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REZIME 

 

Subklinički hipotireoidizam i trombofilija u trudnoći praćeni su visokim 

stepenom prenatalnog morbiditeta i mortaliteta fetusa. S obzirom da amnionska tečnost i 

ćelije amnionske tečnosti odraţavaju zdravstveni i metabolički status fetusa, odreĎivanje 

biomarkera oksidacionog stresa u amnionskoj tečnosti i ćelijama amnionske tečnosti 

moţe pruţiti vaţne informacije o zdravlju, razvoju i sazrevanju fetusa tokom trudnoće. 

Cilj istraţivanja ove doktorske disertacije zasniva se na ispitivanju efekata majčinog 

subkliničkog hipotireoidizma i trombofilije na redoks homeostazu amnionske tečnosti i 

ćelija amnionske tečnosti u prvom tromesečju trudnoće. Studijom su obuhvaćene tri 

grupe trudnica  gestacijske starosti od 16 do 18 nedelja: 32 zdrave trudnice, 23 trudnice 

sa subkliničkim hipotireoidizmom i 23 trudnice sa naslednom trombofilijom. U 

amnionskoj tečnosti i ćelijama amnionske tečnosti odreĎivane su koncentracije sledećih 

parametara oksidaciono-antioksidacionog sistema: superoksid anjon radikal (O2
.-
), 

vodonik peroksid (H2O2), azot monoksid (NO), peroksinitrit (ONOO
-
), lipidni peroksidi 

(LPO), redukovani glutation (GSH), oksidovani glutation (GSSG) i frekvenca 

mikronukleusa. Rezultati ove studije pokazuju da su koncentracije O2
.-
 i NO značajno 

veće, dok je koncentracija H2O2 značajno manja u amnionskoj tečnosti trudnica sa 

subkliničkim hipotireoidizmom. Negativna korelacija pokazana je izmeĎu koncentracije 

O2
.-
 u amnionskoj tečnosti sa Apgar scor-om i telesnom teţinom novoroĎenčadi. U 

ćelijama amnionske tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotir eoidizmom  značajno su 

veće koncentracije biomarkera oksidacionog stresa (O2
.-
, NO i ONOO

-
) i oksidacinog 

oštećenja (LPO i frekvencija mikronukleusa), dok su koncentracije H2O2 i GSSG manje 

u poreĎenju sa zdravim trudnicama . TakoĎe je pokazano da su biomarkeri oksidacionog 

stresa u pozitivnoj korelaciji sa LPO i frekvencom mikronukleusa u ćelijama amnionske 

tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom. Kod trudnica sa trombofilijom, 

rezultati ispitivanja pokazuju da su koncentracije O2
.-
, NO, ONOO

-
 i LPO značajno 

povećane, dok su koncentracije H2O2, GSH i GSSG značajno smanjene u ćelijama 

amnionske tečnosti. U amnionskoj tečnosti trudnica sa trombofilijom pokazana je 

povećana koncentracija GSSG. Majčin subklinički hipotireoidizam indukuje oksidacioni 

stres i oksidaciona oštećenja lipida i DNK molekula u amnionskoj tečnosti i fetalnim 

ćelijama u toku prvog tromesečja trudnoće. Trombofilija majke deluje prooksidaciono i 

indukuje povećanje biomarkera oksidacionog stresa i oksidacionog oštećenja lipida u 

fetalnim ćelijama. Rezultati istraţivanja u okviru ove doktorske disertacije predstavljaju 

prve dokaze o prooksidacionim efektima majčinog subkliničkog hipotireoidizma i 

trombofilije na fetus i doprinose boljem razumevanju zdravstvenog i metaboličkog stanja 

fetusa u prvom tromesečju trudnoće. TakoĎe ukazuju na povezanost biomarkera 

oksidacionog stresa i oksidacionih oštećenja sa mogućim negativnim ishodom trudnoće, 

što je od velikog značaja za buduća istraţivanja primene profilaktičke antioksidacione 

terapije i u menadţmentu trudnoće sa subkliničkim hipotireoidizmom i trombofilijom. 
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ABSTRACT 

 

Subclinical hypothyroidism and thrombophilia in pregnancy are followed by a high 

prenatal morbidity and mortality. Considering that amniotic fluid and amniotic fluid cells 

reflect  fetal health and status of metabolism, the determination of oxidative stress 

biomarkers in amniotic fluid and amniotic fluid cells  can provide important information 

about health, development and mature of fetus during pregnancy. The aim of this doctoral 

thesis is to test the effects of maternal subclinical hypothyroidism and thrombophilia on 

the redox homeostasis of amniotic fluid and amniotic fluid cells in the first trimester of 

pregnancy. The study included three groups of pregnant women gestational age from 16 to 

18 weeks: 32 healthy pregnant women, 23 pregnant women with subclinical 

hypothyroidism and 23 pregnant women with hereditary thrombophilia. In amniotic fluid 

and amniotic fluid cells, concentrations of the following parameters of the oxidative-

antioxidative system were determined: superoxide anion radical (O2
.-
), hydrogen peroxide 

(H2O2), nitric oxide (NO), peroxynitrite (ONOO
-
), lipid peroxides (LPO), reduced 

glutathione (GSH), oxidized glutathione (GSSG), and micronucleus frequency. The results 

of this study show that the concentrations of O2
.-
 and NO are significantly higher, while 

the concentration of H2O2 is significantly lower in the amniotic fluid of pregnant women 

with subclinical hypothyroidism. Negative correlation was shown between the 

concentration of O2
.- 

in amniotic fluid with Apgar score values and body weight of 

newborns. Sgnificantly higher concentrations of oxidative stress biomarkers (O2
.-
, NO and 

ONOO
-
) and oxidative damage (LPO and micronucleus frequency), as well as 

significantly lower concentrations of H2O2 and GSSG are shown in amniotic fluids of 

pregnant women with subclinical hypothyroidism. It has also been shown that oxidative 

stress biomarkers positively correlated with LPO and micronucleus frequency in amniotic 

fluid cells of pregnant women with subclinical hypothyroidism. The results of this study 

show that the concentrations of O2
.-
, NO, ONOO- and LPO are significantly increased, 

while concentrations of H2O2, GSH and GSSG are significantly lower in amniotic fluid 

cells of pregnant women with thrombophilia. In the amniotic fluid of pregnant women 

with thrombophilia, an increased concentration of GSSG has been shown. Maternal 

subclinical hypothyroidism induces oxidative stress and oxidative damage of lipids and 

DNA molecules in amniotic fluid and fetal cells during the first trimester of pregnancy. 

Thrombophilia of the mother acts prooxidatively and induces increased  of oxidative stress 

biomarkers and oxidative damage of lipids in the fetal cells. The results of the research 

within this doctoral thesis are the first evidence of the prooxidative effects of maternal 

subclinical hypothyroidism and thrombophilia on the fetus and contribute to a better 

understanding of the health and metabolic condition of the fetus in the first trimester of 

pregnancy. They also point to the correlation of biomarkers of oxidative stress  and 

oxidative damage with a possible negative pregnancy outcome, which is of great 

importance for future researchs in the prophylactic antioxidant therapy application and in 

the management of pregnancy with subclinical hypothyroidism and thrombophilia. 
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1. UVOD 

 

Trudnoća je stanje fizioloških i metaboličkih promena u organizmu ţene u cilju 

prilagoĎavanja potrebama rasta i razvoja fetusa. Tokom intrauterinog ţivota, fetus je 

okruţen amnionskom tečnošću, koja mu obezbeĎuje mehaničku zaštitu i kretanje unutar 

materice, odrţavanje konstantne temperature, razmenu materija, pomoć u rastu, razvoju i 

sazrevanju, štiti ga od infekcija i prevremenih kontrakcija uterusa. Sastav amnionske 

tečnosti nije konstantan i menja se u zavisnosti od metaboličkog i zdravstvenog stanja, 

kako fetusa, tako i majke. S obzirom da sastav amnionske tečnosti odraţava metabolički i 

zdravstveni status majke i fetusa , on daje dragocene informacije o trudnoći i moţe biti 

vaţan dijagnostički i prognostički biomarker (King, 2000; Butte, 2000; Yu, 2015). 

 

 

1.1. AMNIONSKA TEĈNOST 

 

 Implantacija oploĎene jajne ćelije u zid materice praćena je serijom kontinuiranih 

fizioloških i metaboličkih promena u organizmu ţene, a u cilju prilagoĎavanja potrebama 

rasta i razvoja fetusa, pripremi za poroĎaj i laktaciju (King, 2000; Butte, 2000). U prvim 

nedeljama trudnoće, nakon koncepcije, placenta je već formirana i počinje da luči 

hormone koji utiču na metabolizam svih hranljivih materija. Rana faza trudnoće označava 

se kao anabolička faza, a kasna trudnoća, koja je praćena kompleksnijim metaboličkim 

procesima zahvaljujući interakciji majke i fetusa, označava se kao katabolička faza (King, 

2000; Butte, 2000; Mshelia i Kullima, 2012). Kod trudnica se dešavaju manje ili veće 

promene svih ţlezda sa unutrašnjim lučenjem. Hipofiza se uvećava, kao i lučenje 

hipofiznih hormona. Štitasta ţlezda se takoĎe povećava, zahvaljujući hiperplaziji 

ţlezdanog epitela i pojačanoj vaskularizaciji. Tireoidni status trudnice nije značajno 
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izmenjen i pored povećanja količine tiroksin-vezujućeg globulina i slobodnog trijod-

tironina (FT3) i tiroksina (FT4), što je rezultat delovanja estrogena (Plećaš i sar., 2006). 

Kako estrogeni odraţavaju konstantnost tireoidnog statusa, izmeĎu sedmog i osmog dana 

embrionalnog razvića počinje stvaranje amnionske šupljine, koja je prema trofoblastu 

obloţena amnioblastima, a na drugoj strani ćelijama ektoderma.  

Unutrašnjost amnionske šupljine, uporedo sa njenim formiranjem, ispunjava se 

amnionskom tečnošću. Amnionska tečnost (plodova voda) se stvara iz plazme majke 

ekstraplacentalnom sekrecijom i transudacijom kroz amnionske opne i pupčanik. 

Podjednako i fetus doprinosi stvaranju amnionske tečnosti putem koţe, traheobronhijalnog 

stabla i fetalnom mikcijom. Amnionska tečnost je sivo-beličasta, relativno bistra tečnost, 

slabo alkalne ili neutralne reakcije. U prvoj polovini trudnoće, amnionska tečnost ima 

skoro isti elektrolitski sastav kao majčina plazma. U drugoj polovini trudnoće, 

osmolarnost se progresivno smanjuje zbog velike količine fetalnog hipotoničnog urina koji 

ulazi u sastav amnionske tečnosti (Dinulović, 1996). Promena u osmolarnosti amnionske 

tečnosti paralelno je praćena smanjenjem koncentracije jona natrijuma (Na
+
) i hlorida (Cl

-

), dok vrednosti koncentracije kalijuma (K
+
) ostaju nepromenjene tokom cele trudnoće 

(Gillibrand, 1969). 

Krajem drugog i početkom trećeg meseca trudnoće, kada počinje prva ekskrecija 

fetalnog urina, povećava se količina amnionske tečnosti i iznosi izmeĎu 45 ml i 80 ml 

(Monie, 1953). Najznačajnu ulogu u prometu vode i stvaranju amnionske tečnosti u prvoj 

polovini trudnoće ima koţa. Sa razvojem trudnoće, udeo urina u stvaranju amnionske 

tečnosti se progresivno povećava, dok epitelijalna sekrecija i transudacija postaju 

zanemarljive. Resorpcija amnionske tečnosti velikim delom se vrši fetalnim gutanjem, 

tako da se u drugoj polovini trudnoće, na ovaj način eliminiše od 200 ml do 500 ml 

amnionske tečnosti dnevno (Lotgering i Wallenburg, 1986). 

 

 

1.1.1. SASTAV AMNIONSKE TEĈNOSTI 
 

Sastav amnionske tečnosti je različit u toku trudnoće i zavisi od gestacijske 

starosti. Urinarni sastojci amnionske tečnosti, poreklom od fetusa, obuhvataju ureu, 
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kreatinin i mokraćnu kiselinu. Koncentracija uree i kreatinina se povećava tokom 

trudnoće, dok se koncentracija Na
+
 smanjuje. Amnionska tečnost sadrţi odreĎene količine 

albumina i globulina koji potiču iz plazme majke, ploda i samog amnionskog omotača. U 

amnionskoj tečnosti se nalaze i iste amino-kiseline kao i u fetalnoj plazmi. OdreĎivanje 

amino-kiselina cystina i glycina je od velikog značaja u antenatalnoj dijagnozi izvesnog 

broja metaboličkih poremećaja. U amnionskoj tečnosti se nalaze i glukoza, piruvati, 

laktati, kao i lipidi, čija koncentracija iznosi oko 3,33 mmol/L, od čega 0,83 mmol/L 

pripada fosfolipidima i to lecitinu (Underwood i sar., 2005). Koncentracija glukoze u 

amnionskoj tečnosti se tokom trudnoće smanjuje, izuzev kod trudnica sa dijabetes 

mellitus-om, kod kojih je koncentracija glukoze povećana. Amnionska tečnost sadrţi 

imunoglobuline čije su koncentracije manje nego u serumu trudnice. Dominantan 

imunoglobulin u amnionskoj tečnosti je IgG i vodi poreklo iz majčinog seruma. Od 

imunoglobulina, u amnionskoj tečnosti prisutan je i IgA, koga produkuje fetus (Harman, 

2008). 

Amnionska tečnost sadrţi i hormone kao što su: humani horionski gonadotropin 

(hCG), progesteron, estrogeni, kortizol, testosteron, dehidroepiandrosterone i njihove 

metabolite (pregnandiol, pregnantriol, ketosteroidi i oksosteroidi). Hormoni u amnionskoj 

tečnosti mogu da potiču od majke i/ili fetusa, u zavisnosti od prirode samog hormona. U 

amnionskoj tečnosti se mogu naći i tireostimulišući hormon (TSH), hormon rasta, 

melanocitostimulirajući hormon, prostaglandini, kateholamini, opioidne supstance, koje 

učestvuju u sekreciji nekih peptidnih hormona posteljice i renin, koji ima ulogu u 

regulaciji homeostaze Na
+
 (Underwood i sar., 2005; Harman, 2008).  

U periodu od 16. do 18. nedelje graviditeta, u amnionskoj tečnosti se pojavljuju 

ćelije amnionske tečnosti – amniocite. Ćelije amnionske tečnosti su heterogena populacija 

multipotentnih matičnih ćelija , izvedenih iz amnionske membrane, koţe, digestivnog 

trakta, respiratornog trakta i uretre fetusa. Izoluju se iz amnionske tečnosti amniocentezom 

i koriste se za prenatalno dijagnostikovanje hromozomskih i genetskih aberacija . Pošto 

ćelije amnionske tečnosti potiču iz tkiva razvijajućeg embriona , odraţavaju fetalno 

sazrevanje i metabolizam (Yu, 2015). 
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1.2. TIREOIDNA ŢLEZDA 

 

1.2.1. ANATOMSKE I FUNKCIONALNE KARAKTERISTIKE TIREOIDNE ŢLEZDE   
 

Tireoidna ţlezda (glandula thyreoidea) ima značajnu ulogu u ukupnom 

funkcionisanju organizma, a posebno u razvoju brojnih tkiva i organa u toku intrauterinog 

ţivota. To je prva ţlezda sa unutrašnjim lučenjem koja nastaje tokom embrionalnog 

razvića.  Embrionalni razvoj štitaste ţlezde počinje pre razvoja ostalih endokrinih ţlezda, 

odnosno oko 24. dana gestacije. Začetak folikulskog epitela štitaste ţlezde je tiroglosni 

kanal koji se razvija kao evaginacija endoderma primitivne bukofaringealne duplje. 

Uporedo sa razvojem srca, izdanak štitaste ţlezde se postepeno spušta duţ traheje i 

definitivnu lokalizaciju, u prednjem regionu vrata, dostiţe oko 7. nedelje gestacije 

(Fancy i Gallagher, 2010).   

Tireoidna ţlezda je neparna ţlezda oblika štita. Smeštena je u vratnom regionu, 

neposredno ispod grkljanja. Pričvršćena je za tireoidnu hrskavicu grkljanja i sastoji se od  

dva reţnja, koji su meĎusobno povezani suţenjem, odnosno istmusom (isthmus). Svaki 

reţanj je podeljen na lobuse, koji sadrţe od dvadeset do četrdeset folikula, tako da kod 

odrasle osobe njihov broj iznosi oko tri miliona. Reţnjevi štitaste ţlezde su konusnog 

oblika, ukupne zapremine od 15 g do 30 g. Štitasta ţlezda je veoma dobro prokrvljena i 

ima relativan protok krvi oko 50 ml/minuti. Arterijska krv dospeva do tireoidne ţlezde 

donjim i gornjim tireoidnim arterijama (aa. thyreoidaea inferiors et aa. thyreoideae 

superiors). Gornje tiroidne vene se direktno ili indirektno (preko truncus 

thyreolinguofacialis-a) ulivaju u venu jugularis internu neposredno ispred i lateralno od 

gornje tiroidne arterije. Lateralne ili srednje vene polaze od anterolateralne ivice lobusa i 

ulivaju se direktno u jugularnu venu. Donje tiroidne vene polaze sa donjeg pola i istmusa 

preko nekoliko stabala, često formirajući splet. Ulivaju se u unutrašnju jugularnu venu, a 

ponekad, kada se spajaju u zajedničko stablo (v. thyroidea impar), u venu anonimu. 

Limfotok štitaste ţlezde je usmeren ka dubokim limfnim ţlezdama vrata (Fancy i  

Gallagher, 2010).  

Folikul, kao osnovna funkcionalna jedinica tireoidne ţlezde, formira se oko 10. 

nedelje gestacije i sadrţi dva tipa epitelnih ćelija:  
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-  folikularne (glavne), 

-  parafolikularne (C ćelije, svetle ćelije).  

Folikularne ćelije su odgovorne za produkciju koloida (jod-tireoglobulina), za 

hvatanje i oksidaciju jodida i sintezu trijodotironina i tiroksina (Fancy i Gallagher, 2010).  

Parafolikularne ćelije tireoidne ţlezde vode poreklo iz nervnog grebena, naseljavaju 

intersticijum ţlezde i proizvode hormon kalcitonin, koji je odgovoran za odrţavanje 

homeostaze kalcijuma (Van Vliet,2007).  

Tireoidne ćelije (tireocite) imaju tri vaţne funkcije: 

-  sinteza tireoglobulina i njegova sekrecija u koloid, 

-  preuzimanje i  transport jodida iz plazme u lumen folkula, 

-  preuzimanje tireoidnih hormona od tireoglobulina i njihovo prebacivanje u 

sistemsku cirkulaciju. 

 

 

1.2.2. HORMONI ŠTITASTE ŢLEZDE I NJIHOVA ULOGA 
 

Glavni hormoni tireoidne ţlezde su tiroksin (T4) i trijodtironin (T3). Suština 

sinteze ovih hormona u tireoidnoj ţlezdi zasniva se na vezivanju joda za aminokiselinu 

tirozin. Jod se unutar organizma tek posle konverzije u jodid apsorbuje pomoću jodne 

pumpe, čija je aktivnost pod uticajem tireostimulišućeg hormona adenohipofize. Epitelne 

ćelije tireoidne ţlezde preuzimaju jodid iz plazme i transportuju ga nasuprot 

konentracijskog gradijenta u središnji deo folikula, gde se jodid, uz pomoć enzima 

tireoidne peroksidaze, oksidiše u elementarni jod i time stiče sposobnost za vezivanje sa 

tirozinom. Epitelne ćelije štitaste ţlezde stvaraju i tireoglobulin koji sekretuju u središnji 

deo folikula. Tirozin se prvo jodira u monojod-tirozin, a zatim u dijod-tirozin. Više dijod-

tirozinskih jedinica udruţuju se i formiraju molekul tiroksina. Udruţivanjem jednog 

molekula dijod-tirozina sa jednim molekulom monojod-tirozina nastaje trijod-tironin. 

Svaki molekul tireoglobulina sadrţi pet do šest molekula tiroksina, a po jedan molekul 

trijod-tironina dolazi u proseku na tri do četiri molekula tireoglobulina (Šema 1) (Guyton, 

1996).  
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Šema 1. Sinteza hormona tireoide žlezde. 

 

Tireoglobulin se ne oslobaĎa u krv, već se trijod-tironin i tiroksin otcepljuju sa 

molekula tireoglobulina i kao slobodni hormoni otpuštaju se u krv. Sa apikalne površine 

tireoidnih ćelija polaze nastavci koji obuhvataju delove koloida i formiraju pinocitozne 

vezikule, koje se spajaju sa lizozomima formirajući digestivne vezikule, u kojima je 

aktivan enzim proteinaza. Pod dejstvom proteinaze, tireoglobulin se razgraĎuje i oslobaĎa 

tiroksin i trijod-tironin koji difundiraju kroz bazalni deo tireoidne ćelije i kroz bazalnu 

membranu dospevaju u krv.  Od tireodnih hormona, koji se luče iz štitaste ţlezde, više od 

90% je tiroksin, a manje od 10% trijod-tironin. Tiroidni hormoni se u plazmi brzo vezuju 

za albumine i globuline, kao što su tiroksin-vezujući albumin (thyroxine-binding albumin - 

TBA) i tiroksin-vezujući globulin (thyroxine-binding globulin - TBG) (Guyton, 1996).    

Efekti, koje hormoni štitaste ţleze ostvaruju u ciljnim ćelijama, prvenstveno zavise 

od prisustva tireoidnim hormonima kompatibilnih receptora.  Receptori za tireoidne 

hormone se nalaze na nukleusu ćelije i sluţe za vezivanje trijod-tironina, reĎe i za 

vezivanje tiroksina. Najveći deo nuklearnog i intracelularnog trijodtironina, naročito u 

moţdanim ćelijama, potiče od lokalne konverzije tiroksina pomoću 5-dejodinaze. Ova 

konverzija teče prilično autonomno, zato što je homeostaza trijodtironina neophodna za 

pravilan razvoj CNS-a (Guyton, 1996).  

Kontrola mehanizma sekrecije tireodnih hormona ostvaruje se posredstvom 

negativno povratne sprege i uključuje normalno funkcionisanje hipotalamusa i hipofize.  



Uvod 

 

 

7 

 

Hormon hipotalamusa tireotropni-oslobaĎajući hormon (thyrotropin-releasing 

hormone - TRH) stimuliše sekreciju tireostimulišućeg hormona iz adenohipofize. 

Tireostimulišući hormon ubrzava aktivnost štitaste ţlezde, tako što stimuliše preuzimanje 

joda iz cirkulacije i sintezu jodotironina (trijod-tironina i tiroksina), tireoglobulina u 

koloidu i endocitozu koloida (Guyton, 1996).   

Delovanje tireodnih hormona se karakteriše aktivacijom genskih mehanizama za 

sintezu različitih vrsta intracelularnih proteina. Jednom vezani za svoje receptore u jedru, 

danima ili čak sedmicama eksprimiraju sopstveno delovanje (Guyton, 1996). Tireoidni 

hormoni regulišu ekspresiju mnogih gena koji su odgovorni za odrţavanje metaboličke 

homeostaze ćelije.  Prolaze kroz plazama membranu i vezuju se za receptore u plazmi 

gradeći kompleks receptor-hormon. Ovaj receptor-hormon kompleks deluje kao 

transkripcioni faktor, koji se vezuje za regulatorne elemente gena, dovodeći obično do 

aktivacije gena, tj. transkripcije gena. Kao rezultat toga nastaje iRNK, koja se prevodi do 

citoplazmatskih ribozoma radi sinteze odgovarajućeg proteina. Proteini, nastali 

ekspresijom gena pod uticajem tireoidnih hormona, utiču na funkciju ćelije, njen rast i 

diferencijaciju (Wilson i Foster, 2002). Biološki efekti tireoidnih hormona zavise od 

njihovog afiniteta i sposobnosti vezivanja za receptore, kao i od koncentracije slobodnih 

hormona u plazmi.  Fiziološka uloga tireoidnih hormona ogleda se u vremenskoj 

koordinaciji različitih razvojnih dogaĎaja, kroz specifične efekte na diferencijaciju, 

migraciju ćelija, gensku ekspresiju, kao i smrt ćelije (Kohrle, 2000). 

Uloga tireoidnih hormona je višestruka: 

1. Metabolička - povećanje bazalnog metabolizma, stvaranje toplote, sinteza 

belančevina, povećanje minutnog volumena srca, razgradnja holesterola i 

stimulacija hematopoeze; 

2. Stimulišu rast i sazrevanje organizma kroz izgradnju koštane mase, rast kostiju u 

duţinu,  stvaranje hormona rasta, razvoj CNS-a, tkiva i organa; 

3. Regulišu funkcionisanje organizma: ciklus san i budnost, reakcije na nadraţaje, 

učenje, pamćenje, glad (Guyton, 1996). 

Tireoidna ţlezda poseduje i sposobnost autoregulacije, koja se ogleda u kontroli 

preuzimanja joda i sintezi tireodnih hormona. Ukoliko je koncentracija jodida u cirkulaciji 
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visoka, u cilju odrţavanja funkcionalne homeostaze, moţe se zaustaviti sinteza hormona 

na odreĎeno vreme. Kada je koncentracija jodida u cirkulaciji mala, smanjuje se sinteza 

hormona, a samim tim i njihova koncentracija u cirkulaciji smanjuje se ispod optimalne. 

Ovakvo stanje smanjene koncentracije tireodnih hormona u cirkulaciji dovodi do 

povećane sekrecije tireostimulišućeg hormona. Usled delovanja tireostimulišućeg 

hormona na tireoidnu ţlezdu nastaje hipertrofija ţlezde (gušavost), koja je praćena 

hipotireoidizmom i mentalnom tupošću. Smanjena funkcija tireoidne ţlezde za vreme 

embriogeneze dovodi do razvoja mentalne retardacije (neonatalni kretenizam) (Lauberg, 

2008). Klinički znaci kretenizma se ispoljavaju u vidu fizičkih malformacija (široko 

usaĎene oči, širok spljošten nos, protuzija jezika, retka kosa), usporenog rasta kostiju i 

odloţenog sazrevanja skeleta, poremećenog razvoja sinapsi i defektne mijelinizacije, što 

sve rezultira fizičkom i mentalnom retardacijom (Stanbury,1980;Fancy i Gallagher,2010). 

 

 

1.2.3. FUNKCIJA TIREOIDNE ŢLEZDE U TRUDNOĆI  
 

U trudnoći dolazi do povećanja bazalnog metabolizma, kao odgovor na 

novonastale metaboličke zahteve, što je praćeno povećanom akumulacijom joda, 

hiperplazijom i pojačanom vaskularizacijom tireoidne ţlezde. Na aktivnost tireoidne 

ţlezde u trudnoći utiču estrogeni hormoni posredstvom povećanja koncentracije tiroksin-

vezujućeg globulina i hCG u serumu, kao i inteziteta glomerularne filtracije, što rezultira 

smanjenjem koncentracije joda u plazmi (Ain i sar., 1987; Ballabio i sar., 1991; Yamazaki 

i sar.,1995).   

Serumski hCG je glikoprotein, koga produkuje placenta i maksimalnu vrednost 

koncentracije dostiţe na kraju prvog trimestra graviditeta. Ovaj glikoprotein vezuje se za 

receptor tireostimulišućeg hormona na membrani tiroidnih ćelija, što rezultira povećanjem 

koncentracija trijod-tironina i tiroksina, kao i delimičnom redukcijom serumske 

koncentracije tireostimulišućeg hormona (Hirsch i sar., 2010; Leug, 2012). Povećane 

koncentracije serumskog hCG kod višeplodnih trudnoća indukuju veći stepen supresije 

tireostimulišućeg hormona. Kod blizanačkih trudnoća u odnosu na jednopodne trudnoće, 
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koncentracija tireostimulišućeg hormona majke u serumu je manja, a još manja kod 

trudnoća sa trojkama ili četvorkama (Grun i sar., 1997). Rezultati studije Lockwod i 

saradnika (2009) pokazuju da kod trudnica sa visokim koncentracijama hCG (> 400,000 

IU/L) i potpunom supresijom tireostimulišućeg hormona nisu uočeni klinički simptomi 

hipertireoidizma.  

Koncentracija tiroksin-vezujućeg globulina dostiţe maksimalnu koncentraciju u 

serumu trudnice oko 20. nedelje gestacije, nakon čega se odrţavaju visoke vrednosti 

koncentracija ovog proteina. Povećana vrednost tiroksin-vezujućeg globulina dovodi do 

povećanja  koncentracija ukupnih hormona tireoidne ţlezde. Ukupna koncentracija 

trijodtironina i tiroksina u trudnoći je 1.5 puta veća u odnosu na vrednosti van trudnoće. 

IzmeĎu 5. i 6 nedelje gestacije uočava se aktivnost fetalne tireoidne ţlezde, koja se ogleda 

u sintezi tireoglobulina i deponovanju veće količine joda iz plazme u koloid. IzmeĎu 8. i 

10. nedelje gestacije sazreva enzimski sistem (lizozomske proteaze), koji katališe 

oslobaĎanje jodtironina iz tireoglobulina u sistemsku cirkulaciju. Fetalna tireoidna ţlezda 

razvija sposobnost koncentrisanja joda i sinteze hormona izmeĎu 10. i 12. nedelje 

gestacije, dok sinteza fetalnog tireostimulišućeg hormona i tiroksin-vezujućeg globulina 

počinje oko 20. nedelje gestacije, povećava se sa napredovanjem graviditeta i dostiţe 

maksimum u 28. nedelji. Nakon 28. nedelje gestacije, koncentracija fetalnog 

tireostimulišućeg hormona i tiroksin-vezujućeg globulina ostaje relativno visoka do 

termina poroĎaja. Fetus i posle početka produkcije fetalnih tireoidnih hormona nastavlja 

da se oslanja na tireoidne hormone majke, koji selektivno difunduju kroz placenta u toku 

graviditeta (Henrichs i sar., 2010).    

 Placenta je relativno nepropustljiiva za tireoidne hormone majke, kao i za majčin 

tireostimulišući hormon (Speroff i sar., 1994). Enzim dejodinaza, koji ragraĎuje trijod-

tironin i tiroksin sadrţan je u placenti. Blagi transfer kroz placentu majčinog trijod-tironina 

i tiroksina moguć je samo kada je nivo koncentracije ovih hormona vrlo visok u serumu 

majke (Speroff i sar., 1994). U prvoj polovini trudnoće, kroz placentu prolazi tiroksin 

majke, a ne prolaze tireostimulišući hormon i trijod-tironin. Koncentracija tireodnih 

hormona u amnionskoj tečnosti tokom prve polovine trudnoće se povećava progresivno sa 

napredovanjem graviditeta i dostiţe maksimalnu vrednost izmeĎu 25. i 30. nedelje 

gestacije.  
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U drugoj polovini trudnoće, koncentracija tiroksina se smanjuje u amnionskoj 

tečnosti,  dok se koncentracije trijod-tironina i tireostimulišućeg hormona povećavaju 

(Girling,2006).  

U toku gestacije, tireostimulišući hormon i tiroksin pojavljuju se u amnionskoj 

tečnosti izmeĎu 10. i 13. nedelje gestacije i imaju niske vrednosti koncentracije, sve do 20. 

nedelje gestacije, kada dolazi do povećanja koncentracija ovih hormona. Koncentracija 

tiroksina progresivno se povećava sa napredovanjem graviditeta i u terminu poroĎaja je 

iznad majčinih koncentracija. Koncentracija trijod-tironina u amnionskoj tečnosti 

povećava se sa napredovanjem trudnoće, ali je njena vrednost mala i ispod optimalnih u 

odnosu na odrasle. Koncentracije reverznog trijod-tironina u amnionskoj tečnosti 

premašuje vrednosti koncentracije u serumu kod odraslih. Koncentracija fetalnog trijod-

tironina i tiroksina u serumu dostiţe nivo odraslog do 36. nedelje gestacije, dok je 

koncentracija fetalnog tireostimulišućeg hormona veća nego u serumu odraslog (Speroff, 

2004). Koncentracija reverznog trijod-tironina u amnionskoj tečnosti je takoĎe povećana i 

dostiţe maksimalnu vrednost izmeĎu 17. i 20. nedelje gestacije. Reverzni trijod-tironin je 

metabolički neaktivna forma hormona, koja se stvara procesom alfamonodejodinacije 

tiroksina (Speroff i sar., 1994).  

