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POVZETEK

Nosecnost je stanje, v katerem je organizem bolj obcutljiv na oksidativni stres, ker zaradi
mnogih telesnih sprememb v tem obdobju pride do porusenja ravnotezja med oksidanti in
antioksidanti. Namen naloge je bil ugotoviti, ¢e so aktivnosti antioksidantnih encimov in
zapleti v nose¢nosti povezani, ker bi v tem primeru lahko dolofanje teh encimov
predstavljalo indikator tveganja za nekatere zaplete v nosecnosti. Vrednotili smo povezave
med aktivnostjo antioksidantnih encimov (superoksid-dismutaze in glutation-peroksidaze v
krvi in v plodovnici) in nekaterimi drugimi parametri v nosecnosti (gestacijska doba,
porodna teza in dolZina otroka, kajenje nose¢nice, indeks telesne mase nosecnice, Stevilo
preteklih splavov pri nosecnici, parametri za oceno rasti ploda, spol otroka) ter ugotavljali
korelacijo med antioksidantnimi encimi v plodovnici in krvi.

Podatki za raziskavo so bili zbrani med junijem 2010 in februarjem 2011. Zbrali smo
vzorce krvi in plodovnice 32 nosecnic v drugem trimesecju nosecnosti. Plodovnica je bila
pridobljena s postopkom amniocenteze. Aktivnost antioksidantnih encimov superoksid-
dismutaze in glutation-peroksidaze smo dolocali spektrofotometricno z avtomatskim
biokemijskim analizatorjem Hitachi 917. Za dolo¢anje superoksid-dismutaze smo uporabili
komercialno dostopni analizni komplet RANSOD (Randox, Velika Britanija), za dolocanje
glutation-peroksidaze pa RANSEL (Randox, Velika Britanija).

Pridobljene podatke sem statisti¢no obdelala s pomoc¢jo programov Microsoft Office Excel
2003 in SPSS. Korelacija med aktivnostjo superoksid-dismutaze in glutation-peroksidaze
je bila v tej Studiji neznacilna, prav tako so bile neznacCilne korelacije med encimi v
plodovnici in krvi. Pokazale so se naslednje statisticno znacilne povezave: glutation-
peroksidaza je pri vi§jih aktivnostih v krvi povezana z nizjo porodno tezo otroka; pri
nizjem indeksu telesne mase se pojavlja vec splavov; daljSa gestacijska doba je povezana z
vecjo porodno tezo in ve¢jo porodno dolzino otroka; kroni¢no vnetje $¢itnice je povezano z
nizjo aktivnostjo glutation-peroksidaze v krvi. Nobena od nosecnic ni imela zapletov v
nosecnosti, zato nisem mogla oceniti morebitnega vpliva antioksidantnih encimov na te
zaplete. Prav tako nasi rezulatati niso pokazali pomembne vloge antioksidantnih encimov v
povezavi z ostalimi parametri v nosecnosti. Vsekakor bi bile potrebne Se dodatne

raziskave, v katere bi zajeli ve¢ nosecnic in vkljucili ve¢ parametrov.

Kljuéne besede: nose¢nost, oksidativni stres, superoksid-dismutaza, glutation-peroksidaza



ABSTRACT

Pregnancy is a state of increased susceptibility to oxidative stress because it brings many
physical changes that may cause disturbance in the prooxidant-antioxidant balance. The
aim of our study was to determine if the activities of antioxidant enzymes are related to
pregnancy complications, because in this case, the determination of these enzymes could
be an indicator of risk for certain complications during pregnancy. We evaluated the
relationship between the activities of antioxidant enzymes (superoxide dismutase and
glutathione peroxidase in the blood and in the amniotic fluid), and some other parameters
during pregnancy (gestational age, child’s birth weight and length, smoking during
pregnancy, mother’s body mass index, number of previous miscarriages, fetal growth
parameters, sex of the baby) and correlation between antioxidant enzymes in amniotic fluid
and blood.

Data for the study were obtained between June 2010 and February 2011. Blood samples
and amniotic fluid samples were collected from 32 pregnant women in the second trimester
of pregnancy. Amniotic fluid was obtained by amniocentesis procedure. The activity of the
antioxidant enzymes superoxide dismutase and glutathione peroxidase was determined
spectrophotometrically with an automatic biochemical analyzer Hitachi 917. Commercially
available kit RANSOD (Randox, Great Britain) was used to determine the activity of
superoxide dismutase and commercially available kit RANSEL (Randox, Great Britain) to
determine the activity of glutathione peroxidase.

Data were statistically analyzed using Microsoft Office Excel 2003 and SPSS. There was
no correlation between the superoxide dismutase and glutathione peroxidase found in this
study. Correlation between the enzymes in amniotic fluid and blood was also insignificant.
The following statistically significant relationships were found: higher blood levels of
glutathione peroxidase were associated with lower birth weight; there were more
miscarriages at lower body mass index; longer gestational period is associated with higher
birth weight and greater birth length; thyroiditis is associated with a low activity of
glutathione peroxidase in the blood. None of the pregnant women had complications
during pregnancy, so I was not able to evaluate the potential impact of antioxidant
enzymes on these complications. Also, our results didn't show any important role of
antioxidant enzymes in association with other parameters of pregnancy. Additional
researches should be made including more pregnant women and more parameters.

Key words: pregnancy, oxidative stress, superoxide dismutase, glutathione peroxidase



SEZNAM OKRAJSAV

8-OHdG - 8-hidroksideoksigvanozin

BIP — precni presek ¢ez glavico ploda (biparietal diameter)

CAT — katalaza

DNA — deoksiribonukleinska kislina (deoxyribonucleic acid)

DNFH - 2,4-dinitrofenilhidrazin

ELISA — encimsko imunski test

FL — dolZina stegnenice ploda (femur length)

FRAP — metoda za doloc¢anje celokupnega antioksidantnega statusa (ang. ferric reducing
ability of plasma)

GPx — glutation-peroksidaza

GSH — glutation

Hb — hemoglobin

HRP - horseradish peroxidase

ITM — indeks telesne mase (ang. BMI — body mass index)

LMWA — low molecular weight antioxidants

MDA - malondialdehid

NO — dusikov oksid

ROS — reaktivne kisikove zvrsti

rpm - obrati na minuto (ang. revolutions per minute)

RS — reaktivne zvrsti

SOD — superoksid-dismutaza

TAC — celokupni antioksidantni status (ang. total antioxidant capacity)
TBA - barvni kompleks MDA-tiobarbiturna kislina

TBARS - s TBA reagirajoce snovi (ang. thiobarbituric acid reactive substances)

TMB substrat - 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine



l. UVOD
.1. OKSIDATIVNI STRES IN ANTIOKSIDANTI

Oksidativni stres je poruSeno ravnotezje med tvorbo reaktivnih zvrsti in antioksidantno
obrambo, kar lahko vodi do poskodb celice. Oksidativni stres je lahko posledica znizanega
nivoja antioksidantov ali povecane tvorbe reaktivnih zvrsti (1).

Antioksidant je vsaka snov, ki upoc¢asni, prepreci ali odstrani oksidativno poskodbo tar¢ne
molekule. Antioksidanti se uporabljajo kot pomozne snovi za zasCito oksidativno
obcutljivih spojin.

V normalnih pogojih antioksidanti pretvarjajo reaktivne kisikove zvrsti v vodo, da
zmanjSujejo njihovo koncentracijo. Najvecjo aktivnost imajo encimski antioksidanti (npr.
superoksid-dismutaza, katalaza), sledijo jim tako imenovani »blazilci Soka« (sem spadajo
npr. albumin, transferin, urat), Se bolj Sibko aktivnost imajo esencialne spojine (npr.
vitamin C in E, aminokisline, koencim Q10, lipojska kislina), najmanj$o aktivnost pa imajo

npr. karotenoidi, flavonoidi itd. (1).

Antioksidantni obrambni sistem zajema encimske in neencimske antioksidante. Encimski
antioksidanti nevtralizirajo presezne reaktivne kisikove spojine in jim s tem preprecijo, da
bi poskodovale celi¢ne strukture.

* Encimski antioksidanti:

- Superoksid-dismutaza (SOD)

- Katalaza (CAT)

- Glutation-peroksidaza (GPx)

Neencimski antioksidanti ali nizkomolekularni antioksidanti (low molecular weight
antioxidants — LMWA) so snovi, ki jih zauzijemo s hrano ali pa nastajajo endogeno.
Antioksidanti, ki jih zauzijemo s hrano so vitamini (vitamin C in vitamin E), poleg tega s
hrano zauzijemo tudi nekatere elemente v sledovih (npr. selen in cink), ki sicer niso
antioksidanti, so pa kofaktorji antioksidantnih encimov. Nekatere od teh snovi so lahko
tudi sinteti¢ne in se uporabljajo kot prehranska dopolnila (2).

Endogene neencimske antioksidante pa sintetizira telo samo. To so npr. glutation,

bilirubin, koencim Q10... (1)



1.1.1. ENCIMSKI ANTIOKSIDANTI

I.1.1.1. SUPEROKSID-DISMUTAZA (SOD)

Glavna naloga tega encima je, da odstranjuje superoksidni anion (O;") in sicer tako, da
katalizira njegov razpad na vodikov peroksid in kisik. Je edini poznani encim, ki reagira z
O, in prvi encim antioksidantne obrambe (1). Ima pomembno antioksidantno vlogo v
skoraj vseh celicah, ki so izpostavljene kisiku. Varuje pred poskodbami DNA, skodljivimi
ucinki ionizirajocega sevanja ter poskodbami lipidov in beljakovin. Superoksid-dismutaza
potrebuje za delovanje kot kofaktor kovinski ion. Obstajajo tri oblike tega encima (baker in
cink vsebujoca superoksid-dismutaza - Cu, Zn-SOD ali SOD1 se nahaja v citoplazmi;
mangan vsebujo€a superoksid-dismutaza — Mn-SOD ali SOD2 se nahaja predvsem v

mitohondrijih; SOD3 pa se nahaja zunaj celic).

Reakecija, ki jo katalizira superoksid-dismutaza:

20,"+2H" - H0, + 0,

SOD Kkatalizira pretvorbo superoksida in s tem preprecuje njegove Skodljive reakcije in
S¢iti celico. Ve€inoma superoksid reagira z drugim superoksidom (dismutacija) ali pa z
drugim bioloskim radikalom, kot je npr. dusikov oksid (NO). Superoksidni radikal (O,")
se spontano pretvori v kisk (O;) in vodikov peroksid (H,O;). SOD je potreben, ker

superoksid reagira z ob¢utljivimi in kriti¢nimi deli celice (3).

Superoksid je ena glavnih reaktivnih kisikovih spojin (ROS) v celici. Zato ima SOD kot
antioksidant klju¢no vlogo. Delali so poskuse na miskah, z genskih inZeniringom so jim
povzrocili pomanjkanje teh encimov in prislo je do hudih patologij. Miske s pomanjkanjem
SOD2 so umrle nekaj dni po skotitvi (4). Miske s pomanjkanjem SOD1 so razvile Sirok
spekter bolezni, vklju¢no s karcinomom jetrnih celic (5), pospeseno izgubljanje miSic¢ne
mase (6), zgodnejsi pojav oCesne mrene in krajSo zivljenjsko dobo. Miske s pomanjkanjem
SOD3 niso kazale nobenih o€itnih napak in so imele normalno zivljenjsko dobo, so pa bile
bolj obcutljive na hiperoksi¢ne poSkodbe. Vse te miske so bile bolj obcutljive na snovi, ki

zvisujejo raven superoksida, kot npr. herbicida parakvat in dikvat (7).

SOD ima antioksidantno in protivnetno vlogo v telesu. Nivo SOD-a s starostjo upada, nivo

radikalov pa naras¢a, zato raziskujejo SOD za uporabo pri zaviranju procesov staranja



(anti-aging). Lahko bi pomagal pri zmanjSevanju gub in brazgotin, pri celjenju ran in
opeklin, pri posvetlitvi hiperpigmentacije in starostnih peg ter pri zasciti pred Skodljivimi
UV zarki (8, 9). Dodajajo ga v mnoge kozmeti¢ne kreme, ki naj bi upocasnjevale staranje

koze.

SOD ima mo¢no protivnetno aktivnost. Zelo ucinkovit je npr. pri zdravljenju vnetja
¢revesja. Zdravljenje s SOD zmanjSa nastajanje reaktivnih kisikovih spojin in oksidativni
stres, zato bi SOD lahko postal pomemben del terapije pri vnetni bolezni ¢revesja (10).
Pokazalo se je, da je precis¢en SOD iz govejih jeter (znan pod imenom Orgotein) uc¢inkovit
pri zdravljenju vnetnih bolezni secil pri moskih (apliciran preko katetra v mehur). Orgotein
je ucinkovit tudi za zdravljenje skleroderme in osteoartritisa (11). Mimetik SOD-a, ki se
imenuje TEMPOL (4-hidroksi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil) je trenutno v klini¢nih
preizkusSanjih za uporabo kot radioprotektiv, da bi preprecil izgubo las, do katere pogosto

pride pri obsevanju rakavih bolnikov (12).

Bolezen amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS), ki je povezana z nizkim nivojem ali pa
gensko mutacijo tega encima, kaze na pomembnost SOD v telesu. Zaradi pomanjkanja
SOD naj bi bile Zivéne celice bolj dovzetne in ranljive za napad radikalov, kar s€asoma
vodi v simptome ALS. Preiskujejo, ¢e dodajanje visokih odmerkov SOD ali pa dodajanje

drugih antioksidantov lahko pomaga upocasniti napredovanje ALS (13).

V vseh do sedaj preucevanih tumorjih so ugotovili zmanjSane aktivnosti Mn-SOD. V
mnogih tumorjih pa so ugotovili tudi zmanjSane aktivnosti Cu-Zn-SOD. Poleg tega tumorji
proizvajajo superoksidne radikale. ZmanjSana encimska aktivnost in poveCana radikalska
produkcija vodita v doloCene spremenjene lastnosti rakastih celic. Razliko med SOD

aktivnostjo pri normalnih in pri rakastih celicah bi lahko izkoristili pri terapiji raka (14).

I.1.1.2. KATALAZA (CAT)

Katalaza je encim, ki se nahaja v skoraj vseh zivih organizmih, ki so izpostavljeni kisiku.
Njegova vloga je, da odstranjuje vodikov peroksid (H,O,) in to tako, da katalizira njegovo
razgradnjo do vode in kisika. S tem $§€iti celico pred zanjo toksi¢nim vodikovim

peroksidom (15). Uvrs¢amo ga v razred encimov oksidoreduktaz. Ena molekula katalaze



lahko v sekundi pretvori milijone molekul vodikovega peroksida v vodo in kisik. Je zelo
pomemben encim pri reprodukcijskih reakcijah. Vodikov peroksid je namre¢ pri nizkih
koncentracijah toksi¢en za semensko tekocCino, katalaza pa ga odstranjuje. Vodikov
peroksid otezuje tudi prodiranje semencice v jajéece. Ugotovili so, da se aktivnost katalaze
v jajcevodu povecuje tekom cikla in doseze maksimum tik pred ovulacijo (16).

Katalaza je tetramer, sestavljena je iz Stirih polipeptidnih verig, vsaka od njih ima ve¢ kot
500 aminokislin (17). Vse &tiri podenote imajo v aktivnih mestih Fe’” hem. Optimalen pH
za Clovesko katalazo je priblizno 7 in ima precej Sirok razpon, saj se hitrost reakcije ne
spremeni bistveno pri pH med 6,8 in 7,5. Optimalna temperatura za ¢lovesko katalazo je
37°C, kar je priblizno temperatura ¢loveSkega telesa (18). Katalaza se nahaja intracelularno
predvsem v peroksisomih, manj pa v mitohondrijih (19). Delovanje tega encima se mo¢no
zmanjsa po izpostavitvi koze UV Zarkom, kar je verjetno posledica nepovratne oksidativne

poskodbe encima (20).

Celokupna reakcija, ki jo katalizira katalaza je:

2 H,0, - 2 H,0+ 0O,

Prisotnost katalaze v mikrobioloSkem vzorcu ali vzorcu tkiva se lahko preveri z dodatkom
vodikovega peroksida. PoteCe namre¢ reakcija, pri kateri lahko vidimo nastanek

mehurékov kisika.

