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Nivo vanéelijskih miR-17, miR-29a, miR-181a, proinflamatornih citokina i parametara
oksidativnog oStecenja u Krvi pacijentkinja sa gestacijskim dijabetesom i gestacijskom
arterijskom hipertenzijom

Sazetak

Gestacijski dijabetes melitus (GDM) i gestacijska hipertenzija (GH) predstavljaju neke od
najces¢ih komplikacija koje se mogu javiti u trudno¢i, a poznavanje mehanizama koji leze u njihovoj
osnovi kljuéni su za razvoj adekvatnih mera prevencije i leCenja. U prikazanoj studiji ispitivan je nivo
odabranih mikroRNK (miR-17, miR-29a i miR-181a), genske ekspresije citokina (IL-14, TNF-a, IL-
6 i IL-17) i parametara oksidativnog stresa (reaktivne supstance tiobarbituratne kiseline — TBARS, i
8-hidroksi-2’-deoksiguanozina — 8-OHdG) u perifernoj krvi trudnica sa GDM-om, GH-om, kao i
zdravih trudnica.

Kod GDM trudnica utvrden je znacajno nizi nivo ekspresije miR-29a i znacajno visi nivo
ekspresije IL-15 u poredenju sa kontrolom. Oba parametra imaju dovoljan dijagnosticki potencijal za
diskriminaciju trudnica sa GDM-om, a njihovo kombinovano koris¢enje ima veci dijagnosticki
potencijal. U GH grupi utvrden je znacajno visi nivo ekspresije TNF-a u odnosu na kontrolnu grupu.
Ipak, ovaj parametar nije pokazao potencijal koris¢enja kao biomarker gestacijske hipertenzije.
Dobijeni rezultati ukazuju na povisen nivo lipidne peroksidacije u obe ispitivane grupe, dok je u GDM
grupi pokazan i znacajno visi nivo DNK oste¢enja nego u kontrolnoj grupi trudnica. In vitro
ispitivanjima utvrdeno je da Metildopa ne uti¢e znacajno na nivo ispitivanin parametara lipidne
peroksidacije i ostecenja DNK, te je isklju¢en njegov moguci efekat na meren nivo parametara
oksidativnog stresa hipertenzivnih trudnica.

Promene nivoa genske ekspresije citokina i oksidativni stres uklju¢eni su u patogenezu GDM-
a 1 GH-a, dok u slu¢aju GDM-a dolazi i do promene nivoa ekspresije miRNK. miR-29a i IL-/f mogu
se koristiti kao biomarkeri gestacijskog dijabetesa, dok se TBARs moze koristiti kao biomarker oba
patoloska stanja.

Kljuéne redi: gestacijski dijabetes melitus, gestacijska hipertenzija, miRNK, miR-29a,
citokin, IL-18, TNF-a, oksidativni stres, malondialdehid, 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin.

Naucna oblast: Biologija

UZa nauéna oblast: Genetika



Extracellular miR-17, miR-29a, miR-181a, proinflamatory cytokines and oxidative damage
parameters levels in blood of patients with gestational diabetes mellitus and gestational
artherial hypertension

Abstract

Gestational diabetes mellitus (GDM) and gestational hypertension (GH) present some of the
most common pregnancy-related complications. Understanding the mechanisms underlying their
development is critical for appropriate prevention and management. In the presented study, levels of
selected microRNAs (miR-17, miR-29a, miR-181a), cytokines gene expression (IL-15, TNF-a., IL-6,
IL-17) and oxidative stress parameters (thiobarbituric acid reactive substances — TBARs, 8-hydroxy-
2’-deoxyguanosine — 8-OHdG) were measured in peripheral blood samples of pregnant women with
GDM or GH, and healthy pregnant women.

In GDM women significantly lower miR-29a and significantly higher IL-14 expression levels
were found in comparison to controls. Both parameters had sufficient diagnostic potential to
discriminate between controls and GDM, while the combined use of miR-29a and IL-// showed
better diagnostic potential. GH women had significantly higher TNF-a expression level than controls,
although it does not appear to possess the potential to be used as biomarker of GH. Obtained results
showed increased lipid peroxidation levels in both examined groups, while significantly higher DNA
damage level was found in GDM group compared to controls. As it was shown by in vitro
examinations, Metildopa did not have significant effect on lipid peroxidation and DNA damage
parameters level. Therefore, we could assume that Metildopa did not influence measured oxidative
stress parameters levels in GH women.

Cytokines gene expression levels changes and oxidative stress are involved in GDM and GH
pathogenesis, while GDM also involves miRNAs expression levels changes. miR-29a and IL-1/ can
be used as biomarkers of GDM, while TBARs can be used as biomarker for both pathological
conditions.

Key words: gestational diabetes mellitus, gestational hypertension, miRNA, miR-29a,
cytokine, IL-18, TNF-a, oxidative stress, malondialdehyde, 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine.

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Genetics



Lista skraéenica

37 UTR - 3’ netranslatirajuéi region (engl. 3° Untranslated Region)
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8-OHdG — 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin

8-0x0dG — 8-0kso-7,8-dihidro-2’-deoksiguanozin

AGE — napredni krajnji produkti glikacije (engl. Advanced Glycation End-products)
AGO — argonaut protein

ALEs — krajnji produkti lipidne peroksidacije (engl. Advanced Lipid Peroxidation End-products)
ANCOVA - analiza kovarijanse

AT-I1 — angiotenzin II

AUC —engl. Area Under the Curve

BER — mehanizam ekscizija baza (engl. DNA Base Excision Repair pathway)

BH> — dihidrobiopterin

BH4 — kofaktor tetrahidrobiopterin

BMI — indeks telesne mase (engl. Body Mass Index)

BRCAL —engl. breast cancer 1 protein

CG - kontrolna grupa

Cl — interval poverenja (eng. Confidence Interval)

DGCRS — kriti¢ni region za Di DZordzov sindrom 8 (engl. DiGeorge Syndrome Critical Region 8)
DM2 — dijabetes tipa 2

EFNB2 — efrin-B2

ELB — pufer za lizu eritrocita (engl. Erytrhrocyte Lysis Buffer)

ELISA — enzimski imunosorbentni test (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
eNOS — endotelna azot oksid sintaza

EPHB4 — efrin tip B receptor 4

ER — endoplazmati¢ni retikulum

ET-1 - endotelin-1

FGF2 — faktor rasta fibroblasta 2 (engl. Fibroblast Growth Factor 2)



GAPDH — gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza

GDM - gestacijski dijabetes melitus

GH — gestacijska hipertenzija (gestacijska arterijska hipertenzija)

HDP — hipertenzivni poremecaja u trudno¢i (engl. Hypertensive Disorders of Pregnancy)
IDO — indolamin 2,3-dioksigenaza

IL-17 — interleukin 17

IL-1R1 — IL-1 receptor tip 1

IL-1Ra — IL-1 receptor antagonist

IL-1B — interleukin 1

IL-6 — interleukin 6

IL-6R — receptor IL-6a

Insigl — engl. insulin-induced gene 1

IRS-1 — supstrat insulinskog receptora 1

IUZR — intrauterini zastoj u rastu ploda

LLB — pufer za lizu leukocita (engl. Leukocyte Lysis Buffer)

INCRNK — duge nekodiraju¢e RNK (engl. Long Non-Coding RNA, IncRNA)
LOOH — lipidni hidroperoksid (engl. lipid hydroperoxides)

MAPK — mitogenom aktivirane protein kinaze (engl. Mitogen-Activated Protein Kinase)
MCT1 — membranski monokarboksilatni transporter

MDA — malondialdehid

MGB - fluorescentna proba (engl. Minor Groove Binder)

miRISC kompleks — miRNK indukujuéi utiSavajuéi kompleks (engl. miRNA-Induced Silencing
Complex)

miRNK — mikroRNK

MTH1 — MutT homolog

NF-kB — nukleusni faktor kapa B (engl. Nuclear Factor kappa B)
NFQ — kvencer (engl. Non-Fluorescent Quencher, NFQ)

NK celije — engl. Natural Killer cells

NLRP3 — engl. Nod-Like Receptor Protein 3

OGGL1 — 8-oksoguanin-DNK glikozilaza 1



OGTT - oralni test tolerancije na glukozu (engl. Oral Glucose Tolerance Test)
PCK2 — fosfoenolpiruvat karboksilaza 2

PE — preeklampsija

PKC — protein kinaza C

Pre-miRNK — prekursor miRNK

pri-miRNK — primarni miRNK transkript
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gPCR — kvantitativni PCR u realnom vremenu (engl. Quantitative Real-Time PCR)

RAGE - receptori krajnjih produkata glikacije (engl. Receptors of Advanced Glycation End-
products, RAGE)

RET — reverzni transport elektrona (engl. Reverse Electron Transport)
RNS - reaktivne vrste azota (engl. Reactive Nitrogen Species)

ROC — engl. Receiver Operating Characteristics

ROS - reaktivne kiseoni¢ne vrste (engl. Reactive Oxigene Species)
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SOD - superoksid dismutaza
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Proteins)

STATS3 - signalni transduktor i aktivator transkripcije 3 (engl. Signal Transducers and Activators of
Transcription 3)
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1. UvOD

1.1. Dijabetes i hipertenzija u trudnoci

Trudnoca predstavlja kompleksan fizioloski proces u €ijoj osnovi lezi veliki broj razli¢itih
biohemijskih promena. Za njen normalan tok neophodan je adekvatan balans bioloSki znacajnih
molekula, poput hormona, regulatornih proteina, medijatora inflamacije i nekodiraju¢in RNK koje
imaju ulogu regulatora genske ekspresije (Sharma i sar, 2022). Takode, odrzavanje stabilnosti
genoma i oksidativnog stresa na fizioloSkom nivou predstavljaju neke od glavnih preduslova za
povoljan ishod trudnoce. NaruSavanje odgovarajuéih nivoa navedenih molekula i procesa u koje su
uklju¢eni moze dovesti do razvoja Sirokog spektra komplikacija u trudno¢i Sto neretko ima
nepovoljan uticaj kako na dalji tok trudnoce, tako i na dugoro¢no zdravlje majke i fetusa. Dijabetes
melitus i hipertenzija u trudnoé¢i su neke od najc¢es¢ih komplikacija u perinatalnom periodu i
predstavljaju znacajan uzrok maternalnog i fetalnog morbiditeta i mortaliteta (ACOG Practice
Bulletin, 2020; Wang i sar, 2022), te je razumevanje bioloskih procesa koji ih karakterisu od
izuzetnog znacaja za razvoj adekvatnih mera prevencije i leCenja u cilju sprecavanja mogucih
nezeljenih posledica.

1.1.1. Gestacijski dijabetes melitus

Gestacijski dijabetes melitus (GDM) predstavlja poremecaj tolerancije glukoze koji se prvi
put detektuje u trudnodi, a ¢ija globalna standardizovana prevalenca iznosi 14% (Pheiffer i sar, 2018;
Wang i sar, 2022). Iako kori$¢enje razlicitih testova za detekciju GDM-a, kao i razli¢itih dijagnosti¢ih
kriterijuma znacajno otezava procenu ucestalosti ovog poremecaja, jasno je da GDM predstavlja
jedan od najée$c¢ih poremecaja u trudnodi sa ucestalos¢u koja je u stalnom porastu (Wang i sar, 2022).

Trudno¢a u kasnijoj zivotnoj dobi Zene, etnicka pripadnost, GDM u prethodnoj trudno¢i,
istorija dijabetesa tipa 2 u porodici, gojaznost (BMI>25), konzumacija cigareta, slaba fizicka
aktivnost pre i u toku trudnoce i genetiCka predispozicija predstavljaju faktore rizika za razvoj
dijabetesa u trudno¢i (Mclntyre i sar, 2019).

Poznato je da su dva glavna uzroka razvoja GDM-a insulinska rezistencija i hroni¢na
subklinic¢ka inflamacija. Insulinska rezistencija nastaje usled smanjene sekrecije insulina od strane 3
¢elija pankreasa i neadekvatnog odgovora tkiva na insulin (Vrachnis i sar, 2012). Tokom normalne
trudnoce, usled produkcije hormona rasta, kortikotropina, laktogena i progesterona u placenti, raste
rezistencija na insulin, a ukoliko se insulin ne produkuje u dovoljnoj koli¢ini da nadomesti porast
insulinske rezistencije dolazi do razvoja gestacijskog dijabetesa (Ibarra i sar, 2018). S druge strane,
inflamatorni procesi u trudno¢i mogu dovesti do poremecaja glikemije. Dva glavna inflamatorna puta
kod GDM-a su NF-kB (engl. nuclear factor kappa B) i STAT3 (engl. signal transducers and
activators of transcription 3) koji regulisu ekspresiju proinflamatornih i antiinflamatornih citokina i
inflamatorni odgovor (Mendonca i sar, 2022). Citokini, IL-1p, IL-6 i TNF-a, u¢estvuju u pokretanju
kanonskog puta aktivacije NF-kB, dok je IL-6 uklju¢en u razvoj insulinske rezistencije preko STAT3
puta. Ne samo da se aktivacijom navedenih puteva pojacava inflamatorno stanje, ve¢ se pospesuje
razvoj insulinske rezistencije i1 pogorSava hiperglikemija usled ¢ega dolazi do razvoja GDM-a
(Mendonga i sar, 2022).



Kod trudnica sa GDM-om homeostaza glukoze se u najve¢em broju slucajeva ponovo
uspostavlja nedugo nakon porodaja (Pheiffer i sar, 2018). Medutim, hiperglikemija u trudno¢i moze
dovesti do razlicitih perinatalnih komplikacija, kao Sto su makrozomija, prevremeni porodaj,
preeklampsija i neonatalna hipoglikemija (Jensen i sar, 2003; Metzger i sar, 2008). Pokazano je da su
navedene komplikacije ¢esc¢e kod trudnica kod kojih je nivo glukoze u drugom satu oralnog testa
tolerancije na glukozu (engl. Oral Glucose Tolerance Test, OGTT) > 11,1 mmol/l, kao i da se
navedene negativne posledice GDM-a mogu preduprediti adekvatnim le¢enjem i regulisanjem
maternalnog nivoa glukoze u krvi u toku trudnoce (Jensen i sar, 2003; Mclintyre i sar, 2019).

Takode, GDM povecava rizik za razli¢ita oboljenja koja se mogu javiti kasnije tokom zivota
majke i njenih potomaka. Pokazano je da deca iz GDM trudnoca imaju visi rizik za gojaznost, razvoj
metabolickog sindroma i dijabetes tipa 2 (DM2) od dece ¢ije majke nisu imale dijabetes u trudno¢i
(Clausen i sar, 2008; Clausen i sar, 2009). Za razliku od perinatalnih komplikacija koje se mogu javiti
kao posledica gestacijskog dijabetesa, dosadasnja istrazivanja, iako malobrojna, pokazala su da
adekvatno leCenje ovog poremecaja nema uticaja na dugoroéne komplikacije koje se mogu javiti kod
dece iz GDM trudnoca (Mclntyre i sar, 2019). Pored navedenog, zene koje su u trudnoc¢i imale GDM
imaju sedam puta visi rizik da kasnije tokom Zivota razviju dijabetes melitus tipa 2 u odnosu na zdrave
trudnice (Bellamy i sar, 2009). Povisen indeks telesne mase (engl. body mass index, BMI), razvoj
GDMe-a rano u trudno¢i, visi nivoi glukoze u krvi u trenutku postavljanja dijagnoze GDM-a, potreba
za leCenjem insulinom 1 poremecaj tolerancije glukoze nakon porodaja predstavljaju faktore rizika za
kasniji razvoj dijabetesa kod Zena koje su imale GDM (Mclintyre i sar, 2019). Takode, GDM za
posledicu ima povisen rizik za kasniji razvoj kardiovaskularnih oboljenja (Kramer i sar, 2019). Brojna
istrazivanja su pokazala da su pravovremena detekcija ovog poremecaja i adekvatna terapija od
izuzetnog znacaja, a sve u cilju poboljSanja ishoda trudnoce 1 zdravlja majke 1 deteta.

Dijagnoza gestacijskog dijabetesa postavlja se koris¢enjem oralnog testa tolerancije na
glukozu koji se savetuje svim trudnicama izmedu 24. i 28. nedelje gestacije. Do danas nije razvijen
adekvatan rani skrining test koji bi omogucio detekciju zena koje ¢e kasnije u trudno¢i razviti GDM.
Dalje studije neophodne su kako bi se rasvetlili metabolicki putevi i molekularni mehanizmi koji leze
u osnovi ovog poremecaja, U cilju bolje prevencije, tretmana, identifikacije biomarkera GDM-a i
eventualnog razvoja adekvatnog skrining testa.

