 4,8%, za
trudnice sa deficitom proteina S je 3,2 %, a 4,7% za deficit antitrombina.'**

U velikoj meta analizi koja je obuhvatila 79 studija uoceno je da heterozigoti za mutaciju FII
G20210A imaju tri puta vedi rizik za razvoj VTE u trudnoéi.'"”

Rizik za VTE je veéi u treem trimestru i nakon porodaja. Relativni rizik za nastanak VTE
Sest nedelja nakon porodaja je 20 puta veéi nego tokom trudnoce.'**!

Van trudnoce najCeSéa je tromboza potkolenica. U trudnoéi je najces¢a tromboza leve
iliofemoralne vene. Ovo je posledica pritiska na levu ilijaénu venu od strane desne ilija¢ne

arterije usled pritiska gravidnog uterusa na donju $uplju venu.*''*

1.12. DJAGNOZA TROMBOFILIJE

Jo§ uvek postoje opre¢na misljenja o tome kada i koga treba testirati na trombofilije.'*’
Testiranje ne treba sprovoditi za vreme akutnog ataka jer dokazivanje prisustva trombofilije

ov .o 12
ne uti¢e na terapiju.'>’
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Naprotiv, testiranje na trombofilije je potrebno uraditi kada je moguce tromboprofilaksom
spreciti komplikacije (u trudno¢i) ili uticati na terapijski protokol (SLE, antifosfolipidni Sy).
Kriterijumi za testiranje su: sve trudnice koje su imale jednu ili viSe intrauterusnih smrti
nepoznate etiologije kod morfoloski zdravog ploda, tri i viSe spontanih pobacaja pre 12
nedelje gestacije, jedan ili viSe porodaja pre 34 NG wuzrokovanih preeklampisijom,
eklampsijom, intrauterusnim zastojem u rastu ploda ili abrupcijom placentne.'”’ Pitanje se
postavlja da li treba testirati pacijentkinje bez simptoma. Radi odluke o tromboprofilaksi u
trudno¢i treba testirati pre prve trudnoée: sve Zene koje su imale VTE uz minimalni
provocirauéi faktor, a nisu bile na oralnoj kontracepciji i asimptomatske zene koje imaju u
porodi¢noj anamnezi (prvi stepen srodnosti) VTE sa nepoznatim trombofilicnim statusom.
Takode i1 sve zene koje su imale VTE u prethodnoj trudno¢i, bilo nakon trudnoée ili tokom
uzimanja oralne kontracepcije.'”’
Testiranje ne treba sprovodti tokom akutne faze tromboze jer uti¢e na rezultate. Idealno bi
bilo da se testiranje sprovede 4-6 nedelja nakon zavrsene antikoagulantne terapije. Ukoliko je
pacijent dozivotno na antikoagulantnoj terapiji potrebno je o tome obavestiti laboratoriju u
kojoj se vrsi testiranje. Da bi testiranje bilo adekvatno potrebno je da prode 8 nedelja od
prethodne trudnoce ili prekida uzimanja oralne kontracepcije. Za razliku od nefrakcioniranog
heparina koji moze izazvati snizenje AT III, primena niskomolekularnog heparina ne utice na
rezultate.'”®
Ameri¢ko udruzenje obstetricara i ginekologa dalo je smernice za ispitivanje trudnica na
urodene trombofilije:'™
1. Pacijentkinje koje su imale IUGR i PE u prethodnoj trudno¢i nije neophodno da se
testiraju i le¢e od trombofilije- preporuka Nivoa B
2. Pacijentkinje koje su imale rekurentne pobacaje ili abrupciju u prethodnoj trudnoci
nije potrebo ispitivati na urodene trombofilije jer se ne zna da li postoji efekat
primene antikoagulanasa-nivo B.
3. Nije potrebno ispitivanje na prisustvo MTHFR mutacije jer prisustvo ove mutacije
nije povezano sa negativnim efektima na trudn¢u-Nivo B
4. Skrining za urodene trombofilije ukljucuje mutaciju faktora V Leiden, mutaciju
protrombina G20210A; mutacija protrombina, deficit proteina C i proteina S
deficiencies ( bazirano na nivou C utvrdeno konzensusom na osnovu stru¢nog

misljenja)
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Ispitivanje na urodene trombofilije podrazumeva odredivanje prirodnih inhibitora koagulacije
odredivanjem funkcionalne aktivnosti antitrombina III (0.8-1.2 TU/ml), Proteina C (0.7-1.4
IU/ml), Proteina S (0.7-1.0 IU/ml) i disfibrinogenemije.'”® Progirena ispitivanja
podrazumevaju odredivanje rezistencije na aktivirani protein C odnos (>2.5 ), mutacije F V
Leiden (normalni aleli, heterozigoti, homozigoti), mutacije FII G20210A (normalan,
homozigot, heterozigot), mutacija inhibitora aktivatora plazminogena PAI-1 (normalan,
homozigot 4G/4G, 5G/5G, heterozigot 4G/5G).""

Ispitivanje za steCene trombofilije podrazumeva odredivanje LAC, anti beta 2 glikoprteinski
antitela (IgG I IgM) i antkardiolipinskih antitela (IgG I IgM).

Laboratorijsko odredivanje navedenih parametara bazira se na testovima koji se izvode iz
plazme ispitanika (fenotipizacija) ili analizom pojedinih mutacija iz izolovane DNA
ispitanika (genotipizacija). Mutacije FV Leiden, FII G20210A i MTHFR C677T se dokazuju
umnozavanjem Zzeljenog segmenta gena reakcijom lanfanog umnozavanja polimerazom
(polimerase chain-reaction i PCR) direktno iz uzoraka pune krvi, bez prethodne izolacije
DNK."

Dve najces¢e mutacije u populaciji su mutacija FV Leiden (3-7%) i mutacija FII G20210A
(1-3%). One povecavaju rizik skoro 5 puta za nastanak prve epizode VTE i nose mali rizik od
ponovne tromboze. Deficit proteina C i proteina S su retke mutacije u populaciji. One
povecavaju 10 puta rizik za nastanak prve epizode VTE i za dva puta rizik za ponovljenu
VTE.”

Trombofilije visokog rizika (visokotrombogene) su: deficit antitrombina III, deficit proteina
C 1 S. Trombofilije umerenog rizika su: mutacija FV Leiden i mutacija FII G20210A.
Trombofilije niskog rizika su: MTHFR mutacija i mutacija PAI>®

1.13. TRETMAN TRUDNICA SA TROMBOFILIJOM

Sve komplikacije u trudno¢i kod trudnica sa trombofilijom (ponovljeni pobacaji, FMU,
IUGR, PE, abrupcija posteljice, VTE, prevremeni porodaj) su udruzene sa insuficijentnom
uteroplacentnom cirkulacijom'*""?*,

Vecina Doplerskih studija su analizirale protok kroz umbilikalnu arteriju i uterine arterije kod
trudnica sa antifosfolipidnim sindrmom. Prisustvo poviSenog otpora i pojava notcha takode

su prisutni kod komplikacija u trudno¢i pacijentkinja sa trombofilijom."*
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Cok je u svojoj studiji uo€io da povecanje otpora u uterinim arterijama kod 25% trudnica
koje su razvile PE. Prisustvo poviSenog otpora u uterinim arterijama tokom drugog trimestra
upuéuje na moguéu pojavu preeklampsije, [TUGR-a kao i prematuriteta.'>

Merenje doplera uterinih krvnih sudova izmedu 24 i 26 NG moze ukazati na grupu trudnica
sa visokim rizikom za perinatalne komplikacije.”’* Direktno osteéenje trofoblasta i
uteroplacentna tromboza mogu biti jedan od patofizioloSkih mehanizama komplikacija
trudnoce kod trudnica sa trombofilijom. Ultrasonografski oni se mogu prikazati kao patoloski
dopler indexi u fetoplacentnoj i utreoplacentnoj cirkulaciji, TUGR i oligoamnion.'**

Prema podacima kod trudnica sa APSy primena LMWH pospeSuje ivaziju trofoblasta i
smanjuje ucestalost tromboze u interviloznim prostorima i na taj nacin spreava pojavu
komplikacija u trudnoéi.'*®

Bujold je uocio da primena male doze Aspirina primenjena do 16 NG, kod pacijentkinja sa

ultrazvuéno utvrdenom losom placentacijom, smanjuje incidencu PE.'*

Ovi podaci sugeriSu
da se kod pacijentkinja sa trombofilijom meri vrednost Ri i S/D u uterinim arterijama, kako
bi se uocila neadekvatna placentacija a time dala moguénost uvodenju dodatne terapije.
Povisen otpor u uterinim arterijama je udruzen sa povisenim rizikom za razvoj PE, IUGR-a i
FMU-a.

Grandon je u svojoj studiji naSao da trudnice sa urodenom trombofilijom i obostrano
prisutnim nocevima imaju 6 puta veéi rizik za razvoj razli¢itih komplikacija u trudnoéi u
odnosu na trudnice sa normalnim protokom.'*?

U prvom trimestru je maximalna invazija trofoblasta, $to je moguce pratiti protokom kroz
uterine krvne sudove. Melchiore je pokazao znacajnu vezu izmedu otpora u uterinim
arterijama i SGA ploda."’

Magrples je u svoj studiji prikazao da su patoloski ultrazvucni parametri (odsutan protok u
dijastoli, oligoamnion, zastoj u rastu ploda) bili ¢eS¢i u grupi pacijentkinja sa urodenom
trombofilijom koje nisu tretirane LMWH u odnosu na grupu koju su primale LMWH (2.8 +
2.1 vs. 45 + 2.2; p 5 0.001)."® Patologki UZ parametri su &esée bili prisutni u drugom i
tre¢em trimestru (2.8 + 2.1 vs. 4.5 +2.2; p 5 0.001). Primena LMWH je znacajno smanjila

rizik od razvoja oligoamniona (27.3% u odnosu na 7%, p 1/4 0.03). '*®
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1.14. TERAPIJA KOD TRUDNICA SA URODENOM TROMBOFILIJOM

Klini¢ke studije sugeriSu da primena nisko molekularnog heparina tokom trudnoc¢e znacajno
smanjuje broj komplikacija u trudno¢i kod trudnica sa optre¢enom akuserskom
anamnezom.** Primena LMWH se pokazala bezbednom tokom trudnoée.** U retrospektivnoj
studiji Brennera analizirano je 50 trudnica sa ponovljenim gubicima trudnoée koje su bile
tretirane Enoxaparinom 40 mg-80 mg dnevno. Primena ove terapije dovodi do znacajnog
smanjenja komplikacija tokom trudnoée sa povecanjem stope Zivorodenosti 69-83%.'
Prema ovim podacima visa doza Enoxaparina (od 80 mg) ima potencijalno bolji efekat kod
pacijentkinja sa trombogenijim trombofilijama ili kod istovremenog postojanja dve urodene
trombofilije.

Stopa zivorodenosti kod profilakticke primene Enoxaparina je iznosila 78% kod trudnica sa
mutacijom FV Leiden i 84,4% sa MTHFR C677T mutacijom.'”” Primena LMWH je
udruZena sa niskim rizikom za krvavljenje i niskom stopom HIT-a.**'*

Prilikom odluke o antikoagulantoj profilaksi tokom trudnoce postoje dva stava.

Prvi je baziran na nekontrolisanim publikovanim studijama, u kojima su se komparirale
pacijentkinje sa prethodnim lo$im ishodom trudnoce i koji savetuje primenu antikoagulantne
terapije tokom naredne trudnoée.**'*

Drugi stav, koji obzirom na odsustvo kontrolisanih studija, ne podrzava profilaksu sa
LMWH.'"*!

Gris je u svojoj studiji izneo rezultate prema kojima je primena Enoxaparina znacajno
efikasnija kao profilaksa u spre¢avanju gubitaka narednoj trudno¢i u u odnosu na primenu
niskih doza Aspirina OR=15.5 (95% ,CI, 7-34, P <.0001). Autor nije uocio znacajnu razliku
u stopi zivorodenih kod trudnica sa urodenom trombofilijom na profilaktickim dozama
LMWH, a sa prethodnim ranim gubitkom trudnoce, u odnosu na trudnice koje nisu bile na
terapiji LMWH (RR 0.81, 95% CI, 0.55 to 1.19, p=0.28).'** U ALIFE kontrolisanoj placebo
studiji prac¢en je ishod trudnoce (stopa zivorodenih) kod trudnica sa gubitkom trudnoce
nepoznate etiologije pre 20 NG. Jednu grupu su sacinjavale trudnice na terapiji Aspirinom sa
ili bez Fraxiparina a drugu grpu su Cinile pacijentkinje sa placebo efektom. Uoceno da u
grupi sa Asprinom ili sa Fraxiparinom nije registrovano povecéanje stope zivorodenosti u

143
odnosu na kontrolnu grupu.
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S obzirom na mogué patofizioloSki mehanizam koji dovodi do nastanka komplikacija u
trudno¢i kod trudnica sa urodenom trombofilijom primena LMWH se savetuje u periodu pre
primarne invazije trofoblasta (idealno do 6 NG), ali i da primena ima efekta ukoliko se
terapija ukljuéi do 18 NG kada se zavriava druga faza trofoblaste invazije.'*

Mnoge studije sugeriSu da je mehanizam delovanja LMWH mnogo komplikovaniji od
jednostavne inhibicije trombina. An je u svoj studiji analizirao visoko rizi¢ne trudno¢e kod
misSeva i ustanovio znacajno bolji ishod ukoliko su tretirani LMWH. On smatra da LMWH
indirektno inhibira factor Xa preko svog efekta na antitrombin. Ovi efekti nisu uoceni kada su
tretitani direktno inhibitorom trombina, i indirektnim specifi¢nim Xa inhibitorm.

Druga studija je prikazala da primena LMWH takodje blokira aktivaciju komplementa

iniciranjem aPL-IgG meta na decidualnom tkivu.'*®

Drugi efekat podrazuvema direktan
efekat na trofoblast kao sto je redukcija apoptoze, poboljSanje endometrijalne angiogeneze i
modulacija imunog sistema.'*’

Rodger 1 saradnici su objavili rezultate metaanalize u kojoj su komparirali pojavu
ponovljenih opstetrickih komplikacija sa terapijom LMWH i bez nje. Praéena je pojava PE,
IUGR-a, FMU nakon 20 NG ili abrupcije posteljice.

Od trudnica sa terapijom LMWH 18,7 je imalo ponovljene opstetricke komplikacije u odnosu
na 42,9% pacijentkinja koje su bile bez terapije LMWH (p < 0.01).* U prospektivnoj studiji
Vossena i saradnika komparirali su u prvoj trudnoé¢i trudnice sa trombofilijom i profilaksom

LMWH i kontrolnu grupu bez profilakse. Rizik za gubitak ploda je bio blago povisen u grupi
bez tromboprofilakse (10/48,21%) u odnosu na (7/83,8%).'*

S toga zaklju¢ak, na osnovu objavljene literature, je da ukoliko se dokaze prisustvo
trombofilije kod trudnica sa prethodno optereCenom anamnezom treba ukljuciti profilaksu sa
antikoagulansima. Potencijalne opasnosti po fetus zbog primene antikoagulantne terapije su

149

teratogenost, krvavljenje i gubitak trudnoce. ™ Nefrakcionirani heparin i nisko-molekularni

heparin ne prolaze kroz posteljicu i samim tim nisu $teti po fetus.'*

Naprotiv oralni
antikoagulasni, antagonisti K vitamina, prolaze posteljicu i mogu biti teratogeni.
Najznacajnije komplikacije antikoagulantne terapije kod majke su krvarenje (za sve
antikoagulanse), heparinom indukovana trombocitopenija, osteoporoza, alergijske reakcije na
kozi (za heparin i derivate heparina) i nekroza koZe (za kumarinske derivate).'*
Nefrakcionisani i niskomolekularni heparin se ne izlu¢uju maj¢inim mlekom tako da se mogu

bezbedno primenjivati tokom dojenja.
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1.14.1. SMERNICE ZA PRIMENU ANTIKOAGULANTNE TERAPIJE U
TRUDNOCI

Ameri¢ko udruZenje obstetri¢ara i ginekologa da lo je preporuke za primenu LMWH:'®®

1. Za trombofilije niskog rizika bez prethodne VTE, savetuje se prac¢enje trudnoce bez
antikoagulantne terapije. Niskomolekularni heparin ili nefrakcionirani heparin se
preporucuje prepartalno. Trombofilije niskog rizika podrazumevaju mutaciju
heterozigotnu formu FV Leiden, mutaciju FII G20210A, protein C i protein S deficit.
Antikoagulantu terapiju peripartalno treba ukljuciti samo ukoliko postoje dodatni
razlozi.

2. Za trombofilije niskog rizika sa jednom prethodnom epizodom VTE koje nisu na
dugotrajnoj terapiji, antepartalni tretman podrazumeva profilakti¢ku ili srednju dozu
LMWH ili nadzor bez terapije. Postpartalni tretman ukljucuje antikoagulantu terapiju
ili srednje doze LMWH ili nefrakcioniranog Heparina.