Koncentracije tireoidnih hormona u serumu fetusa podleţu promenama nakon 

roĎenja. U serumu fetusa, trideset minuta nakon roĎenja, koncentracija tireostimulišućeg 

hormona dostiţe maksimalnu vrednost, dok od 48 do 72 sata od roĎenja dolazi do 

smanjenja bazalnih vrednosti koncentracija ovog hormona. Koncentracija trijod-tironina 

dostiţe maksimalnu vrednost u toku prvih 24 sata nakon roĎenja. Maksimalne vrednosti 

koncentracije, tiroksin dostiţe od 24 do 48 sata nakon poroĎaja. Povećanje koncentracije 

trijod-tironina nakon roĎenja ne zavisi od vrednosti koncentracije tireostimulišućeg 

hormona. Visoke vrednosti koncentracije reverznog trijod-tironina perzistiraju od 3 do 5 

dana posle roĎenja. Nakon ovog perioda, koncentracija reverznog trijod-tironina se 

smanjuje i dostiţe normalne vrednosti u 2. nedelji ţivota novoroĎenčeta  (Speroff, 2004).    

Antitela tiroidne ţlezde koja deluju na receptore za tireostimulišući hormon na 

površini tiroidnih folikularnih ćelija kod trudnica sa autoimunskim hipertiroidizmom, 

mogu da proĎu kroz placentu i u oko 1% slučajeva da dovodu do fetalne tiretoksikoze. 

Lekovi koji se koriste u terapiji majčinog hipertireoidizma, kao što su propiltiouracil, 
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tiamazol i kalijum-jodid takoĎe prolaze kroz placentu i mogu da utiču na funkciju fetalne 

tireoidne ţlezde.  

Značajan uticaj na funkciju tireoidne ţlezde fetusa imaju promene hormonskog 

statusa majke u toku trudnoće. Poremećaj funkcije tireoidne ţlezde majke ima vaţan uticaj 

na tok i ishod trudnoće, kao i na rast i razvoj fetusa i novoroĎenčeta.  

 

 

 

1.3. HIPOTIREOIDIZAM 
 

Hipotireoidizam je klinički sindrom koji se karakteriše  nedostatkom ili 

neadekvatnim delovanjem tireodnih hormona. Hipotireoidizam se klinički manifestuje 

smanjenim vrednostima koncentracije slobodnog tiroksina i povećanim vrednostima 

koncentracije tireostimulišućeg hormona u odnosu na referentne vrednosti koncentracija 

ovih hormona u serumu. 

Hipotireoidizam se prema poreklu deli na:  

- primarni - koji nastaje zbog insuficijencije tiroidnih hormona,  

- centralni – koji nastaje zbog insuficijencije hormona hipofize (sekundarni) ili 

hormona hipotalamusa (tercijerni) i       

- periferni – koji nastaje zbog rezistencije tkiva na tireoidne hormone. 

Na osnovu kliničke manifestacije, hipotireoidizam moţe biti subklinički i klinički. 

Subliklinički hipotireoidizam se karakteriše referentnim vrednostima koncentracija 

tireodnih hormona (trijod-tironina i tiroksina) u serumu i povećanom serumskom 

koncentracijom tireostimulišućeg hormona. Prevalenca subkliničkog hipotireoidizma u 

opštoj populaciji je od 1% do 20%. Osobe sa ovim poremećajem imaju nejasne kliničke 

znake hipotireoidizma, što bi odgovaralo inicijalnoj fazi bolesti (Cooper i Biondl, 2012). 

Etiologija subkliničkog hipotireoidizma je ista kao i kod kliničkog hipotireoidizma 

(Schoenmakers i sar., 2015; Hennessey i Espaillat, 2015).  

Najčešći simptomi hipotireoidizma su slabost, zamor, intolerancija na hladnoću, 

povećanje telesne teţine i somnolencija, koja je praćena psihološkim simptomima 
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depresije (neraspoloţenje, slabost, usporen misaoni tok, oslabljena memorija). 

Hipotireoidizam je udruţen sa redukcijom centralne serotoninergičke funkcije i sa 

povećanom incidencom od razvoja depresije. Cleare i saradnici (1996) su pokazali da je 

koncentracija tireostimulišućeg hormona u serumu u pozitivnoj korelaciji sa simptomima 

depresije, a u negativnoj korelaciji sa kortizolskim odgovorom. Ova otkrića podrţavaju 

hipotezu da je centralna serotonergička transmisija pogoĎena hipotireoidizmom Podaci iz 

literature pokazuju da 5-15% depresivnih pacijenata ima hipotireoidizam (Haggerty i 

Prange, 1995).  

Jedan od uzroka subkliničkog hipotireodizma su Hašimotov tireoditis (auto-

imunsko zapaljenje tireoidne ţlezde) i njegove varijante, subakutni granulomatozni 

tireoditis i idiopatski miksedem. Kod pacijenata sa Hašimoto tireoiditisom mogu biti 

prisutna i druga autoimunska oboljenja (vitiligo, sistemski eritemski lupus, miastenia 

gravis, perniciozna anemija i dijabetes) (Kronenberg i sar., 2008; Speroff, 2004). Primarni 

hipotireodizam moţe biti posledica operativnog tretmana Gravesove bolesti, kao i 

posledica radioablativne terapije (Fernandez i sar.,2014). Hemoterapija takoĎe moţe 

dovesti do razvoja hipotireoidizma. Primena tamoksifena u terapiji ţena obolelih od 

karcinoma dojke poveća rizik za nastanak autoimunog tireoiditisa (Silver i sar., 2016). 

Kod 35-40% pacijenata sa dijabetesom tipa 1 razvija se autoimuni poremećaj tireoidne 

ţlezde (Matejkova-Běhanovái sar., 2002; Chubb i sar., 2005). 

Trudnoća indukuje regresiju Hašimoto tireoiditisa. MeĎutim, kod 30-50% ţena 

nakon poroĎaja dolazi do razvoja postpartalne tireoidne disfunkciju (Galofre i sar., 2010). 

Postpartalni tireoiditis je definisan kao abnormalni nivo koncentracije tireostimulišućeg 

hormona u prvih 12. meseci postpartuma u odsustvu tireoidnih antitela (Muller i sar., 

2001). Kod 95% pacijentkinja sa Hašimotovom bolešću prisutna su tireoidna 

antimikrozomalna antitela (TAMAb), dok su kod polovine pacijentkinja prisutna 

antitereoglobulinska antitela (TgAb).  

 

1.3.1. HIPOTIREOIDIZAM U TRUDNOĆI 
 

Poremećaji  funkcije štitaste  ţlezde  ubrajaju  se  u jedan  od  najčešćih  

poremećaja  u toku  prvog trimestra graviditeta i imaju vaţan uticaj na tok i ishod 
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trudnoće. Disfunkcija štitaste ţlezde u trudnoći, kao što je hipotireoidizam, čest je problem 

koji komplikuje pribliţno 3-5% svih trudnoća. 

 Optimalna koncentracija majčinih tireoidnih hormona je veoma vaţna, kako za 

zdravlje majke, tako i za rast, razvoj i sazrevanje fetusa. Majčini tireoidni hormoni imaju 

značajnu ulogu u ranoj trudnoći, koja se zasniva na odrţavanju ravnoteţe u inflamatornom 

odgovoru majke kako bi se sprečilo imunsko odbacivanje fetusa i omogućila normalna 

implantacija embriona (Stagnaro-Green i sar., 2005). Tireoidni hormoni i receptori za 

tireoidne hormone prisutni su u mozgu embriona od 8. nedelje gestacije. S obzirom da u 

ovom periodu gestacije nije uspostavljena funkcija tireoidne ţlezde fetusa, tireoidni 

hormoni u mozgu fetusa su majčinog porekla (Kennedy i sar., 2010). 

Hipotireoidizam u trudnoći je ozbiljno stanje koje  moţe dovesti do morbiditeta i 

mortaliteta fetusa. Uglavnom je ovo oboljenje u trudnoći uzrokovano bolešću tireoidne 

ţlezde ili postupkom koji dovodi do razaranja ţlezdanog parenhima i/ili poremećajima 

sinteze i sekrecije tireoidnih hormona (Braverman i Utiger, 2005). Izraţen hipotireoidizam 

majke u toku prvog i drugog tromesečja trudnoće dovodi do razvoja trajnih neuroloških 

oštećenja fetusa.  Hipotireoidizam majke, nastao u toku trećeg tromesečja trudnoće, 

izaziva manje ozbiljne posledice po zdravstveni status fetus (Liebrant i sar., 2006; Glinoer 

i Abalovich, 2007; Develhar i sar., 2007; Henrich i sar., 2010).  

Nelečeni hipotireoidizam majke udruţen je sa opstetričkim komplikacijama i kod 

majke i kod fetusa (Pop i sar.,1999; Haddow i sar.,1999; Allan i sar.,2000). Majke sa 

hipotireoidizmom u trudnoći češće imaju anemiju, gestacijski dijabetes, gestacijsku 

hipertenziju, preeklampsiju, abrupciju placente i postpartalnu hemoragiju (Idris i 

sar.,2005; LaFranchi i sar.,2005; Stagnaro-Green i sar.,2005; Wilson i sar., 2012). Češći 

su spontani pobačaji, fetalna i neonatalna smrt i prevremeni poroĎaji. Učestalost spontanih 

pobačaja kod trudnica obolelih od hipotireoidizma varira od 10 do 20%, dok kod trudnica 

sa neregulisanim hipotireoidizmom u prvom tromesečju trudnoće dostiţe vrednost i do 

50%  (Davis i Leveno, 1988; Poppe i Glinoer, 2003; Anselmo i sar., 2004).  

Smanjena funkcija tireoidne ţlezde u trudnoći češće se manifestuje kao subklinički 

hipotireoidizam nego kao klinički hipotireoidizam. Učestalost razvoja subkliničkog 

hipotireoidizma u prvom tromesečju trudnoće je različita u pojedinim regionima sveta i 

kreće se od 0.25% do 14.9%. Subklinički hipotireoidizam u prvom tromesečju trudnoće 
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dijagnostikuje se na osnovu povećanih vrednosti koncentracije tireostimulišućeg hormona 

i referentnih vrednosti koncentracija trijod-tironina i tiroksina (Chang i Pearce, 2013; Rao 

i Patibandla, 2016). 

Terapijski tretman subkliničkog hipotireoidizma u prvom tromesečju trudnoće u 

značajnoj meri smanjuje učestalost prevremenih poroĎaja, hipertenzije, preeklampsije i 

drugih opstretičkih i neonatalnih komplikacija, što doprinosi poboljšanju perinatalnog 

ishoda i postnatalne adaptacije novoroĎenčadi (Tan i sar., 2006; Negro i sar.,2010). U 

terapiji subkliničkog hipotireoidizma u  trudnoći primenjuje se Euthyrox i Letrox 

(levothyroxine), u dozama koje koncentraciju tireostimulišućeg hormona u serumu 

odrţavaju u optimalnim vrednostima, do 2.5 mIU/L (Negro i sar., 2006). 

Subklinički hipotireoidazam u trudnoći moţe biti i posledica autoimunih oboljenja 

tireoidne ţlezde majke. U ovom slučaju, subklinički hipotireoidizam u trudnoći praćen je 

visokim stepenom razvoja mentalnog i somatskog morbiditeta i mortaliteta 

novoroĎenčadi, a ishod trudnoće je u korelaciji sa intenzitetom autoimunskog procesa, 

prvenstveno u toku prvog tromesečja trudnoće (Glinoer, 2003). Veoma su brojne i 

učestale komplikacije poput spontanih pobačaja, prevremenih poroĎaja, intrauterinog 

zastoja u rastu ploda (IUGR) i intrauterine smrti ploda. Subklinički hipotireoidazam u 

trudnoći indukovan autoimunim oboljenjima tireoidne ţlezde majke često je komplikovan 

gestacijskim dijabetesom i hipertenzijom (Marqusee i sar., 1997; Pearce i sar., 2003; 

Poppe i Glinoer, 2003; Anselmo i sar., 2004; Negro i sar., 2006).   

Hipotireoidizam u trudnoći često je udruţen sa drugim patološkim stanjima majke, 

poput dijabetesa, hipertenzije i preeklampsije. Smallridge i saradnici (2001) navode da se 

gestacijski dijabetes češće javlja kod trudnica obolelih od hipotireoidizma. Prema 

rezultatima Gudović i saradnika (2013), kod 40%, trudnica sa hipotireoidizmom 

dijagnostikovan je i gestacijski dijabetes. Nelečeni subklinički hipotireoidizam kod 

trudnica sa dijabetesom moţe uticati na kontrolu glikemije i metabolizam lipida 

(Ivanišević i sar., 2012), a udruţen je sa povećanim rizikom od spontanog pobačaja, 

abrupcije placente i prevremenog poroĎaja. Iz dijabetičnih trudnoća sa hipotireoidizmom 

češće se raĎaju makrozomna novoroĎenčad (plod krupan za gestacijsku dob) ili 

hipotrofična novoroĎenčad (plod mali za gestacijsku dob) (Stotland i sar., 2004). 

Literaturni podaci ukazuju na korelaciju tireoidnog statusa majke sa neurološkim i 
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psihološkim razvojem fetusa i zdravstvenim statusom deteta posle roĎenja (Danforth i 

sar.,2003). Deca roĎena iz trudnoće sa majčinim hipotireoidizmom karakterišu se 

poroĎajnim distresom, malom teţinom na roĎenju, kongenitalnim malformacijama i 

usporenim psihomotornim razvojem nakon roĎenja (Poppe i Glinoer, 2003; Kooistra i 

sar., 2006). 

 

 

1.4. HEMOSTAZA 
 

U odrţavanju homeostaze organizma vaţnu ulogu ima mehanizam hemostaze 

(Colman i sar., 2006). Pod hemostazom se podrazumeva odrţavanje tečnog stanja krvi u 

cilju njenog normalnog protoka kroz cirkulaciju i sprečavanja gubitka krvi u slučaju 

povrede krvnog suda posredstvom formiranja krvnog ugruška. U fiziološkim uslovima, 

hemostaza se odrţava ravnoteţom izmeĎu prokoagulantnih i antikoagulantnih faktora. 

Glavne komponente hemostaznog sistema su: endotel krvnih sudova, trombociti, proteini 

koagulacione kaskade, kao i inhibitori koagulacije i sistem fibrinolize (Colman i sar., 

2006).   

Vaskularni endotel predstavlja granicu izmeĎu tkiva i krvi. Ima značajnu ulogu u 

zaštiti od vaskularnih povreda i odrţavanju krvi u tečnom stanju (Wu i Thiagarajan, 

1996). U fiziološkim uslovima, endotel je tromborezistentan, tj. ne reaguje sa 

trombocitima niti sa faktorima koagulacije. Endotel takoĎe obezbeĎuje fiziološku barijeru 

izmeĎu trombocita i trombogenih struktura, koje su smeštene subendotelno. Ćelije 

endotela odbijaju trombocite negativnim naelektrisanjem, a takoĎe sintetišu azot monoksid 

(NO) i prostaciklin-2 (PGI2), koji su snaţni inhibitori adhezije i agregacije trombocita. 

Azot monoksid i PGI2 takoĎe deluju i vazodilatatorno, tako da dovode do povećanja 

protoka krvi i smanjenja nagomilavanja trombocita i faktora koagulacije (Weiss i sar., 

1979; Verhamme i sar., 2006). U slučaju povrede krvnog suda, nakon lokalne 

vazokonstrikcije glatke muskulature na mestu oštećenja, ćelije endotela započinju sintezu 

hemostatskih faktora (tkivni faktor i fon Vilebrandov faktor) koji omogućavaju dalje 

formiranje krvnog ugruška (Hoffman i sar., 2001; Hoffman i sar., 2005). Posle povrede, 
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trombociti se vezuju za subendotel putem adhezivnih proteina, koji se takoĎe sintetišu u 

endotelu (Hoffman i sar., 2001).  

Trombociti nastaju od prekursorskih ćelija kostne srţi, megakariocita (George, 

2000; De Botton i sar., 2002). U cirkulaciji su prisutni u neaktivnom obliku, u vidu 

pojedinačnih ćelija, i kao takve ne adheriraju na neoštećeni vaskularni endotel. U slučaju 

povrede krvnog suda, trombociti započinju adheziju na mestu povrede, posredstvom 

receptorskih kontakata sa fon Vilebrandovim faktorom, fibrinogenom i fibronektinom 

(McMichael, 2012). Nakon toga sledi aktivacija trombocita i sekrecija faktora iz 

trombocitnih granula, koji omogućavaju dalju agregaciju trombocita i formiranje 

trombocitnog ugruška, kao i pokretanje koagulacione kaskade (Macfarlane,1964). 

Za zaustavljanje krvarenja neophodna je aktivacija sistema koagulacije na mestu 

povrede krvnog suda i stvaranje fibrina koji stablizuje trombocitni ugrušak (Colman i sar., 

2006). Klasična teorija koagulacije, podrazumevala je interakciju četiri faktora: 

protrombina, jona kalcijuma (Ca
2+

), fibrinogena u plazmi i trombokinaze na membrani 

trombocita i leukocita (Beck, 1977). Dve nezavisne grupe naučnika su 1964.godine opisale 

novi model koagulacije:  

I.  model “vodopada” kako su ga nazvali Davie i Ratnoff  i  

II.  model “kaskade” kako ga je nazvao Macfarlane.  

Oba modela opisuju proces koagulacije kao seriju proteolitičkih reakcija, u kojima 

se prethodno aktivirani faktor koagulacije aktivira sledećim u nizu i tako dolazi do 

stvaranja trombina, koji stimuliše prevoĎenja fibrinogena u fibrin i stvaranja krvnog 

ugruška (Šema 2). Trombin je centralni regulatorni molekul procesa koagulacije, koji 

pored prevoĎenja fibrinogena u fibrin, mehanizmima pozitivne i negativne povratne 

sprege reguliše čitav proces koagulacije i omogućava normalno odvijanje hemostaze 

(Crawley i sar., 2007). 

U proces hemostaze uključeni su i inhibitori koagulacije, koji specifično inhibiraju 

aktivirane faktore koagulacije dospele u plazmu ili na površinu membrane neoštećenih 

ćelija endotela. Najznačajniji inhibitori koagulacije su antitrombin, protein C, protein S, 

trombomodulin, inhibitor puta tkivnog faktora (TFPI), C1 inhibitor, α1-proteazni inhibitor, 

α2-makroglobulin, heparin kofaktor II i drugi (Whinna i sar., 1993). Inhibitor puta tkivnog 
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faktora je serinska proteaza i u cirkulaciji je vezan za lipoproteine, od kojih se oslobaĎa 

stvaranjem trombina. Drugi inhibitor je antitrombin III, plazmatski glikoprotein koji 

neutralizuje trombin. Treći tip inhibicije procesa koagulacije je sistem proteina C, koji se 

aktivira nakon vezivanja trombina za trombomodulin na površini ćelija endotela (Whinna i 

sar., 1993).  
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Šema 2. Mehanizam koagulacije (Margetic, 2012). 

(Faktor IX - antihemofilijski globulin B; Faktor X - Stjurart-Proverov  faktor; Faktor VII - stabilni faktor; 

Faktor XIII - faktor stabilizacije fibrina; Faktor V - proakcelerin; Faktor XI - prekurzor tromboplastina 

plazme; Faktor VIII - antihemofilijski globulin A). 

 

Razgradnja krvnog ugruška dešava se ubrzo nakon njegovog formiranja, kao deo 

procesa hemostaze i naziva se fibrinoliza. Kao i u slučaju formiranja ugruška, njegova 

razgradnja podrazumeva niz koraka koje kontrolišu aktivatori i inhibitori koagulacije, pri 

čemu se formira fibrinolitička kaskada. Glavni proenzim fibrinolitičkog procesa je 

plazminogen, koji je u krvi prisutan u neaktivnoj formi. Delovanjem aktivatora 

plazminogena on se prevodi u aktivnu formu, plazmin. Plazmin vrši digestiju fibrinskih 
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lanaca, pri čemu nastaju solubilni fibrinski degradacioni proizvodi (Šema 3). Aktivnost 

plazmina regulisana je inhibitorima fibrinolize, meĎu kojima su najznačajniji inhibitori 

aktivatora plazminogena (inhibitor aktivatora plazminogena 1-PAI-1 i inhibitor aktivatora 

plazminogena 2 - PAI-2) i α2-antiplazmin (Degen, 2001). 

 

oštećene vaskularne endotelne ćelije

aktivatori plazminogena

plazminogen plazmin

PAIs

fibrin razgradni produkti fibrina

Inhibitori plazmina

 

Šema 3.  Fibrinolitički put (Margetic, 2012). 

(PAIs - inhibitori aktivatora plazminogena) 

 

Poremećaji hemostaze javljaju se u slučaju nedostatka ili poremećene funkcije 

jednog ili više faktora koji učestvuju u ovom procesu (Rashe, 2001). U slučaju 

poremećene hemostaze, dolazi do odstupanja od hemostazne ravnoteţe u smeru 

hipokoagulacije ili hiperkoagulacije, što rezultira krvarenjem (hemoragijom) ili 

začepljenjem krvnog suda (trombozom). Hiperkoagulacija se javlja usled povećanja nivoa 

koagulacionih faktora i/ili smanjenog nivoa prirodnih inhibitora koagulacije i faktora 

fibrinolitičkog sistema (Rashe, 2001).   

Hormonske promene koje prate trudnoću, indukuju fiziološke izmene u sistemu 

koagulacije, u smislu porasta trombogenosti, koja je naročito karakteristična za 

peripartalni period (Szecsi i sar., 2010). Promene u sistemu koagulacije u toku trudnoće 

karakterišu se povećavajem vrednosti koncentracija faktora VII, faktora VIII, faktora X, 

Von Wilenbadovog faktora i fibrinogena u perifernoj krvi, kao i intezivnijim stvaranjem 

fibrina (Szecsi i sar., 2010). Koncentracija inhibitora tkivnog faktora minimalno se 

povećava, dok se vrednost koncentracije proteina C ne menja. Povećava se rezistencija na 
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aktivirani protein C i smanjuje se aktivnost proteina S, uključenog u drugi i treći tip 

inhibicije procesa koagulacije (Lykke i sar., 2010). 

 

 

1.4.1. POREMEĆAJI KOAGULACIJE KRVI 

1.4.1.1. Tromboze 

 

Tromboze predstavljaju patofiziološko stanje koje se karakteriše formiranjem 

tromba (krvnog ugruška) koji moţe da začepi krvni sud. Tromb u uslovima tromboze 

nastaje kao posledica poremećene ravnoteţe izmeĎu faktora uključenih u odrţavanje 

hemostaze: endotel krvnih sudova, trombociti, koagulacioni i fibrinolitički sistem. Zbog 

razlika izmeĎu arterijskog i venskog krvotoka, tromboze se dele na arterijske i venske. U 

arterijskim trombozama stvara se tromb koji je bogat trombocitima, sa manjim udelom 

fibrina, dok se u venskim tromboza stvara tromb bogat fibrinom i eritrocitima (Elezović, 

2000). Najčešće posledice arterijskih tromboza su infarkt miokarda i moţdani udar, dok su 

kod venskih tromboza najčešće manifestacije tromboze dubokih vena i plućni embolizam, 

koji mogu da se manifestuju i kao venski tromboembolizam. Venski tromboembolizam 

javlja se kod 1 osobe na 1000, na godišnjem nivou i najčešći je uzrok smrti kod trudnica, 

porodilja i hospitalizovanih pacijenata (Elezović, 2000). 

Tromboze su multifaktorijalno oboljenje koje nastaje usled većeg broja stečenih i 

naslednih faktora. Najčešći stečeni faktori za areterijske tromboze su: pušenje, dijabetes, 

gojaznost i hiperholesterolemija. Faktori rizika nastanka venskih tromboza su hirurške 

intervencije, traume, imobilizacija, maligniteti, imunizacija, trudnoća i puerperijum 

(Elezović, 2000; Marz i sar., 2000). 

 

 

1.4.1.2. Trombofilija 
 

Trombofilija nastaje kao rezultat kompleksne interakcije izmeĎu negenetičkih i 

genetičkih faktora rizika, koji hemostaznu ravnoteţu pomeraju u smeru hiperkoagulacije, 
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što rezultira nastankom arterijskih i venskih tromboza. Trombofilije mogu biti uroĎene 

(nasledne) i stečene. Pod uroĎenim trombofilijama smatraju se genetski determinisane 

abnormalnosti hemostatskih mehanizama, koje povećavaju sklonost ka nastanku tromboza 

(Lykke i sar., 2012). UroĎene trombofilije su prisutne u 15% opšte populacije i kod 50% 

trudnica sa dubokom venskom trombozom (Lykke i sar., 2012). 

U poslednjih pedeset godina opisan je veći broj mutacija koje povećavaju rizik za 

nastanak tromboza. Ove mutacije podeljene su u tri grupe:  

1. mutacije u genima koji kodiraju inhibitore koagulacije, što dovodi do smanjene 

inhibicije koagulacije,  

2. mutacije u genima koji kodiraju prokoagulantne faktore, što dovodi do povećane 

sinteze ovih faktora ili smanjene inhibicije,  

3. mutacije u genima koji kodiraju faktore fibrinolitičkog sistema, usled čega dolazi 

do poremećenog funkcionisanja fibrinolize (Đorđević i sar., 2014). 

Prvi nasledni poremećaj mehanizma koagulacije, koji je doveden u vezu sa 

trombofilijom, zasnivao se na deficijenciji antitrombina (AT), a opisan je od strane 

Egeberga (1965). Do deficijencije antitrombina dolazi usled mutacija u genu SERPINC1. 

Osamdesetih godina prošlog veka opisane su mutacije koje dovode do deficijencije 

proteina S i proteina C (Griffin i sar., 1981; Comp i Esmon, 1984). Do deficijencije 

proteina C dolazi usled mutacija u genu PROC, koji kodira protein C, dok se deficijencija 

proteina S javlja usled mutacija u PROS1 genu. Otkriće rezistencije na aktivirani protein C 

(APC) od strane Dalbaka i saradnika (1993) i mutacije G1691A u genu za faktor V (FV 

Leiden mutacija) od strane Bertine i saradnika (1994), predstavljaju prekretnicu u 

istraţivanju naslednih osnova trombofilije. Mutacija FV Leiden dovodi do zamene 

aminokiseline arginina, aminokiselinom glutaminom na poziciji 506 (Gln506) u proteinu. 

Faktor V Gln506 se normalno aktivira trombinom, ali je njegova inaktivacija aktiviranim 

proteinom C oteţana, što dovodi do produţenog prokoagulantnog delovanja (Bertina i 

sar., 1994; Kalafatis i sar.,1994). Produţeno delovanje aktiviranog Faktora V dovodi do 

poremećene hemostazne ravnoteţe i pomeranja ka hiperkoagulantnom stanju. Mutacija FV 

Leiden je najučestalija mutacija kod pacijenata sa trombofilijom, dok je druga po 

učestalosti genska varijanta u 3
’ 

nekodirajućem regionu gena za protrombin (FII 
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G20210A) (Poort i sar., 1996). Učestalost genske varijante FII G20210A u opštoj 

populaciji iznosi 1-6%, dok je kod pacijenata sa trombofilijom učestalost 6-18%. Mutacija 

FV Leiden i FII G20210A varijanta su prisutne kod više od dve trećine pacijenata sa 

trombofilijom (Marz i sar., 2000).  

MeĎu genskim varijantama koje dovode do poremećaja fibrinolitičkog sistema, 

najveći značaj ima 4G/5G varijanta u promotoru PAI-1 gena, koja indukuje povećanje 

ekspresije PAI-1 proteina, a samim tim i povećanu inhibiciju fibrinolize, što u krajnjoj 

liniji rezultira hiperkoagulacijom (Burzotta i sar., 1998). 

Razvoj novih tehnologija, poput DNK sekvenciranja, omogućio je analizu velikog 

broja gena i identifikaciju novih potencijalnih faktora rizika kod pacijenata sa 

trombofilijom. Velika GWAS studija (Genome-Wide Association Study), koja je 

obuhvatila analizu 317 000 SNPova (Single Nucleotide Polymorhisms) kod 453 pacijenata 

sa venskim tromboembolizmom pokazala je jasnu udruţenost samo tri genske varijante: 

jedne u genu za faktor V i dve u genima koji determinišu ABO krvni sistem. Prema ovoj 

studiji, FV Leiden mutacija predstavlja najveći rizik za venski tromboembolizam, dok 

krvne grupe O i A2 (homozigoti za A krvnu grupu) predstavljaju manje faktore rizika. 

Druge detektovane varijante mutacija nisu pokazale statistički značajno veću učestalost 

kod pacijenata sa trombozama (Trégouët i sar., 2009). 

S obzirom da su tromboze multifaktorijalno oboljenje, od velikog je značaja 

ispitati uticaj prisustva dve ili više genskih varijanti, njihove meĎusobne interakcije, kao i 

interakcije genskih varijanti sa sredinskim faktorima. Pacijenti koji su kombinovani 

heterozigoti za FV Leiden mutaciju i FII G20210A imaju 2,6 puta veći rizik za nastanak 

tromboza nego nosioci samo FV Leiden mutacije (De Stefano i sar., 2001). Iako je opisan 

veliki broj genskih varijanti, u dijagnostici trombofilije najčešće se koristi utvrĎivanje 

prisustva deficita antitrombina (AT), deficita proteina C i proteina S, mutacija FV Leiden, 

mutacija protrombina (FII G20210A), mutacija gena za enzim metilentetrahidrofolat 

reduktazu C677T (MTHFR) i mutacija inhibitora plazminogen aktivatora (PAI-1) 

(Franchini, 2014). 
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1.4.2. TROMBOFILIJA U TRUDNOĆI 
 

Trudnoća je sama po sebi hiperkoagulabilno stanje, koje se karakteriše povećanom 

sintezom i koncentracijom fibrinogena, povećanjem koncentracije mnogih faktora 

koagulacije i PAI-1, a smanjenjem koncentracije proteina S, pojavom rezistencije na 

aktivirani protein C i smanjenjem procesa fibrinolize. Sve ukupno navedeno  povećava 

rizik od nastanka venskog tromboembolizma i embolije pluća u toku trudnoće (James, 

2011). Do promena hemostatskog sistema u trudnoći, u smeru hiperkoagulabilnosti, dolazi 

usled hormonskih promena u trudnoći. Venske tromboembolije su jedan od vodećih 

uzroka mortaliteta majke, sa učestalošću od 0.76 do1.72 na 100 000 trudnoća, što je četiri 

puta više nego kod ţena koje nisu trudne (Sparić i sar., 2013). Sam reproduktivni uspeh 

umnogome zavisi od adekvatne materinsko-fetalne cirkulacije. Proces intravaskularne 

koagulacije na nivou uterusa i placente moţe biti značajan faktor ponovljenih gubitaka 

ploda, intrauterine smrti ploda, intrauterinog zastoja u rastu i razvoju ploda, preeklampsije 

i abrupcije placente (Lykke, 2012). Nastanak krvnih ugrušaka u samom plodu zavisi od 

interakcije koagulacijskih faktora koje produkuje embrion, odnosno fetus i koagulacijskih 

faktora iz majčine krvi, koji mogu da proĎu kroz placentalnu barijeru. Smatra se da je 

raniji gubitak ploda (od 12 do 14 nedelje gestacije) povezan sa majčinom trombofilijom, 

koja moţe biti u osnovi promena ključnih procesa implantacije oploĎenog jajeta i razvoja 

placente. Postojanje nasledne ili stečene predispozicije majke za razvoj trombofilije moţe 

u najranijem periodu placentacije da dovede do neadekvatne placentacije i pojave 

mikrotromba u posteljičnim krvnim sudovima (Habibovic i sar., 2011).   

U zdravoj trudnoći, trofoblasti vrše invaziju spiralnih arterija uterusa, koje usled 

toga gube mišićni sloj i postaju šire, što omogućava maksimalni protok krvi kroz placentu 

(Rodger i sar., 2014). U patološkim uslovima placentacije ne dolazi do invazije spiralnih 

arterija uterusa trofoblastima, a samim tim ni do povećanja lumena ovih krvnih sudova 

(Rodger i sar., 2014). Literaturni podaci pokazuju da su endotelijalna disfunkcija, 

vazokonstrikcija, placentalna ishemija i povećana koagulabilnost udruţene sa 

abnormalnim razvojem posteljice, neadekvatnom feto-materinskom cirkulacijom i 

smanjenjem placentalne perfuzije (Lykke i sar., 2012). Trombotska priroda vaskularnih 
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lezija u placenti i povišen rizik za nastanak tromboze kod trudnica sa trombofilijom 

ukazuju na vezu izmeĎu uroĎene i stečene trombofilije sa komplikacijama u trudnoći. 

