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Longitudinalne promene parametara za procenu insulinske
rezistencije, adipocitokina i markera formiranja kostiju kod zdravih

negojaznih trudnica

Rezime

Tokom normalne, nekomplikovane trudnoce dolazi do prolaznog razvoja
fizioloske insulinske rezistencije, intenziviranja oksidativnog stresa, kao i do promena u
parametrima lipidnog statusa majke, ali joS uvek nisu poznati svi mehanizmi koji uti¢u
na ove promene. Poslednjih godina se sve veéi znacaj u ovom kontekstu pridaje 1
tkivima koja su se tradicionalno posmatrala kao depo energije (masno tkivo), ili kao deo
potpornog i lokomotornog sistema (kost), a za koje je dokazano da produkuju niz
metabolicki aktivnih medijatora. U prva dva trimestra trudnoce majka skladiSti najveci
deo nutrijenata koje unosi. Poslednji trimestar trudnoce karakteriSe ubrzan rast fetusa i
pojacan transfer nutrijenata kroz placentu i zbog toga kod majke dolazi do intenziviranja
katabolickih procesa, kao i do razvoja fizioloske rezistencije tkiva na insulin. Tokom
trudnoce razvija se lipidni profil koji se kod negravidnih Zena smatra proaterogenim.
Takode dolazi i do porasta koncentracije HDL-holesterola, koji ima ateroprotektivna,
antiinflamatorna i antioksidativna svojstva. Slobodni kiseonikovi radikali nastaju u
aerobnom metabolizmu i igraju zna¢ajnu ulogu kao sekundarni glasnici. S druge strane,
to su visoko reaktivna jedinjenja koja reaguju sa bioloSkim molekulima i dovode do
njihovog ostecenja. Zato postoji niz mehanizama antioksidativne zastite u organizmu.
Poremecaj njihove ravnoteze, u kome dolazi do stvaranja viska reaktivnih radikala,
dovodi do oksidativnog stresa. Trudnoca je stanje koje karakteriSe pove¢ana podloznost
oksidativnom stresu, a pracena je | kompenzatornim povecanjem koncentracije
parametara koji spadaju u sistem antioksidativne zastite. U trudno¢i dolazi do fizioloske
regulacije urodenog imunskog odgovora radi prevencije odbacivanja fetusa. Masno
tkivo produkuje bioloski aktivne medijatore koji se nazivaju adipocitokini od kojih su
najznacajniji leptin i adiponektin. Trudnoc¢a se smatra stanjem centralne rezistencije na
leptin, koja bi mogla imati uticaj na akumulaciju energetskih zaliha i biti povezana sa
rastu¢om insulinskom rezistencijom. Moguce je i da je adiponektin jedan od medijatora

koji uti¢e na regulaciju metabolizma glukoze u trudno¢i. Trudnoca i laktacija su stanja u



kojima dolazi i do izrazenih promena u apsorpciji i prometu kalcijuma, Sto se odrazava
u promenama u koncentraciji parametara koStanog prometa. Osteokalcin je proizvod
osteoblasta koji nastaje u procesu formiranja kostiju, ali se smatra i da je ukljuen u
metabolizam glukoze. Malobrojne studije su ispitivale povezanost osteokalcina sa
metabolizmom glukoze u trudnodi, i one su se uglavnom bile fokusirane na trudnoce
pracene gestacionim dijabetesom. N-terminalni propeptid prokolagena tipa 1 (P1NP)
nastaje iz novosintetisanog kolagena. To je specifican marker formiranja kostiju i
smatra se da je metaboli¢ki neaktivan. Glavna dejstva vitamina D podrazumevaju
regulaciju koncentracije i prometa kalcijuma. Osim ovih dejstava, smatra se da ima
ulogu i u karcinogenezi, prevenciji kardiovaskularnih bolesti i dijabetesa, kao i u
imunskom odgovoru. Veliki broj studija je ustanovio S$iroku rasprostranjenost
insuficijencije vitamina D kod trudnica u razli¢itim populacijama, uklju¢ujuci i nasu. |
pored rastuceg broja ispitivanja koja se bave povezanoscu vitamina D 1 ishoda trudnoce,

njegova dejstva u trudnoéi jos uvek nisu u potpunosti rasvetljena.

Ovo istrazivanje je imalo za cilj ispitivanje longitudinalnih promena navedenih
parametara tokom nekoplikovane trudnoce i posle porodaja, i njihovih korelacija, radi
rasvetljavanja mehanizama razvoja i regulacije insulinske rezistencije u trudnodi.
Takode, cilj je bio i ispitivanje uticaja masnog tkiva i kosti, odnosno njihovih
proizvoda- leptina, adiponektina i osteokalcina, na metabolizam glukoze, lipidni i

redoks status kod zdravih, negojaznih trudnica.

U ovom longitudinalnom istrazivanju je uéestvovalo 38 zdravih negojaznih
trudnica koje su izvele trudno¢u do kraja i porodile se bez komplikacija, a sva
novorodencad su bila zdrava i dobila dobru ocenu na rodenju. Trudnice su tokom
trudnoce bile na preporu¢enom adekvatnom rezimu ishrane, sve su uzimale vitaminsku
suplementaciju po savetu lekara i bile nepusaci. Uzorkovanje je vrSeno u pet poseta: u
prvom trimestru, drugom trimestru, pocetkom treCeg trimestra, u kasnom treCem
trimestru i najmanje Cetiri nedelje posle porodaja. Ispitanicama je zabelezena starost,
gestaciona starost, izmerena visina, tezina i Krvni pritisak. Odredivani su slede¢i
parametri: glukoza, ukupni proteini, mokra¢na kiselina, aspartat aminotransferaza,
alanin aminotransferaza, ukupni holesterol, trigliceridi, HDL-holesterol, LDL-

holesterol, C-reaktivni protein, kompletna krvna slika; parametri insulinske rezistencije



— insulin, HOMA indeksi (HOMA-IR i HOMA-%B); adipocitokini - leptin i
adiponektin; parametri kostanog prometa - osteokalcin i PANP, 25-hidroksi-vitamin D i
parametri redoks statusa - totalni oksidativni status (TOS), totalni antioksidativni status
(TAS), prooksidativno-antioksidativni balans (PAB), tiobarbiturna kiselina reagujuce

supstance (TBARS) i ukupni sadrzaj sulthidrilnih (SH) grupa.

Pokazano je da se u trudno¢i razvija insulinska rezistencija tkiva majke, koja
dovodi do kompenzatornog povecanja produkcije insulina, pa su najvise vrednosti
insulina i HOMA-%B indeksa zabeleZene u kasnom treCem trimestru. Posle porodaja je
doslo do izrazenog pada vrednosti svih parametra insulinske rezistencije, $to znaci da je
ovaj proces u trudno¢i reverzibilan. Sve vreme trajanja trudnoce i posle porodaja
trudnice su bile normoglikemicne, §to znaci da je insulinska rezistencija bila adekvatno
kompenzovana dobro o¢uvanom funkcijom pankreasa. Koncentracija triglicerida je
rasla tokom trudnoc¢e, da bi posle porodaja doSlo do izrazenog pada u njihovoj
koncentraciji. Najve¢e koncentracije ukupnog i LDL-holesterola su uocene u trecem
trimestru. Specificnost promene lipidnog statusa u trudno¢i se ogleda u porastu
koncentracije HDL-holesterola koji ima ateroprotektivna dejstva. Trudnoca, a posebno
kasni tre¢i trimestar, period je koji karakteriSe pomeranje redoks balansa ka
oksidativnom stresu, pa dolazi do povecanja koncentracije TOS-a, TBARS-a i PAB-a,
da bi posle porodaja doslo do pada koncentracije navedenih parametara, kada su
vrednosti parametara antioksidativne zastite, TAS i ukupnih SH grupa, bile najvece.
Trudnoca ima blagi proinflamatorni potencijal, koji se odrazava na koncentraciju C-
reaktivnog proteina, ¢ija je koncentracija najvisa u drugom trimestru. Zabelezen je
postepeni porast koncentracije leptina do maksimalnih vrednosti pocetkom treceg
trimestra. Trudno¢a se smatra stanjem centralne rezistencije na leptin, koja kao i
insulinska rezistencija, verovatno ima za cilj neometano snabdevanje fetusa
nutrijentima. U tre¢em trimestru, leptin je nezavisno povezan sa indeksom telesne mase,
jer su izvori leptina u trudno¢i masno tkivo majke i placenta ¢iji porast tokom trudnoce
doprinosi porastu telesne teZine majke. Pozitivna korelacija leptina i insulina mozZe se,
bar delom, objasniti stimulatornim dejstvom insulina na produkciju leptina, ali moguce
je da leptin doprinosi razvoju rezistencije tkiva na insulin. Povezanost leptina i
oksidativnog stresa ogleda se u Cinjenici da je koncentracija leptina bila u pozitivnoj

korelaciji sa TOS-om u tre¢em trimestru. Leptin se smatra proinflamatornim



adipocitokinom, Sto potvrduje njegova pozitivna korelacija sa koncentracijom CRP-a u
treCem trimestru. U trudnoéi su dominantna periferna, direktna dejstva leptina na kost.
Na ovaj nac¢in on deluje stimulatorno na proces formiranja kostiju, $to se ogleda u
pozitivnoj korelaciji leptina sa osteokalcinom i P1NP-om. Primeéena je tendencija
smanjenja koncentracije adiponektina tokom trudnoée, mada ovo smanjenje nije bilo
statisticki znacajno. Adiponektin verovatno povecava osetljivost tkiva na insulin, a u
prilog tome ide Cinjenica da je njegova koncentracija u treCem trimestru bila u
negativnoj korelaciji sa koncentracijom leptina i insulina, i vrednostima HOMA-IR i
ITM, kao i sa koncentracijom glukoze. HDL-holesterol je bio nezavisno povezan sa
adiponektinom u treCem trimestru, $to ide u prilog tezi da su antiaterogena dejstva
adiponektina povezana sa HDL-lipoproteinskim cesticama. Koncentracija adiponektina
je bila u negativnoj korelaciji sa TOS-om, $to ukazuje na inverzan odnos adiponektina i
oksidativnog stresa. Najvece koncentracije osteokalcina i PLNP su zabelezene u kasnom
treCem trimestru i posle porodaja, $to ukazuje na intenziviranje procesa formiranja
kostiju u ovom periodu. Na ovaj proces verovatno uticu i insulin i leptin. Pozitivna
korelacija osteokalcina i1 parametara za procenu insulinske rezistencije moze biti i
posledica endokrinog dejstva osteokalcina na metabolizam glukoze, tako da je porast
koncentracije osteokalcina kompenzatorni mehanizam u stanju povecane insulinske
rezistencije. Koncentracija osteokalcina je bila u pozitivnoj Kkorelaciji i sa
koncentracijom triglicerida u treCem trimestru. Ovi rezultati idu u prilog hipotezi da
osteokalcin nije samo proizvod koji se oslobada u cirkulaciju prilikom formiranja
kostiju, ve¢ da svojim endokrinim dejstvom povezuje energetski metabolizam sa
metabolizmom kosti, a preko adiponektina i sa masnim tkivom. Osteokalcin je bio
nezavisno povezan samo sa koncentracijom TAS-a u treCem trimestru, $to se moze
objasniti pozitivnim uticajem antioksidanasa na proces formiranja kostiju. Promene u
koncetraciji 25(OH)D kao glavnog cirkuliSu¢eg markera statusa vitamina D u
organizmu su odrazavale sezonske promene. Deficijencija vitamina D je uo¢ena kod
priblizno 76% ispitivanih trudnica. 25(OH)D nije bio u znacajnoj korelaciji sa drugim
parametrima, $to je verovatno posledica njegovih kompleksnih dejstava prvenstveno na

nivou genoma.
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Longitudinal changes of insulin resistance parameters,
adipocytokines, and bone formation markers in healthy non-obese

pregnant women

Abstract

Normal uncomplicated pregnancy is characterized by a transient development of
physiological insulin resistance, intensifying of oxidative stress, as well as by changes
in maternal lipid status, but the mechanisms of these changes are still incompletely
understood. Tissues that are traditionally seen as energy storage (adipose tissue), or as a
part of the locomotor system (bones), produce a number of metabolically active
mediators. They are increasingly being recognized as a part of mechanisms of
aforementioned changes. During the first and second trimester, a major part of nutrients
is being stored. The third trimester is characterized by an accelerated fetal growth, so
the maternal catabolic processes intensify and the physiological insulin resistance
develops. The changes of maternal lipid status lead towards a more atherogenic state.
The HDL-cholesterol also increases, and it has atheroprotective, anti-inflammatory, and
antioxidative properties. Reactive oxidative species are products of oxidative
metabolism and they have an important role as second messengers. On the other hand,
they are highly reactive and can lead to a damage of biomolecules. They are normally
counterbalanced by different anti-oxidative mechanisms. The oxidative stress occurs
when the reactive species are produced in excess. Pregnancy is a state of increased
susceptibility to oxidative stress, due to an increased basal oxygen consumption. At the
same time, antioxidative mechanisms increase. The innate immune response is also
regulated during pregnancy, so that fetus doesn’t get rejected. Adipose tissue produces
biologically active mediators- adipocytokines, among which the most important are
leptin and adiponectin. Pregnancy is considered to be a state of central leptin resistance,
that might influence the accumulation of energy storage and could be connected to the
insulin resistance. Adiponectin is a possible mediator implicated in the regulation of the
glucose metabolism in pregnancy. Pregnancy and lactation are also associated with the
changes in calcium absorption and turnover. This is reflected in the changes of bone

turnover parameters in blood. Osteocalcin is an osteoblast product which is released



during bone formation, but it is also implicated in the glucose metabolism. Only a few
studies examined the interrelationships of osteocalcin and glucose metabolism in
pregnancy, and they were mainly focused on gestational diabetes. Procollagen type 1
aminoterminal propeptide (P1NP) is released as the type 1 collagen is synthesized. It is
a specific bone formation marker and is considered to be metabolically inactive.
Vitamin D is mainly implicated in the regulation of calcium concentration and turnover.
Apart from that, vitamin D is thought to have a role in carcinogenesis, cardiovascular
disease, and diabetes prevention, as well as in the immune response. Vitamin D
insufficiency in pregnant women is widely spread in different populations, including
ours. Even though there is a growing number of studies on associations between vitamin

D and pregnancy outcomes, its actions in pregnancy remain largely unknown.

The aim of this study was to explore the longitudinal changes of aforementioned
parameters during uncomplicated pregnancy and after delivery, as well as their
correlations, in order to elucidate mechanisms of insulin resistance development and
regulation in pregnancy. The aim was also to explore the influence of adipose tissue and
bone, i.e. their products — leptin, adiponectin, and osteocalcin, on glucose metabolism,

lipid and oxidative state in healthy, non-obese pregnant women.

38 healthy non-obese pregnant women participated in this longitudinal study,
and they all had a full-term pregnancy and delivery with no complications. All of the
newborns were healthy and with a good score. The participants were on an adequate
diet, they were non-smokers and took vitamin supplementation according to their
doctors’ advice. The sampling was performed on five occasions: in the first trimester, in
the second trimester, at the beginning of the third trimester, at the end of the third
trimester, and at least four weeks after delivery. Their age, gestational age, and height
were recorded, and their blood pressure and weight were measured at each visit. The
following blood parameters were measured: glucose, total proteins, uric acid, aspartate
aminotransferase, alanine aminotransferase, total cholesterol, triglycerides, HDL-
cholesterol, LDL-cholesterol, C-reactive protein, complete blood count; insulin
resistance parameters — fasting insulin, and HOMA indices (HOMA-IR i HOMA-%B);
adipocytokines — leptin and adiponectin; bone turnover parameters — osteocalcin and

P1INP, 25-hydroxi vitamin D and parameters of oxidative status — total oxidative status



(TOS), total antioxidative status (TAS), prooxidative-antioxidative balance (PAB),
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), and total sulfhydryl groups (SH).

It was shown that maternal insulin resistance develops during pregnancy and that
it leads to a compensatory increase in insulin production so that the highest values of
insulin and HOMA-%B were found in the late third trimester. There was a pronounced
decrease in all insulin resistance parameters after delivery, which proved that this
process is reversible under normal conditions. The participants remained
normoglycemic, which was a proof that the insulin resistance was adequately
compensated by a well preserved pancreatic function. Triglyceride concentrations
increased during pregnancy. After delivery, there was a pronounced decrease in their
concentration. The highest concentrations of total and LDL- cholesterol were noted in
the third trimester. The specificity of lipid status of pregnancy was that it showed an
increase in HDL-cholesterol concentrations, which has atheroprotective properties.
Pregnancy, especially its third trimester, is a period characterized by a shift in oxidative
balance towards oxidative stress, so an increase in TOS, TBARS, and PAB levels was
noted. After delivery, the aforementioned parameters decreased, and at that time, the
antioxidative parameters, TAS and SH groups, had their highest levels. Pregnancy has a
mild proinflammatory potential, which was reflected on the concentrations of C-reactive
protein, that were highest in the second trimester. Pregnancy is a state accompanied by a
gradual increase in leptin concentrations, which had the peak at the beginning of the
third trimester. It is a considered to be a state of central leptin resistance, which
probably aims to enable undisturbed fetal nutrient acquirement. In the third trimester,
leptin is independently correlated to body mass index, because the adipose tissue and
placenta are its main sources, and they contribute substantially to the weight increase.
The positive correlation of leptin with insulin can be, at least partly, explained by a
stimulatory effect of leptin on insulin production, but it is also possible that leptin
contributes to the development of insulin resistance. The interrelationship between
leptin and oxidative stress is reflected in the fact that leptin showed a significant
positive correlation with TOS in the third trimester. Leptin is considered to be a
proinflammatory adipocytokine, which is in line with its positive correlation with C-
reactive protein levels in the third trimester. Direct peripheral actions of leptin on the

bone metabolism predominate during pregnancy. This way leptin stimulates the bone



formation process, hence its positive correlations with both osteocalcin and P1NP
levels. Adiponectin levels had a tendency to decrease during pregnancy, but this
decrease was not statistically significant. Adiponectin probably increases tissue insulin
sensitivity. This is supported by the fact that it was inversely correlated with leptin,
insulin, and glucose levels, as well as HOMA indices, in the third trimester. HDL-
cholesterol was independently correlated with adiponectin in the third trimester, which
supports the notion that antiatherogenic properties of adiponectin are attributable to its
effects on HDL-cholesterol. Adiponectin levels were inversely correlated with TOS
levels, which corroborates the inverse relationship between adiponectin levels and
oxidative stress. The highest concentrations of osteocalcin and PINP were observed in
the late third trimester and after delivery, which indicates that the bone formation
process intensifies in this period. Both insulin and leptin probably influence this
process. The observed positive correlation between osteocalcin levels and insulin
resistance parameters can also be a consequence of endocrine actions of osteocalcin on
glucose metabolism so that the increase in the osteocalcin concentrations can be viewed
as a compensatory mechanism in the state of insulin resistance. Additionally,
osteocalcin concentrations were positively correlated with triglycerides concentrations
in the third trimester. These results are in line with the hypothesis that osteocalcin is not
only a product released in the circulation during bone formation, but that it connects,
through its endocrine actions, energy metabolism with bone, and also with adipose
tissue, through adiponectin. Osteocalcin was independently associated with TAS levels
in the third trimester, which can be due to the positive influence of antioxidants on the
bone formation process. The changes in the 25-hydroxy vitamin D levels reflect its
seasonal variation. Around 76% of the participants had the vitamin D levels in the
deficiency range. Vitamin D was not significantly correlated to any other parameter,

which is probably a consequence of its complex actions, mainly at the genome level.
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1. Uvod

Normalnu fizioloSku trudno¢u karakteriSu brojne anatomske, hormonske,
metabolicke 1 biohemijske promene. Poznavanje ovih promena, njihovih mehanizama i
manifestacija, osnovni je preduslov je za rano prepoznavanje eventualnih komplikacija
trudnoce i adekvatnu prenatalnu negu majke i ploda. Adaptacije maj¢inog organizma u
trudno¢i omogucavaju adekvatan rast i1 razvoj fetusa, stvaranje zaliha kod
novorodenceta za period neposredno po rodenju, ali i pripremu majke za porodaj i
period laktacije, uz istovremeno odrZanje homeostaze u organizmu majke. Ove
kontinuirane adaptacije nastaju kao posledica koordinisanog dejstva niza placentalnih i

neplacentalnih hormona i drugih medijatora, kao §to su adipocitokini, citokini itd.

Dobro je poznato da u trudnoci dolazi do prolaznog razvoja fizioloske insulinske
rezistencije [1], intenziviranja oksidativnog stresa [2], kao i do promena u parametrima
lipidnog statusa majke [3], ali jo§ uvek nisu poznati svi mehanizmi koji utiu na ove
promene. Poslednjih godina se sve veci znacaj u ovom kontekstu pridaje i tkivima koja
su se tradicionalno posmatrala kao depo energije (masno tkivo), ili kao deo potpornog i
lokomotornog sistema (kost), a za koje je dokazano da produkuju niz metabolicki
aktivnih medijatora koji imaju ulogu kako u fizioloSkim, tako i u patoloskim procesima

tokom trudnoce [4,5].

Kako su saznanja o navedenim parametrima u trudno¢i, ¢ak i u odsustvu
patoloskih procesa, nepotpuna i nekonzistentna, ispitivanje cirkuliSu¢ih markera u krvi
majke predstavlja neinvazivan nacin za ispitivanje adaptivnih promena tokom trudnoce
i posle porodaja i povezanosti ovih procesa sa promenama u tkivima kao $to su masno

tkivo 1 kost.



1.1. Biohemijske i metabolicke promene u trudnodi

U prvoj fazi trudnoce, koju ¢ine prva dva trimestra, fetalni rast je ogranicen i
majka skladisSti najveci deo nutrijenata koje unosi, Sto zajedno sa hiperfagijom dovodi
do akumulacije masnih naslaga. U poslednjem trimestru trudnoce, rast fetusa je ubrzan i
odrZzava ga pojacan transfer nutrijenata kroz placentu i zbog toga kod majke dolazi do
intenziviranja katabolickih procesa, kao i do razvoja fizioloSke rezistencije tkiva na
insulin. Ova adaptacija omogucava preusmeravanje nutrijenata ka fetusu [3]. Klju¢nu
ulogu u trudno¢i ima placenta. Ona razdvaja cirkulaciju majke i1 fetusa, hrani fetus,
uklanja otpadne proizvode metabolizma fetusa 1 produkuje znacajne proteinske i

steroidne hormone [6].

Volumen cirkuliSu¢e krvi raste u toku trudno¢e u proseku 45%. Volumen
plazme raste brZze nego masa eritrocita. Zbog toga, uprkos povecanoj eritropoezi,
koncentracija hemoglobina, broj eritrocita i hematokrit opadaju u toku trudnoce, ali se
zapremina eritrocita (MCV) 1 prosecna koncentracija hemoglobina po eritrocitu
(MCHC) ne menjaju znacajno. Broj leukocita moZe znafajno da varira, a u toku
porodaja i u puerperijumu mogu biti i znacajno povecani [7]. Broj trombocita ima
tendenciju pada, iako najceSc¢e ostanu u opsegu referentnih vrednosti. Kod 5-10% Zena,
broj trombocita se smanji na 100-150x10°/L do termina porodaja, bez ikakvih
patoloskih posledica [8]. U trudno¢i dolazi do dvostrukog ili trostrukog povecanja
potreba za gvozdem, ne samo za sintezu hemoglobina, ve¢ i za potrebe fetusa i za
proizvodnju enzima koji u svom sastavu imaju gvozde. Potrebe za folatima rastu 10-20
puta, a potreba za vitaminom B12 dva puta [9]. Promene u sistemu za koagulaciju vode
stvaranju fizioloSkog hiperkoagulabilnog stanja u trudno¢i. Npr. fibrinogen raste
priblizno 65%, Sto dovodi do porasta u brzini sedimentacije eritrocita, a fibrinoliticka
aktivnost se smanjuje. Raste i koncentracija faktora VII, VIII, IX, X i Von Willebrand-
ovog faktora. Protrombin i faktor V se ne menjaju, a faktori XI i XII blago opadaju, kao
1 antitrombin 1 protein S [10]. Testovi protrombinskog vremena 1 aktiviranog
parcijalnog tromboplastinskog vremena su samo malo skraceni, ali trudno¢a povecava

rizik od tromboembolije do pet puta u odnosu na negravidno stanje [7].



Glavni proteinski hormoni placente su horionski gonadotropin (hCG, humani
horionski gonadotropin), placentalni laktogen (PL, humani placentalni laktogen, humani
horionski somatomamotropin) i placentalni hormon rasta. Najznacajniji steroidi su
progesteron, estradiol, estriol i estron. Placenta sekretuje svoje produkte najvecim
delom u cirkulaciju majke, a samo mali deo dospeva u fetalnu cirkulaciju. Koncentracija
hormona kakav je PL raste u majcinoj cirkulaciji sa napredovanjem trudnoce, srazmerno

porastu placente. Izuzetak je hCG, koji ima pik na kraju prvog trimestra [6].

U prvim nedeljama gestacije, hCG stimuliSe Zuto telo da produkuje
progesteron, koji zajedno sa estrogenom inhibira lucenje folikulostimulirajuceg
hormona iz hipotalamusa i aktivaciju novih folikula jajnika ¢ime se obustavljaju
menstrualni ciklusi kod majke i tako §titi trudno¢u [11]. Zajedno sa alfa-feto proteinom
1 slobodnim estriolom, koristi se za biohemijski prenatalni skrining na Daunov sindrom
u drugom trimestru, dok se slobodni B-hCG zajedno sa PAPP-A (pregnancy-associated

plasma protein A) koristi sa biohemijski prenatalni skrining u prvom trimestru [12].

PL je polipeptidni lanac ¢ija je struktura homologna sa hormonom rasta (96%)
1 prolaktinom (67%). On ima laktogeno, metaboli¢ko, somatotropno, luteotropno,
eritropoetsko i aldosteron-stimuliSuce dejstvo. Direktno, ili u sinergiji sa prolaktinom,
ima znaCajnu ulogu u pripremi mle¢ne Zlezde za laktaciju. Najvaznija metabolicka
dejstva obuhvataju inhibiciju preuzimanja glukoze i povecanu lipolizu koja vodi
povecanoj mobilizaciji slobodnih masnih kiselina [13]. Placentalni hormon rasta, koji je
proizvod GH-V gena, i koji se eksprimira isklju¢ivo u sinciciotrofoblastu, razlikuje se
od hipofiznog hormona rasta u 13 amino kiselina. On u cirkulaciji majke postepeno
zamenjuje hipofizni hormon rasta, koji postaje nedetektabilan tokom drugog trimestra

trudnoce. Smatra se da kontroliSe sintezu IGF-1 (Insulinu sli¢an faktor rasta-1) [6].