3. Za trombofilije visokog rizika bez prethodne VTE potrebna je profilakticka primena
LMWH ili nefrakcionarnog heparina antepartalno i post partalno. Trombofilije
visokog rizika su deficit antitrombina, postojenje dvostruke heterozigotne mutacie za
FII G20210A i FV Leiden, homozigot FV Leiden i homozigot za mutaciju FII
G20210A.

4. Kod trombofilija vioskog rizika sa prethodnom epizodom VTE potrebna je
antikoagulantna terapija tokom cele trudnoée i porodaja sa srednjim dozmama
LWMH ili nefrakcioniranog heparina.

Postpartalano je potrebno da pacijent jo§ 6 nedelja prima LMWH, sa terapijskim

nivoom visim ili, barem na vrednostima prepartalne terapije.

5. Trudnice sa prethodnom epizodom VTE a bez trombofilije udruzene sa pojedina¢nim
prolaznim rizikom koji nije prisutan duze vreme (iskljucujuéi trudnodu ili drugi
estrogenom uzrokovan riziko faktor) treba pratiti bez antikoagulantne terapije pre 1
postpartalnoTrudnice sa jednom epizodom VTE, a bez trombofilije, potrebno je da

anteparalno i postpartalno primaju profilakticku dozu LMWH.
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6. Trudnice bez trombofilije koje su imale jednu epizodu VTE, udruzenom sa
trudno¢om ili estrogen zavisinim faktorom bez dodatnih faktora rizika i koje nisu
primale dugotrajnu antikoagulantu terapiju, potrebno je da primaju profilakticku dozu
antepartalno 1 postpartalno.

7. Zene koje su imale 2 ili vie epizoda VTE i ne primaju dugotrajnu antikoagulantu
terapiju potrebno je antepartalno da dobijaju profilakticku ili terapijsku dozu LMWH i
antikoagulantnu terapiju postpartalno. Ukoliko one ve¢ primaju terapijsku dozu
LMWH ili nefrakcionirani heparin, potrebno je da se antikoagulanta terapija nastavi

antepartalno 1 postpartalno.

Tabela 3: Sema primene heparina:''

Profilakti¢ka doza Intermedijarna doza | Terapijska doza
Nefrakcionirani 5000ij 2 puta dnevno | 10000ij 2 puta
heparin dnevno
Enoxaparin 40mg dnevno 40 mg na svakih 12h
(Clexane) ili 1mg/kg dnevno t mg/hg 12 sa
Dalteparin 5000ij dnevno 5000ijna 12 h 100ij/kg na 12 sati
(Fragmin)
Nadroparin 3800ij dnevno 3800ijna 12 h 100ij/kg na 12 sati
(Fraxiparin)

Lecenje duboke venske tromboze koja je prvi put nastala u trudnoé¢i moze se sprovoditi
nisko-molekularnim heparinorn (LMWH) ili nefrakcionisanim heprinorn (UFH). Za pocetak
lecenja venskog tromboembolizma u trudno¢i niskomolekularnim heparinorn primenjuje se
doza prilagodena telesnoj masi (po preporuci proizvodjaga).'™

Kako trudno¢a napreduje, menja se volumen distribucije LMWH a promene bubrezne
funkcije utiCu na farmakodinamiku, tako da su za nastavak leCenja moguca tri pristupa:
odrzavanje pocetne doze tokom c¢itavog perioda leCenja (obi¢no je to cela trudnoéa); izmena
doze proporcionalno promeni telesne mase, odredivanje heparinemije jednom mesecno 4-6

sati nakon aplikacije leka i podeSavanje doze tako da nivo antiXa o bude 0,5-1,2 U/ml

ukoliko se heparin daje dvokratno, a 1,0-2,0 U/ml ukoliko se aplikuje jednom dnevno.""
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Da bi se izbegao nezeljeni antikoagulantni efekat tokom porodaja se preporucuje se prekid
primene heparina 24 sata pred elektivni porodaj.""

Ako postoji visok rizik od recidiva (proksimalna DVT ili PTE unutar 4 nedelje) lecenje se
sprovodi i.v. heparinom koji se iskljucuje 4-6 sati pre ocekivanog vremena porodaja. Ako
porodaj zapoc¢ne spontano kod Zena koje primaju s.c.

UFH neophodno je pracenje aPTT i ukoliko je test produzen, pred sam porodaj potrebno je
razmotriti davanje protamin sulfata u cilju neutralizacije heparina, ukoliko se proceni da je
rizik od nastanka krvarenja veliki.'”' Za sve prethodno nabrojane grupe indikovana je

primena postpartalne profilakse heparinom ili oralnim antikoagulansima u trajanju od 4 do 8

nedelja.”!

Slika 7:Postpartalna primena Fraxiparina

preuzeto sa www.anticoagulationinpregnancy.com

y
LMWVWH entire pregnancy +
6 weeks postpartum
VTE DISEASE {(VTE disease due to transient RF: only
Previous episode LMVWH postpartum) y
-
High risk thrombophilia LMVWH entire pregnancy +
withAF of 6 weeks postpartum
VTE disease o

Antenatal surveillance
Consider LMVVH if additional RF
LIMWH 6 weeks postpartum

High risk throm bophilia
without AF

- 2= Antenatal surveillance
Low risk throm bophilia LIMWH 7 weeks postnatal

Consider at start of pregnancy if there\

Thrombosis risk factors are intercurrent problems and
postpartum:

LMWH if > additional RF

A

D dimer nastaje prilikom razgradnje stvorenog fibrinskog ugruska. Krajnji ishod koagulacije
je stvaranje fibrina, Sto pokrece fibrinolizu. Stvaranje fibrinskih niti dovodi do vezivanja
tkivnog plazminogen aktivatora za fibrin, $to izaziva pretvaranje plazminogena u plazmin.

Plazmin razgraduje fibrin i fibrinogen. Krajnji raspadni produk fibrina je D dimer.
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Vrednost D dimera se menja tokom tokom fiziolSke trudnoce. Porast vrednosti D dimera je
46% od koncentracije u periodu 12 do 24 NG i od 24 do 34 NG. U toku prvog trimestra
normalnu vrednost ima 84% pacijentkinja u drugom 33% 1 u treCem trimestru 1%.

Porast D dimera ukazuje na povecanu aktivnost trombina i povecanu fibrinoliti¢ku aktivnost .
S obzirom na porast vrednosti D dimera tokom trudno¢e i doze LMWH treba prilagoditi
tome.

Vrednost D dimera raste tokom DVT. Specificnost nije visoka s obzirom da vrednost D
dimera raste tokom fiziolske trudnoc¢e. Povsen D dimer moze biti kod: DIK (diseminirane
intravaskularne koagulopatije), infekcije, nakon operacije, zbog maligniteta. Odsustvo

porasta D dimera uz UZ ili klinicko odsustvo znakova DVT iskljuc¢uje DVT.

Tabela 4: Vrednost D-dimera tokom trudnoce:

(preuzeto sa perinatology.com)

Jedinice Van Trudnoce Prvi trimestar | Drugi Trimestar | Treci trimestar

nug/mL < 0.5 0.05-0.95 0.32-1.29 0.13-1.7
pg/L <500 50-950 320-1290 130 - 1700

ng/mL

nmol/L <2.7 03-52 1.8-7.1 0.7-9.3
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Smanjenje broja obstetrickih komplikacija kod trudnica sa trombofilijom predstavlja izazov u
svakodnevnoj klini¢koj praksi. Uprkos mnogobrojnim sprovedenim istrazivanjima
etiopatogeneza trombofilije nije do kraja razjasnjena. Verovatni etioloski faktori su,
imunoloski, genetski, oksidativni stres te bi idealni prediktivni model trebalo da obuhvati sve
ove parametre.

S obzirom da je u osnovi svih komplikacija patofizioloski proces koji dovodi do poremecaja
placentacije pocinje u najranijoj gestaciji, pravovremena primena adekvatne terapije bi
poboljsala ishod trudnoce.

1. Ispitati da i primena LMWH kod pacijentkinja sa optere¢enom akusSerskom anamnezom i
dokazanom urodenom trombofilijom uti¢e na broj zivorodene dece.

2. Odrediti ucestalost obstetrickih komplikacija (spontani pobacaj, intrauterusna smrt ploda,
abrupcija posteljice, PE, VTE, prevremeni porodaj i [UGR) kod trudnica sa optere¢enom
akuSerskom anamnezom, dokazanom urodenom trombofilijom koje su na terapiji LMWH od
momenta ultrasonografskog dijagnostikovanja trudnoce.

3. Utvrditi da 1i primena LMWH smanjuje ucestalost obstetrickih komplikacija (VTE, PE,
abrupcije, prevremenog porodaja, spontanog pobacaja, FMU) u odnosu na njihovu ucestalost
pre primene terapije.

4. Utvrditi da li je primena LMWH tok trudno¢e bezbedna za trudnice sa dokazanom
urodenom trombofilijom a pradenjem pojave eventualnog krvavljenja, trombocitopenije i
alergije.

5. Utvrditi da li postoji korelacija izmedu UZ nalaza (PTM, koli¢ine plodove vode,
doplerskih indexa u atreriji umbilicalis i uterinim arterijama) i pojave komplikacija (IUGR,
PE).

6. Ispitati da li primena Cardiopirina uz terapiju Fraxiparinom nakon detektovanja patoloskog
protoka kroz uterine arterije u 18 NG uti¢e na poboljSanja protoka kroz uterine arterije do
termina porodaja a time i ishod trudnoce.

7. Da se utvrdi ucestalost rali¢itih vrsta urodenih trombofilija u ispitivanoj grupi.

8. Da se ispita da li postoji razlika u ucestalosti obstetrickih komplikacija u odnosu na vrstu
urodene trombofilije.

9. Da se ispita ucestalost pojave VTE 6 nedelja nakon porodaja kod trudnica sa urodenom

trombofilijom koje su na profilaktickim dozama LMWH i 6 nedelja nakon porodaja.
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10. Utvrditi promene u aktivnosti enzima antioksidativne zastite (SOD, CAT, GSH-Px i GR)

u erirocitima i plazmi kod trudnica sa trombofilijom pre i nakon porodaja u odnosu na zdrave

trudnice.
11. Utvrditi promene u aktivnosti enzima antioksidativne zastite (SOD, CAT, GSH-Px i GR)

u posteljici trudnica sa trombofilijom u odnosu na zdrave trudnice.
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3. METODOLOGIJA

3.1. 1ZVOR PODATAKA

Longitudinalnom studijom je obuhvadeno 60 trudnica koje su bile hospitalizovane i

kontrolisane u GAK “Narodni Front” u Beogradu u toku 2013 godine, a kod kojih je

dijagnoza urodene trombofilije postavljena pre ispitivane trudnoce. Svim trudnicama

uklju€enim u ispitivanje prvi put je ukljucivana antikoagulantna terapija u vidu nisko

molekularnom heparina-fraxiparina.

U studiju su ukljucene trudnice koje su:

imale bar jednu trudnodéu pracenu komplikacijama: spontani pobacaji, izostali
pobacaji (missed abortion), intrauterusnu smrt ploda, prevremeni porodaj,
preeklampsiju, gestacijsku hiprtenziju, abrupciju posteljice, vensku trmboembolijsku
komplikaciju.

dokazanu urodenu trombofiliju

jednoplodnu trudnoéu

U studiju nisu ukljuéene trudnice:

sa gemelarnom trudno¢om,

-trudnoce ostvarene IVF-om,

-trudno¢e kod kojih je prekid indikovan hromozomskim ili anatomskim
malformacijama ploda,

trudnoce sa prethodno dijagnostikovanim autoimunim oboljenjem.

Na osnovu ovih kriterijuma, iz studije je iskljuc¢eno 10 trudnica. Dve trudnice su samostalno

napustile studiju, pet trudnica su trudno¢u ostavrile IVF-om, dve trudnice su prekinule

trudno¢u zbog patoloskog kariotipa ploda a jedna trudnoca je prekinuta zbog sréane mane

ploda. U studiji je ostalo 60 trudnica sa urodenom trombofilijom koje ispunjavaju postavljane

kriterijume.
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3.2. PODACI O POSMATRANIM POREMECAJIMA U TRUDNOCI

* Gestacijska hipertenzija je definisana kao pojava povisenog krvnog pritiska iznad
140/90 mmHg nakon 20 NG.

* Preeklampsija je definisana kao pojava proteinurije vise od 0,3 gr u 24 h urinu uz
postojanje povisenog krvnog pritiska iznad 140/90 mmHg.

e HELLP Sy je definisan kao pojava tombocitopenije < 100.000, porast transaminaza
AST, ALT iznad grani¢nih vrednosti, proteinurije iznad 5 gr za 24 h i povisenog
krvnog pritiska iznad 140/90 mmHg.

* Dijagnoza abrupcije posteljice je postavljena na osnovu klinickih znakova
(vaginalno krvavljenje, hipertonus uterusa, bol, retrohorioni hematom, hemoragicni
Sok ili potro$na koagulopatija).

* TUGR je definisan kao telesna masa manja od desetog percentila za datu gestacijsku
dob.

* Intrauterusna smrt ploda (FMU) je definisana kao odsustvo sréane radnje ploda
nakon 23 NG.

* Missed abortion je definisan kao prestanak sr¢ane radnje ploda do 12 NG. Klasi¢an
spontani pobacaj je definisan kao gubitak trudnocée koji je nastao usled krvavljenja do
12 NG.

* Prevremeni porodaj je definisan kao rodenje zivog deteta od 25 do 34 NG.

Trudnice za hipertenzijom su leCene Methyldopom a 250 mg od 2x1, pa do 3x2, u
slu¢ajevima gde terapija nije pomogla u regulaciji pritiska uklju¢ivan je Amlopin.

Svi pregledi su vrSeni i uzorci krvi uzimani tokom planiranih hospitalizacija: u prvom,
drugom, tre¢em trimestru, neposredno pred porodaj i 2 dana nakon porodaja. Pri svakoj
hospitalizaciji su kompletno klinicki, laboratorijski (KKS, biohemija, D dimer) i ultrazvu¢no
ispitane (posteljica, koli¢ina plodove vode, telesna masa, dopler indexi u umbilikalnoj i
uterinim arterijama). Gestacijska starost je odredivana prema amenoreji.

Sve ispitanice su dale pismeni pristanak za ucesce u studiji koju je odobrila Eticka Komisija

Medicinskog Fakulteta u Beogradu.
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Krvni pritisak je meren pri svakoj poseti, nakon 15-20 min mirovanja na desnoj nadlaktici
sfigmomanometrom. Izrazen je kao srednja vrednost dva uzastopna merenja. Svim
trudnicama sa poviSenim krvnim pritiskom je vodena Sok lista.

Uzorci krvi su sakupljani nakon prekono¢nog gladovanja (12 h) prema utvrdenom kalendaru
poseta; u prvom trimestru (mediana 14. nedelja trudnoce), drugom trimestru (mediana 24.
nedelja trudnoée), treCem trimestru (mediana 32. nedelja trudnoce), neposredno pred porodaj
(mediana 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 40C; podeljeni u odgovarajuée alikvote od 200 pL i

cuvani do analiziranja na temperaturi -800C.

3.3. PRIKUPLJENI PODACI

Kod ispitanica su odredeni slede¢i parametri:

3.3.1 Biofizicki podaci

¢ godine

* paritet

* akuSerska anamneza:

o prethodni porodaji i njihov ishod-zdravo terminsko, dete, prevremeni porodaj,
abrupcija, preeklampsija, intrauterusna smrt ploda, broj i vrsta pobacaja.
3.3.2 Biohemijski pokazatelji

* kompletna krvna slika: broj leukocita, eritrocita, trombocita, hemoglobin (HD),
hematokrit (Hct), zapremina eritrocita (MCV), prose¢na koli¢ina hemoglobina u
eritrocitu (MCH), prose¢na koncentracija hemoglobina u eritrocitima (MCHC)

* biohemijske analize: ureja, kreatinin, glukoza, ukupni proteini, mokra¢na kiselina,
gvozde, CRP, ukupan bilirubin, alanin aminotransferaza (ALT), aspartat
aminotransferaza (AST)

* vrednost D dimera

3.3.3 Hemodinamski pokazatelji
¢ utvrdivanje trudnoée (odredivanje CRL-a i sr¢ane radnje ploda)
e pregled u 12 NG (odredivanje CRL-a i potvrdivanje starosti trudnoce, odredivanje

nuhealne transluscence, protoka kroz ductus venosus)
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e pregled u 24 NG (odredivanje biometrije ploda i procena dinamike rasta ploda,
odredivanje koli¢ine plodove vode, lokalizacija i1 zrelost posteljice, odredivanje
protoka kroz a.umbilicalis Pi i1 S/D, odredivanje protoka kroz a uterinu Ri)

¢ pregled u 36 NG ili pred porodaj ukoliko je nastupio ranije (odredivanje biometrije
ploda i procena rasta ploda, odredivanje koli¢ine plodove vode, lokalizacija i zrelost
posteljice, odredivanje protoka kroz a.umbilicalis Pi I S/D,odredivanje protoka kroz a
uterinu Ri, protok kroz arteriu cerebri mediu P1)

* pre porodaja (odredivanje biometrije ploda i procena rasta ploda, odredivanje koli¢ine
plodove vode, lokalizacija i zrelost posteljice, odredivanje protoka kroz a.umbilicalis

Pi I S/D,odredivanje protoka kroz a uterinu Ri, protok kroz arteriu cerebri mediu Pi)

3.3.4 Pracenje ishoda trudnoce

* pobacaj,vaginalni porodaj ili carski rez,
* Ap skor,
* pojava komplikacija u trudnoci: gestacijska hipertenzija, prevremeni porodaj, PE,

abrupcija, [IUGR, spontani pobac¢aj, FMU i VTE.

