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1. UVOD
1.1. Oksidativni stres

Oksidativni stres definiran je kao poremecaj ravnoteze izmedu proizvodnje reaktivnih
vrsta kisika (engl. reactive oxygen species, ROS) i antioksidativne obrane, $to moze dovesti
do ozljede tkiva (1). Kisik ima dvojak utjecaj na bioloski sustav. Njegova reaktivnost
omogucuje mu sudjelovanje u visokoenergetskim prijenosima elektrona, te kroz oksidativnu
fosforilaciju sudjeluje u stvaranju velikih koli¢ina adenozin-5-trifosfata (ATP). Proces je
neophodan za evoluciju slozenih viSestani¢nih organizama, ali ih istovremeno c¢ini
podloznima napadima na bilo koju biolosku molekulu (3). Stoga je ljudsko tijelo izlozeno
stalnim oksidativnim napadima ROS-a, a kako bi se ovaj napad neutralizirao i oksidativni
status odrzao u ravnotezi razvio se sustav antioksidativne obrane. Ukoliko dode do
poremecaja ravnoteze dolazi do oksidativnog stresa. Istrazivanja pokazuju da oksidativni stres
ima sredi$nju ulogu u patofiziologiji razlicitih poremecaja, kao $to su kardiovaskularne bolesti
(KVB), ali i komplikacije trudnoce (3). Do poremecaja moze doéi promjenama s obje strane
ravnoteze, kroz abnormalno visoku proizvodnju ROS-a i/ili nedostatnu antioksidativnu
obranu. Ovisno o veli¢ini poremecaja ravnoteze dolazi do stupnjevanog odgovora na
oksidativni stres. Manji poremecaji dovest ¢e do homeostatskih prilagodbi, dok wveci
poremecaji mogu dovesti do ostecenja, i kona¢no smrti stanice. Oksidativni stres rijetko se
pojavljuje izolirano. Istrazivanjima je potvrdeno da se slozene reakcije odvijaju izmedu
oksidativnog 1 drugih oblika stani¢nog stresa, kao §to je stres endoplazmatskog retikuluma
(3). ROS se definiraju kao vrste koje sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona, a nepotpuna
elektronska ljuska daje im visoku reaktivnost (3). Nastaju iz mnogih elemenata, ali za bioloski
sustav najvazniji su oni koji sadrze kisik i dusik (Slika 1.). Najées¢i ROS u fizioloSkim
uvjetima je superoksidni anion (O:""), a njegov glavni izvor su mitohondriji. Drugi izvori su
nikotinamid adenin dinukletoid fosfat (NADPH) oksidaza, citokrom P450 i druge
oksidoreduktaze. Detoksikacija superoksida odvija se pomocu enzima superoksid dismutaze
(SOD) koji ga pretvara u vodikov peroksid (H,0). H,0O, manje je reaktivan od O~ i nije
slobodni radikal, ali smatra se jednim od ROS-ova zbog ukljucenosti u stvaranje i
detoksikaciju slobodnih radikala (3). Nepolarna je molekula, ima mogucnost difuzije kroz
membrane stanica i organela te djeluje kao drugi glasnik u putovima prijenosa signala, potom
se detoksicira u vodu pomocu enzima katalaze (CAT) i glutation peroksidaze (GPx). Ukoliko
dode do neravnoteze u koncentracijama O:" i HyO, moze do¢i do stvaranja opasnijeg

hidroksilnog iona (OH"). Takoder, prekomjernim stvaranjem superoksida moze do¢i do

1
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interakcije s duSikovim oksidom (NO’) pri ¢emu nastaje peroksinitrit (ONOO), shazan

prooksidans koji moze utjecati i na susjedne stanice.

Sintaza dusikovog oksidla ————————— Dusikov oksid
NO

Peroksinitrit
ONOO™

Lanac transporta elektrona
u mitchondriju Hidroksilni ion

OH"

Endoplazmatski retikulum

NADPH oksidaza Superoksid — > Vodikov peroksid Voda
02" H,0, HZ0
CytP450
Vitamin CiE Tioredoksin

Ksantin oksid: o
santm oksidaza Superoksid dismutaza Katalaza

Glutation peroksidaza

Slika 1. Glavni ROS, njihovo potencijalno podrijetlo i putovi detoksikacije. Nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaza, citokrom P450 (CytP450).

Antioksidativha obrana, enzimska i neenzimska, inhibira napad oksidansa. Nakon
formiranja ROS-a enzimski sustavi odrzavaju njegovu fiziolosku razinu. U enzimsku obranu
ukljuceni su SOD, CAT, GPx, peroksiredoksin (PRX) 1 glutation S transferaze (GST) koji se
izravno suprotstavljaju oksidativnom stresu kemijskom redukcijom oksidansa (4). O:"" koji
ima viSe izvora je primarni ROS, pa je njegova dismutacija pomo¢u SOD-a iznimno vaZna za
svaku stanicu. SOD ima tri oblika, bakar — cink superoksid dismutazu (CuZn-SOD), mangan
superoksid dismutazu (Mn-SOD) i ekstracelularnu superoksid dismutazu (EC-SOD). Mn-
SOD lokalizirana je u matriksu mitohondrija, a EC-SOD u izvanstaniénom matriksu, posebno
u podruc¢jima koja sadrze velike koli¢ine kolagenih vlakana tipa I i oko pluénih krvnih Zila.
CuZn-SOD i Mn-SOD zajedno djeluju kao ¢istac¢i Oz~ (4). H,0,, koji nastaje djelovanjem
SOD ili ksantin oksidaze, reducira se u vodu pomoc¢u CAT i plazma glutation peroksidaze
(GSH-Px). CAT veze NADPH kao redukcijski ekvivalent kako bi sprijecila oksidativnu
inaktivaciju enzima pomoc¢u H,O, dok se reducira u vodu. GSH-Px su tetramerni enzimi koji