Katalaza lahko preko vodikovega peroksida katalizira tudi oksidacijo razlicnih metabolitov
in toksinov, npr. formaldehida, mravljin¢ne kisline, fenolov, acetaldehida in alkoholov.
Reakcija, ki potece:

H,O0,+ H,R — 2H,0 + R

Natanc¢en mehanizem te reakcije ni znan.

Vsak ion tezkih kovin (npr. bakrovi kationi) lahko deluje kot nekompetitiven inhibitor
katalaze. Strup cianid pa je kompetitiven inhibitor katalaze, ker se mo¢no veze na hem v

katalazi in s tem preprecuje aktivnost encima (21).

Vodikov peroksid je Skodljiv stranski produkt pri Stevilnih normalnih metaboli¢nih

procesih. Da ne pride do poskodbe celic in tkiv, se mora hitro pretvoriti v druge, manj



nevarne snovi. Celice uporabljajo katalazo, da hitro katalizira reakcijo, pri kateri iz

vodikovega peroksida nastaneta kisik in voda (22).

Pri raziskavah se je pokazalo, da so bile miske, pri katerih so povzroc¢ili pomanjkanje
katalaze, fenotipsko normalne, je pa pomanjkanje katalaze v dolo¢enih pogojih povecalo
verjetnost za razvoj sladkorne bolezni tipa 2 (23). Katalaza pomaga tudi pri metabolizmu

etanola, ceprav metabolizira le majhno koli¢ino etanola v telesu (24).

Raziskave kazejo, da ima nizka raven katalaze vlogo pri sivenju las. Vodikov peroksid
nastaja v telesu, katalaza pa ga pretvarja v vodo in kisik. Ce je raven katalaze zmanj3ana, je
pretvorba vodikovega peroksida zmanjSana in ga je zato vec, kar omogoca beljenje las od
znotraj navzven. Morda bodo nekoc¢ to ugotovitev uporabljali za preprecevanje sivenja las

(25).

[.1.1.3. GLUTATION-PEROKSIDAZA (GPx)

Gre za druzino encimov s peroksidazno aktivnostjo. Funkcija glutation-peroksidaze je, da
odstranjuje H,O, in ROOH in s tem varuje pred lipidno peroksidacijo (1). Katalizira
reakcijo med reduciranim glutationom in vodikovim peroksidom. Pri tem nastajata voda in
glutation disulfid (26). V aktivnem mestu encima je selenocistein, zato je za normalno
delovanje encima potrebna zadostna preskrbljenost organizma s selenom (priporocen

dnevni vnos = 50 pg/dan). Obstaja ve¢ izoform tega encima (1).

Izoforme so kodirane z razli€nimi geni, razlikujejo se glede na lokacijo v celici in glede na
specifi¢nost substrata. Do sedaj so opredelili osem razli¢nih izoform glutation-peroksidaze
pri ljudeh. Glutation-peroksidaza 1 (GPx1) je najbolj razSirjena oblika, nahaja se v
citoplazmi skoraj vseh sesalskih tkiv, njen substrat pa je predvsem vodikov peroksid.
Glutation-peroksidaza 4 (GPx4) ima za substrat predvsem lipidne hidroperokside, izrazena
je v skoraj vseh celicah sesalcev, ampak v manjsSih koli¢inah. Glutation-peroksidaza 2
(GPx2) je crevesni in ekstracelularni encim. Glutation-peroksidaza 3 (GPx3) pa je
razSirjena predvsem v plazmi. Glutation-peroksidaza 5 (GPxS5) je izrazena predvsem v

tkivih moskega reproduktivnega trakta (27).



Glavna reakcija, ki jo katalizira glutation-peroksidaza je:

2GSH + H,0, — GS-SG + 2H,0

GSH predstavlja reduciran monomerni glutation, GS-SG pa predstavlja glutation disulfid.
Glutation-reduktaza potem reducira oksidiran glutation in s tem konca cikel:

GS-SG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP"

Celovitost celicnih membran je odvisna od glutation-peroksidaze. Misi, ki so jim z
genskim inzeniringom povzrocili pomanjkanje glutation-peroksidaze 1, so bile fenotipsko
normalne in so imele normalno Zzivljenjsko dobo, kar kaze na to, da ta encim ni nujno
potreben za Zivljenje. Je pa pri teh miskah prislo ze zgodaj do pojava sive mrene in do
napak pri proliferaciji nekaterih miSi¢nih celic. Miske s pomanjkanjem glutation-
peroksidaze 4 pa so umrle med zgodnjim embrionalnim razvojem (27).

Glutation-peroksidaza je najpomembnejSi obrambni mehanizem pred UV poskodbami v
kozi. Za njegovo delovanje je nujen selen in dokazano je, da pomanjkanje selena poveca

peroksidacijo lipidov v kulturah fibroblastov in verjetnost koznega raka pri misih (20).

1.1.2. NEENCIMSKI ANTIOKSIDANTI ALI NIZKOMOLEKULARNI
ANTIOKSIDANTI (LMWA)

Delimo jih na spojine endogenega izvora in na spojine vneSene s hrano. Endogenega
izvora so:

- Glutation - je tiolni tripeptid in je glavni celini neencimski antioksidant. Sintetizira
se iz treh aminokislin: glutaminske kisline, cisteina in glicina (26). Je reducent, ki lahko

neposredno reagira z radikali ali pa vstopa v encimsko katalizirane redukcije (1).

Slika 1: Glutation

- Bilirubin - sestavljen je iz verige Stirih pirolovih obroCev (tetrapirol) in je razgradni
produkt krvnega barvila hema (bilirubin je rumene barve). Nastaja v vranici, v

makrofagnem sistemu, iz odmirajocih eritrocitov (priblizno 80%) in v jetrnih celicah iz



hemoproteinov (citokromi, katalaza, peroksidaza). Veze se na albumin, ki ga transportira v
jetra. Albumin varuje pred reaktivnimi kisikovimi in dusikovimi spojinami (1).

- Koencim Q - je provitamin, ki nastaja v telesu in ima vlogo v masc¢obah topnega
elektronskega prenasalca v mitohondrijski dihalni verigi. Stevilka ob imenu oznaluje,
koliko kemic¢nih podenot ima molekula v svoji sestavi (Stevilo izoprenskih podenot). Pri
ljudeh ubikinon vsebuje deset izoprenskih enot, torej se mu re¢e koencim Q10 (1).

. Lipojska kislina — je moc¢an reducent (1).

- Secna kislina — je moc€an antioksidant, deluje pa tudi kot kelator - kelira kovinske
ione Fe in Cu (1). Pri ljudeh in vi§je razvitih primatih je se¢na kislina kon¢ni produkt
oksidacije (razgradnje) purinov (preko hipoksantina in ksantina) in se izlo¢a s seCem.

- Zenski spolni hormoni - in vitro lahko inhibirajo lipidno peroksidacijo zaradi
fenolne -OH skupine (potrebne so uM koncentracije). Sinteti¢ni estrogen dietilstilbestrol je
ucinkovit zaviralec lipidne peroksidacije v uM obmocju in vitro, a je zal kancerogen (1).

- Melatonin - je biogen amin, ki spada med hormone. Pri vretencarjih se sintetizira
primarno v epifizi (¢eSariki), in sicer iz triptofana preko serotonina. V telesu deluje kot
antioksidant, uravnava cirkadiani cikel, spanje, pocutje, staranje in imunski odziv. Bolj kot
neposreden antioksidant je pomemben, ker vpliva na poviSan nivo encimov -

antioksidantov in zavira sintezo citokinov ter izrazanje inducibilne NO-sintaze (iNOS) (1).

Nizkomolekulski antioksidanti, ki jih pridobimo s hrano pa so:

- Askorbinska kislina (vitamin C) — je vodotopen antioksidant. Nastopa kot kofaktor
vsaj 8 encimov: pri sintezi kolagena, pri sintezi noradrenalina iz dopamina, pri sintezi
karnitina, pri metabolizmu tirozina... Posredno lahko deluje kot prooksidant saj reducira
Fe*™ v Fe*" (1). Sodeluje pri regeneraciji oksidiranega vitamina E in glutationa (GSH), zato
deluje skupaj z njima sinergisti¢no.

- Tokoferol (vitamin E) - je mascobotopen antioksidant iz druzine tokoferolov.
Njegova najbolj aktivna oblika je a-tokoferol, ki §¢iti celiéne membrane pred oksidacijo z
reaktivnimi kisikovimi zvrstmi in lipidnimi radikali (28). Ob kopi¢enju a-tokoferil radikala
lahko pride do prooksidativnih u¢inkov. a-tokoferol lahko reducira ione kovin Fe’" in Cu**
do Fe*" in Cu™ (1).

- Karotenoidi - karotenoidi so barvila rastlinskega izvora, obstaja jih preko 700 - npr.

B-karoten, a-karoten, lutein, likopen... V telesu jih najdemo v adipoznem tkivu (80 %),



jetrih (10 %), v corpus luteum in testisih. Njihova absorpcija je nepopolna in odvisna od
vrste hrane (1).

- Polifenoli rastlinskega izvora - zanje je znacilna prisotnost ve¢ fenolnih strukturnih
enot. Fenolne OH skupine so donorji H-. Med polifenole spadajo npr. kvercetin, katehin,
epikatehin... Polifenoli niso endogeni, ampak se nahajajo v razli¢nih Zivilih (citrusi, rdece

vino, zeleni ¢aj...).

I.2. OKSIDATIVNI STRES V NOSECNOSTI

Za normalen razvoj ploda je materino biokemi¢no okolje zelo pomembno (29). Nosecnost
je Ze sama po sebi stanje poviSanega oksidativnega stresa, ker je posteljica zelo bogata z
mitohondriji, le-ti pa so metaboli¢no zelo aktivni. Prehodne kovine, posebej zelezo, ki ga
je veliko v posteljici, so pomemben dejavnik pri nastanku radikalov. Za$¢itni mehanizmi
pred radikali se med nosecnostjo povecajo in €itijo zarodek, ki pa je vseeno izpostavljen
doloceni stopnji oksidativnega stresa (30).

V nosecnosti lahko pride do porusenja ravnotezja med oksidanti in antioksidanti, ker v tem
obdobju pride do mnogih telesnih sprememb, zaradi katerih se poveca bazalna poraba
kisika in pride do sprememb v porabi energije razliénih organov. Ze v zgodnji nose&nosti
posteljica vpliva na homeostazo v telesu matere. Bogata je z mitohondriji in ko je
popolnoma razvita, predstavlja priblizno 1% bazalnega metabolizma nosecnice (30).
Posteljica je vmesnik med materinim in fetalnim krvnim obtokom, preko nje se prenasajo
plini, hranila in metabolni produkti. Sprva je posteljica v hipoksi¢nem okolju, ko pa zori,
se ji razvija ozilje in njeno okolje postane bogato s kisikom, velika masa mitohondrijev pa
spodbuja nastajanje reaktivnih kisikovih spojin (ROS), kar poveca raven prostega Zeleza
(30).

Posteljica lokalno spodbuja nastajanje duSikovega oksida (NO), ki skupaj z drugimi
reaktivnimi duSikovi spojinami prispeva k vecjemu oksidativnemu stresu, posebej v
prisotnosti prehodnih kovin. Posteljica je bogata tudi z makrofagi, ki spodbujajo lokalno
nastajanje radikalov. Imunski sistem je med nose¢nostjo zmanjSan, kar je morda posledica
visoke ravni estrogena (30).

V nosecnosti lahko pride do raznih zapletov, kot so na primer preeklampsija, inzulinska
rezistenca, hipertenzija, spontani splav, zastoj v rasti ploda in prezgodnji porod. Ti zapleti

bi bili lahko posledica oksidativnega stresa, lahko pa tudi da so njegov vzrok (31).



Natancen razlog za pojav patoloskega oksidativnega stresa pri nose¢nicah z omenjenimi
zapleti Se ni znan. Pri nagnjenosti k oksidativnemu stresu in zapletom pri nosecnosti imajo
pomembno vlogo polimorfizmi v antioksidantnih encimih in nezadostni vnos mikrohranil,
predvsem selena. Na vecjo tvorbo ROS vplivajo tudi metaboli¢ne nepravilnosti pri materi,

kot na primer diabetes (29, 32).

1.2.1. OBRAMBNI MEHANIZMI V NOSECNOSTI

Reaktivne kisikove spojine imajo tako pozitivno kot negativno vlogo — so klju¢ne signalne
molekule pri fizioloSkih procesih in pri signalnih poteh Zenskega reproduktivnega cikla,
imajo pa tudi vlogo pri patoloskih procesih, vklju¢no s tistimi, ki potekajo na rodilih.
Pomembne so pri zorenju oocita, v procesu folikulogeneze, pri delovanju rumenega
telesca, v procesu embriogeneze, implantacije zarodka in pri fetoplacentnem razvoju (33).
Obrambni mehanizmi pred poSkodbami radikalov se povecujejo z napredovanjem
nosecnosti. Postopno se povecujejo koncentracije lovilcev radikalov, kot so bilirubin,
glutation, pa tudi specificne aktivnosti superoksid-dismutaze, katalaze in glutation-
peroksidaze in reduktaze (30). Koncentracija vitamina C je odvisna od tega, koliko je
nosecnica zauzije, na splo$no pa je pri normalni nosecnosti nizja, resno pa se zniza pri
preeklampsiji (34).

Vloga vitamina C in vitamina E pri preprecevanju poSkodb, povzrocenih z radikali, je zelo
pomembna. Pomanjkanje vitamina C vpliva na strukturo posteljice in olajSuje okuZzbo
posteljice, kar povecuje tveganje za prezgodnje pretrganje ovojnice posteljice in s tem
tveganje za prezgodnji porod (35). Kadar je plazemska koncentracija vitamina C pri materi
nizka, jo bo posteljica absorbirala preko aktivne difuzije, pri vi§jih koncentracijah pa bo
prisel vitamin C v posteljico preko pasivne difuzije.

Ker je v nosecnosti ravnotezje med oksidanti in antioksidanti zlahka porusSeno, pride takrat
do vecje nagnjenosti h gestacijski hipertenziji in inzulinski rezistenci, kar v nekaterih
primerih vodi tudi do gestacijskega diabetesa. Gestacijska hipertenzija in diabetes sta
pogosto povezana (30).

Nekateri podatki kazejo, da je zarodek nekoliko zaSciten pred ROS, ki nastajajo v
posteljici, predvsem v zadnjih tednih nosecnosti. Vseeno pa je problemati¢no, ¢e pride do
pogojev, ki spodbujajo nastajanje ROS v fazi organogeneze. Zarodki in otroci mater z

diabetesom imajo visok delez anomalij, ki jih pripisujejo oksidativnem stresu, s



hiperglikemijo povzrocenim ROS, mitohondrijski oksidaciji in neencimski glikozilaciji
skupaj s pomanjkanjem esencialnih mascobnih kislin, do katerega pride zaradi
peroksidacije, sprememb prostaglandina in morda Se zaradi kakSnih drugih, za zdaj Se
nepojasnjenih mehanizmov (36). V raziskavi so ugotovili, da so pri terapiji z inzulinom
ucinki diabetesa na miSje zarodke prepreceni (37), prav tako pa deformacije, ki so

povzrocene z diabetesom, zmanjSujeta vitamin C in E (38, 39).

1.2.1.1. ENCIMSKI ANTIOKSIDANTI V NOSECNOSTI (SOD, CAT,
GPx)

Superoksid-dismutaza (SOD) - aktivnost superoksid-dismutaze v plazmi in eritrocitih je
med normalno nosecnostjo vi§ja kot pri zdravih nenosecih Zenskah in narasca s tedni
nosec¢nosti. V tkivu posteljice se nahajajo vse tri oblike encima (40).

Pri preeklampsiji so ugotovili znizan nivo superoksid-dismutaze (41). Prav tako je nivo

superoksid-dismutaze nizji pri nosecnicah z diabetesom (32).

Katalaza (CAT) - raziskava je pokazala porast aktivnosti katalaze v polni krvi med
normalno nose¢nostjo v primerjavi z zdravimi nenose¢imi zenskami (42). Pri nosecnicah z

gestacijsko hipertenzijo pa so opazili, da je nivo katalaze pogosto znizan (43).