3.3.5 Biohemijske procedure

Odredivanje aktivnosti antioksidantnih enzima iz eritocita

Biohemijska procedura uzorkovanja krvi

Od svih ispitanika uzeto je po 5 mL periferne venske krvi heparinizovanim Spricem (0.2 ml
heparina), pre i1 posle porodjaja. Eritrociti i plazma su razdvojeni centrifugiranjem (10 min na
5000 rpm, 4°C). Izdvojeni eritrociti su ispirani tri puta fizioloSkim rastvorom uz
centrifugiranje (10 min. na 5000 rpm, 4°C), i tako pripremljeni uzorci su zaledeni na -82°C.
Fetalna krv je uzimana odmah po porodaju iz pupcane vrpce u epruvete koje sadrze citrate i
cuvana na -82°C. Pred pocetak rada uzorci su odmrznuti i u njima je odredivana aktivnost
enzima SOD, CAT, GSH-Px, i GR.

Biohemijske analize radene su na: Institutu za Multidisciplinarna Istrazivanja, Univerziteta u

Beogradu.
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Odredivanje aktivnosti enzima iz eritrocita

Alikvoti tri puta ispranih eritrocita su lizirani. U delu lizata odredena je koli¢ina hemoglobina
(Hb) metodom Drabkin & Austin, a lizati su koriS¢eni za odredivanje aktivnosti enzima
antioksidacione zastite (CAT, GSH-Px, GR). Za odredivanje aktivnosti Cu/Zn SOD bilo je
neophodno prvo ukloniti hemoglobin metodom Tsuchihashi-ja.

Adrenalinska metoda za odredivanje aktivnosti SOD

Metoda koju smo koristili u naSem radu pripada grupi metoda "negativnog" tipa, jer se prati
smanjenje brzine autooksidacije adrenalina u alkalnoj sredini, koja je zavisna od O,.. Ovu
metodu su postavili Misra 1 Fridovich. Prisutna SOD uklanja O,-. i pri tome inhibira reakciju
autooksidacije adrenalina.

Brzina autooksidacije adrenalina prati se spektrofotometrijski preko promene apsorbance na
480 nm. Porast apsorbance na 480 nm potice od akumulacije adrenohroma.

Brzina autooksidacije adrenalina jednaka je nagibu linearnog dela porasta apsorbcije.
Procenat inhibicije koristi se kao mera kataliticke aktivnosti enzima.

Brzina autooksidacije adrenalina u odsustvu enzima uzima se kao referentna (kontrolna), a
brzinaautooksidacije u prisustvu SOD, odnosno proteina u citosolu predstavlja deo referentne

vrednosti.

RASTVORI
1. Adrenalin, 3x10-4 M u 0.1 M HCI .
Rastvor se priprema neposredno pre merenja.
2. Karbonatni pufer, pH 10.2 , sastava:
Na,CO; ....... 0.05M

EKSPERIMENTALNI POSTUPAK

U 3.2 mL reakcione smese koju ¢ine: 3 mL karbonatnog pufera, pH 10.2 i 0.1 mL rastvora
adrenalina, dodavano je 0.01 mL ranije pripremljenog supernatanta. Autooksidacija
adrenalina pracena je u toku Cetiri minuta na 480 nm. Reakcija je stabilna u temperaturnom

opsegu od 26-30°C. Uporedo je radena i kontrolna reakcija.
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Procenat inhibicije autooksidacije adrenalina u prisustvu SOD iz uzorka, u odnosu na
kontrolnu reakciju autooksidacije adrenalina koriS¢en je za izraCunavanje SOD aktivnosti.

Koli¢ina SOD izrazena je u jedinicama SOD aktivnosti po g Hb (jedinica (U)/g Hb). Jedinica
SOD aktivnosti definisana je kao zapremina, odnosno koli¢ina proteina koja uzrokuje 50%

inhibicije brzine autooksidacije adrenalina u linearnom delu porasta apsorpcije.

IzraCunavanje je uradeno po sledecoj jednacini:

SOD -1 = 2(AK — AA)xR
VxHbxAK
. AK - promena apsorpcije kontrolne reakcije u minuti
. AA - promena apsorpcije reakcije sa uzorkom u minuti
. V - zapremina uzorka koji se sipa u reakcionu smesu (mL)
. Hb - koli¢ina hemoglobina (g /100 mL lizata)
. R - razblazenje.

Odredivanje aktivnosti CAT

Aktivnost CAT u lizatu odredivana je po metodi Beutler-a. Metoda se sastoji u
spektrofotometrijskom pracenju brzine razgradnje H,O, u prisustvu CAT na 230 nm. Na toj

talasnoj duzini H,O, apsorbuje svetlost.

RASTVORI
1. Pufer, pH 8.0, sastava:
Tris HCI .............. M
EDTA ...ccovees 5mM
2. HoOguuevvvee 10 mM

Tacna koncentracija H>O, odredivana je na slede¢i nacin: u odnosu na apsorpciju razblazenog
rastvora pufera (1:10), kao nula, o€itavana je apsorpcija rastvora sastavljenog od 0.9 mL
razblazenog pufera i 0.1 mL razblaZzenog 30% rastvora H,O, (1:100). Koncentracija H,O,
izraCunavana je na osnovu ekstinkcionog koeficijenta, koji je za H,O; na 230 nm 0.071, po
formuli:

AAxRx100

CAT = ———
0,07 1xHbxV
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Dobijena koncentracija je potom razblazivana do 10 mM.

. AA - promena apsorpcije u minuti,
. R - razblazenje,
. V - zapremina uzorka (mL) i

. Hb - koli¢ina Hb (g/100 ml lizata ).
Odredivanje aktivnosti GSH-Px

Aktivnost GSH-Px odredivana je po modifikovanoj metodi Paglia i Valentine. Metoda se

zasniva na sledecoj reakciji:
26+ +HO, X, gssa +HP — K. 2GsH
NADPH +H  napPt
Ovom metodom se prati potrosnja NADPH, odnosno oksidacija NADPH uz GR na 340 nm.

Ova indirektna metoda koja meri promenu proizvoda reakcije pokazala se veoma

reproduktivnom u poredenju sa drugim metodama odredivanja GSH-Px aktivnosti.

RASTVORI
1. Fosfatni pufer pH 7.0.................... 0.5M
2. NADPH u 1% NaHCO:s................. 0.2 mM
3.GSHuuooieeeeeee 10-3 M
4. t-butil hidroperoksid....................... 0.03 M

5. GR (TYPE II spec. akt. 105 IU/mg proteina).

EKSPERIMENTALNI POSTUPAK

U staklenu kivetu dodaje se 1.6 mL vode, 0.3 mL pufera, 0.6 mL rastvora NADPH, 0.3 mL
rastvora GSH, 0.1 mL t-butil hidroperoksida i oko 0.05 mL uzorka, preracunati tako da bude
5% (m/m) Hb. Reakcija otpocinje dodatkom GR u koli¢ini od 105 IU/mg proteina. Reakcija
se odvija na temperaturi od 37°C. Apsorpcija se ofitava na 340nm od prvog do &etvrtog
minuta. Uporedo se radi i kontrolna reakcija. U kiveti kontrolne reakcije nalaze se svi

reagensi osim uzorka.
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Aktivnost GSH-Px se izra¢unava na slede¢i naéin:

GSH — Py = (A4 - AB)x100
6.22x0.833
. AA-promena apsorpcije /min za uzorak i
. AB-promena apsorpcije/min za kontrolnu reakciju.

Rezultati se izrazavaju u umol NADPH/min/g Hb.

Odredivanje aktivnosti GR

Odredivanje aktivnosti GR radeno je po metodi Glatzle i saradnika. GR katalizuje redukciju
oksidovanog glutationa sa NADPH:

NADPH *+H +GSSG —C28 = NADP® + 2GSH

Oksidacija NADPH se prati merenjem promene apsorpcije na 340 nm.

RASTVORI:
1. Fosfatni pufer pH 74................ 0.5M
2.EDTA ..o 0.5M
3. GSSGuuiiiiec, 2 mM
4. NADPH....cccooiiiiniiiniicnee 0.1 mM.

EKSPERIMENTALNI POSTUPAK

U spektrofotometrijsku kivetu sipa se 0,6 ml fosfatnog pufera, 0,1 ml GSSG, 0,1 ml uzorka i
vode do 3 ml (2ml). Reakcija otpocinje dodatkom 0,1 ml NADPH. Optimalna temperatura
reakcije je 37°C. Prati se promena apsorpcije u toku 3 minuta, a aktivnost izraéunava pomocu
jednacine:

R < (A4 - AB)x10° x3

6.22xVxHb
. AA-promena apsorpcije/minuti u uzorku,
. AB-promena apsorpcije/minuti u kontrolnom uzorku,
. V-zapremina uzorka i

. Hb-koli¢ina hemoglobina (g/100 ml lizata).
Aktivnost se izrazava u umol NADPH /min /g Hb.
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Odredivanje aktivnosti antioksidantnih enzima iz tkiva placente

Placente su uzimne odmah nakon porodjaja. Sa svake pojedinacne placente uzorkuje se
sedam isecaka sa razlicitih kotiledona, koji su locirani izmedu horionske i bazalne membrane
i koji su bez vidljivih infekcija, hematoma 1 kalcifikacije. Uzorkovani isecci posteljica
ispiraju se 0.9% rastvorom NaCl-a ohladenog na 4°C, da bi se uklonili ostaci krvi. Isprani
iseCci placenta zamrzavaju se u teCnom azotu i ¢uvaju, do daljeg koris¢enja u zamrzivacu na
-85°C.

Deo mase od 1g placenti koriS¢en je za odredivanje aktivnosti enzima SOD, CAT, GPX, GR.
Priprema uzoraka i kompletna biohemijska analiza uradena je na Institutu za

Multidisciplinarna Istrazivanja, Univerziteta u Beogradu.

Priprema uzoraka tkiva

Uzeto tkivo mase od 1g se macerira i homogenizuje u saharoznom puferu pH 7.4 (0.25 M
saharoza, 0.05 M TRIS HCl i ImM EDTA) blinder homogenizerom, 3 puta po 10 sekundi, po
metodi Rossi-ja i saradnika, i de Waziers-a i Albrecht-a. Uzorci su potom sonifikovani 3 puta
po 15 sekundi pri jacini od 10 kHz.

Sonifikat je centrifugiran u ultracentrifugi 90 minuta na 37500 rpm i 4°C, a zatim je izdvojen
supernatant koji je dalje zamrznut na -82°C do odredivanja koli¢ine proteina i enzimske

aktivnosti SOD, CAT, GSH-Px, 1 GR-a.
Odredivanje koncetracije proteina u tkivima
Koncentracija proteina u tkivima pacova odredivana je po metodi Lowry-ja i saradnika.

Vrednosti se ocitavaju sa standardne krive poznatih koncentracija rastvora govedeg albumina

1 izrazavaju se u mg proteina po g tkiva.
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Odredivanje aktivnosti SOD

Metoda koju smo koristili u naSem radu pripada grupi metoda "negativnog" tipa, jer se prati
smanjenje brzine autooksidacije adrenalina u alkalnoj sredini, koja je zavisna od O,. Prisutna
SOD uklanja O,.- i pri tome inhibira reakciju autooksidacije adrenalina.

Brzina autooksidacije adrenalina prati se spektrofotometrijski preko promene apsorbance na
480 nm. Porast apsorbance na 480 nm poti¢e od akumulacije adrenohroma.

Brzina autooksidacije adrenalina jednaka je nagibu linearnog dela porasta apsorbcije.
Procenat inhibicije koristi se kao mera kataliticke aktivnosti enzima. Brzina autooksidacije
adrenalina u odsustvu enzima uzima se kao referentna (kontrolna), a brzina autooksidacije u

prisustvu SOD, odnosno proteina u citosolu predstavlja deo referentne vrednosti.

RASTVORI:
1. Adrenalin, 3x10-4 M u 0.1 M HCI .
Rastvor se priprema neposredno pre merenja.
2. Karbonatni pufer, pH 10.2 , sastava:
Na,CO; ....... 0.05M

EKSPERIMENTALNI POSTUPAK

U 3.2 mL reakcione smese koju ¢ine: 3 mL karbonatnog pufera, pH 10.2 i 0.1 mL rastvora
adrenalina, dodavano je 0.01 mL ranije pripremljenog supernatanta. Autooksidacija
adrenalina pracena je u toku Cetiri minuta na 480 nm. Reakcija je stabilna u temperaturnom
opsegu od 26-30°C. Uporedo je radena i kontrolna reakcija. Procenat inhibicije
autooksidacije adrenalina u prisustvu SOD iz uzorka, u odnosu na kontrolnu reakciju
autooksidacije adrenalina koriS¢en je za izraCunavanje SOD aktivnosti.

Koli¢ina SOD izraZena je u jedinicama SOD aktivnosti po mg proteina. Jedinica SOD
aktivnosti definisana je kao zapremina, odnosno koli¢ina proteina koja uzrokuje 50%

inhibicije brzine autooksidacije adrenalina u linearnom delu porasta apsorpcije.
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IzraCunavanje je uradeno po sledecoj jednacini:

sop -1- 22 =20

. AK - promena apsorpcije kontrolne reakcije u minuti

. AA - promena apsorpcije reakcije sa uzorkom u minuti

. V - zapremina uzorka koji se sipa u reakcionu smesu (ml)
. Law - koli¢ina proteina (mg / ml lizata)

. R - razblazenje.

Odredivanje aktivnosti CAT

Aktivnost katalaze u sonifikatu odrelivana je po metodi Beutler-a. Metoda se sastoji u
spektrofotometrijskom pracenju brzine razgradnje vodonik-peroksida u prisustvu katalaze na

230 nm. Na toj talasnoj duzini vodonik-peroksid apsorbuje svetlost.

RASTVORI:
1. Pufer, pH 8.0, sastava:
Tris HCI ......... IM
EDTA ............. 5 mM
2. HoOguuevee 10 mM.

Tacna koncentracija vodonik-peroksida odredivana je na slede¢i nacin: u odnosu na
apsorpciju razblazenog rastvora pufera (1:10), kao nula, oCitavana je apsorpcija rastvora
sastavljenog od 0.9 mL razblazenog pufera i 0.1 mL razblazenog 30% rastvora H,O; (1:100).
Koncentracija H,O; izracunavana je na osnovu ekstinkcionog koeficijenta, koji je za H,O, na
230 nm 0.071, po formuli:
A A
(G —
0,071

Dobijena koncentracija je potom razblazivana do 10 mM.
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EKSPERIMENTALNI POSTUPAK

U kvarcnu kivetu u kojoj se nalazi 50 pL pufera dodavano je izmedu 5 i 50 pL uzorka
(zavisno od aktivnosti katalaze). Reakcija poc¢inje dodatkom 1mL 10 mM rastvora vodonik-
peroksida. Pad apsorbance pracen je na 230 nm u toku 3 minuta. Aktivnost je izrazavana u
jed/mg proteina odn. jed./g sveze mase, a jedinica je definisana kao koli¢ina redukovanog

H202, izrazena u uM, u minuti.

IzraCunavanje je vrSeno prema sledecoj jednacini:
AAxR
CAT =

0,071 x Lowx V
* AA - promena absorbance u minuti
* R - razblazenje
*V - zapremina uzorka (ml)

* Low - koli¢ina proteina ( mg/ ml sonifikata ).

Odredivanje aktivnosti GSH-Px

Aktivnost glutation-peroksidaze odredivana je po metodi Tamure i saradnika. Metoda se

zasniva na sledec¢oj reakciji:

GSH-Px GR
2 GSH + HyOy --emmmemmeee > (eR ] J— >2GSH
NADPH+H+ NADP+

Ovom metodom se prati potroSnja NADPH, odnosno oksidacija NADPH uz glutation
reduktazu na 340nm. Ova indirektna metoda koja meri promenu proizvoda reakcije pokazala

se veoma reproduktivnom u poredenju sa drugim metodama odredivanja GSH-Px aktivnosti.
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RASTVORI

1. Fosfatni pufer pH 7.0.......cccceenee. 0.5 M
2. NADPH u 1% NaHCO:s................... 0.2 mM
3.GSHu i 10-3 M
4 NANG e 1 mM
5.EDTA oot ImM
6. t-butilhidroperoksid........................ 0,03 M

7. GR (TYPE II spec. akt. 105 IU/mg proteina).

EKSPERIMENTALNI POSTUPAK

U staklenu kivetu spektrofotometra dodaje se 1.5 mL vode, 0.3 mL rastvora GSH, 0.6 mL
rastvora NADPH, 0.1 mL NaN3, 0.1 mL EDTA, 0.3 mL fosfatnog pufera, 0.1 mL t-
butilhidroperoksida i oko 0.05 mL uzorka. Reakcija otpo¢inje dodatkom 105 IU/mg proteina
GR. Reakcija se odvija na temperaturi 37°C. Absorpcija se o¢itava na 340nm, a reakcija traje
150 sekundi. Uporedo se radi i kontrolna reakcija. U kiveti kontrolne reakcije nalaze se svi
reagensi osim uzorka.