Estrogeni i progesteron u trudno¢i omogucavaju odgovaraju¢i razvoj
endometrijuma, rast uterusa, adekvatno snabdevanje uterusa krvlju i pripremu uterusa za
porodaj [14]. Merenje estriola u drugom trimestru se koristi za procenu rizika od
trizomije 21 i 18. U ranoj trudno¢i, progesteron proizvodi zZuto telo jajnika kao odgovor
na hCG. Kasnije, placenta proizvodi dovoljno progesterona za odrzanje trudnoce.

PoviSena koncentracija estrogena stimuliSe hepaticnu produkciju kortizol-vezujuceg



globulina. Uklanjanje kortizola putem jetre se smanjuje, pa su apsolutne koncentracije i
ukupnog i slobodnog kortizola nekoliko puta povecane u trudno¢i, ali sa oCuvanim
cirkadijalnim ritmom [15]. IzraZeno povecanje koncentracije kortizola u kasnoj trudno¢i
je takode i rezultat produkcije kortikotropin-rilizing hormona od strane placente, Sto se
smatra jednim od okida¢a porodaja [8]. Takode su povecani i aldosteron i

deoksikortikosteron [11].

Rastuca koncentracija estrogena povecava sekreciju prolaktina i do deset puta,
1 stoga dolazi i do uvecanja hipofize. Nasuprot tome, sekrecija luteinizirajuceg (LH) 1
folikulostimuliSu¢eg hormona (FSH) je suprimirana negativnom povratnom spregom,
zbog rastucih koncentracija estrogena, progesterona, i inhibina, pa su koncentracije ovih
hormona nize od detekcionog limita [11]. Zadnji rezanj hipofize sekretuje oksitocin i
antidiuretski hormon. Koncentracija oksitocina raste tokom trudno¢e i ima pik u
terminu porodaja. Nivo antidiuretskog hormona ostaje nepromenjen, ali moZe do¢i do

promena u osetljivosti osmoreceptora [16].

Tokom trudnoce dolazi do porasta koncentracije tiroksin-vezujuéeg globulina,
Sto povecava koncentraciju ukupnog tiroksina (T4) i trijodtironina (T3), Sto nema
klinickog znacaja. Tokom drugog i treeg trimestra dolazi do blagog sniZenja
koncentracije slobodnog T3 i T4. Tireoglobulin je znacajno povecan, posebno u tre¢em
trimestru. Koncentracija serumskog TSH tokom prvog trimestra je blago sniZena, kao
posledica tireotropnog dejstva hCG, a u drugom delu trudnoce dolazi do njegovog
porasta, pa je i gornja referentna granica viSa nego za negravidno stanje [8]. Adekvatna
fetalna produkcija tiroksina se postize tek sredinom trudnoce, a do tog perioda razvoj
ploda zavisi od koncentracije maj¢inog tiroksina koja prede placentu [17]. Radi
adekvatne funkcije Stitne Zlezde, Svetska zdravstvena organizacija preporucuje

povecanje unosa joda u trudno¢i sa 100 na 150-200 mg/dan [18].

Trudno¢a je dijabetogeno stanje, a adaptacije u metabolizmu glukoze
omogucavaju preusmeravanje glukoze ka fetusu, kako bi se omogucio njegov nesmetan
razvoj [1]. Dolazi do hiperplazije B-Celija pankreasa, Sto rezultuje povecanom
produkcijom insulina i pove¢anom osetljivos¢u perifernih tkiva na insulin u ranoj

trudno¢i, a zatim postepenim razvojem insulinske rezistencije [3]. Tokom trudnoce,



nivo insulina je povecan i naSte i postprandijalno, a dolazi do blagog smanjenja
koncentracije glukoze naSte, zbog povecanog deponovanja tkivnog glikogena,
povecanog koriS¢enja glukoze, smanjene produkcije glukoze u jetri i zbog preuzimanja
glukoze od strane fetusa [19]. Insulinska rezistencija je ukljuena u patofiziologiju
dijabetes melitusa tipa 2 (DM2) i gestacionog dijabetes melitusa (GDM), a takode je
povezana 1 sa metabolickom sindromom i povefanim rizikom za razvoj

kardiovaskularnih bolesti [20].

Jedan od klju¢nih hormona u razvoju insulinske rezistencije u trudno¢i je PL.
On ima dvojnu ulogu- ima i antiinsulinska 1 insulinska dejstva. Povecava perifernu
rezistenciju na insulin, lipolizu i koncentraciju slobodnih masnih kiselina u adipocitima,
ali takode stimuliSe rast pankreasnih ostrvaca u trudno¢i i stimuliSe sekreciju insulina.
Takode, na izolovanim adipocitima pacova je pokazano da povecava oksidaciju glukoze
1 sintezu glikogena [13]. Placentalni hormon rasta ima slicna dejstva kao hipofizni
hormon rasta. On dovodi do hiperinsulinemije, smanjenog preuzimanja glukoze pod
dejstvom insulina, smanjene glikogeneze i smanjenja sposobnosti insulina da suprimira
glukoneogenezu u jetri [21]. Do smanjenja osetljivosti tkiva na insulin dovode 1
androgeni (posebno izrazeno kod Zena koje su pre trudnoce imale sindrom policisti¢nih
jajnika), kao i glukokortikoidi [22]. Gestageni, od kojih je najznacajniji progesteron,
takode utiCu na razvoj insulinske rezistencije u trudnoli. ZabeleZena je povecana
incidenca GDM kod Zena koje su primale terapijski progesteron [23], a eksperimentalno
je pokazano da progesteron modulira proliferaciju [B-Celija pankreasa [24].
Epidemioloski podaci upucuju na to da i vitamin D ima ulogu u osetljivosti tkiva na
insulin u trudno¢i. Aktivni metabolit, 1,25-dihidroksi vitamin D (1,25(OH).D) regulise
ekstracelularni kalcijum i njegov prolaz kroz membrane, i tako odrZava celijski pul
kalcijuma koji je neophodan za sva tkiva koja su osetljiva na insulin, a takode moze da
utice na insulinsku osetljivost promocijom ekspresije i aktivnosti insulinskih receptora, i
ushodnom regulacijom gena za transport glukoze. ZabeleZena je pozitivna korelacija
koncentracije 25-hidroksi vitamina D (25(OH)D) i indeksa insulinske osetljivosti i
negativan efekat hipovitaminoze D na funkciju B-Celija pankreasa u negravidnom
stanju [25]. Razvoj insulinske rezistencije kod majke je objasnjen i dejstvom slobodnih
masnih kiselina Cija se koncentracija u krvi drasti¢no povecava tokom trudnoce [26],

putem intracelularne akumulacije diacil-glicerola, koji aktivira protein-kinazu C



(izoforme BIL i 6). Ovo dovodi do smanjenja fosforilacije tirozina supstrata za insulinski
receptor (IRS-1) 1 inhibira aktivaciju fosfoinozitol-3-kinaze, odnosno utie na
intracelularni put prenosa signala insulina. Placenta je takode izvor adipocitokina kao
Sto je leptin, i proinflamatornih citokina (TNF-a, interleukini i td). Faktor nekroze
tumora o (eng. tumor necrosis factor-alpha, TNF-a) uti¢e na signalizaciju tako Sto
smanjuje tirozin-kinaznu aktivnost receptora, povecava fosforilaciju serina IRS-1, i
suprimira dejstva adiponektina [27]. Leptin ostvaruje viSestruka dejstva, a najznacajnija
su povecanje B-oksidacije i smanjenje esterifikacije i de novo sinteze masnih kiselina
[28], dok su neka od glavnih dejstava adiponektina povecana oksidacija masnih
kiselina, preuzimanje glukoze od strane miocita 1 smanjenje aktivnosti enzima

glukoneogeneze u jetri [29].

Zbog insulinske rezistencije 1 sklonosti ka hipoglikemiji, tokom trudnoce
dolazi do pojacane lipolize, tako da organizam majke koristi viSe lipide kao izvor
energije, dok glukozu i amino kiseline ¢uva za fetus, i minimizira katabolizam proteina.
Placenta dozvoljava transport glukoze, aminokiselina i ketonskih tela u fetus, ali ne i
lipida, osim slobodnih masnih kiselina. Ako pankreasna funkcija nije adekvatna u

trudno¢i, i ne dode do produkcije adekvatne koli¢ine insulina, dolazi do razvoja GDM

[8].

MetaboliCke promene u jetri i masnom tkivu tokom trudnoce vode promenama
u koncentraciji triglicerida, masnih kiselina, holesterola i fosfolipida. Posle inicijalnog
smanjenja tokom prvih 8 nedelja trudnoce, u daljem toku trudnoce dolazi do porasta
svih parametara lipidnog profila [3]. Rastu¢a koncentracija placentalnih hormona koji
imaju lipoliticko dejstvo, insulinska rezistencija, humana placentalna lipaza, kao i
kateholamini ¢ija koncentracija raste kao odgovor na hipoglikemiju majke, smatraju se
faktorima koji dovode do izrazene hipertrigliceridemije, a u manjoj meri i
hiperholesterolemije koje su karakteristicne za kasnu trudnoc¢u [30]. Ovi faktori dovode
do povecane lipolize i poja¢anog priliva slobodnih masnih kiselina u jetru. U jetri dolazi
do sinteze triglicerida i njihove sekrecije u cirkulaciju u vidu lipoproteinskih Cestica
vrlo male gustine (VLDL). Osim toga, aktivnost lipoproteinske lipaze je smanjena, pa
VLDL cestice ostaju duze u cirkulaciji i dolazi do pove¢ane produkcije lipoproteinskih

Cestica male gustine (LDL) [31,32]. Osim S$to dolazi do povecanja nivoa VLDL



lipoproteina, dolazi i do povecanja aktivnosti holesterol estar transfernog proteina
(CETP) koji povecava sadrzaj triglicerida u HDL i LDL ¢esticama [33]. Takode, dolazi
i do smanjenja aktivnosti hepati¢ne lipaze, S$to za posledicu ima akumulaciju frakcije
HDL2y Cestica u odnosu na HDL2a i HDL3 cestice [34]. Takode, tokom trudnoce,
dolazi do promene distribucije LDL lipoproteinskih frakcija 1 ona je usmerena ka

povecanom stvaranju malih, gustih LDL ¢estica [31].

Promene u metabolizmu lipida odraZzavaju akumulaciju energetskih depoa u
organizmu majke u prvom delu trudnoce, a zatim njihovu mobilizaciju kasnije tokom
trudnocCe. Placenta koristi holesterol za sintezu steroidnih hormona, a trigliceridi su
izvor masnih kiselina za plod, ukljucujuci i esencijelne masne kiseline. Tokom trudnoce
se razvija lipidni profil koji se kod negravidnih Zena smatra proaterogenim, ali takode
dolazi 1 do porasta koncentracije HDL holesterola, koji ima ateroprotektivna,

antiinflamatorna i antioksidativna svojstva [35].
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Slika 1: Shematski prikaz metabolizma lipoproteina u kasnoj trudnoci.

Preuzeto iz Herrera 2002, [34].



1.2. Oksidativni stres i inflamacija u trudno¢i

Slobodni kiseonikovi radikali (ROS) nastaju u aerobnom metabolizmu,
prevashodno u mitohondrijama, endoplazmatskom retikulumu i dejstvom enzima kao
Sto je NADPH oksidaza. Najznacajniji ROS su superoksidni anjon (O27), vodonik-
peroksid (H203), i hidroksil radikal (OH-), a reakcijom superoksidnog anjona sa azot-
monoksidom (NO) nastaje peroksinitrit, koji je takode mocan oksidans. ROS igraju
znaCajnu ulogu kao sekundarni glasnici, ucestvuju u aktivaciji redoks-osetljivih
transkripcionih faktora i protein kinaza [2]. S druge strane, to su visoko reaktivna
jedinjenja koja reaguju sa lipidima, proteinima i nukleinskim kiselinama, i dovode do
njihovog oStecenja. Zato postoji niz enzima antioksidativne zastite u organizmu, u koje
spadaju enzimi superoksid dizmutaza (SOD), katalaza, glutation peroksidaza, glutation
reduktaza, glutation-S-transferaza i humana serumska paraoksonaza. U neenzimske
sisteme antioksidativne zaStite spadaju vitamin C, o-tokoferol, tioli, kao Sto je
tioredoksin; ceruloplazmin, transferin, mokra¢na kiselina, bilirubin, i td. [2]. Poremecaj
ravnoteZe prooksidanata i antioksidanata, u kome dolazi do stvaranja viska reaktivnih

radikala, dovodi do oksidativnog stresa.

Procena oksidativnog stresa u bioloSkim sistemima podrazumeva merenje
porasta ili smanjenja redoks-senzitivnog molekula. Idealno, marker za procenu
oksidativnog stresa ima sledece osobine: hemijski je jedinstven 1 moZe se detektovati,
njegova koncentracija se menja (povecava ili smanjuje) u periodima oksidativnog
stresa, ima relativno dug poluzivot i na njega ne uticu drugi Celijski procesi (¢Celijski
ciklus, energetski metabolizam, i sl) [36]. Oksidativni stres karakteriSe povecano
stvaranje ROS 1 drugih oksidanata, smanjenje sadrZaja antioksidanata, poremecaj
¢elijskog redoks balansa i oksidativno oStecenje Celijskih komponenata (lipida, proteina
i DNK). Parametri oksidativno-stresnog statusa koji se odreduju u cilju procene

intenziteta oksidativnog stresa su:

-oksidanti i proizvodi oksidacije- O2~, H2O», totalni oksidativni status (TOS),
tiobarbituratna kiselina-reagujuce supstance (TBARS), malondialdehid (MDA), lipidni
hidroperoksidi, finalni proizvodi oksidacije proteina, proizvodi oksidacije

dezoksiribonukleinske kiseline kao Sto je 8-hidroksideoksi-guanozin



-parametri antioksidativne zaStite - glutation, totalni antioksidativni status
(TAS), ukupne sulthidrilne grupe, a-tokoferol, enzimi kao Sto je superoksid-dizmutaza

(SOD) i paraoksonaza itd.

-prooksidativno-antioksidativni  balans (PAB), odnos redukovanog i

oksidovanog glutationa, odnos tiola i disulfida [36].

Trudnoca je stanje koje karakteriSe povecana podloZnost oksidativnom stresu,
zbog povecane bazalne potroSnje kiseonika. Placenta je bogata mitohondrijama, bogato
vaskularizovana i izloZena visokom parcijalnom pritisku kiseonika, a takode je i izvor
NO S$to moZe doprineti stvaranju reaktivnih radikala [37]. ROS imaju znacajnu ulogu u
signalnim putevima folikulogeneze, embriogeneze, funkciji Zutog tela i uterusa, i u
fetoplacentalnom razvoju [2,38]. Oksidativni procesi su ukljueni u promene
ekstracelularnog matriksa tokom implantacije 1 trofoblastne invazije uterinih arterija,
verovatno preko modulacije aktivnosti matriks metaloproteinaza. Takode su znacajni i u
regulaciji vaskularnog tonusa, $to je znacajno za odrZanje utero-placentalnog protoka
krvi, ali 1 u odrZanju tonusa uterusa i cerviksa [39]. Smatra se i da ROS ucestvuju u
epigenetskoj regulaciji i fetalnom programiranju, tako Sto uti€u na procese metilacije 1
acetilacije fetalne DNK i modifikaciju histona, $to je posebno izraZeno u stanjima kao
Sto su intrauterina hipoksija, nutritivne deficijencije ili suficit, izlaganje

glukokortikoidima i sl. [40].

Povecan oksidativni stres u trudno¢i je povezan sa komplikacijama u trudnodi,
kao Sto su spontani pobacaji, preeklampsija, intrauterini zastoj rasta fetusa [41].
Polimorfizmi antioksidativnih enzima, manjak mikronutrijenata kao $to je selen u
ishrani, pusenje, fizicka neaktivnost, gojaznost, izloZenost zagadenju okoline i sl,

predstavljaju predisponirajuce faktore u razvoju oksidativnog stresa u trudnoci.

Vecina dosadasSnjih ispitivanja je upravo bila fokusirana na patoloSka stanja, a
podaci koji se ticu normalne trudnoce nisu sasvim konzistentni. Razlog nekonzistentnih
rezultata verovatno lezi u Cinjenicama da su se u razliCitim studijama Koristile razlicite

metodologije i razli€iti parametri procene oksidativno-stresnog statusa.



Generalno, dosadasnja ispitivanja su nasla porast nivoa prooksidanata u kasnoj
trudno¢i [31,42,43]. Toescu i saradnici [31] su opisali porast koncentracije lipidnih
peroksida u drugom i tre¢em trimestru, kao i inicijalno sniZenje TAS u prvom trimestru,
a zatim porast ovog parametra; Hung i saradnici [42] su opisali porast 8-
hidroksideoksiguanozina u urinu 1 8-izoprostana u plazmi u treCem trimestru normalne
trudnoce, ali 1 porast parametara antioksidativne zaStite- TAS, eritrocitne glutation-
peroksidaze i SOD posle 30. nedelje gestacije. TBARS je parametar koji obuhvata
MDA i srodne aldehide koji su konacni proizvodi lipidne peroksidacije, i opisan je
porast ovog parametra u kasnoj trudno¢i [43,44]. Nasuprot navednim ispitivanjima koja
su opisala povecanje antioksidativnih sistema u kasnoj trudno¢i, Patil i saradnici [44] su
nasli da su aktivnosti SOD, glutation-peroksidaze i glutation-reduktaze najnize u tre¢cem
trimestru. Generalno, smatra da je fizioloSka, nekomplikovana trudno¢a pracena
poveCanom produkcijom slobodnih radikala 1 kompenzatornim povecanjem

koncentracije parametara koji spadaju u sistem antioksidativne zastite.

U trudno¢i dolazi do fizioloske regulacije urodenog imunskog odgovora radi
prevencije odbacivanja fetusa, a klju¢nu ulogu u ovom procesu imaju promene u
produkciji citokina. Th1 limfociti produkuju interleukine kao $to su IL-1, IL-2, IL-6, IL-
12, IL-15, IL-18, IFN-y, TNF-q, i stimuliSu ¢elijski imunitet, a Th2 limfociti su izvor
IL-4, TIL-5, IL-10, IL-13 i ulkjuceni su u regulaciju humoralnog odgovora. Bitno mesto
produkcije Th2 citokina u trudno¢i je trofoblast, i u normalnoj trudno¢i ravnoteza Thl i
Th2 aktivnosti je pomerena ka povecanju Th2 aktivnosti. Inflamatorni i1 infektivni
procesi u trudno¢i pomeraju ovu ravnotezu ka Thl odgovoru, $to zapocinje kaskadu
proizvodnje proinflamatornih citokina koji su ukljuceni u spontani pobacaj, prevremeni
porodaj i preeklampsiju [45]. Novija saznanja isti¢u i uticaj Th17 i regulatornog Treg
imunskog odgovora. Thl7 celije produkuju proinflamatorni citokin IL-17 1 imaju
znaCajnu ulogu u indukciji inflamacije, a Treg Celije imaju centralnu ulogu u razvoju
tolerancije i imunoregulaciji [46]. Nekoliko hormonskih faktora uti¢e na modulaciju
imunskog odgovora u trudnoci: progesteron, estrogeni, aktivin A, oksitocin,

kortikotropin rilizing faktor i neurohormon urokortin [45].

Trudnoca se smatra stanjem sa pojaCanom inflamacijom, a ta pretpostavka se

zasniva na Cinjenici da dolazi do promena u inflamatornim povrSinskim markerima i u
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cirkuliSu¢im markerima inflamacije, kao Sto su proteini akutne faze i citokini, Sto se
pripisuje trofoblastu, ali 1 rastuem sadrZaju masnog tkiva koje produkuje

proinflamatorne medijatore, od kojih su najznacajniji leptin i TNF-a [47].

Oksidativni stres i inflamacija su medusobno povezani. Reaktivni radikali
mogu da aktiviraju niz transkripcionih faktora, kao Sto su nuklearni faktor kappa B (NF-
kB), aktivator protein-1 (AP-1), p53, vy izoforma receptora koji aktivira proliferaciju
peroksizoma (eng. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor —y, PPAR-v) itd. i na taj
nacin dovode do ekspresije preko 500 razli¢itih gena ukljucujuci i gene za inflamatorne
citokine, hemokine, molekule koji reguliSu Ccelijski ciklus, ali i antiinflamatorne
molekule [48]. Metabolizam arahidonske kiseline takode generiSe ROS, posebno tokom
sinteze leukotrijena [39]. Ova povezanost je dokumentovana i u trudno¢i, a posebno je

izraZena u trudno¢ama pracenim komplikacijama kao Sto je preeklampsija [49].
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1.3. Adipocitokini u trudnodi

Masno tkivo produkuje ¢itav niz bioloski aktivnih medijatora koji se nazivaju
adipokini ili adipocitokini, i uestvuje u regulaciji apetita, potroSnje energije,
osetljivosti na insulin, endokrinog i reproduktivnog sistema, koStanog metabolizma,
imuniteta i inflamacije [4]. U bioloski aktivne proizvode masnog tkiva spadaju
adipocitokini leptin, adiponektin, visfatin, omentin, hemerin, kao i citokini kao $to su
TNF-a, makrofag i monocit hemoatraktant protein 1 (MCP-1) itd. Oni imaju lokalna

(autokrina i parakrina) i sistemska (endokrina) dejstva [50].
1.3.1. Leptin

Leptin je proizvod ob gena ili lep gena, koji se kod coveka nalazi na
hromozomu 7. Ima molekulsku masu od 16 kDa, i strukturu sli¢nu citokinima [51].
Naziv je dobio po grckoj reci ,,leptos, koja znaci tanak. Proizvode ga diferencirani
adipociti, ali je dokazana produkcija i u drugim tkivima, kao Sto je fundus Zeluca,
skeletni miSici, jetra i placenta [52]. Receptor za leptin pripada klasi I familije receptora
za citokine 1 rasprostranjen je u organizmu, Sto ukazuje na Siroke uloge leptina koje nisu
do kraja razjasnjene. Identifikovano je nekoliko izoformi receptora za leptin (Ob-Ra,
Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, i Ob-Re) [53]. Ob-Rb je kompletna, dugacka forma receptora,
koja ima intracelularne regione koji aktiviraju Jak-STAT put prenosa signala [54].
Vezivanje leptina za receptor takode moZe dovesti i do aktivacije nekih drugih puteva
intracelularnog prenosa signala, kao S§to su ERK/MAPK put, put aktivacije fosfatidil-
inozitol 3 fosfataze (PI3K) i put aktivacije 5’-AMP aktivirane proteine kinaze (AMPK)
[55]. U plazmi se nalazi u slobodnoj formi ili vezan za vezujuéi protein, koji se smatra

solubilnom formom receptora za leptin [56].

Sinteza i sekrecija leptina zavisi od nekoliko hormonskih i nehormonskih
faktora, gde su stimulusi prekomerni unos hrane, insulin i1 glukokortikoidi, a supresori
gladovanje, cikli¢ni adenozin-monofosfat (cAMP) 1 kateholamini epinefrin 1
norepinefrin, preko Bs-receptora [57]. TNF-a deluje kao parakrini faktor koji povecava
sekreciju leptina [58]. Gojazne osobe imaju povecanu koncentraciju leptina. Ovo je

verovatno rezultat desenzitizacije leptinskog signala, fenomena koji se oznacava kao
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leptinska rezistencija. Ona se potencijalno razvija na dva nivoa- zasi¢enjem transporta
leptina preko krvno-mozdane barijere ili abnormalnostima u aktivaciji receptora za
leptin i u signalnoj transdukciji [59]. Kod negojaznih osoba, leptin je u najvecoj meri u
cirkulaciji vezan za vezujuci protein, a kod gojaznih je u slobodnoj formi. Kada se
uporede koncentracije slobodnog leptina kod gojaznih 1 negojaznih osoba,

hiperleptinemija kod gojaznih je joS izraZenija [60].

Regulatorni mehanizmi su povezani i sa polom, pa Zene u reproduktivhom
periodu imaju veée koncentracije leptina u odnosu na muskarce istih godina. Takode,
Zenski fetusi i novorodencad imaju vis$i nivo leptina u odnosu na muske, a nivo
premenopauze je visi nego u postmenopauzi [61]. Nivo leptina u cirkulaciji ima pik
no¢u, suprotno od kortizola, a koncentracija mu se smanjuje sa starenjem. Ovo

smanjenje je izrazenije kod Zena nego kod muskaraca [56].

Leptin deluje na hipotalamus, tako S§to suprimira unos hrane i stimuliSe
potros$nju energije. On daje informaciju o zalihama masti u organizmu. Pretpostavka je
da kad dode do porasta broja i veliine adipocita, ob gen produkuje leptin, koji se
sekretuje u cirkulaciju 1 dolazi do hipotalamusa, i smanjuje apetit i pojaava energetski
metabolizam. Ventromedijalni nukleus hipotalamusa ima centralnu ulogu u regulaciji
ishrane [62]. Znacajna je i uloga leptina u regulaciji reproduktivnog sistema, inicijaciji
puberteta 1 trudno¢i. Smatra se da leptin ima permisivnu ulogu- neophodno je da
dostigne odgovaraju¢i nivo da bi doSlo do zapocinjanja puberteta i odrZavanja
reproduktivne funkcije kod Zena, dok kod muSkaraca uticaj leptina na reproduktivnu
funkciju nije jasan [63]. Ova dejstva leptin ostvaruje kako direktno na hipotalamus, tako
1 na gonade. Smatra se da je dejstvo leptina na produkciju gonadotropin-rilizing
hormona od strane hipotalamusa kompleksno i1 najverovatnije posredovano Kissl
neuronima, peptidima kispeptinima i neuropeptidom Y1 [64,65]. Leptin uti¢e i na
steroidogenezu u ovarijumu, ovulaciju i spermatogenezu [64]. Smanjenje koncentracije
leptina kod gladovanja je odgovorno za supresiju hipotalamo-hipofizno-gonadalne ose,
kao i poremecaje u funkcionisanju i drugih neuroendokrinih osa [60], tako da je leptin
moguca klju¢na veza izmedu masnog tkiva i centara u hipotalamusu koji reguliSu
energetsku homeostazu, sluze¢i kao indikator da li su prisutne energetske rezerve

adekvatne za normalnu reproduktivnu funkciju.
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Osim uloge koju ostvaruje preko centralnog nervnog sistema, leptin ima i
direktne efekte na periferna tkiva [52]. Metabolicki efekti ovog adipocitokina su
verovatno posredovani aktivacijom AMPK, c¢ija aktivacija povecava B-oksidaciju a
smanjuje esterifikaciju masnih kiselina, i na taj nac¢in smanjuje akumulaciju lipida u
skeletnim miSi¢ima, masnom tkivu i drugim tkivima. AMPK je odgovorna i za
inhibiciju acetil-koenzim A karboksilaze, koja ucestvuje u de novo sintezi masnih

kiselina [28].