Glutation-peroksidaza (GPx) - rezultati raziskav glede aktivnosti in ekspresije glutation-
peroksidaze v nose¢nosti se razlikujejo. Nekatere Studije so pokazale visoko raven
glutation-peroksidaze v posteljici in njen porast v plazmi zdravih nosecnic v primerjavi z
zdravimi nenoseCimi Zenskami (44). StarejSa raziskava pri zdravih nosecnicah pa je
pokazala nespremenjeno aktivnost v plazmi ali celo znizano aktivnost v plazmi in
eritrocitih proti koncu nose¢nosti (45). V neki raziskavi so ugotovili, da se nivo glutation-
peroksidaze pri nosecnicah s preeklampsijo ne razlikuje od nivoja pri zdravih nosecnicah
(40). Ugotovljeno je bilo tudi, da je aktivnost glutation-peroksidaze znacilno povecana pri

zenskah s spontanim prezgodnjim porodom (46).
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1.2.2. OKSIDATIVNI STRES IN ZAPLETI V NOSECNOSTI

[.2.2.1. OKSIDATIVNI STRES IN PREEKLAMPSIJA

Preeklampsija je bolezen, ki se pojavi v nosecnosti, njeni znaki pa so hipertenzija, edemi in
proteinurija matere. Preeklampsijo povzro¢i okvara endotelija zil, vzrok za to je
nenormalna placentacija, ni pa Se dokon¢no pojasnjeno, zakaj sploh pride do tega.
Preeklampsija je bistveno tezja bolezen od poviSanega krvnega tlaka (46).

Motena je invazivnost trofoblastov, zato pride do zmanjSanja uteroplacentarne perfuzije,
ishemije in hipoksije posteljice. Zaradi teh stanj pa pride do povecane tvorbe ROS, ki
lahko vodijo v dodatne endotelne in vaskularne oksidativne poSkodbe (29).

V raziskavah so ugotovili, da so oznacevalci lipidne peroksidacije v plazmi Zensk s
preeklampsijo povecani. Antioksidanti, kot karotenoidi, tokoferoli in vitamin C, pa so
zaradi svoje vloge »cistilcev radikalov« pri zenskah s preeklampsijo znizani (47).
Hipertenzivne motnje so na sploSno najbolj pogosta klinicna tezava v nosecnosti,
pojavljajo se pri 5 - 10% nosecih Zensk (47). Ponavadi se pojavijo po 20. tednu nosecnosti.
Preeklampsija je pomembno povezana z obolevnostjo in umrljivostjo matere in ploda (2).
Zaenkrat Se niso odkrili metode za preprecitev preeklampsije. V neki raziskavi so
preucevali vpliv antioksidantov vitamina C in vitamina E na preventivo preeklampsije. Pri
zgodnjem ukrepanju in dodajanju vitamina C in E v obdobju med 16. in 22. tednom
nosecnosti, so opazili manjSo pojavnost preeklampsije. Pri Zenskah z diagnosticirano
preeklampsijo, pa ni bilo nobene izboljSave (48). V zadnji raziskavi niso ugotovili

pozitivnih uc¢inkov vitamina C in E pri preventivi preeklampsije (49).

[.2.2.2. OKSIDATIVNI STRES IN SPONTANI SPLAV

Nenormalna placentacija (nastajanje posteljice) povzro¢i oksidativni stres, ki ima Skodljive
vplive na trofoblast (prekurzorske celice humane posteljice) - ta mehanizem naj bi bil
vpleten v etipatogenezo spontanega splava. Pri pacientkah, ki so imele ponavljajoce
spontane splave, so preucevali vpliv glutationa in druzine encimov glutation-transferaz.
Izkazalo se je, da je nivo glutationa povec€an pri Zenskah, ki so kasneje dozivele spontani
splav v primerjavi z Zenskami, ki so uspesno donosile otroka. Glutation in glutation-

peroksidaza sta antioksidanta, ki nevtralizirata radikale in lipidno peroksidacijo in tako
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ohranjata intracelularno homeostazo in redoks ravnotezje. Etiologija ponavljajoc¢ih splavov

je multifaktorska, vkljucuje genetske in okolijske dejavnike (2).

1.2.2.3. OKSIDATIVNI STRES IN ZASTOJ RASTI PLODA

Oksidativni stres matere med nose¢nostjo je dejavnik tveganja za zastoj rasti ploda (fetal
growth restriction — FGR) in nizko porodno tezo (31). Zastoj plodove rasti pomeni, da plod
ne doseZe svojega genetsko doloCenega rastnega potenciala in je njegova ocenjena teza pod
10. percentilo razporeditve porodnih tez za doloceno gestacijsko starost. To ugotavljajo
glede na krivulje rasti ploda za doloceno populacijo (50). Do zastoja rasti lahko pride
zaradi materine bolezni (npr. kroni¢na ledvi¢na bolezen, hipertenzija, anemija, prirojene
sréne napake), zaradi neugodnih vplivov na intrauterino okolje (npr. kajenje, alkohol) ali
pa zaradi ploda samega (lahko ima prirojene razvojne nepravilnosti, kromosomopatije,
lahko gre za vecplodno nosecnost...). V vec kot polovici primerov pa ostajajo razlogi za

zastoj rasti ploda neznani (51).

1.3. OCENA OKSIDATIVNEGA STRESA

Neposredno merjenje oksidativnega stresa je zelo tezavno, ker imajo reaktivne kisikove
zvrsti in radikali precej kratko Zivljenjsko dobo. Zato se uporablja predvsem merjenje
produktov interakcij ROS z bioloskimi makromolekulami. Potrebno je meriti ve¢ bioloskih
oznacevalcev, ker pri oksidativnih poSkodbah razli¢nih organov in pri razliénih boleznih
nastajajo razli¢ni oksidativni produkti in tudi razmerje med njimi je razli¢no. Poznamo ve¢
nacinov za dolocanje oksidativnega stresa: dolocanje poSkodovanih proteinov, dolocanje

lipidne peroksidacije, dolo¢anje oksidacije DNA in dolo¢anje statusa antioksidantov (52).

1.3.1. Dolo€anje poskodovanih proteinov

Poznamo dva nacina dolocanja poskodovanih proteinov. Pri prvem nainu merimo
karbonilne produkte. Pri oksidaciji aminokislinskih ostankov, predvsem lizina, arginina,
histidina in prolina, nastanejo proteini s karbonilnimi skupinami. Proteini s karbonilno
skupino so kemic¢no stabilni oznacevalci oksidativnega stresa. Za dolo¢anje teh proteinov
se uporablja spektrofotometri¢na analizna metoda z 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNFH).

Karbonilno skupino derivatiziramo z DNFH, pri c¢emer nastane stabilni 2,4-
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dinitrofenilhidrazon, ki ga lahko zaznamo na ve¢ nacinov. Lahko ga dolo¢imo
spektrofotometricno pri valovni dolzini 370 nm, ker dinitrofenilhidrazon absorbira
ultravijoli¢no svetlobo. Ta nac¢in dolocanja poskodovanih proteinov ne omogoca dolocitve,

kateri aminokislinski ostanek se je oksidiral in kateri protein je bil modificiran (53).

Drugi nacin je ugotavljanje specificnih sprememb posameznih aminokislin. Zelo velikokrat
oksidira aminokislina tirozin. Dolo¢amo lahko njene razli¢ne derivate, npr. ditirozin in
nitrotirozin. Za analizo teh oznacevalcev oksidativnega stresa v bioloskih tekoc¢inah in

tkivih se najpogosteje uporablja encimsko imunski test (ELISA) (53).

1.3.2. Dolo€anje lipidne peroksidacije

Lipidno peroksidacijo lahko ocenimo z dolo¢anjem konjugiranih dienov (nastanejo po
interakciji nenasi¢enih mascobnih kislin z radikali), z dolo¢anjem primarnih produktov
peroksidacije ali z dolo¢anjem razliénih sekundarnih produktov (heksanoil lizin,
malondialdehid). Malondialdehid (MDA) tvori komplekse z bazami nukleinskih kislin (je
mutagen). DoloCamo ga z nastankom barvnega kompleksa MDA-tiobarbiturna kislina
(TBA), ki nastane pri poviSani temperaturi v kislem mediju. Koli¢ino obarvanega produkta
dolo¢amo spektrofotometricno pri valovni dolzini 532 nm. Metoda je nespecifi¢na, pri
lipidni peroksidaciji namre¢ nastajajo tudi drugi aldehidi, ki reagirajo s TBA in absorbirajo
pri podobni valovni dolZini. Zato se uporablja izraz »s TBA reagirajoce snovi« (TBARS)
(54). Problem te metode je, da se lipidni hidroperoksidi in aldehidi lahko absorbirajo v telo

tudi iz prehrane, zato bi bilo potrebno ob dolo¢anju teh snovi nadzorovati prehrano (52).

Boljsi oznacevalci lipidne peroksidacije so izoprostani. Nastanejo z radikali katalizirano,
neencimsko peroksidacijo fosfolipidov ali arahidonske kisline. Nastanejo izomeri s
prostanskim obro¢em. Najprej so izoprostani esterificirani na fosfolipidih, po delovanju
fosfolipaz pa se sprostijo kot prosta oblika. Referen¢na metoda za merjenje izoprostanov je
plinska kromatografija z masno spektrometrijo (GC-MS), ki pa je dokaj draga in zamudna
(55). Za kvantifikacijo se uporablja tudi ELISA (56).
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1.3.3. Dolo¢anje oksidacije DNA

Izmed purinskih in pirimidinskih baz je gvanin najbolj dovzeten za oksidacijo. Pri
oksidativnem napadu OH- najveckrat nastane 8-hidroksideoksigvanozin (8-OHdG), s
katerim vrednotimo oksidativno okvaro DNA. Oksidirane nukleinske baze so topne v vodi
in se brez predhodnega metabolizma izlo¢ijo v urin (57). 8-OHdG pa lahko dolo¢amo tudi
v serumu in tkivu. Kvantitativno se ga najveckrat dolo¢a z metodo ELISA (55), ki poteka
tako, da vzorec dodamo na ploscico, ki ima vezana protitelesa specificna za 8-OHdG. Nato
dodamo z biotinom oznaceno protitelo specificno za 8-OHdAG ter avidin oznacen s hrenovo
peroksidazo (horseradish peroxidase - HRP). Ko dodamo TMB substrat (3,3',5,5'-
tetramethylbenzidine) se obarvajo vdolbinice, ki vsebujejo 8-OHdG. Reakcijo kon¢amo z
dodatkom Zveplove kisline in spektrofotometricno izmerimo spremembo barve.

Koncentracijo 8-OHdG dolo¢imo tako, da rezultat primerjamo z umeritveno krivuljo (58).

1.3.4. Doloc¢anje statusa antioksidantov

S statusom posameznih antioksidantov merimo sposobnost obrambe telesa pred ROS.
Lahko dolo¢amo tudi celokupno vsoto vseh antioksidantnih snovi. Najveckrat dolocamo
aktivnost encima, lahko pa spremljamo tudi izrazanje encimov v dolo¢enem tkivu z analizo
ekspresije genov, ki kodirajo za izbrani encim. Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD)
merimo na podlagi merjenja inhibicije reakcije med 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-
feniltetrazol kloridom in superoksidnim radikalom, ki nadzorovano nastaja iz ksantina s
ksantin-oksidazno katalizo. Superoksid-dismutaza inhibira nastanek formazanskega

barvila, kateremu merimo absorbanco pri 505 nm (59).

Metoda za merjenje glutation-peroksidaze (GPx) temelji na katalizi oksidacije glutationa s
kumen peroksidom. V prisotnosti glutation-reduktaze in NADPH se oksidirani glutation
takoj pretvori v reducirano obliko s soCasno oksidacijo NADPH v NADP+, ki povzroci
padec absorbance pri 340 nm (60). Glutation-peroksidazo dolo¢amo najveckrat v polni
krvi, ki ji dodamo heparin. Ce delamo s ¢lovesko krvjo, je za reddenje priporoéljivo
uporabiti Hemoglobin reagent (vsebuje kalijev fericianid, kalijev cianid ter nekaj
pomoznih snovi) zaradi prisotnosti peroksidaz v ¢loveski krvi, ki bi lahko dale lazno visje

rezultate, dodatek cianida pa preprecuje to interferenco. Se pred dodatkom Hemoglobin

14



reagenta pa je potrebno pretvoriti glutation v reducirano obliko, pri oksidirani obliki bi

namre¢ cianid hitro povzro€il inaktivacijo (61).

Za merjenje aktivnosti katalaze se uporablja preprosta spektrofotometri¢na metoda, ki meri
padec absorbance, oziroma koncentracije vodikovega peroksida ob prisotnosti katalaze pri

240 nm (18).

Lahko pa merimo tudi celokupni antioksidantni status (ang. total antioxidant capacity —
TAC). Pri tem izmerimo aktivnost vseh prisotnih antioksidantov v bioloSkem vzorcu. Za
dolocanje TAC se najpogosteje uporablja metoda FRAP (ang. ferric reducing ability of

plasma), pri kateri merimo redukcijo Zeleza ob prisotnosti antioksidantov (62).
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Il. NAMEN DELA

Kadar v nosecnosti pride do razli¢nih zapletov (splava, prezgodnjega poroda itd.) se
pogosto ne pozna vzrokov, zakaj je prislo do tega. Na osnovi Studij razli¢nih oznacevalcev
oksidativnega stresa obstaja moznost, da bi pri tem imele vlogo vrednosti antioksidantnih
encimov pri noseénici. Ce bi se izkazalo, da je tako, bi lahko laZje napovedovali zaplete in
bolj spremljali nosecnice, ki so v tvegani skupini. Hkrati bi se odprle moznosti za
interventne §tudije moZnih terapij npr. dodajanja antioksidantnih encimov. Ce bi se poleg
tega izkazalo, da je korelacija med antioksidantnimi encimi v plodovnici in krvi dobra, bi
lahko razvili manj invazivne metode za spremljanje oksidativnega stresa v nosecnosti
(amniocenteza je namre¢ invaziven in neprijeten poseg za nosec¢nico, ki ga spremlja tudi
1% tveganje, da pride do splava). V Sloveniji do sedaj Se niso dolocali statusa
antioksidantnih encimov v nosecnosti, poleg tega je naSa raziskava ena prvih z doloCanjem
antioksidantnih encimov v plodovnici, do sedaj so jih v plodovnici dolocali le v povezavi z

Downovim sindromom v redkih tujih $tudijah.

V diplomskem delu bomo obravnavali mozno povezavo med antioksidantnim statusom
nosecnice in nekaterimi fizioloskimi parametri plodu. Ovrednotiti nameravamo povezavo
med aktivnostjo antioksidantnih encimov superoksid-dismutaze (SOD) in glutation-
peroksidaze (GPx) v krvi in v plodovnici ter znacilnostmi otroka (gestacijska doba,
porodna teza in dolzina otroka, parametri za oceno rasti ploda (BIP - biparietal diameter,
FL - femur length) in spolom otroka) in matere (kajenje nosecnice, indeks telesne mase,
Stevilo preteklih splavov). Preverjali bomo tudi korelacijo med antioksidantnimi encimi v

plodovnici in v krvi nosecnice.

Osredotocili se bomo predvsem na povezave, ki bi bile lahko klinicno pomembne, in na
katere bi se lahko dalo vplivati s terapijo (npr. s parenteralnim dodajanjem antioksidantnih
encimov) ali s spremembami zivljenjskega stila (npr. kajenja). Na§ namen bo tudi, da

ugotovimo, ¢e rezultati antioksidantnih encimov v krvi korelirajo z rezultati iz plodovnice.
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lll. MATERIALI IN METODE

lll.1. BIOLOSKI VZORCI

ll.1.1. Zbiranje vzorcev

V nasi raziskavi smo kot bioloSke vzorce uporabili vensko kri in amnijsko tekocino
(plodovnico). Vzorci so bili zbrani od 32 nosecnic v drugem trimese¢ju nosecnosti (prvi
odvzem vzorcev je bil med 111 in 135 dnem gestacije, povprecna gestacija ob odvzemu je
bila 117 dni). Vzorci so se zbirali na ginekoloski kliniki v Ljubljani med 14.6.2010 in
30.8.2010. Natancne podatke o datumih odvzema prikazuje tabela 5 v poglavju Rezultati.