Aktivnost GSH-Px se izra¢unava na slede¢i naéin:

(AA - AB ) x 3x103

GSH-Px=
6,22 x V x Low

* AA-promena apsorbance/min za uzorak

* AB-promena apsorbance/min za kontrolnu reakciju.

* V - zapremina uzorka u ml

* Low — koncentracija proteina u mg/ml

Rezultati su izrazeni u nmol NADPH/min/mg proteina, odn. nmol NADPH/min/g vlazne

masc.
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Odredivanje aktivnosti GR

Odredivanje aktivnosti glutation-reduktaze radeno je po metodi Glatzle et al. Metoda se
zasniva na pracenju oksidacije NADPH na 340 nm, u reakciji u kojoj enzim katalizuje

redukciju oksidovanog u redukovani glutation.

NADPH + H+ + GSSG --------- > NADP+ + 2GSH

Oksidacija NADPH se prati merenjem promene apsorbance na 340nm.

RASTVORI:
1. Fosfatni pufer pH 7.4............... 0,5 M
2.EDTA ..o 0.5 mM
3. GSSGuuiieeec 2 mM
4. NADPH.....ccoiniininiiiicee, 0.1 mM.

EKSPERIMENTALNI POSTUPAK

U spektrofotometrijsku kivetu sipa se 0,6 ml fosfatnog pufera, 0,1 ml GSSG, 0,1 ml uzorka i
vode do 3 ml (2ml). Reakcija otpocinje dodatkom 0,1 ml NADPH. Optimalna temperatura
reakcije je 37°C. Prati se promena apsorbance u toku 3 minuta, a aktivnost izraCunava
pomocu jednacine:

(AA-AB)x3x103
GR =

6,22 x V x Low
* AA-promena absorbance/minuti u uzorku
* AB-promena absorbance/minuti u kontrolnom uzorku
* V- zapremina uzorka (ml)
* Low- koli¢ina proteina ( mg/ ml sonifikata)
Aktivnost je izrazena u nmol NADPH/min/mg proteina,odn. nmol NADPH/min/g vlazne

masc.
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EPR spektroskopija za merenje oksidativnog statusa plazme

EPR (Elektron Paramagnetna Rezonanca) spektroskopija je koriS¢ena za merenje nivoa
askorbil radikala u plazmi, u cilju odredjivanja oksidacionog statusa. Alikvot plazme u
zapremini od 60 pL je prebacen u kvarcnu kapilaru. EPR spektri su snimani na sobnoj
temperature koriste¢i Varian E104-A EPR spectrometar, koji radi na 9,51 GHz pod slede¢im
uslovima: amplituda, 2 G; frekfuencija 100 kHz; mikrotalasna snagal0 mW. Spektri su
dobijani kori§¢enjem softvera EW (Scientific Software; Bloomington, IL. USA). Simulacije
EPR spektara askorbil radikala radjene sun a programu WINEPR SimFonia (Bruker
Analytische Messtechnik GmbH; Rheinstetten, Germany).

3.4. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Pri analizi podataka primenjene su osnovne metode deskriptivne statistike: srednja vrednost
(X) sa merama disperzije (standardnom greSkom (SE), standardnom devijacijom (SD),
rasponom varijacije Min-Max i vrednostima medijane (Med) i moda (Mod)).

Normalnost raspodele je testirana Kolmogorov-Smirnov i Shapiro-Wilk testom.

Za testiranje statisticke znacajnosti i proveru hipoteza su koris¢eni slede¢i statisticki testovi:
Studentov t-test (parametrijski test) za zavisne i nezavisne uzorke, analiza varijanse
(ANOVA), jednofaktorska i dvofaktorska sa pratecom apriori Boniferonijevom t procedurom
1 post-hoc Tuckey HSD, LSD i Dunnett-ovim testom za visestruka poredenja medu grupama.
Kvantifikacija povezanosti izmedu varijabli je utvrdena Pirsonovom linearnom korelacijom.
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.

Ukoliko varijable ni nakon logaritamske transformacije nisu sledile normalnu raspodelu
prikazane su kao medijane i interkvartilni rasponi. Kategoricki 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.
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Varijable koje ne prate normalnu raspodelu poredene su Mann-Whitney i Kruskal-Wallis
testovima. Razlike izmedu kategorickih varijabli proveravane su upotrebom y 2 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 verovatnoc¢a (p, nivo
znacajnosti) bio manji ili jednak 0,05. Statisticka obrada podataka izvedena je koris¢enjem

racunarskih programa MS Excel i Medcalc (MedCalc ver. 11.4 Software, Belgium).
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4. REZULTATI

4.1 OSNOVNE KARATKERISTIKE ISPITIVANE GRUPE

U sprovedenom ispitivanju ucestvovalo je 60 trudnica koje su imale najmanje jednu
prethodnu trudnocu koja je bila zavrSena pobacajem ili porodajem uz obstericke komplikacije
(abrupciju, PE, HTA, prevremeni porodaj, VTE, FMU, spontani pobacaj). Trudnice su nakon
toga ispitane i kod svih 60 trudnica uklju¢enih u studiju dijagnostikovana je urodena
trombofilija. Nakon UZ dijagnostikovane intrauterusne trudno¢e svim trudnicama je u

terapiju uklju¢en LMWH u profilaktickim ili terapijskim dozama.

Grafikon 1: Distribucija ispitivanih trudnica po godinama zivota (%)
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Prosecna starost trudnica tokom ispitivanja je bila 33.1 godina zivota SD +/- 4.8.
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Grafikon 2: Distribucija ispitivanih trudnica prema paritetu (%)
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Sve trudnice su imale u anamnezi bar jednu trudnoéu trudno¢u 60 (100%), najvise je bilo

prvorotki 20 (33,3%)

4.2 ISHOD TRUDNOCE

Tabela 4: Ishod trudnoc¢e kod trudnica sa urodenim trombofilijama koje nisu imale terapiju

LMWH.

Ishod trudnoce Pobacaj Porodaj pre 34 NG | Porodaj nakon 34
NG

N=60 33 (55%) 17 (28,3%) 10 (16,6%)

U grupi pacijentkinja koje su imale porodaj 27 (45%) nije postojala statisticka znacajnost

izmedu broja terminskih 10 (16,6%) i preterminskih porodaja 17 (28,3%).
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Tabela 5: Ishod trudnoée kod trudnica sa urodenim trombofilijama koje su imale terapiju

LMWH ukljuc¢enu od pocetka trudnoce.

Ishod trudnoce Pobacaj Porodaj pre 34 NG | Porodaj nakon 34
NG
N=60 0 8 (13,3%) 52 (86,6%)

Sve trudnoce su zavrSene porodajem . Nije postojala statisti¢i znacajna razlika izmedu broja

terminskih i preterminskih porodaja p=0,13 X2=2,28

4.3 OBSTETRICKE KOMPLIKACIJE KOD TRUDICA SA URODENOM
TROMBOFILIJOM

4.3.1 Ucestalost VTE

Tabela 6: Ucestalost VTE kod trudnica sa urodenom trombofilijom koje u terapiji nisu imale

LMWH

VTE [Ucestalost [Procenat [Validni procenat |Kumulativni procenat
Ne 51 85.0 85.0 85.0
Da 9 15.0 15.0 100.0
Ukupno |60 100.0 100.0

Od 60 ispitanih, 9 (15%) trudnica je imalo VTE kao komplikaciju, $to nema statisticku

znacajnost u odnosu na ispitivani uzorak p=0.027505
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Tabela 7: Ucestalost VTE kod trudnica sa urodenom trombofilijom koje su tokom trudnoce

primale terapiju LMWH.

VTE [UCestalost  |Procenat |Validni Procenat [Kumulativni Procenat
Ne 58 96.7 96.7 96.7
Da 2 3.3 3.3 100.0
Ukupno |60 100.0 100.0

Samo 2 (3,3%) pacijentkinje su imale VTE u trudno¢i nakon uvodenja LMWH u terapiju i

nije postojala statiski¢ka znacajnost u odnosu na ukupan uzorak p=0,73

Tabela 8: Komparacija ucestalosti VTE kod trudnica sa urodenom trombofilijom u

trudno¢ama bez terapije LMWH i trudno¢ama u kojima je uvedena terapija LMWH-om.

Ucestalost VTE u trudno¢i Sa VTE Bez VTE
Bez terapije LMWH 9 (15%) 51 (85%)
Sa terapijom LMWH 2 (3,33%) 58 (96,6%)

Postojala je statistiCki znacajna razlika u broju trudnica sa VTE i urodenom trombofilijom
koje su bile bez antikoagulantne terapije i onih kojima je bio uklju¢en LMWH u terapiju od

pocetka trudnoc¢e P=0,035, Z=-2,111.
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4.3.2 Ucestalost prevremenog porodaja

Tabela 9: Ucestalost prevremenog porodaja (pre 34 NG) kod kod trudnica sa urodenom

trombofilijom a pre uvodenja Fraxiparina u terapiju

Prevremeni porodaj [Ucestalost [Procenat [Validni proceat |Kumulativni procenat
Ne 42 70.0 70.0 70.0
Da 18 30.0 30.0 100.0
Ukupno |60 100.0 100.0

Od 60 trudnica njih 18 (30%) je imalo prevremeni porodaj u anamnezi pre uvodenja terapije
LMWH.

Tabela 10: Ucestalost prevremenog porodaja (pre 34NG) kod trudnica sa urodenom

trombofilijom a nakon uvodenja Fraxiparina u terapiju

Prevremeni porodaj |Ucestalost |Procenat [Validni Procenat [Kumulativni procenat
Ne 52 86.7 86.7 86.7
Da 8 13.3 13.3 100.0
Ukupno 60 100.0 100.0

Nakon uvodena LMWH u terapiju broj prevremenih porodaja (pre 34 NG) je bio znacajno
nizi, kod 8 (13,3%) pacijentkinja.
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Tabela 11: Poredenje ucestalosti terminskih i preterminskih porodaja u trudnocama sa
urodenom trombofilijom kod kojih nije bila ukljucena terapija LMWH u odnosu na one

kojima je od pocetka trudno¢e LMWH bio ukljucen u terapiju.

Porodaj Pre 34 NG Posle 34 NG
Bez terapije LMWH 17 (20,7%) 9(10,3%)
UZ terapiju LMWH 8 (13,3%) 52 (86,6%)

U grupi trudnica sa trombofilijom i terapijom LMWH postojala je visoko statisti¢ki znac¢ajna
razlika u broju terminskih porodaja (p=0,0004, X2=12,51) u odnosu na grupu bez terapije
LMWH. Postojala statisticki znacajana razlika po broju prevremenih porodaja izmedu dve

grupe (p<0,00012). X2=23,835

4.3.3 Udestalost PE

Tabela 12: Ucestalost preeklampsije kod trudnica sa dokazanom urodenom trombofilijom a

pre terapije LMWH

PE Ucestalost [Procenat [Validni procenat  |[Kumulativni procenat
Ne 41 68.3 68.3 68.3
Da 19 31.7 31.7 100.0
Ukupno 60 100.0 100.0

Kod 19 odnosno 31,7% pacijentkinja se kao komplikacija javila PE u trudno¢i pre uvodenja

terapije.
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Tabela 13: Ucestalost PE kod trudnica sa urodenom trombofilijom a nakon uvodenja LMWH

u terapiju

PE Ucestalost Procenat  [Validni procenat [Kumulativni procenat
Ne 46 76.7 76.7 76.7
Da 14 23.3 23.3 100.0
Ukupno 60 100.0 100.0

Nakon terapije 14 (23,3%) pacijentkinja je imalo PE

Tabela 14: Poredenje ucestalosti PE u trudno¢ama sa urodenom pre i nakon uvodenja

terapije LMWH.

PE Bez PE Sa PE
Bez terapije LMWH 41 (68,33%) 19 (31,67%)
Sa terapijom LMWH 46 (76,7) 14 (23,3%)

Nije postojala statisticki znacajna razlika u pojavi PE kod trudnica koje su trudno¢i uz
terapiju LMWH-om razvile PE, u odnosu na pojavu PE pre uvodenja LMWH (X2=0,831,
sign test z-0,46, p-0,64).
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4.3.4 Ucestalost abrupcije posteljice

Tabela 15: Ucestalost abrupcije posteljice kod trudnica sa urodenom trombofilijom a pre

uvodenja terapije LMWH
Abrupcija [Ucestalost  [Procenat [Validni Procenat Kumulativni procenat
Ne 55 01.7 01.7 01.7
Da 5 8.3 8.3 100.0
Ukupno |60 100.0 100.0

U trudno¢ama pre uvodenja LMWH abrupcija posteljice kao komplikacije se javila kod 5

(8,3%) pacijentkinja.

Tabela 16: Ucestalost abrupcije kod trudnica sa dokazanom urodenom trombofilijom u

trudno¢i u kojoj su primale LMWH

Abrupcija Ucestalost |Procenat  [Validni Procenat  |[Kumulativni procenat
Ne 56 93.3 03.3 03.3
Da 4 6,3 6,3 100.0
Ukupno |60 100.0 100.0

Nakon uvodenja LMWH u terapiju abrupcija je bila komplikacija kod 4(6,3%) pacijentkinja.

Tabela 17: Pojava abrupcije u trudno¢ama sa urodenom trombofilijom pre uvodenja terapije

LMWH u odnosu na trudnoce sa terapijom LMWH

abrupcija Bez abrupcije Sa abrupcijom
Bez terapije LMWH 55 (91,7%) 5(8,3%)
Sa terapijom LMWH 56 (93,3%) 4 (6,3 %)

Nije postojala statisticka znacajnost izmedu dve grupe u pojavi abrupcije (X2-0,12, p=0,73)




4.3.5 Ucestalost HTA 1 [UGR

Tabela 18: Pojava gestacijske hipertenzije u trudno¢ama sa urodenom trombofilijom a pre

uvodenja terapije LMWH u odnosu na trudnoce sa terapijom LMWH

HTA Nije bilo HTA Sa HTA
Bez terapije 28 (46,6%) 32 (53,3%)
Sa terapijom 38 (63,3%) 22 (36,6%)

StatististiCki ve¢i broj trudnica u grupi sa HTA a bez terapije LMWH X2=8,85, P=0,003.

Tabela 19: Ucestalost [UGR-a kod trudnica sa urodenom trombofilijom u trudno¢ama pre

uvodenja terapije LMWH

ITUGR Ucestalost  |Procenat  [Validni Procenat |[Kumulativni procenat
Ne 37 61.7 61.7 61.7
Da 23 38.3 38.3 100.0
Ukupno |60 100.0 100.0

IUGR je postojao kao komplikacija kod 23 (38,3%) trudnica sa urodenom trombofilijom u

trudno¢i bez terapije LMWH

Tabela 20: Ucestalost IUGR-a u trudno¢ama sa urodenom trombofilijom kojima je u

terapiju uveden LMWH
ITUGR [Ucestalost |Procenat Validni Procenat [Kumulativni Procenat
Ne 37 61.7 61.7 61.7
Da 23 38.3 38.3 100.0
Ukupno 60 100.0 100.0

ITUGR je postojao kod 23 pacijentkinje sa urodenom trombofilijom i nakon uvodenja LMWH.
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Tabela 21: Poredenje ucestalost [UGR-a u grupi trudnica sa urodenom trombofilijom bez

terapije LMWH u odnosu na trudnoc¢e uz terapiju LMWH .

TUGR Bez IUGR-a Sa IUGR-om
Bez TH 37 (61,7%) 23 (38,3%)
Sa TH 37 (61,7%) 23 (38,3%)

Nije postojala statistiCka znacajnost p>0,005 u ucestalosti IUGR kod trudnica sa urodenom

trombofilijom bez obzira na terapiju LMWH.

4.3.6 Ucestalost i karakteristike pobacaja

Tabela 22: Ucestalost pobacaja kod trudnica sa urodenom trombofilijom u trudno¢ama pre

uvodenja terapije LMWH

Pobacaji [UcCestalost  [Procenat  [Validni Procenat [Kumulativni Procenat
Ne § 10.0 10.0 10.0
Da 54 90.0 90.0 100.0
Ukupno |60 100.0 100.0

U trudno¢ama pre uvodenja LMWH ucestalost pobacaja je bila veoma visoka. Pobacaj su

imale 54 (90%) pacijentkinje.