Sekundarna tromboza, nastala usled hiperkoagulabilnosti krvi majke, moţe izazvati 

neadekvatnu perfuziju interviloznih prostora, preeklampsiju, infarkte posteljice, IUGR, 

abrupciju i intrauterinu smrt ploda (Rodger i sar., 2014). Neadekvatna placentacija i 

patološke promene na sitnim krvnim sudovima placente mogu narušiti permeabilnost feto-

materinske membrane u interviloznim prostorima placente, koja je neophodna za normalan 

tok trudnoće i razvoj ploda (Gris i sar., 2004).  

Značajnu ulogu u procesu implantacije i placentacije ima hemostatski sistem 

majke. Implantacija oploĎene jajne ćelije u decidu je prvi kontakt izmeĎu fetusa, posteljice 

i materinske cirkulacije. Taj kontakt je ključan za razvoj uspešne trudnoće. Protrombotske 

promene i tromboza mogu oštetiti taj proces i izazavati rani pobačaj (Many i sar., 2001). 

Rezultati studije Rodgera i saradnika (2014) pokazuju značajno povećanje sincicijalnih 

čvorova i hipervaskularnih resica kod trudnica sa mutacijom FV Leiden, usled čega je kod 

ovih trudnica mnogo češća placentalna hipoksija i loša placentalna vaskularizacija. 

Abrupcija placente predstavlja svako delimično ili potpuno odlubljivanje normalno 

usaĎene placente (Mitić, 2008). To je akutna i jedna od najteţih komplikacija koja 

istovremeno ugroţava zdravlje i ţivot kako majke, tako i fetusa. Incidenca abrupcije 

placente se kreće od 4.9 do 12.9 na 1000 poroĎaja i predstavlja po učestalosti drugi uzrok 

perinatalne smrti. Abrupciju placente mogu izazvati udarac, pad, hipertenzija, eklampsija, 

trombofilija (Mitić, 2008). Trombofilija povećava rizik za nastanak abrupcije placente. 

Posledice abrupcije placente mogu dovesti do pojave: diseminovane intravaskularne 

koagulopatije, insuficijencije bubrega kao i do vitalne ugroţenosti trudnice, narušavanja 

zdravlja fetusa, prevremenog poroĎaja i male telesne teţine novoroĎenčeta (Knoebl, 2008; 

Habibović i sar., 2011). 

 Intrauterina smrt ploda (Fetus Mortus in Utero - FMU) definiše se kao odsustvo 

srčane radnje ploda nakon 26. nedelje gestacije, odnosno kod ploda čija je telesna teţina 

iznad 1000 grama (Kim i sar., 2014). U kontrolisanoj prospektivnoj studiji, Preston i 

saradnici (1996) su uočili da trudnice koje imaju više od jedne trombofilije imaju veću 

šansu za intrauterinu smrt ploda (14.4%).   

Venski tromboembolizam (VTE) u trudnoći se javlja sa učestalošću od 1 na 1000 
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poroĎaja (Gohil i sar., 2009). U odnosu na period van trudnoće, trudnice imaju 4-5 puta 

povećan rizik za tromboembolijske komplikacije (Gohil i sar., 2009). U Sjedinjenim 

Američkim Drţavama, venski tromboembolizam, uključujući i emboliju pluća, uzrok je 

9% svih materinskih smrtnosti (Gohil i sar., 2009). Oko 50% svih trudnica sa VTE ima 

neku od uroĎenih trombofilija (Heit i sar., 2005, Robertson i sar., 2006). Rizik za VTE je 

veći u trećem tromesečju graviditeta i nakon poroĎaja. Šest nedelja nakon poroĎaja, rizik 

za nastanak VTE je 20 puta veći nego u toku trudnoće (Jacobsen i sar., 2008). 

 

 

1.4.2.1. Genetski predisponirane trombofilije 
 

S obzirom da se u osnovi različitih trombofilija nalaze mutacije gena, moguće je 

utvrditi prisustvo dve ili više mutacija kod jedne trudnice sa trombofilijom. Kod trudnica 

sa trombofilijom, sem udruţenog postojanja dve mutacije gena, mogu istovremeno biti 

izraţeni i stečeni faktori rizika. Najčešća klinička manifestacija uroĎene trombofilije je 

venski tromboembolizam, koji se obično ispoljava kao tromboza dubokih vene ili kao 

plućni embolizam. UroĎena trombofilija se često prvi put manifestuje u trudnoći (Rodger i 

sar., 2014). S obzirom da je trudnoća stanje hiperkoagulabilnosti, u kombinaciji sa 

uroĎenom ili stečenom trombofilijom dovodi do komplikacija u trudnoći, kao što su 

ponovljeni spontani pobačaji tokom prvog i drugog tromesečja trudnoće, intrauterina smrt 

ploda, preeklampsija, teţak zastoj u rastu ploda i abrupcija placente (Rodger i sar., 2014). 

 

 

 Deficit antitrombina III (AT III)  

Antitrombim III je najznačajniji prirodni inhibitor koagulacije. On je glikoprotein 

koji se sintetiše u jetri, molekulske mase 58 200 daltona. Deficit antitrombina III moţe biti 

uroĎeni ili stečeni poremećaj.  UroĎeni deficit AT III se nasleĎuje autozomno dominantno 

i u populaciji se javlja u formi heterozigota (Di Minno i sar., 2014). Homozigotni nosioci 

mutacija nisu kompatibilni sa ţivotom. Deficit AT III klinički se manifestuje trombozom 

dubokih vena donjih ekstremiteta, a druga, reĎa lokalizacija je tromboza vena male 
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karlice. Stečeni poremećaj deficita AT III moţe biti: posledica oboljenja jetre, zbog 

poremećene sinteze AT III u jetri, kod nefrotskog sindroma; zbog pojačanog izlučivanja 

AT III iz organizma; zbog malignih oboljenja hematopoetskog sistema; zbog 

diseminovane intravaskularne koagulacije kao posledica infekcije; posledica uzimanja 

oralnih kontraceptiva; posledica terapije estrogenima (James i sar., 2014).  Antitrombin III 

je primarni inhibitor trombina, ali i nekih drugih faktora koagulacije. Pored toga, AT III 

sporo i ireverzibilno inhibira i vrlo male količine plazmina. Deficit AT III je najreĎa i 

najtrombogenija trombofilija sa učestalošću od 1 na 5000 osoba (James i sar., 2014). 

Postoje dva tipa deficita AT III. Tip I deficita AT III je najznačajniji i odlikuje se 

se smanjenom koncentracijom antitrombina (< 50%) u krvi. Vrednosti AT III se menjaju 

tokom trudnoće. Referentne vrednosti  koncentracije AT III za prvo tromesečje trudnoće 

iznose od 89% do 114%; za drugo tromesečje od 88% do 112%; za treće tromesečje od 82 

do 116% (Abbasi-Ghanavati i sar., 2009). Kod II tipa deficita AT III, vrednosti 

koncentracije AT III su referentne ali je smanjena njegova aktivnost (Gerhard i sar., 

2000). 

Antitrombin III je substrat za vezivanje heparina, koji njegovu aktivnost povećava 

1000 puta. U odsustvu AT III, heparin ne moţe da deluje (James i sar., 2014). Deficit AT 

III ima najveći rizik od svih trombofilija za razvoj venskog tromboembolizma u trudnoći. 

Venski tromboembolizam se najčešće javlja u puerperijumu i moţe se manifestovati 

plućnom embolijom. Sve trudnice koje pre tudnoće nisu imale VTE, imaju rizik od 33% 

za razvoj VTE u trudnoći (Kovac i sar., 2011). Rizik za recidiv VTE u trudnoći je 49% 

(Kovac i sar., 2011). U odnosu na druge uroĎene trombofilije, trudnice sa deficitom AT III 

imaju blago povećan rizik za intrauterinu smrt ploda ( 5.2%) i spontane pobačaje ( 1.7%) 

(Kovac i sar., 2011). 

 

 

Mutacija faktora V Leiden (FV G1691A) 

 Mutacija faktora V Leiden je autozomno dominantno hemostatsko oboljenje 

(Spina i sar., 2000). Ovaj poremećaj nastaje zbog zamene guanina 1691 sa adeninom 

(G1691A) u genu za faktor V (FV). Novonastali gen kodira sintezu FV tip Leiden u kome 
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je arginin 506 (Arg506) zamenjen glutaminom (Gln506), pa kao posledica toga faktor V 

postaje otporan na delovanje aktiviranog proteina C. Faktor V Leiden je najčešća 

trombofilija u našoj populaciji, a njena učestalost je oko 5% (Spina i sar., 2000). Duboka 

venska tromboza je najčešća komplikacija venskog tromboembolizma, koja najčešće 

zahvata donje ekstremitete. Mutacija FV Leiden je prisutna kod 15-50% pacijenata sa 

venskom trombozom. Ţene koje su heterozigoti za ovu mutaciju najčešće nemaju 

simptome trombofilije van trudnoće. U trudnoći je kod njih rizik za nastanak duboke 

venske tromboze povećan 3 do 7 puta (Spina i sar., 2000). Kod trudnica koje su 

homozigoti za ovu mutaciju,  rizik za nastanak duboke venske tromboze je veći za 80 do 

90 puta u odnosu na trudnice koje nisu nosioci ove mutacije (Spina i sar., 2000). U 

trudnoći je kod nosioca ove mutacije 2 do 3 puta povećan rizik za komplikacije u trudnoći 

i nastanak intrauterine smrti ploda, preeklampsije, intrauterinog zastoja u rastu ploda i 

abrupcije placente (Đorđević i sar., 2005). 

Rezultati meta analize Rey i saradnika (2003) pokazuju da trudnice sa FV Leiden 

mutacijom imaju značajno veći rizik za ponovljene spontane pobačaje tokom prvog 

tromesečja trudnoće, kao i za gubitak ploda tokom drugog i trećeg tomesečja trudnoće. 

Rezultati dobijeni u manjoj prospektivnoj studiji pokazuju da je kod trudnica, 

heterozigotnih nosilaca za ovu mutaciju, incidenca spontanih pobačaja 11%, dok je kod 

trudnica bez mutacije 4.2% (Murphy i sar., 2000). Howley i saradnici (2005) su pokazali 

da FV Leiden mutacija kod trudnica povećava rizik 3 do 4 puta za intrauterin zastoj u rastu 

ploda. 

 

 

Mutacija FII G20210A 

Uz FV Leiden mutaciju, G20210A mutacijа u genu za protrombin (FII), 

predstavlja najčešći genetički faktor rizika za nastanak venskih tromboza. Poort i 

saradnici (1996) su prvi opisali tačkastu mutaciju gena za protrombin, koja se karakteriše 

zamenom guanina u adenozin na poziciji 20210.  Usled ove zamene povećava se 

ekspresija gena za protrombin, što se manifestuje povećanom koncentracijom protrombina 

u krvi (Lykke i sar., 2012). Zastupljenost ove mutacije u heterozigotnom stanju iznosi oko 
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2% u opštoj populaciji, 6% kod osoba sa venskom trombozom i 18% kod pacijenata koji 

imaju pozitivnu porodičnu anamnezu. Heterozigotni nosioci  G20210A mutacije imaju  od 

3 do 6 puta veći rizik za nastanak tromboze, pogotovo tromboze cerebralnih vena (Colman 

i sar., 2006). S obzirom na malu učestalost homozigota u opštoj populaciji, ne postoje 

tačni podaci o riziku za razvoj duboke venske tromboze kod homozigota za G20210A 

mutaciju (Colman i sar., 2006; Heit, 2012). Ukoliko je mutacija prisutna u kombinaciji sa  

FV Leiden mutacijom, rizik za vensku trombozu se povećava do 40 puta. Kod ţena koje 

uzimaju oralnu kontracepciju, rizik za vensku trombozu se povećava do 60 puta. Povišen 

protrombin u cirkulaciji smanjuje fibrinolizu i sniţava nivo trombin-aktivirajućeg 

inhibitora koji inhibira fibrinolizu (Heit, 2012). 

Trudnice sa mutacijom FII imaju veći rizik za nastanak komplikacija u trudnoći 

kao što su: rani pobačaji, ponovljeni pobačaji i iznenadna intrauterina smrt ploda u trećem 

trimestru trudnoće (Ho i sar., 2006; Rodger i sar., 2014).  

 

 

 Deficit proteina C 

Protein C je vitamin K-zavisni protein koji se sintetiše u jetri i njegova sinteza je 

pod kontrolom gena na 2 hromozomu (2q15-16) (Knoebl, 2008). Ovaj protein ima ulogu u 

zaustavljanju procesa koagulacije i stimulaciji procesa fibrinolize (Mitić, 2008). Deficit 

proteina C se javlja kod 1 na 250 do 500 zdravih osoba. Kod pacijenata sa trombozom, 

učestalost deficita proteina C je od 2 do 8% (Francis, 2003).  

Deficit proteina C nasleĎuje se autozomno dominantno. Pacijenti koji su roĎeni 

kao homozigoti za deficit proteina C imaju teţak oblik tromboze poznat kao purpura 

fulminans, koja se manifestuje u najranijem uzrastu (Guyton i Hall, 2000). Deficit proteina 

C klinički se manifestuje kao tromboza dubokih vena donjih ekstremiteta. Plućnu 

tromboemboliju ima  40% ljudi u opštoj populaciji sa deficitom proteina C. Normalna 

koncentracija proteina C kod odraslih je od 70 do 130%, а kod novoroĎenčadi  od 20 do 

40%. Postavljanje dijagnoze deficita proteina C moţe biti oteţano prisustvom drugih 

kliničkih stanja, kao što su oboljenja jetre, deficit vitamina K i akutni respiratorni distres 

sindrom. Trudnice sa deficitom proteina C imaju veći rizik za za nastanak komplikacija u 
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trudnoći kao što su: ponovljeni pobačaji u drugom tromesečju trudnoće usled tromboze 

krvnih sudova placente i insuficijencije placentarne cirkulacije; intrauterin zastoj u rastu 

fetusa; iznenadna intrauterina smrt ploda; preeklampsija i prevremeni poroĎaj (Brener i 

sar., 1997; Brener i Blumenfeld, 1997). 

 

 

 

Deficit proteina S 

Deficit proteina S je  retka trombofilija sa učestalošću od 1 na 500 do 1 na 3000 

ljudi (Knoebl, 2008). Ovaj deficit se nasleĎuje autozomno dominantno, a mutacija u formi 

homozigota izaziva purpuru fulminans (Marlar i Gausman, 2011). Protein S je vitamin K-

zavisni prirodni antikoagulantni protein. Ima ulogu kofaktora u procesu aktivacije faktora 

koagulacije V i VII od strane proteina C. Do sada su opisana tri tipa deficita proteina S:  

- Tip I je kvantitativni deficit proteina S uzrokovan genskom abnormalnošću koja 

izaziva smanjenu produkciju strukturno normalnog proteina. U tom slučaju 

smanjene su koncentracije ukupnog i slobodnog proteina S.   

- Tip II je funkcionalni deficit proteina S, koji postaje evidentan tek kod postojanja 

rezistencije na aktivirani protein C.  

- Tip III se karakteriše smanjenom koncentracijom slobodnog proteina S, dok je 

vrednost ukupnog proteina S normalna (Knoebl, 2008). Trudnice sa ovom 

trombofilijom su heterozigoti za ovu mutaciju i imaju veliki rizik za razvoj venskog 

tromboembolizma (Greer, 2003). 

 

 

Mutacija MTHFR C677T 

Mutacija MTHFR C677T dovodi do sinteze termolabilnog oblika proteina i 

njegove manje enzimske aktivnosti, usled čega je smanjena konverzija homocisteina u 

metionin (Fodinger i sar., 2000). Kod homozigotnih nosilaca mutacije MTHFR C677T, 

koji unose manju količinu folne kiseline, moţe da se razvije hiperhomocisteinemija i 
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povećava se mogućnost za nastanak tromba. Primenom folne kiseline i vitamina B6 i B12 

mogu se smanjiti rizici za nastanak dubokih venskih tromboza i komplikacije u trudnoći 

(El-Samak i sar., 2004). Mutacija MTHFR C677T je sa velikom učestalošću prisutna u 

populaciji (30-50% heterozigotnih nosilaca i oko 9-12% homozigotnih nosilaca) (El-

Samak i sar., 2004). 

 

  

Mutacija inhibitora plazminogen aktivatora – PAI 1 

Inhibitor plazminogen aktivatora PAI je glikoprotein i glavni inhibitor fibrinolize, 

koga produkuje vaskularni endotel, glatke mišićne ćelije, monociti i trombociti (Mosesson 

i sar., 2008). Normalna trudnoća se karakteriše smanjenom fibrinolizom, što je posledica 

povećane koncentracije inhibitora fibrinolize, pre svega PAI-1 (Mosesson i sar., 2008). 

Ovaj inhibitor inhibira tkivni plazminogen aktivator i urokinazni plazminogen aktivator, 

usled čega se smanjuje pretvaranje plazminogena u plazmin (Floridon i sar., 2000). Uloga 

plazmina je da razgraĎuje fibrin i ugruške (Mosesson i sar., 2008). 

Polimorfizam 4G podrazumeva deleciju ostatka guanina lociranog na promotor 

gena za PAI-1 na hromozomu 7q (Kathiresan i sar., 2005). Ovaj polimorfizam ne utiče na 

strukturu i funkciju gena, ali povećava njegovu ekspresiju što dovodi do porasta nivoa 

PAI-1 u cirkulaciji (Kathiresan i sar., 2005). 

Pokazano je da je mutacija PAI 4G/4G bila značajno učestalija kod trudnica sa 

komplikacijama u trudnoći (32%) u odnosu na zdrave trudnice (19%) (Glueck i sar., 

2001). Wiwanitki (2006) je uočio da mutacija PAI-1 4G/5G značajno povećava rizik za 

nastanak preeklamsije. Heterozigotna mutacija PAI je češće udruţena sa heterozigotnom 

FV Leiden mutacijom (Glueck i sar., 2001). 

 

 

1.4.2.2. Steĉene trombofilije 

Stečene trombofilije predstavljaju stanje stečene hiperkoagulabilnosti različite 

etiologije. Najčešća stečena trombofilija je antifosfolipidni sindrom (APS). 

Antifosfolipidni sindrom podrazumeva prisustvo barem jednog od kliničkih i 
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laboratorijskih znakova. Klinički znakovi su: ponovljene tromboze; jedan ili više gubitaka 

trudnoće nakon desete nedelje graviditeta; jedan ili više poroĎaja pre 34. nedelje 

graviditeta indukovanih preeklampsijom, eklampsijom ili placentnalnom insuficijencijom; 

tri ili više spontanih pobačaja pre 10. nedelje graviditeta, koji nisu praćeni hormonskim ili 

anatomskim anomalijama majke niti pisustvom strukturnih ili numeričkih hromozomskih 

aberacija. Laboratorijski znakovi su: pozitivan lupus antikoagulans (LAC) u dva merenja 

sa razmakom od 12. nedelja izmeĎu merenja; prisustvo povišenih vrednosti 

antikardiolipinskih (ACA) i anti-beta2-glikopreteinskih antitela (antiβ2GP-1) IgG i IgM. 

U odnosu na kliničku sliku razlikuju se primarni i sekundarni APS. Primarni APS nastaje 

kao izolovan fenomen bez jasnih kliničkih znakova neke druge bolesti i javlja se u 50% 

slučajeva. Sekundarni APS je udruţen sa različitim patološkim oboljenjima. Najčešća 

oboljenja sa kojima je udruţen APS su autoimunske bolesti, kao što su: sistemski 

eritemski lupus, reumatoidni artritis, sistemska skleroza, psorijatični artritis, vaskulitis i dr. 

(Husar i Đelmiš, 2008; Lykke i sar., 2012; Fatemeh i sar., 2013). 

Klinička manifestacija trombofilije u trudnoći moţe biti i posledica udruţenog 

delovanja naslednih i stečenih poremećaja faktora VIII, hiperhomocisteinemije i 

rezistencije na aktivirani protein C (Husar i Đelmiš, 2008). 

 

 

1.5. OKSIDACIONI STRES  
 

Oksidacioni stres predstavlja poremećaj ravnoteţe oksidaciono-redukcionih 

procesa u ćeliji, a nastaje zbog prekomernog stvaranja slobodnih radikala i/ili smanjenog 

antioksidacionog zaštitnog kapaciteta ćelije. Slobodni radikali ili reaktivne vrste su atomi, 

molekuli ili joni koji sadrţe jedan ili više nesparenih elektrona u spoljašnjem 

elektronskom omotaču (Gilbert, 2000). Zbog nesparenih elektrona veoma su nestabilni i 

veoma reaktivni. Usled teţnje da postignu elektronsku stabilnost, slobodni radikali reaguju 

sa susednim molekulima i oksiduju ih. Ove reakcije rezultiraju strukturnim i 

funkcionalnim oštećenjima biomolekula i/ili promenom signalne transdukcije i ekspresije 

gena, što vodi ka razvoju brojnih patoloških procesa u organizmu (Halliwell, 1994). U 
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zavisnosti od vrste atoma ili molekula od koga nastaju, razlikuje se više vrsta slobodnih 

radikala: reaktivne vrste kiseonika (Reactive Oxygen Species - ROS), reaktivne vrste azota 

(Reactive Nitrogen Species - RNS), reaktivne vrste hlora (Reactive Chlorine Species - 

RCS), reaktivne vrste broma (Reactive Bromine Species - RBS) i reaktivne vrste sumpora 

(Reactive Sulfur Species - RSS) (Halliwell i Gutteridge, 2007).  

Najznačajnije vrste slobodnih radikala u ţivim sistemima su reaktivne vrste 

kiseonika i reaktivne vrste azota. Reaktivne vrste kiseonika i reaktivne vrste azota, 

stvaraju se u ćeliji tokom normalnih metaboličkih procesa biosinteze, biodegradacije i 

biotransformacije. Ukoliko je produkcija reaktivnih vrsta kiseonika i reaktivnih vrste azota 

nekontrolisana i premašuje antioksidacioni kapacitet ćelije, dolazi do razvoja oksidacionog 

stresa u ćeliji. U uslovima oksidacionog stresa dolazi do oksidacije membranskih lipida, 

ćelijskih proteina i DNK. Interakcija reaktivnih vrsta kiseonika i reaktivnih vrsta azota sa 

strukturnim komponentama ćelije moţe da dovede do formiranja novih citotoksičnih 

reaktivnih vrsta, pa čak i do ćelijske smrti (Halliwel i Guttridge, 1985).  

U stanju povećane produkcije reaktivnih vrsta kiseonika i azota aktiviraju se 

zaštitni antioksidacioni mehanizmi ćelije. Sistem zaštite od oksidacionih oštećenja sastoji 

se od primarne i sekundarne antioksidacione zaštite (Cadenas, 1989). Primarna 

antioksidaciona zaštita obuhvata enzimske i neenzimske komponente antioksidacionog 

zaštitnog sistema (AOS), koje su aktivne u uslovima normalne i povećane produkcije 

reaktivnih vrsta kiseonika i reaktivnih vrsta azota. Sekundarna antioksidaciona zaštita 

obuhvata protein specifične oksidoreduktaze (tiol-transferaza, protein-ADP-ribozil-

transferaza, ATP i Ca
2+

 nezavisna proteaza), koje učestvuju u popravci oksidacionih 

oštećenja biomolekula (Štajn i sar., 2007). 

Produkovane u fiziološkim uslovima, reaktivne vrste kiseonika i reaktivne vrste 

azota ostvaruju brojne fiziološke uloge u meĎućelijskoj komunikaciji, normalnom rastu 

ćelija, u apoptozi i ćelijskom starenju, u sintezi esencijalnih bioloških jedinjena, u 

indukciji migracije leukocita i antimikrobnoj aktivnosti fagocita itd. Pored mitohondrija, 

značajni izvori reaktivnih vrsta kiseonika u ćeliji su peroksizomi, mikrozomi, 

endoplazmatični retikulum i ćelijska membrana. Reaktivne vrste kiseonika se produkuju u 

gotovo svim ćelijama organizma delovanjem nefagocitne izoforme NADPH oksidaze 

(Dröge, 2002; Halliwell, 2006).   
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1.5.1. Reaktivne vrste kiseonika (ROS) 
 

U ćelijama aerobnih organizama, u toku metaboličkih procesa, najveći deo 

molekulskog kiseonika se redukuje do vode. Na unutrašnjoj membrani mitohondrija,  u 

procesu oksidativne fosforilacije, svaki molekul kiseonika veţe 4 elektrona: 

 

O2 + 4e
+ 

+ 4H
+
 → 2H2O 

 

 

Tokom ovog procesa na svakih 25 molekula kiseonika, koji se redukuju u 

normalnom metabolizmu, stvara se jedan slobodni radikal (Banerjee i sar., 2003). 

Reaktivne vrste kiseonika predstavljaju klasu slobodno radikalskih i neradikalskih 

reaktivnih vrsta kiseonika  (Tabela 1) (Halliwell i Whiteman, 2004). 

 

Tabela 1.Reaktivne vrste kiseonika (Halliwell i Whiteman, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Izvori nastanka ROS mogu biti endogenog (ksantin-oksidaza, oksidaze, 

makrofage) ili egzogenog porekla (radioaktivno zračenje, duvanski dim, lekovi, pesticidi). 

Od reaktivnih oblika kiseonika najznačajniji su: superoksid anjon radikal, hidroksil radikal 

i vodonik peroksid (Halliwell, 2001). 

Slobodni radikali Neradikalske reaktivne vrste 

Superoksid anjon radikal (О2
.-
) Hidrogen peroksid (Н2О2) 

Hidroksil radikal (ОН
.
) Singlet kiseonik (O2

1
) 

Hidroperoksil radikal (НО2
.
) Peroksinitrit (ONOO 

-
) 

Peroksil radikal (RO2
.
) Peroksinitritna kiselina (ONOOH) 

Alkoksil radikal (RO
.
) Organski peroksidi (ROOH) 

Karbonantni radikal (CO3
.-
) Hipohlorna kiselina (HOCl) 

Ugljen dioksid  (CO2
.-
) Hipobromna kiselina (HOBr) 

 Ozon (O3) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Halliwell%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Halliwell%20B%22%5BAuthor%5D


Uvod 

 

 

33 

 

Značajni izvori ROS u ćeliji su, pored mitohondrija, peroksizomi, mikrozomi, 

endoplazmatični retikulum i ćelijska membrana (Dröge, 2002; Halliwell, 2006). U skoro 

svim ćelijama, delovanjem nefagocitne izoforme NADPH oksidaze, produkuju se ROS. 

Reaktivne vrste kiseonika imaju značajnu ulogu kao regulatorni posrednici u procesima 

signalizacije u različitim ćelijama, kao što su: fibroblasti, endotelne ćelije, miocite, 

tireoidne ćelije, vaskularne glatke mišićne ćelije. Vaţnu ulogu ROS imaju u procesu 

aktivacije imunskog odgovora i regrutovanju ćelija imunskog sistema (Gordon, 2003).  

 

 

 

1.5.1.1. Superoksid anjon radikal ( O2 
.-
) 

 

 Superoksid anjon radikal nastaje jednoelektronskom redukcijom molekulskog 

kiseonika.  

O2 + 1e
-
 → O2

.-
 

Glavno mesto stvaranja O2
.- 

u ćeliji su kompleks I (NADH dehidrogenaza) i 

kompleks III (citohrom c reduktaza) respiratornog lanca mitohondrija. Kompleks I je 

multiproteinski kompleks, koji oksiduje NADH koristeći koenzim Q kao akceptor 

elektrona, dok kompleks III oksiduje koenzim Q, a kao akceptor elektrona koristi citohrom 

c. Tokom ovih reakcija dolazi do nastanka O2
.-
. Delovanjem kompleksa I, stvoreni O2

.- 

dospeva isključivo u matriks mitohondrija, dok pod dejstvom kompleksa III nastali O2
.- 

dospeva i u matriks mitohondrija i u citosol ćelije (Andreyev i sar., 2005).   

OdreĎene količine O2
.- 

nastaju i pod dejstvom enzimskih sistema, kao što su 

peroksizomalna ksantin-oksidaza i membranski vezana NADPH-oksidaza (Buonocore i 

sar., 2010).  NAD(P)H oksidaza koristi  NADH i NADPH kao kofaktore  (Griendling i 

sar., 2000). Optimalnom aktivnošću produkuje fiziološke koncentracije O2
.-
, koje imaju 

značajnu ulogu u kontroli ventilacije, produkciji eritropoetina, relaksaciji glatke 

muskulature, signalnoj transdukciji preko membranskih receptora i aktivaciji imunoloških 

funkcija (Dröge, 2002; Dumitru i sar., 2007). 

Drugi izvori O2
.- 

u ćelijama su ksantin dehidrogenaza i njegova modifikovana 

forma ksantin oksidaza (Meneshian i Bulkley, 2002). Kao akceptor elektrona, ksantin 
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dehidrogenaza koristi NAD
+
, dok ksantin oksidaza redukuje kiseonik do O2

.-
. Povećana 

aktivnost ovog enzima nastaje u uslovima hipoksije, ishemije i inflamacije (Granger, 

1988). Kod inflamacije, bakterijskih infekcija i u tumorskim ćelijama, interleukini 

stimulišu aktivnost fagocita koji produkuju veliku količinu O2
.- 

preko fagocitne izoforme 

NADPH oksidaze (Griendling i sar., 2000, Dröge, 2002). Superoksid anjon radikal nastaje 

i pri autooksidaciji flavina, pterina, kateholamina, kao i delovanjem spoljašnjih agenasa, 

poput zračenja i citostatika (Fang i sar., 2002). 

Superoksid anjon radikal po hemijskom sastavu predstavlja slabu kiselinu, a pravac   

reaktivnosti zavisi od toga da li se reakcija odvija u vodenoj sredini ili u organskom 

medijumu, u kojem je stabilniji. Ovaj radikal retko sam izaziva veća oštećenja ćelija, jer 

ne prolazi kroz lipide ćelijske membrane. MeĎutim, brzo dismutira delovanjem enzima 

superoksid dismutaze, pri čemu nastaje H2O2, koji u prisustvu jona gvoţĎa (Fe
2+

) i jona 

bakra (Cu
2+

) daje visoko reaktivni hidroksil radikal (OH
-
), koji lako difunduje do drugih 

struktura  u ćeliji i oštećuje ih (Liu i Hotchkiss, 1995; Hensley i sar., 1996; Gebicki, 1997; 

Dröge, 2002).  

 

 

1.5.1.2. Vodonik peroksid (H2 O2 ) 

 

Vodonik peroksid je najstabilniji meĎuproizvod redukcije kiseonika jer nema 

nesparenih elektrona (Halliwell, 2000). Nastaje direktno dvoelektronskom redukcijom 

molekulskog kiseonika, jednoelektronskom redukcijom superoksid anjon radikala ili 

njegovom konverzijom u reakciji katalizovanoj superoksid dismutazom. Delovanjem 

enzima katalaze ili glutation peroksidaze redukuje se do vode (Halliwell, 2000; Dröge, 

2002). 

 

O2 + 2 e
-
 → H2O2 

O2
.-
 + 2 H

+
 → O2 + H2O2 

 

U fiziološkim uslovima H2O2 se sintetiše u peroksizomima, mitohondrijama, 

mikrozomima, endoplazmatičnom retikulumu i ćelijskoj membrani (Halliwell, 2000).  
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S obzirom da peroksizomi produkuju najveće količine Н2О2, karakterišu se i 

visokom aktivnošću katalaze, koja štiti ćelije od oksidacionog oštećenja posredovanog 

H2O2  (Halliwell, 2000). Vodonik peroksid ima značajnu ulogu u meĎućelijskom prenosu 

signala posredstvom aktivacije EFG-receptornog, tirozin kinaznog, insulin-receptor 

kinaznog i protein kinaznog transkripcionog sistema (Dröge, 2002). Ekstracelularno 

osloboĎen Н2О2 deluje baktericidno i učestvuje u aktiviranju antigen indukovanog imunog 

odgovara (Storz i sar., 1990).  