1ll.1.2. Metode za pridobivanje vzorcev

Kri je bila preiskovankam odvzeta na klasi¢en nacin iz vene na roki. Plodovnica je bila
pridobljena s postopkom amniocenteze - gre za preiskavo, pri kateri s tanko iglo preko
trebusne stene odvzamejo iz amnijske votline vzorec plodovnice za genetske preiskave.
Plodovnica, ki obdaja otroka, vsebuje otrokove celice koze. Te celice se v laboratoriju
uporabijo za analizo otrokovih kromosomov ali genov za specificna genetska obolenja.
Preiskava se izvede pri nosec¢nicah, pri katerih je vecja verjetnost, da bo imel otrok kaksne
genetske ali kromosomske napake — ¢e je nose€nica stara 37 let ali ve¢ (vecja verjetnost, da
bo imel otrok Downov sindrom), ¢e ima nosec¢nica, njen partner ali pa kdo v njuni druzini
genetsko obolenje, ki se lahko prenese na otroka ali pa Ce rezultati preiskav v nosecnosti
(npr. ultrazvok, merjenje nuhalne svetline, Cetverni hormonski test) pokazejo povecano

tveganje, da ima plod genetsko obolenje (63).

ll.2. VKLJUCITVENI KRITERIJI IN KARAKTERISTIKE
PREISKOVANK

Kriterij za vkljucitev preiskovank v naSo raziskavo je bil, da so preiskovanke imele
amniocentezo v obdobju, ko so se zbirali vzorci za raziskavo (torej med junijem in
avgustom 2010). Prvotno je bilo v raziskavo vkljucenih 36 preiskovank, pa so bile Stiri
kasneje izloCene, tako da jih je ostalo 32. Nosecnice, ki so bile izloCene iz raziskave, so
bile izlocene zaradi naslednjih razlogov: pri dveh ni bila odvzeta plodovnica, ena je rodila

drugje, tako da nismo imeli njenih podatkov o poteku nosec¢nosti in porodu, pri eni pa so
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bili vzorci nepopolni (necista plodovnica). Pri ostalih 32 nose¢nicah (ki so ostale vkljuc¢ene
v raziskavo) pa nam pri dveh ni uspelo uspesno dolociti vrednosti encimov v krvi, zato tam
manjkajo rezultati.

Pri nasih preiskovankah je bil v vec€ini primerov razlog za amniocentezo starost nad 37 let.
Pri mlajSih zenskah, ki so bile vklju¢ene v naso raziskavo, je bila amniocenteza izvedena
predvsem zaradi genetskih indikacij ali pa zaradi povecanega tveganja za Downov sindrom
(na katerega je nakazovala povecana vrednost nuhalne svetline in/ali hormonskih testov).
Le pri eni preiskovanki je bila amniocenteza izvedena na njeno lastno Zeljo, brez indikacij.

Razloge za amniocentezo prikazuje graf 1.

razlog za amniocentezo

11 1
3 39 3% 3%
9%

13%
22
69%

o starost

@ povedana wrednost nuhalne svetline in/ali hormonskih testov (DHT, CHT)

O starost + povedana wrednost nuhalne svetline in/ali hormonskih testov (DHT, CHT)
0O genetska indikacija

m starost + genetska indikacija

@ lastna zelja

Graf 1: Razlog za amniocentezo

Starost preiskovank je bila od 28 do 41 let (starost Zenske ob porodu prikazuje graf 2), v
povprecju so bile stare 37,57 + 0,55 let (aritmeti¢na sredina + standardna napaka). Vec€ina
jih je bila nekadilk (94%, n=30). Njihov povpreten BMI je bil 23,86 + 0,75 kg/m’.
Povprecna gestacijska doba je bila 275 + 1,6 dni, povprecna porodna teza otroka je bila
3495,6 = 79,8 g in povprecna porodna dolZina otroka 51,5 + 0,38 cm. 53% (n=17) jih je
rodilo fantka, 47% (n=15) pa puncko. Nobena od preiskovank v nosecnosti ni imela
hipertenzije, diabetesa ali preeklampsije. Ena izmed njih je imela kroni¢no vnetje $c¢itnice,
ostale pa so bile zdrave. Vsi otroci so se rodili normalni in zdravi, niso imeli genetskih
napak ali drugih malformacij. Podrobnosti o karakteristikah preiskovank prikazujejo

tabela 2, tabela 3 in tabela 4 v poglavju Rezultati.
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Graf 2: Starost Zenske ob porodu

45% (n=14) preiskovank je predhodno ze imelo splav (32% (n=10) en splav, 13% (n=4) pa
dva splava), kar prikazuje graf 3. 32% (n=10) preiskovank ni Se nikoli rodilo, 45% (n=14)
jih je imelo za seboj ze en porod, 10% (n=3) dva, 13% (n=4) pa tri porode (graf 4).

Stevilo splavov
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17

10 55%

32%
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Graf 3: Stevilo splavov, ki so jih preiskovanke doZivele pred Studijo
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Stevilo porodov
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Graf 4: Stevilo uspe$nih porodov preiskovank pred $tudijo

71% (n=22) preiskovank je imelo normalno telesno tezo (BMI = 18,5 — 24,9 kg/m?), 3%
(n=1) jih je imelo prenizko tezo (BMI pod 18,5 kg/m?), 26% (n=8) pa jih je imelo
prekomerno telesno tezo (BMI nad 25 kg/m?) (64), kar prikazuje graf 5.

BMI (indeks telesne mase)

13% 3%

71%

@ pod 18.5 (prenizka telesna teza) | 18.5 - 24.9 (normalna telesna teza) 0 25 - 29.9 (prekomerna telesna teza) 0O nad 30 (debelost)

Graf 5: Indeks telesne mase (BMI) Zenske pred nosecnostjo
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I1l.3. METODE ZA DOLOCANJE ENCIMOV
111.3.1. Opis metod

I11.3.1.1. Dolo¢anje superoksid-dismutaze (SOD)

Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) smo dolocali spektrofotometricno z inhibicijsko
metodo z avtomatskim biokemijskim analizatorjem Hitachi 917. Uporabili smo
komercialno dostopni analizni komplet RANSOD (»RANSOD«, Randox, Velika
Britanija). Metoda temelji na reakciji ksantina in ksantin-oksidaze. Produkt reakcije je
superoksidni radikal, ki s spojino 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolijev klorid
(INT) tvori rde¢ formazan (absorbanco produkta merimo pri valovni dolzini 505 nm).
Aktivnost SOD merimo posredno s stopnjo inhibicije te reakcije. Aktivnost SOD v
hemolizatu smo izrazili kot enote SOD na g hemoglobina (U/g Hb), v plodovnici pa kot
enote SOD na liter plodovnice (U/L) (65).

Encimski test na osnovi inhibicije: poteka po shemi spodaj navedenih reakcij. Nastajanje

formazanskega barvila inhibira SOD iz vzorca. Intenziteta barvnega produkta pri 505 nm

je obratno sorazmerna aktivnosti SOD v vzorcu (65).

Ksantin—=%° s urat + 05 XOD - ksantin oksidaza

INT - 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-

o
INT —=— formazan feniltetrazolijev klorid

03" +05" +2H" —%® ,0, +H,0,

I11.3.1.2. Dolo¢anje glutation-peroksidaze (GPx)

Aktivnost glutation-peroksidaze (GPx) smo dolocali spektrofotometricno z avtomatskim

biokemijskim analizatorjem Hitachi 917 z metodo Paglia in Valentine (60). Uporabili smo

komercialno dostopni analizni komplet RANSEL (»RANSEL«, Randox, Velika Britanija).

GPx katalizira reakcijo oksidacije reduciranega glutationa s kumen hidroperoksidom. Meri se

zmanjSanje absorbance NAPDH pri 340 nm. Aktivnost GPx v hemolizatu smo izrazili kot

enote GPx na g hemoglobina (U/g Hb), v plodovnici pa kot enote GPx na liter plodovnice

(U/L) (61).

Encimski-UV test: poteka po shemi spodaj navedenih reakcij. Nastajanje NADP" iz NADPH

zaznamo kot padec absorbance pri 340 nm. Sprememba absorbance je sorazmerna aktivnosti

GPx v vzorcu (61).
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P GSH - glutation, reducirana oblika
2GSH + ROOH—>*— GSSG +ROH + H,0 GSSG - glutation, oksidirana oblika

+ GR + GR - glutation-reduktaza
GSSG + NADPH + H" ———2GSH + NADP ROOH — kumen hidroperoksid

Analize obeh encimov smo izvajali na Klini¢nem institutu za klini¢no kemijo in biokemijo.

111.3.2. Uporabljeni materiali in oprema

I11.3.2.1. Uporabljeni materiali/reagenti

Za dolocanje superoksid-dismutaze (SOD) smo uporabili naslednje reagente:
a) Reagenti, ki so bili vklju¢eni v RANSOD analizni komplet:

e mesSan substrat (oznaka R1a) - vsebuje ksantin (0,05 mmol/l) in 2-(4-jodofenil)-3-
(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolijev klorid (INT) (0,025 mmol/l)

e pufer (oznaka R1b) — vsebuje 3-(cikloheksilamino)-1-propansulfonsko kislino
(CAPS) (40 mmol/l, pH 10,2) in etilendiamintetraocetno kislino (EDTA) (0,94
mmol/l)

¢ ksantin-oksidaza (oznaka R2) (80 U/I)

e standard (oznaka CAL)

b) Dodatni reagenti za doloc¢anje SOD:

e redcitveni reagent (Ransod Diluent) — 0,01 mol/l fosfatni pufer, pH 7,0 (Cat. No. SD
124)

¢ kontrolni reagent (Ransod Control) (Cat. No. SD 126)

Za dolocanje glutation-peroksidaze (GPx) smo uporabili naslednje reagente:
a) Reagenti, ki so bili vkljuc¢eni v RANSEL analizni komplet:
e reagent (oznaka R1a) — vsebuje glutation (4 mmol/l), glutation-reduktazo (>0,5 U/I)

in NADPH (0,34 mmol/l)
e pufer (oznaka R1b) — vsebuje fosfatni pufer (0,05 mol/l, pH 7,2) in EDTA (4,3
mmol/l)

e kumen hidroperoksid (oznaka R2) (0,18 mmol/l)
e redcilno sredstvo (oznaka R3)

b) Dodatni reagent za dolocanje GPx:
e kontrolni reagent (Ransel Control) (Cat. No. SC 692)
e Dbidestilirana voda
e hemoglobin reagent (Cat. No. HG 1539) — vsebuje kalijev fosfat (10,3 mmol/l),
kalijev fericianid (6,08 mmol/l), kalijev cianid (7,68 mmol/l) in surfaktant (0,1%
V/V)
e redcilno sredstvo za Ransel (Ransel Diluting Agent) (Cat. No. RS 2318)
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I11.3.2.2. Uporabljena laboratorijska oprema

e avtomatski biokemijski analizator Roche/Hitachi 917 (Roche Diagnostics, Basel,
Svica) - oba encima smo dolo¢ali z analizatorjem Roche/Hitachi 917. Ta analizator
je selektiven, avtomatiziran kemijski sistem, namenjen za analizo bioloSkih
vzorcev. Uporabljamo ga za dolocanje elektrolitov, encimov in metabolitov v
serumu, deproteinizatu, hemolizatu, urinu ter punktatu (66).

e epruvete

e avtomatske pipete

e centrifuga za centrifugiranje krvi

111.3.3. Potek dela

I11.3.3.1. Potek dolocanja superoksid-dismutaze

Priprava vzorcev:

Vzorci krvi: Vzorcem polne krvi smo dodali EDTA. 0,5 ml polne krvi smo centrifugirali
10 minut pri 3000 rpm in potem odsesali plazmo. Eritrocite smo nato Stirikrat sprali s 3 ml
0,9% raztopine NaCl, po vsakem spiranju smo jih centrifugirali 10 minut pri 3000 rpm.
Spranim in centrifugiranim eritrocitom smo dodali redestilirano vodo do 2,0 ml, premesali
in pustili stati 15 minut pri +4°C, da je prislo do hemolize eritrocitov. Lizat smo razred¢ili
z 0,01 mol/l fosfatnim pufrom (pH 7,0), da je delez inhibicije padel med 30% in 60%.
Vzorci plodovnice: Plodovnico so takoj po odvzemu centrifugirali 10 minut pri 1000 rpm
in 4°C. Za analizo smo uporabili supernatant (tekoc¢ino brez celic).

Priprava reagentov:

Eno vialo meSanega reagenta Rla smo zmesali z 20 ml pufra R1b. Eno vialo ksantin-
oksidaze R2 smo zmesSali z 10 ml redestilirane vode. Eno vialo standard CAL smo zmeSsali
z 10 ml redestilirane vode.

Priprava standardov:

oznaka standarda volumen standarda redCitveni reagent
S6 nerazredcen standard /
S5 5 ml standarda S6 5ml
S4 5 ml standarda S5 5ml
S3 5 ml standarda S4 5mil
S2 5 ml standarda S3 6 ml
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Analiza vzorcev:

Vzorce, standarde in reagente smo postavili na ustrezna mesta v analizatorju Hitachi 917 in
pozicije oznalili v programu. Pri vzorcih krvi smo analizirali tudi koncentracijo
hemoglobina (g Hb/ml). Analizator je izmeril absorbance pri valovni dolzini 505 nm in iz
razlike absorbanc izracunal delez inhibicije ter preracunal rezultate v U/l. Pri vzorcih krvi

smo te rezultate s pomoc¢jo programa Excel pretvorili v enote U/g Hb.

I11.3.3.2. Potek dolo¢anja glutation-peroksidaze

Priprava vzorcev:

Vzorci krvi: Vzorcem polne krvi smo dodali heparin. 0,05 ml heparinizirane polne krvi smo
razredcCili z 1 ml red¢ilnega sredstva R3, inkubirali za 5 minut in dodali 1 ml Hemoglobin
reagenta. Dobro smo premesali vzorce.

Vzorci plodovnice: Plodovnico so takoj po odvzemu centrifugirali 10 minut pri 1000 rpm

in 4°C. Za analizo smo uporabili supernatant (tekoc¢ino brez celic).

Priprava reagentov:

Eno vialo reagenta R1a smo zmeSali z 10 ml pufra R1b. 10 pl kumen hidroperoksida R2 smo
razredcili z 10 ml fizioloske raztopine (0,9% NaCl) in pretresli. Eno vialo red¢ilnega sredstva
R3 smo zmesSali z 200 ml redestilirane vode. Hemoglobin reagent smo razredCili z
redestilirano vodo v razmerju 1:4.

Analiza vzorcev:

Vzorce, standarde in reagente smo postavili na ustrezna mesta v analizatorju Hitachi 917 in
pozicije oznacili v programu. Pri vzorcih krvi smo analizirali tudi koncentracijo
hemoglobina (g Hb/ml). Analizator je izmeril absorbance pri valovni dolzini 340 nm in iz
razlike absorbanc izracunal aktivnost glutation-peroksidaze v U/l. Pri vzorcih krvi smo te

rezultate s pomoc¢jo programa Excel pretvorili v enote U/g Hb.

lll.4. METODE ZA PRIDOBIVANJE PODATKOV

Podatke o nose¢nicah sem pridobila s pregledovanjem njihovih zdravniSkih kartotek. 1z
njih sem si izpisala podatke o nosecnicah in o poteku nosecnosti, ki so se mi zdeli
pomembni za mojo nalogo, nato pa sem te podatke uredila v preglednice s pomocjo

programa Microsoft Office Excel 2003. Iz kartotek sem si izpisala naslednje podatke:
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rojstni datum nosecnice, prvi dan zadnje menstruacije, telesna teza pred nosecnostjo,
telesna teza ob prvem odvzemu vzorcev, telesna viSina, kadilski status, Stevilo preteklih
porodov, Stevilo preteklih splavov, razlog za amniocentezo, datum prvega odvzema
vzorcev, biparietalni diameter (BIP), dolzina stegnenice ploda (FL), datum poroda, teza
novorojencka, dolzina novorojencka in spol novorojencka. V poglavju Rezultati so tej
podatki razvidni v tabeli 2, tabeli 3, tabeli 5 in tabeli 6.

Podatke, ki sem si jih izpisala, so pridobili in v kartoteke vpisali delno na ginekoloski
kliniki, delno v ljubljanski porodniS$nici med junijem 2010 in februarjem 2011. Na
ginekoloski kliniki so nekatere podatke pridobili z izprasevanjem nosecnic (npr. ali kadijo,
datum zadnje menstruacije itd.), nekatere pa z meritvami (npr. biparietalni diameter,
dolzina stegnenice ploda itd.). Podatke o porodu so pridobili v ljubljanski porodniSnici
(datum poroda, teza in visina novorojencka, spol novorojencka).