Tabela 23: Ucestalost pobacaja kod trudnica sa urodenom trombofilijom u trudnoama u

kojima je uvedena terapija LMWH

Pobacaji Ucestaost Procenat Validni Procenat  [Kumlativni procenat

Ne |60 100.0 100.0 100.0

U grupi od 60 kontrolisanih trudnoé¢a uz terapiju LMWH nije bilo spontanih pobacaja.
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Tabela 24: Poredenje ucestalost pobacaja u trudnocama sa urodenom trombofilijom bez

fraxiparinske terapije u odnosu na trudnoce sa terapijom LMWH

Pobacaj Bez pobacaja Sa pobacajem
Bez terapije LMWH 6 (10%) 54 (90%)
Sa terapijom LMWH 60 (100%) 0 (0%)

Postojala je veoma visoka statisticka znacajnost izmedu grupe kod koje nije uvedena terapija

gde je broj pobacaja bio 54 u odnosu na grupu kod koje je u trudnoé¢i uvedena terapija

LMWH i gde su sve trudnoce zavrSene porodajem.

(X2=76,7 uz Yatesovu korekciju, p<0,001)

Grafikon 3: Distribucija ucestalosti spontanih pobacaja u trudnoama sa urodenom

trombofilijom bez terapije LMWH
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Ukupno je bilo 54 pacijentkinje koje su anamnezi imale pobacaj. 21 (39,6%) pacijentkinja je

imala jedan pobacaja, 33 (62,37%) pacijentkinja su imale viSe pobacaja. Najvecu ucestalost

su imale pacijentkinje sa dva pobacaja.
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Tabela 25: Karakteristike pobacaja u trudnoama sa urodenom trombofilijom i bez terapije

LMWH terapije

pobacaj Missed ab. Ab. spontaneus Pobacaj nakon 12
NG

N=61 39 (63,9%) 8 (13,1%) 14 (22,9%)

Koji se javio 1 15(38,4%) 6 12

Koji se javio 2 18(46,1%) 2 2

Koji se javio 3 6 (15,9%) 0 0

Postojao je statisticki znacajano vec¢i broju missed ab u odnosu na klasican spontani pobacaj

(Z=4,55; P<0,001) i pobacaj nakon 12 NG (Z=4,15; p<0,01)

Grafikon 4: Distribucija pobacaja po karakteristikama u trudno¢ama sa urodenom

trombofilijom bez fraxiparinske terapije

Naziv grafikona

70

60

50

40

30

20

w -

0 L1

Koji se javio 1 Koji se javio 2 Koji se javio 3

m Missed ab.  m Ab. spontaneus  m Pobacaj nakon 12 NG

68



4.3.7 Ugestalost FMU

Tabela broj 26: Ucestalost FMU kod trudnica sa urodenom trombofilijom u trudno¢ama bez

terapije LMWH

FMU [Ucestalost |Procenat 'Validni Procenat [Kumulativni Procenat
Ne 43 71.7 71.7 71.7
Da 17 28.3 28.3 100.0
Ukupno |60 100.0 100.0

Pre uvodena terapije LMWH, FMU kao komplikacija je postojao kod 17 (28,3%)

pacijentkinja

Tabela 27: Ucestalost FMU kod trudnica sa urodenom trombofilijom u trudnoama sa

uvedenom terapijom LMWH

FMU [UcCestalost  |Procenat [Validni Procenat [Kumulativni Procenat
Ne 59 08.3 08.3 98.3
Da 1 1.7 1.7 100.0
Ukupno |60 100.0 100.0

Samo 1 (1,7%) pacijentkinja je imala FMU kao komplikaciju a nakon uvodenja terapije
LMWH.
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Tabela 28: Poredenje ucestalost FMU-a u trudnoama sa urodenom trombofilijom bez
terapije LMWH u odnosu na trudno¢e sa dokazanom naslednom trombofilijom i terapijom

LMWH

FMU Bez FMU-a Sa FMU-om
Bez LMWH 43 (71,7%) 17 (28,3%)
Sa LMWH 59 (98,3%) 1 (1,6%)

U grupi trudnica sa dokazanom urodenom trombofilijom i terapijom LMWH stopa trudnoca
je bila statisticki visoko znacajna u odnosu na grupu bez terapije LMWH (X2=14,70 sa

Yatesovom korekcijom p<0,001)

4.4 KARAKTERISTIKE PORODAJA KOD TRUDNICA UZ TERAPIJU LMWH

Tabela 29: Nacin zavrSavanja porodaja kod trudnica sa dokazanom urodenom trombofilijom

kojima je na pocetku trudno¢e uveden LMWH

porodaj vaginalni Carski rez

N=60 23 (38,3%) 37 (61,6%)

Postoji statisticki znacajno veéa ucestalost porodaja zavrSenih Carskim rezom u odnosu na

vaginalni (sign test Z 3,40; p=0,0007)

Tabela 30: Telesna masa novorodenceta na rodenju kod trudnica sa dokazanom urodenom

trombofilijom kojima je na pocetku trudnoce u terapiju uveden LMWH

PTM Do 1500 Do 2500 Do 3000 preko 3000

N 3(5,08%) | 14(23,3%) | 14(23,3%) | 29(48,33%)

Prosecna telesna masa na rodenju je bila 2855,59 +/- 689,47; Najmanja telesna masa na

rodenju je bila 1250 gr.
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Grafikon 5: Distribucija telesne mase na rodenju:
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Grafikon 6 i 7: Ap skor u 1 i 5 minutu kod trudnica sa dokazanom urodenom trombofilijom

kojima je na pocetku trudno¢e uveden LMWH
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AP skor u petom minutu

12

10

Prosecan Ap skor na rodenju u 1 minutu je iznosio 8,51( SD+/- 1,57), a u 5 min 9,23 (+/-
1,65).

Tabela 31: Doza LMWH koju su trudnice sa dokazanom naslednom trombofilijom primale

od pocetka trudnoce

Fraxiparin 0,3ml 0,6 ml

N 20 (33,3%) 40 (66,6%)

Tokom trudnoce veci broj trudnica 40 (66,6%) je na osnovu dijagnoze, opterecene akuSerske

anamneze i vrednosti D dimera bio tretiran terapijskim dozama Fraxiparina (0,6 ml sc).
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Grafikon 8: Distribucija vremena zavrSavanja porodaja kod trudnica sa dokazanom

naslednom trombofilijom kojima je na pocetku trudno¢e uveden LMWH
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Prosec¢no vreme zavr$avanja trudnoce je bilo 38,67NG (SD+/- 11,03).

4.5 ULTRASONOGRAFSKI PARAMETRI U TRUDNOCI SA TERAPIJOM LMWH

4.5.1 Protok kroz uterine arterije u II i III trimestru

Tabela 32: Prosecna vrednosti indexa otpora (Ri) u a uterinim arterijama tokom drugog i

treceg trimestra kod trudnica sa dokazanom urodenom trombofilijom kojima je na pocetku

trudno¢e uveden LMWH

A uterine sinistri dextri
II trimestar 0,57 (SD+/-12,08) 0,55 (SD+/-7,94)
III trimestra 0,52 (SD+/-11,02) 0,53 (SD+/- 6,39)

Kod svih pacijentkinja sa patoloskim protokom kroz a.uterine registrovanim u drugom
trimestru (u 18 NG) u terapiju je pored LMWH uklju¢en Cardiopirin. Uoceno je statisticki

znacajno poboljSanje protoka u III trimestru (parni t test-t=4,093,p<0,0001)
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Tabela 33: Poredenje ucestalosti poviSenog Ri u uterinim arterijama u 18 NG u odnosu na

period od 32-26 NG a nakon uvodenja Cardiopirina

patoloske normalne
Ri a uterine u 18 NG 32 (53,3%) 28 (46,67%)
Ri a uterine u 36 NG 24 (40%) 36 (60%)

Ovi rezulatati ukazuju na statisticki zna¢ajno ((X*=16,59; p<0,001), poboljianje protoka

nakon uvodenja terapije Cardiopirinom.

Grafikon 9: Distribucija indexa otpora u uterinim arterijama u drugom i tre¢em trimestru
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4.5.2 Protok kroz umbilikalnu arteriju u III trimestru

Tabela 34: Pulsatilni index u a.umbilicalis tokom III trimestra kod trudnica koje su primale

LMWH tokom trudnoce

A umbil. | Povisen/patoloski Pi za gestaciju Povisen/patoloski S/D za gestaciju

N 46 (76,6%) 14 (23,3%)

Prosecna brzina protoka kroz a. umbilicalis u terminu porodaja je bila Pi-0,99 SD+/-0,22,

S/D 2,84 SD+/-0,72

Tabela 35: Komparacija ucestalosti patoloSkog pulsatilnog indexa u a.umbilikalis u III

trimestru kod trudnica koje su primale LMWH tokom trudnoce i AP skora na rodenju

Normalan Patoloski
a.umbilicalis (Pi; S/D) 46 (76,6%) 14 (23,3%)
AP skor 53 (88,3%) 7 (11,67%)

Nije postojala statisticki znacajna razlika izmedu patoloskog protoka kroz a.umbilicalis i

loseg Ap skora na rodenju (X=2,83, p=0,009)
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4.5.3 Odnos komplikacija i UPC cirkulacije

Tabela 36: Komparacija ucestalosti patoloskih vrednosti indexa otpora u uterinim arterijama

tokom II trimestra i [IUGR-a u grupi trudnica sa urodenom trombofilijom koje su tokom

trudnoce primale LMWH

prisutne odsutne
A uterine patoloske 32 (53,3%) 28 (46,6)
IUGR 21 (65%) 39 (35%)

Postojala je statisticki znacajna veza izmedu patoloskog protoka kroz uterine arterije tokom II

trimestra kod trudnica koje su primale LMWH i pojave IUGR-a (X2-4,80 p<0,028)

Tabela 37: Komparacija ucestalosti poviSenog indexa otpora u uterinim arterijama u III
trimestru i PE u grupi trudnica sa urodenom trombofilijom koje su tokom trudnoc¢e primale

LMWH

prisutan odsutan
Patoloski protok kroz a. uterine 32 (53,3%) 28 (46,67%)
PE 14 (23,3%) 46 (76,7%)

Uocena je statisticki znaCajna veza izmedu patoloskog protoka kroz arterije uterine u II
trimestru kod trudnica sa urodenom trombofilijom na terapiji LMWH i pojave PE

(X2=16,59; p<0,001)
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4.5.4 Pulsatilni index u a. cerebri medii

Grafikon 10: Brzina protoka kroz arteriu cerebri mediu pre porodaja u u grupi trudnica sa

urodenom trombofilijom koje su tokom trudnoce primale LMWH
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Prosecna brzina protoka je bila Pi-1,4 (SD+/- 0,2-0,5)
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4.5.5. Ostali UZ parametri

Grafikon 11: Ultrasonografski merena koli¢ina plodove u u grupi trudnica sa urodenom

trombofilijom koje su tokom trudnoce primale LMWH

N=60

= normalna = smanjena = poviSena

Kod polovine pacijentkinja koli¢ina plodove vode je bila smanjena 28 (46,67%), a kod druge
polovine normalna 28 (46,67%).
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4.5.6: Vrednost D dimera

Grafikon 12: Vrednost D dimera tokom tre¢eg trimestra u grupi trudnica sa urodenom

trombofilijom koje su tokom trudnoce primale LMWH
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Prose¢na vrednost D dimera je bila 1,5 (SD +/- 0,4-0,6), i nije odstupala od referentnih

vrednosti.
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4.6 DISTRIBUCIJA URODENIH TROMBOFILIJA

Tabela 38: Distribucija urodenih trombofilija kod trudnica sa dokazanom urodenom

trombofilijom

Nasledna trombofilija N
Mutacija PAI-1 4G/4G 19 (11,4%)
Mutacija PAI-1 4G/5G 8 (4,8%)
Mutacija Factor V Leiden 10 (6%)
Mutacija F II G20210A 4 (2,4%)
Deficit proteina S 3 (1,8%)
Kombinovana trombofilija 16 (9,6%)

Medu 60 trudnica u naSoj studiji najveéi broj je imao mutaciju PAI-1 27 (16,2%),
kombinovanu mutaciju je imalo 16 (9,6%) trudnica, mutaciju FV Leiden je imalo 10 (6%)
trudnica, mutaciju FII 4 (2,4%) a najmanji broj trudnica je imao deficit proteina S 3 (1,8%).
Najces¢a kombinovana trombofilija je bila mutcija MTHFR heterozigot i mutacija PAI

4G/5G.

Grafikon 13: Distribucija urodenih trombofilija

N
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Mutacija F11G20210A  m Deficit proteina S B Kombinovana trombofilija
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Grafikon 14: Distribucija vrsta urodenih trombofilija u odnosu na obstetricke komplikacije

pre uvodenja LMWH:
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Pacijentkinje koje su nosioci PAI 4G/5G mutacije pre uvodenja terapije su imale gestacijsku
hipertenziju kao najceséu komplikaciju. Najces¢a komplikacija Mutacije F V Leiden bila je
PE i abrupcija. Pacijentkinje sa dokazanom mutacijom PAI 4G/4G su najceS¢e imale
gestacijski hipertenziju i intrauterusni zastoj u rastu ploda. Najces¢éa komplikacija kod

kombinovanih trombofilija bio je IUGR.
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Tabela 39: Distribucija komplikacija u odnosu na tipove urodenih trombofilija pre uvodenja

terapije LMWH .

Prevreme
abrupci | pobac
PE HTA |IUGR | ni ) ) FMU | VTE
. |Ja a
porodaj

Mutatio PAI-1

2 5 1 4 2 9 0 1
4G/5G
Mutatio F 1I
G20210A 1 0 1 0 0 0 0 0
heterozigot
Mutatio Factor

8 2 6 5 1 15 0 0
V Leiden
Mutatio PAI-1

3 8 7 2 1 20 0 0
4G/4G
KOMBINOVA

0 7 8 2 0 10 0 0
NE
Defitientio

0 0 0 1 0 0 1 1
protein S
N=80 N=14 [N=22 | N=23 [N=14 N= N=56 [N= N=
Najces¢e komplikacije pre uvodenja terapije LMWH su bile spontani pobacaj, IUGR,

gestacijska hipertenzija i FMU.
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Tabela 40: Distribucija komplikacija u odnosu na vrste urodenih

trombofilija nakon

uvodenja terapije LMWH
Prevremen
PE HTA |IUGR | _ abrupcija | FMU | VTE
i porodaj

Mutatio PAI-1

2 5 1 4 2 0 1
4G/5G
Mutatio F 1I
G20210A 1 0 1 0 0 0 0
heterozigot
Mutatio Factor

8 2 6 5 1 1 0
V Leiden
Mutatio PAI-1

3 8 7 2 1 0 0
4G/AG
KOMBINOVA

0 7 8 2 0 0
NE 0
Defitientio

) 0 0 0 1 0 0 1

protein S
N=80 N=14 |N=22 |N=23 |N=14 N= =1 N=

Nakon uvodenja terapije LMWH 1 dalje su naj¢es¢e komplikacije bile HTA i IUGR ali

znacajno smanjio broj [UGR

S¢€
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Grafikon 15: Distribucija komplikacija u odnosu na tipove urodenih trombofilija nakon

uvodenja terapije LMWH
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Nakon uvodenja terapije ukupni broj komplikacija se zna¢ajno smanjio X*=10,08 p=0,039
znacajno. Pacijentkinje koje su nosioci PAI 4G/5G mutacije nakon uvodenja LMWH su i
dalje imale naj¢es¢u komplikaciju gestacijsku hipertenziju. Naj¢es¢a komplikacija Mutacije F
V Leiden bila je PE a broj abrupcija posteljice je bio znac¢ajno smanjen. Pacijentkinje sa
dokazanom mutacijom PAI 4G/4G su i nakon uvodenja LMWH imale naj¢es¢u komplikaciju
gestacijskiu hipertenziju i intrauterusni zastoj u rastu ploda. Naje$¢a komplikacija kod

kombinovanih trombofilija bio je IUGR.

Tabela 41: Ucestalost komplikacija tokom primene LMWH

Alergija Krvavljenje Trombocitopenija

Fraxiparin 3 (5%) 0 10 (16,67%)

Mali broj komplikacija tokom primene LMWH ukazuje na sigurnost primene tokom

trudnoce.
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4.7 AKTIVNOST ENZIMA U ERITROCITIMA TRUDNICA:

Aktivnost enzimskih komponenti) antioksidativnog zastitnog sistema: superoksid dismutaze
(SOD), katalaze (CAT), glutation peroksidaze (GSH-Px), glutation reduktaze (GR
odredivane su u populaciji trudnica sa dokazanom urodenom trombofilijom, starosti od 22 do
40 godina. Enzimske aktivnosti su odredivane i kod populacije zdravih trudnica prosecne

starosti od 21 do 40 godina i te vrednosti su uzete kao kontrolne .