Hiperinsulinemija je povezana sa povecanom koncentracijom leptina 1
povecanom ekspresijom gena za leptin; takode, kod osoba sa insulinomom povecana je
koncentracija leptina. S druge strane, visok nivo leptina je povezan sa insulinskom
rezistencijom nezavisno od indeksa telesne mase, ali mehanizam dejstva leptina na
sekreciju insulina od strane B-Celija pankreasa kod ljudi nije razjasnjen [66]. Postoje
indicije da leptin smanjuje ekspresiju gena za insulin i sekreciju insulina [55]. Neka od
dokazanih dejstava leptina su sinergistiCka sa dejstvima insulina, npr. povecano
preuzimanje slobodnih masnih kiselina od strane miSi¢nih Ccelija, ali neka su

antagonisticka, npr. intenziviranje f-oksidacije masnih kiselina [66].

Smatra se da leptin ima ulogu i u hematopoezi — u proliferaciji i diferencijaciji
prekursora hematopoeze, agregaciji trombocita, a da dovodi i do stimulacije rasta
endotelnih Celija i angiogeneze [66]. Leptin se smatra proinflamatornim adipocitokinom
jer moze da poveca produkciju nekolicine proinflamatornih citokina (IL-6, IL-12, IL-18,
TNFa, itd) u monocitima, da indukuje stvaranje ROS u makrofagama, neutrofilima i

endotelnim ¢elijama, i da pojaca interakciju leukocita i endotelnih ¢elija [67].

Znacajan izvor leptina u trudno¢i je placenta [68]. Prema dosadasnjim
saznanjima, do porasta koncentracije leptina dolazi i pre znacajnog povecanja masnog
tkiva majke, ve¢ u prvih 8 nedelja trudnoce, najviSe koncentracije dostiZze krajem
drugog ili pocetkom treceg trimestra, a posle porodaja dolazi do pada koncentracije
[69,70]. FizioloSki znacaj porasta koncentracije leptina nije u potpunosti razjasnjen, i
trudnoc¢a se smatra stanjem centralne rezistencije na leptin, koja bi mogla imati uticaj na
akumulaciju energetskih zaliha tokom trudnoce, tj. kao kompenzatorni mehanizam koji

omogucava rast placente, obezbedivanje energetskih potreba fetusa, i pripremu
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organizma majke za laktaciju. Pokazano je da hCG povecava placentalnu sintezu i
sekreciju leptina [71], kao i estradiol [72], a da prolaktin i PL uti¢u na proces prenosa
signala putem receptora za leptin i tako utiCu na razvoj rezistencije [73]. Postoje
eksperimentalni dokazi da leptin ucestvuje u ranom embriogenom razvoju - oslobadanju
proinflamatornih citokina i prostaglandina, u implantaciji, nishodnoj regulaciji apoptoze
blastocista, invaziji trofoblasta i angiogenezi. Osim toga, bitan je i za regulaciju fetalnog

rasta, razvoj kostiju i sazrevanje pluca [61].

Dosadasnje studije o povezanosti leptina 1 insulinske rezistencije u normalnoj
trudno¢i su opisale negativnu korelaciju nivoa leptina i parametra SI (osetljivost na
insulin) dobijenog metodom FSIVGTT (intravenski test tolerancije na glukozu sa
¢estim uzorkovanjem) [74] i pozitivnu korelaciju sa HOMA-IR [70,75]. Ovi nalazi idu
u prilog tvrdnji da je leptin povezan sa rastu¢om insulinskom rezistencijom u trudno¢i.
Osim toga, eksperimentalno je pokazano da leptin povecava produkciju NO u placenti i
da na taj nacin povecava katabolizam lipida [76]. ZabeleZeno je i postojanje pozitivne
korelacije nivoa leptina i TBARS kod gojaznih negravidnih Zena [77], ali nema
detaljnih podataka o povezanosti leptina i parametara oksidativnog stresa u normalnoj

trudnoci.
1.3.2. Adiponektin

Adiponektin je protein od 30 kDa cija se primarna struktura sastoji iz signalnog
peptida, varijabilnog regiona, domena sli¢nog kolagenu i globularnog domena, a koji je
strukturno slican komponenti komplementa Clq, TNF-a 1 kolagenu VIII 1 X [78].
Produkuju ga adipociti, i u cirkulaciji se nalazi u relativno visokoj koncentraciji (0,5-30
mg/L), najviSoj od svih adipocitokina. Formira multimere, od trimera i heksamera do
multimera visoke molekulske mase, a takode je u cirkulaciji prisutan u obliku manjeg
globularnog domena nastalog proteolizom [79]. Poznata su dva receptora za
adiponektin, AdipoR1 i AdipoR2. AdipoR1 se nalazi primarno u miSi¢ima, a AdipoR2 u
jetri [80].

Za razliku od drugih adipocitokina, njegova koncentracija je manja kod

gojaznih nego kod negojaznih osoba, odnosno obrnuto je srazmerna sadrZaju masnog
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tkiva u organizmu. Hipertrofija adipocita, do koje dolazi kod prekomerne ishrane,
dovodi do sekrecije hormona koji vode insulinskoj rezistenciji, kao Sto je TNF-a, a do
smanjenja sinteze i sekrecije adiponektina [81]. S druge strane, muskarci imaju manju
koncentraciju adiponektina od Zena, iako Zene imaju veci procenat masnog tkiva, pa se
smatra da na koncentraciju adiponektina uti¢e i distribucija masnog tkiva koja je pod

uticajem polnih hormona [82].

Poznato je da adiponektin povecava osetljivost tkiva na insulin, deluje
antiinflamatorno 1 antiaterogeno [83]. On ostvaruje svoja dejstva na energetsku
homeostazu, metabolizam glukoze i1 lipida prvenstveno fosforilacijom i aktivacijom
AMPK. Aktivacija AMPK dovodi do fosforilacije acetil-koenzim A karboksilaze,
oksidacije masnih kiselina i preuzimanja glukoze od strane miocita. Takode, smanjuje
aktivnost enzima glukoneogeneze u jetri, 1 na taj naCin smanjuje nivo glukoze. Osim
toga, povecava ekspresiju o izoforme receptora koji aktivira proliferaciju peroksizoma
(PPAR-a, eng. peroxisome proliferator- activated receptor o), i time povecava
sagorevanje masnih kiselina, $to vodi smanjenju sadrzaja triglicerida u jetri i miSi¢ima i
povecanju osetljivosti na insulin [29]. Adiponektin aktivira p38 mitogenom aktiviranu
protein kinazu (p38 MAPK) u humanim osteoblastima, Sto dovodi do njihove
diferencijacije, kao i c-jun N-terminalnu kinazu, $to dovodi do njihove proliferacije
[84]. Antiinflamatorna i antiaterogena svojstva ostvaruje blokadom nuklearnog faktora

NF-kB i1 smanjenjem koncentracije citokina kao §to su TNFa, IL-6 1 IL-18 [67].

U prethodnih 20 godina ispitivana su razlicita dejstva adiponektina u regulaciji
energetskog metabolizma i inflamacije, kao i njegova uloga u patoloskim stanjima kao
Sto je dijabetes 1 metaboliCki sindrom. Prospektivne studije su pokazale da je nizak nivo
adiponektina povezan sa vecom incidencom DM i insulinske rezistencije [85,86], kao i
sa metabolickim sindromom [87] i kardiovaskularnim bolestima [88]. Sa gubitkom
telesne mase, dolazi do porasta nivoa adiponektina, a visok nivo adiponektina je
povezan sa manjim rizikom od razvoja DM2 1 ima protektivhu ulogu u

eksperimentalnim modelima vaskularnog oSte¢enja i u ranoj aterosklerozi [60].

Uloga adiponektina u trudno¢i nije razjasnjena. Rezultati prethodnih studija

koje su se bavile ispitivanjem koncentracije adiponektina tokom nekomplikovane
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trudnoce, nisu konzistentni - opisano je sniZzenje koncentracije adiponektina tokom
trudnoce [20,89], inicijalni porast, a zatim sniZenje [90], ili pak odsustvo znacCajnih
promena [91]. Analiza abdominalnog masnog tkiva zdravih trudnica dobijenog prilikom
carskog reza pokazala je smanjenu ekspresiju gena za adiponektin u terminu porodaja,
odnosno u periodu kada je rezistencija perifernih tkiva majke na insulin najizraZenija
[92]. Placenta eksprimira receptore za adiponektin, ali nema dokaza da produkuje sam
adiponektin [93]. Smatra se da u placenti adiponektin deluje tako Sto zapravo povecava
insulinsku rezistenciju, uti¢e na fetalni rast i predstavlja molekularni medijator kojim
maj¢ino masno tkivo utice na fetalni razvoj [93]. Studija Castro i saradnika je pokazala
da je koncentracija adiponektina u krvi majke u pozitivnoj korelaciji sa procentom

masnog tkiva novorodenceta muskog pola [94].

Studije koje su ispitivale povezanost adiponektina i parametara za procenu
insulinske rezistencije u trudno¢i takode su nekonzistentne [90,91,95-97]. U nekim
istrazivanjima korelacije adiponektina i parametara insulinske rezistencije nisu bile
znacajne [90,91,96], ali je u drugim istraZivanjima opisano postojanje negativnih
korelacija koncentracije adiponektina i parametara insulinske rezistencije [95,97]. Nizi
nivo adiponektina je primecen kod trudnica sa GDM u odnosu na zdrave trudnice
[98,99]. Ako se uzmu u obzir svi ovi podaci, postoje indicije da je adiponektin jedan od
medijatora koji utie na regulaciju metabolizma glukoze u trudno¢i, ali su mehanizmi,

kao 1 veza adiponektina sa drugim medijatorima, nedovoljno ispitani.

U negravidnom stanju, adiponektin je u inverznoj korelaciji sa markerima
sistemskog oksidativnog stresa [100,101], i oksidativni stres suprimira ekspresiju
informacione RNK za adiponektin i njegovu sekreciju [101]. Studije koje su se bavile
proucavanjem veze nivoa oksidativnog stresa 1 koncentracije adiponektina u fizioloskoj,
nekomplikovanoj trudno¢i, pokazale su da je adiponektin u negativnoj korelaciji sa
markerom oksidativnog stresa TBARS [102]. Potrebna su dodatna ispitivanja kako bi se
ova povezanost bolje definisala i kako bi se procenio njen znacaj najpre u fizioloskoj

trudno¢i, a potom 1 u trudno¢ama koje su prac¢ene komplikacijama.
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1.4. Parametri koStanog prometa u trudnoci

Kost je metabolicki aktivno tkivo koje neprestano podleze procesu
remodelovanja, odnosno procesima formiranja i resorpcije. Ova dva procesa su u
normalnim uslovima kuplovana, tj.u ravnotezi. Osteoklasti vrSe resorpciju, osteoblasti
formiranje, a osteociti odrzavanje kosti. KoStani promet se odvija pod uticajem hormona
(paratireoidni hormon (PTH), vitamin D i drugi steroidni hormoni) i lokalnih medijatora
(citokini, faktori rasta). FizioloSka stanja kao Sto su rast 1 starenje, i patoloSka stanja,
kao S$to su metabolicka bolest Kkostiju, stanja sa pove¢anom ili smanjenom
pokretljivos¢u, dovode do manje ili viSe izraZenih poremecaja balansa formiranja i
resorpcije kostiju, Sto rezultira u promenama njihove strukture, jacine 1 mase [103].
Trudnoc¢a 1 laktacija su stanja u kojima dolazi do izraZzenih promena u apsorpciji i
prometu kalcijuma, prvenstveno kako bi se podmirile potrebe fetusa i novorodenceta.
Smatra se da fetus do termina porodaja u proseku dobije 30g kalcijuma, od ¢ega 80% u
treCem trimestru [104]. Promene u koStanom prometu tokom trudno¢e mogu dovesti do
prolaznog smanjenja mineralnog sadrZzaja kosti majke, ali najverovatnije ne dovode do

trajnih posledica po koStani sistem [105].

Donedavno se smatralo da PTH tokom trudnoce raste priblizno 40%, medutim
ispitivanja sa novijim generacijama imunoeseja za PTH su pokazala da je PTH
normalan ili ¢ak suprimiran kod trudnica sa adekvatnim unosom kalcijuma [105].
Mnoga tkiva fetusa i majke proizvode PTHrP (eng. parathyroid hormone-related
protein, parat-hormonu sliCan protein), 1 njegova koncentracija u krvi majke raste
znacajno u trecem trimestru, da bi najviSe vrednosti imala u periodu laktacije. On
simulira dejstvo PTH, stimuliSe apsorpciju kalcijuma i fosfata u bubrezima i crevima, a
takode reguliSe i transfer kalcijuma kroz placentu ka fetusu [106]. Takode, nivo
1,25(OH)2D raste u trudno¢i [106], i smatra se da povecava intestinalnu apsorpciju
kalcijuma. Medutim, zanimljivo je da su ispitivanja na Zivotinjama pokazala da
intestinalna apsorpcija kalcijuma raste cak 1 u prisustvu teSke deficijencije vitamina D i
u odsustvu receptora za vitamin D [107], pa su neki istraZivaci ukazali na potencijalnu
ulogu prolaktina i humanog PL na apsorpciju kalcijuma u trudno¢i [108]. Tokom
trudnoc€e dolazi do smanjenja koncentracije ukupnog kalcijuma u serumu, kao posledica

dilucione hipoalbuminemije, ali koncentracija slobodnog kalcijuma ostaje
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nepromenjena. Povec¢ana apsorpcija kalcijuma je povezana i sa povecanim izlu¢ivanjem

kalcijuma putem urina, pa je u trudno¢i povecan rizik od stvaranja bubreznog kamena

[8].

Struktura i jacina kostiju se teSko mere in vivo, ali se koStana masa procenjuje
denzitometrijom. Za procenu promena u metabolizmu kostiju koriste se i cirkuliSuci
biomarkeri [103]. Markeri formiranja kostiju su proizvodi aktivnih osteoblasta, i nastaju
u razliCitim fazama osteoblastnog razvoja. To su koStana alkalna fosfataza, osteokalcin i
propeptidi prokolagena tipa I (C- 1 N-terminalni). Kao markeri resorpcije se koriste
proizvodi osteoklasta, kao Sto su tartarat rezistentna kisela fosfataza, produkti
razgradnje koStanog kolagena (hidroksiprolin, kros-link telopeptidi kolagena tipa I itd) i

nekolageni proteini, kao Sto su kostani sijalo-protein, i katepsini K i L [103].

Iako bi povecana intestinalna apsorpcija trebalo da podmiri povecane potrebe
za kalcijumom u trudno¢i i laktaciji, primeceno je da dolazi do promena u koStanom
prometu i gustini. Malobrojni podaci o promeni koStane gustine koji su dobijeni
metodom koStane denzitometrije govore da tokom trudnoce i laktacije dolazi do
reverzibilnog gubitka koStane gustine, a da se ona vrac¢a na nivo od pre trudnoce posle
perioda od oko 19 meseci, bez obzira na duZinu laktacije [109]. Na osnovu rezultata
cirkuliSu¢ih markera koStanog prometa, zakljueno je da dolazi do povecane resorpcije
kostiju majke sve do sredine trudnoce, a da zatim dolazi do pojacanog formiranja
kostiju [110,111]. Laktacija je pracena znafajno povecanom resorpcijom Kkostiju,
verovatno pod uticajem smanjenja koncentracije estradiola do koje dolazi posle

porodaja [112].

1.4.1. Osteokalcin

Osteoblasti su specijalizovane ¢elije kosti koje sintetiSu koStani matriks, koji je
mineralizovan i bogat kolagenom. Osteokalcin, koji se joS naziva i kostani Gla-protein,
je proizvod osteoblasta, u manjoj meri odontoblasta i hondrocita [113], ali takode
eksprimira i u masnom tkivu [114]. Gen za osteokalcin, nazvan BGLAP, lociran je na
hromozomu 1, i regulisan je dejstvom 1,25(OH).D, koji povecava sintezu osteokalcina

[115]. Osteokalcin ima tri glutamil rezidue, na pozicijama 17, 21, i 24, koje mogu biti
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konvertovane u karboksiglutamil (Gla-) rezidue, vitamin K zavisnom enzimskom
karboksilacijom. I kod miSeva i kod ljudi osteokalcin u krvi moZe biti prisutan u
karboksilovanoj i nekarboksilovanoj formi. Nekarboksilovana ili manje karboksilovana
forma ¢ini 16-21% ukuponog osteokalcina [116]. Nakon oslobadanja osteokalcina u
ekstracelularni prostor, dolazi do njegovih konformacionih promena, tako da se
kalcijum iz hidroksi-apatita vezuje za Gla-rezidue, Sto sugeriSe njegovu ulogu u
mineralizaciji kostiju, mada postoje i dokazi da inhibira mineralizaciju kostiju [113].
Osteokalcin se smatra specificnim markerom osteoblastne funkcije. Procenjuje se da se
posle oslobadanja iz osteoblasta najveci deo novosintetisanog proteina inkorporira u
ekstracelularni koStani matriks gde €ini pribliZzno 15% nekolagene proteinske frakcije.
Manji deo se oslobada u cirkulaciju, i on se moZe detektovati pomocu imunoeseja.
Serumski nivo imunoreaktivnog osteokalcina korelira sa brzinom formiranja kostiju, $to

je pokazano histomorfometrijom [103].

Neocekivano, knock-out miSevi, kojima je iskljuen gen za osteokalcin, imali
su povecan stepen formiranja kostiju u odnosu na wild-type misSeve [117]. Takode je
zapazeno da su imali manju produkciju insulina i adiponektina, vecu insulinsku
rezistenciju, ve¢i nivo glukoze i ve¢i sadrZzaj masnog tkiva [118], Sto je uvelo
pretpostavku da je osteokalcin hormon koga sekretuju osteoblasti, i koji moze biti
uklju¢en u molekularne mehanizme nastanka insulinske rezistencije. Studije na
¢elijskom kulturama su pokazale da povecava sintezu insulina i proliferaciju B-¢elija

pankreasa [113].

Mnoge studije su ispitivale povezanost serumskog osteokalcina, kako ukupnog,
tako i1 nekarboksilovanog, sa parametrima metabolizma glukoze u razli¢itim fizioloSkim
1 patoloskim stanjima. Negativna korelacija osteokalcina sa nivoom glukoze ili
glikohemoglobina je opisana kod pacijenata sa DM2 [119-122], Zena u menopauzi
[123], mladih gojaznih Zena [124] i starijih muSkaraca [125,126], ali neke studije nisu
potvrdile ove povezanosti [127,128]. Meta-analiza [129] je pokazala slaganje sa
studijama na miSevima, tj. potvrdila pozitivan uticaj osteokalcina na metabolizam
glukoze, i postojanje negativne korelacije osteokalcina i glukoze i glikohemoglobina
kod ljudi. Takode, zabeleZena je i negativna korelacija sa HOMA-IR [122,130,131],
serumskim trigliceridima [120,130] i parametrima inflamacije CRP 1 IL-6 [125,132].
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Iako se nekarboksilovani osteokalcin smatra metabolicki aktivhom formom
kod miSeva, smatra se da je ukupni osteokalcin dobar indikator koncentracije
nekarboksilovane forme, pri normalnim uslovima (suficijencija vitamina K), i da su kod
ljudi i ukupni i nekarboksilovani osteokalcin u istoj korelaciji sa parametrima
metabolizma glukoze [129]. U prilog ovoj tvrdnji idu i dokazi dobijeni na adipocitima

in vitro [133].
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Slika 2: Dejstva osteokalcina, preuzeto iz Zoch i sar., 2015 [113]

Osteokalcin u trudno¢i je ispitivan uglavnom u cilju evaluacije koStanog
prometa. Ispitivanja koja su koristila novije generecije imunoeseja opisale su smanjenje
koncentracije osteokalcina majke u drugom trimestru, a zatim porast do kraja trudnoce i
dalji porast posle porodaja [110,134]. Malobrojne studije su ispitivale povezanost
osteokalcina sa metabolizmom glukoze u trudno¢i, 1 one su se uglavnom bile fokusirane
na trudnoce prac¢ene GDM. Pokazano je da je osteokalcin visi kod trudnica sa GDM u
odnosu na trudnice sa normalnom tolerancijom na glukozu [135-137]. Podaci o
korelacijama osteokalcina sa nivoom glukoze ili parametrima za procenu insulinske
rezistencije su kontradiktorni — Winhofer i saradnici su pokazali da je osteokalcin u
pozitivnoj korelaciji sa parametrima koji ukazuju na sintezu insulina [135],
Srichmokwun i saradnici su pokazali da je osteokalcin u pozitivnoj korelaciji sa

HOMA-IR i HOMA-%B [97], a Saucedo i saradnici nisu dokazali postojanje ovih
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korelacija [138]. Osteoblasti na svojoj povrSini imaju receptore za adiponektin, i
adiponektin utiCe na njihovu proliferaciju, diferencijaciju 1 mineralizaciju [139].
Eksperimenti na miSevima i ¢elijskim kulturama su pokazali i da osteokalcin regulise
ekspresiju adiponektina [140], medutim u jedinoj studiji koja se ispitivala postojanje
korelacija izmedu osteokalcina i adiponektina u trudno¢i, oni nisu bili u znacajnoj
korelaciji [97]. Leptin deluje na kost tako Sto smanjuje proces formiranja kostiju i
produkciju osteokalcina centralnim dejstvom [141], dok direktnim perifernim dejstvom
deluje stimulatorno na rast kostiju [142]. Podaci o povezanosti leptina i osteokalcina u
trudno¢i su takode malobrojni- samo su Saucedo i saradnici pronasli da su leptin i
osteokalcin u negativnoj korelaciji [138]. Ove malobrojne studije nisu dovoljne za
izvodenje zakljuCka o medusobnoj povezanosti metabolizma glukoze, masnog tkiva i

kosti tokom trudnocde.

U cirkulaciji osteokalcin podleZe brzoj degradaciji, pa su zato u krvi prisutni i
intaktni peptid i fragmenti razli¢itih veli¢ina. RazliCiti eseji mere fragmente razliCite
duzine, i Cesto razliCitih epitopa i reaktivnosti prema antitelima. U praksi, razliCiti
imunoeseji su davali razli¢ite, medusobno neuporedive rezultate. Samo jedna tre¢ina
cirkuliSuceg pula predstavlja intaktni osteokalcin, i zbog nestabilnosti u serumu, dolazi
do brzog gubitka imunoreaktivnosti u uzorcima koji stoje na sobnoj temperaturi duze od
jednog sata. Da bi se izbegao ovaj problem, noviji eseji mere najzastupljeniji
degradacioni fragment osteokalcina, 1-43 (N-terminalni/srediSnji, N-MID) fragment.
Ovaj fragment nastaje kao rezultat proteoliticke degradacije intaktnog molekula i moze
delimi¢no nastati u aktiviranim osteoblastima. Merenje N-MID fragmenta eliminiSe
problem preanaliticke nestabilnosti. Ipak, neophodna je brza obrada uzorka za vecinu
eseja, jer je primecen gubitak aktivnosti posle nekoliko sati na sobnoj temperaturi, a isto
vazi 1 za viSestruko otapanje, ili produZeno cuvanje na temperaturama viSim od —25° C

[143].
1.4.2. Propeptidi prokolagena tipa I (P1NP)

Propeptidi prokolagena tipa I nastaju iz kolagena tipa I, koji je glavna forma
kolagena u kostima. Ovaj tip kolagena prisutan je 1 u drugim tkivima, kao Sto su koza,

dentin, kornea, hrskavica, i tetive. U kostima, sintetiSu ga osteoblasti, u formi pre-
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prokolagena. Ovaj molekul prekursor ima kratke terminalne peptide- amino (N-)

terminalni propeptid (P1NP) 1 karboksi (C-) terminalni propeptid (P1CP) [144].

Posle sekrecije van ¢elije, globularni trimerni propeptidi se enzimski odvajaju i
oslobadaju u cirkulaciju. PICP ima molekulsku masu od 115 kDa i stabilizovan je
disulfidnim vezama. EliminiSe se preko endotelnih celija jetre preko manoznih
receptora i zato ima kratak serumski poluzivot od 6-8 min. PINP ima molekulsku masu
samo 70 kDa, bogat je prolinom i hidroksiprolinom i eliminiSe se iz cirkulacije preko
receptora Cistaca na endotelnim celijama jetre. Kako 1 PICP 1 PINP nastaju iz
novosintetisanog kolagena, oni se smatraju kvantitativnom merom novoformiranog
kolagena tipa I. lako ovaj tip kolagena moZe poticati i iz drugih izvora, veci deo ovih
neskeletnih tkiva ima sporiji promet nego kosti, i vrlo malo doprinosi cirkuliSu¢em pulu
ovih propeptida, pa se oni smatraju specificnim markerima formiranja kostiju. PINP se
u cirkulaciju oslobada u obliku trimera, ali se brzo razlaZe do monomera pod dejstvom
termalne degradacije [145]. Novije generacije imunoeseja detektuju obe frakcije,

tj.ukupni PINP.

Oba propeptida se trenutno mogu meriti kori§¢enjem specifi¢énih imunoeseja
(radioimunoesej, enzimimunoesej). Razliite studije su pokazale dobre korelacije
izmedu serumskog PICP i PINP i brzine formiranja kostiju. Smatra se da PINP ima
vecu dijagnosticku vrednost u metabolickoj bolesti kostiju. Prakti¢no, termostabilnost
ovih propeptida je njihova prednost, pa tako da Cuvanje 1 transport uzoraka ne utiCu

znacajno na gubitak signala [143].

Malobrojne studije su ispitivale longitudinalne promene PINP tokom trudnoce-
zabeleZeno je smanjenje koncentracije PINP na pocetku trudnoce, i porast PINP u
kasnoj trudno¢i [146,147], Sto se mozZe objasniti promenama u koStanom metabolizmu,
tj. porastom formiranja kostiju u kasnoj trudno¢i. PINP se smatra metabolicki
neaktivnim i ne postoje literaturni podaci o aktivnosti ovog fragmenta. Medutim, zbog
njegove stabilnosti u serumu, i poSto je specifiCan marker osteoblastne aktivnosti,
postojanje eventualnih korelacija sa drugim biohemijskim parametrima, kao $to su
insulin, leptin, adiponektin i vitamin D, moZe dati odgovor na pitanje koji faktori uticu

na proces formiranja kostiju u nekomplikovanoj trudno¢i, kao i odgovor na pitanje da li
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su potencijalni mehanizmi, kojima je kost povezana sa drugim organima kao Sto je
pankreas 1 masno tkivo, specifi¢ni za osteokalcin, koji se smatra aktivnim medijatorom

iz kostiju.