sadrze aminokiselinu selenocistein unutar aktivnih mjesta. Za redukciju H,O, i lipidnih
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peroksida u odgovarajuce alkohole koriste tiole niske molekularne mase, kao $to je glutation
(GSH). Zajednicka karakteristika ovih antioksidansa je potreba za NADPH kao redukcijskim
ekvivalentom (4). GST su obitelj antioksidativnin enzima koji inaktiviraju sekundarne
metabolite kao Sto su aldehidi, epoksidi i hidroperoksidi. Tri glavne obitelji GST-a su
citosolni, mitohondrijski i mikrosomalni GST. Neenzimska obrana djeluje pomocu
antioksidansa male molekularne mase, kao $to su vitamini C i E. Vitamin C ulazi u endotelne
stanice gdje donira elektrone raznim radikalima, pri ¢emu je O:" jedan od najvaznijih (2).
Vitamin E djeluje povoljno na oksidativni status smanjujuci peroksidaciju lipida, te je glavna
obrana oste¢enja membrane (2). GSH zastupljen je u svim dijelovima stanice a djelovanjem
GSH-Px detoksificira H,O, i lipidne perokside. Donacijom protona lipidima membrane Stiti
membranu od napada lipida, te ima ulogu u pretvorbi vitamina C i E natrag u njihove aktivne
oblike (4).

1.2. Biljezi oksidativnog stresa

Molekule koje su modificirane interakcijama s ROS-om u svom mikrookruzenju
klasificiraju se kao biomarkeri oksidativnog stresa i koriste se za njegovo mjerenje (5).
Najbolja metoda za mjerenje oksidativnog stresa je otkrivanje promjena u razinama produkata
oksidacije endogenih molekula kao $to su lipidi, proteini ili DNA (6). Kljuéna znacajka
valjanosti biljega je uzro¢na uloga oksidativne modifikacije na funkciju stanica, organa i
sustava (5). Drugi ¢imbenici koji utjeGu na njihovu primjenjivost: jednostavnost dobivanja
odgovaraju¢eg bioloSkog uzorka, stabilnost biomarkera, specificnost i ponovljivost testa
koristenog za mjerenje modifikacije (5). U nastavku teksta opisani su biomarkeri oksidativnog
stresa koji se obi¢no koriste za dokazivanje oksidativnog stresa u KVB. Glavni enzim za
stvaranje ROS-a je mijeloperoksidaza (MPO). MPO je hemoprotein koji katalizira pretvorbu
H,0, u *OH, ONOO-, hipoklorastu kiselinu (HOCI) i NO,. ROS nastao iz MPO moze
modificirati lipide, lipoproteine 1 proteine (5). Dokazano je da su poviSene razine MPO
povezane s prisutnoS¢u bolesti koronarnih arterijama, $to ga ¢ini vaznim biomarkerom
oksidativnog stresa za KVB (5). Lipidi su osjetljive mete oksidacije zbog svoje molekularne
strukture bogate reaktivnim dvostrukim vezama. Dva najbolje proucena biomarkera
peroksidacije lipida su izoprostani (IsoPs) i malondialdehid (MDA). Razine IsoPs su povisene
kod ishemije/reperfuzije miokarda i u aterosklerotskim lezijama u odnosu na normalno
vaskularno tkivo. On moZe sudjelovati u patogenezi ateroskleroze kroz ucinke na
vazokonstrikciju, agregaciju trombocita i proliferaciju vaskularnih glatkih misi¢nih stanica

(5). MDA je pokazatelj oksidativnog stresa u brojnim KVB, te ima potencijalnu ulogu u
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predvidanju progresija KVB i odgovora na terapije (5). Procjenjuje se da proteini mogu
ocistiti/izbaciti ve¢inu (50 — 75 %) stvorenih reaktivnih vrsta pri ¢emu visoko reaktivne vrste
osteuju nespecificna mjesta na proteinima, dok manje reaktivne vrste imaju vecu
selektivnost. Visoka varijabilnost reaktivnih mjesta za posljedicu ima Sirok spektar
posttranslacijskih modifikacija na proteinima ¢ija se kompozicija/struktura te hidrofobna i
hidrofilna svojstva mijenjaju zbog promjena u savijanju proteina. Ovaj proces utjeCe na
njihovu funkciju u ulozi receptora, enzima itd. Oksidacija proteina nastaje kao posljedica
reakcija izmedu proteinskih aminokiselinskih ostataka i ROS-a ili reaktivnih duSikovih vrsta
(RNS), poznato kao oksidativne modifikacije proteina. Oksidativne modifikacije proteina
dijele se u dvije kategorije; ireverzibilne i reverzibilne (7). Ireverzibilnim modifikacijama
pripadaju proteinski karbonili i protein nitrotirozin, a reverzibilnim modifikacije proteina
cisteinom. Jo$§ jedan biomarker KVB je oksidirani lipoprotein niske gusto¢e (OxLDL).
Stvaranje OxLDL dogada se unutar vaskularnih stijenki gdje ga preuzimaju makrofagi (5).
Kao posljedica aktivacije makrofaga sintetiziraju se ROS (8). Koncentracija OxLDL
povecava se proporcionalno s tezinom bolesti, te se pokazao kao dobar nacin predvidanja
bolesti koronarnih arterija u zdravih muskaraca $to nagovijeSta njegovu potencijalnu ulogu u
predvidanju raznih KVB (5). Takoder, pokazalo se da razine ROS-a utje€u na ekspresiju
kljuénih gena ukljucenih u regulaciju stani¢nog i sistemskog oksidativnog stresa (5). Jedan od
primjera je nuklearni faktor 2 povezan s eritroidom 2 (Nrf-2), transkripcijski faktor koji kao
odgovor na oksidativni stres pokre¢e povecano stvaranje brojnih stani¢nih antioksidativnih
enzima (9). Smanjena ekspresija ovih gena moze biti rezultat niske razine oksidativnog stresa
u sustavu, ili varijacije u individualnoj reakciji organizma, $to moze dovesti do vecih
oksidativnih oSte¢enja stanice Sto je potencijalno od velikog klinickog znacaja. No, jo§ uvijek
je potrebno ispitati koliko pouzdano profiliranje genske ekspresije u stanicama iz
Cestih/dostupnih bioloSkih uzoraka (poput uzorka krvi) reflektira ekspresiju gena unutar
kardiovaskularnog tkiva (5).

