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1. UVOD

Dijabetes tipa 1 (Diabetes mellitus, DM-1) je autoimuna bolest
posredovana T-stanicama, usmjerena protiv beta-stanica gusterace.
Posljedica je gubitak funkcije beta-stanica i nemogucnost (nesposobnost)
proizvodnje inzulina do razine koja je potrebna za odrzavanje normalne
koncentracije glukoze u krvi (normoglikemije). Ocuvanje funkcije beta-
stanica rezultira boljom metabolickom kontrolom i smanjenjem rizika
dugorocnih dijabeti¢nih komplikacija, te Stetnih posljedica intenzivne
terapije (primarno hipoglikemije) (DCCT studija, 1998). Najpouzdaniji
pokazatelj oCuvanja funkcije beta-stanica je koncentracija C-peptida u

krvi.

Od trenutka postavljanja klinicke dijagnoze DM-1, bolesnici obicno
zadrzavaju ograniCenu sposobnost proizvodnje endogenog inzulina jo$
nekoliko mjeseci ili godina (Greenbaum, 2009). IzluCivanje se postupno
gubi jer je funkcija beta-stanica selektivho uniStena. Autoimuno uniStenje
beta-stanica izrazenije/agresivnije je kod razvoja DM-1 u djetinjstvu, kod
male djece, dok je taj proces dugotrajniji i nepotpuniji kod bolesnika koji
obole od DM-1 kasnije tijekom zivota (Poudel i sur., 2015, Virtanen i Knip,
2003).

Trudnoda je jedinstveni dogadaj u kojem genetski i imunoloski strani
fetus prezivi do punog termina bez odbacivanja od strane imunoloskog
sustava majke (Poole i Claman, 2004). Povezana je s djelomi¢nom
supresijom imunoloskog upalnog sustava zbog cega autoimune bolesti

poput dijabetesa Cesto idu u remisiju tijekom trudnoce (Wilder, 1998).

1. 1. Autoimunost u dijabetesu tipa 1

Pojava autoprotutijela dijabetesa prvi je mijerljiv znak nadolazece
autoimunosti beta-stanica gusterace. Postoje Cetiri vrste autoprotutijela

koja predvidaju ocit tip DM-1 (Knip, 2002). To ukljuCuje: protutijela

1
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stanica otoci¢a (engl. islet cell antibodies, ICA), autoprotutijela inzulina
(engl. insulin autoantibodies, 1AA), autoprotutijela 65-kD izoforme
dekarboksilaze glutaminske kiseline (engl. glutamic acid decarboxylase,

GAD) i 1A-2A povezane molekule (1A-2A).

U razumijevanju imunopatologije dijabetesa najvedi su doprinos dali
radovi na laboratorijskim modelima Zivotinja (NOD, ,,non-obese diabetic*
misevi i BB, ,bio breeding“ Stakori) koje su sklone spontanom razvoju
dijabetesa vrlo slicnih obiljezja onome koji se sreée u ljudi. Tako
prikupljene Cinjenice o nastanku bolesti nedvosmisleno potvrduju
sredi$nju ulogu imunoloskih mehanizama, osobito stani¢ne imunosti, te
pruzaju drukciji pristup lijecenju i prevenciji od dosadasnjeg (Bach, 1994;
Epestein, 1994).

Prema suvremenom shvacanju, DM-1 je autoimuna bolest genetski
podloZznih osoba, koja vodi selektivnhom wuniStenju beta-stanica
Langerhansovih otoci¢a gusterace i apsolutnom nedostatku inzulina. Gepts
je 1965. godine prvi objavio zapaZanje kako otoCi¢i gusterace umrlih
bolesnika s juvenilnim dijabetesom pokazuju znakove ,inzulitisa“,
karakteristicnu histopatolosku sliku peri- i intrainzularnog mono-
nuklearnog stani¢nog infiltrata, za koji je pretpostavio da bi na neki nacin
mogao biti odgovoran za nastanak bolesti (Gepts, 1965). Kasnije,
Bottazzo i suradnici dokazuju da stanice koje infiltriraju otolice pretezno
pripadaju citotoksi¢nim T-limfocitima fenotipa CD8™, ali su takoder izolirali
i limfocite CD4" (pomagacki T-limfociti) te NK-stanice (prirodnoubilacke
stanice, engl. natural killer cells) (Bottazzo i sur., 1984). Na vecini stanica
infiltrata mogli su se dokazati i produkti HLA-DR gena te receptor za
interleukin-2 (IL-2), Sto je tipi¢an dokaz aktiviranoga stanja imunoloskih
stanica. Vrlo vaZzna odlika procesa koji dovodi do DM-1 jest specificnost
razaranja beta-stanica Langerhansovih otoci¢a, dok stanice koje stvaraju
glukagon, somatostatin i pankreasni polipeptid ostaju neostecene i
zadrzavaju normalnu funkciju. Nije jasno zbog cega beta-stanice

specifi¢no stradavaju tijekom inzulitisa. Cinjenica da samo one na svojoj
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povrSini mogu iskazati HLA-DR antigene mogla bi biti najvazniji uzrok
selektivnog ostecéenja, slicno onome koje se vida primjerice, u Gravesovoj
bolesti Stitnjace (Radonci¢, 2009). Iako individualno genetsko nasljede
predstavlja vaznu determinantu podloznosti dijabetesu tipa 1, okolisSni
c¢imbenici su najvjerojatniji modulatori koji konac¢no determiniraju pocetak
bolesti. Podrsku ovakvom glediStu pruzaju istrazivanja monozigotnih
blizanaca i bliskih srodnika s rizicnim DR antigenima u kojih koincidencija

bolesti unutar obitelji ne premasuje 50%.

Stoga se mora pretpostaviti postojanje specificnih ¢imbenika sredine
¢iji se dijabetogeni potencijal izrazava ili pojadava posredstvom
autoimunih mehanizama. U prvom redu to se odnosi na virusne infekcije
za koje je poznato da mogu znacajno doprinijeti pocetku velikog broja
autoimunih bolesti. Eksperimentalna infekcija laboratorijskih Zivotinja
reovirusima izaziva poliendokrinu bolest s autoprotutijelima protiv
gusterace, adenohipofize, timusa i zeluCane sluznice. Ovakvo stanje
mozda predstavlja scenarij povezanosti izmedu virusne infekcije i

autoimunog fenomena koji se vida u nastanku DM-1 (Miller i sur., 1987).

1. 2. Imunoterapijski pristupi u lijeCenju dijabetesa

Suvremeno lijeCenje dijabetesa tipa 1 temelji se na nadomjesnoj
terapiji egzogenim inzulinom. Njegova je primjena posljednjeg desetljeca
uznapredovala do te mjere da su dugoroc¢ne komplikacije osnovne bolesti
znatno smanjene, iako joS u potpunosti nisu i otklonjene. U tom kontekstu
imunoterapijski pristup mogao bi biti najzadovoljavajuéi oblik lije¢enja i
prevencije pojave bolesti. Imunoterapija dijabetesa ukljucuje sve
intervencije kojima se nastoji manipulirati imunoloSkim sustavom, a u

uzem smislu ukljucuje imunosupresivne i imunomodulacijske postupke.

Imunosupresivni lijekovi su po svojoj definiciji citotoksi¢ni, dok
imunomodulacijske tvari primarno djeluju u smislu pojacanja ili smanjenja

imunoloskog odgovora, ukljuCujuci i prekidanje odnosno moduliranje
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puteva destrukcije beta-stanica. Klasi¢ni lijekovi koji se koriste u svrhu
imunoterapije u biti su supstancije male molekulske mase (kortikosteroidi,
azatioprin, metotreksat, ciklofosfamid, ciklosporin), koje nespecificno
djeluju na sve leukocite i time stvaraju neZeljenu sistemsku
imunosupresiju. Najvedi nedostatak tih lijekova je neucinkovitost nakon
duge primjene i ponovna uspostava imunoloSke reakcije prema beta-
stanicama ubrzo nakon prestanka terapije. To zahtjeva dugotrajnu
primjenu koja nosi opasnost intoksikacije i ucestalih infekcija tijekom
primjene, Sto je za razliku od bolesnika s transplantiranim organom,

neprihvatljiva nuspojava u dijabetesu (Radonci¢, 2009).

1. 3. Inzulin i C-peptid

Inzulin je protein male molekulske mase (5808 daltona) koji se
izluCuje kao primarni odgovor na poviSenu koncentraciju glukoze u krvi.
Inzulin je glavni hormon koji kontrolira metabolizam glukoze i olakSava
ulazak glukoze u stanice. No neki Zziv€ani podrazaji i povisSene
koncentracije drugih izvora energije (poput aminokiselina i masnih
kiselina) takoder potiCu izluCivanje inzulina. Glavna je uloga inzulina
kontrola ulaska glukoze iz krvi u stanice i njenog iskoriStavanja u
perifernim tkivima. Sudjeluje u smanjenju koncentracije glukoze u krvi na
nacin da potice glikolizu, a inhibira glukoneogenezu i glikogenolizu u jetri.
Djelovanje inzulina je kontraregulirano hormonima koji poti¢u porast
koncentracije glukoze kao Sto su glukagon, adrenalin, hormon rasta i
kortizol. Beta-stanice zdrave gusterace proizvode i izluCuju onoliko

inzulina koliko je potrebno za kontrolu homeostaze glukoze.

Inzulin se sintetizira iz molekule pretece pre-proinzulin (slika 1).
C-peptid je peptid kojeg Cini 31 aminokiselina koji u molekuli proinzulina
povezuje amino-kraj alfa-lanca i karboksilni kraj beta-lanca zrelog
inzulina, pa odatle i naziv: povezujuéi peptid (engl. connecting peptide, C-

peptide). Neophodan je za ispravno savijanje (smatanje) proinzulina
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stvarajuci dvije disulfidne veze izmedu cisteinskih ostataka alfa i beta-

lanca, i jednu vezu unutar alfa-lanca inzulina.

preproinsulin

pre-

pcst

prmnsulin

A-chain {21uu)

§ E -l —— insulin

B-chain {30uu)

C-peptide
(35uu)

Slika 1. Sinteza inzulina i C-peptida iz molekule pretece, pre-proinzulina, u
beta-stanicama Langerhansovih otoci¢a. Preuzeto s Up To Date, 20. srpnja
2015.

Pre-proinzulin, transkripcijski produkt inzulinskog gena, stvara se u
endoplazmatskom retikulumu (ER) beta-stanica gusterace. Mikrosomalni
enzimi cijepaju pre-proinzulin na proinzulin koji se sastoji od dva
inzulinska lanca (alfa i beta) povezana C-peptidom. Proinzulin se prenosi u
Golgijev aparat (GA) gdje se pakira u vezikule oblozene klatrinom (engl.
clathrin-coated granules). Nakon sazrijevanja, vezikule otpuStaju
klatrinski ovoj te se proinzulin podvrgava proteolitickom cijepanju na tri
peptidna lanca: alfa i beta lanac inzulina te C-peptid. Kada su beta-stanice
stimulirane, inzulin se izluCuje iz stanice egzocitozom i difundira u
kapilarnu krv otoci¢a. Nakon $to se odvoji od C-peptida, jedan kraj beta

lanca inzulina moze se vezati na inzulinske receptore.
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Inzulin i C-peptid zajedno se izlucuju u ekvimolarnoj koli¢ini u portalnu
cirkulaciju. Oko 50% inzulina se metabolizira (apsorbira) u jetrima
prilikom prvog prolaska, tzv. ,the first-pass effect“. Preostali inzulin ima
vaznu regulacijsku ulogu u perifernim tkivima. Za razliku od inzulina, C-
peptid se ne apsorbira u jetrima i ima duze vrijeme poluzivota (oko 30
min) od inzulina (oko 4 min), te je pogodan za mjerenje koncentracije
endogenog inzulina u perifernoj cirkulaciji (Nussey i Whitehead, 2001;
Faber i sur., 1978).

C-peptid se izluCuje bubrezima, u proksimalnim kanali¢cima. Vrijednosti
C-peptida u urinu koreliraju s vrijednostima C-peptida u plazmi, no kod
osoba oboljelih od DM-1 bubrezna ekstrakcija znatno varira tijekom 24h
(Meistas i sur., 1982), tj. hiperglikemija povecava stopu glomerularne
filtracije te povecava klirens C-peptida u urinu kod dijabeti¢ara (Wasada i
sur., 1995; Hsieh i sur., 1988). Stoga je urinarni C-peptid prilicno

nepouzdana mjera funkcije beta-stanica.

lako se prije smatralo da C-peptid nema bioloSku aktivnost, kasnije je
dokazana njegova funkcija: poboljsava kapilarni protok krvi u kozi i
skeletnim misi¢ima, smanjuje izluCivanje albumina mokracom te
poboljSsava ziv€anu funkciju kod osoba oboljelih od DM-1. Pretpostavlja se
da bi mogao imati potencijalni terapeutski potencijal sprjeCavajuci neke

kasnije komplikacije DM-1 (Nussey i Whitehead, 2001).

1. 4. C-peptid kao pokazatelj funkcije beta-stanica

Pracenje funkcije beta-stanica kod novo-dijagnosticiranih pacijenata s
DM-1 je mijerljiv ishod koji predvida dugorocni klinicki status te je
odgovaraju¢a mjera odredivanja funkcije beta-stanica neophodna. Zasto

je C-peptid najprikladnija mjera prikazano je u nastavku.

Glikirani hemoglobin (HbA;;) je standardna mjera ishoda kontrole

glikemije, koji odrazava prosjecnu koncentraciju glukoze u krvi tijekom
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prethodna tri do Cetiri mjeseca, bududi je Zivotni vijek eritrocita 120 dana.
Nastaje nespecificnim vezanjem Secera za molekulu adultnog hemoglobina
(HbA) te konverzijom labilnog u stabilni oblik HbAi., Cija se koli¢ina
povecava s porastom prosjecCne koncentracije glukoze u krvi. Uz mjerenje
profila glukoze, koji ne mora uvijek biti odraz prosjecne razine glukoze,
HbA:. je korisniji parametar pracenja metabolicke regulacije (Nielsen i
sur., 2004), ali je nedovoljno osjetljiv u procjeni funkcije beta-stanica
(Palmer i sur., 2004). Ovaj biomarker glikemijske kontrole klju¢an je u
nadzoru pacijenata s DM-1 jer korelira s mikrovaskularnim i makro-

vaskularnim komplikacijama (Diabetes, 2010).

Prisutnost protutijela stanica otoci¢a (ICA) i drugih mjera autoimunosti
beta-stanica, poput autoprotutijela (imunoglobulini, dominantan 1gG1l),
korisni su u identificiranju autoimune bolesti ili u predvidanju klinickog
tijeka. Medutim, koncentracije autoprotutijela otoci¢a nisu se mijenjale s
primjenom terapija koje su pokazivale klinicku ucinkovitost u smanjivanju
progresivnog gubitka funkcije beta-stanica kod bolesnika s DM-1. Nakon
pocCetka bolesti, titar i frekvencija razliCitih autoprotutijela smanjivali su se
s vremenom (Jaeger i sur., 1997; Yokota i sur., 1998). Stoga auto-
protutijela imaju prognosticku vrijednost i od najveée su koristi u
dijagnozi, u usporedbi s koncentracijom C-peptida koji daje mjeru

trenutnog stanja pacijenta (Winter i Schatz, 2011).

Primjena terapije koja poboljSava oCuvanje funkcije beta-stanica mogu
rezultirati proporcionalnim smanjenjem dnevnih doza inzulina potrebnih za
postizanje normoglikemije. Medutim, na dnevne doze inzulina mogu
utjecati brojni ¢imbenici poput razlike u osjetljivosti na inzulin, vrijeme i
ucCestalost davanja inzulina, tip inzulina, prehrana i vjeZbanje, intra-
individualna farmakokinetika i farmakodinamika inzulina, te druge
varijable. Stoga doza inzulina nije izravan odraz funkcije beta-stanice i

nije primjeren za procjenu funkcije beta-stanica (Palmer i sur., 2004).

Najizravnija mjera funkcije beta-stanica je izluCivanje endogenog
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inzulina. To¢no odredivanje koli¢ine izlu¢enog inzulina u perifernoj krvi je
ograni¢eno, jer se nakon izlu€ivanja u portalnu venu inzulin znacajno
metabolizira u jetri (40-60%). Oboje, i metaboliziranje inzulina u jetri i
periferni klirens inzulina varijabilne su vrijednosti, stoga periferna razina
inzulina ne odrazava precizno koli¢inu izlu¢enog inzulina (Brundin, 1999;
Field, 1973).

Mnogi testovi za odredivanje koncentracije inzulina ne mogu razlikovati
inzulin od proinzulina i drugih meduprodukata proinzulina, endogeni od
egzogenog inzulina, te nisu precizni pri malim koncentracijama koje se
tipicno nalaze kod pacijenata s DM-1. Stoga mjerenje C-peptida osigurava
validiran nacin kvantificiranja izlu¢enog endogenog inzulina. C-peptid i
inzulin se izluuju u portalnu cirkulaciju u ekvimolarnim koli¢inama. lako
jetra metabolizira znacajnu koli¢inu inzulina, C-peptid se ne resorbira u
jetri (Nussey i Whitehead, 2001) i ima konstantan periferni klirens pri
razli¢itim fizioloSkim okolnostima i promjenama koncentracije glukoze u

plazmi (Licinio-Paixao i sur., 1986).

Takoder, C-peptid je koristan za pracenje funkcije gusterace kod
transplantacije ili uklanjanja organa. Koristi se za dijagnosticiranje i
razlikovanje DM-1 od adultnog dijabetesa u mladih (MODY dijabetes, engl.
maturity onset diabetes of the young) ili dijabetesa tipa 2 (DM-2), za
pracenje funkcije beta-stanica kod pacijenata s rano otkrivenim DM-1 i

koji primaju imunomodulatornu terapiju za usporavanje progresije bolesti.

Testovi za odredivanje koncentracije C-peptida danas su dostupniji,
relativno niske varijabilnosti i visoke reproducibilnosti. Koncentracije C-
peptida su opcenito znacajno vele od koncentracije proinzulina u
perifernoj cirkulaciji, i dok god je stupanj krizne reaktivnosti (engl. cross-
reactivity) proinzulina u testovima za C-peptid manji od 10%, proinzulin
nece doprinositi imunoreaktivnosti C-peptida u fizioloSkim okolnostima.
Uska povezanost C-peptida u sistemskoj cirkulaciji i endogenog inzulina u

portalnom sustavu dobro je utvrdena (Palmer i sur., 2004).
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C-peptid je mali linearni peptid koji je podlozan cijepanju proteolitickim
enzimima zbog Cega je potrebno osigurati da se plazma ili serum za
mjerenje C-peptida odvoji od uzorka krvi u Sto kracem periodu i da se test
provede unutar mjesec dana. Imunoreaktivnost C-peptida takoder opada
dugotrajnim pohranjivanjem. Bududi hipoglikemija inhibira odgovor beta-
stanica, preporuCuje se da se test funkcije beta-stanica provede u

odsutnosti hipo- ili hiperglikemije (Greenbaum i Harrison, 2003).

Na temelju navedenog, zakljuceno je da je koncentracija C-peptida u
standardiziranim uvjetima u perifernoj cirkulaciji najprikladnija mjera
izluCivanja endogenog inzulina i funkcije beta-stanica (Palmer i sur.,
2004).

1. 5. Dijabetes tip 1 i trudnoca

Trudnoca je povezana s velikim brojem fizioloSkih promjena i

kompleksnih metabolickih procesa koji se odvijaju kod majke.

Secerna bolest jedan je od najceséih metaboli¢kih poremecaja koji se
odrazava na cijelu trudnoc¢u. Svojim djelovanjem pocinje ve¢ u vrijeme
fertilizacije 1 implantacije blastociste, a nastavlja se tijekom cijele
trudnoce, nakon cega ponekad mogu ostati trajne promjene koje se
prenose na dijete. Secerna bolest tipa 1 u trudno¢i uzrokuje brojne
komplikacije za majku i dijete. Stoga je kontrola glikemije neophodna za
smanjenje maternalnog i fetalnog morbiditeta i mortaliteta u trudnoca
kompliciranih dijabetesom (Nielsen i sur., 2004). Trudnica oboljela od
dijabetesa treba imati redoviti klinicki nadzor s primjerenom regulacijom
glikemije, kako bi se prevenirale komplikacije. NajuCestalije komplikacije
DM-1 u trudnoéi su spontani pobacaji te poremecaji embrionalnog i

fetalnog razvoja.

Trudnodu karakterizira stanje poveéane razine inzulina u serumu,

nesto manja koncentracija glukoze i periferna inzulinska rezistencija
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(Sorenson i Brelje, 1997). Kod dijabeti¢nih trudnica zbog postupnog
razvoja inzulinske rezistencije mora se postupno povecavati doza inzulina,
te na taj nacin zadovoljiti povecane potrebe za inzulinom. Medutim,
trudnice koje boluju od DM-1 i kod kojih je tijekom trudnoce ocuvana
endogena sinteza inzulina trebaju znatno manje egzogenog inzulina,
nemaju hipoglikemije i ishodi trudnoce su uspjesni. Povisene koncentracije
C-peptida povezane su s boljom glikemijskom kontrolom (nizim
vrijednostima HbA;;), te znacdajnim smanjenjem hipoglikemija i
mikrovaskularnih komplikacija kod oboljelih od DM-1 (Sj6berg i sur.,
1987; Steffes, 2002; Panero i sur., 2009).

UnatoC stalnom, uravnotezenom i redovitom unosu raznih hranjivih
tvari, tijekom trudnoce dolazi do znacajnih promjena u metabolizmu
ugljikohidrata, proteina i lipida. Dok su specifi¢ne prilagodbe ugljikohidrata
i proteina kod dijabeti¢nih trudnica prilicno dobro proucene, jo$ uvijek je
mnostvo znacajnih fizioloSkih odstupanja i nedovoljno razjasnjenih
mehanizama u metabolizmu lipida. Takoder, nisu u potpunosti razjasSnjeni
svi fizioloski procesi u funkcioniranju stanica otoci¢a tijekom dijabeti¢ne

trudnoce i popratno izlu¢ivanje C-peptida.

1. 6. Supresija imunosnog sustava u trudnica

Trudnoda je jedinstveni dogadaj u kojem genetski i imunoloski strani
fetus prezivi do punog termina bez odbacivanja od imunoloSkog sustava
majke. Slozeni i jedinstveni imunoloski mehanizmi omogucuju fetusu da
raste i opstane u vedini slucajeva (Poole i Claman, 2004). Tijekom
trudnoce dolazi do djelomic¢ne supresije majcinog imunoloskog sustava
kako bi se prihvatio alogeni fetus. To zahtijeva znacajne promjene u
majcinom imunoloskom sustavu tijekom programiranog razdoblja (Wilder,
1998). Tolerancija maj¢inog imunoloskog sustava na ocinske antigene
povezana je s razvojem nekoliko specificnih mehanizama koji stite fetus

od majcinog citotoksicnog napada. Jedan od mehanizama je sinteza
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neklasi¢nih HLA-G molekula koje proizvode stanice sinciciotrofoblasta,
komplementarnih regulatornih proteina, te smanjena sinteza klasi¢nih HLA

molekula klase | (Deniz i sur., 1994; Vince i Johnson, 1995).