Štetno delovanje Н2О2 ispoljava na nivou ćelijske membrane i unutarćelijskih 

struktura, gde indukuje lipidnu peroksidaciju i disfunkciju mitohondrija (Caro i 

Cederbaum, 2006; Ricci i sar., 2008).  Vodonik peroksid prolazi kroz membranu jedra i 

oštećuje DNK molekul (Halliwell, 2000; Dröge, 2002). U Fentonovoj reakciji, Н2О2 u 

prisustvu jona metala gvoţĎa (Fe
2+

) i/ili jona bakra (Cu
+
) formira visokotoksični hidroksi 

radikal OH
. 
(Dröge, 2002; Valko i sar., 2007). U prisustvu metala moţe da reaguje i sa O2

.-
 

(Haber-Weiss-ova reakcija), pri čemu takoĎe nastaje OH
.
 (Dröge, 2002; Halliwell i 

Gutteridge, 2006). 

 

1.5.1.3. Hidroksil radikal (OH
.
) 

 

U procesu ćelijskog metabolizma OH
.
 nastaje troelektronskom redukcijom 

molekulskog kiseonika: 

 

О2 + 3е
-
 → ОН

. 

 

U uslovima oksidacionog stresa, moţe nastati iz Н2О2 u prisustvu jona metala 

gvoţĎa (Fe
2+

) i/ili jona bakra (Cu
+
) (Fentonova reakcija). TakoĎe, moţe nastati i u Haber-

Weiss-ovoj reakciji Н2О2 i O2
.-
 (Dröge, 2002; Halliwell i Gutteridge, 2006). 

Fe
2+

 + Н2О2 → Fe
3+

 ОН
.
 + ОН

- 

Cu
+
 + H2O2 → Cu

2+
+ ОН

.
 + ОН

- 

Hidroksil radikal je izuzetno reaktivan
 
i
 
ima poluţivot od oko 10

-9
 sekundi, što ga 

čini sposobnim za brzu reakciju sa gotovo svim ćelijskim organskim molekulima.  
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Toksični efekti ОН
.
 u ćeliji zasnivaju se na njegovoj sposobnosti da oksiduje 

masne kiseline i pokrene lančanu reakciju lipidne peroksidacije u ćelijskim membranama, 

pri čemu nastaju lipidni hidroperoksidi, koji dovode do destrukcije i disfunkcije ćelijske 

membrane. Pokretanjem lančanih reakcija u interakciji sa ćelijskim biomolekulima, 

indukuje stvaranje različito reaktivnih sekundarnih slobodnih radikala (Dröge, 2002; 

Halliwell i Gutteridge, 2006). 

Štetni efekti ОН
.
 u ćeliji mogu da se  preveniraju aktivnošću katalaze i glutation 

peroksidaze, ali i aktivnošću superoksid dismutaze, koja onemogućava Haber-Weiss-ovu 

reakciju (Halliwell i Gutteridge, 2006). 

 

 

1.5.2.  AZOT MONOKSID I REAKTIVNE VRSTE AZOTA (RNS) 
 

1.5.2.1. Azot monoksid ( NO ) 
 

Azot monoksid (Nitric Oxide - NO) je bezbojan gas na sobnoj temperaturi i pri 

normalnom atmosferskom pritisku, sa maksimalnom rastvorljivošću sličnom kao i kod 

kiseonika. U organizmu učestvuje u regulaciji mnogih ćelijskih funkcija. Azot monoksid 

je mali, nepolaran, visoko difuzibilan signalni molekul, koji pripada grupi slobodnih 

radikala jer ima jedan nespareni elektron  (Ignarro, 2000). 

Azot monoksid se sintetiše iz amninokiseline L-arginina u prisustvu O2 i NADPH, 

delovanjem enzima sintaza azot monoksida (Nitric Oxide Synthase - NOS). Postoje tri 

izoforme enzima NOS: neuralna (nNOS; tip I) (Bredt i sar., 1991), inducibilna (iNOS; tip 

II) (Xie i sar., 1992) i endotelna (eNOS; tip III) (Lamas i sar., 1992). U zavisnosti od toga 

da li NOS katalizuju produkciju malih ili velikih količina NO, razlikujuse se dve 

funkcionalne klase: konstitutivna NOS (cNOS), kojoj pripadaju nNOS i eNOS, a 

karakterišu se konstantnom produkcijom malih količina NO i inducibilna NOS (iNOS), 

čija se aktivnost indukuje inflamatornim faktorima, a katališe produkciju velikih količina 

NO (i do 1000 puta većih u odnosu na cNOS) (Stuehr, 1999). 

 Aktivnost cNOS je zavisna od intraćelijske koncentracije Ca
2+

. Neuralna NOS 
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aktivna je samo u ćelijama mozga i perifernog nervnog sistema, dok je eNOS aktivna 

samo u ćelijama endotela. Aktivnost iNOS moţe biti indukovana u fibroblastima, epitelu, 

hepatocitima, hondrocitima, kardiomiocitima, makrofagima, endotelnim i glatkim 

mišićnim ćelijama krvnih sudova (Wang i sar.,1999). Ekspresija iNOS regulisana je na 

transkripcionom i posttranslacionom nivou signalnim inflamatornim molekulima (Mac 

Micing i sar.,1997). Aktivnost NOS, zavisi od raspoloţivosti arginina, njegovog transporta 

i potrošnje unutar ćelije (Wu i sar., 1998; El-Gayar i sar., 2003). 

Azot monoksid je uključen u različite fiziološke i patofiziološke procese u 

organizmu. U fiziološkim uslovima se primarno sintetiše u endotelnim ćelijama krvnih 

sudova, centralnom i perifernom nervnom sistemu. U uslovima inflamacije produkuju ga 

ćelije imunskog sistema (Lipton, 1999; Moncada i Higgs, 2006).  

Azot monoksid je otkriven kao faktor relaksacije krvnih sudova poreklom iz 

endotela (Murad i sar., 1987; Ignaro i sar., 1988; Furchgoott i Vanhoutte, 1989; Moncada 

i Higgs, 2006). Ima vaţnu fiziološku ulogu u odrţavanju krvnog pritiska, inhibiciji 

adhezije leukocita, agregaciji i adheziji trombocita, u regulaciji ekspresije inhibitora 

aktivatora plazminogena 1 (PAI-1), kao i u ulozi signalnog molekula u centralnom i 

perifernom nervnom sistemu (Lipton, 1999; Moncada i Higgs, 2006). Značajna produkcija 

NO se zapaţa u jetri, posebno u uslovima endotoksičnog i hemoragijskog šoka, hepatitisa 

ili sepse. Azot monoksid ima značajnu ulogu u funkcionisanju imunskog sistema, razvoju 

inflamacije, nastanku bola, indukciji oštećenja pojedinih tkiva, inhibiciji sekrecije insulina 

i indukciji apoptoze (Lipton, 1999; Moncada i Higgs, 2006). Utiče na funkciju 

mitohondrija kroz interakciju sa citohrom c oksidazom, što rezultira pokretanjem brojnih 

intraćelijskih dogaĎaja uključujući i stvaranje ROS (Kozlov i sar., 1999; Larsen i sar., 

2007; Shiva i sar., 2007; van Faassen i sar., 2009). 

Mehanizam delovanja i bioreaktivnost NO 

Azot monoksid kao veoma reaktivni slobodni radikal ima kratak poluţivot (10
-9

 

sekundi) i brzo reaguje sa drugim molekulima (Alderton i sar., 2001; Nathan i Xie,1994; 

Albrecht i sar., 2003).  Moţe delovati unutar ćelije u kojoj je sintetisan ili difunduje u 

susedne ćelije, gde stupa u interakciju sa brojnim ciljnim molekulima, poput kiseonika, 
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drugih slobodnih radikala, proteina sa tiol-grupom i metalima (Nathan, 1992). Svoje 

biološke efekte, NO ostvaruje na dva različita načina:  

- I posredstvom aktivacije guanilat ciklaze, koja stimuliše produkciju cikličnog 

guanozin monofosfata (cGMP), koji zatim aktivira protein kinazu G (PKG) i 

fosfodiesteraze regulisane cGMP-om, čijim delovanjem se smanjuje intraćelijska 

koncentracija Ca
2+

 (Ignarro i sar., 1988; Mizuno i sar., 2008; Ding i sar., 2009). 

- II posredstvom aktivacije adenilat ciklaze, koja stimuliše produkciju cikličnog 

adenozin monofosfata (cAMP) (Villa-Petrof i sar., 1999). 

Biodostupnost NO je od ključnog značaja za ostvarivanje njegovih bioloških 

funkcija unutar ţivih sistema. Kiseonik i RОS brzo reaguju sa NO pri čemu se formiraju 

reaktivne vrste azota (RNS) (Tabela 2). Formiranjem RNS dolazi do smanjenja 

biodostupnosti NO, kao i do nastanka veoma toksičnih reaktivnih vrsta, koje mogu narušiti 

strukturu i funkciju biomolekula.  

Tabela 2. Reaktivne vrste azota (Halliwell i Whiteman, 2004). 

 

Slobodni radikali Neradikalske reaktivne vrste 

Аzot monoksid (NO
.
) Azotna kiselina (HNO2) 

Аzot dioksid (NO2
.
) Nitrozil katjon (NO

+
) 

 Nitroksil anjon (NO
-
) 

 Dinitro tetraoksid (N2O4) 

 Dinitro trioksid (N2O3) 

 Peroksinitrit (ONOO
-
) 

 Peroksinitritna kiselina (ONOOH) 

 Nitronium (nitril) katjon (NO2
+
) 

 Alkil peroksinitrit (ROONO) 

 Nitril  (nitronium) hlorid  (NO2Cl) 

 

Reaktivne vrste azota mogu da oksiduju, nitriraju i nitroziluju lipide, protein i 

DNK uzrokujući destrukciju i disfunkciju ovih molekula. U uslovima oksidacionog stresa, 
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povećana produkcija ROS indukuje smanjenje biodostupnosti NO i formiranje RNS. 

Brojne patofiziološke promene, kao što su kod kardiovaskularnih i neurodegenerativnih 

bolesti, inflamacije i kancerogeneze, rezultat su citotoksičnog delovanja RNS i smanjene 

biodostupnosti NO (Chazotte-Aubert i sar., 1999). 

Azot monoksid moţe da postoji u tri redoks forme: kao slobodni radikal (NO
.
); 

nitrozil katjon (NO
+
), koji nastaje jednoelektronskom oksidacijom NO

.
; nitroksil anjon 

(NO), koji nastaje jednoelektronskom redukcijom NO
.
 (Stamler i sar., 1992; Wink i sar., 

1994). Interakcija NO sa kiseonikom rezultira nastankom nitrita (NO2
-
) (Wink i sar., 

1994). Nitriti u aerobnim uslovima reaguju sa kiseonikom i formiraju azot-dioksid radikal 

(NO2
.
), koji je u ravnoteţi sa visoko reaktivnim dinitro trioksidom (N2O3) i dinitro 

tetroksidom (N2O4). S-nitrozotioli (RSNO) nastaju nitrozacijom cistenil ostataka proteina 

(S-nitrozacija) dinitro trioksidima (Stamler i sar., 1992).  Funkcionišu kao skladišta 

bioaktivnog NO i imaju vaţnu ulogu u zaštiti NO od inaktivacije. U fiziološkim uslovima 

prisutni su u plazmi i ćelijama (Rassaf i sar., 2002). U plazmi, u uslovima oksidacionog 

stresa formiraju se S- nitrozoalbumini, koji štite NO od aktivacije ROS (Stamler i sar., 

1992). Najveća količina biološki aktivnog NO sadrţana je u obliku S-nitrozotiola unutar 

bioloških sistema (Lima i sar., 2010) 

Intracelularni NO u malim koncentracijama funkcioniše kao antioksidans i moţe 

da prekine lančanu reakciju lipidne peroksidacije. Azot monoksid sa lipidnim radikalima  

(L
•
, LO

•
, LOO

•
), formira manje reaktivne  produkte koji sadrţe azot (LONO, LOONO)  

(Padmaja i Huie, 1993). Ovi produkti mogu da se hidrolizuju do  LOOH i NO2
−
, čime se 

umanjuje hemotaksija inflamatornih ćelija (Boger i sar., 1998; Wink i sar., 1994). 

Zahvaljujući sposobnosti NO da reaguje sa metalnim kompleksima, NO moţe da inhibira 

Fenton-ovu reakciju i na taj način spreči formiranje veoma toksičnog ОН
.
 (Kanner i sar., 

1991).  

 

1.5.2.2. Peroksinitrit (ONOO
-
) 

 

Peroksinitrit (ONOO
-
) je veoma reaktivno i toksično jedinjenje, koje nastaje u 

reakciji NO i O2
.-
 (Fukuto,1995; Kelm,1999). Aktivnost enzima superoksid dismutaze, kao 
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i reakcija NO sa hem-sadrţavajućim jedinjenjima mogu da limitiraju sintezu ONOO
-
 

(Traylor i Sharma, 1992). MeĎutim, kada se NO produkuje u velikim količinama 

nadmašuje aktivnost superoksid dizmutaze u kompeticiji za О2
.- 

(Wink i Mitchell, 1998; 

Wolin, 2000). 

Peroksinitrit se u biološkim sistemima, pod fiziološkim uslovima primarno nalazi u 

stabilnom anjonskom obliku (ONOO
-
), dok je 20% u obliku nestabilne peroksinitritne 

kiseline (ONOOH), koja deluje kao jak oksidans (Radi i sar., 1991; Koppenol i sar., 

1992).   

Peroksinitrit nema direktnu ulogu u ćelijskoj signalizaciji, ali indirektno, 

oksidativnom modifikacijom proteina uključenih u signalni put, moţe da utiče na proces 

signalizacije (Saran i Bors, 1994; Pacher i sar., 2007). Razlaganjem ONOO
-
 produkuju se 

ОН
-
 i NO2

+
, koji u meĎusobnoj interakciji formiraju nitrate (Pryor i Squadrito, 1995). 

Peroksinitrit reaguje sa različitim biološkim molekulima, kao što su slobodni tioli, 

lipidi, dezoksiriboza, guanin, metionin i fenoli, indukujući strukturne i funkcionalne 

promene u ovim molekulima, kao i lančanu reakciju lipidne peroksidacije (Radi i sar., 

1991; Lubos i sar., 2008). Oksidacijom različitih klasa lipida (masne kiseline, neutralni 

lipidi, fosfolipidi, lipofilni antioksidansi i LDL), ONOO
-  

u procesu lipidne peroksidacije 

produkuje peroksil radikal i indukuje stvaranje konjugovanih diena, malondialdehida, 

lipidnih peroksida i hidroperoksida,  F2-izoprostana i produkte oksisterola (Radi i sar., 

1991; Laskey i Mathews, 1996). Peroksinitrit remeti transport jona kroz ćelijsku 

membranu posredstvom inaktiviranja jonskih kanala (Na
+
-K

+
-ATP-aze); inhibira 

respiraciju u mitohondrijama i indukuje poremećaj procesa glikolize posredstvom 

inaktivacije gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (Bauer i sar., 1992; Hu i sar., 1994; 

Ishida i sar., 1996). Smanjuje koncentraciju GSH u ćeliji, tako što ga oksiduje do GSSG, 

čime značajno umanjuje ćelijski antioksidacioni kapacitet (Alvarez i Radi, 2003). 

Mnoga patološka stanja, kao što su hipertenzija, hiperlipidemija, dijabetes, 

kancerogeneza, ateroskleroza, artritis i neurodegenerativne bolesti karakterišu se 

produkcijom velike količine ONOO
- 
(Moncada i Higgs, 2006). 
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1.5.3. LIPIDNI PEROKSIDI (LPO) 
 

Lipidni peroksidi su produkti lančane reakcije lipidne peroksidacije, koja se 

zasniva na oksidaciji lipida i lipoproteina reaktivnim vrstama kiseonika i azota u uslovima 

oksidacionog stresa (Halliwell i Gutteridge, 1999). Inicijatori lipidne peroksidacije su 

ROS i RNS, a pre svega ОН
.
. Reaktivne vrste kiseonika oksiduju masne kiseline pri čemu 

se formira lipidni hidroperoksid (LOOH), koji se u prisustvu Fe
2+

 i Сu
+
 razgraĎuje do ОН

.
 

i alkolski radikala (LO
.
) ili do peroksil radikala (LOO

.
). Radikali koji nastaju razlaganjem 

LOOH, stimulišu dalju inicijaciju i propagaciju lipidne peroksidacije. Na taj način, jednom 

pokrenut proces lipidne peroksidacije nastavlja se autokatalitički, tj. u vidu lančane 

reakcije. Prisustvo jona Fe
2+ 

i Сu
+
 ubrzava proces lipidne peroksidacije, koji najčešće 

zahvata lipide ćelijskih membrana (fosfolipidi, glikolipidi i holesterol) (Halliwell, 2006; 

Halliwell i Gutteridge, 2006).              

 Oksidaciono oštećenje membranskih lipida rezultira strukturno-funkcionalnim 

promenama ćelijske membrane, koje se ogledaju u smanjenju hidrofobnosti lipidnog 

dvosloja i izmeni interakcije i afiniteta izmeĎu proteina i lipida. Usled ovako narušene 

strukture i funkcije ćelijske membrane, dolazi do poremećaja homeostaze ćelije, što se 

odraţava na vitalne i funkcionalne ćelijske procese, kao što su: proliferacija, 

diferencijacija, endocitoza, fagocitoza, transport jona, signalizacija, meĎućelijski kontakt 

(Halliwell, 2006; Halliwell i Gutteridge, 2006). Produkti lipidne peroksidacije, poput 

malodialdehida i 4-hidroksinonenala  indukuju stvaranje mutagenih lezija na molekulu 

DNK  (Esterbauer i sar., 1991).  Brojne patofiziološke promene u tkivima su posledica 

procesa lipidne peroksidacije (ateroskleroza, kancerogeneza, ishemijsko/reperfuziona 

oštećenja, inflamatorni procesi i toksična oštećenja ksenobioticima) (Dargel, 1992). 

 U fiziološkim uslovima, proces lipidne peroksidacije je kontrolisan i deluje na 

strukturu i funkciju ćelije, tako što modifikuje propustljivost ćelijske membrane, intezitet 

metabolizma membranskih lipida i proteina, sintezu eikosanoida, proliferaciju ćelija i 

inicijaciju ćelijske smrti (Gutteridge i Halliwell, 1990). 

Lipidna peroksidacija je proces reverzibilnog oštećenja ćelija i tkiva, što znači da 

se nastala oštećenja mogu delimično ili u potpunosti reparirati. Stepen reparacije ćelijskih 

struktura zahvaćenih procesom lipidne peroksidacije zavisi od odnosa prooksidacionih i 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dargel%20R%22%5BAuthor%5D
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antioksidacionih komponenti unutar ćelije. Tri vrste enzima mogu da redukuju lipidne 

perokside i repariraju postojeće oštećenje, a to su: glutation peroksidaza (GSH-Px), 

fosfolipid hidroperoksid glutation peroksidaza (PHGSH-Px) i selen zavisna glutation-S-

transferaza (GST-α) (Ursini i Bindoli,1987). 

 

 

 

1.5.4. OKSIDACIONA OŠTEĆENJA DNK MOLEKULA 
 

Oštećenje genoma predstavlja jedan od najznačajnijih uzroka degenerativnih i 

razvojnih bolesti. Oštećenje DNK molekula je od ključnog značaja za procese 

mutageneze, kancerogeneze i starenja . Hemijski dogaĎaji koji dovode do oštećenja DNK 

uključuju hidrolizu, izlaganje reaktivnim vrstama kiseonika i azota i drugim reaktivnim 

metabolitima. Nivo oksidacionog oštećenja molekula DNK kod ljudi je visok i iznosi 1.5 x 

10
5
 produkata oksidativnog oštećenja po ćeliji. Neki od najčešćih tipova oksidacionog 

oštećenja DNK molekula su: pojedinačne lezije azotnih baza, jednolančani prekidi 

molekula DNK, formiranje normalnih i oksidovanih abazičnih mesta, stvaranje 

intralančanih ukrštenih veza izmeĎu susednih baza DNK, stvaranje ukrštenih veza DNK-

protein, stvaranje nukleobaznih produkata u reakciji sa proizvodima lipidne peroksidacije, 

dvolančani prekidi u molekulu DNK (Gandhi i Gunjan, 2009). Od ROS najreaktivniji je 

OH
.
, koji sa molekulom DNK reaguje četiri puta brţe od ostalih reaktivnih vrsta kiseonika 

(Zimonjić i sar., 1990).  

U svakoj ćeliji organizma stvara se na hiljade potencijalnih mutagenih oštećenja 

DNK, a uroĎeni reper-mehanizmi efikasno popravljaju ova oštećenja različitim putevima 

(Rao, 2009). Mehanizmi reparacije DNK uključuju: prepoznavanje deformacije heliksa 

DNK, popravku oštećenog dela DNK različitim mehanizmima (isecanjem nukleotida 

endonukleazom, isecanjem baza DNK glikozilazom, ispravke pogrešnog uparivanja baza, 

popravke u vezi sa transkripcijom), popunjavanje praznine u lancu DNK sintezom novog 

lanca uz pomoć DNK polimeraze na osnovu neoštećenog lanca DNK kao matrice i 

spajanje novosintetisanog lanca sa preostalim delom DNK pomoću DNK ligaze 

(Lieberman i  sar., 2008; Rao, 2009) 
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U uslovima oksidacionog stresa moţe biti oštećena bilo koja komponenta DNK, tj. 

bilo koja azotna baza ili šećerno-fosfatni lanac. Identifikovano je oko 100 tipova mogućih 

oksidacionih oštećenja DNK molekula (Halliwel i Guttridge, 1985). Oksidacijom 

pirimidina i purina nastaju modifikovane baze u molekulu DNK, kao što su 5-OH citidin, 

hipoksantin, timin glikol. Oksidaciono izmenjene baze u molekulu DNK imaju potencijal 

da uspore ili zaustave transkripcioni proces, prouzorkuju greške pri replikaciji DNK i 

indukuju genomsku nestabilnost (Rao, 2009). Od različitih oštećenja DNK molekula, 

najopasniji su prekidi duplog heliksa DNK, koji nastaju kada se dva komplementarna 

lanca simultano prekinu na pribliţno istim mestima. Ulazak ovako oštećene DNK u 

mitozu dovodi do defekata tokom segregacije hromozoma, kao što su zaostajanja 

hromozoma, hromozomska fragmentacija i stvaranje hromozomskih mostića (Chow i 

Poon, 2010). Ovi dogaĎaji mogu dovesti do nastanka hromozomskih aberacija. U cilju 

zaštite od ovakvih oštećenja, ćelija poseduje mehanizam za brzu i efikasnu detekciju DNK 

lezija, signalizaciju njihovog prisustva i sprovoĎenje reparacije oštećenog DNK molekula. 

Ukoliko se desi da se neki od prekida duplog heliksa DNK molekula ne poprave, dolazi do 

isecanja oštećenih fragmenata od kojih se formiraju mikronukleusi (Rao, 2009 ; Fenech i 

sar., 2011). 

Ljudi su tokom ţivota konstantno izloţeni delovanju egzogenih i endogenih 

mutagena, koji u intereakciji sa molekulom DNK mogu indukovati genomsku 

nestabilnost, što vodi nastanku hromozomskih aberacija. Genomska nestabilnost 

indukovana delovanjem različitih endogenih i egzogenih faktora moţe dovesti do 

formiranja mikronukleusa. Mikronukleusi predstavljaju citoplazmatske hromatinske mase 

nalik malim jedrima, koji nastaju tokom metafaze/anafaze ćelijskog cikusa. Delovanjem 

klastogenih agenasa, koji vrše prekide hromozoma, nastaju mikronukleusi, koji se sastoje 

od acentričnih fragmenata, dok delovanjem aneugenih agenasa, koji remete pravilnu 

segregaciju hromozma, nastaju mikronukleusi koji se sastoje od celih hromozoma 

(Milošević-Đorđević, 2010; Veeracharari i sar., 2011). Mikronukleus predstavlja deo 

hromatinskog materijala koji se ne inkorporira u jedro jedne od ćerki ćelija tokom ćelijske 

deobe i na stadijumu telofaze se eliminiše iz nukleusa (Slika 1). 
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Slika 1. Binuklearne ćelije sa i bez mikronukleusa 

(a) binuklearna ćelija bez mikronukleusa, (b, c) binuklearne ćelije sa  mikronukleusima različitih veličina, 

(d) binuklearna ćelija sa dva mikronukleusa 

 

Prisustvo mikronukleusa u ćeliji je kv antitativni pokazatelj strukturnih i 

numeričkih aberacija hromozoma, a frekvencija mikronukleusa je direktno proporcionalna 

stepenu hromozomskih aberacija (Albertini i sar., 1996; Wagner i sar., 2011). Povećana 

frekvencija mikronukleusa kao biomarkera genetičke nestabilnosti prikazana je u 

autoimunskim, kardiovaskularnim i neurodegenerativnim bolestima, dijabetesu i 

karcinomu (Evans i Dizdaroglu, 2004; De Bont i van Larebeke, 2004; Halliwell i 

Gutteridge, 2007; Fenech i sar., 2011; Torres-Bugarin i sar., 2015). De Bont i van 

Larebeke (2004) su pokazali da su mikronukleusi osetljivi biomarkeri DNK oksidacionog 

oštećenja u ćeliji. 

 Kod zdravih ljudi, mikronukleusi se konstantno formiraju delovanjem različitih 

endogenih i egzogenih genotoksičnih faktora. Normalna frekvenca mikronukleusa u 

limfocitima periferne krvi kod zdravih ljudi kreće se u opsegu od 0 do 12 mikronukleusa 

na 1000 binuklearnih ćelija (Kopjar i sar., 2010). Frekvenca mikronukleusa je različita u 

zavisnosti od pola, godina ţivota, ţivotnih navika, stepena izloţenosti mutagenima, načina 

ishrane i zdravstvenog statusa organizma. Poznato je da sa starenjem dolazi do smanjene 



Uvod 

 

 

45 

 

reparativne sposobnosti ćelija da reaguju na oštećenja DNK, što moţe dovesti do povećane 

učestalosti hromozomskih aberacija, a time i do povećane frekvence mikronukleusa, kako 

u limfocitima periferne krvi, tako i u ćelijama bukalne sluznice.  Sa starenjem najčešće se 

gube polni hromozomi (kod ţena X, kod muškaraca Y hromozom) od kojih se mogu 

formirati mikronukleusi (Kopjar i sar., 2010). Visoke koncentracije mikronutrijenata 

(vitamin E, vitamin C, cink, retinol, folna kiselina, nikotinska kiselina, kalcijum, 

riboflavin, pantotenska kiselina i biotin) umanjuju frekvencu formiranja mikronukleusa. 

Razlog tome je što navedeni mikronutrijenti deluju kao kofaktori enzima ili ulaze u 

strukturu proteina koji su uključeni u sintezu i reparaciju DNK molekula (Fenech, 2010).  

 

 

 

1.6. ANTIOKSIDACIONI ZAŠTITNI SISTEM (AOS) 
 

Aerobni način ţivota i povećanje potrošnje kiseonika tokom evolucije ţivih 

organizama praćeno je stvaranjem ROS i RNS. Kao produkti oksidacionog metabolizma u 

ćeliji, ROS i RNS, kada se produkuju u fiziološkim koncentracijama, imaju značajnu 

ulogu u signalizaciji, regulaciji bioloških procesa i imunskoj zaštiti organizma (Dröge, 

2002; Halliwell i Gutteridge, 2006). Tokom evolucije, aerobni organizmi su uporedo sa 

prelaskom na mnogo efikasniji oksidativni metabolizam razvili i antioksidacioni zaštitni 

sistem (Antioxidative Defense System - AOS) (Sies, 1997; Vertuani i sar., 2004). Uloga 

AOS je da koncentraciju ROS i RNS u ćeliji odrţava u fiziološkim granicama, kako bi se 

sprečila i ograničila oksidaciona oštećenja ćelijskih struktura. Komponente AOS imaju 

sposobnost i da repariraju oksidaciona oštećenja nastala unutar ćelija delovanjem ROS i 

RNS. Antioksidacioni zaštitni sistem čini svaka supstanca, koja kada je prisutna u malim 

koncentracijama u odnosu na oksidovani supstrat, moţe da spreči ili smanji oksidaciju 

supstrata. Supstance koje mogu da spreče ili smanje oksidaciju supstrata nazivaju se 

jednim imenom - antioksidansi (Halliwell i Gutteridge, 2006). 

Antioksidacioni zaštitni sistem se, prema načinu delovanja deli na primarnu i 

sekundarnu antioksidacionu zaštitu. Prema prirodi komponenti AOS se deli na prirodnu i 

sintetičku antioksidacionu zaštitu. Primarna antioksidaciona zaštita obuhvata neenzimske i 
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enzimske komponente AOS (Halliwell i Gutteridge, 2006) (Šema 4). Sekundarna 

antioksidaciona zaštita obuhvata enzime, koji primarno imaju drugu ulogu unutar ćelije, 

ali mogu da deluju i kao reparatori oksidacionih oštećenja (protein-specifične oksido-

reduktaze, tiol-reduktaze, protein-ADP-ribozil-transferaze, ATP Ca
2+

-nezavisne proteaze) 

(Brigelius, 1985; Berger, 1985; Cadenas, 1989; Halliwell i Gutteridge, 2006). Sposobnost 

antioksidacionog delovanja imaju i melatonin, metalotioneini, poliamini, urati, flavonoidi, 

polifenoli, fitoestrogeni, estrogeni, rezveratrol, piruvat, -ketoglutarat, melanin, 

dihidrolipoinska i lipoinska kiselina, karnozin, homokarnozin, taurin i anserin  (Matés, 

2000; Halliwell i Gutteridge, 2006). 

 

Fentonova
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.-
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Šema 4. Oksidaciono-antioksidacioni sistem ćelije (Halliwell i Gutteridge, 2006). 

 

U neenzimske komponente AOS ubrajaju se različite hidrosolubilne i liposolubilne 

supstance. U hidrosolubilne neenzimske komponente AOS spadaju: vitamin C, glutation,  

metionin, cistein, albumin, bilirubin, biliverdin, mokraćna kiselina, transferin, 
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ceruloplazmin, histidin i feritin. Liposolubilne neenzimske komponente AOS su: vitamin 

A, -karoten, vitamin E i koenzim Q (Halliwell i Gutteridge, 2006 ; Štajn i sar., 2007). U 

enzimske komponente  AOS ubrajaju se:  

- Bakar-cink zavisna superoksid dismutaza, mangan-zavisna superoksid dismutaza i 

ekstracelularna superoksid dismutaza (SOD, EC 1.15.1.1 ) - katalazuje dismutaciju 

dva molekula  O2
.-
 u H2O2 i molekulski kiseonik  (Fridovich, 1995; Liochev i 

Fridovich, 2000), 

- Katalaza (CAT, EC 1.11.1.6) - katalizuje redukciju H2O2 do vode i molekulskog 

kiseonika (Sichak i Dounce, 1986), 

- Selen-zavisna i selen-nezavisna glutation peroksidaza (GSH-Px, EC 1.11.1.9) - 

katalizuju redukciju H2O2 do vode i redukciju organskih hidroperoksida do 

alkohola. Kao donor elektrona koriste GSH, koji se u toku reakcije oksiduje do 

GSSG (Stadtman, 1991), 

- Glutation reduktaza (GR, EC 1.6.4.2) - katalizuje redukciju GSSG u GSH uz   

prisustvo NADPH kao redukujućeg kofaktora (Anderson i sar., 1997), 

- Citosolna i membranski vezana glutation-S-transferaza (GST, EC 2.5.1.18) - 

katalizuju konjugaciju hidrofobnih i elektrofilnih ksenobiotika sa -SH grupama 

GSH, pri čemu se formiraju produkti rastvorljivi u vodi, koji mogu da se eliminišu 

iz organizma (Beutler i Eaton, 1992; Bolt, 1996). 