1.3. 8-izo-prostaglandin F2a

Jedni od najces¢ih biomarkera koji se koriste za mjerenje oksidativnog stresa su
produkti oksidacije arahidonske kiseline, F2-izoprostani, od kojih je najznacajniji 8-izo-
prostaglandin F2a (8-izo-PGF2a) koristen u ovom istrazivanju (6). Postoje dva mehanizma
stvaranja 8-izo-PGF2a, a to su kemijska peroksidacija lipida i enzimska peroksidacija lipida
posredovana prostaglandin-endoperoksid sintazama (PGHS). 8-izo-PGF2a nastaje kemijskom

peroksidacijom lipida inicijacijskim radikalom na maloj molekuli, a supstrat je slobodna
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viSestruko nezasi¢ena masna kiselina u otopini ili esterificirana masna kiselina u fosfolipide,
trigliceride ili kolesterol. Ovaj mehanizam ne rezultira stereo- i regio-selektivnom
oksidacijom izvornog lipida (6). U enzimskoj peroksidaciji lipida posredovanom PGHS-om,
8-iz0-PGF20 nastaje inicijacijskim tirozilnim radikalom smjeStenim na aktivhom mjestu
enzima PGHS. Supstrat je slobodna viSestruko nezasiCena masna kiselina, prostorno
ograniena unutar aktivnhog mjesta PGHS-a, te ovaj mehanizam rezultira stereo- i regio-
selektivnom oksidacijom (6). 8-izo-PGF2a se otpusta u cirkulaciju pomoc¢u fosfolipaza, a
potom se moze kvantificirati u tkivima, krvi i urinu. Koncentracija 8-izo-PGF2a moze se
mjeriti pomocu plinske kromatografije — masene spektrometrije, teku¢inske kromatografije —
masene spektrometrije, enzimski povezanog imunosorbentnog testa (engl. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay, ELISA) i radioimunotestova u uzorcima plazme i urina (5). Omjerom
8-iz0-PGF20/PGF20. to¢no se odreduje izvor 8-iz0o-PGF2a, te daje apsolutnu mjeru
oksidativnog stresa. Neovisnost cirkuliraju¢ih razina 8-izo-PGF2a o bubreznoj ili jetrenoj
funkciji omoguéuje mu da bude pogodan kao izravni pokazatelj produkcije 8-izo-PGF2a. i
oksidativnog stresa (5). Brojne studije na zivotinjskim i humanom modelu pokazale su da

razine 8-izo-PGF2a u uzorcima plazme i urina koreliraju s razinom oksidativnog stresa (5).
1.4. Utjecaj unosa soli na oksidativni stres

Pretjerani unos soli u prehrani sve je veci problem u cijelom svijetu, ukljucujuci
Hrvatsku. Prema dostupnim podatcima iz 2008. godine prosje¢ni dnevni unos soli u Hrvatskoj
bio je 11,6 g soli/dan - 13,3 g/dan za muskarce i 10,2 g/dan za Zene, §to je dvostruko vise od
preporucenog dnevnog unosa od strane Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) (5 ¢
soli/dan). Hrvatski zavod za javno zdravstvo 1 Ministarstvo zdravlja izradili su Strateski plan
za smanjenje prekomjernog unosa kuhinjske soli u RH 2015. — 2019. za 4% svake godine.
Podatci iz 2019. godine pokazali su da se dnevni unos soli u Hrvatskoj u posljednjih 12
godina smanjio za 1,6 g soli/dan (1,9 g soli/dan kod muskaraca 1 1,0 g soli/dan kod Zena), Sto
ukazuje na potrebu nastavka nastojanja da se unos soli u Hrvatskoj priblizi vrijednostima koje

preporucuje SZO (10).

Ranija istrazivanja potvrdila su da visoki unos soli (engl. high salt, HS) utjeCe na
porast krvnog tlaka zbog kojeg dolazi do razvoja i progresije arterijske hipertenzije i drugih
KVB (11). HS prehrana dovodi do niza stani¢nih i fizioloskih promjena koje osim §to mogu
uzrokovati povecanje arterijskog krvnog tlaka mogu pridonijeti 1 oSte¢enju organa i brojne

druge Stetne ucinke neovisne o krvnom tlaku (13). U posljednjih nekoliko desetljeca postalo
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je jasno da prekomjeran unos soli ima negativan utjecaj na vaskularnu i endotelnu funkciju,
neovisno o vrijednosti krvnog tlaka (11). Jedan od mehanizama koji dovodi do takvih
oste¢enja je smanjena biodostupnost NO-a te posljediéno smanjena 0 endotelu ovisna
dilatacija zbog povecanja razine oksidativnog stresa (11). Studije na eksperimentalnim
zivotinjama jasno su pokazale da povecana razina oksidativnog stresa, kao posljedica HS
prehrane, predstavlja klju¢ni mehanizam za razvoj endotelne disfunkcije. Dodatno, pokazalo
se da oksidativni disbalans ima klju¢nu ulogu u ostecenju endotelne mikrovaskularne funkcije
izazvanom HS prehranom i kod zdravih pojedinaca. Na primjer, Greaney i sur. izvijestili su
da lokalna primjena askorbinske kiseline (vitamin C) ublazava ili poniStava oStecenje
mikrovaskularne endotelne funkcije uzrokovano 7-dnevnom HS dijetom u normotenzivnih
odraslih osoba (14). Bari¢ i sur. pokazali su da je 7-dnevna HS dijeta dovela do smanjenja
antioksidativnog kapaciteta 1 povecanja oksidativnog stresa neovisno o krvnom tlaku kod
zdravih pojedinaca, ali takoder da je poboljSana antioksidativna obrana primjenom vitamina C
I vitamina E tijekom HS prehrane ponistila te promjene u oksidativnom statusu i sprijecila
oSte¢enje periferne mikrovaskularne endotelne funkcije koje je primijeeno s unosom HS
(11). No, ostecenja mogu ukljucivati i druge endotelne vazoaktivne putove, osim NO-a, kao
Sto su putovi posredovani vazodilatatorskim i/ili vazokonstriktorskim metabolitima
arahindonske kiseline. Zbog visokog unosa soli kod zdravih osoba dolazi do povecanja
peroksidacije lipida i serumske koncentracije 8-izo-PGF2a koji potencijalno doprinose
oSte¢enju mikrovaskularne reaktivnosti i u zdravih pojedinaca (11). Jedan od prvih znakova
endotelne disfunkcije je oslabljena mikrovaskularna reaktivnost na razli¢ite podrazaje, $to
predstavlja rani i jo$ uvijek reverzibilni patoloski dogadaj u razvoju KVB (11). Takoder,
dokazano je da HS prehrana u zdravih osoba smanjuje i dilataciju posredovanu protokom
brahijalne arterije neovisno o promjenama krvnog tlaka (11). Novija istraZivanja upucuju da
oksidativni stres ima glavnu ulogu u patofiziologiji mnogih razli¢itih zdravstvenih

poremecaja, ukljuc¢ujuc¢i komplikacije trudnoce (3).
1.5. Oksidativni stres u trudno¢i