Jedinstvene imunoloske promjene koje se javljaju tijekom trudnode
obi¢no se javljaju lokalno, jer nema Ccvrstih dokaza da je majcin

imunoloski sustav ugrozen tijekom trudnoce (Wilder, 1998).

Tijekom trudnoée suprimirana je stanicna imunoloska funkcija i
proizvodnja Thl citokina (npr. IL-2, TNF-a, INF-y), dok je humoralna
imunost i proizvodnja Th2 citokina (npr. IL-4, IL-10) pojacana. Takav
obrazac imunoloSke funkcije obrnut je u postpartalnom razdoblju (Wilder,
1998).

Trudno¢a je zdruzena s djelomi¢nim smanjenjem upalnog
imunoloskog sustava pa zbog toga dolazi do supresije autoimunih bolesti
tijekom trudnoce (Wilder, 1998). Te se promjene kod dijabeti¢nih
trudnoca odrazavaju na povecanje rasta Langerhansovih otoci¢a gusterace
i na njihovu poboljSanu funkciju u usporedbi sa stanjem prije trudnode. Uz
pojacano IluCenje hormona prolaktina tijekom trudnoce dolazi do
povecavanja rasta Langerhansovih otoci¢a. Postoje klinicki podaci koji
potvrduju da trudnice koje boluju od DM-1 stvaraju i svoj vlastiti inzulin
(Madsbad 1983; Hedman i sur., 2004; Nielsen i sur. 2004; Karnik i sur.,
2007; Ringholm i sur., 2008; Nielsen i sur., 2009).

Smanjenje uniStenja beta-stanica zbog supresije imunosnog sustava
vidi se povecanjem koncentracije C-peptida. Hipoteza da su hormoni
trudnoce dio lijeCenja DM-1 potvrdena je na Zzivotinjskim modelima, NOD
miSevima (engl. ,,non-obese diabetic*). Predijabeticni NOD miSevi koji su
primali hormone trudnoée nisu razvili dijabetes. Hormoni trudnoce
smanjuju limfocitnu infiltraciju Langerhansovih otoci¢a. Karnik i suradnici
u svom su istrazivanju uocili pad koncentracije C-peptida nakon okota
(Karnik i sur., 2007). U prilog ovoj hipotezi ide nalaz da proliferacija beta-

stanica stimulirana trudno¢om kod Zivotinjskin modela (misa), nestaje
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Cetiri dana nakon okota. Nielsen i suradnici takoder su u svom istrazivanju
opazili da se koncentracija C-peptida brzo smanjila nakon porodaja.
Moguce je da na povecanje koncentracije C-peptida tijekom trudnode
utjeCu promotori rasta iz placente ili hormonski ¢imbenici koji vise ne

djeluju nakon trudnoce (Nielsen i sur., 2009).

1. 7. Aktivnost beta-stanica gusterace i trudnoca

Zbog povecane potrebe za inzulinom tijekom duzZeg perioda, kao $to je
trudnoca, otocCi¢i moraju proci strukturne i funkcionalne promjene. Ishod
dugorocne regulacije otoci¢a mora biti poboljSanje proizvodnje inzulina pri
normalnoj koncentraciji glukoze. Najvaznija promjena koju otocCiéi prolaze
tijekom trudnoce je poboljSanje izlucivanja inzulina, smanjenje praga
izlucivanja inzulina stimuliranog glukozom i poboljSana proliferacija beta

stanica (Sorenson i Brelje, 1997).

LuCenje humanog prolaktina (hPRL) i humanog placentnog laktogena
(hPL) pojaCava se tijekom trudnoce (Kletzky i sur., 1985). Aktivnost
laktogena vazna je za moguénost beta-stanica da poboljSaju proliferaciju i
funkciju kao odgovor na trudnocu (Parsons i sur., 1992). PRL i PL direktno
utjeCu na regulaciju proliferacije beta-stanica: prekomjeran izrazaj PL
uzrokuje znacajno povecanje proliferacije i mase beta-stanica ¢ak i kod

hipoglikemije.

Tijekom trudnode, placentni hormon rasta (GH) postepeno zamjenjuje
proizvodnju hipofiznog GH. Posljedi¢no se i razina IGF-1 (inzulinu sli¢an
¢imbenik rasta, engl. insulin-like growth factor 1) povecava tijekom
trudnoce (Ringholm i sur. 2008; Chellakooty i sur., 2004; Fuglsang i sur.,
2003; Lonberg i sur., 2003). Kod Zena s DM-1 tijekom trudnode razina
IGF-1 je niza, a razina placentnog GH veca (Chellakooty i sur., 2004).
Nielsen i suradnici su pokazali da pojac¢ano lucenje placentnog GH i IGF-I
nisu povezani s povecanjem koncentracije C-peptida (Nielsen i sur.,
2009).

12
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Ravnoteza izmedu rasta i gubitka beta-stanica dobro je regulirana, a
funkcionalna masa beta-stanica normalno kompenzira povecane zahtjeve
za inzulinom, na primjer tijekom trudnole (Rieck i Kaestner, 2010).
Trenutni dokazi upuduju da je disregulacija tih mehanizama bitna znacajka

u patogenezi Secerne bolesti, sve ¢eS¢eg metabolickog poremecaja.

Istrazivanja na Zzivotinjskim modelima (glodavcima) pokazala su da
beta-stanice tijekom trudnole povecaju svoju masu 3-4 puta. Osim
znacajne hipertrofije majcinih beta-stanica (Sorenson i Brelje, 1997; Rieck
i sur., 2009), dramati¢no se pojacava i proliferacija beta-stanica tijekom
trudnoce (Parsons i sur. 1992; Rieck i sur. 2009). Zanimljivo je da se
unutar 10 dana nakon porodaja masa beta-stanica vraca na normalnu
razinu povecanom apoptozom beta-stanica, smanjenom proliferacijom i
smanjenom velicinom beta-stanice (Scaglia, 1995). lako temeljni
mehanizmi navedenih procesa josS nisu poznati, trudnoc¢a je jedinstveni
primjer brzog i reverzibilnog Sirenja beta-stanica, s izrazitim nastupom i
proliferacije i apoptoze beta-stanice koje se javljaju u fizioloSkom
okruzenju. U istrazivanju Nielsena i suradnika koncentracije C-peptida
brzo su se smanjile nakon porodaja. To upucuje da na povecanje
koncentracije C-peptida tijekom trudno¢e mogu utjecati ¢imbenici rasta iz
placente ili hormonski Cimbenici koji viSe ne djeluju nakon trudnoce
(Nielsen i sur., 2009).

Tijekom trudnoce povecan je izrazaj Cimbenika rasta, a gusteraca
reagira na dodatnu potraznju za inzulinom povecanjem postojecih
Langerhansovih otoci¢a i hiperplazijom beta-stanica koje proizvode inzulin
(Sorenson i Brelje 1997; Van Assche i sur., 1978). Takoder reagira
povecanom regulacijom sinteze i izlucivanja inzulina, te povec¢anom
osjetljivosti beta-stanica na stimulaciju glukozom (Sorenson i Brelje,
1997). Povecana mitoticka aktivnost je vidljiva i in vivo i in vitro u
otoCi¢ima izlozenima hormonu rasta. Tijekom trudnole povelava se
izrazaj receptora hormona rasta u stanicama otoclica (Nielsen i sur.,
1999).

13
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Kod trudnica s dugogodiSnjim DM-1 koje nisu imale mjerljivu
koncentraciju C-peptida, uocena je proizvodnja endogenog inzulina (llic i
sur., 2005; Novak i sur., 2005; Pirttiaho i sur., 1987). Ova pojava moZze
biti posljedica obnavljanja funkcije beta-stanica zbog cimbenika rasta
potaknutih trudno¢om i supresije imunoloskog sustava (Ilic i sur., 2005),
ali poboljsana metabolicka kontrola takoder moze imati ulogu u povecéaniju
koncentracije C-peptida kod trudnica koje boluju od DM-1 tek nekoliko
godina (Shah i sur., 1989) kao i kod DM-1 nakon pocetne faze remisije
(Novak i sur., 2005; Madsbad i sur., 1981). Nielsen i suradnici prikazali su
da koncentracija C-peptida postepeno raste tijekom trudnoce, i uodili su
znacajan porast C-peptida na kraju trudnoce i u skupini trudnica koja nije
imala mijerljiv C-peptid na pocetku trudnole (Nielsen i sur., 2009).
C-peptid ne prolazi kroz posteljicu stoga izmjerena koncentracija

C-peptida potjece od majke, a ne od fetusa.

Jo$ uvijek postoje dvojbe rezultira li poboljSanja metabolicka kontrola
pove¢anom proizvodnjom C-peptida ili obrnuto, povecana proizvodnja C-
peptida rezultira boljom metabolickom kontrolom. Medutim, u prospe-
ktivnom istrazivanju Madsbada i suradnika utvrdeno je da poboljSana
glikemijska kontrola tijekom trudnoce vodi do poveéane koncentracije C-
peptida kod trudnica koje boluju od DM-1 tek nekoliko godina (Madsbad i
sur., 1981). Takoder, Nielsen i suradnici zakljucuju da poboljSana
glikemijska kontrola olakSava proizvodnju C-peptida jer nisu utvrdili
povezanost smanjenih doza inzulina pred kraj trudnoce i povecdane

koncentracije C-peptida (Nielsen i sur., 2009).

1. 8. Utjecaj prehrane na bolesnike/ce s dijabetesom tipa 1

Dijabetes je multifaktorijalna bolest, ali joS nije poznato Sto tocno
poti¢e autoimuni proces i koji ¢imbenici poti¢u razvoj bolesti do klinicke
dijagnoze. Poznato je da vaznu ulogu u patogenezi imaju geneticki

¢imbenici u HLA kompleksu, zajedno s okoliSnim cimbenicima, poput
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prehrane ili virusne infekcije (Stene i sur., 2000). Postoji nekoliko dokaza
koji podrzavaju kljuénu ulogu okolisnih ¢imbenika u patogenezi DM-1.
Diljem svijeta uoCena je velika razlika u stopi incidencije (Karvonen i sur.,
2000), i ta se razlika teSko moze objasniti genetickim ¢imbenicima. Stoga
nagli porast incidencije ne moZe biti posljedica pojacane geneticke
podloznosti u populaciji, vec je uglavnom odraz promjena u Zivotnom stilu
i okolisu (Virtanen i1 Knip, 2003). Tako je u ranijim istrazivanjima
pokazana vaznost prehrane u sprjeCavanju pogorSanja bolesti. Primjerice,
vitamini D i E, nikotinamid i n-3 viSestruko nezasi¢ene masne kiseline
(engl. polyunsaturated fatty acids, PUFA) mogu imati zastitni utjecaj kod
djece i odraslih oboljelih od DM-1 (Mayer-Davis i sur., 2013, Stene i sur.,
2000).

Retrospektivna istrazivanja koja su pratila uzimanje dodatka prehrani
obogacenog vitaminom D tijekom trudnoce ili tijekom prve godine Zivota
pokazala su nizu stopu incidencije nastanka DM-1 (Stene i sur., 2000;
Eurodiab Substudy, 1999). Vitamin E, osim 5to ima oksidativha svojstva,
c¢uva i beta-stanice od utjecaja medijatora upale (interleukina-1 (IL-1),
c¢imbenika nekroze tumora (TNF) i y-interferona). Nikotinamid ordiniran u
vrijeme dijagnoze DM-1 ima dobar utjecaj na remisiju bolesti, poboljSava
metabolicku kontrolu i povecava funkciju beta-stanica. Pozzilli i suradnici
pokazali su da je izluCivanje C-peptida oCuvano i do dvije godine nakon
dijagnoze DM-1, ako se uz inzulinsku terapiju dodatno uzima sam
nikotinamid ili nikotinamid u kombinaciji s vitaminom E (Pozzilli i sur.,
1995). Pored navedenih vitamina, na smanjenje rizika razvoja DM-1 kod
mladih osoba s genetskom sklonos¢u, utjeCe uzimanje povecane koliCine
n-3 PUFA (Norris i sur., 2005). Ranija istrazivanja pokazala su da n-3
PUFA mogu imati povoljan utjecaj na ocuvanje funkcije beta-stanica
(Mayer-Davis i sur., 2013) i na smanjenje upalnih procesa (Simopoulos,
2002).
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1. 9. Masne kiseline

Masne kiseline (MK) nalaze se u sastavu vecine lipida te imaju vise
fizioloSki znacajnih uloga u tkivima sisavaca: strukturna uloga,
skladiStenje i proizvodnja energije, te kao pretece bioloski aktivnih tvari.
Masne kiseline sastavne su jedinice fosfolipida i glikolipida i, prema tome,
osnovna su komponenta stanicnih membrana koje daju stanici njen
strukturalni integritet i omeduju organele. U organizmu se rijetko nalaze u
slobodnom obliku zbog svojih detergentskih i citotoksi¢nih ucinaka, vec su
opcenito esterificirane u vele molekule kao Sto su fosfolipidi (PL) i
triacilgliceroli (TAG).

Dijele se na temelju stupnja zasicenosti na: 1) zasicene (engl.
saturated fatty acids, SFA) koje ne sadrze dvostruke (nezasi¢ene) veze;
2) jednostruko nezasi¢ene ili mononezasi¢ene (engl. monounsaturated
fatty acids, MUFA) kod kojih postoji jedna dvostruka veza izmedu atoma
ugljika, te 3) visestruko nezasiéene ili polinezasi¢ene masne kiseline (engl.
polyunsaturated fatty acids, PUFA) kod kojih je prisutno viSe dvostrukih

veza.

Na pocetku lanca masne kiseline nalazi se karboksilna skupina
(-COOH) diji se ugljikov atom broji kao prvi u nomenklaturi masnih
kiselina. Na kraju lanca nalazi se metilna skupina (-CHs) Ciji se C-atom
oznacava kao w ili n. Klasifikacija nezasi¢enih MK temelji se na duljini
ugljikovog lanca, broju dvostrukih veza te poloZzaju dvostrukih veza.
Nomenklatura koja se temelji na udaljenosti prve dvostruke veze od
zadnjeg C-atoma oznacCava masne kiseline kao: n-3, n-6, n-7 ili n-9
nezasicene MK. Polozaj dvostruke veze kod nezasi¢enih MK bitan je za

njihova svojstva.

Dvostruke veze u strukturi nezasi¢enih MK ne dopustaju rotaciju
skupina koje povezuje, no moguca su dva fiksna prostorna rasporeda
skupina oko osi dvostruke veze: cis ili trans konfiguracija. Cis-

konfiguracija znaci da se susjedni atomi vodika nalaze na istoj strani
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dvostruke veze, dok su u trans-konfiguraciji na suprotnim stranama. U
cis-formi izomera krutost dvostruke veze uzrokuje da se alifatski lanac
presavija i zadrzava svoje oblikovanje, Sto ogranicava oblikovnu slobodu
masnih kiselina. Veéi broj dvostrukih veza u cis-obliku povecdava
zakrivljenost lanca i time ograniCava sposobnost masnih kiselina da se
zbiju u manjem prostoru, Sto utjeCe na tocku taljenja membrane il
masnoce. Naime, udaljenije intermolekularne veze su slabije i potrebno je
manje energije za prijelaz iz krutog u tekucée stanje. Stoga je tocka
taljenja nezasi¢enih MK niZza od one zasi¢enih MK, cija linearna struktura

dopusta zgusnuto pakiranje i kristalicno stanje.

Prisutnoséu trans-izomera masnih kiselina naruSavaju se prostorni
odnosi u samoj strukturi membranskih lipida, a time i membrana. U
prirodi se gotovo sve nezasi¢ene MK pojavljuju u cis-formi, dok trans-oblik
uglavnom nastaje utjecajem cCovjeka i njegove namjere da preraduje
masnoce, tj. nusprodukt je hidrogeniranja prirodnih ulja. Ipak je vazno
napomenuti da neke namirnice prirodno sadrZze nezasi¢ene MK u trans-
konfiguraciji, primjerice mlijeko i mlijecni proizvodi, kamo dospijevaju kao

rezultat metabolizma mikrobne flore u buragu prezivaca.

Kao i sve bioloske membrane, stani¢na (plazmatska) membrana sadrzi
fosfolipide, sfingolipide, kolesterol, te proteine, i organizirana je u dva
sloja. Fosfolipidne molekule orijentiraju se tako da su hidrofobni ,repovi*
masnih Kkiselina okrenuti prema unutrasnjosti dvosloja, a hidrofilne ,glave*
vezanog alkohola ili Se¢era nalaze s vanjske strane membrane, prema
vodenom mediju unutar i izvan stanice. Rezultirajuéi lipidni dvosloj
osnovna je strukturalna jedinica svih membrana i sluzi kao selektivho
propusna barijera za vecinu u vodi topljivin supstancija. Lanci masnih
kiselina lipidnog dvosloja u stalnom su pokretu, a stupanj molekularnog
gibanja unutar membrane, tj. ,pokretljivost® membrane, odredena je
prirodom masnih kiselina (zasi¢ene, nezasi¢ene, cis ili trans konfiguracija),
ugradenim proteinima, sadrzajem kolesterola, itd. Unutar fosfolipidnog

dvosloja acilni lanci susjednih fosfolipida su u medusobnoj interakciji, tako
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da stupanj interakcija izmedu spomenutih lanaca odreduje fizikalno-
kemijska svojstva membrane: fluidnost, propusnost, enzimatska
aktivnost, medustani¢ne interakcije, vezanje signalnih molekula i
receptora te prijenos nutrijenata. Aktivnost mnogih membranskih proteina
regulirana je upravo njihovim interakcijama s lipidima unutar dvosloja.
Nezasicene MK u fosfolipidima vezane su preteZzno na sn-2 poloZaju.
Duljina acilnog lanca i stupanj (ne)zasi¢enosti masnih kiselina vazne su
determinante mnogih membranskih karakteristika koje odreduju

funkcionalnu ucinkovitost membrane.

Za pravilno djelovanje stani¢nih membrana potreban je relativno visok
udio nezasi¢enih MK, posebno PUFA, u samoj strukturi. U nedostatku
PUFA, u membrane se viSe ugraduju zasi¢ene MK, Cime se smanjuje
fluidnost membrana jer je molekularno gibanje svedeno na minimum, tj.
stvaraju gotovo kristalnu strukturu. Posljedicno dolazi do promjena u
funkciji stani¢nih membrana koje se ocituju kao promjene u propusnosti
vode, niskomolekulskih nutrijenata i elektrolita, promjenama
provodljivosti elektricnih impulsa, gubitku sposobnosti komunikacije s
drugim stanicama, slabljenju odgovara na podrazaj hormona itd. (Vance,

1985; Wan i sur., 1988).

S obzirom da su PUFA najzastupljenije u staniénim membranama
mijelina (72%), eritrocita (43%), stanicama jetre (52%), te u unutrasnjoj
membrani mitohondrija (24%), ova tkiva su i najizloZzenija promjenama

uzrokovanim njihovim nedostatkom (Cristie, 1992).

1. 10. Metabolizam esencijalnih masnih kiselina

Ljudski organizam moze jednostavno proizvesti zasicene masne
kiseline ili jednostruko nezasi¢ene masne kiseline s dvostrukom vezom na
devetom atomu ugljika brojec¢i od kraja lanca (n-9 nezasi¢ene masne
kiseline). Medutim zbog nepostojanja enzima A-12 i A-15 desaturaze nije

u mogucnosti de novo sintetizirati n-6 i n-3 obitelji masnih kiselina.
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Linolna kiselina (LA, C18:2n-6) od koje se u organizmu dalje sintetizira
n-6 serija nezasi¢enih masnih kiselina, i a-linolenska kiselina (ALA,
C18:3n-3) od koje se sintetizira n-3 serija nezasicenih masnih kiselina,
moraju se stoga unijeti u organizam putem hrane te ih nazivamo

esencijalnim masnim kiselinama (engl. essential fatty acids, EFA).

Biosinteza dugolancanih viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (LC-
PUFA) iz preteca ukljucuje niz naizmjenic¢nih aktivnosti enzima elongaza i
desaturaza, pri ¢emu izmedu n-6 i n-3 kiselina postoji konkurencija za
desaturacijskim enzimima (Simopoulos, 1991). Ljudski organizam je u
mogucnosti konvertirati ili retrokonvertirati pojedinacne masne kiseline u
druge masne kiseline iste serije, no ne i konvertirati masne kiseline iz n-3
serije u n-6 seriju, ili obrnuto. Afinitet masnih kiselina za desaturacijske

enzime je sljedeci: ALA> LA> oleinska kiselina (Kassem i sur., 2012).

Djelovanjem enzima LA se prevodi u dugolanane n-6 PUFA kao $to su
dihomo-y-linolenska kiselina (DGLA, C20:3n-6) i arahidonska kiselina (AA,
20:4n-6), dok se ALA moze prevesti u dugolan¢ane n-3 PUFA od kojih su
prevladavaju¢e  eikozapentaenska kiselina  (EPA, C20:5n-3) i
dokozaheksaenska kiselina (DHA, C20:6n-3). Medutim ucinkovitost
endogene pretvorbe ALA iz hrane u EPA i DHA u organizmu odraslog
covjeka nije velika (Burdge i sur., 2003; Holud 2006; Hanebutt i sur.,
2008). Te se dugolanane n-3 PUFA danas takoder smatraju esencijalnima

i preporuca se njihov pojacani unos hranom.

Dugolancane PUFA poput AA, EPA i DHA u organizmu mogu potjecati
izravno iz konzumirane hrane ili se sintetiziraju endogeno iz svojih preteca
unesenih hranom. Glavni predstavnik n-3 PUFA je ALA, a nalazimo je u
zelenom liS¢u povréa, kao i u nekim sjemenkama, oraSastim plodovima i
mahunarkama (leguminoze). Ona se moze u ograniCenom kapacitetu
metabolizirati u EPA i DHA, dvije n-3 PUFA ¢iji su primarni izvor ribe i
plodovi mora (Norris i sur., 2007). Najzastupljenija n-6 PUFA u prehrani je

LA i primarno je nadena u orasSastim plodovima, sjemenkama i biljnim
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uljima. Preteca je za sintezu AA. Obzirom da se ALA i LA natjeCu za
klju¢ne enzime uklju¢ene u metabolizam masnih kiselina i pretvorbu u
proupalne ili protuupalne eikozanoide, vazno je istraziti uCinak zajednickog
unosa n-3 i n-6 PUFA (Norris i sur., 2007).

U zapadnim zemljama gdje je prehrana bogata mastima, masne kiseline
unesene hranom skladiSte se u organizmu u adipocitima, dok iz hrane
bogate ugljikohidratima adipociti sami sintetiziraju masne Kkiseline
(uglavhnom palmitinsku (PA, C16:0), stearinsku (SA, C18:0) i oleinsku
(OA, C18:1n-9)). Samo u mlije¢nim zlijezdama mogu se sintetizirati
kratkolancane i srednjelanane masne kiseline, dok sva ostala tkiva

sintetiziraju masne kiseline duljih lanaca (Vance, 1985).

