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ISPITIVANJE ZNACAJA MARKERA HIPERKOAGULABILNOSTI I
GLOBALNIH HEMOSTATSKIH TESTOVA U TRUDNOCI
KOMPLIKOVANOJ PREEKLAMPSIJOM

SAZETAK

Preeklampsija je multisistemski poremecaj koji se javlja kao komplikacija trudnoce i
predstavlja jedan od vodecih uzroka mortaliteta i morbiditeta majki, ali i njihovog potomstva.
Smatra se da preeklampsija nastaje kao posledica poremecaja u ranom razvoju placente koji
dovodi do aktivacije maternalnog vaskularnog endotela $to rezultuje generalizovanom
vazokonstrikcijom, znac¢ajnim metabolickim promenama, disfunkcijom endotela, pojac¢anim
inflamatornim odgovorom i aktivacijom koagulacije. Takode, dokazano je da pojava
preeklampsije u trudno¢i ukazuje na postojanje nepovoljnog kardio-metabolickog profila
Zene, te je u novijim vodi¢ima preeklampsija uvrStena u dugorocne faktore rizika za razvoj
kardiovaskularnih bolesti (KVB). Pored toga, preeklampsija i KVB imaju zajednicke faktore
rizika, a oba poremecaja su okarakterisana i zajedniCkim patofizioloskim promenama.
Klinicki simptomi preeklampsije, hipertenzija i proteinurija, ispoljavaju se nakon 20. nedelje
gestacije, mada dijagnoza preeklampsije moze da se postavi i u odsustvu proteinurije ukoliko
je novonastala hipertenzija udruzena sa pojavom trombocitopenije, poremecene funkcije
jetre, novorazvijene bubrezne insuficijencije, pluénog edema ili novonastalih vizuelnih
odnosno cerebralnih poremecaja, te uteroplacentalnog poremecaja koji rezultuje zastojem u

rastu ploda.

S obzirom da je hiperkoagulabilno stanje u preeklampsiji dodatno pojacano u odnosu
na normalnu trudno¢u cilj ove studije je bio da se ispita korisnost globalnih testova
hemostaze, endogenog trombinskog potencijala i ukupnog hemostatskog potencijala, u
proceni poremecaja hemostaze u preeklampsiji, pre i nakon porodaja, kao i da se utvrdi
povezanost ispitivanih parametara sa ishodima preeklampticne trudnoce. Analizirane su
takode 1 karakteristike fibrinskih ugruSaka u normalnoj i preeklampti¢noj trudnoéi. Pored
toga, odredivani su razliciti fenotipovi ekstracelularnih vezikula i analizirana je njihova

povezanost sa ispitivanim hemostatskim parametrima.

U studiju je ukljuceno 46 trudnica sa preeklampsijom i 80 zdravih trudnica. U grupi

trudnica sa preeklampsijom utvrden je znaajno visi indeks telesne mase, kao i poveéano



prisustvo komorbiditeta, infertiliteta i komplikacija u prethodnoj trudnoc¢i. Parametri ETP
testa, ETP i visina pika, i ukupni hemostatski potencijal (OHP) su bili zna¢ajno povecani u
preeklampsiji u poredenju sa normalnom trudnoc¢om (P < 0,001), dok su vrednosti ukupnog
fibrinolitickog potencijala (OFP) bile znacajno snizene (P < 0,001). Vreme lize ugruska je
bilo znacajno produzeno u preeklampsiji, ¢ak i posle dodatka specificnog TAFI inhibitora (P
< 0,001). U grupi trudnica sa preeklampsijom nakon porodaja utvrdeno je dodatno povecanje
visine pika (P = 0,007) i smanjenje OFP vrednosti (P = 0,008) u odnosu na vrednosti pre
porodaja. Kod preeklampti¢nih trudnica sa komplikacijama izmerene su znacajno snizene
koncentracije antitrombina (P = 0,030), dok su u pogrupi sa renalnim komplikacijama
utvrdene znacajno povecane vrednosti ETP, visine pika i D-dimera (P = 0,014; P =0,012; P =
0,015; redom). ROC analizom je pokazano da je visina pika bolji pokazatelj renalnih
komplikacija u odnosu na ETP (ROC AUC 0,846; 95% CI1 0,714 —0,979; P = 0,013 vs 0,767,
95% CI1 0,601 — 0,933; P = 0,054). U pogledu fetalnih komplikacija u preeklampsiji, trudnice
kod kojih je zabeleZen zastoj u rastu ploda (IUGR) imale su znacajno niZe vrednosti D-
dimera u odnosu na trudnice bez prisustva IUGR (P = 0,006), dok su kod preeklampti¢nih
trudnica sa oligohidramnionom utvrdene znacajno snizene vrednosti OFP (P = 0,033).
Vrednosti Apgar skora u 5. minutu su bile u korelaciji sa ETP vrednostima (r = -0,309; P =
0,041). Turbidimetrijskim merenjima i SEM utvrdena je poremecena struktura fibrinskih
ugrusaka kod trudnica sa preeklampsijom, okarakterisana povecanom brzinom stvaranja
fibrina (P = 0,006) i tanjim fibrinskim vlaknima (P = 0,025), §to doprinosi ¢vrstoci fibrinskih
ugruSaka. U preeklampsiji je takode utvrdeno prisustvo znacajno povecanih koncentracija
PS+ CD42a+ trombocitnih EV (P = 0,014) i PS+ VCAM-1+ endotelnih EV (P = 0,002) u
poredenju sa normalnom trudno¢om. Kod preeklampti¢nih trudnica nakon porodaja izmerene
su povisene koncentracije svih ispitivanih fenotipova EV [PS+ EV (P = 0,001), PS+ CD42a+
EV (P <0,001), PS+ CD62E+ EV (P < 0,001), PS+ VCAM-1+ EV (P < 0,001) i PS+ TF+
EV (P = 0,015)], izuzev PIGF+ EV, u poredenju sa vrednostima pre porodaja. Inverzna
korelacija utvrdena je izmedu EV koncentracija (PS+, PS+ TF+ i PIGF+) i parametara OHP
testa i fibrinskog ugruska, dok su PS+ VCAM-1+ EV bile u direktnoj korelaciji sa

vrednostima FVIII u plazmi.

Rezultati ove opsezne procene hemostatskog statusa u preeklampsiji su pokazali da je
hiperkoagulabilno stanje perzistentno prisutno kod trudnica sa preeklampsijom, ¢ak i nakon
porodaja, kao i da se moze pratiti primenom dva ispitivana globalna hemostatska testa. Pored

toga, ova studija pruza dokaze da trudnice sa preeklampsijom imaju nepovoljne karakteristike



i strukturu fibrinskih ugrusaka, koji bi mogli da budu povezani sa razvojem KVB kasnije u
toku Zivota. Sto se ti¢e maternalnih komplikacija u preeklampsiji, nasi podaci pokazuju da su
znacajno povecane vrednosti ETP 1 visine pika prisutne kod preeklampti¢nih trudnica sa
renalnim komplikacijama, §to sugeriSe na povecan rizik od tromboze u 0voj grupi, iako
precizne klini¢ke implikacije takvog zapazanja tek treba da se utvrde. Povecana koncentracija
PS+ CD42a+ trombocitnih EV i PS+ VCAM-1+ endotelnih EV kod preeklampti¢nih trudnica
pre i nakon porodaja, pracena dodatnim postpartalnim poveéanjem koncentracije ukupnih
PS+ EV, PS+ CD62E+ endotelnih EV i PS+ TF+ EV i inverzna povezanost PS+ EV, PS+
TF+ EV i PIGF+ EV sa vrednostima OHP i Kkarateristikama fibrinskih ugrusaka moze da
sugerise ukljuéivanje EV u intravaskularno talozenje fibrina koje dovodi do poremecaja
mikrocirkulacije u preeklampsiji, prvenstveno na nivou placente i bubrega. Osim toga,
doprinos EV nepovoljnim karakteristikama fibrinskih ugrusaka zajedno sa poveéanim
oslobadanjem PS+ VCAM-1+ EV u preeklampsiji moze da bude povezan i sa kasnijim

razvojem KVB kod ovih Zena.

Klju¢ne redi: preeklampsija, hiperkoagulabilnost, globalni testovi hemostaze, struktura

fibrinskog ugruska, ekstracelularne vezikule

Nauéna oblast: Medicinske nauke — farmacija

UZa nauc¢na oblast: Medicinska biohemija



EVALUATION OF THE HYPERCOAGULABILITY MARKERS AND
GLOBAL HAEMOSTATIC TESTS IN PREGNANCIES
COMPLICATED WITH PRE-ECLAMPSIA

ABSTRACT

Pre-eclampsia is a multisystem disorder that occurs as a complication of pregnancy
and is one of the leading causes of maternal mortality and morbidity, as well as of their
offspring. The major cause of pre-eclampsia is considered to be a defect in early placental
development leading to maternal vascular endothelial activation which results in generalized
vasoconstriction, significant metabolic changes, endothelial dysfunction, enhanced
inflammatory response, and coagulation activation. Also, it has been proven that the
occurrence of pre-eclampsia in pregnancy indicates the existence of an unfavourable cardio-
metabolic profile in women, and recent guidelines include pre-eclampsia as a long-term risk
factor for the development of cardiovascular disease (CVD). Moreover, pre-eclampsia and
CVD share common risk factors, and both disorders are characterized by common
pathophysiological changes. Clinical symptoms of preeclampsia, hypertension and
proteinuria, can be seen after 20 weeks of gestation, although the diagnosis of pre-eclampsia
can be made in the absence of proteinuria if the new-onset hypertension is associated with
thrombocytopenia, impaired liver function, new-onset renal failure, pulmonary oedema or
new-onset visual or cerebral disorders, and uteroplacental disorder that results in fetal growth

retardation.

Bearing in mind that the hypercoagulable state in pre-eclampsia is further enhanced
compared to normal pregnancy, the aim of this study was to evaluate the usefulness of global
haemostatic assays, endogenous thrombin potential and overall haemostatic potential in the
assessment of the haemostatic disorders in pre-eclampsia before and after delivery and to
analyse the results of these assays in relation to the outcomes of preeclamptic pregnancy. The
characteristics of fibrin clots in normal and preeclamptic pregnancies were also analyzed.
Furthermore, different phenotypes of extracellular vesicles were determined and their

association with the investigated hemostatic parameters was analyzed.

The study involved 46 pregnant women with pre-eclampsia and 80 healthy pregnant

women. In the group of pregnant women with pre-eclampsia, a significantly higher body



mass index was found, as well as an increased presence of comorbidities, infertility and
complications in previous pregnancies. ETP assay parameters, ETP and peak height, and
overall haemostatic potential (OHP) were significantly increased (P < 0.001), whereas overall
fibrinolytic potential (OFP) values were significantly reduced (P < 0.001) in pre-eclampsia
compared to normal pregnancy. The clot lysis time was significantly prolonged in pre-
eclampsia, even after the addition of a specific TAFI inhibitor (P < 0.001). In the group of
pregnant women with pre-eclampsia after delivery, an additional increase in peak height (P =
0.007) and a decrease in OFP values (P = 0.008) compared to predelivery values were found.
Significantly reduced antithrombin concentrations (P = 0.030) were measured in preeclamptic
pregnant women with complications, while significantly increased values of ETP, peak
height and D-dimer (P = 0.014; P = 0.012; P = 0.015, respectively) were found in the group
with renal complications. ROC analysis revealed that peak height was a better indicator of
renal complications compared to ETP (ROC AUC 0.846; 95% CI1 0.714 - 0.979; P = 0.013 vs
0.767; 95% CI 0.601 - 0.933; P = 0.054). Regarding foetal complications in pre-eclampsia,
pregnant women with intrauterine growth retardation (IUGR) had significantly lower D-
dimer values compared to pregnant women without IUGR (P = 0.006), while in preeclamptic
pregnant women with oligohydramnios, significantly lower OFP values (P = 0.033) were
found. 5-minute APGAR score correlated with ETP values (r = -0.309; P = 0.041).
Turbidimetric measurements and SEM revealed an altered structure of fibrin clots in pregnant
women with pre-eclampsia, characterized by faster fibrin formation rate (P = 0.006) and
thinner fibrin fibers (P = 0.025), which contributes to the strength of fibrin clots. Pre-
eclampsia also showed the presence of significantly increased concentrations of PS+ CD42a+
platelet EVs (P = 0.014) and PS+ VCAM-1+ endothelial EVs (P = 0.002) compared to
normal pregnancy. Concentrations of all investigated EV phenotypes [PS+ EVs (P = 0.001),
PS+ CD42a+ EVs (P < 0.001), PS+ CD62E+ EVs (P < 0.001), PS+ VCAM-1+ EVs (P <
0.001) and PS+ TF+ EVs (P = 0.015)], except PIGF+ EVs, were significantly elevated in
preeclamptic pregnant women after delivery compared to the values before delivery. An
inverse correlation was observed between EVs concentrations (PS+, PS+ TF+ and PIGF+)
and OHP assay and fibrin clot parameters, while PS+ VCAM-1+ EVs directly correlated with

plasma FVIII values.

The results of this extensive assessment of haemostatic status in pre-eclampsia showed
that the hypercoagulable state is persistently present in pregnant women with pre-eclampsia,

even after delivery, and can be monitored using two global haemostatic assays. Moreover,



this study provides evidence that pregnant women with pre-eclampsia have unfavourable
features and structure of fibrin clots, which could be associated with the development of
CVD later in life. Regarding maternal complications in pre-eclampsia, our data show that
significantly increased ETP and peak height values are present in preeclamptic pregnant
women with renal complications, suggesting an increased thrombotic risk in this group,
although the precise clinical implications of such an observation remain to be determined.
Increased concentration of PS+ CD42a+ platelet EVs and PS+ VCAM-1+ endothelial EVs in
preeclamptic pregnant women before and after delivery, followed by an additional
postpartum increase in total PS+ EVs, PS+ CD62E+ endothelial EVs and PS+ TF+ EVs and
inverse association of PS+ EVs, PS+ TF+ EVs and PIGF+ EVs with OHP values and fibrin
clot characteristics may suggest the involvement of EVs in intravascular fibrin deposition
leading to microcirculation disorders in pre-eclampsia, primarily at the placental and renal
levels. In addition, the contribution of EVs to the unfavourable characteristics of fibrin clots
together with the increased release of PS+ VCAM-1+ EVs in preeclampsia may be related to

the subsequent CVVD development in these women.

Key words: pre-eclampsia, hypercoagulability, global haemostatic assays, fibrin clot

structure, extracellular vesicles

Scientific field: Medical sciences — Pharmacy

Scientific subfield: Medical biochemistry
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1. UvOoD

Hipertenzija u trudnoé¢i predstavlja najucestaliju komplikaciju trudnoce i ozbiljan
zdravstveni i medicinski problem, kako u zemljama u razvoju, tako i u industrijski razvijenim
zemljama. | pored znacajnog napretka medicine i razvoja savremenih medicinskih
tehnologija kojima je omogucen bolji nadzor trudnica, hipertenzivni poremecaji u trudno¢i su
vodec¢i uzrok i maternalnog i perinatalnog morbiditeta i mortaliteta. Prema podacima Svetske
Zdravstvene Organizacije (SZO) hipertenzivni poremecaji, posle hemoragije, predstavljaju
najée$¢i uzrok smrtnosti majki u trudno¢i i odgovorni su za 14 % maternalnih letalnih ishoda,
od cega je oko 75 % posledica preeklampsije/eklampsije (1,2). Procenjuje se da na svaki
smrtni ishod, odnosno svaku maternalnu smrt dolazi 20 Zena sa ozbiljnim morbiditetima ili
invaliditetom (3). Pored toga, ustanovljeno je da Zene sa istorijom hipertenzivnih poremecaja
u trudno¢i imaju povecan rizik za razvoj hroni¢ne hipertenzije i kardiovaskularnih oboljenja

kasnije u zivotu (4).

U literaturi postoje velike varijacije u prijavljenoj stopi incidencije kako za
hipertenzivne poremecaje u trudnoci (4 — 25 %), tako i za preeklampsiju (1 — 9 %). Najvisa
incidencija, kao i smrtnost, beleze se u zemljama Afrike, jugoistoéne Azije i Latinske
Amerike gde su faktori rizika prisutni u veCoj meri, a prenatalna zaStita i terapijske
mogucénosti su ograni¢eni. Pored regionalnih, socio-ekonomskih i rasnih razlika, znacajna
odstupanja u zabeleZzenim stopama incidencije poticu i od razlika u dizajnu studija,
karakteristika populacije, kao i primenjivanim definicijama i Klasifikacijama. Zabrinjavajuci
podatak svakako predstavlja Cinjenica da se poslednjih godina belezi porast incidencije
hipertenzivnih poremecaja u trudno¢i u SAD, isto¢noj i zapadnoj Evropi i Latinskoj Americi,
pre svega kao rezultat uznapredovale meternalne starosti u prvoj trudnoci, porasta
pregestacijskog indeksa telesne mase (ITM) i porasta prevalencije drugih kardiometaboli¢kih
faktora. Treba imati u vidu i da se tradicionalno u populacionim studijama incidencija
hipertenzivnih poremecaja u trudnodi izveStava u odnosu na sve trudnoce majke, a ne u
odnosu na broj trudnih Zena sa ovim poremecajima u reproduktivnoj dobi, ¢ime se stopa
incidencije znacajno umanjuje. Prema podacima Garovi¢ i saradnika incidencija je Cak
dvostruko visa ukoliko se izracunava u odnosu na broj trudnih Zena umesto na broj trudnoca,
Sto za hipertenzivne poremecaje u trudnoc¢i iznosi 15,3 % vs 7,3 %, odnosno za preeklampsiju
7,5 % vs 3,3 % (5-7).



1.1. Klasifikacija i definicija hipertenzivnih poremecaja u trudnoci

Hipertenzivni poremecaji u trudnoéi predstavljaju heterogenu grupu oboljenja 1 do
danasnjeg dana ne postoje usaglaseni stavovi u pogledu njihove Klasifikacije, dijagnostic¢kih
kriterijuma i terapijskog pristupa. S obzirom da mnoge drzave nemaju nacionalne vodice za
dijagnostifikovanje i leCenje hipertenzivnih poremecaja u trudnodi, u literaturi se najcesce
koriste Klasifikacije Medunarodnog udruzenja za proucavanje hipertenzije u trudnoci (engl.
International Society for the Study of Hypertension in Pregnancy — ISSHP) i Ameri¢kog
koledza za ginekologiju i akuSerstvo (engl. The American College of Obstetricians and
Gynecologists — ACOG).

U ovom radu koris¢ena je ISSHP klasifikacija i revidirani kriterijumi objavljeni 2014.
godine prema kojoj se hipertenzivni poremecaji u trudno¢i dele na: hroni¢nu hipertenziju,
gestacijsku hipertenziju, preeklampsiju (de novo ili superponiranu na hroni¢nu hipertenziju) i

hipertenziju ,,belog mantila“ (8).

Hroni¢na hipertenzija je definisana kao povisen krvni pritisak (KP) koji je postojao i
pre trudnoce, odnosno sistolni KP > 140 mm Hg i/ili dijastolni KP > 90 mm Hg koji se razvio
u trudnoéi, ali pre 20. nedelje gestacije (ng). Najcesce je posledica esencijalne hipertenzije,

povezane sa porodi¢nom istorijom hipertenzije ili uzrokovane prekomernom tezinom.

Gestacijska hipertenzija (GH) se definiSe kao de novo razvoj hipertenzije nakon 20.
ng bez poremecaja koji su odlika preeklampsije. Obi¢no se radi o benignom poremecaju, ali u

25 % slucajeva prelazi u preeklampsiju, narocito ukoliko se javi pre 32. ng.

Preeklampsija (PEK) je definisana pojavom povisenog krvnog pritiska (sistolni KP >
140 mm Hg i/ili dijastolni KP > 90 mm Hg) koja se prvi put registruje posle 20. ng, mereno

minimalno dva puta u razmaku od 4 ili 6 h, uz prisustvo jednog ili vise novonastalih stanja:

e proteinurije okarakterisane sa > 300 mg proteina u 24h urinu ili odnosa
proteini/kreatinin > 30 mg/mmol u nasumi¢nom uzorku urina ili najmanje 1 g/L,
odnosno [2 +] na urinskoj tracici;

e disfunkcije drugih organa: bubrezne insuficijencije (koncentracija kreatinina u
serumu > 90 umol/L ili udvostrucena koncentracija kreatinina u serumu u odsustvu
drugih bubreznih oboljenja), poremecene funkcije jetre (dvostruko povisena aktivnost
transaminaza u odnosu na gornju granicu referentnog intervala sa ili bez bola u
gornjem desnom kvadrantu ili epigastricnog abdominalnog bola), neuroloskih

poremecaja (poput eklampsije, poremecenog mentalnog statusa, slepila, mozdanog
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udara, hiperefleksije udruzene sa klonusom, teSkih glavobolja udruzenih sa
hiperefleksijom, pojave skotoma) ili hematoloskih komplikacija (trombocitopenije sa
brojem trombocita < 150 x 10%L, diseminovane intravaskularne koagulacije (DIK),
hemolize).

e uteroplacentalnog poremecaja koji rezultuje zaostajanjem u rastu ploda.

Kada se pomenuti poremecaji pojave kod trudnice sa hroni¢nom hipertenzijom govorimo
o hroni¢noj hipertenziji sa superponiranom preeklampsijom. Takode, prema ISSHP
smernicama HELLP sindrom (engl. Hemolysis, Elevated Liver enzymes, Low Platelet count)
se ne smatra izolovanim 1 zasebnim poremeéajem ve¢ ozbiljnom komplikacijom
preeklampsije. Dodatno, u klinickim uslovima se ne preporucuje podela preeklampsije na

blagu i teSku, niti na ranu (javlja se pre 34. ng) i kasnu (javlja se posle 34. ng) preeklampsiju.

Pojam hipertenzije ,,belog mantila“ se uvodi s obzirom na podatke da se ovaj tip
hipertenzije javlja u opstoj populaciji kod ¢ak 1 od 4 pacijenta pri merenju KP u ambulanti ili

na klinici.

ISSHP je 2018. godine objavio revidirane kriterijume prema kojima se pored
navedenih kategorija dodaje maskirana hipertenzija i tranzitorna gestacijska hipertenzija.
Maskirana hipertenzija se odnosi na povisen KP izmeren van klinike ili ambulante, najcesce
dijagnostifikovan 24-Casovnim pracenjem KP ambulantno ili automatskim pra¢enjem u
kuénim uslovima kod pacijentkinja kod kojih postoje nalazi neobja$njenih poremecaja, a koji
su u posledi¢noj vezi sa oSte¢enjem ciljnog organa dejstvom hipertenzije. Tranzitorna
gestacijska hipertenzija se definiSe kao novonastala hipertenzija koja se javlja u toku trudnoce
1 nestaje bez primenjene terapije. Najcesce se javlja u drugom ili treCem trimestru trudnoce 1
obic¢no se detektuje na klinici pri ¢emu nakon nekoliko ¢asova nestaje. Smatra se da u 40 %
slucajeva prelazi u gestacijsku hipertenziju ili preeklampsiju, pa se savetuje redovno pracenje
ovih trudnica. Takode, usaglaseni su stavovi sa ACOG i iskljuen je pojam teske
preeklampsije s obzirom da preeklampsija moze da ugrozi i majku i plod u bilo kom trenutku,
te se uvode pojmovi lakse i teze forme preeklampsije. Prema najnovijim ACOG smernicama
govorimo o teskoj formi preeklampsije ukoliko je prisutan jedan od slede¢ih kriterijuma:
teska hipertenzija (sistolni KP od 160 mm Hg ili visi, ili dijastolni KP od 110 mm Hg ili visi
izmeren najmanje dva puta u razmaku od najmanje 4 h), trombocitopenija (broj trombocita <
100 x 10%/L), poremecena funkcija jetre koja se ne moze objasniti alternativnom dijagnozom
(dvostruko povisena aktivnost enzima jetre u odnosu na gornju granicu referentnog intervala

ili bol u gornjem desnom kvadrantu trbuha ili bol u epigastrijumu Kkoji ne reaguju na terapiju
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medikamentima), bubrezna insuficijencija (koncentracija kreatinina u serumu > 97 umol/L ili
udvostrucena koncentracija kreatinina u serumu u odsustvu drugih bubreznih oboljenja),
edem pluc¢a, novonastala glavobolja koja ne reaguje na terapiju medikamentima i ne moze se

objasniti alternativnom dijagnozom, ili vizuelni poremecaji (9,10).

Svakako treba naglasti da 1 dalje postoje znacCajna neslaganja izmedu kriterijuma 1
preporuka razli¢itih nacionalnih i medunarodnih udruzenja u odnosu na ISSHP, pre svega u
pogledu definicije preeklampsije i stanoviSta da proteinurija ili zaostajanje u rastu ploda budu
deo kriterijuma za postavljanje dijagnoze preeklampsije, zatim obavezne rutinske terapije
antihipertenzivima i ciljnog KP, primene MgSO,, kao i vremenskog okvira za porodaj i

pospartalnog pra¢enja majke.

1.2. Faktori rizika za razvoj preeklampsije

Preeklampsija je najce$¢a forma hipertenzivnog sindroma trudnoce, a ujedno i sa
najtezim posledicama po majku i plod. Uprkos intenzivnim istrazivanjima i primeni
multiparametarskih modela do danas nisu identifikovani faktori i parametri koji bi
samostalno ili u kombinaciji mogli da se koriste u predikciji razvoja preeklampsije. Brojne
studije su pokazale da postoje odredeni maternalni faktori koji mogu da predisponiraju njenu
pojavu. Medutim, treba imati u vidu da se preeklampsija ¢esto javlja kod zdravih Zena u prvoj
trudno¢i koje nemaju ociglednih faktora rizika (11). Kao faktori koji nose najveci rizik za
razvoj preeklampsije navode se: postojanje preeklampsije u prethodnoj trudnoéi, hroni¢na
hipertenzija, pregestacijski dijabetes, autoimune bolesti, hroni¢na bubrezna oboljenja i
multifetalna trudno¢a. Zena sa preeklampsijom u prethodnoj trudno¢i ima 8 puta vedéi rizik za
razvoj preeklampsije u narednoj trudno¢i, narocito ako se radilo o teskoj formi preeklampsije
(relativni rizik (RR) = 8,4; 95 % CI 7,1 — 9,9). Rizik je najveci (55 %) ukoliko je zbog
ozbiljnih komplikacija porodaj izvrsen pre 28. ng, dok je dvostruko manji (25 %) ukoliko je
porodaj izvrsen pre 34. ng, a iznosi 16 % ukoliko je porodaj izvrSen u terminu. Isto tako
hroni¢na hipertenzija, iako nije uobicajena kod Zena u reproduktivnoj dobi, povecava rizik za
nastanak preeklampsije pet puta u odnosu na trudnice koje nemaju ovaj faktor rizika (RR =
5,1; 95 % CI 4,0 — 6,5). Rizik znacajno povecavaju i prisustvo pregestacijskog dijabetesa (RR
=3,7; 95 % CI 3,1 — 4,3), antifosfolipidni sindrom (RR = 2,8; 95 % CI 1,8 — 4,3), sistemski
lupus eritematozus (RR = 2,5; 95 % CI 1,0 — 6,3) i hroni¢ne bolesti bubrega (RR =1,8; 95 %
Cl 15 — 2,1). Iako se preeklampsija javlja u najve¢em broju slucajeva u jednoplodnoj

trudno¢i, multifetalna trudnoca nosi dvostruko veci rizik za njen nastanak (RR = 2,9; 95 % CI
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2,6 — 3,1) (12). Kod zena bez faktora visokog rizika prisustvo > 2 faktora umerenog rizika
povezano je sa Cetiri puta ve¢im rizikom od pojave preeklampsije (13). Maternalne
karakteristike ukljuc¢ene u umerene faktore rizika su: starost preko 35 godina, pregestacijski
ITM > 30 kg/m?, porodi&na istorija, rasa, nuliparitet, nizak socio-ekonomski status i prisustvo
komplikacija u prethodnoj trudno¢i (14). Komplikacije u prethodnoj trudno¢i povezane sa
insuficijencijom placente predstavljaju rizik za nastanak preeklampsije (intrauterusni zastoj u
rastu ploda (RR =1,4; 95 % CI 0,6 — 3,0), abrupcija placente (RR =2,0;95% Cl 1,4—-2,7) i
mrtvorodenost (RR = 2,4; 95 % CI 1,7 — 3,4)), ali je preeklampsija istovremeno faktor rizika
za nastanak ovih komplikacija (12). Trudnoc¢a ostvarena vantelesnom oplodnjom je dodata u
grupu faktora umerenog rizika za razvoj preeklampsije u vodi¢ima iz 2021. godine (15).
Povecana incidencija medu Zenama sa porodi¢nom istorijom preeklampsije, kao i kod Zena
koje su promenile partnera u odnosu na prethodnu trudnoc¢u sugerisali su ulogu genetske
predispozicije za nastanak preeklampsije (16). Pojavi preeklampsije takode doprinosi i
povecan interval izmedu trudnoc¢a (> 4 godine) (17). Nasuprot prethodnom, pusenje cigareta
tokom trudnoc¢e smanjuje rizik od preeklampsije (RR = 0,67; 95 % CI 0,60 — 0,75). lako
mehanizam odgovoran za protektivnu ulogu pusSenja nije u potpunosti jasan smatra se da

potice od dejstva ugljen-monoksida (CO) koji se stvara tokom pusenja cigareta (18).

Cinjenica je da ne postoji jedan uzrok nastanka preeklampsije ve¢ se radi o
istovremenom sadejstvu vise faktora $to zasigurno doprinosi multisistemskom i

multiorganskom karakteru ovog oboljenja.

1.3. Klini¢ke karakteristike preeklampsije

Maternalne patofizioloske promene kod preeklampsije su multisistemske, pri cemu se
najvedi stepen oSteCenja zapaza u placenti, bubrezima, jetri i srcu. Dijagnosti¢ki znaci obi¢no
prethode pojavi simptoma, a uobiCajeni Su povisen krvni pritisak i proteinurija, cesto
udruzeni sa edemima. U laboratorijskim nalazima pored proteinurije na poremecaj renalne
funkcije ukazuju i povisene vrednosti mokraéne kiseline u serumu koje nastaju kao posledica
smanjene glomerularne filtracije, ali i povec¢ane produkcije usled oksidativnog stresa. Visoke
i ukazuju na povecan rizik za nezeljene maternalne i perinatalne ishode (19). Smanjen Kklirens
kreatinina javlja se kod vecine pacijentkinja sa teSkom formom preeklampsije, dok tek
znaCajan porast serumskih vrednosti kreatinina, kao i jetrenih enzima, aspartat

aminotransferaze (AST) i alanin aminotransferaze (ALT), moze da ukaze na pogorSavanje
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bolesti. Promene u lipidnom statusu, koje su prisutne i u normalnoj trudnoé¢i dodatno su
izrazene u preeklampsiji i uocava se porast koncentracije triglicerida, ukupnog holesterola i
LDL holesterola (engl. Low Density Lipoprotein Cholesterol), dok je nivo HDL holesterola
(engl. High Density Lipoprotein Cholesterol) snizen (20,21).

1.4. Maternalne komplikacije

Heterogenost preeklampsije ne ogleda se samo u pogledu njene manifestacije, vec i
posledica koje ostavlja na majku i njeno potomstvo. Maternalne komplikacije u preeklampsiji
ukljucuju: abrupciju placente (1 — 4 %), DIK/HELLP (10 — 20 %), plu¢ni edem (2 — 5 %),
akutnu bubreznu insuficijenciju (1 — 5 %), eklampsiju (1 %), poremecaj ili krvarenje u jetri (1

%), mozdani udar i smrt (22).

HELLP sindrom je jedna od naj¢esc¢ih i najozbiljnijih komplikacija preeklampsije,
iako moze biti i zaseban klinicki entitet (23). Ucestalost ovog sindroma u trudnoéi je 0,2 — 0,6
%, dok je kod trudnica sa preeklampsijom znatno ¢es¢i (4 — 14 %). Obicno se javlja u treCem
trimestru trudnoce, a u oko 1/3 pacijentkinja se razvije nakon porodaja (24). Dijagnoza se
postavlja na osnovu nalaza hemolize u razmazu periferne krvi, sniZzenja broja trombocita
ispod 100 x 10%L i dvostrukog poveéanja nivoa transaminaza u odnosu na normalne
vrednosti. U laboratorijskim nalazima uocavaju se trombocitopenija, porast nivoa LDH i
transaminaza, kao i nekonjugovanog bilirubina u serumu. Snizene vrednosti haptoglobina su
najbolji pokazatelj prisustva hemolize, s obzirom da tek u toku razvoja HELLP sindroma
dolazi do snizenja vrednosti hematokrita (25). Skrining testovi hemostaze (PT, APTT i
fibrinogen) su obi¢no u granicama normalnih vrednosti, ali zna¢ajan porast D-dimera i pad
fibrinogena mogu da ukazu na razvoj diseminovane intravaskularne koagulopatije (DIK).
Pored DIK oko 1 — 25 % trudnica sa HELLP sindromom razvije neku od ozbiljnih
komplikacija kao $to su cerebralno krvarenje, kardio-pulmonalni zastoj, abrupcija placente,
adultni respiratorni distres sindrom, edem pluca, renalna insuficijencija, subkapsularni
hematom ili ruptura jetre. Klini¢ki tok Cesto karakteriSe naglo i progresivno pogorSanje stanja
majke i ploda, te je pojava HELLP sindroma udruZzena sa drugim komplikacijama apsolutna

indikacija za hitan porodaj (26).

Eklampsija predstavlja pojavu epilepticnih napada tipa grand mal kod trudnice sa
znacima preeklampsije u odsustvu drugih organskih bolesti centralnog nervnog sistema.

Javlja se kao komplikacija preeklampsije i znac¢ajno doprinosi maternalnom mortalitetu Sirom



sveta (27). Pojavi eklamptickih konvulzija u oko 80 % slucajeva prethodi glavobolja ili
vizuelne smetnje koje ukljucuju zamagljen vid, fotofobiju, skotome i retko reverzibilno
kortikalno slepilo (uzrokovano reverzibilnom kortikalnom leukoencefalopatijom), a mogu se
javiti i bol u epigastrijumu ili izmenjen mentalni status. U oko 20 — 30 % slucajeva pojavi
eklampsije ne prethode klasi¢ni znaci preeklampsije, hipertenzija i proteinurija. OStecenje
mozga u eklampsiji posledica je edema mozga, a cerebrovaskularne komplikacije poput

mozdanog udara i cerebrovaskularnog krvarenja su naj¢es¢i uzok smrti kod eklampsije (28).

Neuroloske komplikacije u preeklampsiji koje mogu da se jave i bez prisustva
eklampsije su glavobolja, zamagljen vid, skotomi, hiperrefleksija, a veoma retko kod teSkih

formi bolesti i privremeno slepilo (29).

Ozbiljne klinicke manifestacije kod trudnica sa teSkom formom preeklampsije koje
mogu da dovedu i do letalnog ishoda su abrupcija placente, ascites, infarkt jetre, ruptura jetre,

intra-abdominalno krvarenje, pluéna embolija i akutna bubrezna insuficijencija (30).

1.5. Fetalne/neonatalne komplikacije

Fetalne/neonatalne komplikacije preeklampsije ukljucuju prematuritet (15 — 67 %),
intrauterusni zastoj u razvoju (10 — 25 %), oligohidramnion (10 — 30 %) i bronhopulmonalnu
displaziju (1 %), kao i znac¢ajno povecan morbiditet i mortalitet (22,31). Indikacije za prekid
trudno¢e kako bi se spreCila progresija preeklampsije, najce$¢e u interesu majke, su

odgovorne za priblizno 15 % smrtnih ishoda ploda usled prevremenog porodaja (32).

Intrauterusni zastoj u rastu ploda (engl. Intrauterine growth restriction — IUGR) je
veoma vazan uzrok perinatalnog mortaliteta, kao i neposrednog (hipoglikemija,
hiperbilirubinemija, hipotermija, policitemija, dislipidemija, perinatalna asfiksija, respiratorni
distres sindrom, sindrom aspiracije mekonijuma, intraventrikularna hemoragija,
nekrotiziraju¢i enterokolitis) i odloZzenog morbiditeta (kasnjenje u razvoju kognitivnih
sposobnosti i drugi poremecaji neuroloskog razvoja, metabolicki sindrom: gojaznost,
dijabetes, hipertenzija, kardiovaskularna oboljenja) (33,34). DefiniSe se kao zastoj u rastu
ploda koji nije dostigao svoj sopstveni genetski potencijal rasta i ¢ija je procenjena telesna
masa ispod desetog percentila u odnosu na gestacijsku dob potvrdenu ranim ultrazvu¢nim
pregledom (35). S obzirom da u IUGR fetus progresivno odstupa od normalne krive rasta

preporucuje se primena serijskih biometrijskih merenja u razmaku ne kracem od 2 nedelje



(33). U preeklampsiji rizik za razvoj IUGR je 3 — 4 puta ve¢i u odnosu na normotenzivnu
trudnocu (36).

Oligohidramnion se javlja kao komplikacija preeklampti¢ne trudnoc¢e u oko 10 — 30
% sluCajeva, samostalno ili udruzen sa IUGR. Definicija oligohidramniona podrazumeva
smanjenje koli¢ine plodove vode, a kvantitativni kriterijumi uklju¢uju merenje najveceg
dzepa plodove vode, odnosno najveci vertikalni promer ,,prozora” amnionske te¢nosti (engl.
maximum vertical pocket, MVVP) > 2 cm ili merenje indeksa amnionske te¢nosti <5 cm (37).
Najces¢e komplikacije kod novorodencadi u trudnoama sa oligohidramnionom su
malformacije urinarnog trakta, hipoplazija pluca, respiratorni distres sindrom, asfiksija ploda
i aspiracija mekonijuma, a ¢esto imaju i malu telesnu masu, nize vrednosti Apgar skora,
anemiju i zadrzavaju se na odeljenju intenzivne nege (38). Prisustvo oligohidramniona u
preeklampsiji povezano je ne samo sa placentalnom insuficijencijom i posledi¢nom
hipoksijom, ve¢ i sa povecanim vrednostima maternalnog tkivnog faktora (TF), $to sugeriSe i

mogucu vezu sa poveéanim stvaranjem trombina u preeklampsiji (39).

1.6. Dugorocne posledice preeklampsije

Zene sa preeklampsijom u prvoj trudnoéi imaju poveéan rizik za ponovni razvoj
preeklampsije u sledecoj trudnoéi, a pored toga, ove zene imaju i veci rizik za pojavu
hroni¢ne hipertenzije, renalnih oboljenja i intrauterusnog zastoja u razvoju ploda u narednim
trudnocama (40). Medutim, iako klini¢ke manifestacije preeklampsije nestaju nekoliko dana
nakon porodaja istrazivanja pokazuju da Zene koje su imale preeklampsiju 1 dalje pokazuju
znake endotelne disfunkcije i imaju povecan rizik za pojavu kardiovaskularnih bolesti (KVB)
I metaboli¢kog sindroma kasnije u zivotu. Rezultati nekoliko velikih epidemioloskih studija
potvrdili su povezanost preeklampsije 1 povecanog mortaliteta usled razvoja koronarnih
bolesti srca i mozdanog udara, $to je u skladu sa potvrdenim rizikom od preranog razvoja
kardiovaskularnih oboljenja nakon preeklampsije. Meta-analiza koju su sproveli Brown i
saradnici je potvrdila da je preeklampsija udruzena sa dvostruko ve¢im rizikom za razvoj
KVB (OR = 2,28; 95 % CI 1,87 — 2,77) i cerebrovaskularnih bolesti (OR = 1,77; 95 % CI
1,43 — 2,21) i trostruko ve¢im rizikom za razvoj hipertenzije (RR = 3,13; 95 % CI 2,51 —
3,89) kasnije u toku zivota u poredenju sa Zenama sa nekomplikovanom trudnoc¢om (41). Za
Zene sa ponovljenom preeklampsijom, ranom ili teSkom formom, rizik od KVB 1 smrti se

dodatno povecava 2 do 3 puta, a najve¢i rizik je primecen u slucajevima kada je



preeklampsija povezana sa prevremenim porodajem i/ili malom gestacijskom dobi
novorodenceta (engl. Small Gestational Age — SGA) (42-44).

Garovi¢ 1 saradnici su u nedavno objavljenoj studiji skrenuli paznju da se dosadasnjim
pristupom stopa incidencije preeklampsije i hipertenzivnih poremecaja u trudno¢i znacajno
umanjuje i da, kada se ona racuna u odnosu na broj trudnih Zena pogodenih ovim stanjem u
reproduktivnoj dobi, 1 od 6 Zena je u riziku za nastanak KVB i bolesti bubrega. Takode,
autori su ukazali i na znacajno ve¢i rizik od nastanka visestrukih hroni¢nih stanja kod Zena sa
istorijom hipertenzivnih poremecaja u trudno¢i, odnosno na povecéan rizik za razvoj
,,multimorbiditeta®, koji je mera ubrzanog starenja, i upravo moze biti odraz multisistemskih
poremecaja, kljucne karakteristike preeklampsije (7). Svakako, zbog potvrdenog doprinosa
razvoju KVB, zajedno sa gestacijskom hipertenzijom i gestacijskim dijabetes melitusom,
preeklampsija je uklju¢ena u aktuelne smernice kao dugoro¢ni faktor rizika za srcana

oboljenja i mozdani udar (45,46).