Iz nekaterih podatkov sem nato izracunala dolocene vrednosti (v poglavju rezultati jih
prikazuje tabela 4):

e Indeks telesne mase (body mass index — BMI) sem izracunala tako, da sem telesno
tezo preiskovanke pred nosecnostjo (v kilogramih) delila s kvadratom njene telesne
viSine (v metrih).

o Gestacijsko dobo (Stevilo dni gestacije ob porodu) sem izracunala glede na datum
prvega dne zadnje menstruacije in datum poroda. S pomoc¢jo programa Microsoft
Office Excel 2003 sem od datuma poroda odstela datum prvega dne zadnje
menstruacije, s tem sem dobila trajanje nosec¢nosti v dnevih oziroma celotno
gestacijsko dobo.

e Starost Zenske pri porodu sem prav tako izra¢unala s pomocjo programa Microsoft
Office Excel 2003. Od datuma poroda sem odStela datum rojstva nosecnice, s tem
sem dobila njihove starosti v dnevih, nato pa sem to delila s 365 in dobila njihove
starosti v letih.

e Stevilo dni gestacije ob odvzemu prvega vzorca sem izradunala po istem principu
— v programu Microsoft Office Excel 2003 sem od datuma prvega odvzema vzorca

odstela datum prvega dne zadnje menstruacije.
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lll.5. METODE ZA STATISTICNO ANALIZO

Podatke sem obdelala s pomocjo programov Microsoft Office Excel 2003 in SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences). Izraunala sem povprecne vrednosti in
standardne napake ter podatke statisticno obdelala. Za statisticno obdelavo sem uporabila
naslednje teste: t-test za neodvisne vzorce (Independent Samples t-test), test ANOVA,
Tukey-ev test za primerjavo parov, Pearsonov koeficient korelacije r, determinacijski
koeficient r* in Spearmanov koeficient korelacije . Statisti¢no znacilnost sem ugotavljala
na ravni 5% tveganja, sem pa omenila tudi nekaj povezav, ki se priblizujejo statisti¢ni
znacilnosti. S pomocjo programa Microsoft Office Excel 2003 sem nekatere podatke tudi

predstavila s pomocjo tortnih, razsevnih in stolpi¢nih grafikonov.

26



IV. REZULTATI
IV.1. REZULTATI ANALIZ ENCIMOV

Aktivnosti superoksid-dismutaze smo izmerili v plodovnici v obmocju od 0,40 do 2,52 U/L

(povprecna vrednost 0,835 U/L), v krvi pa od 1033 do 1682 U/g Hb (povprecna vrednost

1342 U/g Hb), aktivnosti glutation-peroksidaze pa v plodovnici v obmocju od 144,1 do
557,7 U/L (povprecna vrednost 332,58 U/L) in v krvi od 29,7 do 68,7 U/g Hb (povprecna
vrednost 50,34 U/g Hb), kar prikazuje tabela 1.

Tabela 1: Aktivnosti superoksid-dismutaze in glutation-peroksidaze v krvi in plodovnici

aktivnost aktivnost aktivnost aktivnost
superoksid- superoksid- glutation- glutation-
dismutaze dismutaze peroksidaze peroksidaze
OZNAKA vzorca v plodovnici (U/L) v krvi (U/g Hb) v plodovnici (U/L) v krvi (U/g Hb)

1-SL-24-11-1970 0,61 1091 212,3 56,6
2-VM-4-4-1972 0,78 1567 310,2 59,9
3-RJ-22-3-1973 1,03 1236 350,9 43,1
5-TKA-18-9-1970 0,58 1577 517 59,2
6-ST-3-2-1971 0,79 1682 486,2 44,5
7-8M-4-4-1975 1,6 1310 225,5 41,3
8-DT-14-4-1975 0,57 1033 154 51,4
9-BN-26-3-1971 0,95 1132 328,9 53,6
10-HB-20-10-1973 1,99 1491 400,4 41,2
11-SA-23-6-1970 0,64 1415 154 443
12-CS-13-5-1975 0,67 297

13-SM-29-11-1971 0,68 1406 1441 58,1
14-GA-12-3-1981 0,73 1618 275 50,5
15-VVT-24-9-1973 0,67 1176 471,9 56,9
16-SN-19-6-1982 0,41 1282 2431 42,2
17-SM-23-2-1973 0,76 1357 193,6 60,9
18-KAV-3-7-1973 0,84 1123 476,3 61,6
19-7D-21-12-1972 0,55 1199 292,6 60,7
20-USB-19-2-1972 2,52 1197 315,7 49,4
21-RM-30-1-1972 0,75 283,8

24-8B-15-3-1969 0,66 1192 234,3 37,1
26-ST-2-1-1982 0,9 1168 350,9 47,8
27-VM-28-10-1973 0,4 1632 369,6 54,9
28-PPA-9-12-1972 0,64 1339 369,6 50
29-SN-28-4-1973 0,61 1261 369,6 48,4
30-CU-29-9-1973 0,79 1480 557,7 50,8
31-AHM-25-1-1971 0,6 1182 517 39,4
32-JS-11-8-1972 0,79 1471 359,7 29,7
33-KD-19-3-1973 0,73 1609 266,2 55,1
34-FV-20-3-1972 0,97 1295 413,6 33
35-NP-1-6-1973 0,71 1465 234,3 68,7
36-SM-5-2-1970 0,8 1274 467,5 59,9
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IV.2. PODATKI, IZPISANI IZ KARTOTEK NOSECNIC

Iz zdravniskih kartotek nosecnic sem pridobila podatke o nose¢nicah in nato z njihovo
pomogjo izratunala dologene vrednosti. Stevilo dosedanjih porodov pri preiskovankah je
bilo od 0 do 3 (v povpre¢ju 1,03), Stevilo dosedanjih splavov pa od 0 do 2 (v povprecju
0,58). 94% preiskovank je bilo nekadilk, 6% pa kadilk. Tabela 2 in tabela 3 prikazujeta

osnovne podatke o nosecnicah, ki sem jih izpisala iz njihovih zdravniskih kartotek.

Tabela 2: Osnovni podatki o nosecnicah

rojstni prvi dan teZa pred teZa ob
datum zadnje nosec¢nostjo | 1. odvzemu | Visina
OZNAKA vzorca nosecnice | menstruacije (kg) (kg) (cm) kajenje
1-SL-24-11-1970 24.11.1970 | 23.2.2010 61 65 173 ne
2-VM-4-4-1972 4.4.1972 20.2.2010 83 85 158 ne
3-RJ-22-3-1973 22.3.1973 14.2.2010 68 71 165 ne
5-TKA-18-9-1970 18.9.1970 26.2.2010 66 ? 164 ne
6-ST-3-2-1971 3.2.1971 8.3.2010 62 64 169 ne
7-SM-4-4-1975 4.4.1975 1.3.2010 60 63,3 178 ne
8-DT-14-4-1975 14.4.1975 4.3.2010 60 64,5 164 da
9-BN-26-3-1971 26.3.1971 10.3.2010 68,5 ? 175 ne
10-HB-20-10-1973 | 20.10.1973 | 11.3.2010 90,5 92,5 178 ne
11-SA-23-6-1970 23.6.1970 13.3.2010 82 84 164 ne
12-C§-13-5-1975 13.5.1975 | 6.3.2010 61 65 171 da
13-SM-29-11-1971 | 29.11.1971 15.3.2010 64 66 167 ne
14-GA-12-3-1981 12.3.1981 13.3.2010 83 83 176 ne
15-VVT-24-9-1973 | 24.9.1973 22.3.2010 52 55 170 ne
16-SN-19-6-1982 19.6.1982 21.3.2010 88 89 165 ne
17-SM-23-2-1973 23.2.1973 16.3.2010 75 78 176 ne
18-KAV-3-7-1973 3.7.1973 16.4.2010 72 73,5 178 ne
19-7D-21-12-1972 | 21.12.1972 | 17.4.2010 51 53 160 ne
20-USB-19-2-1972 | 19.2.1972 14.4.2010 57 59 170 ne
21-RM-30-1-1972 30.1.1972 19.4.2010 55 60 171 ne
24-SB-15-3-1969 15.3.1969 24.4.2010 65 66 174 ne
26-ST-2-1-1982 2.1.1982 26.4.2010 66 70,5 173 ne
27-VM-28-10-1973 | 28.10.1973 | 25.4.2010 64 / 162 ne
28-PPA-9-12-1972 | 9.12.1972 30.4.2010 / / 160 ne
29-SN-28-4-1973 28.4.1973 7.4.2010 55,5 61,5 163 ne
30-CU-29-9-1973 29.9.1973 2.5.2010 52 53,5 163 ne
31-AHM-25-1-1971 | 25.1.1971 5.5.2010 86 91 165 ne
32-JS-11-8-1972 11.8.1972 2.5.2010 57 59 160 ne
33-KD-19-3-1973 19.3.1973 7.5.2010 79 81 172 ne
34-FV-20-3-1972 20.3.1972 6.5.2010 68 72 170 ne
35-NP-1-6-1973 1.6.1973 4.5.2010 68 72 168 ne
36-SM-5-2-1970 2.5.1970 6.5.2010 71 73 156 ne

28




Iz podatkov, ki sem jih pridobila v kartotekah nosecnic, sem nato izracunala doloCene
vrednosti: gestacijska doba (Stevilo dni gestacije ob porodu) je znaSala od 256 do 288 dni
(povprecna vrednost je bila 275 dni), starost preiskovank ob porodu pa je bila od 28 do 41
let (povpre¢na starost 37,57 let). Preiskovanke so imele BMI od 17,99 do 33,25 kg/m’

(povpre¢na vrednost je bila 23,86 kg/m?). Izra¢unane vrednosti prikazuje tabela 4.

Tabela 3: Dosedanji porodi in splavi, zapleti v nose¢nosti in kroni¢ne bolezni

Stevilo

Stevilo

Stevilo
dosedanijih dosedanjih | dosedanjih zapleti v nose€nosti
OZNAKA vzorca porodov splavov nosecénosti in kroni¢ne bolezni
1-SL-24-11-1970 ? ? 5 /
2-VM-4-4-1972

3-RJ-22-3-1973

5-TKA-18-9-1970

6-ST-3-2-1971

7-SM-4-4-1975

8-DT-14-4-1975

9-BN-26-3-1971

10-HB-20-10-1973

11-SA-23-6-1970

12-CS-13-5-1975

13-SM-29-11-1971

14-GA-12-3-1981

15-VVT-24-9-1973

16-SN-19-6-1982

17-SM-23-2-1973

18-KAV-3-7-1973

19-ZD-21-12-1972

20-USB-19-2-1972

21-RM-30-1-1972

24-SB-15-3-1969

26-ST-2-1-1982

27-VM-28-10-1973

28-PPA-9-12-1972

29-SN-28-4-1973

30-CU-29-9-1973

31-AHM-25-1-1971
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32-JS-11-8-1972

kroni¢no vnetje Sc€itnice

33-KD-19-3-1973

34-FV-20-3-1972

35-NP-1-6-1973

36-SM-5-2-1970
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Tabela 4: Podatki o indeksu telesne mase, gestacijski dobi in starosti Zenske ob porodu

indeks dnevi gestacije St. dni starost Zenske
telesne pri 1.0dvzemu gestacije pri porodu
OZNAKA vzorca mase (kg/m?) vzorca ob porodu (v letih)
1-SL-24-11-1970 20,38 111 267 40
2-VM-4-4-1972 33,25 114 284 38
3-RJ-22-3-1973 24,98 120 285 37
5-TKA-18-9-1970 24,54 112 287 40
6-ST-3-2-1971 21,71 113 256 39
7-SM-4-4-1975 18,94 113 280 35
8-DT-14-4-1975 22,31 118 273 35
9-BN-26-3-1971 22,37 113 282 39
10-HB-20-10-1973 28,56 116 260 37
11-SA-23-6-1970 30,49 115 259 40
12-CS-13-5-1975 20,86 123 270 35
13-SM-29-11-1971 22,95 119 276 39
14-GA-12-3-1981 26,8 122 286 29
15-VVT-24-9-1973 17,99 112 267 37
16-SN-19-6-1982 32,32 119 278 28
17-SM-23-2-1973 24,21 125 274 37
18-KAV-3-7-1973 22,72 117 284 37
19-ZD-21-12-1972 19,92 118 267 38
20-USB-19-2-1972 19,72 121 284 38
21-RM-30-1-1972 18,81 119 279 39
24-SB-15-3-1969 21,47 115 269 41
26-ST-2-1-1982 22,05 114 279 29
27-VM-28-10-1973 24,39 117 279 37
28-PPA-9-12-1972 112 274 38
29-SN-28-4-1973 20,89 135 282 37
30-CU-29-9-1973 19,57 116 276 37
31-AHM-25-1-1971 31,59 113 288 40
32-JS-11-8-1972 22,27 117 287 38
33-KD-19-3-1973 26,7 112 261 37
34-FV-20-3-1972 23,53 130 267 38
35-NP-1-6-1973 24,09 118 270 37
36-SM-5-2-1970 29,17 117 284 40

Za oceno rasti ploda z ultrazvokom sta bila dolo¢ena parametra BIP (biparietal diameter)
in FL (femur length). BIP je razdalja med eno in drugo sen¢no kostjo ploda (pre¢ni presek
¢ez glavico) (67). Pri naSih preiskovankah je BIP znasal od 31,7 do 45mm (povprecna
vrednost je bila 36,93mm). FL pa je dolZina stegnenice ploda in je pri nasih preiskovankah
znasala od 15,7 do 30,6mm (povprecna vrednost je bila 21,72mm). Te parametre prikazuje

tabela 5, ki poleg tega prikazuje tudi datum odvzema vzorcev in razlog za amniocentezo.
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Tabela 5: Podatki o odvzemu vzorcev in o parametrih dolo¢enih z ultrazvokom

datum dolzina
razlog za 1. odvzema biparietalni stegnenice ploda
OZNAKA vzorca amniocentezo vzorca diameter (BIP) (FL)
starost + genetska

1-SL-24-11-1970 indikacija 14.6.2010 35 20
2-VM-4-4-1972 starost 14.6.2010 33 17
3-RJ-22-3-1973 starost + pov.tveg. DS 14.6.2010 38 22
5-TKA-18-9-1970 starost 18.6.2010 32 19,5
6-ST-3-2-1971 starost 29.6.2010 41 24
7-8M-4-4-1975 pov.tveg.DS 29.6.2010 35 20
8-DT-14-4-1975 pov.tveg.DS 30.6.2010 37 22
9-BN-26-3-1971 starost 1.7.2010 33 20
10-HB-20-10-1973 starost 5.7.2010 36 22
11-SA-23-6-1970 starost 6.7.2010 39 22
12-C$-13-5-1975 lastna Zelja 7.7.2010 39 25
13-SM-29-11-1971 starost 13.7.2010 42 26
14-GA-12-3-1981 pov.tveg.DS 13.7.2010 37 20
15-VVT-24-9-1973 starost 14.7.2010 34 22
16-SN-19-6-1982 genetska indikacija 14.7.2010 34 22
17-SM-23-2-1973 starost 19.7.2010 38 23
18-KAV-3-7-1973 starost 11.8.2010 37 21
19-7D-21-12-1972 starost 13.8.2010 35 24
20-USB-19-2-1972 starost + pov.tveg. DS 13.8.2010 39,3 24 .1
21-RM-30-1-1972 starost 16.8.2010 36 24
24-SB-15-3-1969 starost 17.8.2010 35 21
26-ST-2-1-1982 pov.tveg.DS 18.8.2010 35 21
27-VM-28-10-1973 starost 19.8.2010 40 21
28-PPA-9-12-1972 starost 20.8.2010 32 15,7
29-SN-28-4-1973 starost 20.8.2010 43,4 30,6
30-CU-29-9-1973 starost 26.8..2010 37 21
31-AHM-25-1-1971 starost 26.8.2010 36 19
32-JS-11-8-1972 starost + pov.tveg. DS 27.8.2010 37,5 224
33-KD-19-3-1973 starost 27.8.2010 31,7 19,6
34-FV-20-3-1972 starost 30.8.2010 45 26
35-NP-1-6-1973 starost 30.8.2010 39 20
36-SM-5-2-1970 starost 30.8.2010 40 18

Legenda: pov. tveg. DS = poveéano tveganje za Downov sindrom (na pove¢ano tveganje nakazuje
povecana vrednost nuhalne svetline in/ali hormonskih testov)

TezZo in dolZino otroka so odcitali pri porodu, teza je bila od 2730 do 4590g (v povprecju