1. 11. Metabolizam eikozanoida

Eikozanoidi su skupina fizioloSki i farmakoloski aktivnih spojeva koji
djeluju kao lokalni hormoni putem receptora vezanih za G-protein ili kao
drugi glasnici. Eikozanoidi nastaju iz eikozapolienskihn masnih Kkiselina,
dakle masnih kiselina s 20 C-atoma i veéim brojem dvostrukih veza. Do
danas je poznato oko 30 razli¢itih vrsta podijeljenih u tri serije, ovisno o
masnoj kiselini iz koje su nastali. Neposredne pretecCe eikozanoida su:
DGLA za seriju 1, AA za seriju 2 i EPA za seriju 3 prostanglandina. Ove
masne kiseline obi¢no nisu prisutne u slobodnom obliku veé su
esterificirane u sastavu fosfolipida stanicne membrane, neutralnih lipida i

kolesteril-estera (Sardesai, 1992).

Prostanoidi su eikozanoidi koji nastaju ciklooksigenaznim putem, a
obuhvadaju prostanglandine (PG), prostacikline (PGI) i tromboksane (TX).
Leukotrieni (LT) i lipoksini (LX) su eikozanoidi koji nastaju lipoksigenaznim

putem.

PreteCe, osobito AA i EPA, mogu potjecati neposredno iz hrane ili

nastaju metabolic¢ki iz LA i ALA. Masne kiseline za sintezu eikozanoida
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uobi¢ajeno se oslobadaju sa sn-2 polozaja fosfolipida iz stanic¢ne
membrane (mjesto na kojem su PUFA najcesce esterificirane) djelovanjem
enzima fosfolipaze A2 (PLA;, engl. phospholipase A;). Aktivhost PLA; je
prema tome ogranicavajuci ¢cimbenik u brzini stvaranja eikozanoida iz AA i
EPA, a s obzirom da PLA, ima jednaki afinitet za AA i EPA, o masno-
kiselinskom sastavu fosfolipida ovisi omjer oslobodenih n-3 i n-6 PUFA

koje se koriste kao ishodni spojevi za sintezu eikozanoida (Calder, 1996).

Zapadnjackim stilom prehrane u organizam se unose znacajne kolicine
AA, koja je posljedi¢no najzastupljenija PUFA u fosfolipidima membrane,
stoga su u ljudskom organizmu najceséi oblici PG serije 2 (Sardesai,
1992).

Eikozanoidi sintetizirani iz masnih kiselina n-6 (AA) i n-3 (EPA i DHA)
reda medusobno djeluju antagonisticki. Metabolizmom AA nastaju
proupalni eikozanoidi, prostanglandini i tromboksani serije 2 (PG2 i TX2),
te leukotrieni serije 4 (LT4). Nasuprot tomu, metabolizmom EPA i DHA
nastaju protuupalni eikozanoidi, prostanglandini i tromboksani serije 3
(PG3 i TX3), te leukotrieni serije 5 (LT5) (Parker i sur., 2006; De Caterina
I sur. 2004). Stoga poviseni omjer AA/EPA ili AA/DHA u organizmu moze

ukazivati na upalne procese.

Eikozanoidi se smatraju poveznicom izmedu n-3 PUFA, upale i
imuniteta (Simopoulos, 2002). Osim protuupalnih ucinaka suzbijanjem
sinteze LT4, n-3 PUFA suzbijaju pretjeranu sposobnost monocita da
sintetiziraju interleukin-1 (IL-1) i ¢imbenik nekroze tumora (TNF, engl.
tumor necrosis factor) (Weber i Leaf,1991). Dok TX2 podupire sintezu

citokina u ljudskim monocitima, ima proupalni ucinak (Simopoulos, 2002).

Protuupalna svojstva n-3 PUFA, posebno EPA i DHA, rezultat su
natjecanja s AA kao supstrata za ciklooksigenaze (COX) i 5-lipoksigenaze.
Tako EPA i DHA povecavaju sintezu LT5 (koji imaju slabije upalno
djelovanje u odnosu na LT4) i smanjuju sintezu LT4 izvedenih iz AA
(Simopoulos, 2002; De Caterina, 2004). PG3 je snazan inhibitor
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agregacije trombocita kao i PG2, ali je TX3 znatno slabiji agregator

trombocita od TX2, i ima minimalni vazokonstrikcijski ucinak.

Rezultati ovih promjena u produkciji PG, TX i LT mijenjaju ravnotezu
njihovih aktivnosti, kao Sto su vazodilatacija i inhibicija agregacije

trombocita Sto rezultira smanjenjem upalne aktivnosti.

Nekoliko studija do sada pokazalo je da promjena koli¢ine i vrste
masnih kiselina u prehrani moze utjecati na stvaranje razlicitih
eikozanoida. Tako zamjena ulja u kojima prevladavaju n-6 masne Kiseline,
s hranom i uljima u kojima prevladavaju n-3 masne kiseline, dovodi do
povecane sinteze njima pripadajucih eikozanoida, Cije je djelovanje manje

snazno od onih koji nastaju od AA.

1. 12. Upalni procesi i n-3 visestruko nezasi¢ene masne kiseline

Interakcije izmedu imunih i upalnih stanica posredovane su velikim
dijelom proteinima, nazvanima interleukini (IL), koji mogu poticati stani¢ni
rast, diferencijaciju i funkcionalnu aktivaciju. TNF-a, IL-1 i IL-6 najvazniji
su citokini koje proizvode monociti i makrofazi. Proizvodnja odgovarajucih
kolicina TNF-a, IL-1 i IL-6 korisna je u odgovoru na infekciju, ali
neprimjerene koliCine ili prekomjerna proizvodnja mogu biti opasne jer su
ti citokini, posebice TNF, ukljuc¢eni u neke patoloske procese koji se

javljaju kao odgovor u upalnim uvjetima (Simopoulos, 2002).

Djelovanjem n-3 PUFA ublazava se stanicom posredovani imunoloskKi
odgovor, dijelom inhibirajuéi funkciju antigen-prezentiraju¢e stanice,
dijelom poveéanjem fluidnosti membrana, te mijenjanjem izrazaja gena za
IL-6 i IL-1-B (Akerele i Cheema, 2016). Osim $to smanjuju izrazaj mRNA
za IL-6 i IL-1-B, suprimiraju i ¢imbenik aktivacije trombocita (PAF, engl.
platelet-activating factor), snaZzan agregator trombocita i aktivator
leukocita. Cimbenik aktivacije trombocita snazno poti¢e metabolizam

arahidonske kiseline. Studije su pokazale da dodatak n-3 PUFA u majcinu
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prehranu, rezultira znac¢ajnom redukcijom proizvodnje medijatora upale,
IL-1, IL-6 i TNF-a (Trebble i sur., 2003). Dokozaheksaenska Kkiselina
(DHA) pokazala se ucinkovitijom nego eikozapentaenska kiselina (EPA) u
smanjenju koncentracije TNF-a u plazmi, DHA smanjuje za 35% dok EPA

smanjuje za 20% (Mori i sur., 2003).

Prilikom aktivacije monociti i makrofazi izrazavaju ciklooksigenazu-2
(COX-2) i znacajno povecavaju pro-upalne prostanglandine izvedene iz AA
(Norris i sur., 2007). Dokozaheksaenska kiselina (i n-3 PUFA opcenito)

smanjuje izrazaj COX-2 koji je induciran djelovanjem IL-1 B.

U uvjetima relativnhog obilja n-6 PUFA u membrani, proizvodnja
proupalnih prostanglandina posredovanih COX-2 moze prevagnuti i
pridonijeti etiologiji DM-1, dok povecdana razina n-3 PUFA moze ograniciti
proizvodnju proupalnih prostanglandina i poticati stvaranje protuupalnih

eikozanoida (Norris i sur., 2007).

1. 13. Visestruko nezasi¢ene masne kiseline i trudnoca

Esencijalne masne kiseline imaju vaznu ulogu tijekom fetalnog razvoja
i rasta (Coletta i sur., 2010; Abedi i Sahari, 2014). n-3 PUFA i metaboliti
(poput eikozanoida) poboljSavaju majcine i neonatalne zdravstvene
ishode, te su mnogi rezultati istrazivanja pokazali da suplementacija s n-3
PUFA tijekom trudno¢e smanjuje rizik od prijevremenog porodaja,
posebice kod visokorizi¢nih trudnoca (Olsen i Secher, 2002; Makrides i
sur, 2006; Horvath, Koletzko i Szajewska, 2007; De Giuseppe, Roggi i
Cena, 2014).

Dokozaheksaenska kiselina (DHA) je posebno vazna za ukupan fetalni
rast kao i za razvoj vitalnih organa poput mozga i ociju (retine) pa je tako
nedostatni unos DHA tijekom trudnoce povezan s oslabljenim kognitivnim
funkcijama i ostrinom vida kod novorodencadi (Uauy i sur., 1992; Green i
Yavin, 1998; Carlson, 2001; Singh, 2005).
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Mozak sadrzi najvecéu koli¢inu lipida (60% suhe mase) u usporedbi s
drugim organima u tijelu (Burdge i Calger, 2005), od kojih pak gotovo
50% cine PUFA: AA i DHA. lako razli¢ite vrste mozdanih stanica, kao Sto
su glijalne stanice, astrociti i cerebralni endotel mogu iz EFA djelovanjem
elongaza i desaturaza sintetizirati njihove vise homologe, majka je glavni

izvor AA i DHA koje se akumuliraju u mozgu tijekom fetalnog razvoja.

Rast mozga ubrzan je u drugom tromjesecju, $to je vjerojatno kljucni
period za DHA suplementaciju. Medutim dokazano je da je nakupljanje
DHA u mozgu najbrze tijekom treéeg tromjesecja trudnode i tijekom prve
godine Zzivota (Clandinin i sur., 1980; Martinez i Mougan, 1998) te je
majcin status DHA u tom periodu znacajan za fetalno zdravlje kako bi se
podrzao normalan rast, neuroloski razvoj i kognitivha funkcija rastuceg
fetusa (Al i sur., 1995). No, studije su pokazale da je majCina razina DHA
uglavnom niska tijekom zadnjeg tromjesecja, $to se objaSnjava visokom
stopom prijenosa DHA prema fetusu (Montgomery i sur., 2003).
Istovremeno, niska razina majcine n-3 PUFA u zadnjem tromjesecju moze
biti urodeni regulatorni mehanizam za povecanje sinteze proupalnih
molekula potrebnih za pocetak porodaja. Medutim, ukoliko nisu adekvatno
opskrbljeni s n-3 PUFA, fetus tijekom trecdeg tromjesecja i novorodence

podlozni su razvojnim deficitima.

Tako vazna uloga DHA zasnhiva se na njezinom sudjelovanju u
odrzavaniju fluidnosti membrane, prijenosu impulsa, sinaptickom prijenosu
i njezinoj ulozi kao citosolnog signala koji prenosi Cimbenike za izrazaj

razliCitih gena tijekom kriticnog razdoblja razvoja (Innis, 1991).

Tijekom rane trudnoc¢e masti iz prehrane i majcinog metabolizma
pohranjuju se u majc¢ino masno tkivo, sto osigurava akumulaciju vaznih
zaliha PUFA (Duttaroy, 2009). LipoliticCka aktivhost u masnom tkivu
znacajno se povecava tijekom tre¢eg tromjesecja kao posljedica inzulinske
rezistencije (Elliott, 1975). Oslobodene masne Kkiseline, kao i masne

kiseline iz prehrambenih lipida, odgovorne su za povecanu koli¢inu TAG u

24



Marina HorvatiCek: Doktorska disertacija 1. Uvod

cirkuliraju¢im lipoproteinima majke. Iako majcini lipoproteini ne prolaze
direktno kroz placentarnu barijeru, hipertriacilglicerolemija u trudnodi ima
vaznu ulogu u dostupnosti masnih kiselina za fetus (Elliott, 1975;

Duttaroy, 2009).

Ako je unos hrane nedostatan, mogu se mobilizirati zalihe majcinog
tijela. Zahtjevi za AA vjerojatno Ce biti ispunjeni jer postoji obilje LA
(pretec¢a AA) u masnom tkivu. Medutim, ALA je prisutna u manjoj kolicini i
posljedi¢no je smanjena sinteza DHA i EPA. PUFA status djeteta vrlo je
koreliran s majcinim (Smita i sur., 2000). Pokazalo se da tijekom trudnoce
koncentracija EFA u krvi majke pada za otprilike 40%, uz istodobno
povecanje koncentracije neesencijalnih masnih kiselina, buduci da se

zalihe tijela mobiliziraju i iscrpljuju (Al i sur., 1995).

1. 14. Prijenos masnih kiselina kroz posteljicu

Prijenos esencijalnih masnih kiselina kroz posteljicu odvija se
pasivhom difuzijom ili kroz membranu posredovanjem plazmatskih
proteina (Duttaroy, 2009). FizioloSki proteinom posredovan prijenos
masnih kiselina pokazao se kvantitativho vazniji nego pasivna difuzija
(Duttaroy, 2009). Ti se proteini nalaze u nekoliko humanih tkiva,

ukljucujudi i posteljicu.

U staniénim membranama nalaze se: membranski protein koji veze
masne Kkiseline (FABPpm, engl. plasma membrane fatty acid binding
protein); translokaza masnih kiselina (FAT, engl. fatty acid translocase)
poznat i pod nazivom klaster diferencijacije-36 (CD-36); prijenosni protein
masnih kiselina s aktivnos¢u acil-CoA-sintetaze (FATP, engl. fatty acid
transporter protein), dok se citoplazmatski protein koji veze masne
kiseline, (FABP, engl. fatty acid binding protein), nalazi u citoplazmi
(Coleman, 1986), kao i citoplazmatski proteinski prijenosnik masnih
kiselina (Duttaroy, 2009).
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Trudnice s DM-1 imaju znakovito povecéanu aktivnost lipoproteinske
lipaze (LPL) u odnosu na zdrave trudnice. Primjeren prijenos masnih
kiselina kroz posteljicu u smjeru fetusa ima znacajnu ulogu za uredan
fetalni razvoj i osigurava vazan izvor energije, te preteCa stanicnih

signaliziraju¢ih molekula.

Lipoliticka aktivnost znacajno se povecava tijekom treceg tromjesecja
(Elliott, 1975) i to je vjerojatno vazno za poticanje zdravog fetalnog rasta
kroz odgovaraju¢u dostavu esencijalnih PUFA preko posteljice. Manjak
opskrbe esencijalnim PUFA zbog disfunkcije posteljice i nedostatne
perinatalne konzumacije pripisan je specificnim Stetnim ishodima trudnode
(Morgan, 2014).

Trudnoce komplicirane s DM-1 obi¢no imaju poviSen materno-fetalni
koncentracijski gradijent, posebno za slobodne masne kiseline (FFA, engl.
free fatty acid) i triacilglicerole (TAG) (Hollingsworth i Grundy, 1982;
Montelongo i sur., 1992). Time se objasSnjava Cinjenica da trudnice s DM-1
cesSc¢e radaju djecu s povecanom tjelesnom masom (Osmond i sur., 2000).
Zbog pojacanog unosa, te hidroliticke i reesterifikacijske aktivnosti
posteljice u trudnica dijabeticarki dolazi do akumulacije TAG i fosfolipida u
posteljici (Diamant i sur., 1982). U takvim slucajevima uslijed fizioloske
aktivnosti, te povecanog prijenosa slobodnih masnih kiselina i TAG u
smjeru fetusa, dolazi do nakupljanja lipida u posteljicnom tkivu (Knopp i
sur., 1985; Desoye i Shafrir, 1994).

Aktivnost placentne LPL smanjena je 47% i u IUGR (zastoj u rastu
fetusa, engl. intrauterine growth restriction) dok je u DM-1 trudnoc¢ama
aktivnost povecana 39% u usporedbi s kontrolama (Magnusson i sur.,
2004), te je povezana s prekomjernim fetalnim rastom kod trudnica s
DM-1 (Lindegaard i sur., 2006). Ovi podaci su u skladu s hipotezom da
promjene u aktivnosti placentne LPL pridonose promjeni prijenosa FFA

fetusu i posljedi¢no fetalnom rastu (Magnusson i sur., 2004).
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2. HIPOTEZA | CILJEVI ISTRAZIVANJA

2. 1. Hipoteza

Prehrana bogata n-3 viSestruko nezasi¢enim masnim Kkiselinama
djeluje zastitno i moZe utjecati na stvaranje endogenog inzulina i o¢uvanje
beta-stanica kod trudnica s dijabetesom tipa 1. Od istrazivanja se ocekuje
da ce trudnice koje uzimaju hranu bogatu n-3 viSestruko nezasi¢enim
masnim kiselinama imati viSe vrijednosti C-peptida nataSte od onih koje

ne uzimaju.

2. 2. Ciljevi istrazivanja

1. Istraziti utjecaj n-3 viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina na

izlu¢ivanje C-peptida kod trudnica koje boluju od dijabetesa tipa 1.

2. Istraziti razlike u koncentraciji pojedinih n-3 visestruko nezasiéenih
masnih kiselina izmedu istrazivanih skupina, u krvi majke i krvi pupcane

vene.

2. 3. Znanstveni doprinos

Ocekuje se utjecaj n-3 viSestruko nezasicenih masnih kiselina na
povecanje koncentracije C-peptida kod trudnica oboljelih od dijabetesa
tipa 1. Povecana koncentracija C-peptida kod trudnica oboljelih od
dijabetesa tipa 1 rezultirat ¢e smanjenjem doze inzulina, boljom
metabolickom kontrolom, smanjenjem ucestalosti hipoglikemija, nizim

vrijednostima HbA;. i radanjem eutroficne novorodencadi.
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3. SUDIONICE | METODE ISTRAZIVANJA

3. 1. Sudionice

U Klinici za Zenske bolesti i porodaje KBC-a Zagreb, na Odjelu za
dijabetes i fetalni rast, djeluje Referentni centar Ministarstva zdravstva i
socijalne skrbi za dijabetes u trudnodi, gdje se uspjesSno nadziru i lijece
trudnice s dijabetesom. Tijekom jednogodiSnjeg razdoblja u Referentnom
centru lije¢i se i porada 60-ak trudnica sa Seéernom bolesS¢u tipa 1
(DM-1). U razdoblju od kraja 2013. godine pa do pocetka 2017. u

istraZivanje je uklju¢eno 100 trudnica koje boluju od DM-1.

Istrazivanje je odobreno od strane Etickog povjerenstva Medicinskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, Etickog povjerenstva Klinike za zenske
bolesti i porodaje te Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra u
Zagrebu. Sve su sudionice bile informirane o istrazivanju (,,Obavijest za
ispitanika®) te su potpisale ,,Suglasnost za sudjelovanje odraslog ispitanika

u istrazivanju®.

Sudionice su ukljuene u istrazivanje prilikom prvog pregleda na Odjelu
za dijabetes i fetalni rast u Klinici za Zzenske bolesti i porodaje u Zagrebu i
podijeljene u dvije skupine. Kontrolna je skupina (n=50) bila samo na
uobicajenoj dijabetickoj prehrani, dok je istrazivana skupina (n=50) pored
uobicajene dijabeticke dijete od 12. tjedna trudnoce do porodaja uzimala
dodatak prehrani obogaden n-3 VviSestruko nezasi¢enim masnim
kiselinama (PUFA).

Dodatak prehrani obogaden n-3 nezasi¢enim masnim kiselinama
osiguran je donacijom kapsula Pregnazon Complete (HealthAid LTD),
ljubaznos¢u tvrtke Kormedix d.o.o, Zagreb, Hrvatska. Kapsule osim
ostalih optimalnih/potrebnih vitamina i mineralnih tvari za trudnice sadrze
I 195 mg n-3 PUFA, od toga 30 mg eikozapentaenske Kiseline (EPA,
C20:5n-3) i 154 mg dokozaheksaenske kiseline (DHA, C22:6n-3).
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Trudnice u ispitivanoj skupini uzimale su Pregnazon Complete kapsulu dva

puta dnevno uz obrok.

U studiju su ukljuCene dijabeti¢ne trudnice koje nisu imale komplikacija
dijabetesa, a tijek trudnole je protekao uredno i rodile su zdravu
novorodencad. U slucaju prijevremenog porodaja, viseplodne trudnoce,
trudnoce s nekom drugom izrazenom patologijom, kao i trudnoce s
kromosomskim anomalijama ili malformacijama ploda, sudionice su bile

iskljucene iz istrazivanija.

Gestacijska dob odredivana je prema datumu prvog dana zadnje
menstruacije i potvrdena ultrazvuc¢nim pregledom u ranoj trudnodéi (6 do
10 tjedana).

Trudnice su bile na intenziviranoj inzulinskoj terapiji (kombinacija
kratkodjeluju¢eg i dugodjelujuceg inzulina ili inzulinske pumpe) i imale su
dobro kontroliranu glikemiju. Doza inzulina izrazena je kao internacionalna
jedinica po kilogramu tjelesne mase [IU/kg]. Izracuna se tako da se
zbroje sve dnevne doze kratkodjelujuceg (ili dugodjelujuceg) inzulina koje

trudnice primaju te podijeli s kilogramima tjelesne mase.

Trudnoce su dovrsene uglavnom carskim rezom (94%) izmedu 37. i 40.

tjedna trudnoce.

3. 2. Kemikalije

Standardi za plinsku kromatografiju (Supelco FAME MIX 37, PUFA No.1,
PUFA No0.3) proizvod su tvornice Supelco Inc., Bellefonte, PA, USA.
Organska otapala koriStena za ekstrakciju ukupnih lipida kupljena su od
tvrtke Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim, Njemacka, kao i interni
standard heptadekaenske kiseline, bezvodni natrijev sulfat, 2,6-di-tert-

butil-4-metilfenol (BHT) i koncentrirana kloridna kiselina.
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3. 3. Metode

3. 3. 1. Uzorkovanje Kkrvi

Uzorci krvi uzeti su ujutro nataste, iz lijeve kubitalne vene, u epruvete
s gelom za razdvajanje seruma (Vacuette® tube 5 mL Z Serum Separator
Clot Activator). Svi uzorci su unutar sat vremena od uzorkovanja
centrifugirani na 1400xg (3000 o/min) 10 minuta, nakon c¢ega je serum
odvojen, rastoCen u dvije epruvete (Cryo tube) i pohranjen u zamrzivac

na -65 °C do daljnje analize.

Uzorci krvi uzimani su prilikom prvog dolaska u Kliniku (1.
tromjesecCje, do 14. tjedna trudnoce), zatim u 2. tromjesecju (19. - 24.
tjedan) i u 3. tromjesecju (30. - 33. tjedan). Na dan porodaja uzorak krvi
je uzet nataste, prije porodaja. Uzorak krvi iz pupane vene uzet je

neposredno nakon porodaja.