Zaista, preeklampsija i KVB imaju mnoge zajednicke faktore rizika i osnovne
patofizioloske procese. Nekoliko predisponiraju¢ih faktora majke povezanih sa razvojem
preeklampsije tokom trudnoce, kao §to su gojaznost, insulinska rezistencija, dislipidemija i
postojeéa hipertenzija ili dijabetes, su tradicionalni faktori rizika za KVB. Stavise, oba
poremecaja karakteriSe vazokonstrikcija, izraZene metabolicke promene (npr. oksidativni
stres, poremeceni metabolizam lipida, insulinska rezistencija), pojacan inflamatorni odgovor,
aktivacija koagulacije i endotelna disfunkcija (47,48). Visok nivo fibrinogena u trudnoc¢i

komplikovanoj preeklampsijom, nezavisno doprinosi riziku od KVB (49).

Svi ovi nalazi su u skladu sa Siroko prihvac¢enom hipotezom koju su predlozili Sattar i
Greer da bi trudnoca trebalo da se smatra ,,stres testom* za kardiovaskularno zdravlje zene
koji rezultuje ,,razotkrivanjem* kardiovaskularnog rizika koji bi inace ostao nezapazen do
pojave KVB kasnije tokom zivota (50). Medutim, ostaje da se definiSe mehanizam koji leZi u

osnovi ove asocijacije.

1.7. Etiologija i patogeneza preeklampsije

Jo§ u staroj Grckoj eklampsija je bila prepoznata kao stanje u kome istovremeno
dolazi do pojave glavobolje i konvulzija (Hipokratovi aforizmi, oko 400. godine p.n.e.).
Pojam odnosno naziv eklampsija pojavljuje se prvi put 1619. godine u Varandajevom traktatu
0 ginekologiji, ali tek 1739. godine Bossier de Sauvages razgrani¢ava eklampsiju od



epilepsije. Krajem 18. 1 u 19. veku karakteristi¢ni simptomi preeklampsije/eklampsije bivaju
podrobnije opisani i klasifikovani, a brojna istrazivanja u 20. i 21. veku fokusirala su se na
proucavanje ove patologije, te se pojavilo nekoliko teorija i predlozene su brojne hipoteze
(51). Medutim, do danasnjeg dana uzrok i patogeneza preeklampsije i dalje ostaju

nerazjasnjeni, zbog ¢ega se preeklampsija ¢esto naziva ,,bolest teorija“ (52).

Nesumnjivo je da glavnu ulogu u razvoju preeklampsije ima placenta, s obzirom da
preeklampsija moze da nastane i u molarnoj trudno¢i, bez prisustva vijabilnog ploda, kao i da
se nakon izbacivanja placente povlace svi simptomi i znaci 0vog kompleksnog progresivnog
sindroma (53,54). Normalna placentacija je preduslov za uspe$nu trudnocu, jer omogucéava
sve neophodne metabolicke, endokrinoloske, imunoloske i nutritivne procese ¢iji je krajnji
cilj normalan embrionalni rast i razvoj. Naime, u ranoj fazi normalne trudnoce, izmedu 8. i
18. nedelje gestacije, dolazi do morfoloskih promena spiralnih arterija kako bi se smanjio
otpor proticanju krvi i omoguc¢io adekvatan protok kroz placentu. Ove promene su posledica
migracije i invazije endovaskularnog citotrofoblasta u spiralne arterije (unutrasnje segmente u
miometrijumu i terminalne decidualne segmente) sto dovodi do razaranja endotela, glatkih
miSi¢nih ¢elija i elasti¢nih vlakana. Na njihovo mesto se talozi fibrinoid, pa gubitkom
miSi¢no-elasticne komponente izostaje kontrola autonomnog nervnog sistema na utero-
placentalne arterije sto dovodi do dilatacije spiralnih arterija (55,56). U isto vreme dolazi do
opseznih anatomskih i funkcionalnih promena kardiovaskularnog sistema majke koje
rezultuju povecanjem ukupnog volumena krvi, sréane frekvence i udarnog volumena.
Posledica opisanih modifikacija je stanje niskog otpora i povecan protok krvi u utero-
placentalnim arterijama ¢ime Su omoguéeni adekvatan dotok nutritivnih supstancija u feto-

placentalni prostor i feto-maternalna razmena materija.

U preeklampsiji remodelovanje spiralnih arterija je poremeceno, 0dnosno nepotpuno.
U uzorcima placente preeklamptiénih zena uzetim biopsijom utvrdeno je da je
endovaskularna invazija nepotpuna, ogranicena na periferne, decidualne segmente spiralnih
arterija, dok u oko 30 — 50 % ovih arterija u potpunosti izostaje. Kod jednog broja Zena sa
preeklampsijom je pracena i pojavom ,,akutne ateroze”, odnosno vaskularnih lezija nalik
aterosklerozi, okarakterisanih prisustvom fibrinskih depozita, penastih ¢elija, lipidnih kapi,
infiltrata mononuklearnih inflamatornih ¢elija i agregata trombocita. S obzirom da plitka
endovaskularna invazija zahvata samo povrSinski sloj decidue i da se endotelni sloj Celija i
misi¢no-elasti¢no tkivo zadrzavaju, spiralne arterije ostaju izuvijane i sa dvostruko manjim

dijametrom u odnosu na normalnu trudnoc¢u. Posledi¢no dolazi do razvoja defektne utero-
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placentalne cirkulacije i placentalne ishemije, $to je potvrdeno i dopler ultrasonografskim
merenjem indeksa rezistencije krvnih sudova (57). Smatra se da placentalna hipoksija dovodi
do aktivacije maternalnog vaskularnog endotela koja rezultuje disfunkcijom endotela,
generalizovanom vazokonstrikcijom, znacajnim metabolickim promenama, poja¢anim
inflamatornim odgovorom i aktivacijom koagulacije. Medutim, neki istrazivaéi zastupaju
stanoviSte da se nastale patoloske promene, naro¢ito tromboti¢ne nekroze, ne mogu objasniti
samo postojanjem hipoksije, ve¢ pre fluktuacijom u koncentraciji kiseonika u placenti,
odnosno insultom tipa ishemija-reperfuzija. Naizmeni¢na ishemija i reperfuzija uzrokuju
oksidativni stres, kao i apoptozu Celija, odnosno oslobadanje ekstracelularnih vezikula (EV).
Na ovaj nain se pospeSuje sistemski inflamatorni odgovor i disfunkcija maternalnog

endotela (57,58).

Najveéi broj istrazivaca podrzava upravo model nastanka preeklampsije prema kome
u prvom stadijumu kao posledica atipicnog maternalnog imunog odgovora na trofoblaste
dolazi do poremecaja u njihovom prodiranju u spiralne arterije i Smanjene perfuzije placente,
Sto posledi¢no, u drugom stadijumu, dovodi do ispoljavanja multisistemskog maternalnog
sindroma. Ovaj drugi, tzv. klinicki stadijum, nastupa nakon 20. nedelje gestacije (59). U
prilog ovom stanovistu govori ¢injenica da se preeklampsija ¢eSce javlja u trudno¢ama sa
velikom placentom, poput multiplih i molarnih trudnoéa. Stavide, poveéana incidencija
preeklampsije kod trudnica sa prethodnim prisustvom medicinskih stanja okarakterisanih kao
mikrovaskularne bolesti (hipertenzija, dijabetes, sistemski lupus eritematozus), dodatno
potvrduje navedeno stanoviSte. Takode, iako je preeklampsija specificna za humanu
trudnocu, eksperimentalnim smanjenjem perfuzije placente u zivotinjskim modelima

indukovan je sindrom sli¢an preeklampsiji (48).

Definitivno, bez obzira na etiologiju, poremecaji na nivou placente imaju centralnu
ulogu u nastanku preeklampsije, ali veza izmedu neadekvatne invazije trofoblasta i
sistemskog maternalnog odgovora nije u potpunosti razjasnjena. Pretpostavlja se da
oslobadanje solubilnih faktora iz hipoksi¢ne placente dovodi do aktivacije i oStecenja
maternalnog vaskularnog endotela koje uzrokuje sindrom sistemske disfunkcije endotela
(60). lzvesno je da generalizovana diseminovana disfunkcija endotela predstavlja deo
maternalnog sistemskog inflamatornog odgovora koji je prisutan i u normalnoj trudno¢i, ali u
daleko manjem intenzitetu (,,sterilna inflamacija“) (61). Nije poznato o kom placentalnom
faktoru je re¢ i predlozeni su brojni kandidati, poput sFlt-1, endoglina, citokina, peroksida,

eikozanoida, sinciciotrofoblastnih ekstracelularnin vezikula (engl. syncytiotrophoblast
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microparticles — STBM), ali ni jedan nije mogao da razjasni sve aspekte ovog heterogenog

sindroma.

Poslednjih godina intenzivna istrazivanja su bila usmerena na izuc¢avanje angiogenog
disbalansa i njegove uloge u indukciji preeklampti¢nog fenotipa. Koncentracije angiogenih
proteina, solubilne forme fms-sli¢nih tirozin kinaza receptora 1 (engl. Soluble Fms-like
Tyrosine Kinase-1 — sFlt-1) i solubilnog endoglina (SEng), su poviSene u preeklampsiji, dok
su koncentracije proangiogenih faktora, vaskularnog endotelnog faktora rasta (engl. Vascular
Endothelial Growth Factor — VEGF) i placentalnog faktora rasta (engl. Placenta Growth
Factor — PIGF), snizene U poredenju sa normotenzivnom trudno¢om. Pretpostavlja se da
nastali angiogeni disbalans pospeSuje maternalnu vaskularnu inflamaciju i generalizovanu
disfunkciju endotela i posledi¢no izaziva maternalni sindrom koji karakterisu novonastala
hipertenzija i proteinurija (62,63). VEGF i PIGF su potentni regulatori vaskularnog razvoja
tokom embriogeneze, kao i u odraslom dobu. VEGF ostvaruje svoj angiogeni i mitogeni
efekat preko 2 tipa visoko-specifi¢nih tirozin kinaza receptora, receptora vaskularnog
endotelnog faktora rasta 1 (VEGFR-1), poznatijeg kao Flt-1 (engl. Fms-like Tyrosine Kinase-
1), i receptora vaskularnog endotelnog faktora rasta 2 (VEGFR-2), odnosno KDR (engl.
Kinase-insert Domain Region). PIGF se vezuje samo za VEGFR-1 i potencira dejstvo VEGF
na vaskularne endotelne ¢elije (64). sFIt-1 je endogeno sekretovani protein, anti-angiogena
solubilna forma VEGFR-1, koji sadrzi samo ekstracelularni ligand-vezujué¢i domen, bez
citoplazmatskog i transmembranskog domena. Smatra se da sFlt-1 antagonizuje dejstvo
VEGF i PIGF tako §to sprecava njihovu interakciju sa receptorom na povrSini endotelne
¢elije, te dovodi do inhibicije slozenih mehanizama celijske signalne transdukcije i njihovih

efekata na endotel.

U prilog ovoj teoriji prikupljeni su brojni dokazi. Maynard i saradnici su u jednoj
opseznoj studiji pokazali da su u placentama trudnica sa preeklampsijom iRNK nivoi sFlt-1
poviseni U odnosu na zdrave trudnice, zatim da u eksperimentu in vitro formiranja endotelne
tube dodatak seruma preeklampti¢nih trudnica ispoljava antiangiogeni efekat koji je
reverzibilan kada se dodaju VEGF i PIGF, kao i da transfer sFlt-1 gena ostvaren preko
adenovirusnog vektora kod trudnih Zzenki pacova dovodi do ispoljavanja hipertenzije,
proteinurije i glomerularne endotelioze (uobicajene renalne lezije u preeklampsiji). U istoj
studiji primenom sFIk-1 transgena, s obzirom da Flk-1 (VEGFR-2) ne antagonizuje dejstvo
PIGF, dokazano je da je za pojavu simptoma sli¢nih preeklampsiji neophodno dejstvo sFIt-1

na oba proangiogena faktora, i VEGF i PIGF (62). Isto tako, primena blokatora tirozin kinaza
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VEGF receptora u terapiji kancera kod velikog broja pacijenata dovodi do pojave hipertenzije
i proteinurije (65). Dodatna potvrda su i nalazi poviSenih koncentracija SFIt-1 u teskoj i ranoj
formi preeklampsije, kao i njihova asocijacija sa nekim faktorima rizika, poput prisustva
preeklampsije u prethodnoj trudno¢i, nulipariteta, multifetalne trudnoce, dijabetesa i hroni¢ne
hipertenzije (66). Zbog Cinjenice da se angiogeni disbalans javlja nekoliko nedelja pre pojave
znaka i simptoma preeklampsije (67), ovi faktori se Cesto predlazu za predikciju razvoja
preeklampsije narocito u kombinaciji sa drugim biomarkerima, maternalnim karakteristikama
I ultrasonografskim nalazima, kao i u prognozi, posto jos uvek ne postoji adekvatna terapija
ovog Cesto nepredvidivog sindroma (68,69). Medutim, bez obzira na sve navedene dokaze, i
dalje ostaje nejasno da li je povezanost angiogenog disbalansa sa patofizioloskim promenama
I sistemskim maternalnim poremecajima u preeklampsiji deo kauzalnog puta ili je samo

njegov odraz.

»Sterilna inflamacija”, termin koji oznacava postojanje inflamacije niskog stepena bez
prisustva infektivnog agensa, karakteristika je normalne trudnoée i smatra se fizioloskom
adaptacijom na trudnocu (70). Dokazi postojanja sistemske inflamacije u trudnoci su reakcija
akutne faze i aktivacija komponenti inflamatorne mreze. Jedna od predlozenih teorija 0O
nastanku preeklampsije zastupa koncept po kome je preeklampsija ekstremna forma
sistemskog inflamatornog odgovora prisutnog u normalnoj trudno¢i, ¢iji je integralni deo
endotelna disfunkcija (71). Osnovno polaziSte ove teorije je ¢injenica da trudnoca predstavlja
imunoloski fenomen, s obzirom da semialogeni fetus ne biva odbacen od strane majke (72).
Naime, proces placentacije u ranoj fazi normalne trudnoce predstavlja imunoadaptaciju
majke i ukljucuje njen specifi¢an imuni odgovor na fetalne (paternalne) aloantigene. Smatra
se da je za uspeSnu placentaciju i trofoblastnu invaziju u spiralne arterije neophodno
,»prepoznavanje” izmedu KIR proteina (engl. Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor —
KIR) na povr$ini maternalnih NK ¢elija uterusa (engl. uterine Natural Killer cells, uNK) i
fetalnin HLA-C proteina (humani leukocitni antigen, HLA) ispoljenih na povrsini trofoblasta.
Uspe$na interakcija izmedu ovih ¢elija dovodi do tolerancije i favorizuje adekvatnu
aktivaciju uNK celija, odnosno produkciju imunoregulatornih citokina i angiogenih faktora
neophodnih za invaziju trofoblasta i vaskularno remodelovanje. Nasuprot tome, nedovoljna
aktivacija uNK celija rezultuje povecanom lizom trofoblasta i posledi¢no poremecajem u
remodelovanju spiralnih arterija, kao i povecanom ekspresijom antiangiogenih faktora $to
dovodi do endotelne disfunkcije (59,73). Poznato je da plitka invazija trofoblasta rezultuje

formiranjem malih spiralnih arterija koje zadrzavaju sloj glatkih misi¢nih ¢elija i uslovljavaju
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pulsiraju¢i protok pod visokim pritiskom. Naizmeni¢na ishemija i reperfuzija placente dalje
uzrokuju ostecenje placente koje dovodi do povecanja oksidativnog stresa i stresa
endoplazmatskog retikuluma (ER), kao i povec¢anog oslobadanja sinciciotrofoblastnih EV
(STBM). Kod teskih formi preeklampsije jasno su uocljive morfoloske promene na
sinciciotrofoblastima koje ukazuju na postojanje oksidativnog i ER stresa. Oksidativni stres,
povecanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (engl. Reactive Oxygen Species — ROS) i ER stres,
nakupljanje pogresno savijenih proteina, su mo¢ni proinflamatorni stimulusi koji pospesuju
apoptozu i povecavaju sekreciju antiangiogenih i proinflamatornih produkata (56,74).
Dodatno, ,,otpustanje” STBM u maternalnu cirkulaciju omogucava interakciju ovih EV sa
leukocitima i endotelnim c¢elijama koja dovodi do povecane produkcije proinflamatornih
citokina i tako uzrokuje inflamaciju i vaskularno ostecenje (75). Zaista, citokini predstavljaju
potentne medijatore proinflamatornih procesa u preeklampsiji, a odgovorni su i za povecanje
ekspresije endotelnih adhezionih molekula, ICAM-1 (engl. Intercellular Adhesion Molecule
1) i VCAM-1 (engl. Vascular Cell Adhesion Molecule 1), povecanje tkivnih prokoagulantnih
faktora, inhibiciju trombomodulin-protein C aktivnosti, kao i stimulaciju inhibitora aktivatora
plazminogena 1 (engl. Plasminogen Activator Inhibitor 1 — PAI-1) koja blokira razgradnju
fibrina. U prilog teoriji ,,prekomernog” inflamatornog odgovora govore i prisutna aktivacija
neutrofila i sistema komplementa u preeklampsiji koji takode mogu da stupe u interakciju sa
komponentama sistema koagulacije, trombocitima i endotelnim ¢elijama i izazovu vaskularno
ostecenje. Pored navedenog, ¢injenica da se preeklampsija ¢esce javlja u prvoj trudnoéi, pri
promeni partnera ili kod Zena sa dugim intervalom izmedu 2 trudnoce ukazuje na moguci
uticaj poremecenog maternalnog imunog odgovora na fetalne antigene u razvoju
preeklampsije. Pored toga, histopatoloski pregledi preeklampti¢nih placenti pokazali su
prisustvo povecanog broja dendriti¢nih ¢elija, infiltrirane makrofage 1 NK ¢elije, kao i znake
hroni¢ne inflamacije. Povecano prisustvo ovih ¢elija za koje se smatra da su glavne antigen-
prezentujuce Celije uterusa stimuliSe i sekreciju tumorskog faktora nekroze a (engl. Tumor
Necrosis Factor a — TNF-a). TNF-o dovodi do aktivacije NAD(P)H oksidaze, produkcije
superoksidnog anjona (02") i skracuje poluzivot iRNK za NOS (engl. Nitric Oxide Synthase),
¢ime pospesuje vazokonstriktrikciju krvnih sudova u placenti te dodatno ostecuje endotel i

indukuje apoptozu trofoblastnih ¢elija (74,76).

Prema konceptu endotelno-trombocitne disfunkcije centralnu ulogu u patogenezi
preeklampsije imaju endotel i trombociti, odnosno njihova interakcija koja postaje zacarani

krug: sistemska endotelna disfunkcija izaziva dalju vazokonstrikciju, adheziju i agregaciju
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trombocita i aktivira koagulaciju §to dovodi do dodatnog ishemijskog oSte¢enja endotela.
Prekomerna aktivacija i potroS$nja trombocita u preeklampsiji, kao i zna¢ajno povisene
vrednosti srednjeg volumena trombocita (engl. Mean Platelet Volume — MPV) opisane su u
brojnim studijama. Kod Zena sa preeklampsijom aktivacija trombocita pocinje jo§ u prvim
mesecima trudnoée i moze da se javi i nekoliko nedelja pre pojave simptomatske
preeklampsije, kao i porast MPV vrednosti koji ¢esto ukazuje na razvoj intrauterusnog
zastoja u rastu ploda (77). Znacajno snizenje broja trombocita povezano je sa loSim
maternalnim ishodom i jedan je od klju¢nih dijagnostickih kriterijuma za HELLP (20).
Aktivacija trombocita ukljucuje povecanu povrSinsku ekspresiju P-selektina (CD62P), Sto
predstavlja jedan od mehanizama kojim aktivirani trombociti uéestvuju u procesu koagulacije
u preeklampsiji. Naime, interakcija CD62P sa P-selektin glikoprotein ligandom-1 (engl. P-
selectin glycoprotein ligand-1 — PSGL-1) na povrsini neutrofila i monocita dovodi do
stvaranja trombocitno-leukocitnih agregata. Kao rezultat ove interakcije dolazi do povrsinske
ekspresije tkivnog faktora na leukocitima, kao i integrina amp, (CD11b/CD18) kojim se
stabilizuju nastali agregati. Na povrSini monocita aktivacijom izazvana konformaciona
promena u CD11/CD18 dovodi do vezivanja FXa i/ili fibrinogena sto dodatno pojacava
prokoagulantne aktivnosti, a takode dovodi i do njihove adhezije na endotelne ¢elije. Pored
navedenog, povecano stvaranje trombocitno-leukocitnih agregata doprinosi povecanoj
ekspresiji ekstraplacentalnog sFlt-1 kod Zena sa preeklampsijom tokom trudnoce, ali i
mesecima nakon porodaja, te potencijalno moze biti jedan od uzroka razvoja hipertenzije i

KVB kod ovih Zena kasnije u toku zivota (78,79).

U prilog navedenom konceptu govori i poremecaj ravnoteze vazodilatatornih i
vazokonstriktornin  faktora koji je takode prisutan u preeklampsiji. Koncentracija
prostaciklina u plazmi, snaznog vazodilatatora i inhibitora agregacije trombocita, znacajno je
smanjena. Nasuprot tome, u preeklampsiji je znacajno povecana produkcija tromboksana u
placenti, a u maternalnoj cirkulaciji porast koncentracije se uocava kod trudnica sa teskom

formom preeklampsije prvenstveno kao posledica aktivacije trombocita. U preeklampsiji se

v

hipertenzije, povec¢ana vaskularna reaktivnost na angiotenzin II i agregacija trombocita (80).
Kod Zena kod kojih dolazi do nastanka preeklampsije smanjen nivo prostaciklina javlja se
Cak od 13. — 16. ng, a povecani nivoi metabolita tromboksana u urinu koreliraju sa
ozbiljnos¢u poremecaja (81). Na ovaj nacin moze da se objasni znaCajno smanjenje

incidencije i tezine forme preeklampsije pri primeni niskih doza aspirina zapocetim pre 16.
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nedelje gestacije, dok primena zapoceta posle 16. nedelje ima mali uticaj na ishod trudnoce
(82). Smatra se da su navedeni poremecaji posledica oksidativnog stresa i lipidne

peroksidacije (83).

U hipotezi koju su predlozili Lockwood i saradnici kljuénu ulogu u nastanku
preeklampsije bi mogao da ima upravo trombin (84,85). Njihovo stanoviste proizilazi iz
zapazanja da placentalna hipoksija selektivno pojacava ekspresiju sFIt-1 u kulturama
humanih trofoblasta koji neutralise VEGF i tako ometa vaskularnu transformaciju (86). U
prilog ovoj hipotezi govore i nalazi da kod trudnica sa preeklampsijom postoji povecana
prevalencija urodenih i steCenih trombofilija (87), zatim da trudnice sa vaginalnim
krvarenjem u toku prvog trimestra imaju povecan rizik za nastanak preeklampsije, IUGR,
prevremenog porodaja, abrupcije placente, PPROM (engl. Preterm Premature Rupture of
Membranes) (88), kao i da je produzeno krvarenje, od minimum 5 dana, povezano sa
dvostruko ve¢im rizikom za razvoj preeklampsije (11). S obzirom da uzrok placentalne
hipoksije nije identifikovan neki autori smatraju da je povecana trofoblastna ekspresija sFlt-1

verovatno posledica, a ne uzrok plitke placentacije (89).

Sistem koagulacije igra znacajnu ulogu i u implantaciji embriona i u placentaciji.
Tokom implantacije, sinciciotrofoblasti prodiru izmedu epitelnih ¢elija endometrijuma,
proteoliticki razgraduju bazalnu membranu i omogucavaju blastocisti da uroni u stromu
uterusa. Dalja erozija strome uterusa zahvata i kapilare endometrijuma ugradene u matriks
decidualnih ¢elija te krv majke dospeva u mrezu lakuna formiranu unutar sinciciotrofoblasta
¢ime se uspostavlja primordijalna uteroplacentalna cirkulacija. Na ovaj nacin se, pre procesa
placentacije, obezbeduje izvor kiseonika i hranljivih materija neophodnih za razvoj embriona,
kao i eliminacija ugljen-dioksida i drugih otpadnih materija. Medutim, tokom ovog procesa
postoji i rizik od potencijalnog krvarenja koje moze da dovede do prekida trudnoée. U
uspes$nim trudno¢ama, nastupa faza placentacije u kojoj citotrofoblasne ¢elije (ekstravilozni
trofoblasti) nastavljaju invaziju u stromu decidue i deo miometrijuma (intersticijalna invazija)
i prodor u spiralne arterije i arteriole koje remodeluju (endovaskularna invazija) (85,90).
Pojava decidualnog krvarenja tokom ove faze placentacije povezana je sa abrupcijom

placente, preeklampsijom i prevremenim porodajem (91).

Implantacija i placentacija su visoko regulisani procesi koji zavise od fizioloskih
promena u decidualnim ¢elijama endometrijuma. Naime, kako bi se sprecilo krvarenje tokom
invazije trofoblasta perivaskularne decidualne celije endometrijuma ispoljavaju na svojoj

povrsini tkivni faktor (TF) i formiraju tzv. hemostatski omota¢. Imunohistohemijskim
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bojenjem pokazano je da nivo decidualne ekspresije TF prevazilazi njegovu ekspresiju u svim
drugim celijama koje ucestvuju u feto-maternalnom kontaktu (92). TF je primarni Celijski
medijator procesa koagulacije koji posredstvom FVIla, direktno ili indirektno preko stvaranja
FIXa/FVIlla kompleksa, aktivira FX. FXa gradi kompleks sa svojim kofaktorom FVa i
prevodi protrombin u trombin, klju¢ni enzim koagulacione kaskade. Nastali trombin deluje
na fibrinogen i dovodi do stvaranja fibrina, kao i do aktivacije trombocita te tako dalje
podstice koagulaciju (93). Sa stvaranjem fibrinskog ugruska dolazi do aktivacije procesa
fibrinolize, odnosno do aktivacije aktivatora plazminogena koji dovode do stvaranja
plazmina, klju¢nog fibrinolitickog enzima. Istovremeno se aktiviraju i inhibitori aktivacije
plazminogena (PAI) koji sprecavaju preranu fibrinolizu i imaju vaznu ulogu u modulaciji

hemostaze (94).

Trombin takode posredstvom receptora aktiviranih proteazom (engl. Protease
Activated Receptor — PAR) eksprimiranih na povr$ini razli¢itih tipova celija deluje na
angiogenezu, celijsku proliferaciju i apoptozu, oslobadanje citokina i inflamaciju (93,95).
Dok PAR-1, PAR-3 i PAR-4 sluze kao receptori za trombin, TF/FVIla kompleks ili FXa
mogu da aktiviraju PAR-1 i PAR-2 (85). U kulturi humanih decidualnih ¢elija prvog
trimestra bez prisustva leukocita trombin, vezivanjem za PAR-1 i PAR-3 receptore, znac¢ajno
povecava nivo ekspresije sFIt-1 iRNK i sekrecije sFlt-1 proteina. Stoga, decidualno krvarenje
u prvom trimestru trudnoce usled povecane ekspresije TF na membranama decidualnih ¢elija
moze da dovede do lokalizovanog stvaranja znatnih koli¢ina trombina Koji povecanjem
ekspresije sFlt-1 dovodi do angiogenog disbalansa. U ¢elijskim eksperimentima je pokazano
da hirudin, najmoc¢niji direktni inhibitor trombina, blokira ove efekte, kao i da trombin ne
uti¢e na ekspresiju SFIt-1 u kulturi decidualnih ¢elija izolovanih iz zrele placente, niti
ispoljava direktno dejstvo na VEGF, PIGF i endoglin (96). Pored toga, u primarnim
kulturama decidualnih ¢elija prvog trimestra sekrecija MCP-1 (engl. Macrophage/Monocyte
Chemoattractant Protein 1), primarnog hemokina zaduZenog za regrutaciju i aktivaciju
monocita, znacajno je povecana pod dejstvom trombina, ali i proinflamatornih citokina, TNF-
a i IL-1B. U decidui preeklampti¢nih pacijentkinja je prisutno znacajno povecanje aktivnosti
makrofaga koje se povezuje sa apoptozom i poremecenom migracijom ekstravilusnih
trofoblasta koje pospesuje plitku endovaskularnu invaziju trofoblasta i poremecaj
remodelovanja spiralnih arterija. Medutim, u Kkulturi humanih decidualnih ¢elija prvog
trimestra ni TNF-a ni IL-1B nisu pokazali nikakvo dejstvo na povecanu ekspresiju SFlt-1
(96,97).
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Svakako 1 dalje je nepoznanica da li proces pocCinje oSte¢enjem endotela koje aktivira
prokoagulantne proteine ili pak pocinje sa aktivacijom koagulacije i trombocita koji

posledi¢no ostecuju endotel.

1.8. Hemostaza u normalnoj trudnoc¢i i preeklampsiji

Normalna trudnoca prac¢ena je znacCajnim promenama i u sistemu koagulacije i u
sistemu fibrinolize koje rezultuju hiperkoagulabilnim stanjem (98). Smatra se da su ove
promene deo kompleksne fizioloske adaptacije kojom se omoguéava odrzavanje placentalne
funkcije tokom trudnoce, kao 1 brza i efikasna kontrola krvarenja pri ,,hemostatskom
izazovu“ kakav je porodaj, iako je kontrakcija materice pri porodaju najvazniji faktor za
zaustavljanje postporodajnog krvarenja. Medutim, ove promene predstavljaju i faktor rizika
za nastanak venskog tromboembolizma (VTE), pri ¢emu se rizik povecéava sa napredovanjem
trudnoce 1 najveci je odmah nakon porodaja, ¢ak i kada se radi o vaginalnom porodaju. U

poredenju sa stanjem van trudnode rizik za VTE je 4 — 5 puta veci u trudnoéi i postpartalnom
periodu (99,100).

Tokom trudnoée postoji progresivni porast nivoa vecine faktora koagulacije: faktora
VII, VI, X, XIl, von Villebrand-ovog faktora (VWF) i fibrinogena, koji je najizrazeniji u
tre¢em trimestru (101). Koncentracije FVIII i vWF progresivno rastu od ve¢ od 6. nedelje
gestacije, ali u drugoj polovini trudnoc¢e dolazi do veéeg porasta vVWF tako da se pred kraj
trudnoce belezi skoro dvostruki porast odnosa vWF antigen/FVIII (102). Koncentracija
fibrinogena u plazmi je do dva puta veca, a aktivnost FVII i do deset puta u kasnoj trudno¢i i
na porodaju (103,104). Faktori Il, V i IX su neznatno povecani ili nepromenjeni tokom
trudnoce (103,105). Faktor XI je jedini faktor koagulacije koji opada i dostize koncentracije
od 60 — 70 % od normalnih vrednosti van trudnoc¢e, a najnizi nivo ima pred porodaj
(104,106). Faktor X111 raste na pocetku trudnoce za oko 40 %, zatim sredinom trudnoée nivoi

opadaju i pred kraj trudnoce dostize vrednosti van trudnocée (107).

Vrednosti antitrombina, glavnog fizioloskog inhibitora koagulacije krvi, nisu znacajno
promenjene u trudnoé¢i (105,108). Vazni regulatorni faktori procesa koagulacije koji takode
imaju antikoagulantno dejstvo su protein C i njegov kofaktor, protein S. U trudnoci aktivnost
proteina C ostaje skoro konstantna i krece se unutar normalnog opsega van trudnoce, dok se
nivo slobodnog proteina S progresivno smanjuje tokom trudnoce i dostize vrednosti do 50 %

nize od inicijalnih. Sa napredovanjem trudnoce raste rezistencija na aktivirani protein C
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(APC-R) (105,109,110). Trombomodulin (TM) je transmembranski glikoprotein prisutan u
velikoj meri na vaskularnim endotelnim c¢elijama, a u trudnoéi se javlja i na cCelijama
sinciciotrofoblasta. TM ima antikoagulantno dejstvo koje ostvaruje tako Sto vezuje trombin,
inhibira njegovo prokoagulantno dejstvo i ubrzava aktivaciju proteina C trombinom.
Medutim, TM preko trombina takode aktivira TAFI, te stoga deluje i antifibrinoliti¢ki.
Koncentracija trombomodulina (TM) u trudnoc¢i se povecava nakon 24. ng kao posledica
aktivacije neutrofila koja pokrece proteolizu endotelnog TM i oslobada njegovu solubilnu
formu u cirkulaciju. Medutim, naglo povecanje koncentracije TM u plazmi ve¢ nakon 12. ng
u odnosu na vrednosti izmerene pre trudnote moze da ukaze na postojanje vaskularnog

poremecaja u placenti (111,112).

Tokom normalne trudno¢e dolazi do smanjenja ukupne fibrinoliticke aktivnosti, koja
se normalizuje u prvoj nedelji nakon porodaja (108). lako se vrednosti plazminogena i
njegovih aktivatora, tkivnog aktivatora plazminogena (t-PA) i aktivatora plazminogena tipa
urokinaze (u-PA), postepeno povecavaju tokom trudnoce, istovremeno rastu i inhibitori
aktivatora plazminogena (PAI). PAI-1 je klju¢ni regulator fibrinolize in vivo i njegove
vrednosti u kasnoj trudno¢i su poveéane i do pet puta u odnosu na vrednosti na pocetku
trudnoce. PAI-2 produkuju vilusne éelije placente te njegova koncentracija u plazmi zavisi od
veli¢ine placente, ali, takode, i od fetalnog rasta (98,113,114). Odredeni markeri
fibrinolitickog procesa, produkti razgradnje fibrina (engl. Fibrin Degradation Products —
FDP) i D-dimer, su takode poviseni u trudnodi, te se smatra da je fibrinoliti¢ki sistem aktivan
i da kompenzuje postojecu aktivaciju koagulacije (109,115-117). Pored toga, na poremecaj
fibrinolize u normalnoj trudno¢i ukazuje 1 progresivnho povecanje nivoa trombinom
aktiviranog fibrinoliti¢kog inhibitora (TAFI) koji u tre¢em trimestru dostize plato, a u roku od

24 h od porodaja se snizava do normalnih vrednosti (118,119).

Aktivacija koagulacije dovodi do stvaranja trombina. Trombin je serinska proteaza i
kljucni je enzim procesa koagulacije koji dovodi do stvaranja fibrina i aktivacije trombocita i
faktora FV, FVIII i FXIIl. Pove¢ano stvaranje trombina javlja se ve¢ od 7. ng i dostize
maksimalne vrednosti krajem trudnoce (120). Markeri in vivo povecanog stvaranja trombina
su trombin-antitrombin kompleks (TAT) i protrombinski fragment 1 i 2 (F1+2). Bremme i
saradnici su utvrdili da se povecani nivoi TAT javljaju kod 50 % trudnica u prvom trimestru,
dok su znacajno povecane vrednosti zabelezene kod svih trudnica tokom drugog i treCeg
trimestra (108). Sa druge strane vrednosti F1+2 rastu od prvog trimestra i koreliraju sa
gestacijskom dobi (121).
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Pored povecanog stvaranja trombina, normalna trudnoca je povezana sa znacajnim
poveéanjem koncentracije tkivnog faktora (TF) koji je glavni celijski pokreta¢ procesa
koagulacije in vivo i jedan od najvaznijih medijatora hiperkoagulabilnog stanja (122). TF je
takode neophodan za procese angiogeneze i embriogeneze, kao i normalnu placentaciju i
hemostazu, posebno u prvom trimestu trudno¢e kako bi se sprecilo krvarenje prilikom
endovaskularne invazije trofoblasta (123,124). Celije trofoblasta se ponasaju kao aktivirani
endotel i eksprimiraju na svojoj povrsini TF (125). Pored placente TF je prisutan i u epitelu
uterusa, fetalnom tkivu, amnionskoj te¢nosti i u maternalnoj cirkulaciji (126-129). U
solubilnoj formi u cirkulaciji TF (engl. blood-borne TF) se nalazi najve¢im delom vezan za
ekstracelularne vezikule i kao asTF (engl. alternatively spliced TF) (130), a smatra se da ima
ulogu u fazi propagacije tromba na mestu vaskularne povrede (131). Vazno je napomenuti da
je tek oko 5 % aktivnosti TF u krvi povezano sa EV, sto svakako ne umanjuje njihov znacaj i
potencijalnu ulogu u koagulaciji (132). Vrednosti TF Ag u plazmi tokom trudnoée se ne
razlikuju od vrednosti van trudnoce, ali su zna¢ajano povecane U toku i neposredno nakon
porodaja (133). Glavni antikoagulantni mehanizam kojim se inhibira aktivacija TF ostvaruje
se posredstvom inhibitora puta tkivnog faktora (TFPI), ¢ija je ekspresija takode povecana u
tkivu placente (134). Pored TFPI u regulaciji nivoa TF ucestvuju i endotelni receptor proteina
C (engl. Endothelial Protein C Receptor — EPCR) i trombomodulin (TM).

Za vreme porodaja dolazi do dodatnog povecanja aktivnosti koagulacije koje je
povezano sa izbacivanjem placente i aktivacijom trombocita na mestu razdvajanja (135).
Promene hemostaze tokom puerperijuma su, u principu, istog intenziteta kao nakon obimne
operacije (136). Nakon porodaja, kao posledica reakcije akutne faze povecani su nivoi C-
reaktivnog proteina, fibrinogena i trombocita, dok je nivo AT snizen ukoliko se porodaj
zavrSava carskim rezom. Aktivacija trombocita i sistema koagulacije dostize maksimum
odmah nakon porodaja. Koagulacija krvi uglavnom se normalizuje tokom prvih 4 do 6
nedelja, nivo PS u narednih 6 — 8 nedelja, a funkcija trombocita oko 12 nedelja nakon
porodaja. Vrhunac fibrinolize uocava se tokom prva 3 sata nakon porodaja, Sto se odrazava
poveéanjem vrednosti D-dimera u plazmi, a ve¢ u roku od 24 do 48 sati nakon porodaja

fibrinoliticka aktivnost se vraca na stanje pre trudnoce (104,137).

U preeklampsiji se hiperkoagulabilno stanje, prisutno u normalnoj trudno¢i, dodatno
pojacava. Klinicke manifestacije aktivirane koagulacije ukljucuju patoloske nalaze fibrinskih
depozita i mikrotromba kako u placenti, tako i u glomerulima, dok se kod teske forme bolesti

(pogotovo sa letalnim ishodom) srece Siroko rasprostranjeno formiranje fibrinskih depozita u
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maternalnim organima: plu¢ima, srcu, mozgu, slezini, jetri i bubrezima (138). Povecana
intravaskularna koagulacija u preeklampsiji se ogleda u poviSenim nivoima faktora
koagulacije, fibrinogena, TF i VWF Ag i povecanoj potrosnji FVIII (138-141). Pored toga, u
poredenju sa normotenzivnim trudnicama u preeklampsiji dolazi do dodatnog stvaranja
trombina koje je okarakterisano povecanim vrednostima TAT i F1+2, in vivo markera
stvaranja trombina. Vazno je ista¢i da u preeklampsiji postoji povezanost, odnosno znacajna
korelacija izmedu markera stvaranja trombina i povecane aktivacije trombocita, koja inace
nije prisutna u normalnoj trudno¢i (142-145). Na ovaj naéin takode mogu da se objasne
pozitivni efekti primene aspirina u preeklampsiji. Prema sumiranim podacima preglednog
istrazivanja iz 2021. godine primena aspirina kod trudnica sa pridruzenim faktorima rizika
dovodi do smanjenja rizika od razvoja preeklampsije (RR 0,85; 95 % CI 0,75 — 0,95), kao i
smanjenja perinatalnog mortaliteta (RR 0,79; 95 % CI 0,66 — 0,96), prevremenog porodaja
(RR 0,80; 95 % CI 0,67 — 0,95) i intrauterusnog zastoja u rastu (RR 0,82; 95 % CI 0,68 —
0,99) kod pacijentkinja sa dijagnostifikovanom preeklampsijom (146).

Smatra se da hiperkoagulabilnom stanju u preeklampsiji doprinosi i smanjenje nivoa
regulatornih proteina koagulacije, proteina C i posebno antitrombina (AT) (142,147,148). AT
ima vaznu ulogu u regulaciji aktivnosti trombina, koga vezuje u stehiometrijskom odnosu 1:1
i gradi ireverzibilan kompleks. Snizenje nivoa AT usled povecanog stvaranja TAT kompleksa
u preeklampsiji posredno ukazuje na poveéano stvaranje trombina, mada ono moze biti i
posledica ostecenja jetre, kao Sto se vida u HELLP, ili pak oSte¢enja bubrega (149). Pad u
aktivnosti AT beleZi se 2 nedelje pre ispoljavanja klinickih simptoma preeklampsije, vraca se
u normalu odmah nakon izbacivanja placente i korelira sa tezinom maternalnih komplikacija,
§to moze da ukaze na potencijalnu ulogu AT u patofiziologiji preeklampsije. Pored
navedenog, niske vrednosti AT kod trudnica sa preeklampsijom ispoljavaju temporalnu
zavisnost sa klinickim tokom bolesti, pri ¢emu znacajno snizenje AT moZe da ukaZe na
pogorsanje preeklampsije i nuznost prekida trudnoce (150,151). Maki i saradnici su pokazali
da primena infuzije AT koncentrata dovodi do poboljsanja klinickih simptoma, produzenja
trajanja trudnoce 1 smanjenja broja novorodencadi sa veoma malom telesnom masom (152).
Snizena aktivnost proteina C je takode prisutna u preeklampsiji, mada neki autori nisu uo¢ili
razlike u nivoima PC izmedu normalne i hipertenzivne trudnoce, dok su vrednosti proteina S,
u odnosu na referentne vrednosti van trudnoce, jednako snizene kao u normalnoj trudnoci
(142,147,153). Za razliku od normalne trudnoce u preeklampsiji nije zabelezen porast APC

rezistencije, te se smatra da je povecan kapacitet stvaranja trombina u preeklampsiji
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nezavisan od APC-R (154). U preeklampsiji su primetne i zna¢ajne promene u vrednostima
trombomodulina (TM). Pretpostavlja se da je porast nivoa Ag i aktivnosti TM zabeleZen kod
preeklampsije posledica izraZenije povrede endotela nego u normalnoj trudno¢i, s obzirom da
nadene vrednosti TM kod trudnica sa preeklampsijom znacajno koreliraju sa poviSenim

nivoima VWF koji je potvrden marker endotelnog oStecenja (155).