4.7.1 Aktivnost CAT u eritrocitima

Grafikon 16: Aktivnost katalaze (CAT) u eritrocitima izolovanih iz krvi pacijentkinja pre

porodjaja i posle porodjaja kontrolnih subjekata (Cante i Cpost) i obolelih od trombofilije

(Tante 1 Tpost).
p=004
n.s
ns ns
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Statisticki znacajne razlike i pripadajuce p vrednosti su prikazane na slici. Grafikon pokazuje
da je katalazna aktivnost u eritrocitima kod porodilja obolelih od trombofilije niza u odnosu
na kontrole. Ovakvo stanje se moZe objasniti povecanim nivoom CAT inhibitora (NO) u

cirkulaciji trudnica i porodilja obolelih od trombofilije.
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4.7.2 Aktivnost (GSH-Px) u eritrocitima

Grafikon 17: Glutation-peroksidazna (GSH-Px ) aktivnost u eritrocitima izolovanih iz krvi
pacijentkinja pre porodjaja i posle porodjaja kontrolnih subjekata (Cante i Cpost) i obolelih
od trombofilije (Tante i Tpost).

. p=0.007
ns

GPx (U/g of Hb)

Statisticki znacajne razlike i pripadaju¢e p vrednosti su prikazane na slici. Glutation
peroksidaza pokazuje, isti trend kao i katalaza. GSH-Px se inhibira NO-derivatom - ONOO".
Promene aktivnosti ova dva enzima nisu detektovane u okviru iste grupe (obolelih i kontrola)

pre porodjaja i nakon porodjaja.
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4.7.3 Aktivnost CuZnSOD u eritrocitima

Grafikon 18: CuZnSOD aktivnost u eritrocitima izolovanih iz krvi pacijentkinja pre
porodjaja i1 posle porodjaja kontrolnih subjekata (Cante i Cpost) i obolelih od trombofilije
(Tante 1 Tpost).

n.s

ns [ | p=003

\ L
i X

CuZnSOD (U/mg of protein)

0
0
—
—

Statisticki znacajne razlike i pripadajue p vrednosti su prikazane na slici. Aktivnosti
CuZnSOD u eritrocitima se ne razlikuju izmedju kontrola i obolelih od trombofilije.
Medjutim znacajna razlika u aktivnosti ovog enzima uocava se u eritrocitima obolelih od
trombofilije pre i posle porodjaja. Aktivhost CuZnSOD u eritrocitima obolelih od
trombofilije znacajno opada posle porodjaja. Ovaj rezultat ukazuje na povecanu
koncentraciju vodonik peroksida u krvotoku obolelih od trombofilije nakon porodjaja, jer je

H,0; inhibitor CuZnSOD.
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4.7.4 Aktivnost SH grupa i askorbil radikala u plazmi trudnica

Grafikon 19: Nivo SH grupa i askorbil radikala u plazmi trudnica
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Statisticki znacajne razlike i pripadajuce p vrednosti su prikazane na slici.
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Grafikon 20: Nivo R-SH grupa u plazmi pacijentkinja pre porodjaja i posle porodjaja
kontrolnih subjekata (Cante i Cpost) i obolelih od trombofilije (Tante i Tpost).
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Statisticki znacajne razlike i pripadajuce p vrednosti su prikazane na slici.
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Grafikon 21: EPR spektri askorbil radikala u plazmi pacijentkinja pre porodjaja i posle
porodjaja kontrolnih subjekata (Cante i Cpost) i obolelih od trombofilije (Tante i Tpost) .
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Statisticki znacajne razlike i pripadajuce p vrednosti su prikazane na slici.

Grafikon pokazuje da se askorbil radikal ne detektuje u plazmi ni kontrolnih subjekata pre i
posle porodjaja (Cante and Cpost) ni u plazmi obolelih od trombofilije pre porodjaja (Tante).
EPR signal askorbil radikala je detektovan samo u plazmi obolelih od trombofilije posle
porodjaja (Tpost). Ovaj rezultat ukazuje na razvijanje oksidativnog stresa u cirkulaciji
obolelih od trombofilije nakon porodjaja. Ovaj zakljucak je potvrdjen i rezultatima dobijenim
merenjem SH grupa u plazmi. Nivo SH grupa je znacajno nizi u plazmi obolelih od
trombofilije posle porodjaja u odnosu na nivo u plazmi pre porodjaja. Kod kontrola nema
znacajnih razlika u nivou SH grupa u plazmi pre i posle porodjaja. Kada se porede vrednosti
kontrola i obolelih pre porodjaja, nivo SH grupa u plazmi obolelih od trombofilije je visi u
odnosu na vrednosti za kontrole. Ovaj rezultat ukazuje da nema oksidativnog stresa u

cirkulaciji subjekata obolelih od trombofilije pre porodjaja.
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4.8 AKTIVNOST ENZIMA U TKIVU PLACENTI

Tabela 41: Aktivnost enzima ukljucenih u sistem zastite od oksidacionih oStecenja u tkivu

placenti kontrola i obolelih od trombofilije

Kontrole Trombofilija p-
Enzimi
vrednosti
H,O; potrosaci Srednje vrednosti + S.D. (U/mg proteina)
Katalaze 87.4£21.6 266.0+73.8 <0.001
GSH peroksidaze 21.1+11.1 61.1+18.3 <0.001
GSH reduktaze 29.846.5 71.4+£22.9 <0.001

Superoxide dismutirajucdi

MnSOD 15.7+4.9 13.3£3.1 >0.05

CuZnSOD 11.8£5.0 17.5£5.2 >0.05

U Tabeli su prikazane aktivnosti enzima zastite od oksidacionih oStec¢enja u tkivu placenti
kod zdravih porodilja (kontrola) i obolelih od trombofilije. U prvu grupu su svrstani enzimi
koji trose vodonik peroksid, a to su katalaza, glutation peroksidaza I glutation reduktaza. U
drugu grupu je svrstana superoksid dismutaz (MnSOD I CuZnSOD) a, enzim koji proizvodi
vodonik peroksid. Statisticki znacajne razlike su uzimane p<0.05.

Rezultati aktivnosti enzima pokazuju da su enzimi koji koriste H,O,, I svojom aktivno§¢u
smanjuju koncentraciju peroksida, su tri puta poviSenih aktivnosti u tkivu placente kod
subjekata obolelih od trombofilije u odnosu na kontrolne subjekte. Ovaj rezultat ukazuje na
povecanu proizvodnju H,O; u placentama kod obolelih od trombofilije. Aktivnost superoksid
dismutase nije znacajno modifikovana u tkivu placenti obolelih od trombofilije u odnosu na

kontrole.
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5. DISKUSIJA

Trombofilija je Cesta kod Zena s neobjasnjivim, ponavljanim neuspelim trudno¢ama. Njena
ucestalost u opstoj populaciji je do 65%. Trudnice sa urodenom trombofilijom imaju rizik za
razvoj ostalih ozbiljnih komplikacija u trudno¢i: PE, IUGR-a, spontanih pobacaja, FMU-a,
abrupcije posteljice, VTE. Tacan rizik za nastanak ovih komplikacija je nepoznat i zahteva
dalje prospektivne i longitudinalne studije. Prema dostupnim informacijama iz literature
povecan rizik za nastanak komplikacija postoji tokom cele trudnoce, a najveéi je u drugom i
treCem trimestru trudnoce.

U sprovedenom ispitivanju ucestvovalo je 60 trudnica koje su u anamnezi imale najmanje
jednu trudnocu koja je bila zavrSena pobacajem ili porodajem uz obstericke komplikaije
(abrupciju, PE, HTA, prevremeni porodaj, ITUGR, FMU). Svim trudnicama je nakon
sprovedenih ispitivanja dijagnostikovana urodena trombofilija. Terapija profilakti¢kim ili
terapijskim dozama LMWH je u narednoj trudno¢i ordinirana nakon ultrasonografski
potvrdene trudnoce.

Prosecna starost trudnica sa urodenom trombofilijom a tokom aktuelne trudnoée je bila 33.1
godina zivota SD +/-4.8.

Jedna od najc¢es¢ih komplikacija u trudnoéi i puerperijumu je VTE. Duboka venska tromboza
je 80% svih VTE u trudnoé¢i dok pluéna embolija &ini ostalih 20%.>® Najéesée se DVT i

3154 po lokalizaciji

pluéna embolija javljaju u drugoj polovini trudnoce ili nakon porodaja.
DVT se najéesce javljaju proksimalno i na levoj nozi. Smatra se da je v. illiaca communis trpi
pritisak od strane tela kicmenog prsljena i a. illiace communis te je lokalizacija tromboze

v v . 155
¢eS¢a na proksimalnom delu leve noge.

Distalne tromboze su najces¢e lokalizovane na
desnoj potkolenici.'> Tromboza pelviénih vena je retka van trudnoée (do 1%) ali se njena
udestalost povecava tokom trudno¢e i nakon porodaja.’”® U studiji Lenza VTE je bila
znacajno ¢eséa kod trudnica sa FVL mutacijom (41.7%; p <0.005) i deficitom proteina S
(25.0%; p <0.005)."°

L Coriu je u svoj studija pronasla da je VTE u trudno¢i ¢esca kod trudnica sa mutacijom FV

156 7 :
Veci broj autora

Leiden heterozigot, ali nije pronasla vezu izmedu VTE i mutacije FII.
navodi da je DVT &e$¢a kod trudnica sa mutacijom FV Leiden i mutacijom FIL"""*® Schenk

je u takode nasao znacajnu udruzenost 4G/4G alela PAI-1 i VTE tokom trudnoce.
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Homozigotna mutacija PAI-1 inhibitor gena (4G/4G) je relativno Cesta u opstoj populaciji, ali

160,161

sa niskim rizikom za razvoj VTE u trudnodi. Nasuprot tome deficit antitrombina,

mutacija FV Leiden i mutacija FII su retke u opstoj populaciji ali su visoko trombogene.'**'*!
U naSoj studiji VTE je u trudno¢i pre uvodenja LMWH bila prisutna kod 9 (15%) od 60
(100%) pacijentkinja, Sto nije imalo statistiCku zna¢ajnost u odnosu na ukupan uzorak
p-0.027505. Najcesce se javljala u vidu DVT donjih ekstrmiteta kod 9 (90%). Kod jedne
pacijentkinje se nakon kiretaze javila se plu¢na embolija 1(10%).

Kod 2 pacijentkinje sa DVT-om dokazana je mutacija gena za PAI-1 4G/4G takode 2
pacijentkinje su bile nosioci mutacije FV Leiden i kombinovane trombofilije. U trudnoc¢i
nakon uvodenja LMWH u terapiju statisticki znacajno je bio smanjen broj trudnica koje su
imale VTE kao komplikaciju P-0,035, Z=-2,111.

25% svih koncepcija i 15% svih klinicki prepoznatih trudnoéa se zavr$i pobacajem.'®’
Gubitak trudnoée kod pacijentkinja u fertilnom periodu se javlja sa ucestalosé¢u od 9-13%. Tri
i viSe ponovljenih pobacaja ima 1-2% Zena reproduktivne dobi, dok 2 i1 viSe ponovljenih
pobacaja se javlja kod 5% svih Zena reproduktivne dobi.’’ U zavisnosti perioda trudnoce
pobacaj smo definisali kao rani gubitak trudnoce (pre 12 nedelje gestacije), kasni gubitak
trudnoce (nakon 12 NG) i1 ponovljene pobacaje (2 i viSe vezanih ranih gubitaka trudnoce ili 2
kasna gubitka trudnoce).

Ivanov je u svojoj studiji opisao vecu ucestalost spontanih pobacaja ali ne i missed abortiona
162

u periodu do 14 NG kod trudnica sa mutacijom FII i mutaciom FV Leiden.

inhinitora plazminogena-1 PAI 4G/4G (85,5%) 1 4G/5G (22,4%) je uzrok spontanih

Mutacija

pobacaja.'®® Druge studije navode zna¢aju ulestalost rekurentnih poba¢aja i mutacije FV
Leiden.” Greer navodi da je medu 396 ispitanih trudnica sa najmanje jednim gubitkom
trudno¢e mutacija FV Leiden bila prisutna kod 29 trudnca (73%), mutacija FII kod 6 (1,5%) i
samo kod 1 pacijentkinje (0,3%) sa obe mutacije.”’

Od 60 trudno¢a pre uvodenja LMWH 33 (55%) su zavrSene pobacajem, a 27 (45%)
porodajem. 10 (16,67%) pacijentkinja su u svojoj anamnezi imale 1 porodaj i pobacaj. Veci
broj trudnoc¢a zavrSenih spontanim pobacajima u odnosu na porodaj kod trudnica koje nisu
imale u terapiji LMWH govori u prilog loSeg ishoda trudnoce kod trudnica sa trombofilijom a
bez antikoagulantne terapije. Ukupan broj porodaja je bilo 33 a pobacaja 97. Najveci broj
pacijentkinja je imao jedan porodaj 20 (33%). Broj terminskih porodaja je bio statisticki

zna&ajno visi kod trudnica koje su primale terapiju LMWH (p-0,0004, X*-12,51).
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Postojala je statisticki znacajan razlika u broju prevremenih porodaja izmedu trudnoca bez i
trudno¢a sa LMWH (pmanje od 0,00012, X2-23,83).

Jedan pobacaj u anamnezi je imala 21 (35%), dva i viSe pobacaja imale su 32 (53,3%)
trudnice. Trudnice koje su imale jedan pobacaj u anamnezi su imale i druge obstetricke
komplikacije zbog Cega su ispitivane na urodene trombofilije. MoZemo uociti da je kod
trudnica sa urodenom trombofilijom a bez terapije LMWH bio znacajan broj pobacaja, i da je
broj ponovljenih veéi od pojedinacnih pobacaja 32 (53,3%) u odnosu 21 (35%). Pojedinac¢ni
sponatni pobacaji su najcesce posledica hromozomskih aberacija, dok su ponovljeni spontani
pobacaji ¢es¢i kod trudnica sa trombofilijom. Zbog toga svim pacijentkinjama koje u
anamnezi imaju dva i viSe spontana pobacaja treba savetovati ispitivanje na urodene ili
steCene trombofilije.

U ispitivanoj grupi pacijentkinja nakon uvodenja LMWH u terapiju ni jedna trudnoca nije
zavrSena pobacajem. Primena LMWH u terapiji statisticki visoko znacajno redukuje broj
pobacaja (X2=76,7 uz Yatesovu korekciju, p<0,001).

Anlizirali smo pobacaje po tipu pobacaja: spontani pobacaj Cija definicija prema WHO
predstavlja svaki nezeljeni gubitak trudnoc¢e pre 28 NG, prema epidemioloskim dijagnozama
smatra se nezeljenim gubitkom trudnoce sa plodom laksim od 500 gr ili kra¢im od 25 cm $to
odgovara 20-22 NG. Mi smo spontane pobacaje podelili na pobacaje pre i nakon 12 NG.
Missed abortion je izostali pobacaj sa uginulim plodom i trofoblastom u kavumu uterusa
nakon 12 NG, spontani pobacaj. Od ukupno 53 pacijentkinje koje su anamnezi imale pobacaj
kod 28 (43,33) se radilo o missed abortionu, 12 (20%) pacijentkinja je imalo spontani pobacaj
do 12 NG, a 14 (23,3%) pacijentkinja spontani pobacaj nakon 12 NG. U odnosu na tip
pobacaja postojao je statisti¢ki znacajano veci broj missed ab. u odnosu na klasican spontani
pobacaj (Z=4,55; P<0,001). Ovi podaci ukazuju da je teorija o loSoj placentaciji i pojava
mikrotromba u postelji¢nim krvnim sudovima u najranijem periodu placentacije tacna, jer je
broj missed abortiona statisti¢ki ve¢i u odnosu na druga dva tipa pobacaja.

Preeklampsija je multifaktorijalni vaskularni poremecaj u trudno¢i. Njena pojava je vezana za
hiperkoagulabilnost u trudnoéi i poremecaje na nivou posteljice. PE je u 40% cini
komplikaciju koja se javlja kod pacijentkinja sa urodenom trombofilijom."**

U naSoj studiji od 60 pacijentkinja PE kao komplikaciju nakon nakon koje je radeno
ispitivanje na trombofilije imalo je imalo 19 (31,6%) trudnica. Dokazanu mutaciju PAI -1 je
imalo 5 (3%) trudnica dok je mutaciju FV Leiden imalo 10 (6%) trudnica, samo 1 trudnica je

imala mutaciju F II (0,6%).
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Autori u svojim istrazivanjima navode da je medu trudnicama sa PE najveci broj njih ima
mutaciju F I, i mutaciju F V Leiden. Oni takode nisu uocili vezu izmedu pojave PE i deficita
proteina S kao i deficita antitrombina.'®* U nasem radu nije postojala ve¢a udestalost PE kod
pacijentkinja sa deficitom proteina S, $to mozemo objasniti malim brojem pacijentkinja sa
ovom trombofilijom u ukupnom uzorku ispitivanih trudnica. U skladu sa rezultatima drugih
autora PE je bila naj¢esc¢a kod trudnica koje su bile nosioci mutacije F V Leiden.