1.4.3. Vitamin D

Vitamin D je preprohormon, koji se sintetiSe u koZi iz prekursora 7-
dehidroholesterola, a 10% potice iz hrane. Postoji u dva oblika- vitamin D> (ergosterol)
i D3 (holekalciferol). Ljudski organizam moZe da metaboliSe oba oblika, ali de novo
sintetiSe samo D3, Pod dejstvom ultravioletnog B zracenja, 7-dehidroholesterol u kozi
postaje previtamin D3, koji zatim termalnom reakcijom izomerizuje u vitamin D3, Bez
ove reakcije, npr. u nedostatku svetlosti odredene talasne duZine, povecavaju se potrebe
organizma za dijetarnim izvorom vitamina D [148]. On je u cirkulaciji najve¢im delom
vezan za vitamin D vezuju¢i protein (VDBP). U jetri dolazi do konverzije u 25-hidroksi
vitamin D (25(OH)D) pod dejstvom enzima 25-hidroksilaze, a konacna aktivacija se
odvija u bubregu dejstvom enzima la-hidroksilaze, i nastaje aktivni metabolit 1,25-
dihidroksi vitamin D (1,25(OH),D). Takode moZze do¢i i do ekstrarenalne hidroksilacije
25(0OH)D, npr. u placenti [149]. Svoja dejstva ostvaruje vezivanjem za intracelularni
receptor (VDR). Njegova glavna dejstva su povecanje apsorpcije kalcijuma u crevima,
povecanje reapsorpcije kalcijuma u bubrezima i regulacija sekrecije PTH negativhom
povratnom spregom, $to su sve komponente homeostaze kalcijuma u organizmu [148].
Osim ovih dejstava, smatra se da ima ulogu i u karcinogenezi, prevenciji

kardiovaskularnih bolesti i DM, kao i u imunskom odgovoru [150].

lako je 1,25(OH);D aktivni metabolit, ipak se smatra da je koncentracija
25(OH)D u serumu najbolji pokazatelj statusa vitamina D u organizmu, s obzirom da je
to glavna cirkuliSu¢a forma vitamina D 1 da najbolje korelira sa klinickim ishodima

nevezanim za regulaciju kalcijuma [151].

Veliki broj studija je ustanovio Siroku rasprostranjenost insuficijencije vitamina
D kod trudnica u razli¢itim populacijama [152-154], a u jednom istraZivanju u Srbiji

zabeleZeno je da 77% normotenzivnih trudnica ima deficijenciju vitamina D [155].
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Kao $to je ve¢ napomenuto, nivo 1,25(OH);D raste u trudno¢i [106], i smatra
se da povecava intestinalnu apsorpciju kalcijuma, ali ipak neki autori smatraju da da u
procesu povecane intestinalne apsorpcije kalcijuma klju¢nu ulogu ne igra vitamin D ve¢
hormoni sa laktogenim dejstvom [107]. Postoji i hipoteza da lokalno sintetisani
1,25(0OH)2D deluju¢i imunomodulatorno, omogucava uspeSnu implantaciju i rast feto-
placentalne jedinice [156]. Pokazano da deluje na adaptivni imunitet, tako $to potencira
Th2 odgovor, a suprimira Th1 odgovor [157], indukuje imunosupresivne regulatorne T
¢elije [158], i1 deluje antiinflamatorno [149], Sto sve doprinosi uspe$noj implantaciji i

odrZavanju feto-placentalne jedinice.

Epidemioloski podaci su pokazali da trudnice sa GDM imaju niZi nivo
25(OH)D u odnosu na trudnice sa normalnim metabolizmom glukoze [159]. Pokazano
je 1 da je deficijencija vitamina D u ranoj trudno¢i znacajno povezana sa povecanim
rizikom od razvoja GDM [160,161]. Nizak nivo vitamina D u trudno¢i je povezan i sa
preeklampsijom [162-164]. Molekularni mehanizmi ekstraskeletnih dejstava vitamina
D su kompleksni i nedovoljno ispitani. Rezultati eksperimenata idu u prilog tvrdnji da
vitamin D uti¢e na sekreciju i efekte insulina na ciljna tkiva. On dovodi do povecanja
sekrecije insulina, verovatno tako Sto uti¢e na intracelularnu koncentraciju kalcijuma
[165], a takode promoter gena za insulin u svom sastavu ima vitamin D responsivne
elemente, pa se smatra da utiCe na ekspresiju ovog gena [166]. Nasuprot tome,
pokazano je da deluje direktno na adipocite pacova tako Sto smanjuje preuzimanje

glukoze posredovano insulinom [167].

Smatra se da vitamin D ima i antiinflamatorna svojstva, pa se i time objasnjava
njegov protektivni efekat u razvoju dijabetesa [165]. Ova antiinflamatorna dejstva se
ogledaju u Ccinjenici da on inhibira oslobadanje TNF-a, IL-6, IL-1, IL-8,
ciklooksigenaze-2 itd. iz monocita pacijenata sa DM2 [168]. Takode, inhibira sintezu
prostaglandina, a utie i na druge intracelularne puteve koji su ukljuceni u inflamaciju

[165].

U okviru promotera BGLAP gena koji kodira osteokalcin kod ljudi postoje
vitamin D responsivni elementi, i vitamin D stimuliSe produkciju osteokalcina [169].

Kako bi ispitali dejstva osteokalcina na metabolizam glukoze u trudno¢i, s

25



pretpostavkom da je u ovaj proces istovremeno ukljuCen i vitamin D, Tabatabei i
saradnici [136] su ispitivali povezanost vitamina D, osteokalcina i pojave GDM. U
njihovom istrazivanju, osteokalcin i vitamin D nisu bili u znacajnoj korelaciji. Treba
napomenuti da, za razliku od rezultata drugih istrazZivanja, trudnice sa GDM nisu imale

statisticki znaCajno niZe koncentracije vitamina D.

I pored rastuceg broja ispitivanja koja se bave povezanos¢u vitamina D i ishoda
trudnoce, njegova dejstva jos uvek nisu u potpunosti rasvetljena. Tumacenje rezultata je
dodatno otezano cinjenicom da na njegovu koncentraciju utiu godiSnje doba i

geografski region ispitanika, ishrana i upotreba suplemenata.
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2. Ciljevi

1. Ispitati longitudinalne promene u parametrima za procenu insulinske
rezistencije - koncentraciji insulina i vrednostima HOMA-IR i HOMA-%B indeksa,

tokom trudnoce i posle porodaja.

2 Ispitati longitudinalne promene u koncentraciji adipocitokina- leptina i

adiponektina tokom trudnoce i posle porodaja.

3. Ispitati longitudinalne promene u koncentraciji osteokalcina i PINP tokom

trudnoce i posle porodaja.

4. Ispitati longitudinalne promene 25(OH)D kao markera za procenu statusa

vitamina D u organizmu, tokom trudnoce i posle porodaja.

5. Ispitati longitudinalne promene parametara lipidnog i redoks statusa tokom

trudnoce i posle porodaja.

6. Ispitati povezanost adipocitokina leptina 1 adiponektina sa parametrima
insulinske rezistencije, sa ciljem da se rasvetli molekularni mehanizam nastanka
fizioloSke insulinske rezistencije tokom trudnoce. Takode ispitati povezanost ovih
adipocitokina sa parametrima lipidnog statusa, redoks statusa i parametrima formiranja
kostiju, kako bi se ispitao uticaj masnog tkiva na energetski metabolizam, oksidativni

stres i koStani promet u nekomplikovanoj trudnoci.

7. Ispitati povezanost osteokalcina 1 PINP sa parametrima insulinske
rezistencije, adiponektinom 1 leptinom, kao 1 sa parametrima lipidnog statusa i redoks
statusa, kako bi se utvrdilo da su eventualna dejstva na metabolizam glukoze i druga
dejstva specificna za osteokalcin, ali ne i za druge proizvode koji se oslobadaju u

procesu formiranja kostiju, kao Sto je PINP.
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3. Materijal i metode

3.1. Ispitanice

Ovo istrazivanje je dizajnirano kao longitudinalna studija. Trudnice su
ukljucene u studiju tokom prve prenatalne posete biohemijskoj laboratoriji Poliklinike

Medilab u Cacku radi prenatalnog laboratorijskog screeninga.

Sve ispitanice su dale pismeni pristanak za uceS¢e u studiji, a istraZivanje je
izvrSeno uz dozvolu Etickog odbora Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.
Od svake ucesnice je uzeta kompletna medicinska istorija, ukljucujuéi postojeca
oboljenja, pusacki status i navike u ishrani. Gestaciona starost je utvrdivana na osnovu

datuma poslednje menstruacije ili ultrazvu¢nim pregledom.

U studiju je inicijalno bilo uklju¢eno 68 trudnica. Kriterijumi za isklju¢ivanje
su bili prisustvo hroni¢nih bolesti pre trudnoce, redovno uzimanje lekova, blizanacka
trudnoca ili pojava neke komplikacije ili poremecaja u trudno¢i. Od ukupnog broja iz
studije je iskljuéeno 30 trudnica: 22 trudnice su svojevoljno odustale od studije u
razli¢itim etapama, dve su razvile GDM, cetiri su se prevremeno porodile i dve su
imale spontani pobacaj. U studiji je ukupno preostalo 38 trudnica koje su trudnocu
iznele do kraja i doSle na kontrolu posle porodaja. Medu njima je bilo 21 nulipara, 11
primipara i 6 multipara. Sve su se porodile vaginalnim putem ili elektivnim carskim

rezom. Sva novorodencad su bila zdrava i normalne veli¢ine.

Trudnice su tokom trudnoce bile na preporu¢enom adekvatnom reZimu ishrane
1 sve su uzimale vitaminsku suplementaciju po savetu lekara, koja je u proseku sadrzala
200-300 mg kalcijuma, 15 mg cinka, 17 mg gvozda, 400 pug folne kiseline, 400 TU
vitamina D, 70 mg vitamina C, 3 mg tiamina, 2 mg riboflavina, 20 mg niacina, 6 ug

vitamina B12 1 10 mg vitamina E. Sve ispitanice su bile nepusSaci.

Uzorkovanje je bilo planirano u pet poseta (tacaka): u prvom trimestru (T1,
medijana 13. nedelja trudnoce), drugom trimestru (T2, medijana 24. nedelja trudnoce),

pocetkom treceg trimestra (T3, medijana 29. nedelja trudnoce), u kasnom trecem
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trimestru (T4, medijana 36. nedelja trudnoce) i najmanje Cetiri nedelje posle porodaja

(T4, medijana 5 nedelja posle porodaja).

Uzorkovanje je vrSeno posle no¢nog gladovanja (>10h), u serumsku epruvetu i
epruvetu sa antikoagulansom EDTA. Zatim su uzorci centrifugirani na 1500g 10 min,
podeljeni u alikvote od 200uL, zamrznuti na -80°C i ¢uvani do analiziranja, osim za
merenja koja su vrSena odmah (glukoza, ukupni proteini, mokra¢na kiselina, CRP,
aspartat aminotransferaza, alanin aminotransferaza, lipidni status i kompletna krvna

slika).
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3.2. Metode

1. Antropometrijski podaci:

Kod prve posete ispitanicama je zabeleZena starost, gestaciona starost,
izmerena visina 1 teZina, za izraCunavanje indeksa telesne mase (ITM, telesna
masa,kg/visina,m?) i izmeren krvni pritisak. Kod svake sledeée posete zabeleZena je

gestaciona starost i izmerena tezina i krvni pritisak.

2. Biohemijski i hematoloski parametri

Glukoza, ukupni proteini, mokra¢na kiselina, aspartat aminotransferaza (AST),
alanin aminotransferaza (ALT), ukupni holesterol, trigliceridi, HDL-holesterol su
mereni odmah, koriS¢enjem komercijalnih reagenasa na biohemijskom analizatoru
Roche Cobas c311 (Roche Diagnostics, Manhajm, Nemacka). CRP je takode meren
odmabh, koriS¢enjem komercijalnog reagensa na biohemijskom analizatoru Roche Cobas

c311 (Roche Diagnostics, Manhajm, Nemacka) metodom imunoturbidimetrije.
LDL holesterol je izracunat koriS¢enjem Friedewaldove formule:

LDL holesterol (mmol/L) = ukupni holesterol (mmol/L) — HDL holesterol (mmol/L) —
trigliceridi (mmol/L)/2.22 (136)

Kompletna krvna slika- broj leukocita, eritrocita, trombocita, hemoglobin,
zapremina eritrocita (MCV), prose¢na koli¢ina hemoglobina u eritrocitima (MCH),
prosecna koncentracija hemoglobina u eritrocitima (MCHC) je odredena na

hematoloskom brojacu ABX Pentra 80 (Horiba Medical, Monpelje, Francuska).
3.  Parametri insulinske rezistencije

Insulin je odredivan ,,sendvi¢* metodom elektrohemiluminiscencije (ECLIA),
koriS¢enjem komercijalnih reagenasa na imunoanalizatoru Cobas e411 (Roche
Diagnostics, Manhajm, Nemacka). Prvi korak je inkubacija u toku koje insulin iz uzorka
formira ,,sendvi¢* kompleks sa specificnim monoklonskim insulin-antitelom za koje je
vezan biotin 1 drugim specifiénim monoklonskim insulin-antitelom koje je obelezeno

rutenijumom. Posle dodatka mikrocestica obloZenih streptavidinom, ,,sendvic*
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kompleks se vezuje za Cvrstu fazu posredstvom veze streptavidin-biotin. Reakciona
smeSa se aspirira u mernu c¢eliju gde se mikrocestice vezuju magnetnim silama na
povrSinu elektrode, a nevezane supstance se isperu. Protok struje kroz elektrodu
indukuje hemiluminiscenciju koja se meri i koja je direktno srazmerna koncentraciji

insulina u uzorku.

Za procenu insulinske rezistencije koriS¢eni su HOMA indeksi izraCunati po

slede¢im formulama:

HOMA-IR = (glukoza x insulin ) / 22.5

HOMA-%B = (20 x insulin) / (glukoza — 3.5), gde je glukoza izrazena u
mmol/L, a insulin u mU/L (134).

4. Adipocitokini

Leptin je odredivan pomocu komercijalnog ELISA kita proizvodac¢a DRG
Instruments, Marburg, Nemacka. U ovom ,,sendvi¢* ELISA imunoeseju, monoklonsko
antitelo specificno za jedinstveni domen na molekulu leptina je imobilisano na
mikroplocu. Uzorak sa endogenim leptinom se inkubira zajedno sa specificnim
monoklonskim antitelom na leptin za koje je vezan biotin. Na taj nacin se formira
sendvi¢. Nakon inkubacije, nevezane supstance se uklanjaju ispiranjem, i dodaje se
kompleks streptavidin-peroksidaza-enzim. Po dodatku supstrata, dolazi do razvoja boje

¢iji intenzitet je srazmeran koncentraciji leptina u uzorku.

Adiponektin je odredivan pomo¢u Human Adiponectin/Acrp30 Immunoassay,
Quantikine, R&D systems, Mineapolis, Minesota, SAD. U ovom kvanitativhom
»sendvic* imunoeseju, monoklonsko antitelo specificno za globularni domen humanog
adiponektina je imobilisano na ELISA mikroplocu. Dodatkom standarda i uzoraka,
dolazi do vezivanja prisutnog adiponektina za imobilisano antitelo. Nakon ispiranja
nevezanih supstanci, dodaje se monoklonsko antitelo specificno za globularni domen
adiponektina koje je obeleZeno enzimom. Nakon ispiranja kojim se uklanja nevezani

reagens, dodaje se supstrat. Dolazi do razvoja boje, €iji je intenzitet srazmeran
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koncentraciji adiponektina. Nakon dodatka reagensa za zaustavljanje reakcije, intenzitet

boje se meri spektrofotometrijski.

S. Parametri koStanog prometa

Osteokalcin i ukupni prokolagen tip 1 N-terminalni propeptid (P1NP) su
odredivani ,,sendvi¢“ metodom elektrohemiluminiscencije (ECLIA), koriS¢enjem
komercijalnih reagenasa na imunoanalizatoru Cobas e411 (Roche Diagnostics,

Manhajm, Nemacka).

25-hidroksi-vitamin D (25(OH)D) je odredivan kompetitivnom metodom
elektrohemiluminiscencije (ECLIA), koriS¢enjem komercijalnih reagenasa na
imunoanalizatoru Cobas e411 (Roche Diagnostics, Manhajm, Nemacka). Metoda koristi
vitamin D-vezuju¢i protein (VDBP) kao protein-hvata¢ koji vezuje i 25(OH)Ds i
25(0OH)Ds. U prvom koraku se uzorak inkubira sa ditiotreitolom i natrijum-hidroksidom
kako bi se raskinule veza 25(OH)D sa VDBP. Sledec¢i korak je inkubacija sa VDBP koji
je obeleZen rutenijumom pri cemu 25(OH)D stvara kompleks sa obeleZenim VDBP.
Sledeci korak je dodavanje mikrocestica obloZenih streptavidinom i 25(OH)D vezanog
za biotin. 25(OH)D obeleZen biotinom vezuje se za slobodna mesta na VDBP koji je
obeleZen rutenijumom i nastali kompleks se vezuje za ¢vrstu fazu. Reakciona smesa se
aspirira u mernu cCeliju gde se mikrocestice vezuju magnetnim silama na povrSinu
elektrode, a nevezane supstance se isperu. Protok struje kroz elektrodu indukuje
hemiluminiscenciju koja se meri i koja je obrnuto srazmerna koncentraciji 25(OH)D u

uzorku.

6. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite

Odredivanje totalnog oksidativnog statusa (TOS)

Glavne komponente TOS sistema u serumu su prisutni H>O; 1 lipidni
hidroperoksidi. Ukupni oksidansi prisutni u uzorku oksiduju fero jon—orto-dianizidni
kompleks u feri jon. Glicerol koji je prisutan u reakcionom medijumu olakSava reakciju
oksidacije. Nastali feri jon gradi obojeni kompleks sa ksilenol-oranZom u kiseloj

sredini. Intezitet boje se meri spektrofotometrijski (A= 560 nm) i proporcionalan je
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ukupnom sadrZaju oksidacionih molekula u uzorku. Kao standard koristi se vodeni
rastvor vodonik-peroksida opsega koncentracije 10-200 pmol/L, S$to odgovara

linearnosti metode i o¢ekivanim koncentracijama u bioloSkom materijalu [170].
Odredivanje totalnog antioksidativnog statusa (TAS)

Totalni antioksidativni status odreden je kolorimetrijskim testom uz upotrebu
stabilnog hromogena, 2,2'- azinobis- (3-etilbenztiazolin)-6- sulfonska kiselina (ABTS™)
katjona, metodom koju je formulisao Erel [171], uz odredene modifikacije. Sam rastvor
ABTS-a je bezbojan. Oksidacijom do ABTS" katjona, pomo¢u vodonik-peroksida u
kiseloj sredini (acetatni pufer; pH=3,6) rastvor dobija smaragdnu boju. Kada se obojeni
ABTS"jon pomeSa sa nekom supstancom koja mozZe da se oksiduje (antioksidans),
redukuje se do bezbojnog ABTS-a, Sto se manifestuje obezbojavanjem ispitivanog
rastvora. Smanjenje intenziteta boje srazmeran je koncentraciji prisutnih ukupnih
antioksidanasa u uzorku. Apsorbancije ispitivanih rastvora merene su pomoc¢u ELISA
¢itaCa (Pharmacia LKB, Be¢,Austrija) na talasnoj duZini od 660 nm nakon inkubacije
od 10 minuta na sobnoj temperaturi (ili 5 minuta na 37°C). Reakcije se izvode na
ELISA ploci (koja ima 96 mesta) ¢ime je postupak izvodenja u znac¢ajnoj meri olakSan.
Modifikacija metode izvrSena je prilagodavanjem preporucenih zapremina standardnim

zapreminama ELISA ploce.

Koncentracija prisutnih antioksidanasa u uzorku odreduje se upotrebom
standardne krive. Najcesc¢e upotrebljavani standard je Trolox, hidrosolubilni ekvivalent
vitamina E. Kako se on teSko rastvara u vodi, za pripremu rastvora koris¢en je 30
mmol/L fosfatni pufer, pH=7,4. Dobijeni rezultati izrazavaju se u mmol Trolox

ekvivalenta/L.

Odredivanje prooksidativno-antioksidativnog balansa (PAB)

PAB testom se odreduje koncentracija vodonik-peroksida (H2O2) u
antioksidativnom okruzenju, modifikovanom metodom po Alamdariju [172]. Hromogen
3,3’5,5 -tetrametilbenzidin (TMB) reaguje 1 sa vodonik-peroksidom 1 sa
antioksidansima (mokra¢nom kiselinom) u isto vreme, s obzirom da se nalaze u uzorku

istovremeno. Reakcija H>O> i1 hromogena je enzimski katalizovana enzimom
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peroksidazom, pri ¢emu oksidovanjem TMB-a nastaje intenzivno plavo obojeni
proizvod. Za razliku od toga reakcija mokracne kiseline 1 hromogena je nekatalizovana,
hemijska reakcija u kojoj se TMB katjon redukuje do bezbojnog proizvoda. Intenziteti
boje standardnih rastvora su srazmerni odnosu dodatih koli¢ina H>O» i mokrac¢ne
kiseline. Kapacitet prisutnih antioksidanasa se kalibriSe prema mokra¢noj kiselini i
izrazava u umol/L mokra¢ne kiseline, a kapacitet prooksidanasa se kalibriSe prema
H>0; i izrazava u pmol/L H>O». Za pravljenje standardne krive se koriste rastvori H>O»
i mokraéne kiseline u razliitim odnosima, tako da na pocetku dominira mokra¢na
kiselina, a na kraju H»O, Ove dve komponente su izabrane za predstavnike
prooksidanasa i antioksidanasa jer ne reaguju jedna sa drugom i ne ometaju aktivnost

jedna drugoj prema hromogenu.

Metoda je spektrofotometrijska, a za merenje apsorbancija koriS¢en je ELISA
¢ita¢ (Pharmacia LKB, Bec, Austrija). Reakcija se izvodi na ELISA plo¢i. Na osnovu
apsorbancija koje se dobijaju u standardnim rastvorima konstruise se kalibraciona kriva

iz koje se oCitavaju koncentracije uzoraka.

Vrednosti PAB-a se izrazavaju u arbitrarnim jedinicama-HKU (hidrogen-
peroksid komplementarne jedinice), koje predstavljaju procenat HoO> u standardnim

rastvorima pomnoZen sa 6.

Modifikacija metode je izvrSena prilagodavanjem zapremine uzorka,
standardnih rastvora, slepe probe i reagenasa standardnim zapreminama bazena ELISA
ploCe i povecanjem koliCine enzima peroksidaze u radnom rastvoru. Time je
omoguceno dobijanje linearne zavisnosti izmedu koncentracije i apsorbancije prilikom

izrade kalibracione krive.

Odredivanje koncentracije tiobarbiturna kiselina reagujuéih supstanci

(TBARS)

Koncentracija tiobarbiturna kiselina-reagujuce supstance (TBARS) se odreduje
spektrofotometrijskim testom koji se zasniva na apsorpcionom maksimumu kompleksa

malondialdehida i ostalih TBARS sa tiobarbiturnom kiselinom na 535 nm, ¢iji je
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molarni apsorpcioni koeficijent 1,56x10° L/mol/cm. Princip ove metode se zasniva na

sledecoj reakciji:

0
H
0 0 NH S N\ HO /N
M - /L ‘
H H O o IR \CH—CH=CH/\/N
H OH

MDA TBA MDA-TBA kompleks

IzraCunavanje koncentracije TBARS se vrsi upotrebom molarnog apsorpcionog
koeficijenta 1.56x10° LXmol!xcm™! nastalog kompleksa izmedu TBARS i

tiobarbiturne kiseline [173].
Odredivanje ukupnog sadrzaja sulfhidrilnih (SH) grupa

Ukupni sadrzaj sulthidrilnih grupa u plazmi se odreduje Ellman-ovom
metodom [174]. Ova metoda se zasniva na reakciji 2,2’-dinitro-5,5’-ditio-benzoeve
kiseline (DTNB) sa alifati¢énim tiolnim jedinjenjima u baznoj sredini (pH 9,0) , pri ¢emu
se stvara jedan mol p-nitrofenol anjona po jednom molu tiola, a intenzitet reakcije se
meri spektrofotometrijski na 412 nm. Ukupan sadrzaj SH grupa odredivan je na

automatskom analizatoru Ilab 300+ (Instrumentation Laboratory, Milano, Italija).

Koncentracija ukupnog sadrzaja SH grupa u plazmi izraCunava se preko
molarnog apsorpcionog koeficijenta p-nitrofenola na 412 nm, koji za date uslove ima
vrednost od 13600 Lxmol ! xcm™.

A, . Vuk

SH grupe, mmol/LL =—=
€ Vuz

x1000

gde su

€ =13 600 Lx mol'xcm™

Vuk - ukupna zapremina (0,97 mL)

Vuz - zapremina uzorka (0,05 mL)
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3.3. Statisticka obrada podataka

Podaci su prikazani kao srednja vrednost i SD (standardna devijacija) za
normalno distribuirane varijable, 1 kao geometrijska sredina 1 95-ti intervali
pouzdanosti, ukoliko vrednosti nisu bile normalno distribuirane, ali su nakon
logaritmovanja sledile normalnu raspodelu [175]. Provera tipa raspodele kontinuiranih

podataka radena je upotrebom Kolmogorov-Smirnov testa.

Poredenje kontinuiranih varijabli je izvrSeno analizom varijanse (ANOVA) sa

ponovljenim merenjima sa post hoc Bonferroni korekcijom.

Provera postojanja znacajnih korelacionih odnosa izmedu ispitivanih varijabli
vrSena je Spearman-ovom neparametarskom korelacionom analizom. Multipla
regresiona analiza je koriS¢ena za identifikaciju nezavisnih faktora uticaja na pojedine

promenljive.

Minimalan uslov za postojanje statistiCki znaCajne razlike je bio kada je

verovatnoca (p, nivo znacajnosti) bio manji ili jednak 0,05.

Statisticka obrada posataka vrSena je koriS¢enjem programa MS Excel i

MedCalc (MedCalc Statistical Software version 15.6, Ostende, Belgium).
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4. Rezultati istrazivanja

4.1. Demografske karakteristike ispitanica

U ispitivanju je ucestvovalo 38 zdravih trudnica prosecne starosti 29,4+4,49
godina. Prema klasifikaciji Svetske zdravstvene organizacije [176], sve su pre trudnoce
bile negojazne, tj. imale su ITM<30, od toga 28 trudnica (73,7%) je imalo ITM u
granicama optimalnih vrednosti (18,5<ITM<24,9), 4 (10,5%) su bile pothranjene
(ITM<18.,5), a 6 (15,8%) je imalo prekomernu tezinu (25,0<ITM<30,0). Srednja
vrednost ITM pre trudnoce je bila 21,8+3,20.