1.1.2. Gestacijska hipertenzija

Gestacijska hipertenzija (gestacijska arterijska hipertenzija, GH) zajedno sa preeklampsijom
(PE), superponiranom preeklampsijom i hroni¢nom hipertenzijom ¢ini grupu hipertenzivnih
poremecaja u trudno¢i (engl. Hypertensive Disorders of Pregnancy, HDP) (Metoki i sar, 2022). GH
predstavlja povisen krvni pritisak (sistolni pritisak >140 i/ili dijastolni pritisak >90 mm Hg) bez
proteinurije (<300 mg/24 h) koji je detektovan prvi put nakon 20. nedelje trudnoce u dva merenja sa
minimum 4 sata razmaka (Lo i sar, 2020). Tezi oblici gestacijske hipertenzije podrazumevaju sistolni
krvni pritisak >160 mm Hg 1/ili dijastolni krvni pritisak >110 mm Hg (ACOG Practice Bulletin,
2020). GH, za razliku od PE, karakterise odsustvo znakova disfunkcije organa (ACOG Practice
Bulletin, 2020; Beech i Mangos, 2021). Poremecaj je prisutan u 1-6% trudnoc¢a (Lo i sar, 2020).
Prekomerna tezina, gojaznost i dijabetes predstavljaju neke od faktora rizika za razvoj gestacijske
hipertenzije (Riise i sar, 2018).

Krvni pritisak trudnica sa GH najces¢e se normalizuje u prvih dvanaest nedelja nakon
porodaja, a ukoliko u tom periodu ne dode do regulisanja krvnog pritiska potrebno je razmotriti
revidiranje dijagnoze u primarnu ili sekundarnu hipertenziju (Beech i Mangos, 2021). lako je ishod
trudnoc¢a sa GH u najvec¢em broju slucajeva povoljan, gestacijska hipertenzija se dovodi u vezu sa
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razli¢itim komplikacijama koje se mogu javiti u kasnoj trudnoé¢i. GH u do 50% slucajeva progredira
u preeklampsiju uz pratecu proteinuriju i disfunkciju organa majke, te je strogi nadzor trudnica sa GH
neophodan. Pogorsanje klini¢ke slike i razvoj preeklampsije uglavnom se deSavaju tokom prve tri
nedelje nakon postavljanja dijagnoze GH, a ¢es¢i su kod trudnica kod kojih je GH dijagnostikovan
pre 32. nedelje gestacije (ACOG Practice Bulletin, 2020). Pored navedenog, trudnice sa GH imaju
povisen rizik za razvoj eklampsije, HELLP sindroma, abrupciju placente, smanjen rast ploda,
prevremeni porodaj i mrtvorodenost (Riise i sar, 2018; ACOG Practice Bulletin, 2020). Takode,
razlic¢ita oboljenja koja se mogu javiti kasnije u zivotu majke ¢es¢e se desavaju kod trudnica sa GH
nego kod zdravih trudnica. Tako, GH u prvoj trudnoéi 1,8 puta povecava rizik za razvoj
kardiovaskularnih oboljenja majke, a ukoliko je GH spregnut sa zastojem u rastu ploda i/ili
prevremenim porodajem rizik se povecava na 2,6 puta u odnosu na trudnice bez hipertenzivnih
poremecaja (Riise i sar, 2018). Rizik za razvoj kardiovaskularnih oboljenja visi je kod trudnica koje
su imale GH u dve ili samo u drugoj trudno¢i u odnosu na one sa GH samo u prvoj trudno¢i. Pokazano
je da su rizici za razvoj kardiovaskularnih oboljenja sli¢ni kod trudnica koje su u prvoj ili drugoj
trudno¢i imale GH kao kod onih koje su imale PE (Riise i sar, 2018), §to dodatno ukazuje na tezinu
poremecaja i potrebu za strogim 1 dugoro¢nim pracenjem Zena sa istorijom gestacijske hipertenzije.

Nekoliko studija ukazuje na zajednicke mehanizme razliCitih tipova hipertenzije u trudnoci,
koji ukljucuju inflamaciju, oksidativni stres i endotelnu disfunkciju (Kurlak i sar, 2014; Phoswa,
2019; Gencheva i sar, 2022). Oksidativni stres rezultuje smanjenom perfuzijom placente, endotelnom
disfukcijom i pojacanim inflamatornim procesima kod majke, te se smatra glavnim uzro¢nikom
razvoja GH i PE (Phoswa, 2019). Endotelna disfunkcija predstavlja poremecaj koji se definise
smanjenom vazodilatacijom uz favorizovanje proinflamatornog okruzenja i stanja tromboze, §to vodi
pojacanoj inflamaciji u vaskularnom tkivu (Rodrigo i sar, 2011). Prethodna saznanja ukazuju da se
parametri oksidativnog stresa ne razlikuju izmedu gestacijske hipertenzije i preeklampsije (Kurlak i
sar, 2014). Kako su navedeni mehanizmi zajednicki za GH i PE dugo se debatovalo da li su to razli¢iti
spektri jednog poremecaja ili dva odvojena entiteta. Danas je poznato da metabolicke 1 molekularne
promene koje leze u njihovoj osnovi nisu u potpunosti iste, te da se radi o dva razliCita patoloska
stanja. Medutim, veéina dosada$njih istrazivanja obuhvatala su viSe tipova hipertenzivnih poremecaja
u trudno¢i ili samo PE, te su studije koje ispituju isklju¢ivo GH neophodne kako bi se napravila jasna
distinkcija izmedu razli¢itih hipertenzivnih poremecaja u trudnoci, razjasnila patogeneza gestacijske
hipertenzije i unapredile metode njene prevencije i leCenja.

1.2. Potencijalni biomarkeri patoloskih stanja u trudnodi

Rana detekcija Zena sa visokim rizikom za razvoj razli¢itih komplikacija u trudno¢i mogla bi
poboljsati ishode trudnoce i dugorocno zdravlje majki i njihovih potomaka. Do danas nije
identifikovan adekvatan biomarker koji bi dovoljno rano u trudnoéi uz visoku specificnost i
senzitivnost detektovao trudnice sa poviSenim rizikom za razvoj GDM-a ili GH-e. Idealan biomarker
bio bi onaj koji bi omogucio detekciju visokorizi¢nih trudnica ve¢ u prvom trimestru trudnoée, u
periodu kada se radi skrining na fetalne aneuploidije (Mavreli i sar, 2021). Uz to, potrebno je da ovaj
marker bude lako dostupan uz minimalno invazivne procedure poput uzorkovanja periferne krvi i da
se za njegovo merenje mogu koristiti standardizovane laboratorijske metode, relativno brze,
jednostavne i ekonomski isplative (Mavreli i sar, 2021).

Kako u razvoju dijabetesa i hipertenzije u trudno¢i ucestvuje veéi broj medusobno umrezenih
patofizioloskih procesa, za odabir adekvatnog biomarkera neophodno je razumevanje molekularnih
mehanizama koji leze u njihovoj osnovi, te su potrebne studije sa ve¢im studijskim grupama koje
ispituju razli¢ite domene nastanka ovih poremecaja. Oksidativni stres zauzima znacajno mesto u
ispitivanjima dijabetesa i hipertenzije u trudno¢i. Nekoliko studija pokazalo je da je nivo oksidativnog
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stresa povisen kod zena sa poremecajem hiperglikemije ili krvnog pritiska u trudno¢i (Draganovic i
sar, 2016; Li i sar, 2016). Jedan od nedostataka dosadasnjih istraZivanja je §to obuhvataju veliki broj
razli¢itih parametara te su rezultati ¢esto neadekvatni za poredenje. Stoga Drejza i saradnici (2022)
preporucuju uvodenje univerzalnog seta markera koji bi se ispitivali, a medu kojima bi bili 8-hidroksi-
2’-deoksiguanozin i malondialdehid kao glavni parametri za procenu nivoa oksidativnog osteéenja
DNK i lipida.

Imunoloski status predstavlja jo$ jedan aspekt znacajan kako za normalne trudnoce, tako i one
pracene razvojem razli¢itih komplikacija. Nivo citokina u perifernoj krvi odrazava razliite
imunoloske procese u organizmu, pa se merenje istih koristi u ispitivanjima inflamatornog statusa
trudnice, imunoloskih poremecaja, fetalnog stresa i perinatoloskih komplikacija (Gelen i sar, 2017;
Sljivancanin Jakovljevic i sar, 2019; Jarmund i sar, 2021).

Pored gore navedenog, poslednjih godina studije koje ispituju nekodiraju¢e RNK, medu
kojima su male nekodirajuce mikroRNK (engl. microRNA, miRNK) i duge nekodiraju¢e RNK (engl.
long non-coding RNA, IncRNK), daju obecavajuce rezultate kada je u pitanju identifikacija markera
razli¢itih patoloskih stanja u trudnoc¢i (Munjas i sar, 2021; Gao i sar, 2023). Stabilnost miRNK glavna
je prednost ovih molekula u odnosu na vecinu drugih potencijalnih biomarkera, a smatra se da bi u
buduénosti MIRNK mogli imati i terapeutski znacaj (Mavreli i sar, 2021).

lako se poslednjih godina sve veci broj studija bavi ispitivanjem perinatoloskih komplikacija
i biomarkera koji ih karakteriSu, dinamicke promene na molekularnom nivou i ¢elijski procesi koji
dovode do razvoja i progresije ovih komplikacija jo§ uvek nisu u potpunosti jasni.

1.2.1. MikroRNK

MikroRNK predstavljaju male, nekodirajuée, visoko evoluciono o¢uvane RNK molekule koji
se sastoje od 18 do 25 nukleotida (Moura i sar, 2014). Imaju ulogu u regulaciji genske ekspresije na
posttranskripcionom nivou. Svoju aktivnost postizu vezivanjem za 3’ netranslatirajuci region (engl.
3’ untranslated region, 3’ UTR) ciljne informacione RNK (iRNK) $to dovodi do njene degradacije
ili sprecavanja translacije, a oba mehanizma za posledicu imaju smanjenje nivoa proteina (Pheiffer i
sar, 2018). Dosadasnja istrazivanja pokazuju da je degradacija IRNK dominantni mehanizam dejstva
miRNK (Guo i sar, 2010).

Oko 50% gena za miRNK nalazi se u intronima protein kodiraju¢ih gena, dok se manji broj
miRNK prepisuje sa egzonskih sekvenci protein kodiraju¢ih gena. Preostali geni za miRNK pripadaju
intergenskim delovima DNK molekula, imaju svoje promotore i nezavisno se prepisuju. Postoje i
familije miIRNK Kkoje se prepisuju zajedno u vidu jednog dugog transkripta (O'Brien i sar, 2018).
Biogeneza miRNK zapocinje u jedru sintezom primarnog miRNK transkripta (pri-miRNK) uz pomo¢
RNK polimeraze 11 kod kanonskog puta biogeneze miRNK, odnosno RNK polimeraze 111 u slucaju
nekanonskog puta (Dalgaard i sar, 2022) (slika 1). Najvec¢i broj miRNK sintetiSe se kanonskim putem
tokom kog ribonukleaza 111, Drosha, u kompleksu sa RNK vezuju¢im proteinom DGCRS8 (engl.
DiGeorge Syndrome Critical Region 8) od pri-miRNK produkuje prekursor miRNK (pre-miRNK)
duzine oko 70 nukleotida. Pre-miRNK se zatim transportuje u citoplazmu pomoc¢u Exportin-5/Ran-
GTP kompleksa. Nakon toga, RNaza |1l endonukleaza pod nazivom Dicer zajedno sa TRBP iseca
petlju i prevodi pre-miRNK u kratku dvolanc¢anu RNK. Argonaut (AGO, kod coveka AGO1-4)
protein potom vezuje jedan od dva lanca iz miRNK dupleksa i to najce$¢e onaj Ciji je 5’ kraj
termodinamicki manje stabilan ili koji na 5 kraju ima uracil. Ovaj lanac ¢e na kraju predstavljati
zrelu miRNK; te se naziva vode¢i lanac (engl. guide strand). Drugi, komplementaran ili delimi¢no
komplementaran lanac, koji se naziva i lanac putnik (engl. passenger strand), ubrzo biva degradovan
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(O'Brien i sar, 2018). miRNK zajedno sa AGO proteinom ¢ini MIRNK-indukovani utiSavajuci
kompleks (engl. miRNA-induced silencing complex, miRISC kompleks) u okviru kog miRNK
ostvaruje svoju funkciju.

Nekanonski put biogeneze miRNK moze biti Drosha/DGCR8-nezavisan ili Dicer-nezavisan.
Jedan od primera Drosha/DGCR8-nezavisnog puta su pre-miRNK koje nastaju isecanjem introna iz
IRNK tokom splajsovanja, a nazivamo ih mirtroni. Dicer-nezavisan put predstavlja biogenezu
miRNK od RNK transkripata koji imaju strukturu kratke ukosnice, te nemaju dovoljnu duzinu da bi
predstavljali supstrat za Dicer, a njihovu biogenezu finalizuje AGO2 protein (O'Brien i sar, 2018).

Nazivi miRNK ukljucuju prefiks koji se sastoji iz tri slova, a koji ozna¢ava vrstu (“hsa” za
¢oveka), zatim “miR” gde veliko “R” oznacava da se radi o zreloj miRNK. Ukoliko je “mir”” navedeno
malim slovima odnosi se na ime gena (i tada se navodi u italiku), pri-miRNK ili pre-miRNK. Nakon
navedenih oznaka sledi broj koji je specifican za odredenu miRNK, a zatim se navodi oznaka koja
ukazuje od kog lanca kratke dvolancane RNK je nastala miRNK (3’ ili 5°) (McDonald i Ajit, 2015).
Radi lakSeg navodenja u daljem tekstu bice koriS¢eni skraceni oblici naziva za miRNK, bez oznake
za vrstu i lanac, te ¢e na primer hsa-miR-29a-3p biti ozna¢ena kao miR-29a.
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Slika 1. Sematski prikaz biogeneze miRNK. Preuzeto i prilagodeno prema Dalgaard i sar, 2022.

Otkrice miRNK 1993. godine kod Caenorhabditis elegans (Lee i sar, 1993) znacajno je
izmenilo dotadasnje poglede na regulaciju genske ekspresije. Kod ¢oveka je do sada poznato preko
2000 miRNK, od kojih svaka moZe regulisati do 200 razli¢itih gena. Smatra se da miRNK reguliSu
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preko 30% genoma (Dias i sar, 2018; Pheiffer i sar, 2018). Zahvaljujué¢i svom Sirokom spektru dejstva
MIRNK imaju znacajnu ulogu u regulaciji razlic¢itih éelijskih procesa ukljucujuci proliferaciju,
diferencijaciju i apoptozu (Pheiffer i sar, 2018).

Pokazano je da ¢ak i male promene u funkcionisanju miRNK mogu dovesti do velikog broja
fizioloskih promena i posledi¢nog razvoja razli¢itih bolesti. Nekoliko studija pokazalo je da miRNK
imaju izmenjenu ekspresiju kod komplikacija koje se javljaju u trudnoé¢i (Zhao i sar, 2011; Munaut i
sar, 2016; Khaliq i sar, 2018). Cirkulisu¢e miRNK u perifernoj krvi trudnica pretezno su placentnog
porekla (Abdelazim i sar, 2022). miRNK se u perifernu krv majke oslobadaju u okviru egzozoma,
drugih ekstracelularnih vezikula, apoptotskih tela ili u kompleksu sa lipidima ili proteinima, te ih
odlikuje visoka stabilnost (Dias i sar, 2018; Pheiffer i sar, 2018). Uz to se jednostavno i brzo mogu
izolovati iz seruma ili plazme, $to je razlog sve veceg interesovanja za miRNK kao potencijalne
biomarkere razlic¢itih komplikacija u trudno¢i. Pored toga, njihova ekspresija se lako moze odrediti
koris¢enjem kvantitativnog PCR-a u realnom vremenu (engl. quantitative real-time PCR, qPCR),
brzom metodom visoke senzitivnosti i specificnosti (Pheiffer i sar, 2018).

Smatra se da miRNK imaju tkivno-specificnu ekspresiju, a kako se miRNK koje produkuje
placenta oslobadaju u krvotok majke, analiza miRNK iz majéine krvi ima veliki potencijal u
ispitivanjima placentne disfunkcije koja karakterise hipertenzivne poremecaje trudnoce. Poznato je
da normalizacija nivoa miRNK ima ulogu u sprecavanju ili leCenju razli¢itih bolesti poput dijabetesa,
te ovi molekuli, pored dijagnosti¢kog, imaju i terapeutski potencijal (Regazzi, 2018). Takode,
nekoliko studija je pokazalo da detekcija promene nivoa ekspresije mMiRNK moze imati i prognostic¢ki
znacaj (Pheiffer i sar, 2018). Ipak, kako svaka miRNK reguliSe ekspresiju velikog broja gena,
odredena miRNK moze biti uklju¢ena u razvoj vise razli¢itih poremecaja i oboljenja, stoga je moguce
da bi istovremeno koris¢enje vise razli¢itih markera povecalo njihov pojedinaéni prediktivni znacaj
(Dias i sar, 2018).