Koncentracija glukoze u krvi i C-peptida, te postotak glikiranog
hemoglobina (HbA:.) u krvi majke i u pupcanoj venskoj krvi odredene su
na dan vadenja uzoraka, dok je analiza ukupnih lipida provedena

naknadno.

3. 3. 2. Odredivanje koncentracije C-peptida

Odredivanje koncentracije C-peptida (nmol/L) provedeno je u Klinickom
zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Zagreb elektrokemi-
luminiscentnom metodom ,ECLIA® na autoanalizatoru Roche-Elecsys

(Roche Diagnostics, Svicarska), reagensom istog proizvodaca.

Upotreba vrlo razliCitih mjernih jedinica za izrazavanje vrijednosti C-
peptida u klinickoj praksi moze dovesti do zabuna. Stoga se C-peptid
uobicajeno izrazava u nmol/L, pmol/L ili ng/L. U ovom istrazivanju
koncentracija C-peptida izrazena je u nmol/L, a referentni raspon je 0,37
— 1,47 nmol/L. Analiticka osjetljivost 0,01 nmol/L.
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3. 3. 3. Odredivanje koncentracije glukoze

Koncentracija glukoze (mmol/L) odredena je enzimskim UV testom
(referentna metoda s heksokinazom) na Roche Cobas C301 analizatoru
koristenjem reagensa istog proizvodaca (Roche Diagnostics, Svicarska), u

Klinici za Zenske bolesti i porodaje. Analiticka osjetljivost 0,056 mmol/L.

3. 3. 4. Odredivanje glikiranog hemoglobina

Odredivanje vrijednosti HbA;: (%) turbidimetrijskom inhibicijskom
imunoanalizom na analizatoru Roche Cobas C501, reagensom istog
proizvodada (Roche Diagnostics, Svicarska), izvréeno je u Klini¢kom

zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Zagreb.

3. 3. 5. Ekstrakcija ukupnih lipida seruma

Ekstrakcija ukupnih lipida i prevodenje masnih kiselina u metilne estere
provedena je na Zavodu za kemiju i biokemiju Medicinskog fakulteta

SveucilisSta u Zagrebu.

Ukupni lipidi su iz uzoraka seruma izdvojeni modificiranom metodom po

Folchu, ekstrakcijom organskim otapalima (Folch i sur. 1957).

Ekstrakcija je provedena smjesom otapala kloroforma i metanola uz
dodatak antioksidansa BHT. Odledenom uzorku seruma (2 mL) dodano je
8 mL smjese otapala CHCI3:MeOH = 2:1 (v : V) te je uzorak postavljen na
tresilicu tijekom 10 minuta, nakon ¢ega je uzorak centrifugiran pri 2000
o/min kroz 5 minuta. Pasteurovom pipetom odvoji se donji (organski) sloj
uzorka u novu staklenu epruvetu. Postupak je ponoviljen dodatkom jos 1
mL smjese otapala. lzdvojenoj organskoj fazi dodan je bezvodni natrijev
sulfat (Na,SO,4) kako bi vezao ostatke vode iz otapala. Uzorak se profiltrira
u prethodno vagnute epruvete i upari do suha u vakuum uparivacu
(UNIVAPO 100H) opremljenom jedinicom za hladenje (UNICRYO
MC2L -80°C, UniEquip Martinsried, Njemacka). Ekstrahirani lipidi koriste

se za daljnje odredivanje sastava masnih kiselina.
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3. 3. 6. Priprema metilnih estera masnih kiselina

Prevodenje masnih kiselina u hlapljive derivate provedeno je postupkom
transesterifikacije uz metanolnu HCI, pri ¢emu nastaju metilni esteri
masnih kiselina (engl. Fatty Acid Methyl Ester, FAME), internacionalni
standardni postupak I1SO 5509 (1SO, 2000).

Na upareni ekstrakt ukupnih lipida doda se 2 mL metanolne HCI (1 M
HCI u metanolu), te se epruvete dobro zatvore i stave u termostat na
100°C kroz 45 min. Nakon hladenja epruveta, provodi se ekstrakcija FAME
u organsko otapalo. Ekstrakcija se provodi dodatkom 5 mL petroletera,
smjesa se dobro promijeSa, centrifugira i gornji (organski) sloj odvoji se u
novu staklenu epruvetu. Postupak se ponavlja Cetiri puta kako bi se Sto
uspjesnije izdvojili metilni esteri. Potom se organska faza ispire sa po 5
mL destilirane vode do neutralnog pH. Nakon ekstrakcije donji (vodeni)
sloj se baca, a prikupljenoj organskoj fazi dodaje se bezvodni Na,SO,4
preko noci, kako bi se uklonila zaostala voda. Sulfat se ukloni filtracijom, a
otapalo upari do suha. Epruvete se propusu cCistim dusikom, zatvore i

c¢uvaju na -65 °C do analize na plinskom kromatografu.
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3. 3. 7. Plinska kromatografija (GC-FID)

Analiza sastava metilnih estera masnih kiselina provedena je plinskom
kromatografijom je na kromatografu Agilent 7890B (Agilent Technologies,
CA, SAD), opremljenom plameno-ionizacijskim detektorom (FID). Analiza
je omogucena ljubaznos¢u tvrtke Sample Control d.o.o. Za razdvajanje
metilnih estera koriStena je kapilarna kolona HP-88, duljine 100 m,
unutarnjeg promjera 0,25 mm te debljine aktivhog sloja 0,20 um (Agilent
J&W, SAD). Instrument je opremljen uredajem za automatsko injektiranje
uzorka (,autosampler") istog proizvodaca uz mogucénost aplikacije
smanjenog Vvolumena uzorka (,split/splitless* sustav). Temperatura

injektora iznosila je 200 °C, a temperatura detektora 250 °C.

Pocetna temperatura kolone iznosila je 140 °C prvih 5 minuta, a potom
slijedi porast od 4 °C/min do 240 °C, koja se zadrzava 15 minuta. Uzorak
(0,5 pL) je injektiran u split modu omjera 1:100. Kao plin nosac koristen

je helij Cistoce 6.0, uz protok od 0,8 mL/min.

Identifikacija pojedinih masnih kiselina provedena je na temelju
vremena retencije usporedbom s vremenom retencije poznatih standarda
(PUFA No. 1, PUFA No.3, C8-C20, Supelco 37 Component FAME mix, sve
Supelco, SAD).

SadrZzaj masnih Kkiselina izrazen je kao relativhi maseni udio (%) i
masena koncentracija (mg/L). Kvantitativno odredivanje pojedinih masnih
kiselina provedeno je usporedbom povrSine vrsSka internog standarda
(heptadekanska kiselina, C 17:0, Sigma Aldrich, Njemacka), s povrSinom
vrSka pojedine masne Kkiseline. Obrada kromatograma provedena je
integriranim racunalnim programom Agilent 7890B GC (Agilent
Technologies, CA, SAD).
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3. 3. 8. Statisticka analiza

Kategorijalne varijable predstavljene su apsolutnim i relativhim
frekvencijama. Kvantitativhe varijable opisane su srednjom vrijednosti
(aritmetickom sredinom) i standardnom devijacijom u slucaju varijabli
koje slijede normalnu raspodjelu, a u ostalim slucajevima srediSnjom

vrijednosti (medijanom) i granicama interkvartilnog raspona.

Normalnost raspodjele kvantitativninh varijabli testirana je Shapiro-
Wilkovim testom. Postojane statisticki znacajne razlike izmedu dviju
nezavisnih skupina kod normalno distribuiranih kvantitativnih varijabli
testirane su Studentovim t testom, a u slu¢aju odstupanja od normalne
raspodjele Mann-Whitneyevim U testom. Razlike kategorijskih varijabli
testirane su X? testom, a po potrebi Fisherovim egzaktnim testom.
Povezanost normalno raspodijeljenih numerickih varijabli ocijenjena je
Pearsonovim koeficijentom korelacije r, a u slucaju odstupanja od
normalne raspodjele Spearmanovim koeficijentom korelacije p. Postojanje
statistickih promjena unutar ispitanika kroz vrijeme u pojedinim
varijablama (mjerenjima) testiranje Friedmanovim testom uz dodatnu
post hoc usporedbu uz koriStenje Wilcoxonovog testa (uz Bonfernijevu

korekciju).

Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti postavljena je na
a=0,05. Podaci su analizirani statistickim postupcima pomoc¢u programa
MedCalc Statistical Software version 13.1.2 (MedCalc Software bvba,

Ostend, Belgija; http://www.medcalc.org; 2014).
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4. 1. Podaci o sudionicama

Istrazivanjem je obuhvadeno 100 sudionica, od kojih je 50 bilo na

uobicajenoj dijabetickoj dijeti

(kontrolna skupina), dok ih je 50 uz

uobicajenu dijabeticku dijetu uzimalo i dodatak prehrani obogacen n-3

viSestruko nezasi¢enim masnim kiselinama (istraZzivana skupina). Izmedu

opisanih dviju skupina nije bilo razlike u dobi ni trajanju dijabetesa, kako

je prikazano u tablici 1.

Tablica 1. Dob sudionica i trajanje dijabetesa u skupinama sudionica

Ispitivana varijabla Istrazivana Kontrolna 7 p

N | C (raspon) N | C (raspon)
Dob trudnice 50 | 30 (20-46) 50 | 31 (20-41) | 0,382 | -0,874
[godine]
Trajanje dijabetesa | o) | 17 (1_pg) 50 | 12 (1-30) 0,209 | -1,258
[godine]
Napomena:

N - broj sudionica; C - medijan; Z — vrijednost Mann Whitneyjevog testa; P — statisticka

vjerojatnost

Takoder, nije pokazana znacajna razlika u indeksu tjelesne mase

sudionica u ispitivanoj u odnosu na kontrolnu skupinu, kao i porastu

tjelesne mase trudnica tijekom trudnode (tablica 2).

Tablica 2. Indeks tjelesne mase i porast tjelesne mase tijekom trudnoce

u skupinama sudionica

lspitivana variiabla Istrazivana Kontrolna t P
b ) N X [sb_ [N X | sD
Indeks tjelesne mase
prije trudnoée [kg/m?] 50 (22,7 | 3,1 50 | 22,9 | 3,3 -0,269 | 0,789
Porast tjelesne mase
tijekom trudnode [ka] 50 | 13,6 |4,9 50 | 12,5 [4,3 1,157 | 0,250

Napomena:

N - broj sudionica; X - srednja vrijednost; SD - standardna devijacija; t — vrijednost
Studentovog t-testa; P — statisticka vjerojatnost

Nije pokazana statisticki znacajna razlika u tjednu dovrsenja trudnoce,

kao ni nacinu dovrsenja trudnoce. U kontrolnoj skupini 98% trudnoca
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dovrseno je carskim rezom, a u istrazivanoj skupini 90% (x* = 2,837; P =

0,092). Novorodencad se po skupinama nije razlikovala s obzirom na

porodajnu masu i duljinu, Ponderalni indeks, pH pupcane arterije kao ni

ocjenama po Apgarovoj u 1. i 5. minuti (Apgar 1. minuta t = -0,854, P =

0,097; Apgar 5. minuta t = -0,791 , P = 0,111) (tablica 3).

Tablica 3. Podaci o novorodencadi kontrolne i istrazivane skupine

. .. Istrazivana Kontrolna
Ispitivana varijabla N X SD N X SD t P
Tjedan dovrsenja
trudnode 50| 38,5 | 0,8 |50| 38,2 | 1,0 | 1,331 | 0,674
Tjelesna masa
novorodenceta [g] 50 | 3464 | 510 |50 | 3457 | 487 0,070 | 0,944
Tjelesna duljina
novorodenceta [cm] 50 49 2 50 49 2 -0,205 | 0,838
Ponderalni indeks 50 | 2,90 | 0,30 |50 | 2,88 | 0,26 | 0,430 | 0,668
[kg/cm”]
pH pupcane
arterije 50 | 7,24 | 0,07 |50 | 7,24 | 0,08 | -0,182 | 0,856
Napomena:

N - broj sudionica; X - srednja vrijednost, SD - standardna devijacija; t — vrijednost
Studentovog t-testa; P — statisticka vjerojatnost

4. 2. Koncentracija glukoze u krvi (GUK) nataste

Koncentracija glukoze u krvi (GUK) nataste u drugom tromjesecju

trudnoce bila je statisticki znacajno niza u istrazivanoj nego u kontrolnoj

skupini, dok u prvom i tre¢em tromjesecju, te na dan porodaja, nije bilo

statisticki znacajne razlike izmedu skupina u koncentraciji GUK nataste

(tablica 4).
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Tablica 4. Koncentracija glukoze u krvi (GUK) natasSte u sudionica
istraZivane i kontrolne skupine po tromjesec¢jima i na dan porodaja

GUK Istrazivana Kontrolna
[mmol/L] N X SD N X SD

t P

1. tromjeseéje | 49| 5,1 1,9 |49 | 4,9 2,0 0,579 | 0,564

2. tromjesecje |50 | 4,2 1,4 | 50| 4,9 2,0 | -2,198 | 0,031

3. tromjesecje |50 | 4,9 1,9 |50| 4,6 1,2 1,065 | 0,290

porodaj 48 | 5,4 1,7 |50 | 5,4 1,9 0,084 | 0,933

Napomena:
N - broj sudionica; X - srednja vrijednost, SD - standardna devijacija; t — vrijednost
Studentovog t-testa; P — statisticka vjerojatnost

U istrazivanoj skupini pokazana je statisticki znacajna razlika u
koncentraciji GUK nataSte izmedu prvog i drugog tromjesecja, drugoga i
treceg tromjesecja te drugoga tromjesecja i na dan porodaja. Slicno
vrijednostima HbA;., vrijednosti su bile najmanje u drugome tromjesecju,
a najve¢e na dan porodaja. U kontrolnoj skupini sudionica statisticki
znacajna razlika bila je jedino u treéem tromjesecju u odnosu na dan
porodaja (veca je bila vrijednost na dan porodaja), kako je prikazano u
tablici 5.

Tablica 5. Razlike u koncentraciji glukoze u krvi (GUK) nataSte u krvi
sudionica istrazivane i kontrolne skupine po tromjesecjima i na dan
porodaja

Istrazivana Kontrolna
t P t P

tromj. - 2. tromj. | 2,842 0,007 | -0,304 | 0,763
tromj. - 3. tromj. | 0,958 0,343 0,938 | 0,353
tromj. - porodaj -0,640 0,525 -1,431 | 0,159
tromj. - 3. tromj. | -2,629 0,011 1,089 0,282
tromj. - porodaj -4,848 | <0,001 | -1,136 | 0,262
3. tromj. - porodaj -1,304 0,199 -3,030 | 0,004

Napomena:
t — vrijednost t-testa vezanih uzoraka; P — statisticka vjerojatnost

Tromjesecja

NN R R e

37



4. Rezultati Marina Horvaticek: Doktorska disertacija

4. 3. Postotak glikiranog hemoglobina (HbA;,)

Nije pokazana statistiCki znacajna razlika u postotku HbA;: u krvi po

tromjesecjima izmedu sudionica kontrolne i istraZivane skupine (tablica 6).

Tablica 6. Postotak glikiranog hemoglobina (HbA;.) u krvi sudionica
istraZivane i kontrolne skupine po tromjesecjima

Istrazivana Kontrolna
HbALc [%] [ X |[sb |N X |sD

t P

1. tromjeseéje |49 | 6,9 1,2 |49| 6,6 1,2 | 1,001 | 0,319

2. tromjesecje |50 | 5,7 0,6 |50| 5,5 0,6 |1,363 (0,176

3. tromjesecje |48 | 5,9 0,8 | 48| 5,8 0,8 | 0,984 | 0,327

Napomena:
N - broj sudionica; X - srednja vrijednost, SD - standardna devijacija; t — vrijednost
Studentovog t-testa; P — statisticka vjerojatnost

U svakoj skupini zasebno, tj. istrazivanoj kao i u kontrolnoj, utvrdena
je statisticki znacajna razlika u postotku HbA;. izmedu prvog i drugog,
prvog i tre¢eg te drugog i treéeg tromjesecja (tablica 5). U obje skupine
vrijednost postotka HbA;. bila je najmanja u drugome tromjesecju, a

najveca u prvome tromjesecju (tablica 7).

Tablica 7. Razlike postotka glikiranog hemoglobina (HbAi) u krvi
sudionica istrazivane i kontrolne skupine po tromjesecjima

Istrazivana Kontrolna
t P t P

1. tromj. - 2. tromj. | 8,526 <0,001 8,811 | <0,001
1. tromj. - 3. tromj. | 6,548 <0,001 5,730 | <0,001

2. tromj. - 3. tromj. | -3,828 0,001 -3,598 0,001
Napomena:
t — vrijednost t-testa za vezane uzorke; P — statistiCka vjerojatnost

Tromjesecja
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4. 4. Koncentracija C-peptida u krvi nataste

Koncentracija C-peptida u krvi u trecem tromjesecju trudnoce bila je

statisticki znacajno veda u istrazivanoj nego u kontrolnoj skupini

sudionica, dok u prvom i drugom tromjesecju nije bilo statisticki znacajne
(tablica 8).

izmjerena je u

razlike izmedu skupina sudionica Najveca vrijednost

koncentracije C-peptida u Krvi istrazivanoj skupini

sudionica u trecem tromjesecju (tablica 8).

Tablica 8. Koncentracija C-peptida nataste u krvi sudionica istrazivane i
kontrolne skupine po tromjesecjima

C-peptid Istrazivana Kontrolna 7 P
[nmol/L] N C |P25|P.75| N C |P.25|P.75
1. tromjesecje |49 |0,01|0,01|0,05|48|0,01|0,01|0,03|-0,194 | 0,846
2. tromjesecje | 50| 0,01 |0,01|0,08|49|0,01|0,01|0,02|-1,335 | 0,182
3. tromjesecje | 50| 0,02 |0,01|0,09 |50 |0,01|0,01|0,03|-2,085 |0,037
Napomena:
N - broj sudionica; C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil;
Z — vrijednost Mann Whitneyjevog testa; P — statisti¢ka vjerojatnost
U istrazivanoj skupini pokazana je statisticki znacajna razlika u

koncentraciji C-peptida u krvi izmedu prvog i treceg tromjesecja te

drugoga i tre¢eg tromjesecja (tablica 9).

Tablica 9. Razlike u koncentraciji C-peptida natasSte u krvi sudionica
istraZivane i kontrolne skupine po tromjesecjima

Tromjesedja Istrazivana Kontrolna

Z P Z P
1. tromj. - 2. tromj. | -0,888 0,374 -0,741 | 0,459
1. tromj. - 3. tromj. | -3,661 | <0,001 | -0,172 | 0,864
2. tromj. - 3. tromj. | -3,051 | 0,002 | -1,284 | 0,199

Napomena:

Z — vrijednost Wilcoxonovog testa ekvivalentnih parova; P — statisti¢ka vjerojatnost (uz
Bonferonijevu korekciju za ponavljana mjerenja, P<0,017)
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Razlika C-peptida (AC-peptid) izmedu trecega i prvog tromjesecja bila
je znacajno veca u istrazivanoj skupini sudionica u odnosu na kontrolnu

skupinu (tablica 10).

Tablica 10. Razlika vrijednosti koncentracije C-peptida (AC-peptid)
izmedu 3. i 1. tromjesecja u krvi sudionica istraZivane i kontrolne skupine

(AC-peptid) N C P.25 | P.75 Z P
Istrazivana 49 0,00 | 0,00 |0,03
-3,377 | 0,001
Kontrolna 48 0,00 | 0,00 | 0,00
Napomena:

C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil; Z — vrijednost Mann
Whitneyjevog testa; P — statisticka vjerojatnost

Ukoliko se u analizu uklju¢e samo podaci za sudionice koje su imale
mjerljive  vrijednosti C-peptida u prvom tromjeseéju trudnoce,
koncentracije C-peptida u treéem tromjesecju su se statisticki znacajno
razlikovale izmedu kontrolne i istrazivane skupine sudionica, dok u prvom
i drugom tromjesecju nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika u koncentraciji
C-peptida izmedu kontrolne i istrazivane skupine sudionica (tablica 11).
Najvecéa vrijednost C-peptida u krvi izmjerena je u istrazivanoj skupini

sudionica u trecem tromjesecju (tablica 11).

Tablica 11. Koncentracija C-peptida u krvi kod sudionica koje su imale
mjerljivu koncentraciju C-peptida u 1. tromjesecju

C-peptid Istrazivana Kontrolna
[nmol/L] N C |P25|P.75| N C |P.25|P.75

Z P

1. tromjesedje |16 |0,13|0,06 | 0,21 |16 | 0,04 | 0,03 | 0,23 | -1,155 | 0,248

2. tromjesedje |16 | 0,13 0,07 | 0,26 |15 | 0,08 | 0,02 | 0,23 | -1,544 | 0,123

3. tromjesedje |16 |0,22|0,08|0,37|16|0,07|0,04|0,22|-2,152 | 0,031

Napomena:
N - broj sudionica; C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil;
Z — vrijednost Mann Whitneyjevog testa; P — statisticka vjerojatnost
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Kod sudionica koje su imale mjerljivu koncentraciju C-peptida u prvom
tromjesecju trudnoce, razlika u koncentraciji C-peptida izmedu trecega i
prvog tromjesecja bila je znacajno vecda u istrazivanoj skupini sudionica
nego u kontrolnoj skupini (tablica 12).

Tablica 12. Razlika vrijednosti koncentracije C-peptida (AC-peptid)

izmedu 3. i 1. tromjeseCja u krvi sudionica koje su imale mijerljivu
koncentraciju C-peptida u 1. tromjesecju

(AC-peptid) N C P.25 | P.75 Z P
Istrazivana 16 | 0,05| 0,01 | 0,18
-2,587 | 0,008
Kontrolna 16 | 0,00 | -0,02 | 0,03
Napomena:

N - broj sudionica; C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil;
Z — vrijednost Mann Whitneyjevog testa; P — statisti¢ka vjerojatnost

Ukoliko se u analizu ukljue samo podaci za sudionice koje nisu imale
mjerljive  vrijednosti C-peptida u prvom tromjesecju trudnoce,
koncentracije C-peptida u treéem tromjesecju su se statisticki znacajno
razlikovale izmedu kontrolne i istrazivane skupine sudionica dok u prvom i
drugom tromjesecju nije bilo statisticki znacajnih razlika u koncentraciji C-

peptida izmedu kontrolne i istrazivane skupine sudionica (tablica 13).

Tablica 13. Koncentracija C-peptida u krvi kod sudionica koje nisu imale
mjerljivu koncentraciju C-peptida u 1. tromjesecju

C-peptid Istrazivana Kontrolna 7
[nmol/L] N |C P.25 | P.75 | N C P.25 | P.75

1. tromjesecje [32|0,01|0,01|0,01| 32 |0,01/0,01|0,01| 0,000 | 1,000

2. tromjesecje | 32|0,01|(0,01|0,01| 34 |0,01|0,01|0,01|-0,658| 0,511

3. tromjesecje |32 |0,01/0,01|0,02| 34 |0,01|0,01|0,01]|-3,073 | 0,002

Napomena:
N - broj sudionica; C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil;
Z — vrijednost Mann Whitneyjevog testa; P — statistiCka vjerojatnost
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Kod sudionica koje nisu imale mjerljivu koncentraciju C-peptida u 1.
tromjesecju trudnoce, razlika u koncentraciji C-peptida izmedu trecega i
prvog tromjesecja znacajno veca u istrazivanoj skupini sudionica za

razliku od kontrolne skupine u kojoj nije bilo promjena (tablica 14).