Tabela 1. Promene ITM i dobijanje u teZini tokom trudnoce i posle porodaja (srednja

vrednost £ SD)

Parametar T1 T2 T3 T4 TS5

I™ 22,3+0,56 23,4+0,55 24,8+0,54 26,5+0,51 23,9+0,54

Dobijanje u
tezini, kg
Dobijanje u
teZini, %

1,4+0,99 4,5+2,17 8,4%3,09 13,2+2,82 5,8+3,87

2,1+1,41 7,5%3,87 13,946,00 21,9+6,51 9,6+6,41

Kako je ocekivano, tokom trudnoc¢e dolazi do kontinuiranog porasta telesne
tezine. Posle porodaja dolazi do gubitka telesne teZine, ali je ona jo$ uvek viSa nego pre

trudnoce.

Vrednosti sistolnog i dijastolnog pritiska kod svih trudnica bile su optimalne

tokom celog perioda trudnoce (tabela 2).
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Tabela 2. Vrednosti sistolnog (SBP) i dijastolnog (DBP) pritiska tokom trudnoce i1

posle porodaja (srednja vrednost £ SD)

Parametar T1 T2 T3 T4 TS5
SBP, mm Hg 109,1+96 | 110,2+9,5 | 1124+8,6 | 112,0+£9.,6 | 1158+94
DBP, mm Hg 70,8 £9.5 71,3+7.8 71,0+ 8,6 70,1 +7.,5 743+873

Sve trudnice su izvele trudnoc¢u do kraja, porodile se u terminu i rodile zdravu

decu koja su dobila visoke ocene na rodenju, a ¢ije su karakteristike prikazane u tabeli

3.

Tabela 3. Termin porodaja i karakteristike novorodencadi (srednja vrednost + SD)

Nedelja 5 TeZina DuZina Obim glave

trudnoce na Pol (M/Z) | novorodencadi | novorodencadi | novorodencadi | Apgar score
porodaju (2) (cm) (cm)

394+£20 25/13 3372,1 £534,4] 50,6 +2,13 34,6 £1,24 8,6 £0,81
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4.2. Biohemijski i hematolosSki parametri tokom trudnoce i

posle porodaja

Vrednosti osnovnih biohemijskih i hematoloskih parametara tokom trudnoce i
posle porodaja prikazani su u tabelama 4, 5 i 6. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + SD, a kod podataka koji ne slede normalnu raspodelu, rezultati su prikazani

kao geometrijska sredina 1 95-ti interval pouzdanosti.

Tokom trudno¢e doSlo je do blagog porasta ukupnog broja leukocita, i
njihovog pada posle porodaja. Koncentracija hemoglobina, broj eritrocita i hematokrit
su pokazali smanjenje Sto je posledica fizioloSke dilucione anemije tokom trudnoce, a
posle porodaja je doslo do porasta njihovih vrednosti. Kako tokom normalne trudnoce
ne dolazi do znacajnih promena morfologije eritrocita, nije bilo znacajnih promena u

eritrocitnim indeksima (tabela 4).

Kao $to je i ocekivano, tokom trudnoce je doSlo do smanjenja koncentracije
proteina usled hemodilucije, pa su koncentracije u drugom i tre¢em trimestru zna¢ajno
niZe u odnosu na koncentracije u prvom trimestru i posle porodaja. Aktivnosti enzima
AST i ALT tokom trudnoce su bile nize u odnosu na vrednosti posle porodaja (tabela
5). Koncentracija CRP-a je znacajno porasla u drugom trimestru, a promene kasnije u
toku trudnode nisu bile statisticki znacajne. Posle porodaja, vrednosti CRP-a su bile
znacajno nize u odnosu na T2 i T3. Koncentracija mokra¢ne kiseline je progresivno
rasla tokom trudnoce, najveée vrednosti imala pred porodaj, i ostala na tako visokom

nivou i posle porodaja (tabela 5).

Koncentracija ukupnog holesterola je bila statisti¢ki znacajno viSa u drugom
trimestru u odnosu na prvi trimestar (tabela 6). Na pocetku trec¢eg trimestra doslo je do
daljeg porasta njegove koncentracije. Vrednosti pred porodaj su i dalje bile znacajno
viSe od vrednosti iz prva dva trimestra. Nakon porodaja je uocen pad u koncentraciji
holesterola, ali je ona ipak bila i dalje statisticki znacajno viSa u poredenju sa prvim
trimestrom. Sli¢an trend je pokazao i nivo triglicerida, s tim Sto su vrednosti pre
porodaja bile znacajno vise i od vrednosti na pocetku treceg trimestra. Posle porodaja je

doslo do pada koncentracije triglicerida do vrednosti koje nisu bile znacajno razli¢ite od
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vrednosti dobijenih u prvom trimestru. Promene u koncentraciji LDL-holesterola su bile
vrlo sliéne promenama u koncentraciji ukupnog holesterola, odnosno doslo je do
znaCajnog porasta njegove koncentracije u drugom trimestru, a najviSe vrednosti su
zabeleZene u tre¢em trimestru. Posle porodaja je doslo do smanjenja njegove
koncentracije, ali je ona i dalje bila viSa u odnosu na prva dva trimestra. Koncentracija
HDL-holesterola u drugom trimestru i na pocetku tre¢eg trimestra bila je znacajno viSa
u odnosu na prvi trimestar. Posle porodaja je doslo do znaCajnog pada u njegovoj
koncentraciji, pa je vrednost bila znacajno niza u odnosu na sve izmerene vrednosti

tokom trudnoce (tabela 6).
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Tabela 4: Vrednosti hematoloskih parametara tokom trudnoce i posle porodaja

Parametar T1 T2 T3 T4 T5
Leukociti, x 10° 7,9 + 1,54 8,5+1,74 9,0 £1,92 9,2+1,92 6,1 1,24
Eritrociti, x 10'? 4,1 +0,29 3,8+0,32 3,7+0,30 3,8+0,26 44 +031
Hemoglobin, g/L 122,0+7,78 116,1 + 8,38 110,9 £9,44 111,8 + 10,25 126,4 +9,82
Hematokrit 0,37 0,025 0,36 = 0,025 0,34 £ 0,026 0,35 +0,028 0,39 + 0,028
MCV, fL 91,2 +5,57 92,9 + 5,33 93,8 £ 5,09 91,8 £ 6,55 89,1 5,17
MCH, pg 29,8 + 1,81 30,3 + 1,53 30,1 + 1,81 29,6 + 2,45 28,9 + 1,91
MCHC, g/L 326,3 +6,31 326,2 + 7,82 321,4 +5,40 321,7 + 6,97 3243 + 6,22
Trombociti, x 10° 230 +453 225+ 37,3 227 #353 221 + 48,1 254 + 46,1
MPV, fL 8,4 0,30 8,3+0,71 8,4 +0,84 8,5+0,79 8,4 +0,87
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Tabela 5: Vrednosti biohemijskih parametara tokom trudnoce i posle porodaja

Parametar T1 T2 T3 T4 TS p
Ukupni proteini, g/L 68,8 £ 3,43 64,1 £3,57% 62,4 +£3,12% 62,0 £3,19% 70,9 + 3,89°"¢% 4" | <0,001
AST, U/L 16+4,1 16+4,6 16+4.2 18+5,8 21 £5,7% v5end® <0001
ALT, U/L 15+£9.4 15+8,5 14+58 14 £6,0 25+ 11,6% P <"d" | <0,001
Glukoza, mmol/L 4,7+0,07 4,5+ 0,06 4,6 +0,10 4,8+0,11 4,8+0,07 <0,05
CRP, mg/L 2,2 (1,6 -3,1) 3,2 (2,542 2,9 (2,1 -3.,8) 2,6(2,0-35 | 1,6(1,0-2,3)"<" | <0,001
Mokracna kiselina, 174 +5,7 187 + 6,3 207 £5,8 0" | 239 £7,2 0N | 060 48 ) @ bRt | 40 0]
pmol/L

isrednja vrednost znacajno razli¢ita od prvog trimestra; ® srednja vrednost znacajno razli¢ita od drugog trimestra; © srednja vrednost znacajno

razliCita od tre¢eg trimestra; ¢ srednja vrednost znacajno razli¢ita od vrednosti pred porodaj

* P<0,05,% P<0,001
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Tabela 6: Vrednosti parametara lipidnog statusa tokom trudnoce i posle porodaja

Parametar T1 T2 T3 T4 TS5 p
Ukupni holesterol, 4.6+0,10 53+0,13% 6.5+0,16 &P 6.6+0,18%P 52+0,17°¢4 | <0,001
mmol/L
o 0,99 1,37 2.09 2,74 0.96

Trigliceridi, mmol/L (0,85-1,15) (1,19-1,59)® (1,79-2,43)° 2.41-311)%> ¢ | (0.80-1,17)>%e ¢ | <0001
LDL-holesterol, 2.3 +0,09 2.7+0,10% 35+0,14%P 35+0,15%P 3.1+0,15%P¢ | <0,001
mmol/L

HDL-holesterol, 1.8 + 0,06 1,9+ 0,06 2.0+0,07* 1,8+ 0,07 1,5+0,06%P% 4 | <0001
mmol/L

isrednja vrednost znacajno razli¢ita od prvog trimestra; ® srednja vrednost znacajno razli¢ita od drugog trimestra; © srednja vrednost znacajno
razliCita od tre¢eg trimestra; ¢ srednja vrednost znacajno razli¢ita od vrednosti pred porodaj

* P<0,05,% P<0,001
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4.3. Longitudinalne promene u parametrima oksidativnog

stresa i antioksidativne zasStite

Parametri oksidativnog stresa su prikazani u tabeli 7. Kako ovi parametri nisu
pratili normalnu raspodelu, rezultati su prikazani kao geometrijska sredina i 95-ti

interval pouzdanosti.

Vrednosti TOS-a su rasle tokom trudnoce. Statisticki je znacajan porast u
treCem trimestru. Vrednosti sa pocetka treCeg trimestra su bile znacCajno vece od
vrednosti iz drugog trimestra, a visoke koncentracije su ostale 1 u kasnom trecem
trimestru. Vrednosti posle porodaja su bile statisticki znacajno niZe od vrednosti u

kasnom tre¢em trimestru (tabela 7).

Vrednosti TBARS, koji je krajnji proizvod razgradnje lipidnih peroksida,
pokazale su tendenciju rasta u treCem trimestru, ali je ovaj porast dostigao statisticku
znacCajnost tek u kasnom tre¢em trimestru. Posle porodaja je doslo do znacajnog pada

vrednosti TBARS u odnosu na najviSu vrednost s kraja trudnoce (tabela 7).

Tendenciju porasta tokom trudnoce su pokazale i vrednosti PAB-a, ali je samo
vrednost u kasnom tre¢em trimestru bila statisti¢ki znacajno vec¢a od vrednosti u drugim
taCkama. Posle porodaja, zabeleZeno je znacajno smanjenje koncentracije PAB u

odnosu na sve vrednosti dobijene tokom trudnoce (tabela 7).

Vrednosti TAS-a kao markera sveukupne antioksidativne zastite nisu pokazale
statisticki znaCajne promene tokom trudnoce, ali je posle porodaja doSlo do porasta
koncentracije ovog parametra. Ta vrednost je bila statistiCki zna€ajno viSa u odnosu na

vrednosti iz prvog i drugog trimestra (tabela 7).

Koncentracija ukupnih SH grupa, kao deo neenzimskog sistema odbrane od
oksidativnog stresa, takode je pokazala znacajnu promenu tokom trudnoce. Vrednost sa
pocetka treCeg trimestra je bila znaCajno veca od vrednosti u drugom trimestru.
Koncentracija SH grupa posle porodaja je takode bila znac¢ajno visa u odnosu na drugi

trimestar (tabela 7).
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Tabela 7: Longitudinalne promene u parametrima oksidativnog stresa 1 antioksidativne zaStite

Parametar T1 T2 T3 T4 TS5 p
10,3 10,6 14,1 16,5 10,6
TOS, pmol/L (8,6 - 12,3) 9,1 - 12,5) (11.5-172)" | (139-1979« | (4a-133 |P<0001
2,0 2,0 2,2 23 1.9
TBARS, pmol/L (1,8 -2,1) (1,8 -2,1) (1,9 -2.,5) (2,1 = 2,5)"b" (1,7 - 2,)% p<0.05
- 29,6 32,8 35,1 38,8 17,9
PAB, HK jedinice | 5 5 "3 1y (30,1 — 35.7) (32.5-379) | (35.6—423) "< | (16,0 -20,1)sbed | P<0001
0,67 0,66 0,72 0,73 0,76
TAS, mmol/L (0,62 -0,73) (0,60 - 0,74) (0,68 — 0,80) (0.67-078) | (0,690,840 | P00
0,57 0,61 0,61 0,63
SH grupe, g/l 051-063) | 02 O0=06D1 454 T060) | (055-069 | (0.56-071)0 | P00

isrednja vrednost znacajno razli¢ita od prvog trimestra; ® srednja vrednost znacajno razli¢ita od drugog trimestra; © srednja vrednost znacajno

razliCita od tre¢eg trimestra; ¢ srednja vrednost znacajno razli¢ita od vrednosti pred porodaj

* P<0,05,% P<0,001
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4.4. Longitudinalne promene u adipocitokinima i parametrima

za procenu insulinske rezistencije

Vrednosti leptina i adiponektina, kao i parametara za procenu insulinske
rezistencije tokom trudnoce i posle porodaja, prikazani su u tabeli 8. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost £ SD, a kod podataka koji ne slede normalnu raspodelu,

rezultati su prikazani kao geometrijska sredina 1 95-ti interval pouzdanosti.

Primecen je porast koncentracije leptina, koji je dostigao statisticku znacajnost
tek u tre¢em trimestru, odnosno u T3 i T4. Posle porodaja je doslo do pada
koncentracije leptina, pa su vrednosti bile statisticki zna¢ajno niZe u odnosu na

vrednosti iz treceg trimestra (tabela 8).

Iako su vrednosti koncentracije adiponektina tokom trudnoce pokazale
tendenciju pada, ove promene nisu bile statistiCki znacajne. Vrednosti posle porodaja su

bile znacajno niZe u odnosu na vrednosti u prvom i drugom trimestru (tabela 8).

Koncentracija insulina je pokazala najviSu vrednost u kasnom tre¢em trimestru.
Vrednosti posle porodaja su bile znac¢ajno niZe od vrednosti iz prvog i kasnog trec¢eg
trimestra. Uocljiv je rast vrednosti HOMA-IR indeksa tokom trudnoce, medutim on nije
bio statisticki znaCajan. Znacajno je bilo smanjenje njegove vrednosti posle
porodaja.Vrednosti HOMA-%B indeksa su statistiCki znaCajno porasle u tre¢em
trimestru. Posle porodaja zabelezene su vrednosti koje su bile znacajno nize od svih

vrednosti dobijenih u trudno¢i (tabela 8).
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Tabela 8: Vrednosti adipocitokina i parametara za procenu insulinske rezistencije tokom trudnoce i posle porodaja

Parametar T1 T2 T3 T4 TS p

Leptin, ng/mL 17,3+2,50 19,5 +1,88 28,6 +3,44 2P 24,2 £2,15° 15,0 2,144 <0,001

ﬁ‘;l]’ionektm’ 12,3 % 1,03 11,9£1,12 10,5+ 1,09 10,9 1,65 93£0,66"" | <0,05

Insulin, pU/mL 10,3 +1,22 9,6 +0,93 15,5+3,78 16,4 +£2,44° 6,9 = 0,64 & <0,05

HOMA-IR 2,2+0,29 2,0+0,21 3,2+0,69 3,7+0,69 1,5+ 0,16% <0,001

HOMA-%B 149.6 1707 2208 222,8 (82 6—1?2’(9)) 2 b.e 20,001
? (122,7-182,4) (142,3-204,8) (174,5-279.4) * | (188,2-263,8) *°" T ’

ssrednja vrednost znacajno razli¢ita od prvog trimestra; ° srednja vrednost znacajno razli¢ita od drugog trimestra; © srednja vrednost znacajno

razliCita od tre¢eg trimestra; ¢ srednja vrednost znacajno razli¢ita od vrednosti pred porodaj

* P<0,05,% P<0,001

47



4.5. Longitudinalne promene u parametrima kostanog prometa

Vrednosti osteokalcina, PINP i 25(OH)D tokom trudnoce i posle porodaja
prikazani su u tabeli 9. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD, a kod
podataka koji ne slede normalnu raspodelu, rezultati su prikazani kao geometrijska

sredina i 95-ti interval pouzdanosti.

Koncentracija osteokalcina bila je statisticki znacajno niZza u drugom trimestru
u poredenju sa prvim trimestrom. Kasnije tokom trudnoce, uoCen je porast u
koncentraciji osteokalcina koji je dostigao statisticku znaCajnost na kraju treceg
trimestra. Zanimljivo je da je nakon porodaja koncentracija osteokalcina bila statisticki

znacajno viSa u odnosu na sve tacke tokom trudnoce (tabela 9).

Koncentracija PINP je pokazala znaCajan porast od pocetka tre¢eg trimestra, a
zatim, u kasnom tre¢em trimestru, doSlo je do daljeg porasta njegove koncentracije.
Koncentracija posle porodaja je bila znacajno visa od vrednosti u tackama T1, T2 i T3

(tabela 9).

Koncentracija 25(OH)D je imala zna¢ajan porast u drugom trimestru, i odrZala
slican nivo na pocetku treceg trimestra. U kasnom treCem trimestru dosSlo je do njenog
znaCajnog pada. Vrednosti posle porodaja su bile najniZe, znacajno nize od vrednosti u

drugom i treCem trimestru (tabela 9).
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Tabela 9: Vrednosti parametara koStanog prometa tokom trudnoce i posle porodaja

Parametar T1 T2 T3 T4 TS p
a* b*
Osteokalcin, ng/mL 13,9 £0,71 11,7 £0,49 @ 12,7 0,69 17,3 £0,920b%e | 334162 <0.001
PINP, ng/mL 50,5 2,81 45,2 2,85 53,0 = 4,46° 91,0 +8,23%""" | 106,8 + 6,47 *"**<* | <0.001
15,3 19,0 20,4 16,8 12,9
25(OH)D, ng/mL (13,1 - 17,9) (16,7 — 21,6) " (17,7 -23,6) (144-19.6)¢ | (10,9 153)be=d | <0001

“srednja vrednost znacajno razli¢ita od prvog trimestra; ® srednja vrednost znacajno razli¢ita od drugog trimestra; ¢ srednja vrednost znacajno razli¢ita od
. . 4 . _ - . .
treceg trimestra; ¢ srednja vrednost znacajno razli¢ita od vrednosti pred porodaj

* P<0,05,% P<0,001
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4.6. Spearman-ova neparametarska korelaciona analiza za
utvrdivanje postojanja Kkorelacije izmedu leptina i biohemijskih

parametara u tre¢em trimestru

Rezultati statisticke analize ANOVA sa ponovljenim merenjima su pokazali da
u tre¢em trimestru dolazi do znacajnog povecanja koncentracije leptina. Kako bi se
ispitala povezanost leptina, kao produkta masnog tkiva i placente, i metabolizma
glukoze 1 lipida, ali i inflamacije, oksidativnog stresa i procesa formiranja kostiju,

primenjena je Spearman-ova neparametarska korelaciona analiza.

Rezultati su prikazani u tabeli 10. Koncentracija leptina je bila u znacajnoj
pozitivnoj korelaciji sa ITM, koncentracijom mokrac¢ne kiseline, CRP, insulina,
HOMA-IR i HOMA-%B indeksima, kao 1 sa koncentracijom osteokalcina, PINP i

TOS, a u negativnoj korelaciji sa koncentracijom adiponektina.
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Tabela 10. Spearman-ove neparametarske korelacije izmedu leptina i biohemijskih

parametara u treCem trimestru

Parametar p p

ITM, kg/m? 0,528 <0,05
Glukoza, mmol/L 0,289 0,079
holesterol, mmol/L 0,012 0,941
trigliceridi, mmol/L* 0,235 0,155
HDL-C, mmol/L -0,146 0,382
LDL-C, mmol/L -0,085 0,611
Mokracna kiselina, pmol/L 0,499 <0,05
CRP, mg/dL 0,575 <0,001
Insulin, uIU/L 0,390 <0,05
HOMA-IR 0,443 <0,05
HOMA-%B 0,295 <0,05
Osteokalcin, ng/mL 0,393 <0,05
PINP, ng/mL 0,506 <0,05
25(OH)D, ng/mL 0,173 0,300
TAS, mmol/L. -0,105 0,406
TOS, pmol/L 0,302 <0,05
SH grupe, g/LL 0,185 0,144
MDA, pmol/L 0,052 0,684
PAB, HK jedinice 0,074 0,558
Adiponektin, mg/L -0,321 <0,05
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4.7. Multipla linearna regresiona analiza za ispitivanje
nezavisnog uticaja ispitivanih parametara na koncentraciju leptina u

trecem trimestru

Kako je Spearmanovom neparametarskom korelacionom analizom pokazano
da je vec¢i broj parametara u znacajnoj korelaciji sa koncentracijom leptina u tre¢em
trimestru, u sledeCem koraku smo ispitivali nezavisni uticaj ovih parametara na

koncentraciju leptina.

Prilikom formiranja modela za multiplu regresionu analizu, leptin je oznacen
kao zavisna promenljiva. Na osnovu Spearman-ovog koeficijenta korelacije (p<O0,1),
kao nezavisne promeljive oznaeni su parametri ITM, mokra¢na kiselina, CRP, HOMA-
IR, osteokalcin, TOS 1 adiponektin. Insulin, HOMA-%B i P1NP nisu uklju¢eni u model

zbog multikolinearnosti.
Rezultati multiple regresione analize prikazani su u tabeli 11.

Tabela 11.Multipla linearna regresiona analiza za ispitivanje nezavisnog

uticaja ispitivanih parametara na koncentraciju leptina u treCem trimestru

Leptin

R?=0,247; adjusted R? = 0,165, p = 0,009
Parametar

p SE (B) P
ITM, kg/m? 0,308 0,125 <0,05
Mokraéna kiselina, 0,017 0.136 0.899
umol/L.
CRP, mg/dL. 0,121 0,131 0,361
HOMA-IR -0,023 0,127 0,855
Osteokalcin, ng/mL 0,194 0,136 0,157
TOS, mmol/L 0,085 0,119 0,476
Adiponektin, mg/L -0,121 0,119 0,313
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Rezultati ove analize su pokazali da je jedino ITM nezavisno povezan sa
koncentracijom leptina u treCem trimestu 1 da se 16,5% porasta leptina tokom trudnoce
moze objasniti povecanjem ITM (tj.telesne teZine) trudnice tokom nekomplikovane

trudnoce.

4.8. Spearman-ova neparametarska korelaciona analiza za
utvrdivanje postojanja korelacije izmedu adiponektina i biohemijskih

parametara u tre¢em trimestru

Posle ispitivanja longitudinalnih promena u koncentraciji adiponektina tokom
trudno¢e i1 posle porodaja, slede¢i korak je bio Spearman-ova neparametarska
korelaciona analiza kako bi se ispitala povezanost adiponektina i drugih biohemijskih
parametara u treCem trimestru. U treCem trimestru je koncentracija adiponektina bila
najniza, iako nije bila statisticki znacajno niZa od ostalih vrednosti, a ovaj period je
odabran za korelacionu analizu i kako bi se napravilo poredenje sa korelacijama leptina

u istom delu trudnoce.

Rezultati su prikazani u tabeli 12. Koncentracija adiponektina je bila u
znaCajnoj pozitivnoj korelaciji koncentracijom HDL-holesterola, a u znacajnoj
negativnoj korelaciji sa ITM, koncentracijom glukoze, triglicerida, insulina, HOMA-IR

indeksom, kao i sa koncentracijom osteokalcina, TOS i leptina.
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Tabela 12.Spearman-ove neparametarske korelacije izmedu adiponektina i

biohemijskih parametara u treCem trimestru

Parametar p p
ITM, kg/m? -0,408 <0,05
Glukoza, mmol/L -0,408 <0,05
Holesterol, mmol/L -0,146 0,383
Trigliceridi, mmol/L -0,557 <0,001
HDL-C, mmol/L 0,492 <0,05
LDL-C, mmol/L -0,092 0,581
Mokraéna kiselina, umol/L -0,286 0,082
CRP, mg/dL -0,284 0,084
Insulin, uIU/L -0,543 <0,001
HOMA-IR -0,390 <0,05
HOMA-B -0,141 0,264
Osteokalcin, ng/mL -0,387 <0,05
PINP, ng/mL -0,310 0,058
25(OH)D, ng/mL 0,105 0,538
TAS, mmol/L -0,060 0,637
TOS, umol/L -0,341 <0,05
SH grupe, g/L -0,192 0,129
MDA, umol/L. -0,097 0,445
PAB, HK jedinice -0,020 0,874
Leptin, ng/mL -0,321 <0,05
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4.9. Multipla linearna regresiona analiza za ispitivanje
nezavisnog uticaja ispitivanih parametara na Kkoncentraciju

adiponektina u tre¢em trimestru

Kako je Spearman-ovom neparametarskom korelacionom analizom pokazano
da je veci broj parametara u znacajnoj korelaciji sa koncentracijom adiponektina u
treCem trimestru, u slede¢em koraku smo ispitivali nezavisni uticaj ovih parametara na

koncentraciju adiponektina.

Prilikom formiranja modela za multiplu regresionu analizu, adiponektin je
oznacen kao zavisna promenljiva. Na osnovu Spearman-ovog koeficijenta korelacije
(p<0,1), kao nezavisne promeljive oznaceni su parametri ITM, trigliceridi, HDL-
holesterol, mokra¢na kiselina, CRP, HOMA-IR, osteokalcin, TOS 1 leptin. Glukoza,

insulin i PINP nisu ukljuceni u model zbog multikolinearnosti.