Sve ve¢i broj studija zasniva se na ispitivanju miRNK kao potencijalnih biomakera
komplikacija koje se javljaju u trudno¢i. lako ovi molekuli za sada imaju veliki dijagnosticki
potencijal kada je u pitanju detekcija trudnica sa povisenim rizikom za razvoj dijabetesa i hipertenzije
u trudno¢i, dosadasnji rezultati su prilicno heterogeni i neadekvatni za poredenje za §ta postoji
nekoliko mogucih razloga (Ibarra i sar, 2018):

1. razli¢ita vrsta analiziranog bioloskog materijala. Cak i kada je u pitanju samo periferna
krv kao izvor ispitivanin miRNK pristup u ispitivanjima je dosta razli¢it, pa tako neke
studije koriste plazmu ili serum, dok je u drugim kori$¢ena puna krv za dalja ispitivanja;

2. postojanje znacéajnih razlika izmedu studija u veli¢ini ispitivane grupe;

3. postojanje razlika izmedu studija u periodu gestacije kada su prikupljani uzorci. Kako
miRNK ekspresija varira tokom trudnoée nisu sve studije adekvatne za medusobno
poredenje;

4. faktori poput pola fetusa, BMI i prirode porodaja mogu uticati na dobijene rezultate;

5. kriterijumi za postavljanje odgovarajuce dijagnoze, npr. gestacijskog dijabetesa, mogu se
razlikovati medu studijama, a samim tim i selekcija ispitanika;

6. odabir metode izolacije i endogene kontrole kori§¢ene za normalizaciju su od krucijalnog
znacaja za adekvatnu postavku eksperimenta i dobijanje validnih rezultata. Adekvatna
endogena kontrola se moze razlikovati za razliite vrste tkiva.



1.2.1.1. hsa-miR-29a-3p

Gen za hsa-miR-29a-3p (u daljem tekstu miR-29a) nalazi se na hromozomu 7, u regionu
q32.3, pripada miR-29 familiji i transkribuje se zajedno sa miR-29b-1 (Kriegel i sar, 2012). miR-29
familija obuhvata sedam zrelih miRNK, od kojih tri predstavljaju visoko eksprimirane, glavne (engl.
major) forme (hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-29b-3p i hsa-miR-29¢c-3p), dok je ekpresija preostale Cetiri
znacajno niza, te ih nazivamo “minor” formama (hsa-miR-29a-5p, hsa-miR-29b1-5p, hsa-miR-29b2-
5p i miR-29c¢-5p). Familija miR-29 je u potpunosti evoluciono o¢uvana medu sisarima, a sve “major”
forme imaju identi¢ne kljucne regione, takozvane sekvence “semena” (engl. “seed sequence ), zbog
Cega im je vecina ciljnih gena zajednicka, §to nije sluc¢aj sa “minor” formama. Sve miRNK ove
familije se prepisuju sa dva klastera: miR-29a-bl koji je u humanom genomu lokalizovan na
hromozomu 7, i miR-29b2-c, lokalizovanog na hromozomu 1 (Dalgaard i sar, 2022) (slika 2) .
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Slika 2. miR-29 familija kod ¢oveka. (A) Sekvence zrelih miRNK. (B) Genomska lokalizacija klastera
1, miR-29a-bl. Sa klastera 1 prepisuju se miR-29a i miR-29bl. (C) Genomska lokalizacija klastera 2, miR-
29b2-c. Sa klastera 2 prepisuju se miR-29b2 i miR-29c. Preuzeto i prilagodeno prema Dalgaard i sar, 2022.
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lako predstavlja jednu od najcesce ispitivanih miRNK kod dijabetesa tipa 2 i GDM-a (Deng i
sar, 2020; Sgrensen i sar, 2021; Dalgaard i sar, 2022), dosadasnji rezultati su oprecni, verovatno usled
koriS¢enja razli¢itih vrsta uzoraka i male grupe ispitanika. Smatra se da miR-29a ucestvuje u
normalnom funkcionisanju -¢elija pankreasa, zatim sekreciji i signalnim putevima insulina (Pullen
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i sar, 2011; Dooley i sar, 2016). Pokazano je da se miR-29a i miR-29b vezuju za 3’UTR region iRNK
membranskog monokarboksilatnog transportera (MCT1) kod ljudi i miSeva, $to za posledicu ima
smanjenje ekspresije MCT1 proteina. Promena ekspresije MCT1 mozZe uticati na sekreciju insulina
od strane B-celija, a regulacija ekspresije ovog gena egzogenim miRNK predloZzena je za moguci
terapeutski pristup kod dijabetesa tipa 2 (Pullen i sar, 2011).

Pored moguée uloge u nastanku dijabetesa, nekoliko studija je ukazalo na izmenjenu
ekspresiju miR-29a kod hipertenzivnih poremecaja u trudno¢i (Li i sar, 2013; Khaliq i sar, 2018).
Takode, pokazana je veza izmedu miR-29a i vaskularne disfunkcije koja se javlja kod trudnica sa GH
i PE. Naime, endotelna funkcija, placentna angiogeneza i vazodilatacija su strogo regulisani faktorima
rasta koji predstavljaju ciljne gene miR-29a/c, kao $to su vaskularni endotelni faktor rasta A (engl.
vascular endothelial growth factor A, VEGFA) i faktor rasta fibroblasta 2 (engl. fibroblast growth
factor, FGF2). VEGFA i FGF2 regulisu celijske procese aktivacijom razli¢itih protein kinaza,
uklju¢uju¢t AKTI1, a njihova ekspresija u placenti znacajno je izmenjena kod hipertenzivnih
poremecaja poput preeklampsije. Pokazano je da u odsustvu miR-29a/c dolazi do inhibicije FGF2-
zavisne fosforilacije AKT1 u endotelnim ¢elijama umbilikalne vene. Takode, inhibira se FGF2- i
VEGFA-zavisna migracija endotelnih ¢elija, Sto ukazuje na proangiogenu ulogu miR-29a/c i njenu
verovatno kljuénu ulogu u endotelnoj disfunkciji u PE (Zhou i sar, 2017).

1.2.1.2. hsa-miR-17-5p

hsa-miR-17-5p (u daljem tekstu miR-17) pripada policistronskom miR-17-92 klasteru koji je
kodiran genom MIR17HG, a koji se u humanom genomu nalazi na hromozomu 13 u regionu g31.3.
Sa miR-17-92 klastera se istovremeno prepisuje Sest razli¢itih zrelih miRNK: hsa-miR-17, hsa-miR-
18a, hsa-miR-19a, hsa-miR-20a, hsa-miR-19b-1 i hsa-miR-92a-1 (Dal Bo i sar, 2015). Na osnovu
sekvence “semena”, ovih Sest miRNK je podeljeno u ¢etiri familije, tako da miR-17 i miR-20a
pripadaju miR-17 familiji (Wang i sar, 2012). Na suprotnom lancu DNK kodirane su miRNK koje su
komplementarne prekursorima gore navedenih miRNK. Zatim, postoje i dva paraloga ovog Klastera,
miR-106a-363 na hromozomu X i klaster miR-106b-25 na hromozomu 7 u okviru kojih postoje
miRNK homologe onim iz miR-17-92 klastera. Ostali ¢lanovi miR-17 familije kodirani su u okviru
jednog od navedenih paraloga (Dal Bo i sar, 2015) (slika 3).

mMiR-17 je placentno specificna miRNK koja reguliSe diferencijaciju, angiogenezu i apoptozu
trofoblastnih ¢elija, te njena aberantna regulacija dovodi do poremecaja razvoja placente (Abdelazim
i sar, 2022). Bioinformati¢ke predikcije ukazuju da su medu ciljnim genima miR-17 geni koji kodiraju
VEGFA, efrin tip B receptor 4 (EPHB4) i efrin-B2 (EFNB2), a koji imaju vaznu ulogu u placentaciji
(Wang isar, 2012). Mogu¢i mehanizam dejstva kod pacijentkinja sa PE, a za koje je poznato da imaju
poviSene nivoe miR-17, zasniva se na tome da prekomerna ekspresija miR-17 dovodi do inhibicije
ekspresije EFNB2 i EPHBA4, $to spreCava invaziju trofoblastnih ¢elija i adekvatnu vaskularizaciju
(Wang i sar, 2012). Takode, povisen nivo miR-17 ima negativan efekat na ekspresiju VEGFA §to
moze dovesti do poremecaja angiogeneze (Abdelazim i sar, 2022). Navedeni mehanizmi jasno
ukazuju na moguce razloge postojanja poremecaja razvoja placente koji se javljaju kod trudnica sa
HDP.
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Slika 3. miR-17-92 klaster kod coveka. (A) Genomska lokalizacija miR-17-92 klastera (gen
MIR17HG). Dva transkripta gena predstavljena su plavom bojom, a crvenom pojedinacne miRNK koje se
prepisuju sa klastera. (B) Struktura i lokalizacija miR-17-92 klastera i njegovih paraloga miR-106a-363 i miR-
106b-25. (C) miR-17, miR-18, miR-19 i miR-92 familije. Sekvence “semena” oznaene su boldovanim
slovima. Preuzeto i prilagodeno prema Dal Bo i sar, 2015.

9



Pored navedenog, predikcije pokazuju da je miR-17 preko AKT3 uklju¢ena u mTOR signalni
put, zatim u signalni put mitogenom aktiviranih protein kinaza (engl. mitogen-activated protein
kinase, MAPK) i signalni put insulina, te se dovodi u vezu sa insulinskom rezistencijom i gestacijskim
dijabetesom (Zhu i sar, 2015). Poremecaji u MAPK signalnom putu ukljuceni su u razvoj visokog
krvnog pritiska, dijabetesa i komplikacija u trudno¢i. Zhu i saradnici (2015) su pokazali da je nivo
mIiR-17 znacajno povisen u plazmi trudnica sa GDM-om u odnosu na zdrave trudnice.

1.2.1.3. hsa-miR-181a-5p

hsa-miR-181a-5p (u daljem tekstu miR-181a), pored hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-181c-5p i
hsa-miR-181d-5p, pripada miR-181 familiji, visoko evoluciono o¢uvanoj kod svih ki¢menjaka. Sve
miRNK ove familije imaju identi¢ne 5° sekvence “semena”, sto ukazuje na sli¢nost ciljnih grupa gena
¢iju ekspresiju regulisu (Kim i sar, 2021). Kod ¢oveka se navedene miRNK prepisuju sa tri razli¢ita
klastera, sa hromozoma 1, 9 i 19. Pored Cetiri zrele 5p miRNK, sa istih klastera se prepisuje i Sest
zrelih 3p miRNK, ali je njihova ekspresija kod ¢oveka znacajno manja nego 5p formi. Zrela miR-
181a-5p se sintetiSe od dva razli¢ita prekursora, pre-mir-181al i pre-mir-181a2, od kojih se prvi
prepisuje sa klastera na hromozomu 1, dok je drugi kodiran u okviru Klastera na hromozomu 9 (slika
4). Navedeni prekursori daju identi¢ne zrele miRNK (Indrieri i sar, 2020).

A

miR-181a-5p AACAUUCABBGCUGUCGGUGHEGU
miR-181b-5p  AACAUUCARMGCUGUCGGUGHGU
miR-181c-5p  AACAUUCABEECUGUCGGUGHGU
miR-181d-5p  AACAUUCARMGBUGUCGGUGHGU

* kK ok ok ok koK khkkhkhkhkhkkhk Kk

miR-18la-3p -accaucgaccguugauuguacc 22
miR-18la-2-3p —-accacugaccguugacuguacc 22
miR-181b-3p -cucacugaacaaugaaugcaa- 21
miR-181b-2-3p -cucacugaucaaugaaugca-- 20
miR-181c-3p aaccaucgaccguugaguggac- 22
miR-181d-3p -—-ccaccgggggaugaaugucac 21
* % * * * * * %
miR-181b1 miR-181a1
Klaster miR-181al1/b1
chrl
198,828,000 198,828,283
miR-181a2 miR-181b2
Klaster miR-181a2/b2
chr9
127,454,685 127,456,098
miR-181c  miR-181d
Klaster miR-181c/d
chrl9

13,985,502 13,985,831

Slika 4. Sekvence zrelih (A) 5p i (B) 3p miRNK iz familije miR-181 ¢oveka. Sekvenca “semena”,
identi¢na u slucaju 5p miRNK, oznacena je Zutom bojom. Zelenom i braon bojom oznaceni su nukleotidi koji
se razlikuju medu zrelim 5p miRNK. Nukleotidi koji se razlikuju samo kod miR-181c, odnosno miR-181d,
obeleZeni su ljubiastom i plavom bojom, redom. Zvezdicom su oznaceni nukleotidi identi¢ni kod svih 5p,
odnosno 3p miRNK. (C) Sematski prikaz genomske organizacije tri klastera miR-181 familije kod ¢oveka sa
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prikazanim pozicijama na hromozomima i genomskim koordinatama (hg19). Sema ne prikazuje realan odnos
veli¢ina klastera. Preuzeto i prilagodeno prema Indrieri i sar, 2020.

Kako ucestvuje u sazrevanju B ¢elija u kostnoj srzi, kao i u diferencijaciji i aktivaciji T ¢éelija
timusa i perifernih T ¢elija, miR-181a ima vaznu ulogu u funkcionisanju imunskog sistema (Kim i
sar, 2021). Takode, smatra se da ima znac¢aja u razvoju hipertenzije, dijabetesa i insulinske rezistencije
(Zhou i sar, 2012; Khaliq i sar, 2018).

Moguce je da hipertenzija u trudnodi, konkretno PE, nastaje kao posledica neadekvatne
regulacije miR-181a. Pokazano je da je kod trudnica sa PE poviSena ekspresija miR-181a u
mezenhimalnim ¢elijama izolovanim iz pupCane vrpce i decidue, $to inhibira proliferaciju i
imunosupresivna svojstva ovih c¢elija. Inhibiraju¢i ekspresiju svojih ciljnih gena TGFBR1 i
TGFBRAP1, miR-181a blokira TGF-f signalni put $to za posledicu ima smanjenje proliferacije ¢elija.
Takode, preko MAPK signalnog puta, miR-181a povecava ekspresiju IL-6, VEGF i indolamin 2,3-
dioksigenaze (IDO) ¢ime se smanjuje imunosupresija mezenhimalnih ¢éelija (Liu i sar, 2012). Pored
navedenog, ekspresija miR-181a je povisena u placenti trudnica sa PE, §to inhibira proliferaciju i
progresiju ¢elijskog ciklusa, kao i invaziju trofoblasnih ¢elija, dok indukuje njihovu apoptozu (Huang
i sar, 2019). lako uloga miR-181a u GH jo$ uvek nije u potpunosti razjaSnjena, dosadasnja saznanja
0 asocijaciji miR-181a i PE ukazuju na potencijal za razvoj novih terapija hipertenzije u trudno¢i (Liu
i sar, 2012).

Pokazano je da je u serumu osoba sa dijabetesom tipa 2 povisen nivo miR-181a u odnosu na
zdrave ispitanike (Zhou i sar, 2012). miR-181a se vezuje za 3’UTR region iRNK Sirtl gena, te
prekomerna ekspresija ove miRNK dovodi do smanjene koli¢ine SIRT1 proteina i insulinske
rezistencije u hepatocitima. Takode, inhibicija miR-181a antisens oligonukleotidima povecava nivo
1 aktivnost SIRT1 proteina Sto poboljSava senzitivnost na insulin hepatocita 1 reguliSe glukoznu
homeostazu, te je miR-181a prepoznata kao potencijalni target za terapeutike kod dijabetesa tipa 2
(Zhou i sar, 2012). Dodatne studije su neophodne kako bi se razjasnila uloga miR-181a u
hiperglikemiji u trudno¢i.

1.2.2. Citokini

Citokini su solubilni proteini ¢iju sekreciju vrsi vise tipova ¢éelija poput limfocita, makrofaga
i NK ¢elija (engl. natural killer cells) (Liu i sar, 2021). ReguliSu rast, sazrevanje i aktivnost imunskih
¢elija i predstavljaju medijatore i regulatore imunskog sistema i inflamacije. Jedan citokin mozZe biti
produkovan od strane vise razli¢itih tipova ¢elija, a takode moze ucestvovati u vise razlicitih bioloskih
procesa (Sprague i Khalil, 2009). Promene u njihovoj sekreciji leZe u osnovi velikog broja oboljenja,

a detekcija nivoa razli¢itih citokina moze dati znacajan uvid o dijagnozi i prognozi bolesti (Liu i sar,
2021).