Za razvoj fetalnih tkiva i organa potrebna je opskrba odgovaraju¢om koli¢inom
hranjivih tvari i kisika, a ROS nastali tijekom trudnoce utjecu na replikaciju, diferencijaciju i
sazrijevanje stanica u razvoju. Zbog brojnih anatomskih, fizioloskih i metaboli¢kih promjena,
osobito u drugoj polovici trudnoée, dolazi do povecane proizvodnje ROS-a (15). NADPH
stvara znacajnu koli¢inu O2"" aniona tijekom trudnoce, osobito u ranoj trudno¢i. Uzrok tome

je povecani bazalni metabolizam, povecana potro$nja kisika i koriStenje masnih kiselina kao
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primarnog izvora energije. U posljednjem tromjesecju povecava se inzulinska rezistencija,
katabolizam masti i oslobadanje masnih kiselina, te kao posljedica ovih procesa povecana je
proizvodnja H,O, (15). Posteljica, koja sadrzi veliki broj mitohondrija, jedan je od glavnih
izvora prooksigenata, te razvojem trudnoce, odnosno povecanjem mase posteljice, raste i
proizvodnja ROS-a, H,0O,, OH- i NO". Brojna istrazivanja dokazuju da oksidativni stres moze
imati $tetan utjecaj na trudnocu, zdravlje trudnice i razvoj fetusa (15). Oksidativni stres moze
uzrokovati nepravilnu implantaciju embrija, spontani pobacaj, prijevremeni porod, nisku
porodajnu masu fetusa, hipertenzivne poremecaje u trudnoci poput preeklampsije, te razne
malformacije (15). Do ovih poremecaja najceS¢e dolazi zbog nedovoljne opskrbe fetusa
hranjivim tvarima i kisikom zbog hipoplazije i abnormalne funkcije posteljice. Pietryga M. i
suradnici otkrili su u serumu trudnica koje su imale visok rizik od fetalnih malformacija
poviSene razine biljega oksidativnog stresa tijekom prvog prenatalnog pregleda u 11. — 14.
tjednu gestacije (16). Takoder, potvrdili su znacajnu razliku razine oksidativnog stresa kod
pacijentica sa zdravim i bolesnim fetusima (16). Kako bi se posteljica pravilno razvijala nuzan
je uravnotezen metabolizam kisika, a relativno nizak tlak kisika u korionu sprecava
prekomjernu proizvodnju ROS-a, §titi embrio i fetus od Stetnih i teratogenih u¢inaka ROS-a.
Ukoliko dode do znacajnog povecanja oksidativnog stresa i smanjenja antioksidativne obrane
moze do¢i do spontanog pobacaja (15). U usporedbi s normalnim razvojem trudnoce, kod
pacijentica koje su imale spontani pobacaj u prvom tromjesecju uocene su povisene razine
biljega oksidativnog stresa u placenti, povecana apoptoza i smanjena proliferacija trofoblasta,
te smanjena ekspresija gena odgovornih za mitohondrijsku funkciju u placenti (15). Trudnoce
komplicirane preeklampsijom imaju vecu razinu oksidativnog stresa u odnosu na normalne
trudnoce. Preeklampsija je viSesistemski poremecaj karakteriziran pojavom hipertenzije i
proteinurije koji nastaje u periodu od 20. tjedna trudno¢e do mjesec dana nakon poroda (17).
Smatra se da je preeklampsija povezana s abnormalnom placentacijom i jakim upalnim
vaskularnim odgovorom majke uzrokovana upravo disfunkcijom vaskularnog endotela (18).
U normalnim trudno¢ama fetalni citrofoblasti pospjesuju Sirenje vaskularne mreze napadom
na spiralne arteriole majke. Ukoliko je trofoblasticni napad abnormalan dolazi do promjene u
vaskularnom preoblikovanju i ishemiji placente koja posljedicno dovodi do preeklampsije.
Brojna istrazivanja potvrdila su utjecaj oksidativnog stresa na razvoj bolesti posteljice (18).
Uocene su povecane razine mitohondrijskih proteina, markera peroksidacije lipida 1 aktivnosti
ksantin oksidaze u uzorcima placente iz preeklampti¢nih trudno¢a u odnosu na normalne
trudnoce (18). U lumenu placentarnog ER-a sintetiziraju se i oblikuju proteini, a poremec¢ajem

normalnih homeostatskih uvjeta, kao $to je oksidativni stres izazvan hipoksijom, dovodi do
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porasta luminalnih pogresno savijenih proteina, §to moze dovesti do stani¢ne apoptoze (18).
Ovaj put apoptoze, kao i oSteenja u membranskim lipidima, proteinima te jezgrine i
mitohondrijske DNA moze doprinijeti ograni¢enju rasta fetusa i pospjesiti preeklampsiju kod
majke. U normalnoj trudno¢i kako bi se odrzala hemodinamicka ravnoteza sudjeluju brojni
cirkuliraju¢i ¢imbenici kao S§to su vazodilatacijski prostaglandini (PGI2 i PGE), dok u
preeklampti¢nim trudno¢ama prevladavaju vazokonstrikcijski prostaglandini (tromboksan A2
i PGF2a) koji su pouzdani markeri oksidativnog stresa (18).