3495,6g), dolzina pa od 47 do 57cm (v povprecju 51,5cm) (tabela 6).
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Tabela 6: Podatki o porodu

datum teza dolZina spol
OZNAKA vzorca poroda novorojencka (g) | novorojen¢ka (cm) | novorojencka
1-SL-24-11-1970 17.11.2010 3440 52 moski
2-VM-4-4-1972 1.12.2010 3410 52 moski
3-RJ-22-3-1973 26.11.2010 3360 50 Zenski
5-TKA-18-9-1970 10.12.2010 3420 53 moski
6-ST-3-2-1971 19.11.2010 3310 50 ZenskKi
7-SM-4-4-1975 6.12.2010 3420 54 moski
8-DT-14-4-1975 2.12.2010 3310 53 moski
9-BN-26-3-1971 17.12.2010 3320 51 zenski
10-HB-20-10-1973 | 26.11.2010 2730 47 Zenski
11-SA-23-6-1970 27.11.2010 4200 52 moski
12-CS-13-5-1975 1.12.2010 2980 50 moski
13-SM-29-11-1971 | 16.12.2010 3140 50 Zenski
14-GA-12-3-1981 24.12.2010 3490 50 moski
15-VVT-24-9-1973 | 14.12.2010 3260 52 zenskKi
16-SN-19-6-1982 24.12.2010 4590 54 mosKki
17-SM-23-2-1973 15.12.2010 3060 51 ZenskKi
18-KAV-3-7-1973 25.1.2011 3370 53 Zenski
19-7D-21-12-1972 9.1.2011 3050 48 moski
20-USB-19-2-1972 | 23.1.2011 3950 52 ZenskKi
21-RM-30-1-1972 23.1.2011 3720 54 moski
24-SB-15-3-1969 18.1.2011 3370 50 moski
26-ST-2-1-1982 30.1.2011 3370 52 moski
27-VM-28-10-1973 | 29.1.2011 3940 52 moski
28-PPA-9-12-1972 29.1.2011 3650 51 moski
29-SN-28-4-1973 14.1.2011 3230 51 ZenskKi
30-CU-29-9-1973 2.2.2011 4350 57 moski
31-AHM-25-1-1971 17.2.2011 4200 55 Zenski
32-JS8-11-8-1972 13.2.2011 4190 52 zenski
33-KD-19-3-1973 23.1.2011 2860 49 ZenskKi
34-FV-20-3-1972 28.1.2011 3670 53 moski
35-NP-1-6-1973 29.1.2011 2930 47 Zenski
36-SM-5-2-1970 14.2.2011 3570 52 zenski

IV.3. REZULTATI STATISTICNIH ANALIZ

IV.3.1. Korelacija med encimi

Korelacija med antioksidantnima encimoma superoksid-dismutazo (SOD) in glutation-
peroksidazo (GPx) je bila v tej Studiji neznacilna pri 5% tveganju. Koeficient korelacije
med obema encimoma v plodovnici je r= 0,044 (p = 0,809, n = 32), koeficient korelacije

med obema encimoma v krvi pa je r = 0,040 (p = 0,835, n = 30). Koeficient korelacije med
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SOD v plodovnici in GPx v krvi je r = -0,22 (p = 0,236, n = 30), med GPx v plodovnici in
SOD v krvipar=0,14 (p = 0,467, n = 30).

Tudi korelacija med posameznim encimom v plodovnici in krvi ni bila znacilna: koeficient
korelacije med SOD v plodovnici in SOD v krvi je r = -0,071 (p = 0,711, n = 30),
koeficient korelacije med GPx v plodovnici in GPx v krvi pa je r = -0,081 (p = 0,669, n =
30).

IV.3.2. Povezave med spolom otroka in ostalimi parametri

V tabeli 7 so predstavljeni rezultati povezav med spolom otroka in nekaterimi drugimi

parametri v nosecnosti.

Tabela 7: Rezultati povezav med spolom otroka in ostalimi parametri

Pearsonov M "
t-test za - mocC znacilna povezava?
el el neodvisna vzorca koeficient ovezave (pri 5% tveganju)
korelacije P pri 57 tvegan
dolZina gestacijske dobe p =0,748 (n = 32) r=0,059 r’=0,003 NE
porodna teza otroka p=0,127 (n = 32) r=0,275 = 0,076 NE
porodna dolZina otroka | p=0,073,n=32 | r=0322 | r*=0103 s
statisti¢ni znacilnosti
aktivnost SOD v plodovnici | p=0,113 (n = 32) r=0,286 r’=0,082 NE
aktivnost GPx v plodovnici | p =0,227 (n = 32) r=0,220 r?=0,048 NE
aktivnost SOD v krvi p =0,894 (n = 30) r=0,025 rP= 0,0006 NE
aktivnost GPx v krvi p = 0,556 (n = 30) r=0,112 r?=0,013 NE

Vecina povezav je statisticno neznacilnih, se pa povezava med spolom otroka in njegovo

porodno dolZino bliza statisti¢ni znacilnosti. Porodna dolzina deckov je pri 7,3% tveganju

znacilno vecja od porodne dolzine deklic. To se vidi tudi na grafu 6.

Stevilo otrok s to dolzino

decki
deklice  spol

porodna dolzina 56 57

m deklice O decki

Graf 6: Povezava med spolom otroka in porodno dolZino otroka
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IV.3.3. Povezave med indeksom telesne mase zenske in ostalimi

parametri

V tabeli 8 so predstavljeni rezultati povezav med indeksom telesne mase Zenske in

nekaterimi drugimi parametri v nose¢nosti.

Tabela 8: Rezultati povezav med indeksom telesne mase Zenske in ostalimi parametri

znacilna
Pearsonov Spearmanov .
Indeks telesne | enosmerna - - moc¢ povezava?
o koeficient koeficient - ro
mase zenske ANOVA " " povezave (pri 5%
korelacije korelacije ¢ !
veganju)
. p = 0,041,
Stevilo splavov n =30 / / / DA
dolzina r=0,105, rs = 0,199, 2_
gestacijske dobe / p=0,574,n=31 p=0,282,n=31 r=0,011 NE
porodna teza r=0,235, r« = 0,113, 2
otroka / p=0204,n=31 | p=0546,n=31 | " 0095 NE
porodna dolzina r=-0,030, rs = -0,091, _
otroka / p=0,874,n=31 | p=0,625n=31 r°= 0,0009 NE
aktivhost SOD r=-0,148, rs =-0,104, 2
v plodovnici / p=0428,n=31 | p=0579,n=31 | 0022 NE
aktivnost GPx r=-0,016, rs = -0,005, _
v plodovnici / 020932 n=31 | p=0079,ne31 | = 00003 NE
. bliza
aktivnost SOD r=0,303, rs = 0,361, L P
v krvi d p=0110.n=29 | p=0054 n=29 | "= 0092 statisticni.
znacilnosti
aktivnost GPx r =-0,056, rs = 0,005, _
v krvi / 6=0774.n-29 | p=0978,n=29 | "= 0.003 NE

Izkazalo se je, da je povezava med indeksom telesne mase (BMI) matere in Stevilom

splavov statisticno znacilna. Pri testu enosmerna ANOVA (one-way ANOVA) se je pri 5%

tveganju pokazala znacilna razlika med skupinami z razli¢nim Stevilom splavov glede na
indeks telesne mase (p = 0,041, n = 30). Da bi ugotovila, med katerimi skupinami so
razlike, sem izvedla Tukey-ev post-hoc test, ki je razkril, da je bil pri 5% tveganju indeks
telesne mase zna&ilno nizji v skupini z 2 splavoma (19,16 + 1,23 kg/m?), v primerjavi s
skupino z 0 splavi (24,74 + 4,00 kg/m2, p = 0,038). Pokazal se je tudi trend, da je pri 6,3%
tveganju indeks telesne mase znacilno nizji v skupini z 2 splavoma, v primerjavi s skupino
z 1 splavom (24,66 + 4,19 kg/m2, p = 0,063). Med skupino z 0 splavi in z 1 splavom pa ni
bilo statisti¢no znacilnih razlik (p = 0,998).

Rezultati torej kazejo na to, da se pri nizjem indeksu telesne mase pojavlja ve¢ splavov. To
je razvidno tudi iz grafa — vse preiskovanke, ki so imele Ze ve¢ splavov, imajo dokaj nizko
vrednost BMI (graf 7). Kar 50% (n = 3) preiskovank z BMI pod 20 kg/m” je imelo e 2
splava, v skupini z BMI 20-24,9 kg/m® jih je 2 splava imelo le 6,25% (n = 1), med
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preiskovankami z BMI nad 25 kg/m’ pa nobena ni imela dveh splavov. Med
preiskovankami z BMI, niZjim od 20 kg/m® jih le 16,67% (n = 1) $e ni imelo nobenega
splava, medtem ko jih je bilo v skupini z BMI 20-24,9kg/m?” brez splavov kar 68,75% (n =
11), v skupini z BMI 25-29,9 kg/m” jih je bilo brez splavov 50% (n = 2) in v skupini z
BMI nad 30 kg/m” pa kar 75% (n = 3).

80,00%
60,00%

40,00%

20,00%

0,00%

0 splavov 1splav

2 splava

pod20 M20-24,9 25-29,9 Mnad30

Graf 7: Povezava med indeksom telesne mase in Stevilom splavov

Povezava med indeksom telesne mase matere in aktivnostjo superoksid-dismutaze v

krvi se je sicer izkazala za neznacilno pri 5% tveganju, je pa treba omeniti, da se glede na

Spearmanov koeficient korelacije povezava priblizuje statisticni znacilnosti. S 5,4%

tveganjem lahko trdimo, da sta indeks telesne mase in aktivnost superoksid-dismutaze v

krvi povezana.

IV.3.4. Povezave med aktivnostjo superoksid-dismutaze (SOD) v
plodovnici in ostalimi parametri

V tabeli 9 so predstavljeni rezultati povezav med aktivnostjo SOD v plodovnici in

nekaterimi drugimi parametri v nose¢nosti.
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Tabela 9: Rezultati

ovezav med aktivnostjo SOD v plodovnici in ostalimi parametri

Aktivhost SOD Pearsonov Spearmanov mo¢ zc::gr\}g?
e ANOVA koeficient koeficient pove: o
v plodovnici " - povezave (pri 5%
korelacije korelacije .
tveganju)
biparietalni r=20,079, rs = 0,162, _
diameter (BIP) / p=0,667,n=32 p=0,377,n=32 = 0,006 NE
dolZina stegnenice r=0,080, rs = 0,069, 2
ploda (FL) / p=0665n=32 | p=0707,n=32 | " 0006 NE
Y p = 0,889,
Stevilo splavov n =31 / / / NE
dolzina r=0,033, rs = 0,138, 2
gestacijske dobe / p=0857,n=32 | p=0452,n=32 | 0001 NE
porodna teza r=-0,105, rs = -0,069, _
otroka / 0=0566.n=32 | p=0708,ne32 | =001 NE
porodna dolzina / =-0,110, rs = -0,051, 2= 0,012 NE

otroka

p =0,548, n = 32

p=0,782,n =32

IV.3.5. Povezave med aktivhostjo superoksid-dismutaze (SOD) v krvi in

ostalimi parametri

V tabeli 10 so predstavljeni rezultati povezav med aktivnostjo SOD v krvi in nekaterimi

drugimi parametri v nosecnosti.

Tabela 10: Rezultati povezav med aktivnostjo SOD v Kkrvi in ostalimi parametri

Aktivnost SOD Pearsonov Spearmanov mot ovezava?
f ANOVA koeficient koeficient pove o
v krvi - . povezave (pri 5%
korelacije korelacije !
tveganju)
biparietalni r=0,058, rs = 0,128, 2
diameter (BIP) / p=0760,n=30 | p=0502,n=30 | 00034 NE
dolzina stegnenice r=-0,115, rs = -0.080, _
ploda (FL) / p=0,544,n=30 p=0,674,n=30 r’=0,013 NE
o p = 0,546,
Stevilo splavov n =29 / / / NE
dolzina r=-0,145, rs = -0,070, _
gestacijske dobe / p=0,443,n=30 p=0,712,n=30 = 0,021 NE
porodna teza r=-0,015, rs = 0,023, 2
otroka / p =0,936,n=30 p=0,904,n=30 r*= 0,0002 NE
porodna dolZina r=-0,215, rs = -0,256, _
otroka / p=0,254,n=30 | p=0,172,n=30 r°= 0,046 NE
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IV.3.6. Povezave med aktivhostjo glutation-peroksidaze (GPx) v

plodovnici in ostalimi parametri

V tabeli 11 so predstavljeni rezultati povezav med aktivnostjo GPx v plodovnici in

nekaterimi drugimi parametri v nose¢nosti.

Tabela 11: Rezultati povezav med aktivnostjo GPx v plodovnici in ostalimi parametri
Aktivnost GPx Pearsonov Speamanov | vezava?
- ANOVA koeficient koeficient pOVe: o
v plodovnici . . povezave (pri 5%
korelacije korelacije tveganiu)
biparietalni r=0,0006, rs = 0,027, 2 eanT
diameter (BIP) / p=0997,n=32 | p=0,883,n=32 | "~ 410 NE
dolzina stegnenice r=-0,130, rs =-0,140, 2
ploda (FL) / p=0,479,n=32 p=0,446,n=32 r=0,017 NE
o p=0,772,
Stevilo splavov n =31 / / / NE
dolzina r=0,225, rs = 0,276, _
gestacijske dobe / p=0,216,n=32 | p=0,127,n=32 = 0,050 NE
porodna teza r=20,194, rs = 0,208, 2
otroka / p=0,287,n=32 p=0,253,n=32 r=0,038 NE
< bliza
porodna dolZina r=0,315, rs = 0,249, _ v -
otroka J 020079 n=32 | p=0169.n=32 | "= 0099 Statisticnt.

Povezava med aktivnostjo GPx v plodovnici in porodno dolZino otroka se je sicer

izkazala za neznacilno, se pa povezava priblizuje statisticni znacilnosti, na kar nakazuje

Pearsonov koeficient korelacije. Pri 7,9% tveganju je povezava med aktivnostjo GPx v
plodovnici in porodno dolzino otroka statisticno znacilna in nakazuje, da imajo otroci
vecjo porodno dolzino pri visokih vrednostih GPx v plodovnici. Ta trend se pozna
predvsem pri aktivnostih GPx v plodovnici nad 500 U/I, ker imajo tisti otroci najvisje

porodne dolZine.

IV.3.7. Povezave med aktivhostjo glutation-peroksidaze (GPx) v krvi in

ostalimi parametri

V tabeli 12 so predstavljeni rezultati povezav med aktivnostjo GPx v krvi in nekaterimi

drugimi parametri v nosecnosti.
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Tabela 12: Rezultati povezav med GPx v krvi in ostalimi parametri

Pearsonov znacilna
i o ?
Aktlvnost_GPx ANOVA koeficient Spgarmanov ) moc¢ pove.za;/a !
v Kkrvi " koeficientkorelacije povezave (pri 5%
korelacije .
tveganju)
biparietalni r=-0,171, rs =-0,104, 2
diameter (BIP) / p=0367,n=30 | p=0584n=30 | " 0029 NE
dolzina stegnenice r=-0,217, rs = -0,233, 2_
ploda (FL) / p =0,250,n=30 p=0,214,n=30 r=0,047 NE
o p = 0,926,
Stevilo splavov n =29 / / / NE
dolzina r=0,029, rs = -0,007, _
gestacijske dobe / p=0,879,n=30 p=0,972,n=30 r°= 0,0008 NE
porodna teZa =-0,441, rs = -0,407, -
otroka / p =0,015 n=30 p = 0,026, n = 30 = 0,194 DA
porodna dolzina r=-0,233, rs =-0,177, 2_
otroka / p=0215n=30 | p=0351,n=30 | " 005 NE

Povezava med aktivnostio GPx v krvi in porodno teZo otroka se je izkazala za

statisti€no znacilno pri 5% tveganju, racunano tako s Pearsonovim koeficientom korelacije

kot tudi s Spearmanovim koeficientom korelacije. Povezava kaze, da se pri vi§jih
vrednostih GPx v krvi pojavljajo nizje porodne teze otroka, kar je razvidno tudi iz grafa

(graf 8).

povezava GPx v krvi in porodne teze otroka
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2
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Graf 8: Povezava med aktivnostjo glutation-peroksidaze v krvi in porodno tezZo otroka
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IV.3.8. Povezave med kajenjem nosecnice in aktivhostjo

antioksidantnih encimov

V tabeli 13 so predstavljeni rezultati povezav med kajenjem nosecnice in aktivnostjo

antioksidantnih encimov.