Tablica 14. Razlika vrijednosti koncentracije C-peptida (AC-peptid)
izmedu 3. i 1. tromjesedja u krvi sudionica koje nisu imale mijerljivu
koncentraciju C-peptida u 1. tromjesecju

(AC-peptid) N C P.25 | P.75 Z P
Istrazivana 32/0,00|0,00 |0,01
-2,971 | 0,003
Kontrolna 32/0,00| 0,00 |0,00
Napomena:

N - broj sudionica; C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil;
Z — vrijednost Mann Whitneyjevog testa; P — statistiCka vjerojatnost

4. 5. Doze inzulina

Nije pokazana statisticki znacajna razlika u dozama kratkodjelujuceg
inzulina po tromjesecjima izmedu sudionica u istrazivanoj i kontrolnoj

skupini (tablica 15).

Tablica 15. Doze kratkodjelujuéeg inzulina po tromjesecjima (ukljucene
jedinice inzulina primijenjene uz pomo¢ inzulinske pumpe)

Doza Istrazivana Kontrolna
kratkodjelujuceg = = t P
inzulina [1U/kg] | N | X Sbo N X SD

1. tromjeseéje |50 | 0,42 | 0,15 |50 | 0,37 | 0,15 | 1,598 | 0,113

2. tromjesedje |50 | 0,42 | 0,16 |50 | 0,37 | 0,13 | 1,625 | 0,108

3. tromjesecje |50 | 0,45 | 0,16 |50 | 0,43 | 0,16 | 0,698 | 0,487

Napomena: B
N - broj sudionica; X - srednja vrijednost, SD - standardna devijacija; t — vrijednost
Studentovog t-testa; P — statisticka vjerojatnost
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Nije pokazana statisticki znacajna razlika u dozama dugodjelujuceg

inzulina po tromjesec¢jima izmedu sudionica u kontrolnoj i istrazivanoj

skupini (tablica 16).

Tablica 16. Doze dugodjelujuéeg inzulina po tromjesecjima (ukljucene

jedinice inzulina primijenjene uz pomo¢ inzulinske pumpe)

Doza IstraZivana Kontrolna
dugodjelujuceg — — t P
inzulina [1U/kg] | N X SD | N X SD

1. tromjesedje |47 | 0,32 | 0,14 | 47| 0,35 | 0,12 | -1,056 | 0,294

2. tromjesedje | 47 | 0,31 | 0,10 |49 | 0,32 | 0,11 | -0,539 | 0,591

3. tromjesedje | 47 | 0,32 | 0,13 |49 | 0,34 | 0,11 | -0,732 | 0,466

Napomena: B
N - broj sudionica; X - srednja vrijednost, SD - standardna devijacija; t — vrijednost
Studentovog t-testa; P — statisticka vjerojatnost

4. 6. Koncentracija glukoze i C-peptida u krvi pupCane vene

Nije pokazana statisticki znacajna razlika u koncentraciji glukoze i C-

peptida u krvi pupéane vene izmedu sudionica u istrazivanoj i kontrolnoj

skupini (tablica 17).

Tablica 17. Koncentracija glukoze i C-peptida u krvi pupdane vene
sudionica istrazivane i kontrolne skupine

. .. IstraZzivana Kontrolna
Ispitivana varijabla _ _ t P
N X SD N X SD
glukoza [mmol/L] 47 4.5 1,5 48 4.9 1,5 -1,258 | 0,211
C-peptid [nmol/L] 46 | 0,86 | 0,52 |47 | 0,94 | 0,64 | -0,626 | 0,533

Napomena:

N - broj sudionica; X - srednja vrijednost, SD - standardna devijacija; t — vrijednost
Studentovog t-testa; P — statisticka vjerojatnost
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4. 7. Sastav masnih kiselina ukupnih lipida seruma

Prilikom analize masnokiselinskog sastava ukupnih lipida seruma
identificirane su 23 razliCite masne kiseline. Prikaz rezultata sazet je na
ciljane masne kiseline koje pokazuju povezanost s koncentracijom C-
peptida. Konkretno, prikazani su rezultati za eikozapentaensku (EPA,
C20:5n-3) i dokozaheksaensku (DHA, C22:6n-3) kiselinu kao predstavnike
n-3 skupine viSestruko nezasic¢enih masnih kiselina (PUFA), te arahidonsku
kiselinu (AA, C20:4n-6) kao predstavnika n-6 skupine PUFA.

Od karakteristicnih omjera masnih kiselina prikazani su omjeri suma
n-6 i n-3 PUFA (n-6/n-3) te arahidonske i dokozaheksaenske Kkiseline
(AA/DHA).

Sastav masnih kiselina ukupnih lipida u serumu sudionica prikazan je
masenom koncentracijom (mg/L) i masenim udjelom (%), te izrazen
medijanom i interkvartilnim rasponom (25. i 75. percentila) uz razinu
statisticke znacajnosti (P) ili vjerojatnost pogreske tipa I (a). Statisticki
znacajne razlike izmedu kontrolne i istrazivane skupine, te promjene po

tromjesecjima i dan porodaja iskazane su sa P < 0,05.
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4. 7. 1. Masena koncentracija pojedinih masnih kiselina u serumu trudnica

U masenoj koncentraciji AA nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu
skupina sudionica po tromjesec¢jima te na dan porodaja. U obje skupine
masena koncentracija AA bila je najmanja u prvom tromjesecju, dok je u
istrazivanoj skupini bila najve¢a na dan porodaja, a u kontrolnoj skupini u

tre¢em tromjesecju (tablica 18, slika 2).

Tablica 18. Masena koncentracija (mg/L) arahidonske kiseline (AA) u
serumu sudionica istrazivane i kontrolne skupine po tromjesecjima i na
dan porodaja

Istrazivana Kontrolna
AA [mg/L] N C N c Z P
(25.P —75.P) (25.P —75.P)

. v. 21,50 20,09

1. tromjesecje | 41 (13.64 - 28.58) 42 (13.47 - 30.32) -0,287 | 0,774
. v. 28,59 26,78

2. tromjesecje | 42 (20,92 - 36.20) | *1 | (18,62 - 33,72) -0,246 | 0,806
. v. 29,34 31,84

3. tromjesecje | 41 (22.63 - 42,96) 41 (20,71 - 36,98) -0,413 | 0,680
i 29,36 30,81

porodaj 42 (22.16 - 40,19) 42 (19,95 - 43,31) -0,107 | 0,915

Napomena:

N - broj sudionica; C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil;
Z — vrijednost Mann Whitneyjevog testa; P — statistiCka vjerojatnost

Arahidonska kiselina
mg/L

45
40
35 =
30 —
25 1
20
15
10

ul

1. tromjesecje 2. tromjesecje 3. tromjeseclje porodaj

B Istrazivana ©OKontrolna

Slika 2. Masena koncentracija (mg/mL) arahidonske kiseline u serumu
sudionica istrazivane i kontrolne skupine kroz trudnocu
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4. Rezultati Marina Horvaticek: Doktorska disertacija

U masenoj koncentraciji EPA nije bilo statisticki znacajne razlike
izmedu skupina sudionica po tromjesecjima te na dan porodaja. U obje
skupine masena koncentracija EPA bila je najmanja u prvom tromjesecju,
dok je u istrazivanoj skupini bila najveéa u trecem tromjesecju, a u
kontrolnoj skupini u drugom tromjesecju (tablica 19, slika 3).

Tablica 19. Masena koncentracija (mg/L) eikozapentaenske kiseline (EPA)

u serumu sudionica istrazivane i kontrolne skupine po tromjesecjima i na
dan porodaja

Istrazivana Kontrolna
EPA [mg/L] C C Z P
N N
(25.P —75.P) (25.P—75.P)
. v. 2,31 2,22
1. tromjesecje | 41 (1,60 - 3.22) 42 (0.79 - 3.48) -0,493 | 0,622
. v 2,91 4,02
2. tromjesecje | 42 2144377 | 2| (2.15- 4.38) -0,774 | 0,439
. v 3,93 3,41
3. tromjesecje | 41 (2.53 - 5.24) 41 (2.34 - 5.36) -0,635 | 0,525
. 3,19 3,62
porodaj 42| 509-456) | 42| (2.20-5.77) -0,604 | 0,546
Napomena:

N - broj sudionica; C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil;
Z — vrijednost Mann Whitneyjevog testa; P — statistiCka vjerojatnost

Eikozapentaenska kiselina
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Slika 3. Masena koncentracija (mg/mL) eikozapentaenske Kkiseline u
serumu sudionica istrazivane i kontrolne skupine kroz trudnocu
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U masenoj koncentraciji DHA bilo je statisticki znacajne razlike u
drugom i treéem tromjesecju te na dan porodaja izmedu sudionica u
kontrolnoj i istrazivanoj skupini (tablica 20). U obje skupine masena
koncentracija DHA bila je najmanja u prvom tromjesec¢ju, a najveéa na

dan porodaja (tablica 20, slika 4).

Tablica 20. Masena koncentracija (mg/L) dokozaheksaenske kiseline u
serumu sudionica po tromjesecjima i na dan porodaja

Istrazivana Kontrolna
DHA [mg/L] N C N c Z P
(25.P —75.P) (25.P —75.P)

. v 4,32 3,70

1. tromjesecje | 41 (3.25 - 6.97) 42 (2.54 - 5.63) -1,416 | 0,157
. v. 9,98 7,44

2. tromjesecje | 42 (7.11 -13,70) 41 (5.07 - 9.15) -2,910 | 0,004
. v 13,37 7,4

3. tromjesecje | 41 (7.23-18.08) | 2| (5.57 - 11.38) -3,380 | 0,001
. 11,43 9,17

porodaj 42 | 770 17.48) | %2 | (5,97 12.27) | ~2:165|0,030

Napomena:

N - broj sudionica; C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil;
Z — vrijednost Mann Whitneyjevog testa; P — statistiCka vjerojatnost

Dokozaheksaenska kiselina
mg/L
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Slika 4. Masena koncentracija (mg/mL) dokozaheksaenske kiseline u
serumu sudionica istrazivane i kontrolne skupine kroz trudnocu
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Pokazana je statisticki znacajna razlika u omjeru suma n-6 i n-3 PUFA
(n-6/n-3) u drugom i tre¢em tromjesecju, te na dan porodaja, izmedu
sudionica u kontrolnoj i istrazivanoj skupini. U obje skupine omjer n-6/n-3
PUFA bio je najveci u prvom tromjesecju i smanjivao se kroz trudnocu. U
istrazivanoj skupini bio najmanji u tre¢cem tromjesecju, dok je u kontrolnoj
skupini bio je najmanji na dan porodaja (tablica 21, slika 5).

Tablica 21. Omjeri suma n-6 i n-3 visestruko nezasi¢enih masnih kiselina

(n-6/n-3 PUFA) u serumu sudionica istrazivane i kontrolne skupine po
tromjesecjima i na dan porodaja

Istrazivana Kontrolna
n-6/n-3 PUFA C C Z P
N N
(25.P —75.P) (25.P—75.P)
. v. 12,69 13,75
1. tromjesecje | 41 (9.58 - 16.04) 42 (10.13 - 18.19) -1,139 | 0,255
. v. 9,22 12,03
2. tromjesecje | 42 (7,27 -11.20) | | (10.08 - 13.71) -4,031 <0,001
. v. 8,64 12,90
3. tromjesecje | 41 (7.55 - 11,30) 41 (10.12 - 14.54) -4,568 |<0,001
. 8,89 10,88
porodaj 42 (7.61 . 10.04) 42 (9.07 - 14.38) -3,400 | 0,001
Napomena:

N - broj sudionica; C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil;
Z — vrijednost Mann Whitneyjevog testa; P — statisti¢ka vjerojatnost

n-6/n-3
20
16
T
12 l
8 —
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0
1. tromjesedje 2. tromjesecje 3. tromjesecje porodaj
H Istrazivana OKontrolna

Slika 5. Omjer sume n-6 i n-3 viSestruko nezasicenih kiselina (n-6/n-3
PUFA) u serumu sudionica istrazivane i kontrolne skupine kroz trudnocu
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Pokazana je statistiCki znacajna razlika u omjeru AA i DHA kiseline
(AA/DHA) u drugom i tre¢em tromjeseCju te na dan porodaja izmedu
sudionica u kontrolnoj i istrazivanoj skupini. U obje skupine omjer AA/DHA
bio je najvec¢i u prvom tromjesecju, dok je u istrazivanoj skupini bio
najmanji u tre¢cem tromjesecju, u kontrolnoj skupini bio je najmanji na
dan porodaja (tablica 22, slika 6).

Tablica 22. Omjer arahidonske i dokozaheksaenske kiseline (AA/DHA) u

serumu sudionica istrazivane i kontrolne skupine po tromjesecjima i na
dan porodaja

Istrazivana Kontrolna
AA/DHA C C z P
N N
(25.P —75.P) (25.P —75.P)
S 4,78 5,07
1. tromjesecje | 41 (3.10 - 5.97) 42 (4.08 - 6.67) -1,394 | 0,163
L. 2,84 3,76
2. tromjesecje | 42 (2.15 - 3.42) 41 (3.26 - 4.63) -3,994 |<0,001
s 2,33 3,78
3. tromjesecje | 41 (199 - 2.95) | 41 (2.97 - 4.53) -5,013 <0,001
. 2,42 3,44
porodaj 42 (2.02 - 3.28) | 42 (2.87 - 4.29) -3,288 | 0,001

Napomena:
N - broj sudionica; C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil;
Z — vrijednost Mann Whitneyjevog testa; P — statistiCka vjerojatnost

AA/DHA

O r N W » 00 OO N

1. tromjeseéje 2. tromjeselje 3. tromjeselje porodaj

B Istrazivana ©OKontrolna

Slika 6. Omjer arahidonske i dokozaheksaenske kiseline (AA/DHA) u
serumu sudionica istrazivane i kontrolne skupine kroz trudnocu
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Pokazan je statisticki znacajan porast masenih koncentracija AA, EPA i

DHA po tromjesecjima i na dan porodaja u serumu sudionica istrazivane

skupine (tablica 23).

Tablica 23. Razlika masenih koncentracija arahidonske (AA), eikoza-
pentaenske (EPA) i dokozaheksaenske kiseline (DHA) u serumu sudionica
istraZivane skupine po tromjesecjima i na dan porodaja

Istrazivana skupina

Masna
kiselina 1. trom. 2. trom. 3. trom. Porodaj
[mg/L] C c c c NG P

(25.P —75.P) (25.P —75.P) (25.P—75.P) | (25.P—75.P)
AA 21,50 28,59 29,34 29,36

(13,64 - 28,58)| (20,92 - 36,20) | (22,63 - 42,96)| (22,16 - 40,19) 26,760 | <0,001
EPA 2,31 2,91 3,93 3,19

(1,60 - 3,22) (2,14 -4,37) | (2,53-5,24) | (2,29 - 4,56) 29,810 | <0,001
DHA 4,32 9,98 13,37 11,43

(3,25 -6,97) | (7,11 -13,70) | (7,23 - 18,06) | (7,70 - 17,48) 65,130 | <0,001

Napomena:

C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil; x*~ vrijednost Friedmanovog
testa; P — statisticka vjerojatnost

Pokazan je statisticki znacajan porast masenih koncentracija AA, EPA i

DHA po tromjesecjima i na dan porodaja u serumu sudionica kontrolne

skupine (tablica 24).

Tablica 24. Razlika masenih koncentracija arahidonske (AA), eikoza-
pentaenske (EPA) i dokozaheksaenske kiseline (DHA) u serumu sudionica
kontrolne skupine po tromjesecjima i na dan porodaja

Kontrolna skupina

Masna
kiselina 1. tromj. 2. trom. 3. trom. Porodaj
[mg/L] c c c c X2 P

(25.P-75.P) | (25.P—75.P) | (25.P—75.P) (25. P — 75. P)
AA 20,09 26,78 31,84 30,81

(13,47 - 30,32) [(18,62 - 33,72) /(20,71 - 36,98) | (19,95 - 43,31) 25,176|<0,001

EPA 2,22 4,02 3,41 3,62

(0,79 - 3,48) | (2,15-4,38) | (2,34 - 5,36) (2,20 - 5,77) 22,527|<0,001
DHA 3,70 7,44 7,40 9,17

(2,54 -5,63) | (5,07 -9,15) | (5,57 - 11,38) | (5,97 - 12,27) 48,930 <0,001

Napomena:

C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil; x°— vrijednost Friedmanovog
testa; P — statistiCka vjerojatnost
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U svakoj zasebno tj. istrazivanoj kao i u kontrolnoj skupini sudionica
postojala je statistiCki znacajna razlika u masenoj koncentraciji AA izmedu
prvog i i treceg, drugog i treceg te izmedu prvog

drugog, prvog

tromjesecja i porodaja (tablica 25).

U obje skupine vrijednost masene koncentracije AA bila je najmanja u
prvom tromjesecju u odnosu na drugo i tre¢e tromjesecje, a najveca na

dan porodaja (tablica 18).

Tablica 25. Razlike masenoj koncentraciji (mg/L) arahidonske kiseline
(AA) u serumu sudionica istrazivane i kontrolne skupine po tromjesecjima
i na dan porodaja

Tromjesedja Istrazivana Kontrolna
Z P Z P

1. tromj. - 2. tromj. -3,129 0,002 -3,492 | <0,001
1. tromj. - 3. tromj. -4,100 | <O0,001 -4,438 | <0,001
1. tromj. - porodaj -4,024 | <0,001 -3,245 0,001
2. tromj. - 3. tromj. -2,650 0,008 -2,016 0,044
2. tromj. - porodaj -0,938 0,348 -1,912 0,056
3. tromj. - porodaj -0,836 0,403 -0,162 0,871
Napomena:

Z — vrijednost Wilcoxonovog testa ekvivalentnih parova; P — statisticka vjerojatnost (uz
Bonferonijevu korekciju za ponavljana mjerenja, P<0,008)

U svakoj zasebno, tj. istrazivanoj kao i u kontrolnoj skupini sudionica
postojala je statisticki znacajna razlika u masenoj koncentraciji EPA
izmedu prvog i drugog, prvog i treceg te prvog tromjesecja i porodaja. U
razlika izmedu drugog i treceg

istrazivanoj skupini pokazana je i

tromjesecja (tablica 26).

U obje skupine vrijednosti masene koncentracije EPA bile su najmanje
u prvom tromjesecju u odnosu na drugo i tre¢e tromjesecje. U kontrolnoj
skupini vrijednost masene koncentracije EPA bila je najveca u drugom, a u

istrazivanoj skupini u tre¢em tromjesecju (tablica 19).
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Tablica 26. Razlike masene koncentracije (mg/L) eikozapentaenske
kiseline (EPA) u serumu sudionica istrazivane i kontrolne skupine po
tromjesecjima i na dan porodaja

. v. Istrazivana Kontrolna
TromjesecCja
Z P Z P

1. tromj. - 2. tromj. -3,300 0,001 -4,207 | <0,001
1. tromj. - 3. tromj. -4,647 | <0,001 | -4,248 | <0,001
1. tromj. - porodaj -4,335 | <0,001 | -3,752 | <0,001
2. tromj. - 3. tromj. -3,065 0,002 -1,298 0,194
2. tromj. - porodaj -0,725 0,468 -1,521 0,128
3. tromj. - porodaj -1,555 0,120 -0,497 0,619
Napomena:

Z — vrijednost Wilcoxonovog testa ekvivalentnih parova; P — statisticka vjerojatnost (uz
Bonferonijevu korekciju za ponavljana mjerenja)

U svakoj zasebno, tj. istrazivanoj kao i u kontrolnoj skupini sudionica
postojala je statisticki znacajna razlika u masenoj koncentraciji DHA
izmedu prvog i drugog, prvog i tre¢eg te prvog tromjesecja i porodaja. U
istrazivanoj skupini pokazana je i razlika izmedu drugog i treceg

tromjesecja (tablica 27).

U obje skupine vrijednosti masene koncentracije DHA bile su najmanje
u prvom tromjesecju u odnosu na drugo i tre¢e tromjesecje. U kontrolnoj
skupini vrijednost masene koncentracije DHA bila je najveca na porodaiju,

a u istrazivanoj skupini u tre¢em tromjesecju (tablica 20).
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Tablica 27. Razlike u masenoj koncentraciji (mg/L) dokozaheksaenske
kiseline (DHA) u serumu sudionica istrazivane i kontrolne skupine po
tromjesecjima i na dan porodaja

Tromjesedja Istrazivana Kontrolna
Z P Z P
1. tromj. - 2. tromj. -5,099 | <0,001 | -4,853 | <0,001
1. tromj. - 3. tromj. -5,471 | <0,001 | -5,410 | <0,001
1. tromj. - porodaj -5,488 | <0,001 | -4,820 | <0,001
2. tromj. - 3. tromj. -3,427 0,001 -1,579 0,114
2. tromj. - porodaj -1,851 0,064 -1,147 0,251
3. tromj. - porodaj -0,706 0,480 -0,136 0,892

Napomena:
Z — vrijednost Wilcoxonovog testa ekvivalentnih parova; P — statisti¢ka vjerojatnost (uz

Bonferonijevu korekciju za ponavljana mjerenja)

Pokazano je statisticki znacajno smanjenje omjera suma n-6 i n-3
PUFA (n-6/n-3) te AA i DHA (AA/DHA) po tromjesecjima i na dan porodaja
u serumu sudionica istraZivane skupine. Najvec¢i omjeri izmjereni su u

prvom, a najmanji u trecem tromjesecju (tablica 28).

Tablica 28. Razlika omjera n-6/n-3 PUFA i omjera AA/DHA masnih
kiselina u serumu sudionica istrazivane skupine po tromjesecjima i na dan
porodaja

Istrazivana skupina
Omjer - - - .
1. tromj. 2. tromj. 3. tromj. Porodaj
C C C c NG P
(25.P—75.P) | (25.P—75.P) | (25.P—75.P) | (25.P—75.P)

12,69 9,22 8,64 8,89

N-6/n-3 | 9 58 _'16,04) | (7,27 - 11,20)| (7,55 - 11,30) | (7,61 - 10,04) | 2215 | <0,001
4,78 2,84 2,33 2,42

AA/DHA (3,10-5,97) | (2,15-3,42) | (1,99 - 2,95) | (2,02 - 3,28) 59,173 | <0,001

Napomena:

C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil; x°— vrijednost Friedmanovog
testa; P — statisticka vjerojatnost;

Pokazano je statisticki znacajno smanjenje omjera suma n-6 i n-3
PUFA (n-6/n-3) te AA i DHA (AA/DHA) po tromjesecjima i na dan porodaja

u serumu sudionica kontrolne skupine. Najvecéi omjeri izmjereni su u

prvom, a najmanji u tre¢em tromjesecju (tablica 29).