2. HIPOTEZA

2. HIPOTEZA

Zdrave trudnice u tre¢em tromjesecju trudnoce koje unose vise od 7,5 grama kuhinjske
soli dnevno imaju poviSenu razinu oksidativnog stresa u usporedbi sa zdravim trudnicama

koje unose manje od 7,5 grama kuhinjske soli dnevno.



3. CILJEVI

3. CILJEVI

Cilj ovog istrazivanja je istraziti imaju li zdrave trudnice u treCem tromjesecju
trudnoce koje unose vise od 7,5 grama soli vecu razinu oksidativnog stresa u usporedbi sa

zdravim trudnicama koje unose manje od 7,5 grama soli dnevno.
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4. MATERIJALI | METODE
4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je ustrojeno kao presje¢na opservacijska studija (cross-sectional study) u
kojoj se svim ispitanicima uzimanje podataka, uzorkovanje i mjerenje vrSilo u jednoj

vremenskoj tocki.
4.2. Ispitanici

Ispitanice ukljucene u ovo istrazivanje su zdrave trudnice u razdoblju izmedu 37. i 40.
tjedna gestacije. U istrazivanju je ukupno sudjelovala 61 zdrava trudnica; 31 ispitanica u
skupini s normalnim unosom soli (engl. normal salt, NS) i 30 ispitanica u HS skupini.
Prilikom prvog posjeta opsteticaru/ginekologu na Klinici za ginekologiju i opstetriciju
Klini¢kog bolni¢kog centra Osijek ispitanice su regrutirane i detaljno informirane o protokolu,
postupcima i intervencijama koje ovo istrazivanje ukljucuje, te su sve potpisale informirani
pristanak za sudjelovanje u istrazivanju. Isklju¢ni kriteriji za sudjelovanje u ovom istrazivanju
su puSenje, hipertenzija, trombofilija, koriStenje niskomolekularnog heparina, koronarna
bolest srca, bubrezna bolest, dijabetes, bolesti perifernih arterija, kroni¢na vaskularna bolest te
sve ostale bolesti koje utjecu na vaskularnu i endotelnu funkciju nastale prije zaceca i tijekom
trudnoce. Tijekom regrutacije, ispitanice su dobile detaljne upute za prikupljanje 24-satnog
urina, te je tijekom iduceg posjeta opsteti¢aru/ginekologu uzet uzorak prikupljenog 24-satnog
urina i uzorak venske krvi. Istrazivanje je odobreno od strane Etickog povjerenstva
Medicinskog fakulteta u Osijeku (KLASA: 602-04/23-08/03; URBROJ: 2158-61-46-23-101).

4.3 Metode

Svim trudnicama izmjerena je tjelesna visina i masa, te je na temelju podataka iz
trudnicke knjiZice odreden indeks tjelesne mase (ITM) prije trudnoée kao i prirast tjelesne

mase u trudnodi.

Analiza uzoraka 24-satnog urina provedena je u Klinickom zavodu za laboratorijsku
dijagnostiku Klinickog bolnickog centra Osijek. Odredivanje cjelovitosti prikupljanja 24-
satnog urina se izvodilo u automatskom programu u laboratoriju koji racuna koeficijent
kreatinina prema zadanoj formuli iz vrijednost kreatinina u urinu, tjelesne mase i volumena
24-satnog urina. U uzorcima 24-satnog urina izmjeren je klirens kreatinina te koncentracija

natrija, kalija i ureje. Dnevni unosa kuhinjske soli u gramima (g) izracunat je iz podatka o
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molarnom izlu¢ivanje natrija u uzorcima 24-satnog urina pomoc¢u odgovarajuce formule [1-g
salt (NaCl) = 393.4 mg Na = 17.1 mmol Na]. Ispitanice su podijeljene u dvije skupine, ovisno
0 procijenjenom dnevnom unosu soli na temelju 24-satne natrijureze, i to na skupinu onih

trudnica C€iji je dnevni unos kuhinjske soli manji ili jednak 7,5 g soli dnevno (NS skupina), i

skupinu ¢iji je dnevni unos kuhinjske soli ve¢i od 7,5 g (HS skupina).

Odredivanje serumske koncentracije biljega oksidativnog stresa 8-izo-PGF2a
provedeno je u Laboratoriju za molekularnu i klini¢ku imunologiju Katedre za fiziologiju i
imunologiju Medicinskog fakulteta Osijek. Za odredivanje serumske koncentracije 8-izo-
PGF2a koristen je komercijalno dostupni ELISA kit (MyBioSource, MBS700957, San Diego,
CA, USA). ELISA je enzimski povezani imunosorbentni test koji za detekciju 8-izo-PGF2a
koristi tehniku kompetitivne inhibicije enzima. ELISA ima visoku osjetljivost i specificnost
detekcije 8-izo-PGF2a; koncentracijsko podrucje ove metode je 125 pg/ml-5000 pg/ml, a
koeficijent varijacije unutar i izmedu testova je manji od 15 %. U ovom istraZivanju odredena
je serumska koncentracija 8-izo-PGF2a. Uzorkovana venska Krv ispitanika centrifugirana je
10 minuta na 3600 RPMI. Serum je bio pohranjen na - 80°C do izvodenja pokusa. Priprema
reagensa radila se s destiliranom vodom u graduiranim spremnicima neposredno prije
izvodenja ELISA na sobnoj temperaturi. Prvi reagens je peroksidaza hrena (HRP) konjugirana
s 8-iz0-PGF2a u omjeru 1:10. Drugi reagens je otopina za ispiranje (1x), koju je bilo potrebno
razrijediti s 15 ml koncentrata (20x) u destiliranoj vodi kako bi se pripremilo 300 ml pufera za
ispiranje (1x). U ELISA Kkitu za detekciju 8-izo-PGF2a nalazi se mikrotitarska ploca koja je
prethodno oblozena anti-ze¢jim antitijelima iz koze. U jazice koje su se koristile u pokusu
postavila se slijepa proba bez ikakve otopine, dodalo se 50 ul standarda ili uzorka po jazici i
50 pl otopine HRP-konjugata u svaku jazicu osim u one jaZice u kojima se nalazi slijepa
proba, potom se dobro promijesalo i inkubiralo jedan sat na 37 °C. Nakon zavr$ene inkubacije
jazica se aspirirala i ispirala u dva ponovljena puta. JaZica se ispirala tako da se u svaku jaZicu
dodalo 200 pl pufera za ispiranje i ostavilo se 10 sekundi, nakon posljednjeg ispiranja
aspirirao se sav preostali pufer. U sljedecem koraku u svaku jazicu je dodano 50 pl supstrata
A i1 50 pl supstrata B, koji su dobro izmijesani i inkubirani 15 min na 37 °C. Dodavanjem
supstrata doslo je do razvoja boje. Unutar 10 min od posljednjeg koraka odredena je opticka
gustoca svake jazice pomocu ¢ita¢a mikroploc€ica postavljenog na 450 nm, odnosno mjeren je
intenzitet boje koji je proporcionalan koncentraciji 8-izo-PGF2a u uzorku. Za dobivanje
koncanog rezultata ratunao se prosjek dvostrukih ocitanja za svaki standard 1 uzorak od kojih