 

 

1.6.1. GLUTATION (GSH) 
 

Tripeptid glutation (-l-glutamil-l-cisteinil-glicin) je niskomolekulsko tiolno 

jedinjenje. Sintetiše se iz glutamata, cisteina i glicina delovanjem -glutamilcistein-

sintetaze (-GCS) i glutation sintetaze (GS) (Griffith, 1999). Sulfihidrilna grupa cisteina, 

koji ulazi u sastav GSH, ima sposobnost da se reverzibilno oksiduje. Zahvaljujući ovoj 

sposobnosti GSH deluje kao veoma potentan antioksidans i štiti ćeliju od oksidacionih i 

nitrozacionih oštećenja. Antioksidaciona svojstva GSH moţe ispoljiti direktno u brzoj 
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reakciji sa ROS i RNS (Meister, 1992) i indirektno kao supstrat enzima GSH-Px (Mates, 

2000). Kataličkim delovanjem enzima GST, GSH se konjuguje sa mnogim ksenobioticima 

i elektrofilnim molekulima, gradeći konjugate, koji se eliminišu iz ćelije (Alary i sar., 

2003; Ralat i sar., 2006). Glutation ima značajnu ulogu u odrţavanju redukovanog oblika 

vitamina C i vitamina E u biološkim sistemima  (Forman i sar., 2009). TakoĎe, učestvuje 

u popravci oksidacionih oštećenja molekula DNK i sprečava apoptozu izazvanu ROS i 

citokinima (Kruidenier i Verspaget, 2002). Sulfhidrilna grupa cisteina u molekulu GSH 

ima visok afinitet za metale, tako da GSH formira merkaptide sa nekoliko endogenih 

metala, kao što su ţiva, kadmijum, bakar, selen, hrom, olovo i cink (Mates, 2000). 

Glutation je prisutan u svim ćelijama, u kojima se nalazi unutar citosola, 

mitohondrija, jedra i endoplazmatičnog retikuluma. Predstavlja najzastupljeniji 

intraćelijski slobodni tiol i ima značajnu ulogu u odrţavanju redoks homeostaze ćelije. 

Koncentracija GSH najveća je u jetri, a najmanja u plazmi (Smith i sar., 1996; Schafer i 

Buettner, 2001). Glutation se aktivno sintetiše i sekretuje u bubregu, plućima i epitelu 

intestinalnog trakta. U uslovima oksidacionog stresa intenzivira se ekskrecija GSH iz jetre 

u perifernu krv (Bellomo i sar., 1992). 

Glutation se iz ćelije transportuje delovanjem enzima γ-glutamil transpeptidaze i 

dipeptidaza, koji se nalaze na površini ćelije. Transport GSH iz ćelija, prvenstveno ćelija 

jetre je fiziološki vaţan mehanizam, naročito u uslovima oksidacionog stresa, kada dolazi 

do preraspodele GSH izmeĎu organa (Anderson i sar., 1980; Sies i Graf, 1985; Cao i sar., 

2005). 

U toku direktnog ili indirektnog oksidacionog delovanja, GSH se oksiduje u 

glutation disulfid (GSSG). Za razliku od redukovane forme (GSH), koja je biološki 

aktivan oblik, oksidovana forma (GSSG) je potencijalno toksična za ćelije. Deo nastalog 

GSSG se ekskretuje iz ćelije, dok se delom unutar ćelije redukuje do GSH delovanjem 

enzima glutation reduktaze u NADPH-zavisnoj reakciji (Huang i Huang, 2002).  

 

GSSG + NADPH + H+ → 2GSH + NADP 

 

Oksidovani glutation u fiziološkim uslovima čini manje od 1% ukupnog GSH, ali u 

stanju oksidacionog stresa dolazi do povećanja njegove koncentracije (Brigelius-Flohe, 
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1999). Smanjene koncentracije GSH povezano je sa procesom starenja (Samiec i sar., 

1998). Osobe starosti izmeĎu 20 i 39 godina imaju za 17% veće koncentracije GSH u krvi 

od osoba starosti od 60 do 79 godina. Smanjena koncentracija GSH je u vezi sa: 

patogenezom različitih bolesti jetre (alkoholna bolest jetre i nealkoholna ciroza jetre) 

(Hadi i sar., 1999), pluća (astma, hronična opstruktivna bolest pluća, idiopatska fibroza 

pluća) (Rahman i MacNee, 2000), neurodegenerativnih bolesti (Parkinsonova bolest, 

Alzheimerova bolest) (Schulz i sar., 2000).   

Odrţavanje odnosa GSH/GSSG u korist GSH je veoma značajno za redoks 

homeostazu ćelije. U fiziološkim uslovima ovaj odnos je visok i više od 90% glutationa je 

u redukovanom obliku. U uslovima oksidacionog stresa dolazi do poremećaja odnosa 

GSH/GSSG u smislu favorizovanja GSSG. Visok odnos GSH/GSSG doprinosi regulaciji 

funkcije celularnih proteina, ćelijskog ciklusa, apoptoze, nekroze i signalizacije (Pallardó 

i sar., 2008; Yuan i Kaplowitz, 2009). Koncentracija GSH u ćeliji se odrţava de novo 

sintezom, enzimskom redukcijom GSSG i ulaskom GSH u ćeliju (Griffith, 1999; Schafer i 

Buettner, 2001). Prema Dickinson-u i Forman-u (2002), GSH pored antioksidacionog 

delovanja, ima značajnu ulogu u regulaciji ciklusa NO, metaboličkim i biohemijskim 

reakcijama sinteze i reparacije DNK, metabolizmu gvoţĎa, regulaciji sinteze i degradacije 

proteina, regulaciji ćelijskog ciklusa i genskoj ekspresiji.  
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2. CILJ ISTRAŢIVANJA 

 

 

Subklinički hipotireoidizam i trombofilija u trudnoći praćeni su visokim stepenom 

morbiditeta i mortaliteta fetusa. Amnionska tečnost i ćelije amnionske tečnosti odraţavaju 

metabolički i zdravstveni status fetusa, tako da pruţaju dragocene informacije o trudnoći i 

mogu biti vaţan biomarker u dijagnostici i menadţmentu patoloških trudnića. Redoks 

homeostaza amnionske tečnosti i ćelija amnionske tečnosti je od ključnog značaja za 

normalan razvoj fetusa i ishod trudnoće. 

 

 Cilj istraţivanja ove doktorske disertacije je da se ispitaju efekti majčinog 

subkliničkog hipotireoidizma i trombofilije na redoks homeostazu amnionske tečnosti 

i ćelija amnionske tečnosti u prvom tromesečju trudnoće. 

 

 Redoks homeostaza amnionske tečnosti ispitana je odreĎivanjem koncentracija 

biomarkera oksidacionog stresa i oksidacionog oštećenja lipida, kao i njihovih 

korelacionih odnosa u amnionskoj tečnosti. 

 

 U ćelijama amnionske tečnosti, redoks homeostaza je ispitana odreĎivanjem 

koncentracija biomarkera oksidacionog stresa i oksidacionog oštećenja lipida i 

DNK, kao i njihovih korelacionih odnosa. 

 

Kod ispitivanih trudnica odreĎivani su sledeći parametri:  

 U perifernoj krvi: 

 Broj leukocita 

 Broj pojedinih vrsta leukocita 

 Procentualna zastupljenost pojedinih vrsta leukocita 
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 Biomarkeri oksidacionog stresa u amnionskoj tečnosti: 

 Koncentracija superoksid anjon radikala (O2
.-
) 

 Koncentracija vodonik peroksida (H2O2) 

 Koncentracija azot monoksida (NO) 

 Koncentracija peroksinitrita (ONOO
-
) 

 Koncentracija redukovanog glutationa (GSH) 

 Koncentracija oksidovanog glutationa (GSSG) 

 

 Biomarkeri oksidacionog oštećenja u amnionskoj tečnosti: 

 Koncentracija lipidnih peroksida (LPO) 

 

 Biomarkeri oksidacionog stresa u ćelijama amnionske tečnosti: 

 Koncentracija superoksid anjon radikala (O2
.-
) 

 Koncentracija vodonik peroksida (H2O2) 

 Koncentracija azot monoksida (NO) 

 Koncentracija peroksinitrita (ONOO
-
) 

 Koncentracija redukovanog glutationa (GSH) 

 Koncentracija oksidovanog glutationa (GSSG) 

 

 Biomarkeri oksidacionog oštećenja u ćelijama amnionske tečnosti: 

 Koncentracija lipidnih peroksida (LPO) 

 Frekvencija mikronukleusa 
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3. MATERIJAL I METODE 
 

 

 Istraţivanjem u okviru ove doktorske disertacije obuhvaćene su zdrave trudnice, 

trudnice sa subkliničkim hipotireoidizmom i trudnice sa trombofilijom, kod kojih je 

postojala indikacija za amniocentezom u toku lečenja na Klinici za ginekologiju i 

akušerstvo Kliničkog Centra „Kragujevac” u Kragujevcu, u periodu od juna 2014. godine 

do juna 2015. godine.  

Protokol istraţivanja sproveden je u skladu sa zahtevima „Dobre Kliničke Prakse“ 

i odobren je od strane Etičkog Komiteta Kliničkog Centra „Kragujevac” u Kragujevcu, 

broj 01/10146. Sve ispitivane trudnice su nakon detaljnog upoznavanja sa ciljem i 

metodologijom istraţivanja, dale pismeni pristanak za učešće u istraţivanje. U periodu 

ispitivanja, kod trudnica nije bilo neţeljenih dogaĎaje, negativnih efekata nito bilo kakvih 

drugih komplikacija uzrokovanih amniocentezom. 

Eksperimentalna istraţivanja sprovedena su na Odseku citogenetske dijagnostike 

Klinike za ginekologiju i akušerstvo Kliničkog centra „Kragujevac“ u Kragujevcu i u 

Laboratoriji za biomedicinska istraţivanja na Departmanu za biomedicinske nauke 

Drţavnog Univerziteta u Novom Pazaru.  

 

 

3.1. PACIJENTI 

 

Istraţivanjem u okviru ove doktorske disertacije obuhvaćene su trudnice kod kojih 

je potvrĎena indikacija za amniocentezu od strane Komisije Genetičkog savetovališta 

Klinike za ginekologiju i akušerstvo Kliničkog Centra „Kragujevac”. 

U okviru istraţivanja bile su uključene tri grupe trudnica gestacijske starosti od 16 

do 18 nedelja:  

- I kontrolna grupa: 32 zdrave trudnice, kod kojih je amniocenteza indikovana 
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godinama ţivota (> 35), 

- II trudnice sa subkliničkom hipotireozom: 23 trudnica kod kojih je amniocenteza 

indikovana dijagnozom subkliničkog hipotireoidizma, 

- III trudnice sa trombofilijom: 23 trudnice kod kojih je amniocenteza indikovana 

genetskom predispozicijom za trombofiliju.  

Ispitivane trudnice su bile nepušači, bez genetičkih i hroničnih poremeća ja, u 

opsegu normalne telesne teţine pre trudnoće, koje su u prvom tromesečju trudnoće dobil e 

manje od 2 kg na teţini. Amniocenteza je sprovedena kod trudnica posle postavljanja 

dijagnoze, a pre primene terapije.  

Subklinički hipotireoidizam je dijagnostikovan na osnovu povećane koncentracije 

tireostimulišućeg hormona (TSH) i referentnih vrednosti koncentracija slobodnog 

trijodtironina (FT3) i slobodnog tiroksina (FT4) u serumu trudnica. Nakon amniocenteze, 

trudnice sa subkliničkim hipotireoidizmom bile su na terapiji različitih doza Euthyrox-a 

(levotiroksin natrijum, proizvoĎač Merck KGaA, Nemačka), u zavisnosti od koncentracija 

hormona u serumu.  

Trombofilija kod trudnica je dijagnostikovana na osnovu potvrĎenih mutacija: FV 

Leiden (G1691A), FII (G20210A), MTHFR (C677T) i PAI-1, molekularno dijagnostičkim 

metodama. Nakon amniocenteze, trudnice sa trombofilijom bile su na terapiji različitih 

doza Fraxiparin-a (nadroparin-kalcijum, proizvoĎač Aspen Notre Dame De Bondeville, 

Francuska) ili Clexan-a (enoksaparin-natrijum, proizvoĎač Sanofi Winthrop Industrie, 

Francuska), u zavisnosti od vrste mutacije i njene prisutnosti u homozigotnoj ili 

heterozigotnoj formi.  

 U Centru za laboratorijsku dijagnostiku Kliničkog Centra „Kragujevac”, 

primenom standarnih kliničko-laboratorijskih metoda odreĎeni su: broj leukocita 

(neutrofili, eozinofili, bazofili, limfociti, monociti), broj eritrocita, broj trombocita, 

hematokrit, koncentracija hemoglobina, zapremina eritrocita (MCV), prosečna količina 

hemoglobina u eritrocitima (MCH), prosečna koncentracija hemoglobina u eritrocitima 

(MCHC), koncentracija humanog horionskog gonadotropina  (β-hCG), koncentracija C-

reaktivnog proteina (CRP), protrombinsko vreme, koncentracije TSH, FT3 i FT4. 
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3.2. AMNIOCENTEZA, IZOLOVANJE I KULTIVACIJA ĆELIJA 

AMNIONSKE TEĈNOSTI 

 

Za izolovanje i kultivaciju ćelija amnionske tečnosti korišćeni su materijali 

namenjeni za gajenje ćelijskih kultura, koji su nabavljani od firmi: Thermo Fisher 

Scientific, USA; Sarstedt AG & Co, Germany; Sigma-Aldrich, USA i Merck KGaA, 

Darmstadt, Germany. 

Ispitivani uzorci amnionske tečnosti i ćelija amnionske tečnosti dobijeni su 

amniocentezom od trudnica gestacijske starosti od 16 do 18 nedelja. Amniocenteza je 

sprovedena od strane stručnog lica, specijaliste ginekologije i akušerstva uz upotrebu 

ultrazvuka. Uzorci dobijeni amniocentezom, u količini od oko 20 ml, podeljeni su u dve 

čiste epruvete po 10 ml i centrifugirani 20 minuta na 1800 obrtaja/minuti.  

Nakon centrifugiranja, iz prve epruvete uklonjen je supernatant, a ćelijska 

suspenzija je resuspendovana u 5 ml kompletnog medijuma za kratkotrajno gajenje kultura 

ćelija amnionske tečnosti Gibco® AmnioMAX™ - II Complete Medium. Ćelijska 

suspenzija je prebačena u flask za kulturu ćelija T-25 i inkubirana je na +37 
0
C u vlaţnoj 

atmosferi sa 5% CO2 do postizanja konfluentnosti (14 dana). Medijum u kulturi ćelija 

menjan je na svaka dva dana. Sa zamenom medijuma uklanjane su i neadherentne fetalne 

ćelije amnionske tečnosti, čime su u kulturi selektovane adherentne i proliferativne ćelije 

amnionske tečnosti koje su formirale kolonije. U ovako selektovanoj ćelijskoj kulturi, 

nakon postizanja konfluentnosti, odreĎivana je frevencija mikronukleusa.  

Supernatant amnionske tečnosti iz druge epruvete, nakon centrifugiranja, izdvajan 

je u čiste epruvete i uzorci su zamrzavani na -80 
0
C do budućih analiza. U uzorcima 

amnionske tečnosti odreĎivane su koncentracije biomarkera oksidacionog stresa. Ćelijska 

suspenzija je nakon uklanjanja supernatanta ispirana dva puta sa po 3ml fosfatnog pufera 

(Phosphate-buffered saline - PBS) i centrifugirana po 5 minuta na 1200 obrtaja/minuti. 

Posle ispiranja, ćelije su resuspendovane u 1 ml medijuma za zamrzavanje (freezing 

medium: 8 ml kompletnog medijuma (Dulbecco's Modified Eagle Medium - DMEM + 

10% Fetal Bovine Serum - FBS) + 1 ml FBS + 1 ml dimettil sulfoxida - DMSO) i 

zamrzavane na -80 
0
C do budućih analiza. U uzorcima ćelija amnionske tečnosti 

odreĎivane su koncentracije biomarkera oksidacionog stresa. 
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3.3. MICRONUCLEUS TEST U ĆELIJAMA AMNIONSKE 

TEĈNOSTI 

 

Za utvrĎivanje oksidacionih oštećenja DNK molekula u ćelijama amnionske 

tečnosti zdravih trudnica, trudnica sa subkliničkom hipotireozom i trudnica sa 

trombofilijom korišćen je citokinezis blok mikronukleus test, opisan od strane Fenech i 

Morley (1985). Metoda se zasniva na tretiranju kultivisanih ćelija pre prve mitoze 

citohalazinom-B, koji blokira citokinezu inhibicijom kretanja aktinskih filamenata 

kortikalnog regiona plazma membrane, uz istovremeno neometanu deobu nukleusa, što 

rezultira nastankom binuklearnih ćelija tj. ćelija sa  udvojenim jedrom (Carter, 1967). 

Nakon postizanja konfluentnosti, kulturama ćelija amnionske tečnosti dodat je 

rastvor citohalazina-B (Merck KgaA, Germany), u finalnoj koncentraciji od 4 µg/ml 

medijuma. Ćelijska kultura je inkubirana 16 h na +37 
0
C u vlaţnoj atmosferi sa 5% CO2. 

Nakon inkubacije, ćelije su odvajane od flaska 0,1% tripsinom, u trajanju od 2 do 3 

minuta. Tripsinizacija je prekinuta dodavanjem 1 ml Gibco® AmnioMAX™ - II Complete 

Medium (Thermo Fisher Scientific, USA) i ćelijska suspenzija je centrifugirana 10 minuta 

na 1000 obrtaja/minutu. Posle centrifugiranja, ćelije su najpre ispirane  0,9% NaCl, a 

zatim blago hipotoničnim 0,75% rastvorom KCl, uz naizmenično centrifugiranje po 10 

minuta na 1000 obrtaja/minutu. Nakon ispiranja, vršena je fiksacija ćelija sveţe 

pripremljenim rastvorom za fiksaciju (glacijalna sirćetna kiselina i methanol, u odnosu 

1:3). Ćelijski talog je resuspendovan u 3 ml rastvora za fiksaciju, inkubiran 15 minuta na 

sobnoj temperaturi, a zatim centrifugiran 10 minuta na 1000 obrtaja/minute. Postupak je 

ponovljen dva puta. Po završenoj fiksaciji, supernatant je paţljivo odliven, a ćelijski talog 

resuspendovan u 1 ml rastvora za fiksaciju i razliven na prethodno pripremljenom 

predmetnom staklu. Dobijeni preparat sušen je na vazduhu, a zatim bojen 4% rastvorom 

Giemsa boje (Thermo Fisher Scientific, USA) u fosfatnom puferu (pH 6,8), u trajanju od 

10 minuta. Nakon bojenja, preparati su analizirani pod svetlosnim mikroskopom. Preparati 

su analizirani pod fiksiranim objektivom pri  uvećanju x400, pomeranjem preparata u vidu 

meandra. U svakom vidnom polju brojane su binuklearne ćelije i mikronukleusi u njima. 

Frekvenca mikronukleusa izraţena je na 1000 binuklearnih ćelija (broj 

mikronukleusa/1000 binuklearnih ćelija).  
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3.4. EKSTRAKCIJA IZ AMNIONSKE TEĈNOSTI I ĆELIJA 

AMNIONSKE TEĈNOSTI 
 

Sve hemikalije, korišćene za pravljenje rastvora i pufera, bile su analitičkog (pro 

analysis) stepena čistoće, proizvoĎača Sigma-Aldrich (USA) i Merck KGaA (Darmstadt, 

Germany). 

Uzorci za odreĎivanje koncentracija biomarkera oksidacionog stresa ekstrahovani 

su iz amnionske tečnosti i lizata ćelija amnionske tečnosti. Ekstrakcija je sprovedena po 

istoj proceduri iz amnionske tečnosti i ćelija amnionske tečnosti, nakon specifične 

pripreme prethodno zamrznutih uzoraka. 

 

Ekstrakcija uzoraka iz amnionske tečnosti  

Uzorci amnionske tečnosti su postepeno odmrzavani na sobnoj temperaturi i 

centrifugirani 10 minuta na 3000 obrtaja/minutu. Supernatant amnionske tečnosti odliven 

je u čiste epruvete i sprovedena je ekstrakcija uzoraka za odreĎivanje koncetracija ROS i 

RNS, LPO, GSH i GSSG. 

 

Ekstrakcija uzoraka iz ćelija amnionske tečnosti  

Uzorci ćelija amnionske tečnosti su odmrzavani na +37 
0
C, prebačeni u čiste 

epruvete uz dodatak 5 ml kompletnog medijuma (DMEM + 10% FBS) i centrifugirani 10 

minuta na 3000 obrtaja/minutu. Nakon toga ćelije su ispirane u 3 ml PBS-a i 

centrifugirane 10 minuta na 3000 obrtaja/minutu. Postupak ispiranja je ponovljen tri puta, 

nakon čega su ćelije resuspendovane u 3 ml PBS-a, a zatim brojane. Nakon brojanja, 

sadrţaj ćelijske suspenzije podeljen u dve epruvete. U prvu epruvetu je odvojeno 2 ml 

ćelijske suspenzije, koja je lizirana na ledu, serijom od po 3 sukcsevinih ultrazvučnih 

udara u trajanju od 10 s, ultrazvučnim sonifikatorom (Ultra-Turrax homogenizer, IKA-

Werke, Straufen, Germany). Dobijeni lizati ćelija amnionske tečnosti centrifugirani su 30 

minuta na 4000 obrtaja/minutu. Supernatant lizata ćelija amnionske tečnosti odliven je u 

čiste epruvete i sprovedena je ekstrakcija uzoraka za odreĎivanje koncetracija ROS, RNS i 

LPO. U drugu epruvetu odvojen je 1 ml ćelijske suspenzije, iz koje su ekstrahovani uzorci 

za odreĎivanje koncentracija GSH i GSSG. 
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Brojanje ćelija amnionske tečnosti 

Za odreĎivanje broja ćelija amnionske tečnosti vršeno je bojenje ćelija 0.4% 

rastvorom tripan plavog (Trypan blue, Merck KGaA, Germany). Membrana ţivih ćelija 

nepropustljiva je za tripan plavo, za razliku od mrtvih ćelija, koje zbog dezintegracije 

membrane, apsorbuju boju i jedra im se boje plavo. Pripremljena suspenzija ćelija 

amnionske tečnosti dobro je resuspendovana Pasterovom pipetom, a zatim je 10 µl 

suspenzije dodato u 10 µl tripan plavog i dobro promešano. Od obojene suspenzije ćelija, 

10 µl je ukapano uz ivicu pokrovnog stakla, prethodno prilepljenog dH2O za ivice 

Neubauer-ove komore. Ćelije su brojane u 4 polja za brojanje leukocita pod invertnim 

mikroskopom (XDS-3, Optica) pri uvećanju x100. Ukupan broj ćelija amnionske tečnosti 

predstavlja srednju vrednost broja ćelija odreĎenih u sva 4 polja. Broj ćelija amnionske 

tečnosti (broj ćelija uzorka) po ml izračunat je prema sledećem obrascu: 

Ukupan broj ćelija amnionske tečnosti x 2 x 10000 = Broj ćelija uzorka /ml, 

gde je 2 razblaţenje ćelija amnionske tečnosti tripan plavim. 

Pri preračunavanju koncentracija biomarkera oksidacionog stresa uzet je u obzir 

broj ćelija uzorka za svaki ispitivani uzorak ćelija amnionske tečnosti. 

 

 

 

3.4.1. Ekstrakcija uzoraka za odreĊivanje koncentracija ROS i RNS 

 

Sve hemikalije, korišćene za pravljenje rastvora i pufera, bile su analitičkog (pro 

analysi) stepena čistoće, proizvoĎača Sigma-Aldrich (USA) и Merck KGaA (Darmstadt, 

Germany). 

 

Reagensi:      

- 3 M perhlorna kiselina (PCA)  

- 20 mM etilendiaminotetrasirćetna kiselina  (EDTA) 

- 2 M kalijum karbonat (K2CO3) 
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Eksperimentalni postupak: 

Uzorci za odreĎivanje koncentracije ROS i RNS ekstrahovani su iz amnionske 

tečnosti i lizata ćelija amnionske tečnosti 3 M perhlornom kiselinom (PCA) i 20 mM 

rastvorom  EDTA, u zapreminskom odnosu 1:½:2 (0.6 ml amnionske tečnosti/lizata + 0.3 

ml 3 M PCA + 1.2 ml 20 mM EDTA). Ekstrakcija je vršena na ledu u trajanju od 15 

minuta. Uzorci su po završenoj ekstrakciji centrifugirani 10 minuta na 4000 

obrtaja/minutu, a dobijeni supernatant (~ 1 ml) izdvajan je u čiste epruvete i neutralisan  

(do pH 7.0) 2 M rastvorom  K2CO3 (~ 200 μl). U ovako pripremljenim ekstraktima 

amnionske tečnosti i ćelija amnionske tečnosti odreĎivane su koncentracije O2
.-
, H2O2, 

NO2
-
 i ONOO

-
.  

 

 

3.4.2. Ekstrakcija uzoraka za odreĊivanje koncentracija LPO 

 

Sve hemikalije, korišćene za pravljenje rastvora i pufera, bile su analitičkog (pro 

analysi) stepena čistoće, proizvoĎača Sigma-Aldrich (USA) и Merck KGaA (Darmstadt, 

Germany). 

 

Rastvori: 

- 28%  trihlorsirćetna kiselina (TCA) 

- 0.1 М natrijum-arsenit 

 

Eksperimentalni postupak: 

Lipidni peroksidi su ekstrahovani iz hemolizata 28% rastvorom trihlorsirćetne 

kiseline (TCA) u 0.1 М natrijum–arsenitu, u zapreminskom odnosu 2:1 (0.8 ml amnionske 

tečnosti/lizata + 0.4 ml 28% TCA u 0.1 М natrijum-arsenitu). Posle 15 minuta ekstrakcije 

na ledu, uzorci su centrifugirani 10 minuta na 4000 obrtaja/minutu. U dobijenom 

supernatantu odreĎivana je koncentracija LPO u amnionskoj tečnosti i ćelijama amnionske 

tečnosti. 
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3.4.3. Ekstrakcija uzoraka za odreĊivanje koncentracija GSH i GSSG 

 

Sve hemikalije, korišćene za pravljenje rastvora i pufera, bile su analitičkog (pro 

analysi) stepena čistoće, proizvoĎača Sigma-Aldrich (USA) и Merck KGaA (Darmstadt, 

Germany). 

 

Rastvori: 

- 0.1% EDTA 

- rastvor za precipitaciju  

- 2.25% sulfosalicilne kiseline 

- 1 M 4-vinilpiridin 

 

Eksperimentalni postupak: 

Ekstrakcija uzoraka iz amnionske tečnosti  

 Ekstrat GSH dobijen je iz smeše iz amnionske tečnosti,  0.1 % rastvora EDTA i 

rastvora za precipitaciju (1.67 g metafosforne kiseline, 0.2 g EDTA i 30 g NaCl 

rastvorenog u 100 ml dH2O) u zapreminskom odnosu  1:4:7½ (0.05 ml amnionske tečnosti 

+ 0.2 ml 0.1% EDTA + 0.385 ml rastvora za precipitaciju). Uzorci su ekstrahovani na ledu 

15 minuta, zatim centrifugirani 10 minuta na 4000 obrtaja/minutu. Od dobijenog ekstrakta  

GSH (~ 1 ml), odvojeno je 0.5 ml za odreĎivanje koncentracije GSH.  

Preostalih 0.5 ml upotrebljeno je za ekstrakciju GSSG 1 M rastvorom 4-

vinilpiridina (54 µl 4-vinilpiridina + 446 µl etanola). U 0.5 ml ekstrakta GSH dodato je 10 

µl 1 M 4-vinilpiridina, promešano i inkubirano 1 h na sobnoj temperaturi. U ovako 

pripremljenim ekstraktima amnionske tečnosti odreĎivana je koncentracija GSSG.  

 

Ekstrakcija uzoraka iz ćelija amnionske tečnosti  

 Suspenzija ćelija amnionske tečnosti u zapremini od 1 ml centrifugirana je 10 

minuta na 3000 obrtaja/minutu. Ćelijski talog je resuspendovan u 1 ml 2.25% 

sulfosalicilne kiseline (+4 
0
C). Liziranje ćelija izvršeno je neizmeničnim hlaĎenjem uzorka 

na -20 
0
C u trajanju od 15 minuta, a zatim zagrevanjem na +37 

0
C u trajanju od po 15 
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minuta. Čitav postupak hlaĎenja i zagrevanja uzorka sproveden je tri puta. Nakon liziranja 

uzorci su centrifugirani 30 minuta na 4000 obrtaja/minutu. Od dobijenog spernatanta (~ 1 

ml) odvojeno je 0.5 ml za odreĎivanje koncentracije GSH u ćelijama amnionske tečnosti. 

Preostalih 0.5 ml upotrebljeno je za ekstrakciju GSSG 1 M rastvorom 4-

vinilpiridina. U 0.5 ml ekstrakta GSH dodato je 10 µl 1 M 4-vinilpiridina, promešano i 

inkubirano 1 h na sobnoj temperaturi. U ovako pripremljenim ekstraktima ćelija 

amnionske tečnosti odreĎivana je koncentracija GSSG.  

 

 

3. 5. ANALITIĈKE METODE 

 

Sve hemikalije, korišćene za pravljenje rastvora i pufera, bile su analitičkog (pro 

analysi) stepena čistoće, proizvoĎača SIGMA (St. Louis, USA) и Merck (Darmstadt, 

Germany). 

 

3.5.1. ODREĐIVANJE KONCENTRACIJA ROS I RNS 

 

Koncentracija ROS i RNS odreĎivana je u prethodno pripremljenim ekstraktima 

amnionske tečnosti i ćelijama amnionske tečnosti na osnovu očitane apsorbance. 

Apsorbanca za uzorke amnionske tečnosti, kao i za O2
.-
 i ONOO

-
 u uzorcima ćelija 

amnionske tečnosti odreĎivana je spektrofotometrijski (UV/VIS Spektrofotometar, 

Shimadzu UV-1800). Koncentracije H2O2 i NO2
-
 u ćelijama amnionske tečnosti odreĎivane 

su na osnovu apsorbanci dobijenih merenjem na čitaču mikrotitar ploča (Microplate 

reader, RT-6100, Rayto). Razblaţenja uzorka (Fd) u toku ekstrakcije i očitavanja 

absorbance uzeta su u obzir pri preračunavanju koncentracija.  

            

Fd za amnionsku tečnost = (V ekstrakta/V amnionske tečnosti) x (V kivete/V ekstrakta) 

Fd za ćelije amnionske tečnosti = (V ekstrakta/V lizata) x (V kivete/V ekstrakta) 
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3.5.1.1.  OdreĊivanje koncentracije O2
.- 

 

Koncentracija O2
.- 

odreĎena je metodom koja predstavlja test mere stvaranja  O2
.-
, a 

zasniva se na redukciji nitroblu-tetrazolijuma (NBT) do nitroblu-formazana u prisustvu  

O2
.-
 (Auclair i Voisin, 1985). 

 

Rastvori: 

- 50 mM Tris-HCl pufer (pH 8.6) 

- 0.1 mM EDTA 

- 0.1 mM NBT  

- 0.1 mg/ml gelatin 

 

Eksperimentalni postupak: 

Absorbanca  (А1) 0.95 ml reakcione smeše  (50 mM Tris-HCl pufer (pH 8.6), 0.1 

mM EDTA, 0.1 mM NBT i 0.1 mg/ml gelatina) očitana je na 550 nm. Zatim je u 0.95 ml 

reakcione smeše dodato 0.05 ml ekstrakta. Nakon 3 - 5 minuta očitana je absorbanca (А2) 

na 550 nm. Na osnovu razlike u absorbancama  А (A2 - A1) i molarnog ekstincionog 

koeficijenta (F), koji za 1 μmol/ml monoformazona iznosi 0.015
 
na 550 nm, izračunate su 

koncentracije O2
.-
 prema sledećem obrascu i izraţene u nmol/ml amnionske tečnosti i 

nmol/10
6
 ćelija amnionske tečnosti: 

 

nmol O2
.-
/ml amnionske tečnosti = (АF x Fd)/10

3 

nmol O2
.-
/10

6
 ćelija amnionske tečnosti = (АF x Fd)/10

3 
x 10

6
/broj ćelija uzorka 

 

 

 3.5.1.2. OdreĊivanje koncentracije H2O2 

 

 Metoda za odreĎivanje koncentracije H2O2 zasniva se na oksidaciji fenol crvenog 

(Phenol Red) vodonik peroksidom u prisustvu enzima peroksidaze (Horseradish 
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Peroxidase - HRPO) kao katalizatora  (Pick и Keisari, 1980). 

Rastvori: 

- 0.1 g/L fenol crveno (phenol red solution- PRS) 

- 140 mM NaCl 

- 10 mM K-PO4 pufer (pH 7.0) 

- 5.5 mM dekstroza  

- 8.5 Јеd./ml (50 μg/ml) HRPO 

- 1 N NaOH 

- Reakciona smeša: 0.28 mM Phenol red + peroksidaza rena-HRPO tip II (1 Jed./ml) 

 

Eksperimentalni postupak: 

Određivanje koncentracije H2O2 u amnionskoj tečnosti 

U 1 ml rastvora fenol crvenog (phenol red solution - PRS), koji sadrţi 140 mM 

NaCl, 10 mM K-PO4 pufer (pH 7.0), 5.5 mM dekstrozu, 0.1 g/L fenol crvenog i 8.5 Јed. 