Kako ucestvuju u odrZavanju normalnih ¢elijskih funkcija, proliferaciji 1 migraciji ¢elija,
meducelijskoj komunikaciji i remodelovanju tkiva, citokini imaju znacajnu ulogu i u trudnoéi
(Yockey 1 Iwasaki, 2018). Za normalan tok trudno¢e neophodan je adekvatan balans izmedu
proinflamatornih i antiinflamatornih citokina, te je inflamacija strogo kontrolisana tokom cele
trudnoce. Prva, proinflamatorna faza karakteristicna je za sam pocetak trudnoce, odnosno
implantaciju blastocista, tokom koje dolazi do lokalizovane aktivacije medijatora inflamacije
(Chatterjee i sar, 2014). Tokom druge, antiinflamatorne faze dolazi do povec¢anja nivoa Th2 citokina,
Sto moze biti sistemski ili lokalizovano na feto-maternalnom spoju. Tokom porodaja nastupa
poslednja faza koja je pretezno proinflamatorna (Chatterjee i sar, 2014). Poremecaji u regulaciji
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ekspresije, odnosno aktivnosti citokina i imunskog odgovora u trudno¢i za posledicu mogu imati
neadekvatan razvoj fetusa, placente i razvoj razli¢itih komplikacija (Yockey i lwasaki, 2018) (slika
5).

Th17 @

IL-17, IL-21, IL-22

Th2
Th P Ve Inflamacija
-

%o 1L-4, TL-6, IL-10
0
INF-y, IL-2, TNF-ao

TGF-B; 1L-10

HDP

Trudnoca

Endotelne ¢elije
Uterus

Slika 5. Uloga citokina u razvoju hipertenzije u trudnoc¢i. NaruSen balans izmedu citokina koje
produkuju Thl (IFN-y, IL-2, TNF-a), Th2 (IL-4, IL-6, IL-10), Th17 (IL-17, IL-21, IL-22) i Treg Celije (IL-10,
TGFp) povecava nivo lokalne i sistemske inflamacije, narusava infiltraciju trofoblastnih Celija i indukuje
disfunkciju endotela ¢ime doprinosi razvoju HDP. Thl, Th2 i Th17 —T ¢elije pomocnice (engl. T-helper cells).
Preuzeto i prilagodeno prema Zhou i sar, 2023.

Poslednjih godina veliki broj studija ispituje povezanost inflamacije i komplikacija u trudnoci.
Jasno je da odredeni faktori imaju uticaja na ekspresiju citokina uklju¢ujuci nedelju gestacije, etnicku
pripadnost, puSenje i BMI (Gomes i sar, 2013). Normalnu trudno¢u karakteriSe stanje blage
inflamacije, dok je ona pojac¢ana u slucaju razvoja dijabetesa ili hipertenzije u trudno¢i. Smatra se da
sekrecija citokina od strane Th2 ¢elija, poput IL-4, IL-6 i IL-10, favorizuje normalan razvoj trudnoce,
dok povecana sekrecija Thl citokina, medu kojima su IFN-y i TNF-a, moZe narusiti njen normalan
tok (Gomes i sar, 2013). Pokazano je da izmenjena ekspresija citokina ima ulogu u signalnom putu
insulina i inflamaciji kod trudnica sa gestacijskim dijabetesom (Gelen i sar, 2017).

Jedna od najcesce koris¢enih metoda za detekciju nivoa citokina je enzimski imunosorbentni
test (engl. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) (Liu i sar, 2021). Citokini se relativno
jednostavno mogu izolovati iz razliCitih vrsta uzoraka poput periferne krvi, pljuvacke ili urina.
Njihovo uzorkovanje je neinvazivno ili niskoinvazivno, $to predstavlja jedan od glavnih zahteva u
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ispitivanjima potencijalnih dijagnostickih ili prognosti¢kih markera razli¢itih stanja. Medutim, zbog
kratkog polu-zivota ovih molekula i njihove sposobnosti vezivanja za receptore lako se mogu dobiti
lazno negativni rezultati. Takode, poznato je da antikoagulansi, poput heparina, kao i na¢in pripreme
i Cuvanja uzoraka mogu uticati na koncentracije citokina, te proces izolacije i dalje analize zahteva
visoku stru¢nost u rukovanju ovim uzorcima (Liu, 2021). Drugi metod za indirektnu detekciju
citokina je JPCR kojim se meri koli¢ina iRNK citokina. Ova metoda omogucava prili¢no jednostavnu
I visoko senzitivnu procenu relativne ekspresije gena citokina iz male koli¢ine pocetnog uzorka
(Amsen i sar, 2009). Razli¢ita oboljenja kod Coveka su povezana sa povisenom inflamacijom, te su
ELISA metod i qPCR u $irokoj upotrebi u detekciji citokina i/ili njihovih iRNK kao potencijalnih
biomarkera patoloskih stanja.

1.2.2.1. Interleukin 1P

Interleukin 1B (IL-1pB) pripada IL-1 familiji interleukina, a produkuju ga dendritske celije,
monociti, neutrofili, B ¢elije, T ¢elije, a najve¢im delom makrofagi (Margaryan i sar, 2020; Melton i
Qiu, 2021). U humanom genomu kodiran je genom koji se nalazi na dugom kraku hromozoma 2 u
regionu q14.1 (NCBI, Gene ID: 3553).

Ovaj proinflamatorni citokin signalnu transdukciju i ¢elijski odgovor zapocinje vezivanjem
za IL-1 receptor tip 1 (IL-1R1). Aktivnost IL-1p regulisana je endogenim inhibitorom, IL-1 receptor
antagonistom (IL-1Ra), koji ima sposobnost vezivanja za isti receptor kao IL-1p. IL-1Ra takode
produkuju makrofagi, a odnos IL-1p/IL-1Ra je autoregulisan povratnom spregom. Odgovarajuci
balans izmedu ova dva citokina neophodan je za normalno funkcionisanje 3 ¢elija, a poznato je da
narusavanje njihovog odnosa moze dovesti do razvoja dijabetesa tipa 2 (Margaryan i sar, 2020).

Kako usled vezivanja IL-1p za receptor dolazi do aktivacije p38, ERK i JNK kinaza, IL-1f3
ima znacajnu ulogu u MAPK signalnom putu (Gelen i sar, 2017). Takode, indukuje sekreciju drugih
proinflamatornih citokina, medu kojima je IL-6, ¢ime se pojacava nivo inflamacije. PoviSen nivo IL-
1B stimuliSe endoplazmati¢ni retikulum (ER), dovodi do prekomerne produkcije reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (engl. reactive oxigene species, ROS) i povecanja oksidativnog stresa u celiji
(Alfadul i sar, 2022) (slika 6). Pokazano je da kratkoro¢no izlaganje  ¢elija interleukinu 1B dovodi
do povecanja sekrecije insulina, dok dugoroc¢no izlaganje za posledicu ima rezistenciju i disfunkciju
B ¢elija pankreasa i razvoj dijabetesa (Margaryan i sar, 2020; Alfadul i sar, 2022). Pored uloge u
razvoju dijabetesa, IL-1p je asociran i sa razvojem hipertenzije, pa je tako u limfocitima periferne
krvi Zena sa PE pokazan poviSen nivo IL-1B u poredenju sa zdravim trudnicama (Sljivancanin
Jakovljevic i sar, 2019).
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Slika 6. Dejstvo poviSenog nivoa IL-1f i snizenog nivoa IL-1Ra kod DM2: aktivacija ekspresije
proinflamatornih citokina IL-6, IL-8, IL-33 i IL-18, stimulacija ER, oksidativnog stresa i produkcije ROS-a,
aktivacija JNK kinase, povecana sekrecija insulina. Preuzeto i prilagodeno prema Alfadul i sar, 2022.

1.2.2.2. Faktor nekroze tumora «

Faktor nekroze tumora o (TNF-o), poznat i pod nazivima kaheksin ili kahektin,
proinflamatorni je molekul koji pripada Thl grupi citokina. U humanom genomu kodiran je genom
koji je lociran na hromozomu 6 u regionu p21.33 (NCBI, Gene ID: 7124), a navedeni citokin
produkuju prvenstveno makrofagi, ali i ¢elije masnog tkiva i placenta. TNF-o ostvaruje svoju funkciju
vezujuci se za jedan od dva receptora, TNFR1 i TNFR2, ¢ime se aktivira ekspresija razli¢itih gena
koja moze biti pracena apoptozom (Alijotas-Reig i sar, 2017). Pored regulacije ¢elijske smrti, ima
vaznu ulogu u proliferaciji ¢elija 1 inflamaciji. Znacajna je i njegova funkcija u trudno¢i, posebno u
procesu implantacije i placentacije (Alijotas-Reig i sar, 2017). Tokom normalne trudnoce poveéava
se ekspresija ovog citokina, a njegov glavni izvor je placenta, pri ¢emu se najveci deo produkovanog
TNF-a sekretuje u maternalnu cirkulaciju (Vrachnis i sar, 2012). Patoloski visoka ekspresija ovog
citokina moze biti uzrok razli¢itih komplikacija u trudno¢i poput rekurentnih pobacaja, neuspelih
implantacija, preeklampsije i prevremenog porodaja. Za povoljan ishod trudnoé¢e neophodan je
adekvatan balans izmedu TNF-a, kao predstavnika Th1l grupe citokina, i, sa druge strane, Th2 i Th17
citokina (Alijotas-Reig i sar, 2017).

Hiperglikemija u trudno¢i moZe dovesti do povecane ekspresije TNF-a, $to dalje doprinosi
razvoju insulinske rezistencije 1 hiperlipidemije, ¢ime se dodatno pogorsava hiperglikemijsko stanje
i favorizuje razvoj gestacijskog dijabetesa (Coughlan i sar, 2001). Naime, in vitro ispitivanja su
pokazala da TNF-a indukuje fosforilaciju serina na poziciji 307 u okviru supstrata insulinskog
receptora 1 (IRS-1). Pretpostavlja se da se time narusava interakcija IRS-1 i insulinskog receptora i
signalni put insulina, $to za posledicu moze imati razvoj insulinske rezistencije (Rui i sar, 2001).
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Pokazano je da je u plazmi trudnica sa HDP-om prisutan visi nivo TNF-a nego kod zdravih
trudnica (Peracoli i sar, 2007). TNF-a moze dovesti do aktivacije neutrofila, ekspresije adhezionog
molekula vaskularnih éelija 1 (engl. Vascular Cell Adhesion Molecul 1, VCAM-1) i apoptoze
trofoblastnih ¢elija, §to vodi oStecenju endotela, placentnoj ishemiji i hipoksiji. Navedeni mehanizmi
doprinose daljem razvoju hipertenzije u trudno¢i, a poviSen nivo ovog citokina verovatnije predstavlja
posledicu nego uzrok nastanka hipertenzije. Ostecenje tkiva nastalo tokom HDP-a i posledi¢no
povecanje sistemske inflamacije verovatni je razlog pove¢anog nivoa Thl citokina, uklju¢ujuc¢i TNF-
a, $to dalje moze pogorsati klinicku sliku i dodatno doprineti razvoju hipertenzije u trudno¢i (Zhou i
sar, 2023).

1.2.2.3. Interleukin 6

Interleukin 6 (IL-6) je deo IL-6 familije citokina koji moze imati kako proinflamatornu, tako
i antiinflamatornu ulogu. Ukljucen je u regulaciju velikog broja razli¢itih bioloskih procesa poput
proliferacije, diferencijacije ¢elija i apoptoze (Kristiansen i Mandrup-Poulsen, 2005; Viloti¢ i sar,
2022). U humanom genomu gen za IL-6 je lociran na hromozomu 7 u p15.3 regionu (NCBI, Gene
ID: 3569).

IL-6 ostvaruje svoju funkciju vezivanjem za membransku ili solubilnu formu receptora IL-6a
(IL-6R). Antiinflamatorna uloga IL-6 postize se vezivanjem IL-6 za membransku formu receptora,
nakon cCega dolazi do formiranja heksamernog signalnog kompleksa sa transmembranskim
glikoproteinom 130 (gp130) i pokretanja JAK/STAT ili MAPK signalnog puta (Kristiansen i
Mandrup-Poulsen, 2005; Viloti¢ i sar, 2022). Aktivirani STAT3 najverovatnije indukuje ekspresiju
supresora signalizacije citokina 3 (SOCS3), koji zatim negativno regulise JAK/STAT. SOCS3 je
antiinflamatorni medijator koji odrzava inflamaciju na odgovaraju¢em nivou. Eksprimirani SOCS3
moze inhibirati autofosforilaciju receptora insulina i fosforilaciju tirozina IRS-1/IRS-2, §to smanjuje
senzitivnost na insulin i narusava signalni put insulina (Kristiansen i Mandrup-Poulsen, 2005).

Pored opisanog ¢elijskog odgovora, IL-6 pokreée i meducelijsku signalnu transdukciju
vezujuci se za solubilne forme IL-6R receptora zahvaljuju¢i ¢emu ostvaruje svoje proinflamatorno
dejstvo (Kristiansen i Mandrup-Poulsen, 2005; Viloti¢ i sar, 2022). Ekspresija ovog citokina, izmedu
ostalog, regulisana je razli¢itim miRNK, pa tako miR-29a stimulise ekspresiju IL-6, kao i TNF-a, od
strane makrofaga (Nejad i sar, 2018). S druge strane, inhibicija miR-17 u makrofagima dovodi do
smanjene produkcije navedenih citokina (Zhu i sar, 2013).

Nekoliko studija pokazalo je da je kod trudnica sa HDP-om povisen nivo IL-6 u odnosu na
zdrave trudnice (Kong i sar, 2018; Gencheva i sar, 2021). Istrazivanja pokazuju da IL-6 ima vaznu
ulogu u formiranju krvnih sudova placente (Zhou i sar, 2023). Takode, pokazano je da ekspresija IL-
6, kao i TNF-a, pozitivno koreliSe sa visinom sistolnog krvnog pritiska i da je njihov nivo znacajno
visi kod Zena sa nepovoljnim ishodom trudnoce, te navedeni citokini predstavljaju potencijalne
prognosti¢ke markere hipertenzije u trudnoc¢i (Kong i sar, 2018).

1.2.2.4. Interleukin 17

Proinflamatorni citokin interleukin 17 (IL-17) pripada IL-17 familiji, a proizvode ga Thl7
¢elije. Gen koji ga kodira se u humanom genomu nalazi na kratkom kraku hromozoma 6 u regionu
pl2 (Kolls i Lindén, 2004). Produkuju ga makrofagi, dendridske Celije, NK ¢elije i CD4™ T Celije.
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Ima znac¢ajnu ulogu u inflamaciji, angiogenim procesima, autoimunskim i metaboli¢kim bolestima, a
takode i u odrzavanju normalnog toka trudnoc¢e (Martinez-Garcia i sar, 2011). Najznacajniji izvor
ovog citokina u trudnoéi je placenta, a poremecaji nivoa IL-17 se dovode u vezu sa spontanim
pobacajima. Ekspresija IL-17 raste u poslednjem trimestru trudnoce, Sto sugeriSe njegovu ulogu u
terminaciji trudnoc¢e (Martinez-Garcia i sar, 2011).

Pokazano je da IL-1pB indukuje diferencijaciju CD4" u Th17 ¢elije, dok IL-6 pospeSuje ovaj
proces, te IL-1B i IL-6 zajedno dovode do povecanja produkcije IL-17 (Acosta-Rodriguez i sar, 2007).
S druge strane, IL-17 indukuje ekspresiju proinflamatornih citokina IL-6 i TNF-a (Martinez-Garcia i
sar, 2011) sto za posledicu moze imati razvoj endotelne disfunkcije i hipertenzije (Zhou i sar, 2023).
Takode, povecanje nivoa TNF-a pod dejstvom IL-17 moze dovesti do inhibicije signalnog puta
insulina, $to ukazuje na znacaj ova dva citokina u razvoju dijabetesa tipa 2 (Abdel-Moneim i sar,
2018).