se oduzimala prosjeéna opticka gustoca slijepog uzorka. Mjerenje intenziteta obojenja,
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odnosno apsorbance, mjerila se pomocu spektrofotometra uz koriStenje standardne krivulje
(PR 3100 TSC Microplate Reader, BioRad Laboratories, Hercules, California). Kalibracijska
krivulja se radila iz pet tocaka, a intenzitet obojenja je proporcionalan koncentraciji analita u

uzorku.
4.4 Statisticke metode

Svi rezultati su opisani aritmeti¢kom sredinom i standardnom devijacijom. Normalnost
raspodjele varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Razlike normalno raspodijeljenih
varijabli mjerenih u dvije skupine ispitanica (NS i HS skupina) usporedivane su pomocu
Studentovog t-testa za nezavisne uzorke (engl. Student t-test). Kada varijable nisu normalno
raspodijeljene, primjenjivao se Mann-Whitney test sume rangova (engl. Mann-Whitney Rank
Sum Test). Povezanost (korelacija) izmedu odgovarajucih varijabli odredena je Pearsonovim
ili Spearmanovim korelacijskim testom, ovisno o normalnosti distribucije podataka. Razina
statistiCke znacajnosti postavljena je na Alpha = 0,05. Za statisticku analizu koriSten je

program SigmaPlot (version11.2, Systat Software, Inc, Chicago, USA).
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U ovom istrazivanju ispitano je imaju li zdrave trudnice u tre¢em tromjesecju trudnoce
koje konzumiraju veliku koli¢inu kuhinjske soli vecu razinu oksidativnog stresa u usporedbi
sa zdravim trudnicama koje konzumiraju normalnu koli¢inu soli. U istrazivanju je sudjelovala

ukupno 61 zdrava trudnica uredne trudnoce, 31 u NS skupini i 30 u HS skupini.

Opce karakteristike ispitanica prikazane su u Tablici 1. Nije bilo statisti¢ki znacajne
razlike u dobi trudnica, trajanju trudnoc¢e, ITM prije trudnoce te prirastu tjelesne trudnoce
izmedu NS i HS skupine trudnica. Ovi rezultati ukazuju da su skupine trudnica koje
konzumiraju NS odnosno HS bile uniformne prema dobi, gestacijskoj dobi, te prirastu tjelesne
mase u trudnoc¢i. Takoder, nije bilo statisticki znacajne razlike u vrijednostima sistolickog,

dijastolickog i srednjeg arterijskog tlaka izmedu NS 1 HS skupine zdravih trudnica.

Tablica 1. Opce karakteristike trudnica u tre¢em tromjeseju trudnoce koje konzumiraju
normalne (NS) i velike koli¢ine kuhinjske soli (HS). Rezultati su prikazani aritmetickom

sredinom i standardnom devijacijom (SD).

Skupina NS HS P vrijednost
Varijabla

N 31 30

Dob (godine) 30 (5) 29 (4) 0,777
Trajanje trudnoce (tjedni) 37,9(0,8) | 37,6 (0,5 0,168
ITM prije trudnoce (kg/m2) 23,9 (4,7) | 23,4(3,4) 0,615
Prirast tjelesne mase u trudno¢i (kg) 145 (5,7) | 15,8 (5,7) 0,405
Sistolicki arterijski tlak (mmHg) 111 (8) 110 (11) 0,672
Dijastolicki arterijski tlak (mmHg) 75 (6) 73 (6) 0,202
Srednji arterijski tlak (mmHg) 87 (6) 85 (6) 0,301
NS- normalan unos soli; HS- velik unos soli; N- broj ispitanika.

Rezultati analize 24-satnog urina ispitanica prikazani su u Tablici 2. Klirens kreatinina
bio je statisticki znafajno veé¢i u HS skupini trudnica u usporedbi s NS skupinom.
Koncentracije natrija i kalija izlu¢enog u 24-satnom urinu su bile statisticki znacajno vece u
HS skupini trudnica u usporedbi s NS skupinom. Prosjecan dnevni unos kuhinjske soli
izraCunat iz vrijednosti 24-satne natrijureze kod ispitanica NS skupine bio je 6,0 (1,1) g/dan, a
kod ispitanica HS skupine 10,5 (1,7) g/dan.
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Tablica 2. Analiza 24-satnog urina trudnica u tre¢em tromjese¢ju trudnoce koje konzumiraju

normalne (NS) i1 velike koli¢ine kuhinjske soli (HS). Rezultati su prikazani aritmetiCkom

sredinom i standardnom devijacijom (SD).

Skupina

NS HS P vrijednost
Varijabla
N 31 30
Klirens kreatinina (umol/24h/kg) 112 (41) 126 (22) 0,025
Natrij (mmol/dU) 102,6 (20,1) | 179,6 (29,2) <0,001
Kalij (mmol/dU) 49,3 (21,2) 69,2 (19,0) 0,016
Dnevni unos kuhinjske soli (g/dan) 6,0 (1,1) 10,5 (1,7) <0,001
NS- normalan unos soli; HS- velik unos soli; N- broj ispitanika.