Inhibitor puta tkivnog faktora (TFPI) je takode vazan prirodni antikoagulans i
regulator stvaranja trombina. Poznata su dva tipa: TFPI-1, koji u najvecoj meri produkuju
endotelne ¢elije i prisutan je u cirkulaciji majke i fetusa, i TFPI-2, koji je izolovan iz placente
(156). U poredenju sa normalnom trudno¢om koncentracija slobodnog TFPI je znaajno
poviSena u plazmi pacijentkinja sa preeklampsijom, najverovatnije kao posledica endotelne
disfunkcije i placentalne insuficijencije (153). Medutim, odnos TFPI/TF je znacajno nizi u
preeklampsiji, $to sugeriSe da povecanje koncentracije TFPI nije dovoljno da kompenzuje

dodatno povisenu koncentraciju TF u plazmi (155).

Promene u sistemu fibrinolize koje se uglavnom pripisuju izmenjenim nivoima PAI-1
i PAI-2 dodatno favorizuju prokoagulantno stanje u preeklampsiji (156,157). Porast vrednosti
PAI-1 takode ukazuje na vaskularnu povredu i prethodi pojavi klini¢kih simptoma
preeklampsije, a narodito je izrazen kod pacijentkinja koje pokazuju rane znake placentalne
insuficijencije vidljive na dopler ultrasonografskom pregledu uterinih arterija i kod kojih u
drugom trimestru dolazi do intrauterusnog zastoja u razvoju ploda (158). Takode,
pretpostavlja se da je porast vrednosti PAI-1 delom posledica aktivacije trombocita, koja, kao
i placentalna insuficijencija, pokazuje povezanost sa tezinom preeklampsije (159). U odnosu
na normalnu trudnocu u preeklampsiji dolazi do znac¢ajnog snizenja nivoa PAI-2 i u-PA. S
obzirom da vrednosti PAI-2 i u-PA u plazmi koreliraju sa placentalnim i fetalnim rastom,
smatra se da su njihovi niski nivoi u preeklampsiji pre svega posledica disfunkcije placente
(160). Na ozbiljnost ovog multisistemskog generalizovanog poremecaja upucuje i nalaz
povisenih vrednosti t-PA koga endotelne celije proizvode lokalno kao odgovor na povredu
endotela, a koji ima klju¢nu ulogu u aktivaciji plazminogena i samim tim u razgradnji fibrina
(161).
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1.9. Laboratorijsko ispitivanje hemostaze u normalnoj trudnoéi i
preeklampsiji

Pravilna procena hemostaze u trudno¢i, a posebno u njenim komplikacijama,
predstavlja poseban izazov i ve¢ dugi niz godina je predmet istrazivanja u brojnim nau¢nim
studijama. Vecina klasi¢nih laboratorijskih testova analizira samo pojedine aspekte sistema
koagulacije ne uzimajuci u obzir kompleksnost procesa hemostaze in vivo, te tako pruza samo
delimi¢nu informaciju o hemostatskom statusu. Tradicionalni skrining testovi hemostaze,
protrombinsko vreme (PT) i aktivirano parcijalno tromboplastinsko vreme (aPTT), nisu
osetljivi na sistemske protromboticke promene koje su karakteristika i normalne i patoloske
trudnoce, a Cine i znaCajan deo komplikacija hemostaze u trudnoéi. Sa druge strane,
odredivanjem pojedinac¢nih faktora koagulacije i/ili antikoagulantnih proteina dobijaju se
statiCki podaci koji odrazavaju akutnu situaciju, ali ne pruzaju uvid u ukupnu (ne)ravnotezu
sistema koagulacije. Naime, kljuni enzim procesa koagulacije je trombin koji katalizuje
reakciju prevodenja fibrinogena, proteina rastvorenog u plazmi, u nerastvorni fibrin.
Dodatno, trombin stvoren nakon aktivacije koagulacije ukljucen je i u aktivaciju trombocita i
regulaciju sledstvenih fibrinolitickih procesa. Prakti¢no, stvaranje trombina je neophodno
kako za proces koagulacije, tako i za rast tromba i kontrolu njegovog rasta. Skrining testovi
hemostaze daju procenu koagulacije merenjem vremena koagulacije, odnosno formiranja
fibrinskog ugruska. Medutim, viSe od 95 % trombina nastaje nakon inicijalnog formiranja
ugruska, tako da prekomerno stvaranje trombina, koje je uvek tendencija za trombozu, ne
uti¢e na ove testove. Isto tako, ni jedan faktor koagulacije ne odrazava direktno sloZenost
mehanizama koji ucestvuju u stvaranju trombina (162). Samim tim, rutinski testovi imaju
ograni¢enu vrednost u proceni intravaskularne koagulopatije, a donoSenje definitivnog
zakljuCka otezava 1 Cinjenica da se normalne vrednosti u trudno¢i menjaju, pri ¢emu

ustanovljeni normalni rasponi najéesce nisu primenljivi u trudno¢i (163).

1.9.1. Globalni testovi hemostaze

Poslednjih decenija intenzivirani su napori da se razviju globalni testovi koji bi
omogucili procenu ukupne funkcionalne aktivnosti kompleksnog 1 viSekomponentnog
hemostatskog sistema merenjem dinamicke interakcije komponenata hemostaze, odnosno
ukupnog rezultata svih reakcija hemostaze u uslovima koji oponasaju situaciju in vivo, kako

bi se omogucila adekvatna evaluacija njihovog doprinosa i medusobne interakcije. Nova
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generacija globalnih testova hemostaze pruza mogucénost sveobuhvatne procene hemostaze.
Predlozeni kao indikatori ukupne hemostaze, ovi dinamicki testovi omogucavaju
kontinuirano pracenje hemostatskih procesa i procenu ravnoteze izmedu prokoagulantnih i
antikoagulantnih (i fibrinoliti¢kih) faktora, te tako pruzaju uvid u sve faze procesa hemostaze
ukljucujuéi inicijaciju, propagaciju i inaktivaciju (164).

Test generacije trombina (TGT) je jedan od potvrdenih i najvise koris¢enih globalnih
metoda. Zasniva se na kontinuiranom merenju amidoliticke aktivnosti trombina koji se stvara
u plazmi i konvertuje specifi¢ni supstrat nakon aktivacije koagulacije dodatkom tkivnog
faktora ili fosfolipida (165). Sa dobijene krive generacije trombina izvode se 4 parametra:
tlag (vreme koje odgovara fazi inicijacije), endogeni trombinski potencijal — ETP (povr$ina
ispod krive koja odgovara ukupnoj koli¢ini stvorenog trombina), visina pika (koja odgovara
maksimalnoj koncentraciji trombina) i tmax (vreme do maksimalne visine pika). TGT je
funkcionalni globalni test koji meri ukupnu koli¢inu i kinetiku stvaranja trombina tokom
vremena i na taj nacin odrazava ,,kapacitet plazme za stvaranje trombina“ nakon inicijalnog
formiranja ugruska. Povecano ili smanjeno stvaranje trombina ukazuje na tromboticku ili
hemoragijsku tendenciju (162). Primenom TGT testa dokazano je da je povecana produkcija
trombina prisutna u trombofilnim stanjima poput venske tromboze (usled nedostatka
antitrombina, proteina C/S, rezistencije na aktivirani protein C i antifosfolipidnog sindroma),
arterijske tromboze i u akutnom koronarnom sindromu. Isto tako, pokazano je da TGT kod
bolesnika koji boluju od hemofilije moze da ukaze, bolje od tradicionalnih testova, na

tendenciju ka krvarenju, a time i povecan rizik od krvarenja (162,166).

U normalnoj, nekomplikovanoj trudnoé¢i primenom TGT testa potvrdeno je prisustvo
prokoagulantnog fenotipa okarakterisano prekomernim stvaranjem trombina koje se javlja
ve¢ u ranoj trudnodi, ali se znacajan porast uo€ava u 2 trimestru trudnoce 1 dostize plato koji
se odrzava do kraja trudnoce (109,120,167-169). Nasuprot tome, Eichinger i saradnici su u
studiji u kojoj su ETP vrednosti merene i 3 meseca nakon trudno¢e pokazali da tokom
trudnoce i nakon porodaja ne dolazi do promena u vrednostima ETP (170). Mogu¢i razlozi
odstupanja ovih nalaza najverovatnije poti¢u od razlika u primenjenim metodama, kao i
razlike u koncentraciji TF koja je koris¢ena kao okida¢ za pokretanje stvaranja trombina.
Poznato je da se pri primeni visokih koncentracija TF ne uocavaju promene u ETP

vrednostima (171).

Ogranicen broj studija koje su ispitivale ETP u preeklampsiji pokazao je da, za razliku

od normalne trudnoce, u preeklampsiji dolazi do dodatnog povecanja ETP vrednosti koje je

24



praceno aktivacijom trombocita, formiranjem trombocitno-leukocitnih agregata, kao i
znaCajnim povecanjem nivoa ekstracelularnih vezikula (172,173). Dodatno, VanWijk i
saradnici su pokazali da je prekomerna aktivacija koagulacije u preeklampsiji okarakterisana
povisenim ETP vrednostima, 0dnosno povecanim Stvaranjem trombina koje nije uslovljeno

postojanjem APC rezistencije (154).

Ukupni hemostatski potencijal (engl. Overall Haemostatic Potential — OHP) je
globalni test koji omogucava uvid u celokupnu dinamiku hemostatskog procesa, pruzajuci
dodatno i informacije o brzini formiranja fibrina i njegovoj degradaciji. Ovaj brz i
jednostavan test se zasniva na kontinuiranom merenju nivoa fibrina u plazmi kojoj su
prethodno dodate male koli¢ine trombina za aktivaciju sistema koagulacije i t-PA za
aktivaciju sistema fibrinolize, ¢ime je omoguéeno otkrivanje poremecaja koji remete
delikatnu ravnotezu izmedu ova dva suprotna entiteta hemostaze (174). Odredivanjem
vremena liziranja ugruska (engl. Clot Lysis Time — CLT) OHP test takode omoguéava
indirektnu procenu aktivnosti trombinom aktiviranog inhibitora fibrinolize (TAFI), koji se
aktivira delovanjem trombina i ispoljava snazno antifibrinoliticko delovanje, te direktno
povezuje sistem koagulacije i fibrinolize (175). Pored toga, istovremenom analizom strukture
fibrina koji nastaje kao krajnji proizvod reakcije koagulacije, omoguéen je uvid u stabilnost

fibrinskog ugruska i njegovu podloznost razgradnji (176).

Ranija istrazivanja su pokazala povecan ukupan hemostatski potencijal (OHP) i
snizen ukupan fibrinoliticki potencijal (engl. Overall Fibrinolitic Potential — OFP) u
normalnoj trudno¢i, sa daljim porastom OHP, kao i snizenjem OFP vrednosti kod Zena sa
preeklampsijom (175,177,178). Pored toga, utvrdeno je da je vreme liziranja ugruska (CLT)
produzeno kod Zena sa preeklampsijom i/ili intrauterusnim zastojem u rastu (IUGR), ali su

nalazi kontradiktorni u pogledu uloge TAFI u poremecaju fibrinolize (178,179).

1.9.2. Ekstracelularne vezikule

Pre viSe od pola veka Wolf je uocCio da aktivacija trombocita dovodi do oslobadanja
membranskih fragmenata, ,,trombocitne prasine* koja stimuliSe stvaranje trombina u plazmi
siromasnoj trombocitima (180). Kasnije su ove fosfolipidne strukture oznacene terminom
mikropartikule/mikrovezikule, ali je, zbog velikog porasta broja nau¢nih publikacija o
razli¢itim podtipovima membranskih vezikula koje oslobadaju c¢elije, Medunarodno

udruzenje za ekstracelularne vezikule (engl. International Society for Extracellular Vesicles —
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ISEV) dalo preporuku da se za sve partikule ogranicene lipidnim dvoslojem, a koje celije

prirodno oslobadaju i koje se ne mogu replikovati, koristi genericki termin ekstracelularne

vezikule (181).

Ekstracelularne vezikule (EV) su membranske strukture veli¢ine od 0,1 — 1 um, koje
se oslobadaju sa razli¢itih ¢elija mehanizmima c¢elijske aktivacije i apoptoze. U ovim
procesima poremecaj aktivnosti membranskih transportera, flipaza, flopaza i skramblaza,
dovodi do gubitka u asimetriji fosfolipidne distribucije u plazma membrani $to uzrokuje
lokalnu nestabilnost ¢elijske membrane i rezultuje oslobadanjem ekstracelularnih vezikula sa
njene povrSine. Nastale EV na svojoj povrSini ispoljavaju fosfatidilserin (engl.
phosphatidylserine — PS), odredene membranske receptore i druge proteine karakteristi¢ne za
njihove roditeljske celije (182). Brojna istrazivanja na ovom polju su pokazala da EV nisu
samo nezeljeni produkti ¢elijskih procesa ve¢ da EV poseduju Sirok spektar bioloskih
aktivnosti, te ucestvuju u celijskoj interakciji i regulaciji intercelijske komunikacije, a
deluju¢i kao transporteri prenose funkcionalne receptore ili druge proteine (npr. TF) izmedu
razli¢itih tipova celija (183,184). U in vitro eksperimentima je pokazano da EV mogu da
oslobadaju endotelne celije, vaskularne glatke misi¢ne ¢elije, trombociti, leukociti, limfociti i
eritrociti, a demonstrirano je i prisustvo svih ovih populacija EV u venskoj krvi zdravih
dobrovoljaca i razli¢itih grupa pacijenata. Prakti¢no sve eukariotske ¢elije mogu da stvaraju
EV, a broj i sastav razlic¢itih EV populacija zavisi od prisustva ili odsustva odredenih bolesti,

s tim da uticaj ovih promena i in vivo funkcija EV nisu u potpunosti razjasnjeni.

Rezultati dosadasnjih studija upucuju na znacajnu ulogu EV u koagulaciji, inflamaciji
i vaskularnoj (dis)funkciji (185-187). Smatra se da je prokoagulantni efekat EV povezan sa
ekspresijom PS na njihovoj povrSini. Ekspresijom negativno naelektrisanih fosfolipida EV
obezbeduju katalitiCku povrSinu koja olaksava stvaranje tenaza i/ili protrombinaza kompleksa
¢ime se ubrzava aktivacija FX pracena Stvaranjem trombina i potom fibrina. Istovremena
ekspresija TF na povrsini PS+ EV pojacava njihovu prokoagulantnu aktivnost i do 2 puta,
mada su mehanizam aktivacije TF i njegovo stanje na povrsini EV (truncated ili untruncated)
jos uvek predmet debate (188-190). Neosporno je da EV imaju znacajnu ulogu u koagulaciji
o ¢emu govori i Cinjenica da su nivoi EV znacajno snizeni u stanjima povezanim sa
krvarenjem, poput Skotovog sindroma (191). Stavise, EV imaju i proinflamatorno dejstvo, jer
stupaju u interakciju sa endotelnim i imunim c¢elijama, i tako mogu da doprinesu
intravaskularnoj inflamaciji (192). Smatra se da EV upravo preko ekspresije prokoagulantnih

fosfolipida 1 specifi¢nih receptora na njihovoj povrSini imaju ulogu bioloskih ,,glasnika* koji
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povezuju procese inflamacije, koagulacije i angiogeneze te tako ostvaruju vaznu ulogu u
endotelnoj disfunkciji (193,194).

Normalna trudnoca je okarakterisana prisustvom razlic¢itih EV u cirkulaciji, pri ¢emu
ove EV mogu biti maternalnog, fetalnog ili placentalnog porekla. Generalno, mali je broj
studija u kome je odredivan nivo EV u normalnoj trudno¢i, a uglavnom su vezane za
ispitivanje razli¢itih patoloskih stanja u trudno¢i. U studiji Lok i saradnika nivoi EV su
mereni pocevsi od 12. nedelje gestacije do 6. nedelje nakon porodaja. Najnize vrednosti su
izmerene na pocetku, u 12. ng, zatim su progresivno rasle do 28. ng nakon ¢ega se belezi pad
vrednosti i u 32. i u 36. ng. EV nivoi 6. nedelja nakon porodaja bili su jednaki vrednostima u
28. ng. Najveca frakcija EV je bila poreklom iz trombocita (97 — 99 %), zatim eritocita (0,6 —
2,7 %) 1 endotelnih ¢elija (0,4 — 1 %), a deo koji je poticao iz leukocita bio je zanemarljiv.
Udeo placentalnih EV u ukupnoj populaciji iznosio je oko 1,5 — 3 % (195). Pocetno
smanjenje koncentracije EV, zabelezeno i u studiji Desprez i saradnika, je najverovatnije
posledica poveéanja cirkuliSu¢eg volumena Krvi i prisustva manjeg broja aktiviranih ¢elija na
pocetku trudnocée (196). PoviSeni nivoi trombocitnih i endotelnih EV u normalnoj trudno¢i
nadeni su i u drugim studijama, te je zastupljeno misSljenje da povecan nivo ovih EV
subpopulacija reflektuje procese aktivacije trombocitnih i endotelnih ¢elija koji se fizioloski
deSavaju u zdravoj trudno¢i (197,198). Takode, Bretelle i saradnici su pokazali da su i
ukupan broj i prokoagulantna aktivnost aneksin V pozitivnih EV znacajno visi u normalnoj

trudno¢i u odnosu na zene koje nisu bile trudne.

Subpopulacije EV i njihove koncentracije u preeklampsiji su i dalje predmet
ispitivanja velikog broja istraZivaca, ali su rezultati ovih istraZivanja Cesto kontradiktorni, te
stoga joS uvek ne postoji koncenzus. Velike varijacije prvenstveno postoje zbog razlike u
selekceiji ispitanica i metodologiji (priprema uzorka, kori§¢eni markeri, tehnologija merenja),
ali one isto tako odraZzavaju i nepostojanje jasnih kriterijuma i definicija za ovaj heterogeni
multisistemski poremecaj kakva je preeklampsija (199). Identifikacija i kvantifikovanje
ukupnih EV zasnovani su na prisustvu PS na njihovoj povrsini, pri ¢emu je u najve¢em broju
studija u tu svrhu primenjen aneksin V, dok je u manjem broju koris¢en laktadherin. Za
detekciju EV poreklom iz trombocita, endotelnih ¢elija, leukocita, eritrocita i1 celija
trofoblasta kori§¢ena su specificna antitela primenom protocne citometrije ili ELISA tehnike
(200). Stvarna prevalencija EV u vaskularnim komplikacijama trudnoce nije poznata, ali je
utvrdeno da nivo EV u 24. ng nema prediktivnu vrednost za kasniji razvoj hipertenzije,

preeklampsije, IUGR ili SGA (201).
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U preeklampsiji su najvise ispitivane subpopulacije EV poreklom iz trombocita,
endotelnih celija i placente. Nivo ukupnih EV u preeklampsiji ne razlikuje se u odnosu na
vrednosti u normalnoj trudno¢i (197,198,202,203), mada su neki autori uocili povecane
vrednosti (204). Medutim, Lok i saradnici su utvrdili snizene nivoe ukupnih EV u periodu od
28. — 36. ng u preeklampsiji u odnosu na zdrave trudnice, pri ¢emu je 6. nedelja nakon
porodaja nivo EV bio jednak u obe ispitivane grupe (195). Studije koje su odredivale nivo
trombocitnih EV u trudno¢i komplikovanoj preeklampsijom dale su opre¢ne rezultate, sa
smanjenim ili nepromenjenim, pa ¢ak i povisenim vrednostima u odnosu na zdrave trudnice
(205,206). Isto tako, iako je zbog prisutne endotelne disfunkcije u preeklampsiji o¢ekivan
porast endotelnih EV, bilo je viSe autora koje nisu nasli razliku u poredenju sa normalnom
trudno¢om (195,202,207). Nivo EV placentalnog porekla, odnosno poreklom iz
sinciciotrofoblasta (STBM), bio je znacajno povisen u preeklampsiji u odnosu na normalnu
trudnocu u svim studijama (198,208,209), a pokazano je i da nivo STBM korelira sa tezinom
oboljenja (210). Pored toga, u preeklampsiji su uoéene povecane koncentracije eritocitnih,

monocitnih i granulocitnih EV (195,202,204).

Analiza iznesenih stanovista upucuje na zakljuc¢ak da preeklampsija sasvim izvesno
nastaje kao rezultat interakcije, odnosno udruzenog dejstva maternalnih karakteristika,
placentalnih faktora i neadekvatne adaptacije na trudnocu, sa predominantnim uceS¢em
kardiovaskularnog i inflamatornog sistema. Hiperkoagulabilnost i inflamacija su povezani
procesi koji se medusobno pojacavaju i ispitivanje promena u sistemu koagulacije u
preeklampsiji nesumnjivo ima vaznu ulogu kako u razumevanju ovog heterogenog
poremecaja, tako 1 dalekoseznih posledica koje preeklampsija ostavlja na majku i njeno

potomstvo.
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CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja doktorske disertacije su:

1.

Ispitati parametre globalnih hemostatskih testova i indirektno aktivnost TAFI u

trudnoc¢i komplikovanoj preeklampsijom, pre i posle porodaja.

Utvrditi da li postoji razlika u parametrima globalnih hemostatskih testova u

plazmi trudnica sa preeklampsijom u poredenju sa zdravim trudnicama.

Ispitati razlike u koncentraciji markera aktivirane hemostaze: trombin-antitrombin
kompleks (TAT), D-dimer i antitrombin (AT) i inflamacije: C reaktivni protein
(CRP), fibrinogen i FVIII kod trudnica sa preeklampsijom pre i posle porodaja,

kao i u poredenju sa zdravim ispitanicama.

Ispitati karakteristike i odrediti vrednosti parametara ex vivo formiranih fibrinskih
ugruSaka u grupi pacijentkinja sa preeklampsijom, pre i posle porodaja, i

kontrolnoj grupi.

Ispitati medusobne korelacije parametara globalnih hemostatskih testova, markera

aktivirane hemostaze i inflamacije i parametara fibrinskog ugruska.

Utvrditi povezanost parametara globalnih hemostatskih testova, markera
aktivirane hemostaze 1 inflamacije, kao 1 parametara fibrinskog ugruSka sa

klinickim ishodom trudno¢e komplikovane preeklampsijom.

Ispitati subpopulacije EV koje potencijalno mogu da ispolje prokoagulantne efekte
i njihovu povezanost sa parametrima globalnih hemostatskih testova, markerima

aktivirane hemostaze i inflamacije i parametrima fibrinskog ugruska.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Mesto i faze istrazivanja

Istrazivanje je sprovedeno u GinekoloSko-akuSerskoj klinici ,,Narodni Front* i u
Institutu za transfuziju krvi Srbije u Beogradu, u periodu od aprila 2014. do novembra 2016.
godine, kao i u Institutu Karolinska u Stokholmu, Svedska, u periodu od februara 2017. do
decembra 2018. godine, u skladu sa principima Dobre klinicke prakse i uz poStovanje
Helsinske deklaracije i nacionalnih zakona 1 propisa. Sprovodenje istrazivanja je odobreno od
strane Etickog odbora Ginekolosko-akuserske klinike ,,Narodni Front* (Odluka zavedena pod
brojem 24/5-1) i Etickog odbora Instituta za transfuziju krvi Srbije (Odluka zavedena pod
brojem 3828).

Prva faza istraZivanja, koja je sprovedena u Ginekolosko-akuSerskoj klinici ,,Narodni
Front i Institutu za transfuziju krvi Srbije, obuhvatila je regrutovanje trudnica prema
definisanim kriterijumima za ukljucivanje u studiju. Sve ispitanice su detaljno upoznate sa
ciljevima istrazivanja i ukljucene u studiju nakon potpisivanja dobrovoljnog pristanka za
ucestvovanje u istrazivanju (formular — ,,Saglasnost za ucesce u ispitivanju®), pri ¢emu su
uzeti detaljni anamnesti¢ki podaci (Standardizovani upitnik br. 1 — , Upitnik za ispitanice®).
Druga faza je obuhvatila prikupljanje klinickih podataka o ispitivanim pacijentkinjama sa
preeklampsijom ukljuéenim u istrazivanje (Standardizovani upitnik br. 2 — ,Podaci o
ispitanicama‘“), uvidom u medicinsku dokumentaciju i istoriju bolesti, kao i pregledom
podataka arhive Ginekolosko-akuSerske klinike ,,Narodni Front“. Tre¢a faza, koja je
sprovedena u laboratoriji Odeljenja za ispitivanje poremecaja hemostaze sa Registrom
urodenih koagulopatija u Institutu za transfuziju krvi Srbije i u laboratoriji Odeljenja za
klinicku hemiju u Univerzitetskoj bolnici Karolinska, obuhvatila je laboratorijsku analizu

uzoraka krvi.

3.2. Populacija i uzorak istrazivanja

Istrazivanje je obuhvatilo ukupno 127 trudnica starosti od 18 — 47 godina. Ispitivanu
grupu je c¢inilo 47 trudnica koje su po definisanim Kriterijumima razvile preeklampsiju
(PEK). Za postavljanje dijagnoze preeklampsije kori$¢eni su revidirani kriterijumi koje je
2014. godine definisalo Medunarodno udruzenje za proucavanje hipertenzije u trudno¢i (engl.

International Society for the Study of Hypertension in Pregnancy — ISSHP) (8). Dijagnoza
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preeklampsije se postavlja na osnovu nalaza novonastale arterijske hipertenzije, odnosno
sistolnog pritiska > 140 mm Hg i/ili dijastolnog pritiska > 90 mm Hg, u najmanje dva
merenja unutar 24 sata u intervalu duzem od 6 sati, i proteinurije > 300 mg u 24-Casovnom
urinu posle 20. ng kod prethodno normotenzivnih zena. Prema revidiranim ISSHP
kriterijumima dijagnoza preeklampsije moze da se postavi i u odsustvu proteinurije ukoliko je
novonastala hipertenzija udruzena sa pojavom trombocitopenije (broj trombocita < 150 X
10%/L), poremeéene funkcije jetre (dvostruko povisena aktivnost transaminaza u odnosu na
gornju granicu referentnog intervala), novorazvijene bubrezne insuficijencije (koncentracija
kreatinina u serumu > 90 umol/L ili udvostru¢ena koncentracija kreatinina u serumu u
odsustvu drugih bubreznih oboljenja), pluénog edema ili novonastalih vizuelnih odnosno
cerebralnih poremecaja, te uteroplacentalnim poremecajem koji za posledicu ima zaostajanje
u rastu ploda. Kada se pomenuti poremecaji pojave kod trudnice sa hroni¢cnom hipertenzijom

govorimo o hroni¢noj hipertenziji sa superponiranom preeklampsijom (8).

Kontrolnu grupu je ¢inilo 80 zdravih trudnica sa jednoplodnom trudno¢om u periodu
drugog i treceg trimestra trudnoée (> 20 nedelja gestacije). Zdrave trudnice su ukljucene u
istrazivanje U toku svojih redovnih kontrola koje su obavljane u Institutu za transfuziju krvi, a

nakon potpisane saglasnosti za u¢esce u studiji, bez daljeg pracenja ishoda trudnoce.

3.3.  Kriterijumi za ukljucivanje i iskljucivanje iz istraZivanja
Kriterijumi za ukljucivanje u istrazivanje podrazumevali su:
- starost trudnice iznad 18 godina

- potpisan dobrovoljni pristanak za u¢estvovanje u istrazivanju

- klinicki potvrdena dijagnoza preeklampsije (za studijsku grupu)
Kriterijumi za iskljucivanje iz istrazivanja podrazumevali su prisustvo:

- kardiovaskularne bolesti

- renalne bolesti

- malignog oboljenja

- zapaljenskog procesa

- genetskih anomalija ploda
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3.4. Protokol ispitivanja

Prilikom ukljucivanja u istrazivanje svim trudnicama su uzeti anamnesticki podaci 0
starosnoj dobi, visini i tezini, gestacijskoj starosti u vreme ukljucivanja u istrazivanje, broju
prethodnih trudnoc¢a, broju namernih i spontanih pobacaja, zatim podaci o ishodima
prethodnih trudnoc¢a i eventualnim komplikacijama i prisustvu preeklampsije u prethodnim
trudno¢ama, prisustvu hroni¢nih oboljenja, prisustvu preeklampsije i kardiovaskularnih
oboljenja u porodici, pusackom statusu, kao i primeni lekova propisanih od strane nadleZznog
lekara. Indeks telesne mase (ITM) je izracunat kao koli¢nik telesne mase (TM) i kvadrata
telesne visine (TV): ITM = TM (kg) / TV? (m?). Za pacijentkinje sa preeklampsijom su uzeti i
klinicki podaci o primenjivanoj terapiji i pojavi komplikacija u toku hospitalizacije, zatim
podaci koji se odnose na pritisak, proteinuriju, biohemijske parametre i krvnu sliku (broj
trombocita) u toku hospitalizacije, kao i ishod trudnoce. ZabeleZeni su tip porodaja (carski rez
ili vaginalni porodaj), gestacijska starost na porodaju, telesna tezina i duzina novorodencadi,

Apgar skor i prisustvo fetalnih/neonatalnih komplikacija.

Uzorci krvi potrebni za izvodenje predvidenih laboratorijskih analiza su u grupi
trudnica sa preeklampsijom uzeti na pocetku istrazivanja (sledeCeg jutra nakon prijema u
bolnicu) i 2 — 10 dana nakon porodaja. U kontrolnoj grupi uzorci su sakupljeni prilikom
ukljucivanja trudnica u istrazivanje. Uzorkovanje je vrSeno ujutru, posle 12 sati gladovanja, u
tri epruvete — dve sa 0,109 mol/L Nas-citratom (1 deo Nas-citrata + 9 delova krvi, pH 7,4) i
jednu biohemijsku epruvetu bez antikoagulansa, sa aktivatorom koagulacije. Nakon
venepunkcije, plazma i serum su odvajani centrifugiranjem na 2600 x g u trajanju od 15
minuta na sobnoj temperaturi. Za dobijanje plazme siroma$ne trombocitima (engl. Platelet
Poor Plasma — PPP) uzorci su centrifugirani dva puta. Ovako pripremljeni uzorci plazme i

seruma su alikvotirani i ¢uvani na -70 °C do izvodenja analiza.

U wuzorcima plazme siromasne trombocitima SU odredivani globalni testovi
hemostaze: endogeni trombinski potencijal (engl. Endogenous Thrombin Potential — ETP) i
ukupni hemostatski potencijal (engl. Overall Haemostatic Potential — OHP), kao i sledec¢i
parametri: antitrombin, D-dimer, FVIII, fibrinogen i trombin-antitrombin kompleks (TAT). U
uzorcima plazme su odredivani i vreme liziranja fibrinskog ugruska (engl. Clot Lysis Time —
CLT), sa i bez dodatka inhibitora karboksipeptidaze (engl. Potato Tuber Carboxy-peptidase
Inhibitor — PTCI), zatim parametri fibrinskog ugruska, lag vreme, brzina polimerizacije
(Vmax) 1 maksimalna apsorbancija (Max Abs), kao i struktura fibrinskog ugruska. PPP je

takode koriS¢ena za odredivanje koncentracije ekstracelularnih vezikula. U uzorcima seruma
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su odredivani: CRP, parametri lipidnog statusa (holesterol, HDL holesterol, LDL holesterol,
trigliceridi i lipoprotein (a), Lp(a)), kao i IgA, 1gG i IgM antifosfolipidna antitela (anti-B.
glikoprotein | antitela i antikardiolipinska antitela).

3.5. Metode ispitivanja

3.5.1. Endogeni trombinski potencijal (ETP)

Endogeni trombinski potencijal (ETP) je odredivan spektrofotometrijskom metodom
na automatskom koagulometru BCS XP (Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg,
Germany) sa komercijalnim reagensom Innovance ETP (Siemens Healthcare Diagnostics)
(165,211). Inkubacijom plazme siromasne trombocitima sa tkivnim faktorom, u prisustvu
fosfolipida i jona kalcijuma, dolazi do aktivacije sistema koagulacije i stvaranja trombina
(faktor lla). Stvaranje trombina i njegova inaktivacija se beleze kontinuiranim merenjem
konverzije spororeaguju¢eg hromogenog supstrata na 405 nm u toku 20 minuta (Slika 1A,
kriva 1). Konverzija fibrinogena u fibrin dejstvom nastalog trombina se spre¢ava dodatkom
inhibitora ¢ime je omoguéeno fotometrijsko merenje bez defibrinacije. Primenom
matematickog algoritma kriva konverzije supstrata se koriguje oduzimanjem aktivnosti
trombina koji nema biolosku aktivnost i vezan je za op-makroglobulin. Korigovana kriva
predstavlja aktivnost slobodnog trombina (Slika 1A, kriva 2). Prvi derivat korigovane krive
konverzije supstrata predstavlja krivu stvaranja trombina (Slika 1B) sa koje se mogu ocitati 4

parametra:

e endogeni trombinski potencijal (ETP) — povrsina ispod krive (ETP AUC) koja
predstavlja ukupnu koli¢inu stvorenog trombina u toku reakcije i meri se u mA,

e lag vreme (tlag) — vreme od zapocinjanja reakcije do pojave stvaranja trombina
mereno u sekundama,

¢ visina pika (Cmax) — maksimalna aktivnost trombina tokom reakcije koja predstavlja
pik koncentracije trombina i meri se u mA/min,

e vreme do pika (tmax) — vreme od zapocinjanja reakcije do pojave pika koncentracije

trombina mereno u sekundama.
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Slika 1. (A) sematski prikaz krive konverzije supstrata (kriva 1) i krive korigovane za
aktivnost trombina vezanog za a,-makroglobulin (kriva 2); (B) Sematski prikaz krive
stvaranja trombina i odgovarajucih parametara ETP testa (slika prema uputstvu za
upotrebu Innovance ETP, Siemens Healthcare Diagnostics).

Koris¢enjem komercijalnog standarda (Innovance ETP Standard, Siemens Healthcare
Diagnostics), koji je dobijen iz pool-a citratne plazme zdravih dobrovoljaca i po definiciji za
sve faktore ima aktivnost 100 %, izvrSena je normalizacija i omoguéeno izraCunavanje

rezultata ETP i visine pika u % od normale.

Neposredno pre merenja uzorci su otopljeni u vodenom kupatilu na 37 °C u periodu
od 10 minuta. Sva merenja su vrSena u seriji i sa svakom serijom su odredivani prethodno
pripremljeni normalni i hipokoagulabilni uzorci kao kontrole. Koeficijenti varijacije (KV)
unutar serije i izmedu serija za normalni pool plazme su iznosili 1,06 % i 1,74 %, dok su KV
za hipokoagulabilni pool plazme bili 1,82 % i 3,92 %. Vrednosti medijane koje je proizvodac
oznacio kao normalne vrednosti za ETP AUC iznose 100 %, odnosno 410 mA, dok za Cmax
(visinu pika) iznose 94 %, odnosno 103 mA/min.

3.5.2. Ukupni hemostatski potencijal (OHP)

Za odredivanje ukupnog hemostatskog potencijala (OHP) je primenjena modifikacija
metode koju su prethodno opisali He i saradnici (174). OHP test se zasniva na
spektrofotometrijskom merenju agregacije fibrina i fibrinolize u uzorku citratne plazme
kojem su dodati fosfolipidi (Phospholipid-TGT, Rossix AB, Médlndal, Sweden), trombin
(finalne koncentracije 0,04 U/mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), CaCl, (finalne
koncentracije 17 mmol/L) i tkivni aktivator plazminogena (t-PA; finalne koncentracije 300

ng/mL, Boehringer Ingelheim, Ingelheim, Germany). Apsorbancija (Abs) na 405 nm se
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belezi svakih 12 sekundi u periodu od 60 minuta na spektrofotometru (Multiskan® FC,
Thermo Fisher Scientific, USA), pri ¢emu se konstruiSe kriva agregacije fibrina. OHP se
izraCunava sabiranjem povrsina Abs vrednosti (Abs-sum) ispod krive agregacije fibrina (Slika
2A). U ovom testu se odreduju i dva dodatna parametra: ukupan koagulacioni potencijal
(engl. Overall Coagulation Potential — OCP), koji predstavlja vrednost Abs-sum ispod krive
agregacije fibrina dobijene bez dodatka t-PA (Slika 2B), i ukupan fibrinoliti¢ki potencijal
(engl. Overall Fibrinolysis Potential — OFP), koji se izracunava pomoc¢u jednacine: OFP (%)
= ((OCP-OHP)/OCP) x 100 (Slika 2C).
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Slika 2. Sematski prikaz krive agregacije fibrina i odgovarajuéih parametara OHP
testa: A — ukupan hemostatski potencijal (OHP), B — ukupan koagulacioni potencijal
(OCP) i C — ukupan fibrinoliti¢ki potencijal (OFP) (slika prema autoru Antovic A.)

Neposredno pre merenja uzorci su otopljeni u vodenom kupatilu na 37 °C u periodu
od 10 minuta. Sva merenja su vrSena u seriji i sa svakom serijom je, kao kontrola, odredivan
komercijalni pool normalne plazme (PNP; Cryocheck Pooled Normal Plasma, Precision
Biologic, Dartmouth, Canada). Koeficijenti varijacije (KV) unutar serije i izmedu Serija za
PNP su iznosili 1,61 % i 6,83 % za OHP, a 1,25 % i 5,75 % za OCP test.

3.5.3. Vreme liziranja ugruska (CLT)

Vreme liziranja ugruska (CLT) je odredivano iz krivih agregacije fibrina dobijenih
pomoc¢u OHP testa izvedenog sa i bez dodatka PTCI (engl. Potato tuber carboxy-peptidase
inhibitor), koji je specifi¢ni inhibitor trombinom aktiviranog fibrinolitickog inhibitora —
karboksipeptidaze B (TAFI). CLT se definise kao vreme od sredi$nje tacke (50 %) na delu

krive izmedu minimalne i maksimalne promene turbiditeta (koje odgovara vremenu
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koagulacije) do srediSnje tacke (50 %) na delu krive izmedu izmedju maksimalne i

minimalne promene turbiditeta (Slika 3).
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Slika 3. Sematski prikaz odredivanja vremena liziranja ugruska (CLT) sa krive
agregacije fibrina (slika prema autoru Antovic A.).

U OHP testu sa dodatkom TAFI inhibitora PTCI je dodat u uzorke plazme u finalnoj
koncentraciji od 50 pg/mL i sa dobijenih krivih agregacije fibrina je odredivano vreme
liziranja ugruska koje se oznacava kao CLT PTCI. Blokiranjem TAFI aktivnosti PTCI
ispoljava fibrinoliticki efekat 1 dovodi do skradivanja vremena liziranja ugruska.
Oduzimanjem vrednosti vremena liziranja ugruska pre i nakon dodatka PTCI dobijen je

ACLT, parametar koji posredno ukazuje na uticaj TAFI na fibrinolizu.

3.5.4. Parametri fibrinskog ugruska

Krive agregacije fibrina za OCP su kori$¢ene za odredivanje brzine polimerizacije i
karakteristika fibrinskih vlakana prema prethodno opisanoj metodologiji (212). Na ovaj na¢in

su dobijeni sledeé¢i parametri:

(a) Lag vreme, koje se definise kao vreme od zapocinjanja reakcije do pojave stvaranja
fibrina, meri se u sekundama i odreduje kao vremenska tacka od koje zapocinje
eksponencijalni rast apsorbancije;

(b) maksimalna brzina polimerizacije fibrina (Vmax), koja se definise kao nagib
najstrmijeg dela krive polimerizacije fibrina, odrazava brzinu lateralne agregacije i
fazu formiranja fibrina i izrazava u jedinicama AU/min;

(c) maksimalna apsorbancija (Max Abs) kao mera prosecne debljine fibrinskih

vlakana, koja se definiSe kao porast apsorbancije od osnovne linije do maksimalne
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vrednosti i izazava u jedinicama apsorbancije (engl. Apsorbance units — AU) (Slika

4).
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Slika 4. Sematski prikaz parametara fibrinskog ugruska: Lag vreme — vreme do
pojave stvaranja fibrina, Vmax — brzina polimerizacije fibrina i Max Abs — mera
prose¢ne debljine fibrinskih vlakana (slika prema: Carter AM, Cymbalista CM,
Spector TD, Grant PJ. Heritability of Clot Formation, Morphology, and Lysis: The
EuroCLOT Study. ATVB. 2007 Dec;27(12):2783-9.).

3.5.5. Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Za ispitivanje strukture i gustine fibrinskih ugrusaka reprezentativni ugrusci formirani
tokom odredivanja OCP su analizirani skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM).
Kako bi se ocuvala struktura fibrinskog ugruska, formirani ugrusci su dva puta ispirani u
fizioloskom rastvoru puferovanom fosfatom (PBS) u intervalima od po 10 minuta, a zatim su,
nakon fiksacije u 1 % paraformaldehidu u periodu od 30 minuta na sobnoj temperaturi,
¢uvani na 4 °C. Pre mikroskopiranja fiksirani uzorci su ispirani u destilovanoj vodi i vr$ena je
dehidratacija na sobnoj temperaturi serijski u 70 % i 95 % etanolu u intervalima od po 10
minuta, u apsolutnom etanolu u trajanju od 15 minuta i u ¢istom acetonu 10 minuta.
Dehidratisani ugrusci su zatim stavljeni 10 minuta u tetrametilsilan (Merck, Darmstadt,
Germany) i osuseni na vazduhu. Ovako pripremljeni ugrusci su pri¢vrsceni za aluminijumski
nosa¢, presvuceni ugljenikom (MED 010, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein) i pomocu
skenirajuceg elektronskog mikroskopa sa emisijom polja (Ultra-55 Field Emission Scanning
Electron Microscope, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) dobijene su odgovaraju¢e SEM
fotografije. Gustina vlakana je odredena modifikacijom metode koju su prethodno opisali

Larange i saradnici (213), a zasniva se na prebrojavanju broja vlakana koje preseca linija od

37



4,44 um postavljena horizontalno ili vertikalno u zavisnosti od pravca pruzanja vlakana na
fotografiji. Srednja gustina je zatim izra¢unata deljenjem rastojanja (4,44 um) sa brojem

vlakana u pet nasumic¢no odabranih fotografija za svaki uzorak i izrazena u um/vlaknu.