Pokazano je da je u serumu trudnica sa PE i zastojem u rastu ploda povisena ekspresija IL-17,
a nivo ovog citokina pozitivno korelise sa sistolnim krvnim pritiskom (Darmochwal-Kolarz i sar,
2017). Eksperimenti na pacovima su pokazali da IL-17 u trudno¢i indukuje rast krvnog pritiska,
povecanu produkciju ROS-a i oksidativni stres u placenti (Dhillion i sar, 2012), sto dalje doprinosi
razvoju endotelne disfunkcije (Zhou i sar, 2023). Dodatne studije su neophodne kako bi se razjasnila
moguca uloga IL-17 u GDM i GH.

1.2.3. Parametri oksidativnog stresa

Oksidativni stres nastaje usled narusenog balansa izmedu prooksidanasa i antioksidativnog
kapaciteta celije. Slobodni radikali imaju kljuénu ulogu u nastanku oksidativnog stresa, a
predstavljaju molekule sa jednim ili viSe nesparenih elektrona zbog ¢ega su jako nestabilni i visoko
reaktivni (Simon-Szabo i sar, 2021). Prilikom interakcije sa drugim molekulima u organizmu dovode
do ostecenja ¢elija i tkiva, te povecana produkcija slobodnih radikala i oksidativni stres leZe u osnovi
velikog broja bolesti kod ¢oveka (Fogarasi i sar, 2016).

Reaktivne kiseoni¢ne vrste i reaktivne vrste azota (engl. reactive nitrogen species, RNS) imaju
kljuénu ulogu u nastanku oksidativnog stresa. U ROS spadaju superoksid anjon radikal (O2"),
hidroksil anjon radikal (OH"), singletni kiseonik (*O) i vodonik peroksid (H20.), dok RNS
obuhvataju nitroksil anjon (NO"), azot oksid radikal (NO") i peroksinitrit (ONOOQO"). Vecina pripadnika
ROS i RNS molekula su slobodni radikali, a oni koji nemaju slobodan elektron u svom sastavu
predstavljaju reaktivne intermedijere koji interakcijom sa drugim molekulima indukuju stvaranje
slobodnih radikala (Simon-Szabo i sar, 2021).

ROS predstavljaju normalne produkte metabolizma neophodne za veliki broj bioloskih
procesa i hemijskih reakcija u organizmu, a njihov glavni izvor su mitohondrije (Menzel i sar, 2021).
Usled prekomerne produkcije i/ili njihovog nedovoljnog uklanjanja dovode do ostecenja lipida,
proteina i DNK molekula (Simon-Szabo i sar, 2021). Takode, ROS indukuju sintezu velikog broja
proinflamatornih citokina, medu kojima su TNF-a, IL-1B, IL-6, te se smatraju medijatorima
imunskog odgovora, a oksidativni stres se dovodi u vezu sa aktivacijom inflamazoma i inflamacijom
(Gonzélez i sar, 2023). Nivo oksidativnog stresa moze se odrediti pra¢enjem razli¢itih biomarkera
medu kojima su produkti lipidne peroksidacije, produkti oksidacije proteina ili DNK, razli¢iti enzimi
i MiIRNK (Simon-Szabo i sar, 2021).

Trudnocéu, izmedu ostalog, odlikuje stanje povisenog oksidativnog stresa, a glavni izvor ROS-
a je placenta. Usled rasta placente bogate mitohondrijama i aktivacije razli¢itih imunoloskih procesa,
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tokom normalne trudnoce raste nivo slobodnih radikala, prvenstveno superoksid anjon radikala
(Tobota-Wrébel i sar, 2020; Phoswa i Khalig, 2021). Takode, makrofagi placente produkuju azot
oksid (Tobota-Wrdbel i sar, 2020). Pored toga, u prvom trimestru trudnoce zdravih trudnica smanjen
je totalni antioksidativni kapacitet (TAC) u poredenju sa zdravim Zenama koje nisu trudne, zatim,
pocevsi od drugog trimestra TAC raste, da bi u perodu porodaja dostigao normalan nivo (Toescu i
sar, 2002). Poznato je i da je aktivnost superoksid dismutaze (SOD) smanjena u trudno¢i (Hussain i
sar, 2021). Navedeno moze uzrokovati povecanje lipidne peroksidacije i nivoa malondialdehida u
krvi trudnica.

Visok nivo oksidativnog stresa u trudno¢i moze imati negativne efekte po majku i plod, te se
dovodi u vezu sa poremecajima implantacije, spontanim pobac¢ajima, smanjenom tezinom bebe na
rodenju i razvojem anomalija ploda (Tobota-Wrobel i sar, 2020; Phoswa i Khalig, 2021). Do
navedenih komplikacija dolazi zbog poremecaja funkcije placente i posledi¢no smanjene koli¢ine
kiseonika i nutritijenata koje dobija fetus (Tobota-Wrdbel i sar, 2020). Pokazano je da je kod zdravih
trudnica nivo oksidativnog stresa i lipidne peroksidacije vi$i nego kod Zena koje nisu trudne (Idonije
i sar, 2011). Takode, kod trudnica sa dijabetesom ili hipertenzijom postoji poviSen nivo oksidativnog
stresa u poredenju sa zdravim trudnicama, bilo usled prekomerne produkcije ROS-a ili smanjenog
antioksidativnog kapaciteta ¢elija (Sudharshana i sar, 2018; Phoswa i Khalig, 2021).

1.2.3.1. Prooksidativni i antioksidativni mehanizmi

U regulaciji celijskog redoks balansa ucestvuju dve grupe proteina, prooksidativni i
antioksidativni enzimi. Azot oksid sintaza, NADPH oksidaza, lipoksigenaza, ksantin oksidaza, hem
oksigenaza, mijeloperoksidaza i citohrom P450 predstavljaju prooksidativne enzime, a po prirodi
svoje funkcije ve¢inom su oksidaze. Hiperglikemija indukuje povecanu aktivnost navedenih enzima,
najcesc¢e posredstvom NF-kf, §to za posledicu ima povecanu produkciju ROS-a, oksidativni stres,
ekspresiju proinflamatornih citokina i lipidnu peroksidaciju (Gonzélez i sar, 2023). Aktivacija
NADPH oksidaze glavni je uzrok povisene produkcije ROS-a i oksidativnog stresa u hipertenzivnim
uslovima (Rodrigo i sar, 2011). S druge strane, antioksidativni enzimi medu kojima su superoksid
dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza, peroksiredoksin i tioredoksin imaju ulogu u snizavanju
nivoa ROS-a u ¢eliji (Birben 1 sar, 2012). Antioksidativni mehanizmi regulisani su u velikoj meri
transkripcionim faktorom Nrf2 koji aktivira ekspresiju vise antioksidativnih proteina (Gonzalez i sar,
2023). Pored enzima, u sniZzavanju nivoa ROS-a ucestvuju i neenzimski antioksidativni molekuli
poput vitamina A, C, D 1 E, polifenola i flavonoida. Vitamini E i D sprecavaju lipidnu peroksidaciju,
a uz to vitamin D povecava aktivnost glutationa i smanjuje produkciju naprednih krajnjih produkata
glikacije (engl. advanced glycation end-products, AGE). Vitamin C prevodi oksidovani glutation u
njegovu redukovanu formu ¢ime povecava antioksidativni kapacitet ¢elije (Chatzakis i sar, 2021).
Kod trudnica sa gestacijskim dijabetesom utvrden je nizi nivo totalnog antioksidativnog kapaciteta,
kao i vitamina A, superoksid dismutaze, redukovanog glutationa i glutation peroksidaze (Sudharshana
i sar, 2018; Ma i sar, 2021). Pokazano je da dodatak vitaminskih suplemenata ishrani trudnica sa
GDM-om moze smanjiti nivo oksidativnog stresa i inflamacije (Chatzakis i sar, 2021; Li i sar, 2021).
Medutim, kada je u pitanju primena antioksidativne terapije kod hipertenzivnih osoba dosadasnji
rezultati su prili¢no heterogeni (Rodrigo i sar, 2011; Chiarello i sar, 2020). Ipak, smatra se da bi
konzumacija vitaminskih suplemenata mogla imati odredeni benefit u prevenciji razvoja
hipertenzivnih poremecaja (Rodrigo i sar, 2011).
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1.2.3.2. Hiperglikemija i oksidativni stres

Hiperglikemija uzrokuje povecanje oksidativnog stresa na ¢elijskom nivou aktivacijom vise
razli¢itih molekularnih mehanizama. U normalnim uslovima metabolizam glukoze se najve¢im
delom odvija putem glikolize u mitohondrijama. Oko 2% kiseonika koji se koristi prilikom ovog
procesa prevodi se u superoksid anjon radikal, te formiranje ROS-a predstavlja deo normalnog
metabolizma glukoze (Gonzélez i sar, 2023). U uslovima hiperglikemije intenziviraju se procesi
glikozilacije i transporta elektrona u elektrotransportnom lancu $to vodi formiranju vece koli¢ine
ROS-a koja prevazilazi kapacitete antioksidativnih sistema mitohondrija (Burgos-Mor6n i sar, 2019).
Posledi¢no, u uslovima hiperglikemije dolazi do povecanja oksidativnog stresa, lipidne peroksidacije,
oStecenja DNK 1 proteina, disfunkcije mitohondrija, ali i1 daljeg pogorSanja hiperglikemije
indukovane reaktivnim kiseoni¢nim vrstama (Burgos-Morén i sar, 2019; Gonzélez i sar, 2023).

Usled hiperglikemije, pored intenziviranog procesa celijskog disanja u mitohondrijama,
aktiviraju se aberantni putevi metabolizma glukoze u citosolu i ER: heksozaminski put i putevi
poliola, a aktivira se i protein kinaza C (PKC). U normalnim uslovima aktivnost navedenih puteva je
niska. Takode, ¢elijski procesi aktivirani hiperglikemijom obuhvataju i spontane reakcije glukoze
medu kojima su neenzimska glikacija proteina i autooksidacija glukoze (Gonzalez i sar, 2023) (slika
7).

Neenzimska glikacija proteina podrazumeva spontanu, ireverzibilnu interakciju izmedu
proteina i slobodnih Secera u krvi. Tom prilikom nastaju visoko reaktivni dikarbonilni molekuli koji
interagujuci sa proteinima formiraju napredne krajnje produkte glikacije (Mengstie i sar, 2022). AGE
zatim indukuju produkciju ROS-a, naruSavaju antioksidativne mehanizme ¢elije i dovode do
oStecenja ekstracelularnog matriksa. U interakciji sa receptorima naprednih krajnjih produkata
glikacije (engl. receptors of advanced glycation end products, RAGE) aktiviraju veéi broj enzima,
signalnih i metaboli¢kih puteva medu kojima su: JAK, p38-MAPK i ERK kinaze, GTPaze,
transkripcioni faktor NF-kp, protein kinazu C, heksozaminski i polioski put (Singh i sar, 2014;
Mengstie i sar, 2022; Gonzalez i sar, 2023). Sveukupno, AGE dovode do porasta oksidativnog stresa,
apoptoze, produkcije proinflamatornih citokina medu kojima su TNF-a i IL-6 i porasta inflamacije
(Mengstie i sar, 2022; Gonzéalez i sar, 2023). Nivo AGE jedinjenja u krvi predstavlja potencijalni
prediktivni biomarker moguc¢ih komplikacija dijabetesa (Simé-Servat i sar, 2018).

Slobodna glukoza u krvi moze podle¢i autooksidaciji tokom koje dolazi do fragmentacije
molekula Secera i nastanka ketoaldehida i superoksid anjon radikala. Ketoaldehidi dalje interaguju sa
proteinima i produkuju AGE, dok superoksid anjon direktno vodi povecanju oksidativnog stresa
(Gonzélez i sar, 2023).

Takode, usled pojacanog procesa glikolize u uslovima hiperglikemije dolazi do povecane
produkcije diacilglicerola koji aktivira PKC proteine (Geraldes i sar, 2010). PKC potom dovodi do
aktivacije prooksidativnog enzima NADPH oksidaze i AGE-RAGE puta $to, kako je ve¢ opisano,
vodi daljem povecanju oksidativnog stresa (Gonzélez i sar, 2023).

Smatra se da se oko 30% glukoze u uslovima hiperglikemije metaboliSe kroz puteve poliola
(Gonzélez i sar, 2023). Posledica aktivacije ovog puta je glikacija proteina i njihova disfunkcija,
povecana produkcija AGE, smanjenja kolicina NADPH 1 pove¢anje NADH u citosolu ¢elija. Usled
nedostatka NADPH nije moguce prevodenje oksidovane forme glutationa u redukovanu, dok s druge
strane NADH povecava produkciju ROS-a u mitohondrijama. Sveukupno, aktivacija ovog puta vodi
povecanju oksidativnog stresa (Bravi i sar, 1997; Gonzalez i sar, 2023).

Tokom heksozaminskog puta meduprodukt glikolize, fruktozo-6-fosfat, metabolise se do
uridin difosfat-N-acetilglukozamina koji se vezuje za ER proteine, dovodi do njihove disfunkcije i
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povisenog nivoa ER stresa (Morino i Maegawa, 2021; Gonzalez i sar, 2023). Poznato je da
heksozaminski put ima zna¢ajnu ulogu u razvoju insulinske rezistencije (Kaneto i sar, 2001).
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Slika 7. Molekularni mehanizmi koji povezuju hiperglikemiju i oksidativni stres. UDP-NAc GLcNH:
- uridin difosfat-N-acetilglukozamin. O-NacGIcNH.-proteini — glikozilovani proteini. Preuzeto i pilagodeno
prema Gonzalez i sar, 2023.

Oksidativni stres predstavlja glavni uzrok nastanka GDM-a, a opisani mehanizmi ne
predstavljaju zasebne entitete ve¢ se medusobno preplicu i jedni druge aktiviraju (Urbaniak i sar,
2020; Gonzalez i sar, 2023). Njihova poviSena aktivnost u uslovima hiperglikemije dovodi do
akumulacije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, mitohondrijskih oste¢enja i razvoja insulinske rezistencije.
Pored toga, oksidativni stres i proinflamatorni mehanizmi dovode do progresije hiperglikemije,
razvoja dijabetesa i asociranih komplikacija (Gonzalez i sar, 2023). Dosadasnje studije ukazuju na

poviSene markere oksidativnog stresa i lipidne peroksidacije kod trudnica sa gestacijskim dijabetesom
(Li isar, 2016; Rodrigues i sar, 2018).

1.2.3.3. Hipertenzija i oksidativni stres

Oksidativni stres predstavlja jedan od glavnih uzroka razvoja hipertenzije. Endotelne ¢elije
krvnih sudova produkuju azot oksid koji ima ulogu vazodilatatora. U uslovima hipertenzije povecana
je produkcija superoksid anjon radikala u vaskularnim ¢elijama koji indukuje degradaciju azot oksida,
te ima ulogu vazokonstriktora. Stoga, pove¢ana produkcija ROS-a, snizen nivo azot oksida i
antioksidativnih enzima pospesuju razvoj hipertenzije (Rodrigo i sar, 2011; Baradaran i sar, 2014).

U krvnim sudovima glavnu ulogu u produkciji ROS-a imaju NADPH oksidaza, azot oksid
sintaza, ksantin oksidaza i mitohondrije (Rodrigo isar, 2011). NADPH oksidaza, visoko eksprimirana
u neutrofilima i endotelnim ¢elijama, ima ulogu u stvaranju superoksid anjon radikala redukcijom
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molekularnog kiseonika uz pomo¢ NADPH kao donora elektrona. U hipertenzivnim uslovima
angiotenzin 1l (AT-I1), endotelin-1 (ET-1) i urotenzin II indukuju poveéanu aktivnost ove oksidaze,
a posledi¢na prekomerna produkcija ROS-a moze dovesti do vaskularnih ostec¢enja i daljeg razvoja
hipertenzije. Superoksid anjon u interakciji sa NO daje peroksinitrit ¢ime se remeti vazodilatacija
usled smanjene koli¢ine NO s jedne strane, dok pored toga peroksinitrit naruSava funkcionisanje
endotelne azot oksid sintaze (eNOS) (Rodrigo i sar, 2011, Baradaran i sar, 2014).

Endotelna azot oksid sintaza proizvodi NO koriste¢i L-arginin kao supstrat i kosupstrate
molekularni kiseonik i NADPH (Forstermann i Sessa, 2012). Kofaktor tetrahidrobiopterin (BHa)
omogucava transfer elektrona sa reduktaznog na oksigenazni domen eNOS-a i ima klju¢nu ulogu u
normalnom funkcionisanju enzima. U interakciji sa peroksinitritom dolazi do oksidacije BHs i
njegovog prevodenja u dihidrobiopterin (BH2) $to uzrokuje destabilizaciju sintaze. Ovaj fenomen
poznat je pod nazivom “dekuplovanje eNOS-a” (engl. eNOS uncoupling), a za posledicu ima
izmenjenu funkciju enzima koji umesto NO pocinje da sintetiSe superoksid anjon radikal dodatno
doprinosec¢i produkciji ROS-a i povecanju oksidativnog stresa. Smatra se da dekuplovanje eNOS-a
ima znacajnu ulogu u razvoju endotelne disfunkcije i kardiovaskularnih oboljenja (Janaszak-Jasiecka
i sar, 2023).