Serumska koncentracija mjerenog biljega oksidativnog stresa, 8-izo-PGF2a, bila je
statisticki znacajno ve¢a u HS skupini trudnica u usporedbi sa NS skupinom (8-izo-PGF2a
pg/mL NS 173 (48) u usporedbi s HS 203 (43), P = 0,014). Serumska koncentracija 8-izo-

PGF2a u NS i1 HS skupini trudnica u tre¢em tromjesecju trudnoce prikazana je na Slici 2.

8-izo-prostaglandin F2o (8-izo-PGF2a.)
300+

2004

pg/mL

100+

NS HS

Slika 2. Serumska koncentracija 8-izo-prostaglandina F2a (8-iz0-PGF2a) trudnica u treCem
tromjesecju trudnoc¢e koje konzumiraju normalne (NS) 1 velike koli¢ine kuhinjske soli (HS).
Rezultati su prikazani aritmeti¢kom sredinom i standardnom devijacijom (SD), pri ¢emu
stupic¢i prikazuju aritmeti¢ku sredinu, a okomite linije s granicnikom standardnu devijaciju.

* Studentov t-test za nezavisne uzorke, P = 0,014.
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Slika 3. prikazuje povezanost (korelaciju) izmedu dnevnog unosa kuhinjske soli i
serumske razine biljega oksidativnog stresa 8-izo-PGF2a. Postojala je slaba ali znacajna
pozitivna povezanost izmedu dnevnog unosa kuhinjske soli i serumske koncentracije 8-izo-

PGF2a u populaciji trudnica u tre¢em tromjesecju trudnoce (R = 0,269, P = 0,038).
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Dnevni unos kuhinjske soli (g)
Slika 3. Povezanost (korelacija) izmedu dnevnog unosa kuhinjske soli i serumske razine
biljega oksidativnog stresa 8-izo-prostaglandina F2a (8-iz0-PGF2a) u populaciji zdravih

trudnica u tre¢em tromjesec¢ju uredne trudnoce. Postojala je slaba pozitivna korelacija izmedu

dnevnog unosa kuhinjske soli i serumske koncentracije 8-izo-PGF2a.
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Posljednjih nekoliko godina sve se viSe pozornosti pridaje utjecaju okolisa, stilu Zivota
i komorbiditetu na oksidativnu ravnotezu tijela i moguéi utjecaj na abnormalnosti povezane s
razvojem fetusa i ishodom trudnoée (15). Pojam oksidativni stres odnosi se na neravnotezu
izmedu proizvodnje ROS-a i sposobnosti tijela da neutralizira njihove Stetne ucinke
antioksidativnom obranom. Sve veéi broj istraZivanja usmjeren je na ispitivanje utjecaja
oksidativnog stresa u trudno¢i na zdravlje majke i fetusa. Brojna istrazivanja ukazuju na
¢injenicu da povecana razina oksidativnog stresa tijekom trudnoée moze imati Stetan utjecaj
na razvoj fetusa, ishod trudnoce, te zdravlje i majke i djeteta (15). Primjerice, povecana razina
oksidativnog stresa je povezana s nepravilnom implantacijom embrija, spontanim pobacajem,
prijevremenim porodom, niskom porodajnom masom fetusa, hipertenzivnim poremecajima u
trudno¢i, te raznim malformacijama (15). Upravo se nedovoljna opskrba fetusa hranjivim
tvarima 1 kisikom zbog hipoplazije 1 abnormalne funkcije posteljice nalazi u srediStu ovih

oksidativnim stresom uzrokovanih poremecaja.

U ovoj presjecnoj studiji ispitano je imaju li zdrave trudnice u treem tromjesecju
trudnoce, a koje konzumiraju veliku koli¢inu kuhinjske soli, ve¢u razinu oksidativnog stresa u
usporedbi sa zdravim trudnicama koje konzumiraju normalnu koli¢inu kuhinjske soli. U
istrazivanju je sudjelovala ukupno 61 zdrava trudnica uredne trudnoce, 31 u NS skupini 1 30 u

HS skupini.

Rezultati analize 24-satnog urina ispitanica pokazali su da su klirens kreatinina, te
koncentracije natrija i kalija bile statisticki znacajno ve¢e u HS skupini trudnica u usporedbi s
NS skupinom. U studiji koju su proveli Bari¢ i sur. u zdravoj populacije rezultati su bili nesto
razli€iti; koncentracija natrija bila je statisticki znacajno veca u HS skupini u odnosu na NS
skupinu, dok klirens kreatinina i koncentracija kalija nisu bile statisti¢ki znacajno razlicite u
ispitanika na niskoslanoj i visokoslanoj dijeti (11). U ovom istraZzivanju, iako je 24-satni
klirens kreatinina bio unutar referentnih vrijednosti i u NS i u HS skupini trudnica, opaZeni
vedi klirens u HS skupini trudnica moZe ukazati da bi opterec¢enje solju moglo biti povezano s
povecanjem perfuzijskog tlaka bubrega tijekom zdrave trudnoce. Ako se uzme u obzir da je
glomerularna hiperfiltracija snazan 1 neovisan prediktor KVB, osobito u osoba s
hipertenzijom, rezultati ove studije mogu sugerirati da bi bubrezna vaskulatura zdravih
trudnica mogla biti ranjivija od one populacije koja nije trudna. Medutim, to tek treba istraziti

u daljnim studijama.
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6. RASPRAVA