Tabela 13: Rezultati povezav med kajenjem nosecnice in aktivnostjo antioksidantnih encimov

Pearsonov

— _— t-test za o mo¢ znacilna povezava?
Kajenje nosecnice . koeficient o .
neodvisna vzorca " povezave (pri 5% tveganju)
korelacije
aktivnost SOD v plodovnici | p=0,478 (n = 32) r=0,130 ?=0,017 NE

bliza

aktivnost SOD vkrvi | p=0,084 (n=30) | r=0,320 | r?=0,103 P A

aktivnost GPx v plodovnici | p=0,174 (n = 32) r=0,246 r?= 0,061 NE

aktivnost GPx v krvi p =0,910 (n = 30) r=0,021 r’ = 0,0005 NE

Vse povezave med kajenjem in aktivnostmi aktioksidantnih encimov so se izkazale za

neznacCilne. Se pa povezava med kajenjem nose€nice in aktivnostjo superoksid-

dismutaze v krvi pribliZzuje statisticni znacilnosti. Z 8,4% tveganjem lahko trdimo, da sta

kajenje in aktivnost superoksid-dismutaze v krvi povezana. Pri kadilki je vrednost SOD v
krvi precej nizka (nizja od vrednosti SOD pri vseh nekadilkah, kar je razvidno iz grafa 9),
pri kadilki je namre¢ aktivnost SOD v krvi znasala 1033 U/g Hb, pri nekadilkah pa je
povprecna aktivnost SOD v krvi znaSala 1352,7 + 175,7 U/g Hb.

10
~-olB
L N
q A ne kadi
1050 1450 - 1250- 4350. T+ @
1250 1350 o0 1450- 4
1550
1550

aktivnost SOD v krvi (U/g Hb)

B kadi ™ nekadi

Graf 9: Aktivnosti superoksid-dismutaze v krvi
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IV.3.9. Povezava med dolzino gestacijske dobe in porodnimi merami

Povezava med dolZino gestacijske dobe in porodno teZo otroka se je izkazala za

statisti€no znacilno pri 5% tveganju. Povezava je glede na Pearsonov koeficient korelacije

ravno na meji, da bi bila znacilna (r = 0,349, p = 0,050, n = 32), glede na Spearmanov

koeficient korelacije pa je znacilna (r; = 0,404, p = 0,022, n = 32). To je razvidno tudi iz

grafa 10. Moc povezave znaSa ’=0,122.

povezava med gestacijsko dobo in teZo otroka
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‘ ¢ gestacijska doba na teZo otroka Linearno (gestacijska doba na teZo otroka)
Graf 10: Povezava med dolZino gestacijske dobe in porodno teZo otroka

Povezava med dolZino gestacijske dobe in porodno dolZino otroka se je izkazala za

statisticno znacilno pri 5% tveganju, racunano tako s Pearsonovim koeficientom korelacije

(r=0,431, p=0,014, n = 32) kot tudi s Spearmanovim koeficientom korelacije (rs = 0,382,

p= 0,031, n = 32). Mo¢ povezave je znasala r’= 0,186. Povezava je razvidna iz grafa 11.
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Graf 11: Povezava med dolZino gestacijske dobe in porodno dolZino otroka
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IV.3.10. Povezava med bolezenskimi stanji nosec¢nic in aktivhostjo
antioksidantnih encimov

Le ena izmed nosecnic je imela bolezensko stanje, in sicer kroni¢no vnetje §c¢itnice, zato

sem ugotavljala, ¢e so pri tej noseCnici aktivnosti encimov statisti¢no znacilno odstopale.

V tabeli 14 so predstavljeni rezultati povezav med kroni¢nim vnetjem S$Citnice in

aktivnostjo antioksidantnih encimov.

Tabela 14: Rezultati povezav med kroni¢nim vnetjem Sc¢itnice in aktivnostjo antioksidantnih encimov

- s e t-test za neodvisna znacilna povezava?
Kroniéno vnetje S¢itnice o )
vzorca (pri 5% tveganiju)
aktivnost SOD v plodovnici p=0,918 (n = 32) NE
aktivnost SOD v krvi p =0,481 (n = 30) NE
aktivnost GPx v plodovnici p=0,813 (n=32) NE
aktivnost GPx v krvi p = 0,022 (n = 30) DA

Povezava med kroni¢nim vnetjem $citnice in aktivnostjo glutation-peroksidaze v krvi

se je izkazala za statisticno znacilno. Pri nosecnici s kroni¢nim obolenjem Scitnice

aktivnost GPx v krvi znasa 29,7 U/g Hb, pri ostalih (zdravih) nose¢nicah pa je povprecna
aktivnost GPx v krvi 51,05 + 8,64 U/g Hb.
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V. RAZPRAVA

V nose¢nosti pogosto pride do zapletov, kar nas spodbuja k iskanju vzrokov in
oznacevalcev za napovedovanje tveganja in za lazje prepoznavanje teh zapletov. V nalogi
sem kot mozna oznaCevalca vrednotila antioksidantna encima superoksid-dismutazo in
glutation-peroksidazo in sicer njuno aktivnost v venski krvi nose¢nic in v plodovnici. Nasa
raziskava je bila ena prvih raziskav z dolocanjem antioksidantnih encimov v plodovnici.
Pred nami so jih v plodovnici doloc¢ali le v brazilski Studiji, kjer so vrednotili razlike med
aktivnostjo superoksid-dismutaze pri nosecnicah z normalnim plodom in tistimi, ki so
nosile plod z Downovim sindromom, pri ¢emer so ugotovili, da je aktivnost superoksid-

dismutaze znacilno vi§ja v skupini z Downovim sindromom (68).

S tem, ko smo dolocali antioksidantne encime v plodovnici, smo ovrednotili oksidativni
stres v neposrednem plodovem okolju. V primeru dobre korelacije med antioksidantnimi
encimi v plodovnici in v krvi nosecnice (torej med plodovim in materinim okoljem), bi
lahko razvili nove manj invazivne metode za spremljanje oksidativnega stresa ploda (ker je
veliko manj invazivno nosec¢nici odvzeti kri kot plodovnico), ampak zal je bila korelacija

slaba.

Vrednotila sem tudi povezave med razliénimi parametri v nosecnosti. V naslednjih

podpoglavjih sledi razprava o posameznih rezultatih.

V.1. Povezave med spolom otroka in ostalimi parametri
Pokazalo se je, da spol otroka ne vpliva znac¢ilno na nobenega od ostalih parametrov. Se pa

povezava med spolom otroka in porodno dolZino priblizuje statisticni znacilnosti. Porodna

dolZina deckov je pri 7,3% tveganju znacilno ve¢ja od porodne dolZine deklic, kar niti ni
presenetljivo. Ze mnoge $tudije so pokazale, da so telesne mere deckov vegje kot pri
deklicah iste starosti. V Jeruzalemu so leta 1975 opravili antropometri¢ne meritve pri 273
novorojenckih v prvih 24 urah po porodu. Rezultati so pokazali, da so se decki rodili tezji,
daljsi in z vecjim obsegom glavice kot deklice (69). Tudi raziskava, ki je potekala na

oddelku Splosne bolnisnice v Kotorju je pokazala, da sta porodna teza in porodna dolzina
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razlikujeta po spolu, vedno v korist deckov (70). Do podobnih ugotovitev so prisli tudi

drugi avtorji.

Glede na pretekle Studije (69, 70) sem pricakovala, da se bo tudi povezava med porodno

tezo in spolom otroka izkazala za znacilno ali pa se vsaj priblizevala statisticni znacilnosti,

ampak v nasi raziskavi ni bilo nobene povezave med tema dvema parametroma. Morda
povezava ni bila znacilna, ker sem imela premajhen vzorec (32 nosecnic) ali pa vzorec ni

bil popolnoma reprezentativen glede te spremenljivke.

V.2. Povezave med indeksom telesne mase Zenske in ostalimi

parametri

Indeks telesne mase (BMI) je Stevilo, ki nam pove, v kateri razred prehranjenosti spadamo.

Nasi rezultati so pokazali, da se pri nizjem indeksu telesne mase (BMI) matere znacilno

pojavlja veé splavov, kar je bilo zlasti vidno v skupini zensk z BMI niZjim od 20 kg/m’.
Podobne rezultate je pokazalo ze veC raziskav. Raziskava, ki so jo naredili v Londonu je
pokazala, da imajo Zenske z zelo nizko tezo (BMI pod 18,5 kg/m®) kar za 72% veé
moznosti, da pride do spontanega splava v prvih treh mesecih nose¢nosti, v primerjavi z
zenskami z normalno tezo (71). Ena od raziskav je pokazala, da se moznost za splav zelo
povea e pri BMI manjsem od 20 kg/m’ poleg tega so kot pomembna dejavnika, ki
povecujeta moznost za splav navedli Se starost nosecnice (ve¢ splavov, ¢e je nosecnica
stara nad 33 let) in nizke koncentracije progesterona v serumu (<12 ng/ml) (72).

Obstaja pa tudi mnogo raziskav, ki kazejo, da prevelika telesna teza zelo poveca moznost
za spontani splav (73, 74, 75). Ena od raziskav je pokazala, da povezava med BMI in
spontanim splavom ni linearna, ampak je v obliki ¢rke U, kar pomeni, da imajo tako

zenske z nizkim BMI kot Zenske z visokim BMI povecano tveganje za spontani splav (76).

Vecje pojavljanje spontanih splavov pri zenskah z nizkim in visokim BMI morda lahko
razlozimo z delovanjem leptina, to je hormon, ki se proizvaja pretezno v masc¢obnem tkivu
(77). Plazemske koncentracije leptina sovpadajo z BMI pri nenosecih zenskah (78) in pri
nosecnicah (79). Leptin in njegov receptor sta izrazena v sekretornem endometriju (80), v
katerem lahko regulirata angiogenezo v maternici in ugnezditev zarodka (76). Nizke
plazemske vrednosti leptina so povezane z zgodnjim splavom in ponavljajo¢imi splavi (79)

in lahko pojasnijo zakaj se pri zenskah z nizko tezo pojavlja ve¢ spontanih splavov.
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Natan¢ni mehanizmi za povecano pojavljanje splavov pri ¢ezmerno tezkih Zzenskah
trenutno Se niso znani. Endokrine motnje, kot so sindrom policisti¢nih jajénikov (PCOS),
hipotiroza in inzulinska rezistenca so pogostejSe pri Zenskah s povisanim BMI in morda
prispevajo k visji stopnji pojavljanja splavov (74). Za debelost je znalilna visoka raven
leptina in pri nekaterih tudi leptinska rezistenca. Visoke vrednosti leptina lahko vodijo do
inzulinske rezistence s spremenjeno presnovo mascobnih kislin v skeletnih miSicah (81).
Inzulinska rezistenca je znacilna za predebele Zenske (82) in je morda povezana s
spontanim splavom preko razlicnih mehanizmov, na primer s tem, da vpliva na zmanj$ano
nastajanje nekaterih faktorjev v endometriju (adhezijski faktorji, inzulinu podoben rastni

faktor-vezavni protein-1 itd.) (76).

Povezava med indeksom telesne mase nosec¢nice in porodno tezo otroka se v nasi raziskavi

ni izkazala za znacilno, sem pa zasledila ve¢ raziskav, ki kazejo, da je ta povezava znacilna
(83, 84). To morda lahko spet pripiSemo premajhnemu oziroma nereprezentativnemu

vzorcu na podroc¢ju porodne teze.

Povezava med indeksom telesne mase in aktivnostjo superoksid-dismutaze v krvi se v nasi

raziskavi ni izkazala za statisticno znacilno, je pa treba omeniti, da se glede na Spearmanov
koeficient korelacije povezava pribliZuje statisticni znacilnosti, saj lahko s 5,4% tveganjem
trdimo, da sta BMI in aktivnost superoksid-dismutaze v krvi povezana. NaSa povezava
nakazuje, da so pri vi§jih vrednostih BMI aktivnosti superoksid-dismutaze v krvi rahlo
visje. Zanimivo je, da sem v neki drugi raziskavi zasledila ravno obratne rezultate in sicer,
da aktivnost superoksid-dismutaze pada z naras¢anjem BMI (85). Morda gre v nasi
reziskavi le za nakljucje, da se ta povezava glede na Spearmanov koeficient korelacije

bliza statisti¢ni znacilnosti, glede na Pearsonov koeficient korelacije je namre¢ neznacilna.

V.3.Povezave med aktivnostjo antioksidantnih encimov in

ostalimi parametri
Glutation-peroksidaza (GPx) je encim, ki nase celice $¢iti pred lipidno peroksidacijo. V

nasi raziskavi se je pokazalo, da se viSje aktivnosti GPx v krvi nosecnice znacilno

pogosteje pojavljajo z nizjo porodno tezo otroka. TakSnega rezultata nisem zasledila v

nobeni drugi raziskavi, pravzaprav nisem zasledila nobene raziskave, kjer bi sploh

preverjali to povezavo. O vzrokih za to povezavo lahko le ugibam. Mozno je, da gre za
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posredno povezavo, oba parametra sta namre¢ povezana z oksidativnim stresom. Do
povecanja aktivnosti glutation-peroksidaze v krvi lahko pride zaradi prilagoditvenega
odziva na oksidativni stres (86), poleg tega pa je oksidativni stres povezan z nizjo porodno
tezo (87). Povezavo bi lazje ocenila, ¢e bi imela podatke Se o drugih oznacevalcih
oksidativnega stresa pri preiskovankah (npr. o izoprostanih, 8-hidroksidegvanozinu itd.),
saj bi na ta nacin lahko ocenila raven oksidativnega stresa pri Zenskah z vi§jo aktivnostjo
glutation-peroksidaze.

Sem pa za primerjavo nasla raziskavo o povezavi med aktivnostjo glutation-peroksidaze
pri novorojenckih in njihovo porodno tezo. PoveCan GPx pri otrocih z nizjo tezo so
zabelezili pri Studiji, pri kateri so ugotavljali antioksidativni status pri novorojenckih z
nizko porodno tezo (< 2500 g). V tej Studiji se je izkazalo, da so pri teh novorojenckih
vrednosti vitamina A in E, superoksid-dismutaze (SOD) in katalaze (CAT) bile
signifikantno znizane, vrednost glutation-peroksidaze pa je bila signifikantno zviSana v
primerjavi z vrednostmi kontrolne skupine. Ker so novorojencki v tej Studiji imeli
pomanjkanje pomembnih antioksidantnih encimov (SOD, CAT), so raziskovalci sklepali,
da se je pri njih morda zato povecala sinteza GPx, da bi se uravnalo ravnotezje med
prooksidanti in antioksidanti v telesu (88).

Nekatere druge raziskave pa so dobile rezultate, da je aktivnost glutation-peroksidaze
signifikantno niZja pri novorojenckih z nizko porodno tezo v primerjavi z novorojencki z
normalno tezo (89). Te raziskave so pokazale tudi nizko vrednost selena pri novorojenckih
z nizko porodno tezo. Selen je pomemben del selenoencimov, med katere spada tudi
glutation-peroksidaza. Neka raziskava je pokazala, da so plazemske koncentracije selena in
glutation-peroksidaze v korelaciji s porodno tezo (90) in da pri novorojenckih z zelo nizko
porodno tezo aktivnost glutation-peroksidaze dosega le priblizno eno tretjino aktivnosti v
primerjavi z normalno tezkimi novorojencki (91).

V neki raziskavi so merili aktivnost antioksidantnih encimov pri novorojenckih (v
popkovni krvi), pri njihovih materah in pri kontrolni skupini (nenosece zenske in moski).
Aktivnosti katalaze in glutation-peroksidaze v eritrocitih novorojenckov so bile znacilno
nizje (15,27 + 4,48 U/g Hb za GPx) v primerjavi z aktivnostmi pri njihovih materah (29,28
+ 5,49 U/g Hb za GPx) in pri kontrolni skupini (21,53 + 4,53 U/g Hb za GPx), aktivnost
superoksid-dismutaze pa je bila nespremenjena. So pa matere imele znacilno vi§je
aktivnosti katalaze in glutation-peroksidaze v primerjavi s kontrolno skupino (92).

Aktivnosti encimov so torej pri novorojenckih znatno nizje kot pri njihovih materah, nikjer
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pa ni bil ovrednoten vpliv matere na aktivnost encimov pri otroku, saj ni bilo navedene

korelacije med aktivnostmi encimov pri materi in novorojencku.