/ml (50 μg/ml) HRPO, dodato je 0.1 ml ekstrakta. Reakciona smeša je mešana na vorteks 

mešalici i inkubirana 10 minuta na sobnoj temperaturi. Posle inkubiranja, kiselost 

reakcione smeše podešena je na oko 12.5 dodavanjem 0.02 ml 1 N NaOH, čime je reakcija 

oksidacije zaustavljena. Slepa proba i serija standardnih rastvora  (С1 - 2.5 nmol/ml, С2 - 5 

nmol/ml, С3 - 10 nmol/ml, С4 - 20 nmol/ml) prošli su kroz istu proceduru. Na osnovu 

absorbance očitane na 610 nm za standardne rastvore odreĎen je ekstincioni koeficijent F 

= (А1 +А2 + А3 + А4)/4, gde je А razlika absorbanci standardnog rastvora i 

absorbanci slepe probe. Na osnovu absorbance očitane na 610 nm i ekstincionog 

koeficijenta F za H2O2, odreĎena je koncentracija H2O2 prema sledećem obrascu i izraţena 

u nmol/ml amnionske tečnosti: 

 

nmol H2O2/ml amnionske tečnosti = АF x Fd
 

 

Određivanje koncentracije H2O2 u ćelijama amnionske tečnosti 

U 8 bunarića na mikrotitar ploči sa 96 otvora dodato je po 50 µl ekstrakta ćelija 

amnionske tečnosti od svakog uzorka i po 50 µl reakcione smeše. Mikrotitar ploča je 



Materijal i metode 

 

63 
 

inkubirana 1 h na 37 
0
C. Ista procedura, na istoj mikrotitar ploči sprovedena je i za seriju 

standardnih rastvora (C1 - 1.56 µM, C2 - 3.13 µM, C3- 6.25 µM, C4 - 12.5 µM, C5 - 25 

µM, C6 - 50 µM, C7 - 100 µM). Nakon inkubiranja u bunariće je dodato po 10 µl 1N 

NaOH i apsorbanca je očitana na 600 nm. Na osnovu očitane apsorbance za standardne 

rastvore izračunat je ekstinkcioni koeficijent F = (abs1/C1 + abs2/C2 + abs3/C3 + abs4/C4 

+ abs5/C5 + abs6/C6 + abs7/C7)/n, gde je n broj standarnih rastvora. Uzimajući u obzir 

očitane absorbance uzorka, ekstinkcioni koeficijent F i faktor razblaţenja Fd, izračunate su 

koncentracije H2O2 prema sledećem obrascu i izraţene u nmol/10
6
 ćelija amnionske 

tečnosti:  

 

nmol H2O2/10
6
 ćelija amnionske tečnosti = (АF x Fd)/10

3
 x 10

6
/broj ćelija uzorka 

 

 

3.5.1.3. OdreĊivanje koncentracije NO2
- 

 

Koncentracija  NO2
-
, kao indikatora NO odreĎena je po metodi Green-а i saradnika 

(1982). Metoda se zasniva na sposobnosti NO da se u aerobnom, vodenom rastvoru 

primarno oksiduje NO2
-
 (Ignarro и сар., 1993). 

 

Rastvori: 

- 0.5% EDTA   

- sulfanilna kiselina  

- koncentrovana HCl  

- 1-naftilamin-hidrohlorid  

- 2 M natrijum acetat 

- sulfanilamidni reagens: 1% sulfanilamid u 5% fosfornoj kiselini  

 

Eksperimentalni postupak: 

Određivanje koncentracije NO2
-
 u amnionskoj tečnosti 

Reakcinoj smeši, koja sadrţi 0.02 ml 0.5% rastvora EDTA i 0.02 ml rastvora 

sulfanilne kiseline  (0.6 g sulfanilne kiseline rastvoreno je u 70 ml dH2O uz zagrevanje; u 
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ohlaĎen rastvor dodato je 20 ml koncentrovane HCl i dopunjeno do 100 ml dH2O), dodato 

je 0.5 ml ekstrakta. Posle mešanja na vorteks mešalici i inkubiranja 10 minuta na sobnoj 

temperaturi, smeši je dodato 0.02 ml rastvora 1-naftilamin-hidrohlorida (0.6 g naftilamina 

rastvoreno je u 50 ml dH2O, dodat je 1 ml koncentrovane HCl i dopunjeno dH2O do 100 

ml) i 0.02 ml 2 M natrijum acetata. Poslednja dva rastvora dodata su brzo i absorbanca je 

merena na 520 nm. Slepa proba i serija standardnih rastvora (С1 - 3 nmol/ml, С2 - 6 

nmol/ml, С3 - 12 nmol/ml, С4 - 24 nmol/ml, С5 - 48 nmol/ml, С6 - 72 nmol/ml) prošli su 

kroz istu proceduru. Na osnovu absorbance očitane na 520 nm za standardne rastvore 

odreĎen je ekstincioni koeficijent F = (А1 +А2 + А3 + А4 + А5 + А6)/6, gde je А 

absorbanca standardnog rastvora – absorbanca slepe probe. Uzimajući u obzir očitane 

absorbance uzorka, ekstincionog koeficijenta F i faktora razblaţenja Fd izračunata je 

koncentracija NO2
-
 prema sledećem obrascu i izraţena u nmol/ml ćelija amnionske 

tečnosti:  

 

nmol NO2
-
/ml amnionske tečnosti = АF x Fd

 

 

Određivanje koncentracije NO2
-
 u ćelijama amnionske tečnosti 

Na mikrotitar ploči sa 96 otvora, u 8 bunarića dodato je po 50 µl ekstrakta ćelija 

amnionske tečnosti od svakog uzorka. Na istoj mikrotitar ploči dodato je i po 50 µl serije 

standardnih rastvora (C1 - 1.56 µM, C2 - 3.13 µM, C3- 6.25 µM, C4 - 12.5 µM, C5 - 25 

µM, C6 - 50 µM, C7 - 100 µM). Uzorcima je zatim dodato 50 µl sulfanilamidnog 

reagensa i vršeno je inkubiranje na sobnoj temperaturi u trajanju od 10 minuta. Nakon 

inkubiranja, uzorcima je dodato 50 µl NED i ponovo su inkubirani u mraku, na sobnoj 

temperaturi 10 minuta. Posle završene inkubacije očitana je apsorbanca na 550 nm. Na 

osnovu očitane apsorbance za standardne rastvore izračunat je ekstinkcioni koeficijent F = 

(abs1/C1 + abs2/C2 + abs3/C3 + abs4/C4 + abs5/C5 + abs6/C6 + abs7/C7)/n, gde je n broj 

standarnih rastvora. Uzimajući u obzir očitane absorbance uzorka, ekstinkcioni koeficijent 

F i faktor razblaţenja Fd, izračunate su koncentracije NO2
-
 prema sledećem obrascu i 

izraţene u nmol/10
6
 ćelija amnionske tečnosti:  

 

nmol NO2
-
/10

6
 ćelija amnionske tečnosti = (АF x Fd)/10

3
 x 10

6
/broj ćelija uzorka 
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3.5.1.4. OdreĊivanje koncentracije ONOO
- 

 

 Koncentracija ONOO
-
 odreĎena je metodom po Riordan-u i Vallee-u (1972). 

Metoda se zasniva se na merenju 3-nitrotirozina, produkta nitracije tirozinskih ostataka 

peroksinitritom. Koncentracija nastalog 3-nitrotirozina indikator je koncentracije ONOO
-
 

(Nakazawa и сар., 2000). 

 

Rastvori: 

- 1 M rastvor NaOH  

 

Eksperimentalni postupak: 

U  0.6 ml dH2O dodato je 0.4 ml ekstrakta. Kiselost uzoraka je podešena 1 M 

rastvorom  NaOH na pH 9, a zatim je očitanа absorbanca na 428 nm. Slepa proba  (1 ml 

dH2O) prošla je kroz istu proceduru. Na osnovu vrednosti absorbance za uzorke i 

molarnog absorpcionog koeficijenta F za 3-nitrotirozin, koji iznosi 4200 mmol/ml na 428 

nm, izračunate su koncentracije 3-nitrotirozina, indikatora koncentracija ONOO
-
, prema 

sledećim obrascima i izraţene u nmol ONOO
-
/ml amnionske tečnosti i nmol ONOO

-
/10

6
 

ćelija amnionske tečnosti: 

 

nmol ONOO
-
/ml amnionske tečnosti = АF x Fd x 10

6
 
 

nmol ONOO
-
/10

6
 ćelija amnionske tečnosti = (АF x Fd x 10

6
) x 10

6
/broj ćelija uzorka 

 

 

3.5.2. ODREĐIVANJE KONCENTRACIJE LPO 

 

 Metoda za odreĎivanje koncentracije LPO (TBARS analiza - Thiobarbituric Acid 

Reactive Substances assay) zasniva se na reakciji produkata lipidne peroksidacije 

(malonildialdehida - MDA) sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA) (Ohkawa i sar., 1979). 

Koncentracija LPO odreĎivana je u prethodno pripremljenim ekstraktima 

amnionske tečnosti i ćelijama amnionske tečnosti na osnovu spektrofotometrijski očitane 
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(UV/VIS Spektrofotometar, Shimadzu UV-1800). Razblaţenja uzorka (Fd) u toku 

ekstrakcije i spektrofotometrijskog očitavanja uzeta su u obzir pri preračunavanju 

koncentracija.  

            

Fd za amnionsku tečnost = (V ekstrakta/V amnionske tečnosti) x (V kivete/V ekstrakta) 

Fd za ćelije amnionske tečnosti = (V ekstrakta/V lizata) x (V kivete/V ekstrakta) 

 

Rastvori: 

- 1% TBA (u 0.05 N rastvoru NaOH) 

 

Eksperimentalni postupak: 

U 0.2 ml 1% rastvora TBA u 0.05 N rastvoru NaOH, dodato je 0.8 ml ekstrakta. 

Reakciona smeša je mešana na vorteks mešalici i inkubirana 15 minuta u vodenom 

kupatilu na  100 
0
C. Ista procedura sprovedena je i za slepu probu (0.8 ml dH2O + 0.2 ml 

1% rastvora TBA u 0.05 N rastvoru NaOH). Na osnovu absorbance uzorka očitane na 530 

nm i molarnog ekstincionog koeficijenta F, koji za 1 mol malondialdehida iznosi 1,56 x 

10
5
, izračunate su koncentracije LPO prema obrascu i izraţene u nmol/ml amnionske 

tečnosti: 

 

nmol LPO/ml amnionske tečnosti = (АF x Fd)/10
3
          

 

nmol LPO/10
6
 ćelija amnionske tečnosti = (АF x Fd)/10

3
 x 10

6
/broj ćelija uzorka 

 

 

3.5.3. ODREĐIVANJE KONCENTRACIJE GSH 

 

U amnionskoj tečnosti i ćelijama amnionske tečnosti, koncentracije GSH 

odreĎivane su po metodi Beutler-a (1975а), koja se zasniva na oksidaciji GSH 5.5-

ditiobis-(2-nitrobenzoevom kiselinom). 

Koncentracije GSH odreĎivane su u prethodno pripremljenim ekstraktima 

amnionske tečnosti na osnovu spektrofotometrijski očitane apsorbance (UV/VIS 
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Spektrofotometar, Shimadzu UV-1800). Koncentracije GSH u ćelijama amnionske tečnosti 

odreĎivane su na osnovu apsorbanci dobijenih merenjem na čitaču mikrotitar ploča 

(Microplate reader, RT-6100, Rayto).  

Razblaţenja uzorka (Fd) u toku ekstrakcije i očitavanja apsorbanci uzeta su u obzir 

pri preračunavanju koncentracija.  

 

Fd za amnionsku tečnost = (V ekstrakta/V amnionske tečnosti) x (V kivete/V ekstrakta) 

Fd za ćelije amnionske tečnosti = (V ekstrakta/V lizata) x (V kivete/V ekstrakta) 

 

Rastvori: 

-  0.2 M Na2HPO4 x 2 H2O 

- 0.04% 5.5-ditiobis-(2-nitrobenzoeva kiselina) (DTNB) u 1% rastvoru Na-citrata 

- 0.3 M Na2HPO4 

 

Eksperimentalni postupak: 

Određivanje koncentracije GSH u amnionskoj tečnosti 

 U 0.3 ml ekstrakta dodato je 0.75 ml 0.2 M rastvora Na2HPO4 x 2 H2O i 0.1 ml 

0.04 % DTNB, rastvorenog u 1% rastvoru Na-citrata. Posle mešanja na vorteks mešalici i  

inkubiranja 10 minuta na sobnoj temperaturi, očitana je absorbanca na 412 nm. Isti 

postupak je sproveden za slepu probu i seriju standardnih rastvora GSH (С1 - 15 μmol/ml, 

С2 - 30 μmol/ml, С3 - 45 μmol/ml, С4 - 60 μmol/ml). Na osnovu absorbance očitane za 

standardne rastvore odreĎen je ekstincioni koeficijent  F = (А1 +А2 + А3 + А4)/4, 

gde je А absorbanca standardnog rastvora – absorbanca slepe probe. Uzimajući u obzir 

vrednost absorbance očitne za uzorke, ekstincioni koeficijent F i faktor razblaţenja  Fd 

izračunate su koncentracije GSH i izraţene u  nmol/ml amnionske tečnosti: 

 

nmol GSH/ml amnionske tečnosti = (АF x Fd)/10
3 

 

Određivanje koncentracije GSH u ćelijama amnionske tečnosti 

U 8 bunarića, na mikrotitar ploči sa 96 otvora, dodato je po 20 µl ekstrakta ćelija 
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amnionske tečnosti od svakog uzorka. Na istoj mikrotitar ploči dodato je i po 20 µl serije 

standardnih rastvora (C1 - 1.56 µM, C2 - 3.13 µM, C3- 6.25 µM, C4 - 12.5 µM, C5 - 25 

µM, C6 - 50 µM, C7 - 100 µM). Uzorcima je zatim dodato 160 µl 0.3 M Na2HPO4 i 20 µl 

0.04% DTNB u 1% Na-citratu. Mikrotitar ploča inkubirana je 10 minuta na sobnoj 

temperaturi. Nakon inkubacije očitana je apsorbanca na 405 nm. Na osnovu očitane 

apsorbance za standardne rastvore izračunat je ekstinkcioni koeficijent F = (abs1/C1 + 

abs2/C2 + abs3/C3 + abs4/C4 + abs5/C5 + abs6/C6 + abs7/C7)/n, gde je n broj standarnih 

rastvora. Uzimajući u obzir očitane absorbance uzorka, ekstinkcioni koeficijent F i faktor 

razblaţenja Fd, izračunate su koncentracije GSH prema sledećem obrascu i izraţene u 

nmol/10
6
 ćelija amnionske tečnosti:  

 

nmol GSH/10
6
 ćelija amnionske tečnosti = (АF x Fd)/10

3 
x 10

6
/broj ćelija uzorka 

 

 

3.5.4. ODREĐIVANJE KONCENTRACIJE GSSG 

 

 Koncentracije GSSG u uzorcima amnionske tečnosti i u uzorcima ćelija 

amnionske tečnosti odreĎene su po metodi Beutler-а (1975b). Metoda se zasniva na 

redukciji  GSSG u GSH u prisustvu glutation reduktaze i NADPH kao kofaktora.  

U prethodno pripremljenim ekstraktima amnionske tečnosti, koncentracije GSSG 

odreĎivane su na osnovu spektrofotometrijski očitane apsorbance (UV/VIS 

Spektrofotometar, Shimadzu UV-1800). Koncentracije GSSG u ćelijama amnionske 

tečnosti odreĎivane su na osnovu apsorbanci dobijenih merenjem na čitaču mikrotitar 

ploča (Microplate reader, RT-6100, Rayto).  

Razblaţenja uzorka (Fd) u toku ekstrakcije i očitavanja apsorbanci uzeta su u obzir 

pri preračunavanju koncentracija.  

 

Fd za amnionsku tečnost = (V ekstrakta/V amnionske tečnosti) x (V kivete/V ekstrakta) 

Fd za ćelije amnionske tečnosti = (V ekstrakta/V lizata) x (V kivete/V ekstrakta) 
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Rastvori: 

- 1 M 4-vinilpiridin 

- 1 M K-PO4 pufer (pH 7.4) 

- 12 mM NADPH (u 5% rastvoru NaHCO3) 

- glutation reduktaza (GR, 100 Jed./ml) 

- Reakciona smeša: 0.2 mM NADPH + 1.5 mM DTNB (u 5% NaHCO3) + 80 mM 

K-PO4 pufer, pH= 7.4 + GR (1 Jed./ml) 

 

Eksperimentalni postupak: 

Određivanje koncentracije GSSG u amnionskoj tečnosti 

U reakcionu smešu koja sadrţi 0.08 ml 1M K-PO4 pufera (pH 7.4), 0.01 ml 12 mM 

NADPH (rastvorenog u 5% rastvoru NaHCO3) i 0.1 ml dH2O, dodato je 0.8 ml GSSG 

ekstrakta i očitana absorbanca (A1) na 340 nm. Reakcinoj smeši je dodato 0.01 ml GR 

(100 Јed./ml). Posle inkubiranja 10 minuta na 25 
0
C, očitana je absorbanca (А2) na 340 

nm. Isti postupak je sproveden i za slepu probu, koja umesto ekstrakta sadrţi 0.8 ml dH2O 

i 16 µl 1 M 4-vinilpiridina. Na osnovu razlike dobijenih absorbanci А (A2 - A1) i 

molarnog ekstinkcionog koefcijenta F, koji za 1 nmol NADPH na 340 nm iznosi 6.22  

izračunata je koncentracija GSSG prema sledećem obrascu i izraţena u nmol/ml ćelija 

amnionske tečnosti: 

 

nmol GSH/ml amnionske tečnosti = АF x Fd          
 

 

Određivanje koncentracije GSSG u ćelijama amnionskoj tečnosti 

Na mikrotitar ploči sa 96 otvora, u 8 bunarića dodato je po 50 µl ekstrakta ćelija 

amnionske tečnosti od svakog uzorka. Na istoj mikrotitar ploči dodato je i po 50 µl serije 

standardnih rastvora (C1 - 1.56 µM, C2 - 3.13 µM, C3- 6.25 µM, C4 - 12.5 µM, C5 - 25 

µM, C6 - 50 µM, C7 - 100 µM). Očitana je apsorbanca (A1) na 405 nm. Uzorcima je 

zatim dodato 100 µl reakcione smeše i inkubirani su na sobnoj temperaturi u trajanju od 

10 minuta. Nakon inkubiranja očitana je apsorbanca (A2) na 405 nm. Na osnovu očitanih 

apsorbanci A1 i A2 izračunata je apsorbanca  А (A2 - A1) za standardne rastvore i 

ispitivani uzorak. Na osnovu apsorbance А za standardne rastvore izračunat je 
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ekstinkcioni koeficijent F = (abs1/C1 + abs2/C2 + abs3/C3 + abs4/C4 + abs5/C5 + 

abs6/C6 + abs7/C7)/n, gde je n broj standarnih rastvora. Uzimajući u obzir absorbance 

uzorka А, ekstinkcioni koeficijent F i faktor razblaţenja Fd, izračunate su koncentracije 

GSSG prema sledećem obrascu i izraţene u nmol/10
6
 ćelija amnionske tečnosti:  

 

nmol GSSG/10
6
 ćelija amnionske tečnosti = (АF x Fd)/10

3 
x 10

6
/broj ćelija uzorka 

 

 

 

3.6. STATISTIĈKA OBRADA I PRIKAZ REZULTATA 

 

Dobijeni podaci su analizirani softverskim paketom SPSS 21.0 za Windows. 

Rezultati su prikazani kao aritmetička sredinaX ± standardna greška (S.E.M). Podaci 

izmeĎu ispitivanih grupa (zdravih trudnica i trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom; 

zdravih trudnica i trudnica sa trombofilijom) analizirani su primenom nezavisnog t-testa. 

Pre primene t-testa normalna distribucija ispitivanih uzoraka pokazana je Shapiro-Wilk-

ovim testom. 

Korelacioni odnosi broja i procentualne zastupljenosti leukocita u perifernoj krvi 

majke sa frekvencijom mikronukleusa u ćelijama amnionske tečnosti, kao i korelacioni 

odnosi koncentracija komponenti oksidaciono-antioksidacionog sistema sa koncentracijom 

LPO i frekvencijom mikronukleusa u ispitivanim uzorcima testirani su primenom Pearson 

korelacionog testa. Prikazani su samo koeficijenti korelacije (r) koji imaju statističku 

značajnost. U svim primenjenim testovima kriterijum za statističku značajnost je p ≤ 0.05. 

Rezultati su prikazani tabelarno i/ili grafički. 
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4. REZULTATI 
 

 

4.1. Kliniĉke i hematološke karakteristike ispitivanih trudnica 
 

U Tabeli 3 prikazane su kliničke karakteristike zdravih trudnica, trudnica sa 

subkliničkim hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom. IzmeĎu ispitivanih grupa 

trudnica nije bilo statistički značajne razlike u godinama starosti i nedeljama gestacijske 

starosti. Trudnice sa trombofilijom imale su značajno manji broj poroĎaja i značajno veći 

broj spontanih pobačaja u odnosu na zdrave trudnice. Vrednosti Apgar scora i teţina 

novoroĎenčadi roĎenih iz subkliničkog hipotireoidizma bile su značajno manje u odnosu 

na novoroĎenčad roĎenih iz zdrave trudnoće. 

 

Tabela 3. Kliničke karakteristike zdravih trudnica, trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom i 

trudnica sa trombofilijom. 

Kliniĉke karakteristike Kontrola 
Subkliniĉki 

hipotireoidizam 
Trombofilija 

Starost trudnica (godine) 37.57 ± 0.34 37.50  ± 0.84 37.72 ± 0.50 

Gestacijska starost (nedelje) 17.53 ± 0.07 17.44  ± 0.60 17.41 ± 0.09 

Broj poroĎaja 0.94 ± 0.13 0.80  ± 0.20 0.44 ± 0.14* 

Broj spontanih pobačaja 0.42 ± 0.15 0.30  ± 0.10 0.88 ± 0.19* 

Apgar score 9.53 ± 0.16 9.11  ± 0.10* 9.25 ± 0.18 

Teţina novoroĎenčadi (g) 3526.84 ± 102.47     3216.67 ± 60.29* 3397.50 ± 109.87 

Tiroidostimulišuši hormon 

(TSH) (mlU/L) 
1.59 ± 0.08 3.58 ± 0.20* 1.69 ± 0.11 

Slobodni trijodtironin (FT3) 

(pmol/L) 
5.69 ± 0.37 5.83 ± 0.41 4.96 ± 0.31 

Slobodni tiroksin (FT4) 

(pmol/L) 
15.01 ± 1.78 14.45 ± 1.94 16.21 ± 1.82 

Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M.  

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 
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U skladu sa definisanim kliničkim kriterijumima za dijagnostikovanje subkliničkog 

hipotireoidizma u trudnoći, kod trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom vrednosti TSH 

u serumu bile su veće (3.58 ± 0.20) u odnosnu na referentne vrednosti za prvo tromesečje 

trudnuće, koje su u opsegu od 0.10 to 2.50 mlU/L. Koncentracija FT3 (5.83 ± 0.41) i FT4 

(14.45 ± 1.94) u serumu trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom bile su u granicama 

referentnog opsega (referentne vrednosti za: FT3 - od 2.30 do 8.00 pmol/L; FT4 - od 12.00 

do 20.00 pmol/L). 

 

Tabela 4. Hematološke karakteristike zdravih trudnica, trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom 

i trudnica sa trombofilijom. 

Hematološki parametri Kontrola 
Subkliniĉki 

hipotireoidizam 
Trombofilija 

Broj eritrocita (x 10
12

/L) 4.11 ± 0.45 3.91  ± 0.06* 3.98 ± 0.90 

Hematokrit (%) 0.36 ± 0.004 0.35  ± 0.06 0.36 ± 0.03 

Hemoglobin (g/L) 121.74 ± 1.27 117.10 ± 1.99* 120.77 ± 1.67 

Zapremina eritrocita (MCV) (µm
3
) 87.18 ± 0.78 89.43 ± 1.00 91.25 ± 0.84* 

Prosečna količina hemoglobin u 

eritrocitima (MCH) (pg/ćeliji) 
36.63 ± 6.95 30.17 ± 0.37 45.48 ± 14.92 

Prosečna koncentracija hemoglobin u 

eritrocitima (MCHC) (g/L) 
339.77 ± 2.55 337.79 ± 3.28 315.07 ± 18.06 

Broj trombocita (x 10
9
/L) 230.57 ± 9.41 258.70 ± 14.49 230.39 ± 13.41 

Protrombinsko vreme (PT) (s) 9.60 ± 0.13 9.60  ± 0.14 9.80 ± 0.17 

Humani horionski gonadotropin  (β-

hCG) (U/L) 
1.29 ± 0.80 1.60 ± 0.37 2.13 ± 0.93* 

C-reaktivni protein (CRP) (mg/L) 3.65 ± 0.52 4.80  ± 0.71* 4.65 ± 0.80* 

Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M.  

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 
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U Tabeli 4 prikazane su hematološke karakteristike zdravih trudnica, trudnica sa 

subkliničkim hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom. U odnosu na zdrave trudnice, 

broj eritrocita i koncentracija hemoglobina bile su značjno manje u perifernoj krvi trudnica 

sa subkliničkim hipotireoidizmom, dok su kod trudnica sa trombofilijom pokazane veće  

vrednosti zapremine eritrocita (MCV). Vrednosti hematokrita, prosečne količine 

hemoglobina u eritrocitima, prosečne koncentracije hemoglobina u eritrocitima, broja 

trombocita i protrombinskog vremena nisu bile značajno različite izmeĎu ispitivanih grupa 

trudnica. Kod trudnica sa trombofilijom pokazane su značajno veće vrednosti 

koncentracije humanog horionskog gonadotropina u odnosu na zdrave trudnice. Koncentracija C-

reaktivnog proteina bila je značajno veća u serumu trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom 

i trudnica sa trombofilijom u odnosu na zdrave trudnice, ali u opsegu referentnih vrednosti 

za trudnoću (do 10 mg/L). 

 

 

4.2. Distribucija leukocita u perifernoj krvi zdravih trudnica, trudnica sa 

subkliniĉkim hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom. 
 

Broj leukocita u perifernoj krvi zdravih trudnica, trudnica sa subkliničkim 

hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom prikazan je u Tabeli 5 i na Grafikonu 1. Na 

osnovu prikazanih rezultata, broj leukocita u perifernoj krvi ispitivanih trudnica nije bio 

značajno različit. 

 

Tabela 5. Broj leukocita u perifernoj krvi zdravih trudnica,  trudnica sa subkliničkim 

hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom. 

 Kontrola 
Subkliniĉki 

hipotireoidizam 
Trombofilija 

Broj leukocita  

(x 10
9
/L) 

8.47 ± 0.78 8.82 ± 0.81 8.33 ± 0.73 

Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M.  

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 
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Grafikon 1. Broj leukocita u perifernoj krvi zdravih trudnica, trudnica sa subkliničkim 

hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom. 
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 

 

U Tabeli 6, na Grafikonu 2 i Grafikonu 3 prikazane su vrednosti broja pojedinih 

vrsta granulocita (neutrofila, eozinofila i bazofila) u perifernoj krvi zdravih trudnica, 

trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom. U odnosu na 

zdrave trudnice, broj eozinofilnih granulocita je značajno veći u perifernoj krvi, kako kod 

trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom (Graf. 2), tako i kod trudnica sa trombofilijom 

(Graf. 3). U broju neutrofilnih i bazofilnih granulocita nije bilo značajne razlike izmeĎu 

ispitivanih grupa trudnica. 

 

Tabela 6. Broj pojedinih vrsta granulocita u perifernoj krvi zdravih trudnica, trudnica sa 

subkliničkim hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom. 

Granulociti Kontrola 
Subkliniĉki 

hipotireoidizam 
Trombofilija 

Neutrofili (x 10
9
/L) 5.83 ± 0.42 6.24 ± 0.59 5.49 ± 0.47 

Eozinofili (x 10
9
/L) 0.17 ± 0.02 0.39 ± 0.03* 0.54 ± 0.04* 

Bazofili (x 10
9
/L) 0.033 ± 0.004 0.040 ± 0.003 0.038 ± 0.002 

Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 
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Grafikon 2. Broj pojedinih vrsta granulocita u perifernoj krvi zdravih trudnica i trudnica sa 

subkliničkim hipotireoidizmom. 
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 

 

Grafikon 3. Broj pojedinih vrsta granulocita u perifernoj krvi zdravih trudnica i trudnica sa 

trombofilijom.. 
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 
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Rezultati procentualne zastupljenosti pojedinih vrsta granulocita u odnosu na 

ukupan broj leukocita u perifernoj krvi trudnica (Tab. 7, Graf. 4 i Graf. 5) pokazuju da je 

kod trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom (Tab. 7, Graf. 4) i trudnica sa 

trombofilijom (Tab. 7, Graf. 5) statistički značajno zastupljeniji procenat eozinofilnih i 

bazofilnih granulocita u odnosu na ukupan broj leukocita.  

 

Tabela 7. Procentualna zastupljenost pojedinih vrsta granulocita u odnosu na ukupan broj 

leukocita u perifernoj krvi zdravih trudnica, trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom i trudnica 

sa trombofilijom. 

 Kontrola 
Subkliniĉki 

hipotireoidizam 
Trombofilija 

Neutrofili (%) 70.19 ± 6.47 69.12 ± 6.32 67.28 ± 5.78 

Eozinofili (%) 1.55 ± 0.14 4.43 ± 0.36* 6.51 ± 0.57* 

Bazofili (%) 0.32 ± 0.02 0.58 ± 0.04* 0.59 ± 0.04* 

Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 

 

Grafikon 4.  Procentualna zastupljenost pojedinih vrsta granulocita u odnosu na ukupan broj 

leukocita u perifernoj krvi zdravih trudnica i trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom. 
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 
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U odnosu na zdrave trudnice, naročito je izraţena razlika u procentualnoj 

zastupljenosti eozinofilnih granulocita u odnosu na ukupan broj leukocita u perifernoj 

krvi, koji je kod trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom veći za oko 2.8 puta, a kod 

trudnica sa trombofilijom oko 4.8 puta. 

Grafikon 5. Procentualna zastupljenost pojedinih vrsta granulocita u odnosu na ukupan broj 

leukocita u perifernoj krvi zdravih trudnica i trudnica sa trombofilijom. 
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 

 

 

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 8 i  na Grafikonima 6 i 7 , broj monocita u 

perifernoj krvi je značajno veći kod trudnica sa trombofilijom u odnosu na zdrave trudnice 

(Tab. 8 i Graf. 7). U broju limfocita u perifernoj krvi ispitivanih trudnica nije bilo 

značajnih razlika (Tab. 8, Graf. 6 i Graf. 7). 

 

Tabela 8. Broj pojedinih vrsta agranulocita u perifernoj krvi zdravih trudnica, trudnica sa 

subkliničkim hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom. 

 Kontrola 
Subkliniĉki 

hipotireoidizam 
Trombofilija 

Limfociti (x 10
9
/L) 1.85 ± 0.09 1.98 ± 0.08 1.95 ± 0.01 

Mnociti (x 10
9
/L) 0.50 ± 0.041 0.54 ± 0.042 0.89 ± 0.07* 

Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 
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Grafikon 6. Broj pojedinih vrsta agranulocita u perifernoj krvi zdravih trudnica i trudnica sa 

subkliničkim hipotireoidizmom. 
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 

 

 

Grafikon 7. Broj pojedinih vrsta agranulocita u perifernoj krvi zdravih trudnica i trudnica sa 

trombofilijom. 
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 
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U Tabeli 9 i na Grafikonima 8 i 9 prikazani su rezultati procentualne zastupljenosti 

pojedinih vrsta agranulocita (limfocita i monocita) u odnosu na ukupan broj leukocita u 

perifernoj krvi zdravih trudnica, trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom i trudnica sa 

trombofilijom. IzmeĎu ispitivanih grupa trudnica nije utvrĎena značajna razlika u 

procentualnoj zastupljenosti limfocita i monocita u odnosu na ukupan broj leukocita u 

perifernoj krvi. 