53




4. Rezultati Marina Horvaticek: Doktorska disertacija

Tablica 29. Razlika omjera n-6/n-3 PUFA i omjera AA/DHA masnih
kiselina u serumu sudionica kontrolne skupine po tromjesecjima i na dan
porodaja

Kontrolna skupina
Omjer - - - :
1. tromj. 2. tromj. 3. tromj. Porodaj
c c c c X P
(25.P—75.P) | (25.P—75.P) | (25.P—75.P) | (25.P —75.P)

13,75 12,03 12,90 10,88

N-6/n-3 | (10,13 - 18,19) | (10,08 - 13,71) | (10,12 - 14,54)| (9,07 - 14,38) | +1:752 | 0,008
5,07 3,76 3,78 3,44

AA/DHA (4,08 -6,67) | (3,26-4,63) | (2,97 -4,53) | (2,87 -4,29 60,867 | <0,001

Napomena:

C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil; x°— vrijednost Friedmanovog
testa; P — statistiCka vjerojatnost

U svakoj zasebno, tj. u istrazivanoj kao i u kontrolnoj skupini
sudionica, postojala je statisticki znacajna razlika u omjeru suma n-6 i
sume n-3 PUFA (n-6/n-3) izmedu prvog i drugog te prvog tromjesecja i
porodaja. U istrazivanoj skupini pokazana je i razlika izmedu prvog i

tre¢eg tromjesecja (tablica 30).

Tablica 30. Razlike u omjeru n-6/n-3 PUFA u serumu sudionica
istraZivane i kontrolne skupine po tromjesecjima i na dan porodaja

Tromjesedja Istrazivana Kontrolna

Z P Z P
1. tromj. - 2. tromj. | -4,113 | <O0,001 -2,741 0,006
1. tromj. - 3. tromj. | -4,312 | <0,001 -2,592 0,010
1. tromj. - porodaj -4,409 | <0,001 | -3,063 0,002
2. tromj. - 3. tromj. | -0,635 0,525 -0,837 0,402
2. tromj. - porodaj -0,269 0,788 -1,004 0,315
3. tromj. - porodaj -0,266 0,791 -1,860 0,063

Napomena:
Z — vrijednost Wilcoxonovog testa ekvivalentnih parova; P — statisticka vjerojatnost (uz
Bonferonijevu korekciju za ponavljana mjerenja, P<0,008)

U svakoj zasebno, tj. u istrazivanoj kao i u kontrolnoj skupini sudionica
postojala je statisticki znacajna razlika u omjeru AA i DHA kiseline
(AA/DHA) izmedu prvog i drugog, prvog i treeg te prvog tromjesecja i
porodaja. U istrazivanoj skupini pokazana je i razlika izmedu drugog i

tre¢eg tromjesecja (tablica 31).
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Tablica 31. Razlike u omjeru AA/DHA u serumu sudionica istrazivane i
kontrolne skupine po tromjesecjima i na dan porodaja

Tromjesedja Istrazivana Kontrolna
Z P Z P

1. tromj. - 2. tromj. | -4,624 | <0,001 | -5,164 | <0,001
1. tromj. - 3. tromj. | -5,247 | <0,001 | -5,242 | <0,001
1. tromj. - porodaj -4,678 | <0,001 -5,521 | <0,001
2. tromj. - 3. tromj. | -2,655 0,008 -1,193 0,233
2. tromj. - porodaj -1,157 0,247 -2,278 0,023
3. tromj. - porodaj -0,128 0,898 -1,251 0,211
Napomena:

Z — vrijednost Wilcoxonovog testa ekvivalentnih parova; P — statisti¢ka vjerojatnost (uz
Bonferonijevu korekciju za ponavljana mjerenja, P<0,008)
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4. 7. 2. Masena koncentracija pojedinih masnih kiselina u serumu pupcane

vene

Pokazana je statisticki znacajna razlika u masenoj koncentraciji DHA u
serumu pupcane vene izmedu sudionica u istraZivanoj i kontrolnoj skupini.
Vrijednost masene koncentracije AA bila je vec¢a u kontrolnoj skupini, dok

su vrijednosti masene koncentracije za EPA i DHA bile vece u istrazivanoj

skupini (tablica 32, slika 7).

Tablica 32. Masena koncentracija arahidonske (AA), eikozapentaenske

(EPA) i dokozaheksaenske kiseline (DHA) u serumu pupcéane vene
sudionica istrazivane i kontrolne skupine

Masna Istrazivana Kontrolna
kiselina c c VA P
[mg/L] N (25. P-75.P) N (25. P-75.P)
19,25 20,35
AA 38 (12,05 - 30,25) 40 (13,08 - 27,28) -0,140 10,889
1,80 0,00
EPA 38 (0.00 - 2.38) 40 (0,00 - 2.05) -1,835 | 0,066
5,05 3,36
DHA 38 (3.01 - 7.68) 40 (2.07 - 5.63) -2,624 | 0,009
Napomena:

N - broj sudionica; C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil;
Z — vrijednost Mann Whitneyjevog testa; P — statisti¢ka vjerojatnost
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Slika 7. Masene koncentracije (mg/L) arahidonske (AA), eikozapentaenske

(EPA) i dokozaheksaenske (DHA) kiseline u serumu pupcane vene
sudionica istrazivane i kontrolne skupine
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4. Rezultati

Pokazana je statisticki znacajna razlika u omjeru suma n-6 i n-3 PUFA
(n-6/n-3), te omjeru AA i DHA (AA/DHA) u serumu pupcane vene izmedu

sudionica u n-6/n-3 PUFA

istrazivanoj

i kontrolnoj skupini.

Omjeri

AA/DHA bili su manji u istrazivanoj skupini (tablica 33, slika 8).

Tablica 33. Omjeri masnih kiselina u serumu pupcCane vene sudionica

istrazivane i kontrolne skupine

o Istrazivana Kontrolna
Omjeri C C Z P
N N
(25.P—75.P) (25.P—75.P)
6,37 9,16
n-6/n-3 | 38 (5.33 - 7.83) 40 (7.42 - 12.54) -4,228 | <0,001
3,84 5,58
AA/DHA | 38 (3.19 - 4.61) 40 (4.53 - 6.44) -4,126 | <0,001
Napomena:

N - broj sudionica; C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil;
Z — vrijednost Mann Whitneyjevog testa; P — statistiCka vjerojatnost

Slika 8. Omjeri n-6/n-3 PUFA i AA/DHA u serumu pupcane vene sudionica

14
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istrazivane i kontrolne skupine

57




4. Rezultati

Marina HorvatiCek: Doktorska disertacija

4. 7. 3. Maseni udio pojedinih masnih kiselina u serumu sudionica

U masenom udjelu AA izmedu skupina sudionica po tromjesecjima te

na dan porodaja nije bilo statisticki znacajne razlike. U obje skupine

vrijednost masenog udjela AA bila je najve¢a u prvom tromjesecju, a

najmanja na dan porodaja (tablica 34, slika 9).

Tablica 34. Maseni udio (%) arahidonske kiseline (AA) u serumu
sudionica istrazivane i kontrolne skupine po tromjesecjima i na dan
porodaja
Istrazivana Kontrolna
AA [90] c C z P
N (25.P —75.P) N (25.P—75.P)
.. 8,20 8,40
1. tromjesecje | 41 6.55-971) | %2 | (7.64-9.28) -0,287 | 0,774
.. 7,22 7,75
2. tromjesecje | 42 (6.31 - 8.19) 41 (6.74 - 8,78) -0,246 | 0,806
.. 6,47 7,03
3. tromjesecje | 41 .72-716) | *'| (5.96- 8.07) -0,413 | 0,680
. 6,12 6,18
porodaj 42 (5.12 - 6.85) 42 (5.41 - 7.74) -0,107 | 0,915
Napomena:

N - broj sudionica; C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil;

Z — vrijednost Mann Whitneyjevog testa; P — statistiCka vjerojatnost

Arahidonska kiselina
%0
10
8 T
6 |
4 -
2 -
0
1. tromjesecje 2. tromjeselje 3. tromjeselje porodaj
N Istrazivana OKontrolna

Slika 9. Maseni udio (%) arahidonske kiseline (AA) u serumu sudionica
istrazivane i kontrolne skupine kroz trudnocu

58



Marina HorvatiCek: Doktorska disertacija

4. Rezultati

U masenom udjelu EPA izmedu skupina sudionica po tromjesecjima te

na dan porodaja pokazana je statisticki znacajna razlika u drugom

tromjesecju. U istrazivanoj skupini vrijednost masenog udjela EPA bila je

najveca u prvom tromjesecju, a najmanja na dan porodaja. U kontrolnoj

skupini vrijednost masenog udjela EPA bila je najve¢a u drugom

tromjesecju, a najmanja na dan porodaja (tablica 35, slika 10).

Tablica 35. Maseni udio (%) eikozapentaenske kiseline (EPA) u serumu
sudionica istrazivane i kontrolne skupine po tromjesecjima i na dan

porodaja
Istrazivana Kontrolna
EPA [20] C c Z P
N (25. P —75. P) N (25. P — 75. P)
: .. 0,86 0,91
1. tromjesecCje | 41 (0.67 - 0,98) 42 (0.45 - 1.13) -0,306 | 0,760
. v 0,82 1,01
2. tromjesecje | 42 (0,58 - 0,93) 41 (0.69 - 1.13) -2,396 | 0,017
. v. 0,74 0,86
3. tromjesecje | 41 (0.61 - 0,89) 41 (0.57 - 1,05) -1,058 | 0,290
. 0,66 0,76
porodaj 42 (0.54 - 0,80) 42 (0,47 - 0,96) -1,078 | 0,281
Napomena:
N - broj sudionica; C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil;
Z — vrijednost Mann Whitneyjevog testa; P — statistiCka vjerojatnost
% Eikozapentaenska kiselina
1,2
1,0 T
0,8 ‘ 1
0,6 -
0,4 —
0,2 -
0,0
1. tromjesecje 2. tromjeseCje 3. tromjesecje porodaj
Histrazivana OKontrolna
Slika 10. Maseni udio (%) eikozapentaenske kiseline (EPA) u serumu

sudionica istrazivane i kontrolne skupine kroz trudnocu
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U masenom udjelu DHA izmedu skupina sudionica po tromjesecjima te

na dan porodaja pokazana je statisticki znacajna razlika u drugom i

tre¢em tromjeselju te na dan porodaja. U obje skupine vrijednost

masenog udjela DHA bila je najmanja u prvom tromjesecju. U istrazivanoj

skupini vrijednost masenog udjela DHA bila je najveéa na dan porodaja,

dok je u kontrolnoj skupini najveca vrijednost izmjerena u drugom

tromjesecju (tablica 36, slika 11).

Tablica 36. Maseni udio (%) dokozaheksaenske (DHA) u serumu
sudionica istrazivane i kontrolne skupine po tromjesecjima i na dan

porodaja
Istrazivana Kontrolna
DHA [%26] C c Z P
N (25. P — 75. P) N (25. P — 75. P)
. v 1,73 1,60
1. tromjeseCje | 41 (1.33 - 2,08) 42 (1.37 - 1.96) -0,424 | 0,672
. v, 2,73 2,04
2. tromjesecje | 42 (2.16 - 3.36) 41 (1.78 - 2.38) -2,915 | 0,004
. v, 2,72 1,87
3. tromjesecje | 41 2.19-3.27y | 21| (.41 2.32) -4,007 | <0,001
. 2,44 1,78
porodaj 42| 500-2.99 | 2| (1.41- 2,51 -3,118 | 0,002
Napomena:
N - broj sudionica; C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil;
Z — vrijednost Mann Whitneyjevog testa; P — statisticka vjerojatnost
o Dokozaheksaenska kiselina
(o)
3,5
3’0 T T
2,5
2,0 T
1,5 -
1,0 -
0,5 -
0,0
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Slika 11. Maseni udio (%) dokozaheksaenske kiseline (DHA) u serumu

sudionica istrazivane i kontrolne skupine kroz trudnocu
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4. Rezultati

Pokazana je statisticki znacajna razlika u masenom udjelu AA, EPA i

DHA po tromjesecjima i na dan porodaja u serumu sudionica istraZzivane
skupine (tablica 37).

Tablica 37. Razlika masenih udjela arahidonske (AA), eikozapentaenske
(EPA) i dokozaheksaenske kiseline (DHA) u serumu sudionica istrazivane

skupine po tromjesecjima i na dan porodaja

Masna Istrazivana skupina
kiselina ™9 "¢romj. 2. tromj. 3. tromj. Porodaj ,
[%0] c C C c X P
(25.P—75.P) | (25.P—75.P) | (25.P—75.P) | (25.P—75.P)

8,20 7,22 6,47 6,12

AA (6,55 - 9,71) (6,31-8,19) | (5,72 - 7,16) (5,12 - 6,85) 72,270 | <0,001
0,86 0,82 0,74 0,66

EPA (0,67 - 0,98) (0,58 - 0,93) | (0,61 - 0,89) (0,54 - 0,80) 21,997 | <0,001
1,73 2,73 2,72 2,44

DHA (1,33-2,08) | (2.16-3,36) | (2.19-3.27) | (2,00-299) | 34534 | <0,001

Napomena:

C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil; x*~ vrijednost Friedmanovog
testa; P — statisticka vjerojatnost

Pokazana je statisticki znacajna razlika u masenom udjelu AA, EPA i

DHA po tromjesecjima i na dan porodaja u serumu sudionica kontrolne
skupine (tablica 38).

Tablica 38. Razlika masenih udjela arahidonske (AA), eikozapentaenske
(EPA) i dokozaheksaenske kiseline (DHA) u serumu sudionica kontrolne

skupine po tromjesecjima i na dan porodaja

Masna Kontrolna skupina
kiselina .
%] 1. trom. 2. trom. 3. trom. Porodaj 5
[%6 c c c c X
(25.P—75.P) | (25.P—75.P) | (25.P—75.P) | (25.P—75.P)

8,40 7,75 7,03 6,18

AA (7,64 - 9,28) (6,74 - 8,78) (5,96 - 8,07) (5,41 - 7,74) 59,150 <0,001
0,91 1,01 0,86 0,76

EPA (0,45 - 1,13) (0,69 - 1,13) (0,57 - 1,05) (0,47 - 0,96) 17,648 0,001
1,60 2,04 1,87 1,78

DHA (1,37 - 1,96) (1,78 - 2,38) (1,41 - 2,32) (1,41 - 2,51) 17,346 0,001

Napomena:

C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil; x°— vrijednost Friedmanovog
testa; P — statisticka vjerojatnost

61




4. Rezultati Marina Horvaticek: Doktorska disertacija

U svakoj zasebno, tj. istrazivanoj kao i u kontrolnoj skupini sudionica,
postojala je statisticki znacajna razlika u masenom udjelu AA izmedu
prvog i drugog, prvog i treceg, drugog i treeg te izmedu prvog

tromjesecja i porodaja te drugog tromjesecja i porodaja (tablica 39).

U obje skupine vrijednost masenog udjela AA bila je najve¢a u prvom
tromjeseju u odnosu na drugo i tree, a najmanja na dan porodaja
(tablica 34).

Tablica 39. Razlike u masenom udjelu (%) arahidonske kiseline (AA) u
serumu sudionica istrazivane i kontrolne skupine po tromjesecjima i na
dan porodaja

Tromjesedja Istrazivana Kontrolna
Z P Z P

1. tromj. - 2. tromj. -3,421 0,001 -2,903 0,004
1. tromj. - 3. tromj. -5,377 | <0,001 | -4,749 | <0,001
1. tromj. - porodaj -4,866 | <0,001 | -5,320 | <0,001
2. tromj. - 3. tromj. -4,581 | <0,001 | -4,073 | <0,001
2. tromj. - porodaj -4,395 | <0,001 | -4,389 | <0,001
3. tromj. - porodaj -2,365 0,018 -2,138 0,033
Napomena:

Z — vrijednost Wilcoxonovog testa ekvivalentnih parova; P — statisticka vjerojatnost (uz
Bonferonijevu korekciju za ponavljana mjerenja P<0,008)

U istrazivanoj skupini sudionica postojala je statisticki znacajna razlika
u masenom udjelu EPA izmedu porodaja i trudnoe kroz sva tri
tromjesecja. U kontrolnoj skupini sudionica postojala je statisticki
znacajna razlika u masenom udjelu EPA izmedu drugog i treceg

tromjesecja te treceg tromjesecja i porodaja (tablica 40).

U obje skupine vrijednost masenog udjela EPA bila je najvec¢a u prvom
tromjesecCju u odnosu na drugo i treée, a najmanja na dan porodaja
(tablica 35).
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Tablica 40. Razlike u masenom udjelu (%) eikozapentaenske kiseline
(EPA) u serumu sudionica istrazivane i kontrolne skupine po
tromjesecjima i na dan porodaja

Tromjesedja Istrazivana Kontrolna
Z P Z P

1. tromj. - 2. tromj. -1,029 0,304 -1,459 0,145
1. tromj. - 3. tromj. -1,424 0,155 -0,242 0,809
1. tromj. - porodaj -2,830 0,005 -1,150 0,250
2. tromj. - 3. tromj. -1,647 0,100 -3,748 | <0,001
2. tromj. - porodaj -2,845 0,004 -3,674 | <0,001
3. tromj. - porodaj -2,931 0,003 -1,612 0,107
Napomena:

Z — vrijednost Wilcoxonovog testa ekvivalentnih parova; P — statisticka vjerojatnost (uz
Bonferonijevu korekciju za ponavljana mjerenja P<0,008)

U istrazivanoj skupini sudionica postojala je statisticki znacajna razlika
u masenom udjelu DHA izmedu prvog i drugog, drugog i treceg
tromjesecja, prvog tromjeseéja i porodaja te drugog tromjesecja i
porodaja. U kontrolnoj skupini sudionica postojala je statisticki znacajna
razlika u masenom udjelu DHA izmedu prvog i drugog te drugog i treéeg

tromjesecja (tablica 41).

U obje skupine vrijednost masenog udjela DHA bila je najmanja u

prvom tromjesecju, a najveca u drugom tromjesecju (tablica 36).

Tablica 41. Razlike u masenom udjelu (%) dokozaheksaenske kiseline
(DHA) u serumu sudionica istrazivane i kontrolne skupine po
tromjesecjima i na dan porodaja

Tromjesedja Istrazivana Kontrolna
Z P Z P

1. tromj. - 2. tromj. -4,309 | <0,001 | -3,881 | <0,001
1. tromj. - 3. tromj. -4,342 | <0,001 | -0,780 0,436
1. tromj. - porodaj -3,486 | <0,001 | -0,769 0,442
2. tromj. - 3. tromj. -1,225 0,221 -2,843 0,004
2. tromj. - porodaj -2,793 0,005 -2,605 0,009
3. tromj. - porodaj -2,352 0,019 -0,855 0,392
Napomena:

Z — vrijednost Wilcoxonovog testa ekvivalentnih parova; P — statisti¢ka vjerojatnost (uz
Bonferonijevu korekciju za ponavljana mjerenja P<0,008)
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4. 7. 4. Maseni udio pojedinih masnih kiselina u serumu pupcane vene

Pokazana je statisticki znacajna razlika u masenom udjelu AA i DHA u
serumu pupcane vene sudionica istrazivane i kontrolne skupine. Vrijednost
masenog udjela AA bila je veéa u kontrolnoj skupini, dok su vrijednosti

masenog udjela EPA i DHA vede u istrazivanoj skupini (tablica 42).

Tablica 42. Udio pojedinin masnih kiselina u serumu pupcane vene
ispitanica istrazivane i kontrolne skupine

Masna Istrazivana Kontrolna
kiselina c c Z P
[%0] N (25. P —75.P) N (25. P —75. P)
13,15 14,43
AA 38 (12,30 - 14,55) 40 (12,84 - 16,62) -2,319 | 0,020
0,96 0,00
EPA 38 (0.00 - 1,23) 40 (0.00 - 1,14) -1,425 | 0,154
3,51 2,67
DHA 38 (2.53 - 4.12) 40 (2.13 - 3.21) -2,664 | 0,008
Napomena:

N - broj sudionica; C - medijan; P.25. — 25. percentil, P.75. — 75. percentil;
Z — vrijednost Mann Whitneyjevog testa; P — statisticka vjerojatnost

% Serum pupcane vene
18
16
14 T
12
10
8
6
4
2 - I—
0
AA EPA DHA
M Istrazivana OKontrolna

Slika 12. Maseni udio (%) arahidonske (AA), eikozapentaenske (EPA) i
dokozaheksaenske (DHA) kiseline u serumu pupcane vene sudionica
istrazivane i kontrolne skupine
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5. RASPRAVA

Dijabetes tipa 1 (DM-1) jedan je od najcesc¢ih metabolickih poremecaja
koji se odrazava na cijelu trudno¢u koja je sama po sebi jedinstveni
dogadaj povezan s velikim brojem fizioloSkih promjena i kompleksnih
metabolickih procesa koji se odvijaju kod majke. Djelovanje DM-1 pocinje
vec¢ u vrijeme oplodnje i nastavlja se kroz cijeli period trudnoce. Stoga je
pracenje promjena kroz cijeli period trudnole od iznimne vaznosti za

njihovo razumijevanje.

Cilj doktorske disertacije bio je istraziti utjecaj dodatka prehrani
obogacenog n-3 visestruko nezasi¢enim masnim kiselinama (PUFA) na
koncentraciju C-peptida kod trudnica koje boluju od DM-1. Najveci broj
slicnih istrazivanja temeljio se na pradenju utjecaja razli¢itih prehrambenih
¢imbenika kod bolesnika s nedavno dijagnosticiranim DM-1 (Virtanen i
Knip, 2003), posebice kod djece (Mayer-Davis i sur., 2013). Potom je
prouc¢avan utjecaj majcine prehrane na rizik pojave DM-1 kod
novorodencadi gdje su pokazali da konzumiranje ulja od jetara bakalara
(bogato n-3 PUFA i vitaminom D) tijekom trudnoce povoljno utjece na
smanjenje rizika pojave DM-1 (Stene i sur., 2000). Nielsen i suradnici su
pratili utjecaj trudnoc¢e na koncentraciju C-peptida te pokazali da sama
trudnoca djeluje povoljno na povecanje koncentracije C-peptida i kod
zdravih i kod dijabeticnih trudnica (Nielsen i sur., 2009). Dok je
Simopoulos u svom istrazivanju pokazao povoljan utjecaj n-3 PUFA na
smanjenje upalnih procesa (Simopoulos, 2002). Medutim, dosadasnja
istraZivanja nisu obuhvatila sustavno pracenje utjecaja suplementacije n-3
PUFA na koncentraciju C-peptida tijekom cijele trudnoée kod dijabeti¢nih
trudnica. U prilog cjelovitosti naSeg istrazivanja ide cinjenica da su
uklju¢ene trudnice s kompletnim setom wuzoraka prikupljenin kroz

trudnocu u 4 vremenske tocke.