Uvodenje LMWH nije uticalo na smanjenu pojavu PE i ona je postojala kod 14 (23,3%)
trudnica. Nije postojalo statisticki znacajno smanjenje broja pacijentkinja sa PE nakon
uvodenja terapije LMWH (X2=0,831, sign test z-0,46, p-0,64). I u grupi pacijentkinja sa PE
uz terapiju LMWH najveci broj je bio nosioc mutacije FV Leiden 8 (4,6%).

Deveer u svomu radu nije uocio vezu izmedu PE i mutacije FV Leiden kao i drugih oblika

165 166

urodene trombofilije. ™ Iste rezultate izneo je i Vajira H u svom radu. ™ Morison i saradnici
u svoj retrospektivnoj studiji nisu uocili znacajnu vezu izmedu mutacije inhibitora aktivatora
plazminogena, gestacijske hipertenzije i PE.'® Lin i saradnici su takode uogili veliku
udestalost trudnica sa FV Leiden mutacijom i pojavom PE.”> Wiwanitkit je takode uocio da je
mutacija gena za PAI-1 udruZena sa pojavom PE.'®®

PE je uzrok fetalnog mortaliteta i morbiditeta. Od 19 pacijentkinja sa PE koje nisu primale
terapiju LMWH kod 17 (10,3%) pacijentkinja porodaj je zavrsen pre 34 NG. Nakon uvodenja
LMWH u terapiju sve trudnoce su zavrSene porodajem i nije postojala statisticki znacajna
razlika u broju terminskih i prevremenih porodaja (p=0,13, X*-2,28. Uspesan ishog trudnoce
zavisi od adekvatnog razvoja placentne cirkulacije.

Poremecaj placentne cirkulacije znacajno povecava broj komplikacija u trudno¢i dovodeci do
IUGR-a, koji povecava perinatalni mortalitet i morbiditet. [UGR definiSemo kao telesna masa
ispod 10% za gestacijsku starost. Prema literaturnim podatcima oko 68% pacijentkinja sa
TUGR-om ima uodenu trombofiliju.” Visoku uéestalost trombofilije medu pacijentkinjama sa
TUGR-om je nagao i Jamal u svojoj studiji.”

U na$oj studiji od 27 pacijentkinja koje su imale porodaj u anamnezi IUGR je bio prisutan u
trudno¢i kod 23 (38,3%), Sto se podudara sa rezultatima drugih autora. IUGR je bio
podjednako zastupljen kod trudnica sa mutacijom PAI 4G/4G 7 (6,6%), trudnica sa
mutacijom FV Leiden 6 (3,6%) i trudnica sa kombinovanim trombofilijama 8 (4,3%). U
nekim studijama je uotena povezanost izmedu ITUGR-a i deficita proteina S.** Medu

pacijentkinjama sa [IUGR-om u nasoj studiji nije bilo pacijentkinja sa deficitom proteina S.
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Ni u studijama Jamala i Kupforminka nije nadena znacajna ucestalost deficita proteina S
medu pacijentkinjama sa IUGR-om. Oni su takode uocili da pacijentkinje sa mutacijom FV

. . . , ’ 25,170
Leiden imaju veéu moguénost nastanka TUGR-a.>"”

Podaci u literaturi prikazuju razlicite
rezultate. Glueck je naSao vecu ucestalost medu trudnicama sa IUGR koje su imale mutaciju
za PAI -1 gen.*”® Naprotiv Said navodi da nije bilo veze izmedu mutacije PAI -1 i [UGR-a.**
Verspyc je u svojo studiji nasao veci broj pacijentkinja sa [IUGR-om i mutaciojm FV Leiden
(OR-2.58; 95% CI: 0.83-8.04) i mutacijom F II (OR=2.03; 95% CI 0.51-8.01).'"

Nakon uvodenja LMWH u terapiju nije postojalo statisticki znacajno smanjenje broja
pacijentkinja sa [IUGR-om p>0,005.

U trudnoé¢ama u kojima u terapiju nije bio uklju¢en LMWH broj trudnica sa hipertenzijom je
bio statisti¢ki znacajno visi u odnosu na trudnice sa LMWH (p-0,003, X2-8,85).

S obzirom da je trombofilija povezana sa povecanim rizikom za IUGR, PE i abrupciju

173 . . .
3 Podaci u literaturi su

posteljice, ona nosi rizik i za nastanak intrauterusne smrti ploda.
razli¢iti 1 obuhvataju manji broj trudnica. Incidenca mrtvorodenosti se nije menjala
decenijama je iznosila 4.9 do 10.4 na 1000 porodaja.'” Sarig je u svojoj studiji nasao da je
kod trudnica sa trombofilijom veca ucestalost iznenadnih smrti ploda u tre¢em trimestru

(66%) i naroGito je udruzena sa mutacijom FV Leiden.'*?

Ranije retrospektivne studije u
EPCOT studiji su pokazale da je rizik za intrauterusnu smrt znacajno veci kod trudnica sa
trombofilijom (168/571 vs. 93/395; odds ratio 1.35; 95% CI 1.01, 1.82 ). Vossen i autori su u
svojoj studiji nasli sli¢an rizik za nastanak FMU kod urodenih trombofilja 1.4 (95% CI 0.3,
5.5) za FV Leiden mutaciju, 1.5 (95% CI 0.2, 12.9) za deficit proteina S, 1.5 (95% CI 0.3,
7.9) i za deficit proteina C 1.6 (0.3, 14.0)."° Rodger u svojoj studiji nije nasao &eséu pojavu
FMU kod pacijentkinja sa mutacijom FV Leiden.'”

U nasoj studiji 17 (28%) trudnica je u anamnezi imalo intrauterusnu smrt ploda u trudno¢ama
u kojima nisu tretirane LMWH. Podjednako medu pacijentkinjama sa FMU su bile
zastupljene mutacija gena za PAI-1 4G/4G kod 6 (3,6%) pacijentkinja i FV Leiden mutacija
kod 5 (3%) pacijentkinja. Od 13 (7,8%) trudnoéa koje su kontrolisane zbog ITUGR u 4
(62,4%) trudnoce je zabelezen FMU.

Statisticki visoko znacajno se smanjio broj FMU u trudno¢ama koje su bile tretirane LMWH,
samo 1 pacijentkinja je imala FMU uz terapiju ( X2=14,70 sa Yatesovom korekcijom

p<0,001).
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Abrupcija posteljice kao obstetricka komplikacija javila se kod samo 5 (8,3%) trudnica pre
uvodenja LMWH u terapiju. Nakon uvodenja terapije broj abrupcija se nije statisticki
zna&ajno smanjio (p-0,73, X*-0,12).

Zbog optereCene licne ili akuSerske anamneze kod svih trudnica kod kojih je dokazana
urodena trombofilija je od momenta UZ dijagnostikovana trudnoce u terapiju uveden
Fraxiparin. Odluka o profilaktickoj ili terapijskoj dozi Fraxiparina je doneta od strane
hematologa ili konzilijarno tokom hospitalizacije a na osnovu trombogenosti dokazane
trombofilije, opterecenosti li¢ne i akuSerske anamneze, vrednosti D dimera. Tokom redovnih
hospitalizacija pacijentkinjama je kontrolisana vrednost D dimera i UZ parametri i na osnovu
toga eventualno korigovana terapija.

Na profilakti¢koj dozi Fraxiparina je bilo 20 (33,3%) pacijentkinja, na terapijskoj 38 (63,6%).
Kod 2 pacijentkinje koje su imale DVT u trudno¢i uklju¢ena je terapija 0,6x2 ml Fraxiparina.
Kod 7 (11,67%) pacijentkinja je zbog porasta D dimera tokom drugog trimestra profilakticka
doza LMWH korigovana u terapijsku. Nije postojala znacajna razlika u vrednosti D Dimera
izmedu ovih grupa pacijentkinja (1,73 na prema 1,66). Vrednost D dimera je odredivanja i
pre porodaja. U nasoj studiji vrednosti D dimera pred porodaj su bile u granicama referentnih
vrednosti. Prose¢na vrednost D dimera je bila 1,70 (SD+/-2,3).

Kod pacijentkinja su pracene moguée komplikacije od primene Fraxiparina: krvavljenje,
trombocitopenija, alergija. Od nezeljenih efekata kod 3 (5%) pacijentkinje se javila alergija
na Fraxiparin te je on zamenjen Klexanom. Krvavljenje kao komplikacija primene
Fraxiparinske terapije nije registrovano ni kod jedne pacijentkinje. Kod 10 (16,67%)
pacijentkinja sa PE je postojala trombocitopenija, sa brojem PLT (102 SD+/- 12) ali to nije
tumaceno kao komplikacija Fraxiparinske terapije jer se javljala uporedo sa porastom drugih
laboratroijskih parametara (acidum urikum, LDH) u okviru PE Ovi podaci ukazuju na
sigurnost primene Fraxiparina tokom trudnoce.

Trudnoda je prema akuSerskim indikacijama zavrSena operativnim putem (carskim rezom) ili
vaginalnim porodajem. Statisticki znacajno viSe trudnoca 37 (61,6%) je zavrSeno Carskim
rezom u odnosu na 23 (38,3%) trudnoce koji su zavrSene vaginalnim putem. Najcesc¢i razlog
za zavrSavanje porodaja carskim rezom pored dijagnoze urodene trombofilije uzrok su bile
godine pacijentkinje i optere¢ena akuSerska anamneza (bez zivorodene dece).

Patoloski Ap skor smo definisali kao manji ili jednak 7 u prvom minutu. Samo 5 (8,3%)

pacijentkinja je imalo Ap skor manji od sedam.
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Prosec¢na vrednost Ap skora je za 1 min je iznosila 8,51 (SD +/- 1,57), za 5 min 9,23 (+/-
1,65), sto ukazuje na opste dobro stanje novorodencadi na porodaju. Ovi rezultati ukazuju na
¢injenicu da primena LMWH znacajno poboljsava ishod trudnoce. U svim trudnocama 8§
(13,3 %) koje su zavrsene pre 34 NG, radilo se o plodovima sa IUGR i sve su zavrSene
Carskim rezom.

Prose¢no vreme zavr$avanja porodaja je bilo 36.5 NG (SD+/-6.3). Od 60 pacijentkinja koje
su zbog dijagnostikovane urodene trombofilije bile tretirane terapijom LMWH njih 59
(98,3%) su rodile zivo dete, a trudnoca je bila zavrSena u intervalu od 29 do 40 NG. Samo
jedna trudnoda je zavrSena zbog FMU u 33+6 NG kod ploda sa IUGR. Od 59 porodaja 8
(13,3%) je zavrSeno pre 34 NG, 52 (86,6%) je zavrseno od 35 NG do termina porodaja.
Komparacijom broja trudnoca koje su zavrSene porodajem u grupi pacijentkinja koje nisu
tretirane Fraxiparinom i grupe koja je bila na terapiji Fraxiparinom od pocetka trudnoce
postojao je statisticki veéi broj porodaja u terminu grupi sa fraxiparinom 52 (86,6%) u
odnosu na 9 (10,3%) (p<0,00012). X2=23,835. Statisticki je znaajno manji broj porodaja do
34 NG bio je u grupi trudnica koja je tretirana Fraxiparinom. Postojala je statisti¢ki znacajana
razlika po broju prevremenih porodaja izmedu dve grupe (17-20,7% u odnosu 8-13,3%
(p<0,00012). X2=23,835). Podaci ukazuju da je duzina trajanja trudnoce kao i ishod trudnoce
cak 1 u slucaju razvoja komplikacija bio znacajno bolji u grupi pacijentkinja sa urodenom
trombofilijom koje su tretirane LMWH.

Na rodenju je bio najveci broj trudnica 29 (48,33%) sa decom telesne mase preko 3000gr.
Samo 3 (5,08%) trudnice su imale novorodencad sa telesnom masom ispod 1500 gr. Prose¢na
telesna masa na rodenju je bila 2855,59 +/- 689,47. Najmanja telesna masa na rodenju je bila
1250 gr.

S obzirom na hiperkoagulabilnost koja postoji i tokom fizioloske trudnoée a narocito je
naglasena kod trudnica sa trombofilijom, patohistoloske nalaze na posteljici tih trudnica i
moguéim opstetrickim komplikacijama u terapiju je odmah po UZ potvrdi trudnoce
uklju¢ivan LMWH, najcesée Fraxiparin. Cilj ove terapije je da pospesi placentaciju i spreci
stvaranje mikrotromba u interviloznim postorima te na taj nacin spreci ili smanji mogucénost
nastanka komplikacija u trudnoé¢i. S obziom da je PE desta komplikacija trudnica
trombofilijom komparirali smo njeno prisustvo pre i nakon uvodenja terapije. Nije postojala
statisticki znaCajan razlika u broju trudnica sa PE pre i nakon uvodenja terapije (bez terapije-

19, 31,67% 1 14 23,3%).
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Odsustvo razlike mozemo objasniti ve¢im brojem pobacaja i manjim brojem terminskih
porodaja u grupi trudnica bez terapije LMWH u odnosu na grupu koja je bila na terapiji
LMWH-om.

Kod pacijentkinja sa urodenom trombofilijom povecan broj trudno¢a sa IUGR komparirali
smo njihovu ucestalost u grupi koja je bila bez terapije i nakon uvodena Fraxiparinske
terapije. [UGR smo definisali kao PTM ispod 10 percentila za gestacijsku dob. Od 27
pacijentkinja koje su imale porodaj u grupi trudnica bez terapije 21 pacijentkinja je imala
IUGR (77,7). Nakon uvodenja terapije broj porodaja je bio 60, a IUGR je registrovan kod 21
pacijentkinje (35%). Statisticki znacajno je bio veci broj pacijentkinja sa IUGR u grupi pre
uvodenja Fraxiparina (p<0,0005).

Prema podacima iz literature abrupcija posteljice je CeS¢a kod trudnica sa urodenom

trombofilijom.*®' 1!

Komparacijom ucestalosti abrupcije kod pacijentkinja sa urodenom
trombofilijom koje nisu bile na terapiji LMWH 1 pacijentkinja koje su bile na terapiji zeleli
smo da vidimo da li primena Fraxiparina smanjuje ucestalost abrupcije. U grupi trudnica koje
su anamnezi imale porodaj njih 27 1 nisu bile na terapiji LMWH abrupcija se javila kod 5
(18,52%). Kod 60 trudnica sa urodenom trombofilijom koje su primale terapiju LMWH-om
abrupcija je postojala kod 4 (6,3%). Nije postojala statistiCka znacajnost izmedu dve grupe u
pojavi abrupcije (X>-0,12, p=0,73).

U nasoj studiji primena LMWH je doprinela zna¢ajnom povecanju broja porodaja i smanjenu
intrautrusne smrti ploda. Kao komplikacija u trudno¢ama bez LMWH c¢esc¢a je bila pojava
IUGR-a i PE $to je najverovatnije bio uzrok pove¢anom broja FMU. Nakon uvodena terapije
samo jedna pacijentkinja sa [IUGR-om i abrupcijom posteljice je imala intrauterusnu smrt
ploda (1,6%), Sto je visoko statisticki znac¢ajano u odnosu na grupu bez LMWH

X?=14,70 sa Yatesovom korekcijom p<0,001).

Svim trudnicama je tokom hospitaliazije raden UZ pregled radi pracenja biometrije ploda i
doplerskih merenja. Odredivanjem indexa otpora u uteroplacentnoj cirkulaciji smo pratili
razvoj placentacije. Komparirali smo Ri u uterinim arterijama u 18 NG i 34 NG. PoviSen
otpor smo definisali kao Ri ve¢i od 0,60 sa notchem u jednoj ili obe uterine arterije. U naSoj
studiji je bilo 32 (53,3%) trudnice sa patoloSkim uterinim arterijama u 18 NG. Njima je u
terapiju pored Fraxiparina uveden i Cardiopirin od 75 mg jednom dnevno. Protok kroz

uterine arterije smo merili tokom hospitalizacije.
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Komparirali smo protok kroz a. uterine u 18 i u interval od 32 do 36 NG. U 34 NG je poviSen
otpor u uterinim arterijama registrovan kod 24 (40%). Ovi rezulatati ukazuju na statisticki
znadajno ((X*=16,59; p<0,001), poboljsanje protoka nakon uvodenja terapije Cardiopirinom.
Pratili smo da li poviSen otpor kroz uterine arterije u 18 NG uti¢e na pojavu komplikacija u
trudno¢i. UocCena je statisticki znacajna veza izmedu patoloSkog protoka kroz arterije uterine
u II trimestru kod trudnica sa urodenom trombofilijom na terapiji LMWH i pojave PE
(X*=16,59; p<0,001) i TUGR (X*-4,80 p<0,028).