Rezultati multiple regresione analize prikazani su u tabeli 13.
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Tabela 13: Multipla linearna regresiona analiza za ispitivanje nezavisnog

uticaja ispitivanih parametara na koncentraciju adiponektina u tre¢em trimestru

Adiponektin
R?=0,285; adjusted R* = 0,186, p = 0,006

Parametar B SE () p

ITM, kg/m? 0,174 0,143 0,229
Trigliceridi, mmol/L -0,298 0,196 0,133
HDL-holesterol, mmol/L 0,291 0,129 <0,05
Mokraéna kiselina, umol/L -0,042 0,138 0,765
CRP, mg/dL -0,076 0,124 0,539
HOMA-IR -0,044 0,120 0,715
Osteokalcin, ng/mL -0,104 0,135 0,444
TOS, mmol/L 0,100 0,166 0,550
Leptin, ng/mL -0,241 0,128 0,065

Rezultati ove analize su pokazali da je jedino HDL-holesterol nezavisno
povezan sa koncentracijom adiponektina u treCem trimestu i da se 18,6% porasta
adiponektina tokom trudno¢e moZe objasniti povecanjem koncentracije HDL-

holesterola tokom nekomplikovane trudnoce.
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4.10. Spearman-ova neparametarska Korelaciona analiza za
utvrdivanje postojanja korelacije izmedu osteokalcina i biohemijskih

parametara u tre¢em trimestru

Rezultati analize varijanse sa ponovljenim merenjima su pokazali da se
koncentracija osteokalcina znacajno menja tokom trudnoce i posle porodaja. Treci
trimestar karakteriSu izrazene promene u koncentraciji osteokalcina i PINP, kao i
promene u parametrima insulinske rezistencije i drugih biohemijskih parametara. Za
ispitivanje postojanja veze izmedu osteokalcina i drugih parametara u treCem trimestru,
primenjena je Spearmanova neparametarska korelaciona analiza. Rezultati su prikazani

u tabeli 14.

Koncentracija osteokalcina je bila u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa ITM,
koncentracijom triglicerida, mokra¢ne kiseline, insulina i leptina, kao i sa vrednostima
HOMA-IR i HOMA-%B indeksa, PINP i TAS-a, a u znacajnoj negativnoj korelaciji sa

koncentracijom adiponektina.
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Tabela 14. Spearman-ova neparametarska korelacija

biohemijskih parametara

izmedu osteokalcina

Parametar p p

ITM, kg/m? 0,293 <0,05
glukoza, mmol/L 0,161 0,164
holesterol, mmol/L 0,179 0,121
trigliceridi, mmol/L 0,314 <0,001
HDL-C, mmol/L -0,103 0,377
LDL-C, mmol/L 0,104 0,370
Mokracna kiselina, pmol/L 0,382 <0,001
CRP, mg/dL -0,005 0,969
Insulin, pIU/L 0,323 <0,05
HOMA-IR 0,310 <0,05
HOMA-%B 0,374 <0,05
PINP, ng/mL 0,863 <0,001
25(OH)D, ng/mL 0,079 0,501
TAS, mmol/L 0,324 <0,05
TOS, pmol/L -0,039 0,742
SH grupe, g/L. -0,030 0,810
MDA, umol/L -0,023 0,853
PAB, HK jedinice 0,149 0,238
Leptin, ng/mL 0,393 <0,05
Adiponektin, mg/L -0,387 <0,05

i

60



4.11. Multipla linearna regresiona analiza za ispitivanje
nezavisnog uticaja ispitivanih parametara na Kkoncentraciju

osteokalcina u tre¢em trimestru

Spearman-ovom neparametarskom korelacionom analizom pokazano je da je
veci broj parametara u znacajnoj korelaciji sa koncentracijom osteokalcina u tre¢em
trimestru, pa smo u sledeCem koraku ispitivali nezavisni uticaj ovih parametara na

koncentraciju osteokalcina.

Prilikom formiranja modela za multiplu regresionu analizu, osteokalcin je
oznacen kao zavisna promenljiva, a I'TM, trigliceridi, mokra¢na kiselina, HOMA-IR,
leptin 1 adiponektin kao nezavisne promenljive, na osnovu Spearmanovog koeficijenta
korelacije  (p<0,1). Koncentracija insulina nije ukljuéena u model zbog
multikolinearnosti, kao ni HOMA-%B indeks. Koncentracije osteokalcina i PINP su
bile u jakoj pozitivnoj korelaciji, Sto je i bilo oCekivano s obzirom da se oba proteina
oslobadaju u procesu formiranja kostiju, medutim P1NP nije uklju¢en u model jer je cilj
ove analize bio utvrdivanje nezavisnog uticaja nekoStanih parametara na nivo

osteokalcina.

Rezultati ove analize su prikazani u tabeli 15.

61



Tabela 15: Multipla linearna regresiona analiza za ispitivanje nezavisnog

uticaja ispitivanih parametara na koncentraciju osteokalcina u tre¢em trimestru

Osteokalcin
R?=0,263; adjusted R = 0,186, p=0,004

Parametar B SE (B) P

ITM, kg/m? -0,049 0,136 0,719
trigliceridi, mmol/L 0,134 0,138 0,336
Mokracna kiselina, pmol/L. 0,211 0,120 0,085
HOMA-IR 0,096 0,114 0,401
TAS, mmol/L. 0,222 0,107 <0,05
Leptin, ng/mL 0,195 0,121 0,111
Adiponektin, mg/L -0,112 0,118 0,354

Rezultati ove analize su pokazali da je jedino TAS nezavisno povezan sa

koncentracijom osteokalcina u treCem trimestru i da se 18,6% porasta koncentracije

osteokalcina moze objasniti povecanjem koncentracije TAS tokom nekomplikovane

trudnoce.
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4.12. Spearman-ova neparametarska Korelaciona analiza za
utvrdivanje postojanja korelacije izmedu PINP i  biohemijskih

parametara u tre¢em trimestru

Kako bismo ispitali da li su korelacije osteokalcina i drugih parametara
specificne samo za osteokalcin, koji se smatra aktivnim medijatorom iz kosti, a ne i za
druge proizvode formiranja kostiju, kao Sto je PINP, koji se smatra inertnim markerom
formiranja kostiju, primenjena je Spearmanova neparametarska korelaciona analiza
izmedu P1NP i drugih ispitivanih parametara u tre¢em trimestru. Rezultati su prikazani

u tabeli 16.

Koncentracija PINP je bila u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa ITM,
koncentracijom insulina, HOMA-IR i HOMA-%B indeksom, kao i koncentracijom

osteokalcina i leptina.
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Tabela 16. Spearman-ova neparametarska korelacija izmedu PINP i biohemijskih

parametara

Parametar p p
ITM, kg/m? 0,258 <0,05
glukoza, mmol/L 0,059 0,641
holesterol, mmol/L 0,037 0,770
trigliceridi, mmol/L 0,243 0,053
HDL-C, mmol/L -0,048 0,705
LDL-C, mmol/L -0,033 0,795
Mokracéna kiselina, pmol/L 0,245 0,051
CRP, mg/dL -0,002 0,987
Insulin, pIU/L 0,410 <0,001
HOMA-IR 0,358 <0,05
HOMA-%B 0,526 < 0,001
osteokalcin, ng/mL 0,863 <0,001
25(OH)D, ng/mL -0,033 0,796
TAS, mmol/L 0,077 0,542
TOS, umol/L -0,080 0,529
SH grupe, g/L 0,004 0,975
MDA, umol/L -0,091 0,471
PAB, HK jedinice -0,017 0,896
Leptin, ng/mL 0,506 <0,05
Adiponektin, mg/L -0,310 0,058
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4.13. Multipla linearna regresiona analiza za ispitivanje
nezavisnog uticaja ispitivanih parametara na koncentraciju PINP u

trecem trimestru

Spearman-ovom neparametarskom korelacionom analizom pokazano je da je
veci broj parametara u znacajnoj korelaciji sa koncentracijom PINP u tre¢em trimestru,
pa smo u sledeCem koraku ispitivali nezavisni uticaj ovih parametara na njegovu

koncentraciju.

Prilikom formiranja modela za multiplu regresionu analizu, PINP je oznacen
kao zavisna promenljiva, a ITM, trigliceridi, mokra¢na kiselina, HOMA-IR, leptin i
adiponektin kao nezavisne promenljive (na osnovu Spearmanovog koeficijenta
korelacije  (p<0,1)). Koncentracija insulina nije ukljuena u model zbog
multikolinearnosti, kao ni HOMA-%B indeks. Analogno multiploj regresionoj analizi
za ispitivanje nezavisnog uticaja ispitivanih parametara na koncentraciju osteokalcina, u

ovom slucaju je iz modela iskljucen osteokalcin.

Rezultati su prikazani u tabeli 17. Nijedan od ispitivanih parametara nije bio

nezavisno povezan sa koncentracijom P1NP.
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Tabela 17: Multipla linearna regresiona analiza za ispitivanje nezavisnog

uticaja ispitivanih parametara na koncentraciju PINP u tre¢em trimestru

PINP
R?=0,127; adjusted R? = 0,050; p=0,148
Parametar B SE () P
ITM, kg/m? -0,061 0,146 0,678
trigliceridi, mmol/L 0,149 0,149 0,320
Mokraéna kiselina, pmol/L 0,093 0,130 0,476
HOMA-IR -0,003 0,123 0,978
Leptin, ng/mL 0,178 0,130 0,176
Adiponektin, mg/L -0,155 0,146 0,678
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5. Diskusija

U ovom istrazivanju ucestvovalo je 38 zdravih trudnica koje su izvele trudnocu
do kraja i porodile se bez komplikacija, sva novorodencad su bila zdrava i dobila dobru
ocenu na rodenju, pa se moZe smatrati da su dobijeni rezultati odraz normalnih,
fizioloSkih procesa koji se deSavaju u trudno¢i. Smanjenje koncentracije osnovnih
biohemijskih i hematoloSkih parametara (AST, ALT, ukupni proteini, hemoglobin,
hematokrit 1 broj eritrocita) je posledica fizioloSske hemodilucije koja je karakteristicna
za trudnocu. Posle porodaja dolazi do porasta koncentracije navedenih parametara do

vrednosti koje su karakteristi¢ne za negravidno stanje.

5.1. Longitudinalne promene parametara lipidnog statusa,

inflamacije i oksidativno-stresnog statusa

Rezultati ove studije su pokazali kontinuirani porast koncentracije ukupnog
holesterola od prvog do treceg trimestra (tabela 5). Prosecno procentualno povecanje od
prvog do treceg trimestra bilo je 43%. Prethodne longitudinalne studije su opisale porast
holesterola od 35-59% do treCeg trimestra, do prose¢nih vrednosti 6,6-7,3 mmol/L u
razli¢itim populacijama trudnica [19,177-179], §to je u skladu sa naSim rezultatima.
Literaturni podaci govore da je nivo holesterola u ranoj trudno¢i, pre 12. nedelje
gestacije, isti ili Cak niZi u odnosu na negravidno stanje [3,19,179]. Progresivno
povecanje koncentracije holesterola, koje je znaCajno ve¢ od drugog trimestra, ima
fizioloSku ulogu jer je holesterol supstrat za sintezu steroidnih hormona Ccija
koncentracija raste u trudnoci, a moZe biti znacajan i za fetus u periodu dok je fetalna
sinteza holesterola nedovoljna [180]. Gotovo isti trend porasta je pokazao 1 nivo LDL-
holesterola i najviSe vrednosti su zabeleZene u treCem trimestru (tabela 6). Posle
porodaja je doslo do znacajnog smanjenja nivoa ukupnog i LDL-holesterola. Ipak,
vrednosti posle porodaja su bile i dalje znacajno viSe u odnosu na vrednosti iz prvog
trimestra, $to znaci da je potreban period duZi od 4 nedelje da bi doSlo do vracanja
koncentracije holesterola na vrednosti koje su bile pre trudnoce, $to je u skladu sa
prethodnim studijama [181,182]. Zanimljivo je da su neka istrazivanja pronasla da je

nizi nivo holesterola posle porodaja povezan sa anksiozno$¢u i promenjenim
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raspoloZenjem kod porodilja [183], ali nema dovoljno podataka da bi se izveli sigurni

zakljucci o ovoj povezanosti.

Preporuceni nivo ukupnog holesterola kod odraslih negravidnih Zena je <5,2
mmol/L. [184], jer je povecana koncentracija holesterola povezana sa povecanim
rizikom od razvoja ateroskleroze. U trudno¢i dolazi do porasta nivoa holesterola preko
ove vrednosti, i neki autori smatraju da trudnoca, a posebno viSestruke trudnoce, nose
vedi rizik od razvoja ateroskleroze kasnije u zivotu [185,186]. S druge strane, rezultati
nekih studija istiCu povoljan uticaj laktacije u balansiranju proaterogenog profila koji se
razvija u trudno¢i 1 smanjenju rizika od ateroskleroze i kardiovaskularne bolesti

[187,188].

Do porasta koncentracije holesterola u trudno¢i dolazi kod svih trudnica, i kod
trudnica sa familijarnom hiperholesterolemijom [189], Sto moZe sugerisati da je od
fizioloSkog znacaja relativno povecanje koncentracije holesterola kao jedan od
mehanizama odrZavanja normalne trudnoc¢e. SniZene vrednosti holesterola u trudnoci
povezane su sa intrauterinim zastojem rasta fetusa i sa smanjenom tezinom na porodaju
[33]. S druge strane, neki istraZivaci sugeriSu da hiperholesterolemija majke dovodi do
stvaranja masnih pruga kod fetusa i da uti¢e na razvoj ateroskleroze kasnije u zivotu, ali
nepostojanje konsenzusa oko preporucenih vrednosti onemogucava rutinsku evaluaciju

koncentracije holesterola u trudno¢i i eventualnu terapiju [190].

Porast koncentracije triglicerida je joS izraZeniji (tabela 5), i koncentracija
triglicerida je rasla progresivno od prvog trimestra pa do kraja trudnoce, i najvecu
vrednost dostigla pred porodaj. Posle porodaja je doslo do izrazenog pada koncentracije
triglicerida. Prosecno povecanje nivoa triglicerida je bilo 175%, Sto je u skladu sa
rezultatima prethodnih studija [34,189,191,192]. Hipertrigliceridemija u trudnoci

nastaje zbog povecane lipolize i smanjenog uklanjanja VLDL Cestica iz cirkulacije [32].

Povecanje koncentracije triglicerida tokom trudno¢e ima veliki fizioloSki
znacaj. Trigliceridi su mobilni eneregetski depo, i u stanju kratkotrajnog gladovanja, iz
njih se uspesno sintetiSu ketonska tela u jetri majke. Oni su rezervoar masnih kiselina i
izvor esencijelnih masnih kiselina za fetus. Neophodni su i za sintezu mleka u laktaciji.

Posle porodaja, dolazi do povecane ekspresije i aktivnosti lipoproteinske lipaze u
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mlecnoj Zlezdi, Sto ubrzava uklanjanje triglicerida iz cirkulacije [34]. Medutim,
prekomereno povecanje nivoa triglicerida povezano je sa GDM, preeklampsijom i
povecanim rizikom od razvoja ateroskleroze kasnije u Zivotu [193]. Prekomeran
dijetarni unos masnih kiselina u trudno¢i, povezan sa prekomernim povecanjem nivoa
triglicerida, ima inhibitorni efekat na A-5 i A-6 desaturazu, §to dovodi do znacajnog
sniZzenja nivoa arahidonske kiseline u fetusu, pojacava peroksidaciju i1 smanjuje

antioksidativni kapacitet [194].

Rezultati ove studije su pokazali da je nivo HDL-holesterola bio najvisi u
drugom i na pocetku treceg trimestra (Tabela 5). Posle porodaja, njegova vrednost bila
je najniZa, niza i od vrednosti u prvom trimestru, pa mozemo pretpostaviti da do porasta
njegove koncentracije u odnosu na negravidno stanje dolazi ve¢ u prvom trimestru, $to
je u skladu sa prethodnim studijama [19,178]. U drugim studijama HDL-holesterol u
prvom trimestru nije bio znacajno razli¢it u odnosu na negravidno stanje [181,195].
Iako nije sasvim jasno u kom trenutku dolazi do porasta njegove koncentracije, jasno je
da dostiZze najvise koncentracije sredinom trudnoce, a zatim dolazi do postepenog pada
[19,177-179,181,195]. Povecanje koncentracije HDL-holesterola u trudno¢i ima
fizioloski znacaj, zbog njegove uloge u reverznom transportu holesterola, ali 1 zbog
njegovih antiinflamatornih, antioksidativnih i antitrombotic¢kih dejstava tj. protektivnog
dejstva na endotel [196]. Preeklampsija je stanje koje karakteriSe endotelna disfunkcija,
a za koju je karakteristi¢an nizi nivo HDL-holesterola [181]. Struktura HDL cestica je
kompleksna, i u njen sastav ulazi preko 50 proteina. Antioksidativna svojstva HDL-
Cestica poticu od apolipoproteina apoA-I, apoE, apolJ, apoA-II, apoA-IV, zatim od
enzima kao $to su paraoksonaza-1, glutation peroksidaza i acetilhidrolaza faktora
aktivacije trombocita (PAF-AH, eng. platelet activating factor acetylhydrolase), kao i od
malih koli¢ina lipofilnih antioksidanata kao Sto su tokoferoli, Sto omoguc¢ava HDL
Cesticama da da inhibiraju oksidativnu modifikaciju LDL cestica [197]. Antiaterogene
karakteristike HDL Cestica ogledaju se i u njihovoj sposobnosti da inhibiraju ekspresiju
adhezionih molekula na zidovima krvnih sudova i1 agregaciju trombocita, kao i u

spreCavanju inhibicije NO sintaze [196].

Mokraéna kiselina nastaje katabolizmom purina i izluCuje se putem bubrega.

U naSem istraZivanju zabeleZen je porast koncentracije mokracne kiseline od drugog
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trimestra do kraja trudnoce i dalje posle porodaja (tabela 4). Prema dosadas$njim
saznanjima, u prvim nedeljama trudno¢e dolazi do inicijalnog smanjenja koncentracije
mokracne kiseline zbog povecanog renalnog izlucivanja, a zatim dolazi do porasta njene
koncentracije usled povecanja katabolizma [198]. Mokra¢na kiselina je antioksidans
koji neutraliSe superoksidni anjon i hidroksil radikal, a smanjuje 1 nitrozilaciju ostataka
tirozina na proteinima, ali takode moZe i da postane prooksidans (urat radikal) u
stanjima gde je smanjena koncentracija antioksidanasa, posebno askorbinske kiseline.
Takode, ona je i medijator inflamacije koji stimuliSe produkciju IL-1, IL-6 i TNF-a
[199]. U negravidnoj populaciji visok nivo mokra¢ne kiseline je nezavisni prediktor
kardiovaskularne i1 renalne bolesti [200], a u trudno¢i je hiperurikemija povezana sa
preeklampsijom jer dovodi do stimulacije proliferacije glatkomiSi¢nih ¢elija, inhibicije
proliferacije i migracije endotelnih ¢elija i do njihove disfunkcije [199]. Trudnoca se
smatra stanjem sa poviSenim nivoom subklini¢ke inflamacije [47]. Prethodne studije se
pronasle poviSen nivo CRP-a u trudno¢i u odnosu na negravidno stanje [201-204].
Koncentracija CRP-a u naSem istraZzivanju je bila najviSa u drugom trimestru, a
promene kasnije u toku trudnoce nisu bile statisticki znacajne, sve do posle porodaja

kada su zabeleZene najnize vrednosti (tabela 5).

Trudnoéa se smatra stanjem u kome dolazi do povecanja intenziteta
oksidativnog stresa, koji je u normalnim uslovima reverzibilan i pra¢en povecanim
antioksidativnim odgovorom [39]. PatoloSka stanja kao S§to su  npr. GDM,
preeklampsija, spontani pobacaj i sl. praena su naruSavanjem ravnoteze oksidativnog
stresa 1 antioksidativne zaStite [41]. U naSem istraZivanju, vrednosti TOS-a, Cije su
glavne komponente vodonik peroksid 1 lipidni peroksidi, bile su statisticki znacajno
najvece u treCem trimestru, a posle porodaja je doSlo do njihovog znacajnog smanjenja
(tabela 7), Sto je u skladu sa rezultatima prethodnih istraZivanja [205]. Parametar
TBARS, koji obuhvata malon-dialdehid (MDA) 1 srodne aldehide kao konacne
proizvode lipidne peroksidacije, nije se znacajno menjao do pred kraj trudnoce kada su
vrednosti bile najvece, da bi posle porodaja doslo do znaCajnog pada njegove
koncentracije (tabela 7). I Leal i saradnici su opisali porast TBARS u kasnoj trudno¢i
[43]. Patil i saradnici [44] su pronasli viSi nivo MDA kod trudnica u odnosu na

negravidne Zene, kao i da je nivo MDA najvisi u tre¢em trimestru. Takode, D’Souza i
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saradnici [206] su pronasli da je kod normotenzivnih trudnica MDA najvisi u treCem

trimestru.

Prooksidativno-antioksidativni balans (PAB) je pokazao statisticki znacajno
najviSe vrednosti u kasnom tre¢em trimestru u odnosu na sve druge tacke u trudno¢i, a
vrednosti posle porodaja su bile znac¢ajno niZe u odnosu na sva prethodna merenja
(tabela 7). Ovaj rezultat ide u prilog hipotezi da je trudnoca, a posebno kasni tre¢i
trimestar, period koga karakteriSe pomeranje redoks balansa ka oksidativhom stresu,
kao i da se u normalnim uslovima ravnoteza uspostavlja ubrzo posle porodaja, Sto smo

dalje potvrdili ispitivanjem parametara antioksidativne zastite.

Vrednosti parametra sveukupne antioksidativne zasStite, TAS, nisu pokazale
statisticki znaCajne promene tokom trudnoce. Medutim, posle porodaja doSlo do
znacajnog porasta koncentracije ovog parametra (tabela 7). Glavne komponente TAS-a
su sulthidrilne grupe proteina (52,9%), mokra¢na kiselina (33,1%), vitamin C (4,7%) i
vitamin E (10%) [171]. Nekoliko studija je opisalo porast nivoa TAS-a u kasnoj
trudno¢i [31,42,207], medutim u naSem istraZivanju porast nije bio statisticki znacajan
(tabela 7). Ukupne SH grupe su vaZan konstituent antioksidativnog sistema organizma, i
u njihov sastav ulaze SH grupe proteina plazme, u prvom redu albumina, kao i SH
grupe glutationa, homocisteina, cisteinilglicina i cisteina [208]. U ovom istraZivanju,
vrednosti ukupnih SH grupa na pocetku treceg trimestra su bile znacajno vece od
vrednosti u drugom trimestru. U kasnom tre¢em trimestru nije bilo zna¢ajnih promena,
a vrednosti posle porodaja su i dalje bile na visokom nivou (tabela 7). Kako je
koncentracija ukupnih proteina najniza u treCem trimestru (tabela 5), moguce je da je u
ovom periodu doSlo do porasta neproteinskih SH grupa. Leal i saradnici [43] su
medutim pronasli da je nivo ukupnih SH grupa niZi kod trudnica u tre¢em trimestru u

odnosu na negravidne Zene.

Treba naglastiti da su sve ispitanice u ovoj studiji bile normotenzivne tokom
cele trudnoce i posle porodaja, kao i da su bile nepuSaci, dobile savet o balansiranoj
ishrani, kao i da su sve koristile prenatalne suplemente sa ujednacenim sadrzajem
vitamina i oligoelemenata, tako da su bile homogena grupa po pitanju faktora koji u

znacajnoj meri mogu da modifikuju oksido-stresni status. Iz naSih rezultata moZemo sa
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sigurno$¢u da zaklju¢imo da ¢ak i u uslovima nekomplikovane trudnoce, bez dodatnih
faktora rizika, dolazi do zna€ajnog porasta parametara oksidativnog stresa, posebno u
kasnoj trudno¢i. Oksidativni procesi imaju veliki znacaj, joS u preimplantacionom
periodu i pripremi Zutog tela, zatim u promenama ekstracelularnog matriksa tokom
implantacije, invaziji trofoblasta i1 regulaciji vaskularnog tonusa [39]. Povecan
oksidativni stres u kasnoj trudno¢i verovatno ima ulogu u sazrevanju cerviksa i
inicijaciji porodaja, a jedan od moguc¢ih mehanizama je aktivacija matriks

metaloproteinaza od strane ROS [209].

Rezultati studija o dejstvu vitaminske suplementacije na oksidativni stres i
ishode trudnoce su kontradiktorni. Nekoliko randomiziranih studija sa velikim brojem
ispitanica je pokazalo da suplementacija vitaminom C i vitaminom E u trudno¢i ne
sprecava pojavu preeklampsije [210-212], iako je pokazano da popravlja antioksidantni
status [210]. Kada su u pitanju kombinovani prenatalni suplementi koji pored gvozda i
folne kiseline sadrze i druge mikronutrijente, jo§ uvek ne postoji jedinstven stav. U ovoj
studiji su sve ispitanice koristile ovu vrstu suplementacije, pa nismo mogli da ispitamo
njen uticaj na promene oksidativno-stresnog statusa. Velika analiza iz 2015, koja je
ukljucila 17 prospektivnih randomiziranih studija sa oko 140.000 ispitanica, imala je za
cilj poredenje ishoda trudnoce izmedu trudnica koje su koristile ove kombinovane
suplemente, i trudnica koje su uzimale samo gvozde sa ili bez folne kiseline ili placebo.
Rezultati ove studije su pokazali da je kod trudnica koje su koristile sloZenije
suplemente koji pored gvozda i folne kiseline sadrZze i antioksidanse i druge
mikronutrijente, manja incidenca negativnih ishoda trudnoce kao Sto su niska telesna
tezina na rodenju i broj mrtvo rodene dece, ali nije bilo razike u drugim ishodima
(prevremeni porodaj, pobacaj, anemija majke, mortalitet majke i dr). Autori su
preporucili zamenu suplementacije gvozdem i folnom kiselinom ovim kombinovanim
preparatima u zemljama u razvoju gde postoji rizik od nutritivne deficijencije

mikronutrijenata [213].

Suplementacija gvozdem u trudno¢i je indikovana ako je nivo hemoglobina
ispod 110 g/L u prvom trimestru ili ispod 105 g/L u tre¢em trimestru [214]. Gvozde
takode moZe biti generator slobodnih radikala, uc¢estvuje u Fenton reakciji i generisanju

hidroksil radikala, pa neki autori smatraju da 1 to moZe biti izvor oksidativnog stresa u
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trudno¢i [43]. Suplementacija gvozdem je Siroko rasprostranjena kod trudnica u naSoj
zemlji 1 kao profilaksa, pa bi bilo znaCajno ispitati ovaj njen potencijalni neZeljeni

efekat, s obzirom da se o tome nedovoljno zna.