Unato¢ tome Sto se u Referentnom centru lijeCi i porada do 60-tak

trudnica s DM-1 godiSnje, skupljanje reprezentativnih i kompletnih
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uzoraka bilo je izazovno, Sto zbog samog trajanja trudnoce, $to zbog
povremeno neplaniranih porodaja prije termina ili porodaja u drugim

bolnicama, kao i (ne)spremnosti trudnica da sudjeluju u istrazivanju.

1. Usporedbom demografskih podataka, nije bilo statisticki
znacajne razlike u dobi trudnica i trajanju osnovne bolesti (tablica 1). U
obje skupine bio je podjednak broj trudnica koje boluju od DM-1 duZe od
10 godina, kao i podjednak broj trudnica kod kojih je DM-1 dijagnosticiran
unazad nekoliko godina. Nekoliko istrazivanja (Greenbaum 2009; Poudel i
sur., 2015; Virtanen i Knip, 2003) potvrdila su ograni¢enu aktivnost beta-
stanica kod bolesnika koji obole od DM-1 kasnije tijekom zivota, jer je
autoimuno uniStenje beta-stanice manje izrazeno nego li kod DM-1
dijagnosticiranog u djetinjstvu. OgraniCena sposobnost proizvodnije
endogenog inzulina prisutna je joS nekoliko mjeseci ili godina, Sto se moze
pratiti mjerljivim koncentracijama C-peptida. Stoga je vazno da su
istrazivana i kontrolna skupina bile homogene, kako bi se iskljucio utjecaj

trajanja DM-1, a time i mjerljivost C-peptida, na rezultat.

2. Usporedba indeksa tjelesne mase prije trudnoée (ITM, kg/m?)
pokazala je da je prosjecna vrijednost obje skupine bila podjednaka te da
nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu istrazivane i kontrolne skupine
(P=0,789, tablica 2). Prosjecni porast tjelesne mase tijekom trudnoce bio
je nesto vedi u istrazivanoj skupini, no razlika nije bila znacajna Sto
ukazuje na stabilan metabolizam ugljikohidrata, lipida i proteina kod
trudnica u obje skupine, zbog dobre regulacije glikemije. Navedeni
rezultati odgovarali su kriterijima izbora za Sto manjom razlikom u dobi,
tjelesnoj masi te trajanju dijabetesa kod trudnica, te prikupljeni uzorci

predstavljaju homogenu skupinu uzoraka.

3. Novorodencad trudnica u istrazivanoj i kontrolnoj skupini nisu se
statisticki znacajno razlikovala u tjelesnoj masi i duZzni kao ni po
ponderalnom indeksu (tablica 3). Apgar indeks u 1. i 5. minuti je pokazao

da su trudnice u obje skupine rodile djecu dobre vitalnosti i bez
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zdravstvenih komplikacija, bez statisticki znacajnih razlika u ishodu
trudnoca. U Klinici za zenske bolesti i porodaje KBC-a Zagreb, klinicka je
praksa poradanja trudnica koje boluju od DM-1 carskim rezom temeljena
na dugogodisnjem iskustvu i dobrim ishodima dijabetesom kompliciranih
trudnoca. U istrazivanje su uklju¢ene trudnice porodene u terminu (37-40
tjedan gestacije), te nije bilo znacajne razlike u tjednu porodaja izmedu

skupina (tablica 3).

4. Koncentracija glukoze u krvi (GUK) nataste izmedu skupina po
tromjesecjima i na dan porodaja nisu se znacajno razlikovale (tablica 4).
Takvi podaci su u skladu s urednim vrijednostima HbA;;, a odrazavaju
dobro reguliranu glikemiju. Iznimno je prosjecna vrijednost GUK u
istrazivanoj skupini u drugom tromjesecju znacajno niza od kontrolne
skupine. Vrijednosti GUK nataste na dan porodaja poviSene su u obje
skupine u odnosu na vrijednosti tijekom trudnoce sto se moze povezati s

uzbudenjem/stresom kod trudnica zbog samog porodaja.

5. Postotak glikiranog hemoglobina HbA;., kao standardnog
pokazatelja ishoda kontrole glikemije, koji odraZava prosjec¢nu razinu
glukoze u krvi tijekom prethodna dva do tri mjeseca, nije se statisticCki
znacajno razlikovao po tromjesecjima izmedu skupina (tablica 6). Taj
podatak govori da se radi o trudnicama s urednom i kontroliranom
glikemijom u obje skupine, te da nema razlika u prosjecnoj glikemiji koja

bi mogla utjecala na vrijednosti koncentracije C-peptida.

Postotak HbA;. u krvi sudionica obje skupine pokazuje tendenciju pada
kroz trudnodu, s malim poveéanjem vrijednosti u 3. tromjesecju. No
vrijednosti HbA;. u 3. tromjesedju znacajno su nize od vrijednosti s
pocCetka trudnocde (tablica 7) $to je u skladu s drugim istrazivanjima
(Nielsen i sur., 2004, 2009). U suprotnom, vecle vrijednosti u 3.
tromjeseCju povezane su s povecanim rizikom preeklampsije,

makrosomije novorodencadi i mrtvorodenih (Nielsen i sur., 2004). To

67



5. Rasprava Marina Horvati¢ek: Doktorska disertacija

upucuje da bi vrijednosti HbA;. u trudnodi trebale biti nize od vrijednosti

izvan trudnode kako bi se sprijecili nepovoljni ishodi (Nielsen i sur., 2004).

6. Koncentracija C-peptida nataste izrazena je medijanom i inter-
kvartilnim rasponom s obzirom da je s povecanjem broja uzoraka

raspodjela pokazala vecu asimetriju.

C-peptid i inzulin nastaju iz zajednicke molekule pretece, pre-
proinzulina koji se prvo cijepa proteolitickim enzimom na proinzulin.
Daljnjim cijepanjem proinzulina u beta-stanicama gusterace nastaju C-
peptid i inzulin koji se izluCuju u ekvimolarnim koncentracijama u portalnu
cirkulaciju. S obzirom da se C-peptid ne apsorbira u jetrima poput
inzulina, te ima dulje vrijeme poluzivota, u mnogim istrazivanjima
zakljuCeno je da koncentracija C-peptida u perifernoj cirkulaciji na najbolji
nacin odrazava izlucivanje endogenog inzulina i pokazatelj je funkcije
beta-stanica (Palmer i sur. 2004; Nussey i Whitehead, 2001; Faber i sur.,
1978). C-peptid daje preciznije mjeru trenutnog stanja pacijenta, odnosno
koliko se endogenog inzulina proizvodi trenutno, dok auto-protutijela
imaju prognosticku vrijednost i od najvece su koristi u dijagnozi jer
ukazuju hoce li se nastaviti proizvoditi endogeni inzulin i ubuduce (Winter i
Schatz, 2011). U ovom istrazivanju je pracena koncentracija C-peptida
(izrazena u jedinici nmol/L) natasSte u serumima trudnica koje boluju od
DM-1, longitudinalno kroz cijelu trudnocu,od prvog dolaska u kliniku, kroz

drugo i trece tromjesecje do porodaja.

Nielsen i suradnici pokazali su da koncentracija C-peptida postepeno
raste tijekom trudnole, neovisno o koncentraciji glukoze u krvi, kod
trudnica koje boluju od DM-1 (Nielsen i sur., 2009). Ako se usporede
vrijednosti koncentracija C-peptida kroz sva tri tromjesecja (tablica 9), u
istrazivanoj skupini postoji znacajni porast od prvog do treceg (P<0,001),
te od drugog do tre¢eg tromjesecja (P=0,002). Koncentracija C-peptida u
kontrolnoj skupini takoder pokazuje tendenciju porasta, iako taj porast

nije bio statisticki znacajan. Dobiveni rezultat u skladu je s naSim
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prethodnim istrazivanjima koji pokazuju da u trudnodi dolazi do povecanja
C-peptida kod zdravih trudnica, kao i kod trudnica s DM-1 (Horvaticek i
sur., 2017; Berberovi¢ i sur., 2014), a sukladan je i s navedenim
porastom C-peptida kroz trudnocu u istrazivanju Nielsena i suradnika. S
obzirom da C-peptid ne prolazi kroz posteljicu niti u jednom smjeru,
detektirane viSe vrijednosti C-peptida tijekom trudnoce potjecu od

majcinih beta-stanica, a ne od fetusa u razvoju.

Smatra se da je povecanje koncentracije C-peptida u obje skupine
trudnica odraz supresije upalnog imunoloskog sustava tijekom trudnoce,
kako bi majcin organizam prihvatio genetski imunoloski strani fetus
(Wilder, 1998; Poole i Claman, 2004). Pri tome majcin imunoloski sustav
prolazi znacajne promjene, koje ukljuCuju razvoj nekoliko specificnih
mehanizama koji Stite fetus od majcinog citotoksi¢nog napada. Jedan od
mehanizama je smanjen izrazaj klasi¢nih HLA molekula klase I, dok su
drugi mehanizmi povezani s promijenjenim izluCivanjem citokina Th1l i Th2
skupine (Wilder, 1998). Tijekom trudnoe suprimirana je stani¢na
imunoloska funkcija i proizvodnja pro-upalnih Thl citokina (npr. IL-2,
TNF-a, INF-y), dok je humoralna imunost i proizvodnja protu-upalnih Th2
citokina (npr. IL-4, IL-10) pojacana. Takav obrazac imunoloske funkcije

obrnut je u postpartalnom razdoblju (Wilder, 1998).

Djelomi¢no smanjenje aktivnosti upalnog imunoloskog sustava dovodi
do supresije mnogih autoimunih bolesti tijekom trudnoée (Wilder, 1998),
pa tako i dijabetesa. Kod DM-1 te su promjene izrazene rastom i
djelovanjem Langerhanseovih otocica gusterale. Najvaznija promjena
koju otoCi¢i prolaze tijekom trudnoce je poboljSanje izluCivanja inzulina,
smanjenje praga izlucivanja inzulina stimuliranog glukozom i poboljSana

proliferacija beta stanica (Sorenson i Brelje, 1997).

Zahvaljuju¢i mnogobrojnim istrazivanjima na Zivotinjskim modelima,
danas je poznato da beta-stanice tijekom trudnoée povecaju svoju masu

3-4 puta, te se pokazalo da osim znacajne hipertrofije majcinih beta-
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stanica, dramati¢no raste i proliferacija beta-stanica tijekom trudnoce
(Parsons i sur. 1992; Rieck i sur. 2009; Sorenson i Brelje, 1997). U
kratkom periodu nakon porodaja masa beta-stanica vraca se na normalnu
razinu poveanom apoptozom, smanjenom proliferacijom i smanjivanjem
velicinom beta-stanica (Scaglia, 1995). Takoder, Nielsen i suradnici su
primijetili da se koncentracija C-peptida brzo smanjuje nakon porodaja
(Nielsen i sur., 2009). To ukazuje i na ulogu posteljice na povecanje
koncentracije C-peptida tijekom trudnoce. Placentni Cimbenici rasta i
hormoni koji utjeCu na smanjenje majcinog limfocitnog odgovora feto-
placentne jedinice (Wilder, 1998; Poole i Claman, 2004), ali i na

hiperplaziju beta-stanica, nakon trudnode vise se ne izlucuju.

Postoji nekoliko dokaza koji podrZzavaju kljuénu ulogu okoliSnih
¢imbenika u patogenezi DM-1. Diljem svijeta uoCena je velika razlika u
stopi incidencije (Karvonen i sur., 2000), i ta se razlika teSko moze
objasniti genetickim cimbenicima. Nagli porast incidencije ne moZe biti
uzrokovan pojacanom genetickom podloznosti populacije, ve¢ je uglavnom
odraz promjena u zivotnom stilu i okoliSu. Primjerice, gotovo 20% finske
populacije ima povecanu geneticku predispoziciju (HLA podlozni) za DM-1,
a manje od 1% razvije dijabetes do 20 godine Zivota (llonen i sur., 1996).
Prema tome, samo 1 od 20 pacijenata s pove¢anom genskom podloznosc¢u
razvije klinicki DM-1, Sto potvrduje snazan utjecaj okolisa na rizik razvoja
bolesti. Dodatno, osim uloge okidaca, okoliSni ¢imbenici mogu imati ucinak
poticanja ili zastite u ishodu i ucestalosti preddijabetickog procesa
(Virtanen i Knip, 2003). Stene i suradnici uocCili su da je znacajno niza
incidencija DM-1 kod stanovnika koji se bave ribolovom nego u ostatku
Norveske populacije kompatibilna s povec¢anim konzumiranjem ribe i u
njima sadrzanih PUFA (Stene i sur., 2000). Mayer-Davis i suradnici
promatrali su kako kod miladih ljudi s nedavno dijagnosticiranim DM-1
izlaganje raznim prehrambenim tvarima (n-3 PUFA, vitamini D i E) utjecCe

na koncentraciju C-peptida nataste (Mayer-Davis i sur., 2013). Dokazali
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su da su viSe koncentracije DHA te zbroj EPA i DHA, znacajno povezani s

vecom koncentracijom C-peptida.

Osim ranije spomenutog povoljnog utjecaja same trudnoce na
aktivnost beta-stanica, navedena, ali i mnoga druga istrazivanja pokazala
su vaznost prehrane u sprjeCavanju pogorSanja DM-1, osobito vitamina D
i E, nikotinamida i n-3 PUFA. Uzimanje dodatka prehrani obogacenog
vitaminom D tijekom trudnode ili tijekom prve godine zivota smanjuje
stopu incidencije nastanka DM-1 (Stene i sur., 2000; Eurodiab Substudy,
1999). Vitamin E zajedno s nikotinamidom utjeCe na ocuvanje izluc¢ivanja
C-peptida i do dvije godine nakon dijagnoze DM-1 (Pozzilli i sur., 1995).
Dok uzimanje povecane koli¢ine n-3 PUFA utjeCe na smanjenje rizika
razvoja DM-1 kod mladih osoba s genetskom sklonosc¢u, (Norris i sur.,
2005).

Podaci dobiveni u ovom istrazivanju u skladu su s ranije navedenim
istrazivanjima, jer Jje koncentracija C-peptida u istrazivanoj skupini
znacajno veca krajem trudnoce, u trecem tromjesecju (P=0,037), u
usporedbi s kontrolnom skupinom (tablica 8). Dobiveni rezultat od iznimne
je vaznosti jer se nadovezuje na nase prethodno istrazivanje (Horvaticek i
sur. 2017), te nadopunjuje druga svjetska istrazivanja (Nielsen i sur.,
2009; Mayer-Davis i sur., 2013) u razjasSnjavanju fizioloskih mehanizama

poboljSanja funkcije beta-stanica kod trudnica koje boluju od DM-1.

7. Razlika u vrijednosti koncentracije C-peptida (AC-peptid)
izmedu 3. i 1. tromjesecja (tablica 10) znacajno je veca u istrazivanoj
skupini u usporedbi s kontrolnom Sto je i o¢ekivano s obzirom na znacajnu

razliku C-peptida izmedu skupina u zadnjem tromjesecju.

Znacajan porast kroz trudnocu, kao i znacajna razlika C-peptida na
kraju trudnoce u istrazivanoj skupini, dobiven je i ukoliko se trudnice
podijele na temelju mjerljive vrijednosti koncentracije C-peptida (>0,01

nmol/L, granica analitiCke osjetljivosti) na pocetku trudnoce.
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Ako se u analizu uklju¢e samo one trudnice koje su usle u trudnocu s
mjerljivim vrijednostima C-peptida (to su uglavnom trudnice kod kojih je
DM-1 dijagnosticiran unazad nekoliko godina), u istrazivanoj skupini
znacajno je veca koncentracija u treéem tromjesecju nego u kontrolnoj
skupini (tablica 11). Ista je znacajnost dobivena i u skupini trudnica koje
se usle u trudnocu s nemjerljivim vrijednostima C-peptida (<0,01 nmol/L,
to su uglavnom trudnice kod kojih je DM-1 dijagnosticiran prije viSe od 10
godina) (tablica 13). Rezultati su u skladu s istrazivanjem Nielsena i
suradnika koji su takoder dobili znacajan porast koncentracije C-peptida
kod trudnica s nemjerljivim vrijednostima na pocetku trudnoce (Nielsen i
sur., 2009).

Trudnoéa u kombinaciji s povecanim unosom n-3 PUFA potice
povecanje koncentracije C-peptida u Zena s dugotrajnim DM-1 cak i u
Zena u kojih se nije mogla dokazati koncentracija C-peptida na pocetku

trudnoce.

8. C-peptid, doze inzulina i kontrola glikemije. Ranija istrazivanja
pokazala su da poboljSana kontrola glikemije tijekom trudnocde vodi do
povecane koncentracije C-peptida kod trudnica koje boluju od DM-1 tek
nekoliko godina (Madsbad i sur., 1981; Novak i sur., 2005). lako nisu
utvrdili povezanost smanjenih doza inzulina pred kraj trudnode i povecéane
koncentracije C-peptida, Nielsen i suradnici zakljuCuju da poboljSana
kontrola glikemije olakSava proizvodnju C-peptida (Nielsen i sur., 2009).
Postizanje i odrzavanje dobre metabolicke kontrole u trudnoc¢i ima ulogu u

regeneraciji beta-stanica.

Rezultati ovog istrazivanja nisu pokazali statisticki znacajnu
povezanost postotka HbA;. i glukoze nataSte s koncentracijama C-peptida
u serumu ispitanica. lako na prvi pogled djeluje neocekivano, razlog tome
mozda je upravo u cCinjenici da su trudnice u obje skupine bile s urednom i

kontroliranom glikemijom.
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ProsjeCne doze kratkodjeluju¢eg inzulina bile su nesto vece u
istraZivanoj skupini, no bez statisticki znacajne razlike (tablica 15).
Povecanje doze kratkodjelujuc¢eg inzulina kroz trudnocu u obje skupine
znacajan je za 3. tromjesecje, sto je u skladu s porastom potrebe za
veé¢im dozama inzulina zbog postupnog razvoja inzulinske rezistencije u
trudnodi, Sto je u skladu s istrazivanjem danskih autora koji su pokazali da

doze inzulina imaju tendenciju rasta kroz trudnoc¢u (Nielsen i sur., 2009).

Prosjecne doze dugodjelujuéeg inzulina bile su manje u istrazivanoj
skupini, no nije utvrdena statisticki znacajna razlika (tablica 16). lako
dobiveni rezultat nije dosegao razinu znacajnosti, u skladu je s Cinjenicom
da trudnice koje imaju ocCuvaniju funkciju beta-stanica, a time i povecanu
sintezu endogenog inzulina, imaju smanjenu potrebu za egzogenim

inzulinom.

9. Koncentracije glukoze i C-peptida u krvi pupcane vene
prosje¢no su manje u istrazivanoj skupini u usporedbi s kontrolom, no nije
dokazana statisticka znacajnost (tablica 17). U prijasnjem istrazivaniju,
Pelmis i suradnici pokazali su znacajnu pozitivnu povezanost izmedu
koncentracije glukoze i inzulina u krvi pupCane vene (Pelmis i sur., 1992)
tj. povecana koncentracija glukoze povecava sintezu i otpustanje inzulina
fetusa i obrnuto. Stoga manja koncentracija C-peptida u krvi pupcane
vene moZe rezultirati manjom koncentracijom glukoze u krvi pupcane

vene.

Manje vrijednosti C-peptida takoder mogu biti posljedica smanjenja
inzulinske rezistencije kao reakcije na protuupalno djelovanje n-3 PUFA.
Visok udio n-3 PUFA u lipidima stanicnih membrana odgovoran je za
normalnu funkciju plazmatske membrane, pri ¢emu nezasi¢ene MK
povecavaju fluidnost membrane. Ukoliko se namirnice u kojima dominiraju
n-6 PUFA zamijene namirnicama koje sadrzavaju vise n-3 PUFA, povecava
se udio n-3 PUFA u sastavu lipida membrane. Na taj nacin osigurana je

veca koli¢ina supstrata za enzime koji sudjeluju u sintezi eikozanoida i
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potaknuta sinteza protuupalninh eikozanoida na rac¢un n-3 PUFA. Te
promjene u omjeru sinteze protuupalnih 1 proupalnih eikozanoida
smanjuju upalni odgovor, Sto posljedicno smanjuje sintezu inzulina i

inzulinsku rezistenciju, kao i koncentraciju C-peptida u krvi pupcane vene.

10. Protuupalna svojstva viSestruko nezasicenih masnih
kiselina. Poveznica izmedu upalnog i imunoloskog sustava je sinteza
eikozanoida koji nastaju pregradnjom iz masnih kiselina s 20 C-atoma,
prvenstveno iz AA i EPA. Eikozanoidi cine skupinu fizioloSki aktivnih
spojeva koji djeluju kao lokalni hormoni. Masne kiseline za sintezu
eikozanoida mogu potjecati iz hrane (preko LA i ALA), no uobicajeno se
masne kiseline oslobadaju iz fosfolipida stanicne membrane djelovanjem

enzima fosfolipaze A2.

Eikozanoidi sintetizirani iz skupine n-6 i n-3 PUFA medusobno djeluju
antagonisticki. To znadi da ¢e se iz AA koja je n-6 reda sintetizirati
proupalni eikozanoidi, prostanglandini i tromboksani serije 2 (TX2), te
leukotrieni serije 4 (LT4), dok je EPA iz n-3 serije preteCa protuupalnih
eikozanoida, prostanglandina i tromboksana serije 3 (TX3), te leukotriena
serije 5 (LT5) (Parker i sur., 2006; De Caterina i sur. 2004).

Protuupalna svojstva n-3 PUFA proizlaze iz natjecanja AA i DHA za iste
enzime u metabolizmu eikozanoida. Na stvaranje i aktivhost eikozanoida
moze se utjecati mijenjajuéi koli¢inu i vrstu MK u prehrani. Tako (ce,
primjerice, zamjena ulja u kojima prevladavaju n-6 PUFA hranom i uljima
u kojima prevliadavaju n-3 PUFA, smanjiti proizvodnju pro-upalnih
eikozanoida i omogucditi prednost proizvodnji protuupalnih eikozanoida.
Calder je pokazao da povecan unos n-3 PUFA u obliku ribljeg ulja rezultira
smanjenjem razine AA u membrani i posljedicno smanjenjem sinteze

proupalnih prostaglandina (Calder, 1998).

Stoga se omjer AA/DHA koristi kao pokazatelj upalnog stanja u

organizmu.
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Prema rezultatima dobivenim u ovom radu, napredovanjem trudnoce
omjer AA/DHA u serumu postepeno se smanjuje u obje skupine
ispitanica (tablice 22, 28 i 29, slika 6). U prvom tromjesecju omjer
AA/DHA ne razlikuje se znacajno izmedu skupina, kao ni masena
koncentracije DHA, Sto je ocekivano s obzirom da prvo tromjesecje
predstavlja stanje prije uvodenja suplementacije. Znacajnija razlika se
opaza od drugog tromjesecja sve do porodaja. Omjer AA/DHA znacajno je
manji u istrazivanoj skupini kao posljedica utjecaja suplementacije i

pokazatelj je smanjenog upalnog stanja nego u kontrolnoj skupini.