3.5.6. Antitrombin (AT)

Aktivnost antitrombina u uzorcima plazme je odredivana hromogenom metodom sa
komercijalnim reagensom Berichrom Antithrombin Il (Siemens Healthcare Diagnostics) na
automatskom koagulometru BCS XP (Siemens Healthcare Diagnostics). Funkcionalno
aktivan antitrombin iz uzorka u prisustvu heparina inaktivira trombin koji je dodat u visku.
Preostala koli¢ina trombina se odreduje kinetickim testom na 405 nm, pri ¢emu je promena

apsorbancije obrnuto srazmerna aktivnosti antitrombina u uzorku.

3.5.7. D-dimer

Koncentracija D-dimera u uzorcima plazme je odredivana imunoturbidimetrijskom
metodom sa komercijalnim reagensom Innovance D-dimer (Siemens Healthcare Diagnostics)
na automatskom koagulometru BCS XP (Siemens Healthcare Diagnostics). Kada se uzorak
koji sadrzi D-dimer pomesa sa reagensom, koji predstavlja suspenziju polistirenskih Cestica
oblozenih monoklonskim antitelima (8D3)14, dolazi do reakcije aglutinacije. Stepen
aglutinacije je proporcionalan koncentraciji D-dimera u uzorku i odreduje se merenjem

povecanja turbiditeta usled prisustva agregata.

3.5.8. Faktor VIII (FVIII)

Aktivnost FVIII u plazmi je odredivana koagulometrijskom metodom zasnovanom na
merenju aktiviranog parcijalnog tromboplastinskog vremena (APTT) u smesi uzorka i FVIII
deficijentne plazme. Koris¢eni su reagensi Pathromptin SL, CaCl, i Coagulation Factor VIII
Deficient Plasma proizvodaca Siemens Healthcare Diagnostics na automatskom

koagulometru BCS XP (Siemens Healthcare Diagnostics).

3.5.9. Fibrinogen

Koncentracija fibrinogena u plazmi je odredivana na automatskom koagulometru

BCS XP (Siemens Healthcare Diagnostics) primenom modifikovane Clauss-ove metode bez
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prethodnog razblaZzivanja uzoraka sa reagensom Multifioren U (Siemens Healthcare
Diagnostics). Princip metode se zasniva na aktivaciji koagulacije u plazmi dejstvom trombina
koji je dodat u velikom visku, pri ¢emu vreme koagulacije u velikoj meri zavisi od koli¢ine

fibrinogena u uzorku.

3.5.10. Trombin-antitrombin 111 kompleks (TAT)

Za odredivanje TAT u plazmi je koris¢en komercijalni test kit Enzygnost® TAT micro
(Siemens Healthcare Diagnostics). Princip odredivanja podrazumeva dvostepeno ,,sendvi¢®
imunoodredivanje. U toku prve inkubacije TAT iz uzorka se vezuje za zecija antitela na
humani trombin sa kojima je obloZena povrSina mikrotitarske plo¢e. Posle ispiranja, u drugoj
inkubaciji, zecija antitela na humani ATIII konjugovana sa peroksidazom se vezuju za
slobodne ATIII determinante. Visak antitela se uklanja ispiranjem, a zatim se fotometrijski
odreduje aktivnost vezanog enzima i kvantifikuje preko kalibracione krive koja je dobijena

pomocu standarda koji su ukljuceni u test Kit.

3.5.11. C-reaktivni protein (CRP)

Koncentracije CRP u serumu su odredivane na aparatu BN ProSpec (Siemens
Healthcare Diagnostics) kori§éenjem reagensa CardioPhase® hsCRP (Siemens Healthcare
Diagnostics) koji je namenjen za kvantitativno odredivanje CRP metodom
imunonefelometrije pojacane cesticama (engl. particle-enhanced immunonephelometry).
Kada se polistirenske cestice obloZzene monoklonskim antitelima specificnim na humani CRP
pomesaju sa uzorkom koji sadrzi CRP dolazi do formiranja agregata. Nastali agregati rasipaju
snop svetlosti koji prolazi kroz uzorak, pri ¢emu je intenzitet rasute svetlosti proporcionalan

sadrzaju CRP u uzorku.

3.5.12. Parametri lipidnog statusa

Parametri lipidnog statusa, ukupan holesterol (UH), HDL holesterol (HDL-H) i
trigliceridi (TG), su odredivani u serumu rutinskim enzimskim metodama sa komercijalnim
reagensima na analizatoru Cobas 6000 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) u
laboratoriji Univerzitetske bolnice Karolinska. LDL holesterol (LDL-H), u uzorcima u
kojima je koncentracija triglicerida bila < 4,5 mmol/L, je izracunat koris¢enjem Friedewald-

ove formule: C p-1 = Cun — CrpL-n — Cra/2,2. Lipoprotein (a) (Lp(a)) je odredivan metodom
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imunoturbidimetrije pojacane Cesticama (engl. particle enhanced turbidimetric immunoassay)
kori$¢enjem komercijalnog testa Tina-quant Lipoprotein[a] Gen 2 (Roche Diagnostics) koji je
standardizovan prema IFCC (engl. International Federation of Clinical Chemistry)

referentnom materijalu (SRM 2B) i koncentraciju Lp(a) izrazava u nmol/L.

3.5.13. Antifosfolipidna antitela

Antifosfolipidna antitela, anti-f3, glikoprotein | antitela i antikardiolipinska antitela, su
odredivana semikvantitativno u serumu koris¢enjem komercijalnih IgA, 1gG i IgM panela
(BioPlex 2200 Antiphospholipid Syndrome (APLS) Panels, Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA) na automatskom analizatoru BioPlex 2200 (Bio-Rad Laboratories). Princip
odredivanja se zasniva na specifi¢noj imunohemijskoj reakciji uz primenu dve populacije
fluorescentno obojenih magnetnih Cestica koje su obloZene sa odgovaraju¢im antigenom.
Prvu populaciju ¢ine Cestice oblozene sa Pp-glikoproteinom |, dok su u drugoj populaciji
Cestice istovremeno oblozene sa kardiolipinom i Bp-glikoproteinom I. Kvantifikovanje
odgovarajucih antitela se vr$i merenjem intenziteta fluorescencije nakon dodatka murinskih
monoklonalnih anti-humanih IgA, 1gG ili IgM antitela konjugovanih sa fikoeritrinom. Na
ovaj nacin je omogucena simultana detekcija i identifikacija razlic¢itih vrsta autoantitela.
Rezultati se izraCunavaju pomocu kalibracione krive i porede u odnosu na odgovarajucu cut-
off vrednost. Za evaluaciju rezultata su koris¢ene cut-off vrednosti koje je prilagodila

laboratorija za imunologiju Karolinska Instituta:

o af2GPI IgA cut-off = 20 U/mL,

o aP2GPI IgG cut-off = 10 U/mL,

o ap2GPI IgM cut-off = 30 U/mL,

o aCL IgA cut-off = 20 APL-U/mL,
o aCL 1gG cut-off = 10 GPL-U/mL,
o aCL IgM cut-off = 30 MPL-U/mL.

3.5.14. Ekstracelularne vezikule (EV)

Koncentracija ekstracelularnih vezikula 1 njihov fenotip su odredivani u uzorcima 36
zdravih trudnica i 30 pacijentkinja sa preeklampsijom, pre i posle porodaja, prema ranije
opisanoj metodi (214). Prethodno zamrznuti uzorci PPP su otopljeni u vodenom kupatilu na

37 °C u periodu od 5 minuta i zatim centrifugirani 20 minuta na 2000 x g na sobnoj
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temperaturi. Nakon odvajanja supernatant je ponovno centrifugiran na 13000 x g u trajanju
od 2 minuta na sobnoj temperaturi. 20 ul supernatanta dobijenog nakon drugog
centrifiguranja je potom inkubirano u mraku sa 5 upL anti-laktadherin antitelom
konjugovanim sa fluorescein-izotiocijanatom (lactadherin-FITC; Haematologic Technologies
Essex Junction, VT, USA) i 5 uL odgovaraju¢ih monoklonalnih antitela koris¢enih za

fenotipizaciju ekstracelularnih vezikula:

- anti-CD42a antitelo konjugovano sa fikoeritrinom (CD42a-PE; Beckman Coulter,
Brea, CA, USA), specifi¢no za glikoprotein IX, marker trombocita;

- anti-CD62E antitelo konjugovano sa alofikocijaninom (CD62E-APC; AH diagnostics,
Stockholm, Sweden), specifi¢no za E-selektin, marker endotelnih ¢elija;

- anti-CD142 antitelo konjugovano sa fikoeritrinom (CD142-PE; BD, NJ, USA),
specifi¢no za tkivni faktor (TF), marker TF;

- anti-CD106 antitelo konjugovano sa fikoeritrinom (CD106-PE; AH diagnostics,
Stockholm, Sweden), specifi¢no za adhezivni molekul vaskularnih ¢elija 1 (VCAM-

1), marker aktiviranih endotelnih ¢elija.

Laktadherin je koris¢en za identifikaciju inicijalne populacije EV koje na svojoj povrsini
ispoljavaju fosfatidilserin (engl. phosphatidylserine — PS) s obzirom da poseduje vecu

osetljivost od aneksina V (engl. annexin V) za detekciju EV bogatih PS.

Dalja fenotipizacija je ukljucila detekciju EV koje na svojoj povrSini ispoljavaju
placentalni faktor rasta (engl. Placental Growth Factor — PIGF) koriS¢enjem anti-PIGF
antitela konjugovanih sa fluorescein-izotiocijanatom (Anti-PIGF-FITC; Abcam, Cambridge,
UK).

Uzorci su analizirani na protoénom citometru Beckman Gallios (Beckman Coulter, Brea,
CA, USA) pri ¢emu je prethodno odreden opseg EV (engl. EV gate) pomo¢u Megamix-Plus
FSC (Biocytex, Marseille, France), smese Cestica pre¢nika 0,1, 0,3, 0,51 0,9 um (Slika 5). EV

su definisane kao partikule veli¢ine < 1 um i pozitivne na navedena antitela.
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Slika 5. Dot plot prikaz strategije odredivanja opsega EV (engl. EV gate) koris¢enjem
smese Cestica pre¢nika 0,3, 0,51 0,9 um.

3.6. Metode statisticke obrade podataka

Za statisticku obradu podataka su koris¢eni statisticki programi SPSS 20.0 (IBM
Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM
Corp.) i R 3.4.2. Q18 (R Core Team, 2017. R: A language and environment for statistical
computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria (URL https://www.R-

project.org/)).

Metode deskriptivne statistike su koriS¢ene za analizu i prikazivanje prikupljenih
podataka, pri ¢emu su kategoricke promenljive predstavljene kao apsolutni i relativni brojevi
(n, %), dok su kontinuirane promenljive, u zavisnosti od raspodele, predstavljene kao srednja
vrednost * standardna devijacija (X + Sd) ili kao medijana sa interkvartilnim rasponom.
Normalnost statisticke raspodele podataka za svaku pojedina¢nu promenljivu je testirana
primenom Kolmogorov-Smirnov testa. Poredenje apsolutnih frekvencija kategorickih
promenljivih je vrSeno Hi-kvadrat testom (engl. Chi-square test). Za ispitivanje statisticke
znacajnosti razlika kontinuiranih promenljivih izmedu pacijentkinja sa preeklampsijom i
zdravih trudnica koriséeni su parametarski Studentov t-test, za promenljive sa normalnom

raspodelom, i Mann-Whitney U test, za promenljive kod kojih je ustanovljeno da nemaju
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normalnu raspodelu. Podaci dobijeni za uparene uzorke pre i posle porodaja pacijentkinja sa
preeklampsijom su poredeni parametarskim t-testom za dva zavisna uzorka ili
neparametarskim Wilcoxon Signed-Rank testom. Da bi se utvrdilo eventualno postojanje
povezanosti izmedu ispitivanih parametara izvrSena je korelaciona analiza. U zavisnosti od
vrste podataka i njihove raspodele jacina povezanosti ispitivanih promenljivih je odredena
pomocu Pearson-ovog koeficijenta linearne korelacije (r) za promenljive sa normalnom
raspodelom, odnosno pomoc¢u Spearman-ovog koeficijenta (p) za promenljive koje odstupaju
od normalne raspodele. Zbog potencijalnog uticaja starosti, ITM i krvnog pritiska na rezultate
korelacione analize kojom je ispitivana povezanost ekstracelularnin vezikula sa ostalim
parametrima primenjena je i parcijalna Pearson-ova korelacija. Prethodno je izvrSena
logaritamska transformacija promenljivih koje odstupaju od normalne raspodele. Moguce
interakcije su ispitane pomoc¢u multivarijatne logisticke regresione analize. U grupi
pacijentkinja sa renalnim komplikacijama izvrSena je procena prognosticke vrednosti
pojedina¢nih ETP parametara pomocu ROC (engl. Receiver operating characteristics)
analize, pri ¢emu je odredena povrsina ispod krive (AUC) sa 95 % intervalom pouzdanosti
(engl. Confidence Interval — CI). Nivo statisticke znacajnosti P je smatran statisticki

znacajnim za vrednosti P < 0,05.
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4, REZULTATI

4.1. Opste i klinicke karakteristike ispitanica studijske i kontrolne grupe

U sprovedenom ispitivanju uéestvovalo je ukupno 127 trudnica gestacijske starosti od
25 — 40 nedelja, ali su za jednu pacijentkinju sa preeklampsijom koja je imala viSeplodnu
trudnoc¢u, podaci dobijeni u istrazivanju naknadno iskljuceni iz statisticke obrade. Stoga je
ispitivanu grupu ¢inilo 46 pacijentkinja sa preeklampsijom, a kontrolnu 80 zdravih trudnica.

U Tabeli 1. prikazane su opste karakteristike ispitivane i kontrolne grupe.

Tabela 1. Opste karakteristike ispitanica sa preeklampsijom i kontrolne grupe

Preeklampsija (PEK) | Kontrolna grupa (KG) P
(N=46) (N=80)

Starost, godine 312+6,5 30,1+4)9 0,324
Gestacijska starost, nedelje
gestacije 32,9 +3,6 31,3+35 0,017
ITM, kg/m?2 30,1+£0,9 25,8+0,3 < 0,001
Pusacki status, n (%)
nepusaci 41 (89) 66 (83)
pusaci 5 (11) 14 (17) 0,317
Paritet, n (%)
prvorotka 24 (52) 45 (57)
viserotka 22 (48) 34 (43) 0,604
Komplikacije u prethodnoj
trudno¢i, n (%) 14 (64) 7 (21) 0,001
Porodic¢na istorija
komplikacija u trudno¢i, n (%)
da 6 (14) 13 (16)
ne 36 (86) 66 (84) 0,755

Prosecna starost, gestacijska starost i indeks telesne mase (ITM) su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija
(x£Sd); n: broj; %: procenat; * Chi-kvadrat test za proporcije (procente).

Statisticki znacajna razlika nije postojala izmedu ispitivanih grupa u pogledu starosti,
pariteta, pusSaCkog statusa i porodi¢ne istorije komplikacija u trudno¢i. Trudnice sa
preeklampsijom su imale vecu gestacijsku starost i ITM prilikom ukljucivanja u studiju. lako
rezultati Chi-kvadrat testa nisu pokazali znacajnu razliku u paritetu ispitanica, visoko

statistiCki znacajna razlika je nadena u procentu zastupljenosti komplikacija u prethodnoj
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trudno¢i (P = 0,001; Slika 6.). U grupi ispitanica sa preeklampsijom su zabeleZene sledece
komplikacije u prethodnoj trudnoci: spontani pobacaj, izostali pobacaj (missed abortion),
gestacijska hipertenzija, preeklampsija, eklampsija, intrauterusni zastoj u rastu ploda (engl.
Intrauterine Growth Restriction — IUGR), prevremeni porodaj i intrauterina smrt ploda (engl.
Fetus Mortus in Utero — FMU). 4/14 ispitanica u prethodnoj trudno¢i su imale komplikacije u
nekoliko trudno¢a. U kontrolnoj grupi najveci broj trudnica je imao spontani pobacaj (5/7),
dok su kod dve zabelezeni IUGR (1/7) i prevremeni porodaj (1/7).

50 +
B sa komplikacijama u vise trudnoc¢a
40 T * H sa komplikacijama u jednoj trudnoci
30 + = bez komplikacija
*
20 +
*P =0,001
10 +
0
prvorotke viserotke prvorotke viserotke
ZDRAVE TRUDNICE PREEKLAMPSIJA

Slika 6. Prisustvo komplikacija u prethodnoj trudno¢i u studijskoj i kontrolnoj grupi.

Izmedu ispitivanih grupa je postojala statistiCki znacajna razlika u prisustvu
infertiliteta i pridruzenih komorbiditeta (P < 0,001), koji su zabelezeni kod 47,8 % trudnica sa

preeklampsijom i 3,8 % zdravih trudnica (Slika 7.).

ZDRAVE TRUDNICE PREEKLAMPSIJA

m Bez komorbiditeta
/infertiliteta
W Hipertenzija
u Bez komorbiditeta
/infertiliteta u Diabetes mellitus
= Sa komorbiditetom
/infertilitetom m Hipotireoza
uIVF

Slika 7. Prisustvo komorbiditeta i infertiliteta u studijskoj i kontrolnoj grupi.
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Komorbiditeti majke zabeleZeni u studijskoj grupi su: hipertenzija (11 %), dijabetes
(11 %) i hipotireoidizam (15 %), dok je 5 ispitanica sa preeklampsijom imalo udruZzene
komorbiditete. U ovoj grupi 11 % trudnoc¢a je ostvareno vestackom oplodnjom (In vitro
fertilizacija — IVF) (Tabela 2.).

Tabela 2. Pridruzena medicinska stanja kod ispitanica sa preeklampsijom

Komorbiditeti majke n =46

Bez komorbiditeta 24
Sa jednim komorbiditetom 17
Sa dva komorbiditeta 4
Sa tri komorbiditeta 1
Hipertenzija 5
Gestacijski DM klasa Al 5
7

5

Hipotireoidizam

IVF/ET
n: broj; DM: Diabetes mellitus; IVF/ET: In vitro fertilizacija/embriotransfer.

Kod svih trudnica sa preeklampsijom u toku hospitalizacije i u vreme uzorkovanja
krvi primenjivana je antihipertenzivna terapija. Dodatno, kod 6 pacijentkinja je primenjena
profilakti¢ka doza niskomolekularnog heparina (LMWH) i/ili Aspirin® u dozi od 100 mg na
dan (Tabela 3.).

Tabela 3. Profilakticka antikoagulantna i/ili antiagregaciona terapija primenjivana
kod ispitanica sa preeklampsijom u toku hospitalizacije

Profilaksa u toku trudnocée n =46
Bez profilakticke terapije 40

Sa profilaktiCkom terapijom 6
LMWH 2
2
2

Aspirin®
LMWH + Aspirin®

LMWH (Low Molecular Weight Heparin) - niskomolekularni heparin;
Aspirin® - acetilsalicilna kiselina (ASA).

Posle iskljucivanja 4 trudnice kod kojih je primenjivan LMWH, zbog moguceg uticaja
na ispitivane parametre hemostaze, izmedu ispitivanih grupa i dalje je postojala statisticki
znacajna razlika u pogledu gestacijske starosti i ITM, kao i u procentu zastupljenosti

komplikacija u prethodnoj trudnoé¢i (Tabela 4.).
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Tabela 4. Opste karakteristike ispitanica sa preeklampsijom i kontrolne grupe posle
isklju¢ivanja ispitanica na profilaksi sa LMWH

PEK KG P

(N=42) (N=80)
Starost, godine 31,2+6,6 30,1+4)9 0,315
Gestacijska starost, nedelje
gestacije 33,1+3,7 31,3+£35 0,009
ITM, kg/m2 30,1+5,7 258+29 < 0,001
Pusacki status, n (%)
nepusaci 37 (88) 66 (83)
pusaci 5 (12) 14 (17) 0,418'
Paritet, n (%)
prvorotka 22 (52) 45 (57)
viserotka 20 (48) 34 (43) 0,629
Komplikacije u prethodnoj
trudnodi, n (%) 12 (60) 7 (21) 0,003
Porodic¢na istorija
komplikacija u trudno¢i, n (%)
da 6 (14) 13 (16)
ne 36 (86) 67 (84) 0,776

ProseCna starost, gestacijska starost i indeks telesne mase (ITM) su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija
(x£Sd); n — broj; % — procenat; * Chi-kvadrat test za proporcije (procente).

4.2. Maternalne komplikacije u toku hospitalizacije i ishodi trudnoée kod
ispitanica studijske grupe

Ucestalost maternalnih i fetalnih komplikacija u grupi ispitanica sa preeklampsijom

prikazana je na Slici 8.

MATERNALNE KOMPLIKACIJE

® Bez komplikacija

m Sa komplikacijama

FETALNE KOMPLIKACIJE

H Bez komplikacija

m Sa komplikacijama

Slika 8. Prisustvo maternalnih i fetalnih komplikacija kod ispitanica sa preeklampsijom
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Maternalne komplikacije zabelezene u toku hospitalizacije kod 15 (33 %) trudnica sa
preeklampsijom su: HELLP sindrom (Haemolysis, Elevated Liver Enzymes and Low Platelet
Count), renalne komplikacije, trombocitopenija, abrupcija placente i neuroloski poremecaji
(Tabela 5.).

Tabela 5. Maternalne komplikacije zabelezene kod ispitanica sa preeklampsijom u
toku hospitalizacije

Maternalne komplikacije N =46

Bez komplikacija 32

Sa komplikacijama 15*
HELLP

3

Renalne komplikacije 5
Proteinurija, Oligurija, Anasarka 1
Nefrotski sindrom 4
3

1

4

Trombocitopenija
Abrupcija placente
Neuroloski poremecaji

*Jedna pacijentkinja je imala renalne komplikacije i neuroloski poremecaj
HELLP ( Haemolysis, Elevated Liver Enzymes and Low Platelet Count).

Kod 78 % (36/46) trudnica sa preeklampsijom trudnoca je bila pra¢ena fetalnim
komplikacijama. IUGR je zabelezen kod 31 ispitanice, s tim da je kod 5/46 (11 %) ispitanica
IUGR bio udruzen sa oligohidramnionom, a kod 13/46 (28 %) ispitanica sa fetalnom
asfiksijom. Kod jedne ispitanice oligohidramnion se javio kao samostalna fetalna
komplikacija, dok se kod jedne ispitanice izolovano javila fetalna asfiksija. Ishodi trudnoce i

fetalne komplikacije kod trudnica sa preeklampsijom su prikazani u Tabeli 6.
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Tabela 6. Ishodi trudnoce i fetalne komplikacije kod ispitanica studijske grupe

Kategorije gestacijske starosti na porodaju, nedelje gestacije® n = 46"
veoma rani preterminski porodaj (< 28) 3
rani preterminski porodaj (28 — < 32) 13
umereni — kasni preterminski porodaj (32 — < 37) 17
rani terminski porodaj (37 — 39) 12
terminski porodaj (> 39) 1
Telesna masa, g n = 46°
> 3500 2
2500 — 3500 8
< 2500 36
1500 — 2499 15
1000 — 1499 13
750 — 999 7
<750 1
Apgar skor posle 1 minuta n = 46"
<7 22
27 24
Apgar skor posle 5 minuta n = 46"
<7 15
>7 31
Fetalne komplikacije n = 46"
Ne 10
Da 36
IUGR 34
Oligohidramnion 6
Fetalna asfiksija 14

%prema preporuci SZO (215);

®podaci prikazani za sve pacijentkinje sa PEK;

Apgar skor (Appearance, Pulse, Grimace, Activity, and Respiration) — metod za procenu vitalnosti
novorodenceta neposredno nakon porodaja na osnovu: boje koze, sr¢ane radnje, refleksnog nadrazaja,

misi¢nog tonusa i respiracije.

IUGR (Intrauterine growth restriction) — intrauterusni zastoj u rastu ploda odnosi se na fetus sa
procenjenom fetalnom masom < 10. percentila za odredeno gestacijsko doba na ultrazvuénom pregledu;
Oligohidramnion — defini$e se kao indeks amnionske te¢nosti (AFI) od 5 cm ili manje.
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4.3.

Globalni testovi hemostaze

U Tabeli 7. su prikazani rezultati poredenja parametara globalnih testova hemostaze,

endogenog trombinskog potencijala i ukupnog hemostatskog potencijala, u kontrolnoj grupi i

grupi trudnica sa preeklampsijom pre i posle porodaja. Kod pacijentkinja sa preeklampsijom

dobijene su znacajno vise vrednosti za ETP i visinu pika (P < 0,001), kao i produzeno vreme

lag faze u odnosu na kontrolnu grupu (P = 0,025). Vremena dostizanja pika nisu se statisti¢ki

znacajno razlikovala izmedu poredenih grupa. Statisticka analiza je pokazala i znacajno

povecéanje vrednosti OHP (P = 0,038) i smanjenje vrednosti OFP (P < 0,001) u trudno¢i

komplikovanoj preeklampsijom, bez razlike u vrednostima OCP u poredenju sa kontrolnom

grupom. Nakon porodaja u grupi ispitanica sa preeklampsijom uo¢eno je znacajno povecanje

visine pika (P = 0,007), praceno skracenjem vremena dostizanja pika (P = 0,037), a bez

znacajne razlike u vrednostima ETP i tlag. Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u vrednostima

OCP i OHP pre i nakon porodaja, ali su vrednosti OFP bile znacajno snizene (P = 0,008) u

poredenju sa vrednostima pre porodaja.

Tabela 7. Rezultati globalnih testova hemostaze u kontrolnoj grupi i grupi ispitanica sa

preeklampsijom pre porodaja (pp) i hakon porodaja (np)
PEK P
Parametar KG
pre porodaja (pp) nakon porodaja (np) KG vs PEK | ppvsnp

ETP AUC 97,0 110,0 106,0
(%) (92,0-105,0) | (103.0—119,0) (97,0 - 118,0) <0001 1 0252
E'Sf’;g 23,0 +3.2 208447 238 +6.4 0,025 0,515
Ef,g;ax 105,8 + 11,7 1154 + 14,8 131,3 +39,5 <0,001 | 0,007
?S‘;ax 69,3 + 14,4 67,0 9,3 62,8 + 11,7 0.270 0,037
ocp

2422 + 36,1 226,3 + 49,6 236,2 + 57,8 0,067 0,470
(Abs-sum)
OHP

173,1 + 46,0 191,1+ 447 210,1 + 50,3 0,038 0,110
(Abs-sum)
OFP 29,2 13,9 8,3 < 0,001 0,008
(%) (21,6 — 38,0) (7,0 - 22,1) (4,5 - 15,5)

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (x£Sd) i poredeni t-testom ili kao medijana sa

interkvartilnim rasponom i poredeni Mann-Whitney U testom (naznacéeno u tabeli);
ETP — endogeni trombinski potencijal; AUC — povrsina ispod krive; tlag — vreme lag faze; Cmax — visina pika; tmax —
vreme dostizanja pika; OCP — ukupni koagulacioni potencijal; OHP — ukupni hemostatski potencijal; OFP — ukupni

fibrinoliticki potencijal.
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Distribucija vrednosti parametara globalnih testova hemostaze kod kojih je nadena

statisti¢ki znaCajna razlika izmedu ispitivanih grupa prikazana je na Slici 9.
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Slika 9. Graficki prikaz vrednosti parametara globalnih testova hemostaze u
ispitivanim grupama: A) ETP AUC (%), B) Visina pika (%), C) OHP (Abs-sum) i D)
OHP (%).

Povecana agregacija fibrina udruZena sa produZenom fibrinolizom je prisutna kod
pacijentkinja sa preeklampsijom u odnosu na normalnu trudno¢u i jasno se uocava na
grafickom prikazu reprezentativnih krivih agregacije fibrina za ukupni koagulacioni
potencijal i ukupni hemostatski potencijal (Slika 10.). Kod pacijentkinja sa preeklampsijom

nakon porodaja uoc¢ava se dodatno produZenje fibrinolize.
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Slika 10. Reprezentativne krive ukupnog koagulacionog potencijala (OCP) i
ukupnog hemostatskog potencijala (OHP): A) zdrava trudnica, B) pacijentkinja sa
preeklampsijom pre porodaja, C) pacijentkinja sa preeklampsijom posle porodaja i
D) normalni pool plazme.

S obzirom da je utvrdeno postojanje statisticki znacajnih razlika u gestacijskoj starosti
i ITM izmedu pacijentkinja sa preeklampsijom i zdravih trudnica pri ukljucivanju u
istrazivanje izvrSena je statistiCka analiza sa kontrolisanjem uticaja navedenih varijabli. Svi
ispitivani parametri, izuzev tlag i OHP, su se i dalje statisticki znacajno razlikovali i posle
korekcije uticaja gestacijske starosti i ITM. U Tabeli 8. dato je poredenje rezultata statisticke
analize pre i posle kontrolisanja uticaja gestacijske starosti pri uzokovanju krvi i ITM, kao i
posle kontrolisanja samo uticaja ITM. Mera veli¢ine efekta izrazena preko parcijalnog eta
kvadrata pokazuje da je dovoljno uzeti u obzir samo kontrolisanje uticaja ITM uz ogranicenje
da se radi o ITM u trudno¢i, s obzirom da nisu bili dostupni podaci o vrednostima ITM pre

trudnoce.
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Tabela 8. Rezultati statisticke analize kontrole uticaja gestacijske starosti i ITM

PEK pacijentkinje pre porodaja vs kontrolna grupa

statisticka analiza bez statistiCka analiza posle . .

o - statisticka analiza posle
kontrole uticaja kontrole uticaja gest. kontrole uticaia ITM

starosti i ITM J

P P (") P (")
ETP AUC (%) < 0,001 < 0,001 (0,099) < 0,001 (0,104)
tlag (s) 0,025 0,066 (0,028) 0,070 (0,027)
Cmax (%) < 0,001 0,041 (0,035) 0,033 (0,038)
tmax (s) 0,270 0,190 (0,015) 0,232 (0,012)
OCP (Abs-sum) 0,067 0,115 (0,021) 0,169 (0,016)
OHP (Abs-sum) 0,038 0,261 (0,011) 0,114 (0,021)
OFP (%) < 0,001 0,003 (0,073) 0,001 (0,093)

* Parcijalni eta kvadrat (npz) - mera veli¢ine efekta

Posle isklju¢ivanja pacijentkinja kod kojih je primenjivan LMWH izmedu ispitivanih

grupa i dalje je postojala statisti¢ki znacajna razlika za navedene parametre (Tabela 9.).

Tabela 9. Rezultati globalnih testova hemostaze posle isklju¢ivanja ispitanica na profilaksi sa

LMWH
PEK P
Parametar KG
pre porodaja (pp) nakon porodaja (np) KG vs PEK | ppvsnp

ETP AUC 97,0 109,5 106,0
(%) (92,0-1050) | (102,0-118,8) (97,0 118,3) <0001 1 0321
E'S"’;g 230432 204+37 239+67 0,046 0,685
gg;ax 1058+ 11,7 1144+ 145 1341+ 40,7 <0,001 | 0,004
gax 69,3+ 14,4 67,5+94 62,2+ 123 0,390 0,009
ocp

2422 +36,1 231,6 + 40,6 233,8 + 58,0 0,006 0,873
(Abs-sum)
OHP

173,1 + 46,0 195,2 + 36,7 208,4 + 51,2 0,168 0,278
(Abs-sum)
OFP 29,2 15,2 7,0
(%) (21,6 - 38,0) (7.3 22.3) (3.9 - 16,0) <0001 | 0011

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (x+Sd) i poredeni t-testom ili kao medijana sa
interkvartilnim rasponom i poredeni Mann-Whitney U testom (naznacéeno u tabeli);
ETP — endogeni trombinski potencijal; AUC — povrsina ispod krive; tlag — vreme lag faze; Cmax — visina pika; tmax —
vreme dostizanja pika; OCP — ukupni koagulacioni potencijal; OHP — ukupni hemostatski potencijal; OFP — ukupni

fibrinoliticki potencijal.
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4.4, Vreme liziranja ugruska

Statisticki znacajno produzenje vremena liziranja ugruska (CLT) je nadeno u grupi

pacijentkinja sa preeklampsijom u odnosu na zdrave trudnice (P < 0,001). Nakon dodatka

inhibitora karboksipeptidaze (PTCI), uoceno je znacajno skrac¢enje vremena liziranja ugruska

(CLT PTCI) u obe grupe, ali je vreme liziranja ugrusSka ostalo produzeno u grupi sa

preeklampsijom, cak i po dodatku PTCI (P < 0,001). Medu grupama su se znacajno

razlikovale i srednje vrednosti ACLT (P < 0,001). Ovaj parametar predstavlja razliku izmedu

vremena liziranja ugruska merenih sa i bez dodatka PTCI i ukazuje na izmenjenu aktivnost

TAFI. U grupi pacijentkinja sa preeklampsijom nakon porodaja uoceno je dodatno

produzenje vremena liziranja ugruska, i pre i nakon dodatka PTCI, ali bez statisticke

znacajnosti. Takode, razlika izmedu ovih vremena (ACLT) nije bila znacajna, iako su

dobijene nize vrednosti nakon porodaja u odnosu na vrednosti pre porodaja. Vrednosti

navedenih parametara, kao i statisticka znacajnost, su prikazani u Tabeli 10.

Tabela 10. Vrednosti parametara povezanih sa lizom ugruska

PEK P
Parametar KG
pre porodaja (pp) nakon porodaja (np) KG vs PEK | ppvsnp
CLT 25,6 + 4,8 33,6 49,2 34,362 <0001 | 0,075
(min)
?ﬂll‘i}:)PTCI 196 +34 24,2 +50 26,129 <0,001 0,057
ACLT 6,022 10479 82x44 < 0,001 0,555

Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (x+Sd) i poredeni t-testom;

CLT - vreme liziranja ugruska; CLT PTCI — vreme liziranja ugruska u eksperimentu sa dodatkom inhibitora
karboksipeptidaze; ACLT — delta CLT (ACLT = CLT — CLT PTCI).

Na Slici 11. prikazane su reprezentativne krive vremena liziranja ugruska sa i bez

dodatka inhibitora karboksipeptidaze (PTCI) za uzorak zdrave trudnice, pacijentkinje sa

preeklampsijom pre i posle porodaja, kao i normalni pool plazme.

55




>

=
o

=
[N

\

Abs-sum, 405 nm
o
(o]

0.4 20,2 min \
0.0 \
0 12 24 36 48 60
Vreme (min)
B
1.6
g 12
c
Yo}
o
= 0.8
(S
= 3
[72)
< 04 \ /\\
0-0 T T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60
Vreme (min)
C
1.6
12
e
Lo
O -
;08 35,0 mln\ \\‘
2\
27,5 min
<04 \
0-0 T T T T T T T T T I¥
12 24 36 48 60

Vreme (min)

56

= CLT
e CLT PTCI

= CLT
e CLT PTCI

= CLT
=== CLT PTCI



O

=
o

=
(N

Abs-sum, 405 nm
o
[o¢]

N s\,

o
N

J

18,5 min \ E

o
o
o

1

60

vreme (min)

= CLT

e CLT PTCI

Slika 11. Uporedni prikaz reprezentativnih krivih vremena liziranja ugruska sa i bez
dodatka inhibitora karboksipeptidaze (PTCI) za uzorak zdrave trudnice (A), uzorak
pacijentkinje sa preeklampsijom pre (B) i posle (C) porodaja i normalni pool plazme (D).

Posle kontrolisanja uticaja gestacijske starosti pri uzokovanju krvi i ITM nije bilo

promene u rezultatima statisticke analize. Takode, vrednosti CLT parametara posle

isklju€ivanja pacijentkinja na profilaktickoj terapiji sa LMWH (N = 4) nisu se znacajno

promenile, kao ni rezultati poredenja ispitivanih grupa (Tabela 11.).

Tabela 11. Vrednosti parametara povezanih sa lizom ugruska posle iskljucivanja ispitanica
na profilaksi sa LMWH

PEK p
Parametar KG
pre porodaja (pp) nakon porodaja (np) KG vs PEK | ppvsnp
CLT 256+48 335+96 345+6,0 <0001 | 0,161
(min)
(Cn']-iI)PTC' 10,6+ 34 24,4 +52 26,0+ 28 <0001 | 0137
ACLT 6,0+22 10,3+82 84+43 0,004 0,107

Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (x£Sd) i poredeni t-testom;
CLT — vreme liziranja ugruska; CLT PTCI — vreme liziranja ugruska u eksperimentu sa dodatkom inhibitora
karboksipeptidaze; ACLT — delta CLT (ACLT = CLT — CLT PTCI).
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4.5.

Turbidimetrijski

parametri

dobijeni

Parametri fibrinskog ugruska i njegova struktura

analizom

krive

agregacije

ukupnog

koagulacionog potencijala ukazuju da kod pacijentkinja sa preeklampsijom dolazi do brzeg

stvaranja fibrina, odnosno vrednosti brzine polimerizacije (Vmax) su 17 % vece u odnosu na

vrednosti za zdrave trudnice iz kontrolne grupe, kao i da se fibrinski ugrusci sastoje od tanjih

vlakana (vrednosti maksimalne apsorbancije (Max Abs) su nize za 9,6 %). Nisu dobijene

statistiCki znacajne razlike u pogledu karakteristika fibrinskih ugrusaka izmedu pacijentkinja

sa preeklampsijom pre 1 nakon porodaja, izuzev produzenja lag faze (28,7 %) u grupi nakon

porodaja (Tabela 12.).

Tabela 12. Vrednosti parametara fibrinskog ugruska

PEK P
Parametar KG
pre porodaja (pp) nakon porodaja (np) KG vs PEK | ppVvsnp
(LS‘;‘g VIEME 1 2652+57,9 279,3 + 107,2 3594 + 174,7 0,425 0,008
Vmax
(AU/min) 0,47 £ 0,15 0,55+0,11 0,52+0,21 0,006 0,410
m\a&()Abs 1,36 £ 0,18 1,27 £ 0,22 1,28 £ 0,36 0,025 0,988

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (x+Sd) i poredeni t-testom;

Lag vreme — vreme lag faze; Vmax — brzina polimerizacije; Max Abs — maksimalna apsorbancija; AU — Absorbance Units.

Posle iskljuc¢ivanja pacijentkinja kod kojih je primenjivan LMWH izmedu ispitivanih

grupa i dalje je postojala statisti¢ki znacajna razlika za navedene parametre (Tabela 13.).

Tabela 13. Vrednosti parametara fibrinskog ugruska posle isklju¢ivanja ispitanica na

profilaksi sa LMWH
PEK P
Parametar KG
pre porodaja (pp) nakon porodaja (np) KGvs PEK | ppvsnp
I(-SQ VIEME | 9652+57.9 264,9 + 60,4 363,9 + 183,7 1,000 0,012
&Tjal’r‘mn) 0,47 0,15 0,56 £ 0,10 0,53+0.21 <0001 | 0,906
'(\'/'Aaa‘)AbS 1,36 +0,18 1274021 1,29 +0,36 0028 | 0,308

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (x+Sd) i poredeni t-testom;

Lag vreme — vreme lag faze; Vmax — brzina polimerizacije; Max Abs — maksimalna apsorbancija; AU — Absorbance Units.
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Struktura fibrinskih ugrusaka je ispitana skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom
(SEM) na reprezentativnim uzorcima ispitivanih grupa (Slika 12.), pri ¢emu su izmerene
srednje vrednosti gustine fibrinske mreze kod trudnica sa preeklampsijom (0,32 + 0,03
um/vlaknu) ukazale na guséu fibrinsku strukturu u odnosu na srednje vrednosti gustine
fibrinske mreze kod zdravih trudnica (0,39 + 0,10 um/vlaknu) i u uzorku normalnog pool-a
plazme (0,44 + 0,07 pum/vlaknu). Guscéa struktura fibrinskog ugruska okarakterisana je
prisustvom tanjih vlakana i manjim unutra$njim porama, ¢ime je manje podlozna fibrinolizi.
Na Slici 12. prikazani su snimci elektronske mikroskopije reprezentativnih fibrinskih
ugrusaka iz uzorka normalnog pool-a plazme (A), zdrave trudnice (B) i trudnice sa

preeklampsijom (C).
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Slika 12. Uporedni prikaz reprezentativnih fibrinskih ugrusaka iz uzorka normalnog pool-a
plazme (A), zdrave trudnice (B) i trudnice sa preeklampsijom (C) snimljenih elektronskom
mikroskopijom pod uvec¢anjem od 1pum i 200 nm.
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4.6.

Ostali laboratorijski parametri

U plazmi ispitanica studijske i kontrolne grupe odredivani su parametri hemostaze:

antitrombin (AT), D-dimer, aktivnost FVIII, fibrinogen i trombin-antitrombin kompleks

(TAT), dok su u serumu odredivani hsCRP, parametri lipidnog statusa (ukupan holesterol,
LDL i HDL holesterol, trigliceridi), lipoprotein (a) (Lp(a)), kao i IgA, 1gG i IgM

antifosfolipidna antitela (anti-p2 glikoprotein I antitela i antikardiolipinska antitela). Rezultati

ispitivanih parametara prikazani su u Tabeli 14.