Studije na eksperimentalnim Zivotinjama jasno su pokazale da povecani oksidativni
stres predstavlja kljuéni mehanizam u razvoju endotelne disfunkcije u uvjetima HS prehrane.
Dodatno, pokazalo se da oksidativni disbalans ima klju¢nu ulogu u oStecenju endotelne
mikrovaskularne funkcije izazvanom prehranom HS i kod zdravih pojedinaca. Greaney i sur.
izvijestili su da lokalna primjena askorbinske Kiseline (vitamina C) ublazava ili ponisStava
oste¢enje mikrovaskularne endotelne funkcije uzrokovano HS prehranom u normotenzivnih
odraslih osoba (14). Studija Bari¢ i sur. pokazala je da je 7-dnevna HS dijeta dovela do
smanjenja antioksidativnog kapaciteta i povecanja oksidativnog stresa neovisno o promjeni
krvnog tlaka kod zdravih osoba (11). Ovo istrazivanje takoder je pokazalo znafajno visu
razinu serumskih biomarkera oksidativnog stresa, tj. 8-izo-PGF2a u uvjetima HS, kao i slabu
pozitivnu korelaciju izmedu unosa soli i 8-iz0-PGF2a. Ovo je u skladu s podatcima kod Zena
koje nisu trudne (11) i ukazuje da disfunkcija endotela uzrokovana HS-om tijekom trudnoce
moze biti posredovana oksidativnim stresom. Endotelna disfunkcija tijekom trudnoce, koju
karakteriziraju promijenjena bioraspolozivost NO i prekomjerna proizvodnja ROS-a, smatra
se jednim od glavnih uzroka preeklampsije (19, 20). Pokazano je da zene s preeklampsijom
imaju poveéane razine biljega oksidativnog stresa u plazmi, a ukupni antioksidativni status
majke kod preeklampsije je smanjen (21). Slaba pozitivna korelacija izmedu dnevnog unosa
soli i 8-izo-PGF2a jo$ jednom ukazuje da bi poveéani oksidativni stres mogao predstavljati

potencijalnu vezu izmedu unosa HS i oSte¢enja endotela.
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7. ZAKLJUCAK

7. ZAKLJUCAK

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na c¢injenicu da zdrave trudnice u tre¢em
tromjesecju koje unose vise od 7,5 grama soli imaju vecu razinu oksidativnog stresa u

usporedbi sa zdravim trudnicama koje unose manje od 7,5 grama soli dnevno.
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8. SAZETAK

8. SAZETAK

CILJEVI ISTRAZIVANJA: Cilj istrazivanja bio je ispitati imaju li zdrave trudnice u treéem
tromjese¢ju trudnoée koje unose vise od 7,5 grama soli vecu razinu oksidativnog stresa u

usporedbi sa zdravim trudnicama koje unose manje od 7,5 grama soli dnevno.

NACRT STUDIJE: Istrazivanje je ustrojeno kao presjecna opservacijska studija (cross-
sectional study) u kojoj se svim ispitanicima uzimanje podataka, uzorkovanje i mjerenje vrsilo

u jednoj vremenskoj tocki.

MATERIJALI | METODE: U istrazivanju je sudjelovala 61 zdrava trudnica izmedu 37. i
40. tjedna gestacije koje su ovisno o procijenjenom dnevnom unosu kuhinjske soli bile
podijeljene u skupinu koja je uzimala < 7.5 g soli/dan (NS) i skupinu koja je uzimala >7.5 g
soli/dan (HS). Kod svih ispitanica odredena je serumska koncentracija biljega oksidativnog

stresa 8-izo-prostaglandina F2a (8-iz0-PGF2a) pomoc¢u komercijalno dostupno ELISA kit-a.

REZULTATI: Prosje€an dnevni unos kuhinjske soli izracunat iz vrijednosti 24-satne
natrijureze kod ispitanica NS skupine bio je 6,0 (1,1) g/dan, a kod ispitanica HS skupine 10,5
(1,7) g/dan. Serumska koncentracija 8-izo-PGF2a bila je statisticki znacajno veca u HS
skupini trudnica u usporedbi sa NS skupinom (8-izo-PGF2a pg/mL NS 173 (48) u usporedbi s
HS 203 (43), P = 0,014). Postojala je slaba ali znacajna pozitivna povezanost izmedu dnevnog
unosa kuhinjske soli i serumske koncentracije 8-izo-PGF2a u populaciji trudnica u treCem
tromjesecju trudnoce (R = 0,269, P = 0,038).

ZAKLJUCAK: Zdrave trudnice u treéem tromjese¢ju koje unose vise od 7,5 grama soli
imaju vecu razinu oksidativnog stresa u usporedbi sa zdravim trudnicama koje unose manje

od 7,5 grama soli dnevno.

KLJUCNE RIJECI: oksidativni stres, 8-izo-prostaglandin F2a, unos soli, trudno¢a
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9. SUMMARY

9. SUMMARY

THE EFFECT OF DAILY SALT INTAKE ON 8-1SO-PROSTAGLANDIN F2A
SERUM CONCENTRATION IN THE POPULATION OF HEALTHY PREGNANT
WOMEN IN THE THIRD TRIMESTER OF PREGNANCY

OBJECTIVES: This study aimed to investigate whether healthy pregnant women in the third
trimester of pregnancy who consume more than 7.5 grams of salt daily have a higher level of
oxidative stress compared to healthy pregnant women who consume less than 7.5 grams of

salt per day.

STUDY DESIGN: This was a cross-sectional observational study in which data collection,

sampling and measurement were performed for all subjects at one time point.

MATERIALS AND METHODS: 61 healthy pregnant women between the 37th and 40th
week of gestation participated in the study, who, depending on the estimated daily intake of
table salt, were divided into a group that took < 7.5 g of salt/day (NS) and a group that took >
7.5 g of salt/ day (HS). In all subjects, the serum concentration of the oxidative stress
biomarker 8-iso-prostaglandin F2a (8-iso-PGF2a) was determined using a commercially
available ELISA Kkit.

RESULTS: The average daily intake of table salt calculated from the 24-hour natriuresis in
the NS group was 6.0 (1.1) g/day, and in the HS group 10.5 (1.7) g/day. The serum
concentration of 8-is0-PGF2a was statistically significantly higher in the HS group of
pregnant women compared to the NS group (8-iso-PGF2a pg/mL NS 173 (48) compared to
HS 203 (43), P = 0.014). There was a weak but significant positive correlation between daily
table salt intake and serum 8-iso-PGF2a concentration in the population of pregnant women
in the third trimester of pregnancy (R = 0.269, P = 0.038).

CONCLUSION: Healthy third-trimester pregnant women who consume more than 7.5 grams
of salt per day have higher levels of oxidative stress compared to healthy pregnant women

who consume less than 7.5 grams of salt per day.

KEY WORDS: oxidative stress, 8-iso-prostaglandin F2a, salt intake, pregnancy
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