Ksantin oksidaza je enzim koji katalizuje poslednja dva koraka metabolizma purina (Rodrigo
i sar, 2011). Koriste¢i ksantin ili hipoksantin kao supstrat ksantin oksidaza redukuje molekularni
kiseonik do superksid anjon radikala ili vodonik peroksida (Chung i sar, 1997), Sto predstavlja
znacajan izvor ROS-a i oksidativnog stresa u endotelnim ¢elijama krvnih sudova.

Kao $to je prethodno objasnjeno mitohondrije imaju znacajnu ulogu u produkciji slobodnih

radikala, pri cemu kompleksi I i Il mitohondrijskog respiratornog lanca predstavljaju glavne izvore
superoksid anjona (Dikalov i Ungvari, 2013). Kompleks I povecava koli¢inu ROS-a u
mitohondrijskom matriksu, dok kompleks Il produkuje slobodne radikale bilo u matriks ili

intermembranski prostor mitohondrija (Scialo i sar, 2017). Pokazano je da je kod hipertenzivnih
osoba povecana produkcija ROS-a u okviru mitohondrijskog kompleksa I usled reverznog transporta
elektrona (engl. reverse electron transport, RET). RET je proces prilikom koga se elektroni sa
ubikinola transportuju nazad na kompleks I pri ¢emu se produkuje O2", a NAD+ redukuje u NADH
(Dikalov i Ungvari, 2013; Scialo i sar, 2017).

Tokom trudnoée poviSen nivo ROS-a u perifernoj cirkulaciji majke dovodi do aktivacije
monocita i neutrofila koji, izmedu ostalog, imaju ulogu u produkciji TNF-o i IL-6, pa ovi
proinflamatorni citokini potencijalno predstavljaju biomarkere oksidativnog stresa u trudnodi.
Takode, aktivirani neutrofili predstavljaju znacajne izvore dodatnih koli¢ina ROS-a aktivacijom gore
navedenih enzima. Azot oksid ima vaznu ulogu u razvoju placente, angiogenezi i invaziji trofoblasta,
te poremecaj nivoa NO za posledicu ima ¢elijsku smrt 1 disfunkciju endotelnih ¢elija Sto lezi u osnovi
razvoja hipertenzivnih poremecaja u trudno¢i (Phoswa i Khalig, 2021).

1.2.3.4. Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija je proces tokom kog dolazi do formiranja lipidnih hidroperoksida (engl.
lipid hydroperoxides, LOOH) usled interakcije slobodnih radikala i, najcesée, polinezasi¢enih masnih
kiselina, ili, rede, glikolipida, fosfolipida i holesterola (Yin i sar, 2011; Ayala i sar, 2014). Ukoliko
nivo lipidne peroksidacije prevazilazi reparativne kapacitete ¢elije pokrece se apoptoza ili nekroza,
Sto za posledicu moZe imati razvoj razli¢itih patoloskih stanja.

20



Slobodni radikali koji najéesée indukuju peroksidaciju lipida su hidroksil radikal (HO") i
hidroperoksil radikal (HO",), a sam proces sastoji se iz tri faze: inicijacije, propagacije i terminacije.
Inicijacija lipidne peroksidacije podrazumeva apsorpciju vodonikovog atoma od strane slobodnih
radikala i nastanak lipidnih radikala (L°). Tokom propagacije vrsi se adicija kiseonika i formiranje
lipidnog peroksi radikala (LOO?). LOO" zatim moZe da nadomesti vodonik koji mu nedostaje od
drugog nezasi¢enog lipida formirajuci lipidni hidroperoksid (LOOH) i nov L koji dalje nastavlja
lancanu reakciju. Prilikom terminacije antioksidansi poput vitamina E imaju ulogu donora atoma
vodonika koji se vezuje za LOO", pri ¢emu nastaje radikal antoksidansa koji interagujuéi sa novim
LOO" formira neradikalske produkte (Yinisar, 2011; Ayala i sar, 2014). Pored LOOH kao primarnog
produkta, tokom lipidne peroksidacije dolazi do formiranja sekundarnih produkata medu kojima su
najznacajniji malondialdehid (MDA) i 4-hidroksinonenal (4-HNE) ¢iji su stabilnost i toksi¢nost visi
u odnosu na hidroperokside.

MDA ostvaruje svoje negativne efekte kroz interakcije s proteinima i DNK formirajuc¢i
napredne krajnje produkte lipidne peroksidacije (engl. advanced lipid peroxidation end-products,
ALEs). Jedan od najznacajnijih proteina s kojima MDA interaguje je protein kinaza C $to moze
dovesti do remecenja razli¢itih bioloskih procesa poput diferencijacije, proliferacije i inflamacije.
Interakcijom sa DNK, MDA moze indukovati nastanak tackastih mutacija, promena okvira ¢itanja,
prekida u lancu DNK molekula, zaustavljanje ¢elijskog ciklusa i apoptozu (Ayala i sar, 2014). U
interakciji sa tiobarbituratnom kiselinom, MDA formira reaktivne supstance tiobarbituratne kiseline
(engl. thiobarbituric acid reactive substances, TBARS) c¢ija se koncentracija moze relativno
jednostavno 1 brzo izmeriti kolorimetrijskom metodom, te MDA predstavlja znac¢ajan biomarker
oksidativnog stresa i lipidne peroksidacije i u Sirokoj je upotrebi u klinickim istrazivanjima (Aguilar
Diaz De Leon i Borges, 2020). Dosadasnje studije ukazuju na poviSene nivoe MDA 1 lipidne
peroksidacije kod trudnica sa GDM ili HDP u poredenju sa zdravim trudnicama (Arribas i sar, 2016;
Draganovic i sar, 2016).

1.2.3.5. Oste¢enja DNK molekula

PoviSen nivo oksidativnog stresa i ROS-a u ¢eliji moZe dovesti do ostecenja DNK molekula.
Glavnu ulogu u nastanku ovih oste¢enja ima hidroksil anjon radikal koji kao dva najc¢es¢a produkta
oksidacije DNK daje 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) i 8-o0kso-7,8-dihidro-2’-
deoksiguanozin (8-0xodG). OH" ili *O; interaguju¢i sa guaninom dovode do hidroksilacije ugljenika
na poziciji C8 pri ¢emu nastaje 8-OHdAG koji keto-enolnom tautomerizacijom moze preci u 8-0xodG
(Urbaniak i sar, 2020). Iako reaktivne kiseoni¢ne vrste mogu formirati i druge vrste DNK ostecenja,
zbog relativno jednostavnog nadina nastanka i svog promutagenog efekta navedeni produkti su
najzastupljeniji (Valavanidis i sar, 2009). Poznato je da se u ¢éeliji tokom dana formira do 10° 8-0X0G
lezija, a njihov negativan efekat ogleda se u nastanku GC—TA transverzija (Valavanidis i sar, 2009;
Urbaniak i sar, 2020). Oksidativna oste¢enja DNK najc¢es¢e se deSavaju u regionima sa visokim
sadrzajem GC parova, poput sekvenci za koje se vezuju transkripcioni faktori, §to za posledicu moze
imati izmenjenu ekspresiju gena (Ghosh i Mitchell, 1999).

U normalnim uslovima navedene oksidovane baze bivaju prepoznate i reparirane
mehanizmom ekscizija baza (engl. DNA base excision repair pathway, BER) u kome glavnu ulogu
imaju enzimi 8-oksoguanin-DNK glikozilaza 1 (OGG1) i MutT homolog (MTH1) (Urbaniak i sar,
2020). U uslovima hiperglikemije smanjena je efikasnost BER mehanizma kao posledica snizene
ekspresije 8-0xoG-DNK glikozilaze (OGG1), a usled redoks-zavisne aktivacije Akt proteina i
posledi¢ne fosforilacije tuberina (Simone i sar, 2008). Takode, poznato je da je u sluc¢ajevima pluéne
hipertenzije povec¢an nivo oste¢enja DNK molekula usled snizene ekspresije BRCAL (engl. breast
cancer 1 protein) i TopBP1 (engl. topoisomerase DNA Il binding protein 1) proteina (Ranchoux i sar,
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2016), ali njihova uloga u odrzanju integriteta genoma u slucaju gestacijske hipertenzije nije
razja$njena. Do danas, nije u potpunosti sagledano da li se stepen osete¢enja DNK molekula dovodi
u vezu sa rizikom za razvoj razli¢itih poremecaja u trudno¢i, ali nekolicina studija ukazuje na
povisene nivoe DNK ostecenja kod trudnica sa hiperglikemijom ili hipertenzijom (Hilali i sar, 2013;
Gelaleti i sar, 2015; Urbaniak i sar, 2020).
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2. CILJEVI

Kako bi se doprinelo boljem razumevanju uloge miRNK (miR-17, miR-29a i miR-181a),
proinflamatornih citokina (IL-1p, TNF-a, IL-6 i IL-17) i parametara oksidativnog stresa (TBARS, 8-
OHdG) kod trudnica sa gestacijskim dijabetesom i gestacijskom hipertenzijom i kako bi se ispitalo
da li neki od odabranih parametara moze sluziti kao novi biomarker za detekciju navedenih oboljenja
postavljeni su sledeci ciljevi istrazivanja:

1. Utvrdivanje nivoa genske ekspresije miR-17, miR-29a i miR-181a kod trudnica sa
gestacijskim dijabetesom i trudnica sa gestacijskom hipertenzijom, i njihovo poredenje sa
nivoima ekspresije kod zdravih trudnica.

2. Utvrdivanje nivoa ekspresije gena za proinflamatorne citokine IL-15, TNF-a, IL-6 i IL-17
u grupi trudnica sa gestacijskim dijabetesom i trudnica sa gestacijskom hipertenzijom i
njihovo poredenje sa ekspresijom ovih gena kod zdravih trudnica.

3. Ispitivanje medusobne povezanosti nivoa genske ekspresije analiziranih miRNK i citokina
i njihove povezanosti sa klinickim parametrima kako u grupi trudnica sa dijabetesom, tako
i u grupi hipertenzitivnih trudnica.

4. Utvrdivanje da 1li nivo ekspresije ispitivanin miRNK i citokina ima dovoljnu
diskriminatornu mo¢ za detekciju trudnica sa GDM-om i GH-om, te da li se navedeni
parametri mogu Koristiti kao biomarkeri gestacijskog dijabetesa i/ili gestacijske
hipertenzije.

5. Detekcija nivoa oStecenja DNK molekula merenjem 8-hidroksi-2’-deoksiguanozina (8-
OHdG) i lipidne peroksidacije analizom malondialdehid ekvivalenta (TBARS) kod
trudnica sa gestacijskim dijabetesom i gestacijskom hipertenzijom i njihovo poredenje sa
nivoima navedenih parametara utvrdenim kod zdravih trudnica.

6. Analiza povezanosti markera lipidne peroksidacije i oSte¢enja DNK sa klinickim
parametrima u grupi trudnica sa gestacijskim dijabetesom i gestacijskom hipertenzijom.

7. Odredivanje diskriminatorne mo¢i parametara oksidativnog stresa za detekciju trudnica
sa ispitivanim patoloskim stanjima u cilju determinisanja potencijalnih biomarkera
gestacijskog dijabetesa i gestacijske hipertenzije.

8. Ispitivanje efekata razli¢itih koncentracija leka Metildopa u in vitro uslovima na nivo
oksidativnhog stresa, merenjem 8-hidroksi-2’-deoksiguanozina i malondialdehid
ekvivalenta u kulturi ¢elija limfocita periferne krvi.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Studijska grupa

Studija je dizajnirana po tipu slucaj-kontrola, a ispitivanje je bilo podeljeno u dve faze. Tokom
prve faze istrazivanja odredivan je nivo genske ekspresije miRNK i proinflamatornih citokina kod
trudnica sa gestacijskim dijabetesom i gestacijskom hipertenzijom. Ovom fazom ispitivanja
obuhvaceno je 95 trudnica gestacijske starosti 24-36 nedelja koje su prema klinickim
karakteristikama podeljene u 3 grupe. Prvu grupu ¢inile su pacijentkinje koje su tokom trudnoce
razvile gestacijski dijabetes melitus (GDM grupa, 31 pacijentkinja). Pacijentkinje kod kojih je u toku
trudnoce dijagnostikovana gestacijska hipertenzija ¢inile su drugu ispitivanu grupu (GH grupa, 30
pacijentkinja). Trudnice koje do porodaja nisu razvile komplikacije svrstane su u trec¢u, kontrolnu
grupu (CG, 34 trudnice). U drugu fazu istraZivanja koja je obuhvatila ispitivanje oksidativnih
ostecenja kod trudnica sa GDM i GH ukljuceno je 86 pacijenkinja gestacijske starosti izmedu 24 i 28
nedelja koje su prema istom obrascu podeljene u grupe: GDM (37 pacijentkinja), GH (21
pacijentkinja) i1 kontrolna grupa (28 zdravih trudnica). Sve trudnice ukljuene u ovu studiju dolazile
su na redovne ginekoloske preglede na Ginekolosko-akusersku kliniku “Narodni front” i prac¢ene su
na klinici do porodaja.

Gestacijski dijabetes dijagnostikovan je primenom oralnog testa tolerancije glukoze prema
kriterijumima postavljenim od strane Americkog udruzenja za dijabetes (American Diabetes
Association, 2021), dok je gestacijska hipertenzija dijagnostikovana na osnovu kriterijuma datih od
strane Americ¢kog koledza za ginekologiju i akuserstvo (ACOG Practice Bulletin, 2020).

Pre ukljucivanja u studiju svaka ispitanica je potpisala informisani pristanak za ucesce u
istrazivanju, a zatim su prikupljene informacije o njihovoj medicinskoj i akusSerskoj anamnezi, kao 1
demografski i li¢ni podaci (etni¢ka pripadnost, zanimanje, starost trudnice, visina, tezina pre trudnoce
1 u trenutku ukljucivanja u studiju, podaci o prethodnim trudnoc¢ama). Sve trudnice su popunile
anamnesticki upitnik koji se odnosio i na njihove Zivotne navike pre i u toku trudnoc¢e (konzumacija
lekova, vitamina, pusacke navike) (prilog 1). Gestacijska starost trudnoée procenjenja je na osnovu
ultrazvucnog pregleda obavljenog na Klinici.

Kriterijumi za iskljuivanje trudnica iz studije bili su: viSeplodna trudnoca, postojanje
hroni¢nih ili sistemskih oboljenja pre trudnoce, intrauterini zastoj u rastu ploda (IUZR), ultrazvu¢no
videne anomalije fetusa, intrauterina smrt ploda, postojanje hipertenzije ili hiperglikemije pre 20.
nedelje gestacije.

Uzorkovanje periferne krvi ispitanica za potrebe studije u¢injeno je tokom venepunkcije radi
redovnih laboratorijskih analiza. Uzorci kori$¢eni za analizu ekspresije miRNK i proinflamatornih
citokina uzeti su u po dve vakutajner epruvete sa EDTA kao antikoagulansom, dok su za potrebe
ispitivanja oksidativnih oStecenja uzorci uzeti u vakutajner epruvete sa heparinom. U GDM grupi
uzorci krvi prikupljeni su pre uklju€ivanja dijabeticne dijete. Od ukupno 30 trudnica iz GH grupe
koje su ukljucene u prvu fazu studije u trenutku uzimanja uzorka periferne krvi 23 trudnice su uzimale
antihipertenzivnu terapiju, lek Metildopa, propisanu od strane lekara. U drugoj fazi studije sve
trudnice iz GH grupe, ukupno 21, bile su na terapiji lekom Metildopa.

Studija je odobrena od strane Etickog komiteta Ginekolosko-akuserske klinike “Narodni
front” (broj odobrenja: 05006-2020-18898, prilog 2). Eksperimentalni deo istrazivanja sproveden je
u Laboratoriji za humanu genetiku Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu i na Odseku za
medicinsku genetiku Ginekolosko-akuserske klinike “Narodni front”.
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3.2. Odredivanje nivoa ekspresije mikroRNK

3.2.1. lzolacija RNK

Odmah nakon venepunkcije po jedna EDTA vakutajner epruveta sa uzorkom pune krvi
pacijenta centrifugirana je na 2500 x g 15 minuta na sobnoj temperaturi (15-25 °C). Plazma je zatim
prebacena u novu tubu, centrifugirana jo§ jednom pod istim uslovima, a zatim ponovo prebacena u
novu tubu ostavljajuci 100 pl na dnu prve tube. Uzorci plazme su potom ¢uvani na -80 °C do izolacije
RNK.