Tabela 14. Rezultati laboratorijskih testova

PEK p
Parametar KG

pre porodaja (pp) | nakon porodaja (np) | KG vs PEK | ppvsnp
AT
%) 1002+ 9.2 90,5+ 137 1034+ 14.4 <0,001 | <0,001
D-dimer 1,4 1,5 2,3
(mg/L FEU) (1,1-19) (0,9-2.4) (18- 30) 0,163 1 0,005
(FOZ)'“ 182.9+685 | 2590+ 1082 335.9 + 98,0 <0001 | 0002
fibrinogen 46+12 50+1,0 56+1,3 0,088 0,018
(g/L)
TAT 6.4 72 56
(ug/L) (52-74) | (54-103) (39-6,9) 0063 | 0022
hsCRP 3.0 51 38.4
(mg/L) (1,5 6,6) (1,9- 95) (21,9 - 68.7) 0030 | <0,001
ukupni
holesterol 6,76 + 1,30 7.05 + 1,58 6.36+1,16 0,301 0,001
(mmol/L)
LDL holesterol | 5, 1 06 330+ 1,02 354 +1,08 0,094 0,262
(mmol/L)
HDL holesterol |, 7, (35 154 +0,38 1,26+ 0,34 0,003 | <0001
(mmol/L)
trigliceridi 274+0,01 459+173 340+1.12 <0001 | <0001
(mmol/L)
lipoprotein (a), 21,6 39,7 455
(nmol/L) 83-481) | (13.1-8838) (23.8-93,9) 0,065 | <0,001

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (Xx+Sd) i poredeni t-testom ili kao medijana sa
interkvartilnim rasponom i poredeni Mann-Whitney U testom (naznaceno u tabeli);
AT — antitrombin; FVIII — aktivnost faktora VIII; TAT — trombin-antitrombin kompleks; hsCRP (high sensitive CRP) —
visoko osetljivi C-reaktivni protein; LDL (low density lipoproteins) — lipoproteini male gustine; HDL (high density

lipoproteins) —lipoproteini velike gustine.
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Aktivnost antitrombina (AT) u svim ispitivanim grupama je bila u opsegu normalnih
vrednosti van trudnoce, ali je u grupi ispitanica sa preeklampsijom nadena 10 % niza
aktivnost u odnosu na zdrave trudnice (P < 0,001). Nakon porodaja kod trudnica sa
preeklampsijom aktivnost AT se vratila na nivo vrednosti izmerenih u kontrolnoj grupi (P <
0,001). Statisti¢ki znacajna razlika u vrednostima D-dimera i fibrinogena zabeleZena je samo
izmedu PEK trudnica pre i nakon porodaja (P < 0,005 i P = 0,018). Aktivnost FVIII i
vrednosti CRP su bile znacajno povisene u grupi trudnica sa preeklampsijom u poredenju sa
kontrolnom grupom (P < 0,001 i P = 0,030), pri ¢emu je u PEK grupi nakon porodaja
zabelezeno dodatno povecéanje vrednosti ovih parametara [335,9 £ 98,0 % i 38,4 (21,9 — 68,7)
mg/L, (P < 0,001)]. U pogledu parametara lipidnog statusa statisticka analiza je pokazala
znacajno snizene vrednosti HDL holesterola (P = 0,003) i povisene vrednosti triglicerida (P <
0,001) u PEK grupi u odnosu na vrednosti nadene u kontrolnoj grupi, dok je kod trudnica sa
preeklampsijom nakon porodaja zabeleZeno znacajno snizenje vrednosti ukupnog holesterola
(P = 0,001), HDL holesterola (P < 0,001), kao i triglicerida (P < 0,001). Pomenute razlike
izmedu ispitanica sa preeklampsijom i zdravih trudnica zadrzale su se i posle kontrolisanja
uticaja gestacijske starosti pri uzokovanju krvi i ITM za sve ispitivane parametre izuzev za
CRP (P =0,066).

Nijedna trudnica sa preeklampsijom nije bila pozitivna na prisustvo antifosfolipidnih
antitela (IgA, 1gG i IgM), dok je u kontrolnoj grupi jedna trudnica imala nizak titar anti-p2
glikoprotein | 1gG antitela (28,0 U/mL) i jedna srednji titar antikardiolipinskih IgG antitela
(45,1 U/mL), ali bez klinickih manifestacija povezanih sa antifosfolipidnim sindromom
(AFS). Zbog ogranicenja u dostupnosti svezih plazmi za testiranje lupus antikoagulans (LA)
nije odredivan u ispitivanim grupama, medutim, nijedan od parametara ispitivanih u studiji

nije se razlikovao kod ove dve trudnice u poredenju sa ostalim zdravim trudnicama.

Rezultati statisticke analize posle iskljucivanja ispitanica kod kojih je primenjivan

LMWH nisu se znacajno razlikovali i prikazani su u Tabeli 15.
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Tabela 15. Rezultati laboratorijskih testova posle iskljuc¢ivanja ispitanica na profilaksi sa

LMWH
PEK P
Parametar KG
pre porodaja (pp) | nakon porodaja (np) | KGvs PEK | ppvsnp
AT
s 1002+92 | 916+136 1050 + 13,7 <0,001 | <0,001
D-dimer 1.4 1,6 2,4
(mg/L FEU) 11-19) | (11-24) (2,0-3.0) 0,065 0,001
ZX)'” 1829+ 685 | 2603+1083 | 336,6+0992 <0001 | 0,006
fibrinogen 46+12 50+10 56+14 0.116 0,019
(g/L)
TAT 6.4 74 5.4
(ug/L) (52-74) | (54-104) (37-17,0) 0048 | 0010
hsCRP 3.0 5.1 38.4
(mg/L) (15-66) | (20-96) (24,0  69.4) 0,026 | <0001
ukupni holesterol | ¢ 20130 | 7034157 6,46 + 1,15 0,328 0,001
(mmol/L)
LDL holesterol 374+106 | 337+097 3,52 + 0,90 0,177 0,796
(mmol/L)
HDL holesterol | 4 2, 1 535 | 1534038 127 +0,35 0005 | <0001
(mmol/L)
trigliceridi 274+091 | 453+159 344+1,12 <0001 | <0,001
(mmol/L)
lipoprotein (a) 21,6 41,5 50,2
(nmol/L) (82-481) | (140-938) | (265-96,9) 0,037 | <0001

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (X+Sd) i poredeni t-testom ili kao medijana sa
interkvartilnim rasponom i poredeni Mann-Whitney U testom (naznaceno u tabeli);
AT — antitrombin; FVIII — aktivnost faktora VIII; TAT — trombin-antitrombin kompleks; hsCRP (high sensitive CRP) —
visoko osetljivi C-reaktivni protein; LDL (low density lipoproteins) — lipoproteini male gustine; HDL (high density
lipoproteins) —lipoproteini velike gustine.

4.7,

Analiza ispitivanih parametara u grupi ispitanica sa preeklampsijom

U Tabelama 16. — 20. prikazani su rezultati analiziranih parametara u grupi ispitanica

sa preeklampsijom u odnosu na gestacijsku nedelju razvoja preeklampsije, prisustvo

pridruzenih bolesti i infertiliteta, prisustvo maternalnih komplikacija u toku hospitalizacije i

ishode trudnoce.
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4.7.1. Analiza rezultata ispitivanih parametara u odnosu na gestacijsku
nedelju razvoja preeklampsije

U Tabeli 16. predstavljeni su rezultati poredenja ispitivanih parametara u grupi
trudnica sa preeklampsijom u odnosu na nedelju gestacije kada je preeklampsija
dijagnostikovana.

Tabela 16. Uporedna analiza rezultata ispitivanih parametara u odnosu na gestacijsku

nedelju razvoja preeklampsije

Parametar Rana PEK Kasna PEK p
(N=27) (N=19)

112,0 (107,0 — 0.035*
ETP AUC (%) 122,5) 106,0 (98,0 — 115,0) '
tlag (s) 245+ 4.4 25,3+5,3 0,580
Cmax (%) 117,6 £ 16,3 1125+ 125 0,265
tmax (s) 66,6 + 8,3 67,5+10,7 0,768
OCP (Abs-sum) 223,7+ 44,0 229,8 +57,1 0,692
OHP (Abs-sum) 187,8 +41,3 195,6 + 49,7 0,569
OFP (%) 13,4 (6,1 — 23,3) 14,5 (7,8 - 20,0) 0,981
CLT (min) 348+12,0 322+48 0,394
CLT PTCI (min) 24,8+ 6,4 235+22 0,393
ACLT 11,9 +10,3 88+36 0,209
Lag vreme (s) 287,0 £ 133,7 277,3+61,3 0,779
Vmax (AU/min) 0,54 +0,12 0,56 +0,11 0,512
Max Abs (AU) 1,25+0,23 1,30+0,21 0,456
AT (%) 88,3+ 13,5 93,4 +13,7 0,223
D-dimer (mg/L FEU) 1,4 (0,8-2,3) 2,0(1,2-27) 0,135
FVII (%) 250,9 + 109,1 269,7 + 109,0 0,575
fibrinogen (g/L) 48+1,0 53+1,0 0,091
TAT (ug/L) 7,1(4,8-972) 9,5(6,4—13,8) 0,051
hsCRP (mg/L) 6,6 (1,7-122) 48(2,0-7,9) 0,705
uk. holesterol (mmol/L) 6,66 + 1,66 7,55+ 1,37 0,066
LDL hol. (mmol/L) 3,03+0,97 3,83 +0,94 0,088
HDL hol. (mmol/L) 1,53+0,35 1,54 +0,42 0,858
trigliceridi (mmol/L) 422 +1,62 5,07 +£1,80 0,108
lipoprotein (a) (nmol/L) 31,4 (15,0 — 80,2) 41,5 (9,7 —-103,4) 0,864

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (x+Sd) i poredeni t-testom ili kao medijana sa
interkvartilnim rasponom i poredeni Mann-Whitney U testom (naznaceno u tabeli);
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ETP — endogeni trombinski potencijal; AUC — povrsina ispod krive; tlag — vreme lag faze; Cmax — visina pika; tmax —
vreme dostizanja pika; OCP — ukupni koagulacioni potencijal; OHP — ukupni hemostatski potencijal; OFP — ukupni
fibrinoliticki potencijal; CLT — vreme liziranja ugruska; CLT PTCI — vreme liziranja ugruska u eksperimentu sa
dodatkom inhibitora karboksipeptidaze; ACLT — delta CLT (ACLT = CLT — CLT PTCI); Lag vreme — vreme lag faze;
Vmax — brzina polimerizacije; Max Abs — maksimalna apsorbancija; AU — Absorbance Units; AT — antitrombin; FVIII
— aktivnost faktora VIII; TAT — trombin-antitrombin kompleks; hsCRP (high sensitive CRP) — visoko osetljivi C-
reaktivni protein; LDL (low density lipoproteins) — lipoproteini male gustine; HDL (high density lipoproteins) —
lipoproteini velike gustine.

*statisti¢ki znaGajna razlika — *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.

U sprovedenom ispitivanju od ukupno 46 trudnica sa preeklampsijom kod 27
ispitanica je doslo do razvoja rano manifestnog (pre 34. nedelje gestacije), tezeg oblika
preeklampsije (rana PEK), dok se kod preostalih 19 preeklampsija javila tokom ili nakon 34.
nedelje gestacije (kasna PEK). Poredenjem analiziranih parametara nisu uocene statisticki
znacajne razlike izmedu rane i kasne PEK, izuzev za ETP ¢ije su vrednosti bile statisticki
znacajno nize U grupi ispitanica sa kasnom preeklampsijom [112,0 (107,0 — 122,5) vs 106,0
(98,0 — 115,0), (P = 0,035)], ali su i dalje bile poviSene u odnosu na vrednosti ETP nadene u
kontrolnoj grupi. Medutim, iako u grupi trudnica sa kasnom preeklampsijom postoje
smanjene vrednosti ETP, to nije pra¢eno zna¢ajnom promenom U 0dnosu na vrednosti nadene

u celokupnoj PEK grupi i u poredenju sa kontrolnom grupom.

4.7.2. Analiza ispitivanih parametara u grupi ispitanica sa preeklampsijom
u odnosu na prisustvo pridruZenih bolesti i infertiliteta

lako je u grupi trudnica sa preeklampsijom zabeleZeno znacajno vece prisustvo
pridruzenih bolesti u odnosu na kontrolnu grupu (47,8 % vs 3,8 %, P < 0,001), poredenjem
ispitivanih i analiziranih parametara nisu uoCene statisticki znacajne razlike izmedu PEK

ispitanica sa i bez prisustva komorbiditeta.

U Tabeli 17. predstavljeni su rezultati poredenja ispitivanih i analiziranih parametara

u grupi ispitanica sa preeklampsijom u odnosu na prisustvo pridruzenih bolesti.
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Tabela 17. Uporedna analiza rezultata ispitivanih parametara u preeklampsiji u prisustvu

komorbiditeta

Parametar PEK + komorbiditeti PEK P

ETP AUC (%) 110,0 (101,0 - 115,0) 110,;)2(218?,0 ) 0,265
tlag (s) 249+6,0 248 +3,3 0,962
Cmax (%) 112,1+ 143 118,3+ 15,0 0,172
tmax (s) 66,4 + 8,6 67,4+ 10,1 0,724
OCP (Abs-sum) 230,3+ 57,4 222,7+421 0,618
OHP (Abs-sum) 188,8 + 51,3 193,3+ 38,9 0,745
OFP (%) 16,8 (8,3 —22,7) 12,2 (6,6 — 18,6) 0,101
CLT (min) 324+9,0 350+95 0,336
CLT PTCI (min) 232+35 252+6,0 0,193
ACLT 9,2+6,5 11,6 £9,15 0,350
Lag vreme (s) 281,7 £ 69,8 283,6 +132,8 0,954
Vmax (AU/min) 0,56 + 0,09 0,53+0,13 0,408
Max Abs (AU) 1,33+£0,22 1,22 £0,21 0,131
AT (%) 88,0+ 11,7 92,8+15,2 0,259
D-dimer (mg/L FEU) 1,6 (1,0—2,4) 1,4(0,9-27) 0,981
FVIII (%) 271,0+120,8 248,1 + 96,7 0,488
fibrinogen (g/L) 50+1,0 50+1,0 0,847
TAT (ug/L) 7,2 (5,3 -9,8) 8,2 (53— 12,9) 0,496
hsCRP (mg/L) 50(1,9-11,8) 59 (2,0-9,3) 0,742
uk. holesterol (mmol/L) 6,98+ 1,74 7,12 £1,45 0,773
LDL hol. (mmol/L) 3,27+1,31 3,34+£0,62 0,883
HDL hol. (mmol/L) 1,55 + 0,35 1,52 +0,41 0,841
trigliceridi (mmol/L) 464+ 1,96 456 + 1,53 0,882
lipoprotein (a) (nmol/L) 44,4 (20,4 —93,1) 30,6 (9,4 —85,2) 0,496

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (x+Sd) i poredeni t-testom ili kao medijana sa
interkvartilnim rasponom i poredeni Mann-Whitney U testom (naznaceno u tabeli);

ETP — endogeni trombinski potencijal; AUC — povrsina ispod krive; tlag — vreme lag faze; Cmax — visina pika; tmax —
vreme dostizanja pika; OCP — ukupni koagulacioni potencijal; OHP — ukupni hemostatski potencijal; OFP — ukupni
fibrinoliti¢ki potencijal; CLT — vreme liziranja ugruska; CLT PTCI — vreme liziranja ugruska u eksperimentu sa
dodatkom inhibitora karboksipeptidaze; ACLT — delta CLT (ACLT = CLT — CLT PTCI); Lag vreme — vreme lag faze;
Vmax — brzina polimerizacije; Max Abs — maksimalna apsorbancija; AU — Absorbance Units; AT — antitrombin; FVIII
— aktivnost faktora VIII; TAT — trombin-antitrombin kompleks; hsCRP (high sensitive CRP) — visoko osetljivi C-
reaktivni protein; LDL (low density lipoproteins) — lipoproteini male gustine; HDL (high density lipoproteins) —
lipoproteini velike gustine.

*statistiki znaGajna razlika — *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.
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4.7.3. Analiza ispitivanih parametara u grupi ispitanica sa preeklampsijom
u odnosu na prisustvo maternalnih komplikacija u toku hospitalizacije

U Tabeli 18. predstavljeni su rezultati poredenja ispitivanih parametara unutar grupe
trudnica sa preeklampsijom u odnosu na prisustvo maternalnih komplikacija u toku
hospitalizacije.

Tabela 18. Uporedna analiza rezultata ispitivanih parametara u preeklampsiji u prisustvu
maternalnih komplikacija

Parametar PEkKO:ng:?lEgg}zlne PEK P
ETP AUC (%) 110,5 (105,8 —118,2) | 108,5 (99,0 — 119,0) 0,623
tlag (s) 250+4,1 247+5]1 0,852
Cmax (%) 1159 + 15,7 115,1+ 14,7 0,882
tmax (S) 65,7+9,4 67,6 +9,4 0,539
OCP (Abs-sum) 220,2 + 48,8 229,2 + 50,5 0,580
OHP (Abs-sum) 181,2+ 4138 195,8 + 46,0 0,319
OFP (%) 14,7 (6,5 — 25,1) 13,8 (7,1 - 20,4) 0,571
CLT (min) 34,1+10,7 33,3+8,6 0,796
CLT PTCI (min) 22,6 +3,0 25,057 0,146
ACLT 12,0 +£10,0 9,7+6,8 0,389
Lag vreme (s) 323,0 £ 165,5 266,1 + 68,9 0,122
Vmax (AU/min) 0,54 +0,14 0,55+0,10 0,900
Max Abs (AU) 1,28 +0,20 1,27 +0,23 0,977
AT (%) 84,0+127 935+13,.2 0,030*
D-dimer (mg/L FEU) 2,2 (1,2 -3,1) 1,4 (0,9-2,3) 0,115
FVIII (%) 254,9 +126,9 261,0 + 100,6 0,865
fibrinogen (g/L) 47+0,9 51+10 0,195
TAT (ug/L) 6,4 (51— 1372) 7,9 (58 -10,7) 0,641
hsCRP (mg/L) 8,7(2,6-131) 45(1,8-8,2) 0,162
uk. holesterol (mmol/L) 6,92 £ 2,03 7,12 +£1,35 0,709
LDL hol. (mmol/L) 2,81+1,25 3,54 +0,82 0,122
HDL hol. (mmol/L) 1,49+0,41 1,56 + 0,37 0,621
trigliceridi (mmol/L) 466 +1,84 456+1,71 0,873
lipoprotein (a) (nmol/L) 46,0 (25,1 - 76,1) 31,1 (9,8 —95,6) 0,641

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (x£Sd) i poredeni t-testom ili kao medijana sa
interkvartilnim rasponom i poredeni Mann-Whitney U testom (naznaceno u tabeli);

ETP — endogeni trombinski potencijal; AUC — povrsina ispod krive; tlag — vreme lag faze; Cmax — visina pika; tmax —
vreme dostizanja pika; OCP — ukupni koagulacioni potencijal; OHP — ukupni hemostatski potencijal; OFP — ukupni
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fibrinoliticki potencijal; CLT — vreme liziranja ugruska; CLT PTCI — vreme liziranja ugruska u eksperimentu sa
dodatkom inhibitora karboksipeptidaze; ACLT — delta CLT (ACLT = CLT — CLT PTCI); Lag vreme — vreme lag faze;
Vmax — brzina polimerizacije; Max Abs — maksimalna apsorbancija; AU — Absorbance Units; AT — antitrombin; FVIII
— aktivnost faktora VIII; TAT — trombin-antitrombin kompleks; hsCRP (high sensitive CRP) — visoko osetljivi C-
reaktivni protein; LDL (low density lipoproteins) — lipoproteini male gustine; HDL (high density lipoproteins) —
lipoproteini velike gustine.

*statistiCki znaGajna razlika — *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.

U grupi ispitanica sa preeklampsijom maternalne komplikacije u toku hospitalizacije
zabelezene su kod 1/3 ispitanica. Poredenjem ispitivanih parametara utvrdeno je da su
vrednosti antitrombina u grupi preeklampti¢nih trudnica, ¢ija je trudnoéa prac¢ena pojavom
komplikacija, statistiCki znaCajno nize u odnosu na grupu bez komplikacija u toku
hospitalizacije (84,0 + 12,7 vs 93,5 + 13,2; P = 0,030). Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u

vrednostima ostalih parametara izmedu ove dve grupe ispitanica.

Daljom analizom maternalnih komplikacija u grupi ispitanica sa znacajnom
proteinurijom i edemima koji su povezani sa nefrotskim sindromom (srednja vrednost 8,39
9/24 h) uocene su znacajno vise vrednosti za ETP [118,0 (112,5 — 131,0) vs 109,0 (100,0 —
119,0), (P = 0,054)], lag vreme [30,7 (25,4 — 31,2) vs 23,6 (21,9 — 25,1), (P = 0,014)], visinu
pika [132,0 (121,0 — 139,0) vs 108,0 (103,0 — 124,0), (P = 0,012)], D-dimer [2,4 (2,3 — 5,5)
vs 1,4 (0,9 — 2,3), (P = 0,015)], ACLT [13,5 (7,8 — 29,8) vs 7,3 (6,0 — 10,6), (P = 0,050)],
ukupni holesterol [9,00 (7,64 — 10,16) vs 6,58 (5,76 — 7,95), (P = 0,015)] i trigliceride [5,71
(5,12 — 8,17) vs 3,85 (3,09 — 5,00), (P = 0,009)] u odnosu na pacijentkinje bez renalnih

komplikacija u toku hospitalizacije (Tabela 19.).

Sve ispitanice sa poremecenom funkcijom bubrega U naSem istrazivanju, pored
znacajne proteinurije (8,39 + 2,75 vs 4,60 £ 4,24 g/24h; P = 0,018) i izrazenog edema, imale
Su i poviSene vrednosti kreatinina (80,4 = 9,6 vs 66,7 £ 16,3 mmol/L; P = 0,018), mokraéne
kiseline (531 + 101 vs 388 + 86 umol/L; P = 0,013) i ukupnog holesterola (8,9 + 1,6 vs 6,8
1,4 mmol/L; P = 0,011). Kod jedne trudnice sa renalnim komplikacijama je zabeleZena

anasarka, prisustvo generalizovanog edema, a nijedna nije prethodno imala bolesti bubrega.
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Tabela 19. Uporedna analiza rezultata ispitivanih parametara u preeklampsiji u prisustvu

renalnih komplikacija

Parametar PIEO l:ngl{ligsiljre]:e PEK P

ETP AUC (%) 118,0 (12,5 — 131,0) 109'31(91,8())'0 - 0,054
tlag (s) 30,7 (25,4 — 31,2) 23,6 (21,9 —25,1) 0,014*
Cmax (%) 132,0 (121,0 — 139,0) 108’5221,3?’0 a 0,012*
tmax (s) 72,2 (54,4 —73,7) 64,3 (59,3 — 75,2) 0,853
OCP (Abs-sum) 217,4 (149,2 — 249,4) 234,36(31,2?,1 B 0,327
OHP (Abs-sum) 181,0 (140,6 — 217,4) 192'5151,2)5'1 - 0,592
OFP (%) 12,2 (5,8 —15,1) 16,0 (7,3 —22,7) 0,259
CLT (min) 34,8 (29,8 —52,8) 31,0 (27,9 —34,8) 0,164
CLT PTCI (min) 22,1 (21,3 —23,3) 23,6 (21,3 —26,3) 0,283
ACLT 13,5 (7,8 — 29,8) 7,3 (6,0 —10,6) 0,050*
Lag vreme (s) 312,0 (258,0 — 699,0) 264’59223?’0 B 0,152
Vmax (AU/min) 0,59 (0,30 — 0,64) 0,56 (0,49 — 0,63) 0,965
Max Abs (AU) 1,25 (1,16 — 1,40) 1,25 (1,09 — 1,44) 0,930
AT (%) 82,8 (76,6 —99,1) 89,3 (84,2 -100,6) 0,494
D-dimer (mg/L FEU) 2,4(2,3-5,5) 1,4(0,9-2,3) 0,015*
FVIII (%) 254,1 (185,7 —391,9) 242’3?2(01;?’2 - 0,592
fibrinogen (g/L) 5,2 (4,2 —5,6) 5,2 (4,2-6,0) 0,912
TAT (ug/L) 7,1(53-19,7) 7,3 (5,3-10,0) 0,912
hsCRP (mg/L) 9,4(1,1-12,8) 50(1,9-9,3) 0,671
uk. holesterol (mmol/L) 9,00 (7,64 — 10,16) 6,58 (5,76 — 7,95) 0,015*
LDL hol. (mmol/L) - 3,16 (2,86 — 4,01) -
HDL hol. (mmol/L) 1,28 (1,20 — 1,95) 1,45 (1,31 -1,88) 0,570
trigliceridi (mmol/L) 5,71 (5,12 - 8,17) 3,85 (3,09 — 5,00) 0,006**
lipoprotein (a) (nmol/L) 59,9 (31,3-73,6) 31,4 (9,9-94,7) 0,570

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (x+Sd) i poredeni t-testom ili kao medijana sa
interkvartilnim rasponom i poredeni Mann-Whitney U testom (naznaceno u tabeli);

ETP — endogeni trombinski potencijal; AUC — povrsina ispod krive; tlag — vreme lag faze; Cmax — visina pika; tmax —
vreme dostizanja pika; OCP — ukupni koagulacioni potencijal; OHP — ukupni hemostatski potencijal; OFP — ukupni
fibrinoliticki potencijal; CLT — vreme liziranja ugruska; CLT PTCI — vreme liziranja ugruska u eksperimentu sa
dodatkom inhibitora karboksipeptidaze; ACLT — delta CLT (ACLT = CLT — CLT PTCI); Lag vreme — vreme lag faze;
Vmax — brzina polimerizacije; Max Abs — maksimalna apsorbancija; AU — Absorbance Units; AT — antitrombin; FVIII
— aktivnost faktora VIII; TAT — trombin-antitrombin kompleks; hsCRP (high sensitive CRP) — visoko osetljivi C-
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reaktivni protein; LDL (low density lipoproteins) — lipoproteini male gustine; HDL (high density lipoproteins) —
lipoproteini velike gustine.
*statistiki znaGajna razlika — *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.

ROC (Receiver Operating Characteristic) analizom utvrdeno je da je visina pika sa
povrsinom ispod ROC krive (Area Under the ROC Curve, ROC AUC) od 0,846 (95 % CI

0,714 — 0,979) bolji prognosti¢ki marker renalnih komplikacija u odnosu na ETP sa ROC
AUC od 0,767 (95 % CI1 0,601 — 0,933) (Slika 13.).

ROC kriva
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1 - Specificnost

Povrsina ispod ROC krivih (Area Under the ROC Curve, AUC)
Varijabla P Povrsina (95% CI)

ETP AUC (%) 0,054 0,767 (0,601 — 0,933)

Visina pika (%) 0,013 0,846 (0,714 —0,979)

CI (Confidence Interval) — interval pouzdanosti

Slika 13. ROC kriva za generaciju trombina kod ispitanica sa renalnim komplikacijama.

4.7.4. Analiza rezultata ispitivanih parametara u preeklampsiji u odnosu
na ishod trudnoce i prisustvo fetalnih komplikacija

U Tabeli 20. predstavljeni su rezultati poredenja analiziranih parametara u grupi
ispitanica sa preeklampsijom u odnosu na prisustvo fetalnih komplikacija.
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Tabela 20. Uporedna analiza rezultata ispitivanih parametara u preeklampsiji u prisustvu

fetalnih komplikacija

Parametar i(l)zrlrfpsl?k]:ct?jg]rinrz PEK P
ETP AUC (%) 110,0 (104,0 —119,7) | 110,5 (97,0 — 117,5) 0,492
tlag (s) 250+52 243+28 0,723
Cmax (%) 116,9+ 15,1 110,3+ 134 0,224
tmax (s) 66,3+9,2 69,1+9,9 0,409
OCP (Abs-sum) 223,5+53,3 235,8 + 34,3 0,496
OHP (Abs-sum) 190,0 + 47,4 195,0 + 35,9 0,759
OFP (%) 12,6 (6,5 —18,8) 20,8 (9,1 -22,7) 0,251
CLT (min) 34,7+ 10,2 30,1+41 0,176
CLT PTCI (min) 24755 225%2,1 0,220
ACLT 11,4+8,8 7,6 +3,3 0,197
Lag vreme (s) 279,1 + 115,6 2940+ 78,2 0,707
Vmax (AU/min) 0,55+0,11 0,54 +0,13 0,730
Max Abs (AU) 1,27 £0,23 1,28+0,19 0,851
AT (%) 89,8+131 92,9+159 0,531
D-dimer (mg/L FEU) 1,4 (0,9 —22) 2,4(1,9-33) 0,014*
FVIII (%) 255,1 +106,3 272,3+119,2 0,665
fibrinogen (g/L) 50+1,0 49+172 0,771
TAT (ug/L) 7,2 (5,0 10,1) 8,2 (6,8 —24,2) 0,218
hsCRP (mg/L) 6,3 (1,8 —10,0) 3,9 (2,0-5,6) 0,334
uk. holesterol (mmol/L) 6,95+ 1,57 7,39 £ 1,67 0,447
LDL hol. (mmol/L) 3,16 £ 0,98 3,64+1,11 0,341
HDL hol. (mmol/L) 1,50 + 0,36 1,64 +0,43 0,323
trigliceridi (mmol/L) 461+1,70 455+ 193 0,934
lipoprotein (a) (nmol/L) 39,7 (14,1 -91,3) 38,5 (7,5 —74,8) 0,386

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (x£Sd) i poredeni t-testom ili kao medijana sa
interkvartilnim rasponom i poredeni Mann-Whitney U testom (naznaceno u tabeli);

ETP — endogeni trombinski potencijal; AUC — povrsina ispod krive; tlag — vreme lag faze; Cmax — visina pika; tmax —
vreme dostizanja pika; OCP — ukupni koagulacioni potencijal; OHP — ukupni hemostatski potencijal; OFP — ukupni
fibrinoliti¢ki potencijal; CLT — vreme liziranja ugruska; CLT PTCI — vreme liziranja ugruska u eksperimentu sa
dodatkom inhibitora karboksipeptidaze; ACLT — delta CLT (ACLT = CLT — CLT PTCI); Lag vreme — vreme lag faze;
Vmax — brzina polimerizacije; Max Abs — maksimalna apsorbancija; AU — Absorbance Units; AT — antitrombin; FVIII
— aktivnost faktora VIII; TAT — trombin-antitrombin kompleks; hsCRP (high sensitive CRP) — visoko osetljivi C-
reaktivni protein; LDL (low density lipoproteins) — lipoproteini male gustine; HDL (high density lipoproteins) —
lipoproteini velike gustine.

*statistiki znaGajna razlika — *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.
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Zastupljenost fetalnih komplikacija u studijskoj grupi je iznosila 78 %, pri ¢emu je
kod najveceg broja ispitanica sa preeklampsijom, ¢ak 67 %, IUGR zabeleZen kao samostalna
komplikacija ili udruzena sa oligohidramnionom ili fetalnom asfiksijom. Statistickom
analizom je utvrdeno da je prisustvo fetalnih komplikacija u PEK grupi prac¢eno znacajno
snizenim vrednostima D-dimera (P = 0,014) u poredenju sa ostalim ispitanicama sa
preeklampsijom kod kojih nije doslo do pojave fetalnih komplikacija. Kada smo analizirali
pojedinacne fetalne komplikacije nize vrednosti D-dimera ostale su znacajne u grupi sa [UGR
[1,3 (0,9 — 2,2) vs 24 (1,7 — 2,9), (P = 0,006)], dok su znacajno snizene OFP vrednosti
uocene u grupi sa oligohidramnionom [6,8 (5,5 — 9,6) vs 16,4 (7,8 — 22,7), (P = 0,033)].

4.8. Korelaciona analiza

U Tabelama 21. — 24. prikazana je korelaciona analiza izmedu ispitivanih globalnih
testova hemostaze, kao i korelacije sa ostalim ispitivanim parametrima i sa ishodom trudnoce

u grupi ispitanica sa preeklampsijom.

4.8.1. Korelaciona analiza izmedu ispitivanih globalnih testova hemostaze

Korelacionom analizom utvrdeno je postojanje statistiCki znaajne povezanosti
izmedu parametara generacije trombina, ETP i visine pika, i vremena liziranja ugruska (r =
0,480; P = 0,002 za ETP i r = 0,350; P = 0,027 za Cmax), kao i ACLT (r = 0,512; P = 0,001
za ETP i r = 0,356; P = 0,024 za Cmax). Visina pika je takode bila u zna¢ajnoj inverznoj
korelaciji sa OFP vrednostima (r = -0,362; P = 0,016), dok je inverzna korelacija postojala i
izmedu tlag i OCP i OHP vrednosti (r = -0,307; P = 0,042 za OCP i r =-0,334; P = 0,027 za
OHP). Vrednosti Lag vremena su bile u zna¢ajnoj korelaciji sa sva tri parametra generacije
trombina, ETP, tlag i visinom pika (r = 0,364; P = 0,019 za ETP, r = 0,380; P = 0,014 za tlag
i r=0,425; P = 0,006 za Cmax). Kao $to je bilo i o¢ekivano, Statisti¢ki znacajne vrednosti
korelacije su nadene izmedu parametara ukupnog hemostatskog potencijala i vremena

liziranja ugruska, kao 1 parametara fibrinskog ugruska.

U nastavku su predstavljeni rezultati korelacione analize izmedu ispitivanih globalnih

testova hemostaze (Tabela 21.).
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Tabela 21. Korelacija izmedu ispitivanih globalnih testova hemostaze
CLT Lag
ETP tlag Cmax  tmax OCP OHP OFP CLT PTCI ACLT vreme Vmax
rees) rP) rPH rPH  rP) rEM r (P*) re) (P9 rP) r(Pr rpP)
tlag -.151
(:329)
Cmax 585" 462"
(<.001) (.002)
tmax 012 -162 -.257
(939)  (292)  (.092)
ocP -.024 -307°  -149 141
(879)  (042)  (334)  (.360)
OHP 110 -334"  -.006 231 .893™
(476)  (027)  (971)  (132)  (<.001)
OFP -.285 -.007 -362°  -213 .188 -.267
(061)  (.965)  (.016)  (.165)  (221)  (.080)
CLT 4807 -.072 .350" 115 -.249 .048 -.688""
(002)  (658)  (.027)  (478)  (121)  (.768) (< .001)
CLT 163 -156 150 145 .054 338" -618™ 598"
PTCI  (291)  (313)  (.330)  (.346) (725  (.025) (<.001) (<.001)
ACLT 5127  -o11 356" .106 -336"  -.099 -545™ 960" 350"
(001)  (.947)  (024)  (516)  (034)  (542) (<.001)  (<.001)  (.027)
Lag 364" 380 4257 073 -.139 -.009 -.228 101 -.018 132
vreme  (019)  (014)  (.006)  (.650)  (.385)  (.957) (.151) (.:546) (911)  (.430)
Vmax  -.251 -073 -.146 -.046 6057 .448™ 137 -113 -046  -184  -5657"
(114)  (649)  (.363)  (.778)  (<.001) (.003) (.395) (.498) (773)  (269)  (<.001)
Max -.065 189 .108 .075 927" .805™ -.008 -.080 .065 -178 199 366"
Abs (688)  (.236)  (500)  (642)  (<.001) (<.001)  (.959) (.633) (686)  (284)  (212) (.019)

r — Pearson-ov koeficijent korelacije; *statisticki znacajna korelacija — *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.

4.8.2. Korelaciona analiza izmedu globalnih testova hemostaze i ostalih
Ispitivanih parametara

U Tabeli 22. prikazana je korelaciona analiza izmedu globalnih testova hemostaze i

ostalih ispitivanih parametara. Znacajne vrednosti Pearson-ovih koeficijenata korelacije su

nadene izmedu parametara generacije trombina i parametara lipidnog statusa, 1 to izmedu

vrednosti tlag i koncentracije triglicerida (r = 0,365; P = 0,016), visine pika i koncentracije

ukupnog holesterola (r = 0,325; P = 0,033) i vrednosti tmax i koncentracije HDL holesterola

(r = 0,304; P = 0,048). Dobijeni koeficijenti korelacije izmedu vrednosti parametara ukupnog

hemostatskog potencijala, OCP i OHP, i fibrinogena bili su, kako je i o¢ekivano, jako visoki
(r=0,446; P = 0,002 za OCP i r = 0,550; P < 0,001 za OHP). Izmedu OCP i OHP vrednosti i

koncentracije triglicerida je uoceno postojanje znacajne inverzne korelacije jakog intenziteta
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(r=-0,615; P < 0,001 za OCP i r =-0,521; P < 0,001 za OHP), dok su OHP vrednosti bile u
korelaciji i sa koncentracijom LDL holesterola (r = 0,469; P = 0,032). Pored toga, statisti¢ki
znacajne inverzne korelacije su nadene izmedu vrednosti ukupnog fibrinolitickog potencijala
(OFP) i koncentracije antitrombina (r = -0,407; P = 0,006), aktivnosti FVIII (r = -0,305; P =
0,044), koncentracije ukupnog holesterola (r = -0,431; P = 0,004) i LDL holesterola (r = -
0,519; P = 0,016). Znacajne korelacije su postojale i izmedu vremena lize ugruska i
koncentracije antitrombina (r = 0,320; P = 0,044) i koncentracije ukupnog holesterola (r =
0,390; P = 0,013), kao i izmedu ACLT i koncentracije ukupnog holesterola (r = 0,375; P =
0,017). Od parametara fibrinskog ugruska, Max Abs je bila u znaajnoj korelaciji sa
koncentracijom fibrinogena (r = 0,555; P < 0,001) i koncentracijom triglicerida (r = -0,363; P
=0,021), dok je znacajna korelacija nadena izmedu brzine polimerizacije i aktivnosti FVIII (r
=0,368; P =0,018).
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Tabela 22. Korelacija izmedu globalnih testova hemostaze i ostalih ispitivanih parametara.

ETP AUC tlag Cmax tmax OCP OHP OFP CLT CLTPTCI ACLT Lagvreme Vmax MaxAbs
r (P*) r (P*) r (P*) r (P*) r (P*) r (P*) r (P*) r (P*) r (P¥) res  rPH res)  r(P®
AT -.036 -.058 150 206 .031 201 -407" 320" 176 216 -170 .185 138
(.819) (.708) (.331) (.180) (.841) (.192) (.006) (.044) (.253) (181)  (.287) (.248)  (.388)
D-dimer  .005 -.090 -.059 -.164 -071 -.097 .075 -.041 -279 034 .051 -041  -179
(.977) (.561) (.702) (.287) (.648) (.530) (.628) (.801) (.067) (.835)  (.751) (.800)  (.262)
FVII -.027 -.008 .087 -.007 -.165 -.015 -.305" 154 288 .086 -.245 368" -.037
(.864) (.959) (.576) (.963) (.285) (.924) (.044) (:343) (.058) (599) (122 (.018)  (.816)
Fbg -.058 031 .057 -.069 446" 550" -.261 .043 159 -135 226 135 555"
(.707) (.843) (.716) (.658) (.002) (<.001)  (.087) (.791) (.301) (406)  (.155) (399)  (<.001)
TAT -.091 -141 -.058 193 -.154 -.109 -.094 .002 -.188 .049 143 -281  -.253
(.558) (.360) (.707) (.209) (.319) (.482) (.543) (.992) (.222) (.766)  (.373) (076)  (.111)
hsCRP .061 -211 -.217 .087 146 018 270 -271 -.026 -266 155 -088  .015
(.696) (.169) (.157) (574) (.345) (.907) (.076) (.090) (.868) (097)  (.333) (585)  (.926)
ukupni 257 .086 325" .038 -.274 -.092 -431" 390" -.007 375" 311 -.228 -.185
holesterol  (.096) (.584) (.033) (.810) (.075) (.557) (.004) (.013) (.964) (017)  (.051) (.156)  (.254)
LDL 114 -.082 133 385 343 469" -519" 143 146 -052  .206 135 306
holesterol  (.621) (.724) (.565) (.085) (.128) (.032) (.016) (.560) (527) (.833)  (.371) (559)  (.177)
HDL .058 -.247 -.186 304" .039 107 -124 266 .050 298 -077 .006 .082
holesterol ~ (.712) (.111) (.233) (.048) (.804) (.494) (.428) (.098) (.752) (062)  (.637) (969)  (.617)
Lp(a) 017 -.200 -.094 .055 .076 .063 034 042 -.039 .001 .039 075 -.035
(.912) (.197) (.549) (.727) (.629) (.689) (.827) (.795) (.803) (993)  (.813) (.644)  (.830)
TG .056 365 265 -.158 -61577  -52177  -226 194 -122 219 187 -297  -.363"
(.722) (.016) (.086) (:313) (<.001) (<.001)  (.144) (.231) (.436) (174)  (.248) (.063)  (.021)

r — Pearson-ov koeficijent korelacije; *statisticki znacajna korelacija — *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.



4.8.3. Korelaciona analiza izmedu ispitivanih parametara i proteinurije u
grupi ispitanica sa preeklampsijom

S obzirom da je proteinurija, pored povisenog krvnog pritiska, jedno od glavnih,
klinickih obelezja preeklampsije uradena je korelaciona analiza izmedu ispitivanih
parametara i vrednosti proteinurije (Tabela 23.). Zbog c¢injenice da su sve ispitanice sa
preeklampsijom bile na antihipertenzivnoj terapiji u toku hospitalizacije nije uradena

korelaciona analiza izmedu ispitivanih parametara i vrednosti sistolnog i dijastolnog pritiska.

Tabela 23. Korelaciona analiza izmedu ispitivanih parametara
i vrednosti proteinurije.