 

Tabela 9. Procentualna zastupljenost pojedinih vrsta agranulocita u odnosu na ukupan broj 

leukocita u perifernoj krvi zdravih trudnica, trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom i trudnica 

sa trombofilijom. 

 Kontrola 
Subkliniĉki 

hipotireoidizam 
Trombofilija 

Limfociti (%) 23.29 ± 2.07 22.74 ± 2.19 23.68 ± 2.30 

Mnociti (%) 6.06 ± 0.52 5.79 ± 0.46 5.90 ± 0.57 

Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 

 

Grafikon 8.  Procentualna zastupljenost pojedinih vrsta agranulocita u odnosu na ukupan broj 

leukocita u perifernoj krvi zdravih trudnica i trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom. 
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 
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Grafikon 9.  Procentualna zastupljenost pojedinih vrsta agranulocita u odnosu na ukupan broj 

leukocita u perifernoj krvi zdravih trudnica i trudnica sa trombofilijom. 
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 

 

 

4.3. Koncentracija ROS i RNS u amnionskoj teĉnosti zdravih trudnica, trudnica sa 

subkliniĉkim hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom 

 

Vrednosti koncentracija superoksid anjon radikala (O2
.-
) i vodonik peroksida 

(H2O2) u amnionskoj tečnosti zdravih trudnica, trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom 

i trudnica sa trombofilijom prikazane su u Tabeli 10 i na Grafikonima 10 i 11. Dobijeni 

rezultati pokazuju da je u amnionskoj tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom 

u odnosu na zdrave trudnice koncentracija O2
.-
 veća 2.6 puta (Tab. 10 i Graf. 10). 

Koncentracija H2O2 u amnionskoj tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom je 

1.44  puta manja od koncentracije u amnionskoj tečnosti zdravih trudnica (Tab. 10 i Graf. 

10). IzmeĎu zdravih trudnica i trudnica sa trombofilijom nije pokazana razlika u 

koncentraciji O2
.-
 i 

 
H2O2 u amnionskoj tečnosti (Tab. 10 i Graf. 11). 
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Tabela 10. Koncentracija ROS i RNS u amnionskoj tečnosti zdravih trudnica, trudnica sa 

subkliničkim hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom. 

 Kontrola 
Subkliniĉki 

hipotireoidizam 
Trombofilija 

Superoksid anjon radikal (O2
.-
) 

(nmol/ml amnionske tečnosti) 
34.30 ± 3.30 77.64 ± 12.95* 35.17 ± 5.48 

Vodonik peroksid (H2O2) 

(nmol/ml amnionske tečnosti) 
3.61 ± 0.5 2.49 ± 0.23* 3.55 ± 0.32 

Azot monoksid (NO) 

(nmol/ml amnionske tečnosti) 
474.92 ± 18.49 542.14 ± 27.68* 498.30 ± 27.41 

Peroksinitriti (ONOO
-
) 

(nmol/ml amnionske tečnosti) 
239.60 ± 3.30 240.89 ± 3.86 243.36 ± 3.11 

Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 

 

 

 

Grafikon 10.  Koncentracije superoksid anjon radikala (O2
.-
) i vodonik peroksida (H2O2) u 

amnionskoj tečnosti zdravih trudnica i trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom.  
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 
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Grafikon 11.  Koncentracije superoksid anjon radikala (O2
.-
) i vodonik peroksida (H2O2) u 

amnionskoj tečnosti zdravih trudnica i trudnica sa trombofilijom. 
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 

 

 

Koncentracija azot monoksida (NO) u amnionskoj tečnosti zdravih trudnica i 

trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom prikazana je u Tabeli 10 i na Grafikonima 12. 

Na osnovu rezultata dobijenih u ovoj studiji, koncentracija NO u amnionskoj tečnosti 

trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom je za 1.1 put veća u odnosu na koncentraciju u 

amnionskoj tečnosti zdravih trudnica. U Tabeli 10 i na Grafikonu 13 prikazane su 

vrednosti koncentracije NO u amnionskoj tečnosti zdravih trudnica i trudnica sa 

trombofilijom. Prema rezultatima ovog istraţivanja, koncentracija NO u amnionskoj 

tečnosti trudnica sa trombofilijom nije značajno različita u odnosu na zdrave trudnice.  

Vrednosti koncentracija peroksinitrita (ONOO
-
) u amnionskoj tečnosti zdravih 

trudnica, trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom prikazane 

su u Tabeli 10 i Grafikonima 12 i 13. Na osnovu prikazanih rezultata, koncentracija 

ONOO
-
 u amnionskoj tečnosti nije značajno različita izmeĎu ispitivanih grupa trudnica. 
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Grafikon 12.  Koncentracije azot monoksida (NO) i peroksinitrita (ONOO
-
) u amnionskoj tečnosti 

zdravih trudnica i trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom.  
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 

 

 

Grafikon 13.  Koncentracije azot monoksida (NO) i peroksinitrita (ONOO
-
) u amnionskoj tečnosti 

zdravih trudnica i trudnica sa trombofilijom.  
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 
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4.4. Koncentracija GSH i GSSG u amnionskoj teĉnosti zdravih trudnica, trudnica sa 

subkliniĉkim hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom 
 

Koncentracije redukovanog glutationa (GSH) i oksidovanog glutationa (GSSG) u 

amnionskoj tečnosti zdravih trudnica, trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom i 

trudnica sa trombofilijom prikazane su u Tabeli 11 i na Grafikonima 14 i 15.  

 

Tabela 11. Koncentracija redukovanog (GSH) i oksidovanog glutationa (GSSG) u amnionskoj 

tečnosti zdravih trudnica, trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom. 

 Kontrola 
Subkliniĉki 

hipotireoidizam 
Trombofilija 

Redukovani glutation (GSH) 

(nmol/ml amnionske tečnosti) 
21.89 ± 0.28 22.43 ± 0.42 22.11 ± 0.25 

Oksidovani glutation (GSSG) 

(nmol/ml amnionske tečnosti) 
88.79 ± 19.75 84.26 ± 19.97 96.40 ± 6.43* 

Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 

 

 

Grafikon 14.  Koncentracije redukovanog (GSH) i oksidovanog glutationa (GSSG) u amnionskoj 

tečnosti zdravih trudnica i trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom. 
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 
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IzmeĎu ispitivanih grupa trudnica nije pokazana značajna razlika u koncentraciji 

GSH u amnionskoj tečnosti. Povećana koncentracija GSSG (1.08 puta) u amnionskoj 

tečnosti, u odnosu na zdrave trudnice pokazana je kod trudnica sa trombofilijom (Tab. 11 i 

Graf. 15). Kod trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom u odnosu na zdrave trudnice, 

koncentracija GSSG u amnionskoj tečnosti nije značajno različita (Tab. 11 i Graf. 14). 

 

Grafikon 15.  Koncentracije redukovanog (GSH) i oksidovanog glutationa (GSSG) u amnionskoj 

tečnosti zdravih trudnica i trudnica sa trombofilijom.  
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 

 

 

 
 

4.5. Koncentracija LPO u amnionskoj teĉnosti zdravih trudnica, trudnica sa 

subkliniĉkim hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom 
 

Koncentracije lipidnih peroksida (LPO) u amnionskoj tečnosti zdravih trudnica, 

trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom prikazane su u 

Tabeli 12 i na Grafikonu 16. Na osnovu rezultata dobijenih u ovoj studiji, koncentracija 

LPO u amnionskoj tečnosti nije bila značano različita izmeĎu ispitivanih grupa trudnica. 
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Tabela 12. Koncentracija lipidnih peroksida (LPO) u amnionskoj tečnosti zdravih trudnica, 

trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom. 

 Kontrola 
Subkliniĉki 

hipotireoidizam 
Trombofilija 

Lipidni peroksidi (LPO) 

(nmol/ml amnionske tečnosti) 
1.65 ± 0.12 1.63 ± 0.07 1.74 ± 0.10 

Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 

 

 

Grafikon 16.  Koncentracije lipidnih peroksida (LPO) u amnionskoj tečnosti zdravih trudnica i 

trudnica sa trombofilijom. 
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 

 

 

 

 

 

 

 



Rezultati 

 

87 
 

4.6.  Koncentracija ROS i RNS u ĉelijama amnionske teĉnosti zdravih trudnica, 

trudnica sa subkliniĉkim hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom 
 

U Tabeli 13 i na Grafikonu 17 prikazane su vrednosti koncentracija O2
.-
 i H2O2 u 

ćelijama amnionske tečnosti zdravih trudnica i trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom. 

Na osnovu prikazanih rezultata, koncentracija O2
.-
 je 2.12 puta veća, dok je koncentracija 

H2O2 manja 2.04 puta u ćelijama amnionske tečnosti trudnica sa subkliničkim 

hipotireoidizmom u odnosu na zdrave trudnice. Vrednosti koncentracija O2
.-
 i H2O2 u 

ćelijama amnionske tečnosti zdravih trudnica i trudnica sa trombofilijom prikazane su u 

Tabeli 13 i na Grafikonu 18. Dobijeni rezultati pokazuju da je u ćelijama amnionske 

tečnosti trudnica sa trombofilijom, koncentracija O2
.-
 veća 1.75 puta, dok je koncentracija 

H2O2 manja 1.60 puta u odnosu na zdrave trudnice. 

Razlike u koncentraciji NO i ONOO
-
 u ćelijama amnionske tečnosti izmeĎu 

zdravih trudnica i trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom prikazane su u Tabeli 13 i na 

Grafikonu 19. U ćelijama amnionske tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom 

značajno su veće koncentracije NO (1.30 puta) i ONOO
-
 (1.47 puta) u odnosu na zdrave 

trudnice. Kod trudnica sa trombofilijom u odnosu na zdrave trudnice, pokazane su 

značajno veće koncentracije NO (1.3 puta) i ONOO
-
 (1.35 puta)  u ćelijama amnionske 

tečnosti (Tab. 13 i Graf. 20). 

 

Tabela 13. Koncentracija ROS i RNS u ćelijama amnionske tečnosti zdravih trudnica, trudnica sa 

subkliničkim hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom. 

 Kontrola 
Subkliniĉki 

hipotireoidizam 
Trombofilija 

Superoksid anjon radikal (O2
.-
) 

(nmol/10
6
 ćelija amnionske tečnosti) 

0.08 ± 0.009 0.17 ± 0.03* 0.14 ± 0.03* 

Vodonik peroksid (H2O2) 

(nmol/10
6
 ćelija amnionske tečnosti) 

0.096 ± 0.02 0.047 ± 0.007* 0.06 ± 0.007* 

Azot monoksid (NO) 

(nmol/10
6
 ćelija amnionske tečnosti) 

4.60 ± 0.41 6.02 ± 0.64* 5.95 ± 0.46* 

Peroksinitriti (ONOO
-
) 

(nmol/10
6
 ćelija amnionske tečnosti) 

36.56 ± 3.72 53.74 ± 6.17* 48.35 ± 4.63* 

Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 
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Grafikon 17.  Koncentracije superoksid anjon radikala (O2
.-
) i vodonik peroksida (H2O2) u 

ćelijama amnionske tečnosti zdravih trudnica i trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom. 
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 

 

 

Grafikon 18.  Koncentracije superoksid anjon radikala (O2
.-
) i vodonik peroksida (H2O2) u 

ćelijama amnionske tečnosti zdravih trudnica i trudnica sa trombofilijom. 
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 
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Grafikon 19.  Koncentracije azot monoksida (NO) i peroksinitrita (ONOO
-
) u ćelijama amnionske 

tečnosti zdravih trudnica i trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom. 
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 

 

 

Grafikon 20.  Koncentracije azot monoksida (NO) i peroksinitrita (ONOO
-
) u ćelijama amnionske 

tečnosti zdravih trudnica i trudnica sa trombofilijom. 
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 
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4.7.  Koncentracija GSH i GSSG u ćelijama amnionske teĉnosti zdravih trudnica, 

trudnica sa subkliniĉkim hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom 
 

Vrednosti koncentracija GSH i GSSG u ćelijama amnionske tečnosti zdravih 

trudnica, trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom prikazane 

su u Tabeli 14 i na Grafikonims 21 i 22.  

 

Tabela 14. Koncentracija redukovanog (GSH) i oksidovanog glutationa (GSSG) u ćelijama 

amnionske tečnosti zdravih trudnica, trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom i trudnica sa 

trombofilijom. 

 Kontrola 
Subkliniĉki 

hipotireoidizam 
Trombofilija 

Redukovani glutation (GSH) 

(nmol/10
6
 ćelija amnionske tečnosti) 

55.32 ± 5.73 52.32 ± 4.79 41.39 ± 3.35* 

Oksidovani glutation (GSSG) 

(nmol/10
6
 ćelija amnionske tečnosti) 

5.01 ± 0.57 3.46 ± 1.67* 3.32 ± 0.43* 

Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 

 

 

Grafikon 21.  Koncentracije redukovanog (GSH) i oksidovanog glutationa (GSSG) u ćelijama 

amnionske tečnosti zdravih trudnica i trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom. 
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 
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Na osnovu rezultata sprovedenih u ovoj studiji, u ćelijama amnionske tečnosti 

trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom, koncentracija GSH nije značajno različita, dok 

je koncentracija GSSG značajno manja (1.44 puta) u odnosu na zdrave trudnice. U 

ćelijama amnionske tečnosti kod trudnica sa trombofilijom, pokazane su značajno manje 

koncentracije GSH (1.33 puta) i GSSG (1.50 puta) u odnosu na zdrave trudnice. 

 

Grafikon 22.  Koncentracije redukovanog (GSH) i oksidovanog glutationa (GSSG) u ćelijama 

amnionske tečnosti zdravih trudnica i trudnica sa trombofilijom. 
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 

 

 

 

4.8.  Koncentracija LPO i frekvenca mikronukleusa u ćelijama amnionske teĉnosti 

zdravih trudnica, trudnica sa subkliniĉkim hipotireoidizmom i trudnica sa 

trombofilijom 
 

U Таbeli 15 i na Grafikonima 23 i 24 prikazani su rezultati koncentracije LPO i 

frekvenca mikronukleusa u ćelijama amnionske tečnosti zdravih trudnica, trudnica sa 

subkliničkim hipotireoidizmom i trudnica sa trombofilijom. U poreĎenju sa zdravim 

trudnicama, u ćelijama amnionske tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom 

vrednosti koncentracije LPO veće su 1.30 puta, dok je frekvenca mikronukleusa veća  1.7 
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puta (Tab. 15 i Graf. 23).  

Koncentracija LPO u ćelijama amnionske tečnosti kod trudnica sa trombofilijom 

značajno je veća u odnosu na koncentraciju LPO zdravih trudnica (1.80 puta). IzmeĎu 

zdravih trudnica i trudnica sa trombofilojom nije pokazana značajna razlika u frekvenci 

mikronukleusa (Таb. 15 i Graf. 24). 

 

Tabela 15. Koncentracija lipidnih peroksida (LPO) i frekvenca mikronukleusa  u ćelijama 

amnionske tečnosti zdravih trudnica, trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom i trudnica sa 

trombofilijom. 

 Kontrola 
Subkliniĉki 

hipotireoidizam 
Trombofilija 

Lipidni peroksidi (LPO) 

(nmol/10
6
 ćelija amnionske tečnosti) 

0.60 ± 0.07 0.78 ± 0.13* 1.07 ± 0.26* 

Frekvenca mikronukleusa  

(broj/ 1000 binuklearnih ćelija) 
1.61 ± 0.015 2.75 ± 0.19* 1.88 ± 0.17 

Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 

 

 

Grafikon 23. Koncentracija lipidnih peroksida (LPO) i frekvenca mikronukleusa  u ćelijama 

amnionske tečnosti zdravih trudnica i trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom. 
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 
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Grafikon 24. Koncentracija lipidnih peroksida (LPO) i frekvenca mikronukleusa  u ćelijama 

amnionske tečnosti zdravih trudnica i trudnica sa trombofilijom. 
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Podaci predstavljaju srednju vrednost ± S.E.M. 

* p ≤ 0.05, subklinički hipotireoidizam i trombofilija u odnosu na kontrolu. 

 

 

 

4.9.  Korelacijski odnosi koncentracije LPO i frekvence mikronukleusa kod trudnica 

sa subkliniĉkim hipotireoidizmom  

 

Na osnovu rezultata ispitivanja korelacijskih odnosa koncentracija ROS i RNS u 

amnionskoj tečnosti pokazana je: 

- negativna korelacija izmeĎu manje telesne teţine novoroĎenčadi i veće 

koncentracije O2
.-
 u amnionskoj tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotiroidizmom 

(r = -0,835; p ≤ 0,039);  

- negativna korelacija izmeĎu veće koncentracije O2
.-
 u amnionskoj tečnosti trudnica 

sa subkliničkim hipotiroidizmom i niţim vrednostima Apgar scoora kod 

novoroĎenčadi (r = -0,874; p ≤ 0,041). 

 Rezultati dobijeni ispitivanjem korelacijskih odnosa frekvence mikronukleusa u 

ćelijama amnionske tečnosti pokazuju: 
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- pozitivnu korelaciju izmeĎu procentualne zastupljenosti eozinofilnih granulocita u 

perifernoj krvi trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom i frekvence 

mikronukleusa u ćelijama amnionske tečnosti (r = 0.915, p ≤ 0.011). 

- pozitivnu korelaciju izmeĎu procentualne zastupljenosti bazofilnih granulocita u 

perifernoj krvi trudnica subkliničkim hipotireoidizmom i frekvence mikronukleusa 

u ćelijama amnionske tečnosti (r = 0,767, p ≤ 0,044). 

- pozitivnu korelaciju izmeĎu povećane koncentracije ONOO- i frekvence  

mikronukleusa (r = 0.673; p ≤ 0.01) u ćelijama amnionske tečnosti trudnica sa 

subkliničkim hipotireoiditisom.  

 

 Ispitivanjem korelacijskih odnosa koncentracije LPO sa koncentracijama ROS i 

RNS u ćelijama amnionske tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotireoiditisom, dobijeni su 

rezultati koji pokazuju: 

- pozitivnu korelaciju izmeĎu povećane koncentracije LPO i povećane koncentracije 

O2
.-
 u ćelijama amnionske tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotireoiditisom  (r = 

0,558; p ≤ 0,04); 

pozitivnu korelaciju izmeĎu povećane koncentracije LPO i povećane koncentracije 

NO u ćelijama amnionske tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotireoiditisom (r = 

0,685, p ≤ 0,01); 

- pozitivnu korelaciju izmeĎu povećane koncentracije LPO i povećane koncentracije 

ONOO
-
 u ćelijama amnionske tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotireoiditisom 

(r = 0,685, p ≤ 0,01; r = 775, p ≤ 0,002). 
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5. DISKUSIJA 
 

 

Podaci u naučnoj literaturi pokazuju da se poremećaji oksidaciono-

antioksidacionog metabolizma nalaze u osnovi patofiziologije mnogih reproduktivnih 

komplikacija, poput steriliteta, spontanih pobačaja, preeklampsije, intrauterinog zastoja u 

rastu fetusa i prevremenih poroĎaja (Pereira i Martel, 2014; Turpin i sar., 2015; Duhig i 

sar., 2016; Sultana i sar., 2017). Kod rastućeg fetusa, oksidacioni stres utiče na ekspresiju 

kompleksa gena uključenih u inflamaciju, koagulaciju, fibrinolizu, ćelijski ciklus i  

transdukciju signala, što moţe uticati na ishod trudnoće, zdravstveno stanje fetusa i 

adaptaciju novoroĎenčeta (Wagenaar i sar., 2004). OdreĎivanje biomarkera oksidacionog 

stresa u kliničkoj praksi moţe biti od velikog značaja u profilaktičkoj terapiji 

antioksidansima i menadţmentu patologije u trudnoći. 

Amnionska tečnost je biološka tečnost koja okruţuje fetus tokom trudnoće . Sastoji 

se od brojnih biomolekula poreklom od fetusa i majke, kao što su: proteini, hormoni, 

prostaglandini, enzimi, elektroliti, nutrijenti, kreatinin, bilirubin itd. S obzirom da sastav 

amnionske tečnosti odraţava metabolički i zdravstveni status majke i fetusa , moţe da 

pruţi dragocene informacije o trudnoći i da bude vaţan dijagnostički biomarker 

(Underwood i sar., 2005; Harman, 2008).  

Ćelije amnionske tečnosti su heterogena populacija multipotentnih matičnih ćelija , 

poreklom od amnionske membrane, koţe, uretre, digestivnog i respiratornog trakta fetusa. 

Amniocentezom se izoluju iz amnionske tečnosti i koriste se za prenatalnu dijagnozu 

hromozomskih i genetskih abnormalnosti. S obzirom da ćelije amnionske tečnosti potiču 

iz tkiva rastućeg embriona, odraţavaju stanje fetalnog sazrevanja i metabolizma (Yu, 

2015).  

Ova doktorska disertacija zasnovana je na hipotezi da su komplikacije i neţeljeni 

ishodi trudnoće kod majki sa subkliničkim hipotireoidizmom i trombofilijom posledica 

poremećaja oksidaciono-antioksidacionog statusa fetus. U prilog hipotezi ispitivani su 
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efekti majčinog subkliničkog hipotireoidizma i trombofilije na oksidaciono-

antioksidacioni status fetusa u prvom tromesečju trudnoće posredstvom odreĎivanja 

biomarkera oksidacionog stresa i oksidacionih oštećenja lipida i DNK molekula u 

amnionskoj tečnosti i ćelijama amnionske tečnosti. 

 

5.1. Efekti majĉinog subkliniĉkog hipotireoidizma na biomarkere oksidacionog stresa 
amnionske teĉnosti i ćelija amnionske teĉnosti 

 

Subklinički hipotireoidizam u trudnoći je praćen visokim stepenom morbiditeta i 

mortaliteta fetusa. Povezan je sa povećanim rizikom od intrauterinog zastoja u rastu , 

spontanog pobačaja, abrupcije placente, gestacijske hipertenzije, preeklampsije, male 

telesne teţine na roĎenju (< 2.500 g), prevremenog poroĎaja i fetalnog distresa (Singh i 

sar., 2016; Novaković i sar., 2017). Klinički se manifestuje povećanom koncentracijom 

tireostimulišućeg hormona i referentnim vrednostima koncentracije trijodtironina i tirozina 

u serumu. Hormoni tireoidne ţlezde imaju značajnu ulogu u regulaciji broja i aktivnosti 

leukocita, koji su vaţni izvori reaktivnih vrsta kiseonika i azota (Axelrod i Bergman, 1951; 

Mezosi i sar., 2005). Smanjena aktivnost hormona tireoidne ţlezde moţe da utiče na 

metabolizam hemoglobina i diferencijaciju eritrocita. Često je anemija prvi znak 

hipotireoidizma (Erdogan i sar., 2012). 

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da su kod trudnica sa subkliničkim 

hipotiroidizmom u odnosu na zdrave trudnice, vrednosti ukupnog broj eritrocita i 

koncentracije hemoglobina značajno manje, ali u nivou referentnih vrednosti 

karakterističnih za trudnoću (Tab. 4). Zdrava trudnoća se karakteriše povećanjem broja 

eritrocita, ali istovremeno i smanjenjem zapremine eritrocita, što rezultira smanjenom 

koncentracijom hemoglobina. Ovakav vid anemije predstavlja fiziološko stanje 

karakteristično za zdravu trudnoću (Chandra i sar., 2012). TakoĎe, povećane vrednosti 

koncentracije C-reaktivnog proteina kod trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom su u 

rangu referentnih vrednosti za trudnoću (Tab. 4). U skladu sa kliničkim kriterijumima za 

dijagnostikovanje subkliničkog hipotireoidizma, vrednosti serumskih koncentracija TSH 

su značajno veće kod trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom u odnosu na zdrave 

trudnice (Tab. 4), ali i u odnosu na gornju granicu referentnih vrednosti koncentracije za 

ovaj hormon u trudnoći. 
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Hormoni tireoidne ţlezde imaju značajnu ulogu u regulaciji funkcije imunskog 

sistema. Poremećaji sekrecije tireoidnih hormona odraţavaju se i na imunski odgovor 

organizma  (Armstrong i Klein, 2001). Rezultati istraţivanja prikazani u ovoj doktorskoj 

disertaciji pokazuju da se ukupan broj leukocita u perifernoj krvi trudnica sa subkliničkim 

hipotireoidizmom ne razlikuje značajno u odnosu na zdrave trudnice. MeĎutim broj 

eozinofilnih granulocita u ukupnom broju leukocita je značajno veći kod trudnica sa 

subkliničkim hipotireoidizmom (Tab. 6, Graf. 2). TakoĎe, pokazana je i veća procentualna 

zastupljenost eozinofilnih granulocita u odnosu na ukupan broj leukocita u perifernoj krvi 

trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom (Tab. 7, Graf. 4). 

Prema rezultatima istraţivanja Jafarzadeh i saradnika (2010), hipotireoidizam se 

karakteriše povećanjem broja eozinofilnih granulocita. Poznato je da tiroidni hormoni 

regulišu humani hematopoetski sistem i da se difuzija eozinofilnih granulocita iz koštane 

srţi stimuliše u uslovima hipotireoidizma (Axelrod i Bergman, 1951). Povećanje broja i 

procentualne zastupljenosti eozinofilnih granulocita u ukupnom broju leukocita u 

perifernoj krvi trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom moţe biti rezultata 

hipotireoidizmom indukovane difuzije eozinofilnih granulocita iz koštane srţi. Hormoni 

tireoidne ţlezde vrše depresivni efekat na diferencijaciju i broj bazofilnih granulocita u 

perifernoj krvi. Podaci u literaturi pokazuju da se broj bazofilnih granulocita ne menja u 

uslovima hipotireoidizma (Petrasch i sar.,1993). Rezultati ove doktorske disertacije,  

takoĎe pokazuju da nema razlike u broju bazofila izmeĎu trudnica sa subkliničkim 

hipotireoidizmom i zdravih trudnica. MeĎutim, procentualna zastupljenost bazofilnih 

granulocita u odnosu na ukupan broj leukocita u perifernoj krvi trudnica sa subkliničkim 

hipotireoidizmom je značajno veća (Tab. 7, Graf. 4).   

Eozinofilni i bazofilni granulociti su sposobni za oksidativno rasprskavanje 

posredstvom produkcije velikih količina ROS (DeChatelet i sar., 1977; Strenzke i sar., 

2005), koje mogu da difunduju kroz placentu (Hu i sar., 2017). Hipotireoidizam u trudnoći 

se karakteriše i slabom utero-placentalnom cirkulacijom, što rezultira razvojem umerene i 

hronične hipoksije placente i fetusa (Tudosa i sar., 2010). U uslovima hipoksije, placenta 

generiše i oslobaĎa ROS (Guzy i Schumacker, 2006). Rezultati istraţivanja sprovedenih u 

okviru ove studije pokazuju da je koncentracija O2
.-
 značajno veća u amnionskoj tečnosti 

trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom u odnosu na zdrave trudnice (Tab. 10, Graf. 

10). Povećana koncentracija O2
.-
 dovodi do razvoja oksidacionog stresa u amnionskoj 



Diskusija 

 

98 
 

tečnosti, što posledično rezultira oštećenjem normalne funkcije amnionske tečnosti kroz 

promenu sadrţaja i funkcije odreĎenih molekula (Yin i sar., 2013). Luo i saradnici (2006) 

sugerišu da je prenatalni oksidacioni stres povezan sa malom teţinom novoroĎenčadi. 

Visok nivo oksidacionog stresa moţe uticati na telesnu masu novoroĎenčadi direktno, 

posredstvom modulacije ekspresije gena, ili indirektno, posredstvom oksidacije 

biomolekula. Literaturni podaci pokazuju da se novoroĎenčad roĎena iz majčinog 

hipotireoidizma karakterišu malom telesnom teţinom i niskim vrednostima Apgar scor-a 

(Saki i sar., 2014; Maraka i sar., 2016). 

Na osnovu rezultata prikazanog istraţivanja, telesna teţina i vrednosti Apgar 

scora-a novoroĎenčadi su značajno manje i u negativnoj su korelaciji sa povećanom 

koncentracijom O2
.-
 u amnionskoj tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom u 

toku prvog tromesečja trudnoće. To znači da su trudnice sa subkliničkim 

hipotireoidizmom, koje su imale povećanu koncentraciju O2
.-
 u amnionskoj tečnosti, 

raĎale decu manje telesne teţine i niţih vrednosti Apgar scor-a u odnosu na zdrave 

trudnice. Iako su vrednosti telesne teţine i Apgar scor-a novoroĎenčadi iz subkliničkog 

hipotireoidizma manje, u granicama su referentnih vrednosti. 

Superoksidni anjon radikal ima kratak poluţivot i u fiziološkim uslovima se 

konvertuje u H2O2 delovanjem enzima superokid dismutaze (SOD). Pasupathi i Latha 

(2008) su pokazali da je u uslovima hipotireoidizma smanjena aktivnost SOD, što rezultira 

akumulacijom O2
.-
. Rezultati ove studije pokazuju da je koncentracija H2O2 značajno 

manja u amnionskoj tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom u odnosu na 

zdrave trudnice (Tab. 10, Graf. 10).  

Na osnovu prikazanih rezultata u ovoj studiji i podataka iz literature, smanjena 

koncentracija H2O2 u amnionskoj tečnosti moţe biti rezultat smanjene aktivnosti SOD, 

koja proizvodi H2O2 dismutacijom O2
.-
. Smanjenju konverzije O2

.-
 u H2O2 posredstvom 

delovanja SOD moţe doprineti i velika koncentracija NO. Azotni monoksid je jedini 

poznati molekul koji, kada se produkuje u velikoj količini, ulazi u kompeticiju sa SOD za 

O2
.-
 (Sözmen i sar., 2000), sa kojim reaguje i formira veoma toksični ONOO

-
 (Wink i 

Mitchell, 1998).  

Rezultati istraţivanja sprovedenog u okviru ove doktorske disertacije pokazuju da 

je koncentracija nitrita (NO2
-
),

 
metabolita NO, značajno veća u amnion skoj tečnosti 

trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom u poreĎenju sa zdravim trudnicama (Tab. 10, 
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Graf. 12). U koncentraciji ONOO
-
 u amnionskoj tečnosti, izmeĎu zdravih trudnica i 

trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom nije utvrĎena razlika. Azot monoksid, 

proizveden od strane placente, ima vaţnu ulogu u odrţavanju trudnoće i početku poroĎaja. 

OdreĎivanje koncentracije NO metabolita u amnionskoj tečnosti daje značajne informacije 

o stanju intrauterinog okruţenja fetusa tokom trudnoće . Podaci u literaturi pokazuju da 

NO2
-
, metabolit NO, u amnionskoj tečnosti ima značajnu ulogu u odrţavanju relaksiranog 

stanja uterusa (Morris i sar., 1995), u patogenezi amnionske infekcije i inflamacije (Hsu i 

sar., 1997), kao i u odrţavanju adekvatne utero-placentalne perfuzije, koja pruţa optimalni 

dotok krvni do fetusa (Di Iorio i sar., 1997). Mnoge studije ukazuju na povećanu 

koncentraciju NO2
-
 u amnionskoj tečnosti zdravih trudnoća, a naročito u amnionskoj 

tečnosti patoloških trudnoća. Povećana koncentracija NO 2
-
 u amnionskoj tečnosti trudnica 

sa subkliničkim hipotireoidizmom moţe biti rezultat NO2
-
 kompenzatorne vazodilatacijske 

funkcije, usled neadekvatne placentalne perfuzije indukovane hipotireoidizmom majke.  

TakoĎe, povećana produkcija NO u uslovima oksidacionog stresa dovodi do brze 

intereakcije NO i O2
.-
, koja rezultira nastankom ONOO

-
 (Wink i Mitchell, 1998). 

Peroksinitrit je visoko toksičan molekul, koji vrši nitraciju biomolekula. MeĎutim, pri 

fiziološkom pH u vodenom rastvoru, ONOO
-
 moţe da se razloţi na NO2

-
 i nitrate (Pfeiffer 

i sar., 1997) i na taj način doprinese povećanju koncentracije NO 2
-
 u amnionskoj tečnosti 

trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom. 

U okviru sprovedenog istraţivanja, koncentracije LPO, GSH i GSSG u amnionskoj 

tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom nisu značajno različite u odnosu na 

zdrave trudnice. Podaci u literaturi takoĎe pokazuju da se u uslovima hipotireoidizma ne 

menjaju koncentracije LPO, GSH i GSSG u serumu i tkivu (Yilmaz i sar., 2003; Dariyerli 

i sar., 2004; Petrulea i sar., 2012).  