Kod svih pacijentkinja sa pobacajima u anamnezi uradeno je testiranje na urodene
trombofilije 1 uoceno je da je najveci broj pacijentkinja bio nosilac za mutaciju PAI-1 27
(16,2%). U formi homozigota mutacija PAI 1 (4G/4G) je bila prisutna kod 19 (11,4%)
trudnica, a 8 (4,8%) trudnica je imalo mutaciju PAI-1 heterozigot 4G/5G. Kod trudnica sa
pobacajima u anamnezi znacajan broj je imao kombinovanu trombofiliju 12 (20%). Druge
urodene trombofilije su bile manje zastupljene kod trudnica sa pobacajima u anamnezi
(mutacija F I G20210 A kod 6 (10%), mutacija FV Leiden kod 8 (13,3%), deficijencija
proteina S kod 3 (5%)). S obzirom na visoku ucestalost mutacije PAI-1 gena medu
trudnicama sa ponavljanim pobacajima mozemo zakljuciti da se i ona moze da svrstati u
visoko trombogene trombofilije, Sto opravdava primenu terapijskih doza Fraxiparina kod
trudnica u narednoj trudno¢i.

Prema podacima drugih autora najucestalije trombofilije su mutacija F V Leiden heterozigot,
mutacija FIT G20210A i mutacija PAL'"? Glueck u svojoj studiji takode navodi mutaciju PAI
gena kao znadajan uzrok komplikacija u trudnodi, §to se slaZe sa rezultatima nage studije.”

S obzirom na najveéu zastupljenost mutacijie PAI-1 gena u ispitivanoj grupi i broj
komplikacija koji smo pratili bio je najveci kod trudnica koje su nosioci mutacije za PAI-1
gen.

Pacijentkinje koje su nosioci PAI 4G/5G mutacije pre uvodenja terapije su imale gestacijsku
hipertenziju kao najceS¢u komplikaciju. Najces¢a komplikacija Mutacije F V Leiden bila je
PE i abrupcija. Pacijentkinje je sa dokazanom mutacijom PAI 4G/4G su imale gestacijsku
hipertenziju i intrauterusni zastoj u rastu ploda kao najéeséu komplikaciju. Najcesca

komplikacija kod kombinovanih trombofilija bio je IUGR.

Nakon uvodenja terapije LMWH znacajno se smanjio ukupan broj komplikacija (X*-10,08,
p-0,039). Pacijentkinje koje su nosioci PAI mutacije i nakon uvodenja terapije LMWH su kao

najc¢escu komplikaciju imale gestacijsku hipertenziju.
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Pacijentkinje koje su nosioci mutacije FV Leiden i dalje su imale PE kao najceScu
komplikaciju ali je broj abrupcija bio znacajno smanjen. NajceSca obstetricka komplikacija
kod trudnica sa kombinovanom trombofilijom je bio [IUGR.

lako se u mnogim studijama savetuje samo ekspektativni pristup pacijentkinja sa ovom
urodenom trombofilijom uz eventualnu profilakticku primenu Fraxiparina pre i postpartalno

nasi rezultati ukazuju na pozitivan efekat ove terapije.

Rezultati ove studije potvrdjuju predhodno uocenu visoku korelaciju izmedju oksidativnog
statusa zdrave majke kao i rezultata da oksidativni stress igra vaznu ulogu u razvoju
komplikacija u toku trudnoée obolelih od trombofilije kao $to su pobacaji, zastoji u rastu i
precklampsije! 107174 175176
Povecana aktivnost enzima zaStite od oksidacionih oStecenja u tkivu placenti kod majki
obolelih od trombofilije pokazuje da je u uslovima oboljenja poveéana proizvodnja reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta i da je placenta izlozena oksidativnom stresu. Znacajno povecanje
aktivnosti enzima koji koriste vodonik peroksid kao supstrat-katalaze i glutation peroksidaze,
ukazuju da je H>O, glavna reaktivna vrsta kiseonika u placentalnom tkivu majki obolelih od
trombofilije. Aktivnost enzima koji proizvode vodonik peroksid, CuZnSOD i MnSOD nije
poviSena u tkivu placenti majki obolelih od trombofilije u poredjenju sa kontrolnim
placentama. Superoksid dismutaza je glavni enzim za proizvodnju vodonik peroksida u tkivu,
tako da ovi rezultati ukazuju da H,O; ne poti¢e iz placentalnog tkiva. Vodonik peroksid
prolazi membranu, tako da moze do¢i do placentalnog tkiva iz majcine ili fetalne cirkulacije,
amnionske te¢nosti ili glatke muskulature uterusa.

Rezultati u ovom istrazivanju nesumljivo pokazuju da je placenta kod pacijentkinja obolelih
od trombofilije izlozena oksidativhom stresu izazvanim povisenom koncentracijom vodonik
peroksida koji potice iz endotelijuma, glatkih miSica uterusa i/ili majcine cirkulacije.

U pro-trombotskim uslovima u trombofiliji, hemostatski odgovor i mikro-trombi mogu
dovesti do ishemije, povrede krvnih sudova i do povecane produkcije reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta. Oksidativni stress, uzrokovan pro-trombotskim uslovima, aktivira kaskadu dogadjaja
koji uzrokuju vazokonstrikciju, leukocitnu atheziju, oksidacuju membrane, i dalju pro-

koagulaciju.'”’
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Svaki ovaj pojedinadan process uzrokuje dalju generaciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta.
Vazokonstrikcija se deSava jer dolazi do smanjenja dostupnog NO, sto je posledica ROS-a i
moze dalje uzrokovati ishemiju i krvarenje koje prati dalji razvoj oksidativnog stresa.'”’
Endotelijalne povrede i disfunkcije ukljucuju aktivaciju pro-koagulantnih i pro-inflamatornih
procesa. Krvne plocice koje su aktivirane oksidativnim stresom produkuju povecanu koli¢inu
H,0,."”” Vodonik peroksid na posredan nagin aktivira transkripciju faktora kappa (NF—«B) u
leukocitima koji aktivira inflamatorni odgovor.'”® U endotelijumu izlozenom oksidativnom
stresu, PAF lipidi (PAF — platelet-activating factor) mogu se pojaviti kroz oksidaciju
membrane, i time uzrokovati inflamaciju i agregaciju krvnih plo¢ica.'” U povredenim
krvnim sudovima, leukociti doprinose poveéanoj proizvodnji reaktivnih kiseoni¢nih vrsta.'®
Misi¢i zida materice se razlikuju od ostale glatke musculature po veoma finoj i osetljivoj
regulaciji koncentracije azot monoksida, ¢iji dizbalans moze dovesti do povecane produkcije
ROS-a u mitohondrijama.'®'

Oksidativni stress uzrokovan lan¢anim reakcijama, moze dovesti do ostecenja tkiva placente i
dalje do zastoja u rastu ploda, pa ¢ak i do pobacaja. Nekontrolisana produkcija radikalskih
vrsta je povezana sa razvojem hipertenzije, koja je glavni simptom preeklampsije.'””'®
Hidrogen peroksid, glavna reaktivna kiseoni¢na vrsta koja se generiSe kod majki obolelih od
trombofilije, kao membranski permeabilna molekulska vrsta moze izazvati razliCite
odgovore. Iz cirkulacije, moze do¢i do glatke muskulature i do tkiva placente, gde moze
izazvati oSte¢enja proteina 1 mitohondrija, $to dalje moze uzrokovati disfunkcije placentalnih
Gelija. '™

Placentalni protok krvi je kljuan za normalno funkcionisanje placente i vazan za razvoj
ploda. Vodonik peroksid modulira funkciju krvnih sudova na vrlo slozen nacin, delujuéi i kao

vazokonstriktor i kao vazodilatator,!3%!®

Kao vazokonstriktor, H,O, moze uzrokovati
smanjenje placentalne perfuzije. Ali kako vodonik peroksid ima bifazican efekat, to moze
uzrokovati oksidativni stress koji dovodi do ishemije i krvavljenja.'®> Ujednagen protok krvi
u placenti je presudan, jer fetus i placenta zahtevaju znacajne koli¢ine kiseonika tokom
drugog i treceg trimestra i placentalno tkivo moze biti pod uslovima hipoksije u periodima
vazokonstrikcija. Kada se ponovo uspostavi normalan protok krvi, moze do¢i do poveéane
oksigenacije lokalnog tkiva i takve promene mogu uzrokovati ishemiju i krvarenja. U

zavisnosti od obima 1 ucestalosti ovih promena, posledice mogu biti u rangu srednjeg

oksidativnog stresa do ozbiljnih tkivnih oéte¢enja placente.'™
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Sistem zastite od oksidacionih oSte¢enja ima ulogu da Stiti placentu od oksidativnog stresa
uzrokovanog trombofilijom. Disfunkcije uzrokovane oksidativnim stresom u placenti i
placentalnoj cirkulaciji kod obolelih od trombofilije koje se deSavaju po opisanom
mehanizmu mogu dovesti do pobacaja, preeklampsije i zastoja u rastu ploda, kada se AOS
kapacitet istro$i. Enzimi AOS-a prisutni u placentnom tkivu $tite i krv majke od povecane
koli¢ine H>O, koja se produkuje u trombofiliji. Ako ova odbrana izgubi efikasnost tokom
trudnoce, protrombotski uslovi mogu dovesti do tromboze. Nakon porodaja, kada se placenta
odbacuje, gubi se i njena zastitna funkcija i filtriranje majcine krvi, a proizvodnja vodonik
peroksida u miometrijumu, endotelijumu i u krvi se nastavlja. U takvim uslovima, mogu se
razviti tromboze sa smrtnim ishodom, koje se javljaju odmah nakon porodjaja.'®’

Rezultati ove studije ukazuju na oksidativni stress kao potencijalno polje za istrazivanja
komplikacija u trudno¢i Zena obolelih od trombofilije. Otvara se i nova meta za terapiju,
kori§¢enjem antioksidanata.

Nakon porodjaja, redoks milje se drasticno menja u krvi obolelih od trombofilije. Nivo
askorbil radikala je poviSen, a nivo SH grupa je smanjen. Ovi rezultati ukazuju da se u
cirkulaciji Zena obolelih od trombofilije, nakon porodjaja razvija oksidativni stress. Placenta

je izgleda vazna za odrzavanje redoks homeostaze tokom trudnoée. Ne samo da ishranjuje i

.....
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6. ZAKLJUCCI

1. Primena profilaktickih ili terapijskih doza LMWH u terapiji kod trudnica sa
urodenom trombofilijom od momenta UZ dijagnostikovanja intrauterusne
trudnoce znacajno povecava broj zivorodene dece uz terapiju LMWH (59
(98,8%) u odnosu na 15 (25%) bez terapije LMWH (p<0,00012).

2. Primena LMWH je statisticki znacajno smanjila broj pobacaja, prevremenih
porodaja i IUGR-a kod trudnica sa urodenom trombofilijom. Nije uoCena
statisticki znacajna razlika u pojavi PE i abrupcije posteljice kod pacijentkinja
koje su primale terapiju LMWH u odnosu na one koje nisu primale terapiju.

3. Najcesce obstetricke komplikacije su bile spontani pobacaj, PE i IUGR.

4. S obzirom na mali broj komplikacija kod majke tokom primene Fraxiparina,
alergija koja se javila kod samo 2 od 60 trudnica, odsustva krvavljenja i
trombocitopenije mozemo zakljuciti da je primena LMWH tokom trudnoce
bezbedna za majku.

5. Kod trudnica sa patoloskim protokom u uterinim arterijama tokom drugog i
treceg trimestra postojalaja je ¢esS¢a pojava PE 1 [UGR-a. Nije uoc¢ena statisticki
znacajna veza izmedu koli¢ine plodove vode, doplerskih indexa u atreriji
umbilikalis 1 komplikacija (PE, [IUGR, abrupcija.

6. Uvodene Cardiopirina u terapiju kod trudnica kod kojih je registrovan patoloski
protok tokom drugog trimestra statisticki znacajno je dovelo do poljsanja protoka
kroz uterine arterije u tre¢em trimestru.

7. U grupi trudnica koje smo ispitivali najveca je ucestalost mutacija PAI-1 u formi
homozigota 4G/4G, kombinovanih trombofilija i mutacije FV Leiden.

8. Uz primenu LMWH zn¢ajno manji broj trudnica je imao atak VTE tokom
trudnoce. Postpartalno uz profilakticku dozu LMWH nije zabelezena ni jedna
epizoda VTE.

9. Znacajno povecanje aktivnosti enzima zastite od oksidativnog stresa u
placentalnom tkivu majki obolelih od trombofilije kao supstrat-katalaze i
glutation peroksidaze ukazuje da je placenta majki obolelih od urodene

trombofilije izloZenija oksidativnom stresu.
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10.

11.

12.

13.

14.

H,O: je glavna reaktivna vrsta kiseonika u placentalnom tkivu majki obolelih od
trombofilije, s obzirom da aktivnost enzima koji proizvode vodonik peroksid,
CuZnSOD i MnSOD nije povisena u tkivu placenti majki obolelih od
trombofilije u poredjenju sa kontrolnim placentama. PoviSena koncentracija
vodonik peroksida u placenti potice iz endotelijuma, glatkih misic¢a uterusa i/ili

majcine cirkulacije.

Vodonik peroksid modulira funkciju krvnih sudova na vrlo slozen nacin,
deluju¢i i kao vazokonstriktor i kao vazodilatator. Kao posledica nedovoljne
aktivnosti AOS-a moze se razviti srednje ili ozbiljno oStec¢enje placentnog tkiva.
Aktivnost CuZnSOD u eritrocitima obolelih od trombofilije znacajno opada
posle porodjaja. Ovaj rezultat ukazuje na povecanu koncentraciju vodonik
peroksida u krvotoku obolelih od trombofilije nakon porodjaja, jer je H,O,
inhibitor CuZnSOD.

EPR signal askorbil radikala je detektovan samo u plazmi obolelih od
trombofilije posle porodjaja. Ovaj rezultat ukazuje na razvijanje oksidativnog
stresa u cirkulaciji obolelih od trombofilije nakon porodjaja. Ovaj zakljucak je
potvrdjen i rezultatima dobijenim merenjem SH grupa u plazmi Nivo SH grupa
je znacajno nizi u plazmi obolelih od trombofilije posle porodjaja u odnosu na
nivo u plazmi pre porodjaja.

Rezultati ove studije ukazuju na oksidativni stres kao potencijalno polje za
istrazivanja komplikacija u trudno¢i Zena obolelih od trombofilije. Uvodi se i

nov postupak za terapiju, koriS¢enjem antioksidanasa.
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LISTA SKRACENICA:

DVT-duboka venska tromboza
PE-preeklampsija

DVT- duboka venska tromboza
PCR-polimeraza chain reaction
FVL-mutacija faktora pet Leiden

FII G20210A-mutacija faktora dva
MTHFR-metilentetrahidrofolat reduktaza
APSy-antifosfolipidni sindrom
LAC-lupus antikoagulans
ACA-antikardiolipinska antitela
antiB2GP-1-antibetadva glikoproteinska antitela
IgG —imuno globulinska antitela klase G
IgM- imuno globulinska antitela klase M
VTE-venski tromboembolizam

TF-tkivni faktor, tkivni tromboplastin
PAI-1 i PAI-2- plazminogen aktivator inhibitora 1 i 2
F VII-faktor VII

F VlII-a-aktivirani faktor VII

F X-faktor X

F VIlI-a-aktivirani faktor VIII

F IX-faktor IX

F IX-a-aktivirani faktor [X

F X-a —aktivirani faktor X

F V-faktor V

F XlII-a-aktivirani faktor XII

F XI-faktor jedanaest

AT II-antitrombin tri
FMU-intrauterusna smrt ploda
PE-preeklampsija

IUGR-intrauterusni zastoj u rastu ploda

UPC-uteroplacentna cirkulacija
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Prilog 1.

|zjava o autorstvu

Potpisani-a  Dragana N. Maglic e, ol e

broj upisa e

lzjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom

PROCENA ISHODA TRUDNOCA KOMPLIKOVANIH URODENIM TROMBOFILIJAMA
T R L O Sl Y

———-—_——_—__——___——_____—_————-#

+ rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

. da predlozena disertacija u celini ni u delovima nije bila predlozena za dobijanje
bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,

» da su rezultati korektno navedeni |
« da nisam Krsio/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 15.04.2016
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Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije
doktorskog rada

Ime | prezime autora Dragana N. Maglic

Broj upisa

Studijski program

Naslov rada PROCENA ISHODA TRUDNOCA KOMPLIKOVANIH UROBDENIM
TROMBOFILIJAMA

Mentor dr sc. Zeljko Mikovi¢, redovni prof Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu

Potpisani Dragana N. Maglic

izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verzijl
koju sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta

u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji licni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao Sto su ime i prezime, godina | mesto rodenja | datum odbrane rada.

Ovi licni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 15.04.2016
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Prilog 3.

lzjava o koriscenju

Ovlagcujem Univerzitetsku biblioteku .Svetozar Markovic™ da U Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

SROCENA ISHODA TRUDNOCA KOMPLIKOVANIH URODENIM TROMBOFILIJAMA

e o e —

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam U elektronskom formatu pogodnom Za

trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitaln repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne

zajednice (Creative Commons) za Koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo

2 Aulorstvo - nekomercijalno

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

4 Autorstvo — nekomercijalno - deliti pod istim uslovima

5 Autorstvo — bez prerade

5 Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da Saokruzite samo jednu od sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je

na poledini lista).

Potpis doktoranda

U Beogradu, 1530452 0i10 ———
[Q?ZUQ fﬂ%%((f
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