Proteinurija
Rho P

ETP AUC (%) 0,214 0,180
tlag (s) 0,196 0,221
Visina pika (%) 0,394 0,011*
tmax (S) -0,240 0,130
OCP (Abs-sum) -0,049 0,759
OHP (Abs-sum) 0,003 0,984
OFP (%) -0,144 0,368
CLT (min) 0,131 0,439
CLT PTCI (min) 0,125 0,435
ACLT 0,107 0,528
Lag vreme () 0,119 0,478
Vmax (AU/min) -0,143 0,392
Max Abs (AU) 0,032 0,848
AT (%) -0,171 0,286
D-dimer (mg/L FEU) 0,119 0,458
FVIII (%) 0,376 0,016*
fibrinogen (g/L) 0,049 0,759
TAT (ug/L) -0,178 0,266
hsCRP (mg/L) -0,082 0,611
ukupni holesterol (mmol/L) 0,345 0,029*
LDL holesterol (mmol/L) 0,670 0,002**
HDL holesterol (mmol/L) -0,121 0,459
trigliceridi (mmol/L) 0,193 0,233
lipoprotein (a) (nmol/L) 0,604 < 0,001***

Rho — Spearman-ov koeficijent korelacije;
*statisticki znacajna korelacija — *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.
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StatistiCki znacajne vrednosti korelacije su nadene izmedu vrednosti proteinurije i
visine pika (Rho = 0,394; P = 0,011), aktivnosti FVIII (Rho = 0,376; P = 0,016),
koncentracije ukupnog holesterola (Rho = 0,345; P = 0,029), LDL holesterola (Rho = 0,670;
P =0,002) i Lp(a) (Rho = 0,604; P = <0,001).

4.8.4. Korelaciona analiza izmedu ispitivanih parametara hemostaze i
ishoda trudnoce u grupi ispitanica sa preeklampsijom

Rezultati povezanosti ispitivanih parametara hemostaze i ishoda trudno¢e u grupi

ispitanica sa PEK dobijeni na osnovu korelacione analize prikazani su u Tabeli 24.

Tabela 24. Rezultati korelacione analize izmedu ispitivanih parametara hemostaze i ishoda
trudnoce.

APGAR skor 1 min APGAR skor 5 min
r P r P
ETP AUC (%) -0,268 0,078 -0,309 0,041*
tlag (s) 0,134 0,387 0,178 0,247
Cmax (%) -0,080 0,606 -0,090 0,562
tmax (S) -0,216 0,160 0,171 0,267
OCP (Abs-sum) -0,064 0,682 0,014 0,927
OHP (Abs-sum) 0,024 0,879 0,058 0,708
OFP (%) -0,233 0,128 -0,142 0,357
CLT (min) -0,004 0,981 -0,073 0,656
CLT PTCI (min) 0,043 0,780 -0,029 0,850
ACLT -0,056 0,733 -0,135 0,405
Lag vreme (s) -0,066 0,680 -0,057 0,725
\Vmax (AU/min) 0,094 0,563 0,080 0,625
Max Abs (AU) 0,072 0,656 0,135 0,400
AT (%) 0,350 0,020* 0,310 0,040*
D-dimer (mg/L FEU) 0,080 0,606 0,072 0,644
FVIII (%) 0,277 0,069 0,185 0,230
fibrinogen (g/L) -0,012 0,939 0,071 0,647
TAT (ug/L) 0,214 0,163 0,147 0,342
hsCRP (mg/L) -0,356 0,018* -0,324 0,032*
uk. holesterol (mmol/L) 0,360 0,018* 0,291 0,058
LDL hol. (mmol/L) 0,577 0,006** 0,558 0,009**
HDL hol. (mmol/L) 0,117 0,455 0,097 0,536
trigliceridi (mmol/L) 0,295 0,055 0,203 0,191
lipoprotein (a) (nmol/L) 0,165 0,290 0,206 0,186

r — Pearson-ov koeficijent korelacije; *statisti¢ki znacajna korelacija — *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.
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Korelacionom analizom je utvrdeno postojanje statisticki znacajne povezanosti
koncentracije antitrombina (r = 0,350; P = 0,020), CRP (r = -0,356; P = 0,018), ukupnog
holesterola (r = 0,360; P = 0,018) i LDL holesterola (r = 0,577; P = 0,006) sa vrednostima
APGAR skora u 1 minutu. Znacajna korelacija je nadena i izmedu koncentracije antitrombina
(r =0,310; P = 0,040), CRP (r = -0,324; P = 0,032) i LDL holesterola (r = 0,558; P = 0,009)

sa vrednostima APGAR skora u 5 minutu.

4.9. Ekstracelularne vezikule

Koncentracija ekstracelularnih vezikula (EV) i njihova povezanost sa ispitivanim
parametrima analizirana je u podgrupi od 36 zdravih trudnica i 30 ispitanica sa
preeklampsijom pre i nakon porodaja. U Tabeli 25. su prikazane opSte karakteristike

ispitivanih podgrupa.

Tabela 25. Opste karakteristike ispitanica sa preeklampsijom u analizi

PEK KG p

(N=30) (N=36)
Starost, godine 31,1+£6,2 30,6 £4,8 0,753
Gestacijska starost, nedelje
gestacije 33,4+3,7 335+3,1 0,900
ITM, kg/m?2 30,9+6,2 25,6 +2,6 < 0,001
Pusacki status, n (%)
nepusaci 26 (87) 30 (83)
pusaci 4 (13) 6 (17) 0,745
Paritet, n (%)
prvorotka 14 (47) 18 (50)
viserotka 16 (53) 18 (50) 0,810
Komplikacije u prethodnoj
trudno¢i, n (%) 12 (75) 5 (27) 0,005
Porodi¢na istorija
komplikacija u trudno¢i, n (%)
da 8 (27) 2 (6)
ne 22 (73) 34 (94) 0,041
Porodi¢na istorija KVB, n (%)
da 13 (43) 11 (31)
ne 17 (57) 26 (69) 0,112

Proseéna starost, gestacijska starost i indeks telesne mase (ITM) su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija
(x£Sd); n: broj; %: procenat; * Chi-kvadrat test za proporcije (procente).
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Prosecna starost, paritet i gestacijska starost u momentu ukljuéivanja u studiju nisu se
razlikovali izmedu ispitivanih podgrupa. Takode nije postojala statisti¢ki znacajna razlika u
pogledu pusackog statusa i porodi¢ne istorije KVB, ali su rezultati Chi-kvadrat testa pokazali
znaCajno veéi procenat zastupljenosti komplikacija u prethodnoj trudno¢i i pozitivne
porodi¢ne istorije komplikacija u trudno¢i u podgrupi pacijentkinja sa preeklampsijom. U
odnosu na kontrolnu podgrupu trudnice sa preeklampsijom su u proseku imale i veci indeks

telesne mase (P < 0,001).

Tabela 26. Koncentracije subpopulacija ekstracelularnih vezikula

KG PEK
EV (N=36) (N=30)
pre porodaja (pp) | nakon porodaja (np) | KG vs PEK | ppvsnp
957 905 24455
PS+ EV/uL (586,5 — 2022,5) (700 — 2100) (1727 — 4235) 0,757 <0,001"
PS+ CD42a+ 353 466 720,5
EV/uL (151,5 — 455) (327 —560) (585 — 1266) 0,012% <0,001°
PS+ CD62E+ 108 91 136,5
EV/uL (66 — 118) (70— 104) (103 — 156) 0,119 <0,001"
PS+ CD142+ 34 29 87
EV/uL (15,5 - 69,5) (15 -59) (20— 189) 0,520 0,022°
PS+ CD106 + 39,5 58 102
EV/uL (27 — 47) (40 — 80) (75— 153)t1t <0,001° <0,001°
295,5 198,5 263
PIGF+ EV/uL | (176,5—408,5) (118 — 327) (150 — 399) 0,065% 0,173

Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Mann-Whitney U post hoc testom;

PS — fosfatidilserin; EV — ekstracelularne vezikule; EV markeri: CD42a = glikoprotein IX (marker trombocita); CD62E = E-
selektin (endotelni marker); CD142 = tkivni faktor (TF); CD106 = vaskularni ¢éelijski adhezioni molekul-1 (VCAM-1); PIGF
= placentalni faktor rasta.

&Znacajna razlika u odnosu na KG: * P < 0,05.

b Znadajna razlika u odnosu na PEK posle porodaja: ® P < 0,05.

U Tabeli 26. su prikazane odgovarajuce subpopulacije ekstracelularnih vezikula
pozitivnih na fosfatidilserin (PS+ EV) i njihove koncentracije koje su odredivane u podgrupi
zdravih trudnica i ispitanica sa preeklampsijom pre i nakon porodaja. Nije nadena statisticki
znacajna razlika u ukupnoj koncentraciji PS+ EV izmedu ispitanica studijske i kontrolne
grupe, ali su statisti¢ki zna¢ajno vise vrednosti nadene kod trudnica sa PEK nakon porodaja.
U svim ispitivanim grupama najveéi udeo PS+ EV poreklom je od trombocita (36,9 % u
kontrolnoj grupi, 51,5 % u grupi ispitanica sa preeklampsijom pre porodaja i 29,5 % u PEK
grupi nakon porodaja, Slika 14).
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m PS+ CD42a+ EV/uL
m PS+ CD62E+ EV/uL
m PS+ CD142+ EV/uL
m PS+ CD106 + EV/uL
m PIGF+ EV/pL

mostalo

m PS+ CD42a+ EV/uL
m PS+ CD62E+ EV/uL
m PS+ CD142+ EV/uL
m PS+ CD106 + EV/uL
E PIGF+ EV/uL

m ostalo

m PS+ CD42a+ EV/uL
m PS+ CD62E+ EV/uL
m PS+ CD142+ EV/uL
m PS+ CD106 + EV/pL
m PIGF+ EV/uL

m ostalo

Slika 14. Uporedni prikaz zastupljenosti ispitivanih subpopulacija ekstracelularnih
vezikula u ukupnoj koncentraciji PS+ EV u kontrolnoj grupi (A), PEK grupi pre
porodaja (B) i nakon porodaja (C).

Poredenjem koncentracija PS+ EV izmerenih u plazmi ispitanica sa preeklampsijom
sa koncentracijama izmerenim u kontrolnoj grupi, statisticki znacajne razlike nadene su samo
za PS+ CD42a+ EV i PS+ VCAM-1+ EV, dok razlika u koncentracijama nije bilo za PS+
endotelne CD62E+ EV, PS+ TF+ EV i PIGF+ EV. U grupi ispitanica sa PEK nakon porodaja
uoceno je povecanje koncentracija svih subpopulacija PS+ EV, koje jedino za PIGF+ EV nije
bilo statisticki znacajno. Na Slici 15. dati su dot plot prikazi za PS+ CD42a+, PS+ VCAM-1+

80



(CD106+) i PIGF+ subpopulacije ekstracelularnih vezikula za reprezentativne uzorke zdrave

trudnice i ispitanice sa preeklampsijom pre i posle porodaja.
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PIGF+ EV u uzorku zdrave trudnice (G) i uzorku ispitanice sa preeklampsijom pre i posle

porodaja (H-I).

Slika 15. Graficki prikazi rezultata proto¢ne citometrije za PS+ CD42a+, PS+ VCAM-1+ i
PIGF+ subpopulacije ekstracelularnih vezikula za reprezentativne uzorke zdrave trudnice i
ispitanice sa preeklampsijom pre i posle porodaja.

Posle iskljucivanja ispitanica kod kojih je primenjivan LMWH (n = 2) pomenute

razlike su se zadrzale (Tabela 27.). Statisticki znacajne razlike ostale su samo za PS+
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CD42a+ EV i PS+ VCAM-1+ EV u podgrupi sa preeklampsijom pre porodaja u poredenju sa
zdravim kontrolama. Takode, i nakon porodaja statisticki znacajno povecane koncentracije

EV su se zadrzale u svim subpopulacijama sem PIGF+ EV.

Tabela 27. Koncentracije subpopulacija ekstracelularnih vezikula posle iskljucivanja
ispitanica koje su primale profilakticke doze LMWH

PEK P
£V KG (N=28)
(N=36) pre porodaja (pp) | nakon porodaja (np) KGvs pp vs np
PEK
957 905 2591
PS+ EV/uL (586,5 — 2022,5) (707 — 2069) (1727 — 4235) b 0,797 0,001°
PS+ CD42a+ 353 466 814
EV/uL (150,5 — 455) (334,5 -558)° (585 —1271) b 0,014° <0,001°
PS+ CD62E+ 108 91 137
EV/uL (66 — 118) (71,5 -105) (104 — 156) b 0,167 <0,001°
PS+ CD142+ 34 29 104
EV/uL (15,5-69,5) (15 -58) (24 —201) b 0,560 0,015°
PS+ CD106+ 39,5 58 103
EV/uL (27 — 47) (40 —79)° (85— 164)" 0,002* | <0,001°
295,5 198,5 266
PIGF+ EV/uL | (176,5—408,5) (121 — 324) (151 — 399) 0,059 0,244

Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Mann-Whitney U post hoc testom;

PS — fosfatidilserin; EV — ekstracelularne vezikule; EV markeri: CD42a = glikoprotein IX (marker trombocita);
CDG62E = E-selektin (endotelni marker); CD142 = tkivni faktor (TF); CD106 = vaskularni ¢elijski adhezioni
molekul-1 (VCAM-1); PIGF = placentalni faktor rasta.

& Znacajna razlika u odnosu na KG: ® P < 0,05.

b Znacajna razlika u odnosu na PEK posle porodaja: ® P < 0,05.

U cilju utvrdivanja poveznosti ispitivanih subpopulacija ekstracelularnih vezikula sa
prethodno odredivanim laboratorijskim parametrima, primenjena je Spearman-ova

korelaciona analiza.

Distribucija ispitivanih parametara hemostaze, CRP-a kao markera inflamacije, i

parametara lipidnog statusa u podgrupama prikazana je u Tabeli 28.
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Tabela 28. Rezultati laboratorijskih testova u ispitivanim podgrupama.

PEK P
Parametar KG pre porodaja nakon porodaja KG vs PEK | ppvsnp
(ppP) (np)
93,5
(90,0 - 1125 107,0
ETP AUC (%) 105,0) (106,0 —119,0) | (101,5-118,0) < 0,001 0,108
tlag (s) 229+ 3,6 23,8+3,1 246 +6,4 0,290 0,511
Cmax (%) 104,8 £ 10,3 1152+ 13,1 1284+ 179 0,001 0,001
tmax (S) 68,8 £ 13,0 68,1+9,2 63,1+12,1 0,820 0,075
OCP (Abs-sum) 2470+ 329 2294 £ 445 246,9 + 50,8 0,070 0,140
OHP (Abs-sum) 177,1+38,1 198,7 + 40,7 219,2+43,8 0,036 0,076
27,3 12,2 8,8
OFP (%) (16,7 — 35,5) (6,7 —18,8) (5,3—-14,4) < 0,001 0,030
CLT (min) 27,3+4,5 33,8+8,9 349+6,4 0,001 0,241
CLT PTCI (min) 21,0+ 3,0 23,939 26,3+2,8 0,003 0,004
ACLT 6,3+1,8 10,7 £ 8,0 8,7+4,6 0,008 0,060
Lag vreme (s) 265,3 £ 62,4 283,3+61,8 322,0+ 745 0,256 0,053
Vmax (AU/min) 0,47 +£0,14 0,55%0,10 0,57 0,16 0,016 0,721
Max Abs (AU) 1,36 + 0,18 1,25+0,21 1,30+ 0,24 0,042 0,165
AT (%) 99,1+9,6 92,5+14,3 1054+ 14,9 0,029 < 0,001
14 15 2,4
D-dimer (mg/L FEU) (1,2-1,8) (0,9-24) (2,0-3,1) 0,580 0,003
FVIII (%) 189,1+78,3 | 2599+ 1154 343,2 + 103,6 0,004 0,004
Fibrinogen (g/L) 50+1,1 51+1,0 56+13 0,666 0,068
6,6 7,2 5,6
TAT (ug/L) (5,5-8,7) (5,6 —9,9) (3,9-17,8) 0,467 0,071
2,5 6,8 35,8
hsCRP (mg/L) (1,4-4,7) (3,0-9,8) (20,2 —65,9) 0,001 < 0,001
uk. holesterol
(mmol/L) 6,85 + 1,46 7,06 £ 1,58 6,54 +1,18 0,581 0,009
LDL hol. (mmol/L) 3,70+111 3,40 £1,16 3,58 £1,02 0,421 0,113
HDL hol. (mmol/L) 1,69 + 0,38 1,56 + 0,41 1,29+0,34 0,182 < 0,001
trigliceridi (mmol/L) 2,88 + 0,91 4,67 £1,68 3,39 +1,22 < 0,001 < 0,001
15,5 31,1 42,4
Lp(a) (nmol/L) (8,5 —64,8) (9,0 — 88,0) (14,1 -94,6) 0,448 < 0,001

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (x+Sd) i poredeni t-testom ili kao medijana sa
interkvartilnim rasponom i poredeni Mann-Whitney U testom (naznaceno u tabeli);
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U podgrupi ispitanica sa preeklampsijom su nadene poviSene vrednosti ETP, visine
pika i OHP, kao i snizene OFP vrednosti u odnosu na podgrupu zdravih trudnica. Vreme
liziranja ugruska je bilo znacajno produzeno, i sa i bez dodatka PTCI, uz znacajno vece
vrednosti ACLT, poveéanu brzinu polimerizacije fibrina i smanjenu debljinu fibrinskih
vlakana u PEK podgrupi. Koncentracija antitrombina je bila znafajno smanjena, dok su
aktivnost FVIII, CRP i koncentracija triglicerida bili poviseni u odnosu na kontrolnu
podgrupu. U PEK podgrupi nakon porodaja su zabelezeni znaCajan porast visine pika i
dodatno smanjena fibrinoliza pracena izrazenijim produzenjem CLT PTCI, bez statisticki
znacajne promene vrednosti parametara fibrinskog ugruska. Takode je zabelezeno povecanje
vrednosti AT, D-dimera, FVIII, CRP i Lp(a), kao i sniZzenje koncentracije ukupnog i HDL
holesterola i triglicerida.

Rezultati Spearman-ove korelacione analize izmedu pojedinih subpopulacija
ekstracelularnih vezikula i ispitivanih parametara prikazani su u Tabeli 29. Korelacionom
analizom utvrdeno je prisustvo znacajnih vrednosti koeficijenta korelacije izmedu ukupne
koncentracije PS+ EV i ukupnog koagulacionog potencijala (OCP), i to inverzne korelacije
umerenog stepena (r = -0,47; P = 0,009). Postojanje znacajnih korelacija PS+ EV je utvrdeno
i sa ukupnim hemostatskim potencijalom ((OHP) r = -0,49; P = 0,007), kao i parametrima
fibrinskog ugruska: maksimalnom apsorbancijom ((Max Abs) r = -0,49; P = 0,011) i brzinom
polimerizacije ((Vmax) r = -0,41; P = 0,031). Direktna korelacija je nadena izmedu PS+ EV i
TAT (r =0,39; P =0,035), kao i koncentracije triglicerida (r = 0,44; P = 0,017). Svi pomenuti
parametri, izuzev TAT, pokazali su znacajnu korelaciju i sa koncentracijom PS+ TF+ EV
((OCP) r = -0,44; P = 0,016; (OHP) r = -0,49; P = 0,007; (Max Abs) r = -0,49; P = 0,019;
(Vmax) r = -0,46; P = 0,013; (trigliceridi) r = 0,53; P = 0,003). Takode, utvrdeno je postojanje
znacajne negativne korelacije umerenog stepena koncentracije PIGF+ EV sa Max Abs i
Vmax (r = -0,46; P = 0,014 i r = -0 53; P = 0,004), dok su za PS+ VCAM-1+ EV znacajne
vrednosti koeficijenta korelacije nadene samo za FVIII aktivnost (r = 0,39; P = 0,034).
Korelacionom analizom nije utvrdeno postojanje statisticki znafajne povezanosti

koncentracija PS+ trombocitnih i PS+ endotelnih EV i ispitivanih parametara.
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Tabela 29. Rezultati korelacione analize izmedu pojedinih subpopulacija ekstracelularnih
vezikula i ispitivanih parametara

PS+ PS+ CD42a+ PS+ CD62E+ PS+CD142+ PS+ CD106+ PIGF+

EV/uL EV/puL EV/uL EV/puL EV/puL EV/uL

Rho (P) Rho (P) Rho (P) Rho (P) Rho (P) Rho (P)
ETP AUC -.175 -.070 -.200 -.318 -.053 -.315
(%) (.356) (.714) (.289) (.087) (.780) (.090)
tlag -.236 -.163 -.169 .062 331 -.269
(s) (.209) (-390) (.371) (.744) (.074) (.151)
Cmax -.001 219 -.118 -.273 110 -.164
(%) (.997) (.244) (.533) (.145) (.562) (.386)
tmax -.162 -.007 -.124 -.025 .068 -.115
(s) (.393) (.969) (.514) (.896) (.719) (.543)
OCP -.469** -.138 -.241 -.436* .003 -.349
(Abs-sum) (.009) (.468) (.200) (.016) (.987) (.058)
OHP -.489** -.167 -.237 -491** -.071 -.363
(Abs-sum) (.007) (.387) (.468) (.007) (.716) (.053)
OFP -.104 .001 -.125 232 -.070 103
(%) (.583) (.999) (.509) (.218) (.713) (.589)
CLT -.002 -.170 -.026 -.338 -311 -.208
(min) (.993) (.396) (.897) (.084) (.114) (.299)
CLT PTCI 129 JA11 156 -.170 -.069 .043
(min) (.497) (.560) (.410) (.370) (.717) (.822)
ACLT -.021 -.208 -.192 -.225 -.322 -.268
(.918) (.299) (.338) (.258) (.101) (.177)
Lag time -.009 .041 315 -.129 .368 -.085
(s) (.963) (.837) (.103) (.512) (.054) (.669)

Vmax -.409* -.198 -.282 -.465* -.229 -.525**
(AU/min) (.031) (.312) (.145) (.013) (.241) (.004)
Max Abs -.493* -.285 -.280 -.458* .069 -.396*
(AU) (.011) (.159) (.166) (.019) (.738) (.045)
ATII .053 .087 .032 -174 -.049 -.061
(%) (.781) (.648) (.867) (.358) (.796) (.749)
D-dimer .203 .070 196 .084 -.126 .026
(mg/L FEU) (.283) (.713) (.299) (.658) (.509) (.892)
FVIII 117 .183 .207 .030 .389* .093
(%) (.537) (.334) (.273) (.875) (.034) (.627)
fibrinogen -112 118 .169 -.133 -.081 .063
(g/L) (.556) (.536) (.373) (.482) (.669) (.740)
TAT .387* 176 .091 .090 -.143 .201
(ug/L) (.035) (-352) (.633) (.637) (.452) (.288)
hsCRP -191 .007 110 133 -.007 077
(mg/L) (.313) (.971) (.565) (.484) (.971) (.684)
ukupni holesterol .283 170 021 .233 -.010 201
(mmol/L) (.136) (.379) (.914) (.223) (.959) (.296)
HDL holesterol -.223 -.182 -.007 -171 -.094 -.097
(mmol/L) (.246) (.345) (.973) (.375) (.626) (.615)
trigliceridi 440% 170 175 .529** JA11 .350
(mmol/L) (.017) (.377) (.363) (.003) (.568) (.063)
Lp(a) 176 .140 -.057 .100 -.048 125
(nmol/L) (.360) (.469) (.769) (.608) (.803) (.519)

Rho — Spearman-ov koeficijent korelacije;

PS — fosfatidilserin; EV — ekstracelularne vezikule; EV markeri: CD42a = glikoprotein 1X (marker trombocita); CD62E = E-
selektin (endotelni marker); CD142 = tkivni faktor (TF); CD106 = vaskularni ¢elijski adhezioni molekul-1 (VCAM-1); PIGF
= placentalni faktor rasta.

*statisticki znacajna korelacija — *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.
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S obzirom da na koli¢inu produkovanih EV uticu faktori poput krvnog pritiska,
starosne dobi i ITM, uradena je Pearson-ova korelaciona analiza, kao i parcijalna korelacija
koja omogucava kvantifikovanje linearne asocijacije izmedu varijabli pri ¢emu se iskljucuje
uticaj jednog ili viSe faktora. Prethodno je izvrSena logaritamska transformacija vrednosti
parametara koji nisu imali normalnu raspodelu. Sve znacajne asocijacije utvrdene Spearman-
ovom korelacionom analizom ranga su nadene i sa Pearson-ovom korelacionom analizom,
izuzev korelacije izmedu PIGF+ EV i1 Max Abs (Tabela 30.).

Tabela 30. Rezultati Pearson-ove korelacione analize izmedu pojedinih subpopulacija
ekstracelularnih vezikula i ispitivanih parametara

Log PS+ Log PS+
Log PS+ PS+ CD42a+ PS+ CD62E+ CD142+ CD106+  Log PIGF+

EV/uL EV/uL EV/uL EV/puL EV/uL EV/uL
r (P) r (P) r (P) r (P) r (P) r (P)
ETP AUC -.249 -.078 -.313 -.340 -.031 -.340
(%) (.185) (.684) (.092) (.066) (.872) (.066)
tlag -127 -.152 -112 .061 314 -.208
(s) (.504) (.424) (.555) (.750) (.091) (.269)
Cmax .024 129 -124 -.302 .203 -127
(%) (.900) (.496) (.515) (.105) (.283) (.505)
tmax -124 .006 -.102 -.041 .082 -112
(s) (.513) (.976) (.593) (.828) (.667) (.556)
OCP -.399* -.135 -172 -.495** 107 =274
(Abs-sum) (.029) (.478) (.364) (.005) (.573) (.142)
OHP -.394* -171 -.253 -.659%** -.014 -.355
(Abs-sum) (.034) (.396) (.185) (<.001) (.944) (.059)
Log OFP -.209 .009 -115 .248 -.045 -.011
(%) (.268) (.961) (.546) (.186) (.812) (.954)
CLT -134 -.279 -.283 -.309 -.358 -.262
(min) (.506) (.159) (.153) (.116) (.067) (.187)
CLT PTCI 074 .091 147 -.140 .087 .087
(min) (.696) (.632) (.439) (.460) (.647) (.647)
Log ACLT -.096 -.303 -.286 -.267 -.335 -.281
(.632) (.125) (.148) (.178) (.088) (.155)
Lag time 144 -.103 151 -.200 439* .027
(s) (.463) (.601) (.442) (-307) (.019) (.891)

Vmax -.551** -.133 -.287 -.449*% -.337 -.539**
(AU/min) (.002) (.501) (.139) (.016) (.079) (.003)
Max Abs -.510** -.328 -.236 -.501** .186 -.357
(AU) (.008) (.102) (.245) (.009) (.364) (.074)
ATIII .066 .056 076 -221 -.010 -.080
(%) (.728) (.767) (.688) (.241) (.957) (.675)
Log D-dimer .140 .051 .169 134 -.206 .066
(mg/L FEU) (.460) (.788) (.371) (.480) (.275) (.731)
FVIII 136 228 .305 -.103 .378* .106
(%) (.473) (.226) (.101) (.587) (.040) (.578)
Log fibrinogen -.075 .099 124 -.167 -.059 .065
(g/L) (.695) (.604) (.512) (-379) (.755) (.734)
Log TAT 402* 198 .166 133 .018 237
(ug/L) (.028) (.295) (.380) (.483) (.923) (.207)
Log hsCRP -.079 071 112 .280 .045 212
(mg/L) (.678) (.707) (.555) (.134) (.814) (.260)
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Tabela 30. nastavak

Log PS+ Log PS+
Log PS+ PS+ CD42a+ PS+ CD62E+ CD142+ CD106+  Log PIGF+
EV/uL EV/uL EV/uL EV/uL EV/uL EV/uL
r (P) r (P) r (P) r (P) r (P) r (P)
ukupni holesterol .267 113 -.016 .166 .019 227
(mmol/L) (.161) (.558) (.934) (.390) (.920) (.237)
HDL holesterol -.225 -.300 .001 -172 -.056 -.092
(mmol/L) (.240) (.114) (.996) (.373) (.771) (.635)
trigliceridi 400* 191 .084 449* .100 .303
(mmol/L) (.032) (.320) (.666) (.015) (.606) (.110)
Lp(a) .076 119 -.056 .091 -.082 .088
(nmol/L) (.695) (.538) (.774) (.638) (.672) (.650)

r — Pearson-ov koeficijent korelacije; *statisti¢ki znacajna korelacija — *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.

Uzimajuéi u obzir prilagodeni uticaj maternalne starosti i ITM utvrdena je umerena
korelacija izmedu PS+ CD62E+ endotelnih EV i ETP (r = -0,42; P = 0,030), ali se izgubila

znacajnost Pearson-ovog koeficijenta korelacije izmedu koncentracije PS+ CD106+ EV i

aktivnosti FVIII (Tabela 31.). Dodatno ukljucivanje kontrole uticaja krvnog pritiska nije

znacajno uticalo na rezultate parcijalne korelacije.

Tabela 31. Rezultati parcijalne korelacione analize izmedu pojedinih subpopulacija
ekstracelularnih vezikula i ispitivanih parametara hemostaze posle prilagodenog uticaja

maternalne starosti i ITM

Log PS+ Log PS+
Log PS+ PS+ CD42a+ PS+ CD62E+ CD142+ CD106+ Log PIGF+
EV/uL EV/uL EV/uL EV/uL EV/uL EV/uL

r (P) r(P) r (P) r (P) r(P) r (P)
ETP AUC -.240 -.123 - 417** -.326 -.031 -.362
(%) (.228) (.540) (.030) (.097) (.879) (.063)
Cmax .048 .084 -.249 -.283 216 -.155
(%) (.814) (.678) (.210) (.153) (.279) (.440)
OoCP -416** -.118 -.158 -511* .073 -.288
(Abs-sum) (.031) (.556) (.431) (.006) (.717) (.145)
OHP -.389* -.169 -.262 -.665%** -.032 -.362
(Abs-sum) (.040) (.400) (.186) (<.001) (.874) (.064)
Log OFP -.219 011 -.067 .233 011 .010
(%) (.273) (.957) (.740) (.242) (.958) (.960)
Vmax -.551** =177 -.359 -.453* -.306 -.549**
(AU/min) (.004) (.388) (.072) (.020) (.129) (.004)
Max Abs -.507* -.376 -.313 -.496* 243 -.369
(AU) (.011) (.070) (.136) (.014) (.252) (.076)
FVII .164 207 215 -.062 299 .061
(%) (.412) (.299) (.280) (.759) (.130) (.763)

r — Pearson-ov koeficijent korelacije; *statisticki znacajna korelacija — *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.
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S. DISKUSIJA

Preeklampsija predstavlja multisistemski poremecaj specifican za humanu trudnocu i
jedan je od vodecih uzroka perinatalnog i maternalnog morbiditeta i mortaliteta. Medutim,
Stetni efekti preeklampsije nisu ograni¢eni samo na period gestacije i1 puerperijuma, vec
ostavljaju dugoro¢ne posledice kako na majku tako i na njeno potomstvo, naro€ito ukoliko je
preeklampti¢na trudno¢a bila udruzena sa intrauterusnim zastojem u razvoju ploda ili

zavrSena prevremenim porodajem (31,43,44,216,217).

Smatra se da pojava preeklampsije pod fizioloSkim stresom Koji je prisutan u trudnoéi
moze razotkriti rizik za nastanak nepovoljnog kardio-metabolickog profila i
kardiovaskularnih bolesti kasnije u toku zivota (218). Iako mehanizam nastanka ove uzro¢no-
posledi¢ne veze nije u potpunosti razjaSnjen, brojna istrazivanja su doprinela da
preeklampsija bude prepoznata kao dugorocni faktor rizika za nastanak kardiovaskularnih
bolesti (KVB) i uvrstena u vazece vodice (45,46). Istovremeno, tradicionalni faktori rizika za
KVB, kao $to su hipertenzija, diabetes mellitus i gojaznost, predstavljaju predisponirajuce
faktore za nastanak preeklampsije. U skladu sa prethodno navedenim, rezultati naSeg
istrazivanja pokazuju znacajno veci broj preeklampti¢nih trudnica sa povisenim ITM, kao i
znacajno povecan broj ispitanica sa hipertenzijom i dijabetesom. Isto tako, nuliparitet nosi sa
sobom znacajan rizik za nastanak preeklampsije 1 poznato je da se preeklampsija znatno
¢esce javlja u prvoj trudnoéi, ali u nasoj studiji nije bilo razlike u paritetu izmedu ispitivanih
grupa. Nasuprot tome, u grupi preeklampti¢nih trudnica utvrden je znacajno poveéan broj
ispitanica sa prisustvom komplikacija u prethodnoj trudnoci, kao i znacajno veci broj
trudnoca koji je ostvaren vestackom oplodnjom. Oba navedena faktora se svrstavaju u faktore

umerenog rizika za preeklampsiju (15).

Pored navedenog, preeklampsija i KVB ne samo da imaju zajedni¢ke faktore rizika,
ve¢ Se i patofizioloSki procesi koji u¢estvuju u nastanku i razvoju ovih oboljenja znacajno
preklapaju. Centralni dogadaj u razvoju kako KVB, tako i preeklampsije, je disfunkcija
endotela koju podsti¢u vazokonstrikcija, zna¢ajne metabolicke promene i prisutna sistemska
inflamacija (219,220). Oba poremecaja su okarakterisana i aktivacijom sistema koagulacije
koji u preeklampsiji dodatno doprinosi hiperkoagulabilnosti koja je fizioloski prisutna u

trudnoci.

Medutim, iako postoje brojni dokazi o aktivaciji koagulacije i supresiji fibrinolize u

preeklampsiji, pove¢anom intra- i perivaskularnom formiranju fibrinskih depozita, kao i

88



njihovoj ulozi u nastanku i razvoju preeklampsije, rutinski testovi hemostaze nisu dali
znacajan doprinos ni dijagnostifikovanju ni prac¢enju ovog sindroma (221). Moze se reéi da se
heterogenost sindroma preeklampsije upravo ogleda i u kompleksnosti promena u sistemu

koagulacije koje su svakako deo i patofiziologije i klinickih manifestacija preeklampsije.

5.1. Globalni testovi hemostaze

S obzirom da prokoagulabilno stanje u preeklampsiji dovodi do povecanog stvaranja
trombina, aktivacije trombocita i formiranja fibrinskih depozita u krvnim sudovima brojnih
organa cilj ovog istrazivanja je bio da se primenom globalnih testova ispitaju hemostatske
promene u preeklampsiji, pre i nakon porodaja, kao i da se utvrdi njihova eventualna
povezanost sa ishodima preeklampti¢ne trudnoce. Pored toga, ispitivan je kvalitet fibrinskih

ugrusaka i1 njihova struktura.

Normalna trudnoca je pracena promenama u svim aspektima hemostaze: pove¢anjem
koncentracije ve¢ine faktora koagulacije (fibrinogena, faktora VII, VIII, IX, X i XII, vVWF
Ag) i smanjenjem koncentracije nekih prirodnih antikoagulantnih faktora (protein S) uz
istovremeno smanjenje fibrinolize usled porasta vrednosti inhibitora fibrinoliti¢ke aktivnosti:
trombinom aktiviranog fibrinolitickog inhibitora (TAFI) i inhibitora aktivatora plazminogena
112 (PAI-11PAI-2). Poremecaj delikatne hemostatske ravnoteze, odnosno ravnoteze izmedu
sistema koagulacije i fibrinolize, koji rezultuje prokoagulantnim stanjem u normalnoj
trudnoé¢i dodatno je izrazen u preeklampsiji. Brojne studije su pokazale da je postojanje
prekomerno aktivirane intravaskularne koagulacije u preeklampsiji praceno formiranjem
fibrinskih depozita u zidu glomerularnih kapilara i spiralnim arterijama placente. Ove
promene su okarakterisane povisenim nivoima faktora koagulacije, postepenim povecanjem
vrednosti markera in vivo stvaranja trombina (F1+2 i TAT) i smanjenjem koncentracije
regulatornih proteina koagulacije, prevashodno antitrombina (AT) (149,222,223). Medutim,
hemostatski disbalans u preeklampsiji ne moze se pripisati samo aktiviranoj koagulaciji, jer
postoje brojni nalazi i o prisustvu poremecene fibrinolize, koja se pre svega javlja zbog
izmenjenih nivoa PAI-1 i PAI-2. Povisene vrednosti PAI-1 i odnosa PAI-1/PAI-2, kao i
smanjena sinteza PAI-2 su povezani sa placentalnom insuficijencijom i endotelnom
disfunkcijom (159,224). Stecena hiperkoagulabilnost u preeklampsiji dodatno povecava rizik
za razvoj VTE, koji je posebno izrazen kod teske forme preeklampsije povezane sa

intrauterusnim zastojem u razvoju ploda (225). Istovremeno preeklampsija je povezana i sa
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znacajnim rizicima od krvarenja usled komplikacija kao $to su abrupcija placente, HELLP

sindrom i o$tecenje bubrega (226).

U skladu sa prethodno navedenim, analiza nasih rezultata ETP testa je pokazala da
preeklampti¢ne trudnice imaju znacajno vece vrednosti ETP i visinu pika u odnosu na zdrave
trudnice (P < 0,001), ¢ime su potvrdeni nalazi prethodnih studija i dokazano prisustvo
prokoagulabilnog stanja u preeklampsiji. Takode, imaju¢i u vidu da povecano stvaranje
trombina ukazuje na tendenciju ka trombozi, znacajno vece koli¢ine Stvorenog trombina i
postizanje vec¢ih maksimalnih koncentracija trombina u preeklampsiji predstavljaju potvrdu
postojanja dodatnog rizika za trombozu. Pored toga, nalaz produzenog vremena koje
odgovara fazi inicijacije je moguci razlog zbog kog rutinski skrining testovi koagulacije ne
pokazuju odstupanje u preeklampsiji. Povisene ETP vrednosti su nadene i nakon 1 — 1,5
godine od preeklampti¢ne trudnoée (227), ali nijedna od prethodno navedenih studija nije
merila ETP (kapacitet za stvaranje trombina) kod preeklampti¢nih pacijentkinja nakon
porodaja. Iz tog razloga, kao i zbog Cinjenice da ne postoji efikasna terapija preeklampsije i
da porodaj i dalje predstavlja jedini ,lek”, u naSoj studiji ispitivali smo i promene ETP
vrednosti u periodu nakon porodaja. Nasi rezultati pokazuju da je hiperkoagulabilno stanje
okarakterisano poveéanim stvaranjem trombina u preeklampsiji dodatno pospeseno nakon
porodaja. lako nije bilo razlike u koli¢ini stvorenog trombina pre i nakon porodaja, kod
preeklampti¢nih trudnica nakon porodaja su izmerene znacajno poviSene vrednosti
maksimalnih koncentracija trombina. Poznato je da je rizik od nastanka tromboze u
postpartalnom periodu i do 5 puta veci u odnosu na period trudnoce, dok je u odnosu na Zene
koje nisu trudne rizik ¢ak od 21 — 84 puta veci. Rizik je najveci u periodu od 2 dana do 3
nedelje od porodaja, a znacajno mu doprinosi 1 porodaj carskim rezom, kako se u najvecem
broju slucajeva i zavrSava preeklampti¢na trudnoc¢a (228-230). Uzimajuci u obzir rezultate
naSeg istrazivanja moze se zakljuditi da je visina pika, odnosno maksimalna koncentracija
trombina stvorena u ETP testu, bolji pokazatelj hiperkoagulabilnog stanja u odnosu na ETP
AUC vrednosti.