5.2. Longitudinalne promene parametara za procenu insulinske

rezistencije

Prethodne studije koje su koristije metodu HIEG (hiperinsulinemijski
euglikemijski klamp) za procenu insulinske rezistencije [215], kao i indekse dobijene iz
OGTT (eng. Oral Glucose Tolerance Test, oralni test optereCenja glukozom) [91],
pokazale su da u trudno¢i dolazi do smanjenja osetljivosti tkiva majke na insulin.
Kirwan 1 saradnici [216] su nasli da HOMA-IR dobro korelira sa HIEG metodom kod
trudnica. U ovom istrazivanju su kao parametri za procenu insulinske rezistencije
koris¢eni insulin i HOMA indeksi- HOMA-IR za procenu insulinske rezistencije, a
HOMA-%B za procenu bazalne sekrecije insulina. Vrednosti insulina su imale najvisu
vrednost u tacki pre porodaja, a vrednost posle porodaja je bila statistiCki najniza (tabela
8). Porast HOMA-IR u toku trudno¢e u ovom istrazivanju nije bio statisticki znac¢ajan, a
u tacki posle porodaja vrednost je bila znac¢ajno niza u odnosu na vrednost pre porodaja
(tabela 8). HOMA-%B je znacajno rastao od pocetka treCeg trimestra, odraZavajuci
kompenzatorno povecanje sekrecije insulina od strane [ celija pankreasa (tabela 8).
Vrednosti insulina i HOMA-%B posle porodaja su pokazale izraZzen pad, Sto potvrduje
hipotezu da je insulinska rezistencija i povefana produkcija insulina u trudnoci
reverzibilan proces i1 da je u odsustvu patoloskih procesa, potreban relativno kratak
period da se produkcija insulina vrati na vrednost karakteristicnu za negravidno stanje.
Koncentracije glukoze nisu pokazale znacajne promene u trudno¢i, Sto je dokaz da je
povecanje produkcije insulina bio adekvatno (tabela 5). Hemodilucija u trudno¢i, kao i
smanjena proizvodnja glukoze u jetri 1 preuzimanje glukoze od strane fetusa [19],
faktori su koji doprinose niZoj koncentraciji glukoze koja je zapazena u drugom
trimestru. Postoje dokazi da do povecanja produkcije insulina u trudno¢i dolazi zbog
adaptivnog povecanja broja Langerhansovih ostrvaca pankreasa i sniZzenja pankreasnog
praga odnosno potrebnog nivoa glukoze koji dovodi do sekrecije insulina [217]. Glavni
medijatori ovih promena su hormoni sa laktogenim dejstvom, hPL i prolaktin, ali se

smatra da u prenosu signala odredenu ulogu imaju i drugi medijatori, kao Sto je
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serotonin [218]. Ukoliko povecanje produkcije insulina nije adekvatno, ili ukoliko
postoji stanje smanjene osetljivosti insulinskih receptora na insulin i pre trudnoce,
dolazi do nastanka GDM. Endo 1 saradnici [219] su nasli viSe vrednosti HOMA-IR kod
trudnica sa GDM, ali i kod gojaznih trudnica sa normoglikemijom, u odnosu na zdrave
negojazne trudnice. Oni su ispitivali odvojene grupe trudnica u prvom, drugom i trecem
trimestru, 1 nisu naSli porast HOMA-IR sa napredovanjem gestacije, ali je porast
HOMA-%B bio znacajan, $to je slicno nasim rezultatima. Ni Das i saradnici [220] nisu
nasli vec¢e vrednosti HOMA-IR kod trudnica u 24-28 nedelji gestacije u odnosu na
negravidne kontrole, ali su nasli znacajno vi§i HOMA-%B. Ozcimen i saradnici su nasli
da je vrednost HOMA-IR vec¢a od 2,6 u prvom trimestru prediktor razvoja GDM u
trudnod¢i [221].

Povecanje produkcije insulina u trudno¢i, a zatim smanjenje produkcije
insulina posle porodaja je bilo oekivano, a s obzirom da su ispitanice bile zdrave,
negojazne i bez faktora rizika, bilo je ocekivano i da tokom cele trudnoce ostanu

normoglikemic¢ne i da novorodencad budu normalne teZine.

5.3. Adipocitokini u trudno¢i

Leptin je produkt masnog tkiva koji povezuje energetsko stanje organizma i
reproduktivnu funkciju [64]. U naSem istraZivanju, koncentracija leptina je rasla tokom
trudno¢e do najviSe vrednosti na pocetku tre¢eg trimestra, a zatim je doslo do njenog
postepenog pada, do najnize vrednosti u tacki posle porodaja (tabela 8). Ovi rezultati su
u skladu sa prethodnim studijama, u kojima je opisano da leptin raste od pocetka
trudnoce, da maksimalne vrednosti u krvi majke dostize krajem drugog ili pocetkom
treceg trimestra, a da zatim opada [69,70]. Spearman-ova neparametarska korelaciona
analiza je pokazala da je leptin u pozitivnoj korelaciji sa ITM, koncentracijom
mokraéne kiseline, CRP-a, insulina, HOMA indeksima, koncentracijom osteokalcina,
PINP i TOS-a u tre¢em trimestru (tabela 10). Ova pozitivna korelacija ITM i leptina je
mogla biti oCekivana, i u skladu je sa prethodnim studijama [222,223]. Multipla linearna
regresiona analiza je pokazala da je jedino ITM nezavisno povezan sa koncentracijom
leptina u treCem trimestru. ObjaSnjenje ovog rezultata leZi u ¢injenici da porastu telesne

mase tj. ITM trudnice doprinose porast masnog tkiva i placente, a upravo su masno
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tkivo 1 placenta izvori leptina u trudnoc¢i. Trudnice sa GDM imaju vece koncentracije
leptina u odnosu na trudnice sa normalnom tolerancijom glukoze [224-226]. Takode,
rezultati studija su pokazali da je koncentracija leptina kod gojaznih trudnica visa u
odnosu na negojazne, medutim procentualno je znaCajno vece povecanje leptina u
trudno¢i kod negojaznih Zena [223,227]. Neki autori smatraju se da je kod negojaznih
Zena procentualno veci porast sadrZzaja masnog tkiva u organizmu tokom trudnoce u
odnosu na gojazne Zene, pa da je zato i porast koncentracije leptina izrazeniji [227].
Drugi autori medutim smatraju da je dominantan izvor leptina u trudno¢i ipak placenta
[228], zato Sto do znacajnog povecanja koncentracije leptina dolazi i pre znacajnog
porasta masnog tkiva majke. U trudno¢i dolazi 1 do porasta koncentracije cirkuliSuceg
receptora za leptin, §to dovodi do stanja leptinske rezistencije jer se zbog toga smanjuje
koncentracija slobodnog leptina, a takode je i oteZan njegov prolaz kroz krvno-mozdanu
barijeru [228]. Usled centralne rezistencije na leptin, tokom trudno¢e ne dolazi do

suprimiranja apetita uprkos rastu¢oj koncentraciji leptina.

Osim hormona kao $to su hCG i estradiol, placentalnu ekspresiju leptina
povecava i insulin [229]. U naSem istraZivanju, leptin je bio u pozitivnoj korelaciji sa
koncentracijom insulina, Sto ide u prilog toj Cinjenici. Leptin je bio u pozitivnoj
korelaciji i sa HOMA indeksima, pa moZemo pretpostaviti da je on jedan od faktora
koji utice na razvoj insulinske rezistencije u trudno¢i. To je u skladu sa prethodnim
studijama u kojima je ispitivana korelacija leptina 1 ovih parametara kod trudnica
[70,75,219,221]. Uticaj leptina na sekreciju i dejstva insulina je kompleksan i jo§ uvek
nedovoljno istraZzen. Neka od dejstava leptina su sinergisticka sa dejstvima insulina —
npr. on povecava preuzimanje masnih kiselina od strane miSi¢nih celija kao i
preuzimanje glukoze od strane hepatocita, ali s druge strane povecava [-oksidaciju
masnih kiselina u jetri, masnom tkivu i miSi¢ima, kao i glukoneogenezu u jetri [55].
Neki autori smatraju da leptin moZe da suprimira sekreciju insulina, da suprimira
anaboliCka dejstva insulina kao i da modulira perifernu osetljivost tkiva na insulin
[230]. Leptin je proucavan i kao potencijani target molekul u terapiji gojaznosti i
dijabetesa, medutim njegova pleotropna dejstva na centralnom i perifernom nivou, kao i
Cinjenica da su ova stanja Cesto praCena rezistencijom na leptin, onemogucavaju

njegovu klini¢cku primenu [231]. Povecanje koncentracije leptina u trudno¢i, ili pak
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stanje rezistencije na leptin, mogu biti deo mehanizama koji omoguc¢avaju mobilizaciju

energetskih rezervi majke, $to omogucava transfer nutrijenata ka fetusu [232].

Kako je trudnoca stanje centralne rezistencije na leptin, od velikog znacaja su
njegova periferna dejstva. Leptin proizveden u placenti deluje lokalno, tako Sto reguliSe
rast placente, stimuliSe preuzimanje aminokiselina, deluje mitogeno i antiapoptotski
[61]. Uticaj leptina na rast placente posebno je izraZzen u GDM, gde su vrednosti leptina
znacajno vece u odnosu na normalnu trudnocu, 1 gde dolazi do hipertrofije placente
[233]. Znacajan i za rast i razvoj fetusa, posebno za razvoj kostiju i pluca, ali nije jasno

da li je za fetus znacajniji fetalni leptin ili leptin poreklom iz placente [233].

Jedna od hipoteza je da je leptin je faktor koji deluje kao funkcionalna veza
izmedu adipocita i ¢elija mlecne Zlezde, delujuci kao signal o energetskim zalihama u
masnom tkivu [228]. Prolaktin i PL mogu da utiCu na put prenosa signala putem
vezvanja za leptinski receptor, i da na taj naCin doprinesu stanju centralne rezistencije

na leptin [232].

Smatra se da leptin ne deluje znacajno na de novo sintezu lipida, ali da
povecava oslobadanje glicerola i hidrolizu lipidnih estara u placenti. Ova uloga leptina
verovatno ima znacaj u transportu nutrijenata u fetus [76]. U naSem istraZivanju leptin
nije bio u znacajnoj korelaciji sa parametrima lipidnog statusa. Leptin povecava
produkciju NO u humanoj placenti [76]. Ovaj efekat leptina moZe biti potencijalni
uzrok pozitivne korelacije leptina 1 TOS-a u naSem istraZivanju (tabela 10). Kao S$to je
ve¢ napomenuto, leptin se smatra proinflamatornim adipocitokinom jer moZe da poveca
produkciju nekolicine proinflamatornih citokina (IL-6, IL-12, IL-18, TNFa, itd) u
monocitima, da pojaca interakciju leukocita i endotelnih celija, ali i da indukuje
stvaranje ROS u makrofagama, neutrofilima i1 endotelnim celijama 1 da potencira
ekspresiju NO sintaze indukovanu interferonom y [67]. Proinflamatorna dejstva leptina
objasnjavaju pozitivnu korelaciju koncentracije leptina sa koncentracijom CRP-a u

naSem istrazivanju (tabela 10).

Povezanost leptina i oksidativnog stresa moze biti u osnovi opisane pozitivne

korelacije leptina sa mokracnom kiselinom (tabela 10), s obzirom da je mokra¢na
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kiselina deo antioksidativnog sistema organizma. Do sada je zabeleZeno da je leptin u
pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom mokra¢ne kiseline kod trudnica sa
hipertenzijom, a da kod normotenzivnih trudnica postoji negativna korelacija ovih
parametara, ili uopSe ne postoji [234,235]. NaSe istraZzivanje je imalo relativno mali broj
ispitanica 1 moguce je da je to razlog razliCitih rezultata, pa su neophodna istraZivanja
na ve¢em broju ispitanica kako bi se izveo siguran zaklju¢ak o ovoj povezanosti.
Postojanje veze izmedu koncentracije leptina i mokra¢ne kiseline kod muskaraca i
negravidnih Zena zabelezili su Bedir i saradnici [236], koji su sugerisali da je upravo
leptin potencijalana veza izmedu gojaznosti i poveéanog nivoa mokrac¢ne kiseline. Veza
leptina i oksidativnog stresa je ispitivana kod negravidnih gojaznih Zena kod kojih je

leptin bio u pozitivnoj korelaciji sa TBARS [77].

Ova zapazanja idu u prilog hipotezi da leptin povezuje nutritivni status i
metabolizam masnog tkiva majke sa funkcijom placente. Novija istraZivanja su
pokazala da ishrana majke, u prvom redu povefan unos masnih kiselina, kao i
nebalansiran odnos razli¢itih vrsta masnih kiselina u ishrani, dovode do subklini¢ke
inflamacije u hipotalamusu i do epigenetskih promena kod potomstva, Sto moZe dovesti
do povecanog rizika za razvoj gojaznosti kod potomaka [237]. S obzirom da leptin
svoja dejstva ostvaruje u velikoj meri preko hipotalamusa, od znacaja bi bila dalja
istrazivanja kako bi se utvrdilo koja je uloga leptina i drugih proizvoda masnog tkiva u

epigenetskoj regulaciji gena fetusa.

Uticaj leptina na metabolizam kostiju je slozen, i odvija se na centralnom i
perifernom nivou. Svojim centralnim dejstvom preko hipotalamusa, leptin deluje
inhibitorno na proces formiranja kostiju [238]. S druge strane, svojim direktnim
dejstvom, on povecava proliferaciju i diferencijaciju osteoblasta i deluje stimulatorno na
mineralizaciju i rast kostiju. Njegova periferna dejstva su usmerena ka oCuvanju skeleta,
Sto je u skladu s Cinjenicom da veci sadrZzaj masnog tkiva zahteva i jaci skelet kao
potporu [142]. Smatra se da periferna dejstva leptina na kosti dominiraju, posebno u
stanjima koja karakteriSe centralna rezistencija na leptin [142]. Kako je trudnoca takvo
stanje, oCekivano je da povecanje koncentracije leptina bude povezano sa povecanim
formiranjem kostiju. Koncentracija leptina u treCem trimestru bila je u znacajnoj

pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom osteokalcina i PINP (tabela 10), Sto je u skladu

7



sa prethodno navedenim, ali je u suprotnosti sa rezultatima Sauceda i saradnika [138].
Naime, u njihovoj studiji leptin je bio u negativnoj korelaciji sa osteokalcinom u grupi
zdravih trudnica, Sto su objasnili inhibitornim dejstvom leptina na proces formiranja
kostiju putem njegovog centralnog dejstva. Kako su zdrave trudnice u istraZivanju
Sauceda 1 saradnika i1 naSem istraZivanju imale sli¢ne vrednosti ITM 1 koncentracije
osteokalcina 1 leptina, neophodna su istraZivanja sa ve¢im brojem ispitanica kako bi se

izveli ¢vrsti zakljucci o medusobnoj povezanosti leptina i osteokalcina u trudno¢i.

U naSem istraZzivanju koncentracija adiponektina je pokazala tendenciju pada
tokom trudnoce, ali to sniZenje nije bilo statisticki znacajno. Tek su vrednosti posle
porodaja bile statisticki znacajno nize od vrednosti u prvom i drugom trimestru (tabela
8). U studiji Mastorakosa 1 saradnika nije bilo znaCajne promene u koncentraciji
adiponektina tokom trudnoce [91], dok su Fuglsang i saradnici opisali da inicijalno
dolazi do porasta koncentracije adiponektina do najviSih vrednosti sredinom gestacije, a
da zatim dolazi do sniZenja njegove koncentracije, ali na relativno malom broju
ispitanica (11) [90]. Catalano i saradnici su pronasli da u tre¢em trimestru dolazi do
znacajnog smanjenja koncentracije adiponektina u odnosu na vrednosti pre trudnoce,
kao 1 do smanjene ekspresije gena za adiponektin u masnom tkivu [20]. Smatra se da na
ekspresiju gena za adiponektin inhibitorno deluju glukokortikoidi, TNF-a i IL-6
[239,240], kao i oksidativni stres [101]. Asai-Sato i saradnici su takode opisali znacajno
smanjenje koncentracije adiponektina u treCem trimestru trudnoce 1 dalje smanjenje
posle porodaja [89], a pokazali su da prolaktin deluje inhibitorno na sekreciju
adiponektina in vitro. Razlike u rezultatima izmedu navedenih studija mozda se mogu
objasniti razli¢itim metodologijama merenja koncentracije adiponektina, kao i relativno
malim brojem ispitanica, medutim zajednicko im je da su sve opisale tendenciju
smanjenja koncentracije adiponektina u kasnoj trudno¢i i posle porodaja. To je
verovatno u prvom redu posledica inhibitornog dejstva rastu¢e koncentrecije prolaktina
na sekreciju adiponektina, ali moguce je da uticu i glukokortikoidi, proinflamatorni

citokini 1 oksidativni stres.

Adiponektin povecava osetljivost perifernih tkiva na dejstva insulina [83]. U
naSem istraZivanju, koncentracija adiponektina je bila u negativnoj korelaciji sa

parametrima insulinske rezistencije- sa koncentracijom insulina i HOMA-IR indeksom,
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ali 1 sa koncentracijom glukoze (tabela 11), Sto je u skladu sa nekim od prethodnih
studija [20,95,97,241]. Medutim, rezultati prethodnih studija nisu sasvim konzistentni, i
u nekim studijama koncentracija adiponektina nije bila u znacajnoj korelaciji sa
parametrima za procenu insulinske rezistencije [89,90,96]. Kako adiponektin povecava
osetljivost tkiva majke na insulin, pad njegove koncentracije je mogao biti oCekivan,
posebno u kasnoj trudno¢i kada je insulinska rezistencija tkiva majke najizraZenija,
kako bi se odrzala adekvatna snabdevenost fetusa glukozom. S druge strane, mora se
uzeti u obzir da su dejstva adiponektina sloZena, i da postoje dokazi da u placenti deluje

suprotno, tj. tako Sto povecava insulinsku rezistenciju [93].

Kao §to je ve¢ reCeno, rezultati ove studije su pokazali da su koncentracije
adiponektina i leptina su bile u negativnoj korelaciji. Kako je adiponektin jedini
adipocitokin ¢ija koncentracija se smanjuje sa povecanjem masnog tkiva [81], a nema
dokaza da ga produkuje placenta [93], njegova koncentracija u treCem trimestru je bila u
negativnoj korelaciji sa ITM (tabela 11), Sto je u skladu sa prethodnim studijama

[242,243].

Smatra se da adiponektin ima i1 antiinflamatorna dejstva, putem blokade
nuklearnog faktora NF-xB i smanjenjem koncentracije citokina kao §to su TNFa, IL-6 i
IL-18 [67], medutim u nasoj studiji nije bio u znacajnoj korelaciji sa koncentracijom

CRP-a, koji je jedini ispitivani marker inflamacije (tabela 11).

Koncentracija adiponektina je bila u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom
HDL-holesterola, a u negativnoj sa koncentracijom triglicerida u tre¢em trimestru
(tabela 11), Sto je wu skladu sa rezultatima studije Ritteratha 1 saradnika
[96]. Adiponektin uti¢e na nivo navedenih lipidnih frakcija prvenstveno tako Sto dovodi
do aktivacije AMPK, sto dovodi do smanjenja sinteze i povecanja oksidacije masnih
kiselina [29]. Takode uti¢e na aktivnost enzima kao Sto su lipoproteinska lipaza i
hepaticna lipaza [244], i povecava aktivnost PPARa u skeletnim miSi¢ima 1 jetri
[29,245]. Ova dejstva adiponektina vode smanjenju sadrzaja triglicerida u jetri i
miSi¢ima. Adiponektin uti¢e na nivo HDL-holesterola na viSe nacina. Osim S§to
povecava oksidaciju masnih kiselina u mitohondrijama i snizava nivo masnih kiselina u

cirkulaciji, 1 Sto povecava aktivnost PPARa u skeletnim miSi¢ima i jetri, on povecava i
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hepatic¢nu ekspresiju apolipoproteina apoA-I i apoA-II [246]. Smatra se 1 da adiponektin
direktno deluje na HDL-Cestice tako Sto smanjuje katabolizam apoA-I, ali precizan
mehanizam nije poznat [247]. S druge strane, eksperimenti na miSevima su pokazali da
HDL cestice, putem apoA-I, dovode do povecane ekspresije adiponektina u adipocitima
[248]. Rezultati naSe studije su pokazali da je samo koncentracija HDL-holesterola
nezavisno povezana sa nivoom adiponektina u treCem trimestru i da se blizu 20%
promene u koncentraciji adiponektina koja je uocena u treCem trimestru moZe objasniti
promenom u koncentraciji HDL-holesterola (tabela 12). Sli¢na nezavisna pozitivha
korelacija adiponektina i HDL-holesterola je zabeleZzena kod muSkaraca i negravidnih
Zena [249-251], 1 ide u prilog hipotezi da adiponektin ima antiaterogena dejstva koja su

posredovana HDL-holesterolom.

Koncentracija adiponektina je bila u negativnoj korelaciji sa TOS-om (tabela
12), Sto je u skladu sa saznanjima da oksidativni stres suprimira ekspresiju informacione
RNK za adiponektin i njegovu sekreciju [101]. Iako je negativna korelacija
koncentracije adiponektina i parametra TBARS-MDA zabeleZena kod muskaraca i Zena
u negravidnom stanju [100,252,253], kao 1 kod zdravih, normotenzivnih trudnica [102],
u nasoj studiji ova dva parametra nisu bila u znacajnoj korelaciji (tabela 12), verovatno
zato Sto je broj ispitanica bio relativno mali. Takode, adiponektin nije bio u znacajnoj
korelaciji ni sa parametrima antioksidativne zastite (tabela 12), iako postoje podaci da je
adiponektin u pozitivnoj korelaciji sa antioksidativnim statusom u opS$toj populaciji
[254]. Adiponektin ima antioksidativna dejstva in vitro, jer je pokazano da inhibira
proliferaciju c¢elija indukovanu oksidovanim LDL cesticama, kao 1 stvaranje
superoksidnog anjona [255]. Mada nije jasna njegova uloga u modulaciji oksidativnog
stresa u trudno¢i, rezultati naSe studije idu u prilog inverznom odnosu adiponektina i

oksidativnog stresa.

Uticaj adiponektina na metabolizam kostiju je kompleksan, kao i u slucaju
leptina. Lokalno sintetisan adiponektin stimuliSe formiranje kostiju svojim
autokrinim/parakrinim dejstvom; cirkuliSu¢i adiponektin deluje inhibitorno na ovaj
proces direktnim dejstvom, a stimulatorno indirektnim dejstvom, potenciranjem dejstva
insulina [256]. Kako nije bilo znacajne korelacije sa parametrom P1NP, moguce je da je

korelacija sa osteokalcinom posledica specifi¢nih dejstava osteokalcina koje nemaju
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drugi produkti koji se u cikulaciju oslobadaju u procesu formiranja kostiju.
Eksperimenti na adipocitima su pokazali da osteokalcin povecava produkciju
adiponektina [133], i prema jednoj hipotezi ovo je jedan od mehanizama kojima
osteokalcin indirektno uti¢e na metabolizam glukoze [257]. Moguce je da povecanje
koncentracije osteokalcina u trudno¢i teZi da kompenzuje smanjenje koncentracije
adiponektina, Sto bi moglo da objasni negativnu korelaciju ova dva parametra u trecem
trimestru (tabela 12). U istrazivanju Srichomkwuna i saradnika adiponektin nije bio u
znacajnoj korelaciji sa osteokalcinom kod trudnica. NaSe istraZivanje je prvo koje je
pronaslo ovakvu vezu kod trudnica, $to moZe da ide u prilog hipotezi da su masno tkivo
i kost ne samo medusobno povezani u trudnoéi, nego da uti¢u i na metabolizam
glukoze. Medutim, neophodna su opseZnija istraZivanja na vecem broju ispitanica kako
bi se izveli pouzdani zakljucci i kako bi se utvrdio eventualni znacaj ove povezanosti u

klinickoj praksi.
5.4. Parametri koStanog prometa

Trudnoca je stanje koje karakteriSu izraZene promene koStanog prometa. U
prvom delu trudnoce dolazi do povecanja resorpcije kostiju [110,111]. Zatim dolazi do
postepenog intenziviranja procesa formiranja kostiju [110,111], Sto potvrduju i nasi

rezultati.

Koncentracija parametra PINP je bila znacajno veca na pocetku treceg
trimestra u odnosu na drugi trimestar, a zatim je u kasnom tre¢em trimestru doslo do
daljeg porasta njegove koncentracije, da bi se i posle porodaja se odrzao visok nivo
ovog parametra (tabela 9). Nasi rezultati su u skladu sa prethodnim longitudinalnim
studijama koje su ispitivale nivo PINP u normalnoj nekomplikovanoj trudnoci
[146,147,258]. Povecanje koncentracije PINP specifiéno odrazava intenziviranje
procesa formiranja kostiju sa napredovanjem trudnoce, s obzirom da PINP proizvod
koji se oslobada prilikom sinteze kolagena tipa 1 u kostima, a da je metabolicki inertan

[144].

Koncentracija osteokalcina bila je statisticki znacajno niza u drugom trimestru

u poredenju sa prvim trimestrom. Ovo sniZenje se moZe objasniti pove¢anim renalnim

81



izlu€ivanjem 1 hemodilucijom [106]. Kasnije tokom trudnoc¢e, doSlo je do porasta
njegove koncentracije, pa su vrednosti u kasnom tre¢em trimestru bile viSe od vrednosti
izmerenih u prvom trimestru. Posle porodaja, doSlo je do daljeg rasta njegove
koncentracije (tabela 9). Slicne promene koncentracije osteokalcina tokom trudnoce
opisale su i druge studije [110,134,259], mada su Naylor i1 saradnici opisali sniZenje
koncentracije osteokalcina tokom trudnoce [146]. Promene u koncentraciji osteokalcina

su u najvecoj meri posledica promena u koStanom prometu.

Intenziviranje procesa formiranja kostiju u kasnoj trudno¢i moze biti inicirano
porastom nivoa IGF-I. IzraZen koStani promet u laktaciji je verovatno povezan sa
visokim prolaktinom i PTH, padom estradiola i PTHrP [260]. Osim toga, povecana
sekrecija insulina u trudno¢i mozda ima anabolicki efekat na kosti, jer je insulinska
rezistencija izraZena prvenstveno u miSi¢ima 1 masnom tkivu [261]. Insulin deluje
direktno na osteoblaste [262], ali i sinergisticki sa IGF-I i PTH [263]. U stanjima
insulinopenije, i eksperimentalnim i klinickim (kao Sto je DM tip 1) dolazi do
smanjenog formiranja kostiju, poremecaja funkcije osteoblasta, i smanjene ekspresije
osteokalcina. Do istih efekata dovodi i delecija receptora za insulin na osteoblastima
[264]. U naSoj studiji koncentracije osteokalcina 1 PINP u tre¢em trimestru su bile u
znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa ITM, koncentracijom insulina, vrednostima HOMA-
IR i HOMA-%B indeksa, kao i sa koncentracijom leptina (tabele 14 i 16). Ove
korelacije se mogu objasniti stimulatornim dejstvom insulina, kao i ranije pomenutim
perifernim efektima leptina, na proces formiranja kostiju. PINP je metabolicki
neaktivan i pored navedenih parametara, bio je u znacajnoj korelaciji samo jo§ sa
osteokalcinom (tabela 16), jer su oba proizvodi istog procesa. Multipla regresiona
analiza je pokazala da nijedan od ispitivanih parametara nije bio nezavisno povezan sa

koncentracijom PINP (tabela 17).