Povezava med aktivnostjio GPx v plodovnici in dolZzino otroka se v naSi raziskavi ni

izkazala za statistino znacilno, se pa priblizuje statisticni znacilnosti. Pri 7,9% tveganju
lahko trdimo, da so visoke vrednosti GPx v plodovnici povezane z vecjo dolZino otroka. Ta
trend se pozna predvsem pri aktivnostth GPx v plodovnici nad 500 U/l, ker imajo tisti
otroci najvisje porodne dolzine. Ta povezava bi lahko nakazovala vlogo antioksidantnih
encimov pri lazjem anatomskem razvoju plodu in s tem ve¢ji rasti. Iz tega bi lahko
sklepali, da bodo pri nizki antioksidantni zas¢iti otroci bolj podvrzeni tezavam zastoja rasti.
Glede tega bi bilo smiselno izvesti nadaljnje Studije, saj povezave med aktivnostjo GPx v
plodovnici in dolzino otroka nisem zasledila Se v nobeni drugi raziskavi.

Zanimivo je, da so nasi rezultati glede vloge glutation-peroksidaze malce nasprotujoci, saj
nakazujejo, da vi§je aktivnosti GPx v plodovnici olajSajo rast otroka v dolzino, visje
aktivnosti GPx v krvi pa zmanjSujejo teZo otroka. Lahko da je ena od teh povezav zgolj
slu¢ajna ali pa da ne gre za neposredno povezavo, ampak sta obe spremenljivki odvisni od
kaksne tretje spremenljivke, ki je v nasi raziskavi nismo upostevali. Mozno pa je tudi, da
ima GPx v plodovnici bolj izrazit pozitiven vpliv na otroka (da mu olajsa rast), ker je
plodovnica neposredno otrokovo okolje. GPx v krvi pa je, kot sem Ze omenila, lahko
povezan s prilagoditvenim odzivom na oksidativni stres, ob katerem se aktivnost GPx v

krvi poveca, hkrati pa oksidativni stres lahko vpliva tudi na nizjo porodno tezo.

V.4. Povezave med kajenjem nosecnice in aktivnostjo

antioksidantnih encimov
Superoksid-dismutaza (SOD) je encim, ki ima antioksidantno vlogo v celicah. Nasa

raziskava je pokazala, da se povezava med aktivnostjo SOD v krvi in kajenjem priblizuje

statisticni znacilnosti, saj lahko z 8,4% tveganjem trdimo, da je pri kadilkah aktivnost SOD
v krvi znadilno niZja kot pri nekadilkah. Treba je omeniti, da nas§ vzorec glede tega ni bil
najbolj reprezentativen, ker smo pri tej meritvi imeli le eno kadilko in 29 nekadilk. Je pa
bila pri kadilki aktivnost SOD v krvi znatno nizja kot pri nekadilkah, seveda pa ne moremo
vedeti, ¢e je to zgolj posledica kajenja ali pa so morda na to vplivali Se kakSni drugi
dejavniki. V testni skupini bi moralo biti ve¢ kadilk, da bi bila naSa ugotovitev bolj

verodostojna.
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Povezava med vrednostmi SOD in kajenjem je bila navedena ze v mnogih raziskavah. Vec
raziskav je pokazalo, da se vrednost SOD postopno in znacilno zmanjSuje s pogostostjo in
trajanjem kajenja — najvi§je vrednosti SOD v krvi so pri zdravih nekadilcih, nizje pri lazjih
kadilcih in najnizje pri tezkih kadilcih (93, 94). V neki raziskavi so izmerili, da imajo
sedanji kadilci le 67% vrednosti SOD v plazmi v primerjavi z nekadilci, bivsi kadilci pa
imajo neko vmesno vrednost SOD (vi§jo kot sedanji kadilci, Se vedno pa nizjo kot
nekadilci, ki nikoli oziroma zelo dolgo niso kadili) (95).

Naredili so tudi raziskavo, v kateri so primerjali serumske vrednosti SOD in GPx pri
aktivnih kadilkah, pasivnih kadilkah in nekadilkah ter njihovih novorojenckih. Ker je
porod ze sam po sebi lahko povezan z nastajanjem radikalov, so antioksidantni status
ocenili 7. dan po porodu. Izkazalo se je, da je povprecna aktivnost SOD niZja pri
novorojenckih v skupini kadilk v primerjavi z ostalimi, kar nakazuje na oksidativni stres.
Pokazala se je tudi znacilna razlika v aktivnosti GPx med novorojencki v skupini kadilk in

nekadilk (96).

Vec¢ raziskav je pokazalo, da obstaja povezava med pogostostjo spontanih splavov in

kajenjem (97, 98, 99, 100). V nasi raziskavi populacija glede tega ni bila reprezentativna,
ker sta bili v raziskavo zajeti le 2 kadilki in 30 nekadilk in nobena od njiju Se ni imela

spontanega splava, zato te povezave nisem mogla preveriti.

V.5. Povezava med dolzZino gestacijske dobe in porodnimi merami

Gestacijska doba je obdobje nosecnosti od oploditve jajéeca do poroda, zaradi lazjega
dolocanja pa se gestacijska doba Steje od prvega dne zadnje menstruacije do poroda. Nasi

rezultati so pokazali, da daljSa gestacijska doba znacilno vpliva na vecjo porodno tezo in

tudi porodno dolzino otroka. DolZina gestacije in porodna teza sta zelo povezani, kar se je

pokazalo tudi v mnogih raziskavah in statisti¢nih $tudijah (101, 102, 103). Razni avtorji so
razvili tabele, ki prikazujejo povprecno tezo otroka po mesecih. Na gestacijsko dobo pa naj
bi vplivala tudi dolzina menstrualnega cikla, dednost in Se mnogi dejavniki (104). Tudi za
porodno dolzino so raziskave pokazale, da je zelo povezana z dolzino gestacijske dobe

(105, 106).
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V.6. Povezava med bolezenskimi stanji nosecnic in aktivnostjo

antioksidantnih encimov

Le ena od nosecnic je imela zdravstvene tezave in sicer kroni¢no vnetje $¢itnice. Izkazalo

se je, da obstaja znacilna povezava med to boleznijo in aktivnostjo glutation-peroksidaze

(GPx) v krvi. Nosec¢nica s kroni¢nim vnetjem S$¢itnice je imela bistveno nizjo aktivnost
GPx v krvi v primerjavi z zdravimi nosecnicami. Ker smo imeli le eno nosec¢nico s to
tezavo, vzorec ni reprezentativen, ker ne moremo vedeti, ¢e je na nizko vrednost GPx v
krvi vplivala bolezen ali Se kakSni drugi dejavniki. Da bi bila ta povezava bolj
verodostojna, bi morali v raziskavo ciljano vkljuciti ve¢ nosecnic s to boleznijo, ki bi jih
primerjali z zdravimi nose¢nicami.

Ta povezava je kar smiselna, saj sem v veC raziskavah zasledila, da zmanjSana aktivnost
GPx prispeva k oksidativnim poskodbam celic §¢itnice in s tem k razvoju in vzdrzevanju
avtoimunskih bolezni S¢itnice (107, 108, 109). Za znizano aktivnost GPx je lahko
odgovorno pomanjkanje selena (107), v aktivnem mestu encima GPx je namrec
selenocistein, zato je za normalno delovanje encima potrebna zadostna preskrbljenost
organizma s selenom. Pomanjkanje selena povzro¢a zmanjSanje aktivnosti GPx, kar lahko
povzroci kopicenje vodikovega peroksida (H,0O,), ki povzroca skodo na §c€itnici in motnje

presnove $¢itniénih hormonov (107). Lahko pa tudi, da gre za dedne dejavnike.

V.7. Uporabljene metode za statisticno analizo

Pri statisti¢ni obdelavi sem uporabila ve¢ razli¢nih testov. Pri povezavah, kjer se je ena od
spremenljivk pojavljala v dveh opisnih kategorijah (npr. spol: moski-zenski, kajenje: da-
ne), sem uporabila t-test za neodvisne vzorce (Independent Samples t-test), s katerim se
preverja razlike med aritmeticnima sredinama dveh neodvisnih vzorcev in je primeren tudi
za preverjanje razlik majhnih vzorcev (n<30). Pri povezavah, kjer je imela ena od
spremenljivk ve¢ kategorij (npr. Stevilo splavov: 0,1,2) sem najprej uporabila test
ANOVA, s katerim sem ugotovila, ali med skupinami sploh obstajajo kaksne razlike. Ce se
je izkazalo, da obstajajo, sem uporabila Se Tukey-ev test za primerjavo parov, da sem

ugotovila, med katerimi skupinami so razlike.

Pri spremenljivkah, pri katerih sem racunala korelacijo med njimi, oziroma mo¢ povezave

med njimi, sem vecinoma uporabila Pearsonov koeficient korelacije r in zraven dopisala Se
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determinacijski koeficient 1%, ki nam pove mo¢ povezave med dvema spremenljivkama. Pri
ve€ini spremenljivk sem izraCunala Se Spearmanov koeficient korelacije r,, ki se je
Stevil¢no sicer razlikoval od Pearsonovega koeficienta, ampak pri ugotavljanju, ¢e je neka
povezava statisticno znacilna (p<0,05), sta oba koeficienta dajala enake rezultate. Oba
koeficienta sem izracunala, ker povezave vefinoma niso bile Cisto linearne (to sem
ugotovila s pomocjo razsevnega grafikona), zato sem se odlocila, da poleg Pearsonovega
koeficienta izratunam Se Spearmanov koeficient, ki ne zahteva linearne povezanosti
spremenljivk. Statisticno znacilnost sem ugotavljala na ravni 5% tveganja, sem pa omenila

tudi nekaj povezav, ki se priblizujejo statisti¢ni znacilnosti.

V.8. Splosen zakljucek razprave

Omejitev pri nasi raziskavi je predstavljal predvsem majhen vzorec, saj je bilo v raziskavo
vkljuenih le 32 noseCnic, in pa to, da populacija naSih nosenic ni povsem
reprezentativna, ker smo zajeli predvsem Zenske nad 37 letom, saj se pri njih amniocenteza
pogosteje izvaja (zaradi vecjega tveganja nepravilnosti ploda). Kljub temu sem lahko
dobila priblizne ocene glede tega, kako aktivnosti antioksidantnih encimov v krvi in v
plodovnici vplivajo na nekatere druge parametre v nosecnosti, osredotocila sem se namre¢

na absolutne vrednosti encimov v krvi in plodovnici.

V diplomi sem nameravala primerjati, ¢¢ imajo nose¢nice z raznimi zapleti v nosecnosti
(hipertenzija, sladkorna bolezen, preeklampsija...) znacilno drugacne aktivnosti
antioksidantnih encimov (vi§je ali pa nizje), ampak nobena od nosecnic, ki so bile zajete v
to raziskavo, ni imela nobenega od teh problemov, zato v tej raziskavi tega nisem mogla
oceniti. Prav tako nobena od nosec¢nic ni imela prezgodnjega poroda ali zastoja rasti ploda,

tako da tudi tukaj nisem mogla narediti primerjav glede aktivnosti encimov.

V nasi raziskavi se je izkazalo, da aktivnost encimov v krvi in plodovnici ni povezana s
kaksnim od bistvenih parametrov v nosec¢nosti (npr. Stevilom splavov, prenizko porodno
tezo itd.), tako da glede tega ni bilo kak$nih klinicno pomembnih povezav. Vseeno se mi
zdi, da sta povezavi med aktivnostjo glutation-peroksidaze in porodnimi merami otroka
zelo zanimivi in da bi bilo glede tega smiselno izvesti nadaljnje Studije. V teh Studijah bi
lahko ugotavljali, ¢e bi se dalo aktivnost glutation-peroksidaze v krvi in/ali plodovnici

uporabljati za napovedovanje rasti plodu.
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Tudi vecina ostalih statisticno znacilnih povezav se mi ne zdi klinicno pomembnih, saj na
vec¢ino od njih ne moremo vplivati. Menim pa, da se je kot kliniéno pomembna povezava
izkazala povezava med indeksom telesne mase (BMI) in Stevilom spontanih splavov, ki je
bilo pri zenskah z nizjim BMI znacilno vi§je. Ta povezava se je sicer pokazala ze v
preteklih Studijah in to v obeh smereh — pokazalo se je, da je povecano tveganje za
spontani splav povezano tako z visokim kot z nizkim BMI, zato je pomembno, da se
zenskam, ki nameravajo zanositi poudari, kako pomemben je BMI oziroma ustrezna
telesna teza glede na njihovo telesno visino in da se jih spodbuja, da ustrezno telesno tezo
vzdrzujejo z gibanjem in z ustrezno prehrano vsaj v rodnem obdobju, da se izognejo

zapletom pri nose¢nosti.

Omenila bi tudi povezavo med kajenjem in oksidativnim stresom, saj je to eden od
dejavnikov, na katerega lahko nosecnice same vplivajo. V nasi raziskavi sicer povezava
med kajenjem in ostalimi parametri ni bila statisticno znacilna (se je pa pri aktivnosti
superoksid-dismutaze v krvi pribliZzevala statisticni znacilnosti), je pa veliko drugih
raziskav to povezavo potrdilo kot znacilno, prav tako je veC raziskav pokazalo, da pri

kadilkah pogosteje pride do spontanega splava.

Zaklju¢im lahko, da se v preiskovani skupini aktivnosti antioksidantnih encimov niso
znaCilno povezovale z ostalimi parametri v nosecnosti. Zaradi nekaterih omejujocih
dejavnikov (majhen vzorec, starost preiskovank) ter nekaterih povezav na meji znacilnosti
pa bi bile vsekakor smiselne dodatne raziskave, pri katerih bi zajeli ve¢ nosecnic, naredili
primerjave med razlicnimi skupinami nose¢nic (zdravimi nose¢nicami in nosecnicami z

raznimi zapleti) in v raziskavo vkljucili ve¢ parametrov.
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VI. SKLEP

Rezultati nase raziskave so pokazali, da antioksidantni encimi niso bistveno povezani z
ostalimi parametri v nosecnosti. Vpliv je bil izrazit samo pri glutation-peroksidazi (GPx),
ki je pri vi§jih aktivnostih v krvi povezana z nizjo porodno tezo otroka, pri visjih
aktivnostih v plodovnici pa se nakazuje povezava z vecjo porodno dolzino otroka. Pri
superoksid-dizmutazi (SOD) nisem nasla nobenega znalilnega vpliva. Smiselno bi bilo
preveriti tudi povezavo med antioksidantnimi encimi in zapleti v nose¢nosti, kot so na
primer hipertenzija, preeklampsija in gestacijski diabetes, ampak v nasi raziskavi so bile
vse nosecnice zdrave, zato te povezave nisem mogla ovrednotiti.

Pokazala se je povezava med indeksom telesne mase (BMI) in Stevilom splavov in sicer,
da je pri nizjem BMI vecja verjetnost, da pride do spontanega splava. Vse preiskovanke, ki
so imele Ze vec¢ kot en splav, imajo dokaj nizko vrednost BMI.

Rezultati so pokazali tudi nekatere pricakovane povezave in sicer vpliv gestacijske dobe na
tezo in dolZzino otroka. DaljSa gestacijska doba vpliva na vecjo porodno tezo in vecjo
porodno dolzino otroka.

Izkazalo se je tudi, da obstaja znacilna povezava med kroni¢nim vnetjem S¢itnice in
aktivnostjo glutation-peroksidaze (GPx) v krvi in sicer, da je bila aktivnost GPx v krvi
nosecnice s to boleznijo znacilno nizja. Povezava je smiselna, saj zmanjS$ana aktivnost GPx
lahko zaradi kopic¢enja vodikovega peroksida prispeva k oksidativnim poSkodbam celic
SCitnice.

Menim, da je bil vzorec v nasi raziskavi premajhen in premalo reprezentativen in da bi bile
na tem podrocju potrebne dodatne raziskave, ki bi vkljucile ve¢ nosecnic in upoStevale vec
parametrov oksidativnega stresa, ne le aktivnosti antioksidantnih encimov. Zanimivo bi
bilo narediti tudi raziskavo, v kateri bi vrednotili povezave med parametri oksidativnega
stresa, zapleti v noseCnosti in zivljenjskim slogom nosecnice (prehrano, telesno

aktivnostjo, koli¢ino spanja, intenzivnostjo psihi¢nega stresa, socialnim statusom itd.).
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