Na osnovu gore diskutovanih rezultata dobijenih u ovoj studiji, moţemo zaključiti 

da trudnice sa subkliničkim hipotireoidizmom imaju povećanu koncentraciju O2
.-
 u 

amnionskoj tečnosti, koji je delom poreklom od aktiviranih granulocita iz majčine 

periferne krvi, delom od produkcije iz hipotireoidizmom indukovane hipoksične placente, 

a delom od hipotireoidizmom smanjene aktivnosti SOD. Akumulirani O2
.-
 indukuje 

oksidacioni stres u amnionskoj tečnosti i moţe da proĎe kroz ćelijsku membranu fetalnih 

ćelija (Lynch i Fridovich, 1978). 

Rezultati dobijeni u okviru prikazanog istraţivanja pokazuju da je u ćelijama 
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amnionske tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom u odnosu na zdrave 

trudnice, značajno povećana koncentracija O2
.-
, dok je koncentracija H2O2 značajno manja 

(Tab 13, Graf. 17). U zdravoj trudnoći produkcija O2
.-
 povećava se napredovanjem 

gestacijske starosti. Povećana produkcija O2
.-
, koja nastaje kao rezultat visokog nivoa 

majčinog metabolizma i placentalne mitohondrijalne aktivnosti , praćena je povećanjem 

kapaciteta antioksidacionog zaštitnog sistema (Myatt, 2010). U uslovima subkliničkog 

hipotireoidizma, povećana koncentracija TSH u serumu stimuliše produkciju O2
.-
 i 

indukuje smanjenje antioksidacionog zaštitnog kapaciteta ćelije (Yilmaz i sar., 2003; 

Haribabu i sar., 2013; Mancini i sar., 2016). Hipotireoidizmom indukovano smanjenje 

aktivnosti SOD (Pasupathi i Latha, 2008), takoĎe doprinosi akumulaciji O2
.-
. Akumulirani 

O2
.-
 indukuje oksidacioni stres u ćelijama amnionske tečnosti trudnica sa subkliničkim 

hipotireoidizmom.  

Rezultati sprovedenog istraţivanja pokazuju da su koncentracije NO i ONOO
-
 

značajno veće u ćelijama amnionske tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotiroidizmom u 

odnosu na zdrave trudnice (Tab.13, Graf. 19). Unutar ćelije, NO je veoma vaţan molekul 

glasnik i ima značajnu ulogu u signalizaciji i regulaciji brojnih fizioloških i patofizioloških 

procesa (Freeman, 2017). U trudnoći, placenta produkuje velike količine NO, koje 

obezbeĎuju adekvatnu placentalnu perfuziju (Krause i sar., 2011). U trudnoći sa 

subkliničkim hipotireoidizmom, dodatnu produkciju NO stimuliše povećana koncentracija 

TSH (Bulboacă i sar., 2017). U uslovima oksidacionog stresa, kada je povećana 

produkcija NO, favorizuje se njegova reakcija sa O2
.-
, pri čemu nastaje veoma toksičan 

ONOO
-
 (Wink i Mitchell, 1998). Povećana koncentracija ONOO

- 
u ćelijama amnionske 

tečnosti moţe indukovati nitrozacioni stres, koji vodi ka poremećaju signalizacije i 

funkcije ćelije. Ovi poremećaji unutar ćelije zasnivaju se na direktnom toksičnom 

delovanju ONOO
-
, koji indukujue aktivaciju signalnog puta apopotoze vodeći ka 

citotoksičnosti, ili indirektnim delovanjem zasnovanom na smanjenoj biodustupnosti NO. 

Sem toga, ONOO
-
 je sposoban da indukuje proces peroksidacije lipida i oštećenje DNK 

molekula u direktnoj interakciji sa biomolekulima ili posredstvom oslobaĎanja visoko 

reaktivnog OH
.
 (Dröge, 2002; Halliwell i Gutteridge, 2007; Myatt, 2010). Hidroksilni 

radikal moţe da reaguje sa pojedinim komponentama DNK molekula i da oksiduje 

polinezasićene masne kiseline u biološkim membranama , što rezultira formiranjem 

oksidacionih oštećenja DNK i  LPO (Halliwell i Gutteridge, 2007; Dizdaroglu i Jaruga, 
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2012). 

Rezultati ove studije pokazuju da je koncentracija LPO i frekvenca mikronukleusa , 

biomarkera oksidacionih oštećenja DNK molekula , značajno veća u ćelijama amnionske 

tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom u odnosu na zdrave trudnice (Tab. 15, 

Graf. 23). TakoĎe, pokazana je pozitivna korelacija izmeĎu koncentracije LPO i 

biomarkera oksidacionog stresa, kao što su O2
.-
, NO i ONOO

-
 u ćelijama amnionske 

tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotiroidizmom. Prikazani rezultati u okviru ove studije 

pokazuju da majčin subklinički hipotireoidizam utiče na fetus posredstvom stimulacije 

formiranja ONOO
-
, koji je sposoban za oksidaciono oštećenje membranskih lipida , 

lipoproteina i drugih biomolekula koji sadrţe lipide , što dovodi do oštećenja strukture i 

funkcija ćelija (Halliwell i Gutteridge, 2007). Ramandeep i saradnici (2017) su pokazali 

su da povećana koncentracija LPO i smanjena aktivnost SOD u uslovima povećane 

koncentracije TSH, kao što je u subkliničkom hipotireoidizmu, mogu biti uključeni u 

incidencu spontanog pobačaja. Oksidaciona oštećenja DNK molekula nalaze se u osnovi 

patogeneze brojnih bolesti, poput kancera, starenja, upala, kardiovaskularnih i 

degenerativnih bolesti (Evans, 2004). U okviru ovog istraţivanja pokazana je pozitivna 

korelacija izmeĎu frekvence mikronukleusa i koncentracije ONOO
-
 u ćelijama amnionske 

tečnosti. TakoĎe pozitivna korelacija je pokazana i izmeĎu frekvence mikronukleusa u 

ćelijama amnionske tečnosti i procentualne zastupljenosti eozinofilnih i bazofilnih 

granulocita u perifernoj krvi majke. Eozinofilni i bazofilni granulociti su sposobni za 

oksidaciono rasprskavanje posredstvom egzogene produkcije velikih količina ROS 

(DeChatelet i sar., 1977; Strenzke i sar., 2005). 

Reaktivne vrste kiseonika, proizvedene u velikoj količini od eozinofilnih i 

bazofilnih granulocita majke, mogu da preĎu kroz placentu i indukuju genomsku 

nestabilnost, što posledično vodi stvaranju mikronukleusa (Sprung i sar., 2015) u ćelijama 

amnionske tečnosti . Dobijeni rezultati ukazuju na to da povećani procenat dist ribucije i 

aktivnosti eozinofilnih i bazofilnih granulocita kod trudnica sa subkliničkim 

hipotireoidizmom doprinosi stvaranju ROS i RNS, koji indukuju formiranje 

mikronukleusa u fetalnim ćelijama , što moţe uticati na normalan razvoj fetusa i uspešan 

završetak trudnoće. 

Redukovani glutation predstavlja prvu liniju antioksidacione odbrane ćelije od 

ROS i sposoban je da zaštiti biomolekule od oksidacionih oštećenja. Redukovani glutation 
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svoju antioksidacionu ulogu ostvaruje u direktnoj i brzoj reakciji sa reaktivnim vrstama, 

pri čemu prelazi u oksidovanu formu - GSSG (Meister, 1992). U ovoj studiji dobijeni 

rezultati pokazuju da se koncentracija GSH ne razlikuje, dok je koncentracija GSSG 

značajno manja u ćelijama amnionske tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom 

(Tab. 14, Graf. 21). Redukovani glutation je biološki aktivan oblik za razliku od GSSG , 

koji je potencijalno citotoksičan i moţe izazvati ćelijsku apoptozu  (Filomeni i sar., 2003). 

Oksidovani glutation se delom izlučuje iz ćelije , dok se delom unutar ćelija redukuje u 

GSH pomoću GR u reakciji zavisnoj od NADPH (Meister, 1992). Menendez i saradnici 

(1974) pokazali su da je aktivnost GR povećana u uslovima hipotireoidizma. Smanjena 

koncentracija GSSG u ćelijama amnionske tečnosti je rezultat povećane aktivnosti GR u 

uslovima subkliničkog hipotireoidizma. Redukcijom GSSG u aktivni oblik, obezbeĎuju se 

optimalne koncentracije GSH, koji je sposoban da ograniči i umanji oksidaciona oštećenja 

u ćelijama amnionske tečnosti. 
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Slika 2. Efekti majčinog subkliničkog hipotireoidizma na oksidacioni status amnionske tečnosti i 

ćelija amnionske tečnosti. 

Trudnice sa subkliničkim hipotireoidizmom u odnosu na zdrave trudnice: 
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Na osnovu rezultata prikazanih u okviru ove doktorske disertacije, u amnionskoj 

tečnosti i ćelijama amnionske tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom 

povećane su koncentracije biomarkera oksidacionog stresa i oksidacionih oštećenja. 

Subklinički hipotireoidizam indukuje povećanje procentualne zastupljenosti eozinofilnih i 

bazofilnih granulocita, koji produkuju velike količine ROS. Reaktivne vrste kiseonika, pre 

svega O2
.- 

prolazi kroz placentu u amnionsku tečnost, odakle ulazi u ćelije amnionske 

tečnosti. Povećane vrednosti TSH stimulišu placentalnu produkciju dodatnih količina NO, 

koji brzo reaguje sa O2
.- 

gradeći toksični ONOO
-
. U amnionskoj tečnosti ONOO

-
 se 

razgraĎuje i na taj način doprinosi povećanju koncentracije NO2
-
. Unutar ćelija ONOO

-
, 

direktno ili posredstvom oslobaĎanja OH
.
 indukuje oštećenje lipida i DNK molekula. 

Redukovani glutation je aktivno uključen u antioksidacionu odbranu od oksidacionog 

stresa u ćelijama amnionske tečnosti indukovanog subkliničkim hipotireoidizmom majke. 

Odrţavanjem visokog odnosa GSH/GSSG obezbeĎuje se optimalna antioksidaciona 

zaštita prve linije, koja moţe da umanji ili ograniči oksidaciona oštećenja u ćelijama 

amnionske tečnosti trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom.  

 

 

 

 

5.2. Efekti majĉine trombofilije na biomarkere oksidacionog stresa amnionske 
teĉnosti i ćelija amnionske teĉnosti 

 

 

Trombofilija u trudnoći nastaje kao rezultat kompleksne interakcije genetskih i 

stečenih faktora, koji povećavaju koagulabilnost krvi. Povezana je sa mnogim 

komplikacijama, kao što su teška preeklampsija, intrauterin zastoj u rastu fetusa, 

odlubljivanje placente, prevremeni poroĎaj i ponovljeni spontani pobačaji (Kupferminc, 

2005). Hormonske promene i povećan pritisak na karlične vene tokom trudnoće dodatno 

doprinose povećanju koagulabilnosti krvi (Bremme, 2003). Kod trudnica sa trombofilijom, 

izmenjeni hemostatski uslovi u pravcu hiperkoagulacije, stimulišu formiranje 

mikrotrombova. Formirani mikrotrombovi mogu indukovati mehaničko oštećenje endotela 

i aktivaciju leukocita. Aktivirani lekuciti su sposobni za produkciju velikih količina ROS i 

za pokretanje inflamatornog procesa (DeChatelet i sar., 1977; Strenzke i sar., 2005; 

Esmon, 2013). Virstlein i saradnici (2014) su pokazali da je koncentracija 
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proinflamatornih faktora povećana u krvi pupčanika novoroĎenčadi majki sa 

trombofilijom. Produkcija velikih količina ROS od strane aktiviranih leukocita indukuje 

razvoj oksidacionog stresa. U uslovima oksidacionog stresa, pokreće se kaskada dogaĎaja 

koji rezultiraju vazokonstrikcijom, adhezijom leukocita, oksidacijom membranskih lipida, 

kao i dodatnom aktivacijom koagulacijske kaskade (Crimi i sar., 2007). Na taj način, u 

uslovima trombofilije, zbog povećane koagulabilnosti krvi formiraju se mikrotrombovi 

koji aktiviraju leukocite, a aktivirani leukociti dodatno povećavaju koagulabilnost krvi. 

Kod trudnica sa trombofilijom, u interviloznim prostorima placente formiraju se brojni 

mikrotrombovi, koji indukuju  deponovanje fibrina u placenti, što u krajnjoj liniji rezultira 

nastankom infarkta placente. Usled infarkta, placenta se odlubljuje i dolazi do spontanog 

pobačaja (Kupferminc, 2005; James i sar.,2006). 

Rezultati ove studije pokazuju da trudnice sa trombofilijom u poreĎenju sa zdravim 

trudnicama imaju manju incidencu uspešnog završetka trudnoće i značajno veću incidencu 

spontanih pobačaja od ukupnog broja trudnoća (Tab. 3). U trudnoći sa trombofilijo m, 

povećava se stvaranje mikrotrombova u vaskulaturi placente , što rezultira placentalnim 

infarktom i nastankom hipoksičnog stanja (Kinzler i sar., 2009). Na ovakav način nastali 

uslovi, u krajnjoj liniji dovode do odlubljivanja placente i spontanog pobačaja.  

Povećana koncentracija -hCG u serumu trudnica ukazuje na ishemiju placente, 

što vodi ka mogućem placentalnminfarktu (Fox, 1970; Lieppman i sar., 1993). Prema 

rezultatima prikazanim u ovoj studiji, koncentracija -hCG je značajno veća u serumu 

trudnica sa trombofilijom u odnosu na zdrave trudnice (Tab. 4). Na osnovu toga moţe se 

zaključiti da je kod trudnica sa trombofilijom placenta u ishemičnom stanju, što 

predstavlja opasnost od mogućeg spontanog pobačaja. Podaci u literaturi o koncentraciji 

-hCG u serumu trudnica sa trombofilijom su kontradiktorni.  Prema rezultatima Cıkman i 

saradnika (2015), koncentracija -hCG u serumu trudnica sa trombofilijom nije značajno 

različita u odnosu na zdrave trudnice, dok je prema rezultatima Karsli i saradnika (2014) 

značajno manja. Rezultati hematoloških karakteristika pokazuju da trudnice sa 

trombofilijom imaju   značajno veće vrednosti zapremine eritrocita (MCV) (Tab.4) u 

odnosu na zdrave trudnice. MeĎutim, povećane vrednosti MCV kod trudnica sa 

trombofilijom su u opsegu referentnih vrednosti (80 - 100 µm
3
). 

Brojne studije pokazuju da je hemostaza usko povezana sa inflamatornim 
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procesom, sa kojim gradi začarani krug unutar koga se tromboze i inflamacija meĎusobno 

podstiču (Esmon, 2005; Granger i Senchenkov, 2010). Rezultati dobijeni u ovoj studiji 

pokazuju da ukupan broj leukocita nije značajno različit u perifernoj krvi trudnica sa 

trombofilijom u odnosu na zdrave trudnice (Tab. 5, Graf. 1). Iako ukupan broj leukocita 

nije značajno različit u perifernoj krvi trudnica sa trombofilijom, broj eozinofilnih 

granulocita (Tab. 6, Graf. 3) i monocita (Tab. 8, Graf. 6) je značajno veći u perifernoj krvi 

trudnica sa trombofilijom u odnosu na zdrave trudnice. Pored toga, pokazana je značajna 

razlika u procentualnoj zastupljenosti pojedinih vrsta leukocita u perifernoj krvi izmeĎu 

zdravih trudnica i trudnica sa trombofilijom. Dobijeni rezultati pokazuju da je u perifernoj 

krvi trudnica sa trombofilijom značajno veća procentualna zastupljenost bazofilnih i 

eozinofilnih granulocita u odnosu na zdrave trudnice (Tab. 7; Graf. 4). 

Hiperkoagulabilno stanje kod trudnica sa trombofilijom karakteriše se povećanom 

aktivnošću trombocita i povećanim intezitetom agregacije trombocita (Kupferminc, 2005). 

Aktivirani trombociti podleţu degranulaciji i na svojoj površini eksprimiraju P-selektin, 

koji se vezuje za ligande na monocitima (Larsen i sar., 1989). Ova interakcija rezultira 

formiranjem agregata trombocit-leukocit, koji produkuje proinflamatorne, prokoagulantne, 

prooksidacione i mitogene supstance, koje mogu indukovati arterijsku trombozu 

(McGregor i sar., 2006). Lukanov i saradnici (2011) su pokazali da je koncentracija 

trombocit-leukocit agregata značajno veća kod trudnica sa trombofilijom . Povećan broj 

eozinofilnih granulocita povezan je sa visokim rizikom od nastanka tromboembolije kod 

trudnica sa trombofilijom. Tokom degranulacije, eozinofilni granulociti oslobaĎaju tkivni 

faktor, koji inicira kaskadnu koagulaciju, kao i glavni bazni protein, koji inhibira veoma 

potentni antikoagulantni trombomodulin i aktivira trombocite (Ames i sar., 2010). Glavni 

bazni protein , osloboĎen degranulacijom eozinofilnih granulocita indukuje aktivaciju i 

povećanje broja bazofilnih granulocita. Bazofilni granulociti poseduju granule, koje sadrţe 

histamin, faktor aktivacije trombocita, nekoliko citokina, proteolitičke enzime i bioaktivne 

proteoglikane (Janeway i sar.,   2001). 

Aktivirani eozinofilni i bazofilni granulociti, delovanjem ksantin oksidaze i 

NADPH oksidaze produkuju velike količine О2
.-
 i Н2О2 (Halliwell i sar., 2000; Dröge, 

2002), koji mogu da difunduju kroz placentu (Hu i sar., 2017). Rezultati prikazanog 

istraţivanja pokazuju da u amnionskoj tečnosti trudnica sa trombofilijom koncentracije 

biomarkera oksidacionog stresa i oksidacionih oštećenja (О2
.-
, Н2О2, NO, ONOO

-
 i LPO) 
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nisu značajno različite u odnosu na zdrave trudnice (Tab.10, Graf. 11, Graf. 13, Tab 12, 

Graf. 16).  

Rezultati istraţivanja Pristov i saradnika (2009) pokazuju da je u uslovima 

trombofilije, placenta izloţena H2O2 posredovanom oksidacionom stresu, koji je 

indukovan protrombičnim stanjem majčine krvi. TakoĎe rezultati navedenih autora 

pokazuju da je aktivnost antioksidacionih enzima CAT i GSH-Px, koji neutrališu H2O2, 

značajno povećana u placenti trudnica sa trombofilijom. Pristov i saradnici (2009) navode 

da povećana aktivnost antioksidacionih enzima CAT i GSH-Px u placenti trudnica sa 

trombofilijom predstavlja zaštitu fetusa od oksidacionih oštećenja. MeĎutim, rezultati ove 

doktorske disertacije pokazuju da su koncentracije О2
.-
, NO, ONOO

-
 i LPO značajno 

povećane, dok je koncentracija Н2О2 značajno manja u ćelijama amnionske tečnosti 

trudnica sa trombofilijom u odnosu na zdrave trudnice (Tab. 13, Graf. 18, Graf. 20, Tab. 

15, Graf. 24).  

U trudnoći sa napredovanjem graviditeta, usled povećanog metabolizma majke i 

povećane mitohondrijalne aktivnosti u placenti, povećava se produkcija O2
.-
. U uslovima 

trombofilije, produkcija O2
.-
 je dodatno povećana od strane agregata trombocit-leukocit, 

(McGregor i sar., 2006) i aktiviranih eozinofilnih i bazofilnih granulocita (Halliwell i sar., 

2000; Dröge, 2002) iz majčine periferne krvi. Superoksid anjon radikal moţe da proĎe 

kroz placentu i membranu fetalnih ćelija, gde se akumulira (Hu i sar., 2017). U 

fiziološkim uslovima, O2
.-
 se delovanjem antioksidacionog enzima SOD konvertuje u 

H2O2 (Liochev i Fridovich, 2000). MeĎutim, literaturni podaci pokazuju da se aktivnost 

SOD kod trudnica sa trombofilijom značajno ne menja (Pristov i sar., 2009). Povećana 

koncentracija O2
.-
 u ćelijama amnionske tečnosti trudnica sa trombofilijom je rezultat 

povećane produkcije ovog radikala, koja nije praćena povećanjem aktivnosti SOD. U 

uslovima povećane produkcije, NO nadmašuje SOD u kompeticiji za O2
.-
 (Sözmen i sar., 

2000), sa kojim reaguje gradeći veoma toksični ONOO
-
 (Wink i Mitchell, 1998).  

U uslovima placentalne ishemije povećava se koncentracija NO2
-
, metabolita NO, 

kao kompenzatorni odgovor u cilju poboljšanja feto-placentalnog protoktoka krvi (Lyall i 

sar., 1995). Nitriti preuzeti iz cirkulacije od strane ćelija, metabolišu se intacelularno do 

NO (May i sar., 2000). Kod trudnica sa trombofilijom, ishemična placenta (Kinzler i sar., 

2009), kao kompenzaciju za oslabljeni feto-placentalni protoktok krvi, produkuje velike 

količine NO (Krause i sar., 2011), koji posredstvom konverzije u NO2
-
, dospeva u ćelije 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Liochev%20SI%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fridovich%20I%22%5BAuthor%5D
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amnionske tečnosti, u kojima se akumulira. U ćelijama amnionske tečnosti trudnica sa 

trombofilijom, u uslovima velike produkcije O2
.-
 i NO, favorizuje se njihova meĎusobna 

interakcija i formiranje ONOO
-
 (Wink i Mitchell, 1998). Peroksinitrit u direktnoj 

interakciji sa lipidima ili posredstvom oslobaĎanja visoko reaktivnog OH
.
 indukuje proces 

lipidne peroksidacije (Dröge, 2002; Halliwell i Gutteridge, 2007; Myatt, 2010), što 

rezultira povećanjem koncentracije lipidnih peroksida u ćelijama amnionske tečnosti 

trudnica sa trombofilijom. 

Trombofilijom indukovano povećanje aktivnosti CAT i GSH-Px menja (Pristov i 

sar., 2009) rezultira smanjenjem koncentracije H2O2 u ćeljama amnionske tečnosti 

trudnica sa trombofilijom.  

Povećane koncentracije O2
.-
 i ONOO

-
 indukuju oksidacioni i nitrozacioni stres u 

ćeljama amnionske tečnosti trudnica sa trombofilijom. U ovako nastalim uslovima, 

aktivira se GSH, koji predstavlja prvu liniju antioksidacione odbrane i koji u reakciji 

redukcije reaktivnih vrsta prelazi u GSSG (Meister, 1992). U ovoj studiji je pokazano da 

su koncentracije GSH i GSSG značajno manje u ćelijama amnionske tečnosti trudnica sa 

trombofilijom u odnosu na zdrave trudnice (Tab. 14, Graf. 22). Smanjena koncentracija 

GSH u uslovima oksidacionog stresa ukazuje na njegovo „trošenje“ u redukciji reaktivnih 

vrsta. Na osnovu prikazanih rezultata, nivo produkcije ROS i RNS u ćelijama amnionske 

tečnosti je toliko intezivan kod trudnica sa trombofilijom, da de novo sinteza GSH ne 

moţe da odrţi njegovu intracelularnu koncentraciju u optimalnom nivou. Oksidacionim 

stresom indukovana potrošnja GSH i njegovo prevoĎenje u GSSG u toku antioksidacione 

aktivnosti, moţe da pokrene signalni put apoptoze (Filomeni i sar., 2003). Oksidovani 

glutation se delom uklanja iz ćelije posredstvom redukcije u NADPH-zavisnoj reakciji 

katalizovanoj enzimom antioksidacionog zaštitnog sistema GR (Meister, 1992), a delom 

se eliminiše iz ćelije pomoću transportera odgovornog za razvoj rezistencije na lekove 

(Multidrug resistance-associated protein - MRP) (Gordillo i sar., 2016). Prema 

rezultatima ove studije, u amnionskoj tečnosti trudnica sa trombofilijom u odnosu na 

zdrave trudnice, koncentracija GSH nije značajno različita, dok je koncentracija GSSG 

značajno veća (Tab. 11, Graf. 15). Na osnovu dobijenih rezultata, smanjena intracelularna 

koncentracija GSSG u uslovima potrošnje GSH i povećana ekstracelularna koncentracija 

GSSG pri nepromenjenim vrednostima koncentracije GSH, ukazuje da ćelije amnionske 

tečnosti trudnica sa trombofilijom ekskretuju GSSG putem MRP transportera. Na ovaj 
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način ćelije amnionske tečnosti se čuvaju od GSSG indukovane apoptoze (Filomeni i sar., 

2003). 
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Slika 3. Efekti majčine trombofilije na oksidacioni status amnionske tečnosti i ćelija amnionske 

tečnosti. 

 

Trudnice sa subkliničkim hipotireoidizmom u odnosu na zdrave trudnice: 

Veće vrednosti koncentracije 

 

Nepromenjene vrednosti koncentracije 

 

Manje vrednosti koncentracije 

 

 

 

Na osnovu rezultata prikazanih u ovoj doktorskoj disertaciji, u ćelijama amnionske 

tečnosti trudnica sa trombofilijom povećane su koncentracije biomarkera oksidacionog 

stresa i oksidacionih oštećenja. Trombofilija u trudnoći praćena je povećanjem 

procentualne zastupljenosti eozinofilnih i bazofilnih granulocita, koji produkuju velike 

količine O2
.-
 i H2O2, koje prolaze kroz placentu u amnionsku tečnost, odakle ulaze u ćelije 

amnionske tečnosti. Unutar ćelija, H2O2 se neutrališe delovanjem CAT i GSH-Px, čije su 

povećane aktivnosti indukovane trombofilijom. Superoksid anjon radikal reaguje sa NO, 

koji se produkuje u uslovima trombofilije većim intezitetom kao kompezacijski odgovor 
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na oslabljen feto-placentalni protok krvi. Peroksinitrit, nastao u reakciji O2
.-
 i NO, 

direktnim delovanjem ili posredstvom oslobaĎanja OH
.
, indukuje lipidnu peroksidaciju. 

Ćelije amnionske tečnosti štite se od oksidacionog stresa indukovanog trombofilijom 

majke pomoću GSH. Moguću GSSG indukovanu apoptozu izbegavaju transportom 

potencijalno toksičnog GSSG van ćelije, koji se akumulira u amnionskoj tečnosti. 
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6. ZAKLJUĈCI 
 

 

POJEDINAĈNI ZAKLJUĈCI 

 

 Na osnovu rezultata istraţivanja sprovedenih u ovoj doktorskoj disertaciji mogu se 

izvesti sledeći pojedinačni zaključci : 

 

 Efekti majčinog subkliničkog hipotireoidizma na oksidacioni status amnionske 

tečnosti i ćelija amnionske tečnosti. 

1. Kod trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom u odnosu na zdrave trudnice 

značajno je povećana procentualna zastupljenost bazofilnih i eozinofilnih 

granulocita u perifernoj krvi.  

2. Ispitivanjem biomarkera oksidacionog stresa u amnionskoj tečnosti pokazano je da 

su koncentracije O2
.-
 i NO značajno veće, dok je koncentracija H2O2 značajno 

manja kod trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom u odnosu na zdrave 

trudnice. TakoĎe je pokazano da povećana koncentracija O2
.-
 u amnionskoj tečnosti 

negativno kolerila sa vrednostima Apgar scor-a i manjom telesnom teţinom 

novoroĎenčadi roĎenih iz subkliničkog hipotireoidizma. 

3. Rezultati ispitivanja biomarkera oksidacionog stresa u ćelijama amnionske tečnosti 

pokazaju da su koncentracije O2
.-
, NO i ONOO

-
 značajno veće, dok je 

koncentracija H2O2 značajno manja kod trudnica sa subkliničkim 

hipotireoidizmom u odnosu na zdrave trudnice. 

4. Koncentracije biomarkera oksidacionih oštećenja u ćelijama amnionske tečnosti 

(LPO i frekvenca mikronukleusa) su značajno veće kod trudnica sa subkliničkim 

hipotireoidizmom u odnosu na zdrave trudnice. U ćelijama amnionske tečnosti 

trudnica sa subkliničkim hipotireoidizmom pokazana je pozitivna korelacija 
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izmeĎu povećane kocentracije LPO i povećane koncentracije biomarkera 

oksidacionog stresa (O2
.-
, NO i ONOO

-
), kao i izmeĎu frekvence mikronukleusa i 

procentualne zastupljenosti eozinofilnih i bazofilnih granulocita i koncentracije 

ONOO
-
. 

5. Ispitivanjem antioksidacione zaštite u ćelijama amnionske tečnosti kod trudnica sa 

subkliničkim hipotireoidizmom, pokazana je manja koncentracija GSSG u odnosu 

na zdrave trudnice. 

 

 Efekti majčine trombofilije na oksidacioni status amnionske tečnosti i ćelija 

amnionske tečnosti. 

1. Kod trudnica sa trombofilijom u odnosu na zdrave trudnice značajno je povećana 

procentualna zastupljenost bazofilnih i eozinofilnih granulocita u perifernoj krvi.  

2. Rezultati ispitivanja biomarkera oksidacionog stresa u amnionskoj tečnosti 

pokazaju da s koncentracije O2
.-
, H2O2, NO i ONOO

-
 nisu značajno različite kod 

trudnica sa trombofilijom u odnosu na zdrave trudnice. 

3. U amnioskoj tečnosti trudnica sa trombofilijom u odnosu na zdrave trudnice 

značajno je povećana koncentracija GSSG. 

4. Ispitivanjem biomarkera oksidacionog stresa u ćelijama amnionske tečnosti 

pokazano je da su koncentracije O2
.-
, NO i ONOO

-
 značajno veće, dok je 

koncentracija H2O2 značajno manja kod trudnica sa trombofilijom u odnosu na 

zdrave trudnice. 

5. Ispitivanjem biomarkera oksidacionog oštećenja u ćelijama amnionske tečnosti 

pokazano je da je koncentracija LPO značajno veća, dok frekvenca mikronukleusa 

nije značajno različita kod trudnica sa trombofilijom u odnosu na zdrave trudnice. 

6. Koncentracije GSH i GSSG su značajno manje u u ćelijama amnionske tečnosti 

trudnica sa trombofilijom u odnosu na zdrave trudnice. 
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OPŠTI ZAKLJUĈAK 

 

 Na osnovu sprovedenih istraţivanja, opšti zaključak ove doktorske disertacije je 

sledeći: 

 

 Majčin subklinički hipotireoidizam indukuje oksidacioni stres i oksidaciona 

oštećenja lipida u amnionskoj tečnosti i fetalnim ćelijama, kao i genetsku 

nestabilnost u fetalnim ćelijama u toku prvog tromesečja trudnoće. Subkliničkim 

hipotireoidizmom indukovan oksidacioni stres u amnionskoj tečnosti utiče na 

smanjene verednosti Apgar scor-a i manju telesnu teţinu novoroĎenčadi, koji sa 

genetskom nestabilnošću indukovanu oksidacionim strsom mogu doprineti 

povećanju incidence od prenatalnog morbiditeta i mortaliteta fetusa kod trudnica sa 

subkliničkim hipotireoidizmom. 

 Trombofilija majke deluje prooksidaciono na ćelije fetusa u toku prvog tromesečja 

trudnoće. U ćelijama fetusa, majčina trombofilija indukuje povećanje biomarkera 

oksidacionog stresa i oksidacionog oštećenja lipida. Visok stepen rizika od 

oksidacionim stresom indukovane apoptoze fetalnih ćelija vodi prenatalnom 

morbiditetu i mortalitetu fetusa kod trudnica sa trombofilijom.  

 Rezultati istraţivanja u okviru ove doktorske disertacije predstavljaju prve dokaze 

o prooksidacionim efektima majčinog subkliničkog hipotireoidizma i trombofilije 

na fetus i doprinose boljem razumevanju zdravstvenog i metaboličkog stanja fetusa 

u prvom tromesečju trudnoće. TakoĎe ukazuju na povezanost biomarkera 

oksidacionog stresa i oksidacionih oštećenja sa mogućim negativnim ishodom 

trudnoće, što je od velikog značaja za buduća istraţivanja primene profilaktičke 

antioksidacione terapije i u menadţmentu trudnoće sa subkliničkim 

hipotireoidizmom i trombofilijom. 

 

 
          
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