Ukupna RNK, ukljuc¢ujué¢i miRNK, izolovana je iz 200 pl plazme koris¢enjem komercijalno
dostupnog kita (miRNeasy Serum/Plasma Kit, Qiagen, Dusseldorf, Nemacka) prema uputstvima
datim od strane proizvodaca (miRNeasy Serum/Plasma Handbook, Qiagen). Uzorci, prethodno
¢uvani u zamrzivacu na -80 °C, inkubirani su 5 minuta na 37 °C na grejnoj plo¢i radi adekvatne
pripreme uzoraka. Potom je u 200 pl plazme dodato 1000 pl QIAzol Lysis reagensa (odnos volumena
uzorka i QIAzol Lysis reagensa 1:5), uzorci su vorteksovani, a zatim inkubirani 5 minuta na sobnoj
temperaturi. Potom je dodat hloroform u volumenu jednakom pocetnoj zapremini uzorka (200 pl).
Uzorci su vorteksovani 15 sekundi, zatim inkubirani 2-3 minuta na sobnoj temperaturi, a nakon toga
su centrifugirani 15 minuta na 12000 x g na 4 °C $to omogucava razdvajanje lizata u tri faze. Nakon
centrifugiranja gornja faza prebacena je u nove tube od 1,5 ml strogo vodeci ra¢una da se ne prenese
i srednja faza. Dodat je 1,5 volumen 100% etanola i sadrzaj je pazljivo izmesan pipetom. Nakon
dodavanja etanola, 700 ul uzorka prebaceno je na kolonice koje su u 2 ml kolekcionim tubama
dobijenim u okviru kita (RNeasy MinElute spin column). Kolonice su centrifugirane na 12000 rpm
(engl. revolutions per minute) 45 sekundi na sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja ukupna RNK
ostaje vezana za membranu kolonica, dok fenol i ostale komponente u narednim koracima ispiranja
bivaju prikupljene u kolekcionoj tubi i odbacene. Preostali deo uzorka iz tube od 1,5 ml sa etanolom
zatim je prebacen na istu kolonicu, ponovljeno je centrifugiranje i odbacen deo iz kolekcione tube.
Dodato je 700 ul RWT pufera na kolonicu, uzorci su centrifugirani pod istim uslovima i odbacen
odlivak iz kolekcione tube. Zatim je dodato je 500 pl RPE pufera, ponovljeno centrifugiranje i odliven
deo iz kolekcione tube. Prilikom prvog koris¢enja u RWT pufer je dodato 2 volumena 96-100%
etanola, a u RPE pufer 4 volumena 96-100% etanola u cilju pripreme radnog rastvora. U kolonice je
potom dodato 500 ul 80% etanola (pripremljenog sa vodom koja ne sadrzi RNaze), uzorci su
centrifugirani 3 minuta na 12000 rpm, a kolonice nakon toga prebacene u nove 2 ml kolekcione tube.
Otvorene kolekcione tube sa kolonicama centrifugirane su 5 minuta na najvecoj brzini kako bi se
osusila membrana. Kolonice su prebac¢ene u nove kolekcione tube, dodato je 14 pl vode koja ne sadrzi
RNazu vodec¢i racuna da se voda nalije ta¢no u centar membrane. Uzorci su centrifugirani 1,5 minut
na najvecoj brzini ¢ime je izvrSena elucija ukupne RNK. Izolovana RNK ¢uvana je na -80 °C do
narednog koraka.
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3.2.2. Reverzna transkripcija mikroRNK

Za sintezu cDNK korisc¢en je TagMan Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, SAD) u skladu sa protokolom datim od strane proizvodaca (TagMan®
Advanced miRNA Assays User Guide, 2016).

3.2.2.1. Poliadenilacija

Poliadenilacija, odnosno dodavanje poli(A) repa na 3’ kraj mikroRNK, izvrSena je
koris¢enjem Poly(a) reakcione smese predstavljene u tabeli 1. Reakciona smesa je pripremana u 1,5
ml tubama multiplikacijom koli¢ina reagenasa datih u tabeli sa brojem uzoraka koji su u ovom koraku
obradeni. Citav proces sproveden je na ledu.

Tabela 1. Sastav poly(A) reakcione smese (koli¢ine predstavljene po uzorku)

10x Poly(A) puffer 0,5 ul
ATP 0,5 pl
Poly(A) enzim 0,3 ul
Voda bez RNAze 1,7 ul
Ukupan volumen 3ul

Reakciona smesa je vorteksovana, zatim kratko centrifugirana kako bi se sav sadrzaj spustio
na dno tube i razbili mehurié¢i. U sterilnu reakcionu tubu od 0,2 ml dodato je 2 pl uzorka dobijenog u
prethodnom procesu izolacije RNK, a zatim i 3 pl reakcione smeSe. Uzorci sa reakcionom smeSom
su zatim vorteksovani i kratko centrifugirani, nakon ¢ega su inkubirani u PCR aparatu prema
temperaturnom profilu datom u tabeli 2 (ukupan volumen reakcije 5 pl). Po zavrietku inkubacije
odmah je nastavljen sledec¢i korak.

Tabela 2. Temperaturni uslovi inkubacije tokom poliadenilacije

Temperatura Trajanje
Poliadenilacija 37°C 45 minuta
Zaustavljanje reakcije 65 °C 10 minuta
Hladenje 4°C Neograni¢eno
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3.2.2.2. Ligacija adaptera

Ligacija, odnosno vezivanje adaptera za 5’ kraj mikroRNK, omogucena je koris¢enjem
reakcione smese prikazane u tabeli 3. 50% PEG 8000 je potrebno prethodno zagrejati na 15-25 °C.

Tabela 3. Sastav reakcione smese za ligaciju adaptera (koli¢ine su predstavljene po uzorku)

5x DNK ligazni pufer 3ul

50% PEG 8000 4,5 ul
25x Adapter 0,6 pl
RNK ligaza 1,5 ul
Voda bez RNAze 0,4 ul
Ukupan volumen 10 pl

Nakon pripreme, reakciona smesa je vorteksovana i kratko centrifugirana, a potom je po 10
ul reakcione smese prebaceno u svaku od tubica u kojima se nalaze produkti poliadenilacije. Tubice
su vorteksovane, kratko centrifugirane, a zatim inkubirane kako je predstavljeno u tabeli 4 (ukupan
volumen reakcije je 15 ul). Nakon inkubacije odmah je nastavljen sledeci korak.

Tabela 4. Temperaturni uslovi inkubacije tokom ligacije adaptera

Temperatura Trajanje
Ligacija adaptera 16 °C 60 minuta
Hladenje 4°C Neograniceno

3.2.2.3. Reverzna transkripcija

Reakciona smesa za reverznu transkripciju (RT) pripremljena je prema uputstvima datim u
tabeli 5. Koris¢enje univerzalnog RT prajmera, koji se vezuje za 3’ poli(A) rep miRNK, omogucava
prevodenje svih mikroRNK iz uzorka u odgovaraju¢e cDNK.
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Tabela 5. Sastav RT reakcione smese (koli¢ine predstavljene po uzorku)

5x RT pufer 6 ul
dNTP (25nM svaki) 1,2 ul
20x Univerzalni RT prajmer 1,5 ul
10x RT enzim 3ul
Voda bez RNAze 3,3 ul
Ukupan volumen 15 pl

Reakciona smesa je vorteksovana i kratko centrifugirana, a zatim je po 15 pl reakcione smese
dodato u svaku tubu sa produktima reakcije iz prethodnog koraka, te je ukupan volumen reakcije bio
30 pl. Uzorci su vorteksovani, kratko centrifugirani i inkubirani (tabela 6). Po zavrSetku opisanih
koraka odmah je nastavljena amplifikacija.

Tabela 6. Temperaturni uslovi inkubacije tokom reverzne transkripcije

Temperatura Trajanje
Reverzna transkripcija 42 °C 15 minuta
Zaustavljanje reakcije 85 °C 5 minuta
Hladenje 4°C Neograniceno

3.2.2.4. Amplifikacija cDNK

U tubama od 1,5ml pripremljena je miR-Amp reakciona smesa (tabela 7), koja je zatim
vorteksovana i kratko centrifugirana. Po 45 pl miR-Amp reakcione smese sipano je u nove PCR
tubice (0,2 pl). U svaku tubu sa reakcionom smeSom dodato je po 5 pl produkta reverzne
transkripcije.

Tabela 7. Sastav miR-Amp reakcione smese (koli¢ine predstavljene po uzorku)

2x miR-Amp smesa 25 ul
20x miR-Amp smesa prajmera 2,5ul
Voda bez RNAze 17,5 ul
Ukupan volumen 45 ul
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Tubice sa miR-Amp reakcionom smeSom i RT produktom su vorteksovane, kratko
centrifugirane i stavljene u PCR aparat na kome je podesSen program za amplifikaciju (tabela 8). Po
zavrSetku programa produkti su ¢uvani na -20 °C do sledeceg koraka.

Tabela 8. Temperaturni uslovi za amplifikaciju cDNK

Temperatura Trajanje Broj ciklusa
Aktivacija enzima 95°C 5 minuta 1
Denaturacija 95°C 3 sekunde
Vezivanje prajmera/amplifikacija | 60 °C 30 sekundi o
Zaustavljanje reakcije 99 °C 10 minuta 1
Hladenje 4°C Neograni¢eno 1

3.2.3. Odredivanje ekspresije miRNK metodom kvantitativnog PCR-a u realnom vremenu

Nivo ekspresije miRNK odreden je primenom metode kvantitativnog PCR-a u realnom
vremenu. Prilikom qPCR reakcije koris¢eni su TagMan Advanced miRNA eseji za odabrane miRNK
(hsa-miR-17-5p, hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-191-5p; Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD) prema uputstvu datom od strane proizvodaca (TagMan® Advanced miRNA
Assays User Guide, 2016). Koris¢ene probe obeleZzene su FAM bojom koja emituje signal talasne
duzine 517 nm. Eseji sadrze “forward” i “reverse” prajmere, kao i MGB (engl. minor groove binder)
probe koje na svom 5’ kraju imaju fluorescentnu boju, dok na 3’ kraju sadrze “kvencer” (engl. non-
fluorescent quencher, NFQ).

mMIRNK eseji su prilikom pripreme qPCR reakcije drzani na ledu, kratko vorteksovani i
centrifugirani. Sekvence zrelih miRNK prikazane su u tabeli 9. Produkti amplifikacije cDNK dobijeni
u prethodnom koraku razblazeni su deset puta tako $to je u 18 ul 0,1 x TE pufera dodato 2 pl uzorka.

Tabela 9. Sekvence zrelih miRNK

mMiRNK Sekvenca Duzina (broj nukleotida)
miR-17-5p CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG 23
miR-29a-3p UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA 22
miR-181a-5p AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU 23
miR-191-5p CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG 23

Reakciona smesa (TagMan® Gene Expression Master Mix, Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) kratko je vorteksovana, a zatim je pripremljena qPCR
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reakciona smesa prema datom uputstvu zasebno za svaku miRNK uz dodavanje odgovarajuceg eseja
(tabela 10).

Tabela 10. Sastav qPCR reakcione smese (koli¢ine predstavljene po uzorku)

Reakciona smesa 10
TagMan Advanced miRNK esej 1
Voda bez RNAze 4
Ukupan volumen 15

Reakciona smesSa za qPCR je vorteksovana i centrifugirana, a zatim je za svaki uzorak
prebaceno po 15 pl smeSe u novu PCR tubu od 0,2 ml i dodato po 5 ul razblazene cDNK. Tubice su
vorteksovane i kratko centrifugirane kako bi se razbili mehuric¢i i sadrzaj tubice spustio na dno. qPCR
je raden na Line gene K fluorescentnom kvantitativnom PCR detekcionom sistemu (BIOER
Technology Co, Hangzhou, Kina) prema uslovima datim u tabeli 11. Svi eksperimenti radeni su u
duplikatu (ukupan volumen reakcije 20 pl).

Tabela 11. Temperaturni uslovi gPCR reakcije

Temperatura Trajanje Broj ciklusa
Aktivacija enzima 95 °C 20 sekundi 1
Denaturacija 95 °C 3 sekunde
Vezivanje prajmera/amplifikacija | 60 °C 30 sekundi 0

Prema dostupnim literaturnim podacima i preporukama proizvodaca utvrdeno je da miR-191-
5p ima stabilnu ekspresiju u serumu i plazmi, te je odabrana za endogenu kontrolu na osnovu koje je
radena normalizacija ekspresije ispitivanih miRNK (Pescador i sar, 2013; Thermo Fisher Scientific
Inc, 2016; Costé i Rouleux-Bonnin, 2020; Formichi i sar, 2021). Nakon svake PCR reakcije odredena
je Ct vrednost koja je naknadno kori§éena za normalizaciju i izraGunavanje 222 vrednosti.

3.3. Odredivanje nivoa genske ekspresije citokina

3.3.1. Izolacija RNK

Odmah nakon venepunkcije po jedna EDTA vakutajner epruveta centrifugirana je na 3600
rpm. RNK je izolovana iz leukocitnog prstena koris¢enjem TRIzol reagensa (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, SAD).
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U prvom koraku u tubice sa leukocitnim prstenom (300-400 pl) dodato je 700 pl pufera za
lizu eritrocita (engl. erytrhrocyte lysis buffer, ELB) uz lagano resuspendovanje pipetom. ELB je
prethodno napravljen po proskripciji: 1,1 g saharoze, 0,1 ml 1 M TRIS HCI (pH 7,5), 0,1 ml TRITON
x 100, 0,05 ml IM MgCI2 uz dodavanje destilovane vode do 10 ml, a zatim autoklaviran i ¢uvan na
4 °C. Prilikom pripreme ELB-a prema datom uputstvu pripremljen je i pufer za lizu leukocita (engl.
leukocyte lysis buffer, LLB) koji ¢e se koristiti u jednom od narednih koraka: 0,1 ml 1 M Tris-HCI
(pH 8), 4 ml 1M NaCl, 0,04 ml 0,5M Na;EDTA (pH 8), uz dodavanje destilovane vode do 10 ml.
Uzorci su po dodavanju ELB-a centrifugirani na 14000 rpm 30 sekundi. Odliven je supernatant i
osusene su tubice. Sediment je ispran sa 1 ml ELB-a i pazljivo resuspendovan, a zatim centrifugiran
pod istim uslovima. Supernatant je ponovo odliven, a tubice osusene. Pelet je potom resuspendovan
u 300 pl LLB-a, dodato je 20 pul 10% SDS-a, a nakon toga i 20 ul proteinaze K (10 ng/ml). Uzorci su
potom vorteksovani i inkubirani na 56 °C 30-60 minuta.

Nakon inkubacije dodat je 1 ml TRIzol reagensa, resuspendovano pipetom i inkubirano 5
minuta na sobnoj temperaturi (15-25 °C). Dodato je 0,2 ml hloroforma, a potom muckano u ruci 15
sekundi. Uzorci su zatim centrifugirani na 12000 x g 15 minuta na 4 °C. lzdvojena gornja, bezbojna
faza je potom prebacena u nove tubice i dodato je 0,5 ml izopropanola u cilju precipitacije RNK.
Uzorci su inkubirani 10 minuta na sobnoj temperaturi (15-25 °C), a zatim centrifugirani na 12000 x
g 10 minuta na 4 °C. Supernatant je aspiriran i dodat je 1 ml 75% etanola. Uzorci su vorteksovani, a
zatim centrifugirani na 7500 x g 5 minuta na 4 °C. Supernatant je aspiriran, a tubice ostavljene
otvorene na sobnoj temperaturi 10 minuta. Pelet je resuspendovan u 40 ul vode bez RNAze. Uzorci
su inkubirani u vodenom kupatilu na 55-60 °C 10-15 minuta. Koncentracije RNK molekula proverene
su koris¢enjem NanoDrop (BioSpec-nano, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) spektrofotometra
merenjem apsorbance na 260 nm, dok je merenjem apsorbance na 280 1 230 nm procenjena Cistoca
uzorka. Uzorci RNK kod kojih je odnos apsorbance 260/280 bio oko 2, odnosno 260/230 izmedu 2 i
2,2 procenjeni su kao uzorci adekvatne ¢istoce. Uzorci su zatim ¢uvani na -80 °C do narednog koraka.