Drugi globalni test koris¢en u naSoj studiji, ukupni hemostatski potencijal (engl.
Overall Haemostatic Potential — OHP), omogucava istovremenu procenu koagulacionog i
fibrinolitickog potencijala. Nasi rezultati, u skladu sa prethodnim nalazima, ukazuju na
postojanje hipofibrinolitickog stanja u preeklampsiji koje se ogleda u znacajno povisenim
OHP i snizenim OFP vrednostima u odnosu na normalnu trudnoéu, kao i produzenju vremena

lize ugruska (CLT) (175,178). Po dodatku PTCI (specificnog TAFI-inhibitora) zabelezeno je
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znacajno skrac¢ivanje CLT vrednosti kod pacijentkinja sa preeklampsijom u poredenju na
zdrave trudnice. Ovaj nalaz, zajedno sa znacajnom korelacijom izmedu ACLT i OFP,
sugeriSe da se dodatno smanjenje fibrinolize u preeklampsiji moze bar delimi¢no pripisati
dejstvu TAFI. Kod preeklampti¢nih trudnica nakon porodaja, fibrinoliticka aktivnost je bila
dodatno suprimirana na $ta ukazuje znacajan pad u vrednostima OFP i dodatno produzenje
CLT. I OHP vrednosti su bile vise u 0voj grupi, mada nije nadena statisticki znac¢ajna razlika
izmedu vrednosti pre i posle porodaja. Produzenje vremena lize se umanjilo nakon dodatka
PTCI, ali nije bilo znacajnih razlika u odnosu na CLT rezultate istih pacijentkinja pre
porodaja. Do sada objavljene studije koje su istrazivale nivoe TAFI i CLT u preeklampsiji
pokazale su oprecne rezultate (178,179,231,232). Antovi¢ i saradnici su analizirali ulogu
TAFI u poremecaju fibrinolize u preeklampsiji i [IUGR u tre¢em trimestru trudno¢e kod 46
preeklampti¢nih i 16 zdravih trudnica i pokazali znacajno nize srednje vrednosti TAFI Ag u
grupi pacijentkinja sa preeklampsijom. U podgupi od 15 pacijentkinja i 10 zdravih trudnica
odredivani su takode i CLT 1 ukupan fibrinoliticki potencijal. Kod 10 (67 %) Zena sa
preeklampsijom liza ugruska nije postignuta nakon dva sata, a kod preostalih pet (33 %) CLT
je bio znacajno duzi nego u kontrolnoj grupi. Medutim, nije bilo razlika u srednjim
vrednostima CLT izmedu ove dve grupe. Ukupan fibrinoliticki potencijal koji je bio znacajno
niZi u grupi pacijentkinja sa preeklampsijom, nije se znacajno promenio dodatkom PTCI.
Autori su zaklju¢ili da poremecaj fibrinolize kod zena sa preeklampsijom i/ili IUGR nije
posledica snizenih nivoa TAFI, koji su verovatno nastali kao rezultat poremecene funkcije
jetre i povecanog izlu¢ivanja urinom (178). Nasuprot tome, u studiji koja je ukljucila 30
trudnica sa preeklampsijom i 30 zdravih Zena u treCem trimestru trudno¢e nadene su neznatno
poviSene vrednosti TAFI Ag kod Zena sa preeklampsijom, te su autori svoje rezultate pripisali
mnogo manjem prisustvu teSkih formi preeklampsije u odnosu na prethodno pomenutu
studiju (samo 7 % u poredenju sa 63 % u prethodnoj studiji) (231). Martinez-Zamora i
saradnici ispitivali su promene CLT i TAFI Ag kod 76 zdravih trudnica i 82 pacijentkinje sa
preeklampsijom tokom trudnoce i1 Sest nedelja nakon porodaja. U kontrolnoj grupi je
zabelezeno progresivno povecanja nivoa TAFI Ag, koji je zatim opao nakon porodaja, ali nije
bilo statisticki znacajne razlike u nivoima TAFI Ag ili CLT izmedu pacijentkinja i kontrolne
grupe tokom trudnoc¢e. Medutim, nakon porodaja zene sa preeklampsijom su imale znacajno
viSe nivoe TAFI Ag i duzi CLT u odnosu na kontrolnu grupu, $to je ukazivalo na zaostali
poremecaj fibrinolize i nakon porodaja (179). Mada, ako se u obzir uzmu i nasi prethodno
opisani rezultati o povecanom stvaranju trombina u preeklampsiji, utvrdeno smanjenje

fibrinoliticke aktivnosti bi upravo moglo da se objasni prekomernim stvaranjem trombina sto
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moze da dovede do aktivacije TAFI. Pored toga, vrednosti OFP i CLT kod trudnica sa
preeklampsijom nakon porodaja upucuju na zakljucak da je postpartalni poremecaj fibrinolize
najmanje u istom obimu kao i pre porodaja, ako ne i izrazeniji. Medutim, i pored
hipofibrinoliti¢kog stanja U 0VOj grupi je zabelezen znacajan porast vrednosti D-dimera u
odnosu na vrednosti pre porodaja. S obzirom da nije bilo razlike izmedu vrednosti D-dimera
u kontrolnoj grupi i preeklampsiji, poviSen nalaz D-dimera nakon porodaja pokazuje da je, i
pored supresije fibrinolize, fibrinoliticki sistem funkcionalno aktivan, kao i da su procesi

koagulacije i stvaranje fibrina dodatno pojacani u odnosu na stanje pre porodaja.

Tome u prilog govore i rezultati ispitivanja karakteristika fibrinskog ugruska
sprovedeni u ovom istrazivanju. Poslednjih godina objavljen je veliki broj studija u kojima su
razli¢ite tromboembolijske bolesti dovedene u vezu sa protrombotickim strukturnim
promenama fibrinskih ugrusaka. Stvaranje fibrinskih mreza koje su gusc¢e, brzo se formiraju i
sporije liziraju opisano je u idiopatskom VTE, akutnom koronarnom sindromu, mozdanom
udaru i drugim kardiovaskularnim oboljenjima, kao i u dijabetesu i autoimunim oboljenjima,
ali su podaci o strukturi fibrinskih ugrusaka u preeklampsiji oskudni (233-235). Svakako,
povezanost strukture i karakteristika fibrinskih ugrusaka formiranih in vitro u plazmi
pacijenata sa prethodno pomenutim oboljenjima omogucéila je uvid u jedan znacajan aspekt
trombotickih promena. U naSem istrazivanju primenom turbidimetrijskih merenja i SEM
potvrdeno je da u uzorcima pacijentkinja sa preeklampsijom ex vivo dolazi do formiranja
vrstih fibrinskih ugrusaka veée gustine koji su relativno otporni na fibrinolizu. Stavise,
rezultati turbidimetrijskih merenja (veca brzina polimerizacije (Vmax) i nize vrednosti Max
Abs) ukazuju na brze formiranje kondenzovanih fibrinskih ugrusaka sastavljenih od tanjih
vlakana, odnosno izmenjena svojstva fibrinskih ugrusaka u preeklampsiji. S obzirom da se
radi o in vitro ispitivanju pozeljno je da se u razmatranju dobijenih rezultata osvrnemo na
uticaj koncentracije trombina na strukturu fibrinskog ugruska u turbidimetrijskim merenjima.
Poznato je da pri niskim koncentracijama trombina povecanje njegove koncentracije dovodi
do skracenja lag faze, povecanja maksimalne brzine nastanka turbiditeta i smanjenja
maksimalnog turbiditeta. Pod elektronskim mikroskopom vidi se viSe snopova fibrinskih
vlakana koja su tanja (236). Tokom izvodenja eksperimenta u naSem istrazivanju koris¢eni su
razblazeni uzorci i nize koncentracije trombina kako bi se povecala reproducibilnost
odredivanja vremena lag faze (212). S tim u vezi mozZemo pretpostaviti da znacajno povisene
vrednosti ETP u preeklampsiji, ukazuju na vecu ukupnu koli¢inu stvorenog trombina u in

vitro aktiviranoj koagulaciji, $to u turbidimetrijskim merenjima rezultuje porastom Vmax i
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smanjenjem Max Abs. Isto tako, nepostojanje razlika izmedu vrednosti Vmax i Max Abs pre
i nakon porodaja moze da se objasni postojanjem istog kapaciteta za stvaranje trombina u
ovim grupama, s obzirom na to da nije bilo razlike u ETP vrednostima pre i posle porodaja.
Duzine lag faze izmedu preeklampsije i zdrave trudnoce u nasoj studiji nisu se razlikovale, ali
je lag faza bila znacajno produzena kod trudnica sa preeklampsijom nakon porodaja. Imajuci
u vidu pomenuti uticaj koncentracije trombina, kao i podatak da povecanje koncentracije
fibrinogena dovodi do skracenja lag faze (236), produzenje lag vremena u preeklampsiji
nakon porodaja je neocekivan nalaz. Produzeno vreme lag faze ukazuje na inhibiranu
polimerizaciju fibrina u pocetnoj fazi formiranja ugruska, posto oligomeri fibrina treba da
dostignu dovoljnu duzinu da bi mogli da se Sire bo¢no i formiraju fibrinska vlakna, $to se u
turbidimetrijskim merenjima registruje naglim porastom apsorbancije. Sli¢no je uoceno kod
pacijenata u krajnjem stadijumu renalne bolesti (engl. end-stage renal disease, ESRD) gde su
autori sugerisali da je mogu¢ uticaj drugih sastojaka plazme, ali i da zbog velike varijabilnosti
KV izmedu serija merenja ove rezultate treba uzeti sa zadrskom (237). U jedinoj do sada
objavljenoj studiji koja je ispitivala parametre stvaranja fibrina u preeklampsiji, Haire i
saradnici nisu utvrdili znacajne razlike u maksimalnoj brzini formiranja fibrina izmedu
preeklampti¢nih 1 zdravih trudnica, ali su vrednosti u ove dve grupe bile znacajno vece u
odnosu na Zene van trudnoce. Vrednosti lag faze se nisu razlikovale medu ispitivanim
grupama (238). Medutim, zbog razlike u metodologiji izvodenja turbidimetrijskih merenja,
pre svega primene visoke koncentracije TF umesto trombina, tesko je porediti rezultate
pomenute studije sa nalazima dobijenim u nasem istrazivanju. Nesumnjivo mogucnost da
rezultate turbidimetrijskin merenja uporedimo sa SEM fotografijama reprezentativnih
fibrinskih ugrusaka pruzila nam je bolji uvid u strukturu reprezentativnih fibrinskih ugrusaka
i pomogla u tumacenju ostalih rezultata. Na prikazanim fotografijama (Slika 12.) jasno se
moze videti da reprezentativni fibrinski ugrusak pacijentkinje sa preeklampsijom ima znatno
guséu strukturu u odnosu na ugruske dobijene iz uzorka zdrave trudnice i normalnog pool-a
plazme, S$to je potvrdeno i merenjem vrednosti gustine fibrinske mreZze na ovim
fotografijama. Poznato je da fibrinski ugrusci koji se sastoje od tankih vlakana organizovanih
u gustu mrezu pokazuju trombogene osobine zbog svoje otpornosti na liziranje koja je
zapravo posledica takve strukture (176). Takode, iako tacan mehanizam nije razjasnjen,
utvrdeno je da su povecani nivoi fibrinogena, Lp(a) i CRP, kakvi se srecu u preeklampsiji,
povezani su formiranjem cCvrstih fibrinskih ugruSaka otpornih na lizu (239). Stoga ove
nepovoljne morfoloSke karakteristike i izmenjena struktura fibrinskih ugrusaka udruZeni sa

potvrdenom aktivacijom koagulacije i supresijom fibrinoliticke aktivnosti u preeklampsiji
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sigurno doprinose stvaranju fibrinskih depozita i samim tim i poremecajima u
mikrocirkulaciji, kakvi se u ovom sindromu vidaju na nivou placente i bubrega. Na ovaj
naéin navedeni poremecaji mogu dodatno da favorizuju hiperkoagulabilno stanje i povecaju
rizik od tromboze. Naravno, treba imati u vidu da in vivo postoje znac¢ajni modulatori (protok
krvi, c¢elije, ekstracelularne vezikule, endotel, endogene i egzogene supstancije,
posttranslacione modifikacije fibrinogena) koji uti¢u na karakteristike i strukturu fibrinske
mreze i efikasnost fibrinolize, te stoga predstavljene nalaze treba posmatrati u Sirem

kontekstu (176,240,241).

5.2. Ostali laboratorijski parametri

U na8oj studiji odredivani su slede¢i parametri hemostaze: antitrombin (AT), D-
dimer, aktivnost FVIII, fibrinogen i trombin-antitrombin kompleks (TAT). Pored toga
odredivani su: hsCRP, lipidni profil (ukupan holesterol, LDL i HDL holesterol, trigliceridi),
lipoprotein (a) (Lp(a)), kao i IgA, 1gG i IgM antifosfolipidna antitela (anti-B2 glikoprotein I
antitela i antikardiolipinska antitela). Rezultati laboratorijskih analiza u preeklampsiji
nesumnjivo odrazavaju poremecaj ravnoteze izmedu procesa koagulacije i fibrinolize, kao i

heterogenu prirodu ovog sindroma (138,148,156,242).

Mnogi autori su pokazali da u preeklampsiji dolazi do znacajnog snizenja aktivnosti
AT, koje se medutim normalizuje odmah nakon porodaja (142,243). Rezultati nase studije
takode, potvrduju znacajno snizene vrednosti AT u grupi trudnica sa preeklampsijom pre
porodaja, kao i poveéanje AT nakon porodaja na nivoe zabelezene u kontrolnoj grupi.
Pretpostavlja se da su moguci uzroci: povecana potrosnja usled aktivacije intravaskularne
koagulacije, smanjena sinteza u jetri i pove¢an gubitak urinom zbog niske molekulske teZine
AT (149,244,245). Kao dokaz povecane AT potrosnje u preeklampsiji u pojedinim studijama
se navodi prisustvo povisenih vrednosti markera aktivirane koagulacije, F1+2 i TAT koji se
smatraju indikatorima (neprekidnog) stvaranja trombina in vivo (142-144). Medutim,
odredeni autori nisu utvrdili znacajno vise nivoe TAT kod preeklampsije u poredenju sa
normotenzivnom trudno¢om (157,246,247). U naSoj studiji ustanovili smo da su stvaranje
trombina, mereno preko TAT, i degradacija fibrina, merena odredivanjem D-dimera,
povecani kod Zena sa preeklampsijom, ali ne znacajno u poredenju sa normotenzivnom
trudno¢om. Nalazi naSeg istrazivanja su u skladu sa prethodno objavljenim rezultatima
Hayashi i saradnika, koji takode nisu nasli razliku izmedu vrednosti TAT u preeklampsiji i

normalnoj trudno¢i. Osim toga, nakon porodaja kod preeklampti¢nih trudnica autori su
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zabelezili statisticki znacajno sniZenje, koje je ispod vrednosti zabelezenih kod zdravih
trudnica. U navedenoj studiji, sa veoma sli¢nim dizajnom kao u nasem istrazivanju, utvrdeni
su nivoi TAT kod pacijenata sa preeklampsijom pre porodaja, kao i 1. i 10. dana nakon
porodaja carskim rezom (248). Vazno je napomenuti da je nakon isklju¢ivanja pacijentkinja
na profilaktickim dozama LMWH dobijena statisticki znacajna razlika izmedu TAT vrednosti
u preeklampsiji i u normalnoj trudno¢i (7,4 [5,4 — 10,4] vs 6,4 [5,2 — 7,4] po/L; P = 0,048),
ali nije bilo promene u odnosu na vrednosti nakon porodaja, odnosno TAT vrednosti nakon
porodaja su ostale statisticki znacajno niZze u odnosu na vrednosti pre porodaja. lako ovaj
nalaz zvuci paradoksalno, moze se re¢i da sugeriSe da znacajan rizik od tromboze koji postoji
nakon porodaja nije samo posledica povecanog stvaranja trombina nego je neophodno
sadejstvo vise faktora koji bi usmerili koagulaciju ka trombozi i na taj nacin narusili
hemostatsku ravnotezu. Naime, koncentracija TAT je osetljiv marker koji odrazava stopu
trenutnog in vivo stvaranja trombina u vreme uzimanja uzorka krvi, dok ETP kvantifikuje
koli¢inu in vitro stvorenog trombina kao odgovor na trombogeni stimulus i omogucéava
analiziranje i1 otkrivanje prokoagulantnih i antikoagulanatnih uticaja na stvaranje trombina.
Neslaganje izmedu ETP i TAT parametara ukazuje na to da je prekid trudnoce kod pacijenata
sa preeklampsijom doveo do smanjenog in vivo stvaranja trombina, ali pove¢ani ETP,
odnosno povecane maksimalne koncentracije trombina odrazavaju postojanje veceg rizika za
nastanak tromboze, posebno kada se preeklampsija javlja u kombinaciji sa IUGR S§to je
dominantna odlika preeklampti¢nih trudnica u naSoj studiji (99,225). Ovaj koncept podrzava i
nalaz o znaéajno povecanim vrednostima D-dimera u grupi trudnica sa preeklampsijom
nakon porodaja, iako nismo bili u mogucnosti da ih uporedimo sa vrednostima koje
karakteriSu zdravu trudnocu nakon porodaja. To istovremeno predstavlja jedno od
ogranic¢enja naSe studije. Ipak, nepostojanje razlike u vrednostima D-dimera izmedu zdravih i
preeklampti¢nih trudnica pre porodaja, i1 znaCajan porast nakon porodaja u grupi sa
preeklampsijom utvrdeni su i u ranijim studijama (157,222,249). S obzirom na to da je D-
dimer degradacioni proizvod fibrina ¢iji je prekursor fibrinogen, naSi rezultati o
nepromenjenoj koncentraciji fibrinogena u preeklampsiji u odnosu na normalnu trudnocu i
znaCajnom porastu U grupi sa preeklampsijom nakon porodaja takode, su u skladu sa
rezultatima prethodnih istrazivanja. Pokazano je da povecanje koncentracije fibrinogena u
normalnoj trudno¢i nije posledica reakcije akutne faze ve¢ aktivirane koagulacije, kao i da se
u preeklampsiji povisene vrednosti fibrinogena zadrzavaju na nivou vrednosti nadenih u

zdravoj trudno¢i bez obzira na intenziviranje koagulacije i inflamacije (250,251).
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Rezultati naSeg istrazivanja pokazuju znac¢ajno povisene vrednosti FVIII kod trudnica
sa preeklampsijom, kao i dodatni porast FVIII nakon porodaja, $to je u skladu i sa nalazima
drugih istrazivanja. PoviSene vrednosti FVIII se povezuju sa povecanim rizikom za
trombozu, ali treba imati u vidu da vrednosti FVIII rastu u normalnoj trudno¢i, kao i da je
porast FVIII u preeklampsiji jo§ izrazeniji (140,141,252). Znacajan porast FVIII u
preeklampsiji moze se delimi¢no pripisati snizenim vrednostima proteina C koji svoje
antikoagulantno dejstvo ostvaruje inaktivacijom faktora V 1 VIII (253). Ipak, treba uzeti u
obzir da je povecana aktivnost FVIII takode povezana sa inflamatornim procesom koji je
prisutan u preeklampsiji, jer je FVIII protein akutne faze (242,254). Rezultati korelacione
analize u nasem istrazivanju pokazali su znacajnu povezanost izmedu visoke aktivnosti FVIII
i poviSenih nivoa CRP u preeklampsiji. CRP je takode, reaktant akutne faze i jedan od
znacajno povisene u odnosu na normalnu trudnocu (255). Inace, vrednosti CRP kod zdravih

trudnica ne rastu tokom trudnoce 1 ostaju u rasponu normalnih vrednosti van trudnoce.

Jedna od specifiénih karakteristika preeklampsije je prisustvo ,,akutne ateroze®,
odnosno lezija nalik aterosklerotskom plaku koje se javljaju na distalnim krajevima spiralnih
arterija. Lipidni depoziti nadeni su takode i u glomerulima bubrega kod preeklampti¢nih
trudnica. Smatra se da je njihov nastanak povezan sa sistemskom inflamacijom i
proaterogenim lipidnim profilom koji su u preeklampsiji prenaglaseni u poredenju sa
normalnom trudno¢om (21,256,257). Normalna trudnoa je okarakterisana povecanjem
koncentracije ukupnog holesterola, LDL holesterola, HDL holesterola i triglicerida.
Poveéanje vrednosti HDL holesterola koji ima ateroprotektivhu ulogu predstavlja
specificnost normalne trudnoée po kojoj se ona razlikuje od hiperlipidemije koja je
odgovorna za nastanak ateroskleroze (258,259). Izmenjen lipidni profil zadrzava se i do
godinu dana nakon porodaja (260). U preeklampsiji dolazi do daljeg porasta koncentracije
triglicerida koje je pra¢eno smanjenjem koncentracije HDL holesterola. Kod preeklampti¢nih
trudnica nakon porodaja utvrdeno je znacajno snizavanje vrednosti ukupnog holesterola i
HDL holesterola (21,261). Rezultati naSeg istrazivanja su u skladu sa prethodno objavljenim
studijama. U grupi trudnica sa preeklampsijom utvrdili smo znac¢ajno povecanu koncentraciju
triglicerida i snizenu koncentraciju HDL holesterola u poredenju sa kontrolnom grupom, dok
je kod preeklampti¢nih trudnica nakon porodaja doSlo do znaajnog snizavanja vrednosti
pomenutih parametara, kao i ukupnog holesterola. Pored toga, utvrdene korelacije izmedu

lipidnih parametara i parametara ETP i OHP testa, kao i parametara fibrinskog ugruska
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predstavljaju potvrdu da ove lezije predisponiraju nastanak lokalne tromboze i opstrukcije
arterija koje mogu da dovedu do infarkta placente ili bubrega. Dodatno, znacajna povezanost
ukupnog i LDL holesterola i triglicerida sa proteinurijom (Rho = 0,345 P = 0,029; Rho =
0,670 P = 0,002; Rho = 0,604 P < 0,001) koju smo utvrdili u preeklampsiji u skladu je sa
ranijim nalazima da su glomerularne lezije povezane sa proteinurijom koja predstavlja

prediktivni indikator teZine poremecaja (257).

Pored parametara lipidnog statusa u na$oj studiji ispitivali smo i koncentraciju
lipoproteina a (Lp(a)). Pokazano je da su poviseni nivoi Lp(a) povezani sa rizikom od
nastanka koronarne bolesti srca, kao i da imaju znacajnu ulogu u procesu ateroskleroze (262).
Pored toga, zbog sli¢nosti u strukturi sa plazminogenom Lp(a) se kompetitivno vezuje za
endotelne receptore za plazminogen i tako redukuje njegovu fibrinoliti¢ku aktivnost, odnosno
deluje protromboticki (263). U normalnoj trudnoéi nivoi Lp(a) su poviseni u odnosu na stanje
van trudnoce (258). Pokazano je da Lp(a) raste tokom trudnoce do 35. ng, a zatim se belezi
blagi pad vrednosti pre porodaja, dok se tek nakon 3 — 5 meseci od porodaja nivoi Lp(a)
vra¢aju na vrednosti pre trudnoc¢e (264). Vrednosti Lp(a) u preeklampsiji ispitivane su u
nekoliko studija i dobijeni rezultati su kontradiktorni. Nekoliko studija je utvrdilo poviSene
koncentracije Lp(a) u preeklampsiji, u jednoj su nivoi Lp(a) bili snizeni u teskoj formi
preeklampsije, a u najvecem broju studija autori nisu nasli znacajne razlike u vrednostima
Lp(a) izmedu preeklampti¢nih i zdravih trudnica (265). Rezultati naSeg istrazivanja su u
skladu sa poslednje pomenutim, ali treba napomenuti da smo nakon iskljucivanja trudnica sa
preeklampsijom kod kojih su primenjivane profilakticke doze LMWH utvrdili statisticki
znacajno povisene vrednosti Lp(a) u grupi sa preeklampsijom. Nakon porodaja u ovoj grupi
utvrdeno je dodatno povecéanje koncentracije Lp(a), koje je postojalo i pre isklju¢ivanja
preeklampti¢nih trudnica na LMWH. Smatra se da su vrednosti Lp(a) u normalnoj trudnoéi
povecane kao posledica metaboli¢kih zahteva za povecanu sintezu hormona, zatim zbog
njegovog hipofibrinoliti¢kog dejstva koje je neophodno za normalnu placentaciju, kao i iz
razloga $to je Lp(a) protein akutne faze (264,265). PoviSene vrednosti Lp(a) u preeklampsiji
pre i nakon porodaja u naSoj studiji svakako mogu da se dovedu u vezu sa povecanim
inflamatornim odgovorom i ostecenjem endotela, supresijom fibrinolize i postojanjem
aterosklerotskih lezija. Tome u prilog govori i postojanje znacajne direktne korelacije koju

smo utvrdili izmedu koncentracije Lp(a) i proteinurije (Rho = 0,604 P < 0,001).

S obzirom da Zene kod kojih je utvrdeno prisustvo antifosfolipidnih antitela imaju

povecéan rizik od nastanka preeklampsije u trudnoéi (266), u nasem istrazivanju odredivali
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smo IgA, 1gG i IgM anti-B2 glikoprotein | antitela i antikardiolipinska antitela. Rezultati
prethodnih studija o prisustvu antifosfolipidnih antitela u preeklampsiji su kontradiktorni.
Nekoliko autora je utvrdilo povecan titar antifosfolipidnih antitela u preeklampsiji, pri ¢emu
je najcesce detektovan povecan nivo antikardiolipinskih antitela. Isto tako pojedini autori
pokazali su da ne postoji znacajna povezanost izmedu prisustva antifosfolipidnih antitela i
preeklampsije (267). U naSoj studiji utvrdeno je prisustvo IgG anti-p2 glikoprotein I antitela i
antikardiolipinskih antitela kod 2 zdrave trudnice koje nisu imale klinicke manifestacije
antifosfolipidnog sindroma (AFS), dok nijedna od preeklampti¢nih trudnica nije bila
pozitivna na prisustvo antifosfolipidnih antitela. Lupus antikoagulans nije odredivan ni u
jednoj od ispitivanih grupa. Ovi rezultati su u skladu sa nalazima Lee i saradnika koji takode
nisu odredivali lupus antikoagulans i nisu pokazali povezanost prisustva antifosfolipidnih
antitela sa preeklampsijom, a primenili su manje striktne kriterijume za evaluaciju rezultata

odredivanja antifosfolipidnih antitela (268).

5.3. Povezanost ispitivanih parametara sa karakteristikama i ishodima

preeklampti¢ne trudnoce

S obzirom na to da preeklampsija predstavlja jednu od najozbiljnijih komplikacija
trudnoce i da je uzrok poveéanog morbiditeta i majki i novorodenc¢adi u ovom delu naseg
istrazivanja pokuSali smo da utvrdimo eventualnu povezanost ispitivanih parametara sa
ishodima preeklampticne trudnoce. Zapravo, veliki broj istraZivaca je pokusao da utvrdi kako
ulogu u nastanku i predvidanju preeklampsije, tako i primenjivost razli¢itih parametara
koagulacije, fibrinolize, inflamacije 1 angiogeneze za pracenje toka bolesti 1 odredivanje
najboljeg vremenskog okvira za porodaj, sa najboljim ishodom i za majku i za plod. Na
zalost, do danasnjeg dana nijedan parametar nije zadovoljio zahteve, ali se moze smatrati da
svaka ustanovljena povezanost u istrazivanjima o fenomenu preeklampsije ima potencijalni
doprinos u razumevanju ovog kompleksnog, heterogenog, multisistemskog sindroma i

predstavlja bitan ,,deo slagalice®.

Podela preeklampsije na ranu i kasnu formu proistekla je iz nalaza da u zavisnosti od
gestacijske nedelje u kojoj se razvila preeklampsija u osnovi postoje 2 razlicita patofizioloska
mehanizma nastanka preeklampsije, ali na kraju oba rezultuju istim maternalnim sindromom
(74,269). Rana forma preeklampsije se povezuje sa tezim kliniCkim simptomima, veéim

rizikom od nastanka komplikacija kako za majku tako i za plod, kao i losijim ishodima (270).
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Pored toga, pokazano je da, u odnosu na kasnu formu, rana forma preeklampsije nosi 5 — 8
puta veéi rizik od nastanka KVB kasnije tokom Zivota i da odrazava nepovoljan
kardiovaskularni fenotip zene (42). U na$oj studiji nisu nadene statisticki znacajne razlike u
vrednostima ispitivanih parametara izmedu rane i kasne forme preeklampsije, osim za ETP
Cije su vrednosti bile statisticki znacajno nize u grupi pacijentkinja sa kasnom formom
preeklampsije [112,0 (107,0 — 122,5) vs 106,0 (98,0 — 115,0); P = 0,035], ali su i dalje bile
povisene u odnosu na vrednosti ETP nadene u kontrolnoj grupi [97,0 (92,0 — 105,0)]. S
obzirom na to da povecéano stvaranje trombina znaci i vecu sklonost ka trombozi moguce je
da nadene razlike predstavljaju stratifikaciju rizika (rana forma PEK > kasna forma PEK >

normalna trudnoca).

Razlike izmedu ispitivanih parametara analizirane su i u odnosu na prisustvo
pridruzenih medicinskih stanja u grupi trudnica sa preeklampsijom. Medutim, iako utvrdeni
komorbiditeti predstavljaju faktore rizika za nastanak preeklampsije nismo nasli statisti¢ki
znacajnu razliku u ispitivanim parametrima izmedu preeklampti¢nih trudnica sa i1 bez
prisustva komorbiditeta. Svakako, ne treba iskljuciti mogucnost da razlike postoje izmedu
grupa formiranih po vrsti komorbiditeta, $to nije bilo moguce da se ispita u nasoj studiji zbog

prisustva malog broja trudnica u pojedina¢nim grupama.

S obzirom na to da je kod 1/3 trudnica sa preeklampsijom doslo do razvoja
maternalnih  komplikacija izvrSeno je 1 poredenje ispitivanih parametara izmedu
preeklamptiénih trudnica sa i bez prisustva komplikacija. Znacajna razlika je utvrdena jedino
za AT, pri ¢emu su nize vrednosti utvrdene u grupi sa komplikacijama (84,0 £ 12,7 vs 93,5 +
13,2; P = 0,030). Ukazuju¢i na to da se ne javlja u drugim hipertenzivnim poremecajima u
trudno¢i pad u aktivnosti AT predstavlja obelezje preeklampsije, a znacajno snizenje nivoa
AT povezano je sa pojavom maternalnih komplikacija u preeklampsiji (150,271). Takode,
Marietta i saradnici su pokazali da znacajan pad vrednosti AT ukazuje na progresiju bolesti,
odnosno pogorsanje preeklampsije koje zahteva prekid trudnoce (151). U drugoj studiji je
utvrdeno da pracenje snizavanja aktivnosti AT 1 broja trombocita kod Zena sa
preeklampsijom moze biti od pomo¢i u predvidanju razvoja teskog oblika HELLP sindroma
(272). 1z pomenutih razloga, a imajuc¢i u vidu da AT pored antikoagulatnih pokazuje i
antiinflamatorne efekte, nekoliko studija je ispitivalo efekte primene AT u terapiji
preeklampsije. Utvrdeno je da primena AT koncentrata pomaze u normalizaciji krvnog
pritiska i povecava protok krvi u placenti, zatim redukuje proteinuriju, disfunkciju trombocita

i adheziju neutrofila na endotel, a takode inhibira produkciju proinflamatornih citokina,
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redukuje trombozu i inhibira formiranje fibrinskih depozita. Navedeni efekti dovode do

pobolj$anja maternalnih simptoma, produzenja trudnoce i boljeg ishoda (152,273,274).

Daljom analizom u podgrupi preeklampti¢nih trudnica sa renalnim komplikacijama
nadene su povisene vrednosti ETP, visine pika i D-dimera, ali nije postojala znacajna razlika
u nivoima AT u poredenju sa preeklampti¢nim trudnicama bez komplikacija. Poznato je da je
nefrotski sindrom povezan sa hiperkoagulabilnim stanjem (uglavhom zbog povecanog
gubitka antikoagulantnog proteina antitrombina urinom), tako da su Medunarodno udruzenje
za proucavanje hipertenzije u trudno¢i (ISSHP) i neka nacionalna drustva (Royal College of
Obstetricians and Gynaecologist — RCOG, Society of Obstetricians and Gynaecologists of
Canada — SOGC) pojavu nefrotskog sindroma u toku trudno¢e naveli kao indikaciju za
primenu antenatalne tromboprofilakse kod Zena sa nefrotskim sindromom u trudnodi
(9,275,276). U cilju procene prognosticke vrednosti ispitivanih ETP parametara konstruisane
su ROC krive i izracunate su vrednosti povrsine ispod ROC krive (ROC AUC). Dobijeni
rezultati ukazuju da vrednosti ETP i visine pika imaju statisticki znaajnu i visoku
diskriminativnu sposobnost u poredenju grupe preeklampti¢énih trudnica sa renalnim
komplikacijama u odnosu na preeklampti¢ne trudnice bez komplikacija, pri ¢emu je visina
pika (ROC AUC: 0,846) bolji marker renalnih komplikacija u odnosu na ETP (ROC AUC:
0,767).

U pogledu fetalnih komplikacija, u naSoj studiji je zabeleZeno dominantno prisustvo
IUGR kod c¢ak 36 trudnica (78 %), $to je neoCekivan podatak, jer se prema literaturnim
podacima IUGR javlja u oko 20 % preeklampti¢nih trudnoé¢a (277). Pored toga, svega 27
trudnica je imalo ranu formu preeklampsije, $to znaci da se IUGR javio i kod 9 trudnica sa
kasnom formom preeklampsije. Ovaj nalaz je verovatno posledica ¢injenice da smo
istrazivanje sproveli u ustanovi tercijernog nivoa zdravstvene zastite u koju se Cesto Salju
komplikovani slucajevi iz ostalih delova nase drzave. U naSem istrazivanju utvrdili smo da
preeklampti¢ne trudnice ¢ija je trudnoc¢a komplikovana prisustvom IUGR imaju znacajno
snizene vrednosti D-dimera u poredenju sa preeklampsijom bez IUGR [1,4 (0,9 —2,2) vs 2,4
(1,9 — 3,3); P = 0,014]. Naravno, treba naglasiti da se ovde radi samo o relativnom sniZenju,
jer su ove vrednosti D-dimera i dalje znacajno vece od nivoa D-dimera kod Zena koje nisu
trudne. Nasi rezultati su u skladu sa nalazima istrazivanja He i saradnika koji su pretpostavili
da bi smanjenje nivoa D-dimera moglo da bude povezano sa ozbiljnom supresijom fibrinolize
usled insuficijencije placente. S obzirom na to da u pomenutoj studiji nije bilo razlike u

vrednostima markera aktivirane koagulacije TAT 1 solubilnog fibrina izmedu
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preeklampti¢nih trudnica sa i bez SGA autori su sugerisali da su nize vrednosti D-dimera
posledica smanjene fibrinoliticke aktivnosti uzrokovane placentalnom insuficijencijom (278).
Isto tumacenje predstavlja moguce objasnjenje za smanjene OFP vrednosti koje smo utvrdili
u preeklampticnim trudno¢ama u kojim je kao komplikacija prisutan oligohidramnion, s
obzirom da se vaskularni poremecaji na nivou placente smatraju uzrokom ove komplikacije
trudnoce (279). Sa druge strane, iako postoje nalazi da je oligohidramnion povezan sa
trombotickom vaskulopatijom i povecanim stvaranjem trombina (39), U naSem istrazivanju
nismo utvrdili postojanje razlike u vrednostima ETP parametara, niti parametara fibrinskog

ugruska izmedu preeklampti¢nih trudnoca sa i bez prisustva oligohidramniona.

S obzirom da u naSem istrazivanju nismo bili u mogucnosti da uporedimo vrednosti
Apgar skora izmedu preeklampticnih i zdravih trudnica ispitali smo povezanost analiziranih
parametara u preeklampsiji i vrednosti Apgar skora u 1. i 5. minutu. Rezultati korelacione
analize pokazali su znacajnu povezanost izmedu Apgar skora u 1. minutu i nivoa AT, CRP,
ukupnog i LDL holesterola, dok je Apgar skor u 5. minutu bio povezan sa vrednostima ETP,
AT, CRP i LDL holesterola. Direktna korelacija umerenog stepena izmedu koncentracije AT
I Apgar skora u 1. i 5. minutu nesumnjivo predstavlja potvrdu rezultata naseg istrazivanja da
su snizene koncentracije AT povezane sa maternalnim komplikacijama, kao i rezultata ranijih
studija u kojima je pokazano da nivoi AT koreliraju sa tezinom maternalnih komplikacija i da
primena AT koncentrata kod preeklampti¢nih trudnica dovodi do poboljsanja klini¢kih
simptoma, produZenja trajanja trudnoce 1 smanjenja broja novorodencadi sa veoma malom
telesnom masom, $to verovatno rezultuje i boljim vrednostima Apgar skora novorodenceta
(151,152,271). Nalaz inverzne korelacije izmedu koncentracije CRP i vrednosti Apgar skora
u 1. i 5. minutu sugeriSe da stepen inflamacije uti¢e na ishod trudnoce, jer CRP nije samo
marker inflamacije, ve¢ aktivno ucestvuje u inflamaciji, a moze i da deluje proaterogeno na
vaskularni endotel i glatke miSi¢ne celije, te tako doprinese endotelnoj disfunkciji. Pored
toga, CRP stimulise oslobadanje TF iz makrofaga i sintezu PAI-1, kao i agregaciju
trombocita, te deluje i protromboticki (280,281). Nasuprot tome, iako u preeklampsiji postoji
znacajno povecanje koncentracije lipida koje je okarakterisano kao proaterogeno utvrdena
direktna korelacija ukupnog i LDL holesterola sa vrednostima Apgar skora u 1. i 5. minutu u
skladu je sa Cinjenicom da je izmenjen lipidni profil neophodan za normalan ishod trudnoce i
rast fetusa (282). Inverzna korelacija umerenog stepena utvrdena je i izmedu vrednosti ETP i
Apgar skora u 5. minutu, $to je u skladu sa nasim nalazom o znacajno povisenim vrednostima

ETP u podgrupi trudnica sa ranom formom preeklampsije, koja se povezuje sa tezim
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klini¢kim simptomima, ve¢im rizikom od nastanka maternalnih i perinatalnih komplikacija,
kao i losijim ishodima trudno¢e (270,283). Medutim, iako Apgar skor omogucava
standardizovanu procenu statusa novorodenceta na rodenju, odnosno procenu tranzicije fetusa
u neonatusa, treba imati u vidu da na vrednosti Apgar skora znacajno utiCe zrelost
novorodenceta i medicinske intervencije koje se sprovode u porodajnoj sali, te se ne

preporucuje njegova primena za predvidanje neZeljenih ishoda (284).

5.4. Ekstracelularne vezikule

Od svog otkri¢a, pa do dana$njih dana, ekstracelularne vezikule (EV) su predmet
istrazivanja brojnih studija. Povecana ekspresija ¢elijskih EV u hipertenzivnim poremecajima
u trudnodi smatra se patogenim faktorom zbog njihovog prokoagulantnog i proinflamatornog
potencijala (197,208). EV nastaju kao posledica ¢elijske aktivacije ili apoptoze. Nakon
,»otpustanja” u cirkulaciju mogu da deluju na endotelne ¢elije i na ¢elije glatkih miSica i tako
uti¢u na vazomotornu reaktivnost i angiogenezu, kao i na stvaranje fibrinskog ugruska, nakon
interakcije sa TF (285). EV takode imaju i proinflamatorne karakteristike i mogu znacajno da
uti¢u na funkciju endotela pokretanjem razli¢itih puteva transdukcije signala i ekspresije gena
u endotelnim ¢elijama. Pored toga, mogu direktno da aktiviraju i stimuliSu monocite da
proizvode citokine i ROS, i tako dovedu do inflamatornog odgovora (78,192). S obzirom na
to da je preeklampsija okarakterisana sistemskom disfunkcijom endotela i pomeranjem
hemostatske raznoteze ka prokoagulantnom stanju, kao 1 da EV imaju znacajnu ulogu u
aktivaciji sistema koagulacije i inflamaciji, u ovom delu studije ispitivali smo subpopulacije
ekstracelularnih vezikula koje na svojoj povrsini eksprimiraju PS i njihovu povezanost sa

prethodno odredivanim hemostatskim parametrima.

U ranijim studijama je pokazano da u preeklampsiji dolazi do promene u broju i
fenotipu EV koje deluju kao potentni faktori protrombotickog stanja identifikovanog u
preeklampsiji (200). Prokoagulantni potencijal EV pripisuje se ekspresiji fosfatidilserina (PS)
koji se u kombinaciji sa istovremenom ekspresijom TF dodatno potencira (188,189). Nasi
nalazi ukazuju da je preeklampticna trudnoa povezana sa znafajno viSim nivoima PS+
CD42a+ EV poreklom iz trombocita i PS+ VCAM-1+ EV poreklom iz endotelnih ¢elija u
poredenju sa normotenzivnom trudnocom. Pored toga, trudnice sa preeklampsijom nakon
porodaja su imale znacajno poviSene koncentracije PS+ CD42a+ EV, PS+ CD62E+ EV, PS+
TF+ EV i PS+ VCAM-1+ EV u poredenju sa vrednostima pre porodaja, dok jedino za PIGF+

EV nije bilo statisticki znacCajnih razlika. Nasi prethodni rezultati su potvrdili prisustvo
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izrazenog hiperkoagulabilnog stanja, kao i nepovoljne karakteristike fibrinskih ugrusaka kod
trudnica sa preeklampsijom u poredenju sa zdravim trudnicama. Takode, uprkos prekidu
trudnoée, kod preeklampti¢nih trudnica nakon porodaja uoceno je prisustvo dodatne

aktivacije koagulacije i smanjenje fibrinolize.

5.4.1. PS+ ekstracelularne vezikule

U nasSoj studiji fokus je bio na ispitivanju ekspresije prokoagulantnog PS na nekoliko
subpopulacija EV za koje smo smatrali da mogu da imaju vaznu ulogu u procesima
koagulacije i endotelne disfunkcije. Uvazavajuci ¢injenicu da podaci razli¢itih studija o EV u
preeklampsiji pokazuju velike varijacije, kao i da je za detekciju PS, ¢ija se ekspresija na
povrsini EV smatra njihovom osnovnom odlikom, uglavnom koris¢en aneksin V, u nasem
istrazivanju za detekciju PS Kkoriséen je laktadherin. U ranijim istrazivanjima je utvrdeno da
aneksin V nije osetljiv na delimi¢nu ili smanjenu ekspresiju PS, za razliku od laktadherina
koji efikasnije vezuje PS na nacin koji ne zavisi od koncentracije kalcijuma (286). Rezultati
prethodnih studija sa aneksinom V pokazali su izmenjenu, poviSenu ili snizenu, ali i
nepromenjenu ukupnu koncentraciju PS+ EV u preeklampsiji (195,202,204). Freeman i
saradnici su, umesto proto¢ne citometrije za odredivanje ukupnih PS+ EV, koristili aneksin V
u testu protrombinaze i nisu utvrdili razliku u nivou ukupnih EV izmedu trudnica sa
preeklampsijom i zdravih trudnica. Ovaj test analizira PS+ EV preko njihove sposobnosti da
stimuliSu prevodenje protrombina u trombin, i na taj nadin se posebno fokusira na
prokoagulantna svojstva EV koje eksprimiraju PS (287). Rezultati naseg istrazivanja, takode,
pokazuju da ne postoji statisticki znacajna razlika u koncentraciji PS+ EV izmedu trudnica sa
preeklampsijom i kontrolne grupe. Medutim, u grupi preeklampti¢nih trudnica nakon
porodaja utvrdeno je znacajno povecanje koncentracije PS+ EV. Pored toga, pokazali smo i
da su koncentracije PS+ EV u inverznoj korelaciji sa OHP, OCP i parametrima formiranja
fibrinskog ugruska. lako smo ocekivali da prokoagulantne EV stimuliSu proces koagulacije,
ovi rezultati su u skladu sa nedavnim nalazima studije Mobarezz i saradnika, koji su utvrdili
direktnu povezanost izmedu Ks (koeficijenta permeabilnosti fibrinskog ugruska) i
koncentracije EV. Autori su ukazali na to da inverzna korelacija EV sa aktivacijom
hemostaze, odnosno ¢vrstinom fibrinskog ugruska, moze da implicira da se EV ugraduju u
strukturu fibrinskog ugruska (288). Medutim, znacajan porast koncentracije EV kod
preeklampti¢nih trudnica nakon porodaja, bez daljih promena u vrednostima OHP, OCP,

Vmax i Max Abs u nasoj studiji, moze da sugeriSe dodatni antikoagulantni efekat visokih
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nivoa PS+ TF+ EV ostvaren preko aktivacije proteina C (APC) posredstvom trombomodulina
(TM). Poviseni nivoi TM prisutni su u preeklampsiji i nastaju kao posledica oStec¢enja
endotela (155,289). Isto tako, pokazano je da je APC-katalizovana inaktivacija faktora Va
znacajno ubrzana u prisustvu negativno naelektrisanih fosfolipida (290). S obzirom na to da u
nasem istrazivanju nismo ispitivali antikoagulantni efekat EV, nismo bili u mogu¢nosti da
utvrdimo koje komponente sistema koagulacije u interakciji sa EV mogu da dovedu do
potenciranja ovog efekta. Dalja istrazivanja bi¢e neophodna da se ispita potencijalna uloga
EV u antikoagulantnim procesima u preeklampsiji.