Uprkos izrazenim promenama u koStanom prometu, smatra se da trudnoca, ili
viSestruke trudnoce, pod normalnim uslovima ne dovode do povecanog rizika za razvoj
osteoporoze tj. da ne postoji znacajna razlika u koStanoj masi ili incidenci fraktura kod
Zena koje su imale viSe trudnoca u odnosu na Zene koje nisu radale [138,265]. Povecan
kostani promet, zajedno sa povecanjem intestinalne apsorpcije kalcijuma, doprinosi

nesmetanom snabdevanju fetusa kalcijumom, ali ne dolazi do trajnog gubitka koStane
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mase majke [107]. S druge strane, kost je metabolicki aktivno tkivo, €iji proizvod
osteokalcin, koji se u najvecoj meri oslobada u cirkulaciju u procesu formiranja kostiju,
ima ulogu u regulaciji energetskog metabolizma i metabolizma glukoze. Kod ljudi, ova
uloga je kompleksna i mehanizmi njegovog dejstva verovatno nisu isti u fizioloSkom

stanju i patoloSkim stanjima.

Pozitivna korelacija osteokalcina 1 parametara za procenu insulinske
rezistencije delom moze biti i posledica endokrinog dejstva osteokalcina, odnosno
dejstva na metabolizam glukoze, jer je sve viSe dokaza da osteokalcin povecava
osetljivost tkiva na insulin, a i da utiCe na povecanje sekrecije insulina [113]. Nasi
rezultati su u skladu sa rezultatima Winhofer i saradnika, kod kojih je osteokalcin bio u
pozitivnoj korelaciji sa parametrima koji ukazuju na sintezu insulina izraCunatim iz
OGTT testa [135], kao 1 sa rezultatima Srichmokwuna i saradnika, koji su pokazali da je
osteokalcin u pozitivnoj korelaciji sa HOMA-IR 1 HOMA-%B [97]. Ove rezultate
mozemo tumaciti  potencijalnim kompenzatornim povecanjem koncentracije
osteokalcina u stanju rastuce insulinske rezistencije. U prilog tome ide i Cinjenica da je
kod trudnica sa GDM zabeleZen viSi nivo osteokalcina u odnosu na trudnice sa
normalnom tolerancijom na glukozu [135-137]. Kao Sto je ve¢ pomenuto, porast
koncentracije osteokalcina moZe biti povezan i sa smanjenjem koncentracije
adiponektina u trudno¢i, povezuju¢i na taj na¢in masno tkivo, kost i metabolizam
glukoze. Neki autori su predlozili mehanizam po kome pod normalnim uslovima insulin
stimuliSe diferencijaciju osteoblasta, koji produkuju viSe osteokalcina, koji zatim
stimuliSe dalju produkciju insulina od strane B-Celija pankreasa i povecava osetljivost

perifernih tkiva na insulin [266].

Negativna korelacija osteokalcina i triglicerida je opisana kod muSkaraca i
negravidnih Zena [120,130,267]. Nasuprot ovim rezultatima, u naSem istraZivanju
osteokalcin je bio u pozitivnoj korelaciji sa trigliceridima (tabela 14). Nase ispitanice su
bile zdrave negojazne trudnice, dok su u pomenutim istrazivanjima ispitanici bili stariji
muskarci 1 Zene u menopauzi, sa poremecajem u toleranciji glukoze i/ili metabolickim

sindromom, i moZemo pretpostaviti da je to razlog razliCitih rezultata.
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Rezultati multiple regresione analize za nezavisni uticaj na koncentraciju
osteokalcina su pokazali da je samo koncentracija TAS-a nezavisno povezana sa
koncentracijom osteokalcina u treCem trimestru. Postoji viSe dokaza da je oksidativni
stres povezan sa promenama u koStanom prometu. Povecana osteoklastna aktivnost i
smanjena osteoblastna aktivnost su povezane sa niZim nivoom antioksidanasa u plazmi
osoba sa postmenopauzalnom osteoporozom [268], a estrogen pojaCava antioksidativnu
zaStitu u kostima [269]. Osim toga, eksperimentalno je dokazano da osteoblasti
proizvode antioksidanse kao Sto je glutation-peroksidaza [270], kao i da su
antioksidansi neophodni za preZivljavanje osteoblasta i da pojacavaju efekat faktora

rasta na osteoblaste [271].

Zanimljivo je napomenuti i da su eksperimenti na miSevima pokazali da
osteokalcin prolazi krvno-moZdanu barijeru i utiCe na sintezu neurotransmitera -
aminobuterna kiselina, na razvoj anksioznosti i depresije, procese ucenja i memorije
nezavisno od njegovih metabolickih funkcija, kao i da prolazi kroz placentu i utiCe na
razvoj mozga fetusa [272]. Potpuna je nepoznanica da li i u kojoj meri ovi procesi

postoje 1 kod ljudi.

U drugom trimestru je doslo do porasta koncentracije 25(OH)D, i visok nivo je
zabeleZen i na pocetku treceg trimestra. U kasnom tre¢em trimestru je doslo do pada
njegove koncentracije, a posle porodaja je zabeleZena najniZa vrednost (tabela 9). Ovi
rezultati se mogu objasniti sezonskim promenama koje su praene promenama u
koncentraciji vitamina D, jer je prvo uzorkovanje sprovedeno u periodu april-jun. Drugo
uzorkovanje je sprovedeno u toku letnjih meseci, a trece u periodu septembar-oktobar,
pa su i vrednosti 25(OH)D u uzorcima sakupljenim u ovom periodu najvise. Cetvrto
uzorkovanje je sprovedeno u kasnu jesen, a poslednje merenje u zimskom periodu, kada
ima najmanje suncanih sati, a i to je period posle porodaja u kome ispitanice nisu
provodile znacajno vreme napolju. PoSto su sve ispitanice koristile vitaminske
suplemente sa ujednacenim sadrzajem vitamina D, 1 dobile savet o balansiranoj ishrani,
predstavljale su homogenu grupu po pitanju unosa vitamina D. Takode sve su istog
etnickog porekla i Zive na istoj geografskoj Sirini, odnosno izloZene su istom broju
suncanih sati. S druge strane, zabelezeno je da u trudno¢i dolazi do kontinuiranog

porasta u koncentraciji aktivnog metabolita vitamina D, 1,25(OH);D, do kraja trudnoce
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[273,274]. Porast 1,25(OH)2D se smatra ¢iniocem koji dovodi do povecanja intestinalne
apsorpcije kalcijuma kako bi se zadovoljile potrebe rastuceg fetusa, iako postoje indicije
da nije neophodan u ovom procesu [106]. Osim toga, u trudno¢i dolazi i do porasta
koncentracije vitamin D vezujuceg proteina [134], pa je bilo ocekivano i da 25(OH)D
raste do kraja trudnoce, ili da se kompenzuje smanjenje usled sezonskog uticaja. I druge
studije koje su u obzir uzele sezonske varijacije koncentracije 25(OH)D opisale su
smanjenje njegove koncentracije od sredine trudnoce, sa najniZzim vrednostima oko 36.

nedelje gestacije [275,276].

Ovo istrazivanje je pokazalo da je deficijencija vitamina D je rasprostranjena
Cak 1 kod zdravih trudnica sa adekvatnom ishranom koje su koristile vitaminsku
suplementaciju. Koncentracija 25(OH)D manja od 20 ng/mL se smatra indikativnom za
postojanje deficijencije vitamina D u organizmu [277]. Ukoliko se primeni ovaj
kriterijum, ¢ak 29 trudnica koje su ucestvovale u ovoj studiji (76,3%) je na pocetku
trudnoce imalo insuficijenciju vitamina D. Veliki broj studija je ispitivao ucestalost
insuficijencije vitamina D kod trudnica, i dobijeni su rezultati od 7% do ¢ak 100% kod
odredenih subpopulacija africkog porekla [278]. U jednom istrazivanju u Srbiji, koje je
ispitivalo status vitamina D kod trudnica sa preeklampsijom i normotenzivnih trudnica,
zabeleZeno je da 77% zdravih trudnica ima koncentraciju 25(OH)D manju od 20 ng/mL
[155], Sto je vrlo sli¢no rezultatima dobijenim u ovoj studiji. OpseZnija ispitivanja
trudnica sa naSih prostora su neophodna kako bi se preciznije utvrdila prevalenca
insuficijencije u celokupnoj populaciji, kao 1 njene dalekoseZzne posledice.
Hipovitaminoza D u trudno¢i je ¢eSc¢a kod trudnica sa GDM i preeklampsijom [274], ali
nije jasno da li suplementacija i povecanje nivoa 25(OH)D u cirkulaciji majke vode
poboljSanju ishoda u ovim stanjima, za koja se zna da imaju multifaktorsku etiologiju

[278].

Vitamin D stimuliSe ekspresiju osteokalcina [115], ali rezultati ovog
istraZivanja nisu pokazali postojanje statisticki znacajne korelacije izmedu ova dva
parametra. Koncentracija 25(OH)D nije bila u znacajnoj korelaciji ni sa jednim
izmerenim parametrom, iako se on dovodi u vezu kako sa metabolizmom kostiju, tako i
sa insulinskom rezistencijom, metabolizmom masnog tkiva i inflamatornom i

imunskom funkcijom. Zanimljivo je da je studija transkriptoma periferne krvi zdravih
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trudnica, koji su sproveli Al-Garawi i saradnici, pokazala da tokom nekomplikovane
trudnoc€e dolazi do promene u transkripciji preko 5000 gena, a da je vitamin D povezan
sa promenama u transkripciji nekolicine gena, kao $to su geni ukljuceni u antimikrobnu
odbranu, reorganizaciju ekstacelularnog matriksa, regulaciju Ccelijskog ciklusa,
regulaciju nivoa glutationa 1 transkripcionih faktora [279]. Dejstva vitamina D u
trudno¢i su ocigledno veoma sloZzena ¢ak 1 u trudno¢ama koje nisu pracene
komplikacijama, ali joS uvek postoje nedoumice o optimalnom nivou ovog vitamina-
hormona u trudno¢i, optimalnom unosu i suplementaciji, kao i njegovoj povezanosti sa

ishodima trudnoce.
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6. Zakljucci

1. Tokom trudnoce je doSlo do promene koncentracije svih parametara
lipidnog profila. Koncentracija triglicerida je pokazala najvece povecanje tokom
trudnoce, a najvisSe vrednosti su izmerene u trecem trimestru. Posle porodaja, dolazi do
izraZenog pada u koncentraciji triglicerida do vrednosti koje su slicne vrednostima u
prvom trimestru. Tokom trudnoc¢e je doSlo 1 do porasta koncentracije ukupnog i LDL-
holesterola. Najvece koncentracije ukupnog i LDL-holesterola su uocene u trecem
trimestru. Posle porodaja dolazi do pada njihove koncentracije. Ove promene
koncentracije ukupnog holesterola, LDL-holesterola i triglicerida vode ka profilu koji se
u negravidnom stanju smatra proaterogenim. Specificnost promene lipidnog statusa u
trudno¢i se ogleda u porastu koncentracije HDL-holesterola koji ima ateroprotektivna
dejstva. Vrednosti HDL-holesterola su bile najviSe u drugom trimestru 1 na pocetku
treceg trimestra.

2. Trudnoca, a posebno kasni tre¢i trimestar, je period koji karakteriSe
pomeranje redoks balansa ka oksidativnom stresu, pa dolazi do povecanja koncentracije
TOS-a, TBARS-a i PAB-a koje je najizraZenije u tacki pre porodaja. Posle porodaja,
dolazi do pada koncentracije navedenih parametara. U normalnim uslovima, redoks
ravnoteZza se uspostavlja ubrzo posle porodaja, kada su vrednosti parametara
antioksidativne zastite, TAS i ukupnih SH grupa, najvece.

3. Mokra¢na kiselina je deo sistema antioksidativne zaStite, njena
koncentracija znacajno raste od drugog trimestra i najveca je posle porodaja. Trudnoca
ima blagi proinflamatorni potencijal, koji se odrazava na koncentraciju CRP-a, ¢ija je
koncentracija bila najviSa u drugom trimestru, a najniZa posle porodaja.

4. U trudno¢i se razvija insulinska rezistencija tkiva majke, koja dovodi do
kompenzatornog povecanja produkcije insulina, Sto se ogleda u promeni koncentracije
insulina i vrednosti HOMA-IR i HOMA-%B indeksa. NajviSe vrednosti insulina i
HOMA-%B indeksa su zabeleZene u kasnom tre¢em trimestru. Posle porodaja je doslo
do izraZzenog pada vrednosti sva tri parametra, Sto znaCi da je fizioloSka insulinska
rezistencija u trudno¢i reverzibilna. Sve vreme trajanja trudnoce i posle porodaja
trudnice su bile normoglikemic¢ne, $to znaci da je insulinska rezistencija bila adekvatno

kompenzovana dobro o¢uvanom funkcijom pankreasa.
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5. Trudnoca je stanje koje je praceno postepenim porastom koncentracije
leptina do maksimalnih vrednosti pocetkom tre¢eg trimestra. Trudnoca se smatra
stanjem centralne rezistencije na leptin, koja kao i insulinska rezistencija, verovatno ima
za cilj neometano snabdevanje fetusa nutrijentima.

6. U tre¢em trimestru, leptin je nezavisno povezan sa ITM, jer su izvori
leptina u trudno¢i masno tkivo majke i1 placenta ¢iji porast tokom trudno¢e doprinosi
porastu telesne tezine majke. Pozitivna korelacija leptina i insulina mozZe se, bar delom,
objasniti stimulatornim dejstvom insulina na produkciju leptina, ali moguce je da leptin
doprinosi razvoju rezistencije tkiva na insulin jer je zabeleZena pozitivna korelacija sa
HOMA indeksima, 1 da na taj nacin doprinosi mobilizaciji energetskih rezervi majke.
Povezanost leptina i oksidativnog stresa ogleda se u ¢injenici da je koncentracija leptina
bila u pozitivnoj korelaciji sa parametrom TOS-om u tre¢em trimestru, kada je
oksidativni stres najizraZzeniji u trudno¢i. Leptin se smatra proinflamatornim
adipocitokinom, $to potvrduje njegova pozitivna korelacija sa koncentracijom CRP-a u
trecem trimestru. U trudno¢i su dominantna periferna, direktna dejstva leptina na kost.
Na ovaj nacin on deluje stimulatorno na proces formiranja kostiju, Sto se ogleda u
pozitivnoj korelaciji leptina sa osteokalcinom 1 P1INP-om.

7. Primecena je tendencija smanjenja koncentracije adiponektina tokom
trudnoce, mada ovo smanjenje nije bilo statisticki znacajno. Adiponektin verovatno
deluje antagonisticki u odnosu na leptin, odnosno povecava osetljivost tkiva na insulin,
a u prilog tome ide Cinjenica da je njegova koncentracija u tre¢em trimestru bila u
negativnoj korelaciji sa koncentracijom leptina i insulina, i vrednostima HOMA-IR i
ITM, kao i sa koncentracijom glukoze. Znacajan je i1 uticaj adiponektina na lipidni status
u trudno¢i. Koncentracija adiponektina je bila u negativnoj korelaciji sa koncentracijom
triglicerida u treCem trimestru, a pozitivnoj sa koncentracijom HDL-holesterola. Samo
je HDL-holesterol bio nezavisno povezan sa adiponektinom u treCem trimestru, $to ide
u prilog tezi da su antiaterogena dejstva adiponektina povezana sa HDL-lipoproteinskim
Cesticama. Nasuprot leptinu, koncentracija adiponektina je bila u negativnoj korelaciji
sa TOS-om, Sto ukazuje na inverzan odnos adiponektina i oksidativnog stresa. S
obzirom na odsustvo znaCajne korelacije adiponektina sa parametrom P1NP, negativna
korelacija sa koncentracijom osteokalcina moZe biti posledica specificnog

kompenzatornog dejstva osteokalcina u stanju smanjene koncentracije adiponektina u
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treem trimestru, jer je jedan od potencijalnih mehanizama kojima osteokalcin
indirektno uti¢e na metabolizam glukoze upravo preko povecanja koncentracije
adiponektina.

8. Od sredine trudnoce dolazi do postepenog povecanja koncentracije
osteokalcina i PINP. Najvece koncentracije oba parametra su zabeleZene u kasnom
treCem trimestru i posle porodaja, Sto ukazuje na intenziviranje procesa formiranja
kostiju Sto je karakteristicno za ovaj period. Na povecanje procesa formiranja kostiju, do
koga dolazi od sredine trudnoce, verovatno uti¢u i insulin i leptin, jer su zabeleZene
pozitivne korelacije koncentracije osteokalcina i PINP sa koncentracijom insulina i
leptina 1 vrednostima HOMA-IR 1 HOMA-%B indeksa u tre¢em trimestru.

0. Pozitivna korelacija osteokalcina i parametara za procenu insulinske
rezistencije moze biti i posledica endokrinog dejstva osteokalcina na metabolizam
glukoze. Moguce je da je porast koncentracije osteokalcina kompenzatorni mehanizam
u stanju povecane insulinske rezistencije 1 smanjene koncentracije adiponektina, kakvo
je tre¢i trimestar trudnoce. Takode, koncentracija osteokalcina je bila u pozitivnoj
korelaciji sa koncentracijom triglicerida u treCem trimestru. Ovi rezultati idu u prilog
hipotezi da osteokalcin nije samo proizvod koji se oslobada u cirkulaciju prilikom
formiranja kostiju, ve¢ da svojim endokrinim dejstvom povezuje energetski
metabolizam sa metabolizmom kosti, a preko adiponektina i sa masnim tkivom.

10. Osteokalcin je bio nezavisno povezan samo sa koncentracijom TAS-a u
treCem trimestru, Sto se moZe objasniti pozitivnim uticajem antioksidanasa, medu
kojima je i mokrac¢na kiselina, na preZivljavanje osteoblasta i proces formiranja kostiju.

11. Promene u koncetraciji 25(OH)D kao glavnog cirkuliSu¢eg markera
statusa vitamina D u organizmu su odrazavale sezonske promene u razli¢itim tackama
uzorkovanja. Najvece vrednosti su zabelezene u letnjim mesecima. Deficijencija
vitamina D (<20 ng/mL) je uocena kod 76,3% ispitivanih trudnica. 25(OH)D nije bio u
znaCajnoj korelaciji sa drugim parametrima, $to je verovatno posledica njegovih

kompleksnih dejstava prvenstveno na nivou genoma.
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O6paszay 5.

UsjaBa 0 ayTopcTBy

Wme n npesnme aytopa _MapvHa MujaHosuh

Bpoj nHaekca 8/08

UsjaBrbyjem

Aa je AOKTOpCKa AncepTaumja noa Hacrnosom

JloHrnTyanHanHe npomeHe napamerapa 3a NPOUEHY WHCYNMHCKE pe3ucTeHumje, aaunounMToOK1Ha
¥ MapKkepa popmmparba KOCTUY KOA 3APaBUX HErojasHux TpyAHNLA

* pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXKUBAYKOr paja;

* [aAaucepTauuja y UenvHn HY y AenosrMa Huje 6una npeanoxeHa 3a ctuuarwe
Apyre Avnnome npema CTyaujCKUM nporpammmMa ApYrux BUCOKOLLKOMCKNX
yCTaHOBa;

* [ia Cy pe3yntaTh KOPEeKTHO HaBeaeHU n

* Ja HWcaM Kplmo/na ayTopcka npasa M KOpUCTWO/Na WHTENEKTyanHy CBOjUHY
ApPYrux nuua.

Motnuc aytopa

Y Beorpagy, 30.06.2017.

Malbu#a 7/— b;]i akobul,



O6pasau 6.

M3jaBa 0 ICTOBETHOCTM WITaMNaHe U ernieKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

VIMe n npesume ayTopa _MapuHa lNujaHosuh

Bpoj nHaekca 8/08

Ctyanjcku nporpam _[lokTopcke akagemcke cryavje ®apmauvja - moayn MeanunHcka 6rnoxemuja

Hacnos papa _ JloHruryanHanHe npomeHe napamerapa 3a NpoLeHy NHCYNMHCKE pe3ncTeHuyje, anunoLumnTokuHa
1 MapKepa popmuparba KOCTUJy KOA 3APaBUX HErojasHUxX TpyaHMLA

MeHTop ap Cnasuya Cnacvh, npodecop emeputyc, YHnsep3suteT y beorpagy, QapmaueyTcku Gaxkynter
np AnekcaHapa CtedaHosuh, aoueHT, YHusep3uTeT y beorpagy, QapmaueyTtckun Gakynrer

M3jaBroyjem Aa je wramnaHa sep3vja Mor JOKTOPCKOr paja UCTOBETHa eNeKTPOHCKO]
BEP3WjU KOjy cam npepao/na paawn noxpaweHa y [AuUrntaniHom penosvutopujymy
YHuBep3uteta y beorpaay.

[JossorbaBam ga ce objaBe Moju NMUYHWM nopjauu BesaHu 3a Aobujare akagemckor
HasnBa AOKTOpa Hayka, Kao LWTO Cy UMe U npe3ume, rognHa n Mecto pofemwa 1 aaTym
onbpaHe papa.

OBn nuyHM nogaun Mory ce 06jaBuTm Ha MpEeXHUM CcTpaHuuama aurntanHe
GnonunoTeke, y €NeKTPOHCKOM KaTanory u y nyénukauvjama YHusep3suteTa y beorpagy.

MoTnuc aytopa

Y Beorpaay, 30.06.2017.
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O6pasay 7.
U3jaBa o kopuwhewy
Osnawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® aa y Aurutantu

penosuTopujym YHueepsuteTa y Beorpasly yHece Mojy AOKTOpCKy AucepTauujy nop,
HacnoBoMm:

= Ha/lHe ApomeHe NapamMmeTdid 34 MNPOLIeHY WH ANHCKE De
1 Mapkepa Gopmuparba KOCTHjy KOf 3apasnx HerojasHux TpyaHua

KOja je Moje ayTopCcKo Aeno.

[OvicepTaumjy ca CBM Npunosvma npeaao/na cam y enekTpoHCKoM opmMary norogHom
3a TPajHO apxuBUpame.

Mojy AOKTOpCKY AucepTauujy noxpaweHy y [AurntanHoMm  penosntopujymy
YHuBepauTeTa y beorpagy v 4OCTYNHY y OTBOPEHOM MPUCTYMY MOry Aa KOpUCTE CBU
koju nowTyjy oapeabe cappxaHe y onabpaHom Tuny nuueHue KpeaTusHe 3ajeaHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oanydvo/na.

1. AytopcTeo (CC BY)

2. AytopcTteo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@\ympcmo — HekomepuwmjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpUMjarnHo — AenuTyn noa uctum ycriosnma (CC BY-NC-SA)
5. AyTopctBo — 6e3 npepapaa (CC BY-ND)

6. AyTOpcTBO — 4enunTw nogd nctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monnmo Aa 3a0KpyXuTe Camo jeaHy 04 WeCT NoHyheHnx nuueHum.
KpaTak onuc NyLeHLM je cacTaBHU Ae0 OBe usjase).

Mornuc aytopa

Y beorpagay, 30.06.2017.

.JUCLP Lt ﬂwm@uﬂ
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1. AytopcTtBo. [lo3BorbaBate yMHOXaBah¢€, ancTpmbyunjy 1 jaBHO caonwiTaBake
Aena, v npepaae, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauvH oapeheH oA cTpaHe aytopa
WV AaBaoua NULEHLE, Yak 1 y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja oa CBUX
nMUEHUN.

2. AYyTOpPCTBO — HekoMmepumjanHo. [lo3Borbasare yMHOXaBahe, anctpubyunjy u
jaBHO caonwiTaBake Aena, v npepaje, ako ce HaBeAe MME ayTopa Ha HaunH oppeheH
of cTpaHe ayTopa unn aasaoua nuueHue. Oa nuueHua He Ao3Bo/basa komepumjanHy
ynotpeby gena.

3. AyTOpCTBO — HeKoMepuujanHo — 6e3 npepaga. [lo3BorbaBarte yMHOXaBatbe,
AncTpubyuvjy U jaBHO caonwTasare Aena, bes npomera, npeobnvkosawa WUnw
ynoTpebGe gena y cBOM fefly, ako Ce HaBede WME ayTopa Ha HaynH oapeheH of
cTpaHe ayTopa unw gasaoua nuueHue. OBa nvueHua He Ao3Borbasa Komepuujanyy
ynoTpeby aena. Y ogHoCy Ha CBe ocCTane nuueHue, oBoM NuUeHUOM ce orpaHuyaea
Hajsehn obum npaea kopuwhera aena.

4. AyTOPCTBO — HEeKOMepUMjanHo — AenuTH NoA UCTUM ycnoBuma. [lossorbasare
yMHOXaBate, AUCTPUBYLIMjy 1 jaBHO caoniuTasare Aena, 1 NPEPaae, ako ce HaBeAe
MMe ayTopa Ha HauuH oApefleH oA cTpaHe ayTopa Wnu Aasaoua nvueHue 1 ako ce
npepaga aucTpubyupa noa WCTOM WAM CIUYHOM  NINLEHLIOM. OBa nuvuUeHUa He
[03BOMbABa KOMepLyjanHy ynoTpeby aena v npepaaa.

5. AytopcTtBo — 6e3 npepapa. [lossorbasare yMHOXasame, ANCTPUOYLMjY W jaBHO
caonwTasaree gena, 6e3 npomera, npeobnukosara unn ynotpebe genay Ceom Aeny,
ako ce HaBeAe WMe ayTopa Ha HaunH oapefeH oA CTpaHe ayTopa viv Aasaoua
nuueHue. OBa NMLEeHLA A03BOSbaBa komepLujandy ynotpeby aena.

6. AyTOopcTBO — AenUTH NoA UCTUM YycroBuma. [o3BorbaBate yMHOXaBame,
AUCTPUBYLMjy 1 jaBHO CaorluTaBake Aena, v npepaje, ako Ce HaBeAe MMEe ayTopa Ha
HAauuH oapefeH og cTpaHe ayTtopa wnu Aasaoua nvueHue u ako ce npepapa
aucTpubympa noja WCTOM UMW CMVYHOM  JTIUUEHLOM. OBa nuueHua Q[o3BOMbLaBa
komepuwjanHy ynotpeby pena v npepaa. CnunuyHa je codTBEpCKMM nuueHuama,
0HOCHO NuLeHLiama OTBOPEHOr KoAa.