Omjer sume n-6 i sume n-3 PUFA (n-6/n-3) takoder se koristi u
procjeni upalnog stanja u organizmu. lako nisu prikazani svi rezultati, u
omjer je ukljucen zbroj svih n-3 PUFA (C18:3n-3, C20:3n-3, C20:4n-3,
C20:5n-3, C22:5n3, C22:6n-3) i zbroj svih n-6 PUFA (C18:2n-6, C18:3n-
6, C20:3n-6, C20:4n-6, C22:2n-6, C22:4n-6). Omjer n-6/n-3 ocekivano
je znacajno manji u istrazivanoj skupini, od drugog tromjesecja do kraja
trudnoce (tablica 21, 28 i 29, slika 5). Nije utvrdena razlika u omjeru
n-6/n-3 PUFA izmedu trudnica istrazivane i kontrolne skupine u 1.
tromjeseCju, Sto pokazuje da su u trudnocu usle s jednakim omjerom
n-6/n-3, te da je kontinuirani unos suplementacije n-3 PUFA bio ucinkovit
i povecanjem udjela n-3 PUFA u sastavu lipida doprinio smanjenju omjera
n-6/n-3.

Protuupalni ucinak n-3 PUFA, osim kroz modificiranje metabolizma
eikozanoida, ispoljava se i kroz smanjenje proizvodnje medijatora upale,
citokine. Osobito potiskuju izrazaj mRNA za interleukine IL-1B, IL-6 i
TNF-a. Simopoulos je pokazao da smanjena produkcija citokina IL-1 i
TNF-a pridonosi ublazavanju upalnih simptoma kod bolesnika koji uzimaju
n-3 PUFA dodatak prehrani (Simopoulos, 2002). Druga istraZzivanja su
pokazala da suplementacija s n-3 PUFA u majcinoj prehrani rezultira
znacajnim smanjenjem proizvodnje medijatora upale, IL-1, IL-6 i TNF-a
(Trebble i sur., 2003). U istrazivanjima Khalfouna i suradnika, kao i Morija

i suradnika, DHA se pokazala ucinkovitijom od EPA u smanjenju
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koncentracije TNF-a u plazmi DHA uzrokuje smanjuje od 35%, dok EPA
smanjuje za 20% (Khalfoun i sur., 1997; Mori i sur., 2003).

11. Sadrzaj masnih kiselina. Tijekom trudnoc¢e prehrambene
potrebe majke povecane su zbog potreba rastuceg fetusa i placente.
Uravnotezena i raznolika prehrana osigurava potrebne prehrambene tvari.
Danasnjim stilom prehrane to nije jednostavno izvedivo, te se cesto
preporucuje trudnicama uzimanje dodataka prehrani koji sadrze optimalan
sastav vitamina i mineralnih tvari potreban za razvoj fetusa. U sklopu
ovog istrazivanja trudnice su koristile dodatak prehrani koji pored
vitamina i mineralnih tvari sadrzi n-3 PUFA (EPA i DHA). Takva
suplementacija moze osigurati dodatne zalihe n-3 PUFA potrebnih za

normalan rast i razvoj djeteta, kao i metabolizam majke.

Visestruko nezasi¢ene masne kiseling, linolna kiselina (LA, C18:2n-6) i
a-linolenska kiselina (ALA, C18:3n-3), ne mogu se ,,de novo“ sintetizirati u
ljudskom organizmu zbog nepostojanja odgovaraju¢ih enzima te se
moraju unijeti u organizam putem prehrane. Zovemo ih esencijalnim
masnim kiselinama i preteCe su u sintezi drugih viSestruko nezasi¢enih
masnih kiselina u tijelu. Iz LA i ALA naizmjeni¢nim nizom djelovanja
enzima elongaza i desaturaza izvode se druge masne Kkiseline. LA je
preteca n-6 skupine masnih kiselina: dihomo-y-linolenske (DGLA, C20:3n-
6) i arahidonske kiseline (AA, 20:4n-6). Kao preteca n-3 skupine masnih
kiselina sluzi ALA od koje krece sinteza eikozapentaenske (EPA, C20:5n-3)
i dokozaheksaenske kiseline (DHA, C20:6n-3). S obzirom da ucinkovitost
endogene pretvorbe ALA iz hrane u EPA i DHA u organizmu odraslog
covjeka nije velika, EPA i DHA danas se takoder smatraju esencijalnim
MK.

Buduci se ALA i LA natjeCu za iste kljucne enzime uklju¢ene u sintezu
viSih homolga i pretvorbu u proupalne ili protuupalne eikozanoide, vazno

je istraziti uCinak zajedni¢kog unosa n-3 i n-6 PUFA.
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lako su u uzorcima identificirane 23 razliCite masne kiseline, zbog
primarnog cilja istraZivanja o utjecaju dodatka prehrani obogac¢enog n-3
viSestruko nezasi¢enim masnim kiselinama (PUFA) na koncentraciju C-
peptida i poboljSanje funkcije beta-stanica, rezultati su sazeti na odabrane
masne kiseline za koje se smatra da su povezane s koncentracijom C-
peptida. Analiza rezultata provedena je za EPA i DHA koje pripadaju n-3
redu, te AA, koja je n-6 reda. Od karakteristicnih omjera masnih kiselina
izdvojeni su omjer AA/DHA i omjer n-6/n-3 PUFA zbog njihove uloge

pokazatelja upalnog stanja u organizmu.

Bududi je masena koncentracija (mg/L) ovih masnih kiselina, posebice
n-3 reda, u serumu mala, promjene su tesko uocljive. Zbog toga se boljim
pokazateljem smatraju promjene u njihovim medusobnim odnosima zbog

cega su rezultati prikazani i masenim udjelima (%).

Sadrzaj dugolanc¢anih n-3 PUFA u sastavu lipida seruma s
napredovanjem trudnoce raste. Takve promjene se direktno odrazavaju
na transplacentarni prijenos masnih kiselina u posteljicu (Berghaus i sur.,

2000; Koletzko, 1997).

Masena koncentracija arahidonske kiseline (AA) postepeno i
znacajno raste u obje skupine sudionica (tablica 18, slika 2). Masena
koncentracija nesSto je vela u istrazivanoj skupini u prvom i drugom
tromjesecju, dok je u treéem tromjeseCju i na dan porodaja masena
koncentracija AA veca u kontrolnoj skupini, ali razlika nije statisticki
znacajna. Pojacani unos n-3 PUFA u istrazivanoj skupini omogucdio je vecu
dostupnost ovih kiselina i njihovu pojacanu ugradnju, uz istovremeno

smanjenu resorpciju i/ili ugradnju AA.

Iako masena koncentracija AA raste kroz trudnocu, vazno je uociti da
se njezin udio znacajno smanjuje kroz trudnocu, kako u istrazivanoj, tako

I u kontrolnoj skupini ispitanica (tablica 34).

Masena koncentracija eikozapentaenske kiseline (EPA) konti-

nuirano raste kroz trudnocu istrazivane i kontrolne skupine. lako je u
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kontrolnoj skupini opazeno naglo povecanje EPA u drugom tromjesecju,
nije bilo statisticki znacajne razlike po tromjesecjima izmedu istrazivane i
kontrolne skupine (tablice 19 i 24, slika 3). U usporedbi s masenom
koncentracijom DHA, manje promjene koncentracije EPA su ocekivane, jer

je u suplementaciji EPA znatno manje zastupljena.

Masena koncentracija dokozaheksaenske kiseline (DHA) u serumu
sudionica ne razlikuje se znacajno izmedu skupina u prvom tromjesecju
(tablica 20, slika 4). Uzorak iz prvog tromjesecja uzet je kod prvog
dolaska trudnice u Kliniku, kada su i ukljucene u istrazivanje. Rezultat iz
prvog tromjesecja odrazava stanje statusa n-3 PUFA kod trudnica prije
poCetka suplementacije, stoga je ocekivano da izmedu istrazivane i
kontrolne skupine nije bilo statisticki znacajne razlike. Znacajna razlika
opaza se ve¢ u drugom tromjeseCju i nastavlja se do kraja trudnoce. U
istrazivanoj skupini znacajno je veca masena koncentracija DHA Sto je
rezultat utjecaja kontinuirane suplementacije tijekom trudnoce. Isti

rezultat se odrazava i u masenom udjelu DHA (tablica 36, slika 11).

Iako je porast koncentracije EPA i DHA do treéeg tromjesecja uocen u
obje skupine, u istrazivanoj skupini porast je znacajno vecdi. Sto ukazuje
na dosljednost trudnica u uzimanju suplementacije i otvara moguénost da

se utjece na poboljSanje statusa majke i djeteta (tablice 26 i 27).

12. Sadrzaj masnih kiselina u serumu pupcane vene. Esencijalne
masne kiseline imaju vaznu ulogu tijekom fetalnog razvoja i rasta, a za
zdrav razvoj mozga i oCiju (retine) od posebne je vaZznosti DHA (Uauy i
sur., 1992; Green i Yavin, 1998; Carlson, 2001; Singh, 2005). Nedostatan
unos DHA tijekom trudnoce povezuje se s oslabljenim kognitivnim
funkcijama i smanjenom ostrinom vida kod novorodencadi (Uauy i sur.,
1992). Nakupljanje DHA u mozgu najbrze je tijekom tre¢eg tromjesecja
trudnoce i tijekom prve godine Zivota (Clandinin i sur., 1980; Martinez i
Mougan, 1998), te je majcin status DHA u tom periodu znacajan za

fetalno zdravlje. No, studije su pokazale da je razina DHA u krvi majke
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uglavnom niska tijekom zadnjeg tromjesecja, $to se objaSnjava visokom
stopom prijenosa DHA prema fetusu (Montgomery i sur., 2003).
Istovremeno, niska razina n-3 PUFA u krvi majke tijekom zadnjeg
tromjeseCja moze biti urodeni regulatorni mehanizam koji omogucuje

povecanje sinteze proupalnih molekula potrebnih za pocetak porodaja.

Bududi da posteljica nema aktivnhost desaturaza, a aktivnost fetalnih
enzima in utero je vrlo ogranicena, fetus ovisi o placentalnom prijenosu
esencijalnih masnih kiselina i metabolita PUFA iz majcine cirkulacije
(Sprecher, 1981). Stoga unos DHA kod zena prije i tijekom trudnoce ima
velik utjecaj na koli¢cinu DHA koja je na raspolaganju fetusu. Nakupljanje
n-3 PUFA u fetusu regulirano je majcinim statusom n-3 PUFA i funkcijom

posteljice (Duttaroy, 2009).

Istrazivanja na eksperimentalnim zZivotinjskim modelima ukazuju da je
prijenos esencijalnih masnih kiselina uvijek dvostruko vecéi od prijenosa
neesencijalnin masnih kiselina u ukupnom prijenosu lipida u smjeru
fetusa. Takva zapazanja pokazuju i potvrduju da je prijenos masnih
kiselina selektivan proces, kojim se omoguduje vecéa zastupljenost i
koncentriranje masnih kiselina koje su neophodne za fetalni rast i razvoj
(Honda i sur., 1990). DHA i AA iz majcine cirkulacije selektivno i
preferencijalno prenose se kroz posteljicu prema fetusu tijekom trudnoce
(Montgomery i sur., 2003; Duttaroy, 2009).

Status esencijalnih masnih Kkiselina fetusa ovisi o0 statusu masnih
kiselina majke, tako da nize koncentracije AA i DHA u trudnica s DM-1
uvjetuju manju koncentraciju ovih masnih kiselina i u fetusu u usporedbi
sa zdravim trudnicama. Masena koncentracija DHA u krvi pupane vene
znacajno je veca u istrazivanoj skupini, Sto je rezultat poboljSanog
majcinog statusa DHA uslijed suplementacije (tablica 32, slika 7). Maseni

udio DHA takoder je znacajno vedi u istrazivanoj skupini (tablica 42).

Masena koncentracija EPA u krvi pupCane vene visa je u istrazivanoj

skupini nego u kontrolnoj, iako razlika nije statisticki znacajna. Taj
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rezultat u skladu je s promjenama koncentracije EPA u krvi majke, gdje
vece koncentracije u istrazivanoj skupini nisu znacajno vecée u usporedbi s
kontrolnom skupinom. Porast masene koncentracije EPA vjerojatno nije
dosegao statisticku znacajnost jer je udio EPA u suplementaciji znatno
manji od udjela DHA. Maseni udio EPA takoder nije znacajno vedéi u

istrazivanoj skupini (tablica 42).

Masena koncentracija AA u krvi pupane vene manja je u istrazivanoj
skupini nego u kontrolnoj, ali razlika nije statisti¢ki znacajna (tablica 32).
Medutim, analizom promjene masenog udjela AA pokazalo se da je on

znacajno nizi u istrazivanoj skupini (tablica 42).

Utjecaj suplementacije na smanjenje omjera AA/DHA i n-6/n-3 PUFA
kod majke, dokazan je i u omjerima AA/DHA i n-6/n-3 PUFA u Kkrvi
pupcane vene. Oba omjera znacajno su manja u istrazivanoj skupini, ¢ime

pridonose smanjenju upalnog stanja (tablica 33, slika 8 ).

Prikazani rezultati i novije spoznaje o utjecaju povecane koncentracije
n-3 PUFA na poboljsanje funkcije beta-stanica gusterale daju dobar
temelj za nastavak istraZzivanja i smjernice u proucavanju joS uvijek

nedovoljno istrazenog podrucja.
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6. ZAKLIJUCCI

1. U krvi trudnica istrazivane i kontrolne skupine nije bilo statisticki
znaCajne razlike u koncentraciji glukoze i postotku glikiranog
hemoglobina, Sto upucuje da se radi o dijabeti¢nim trudnicama s dobro

reguliranom glikemijom.

2. Sudionice koje su uzimale dodatak prehrani obogacen n-3
visestruko nezasi¢enim masnim kiselinama (PUFA) imale su znacajno vecu
koncentraciju C-peptida u tre¢cem, u odnosu na prvo i drugo tromjesecje
trudnoce, i znacajno vecu koncentraciju C-peptida u treéem tromjesecju
trudno¢e u usporedbi s trudnicama kontrolne skupine. Porast
koncentracije C-peptida naden je i kod sudionica kod kojih koncentracija
C-peptida u prvom tromjesecju trudnoce nije bila mjerljiva. Rezultati
potvrduju da dodatak n-3 visestruko nezasi¢enih masnih kiselina u
prehranu povoljno utjece na poboljsanje funkcije beta-stanica kod

trudnica koje boluju od dijabetesa tipa 1.

3. Sudionice koje su dodatno uzimale n-3 viSestruko nezasi¢ene masne
kiseline imale su vece masene koncentracije dokozaheksaenske kiseline
(DHA) u krvi, te posljedicno manje omjere n-6/n-3 PUFA i AA/DHA u
drugom i trecem tromjeseCju trudnoce u usporedbi sa sudionicama
kontrolne skupine. Ovaj rezultat ukazuje da bi povecani unos n-3
viSsestruko nezasi¢enih masnih kiselina mogao povoljno utjecati na

smanjenje upalnog stanja kod trudnica s dijabetesom tipa 1.

4. Povecani unos n-3 visestruko nezasi¢enih masnih kiselina rezultirao
je povecanom masenom koncentracijom dokozaheksaenske kiseline (DHA)
u serumu pupcane vene. Ovaj rezultat ukazuje da povecani unos n-3
visestruko nezasic¢enih masnih kiselina kod dijabeticnih trudnoca
pospjesSuje prijenos dokozaheksaenske kiseline u fetalni krvotok

te bi mogao povoljno utjecati na neuroloski razvoj fetusa.
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8. SAZETAK

Dijabetes tipa 1 (DM-1) autoimuna je bolest usmjerena protiv beta-
stanica gusterace. Posljedica je postepeni gubitak funkcije beta-stanica i
nemogucnost proizvodnje inzulina do razine koja je potrebna za
odrzavanje normalne razine koncentracije glukoze u Kkrvi. Tijekom
trudnoée dolazi do djelomic¢ne supresije imunoloskog upalnog sustava
zbog ¢ega autoimune bolesti Cesto idu u remisiju tijekom trudnode. Te se
promjene imunoloskog sustava kod dijabeti¢nih trudno¢a odrazavaju na
povecanje rasta Langerhansovih otoci¢a gusteracCe i na njihovu poboljSanu
funkciju u usporedbi sa stanjem prije trudnoce. Najpouzdaniji pokazatelj
oCuvanja funkcije beta-stanica je koncentracija C-peptida. Sintetizira se u
beta-stanicama Langerhansovih otocica u obliku molekule pretece
proinzulina od kojeg proteolitickim cijepanjem u ekvimolarnim koli¢inama
nastaju C-peptid i inzulin koji se izlu¢uju u portalnu cirkulaciju. Za razliku
od inzulina, C-peptid se minimalno metabolizira u jetri, stoga periferna
koncentracija C-peptida toCnije odrazava funkciju beta-stanica. Dokazana
je vaznost prehrane u sprjeCavanju pogorSanja bolesti, i mnoga su
istraZivanja pokazala da vitamini D i E, kao i n-3 viSestruko nezasic¢ene
masne kiseline (PUFA) mogu imati zastitni utjecaj na ocuvanje funkcije

beta-stanica.

Cilj ovog istrazivanja je bio pokazati utjecaj n-3 PUFA na izlucivanje C-

peptida kod trudnica koje boluju od dijabetesa tipa 1.

Istrazivanje je provedeno u razdoblju od kraja 2013. godine pa do
poCetka 2017. Ukljuceno 100 trudnica koje boluju od DM-1 koje su
podijeljene u dvije skupine. Kontrolna je skupina bila samo na uobicajenoj
dijabetickoj prehrani, dok je ispitivana skupina pored uobicajene
dijabeticke dijete od 12. tjedna trudnole do porodaja uzimala dodatak
prehrani obogacen n-3 PUFA. Dodatak prehrani osiguran je donacijom
kapsula Pregnazon Complete (HealthAid LTD), Ijubaznoséu tvrtke

Kormedix d.o.o. Kapsule osim ostalih optimalnih/potrebnih vitamina i
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mineralnih tvari za trudnice sadrze i 195 mg n-3 PUFA, od toga 30 mg
eikozapentaenske kiseline (EPA, C20:5n-3) i 154 mg dokozaheksaenske
kiseline (DHA, C22:6n-3). Trudnice u istrazivanoj skupini uzimale su

Pregnazon Complete kapsulu dva puta dnevno uz obrok.

Uzorci krvi uzimani su prilikom prvog dolaska u Kliniku (1.
tromjesecje) zatim u 2. tromjesecju i 3. tromjesecju te na dan porodaja.
Svi su uzorci krvi uzeti nataste. Uzorak krvi iz puplane vene uzet je
neposredno nakon porodaja. U uzorcima su se istog dana odredile
koncentracija glukoze u krvi i C-peptida, te postotak glikiranog
hemoglobina (HbA:.), dok je analiza ukupnih lipida provedena naknadno.
Ukupni lipidi su iz uzoraka seruma izdvojeni modificiranom metodom
ekstrakcije organskim otapalima po Folchu, a analiza sastava metilnih
estera masnih kiselina provedena je na vezanom sustavu GC/FID,

ljubaznoscu tvrtke Sample Control d.o.o.

Analizom rezultata utvrdeno je da nakon povedanog unosa n-3 PUFA
dolazi do znacajnog porasta koncentracije C-peptida u tre¢em tromjesecju
u istrazivanoj skupini. Porast koncentracije C-peptida tijekom trudnoce
opazen je i kod trudnica istrazivane skupine kod kojih se nije mogla
dokazati koncentracija C-peptida prije trudnoce. Povecani unos n-3 PUFA
znacajno je povecao masenu koncentraciju DHA te znacajno smanjio

omjere AA/DHA i n-6/n-3 PUFA u istrazivanoj skupini.

Rezultati istrazivanja ukazuju da trudnoc¢a u kombinaciji s povecanim
unosom n-3 PUFA povoljno utjeCe na poboljSanje funkcije beta-stanica, i

posljedi¢nog znacajnog povecanja koncentracije C-peptida.

93



9. SUMMARY



Marina HorvatiCek: Doktorska disertacija 9. Summary

9. SUMMARY

Type 1 diabetes (T1D) is an autoimmune disease directed against the
pancreatic beta-cells. Its consequence is the gradual loss of beta-cells’
function and the inability to produce insulin to the level required to
maintain normal blood glucose levels. During pregnancy there is a partial
suppression of the immune inflammatory system due to which
autoimmune diseases often go into remission during pregnancy. These
changes in the immune system in diabetic pregnancies are reflected as an
increase in the growth of islets of Langerhans and their improved function
compared to the pre-pregnancy stage. The most reliable marker of the
preservation of beta-cells’ function is the C-peptide concentration in blood.
It is synthesized in the beta-cells of islets of Langerhans in the form of
molecule proinsulin from which proteolytic cleavage in equimolar amounts
results in the secretion of C-peptide and insulin into portal circulation.
Unlike insulin, the C-peptide is metabolized in the liver minimally; hence
the peripheral C-peptide concentration reflects the beta-cells’ function
more accurately. The importance of nutrition in preventing deterioration
caused by a disease has been demonstrated, and many studies have
shown that vitamins D and E, as well as n-3 polyunsaturated fatty acids
(PUFAs) can have a protective effect on the conservation of beta-cell

function.

The aim of this study was to define the influence of n-3 PUFAs on C-

peptide secretion in T1D pregnant women.

The study was carried out in the period from end of 2013 until the
beginning of 2017. Study included 100 pregnant women with T1D, divided
into two groups. The control group was only on the standard diabetic diet,
while the study group included pregnant women on standard diabetic diet
enriched with n-3 PUFAs from the 12" week of pregnancy until delivery.
The nutritional supplementation has been provided by the donation of

capsules Pregnazon Complete (HealthAid LTD), courtesy of Kormedix
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d.o.o. Supplement, besides other necessary vitamins and minerals for
pregnant women, also contains 390 mg of n-3 PUFAs, of which 60 mg
eicosapentaenoic acid (EPA, C20:5n-3) and 308 mg docosahexanic acid
(DHA, C22:6n-3).

Blood samples were taken in all three trimesters, at the day of delivery
and after the delivery from umbilical vein/cord. The samples were
analyzed for levels of: fasting plasma glucose, fasting C-peptide and
glycated hemoglobin within the same day. Extraction of total lipids was
performed according to the modified Folch method and the fatty acid

composition analysed by gas chromatography.

The data analysis revealed that after the increased intake of n-3 PUFA
there was a significant increase in C-peptide concentration in the third
trimester of the study group. The increase in C-peptide concentration
during pregnancy was also observed in pregnant women who had the
undetectable C-peptide concentration before pregnancy. Increased intake
of n-3 PUFA significantly increased the concentration of DHA and

significantly reduced AA/DHA and n-6/n-3 PUFA ratios in the study group.

The study results indicate that pregnancy and increased intake of n-3
PUFA have a beneficial effect on preservation of beta-cells’ function and

consequent significant increase in C-peptide concentration.
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