5.4.2. Trombocitne PS+ ekstracelularne vezikule

Trombocitne EV predstavljaju najbrojniju subpopulaciju EV, kako kod zdravih Zena
van trudnoce, tako i u trudno¢i (195,289). Pokazano je da trombocitne EV povecavaju
produkciju prostaciklina i citokina, kao i ekspresiju adhezivnih molekula u endotelnim
¢elijama, dovode do aktivacije trombocita i povecavaju mitogenezu 1 proliferaciju
vaskularnih glatkih miSi¢nih Celija (291-293). U zdravoj trudno¢i dolazi do znacajnog
porasta koncentracije trombocitnih EV, ali kada je re¢ o nivoima trombocitnih EV u
preeklampsiji rezultati prethodnih studija su kontradiktorni (197,206,207). Treba napomenuti
da ni u jednoj od ovih studija nije koris¢en CD42a marker, odnosno glikoprotein IX (GPIX)
koji je adhezivni marker trombocita. Rezultati naSeg istrazivanja pokazuju da su i apsolutni i
relativni nivoi PS+ CD42a+ trombocitnin EV bili znafajno poviSeni kod trudnica sa
preeklampsijom pre i nakon porodaja, ali nisu bili u korelaciji sa stvaranjem trombina,
formiranjem i degradacijom fibrina, niti poremec¢enom strukturom fibrinske mreze. Odsustvo
direktne povezanosti izmedu PS+ CD42a+ EV i ispitivanih parametara koagulacije u nasoj
studiji potencijalno sugeriSe da PS sam po sebi mozda nije dovoljan da doprinese formiranju
tromba. VanWijk 1 saradnici su pomoc¢u EV indukovali aktivaciju koagulacije preko TF/FVII,
ali to nije dovelo do povecanog stvaranja trombina, te su zakljuéili da EV nisu direktno
ukljucene u povecanu aktivaciju koagulacije u preeklampsiji (154). Medutim, nedavne in
vitro studije su pokazale da trombocitne EV ucestvuju u propagaciji koagulacije aktivirane
dejstvom TF ili kontakt-zavisnog stvaranja trombina, ali ne ispoljavaju znacajan uticaj na
gustinu i stabilnost fibrinske mreze (294,295). Ipak, u inflamatornom okruzenju, kao $to je to
slucaj u preeklampsiji, povecana ekspresija TF na aktiviranim monocitima moze da inicira
proces koagulacije. Pored toga, oslobodene trombocitne EV mogu da stupe u interakciju sa

leukocitima ili endotelnim ¢elijama, da ih aktiviraju i tako indukuju njihovu prokoagulantnu
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aktivnost zavisnu od TF, dok istovremeno mogu da pojacaju postojece inflamatorne reakcije
(78). Pored toga, trombocitne EV, preko aktivacije komplementa, mogu da budu ukljucene i
u regulaciju strukture i funkcije fibrinskog ugruska. Preeklampsija je povezana sa pove¢anom
aktivacijom komplementa, dok je prekomerna aktivacija terminalnog puta opisana u
preeklampsiji komplikovanoj sa IUGR. Moze se pretpostaviti da sistem komplementa,
odnosno njegova sistemska aktivacija, ima vazan udeo U poremecajima koagulacije i

inflamacije u preeklampsiji i povezuje ih sa maternalnim sindromom (296,297).

5.4.3. Endotelne (CD62E+ i VCAM-1+) ekstracelularne vezikule

Hiperkoagulabilnost, aktivacija trombocita i inflamacija su sistemske manifestacije
preeklampsije pracene hipertenzijom i proteinurijom, kao klinickim simptomima
preeklampsije. Medutim, primarni poremecaj u preeklampsiji je povezan sa ishemijom
placente i oslobadanjem produkata koji dovode do aktivacije i ostecenja endotela, a koje dalje
rezultuje sistemskom disfunkcijom endotela (48,74). Posledi¢éno moze do¢i do formiranja i
oslobadanja endotelnih EV koje na svojoj povrSini eksprimiraju razli¢ite antigene u
zavisnosti od etiologije generativhog procesa: CD31 (PECAM-1), CD34, CD51, CD54
(ICAM-1), CD62E (E-selektin), CD62P (P-selektin), CD105 (endoglin), CD106 (VCAM-1),
CD144 (VE-katherin) i CD146 (S endo 1). Utvrdeno je da su konstitutivni markeri endotelnih
EV u apoptozi CD31 i CD105, dok su znacajno povecani markeri CD62E > CD54 > CD106
na endotelnim EV koje nastaju tokom procesa aktivacije endotelnih c¢elija (298,299).
Oslobodene endotelne EV mogu da aktiviraju neutrofile i tako potenciraju njihovu adheziju
na endotel, kao i da dovedu do stimulacije koagulacije, inflamacije i angiogeneze (194,300).
Rezultati prethodnih studija o nivoima endotelnin EV u preeklampsiji pokazuju veliku
heterogenost, a kori$éeni su i razli¢iti markeri za njihovu detekciju. U nekoliko studija u
kojima su koris¢eni CD31+/CD42-, CD62E+, CD144+ i/ili CD105+ markeri autori su
pokazali znacajno povisene koncentracije endotelnih EV kod trudnica sa preeklampsijom u
poredenju sa zdravim trudnicama (198,205,301,302). Medutim, rezultati studije Bretelle i
saradnika u kojoj je koris¢en marker CD31+/CD42- nisu pokazali znacajne razlike izmedu
endotelnih EV u preeklampsiji i normalnoj trudno¢i (197). Isto tako, VanWijk i saradnici nisu
utvrdili razliku izmedu trudnica sa preeklampsijom i zdravih trudnica kada su kao markeri
endotelnih EV koris¢eni CD62E i CD144 (202). U studiji u kojoj je koris¢en CD51 marker,
autori takode nisu nasli razliku u koncentraciji EV endotelnog porekla (303). Izmedu ostalog

ni rezultati naseg istrazivanja nisu pokazali razliku u koncentracijama PS+ CD62E endotelnih
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EV izmedu preeklampsije i kontrolne grupe, niti je nadena povezanost ovih EV sa ispitivanim
parametrima koagulacije. Medutim, nakon kontrole uticaja maternalne starosti i ITM
utvrdena je umerena korelacija izmedu PS+ CD62E+ endotelnih EV 1 ETP (r = -0,42; p =
0,030), ali i dalje nije postojala povezanost sa visinom pika, parametrima OHP testa i
fibrinskog ugruska, niti sa ostalim parametrima hemostaze. U grupi sa preeklampsijom nakon
porodaja utvrdeno je znacajno povecanje koncentracije PS+ CD62E+ EV. Prokoagulantna
svojstva, koja endotelne EV ispoljavaju indukcijom TF zavisnog puta koagulacije, pokazana
su u in vitro eksperimentima, ali i in vivo (304), premda ove EV mogu da ispolje i
antikoagulantnu i fibrinoliticku aktivnost (305,306). U skladu sa tim, predstavljeni rezultati

naseg istrazivanja mogu da reflektuju njihovu ambivalentnu ulogu u koagulaciji i fibrinolizi.

U okviru naSeg istrazivanja merena je i koncentracija PS+ CD106+ EV, odnosno PS+
EV koje na svojoj povrsini ispoljavaju VCAM-1 (engl. vascular cell adhesion molecule-1),
adhezivni molekul koji konstitutivno eksprimiraju aktivirane endotelne ¢elije i koji podstice
¢vrstu adheziju mononuklearnih ¢elija za endotel. Centralni dogadaj u procesu inflamacije je
adhezija leukocita za endotelne celije i njihova transmigracija u perivaskularni prostor
posredovana adhezivnim molekulima na endotelnim ¢elijama i odgovaraju¢im ligandima na
leukocitima (307). Leukocitno-endotelna interakcija i adhezija dodatno stimulisu aktivaciju
endotelnih ¢elija 1 ekspresiju adhezivnih molekula, §to rezultuje njihovim oslobadanjem sa
povrsine endotelnih Celija, ali nije poznato da li to predstavlja mehanizam kojim se prekida

interakcija izmedu ovih ¢éelija ili je u pitanju kontrola adhezivnosti endotela (308).

U studiji Sabatier i saradnika pokazano je da u in vitro uslovima stimulacijom
kultivisanih endotelnih ¢elija (engl. human umbilical vein endothelial cells — HUVECS) sa
TNF-a dolazi do oslobadanja endotelnih EV koje na svojoj povrSini eksprimiraju adhezione
molekule. S obzirom da ove adhezione molekule posreduju u adheziji i migraciji leukocita u
arterijski zid autori su sugerisali da nastale endotelne EV predstavljaju ,,cirkulisu¢i deo
endotela” koji ima kapacitet da stupi u interakcije sa leukocitima. Isto tako ove endotelne EV
zahvaljuju¢i eksprimiranim adhezionim molekulima mogu da stupe u interakciju sa
monocitima i stimuliSu ekspresiju TF, odnosno indukuju TF-zavisnu koagulaciju i tako
dovedu do amplifikacije prokoagulantne aktivnosti (309). Treba napomenuti, da pored
proinflamatornih citokina, TNF-a 1 IL-1B, trombin i histamin takode stimuliSu poveéanu
produkciju adhezivnih molekula u kulturi humanih endotelnih ¢elija (307). U serumu trudnica
sa preeklampsijom utvrdene su poviSene koncentracije TNF-a i IL-1B, povecana je i

intravaskularna aktivacija koagulacija pra¢ena pove¢anim stvaranjem trombina, a pored toga
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i hipoksija koja je prisutna u precklampsiji moze dovesti do povecane ekspresije adhezivnih
molekula (142,310,311). Isto tako, u serumu preeklampti¢nih trudnica nadene su zna¢ajno
povecane koncentracije SVCAM-1 za koje se pretpostavlja da reflektuju aktivaciju ili
ostecenje endotelnih ¢elija, ali nije poznat mehanizam nastanka solubilne forme VCAM-1 niti
njegova patofizioloska funkcija (312). Za razliku od preeklampsije, u normalnoj trudnoéi ne
dolazi do povecanja koncentracije sVCAM-1 u serumu, ali su znacCajno povecane
koncentracije sP-selektina i snizene sL-selektina, $to se moze smatrati potvrdom da je u
normalnoj trudno¢i prisutna aktivacija trombocita i leukocita, ali ne i endotelnih ¢elija (313).
Osim toga VCAM-1 se povezuje i sa prisustvom ranih aterosklerotskih promena, kakve ne
postoje u normalnoj trudnodi, ali se javljaju kod nekih trudnica sa preeklampsijom (,,akutna
ateroza”). Povisene koncentracije VCAM-1, kao i VCAM-1+ EV utvrdene su u vaskularnim i
inflamatornim oboljenjima. Osim §to 0 ovim endotelnim EV postoje oskudni podaci u
literaturi, one do sada nisu ni odredivane u preeklampsiji (314-317). Nasi rezultati pokazuju
znacajno povecanu koncentraciju PS+ EV koje na svojoj povrSini eksprimiraju VCAM-1, §to
je 1 oCekivano s obzirom na to da je preeklampsija bolest maternalnog endotela i
okarakterisana je prisustvom povisenih serumskih koncentracija VCAM-1. Nakon porodaja
kod preeklampti¢nih trudnica dolazi do daljeg porasta koncentracije ovih EV. Pored toga, u
na$oj studiji nivoi PS+ VCAM-1+ EV su pokazali znacajnu korelaciju sa aktivnoséu FVIIIL,
Sto moze da sugerise da PS+ VCAM-1+ EV potencijalno deluju prokoagulantno i sklonije su
interakciji sa ¢elijama. Medutim, nakon kontrole maternalne starosti i ITM ova povezanost
vi$e nije bila znacajna. S obzirom na to da ne postoje komparativne studije potrebna su dalja
istrazivanja da bi se razjasnilo da 1li se poveéanje PS+ VCAM-1+ EV moze pripisati
promenama u funkciji endotela koje mogu da potenciraju stanje hiperkoagulabilnosti, kao i
koja je funkcija ovih endotelnih EV u preeklampsiji.

5.4.4. TF+ ekstracelularne vezikule

Najveci udeo cirkulisu¢eg TF nevezanog za Celije ¢ine TF+ EV, te se smatra da ove
EV predstavljaju rezervoar TF koga prenose u krvotok (318). Combes i saradnici su pokazali
da EV koje se oslobadaju iz ¢elija stimulisanih sa TNF dovode do aktivacije koagulacije in
vitro TF/FVII zavisnim putem (319). Pored toga, istovremena ekspresija PS i TF potencira
prokoagulantni efekat EV, te PS+ EV bogate TF pokazuju najvecu prokoagulantnu aktivnost
(188,320). Brojne studije su pokazale da je povecana ekspresija TF na endotelnim ¢elijama

nakon endotelne stimulacije, kao 1 TF ekspresija na povrSini cirkuliSu¢ih monocita, tkivnih
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makrofaga 1 neutrofila indukovana inflamacijom, povezana sa oslobadanjem EV koje na
svojoj povrsini ispoljavaju TF i prisutna je u brojnim oboljenjima (321-325). Medutim,
prisustvo povisenog nivoa EV koje ispoljavaju na svojoj povrSini TF nije potvrdeno u
preeklampsiji, niti u drugim hipertenzivnim oboljenjima u trudno¢i (154,209). U skladu sa
tim ni u nasoj studiji nisu nadene znacajne razlike izmedu koncentracije PS+ TF+ EV u
preeklampsiji i normalnoj trudnoé¢i. No, iako nisu nasli razliku u ekspresiji TF, Ahron i
saradnici su utvrdili da je prokoagulantna aktivnost TF+ EV u stvari posledica smanjene EV
ekspresije TFPI, odnosno poremecene ravnoteze izmedu TF+ EV i TFPI+ EV i povecanog
odnosa TF+ EV/TFPI+ EV. U istoj studiji merena je i koagulaciona aktivnost EV izrazena u
arbitrarnim jedinicama TF i pokazano je da je trombogenost EV najveca u grupi sa
gestacijskim vaskularnim oboljenjima (GH/PEK), dok je u grupi trudnica na LMWH
trombogenost EV bila jednaka kao u normalnoj trudno¢i (209). Nasuprot tome, u nasoj studiji
je utvrdeno znacajno povecanje PS+ TF+ EV u preeklampti¢noj grupi nakon porodaja.
Postporodajna aktivacija TF-zavisne koagulacije u nekomplikovanoj trudno¢i je prethodno
opisana, ali je u ovoj studiji meren solubilni TF, a ne TF vezan za EV (133). Medutim, pored
merenja solubilnog TF u pomenutoj studiji koris¢en je koagulometrijski test — TF vreme
koagulacije (TiFaCT) koji se zasniva na merenju vremena koagulacije sa i bez dodatka
specifi¢nih TF-inhibitornih antitela. Test je pogodan za odredivanje TF-zavisne aktivacije
koagulacije i u drugoj studiji u kojoj je ispitivana prokoagulantna aktivnost i ekspresija TF na
monocitima pokazano je da je aktivacija koagulacije u TiFaCT sistemu, izazvana TF, bar
delimi¢no povezana sa TF-pozitivnim vezikulama (326). S obzirom da TF+ EV ¢ine vecinski
udeo cirkuliSu¢eg TF mozemo pretpostaviti da povecano oslobadanje placentalnih TF+ EV
pri odvajanju placente od zida materice potencijalno predstavlja jedan od mehanizama
aktivacije koagulacije koji potencira rizik za nastanak tromboze nakon porodaja i u ovoj
grupi trudnica. Osim toga, utvrdena korelacija izmedu PS+ TF+ EV i parametara ukupnog
hemostatskog potencijala, OHP i OCP, kao i parametara fibrinskog ugruska, brzine
polimerizacije i gustine fibrinskih vlakana, nesumnjivo moze biti dodatna potvrda koncepta
Nemersonove grupe da TF ispoljen na EV, odnosno funkcionalni TF u krvi, ima trombogeno
dejstvo i doprinosi propagaciji tromba na mestu vakularne povrede (131). U studiji koju su
objavili Bir6 i saradnici, trombogenost perikardijalnih EV (koje in vitro aktiviraju
koagulaciju preko TF) potvrdena je na modelu venske staze izazvane trombozom i utvrdena
je direktna veza sa masom indukovanog tromba. Takode, dodatak ovih EV doveo je do

skracenja lag faze u in vitro testu generacije fibrina (189).
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5.45. PIGF+ ekstracelularne vezikule

Brojne studije su pokazale da snizene vrednosti PIGF mogu da se smatraju
biomarkerom smanjene placentalne funkcije i da je PIGF osetljiviji i precizniji prediktor
preeklampsije i intrauterusnog zastoja u rastu od bilo kog drugog pojedina¢nog biomarkera
(327,328). U prilog tome govori i Cinjenica da je placenta dominantan izvor PIGF i da su
vrednosti PIGF niske, prakticno nemerljive van trudnoce, iako ga u malim koli¢inama
proizvode i srce, pluca, Stitasta zlezda, skeletni miSi¢i, masno tkivo, kao i neki tumori (329).
Nasuprot tome, pored placente, endotelne ¢elije, mononuklearne ¢elije periferne krvi i masno
tkivo su znacajni izvori solubilne forme Flt-1 (330). Uz to, promene u koncentraciji PIGF kod
zena predodredenih za razvoj preeklampsije javljaju se ve¢ u prvom trimestru trudnoce, a pre
znacajnih promena u koncentraciji sFlt-1 (328). S tim u vezi kao jedan od ispitivanih
fenotipova ektracelularnih vezikula u ovoj studiji izabrane su i PIGF+ EV koje nisu
proucavane ni u jednoj do sada objavljenoj studiji. Svega nekoliko studija je pokazalo da su
nivoi ekstracelularnih vezikula koje na svojoj povrsini ispoljavaju Flt-1, poreklom iz placente
ili trombocita, povecani u preeklampsiji u odnosu na normalnu trudnocu, jednako kao i
solubilna forma ovog receptora (331,332). S obzirom na to da je endotelna disfunkcija
trudnica sa preeklampsijom povezana sa smanjenim koncentracijama PIGF u plazmi, zbog
njegovog vezivanja za prekomerno osloboden sFIt-1 1 delomi¢no zbog smanjene produkcije,
oc¢ekivano bi bilo 1 da nivoi PIGF+ EV budu snizeni ekvivalentno snizenim nivoima
,Slobodnog” PIGF u preeklampsiji. Medutim, u nasoj studiji nije bilo znacajnih razlika u
koncentraciji PIGF+ EV izmedu ispitivanih grupa, ¢ak ni u PEK grupi nakon porodaja, iako
je koncentracija PIGF+ EV bila viSa nego u preeklampti¢noj grupi pre porodaja. Moguce
objasnjenje ovog nalaza jeste da je placentalna produkcija PIGF, a samim tim i PIGF+ EV,
neizmenjena u preeklampti¢noj trudno¢i u odnosu na normalnu trudnocu i da su sniZene
vrednosti u plazmi iskljuivo posledica poveéanog vezivanja za sFlt-1 §to je prethodno
pokazano u nekoliko drugih studija (62,330,333). Takode, postoji moguc¢nost da merena
populacija PIGF+ EV u naSoj studiji obuhvata i izoforme PIGF-2 i PIGF-4 koje su vezane za
¢elijsku membranu, a potencijalno se u preeklampsiji povecano oslobadaju preko
placentalnih EV usled oksidativnog stresa i apoptoze. Postoje 4 izoforme PIGF proteina, pri
¢emu komercijalni testovi uglavnom mere slobodnu PIGF-1 izoformu (334,335). U jedinoj
studiji u kojoj su poredene koncentracije PIGF u plazmi pre i posle porodaja, Wikstrom 1
saradnici nisu nasli razliku izmedu vrednosti PIGF izmerenih, pre porodaja i u prvoj

postpartalnoj nedelji, kod pacijentkinja sa ranom i kasnom formom preeklampsije, dok je u
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kontrolnim grupama zabeleZeno znacajno snizenje posle porodaja. Autori su pretpostavili da
je PIGF, s obzirom na to da je placenta jedini izvor ovog faktora, ve¢ neutralisan visokim
koncentracijama sFlt-1 koje su prisutne kod preeklampti¢nih trudnica (336). Sa druge strane,
postojanje znacajne inverzne korelacije izmedu PIGF+ EV sa parametrima fibrinskog
ugruska, brzinom polimerizacije i debljinom fibrinskih vlakana, kao i ¢injenica da je placenta
najveéi izvor PIGF, ukazuje na direktnu vezu izmedu stvaranja EV i taloZenja fibrina i1
infarkta placente, odnosno implicira da je stvaranje placentalnih EV udruzeno sa talozenjem
fibrina u placenti i pojavom infarkta. Povezanost snizenih koncentracija PIGF u maternalnoj
plazmi sa postojanjem patoloSkih lezija sa smanjenom perfuzijom pokazana je u nekoliko
studija (337,338). Nedavno objavljeni rezultati ispitivanja profila angiogenih faktora i
histomorfoloskog nalaza placenti Mitilid-Mork i saradnika ukazali su na postojanje veze
izmedu angiogenog disbalanasa (snizenih vrednosti PIGF i povisenih sFlt-1 vrednosti i sFlt-
1/PIGF odnosa) i prisustva intravilusnih fibrinskih depozita u placenti (338). Ipak, jasan
zakljucak o nas$im nalazima u vezi sa EV koje ispoljavaju PIGF i njihovoj povezanosti sa
hemostatskim parametrima nije se mogao doneti posto nismo istrazivali ¢elijsko poreklo ovih
cirkuliSsu¢ih PIGF+ EV, niti merili koncentraciju PIGF u plazmi, te moguée implikacije ostaju

da se utvrde u budu¢im istrazivanjima.
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6.

ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata koji su dobijeni u ovom radu moze se zakljuciti sledece:

1.

Globalni testovi hemostaze, endogeni trombinski potencijal (ETP) i ukupni
hemostatski potencijal (OHP), mogu da se koriste za procenu hemostatskog statusa
trudnica sa preeklampsijom pre i nakon porodaja.

Primenom globalnih hemostatskih parametara pokazali smo prisustvo aktivirane
koagulacije 1 smanjene fibrinolize, ¢ak i nakon porodaja i uprkos zavrSetku trudnoce.
Hiperkoagulabilno stanje u preeklampsiji je okarakterisano znacajno povecanim
vrednostima ETP i visine pika, pri ¢emu nakon porodaja dolazi do dodatnog
poveéanja visine pika. Visina pika, odnosno maksimalna koncentracija trombina
stvorena u ETP testu je bolji pokazatelj hiperkoagulabilnog stanja u odnosu na
vrednosti ETP AUC koje predstavljaju koli¢inu stvorenog trombina.

Vrednosti parametara OHP testa u preeklampsiji ukazuju na hipofibrinoliticko stanje
koje se ogleda u znacajno snizenim OFP vrednostima i produzenom vremenu lize
ugruska (CLT) u odnosu na normalnu trudnoc¢u. Nakon porodaja utvrdena je dodatna
supresija fibrinolize okarakterisana dodatnim snizenjem OFP vrednosti, bez statisticki
znacajnog dodatnog produzenja CLT, S§to sugeriSe da je postpartalni poremecaj
fibrinolize najmanje u istom obimu kao i pre porodaja, ako ne i izraZeniji.
Turbidimetrijski ~ parametri  dobijeni analizom krive agregacije  ukupnog
koagulacionog potencijala ukazuju da kod trudnica sa preeklampsijom dolazi do brzeg
stvaranja fibrina, kao i da se fibrinski ugrusci sastoje od tanjih vlakana. Formiranje
¢vrstih 1 kondenzovanih fibrinskih ugrusaka koji su relativno otporni na fibrinolizu
kod trudnica sa preeklampsijom je nov nalaz.

Ispitivanjem  strukture fibrinskih ugrusaka pokazali smo da trudnice sa
preeklampsijom imaju nepovoljnu strukturu fibrinskih ugruSaka. Ove morfoloske
karakteristike fibrinskih ugruSaka mogu da dodatno favorizuju hiperkoagulabilno
stanje u preeklampsiji, odnosno da pospeSe intravaskularno formiranje fibrinskih
depozita koje je uzrok poremecaja mikrocirkulacije, posebno na nivou placente i
bubrega. Na ovaj nacin navedeni poremecaji mogu dodatno da povecaju i rizik od
tromboze.

Pored utvrdenih faktora kardiovaskularnog rizika koji su prisutni u preeklampsiji, kao
Sto su visoke vrednosti fibrinogena i smanjene vrednosti HDL holesterola, nasi in

vitro nalazi o povecanom stvaranju trombina i smanjenoj fibrinolizi zajedno sa
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14.

15.

izmenjenim svojstvima fibrinskih ugrusaka mogu biti dodatni teret koji kod ovih zena
doprinosi razvoju kardiovaskularnih bolesti (KVB) kasnije u toku zivota.

Rana forma preeklampsije okarakterisana je znacajno povisenim vrednostima ETP,
§to sugeriSe na vecu sklonost ka trombozi, te je moguée da nadene razlike
predstavljaju stratifikaciju rizika (rana forma PEK > kasna forma PEK > normalna
trudnoca).

Maternalne komplikacije povezane su sa snizenim vrednostima antitrombina (AT).

U podgrupi preeklampti¢nih trudnica sa renalnim komplikacijama utvrdeno je
prisustvo povecanih vrednosti ETP, visine pika i D-dimera, pri ¢emu je ROC
analizom pokazano da je visina pika bolji marker renalnih komplikacija u odnosu na
ETP.

Preeklampsija komplikovana sa IUGR povezana je sa snizenim vrednostima D-
dimera, dok je oligohidramnion povezan sa sniZzenim vrednostima OFP.

Koncentracija PS+ CD42a+ trombocitnih EV i PS+ VCAM-1+ EV je povecana kod
trudnica sa preeklampsijom.

Nakon porodaja dolazi do povecanja koncentracije ukupnih PS+ EV, PS+ CD42a+
trombocitnih EV, PS+ CD62E+ i PS+ VCAM-1+ endotelnih EV i PS+ TF+ EV.
Inverzna povezanost koncentracije PS+ i PS+ TF+ EV sa OHP parametrima i
karakteristikama fibrinskog ugruSka sugeriSe ukljuc¢ivanje EV u intravaskularno
talozenje fibrina, te zajedno sa nepovoljnom strukturom fibrinskih ugruSaka u
preeklampsiji moze da ukaze na veée opterecenje ukupnim kardiovaskularnim
rizikom.

Utvrdena korelacija izmedu PS+ TF+ EV 1 parametara ukupnog hemostatskog
potencijala, OHP 1 OCP, kao 1 parametara fibrinskog ugruska, brzine polimerizacije i
gustine fibrinskih vlakana, moze biti dodatna potvrda da TF ispoljen na EV, odnosno
funkcionalni TF u krvi, ima trombogeno dejstvo i doprinosi propagaciji tromba na

mestu vakularne povrede.
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8. PRILOZI

8.1. Prilog 1 - ,,Saglasnost za ucesée u ispitivanju“ (formular)

SAGLASNOST ZA UCESCE U ISPITIVANJU MARKERA
AKTIVIRANE HEMOSTAZE | INFLAMACIJE | NJIHOVOG
ZNACAJA U OTKRIVANJU I PRACENJU PREEKLAMPSIJE

OBAVESTENJE O ISPITIVANJU

Preeklampsija se javlja u toku druge polovine trudnoée kod oko 5% trudnica, a klinicki se
manifestuje povisenim krvnim pritiskom i proteinurijom sa ili bez pojave edema. Uzroci i
nacin nastanka preeklampsije jo§ uvek nisu u potpunosti razja$njeni. Ovo ispitivanje ima za
cilj utvrdivanje potencijalne uloge markera aktivirane hemostaze i inflamacije u predvidanju
nastanka i1 pracenju preeklampsije, i da na taj nacin doprinese poboljSanju pracenja i tretmana
trudnica kod kojih se kao komplikacija javlja preeklampsija.

Nakon §to mi je detaljno objasnjen cilj ispitivanja i nakon dobijanja odgovora na sva
postavljena pitanja u vezi sa ovim ispitivanjem, dajem dobrovoljnu saglasnost za uceSce u
ispitivanju pod nazivom ,,Znacaj markera aktivirane hemostaze i inflamacije u otkrivanju i
pracenju preeklampsije”.

Jasno mi je da za potrebe ispitivanja pristajem da dam uzorak venske krvi od tri epruvete od
4,5 mL za odredivanje testova hemostaze i inflamacije, kao 1 da dam podatke koji su vezani
za moju sadasnju trudnocu, podatke o prethodnim trudno¢ama i o postojanju preeklampsije i
eklampsije u porodici.

Takode mi je jasno predofeno da za uceS¢e u ovom ispitivanju ne dobijam nikakvu
materijalnu naknadu i da je uc¢esS¢e potpuno dobrovoljno i ni na koji nacin obavezujuce, kao 1
da odbijanje ucesc¢a ni na koji na¢in ne moze remetiti moje redovno lecenje ili kontrole.

Ime 1 prezime ispitanice Datum
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8.2. Prilog 2 —,,Upitnik za ispitanice* (standardizovani upitnik br. 1)

UPITNIK ZA ISPITANICE

I OPSTI PODACI

1. Godina rodenja

2. Gestaciona nedelja

3. Telesna tezina

4, Visina

I ZDRAVSTVENI PODACI

1. Dali ste pusac? DA NE

2. Dali bolujete ili ste leceni od neke bolesti:
srca, pluca, bubrega, jetre, zeluca i creva, DA NE
kostiju i zglobova, nervnog sistema,
krvi i krvnih sudova, malignih oboljenja?

3. Da li koristite neke lekove? DA NE
Ako je odgovor potvrdan zaokruZiti koje:

a) antihipertenzivne lekove

b) hormonsku terapiju

c) dijetetske preparate / vitamine

d) antiagregacijske lekove (Aspirin®, Plavix® i sl.)

e) druge lekove, navesti koje
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4. Dali je ovo Vasa prva trudnoca? DA

NE

Ako je odgovor negativan, oznaciti da li je prethodna trudnoca protekla

o bez komplikacija

o  sa komplikacijama, zaokruziti jedan od ponudenih odgovora

a) spontani pobacaj
b) preeklampsija/eklampsija

C) prevremeni porodaj

d) intrauterini zastoj u rastu i razvoju ploda (IUGR)

e) smrt ploda (FMU)

f) drugo, navesti koje

. Dali bilo ko u Vas$oj blizoj porodici

boluje ili je leCen od neke bolesti:

srca, pluca, bubrega, jetre, zeluca i creva, DA
kostiju i zglobova, nervnog sistema,

krvi i krvnih sudova, malignih oboljenja?

. Dali je bilo ko u Vasoj blizoj porodici

imao neku od komplikacija u trudno¢i

(spontani pobacaj, prevremeni porodaj, DA
preeklampsija, eklampsija, intaruterini

zastoj u rastu i razvoju ploda, smrt ploda)
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8.3. Prilog 3 —,,Podaci o ispitanicama“ (standardizovani upitnik br. 2)

Podaci o ispitanicama

I OPSTI PODACI na prijemu

1. Ime i prezime

2. Godina rodenja

3. Gestaciona nedelja

4. Telesna tezina

5. Visina

Il ZDRAVSTVENI PODACI
1. Prethodno prisustvo bolesti:
srca, pluca, bubrega, jetre, Zeluca i creva, DA NE

kostiju i zglobova, nervnog sistema,
krvi i krvnih sudova, malignih oboljenja?

Ako je odgovor potvrdan zaokruZiti ili navesti:

f) diabetes melitus

g) bolesti bubrega

h) esencijalna hipertenzija

i) sistemske bolesti

j) prethodno le¢ene bolesti kardiovaskularnog sistema koje zahtevaju primenu
antikoagulantne terapije

k) druge bolesti, navesti koje
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2. Da li su primenjivani lekovi? DA NE

AKo je odgovor potvrdan zaokruziti ili navesti primenjene lekove:

I) antihipertenzivni lekovi

m) hormonska terapija

n) dijetetski preparati / vitamini

0) antikoagulantna terapija (OAT, LMWH) ili antiagregacijski lekovi (Aspirin®,
Plavix® i sl.), navesti koji

p) drugi lekovi, navesti koji

. Dali je bilo komplikacija u toku hospitalizacije? DA NE
Ako je odgovor pozitivan zaokruziti jedan od ponudenih odgovora
a) cerebralni poremecaji (poremecaj vida, skotom, glavobolja,

cerebrovaskularni dogadaji)

b) epigastri¢ni bol ili bol u gornjem desnom kvadrantu

c) bubreZna insuficijencija

d) pluéni edem

e) poremecaj funkcije jetre (2x ili viSe povecanje serumskih

transaminaza)
f) infekcije
9) trombocitopenija (< 100.000 trombocita/mms)
h) eklampsija (generalizovane konvulzije)
)} HELLP sindrom

J) drugo, navesti koje
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Konac¢na dijagnoza

III KLINICKI PODACI (iz bolni¢ke istorije)

1. Vrednost krvnog pritiska na prijemu

2. Vrednost proteinurije

3. Prisustvo edema DA NE

4. Vrednosti biohemijskih parametara (transaminaze, bilirubin, urea, kreatinin,
holesterol, LDL C, HDL C, trigliceridi)

5. KKS/broj trombocita

6. Ishod trudnoce

Gestaciona nedelja na porodaju

Status majke

Tezina novorodenceta

Visina novorodenceta

Apgar skor

Da li je bilo komplikacija po plod (IUGR,FMU)?
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Mpunor 1.

UsjaBa o0 ayTopcTBY

MoTnucanu-a Cama lanuh-Thocuh

Bpoj ynuca 13/12

Uzjarrbyjem

Aa je AOKTopCcKa gucepTaumja nod Hacnosom

WcnnTuBare 3Havaja Mapkepa xvnepkoarynabunHocTu U rnobanHux XeMocTaTCKuMx

TecToBa Y TpyAHOhU KOMNNUKOBAHOj NpeeKknamMncujoM

e pe3lynTaTt CONCTBEHOr UCTpaXXMBaYKor paga,

e [anpeanoxeHa gucepTauunja y LennHu HY1 y genosuma Huje 6una npegnoxeHa
3a pgobujabe 6uUNO Koje gunnome npema CTYAMjCKAM nporpamumMa apyrux
BMCOKOLLKOIICKUX YCTAHOBA,

e [a cy pe3ynTaTil KOPEKTHO HAaBeAEeHW W

e [a HWACaM KpLMO/Na ayTopcka MpaBa W KOPUCTMO WHTENEKTyarHy CBOjUHY
ApYyrvx nuua.

MoTnuc pokropaHpa
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 ICTOBETHOCTHU LUTAMMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOpPCKOr paaa

WNme 1 npesumve aytopa Catka Jlanuh-hocuh

Bbpoj ynuca 1312

Cryamjcku nporpam [IOKTOPCKe akazieMcke CTyauje U3 MeauLnHcke Gruoxemuje

Hacnioe paga MIcnuTnBatse 3Hauaja Mapkepa xunepkoarynabunHocTy

1 rnobarnHnx XxeMocTaTCKUX TECTOBA Y TPYAHORM KOMMNIIMKOBAHO] NpeeKknamMncujom

Mentop [1Pod. Ap Buoneta [loncaj

MoTnucanu

u3jaBrbyjemM ga je WwramnaHa Bep3unja Mor JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €eKTPOHCKO)
BEp3Mju KOjy cam npepao/nma 3a objaereuBakbe Ha noptany AurutanHor
peno3uTopujyma Yuuseps3uteta y Beorpany.

Jo3BorbaBam fAa ce objaBe Moju NMYHM Nogauyn Be3aHu 3a Aobujakbe akapemckor
3Batba AOKTOpa HayKa, Kao WTOo ¢y UMe U npesume, roguHa U MecTto poherwa u aaTym
onbpaHe paga.

OBM §NNYHW nogauy Mory ce o6jaBUTM Ha MPEXHWM CcTpaHuuama aurvtanye
6nbnuoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory 1y nyénukauuvjama YHuBepauTerta y Beorpagy.

NoTnuc gokTopaHpa

Y Beorpany, 20.06.2022.
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Mpunor 3.

UsjaBa 0 kopnwhery

Osnawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh” ga y Jurutanum
penoauTopujym YHuBepauteTa y Beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nog
HacnoBoOM:

UcnuTuBare 3Hayaja mapkepa XxunepkoarynabunHocTu 1 rnobanHnx XeMocTaTcKux

TECTORa Yy TPyAHORU KOMNAWMKOBAHO] NpeeKknamncujom

Koja je moje ayTopcko gerno.

[vicepTauujy ca cBUM NpunosvmMa npeaao/na cam y enexkTpoHckoMm hopMaTy NorogHom
3a TpajHo apxmBupare.

Mojy pokTopcKy avceptauujy noxpakseHy y OQurntanyy penosmtopujym YHUBepsuTeTa
y Beorpagy mory aa kopucte cBU Koju nowTyjy ogpenbe cagpxaHe y onabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogny4duo/na.

1. AyTopcTeo
AyTopCTBo - HEKOMEpLUMjanHo
3. AyTopcTBO — HekomepumjanHo — 6e3 npepaae
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLUWMjanHo — AENUTA Nog UCTUM YCNOBUMA
5. AytopcTeo — 6es npepage
6. AyTOpCTBO — AEenuTv Nog UCTUM YCNoBUMaA

(Monnumo paa 3aokpyXuTe camo jedHy of ecT MoHyReHuxX nuueHun, kpaTak onuc
NULEHUM AaT je Ha nonefuHu nucra).

Mornuc gokropanga

Y Beorpany, 20.06.2022.
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1. AytopctBo - [Jo3BosbaBaTe yMHOXaBakwe, AUCTpMOYLM)y U jaBHO caoniuTaBame
Aena, U Npepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauduH oapeheH of cTpaHe ayTopa
nnu gaBaola nuueHUe, Yak 1M y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja of, cBUX
nuueHuw.

2. AyTOpCTBO — HEkomepuumjanHo. Jo3Borbarate yMHOXaBawe, ANCTpubyLMjy 1 jaBHO
caonwTaBake Aena, v npepajge, ako ce Hagede MMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH opf
CTpaHe ayTopa unu gaBaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BOrbaBa KoMepuujansy
ynoTtpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekoMepuujanHo — 0Ges npepage. [osBorbaBaTe YMHOXaBakse,
anetpmbyumjy v jaBHo caonwTtaBarke fgena, 6es npomeHa, npeobnukoBaka WK
ynoTpebe Aena y CBOM fAeny, ako ce HaBede MMe aytopa Ha HauuH oapefeH of
CTpaHe ayTopa unv gapaoua nuueHue. OBa nuueHUa He A03BOSbaBa KOMepuujandy
ynoTpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nuueHue, 0BOM NULEHLIOM ce orpaHuyasa
Hajsehn obum Npaea Kopvwhera gena.

4, AyTOpCTBO - HEKOMepuujanHo — AenuTi noj WUCTUM ycnosuMa. [lossorbasate
yMHOXaBame, AncTpubyLnjy 1 jaBHo caoniTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBeje
MMe ayTopa Ha HauuH ofpefieH of cTpaHe ayTopa wWnn fasaoua NUUEHLIE U ako ce
npepaga pguctpubyupa nog WCTOM MMM CnndHOM nivdeHuom. Oa nuueHua He
L03BOSbaBa KoMepLujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. Aytopcteo — 6e3 npepage. [osBorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUGYLM)Y U jaBHO
caonwTaBare Aena, 6e3 npoMmeHa, Nnpeobnukosama unn ynotpete aena y ceoM aeny,
aKo ce Hasefe ume ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa wnu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHLa 403BOIbaBa kKomepunjanHy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO - genuTu nog WCTMM  ycnosuma. [losBorbaBate yMHOXaBak:€,
aveTpubyumrjy 1 jaBHO caonwTaBake gena, M npepage, ako ce HaBefe uMe ayTopa Ha
HauuMH oppefleH of CTpaHe ayTopa WM Aaeaoua nuueHue W ako ce npepaga
auctpubynpa nog WCTOM WIKM  CAMYHOM  nuueHuom. OBa nuueHLa [[o3Borbasa
komepuunjanHy ynotpeby gena v npepaga. CnvdyHa je codpTBepckMM nuLeHuama,
OLHOCHO NMLeHLaMa OTBOPEHOT Koga.