3.3.2. Reverzna transkripcija RNK

Za sintezu ¢cDNK koris¢en je 1,5 ug ukupne RNK izolovane u prethodnom koraku i Revert
Aid First Strand cDNA Synthesis Kita (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). U svaki
uzorak (22 pl) je dodato po 2 ul oligo (dT) prajmera (100uM), 8 ul 5x reakcionog pufera, 2 pl
RiboLock inhibitora RNaze (20 U/uL), 4 ul dNTP (10 mM) i 2 pl RevertAid RT (200 U/uL) tako da
je ukupan volumen reakcije bio 40 pl. Prema preporukama proizvodaca, temperaturni uslovi PCR-a
prilikom reverzne transkripcije bili su: 60 minuta inkubacije na 42 °C, a zatim terminacija reakcije 5
minuta na 70 °C.

3.3.3. Odredivanje genske ekpresije citokina metodom kvantitativnog PCR-a u realnom
vremenu

U daljem radu sintetisana ¢cDNK koriS¢ena je za amplifikaciju gena za proinflamatorne
citokine (TNF-a, IL-18, IL-6 i IL-17) koris¢enjem 5X HOT FIREPoI® EvaGreen® gPCR Mix Plus
(Rox) kita (Solis BioDyne, Tartu, Estonija) i Line gene K aparata za g°PCR (BIOER Technology Co,
Hangzhou, Kina). Po uzorku (2 pl ¢cDNK) je koris¢eno 3 ul 5X HOT FIREPol EvaGreen qPCR
reakcione smese, po 1 ul “forward” i “reverse” prajmera (po 200 nM svakog) i 8 pl destilovane
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vode, tako da je ukupan volumen reakcije bio 15 pl. Sekvence prajmera koriS¢enih za amplifikaciju
gena za citokine i kontrolni gen prikazane su u tabeli 12.

Tabela 12. Sekvence prajmera koris¢enih za odabrane citokine i kontrolni gen

Gen “Forward " i “reverse” prajmeri duzina
amplifikata
(bp)
IL-1p 5'-ACAACAGGAAAGTCCAGGCTA-3’ “forward” | 59
5-TGGCAGAAAGGGAACAGAA-3’ “reverse”
IL-6 5'-GTGAGGAACAAGCCAGAGC-3' “forward ” | 232
5'-TACATTTGCCGAAGAGCC-3’ “reverse”
IL-17 5’-CAATGACCTGGAATTACCCAA-3° “forward” | 52
5’-TGAAGGCATGTGAAATCGAGA-3’ “reverse ”
TNF-a 5'-CCTGCCCCAATCCCTTTATT-3' “forward” | 81
5'-CCCTAAGCCCCCAATTCTCT-3' “reverse”
GAPDH 5’-TCATGACCACAGTCCATGCCATCA-3” “forward” | 450
5’-CCCTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT-3" “reverse”

gPCR reakcija obuhvatala je: inicijalnu denaturaciju 10 minuta na 95 °C; zatim 45 ciklusa po
30 sekundi na svakoj od tri temperature: 95 °C, 60 °C i 72 °C; i finalnu ekstenziju 10 minuta na 72
°C.

Eksperimenti su radeni u duplikatu, zasebno za svaki od ispitivanih gena, a pored toga je u
odvojenoj tubici amplifikovan i gen za gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenazu (GAPDH) koji je
odabran za endogenu kontrolu i naknadno kori$¢en za normalizaciju. Nakon svake reakcije proverena
je njena specifi¢nost analizom krive topljenja. O¢itane su Ct vrednosti za ispitivani i kontrolni gen i
primenjen je 244t metod.

3.4. Odredivanje nivoa parametara oksidativnog stresa

3.4.1. Odredivanje nivoa lipidne peroksidacije

U drugoj fazi istrazivanja, u cilju ispitivanja nivoa oksidativnog oStec¢enja, odnosno lipidne
peroksidacije kod trudnica sa gestacijskim dijabetesom i gestacijskom hipertenzijom,
kolorimetrijskom metodom su merene koncentracije reaktivnih supstanci tiobarbituratne kiseline
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(TBARS). Metoda se zasniva na interakciji MDA 1 tiobarbituratne kiseline (TBA) pri ¢emu se
formiraju kompleksi TBARS crveno-roze boje ¢iji je maksimum apsorpcije na 532 nm (Janero, 1990).

Nakon venepunkcije uzorci su centrifugirani na 3500 rpm, a plazma je zatim prebacena u novu
tubu. Eksperimenti su radeni u duplikatu. Za rastvaranje 2-tiobarbituratne kiseline (1% wi/v; Merck
KGaA, Darmstadt, Nemacka) koris¢eni su 0,05 M NaOH i HCI (25% w/v), a rastvori su zatim dodati
prethodno pripremljenim uzorcima. Uzorci su potom prebaceni u staklenu epruvetu i zagrevani u
kljucaloj vodi 10 minuta, a reakcija je zaustavljena naknadnim drzanjem epruveta 15 minuta na ledu.
Radi ekstrakcije hromogena dodat je n-butanol, a centrifugiranjem na 5000 rpm 10 minuta izdvojena
je organska faza. Apsorbanca organske faze merena je spektrofotometrijski (Tecan Sunrise
microplate reader, Ménnedorf, Svajcarska) na 532 nm, a dobijene vrednosti izraZene su kao nmol
TBARs-a (MDA ekvivalent) po mililitru uzorka koriS¢enjem standardne krive 1,1,3,3-
tetrametoksipropana.

3.4.2. Odredivanje nivoa oStecenja DNK molekula

Nivo oste¢enja DNK molekula i oksidativnog stresa ispitivan je spektrofotometrijski
merenjem nivoa 8-hidroksi-2’-deoksiguanozina koris¢enjem imunoeseja HT8-0x0-dG ELISA kit Il
(Trevigen Inc, Gaithersburg, MA, SAD) prema preporukama proizvodaca. Uzorci plazme
pripremljeni su na isti nacin kao za analizu TBARs, a eksperimenti su radeni u duplikatu. Po 50ul
standarda i uzoraka sipano je u plejt za imunoesej. Nakon dodavanja antitela i inkubacije plejta sat
vremena na sobnoj temperaturi, komorice sa uzorcima su isprane 6 puta puferom za ispiranje. Potom
su dodata IgG antitela, ponovljeni su inkubacija i ispiranje. Dodato je 100 pl tetrametilbenzidin
susptrata, nakon ¢ega je plejt inkubiran 15 minuta u mraku na sobnoj temperaturi, te je dodato 100 pl
rastvora za zaustavljanje reakcije. Apsorbanca je ocitana spektrofotometrijski (Tecan Sunrise
microplate reader, Mannedorf, Svajcarska) na 450 nm talasne duZine. Intenzitet Zute boje uzorka
obrnuto je proporcionalan koncentraciji 8-OHdG-dG. Koli¢ina 8-OHdG preracunata je na osnovu
standarne krive, a vrednosti su izrazene kao nM 8-OHdG.

3.5. In vitro ispitivanja uticaja leka Metildopa na nivo oksidativnog stresa

Uzorci periferne krvi 4 zdrave trudnice zasadeni su u PB-Max medijumu (GIBCO brand,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD), tako §to je za svaki uzorak zasadeno po 7 odvojenih
kultura ¢elija. Celije su tretirane sa 5 razli¢itih koncentracija leka Metildopa, a odabrane koncentracije
leka bile su u skladu sa preporu¢enim dozama za leCenje hipertenzije 1 viSe od preporucenih.
Metildopa (Sigma Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Nemacka) je rastvorena u 0,1 N HCI i dodata
kulturi ¢elija u navedenim koncentracijama: 1,2 pg/ml (maksimalna serumska koncentracija leka),
2,4 ug/ml, 4,8 pg/ml, 9,6 pg/ml i 24 pug/ml. Kako bi se odredio bazalni nivo ispitivanih parametara
po jedna kultura svakog uzorka nije bila tretirana. Rastvara¢ (0,1 N HCI) je dodat u po jednu kulturu
svakog uzorka kao negativna kontrola.

Nakon 72 sata kultivacije u prisustvu leka Metildopa po 500 pl supernatanta svake kulture
koris¢eno je za dalja ispitivanja nivoa MDA i 8-OHdG u skladu sa procedurama opisanim u
poglavljima 3.4. i 3.5. prikazane studije.
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3.6. Statisticka obrada podataka

Dobijeni rezultati analizirani su u IBM® SPSS® Statistics softveru, verzija 22 (IBM Armonk,
NY, SAD), i STATISTICA 6.0 softveru (StatSoft Inc, Tulsa, OK, SAD). Za proveru normalnosti
raspodele koris¢en je Kolmogorov-Smirnov test. Podaci koji su imali normalnu distribuciju prikazani
su kao aritmeticke srednje vrednosti sa standardnim devijacijama (SV + SD), dok su podaci koji nisu
imali normalnu raspodelu logaritmovani i prikazani kao geometrijske srednje vrednosti sa intervalom
poverenja (eng. confidence interval, CI). Za poredenja u okviru grupa koris¢en je Hi kvadrat test.
Studentov t-test, Kruskal-Wallis test i Pirsonova regresiona analiza kori§¢eni su za poredenja izmedu
grupa. Korekcija za asocirane varijable radena je primenom analize kovarijanse (ANCOVA).
Prediktivne i diskriminatorne moguc¢nosti analiziranih parametara procenjene su analizom povrsine
(engl. area under the curve, AUC) ispod ROC (engl. receiver operating characteristics) krive. Na
osnovu Youden-ovog indeksa (maksimalna vrednost: Y= senzitivnost + specifi¢nost - 1) su izracunate
grani¢ne vrednosti za optimalnu specifi¢nost 1 senzitivnost parametara iz ROC krive. Logisticka
regresiona analiza je koriS¢ena za pravljenje kombinovanog modela za predvidanje GDM-a, a
verovatnoca predikcije (engl. predicted probality) dobijena je primenom formule: logit(p = GDM
[GDM/KG]) = -0,494 + 0,062 x miR-29a + 64,903 x IL-1pB). Dobijeni rezultati interpretirani su u
skladu sa preporukama koje je dao Swets (1988): za AUC manji od 0,5 procenjeno je da test nema
prediktivnu i dijagnosti¢ku moguénost, za 0,5-0,7 procenjeno je da test ima slabu, a za 0,7-0,9
zadovoljavajucu prediktivnu i dijagnosticku moguénost, dok vrednosti vise od 0,9 ukazuju na visoku
pouzdanost testa. P vrednost manja od 0,05 smatrana je statisti¢ki znacajnom.
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4. REZULTATI

4.1. Rezultati prve faze istraZzivanja

4.1.1. Klini¢ke karakteristike ispitanica

Trudnice ukljucene u prvu fazu studije podeljene su u tri grupe prema prethodno opisanim
kriterijumima (sekcija 3.1.). Broj ispitanika svake grupe, starosna dob i klinicke karakteristike
prikazane su u tabeli 13. Izmedu grupa nije postojala statisticki znacajna razlika u starosnoj dobi
trudnica (P1=0,100, P»=0,119; P1, P> vrednost — P vrednost dobijena poredenjem GDM, odnosno GH
grupe, redom, sa CG grupom). Indeks telesne mase pre trudnoce bio je statisticki znacajno visi u obe
ispitivane grupe nego u kontrolnoj grupi (P1=0,037, P.=0,011). Indeks telesne mase u trenutku
uzorkovanja krvi (trenutni BMI u daljem tekstu), procenat povecanja telesne tezine i sistolni krvni
pritisak bili su statisticki zna¢ajno visi u grupi trudnica sa GH u poredenju sa zdravim trudnicama (P
vrednosti, redom, 1,98E-07, 0,0006 i 3,90E-09), dok analizom navedenih parametara izmedu GDM i
CG grupe nije uocena znacajna razlika (P vrednosti, redom, 0,069, 0,070, 0,704). Poredenjem medu
grupama nije utvrdeno postojanje znacajne razlike u nivou dijastolnog krvnog pritiska (P1=0,088,
P»=0,129). Sve trudnice su u toku trudno¢e uzimale vitaminske suplemente, dok je 23 GH trudnica
bilo na antihipertenzivnoj terapiji lekom Metildopa ordiniranoj od strane lekara. GDM trudnice nisu
uzimale medikamentoznu terapiju, a dijabeticna dijeta je kod ovih trudnica uvedena nakon
uzorkovanja krvi za potrebe studije.

Tabela 13. Klini¢ke karakteristike trudnica uklju¢enih u prvu fazu studije i poredenje

analiziranih grupa trudnica u odnosu na kontrolne trudnice (CG — kontrolna grupa, GDM — gestacijski
dijabetes, GH — gestacijska hipertenzija)

CG GDM GH
Parametar i broj ispitanica (N=34) (N=31) (N=30) P1 P2

Godine starosti® 31(20-39) 33(19-45) 33(20-42) 0,100 0,119

BMI pre trudnoée, kg/m? 21,943 24,315 25,545 0,037° 0,011"
Trenutni BMI, kg/m? 24+3 26,715 29,54 0,069 1,98E-07"
Procenat povecanja telesne mase, %  10+5 1348 17410 0,070 0,0006™
é‘zgz‘c‘ylf‘ecl;{f‘sg?ﬁfeta 7127 9/22 7123 0,430 0,791
Sistolni krvni pritisak (mm Hg) 11249 110+1 143124 0,704  3,90E-09™
Dijastolni krvni pritisak (mm Hg) 7516 67+10 88+19 0,088 0,129

BMI — indeks telesne mase; P1, P, vrednost — P vrednosti dobijene poredenjem GDM (P1), odnosno GH grupe
(P2), redom, sa kontrolnom (CG) grupom; Vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti + standardna
devijacija; *Vrednosti prikazane kao srednji broj godina ispitanika iz odgovarajuée grupe (min-max); "Za
poredenje medu grupama koris¢en Hi kvadrat test. Statisticki znacajne vrednosti su boldovane, a nivo
znacajnosti oznacen brojem zvezdica: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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4.1.2. Ekspresija miRNK

Nivoi ekspresije ispitivanin miRNK (miR-17, miR-29a, miR-181a) u grupi trudnica sa
dijabetesom i hipertenzijom, kao i zdravih trudnica kvantifikovane su iz uzoraka plazme periferne
krvi, koris¢enjem miR-191 kao endogene kontrole. lako je zabeleZena niza ekspresija miR-17 u GH
grupi u odnosu na kontrolu, ekspresija navedene miRNK nije se statisti¢ki znacajno razlikovala medu
grupama (P1=0,789, P,=0,191) (slika 8). Ekspresija miR-29a bila je niza kod ispitanica u odnosu na
zdrave trudnice, ali statisticki zna¢ajna razlika uocena je samo u GDM grupi (P1=0,031, P>=0,196)
(slika 9). Najniza ekspresija miR-181a zabelezena je kod trudnica sa dijabetesom, a najvisa kod
ispitanica sa hipertenzivnim poremecajem, ali razlike u njenoj ekspresiji u odnosu na kontrolu nisu
bile statisticki znacajne (P1=0,326, P>=0,603) (slika 10). Nakon izvrSene korekcije za udruZene
varijable (godine starosti trudnice, nedelja gestacije, procenat povecanja telesne mase) razlika u nivou
ekspresije miR-29a izmedu GDM i CG trudnica imala je veéi nivo znacajnosti (P=0,006).

i miR-17
14
12

10

N . .

CG GDM GH

Slika 8. Nivo ekspresije miR-17 u CG, GDM i GH grupi, prikazanih preko 22 vrednosti. Vrednosti
ispitivanih parametara prikazane su kao geometrijska srednja vrednost sa intervalom poverenja.
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Slika 9. Nivo ekspresije miR-29a u CG, GDM i GH grupi, prikazanih preko 2 vrednosti. Vrednosti
ispitivanih parametara prikazane su kao geometrijska srednja vrednost sa intervalom poverenja. Statisticki
znacajne razlike ispitivane grupe u poredenju sa kontrolom oznacene su zvezdicom: *p<0,05.
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Slika 10. Nivo ekspresije miR-181a u CG, GDM i GH grupi, prikazanih preko 22° vrednosti.
Vrednosti ispitivanih parametara prikazane su kao geometrijska srednja vrednost sa intervalom poverenja.
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4.1.3. Ekspresija citokina

Znacajna razlika u nivou genske ekspresije IL-1f zabelezena je kod trudnica sa dijabetesom
kod kojih je navedeni citokin imao 4,5 puta visu ekspresiju nego u kontrolnoj grupi (P1=0,002) (slika
11). Nakon korekcije za udruzene varijable (godine starosti trudnice, nedelja gestacije, procenat
povecéanja telesne mase) razlika u nivou ekspresije IL-15 ostala je statisticki znac¢ajna (P=0,036). U
grupi trudnica sa hipertenzijom ekspresija IL-15 nije bila znacajno razli¢ita u poredenju sa
kontrolnom grupom (P=0,180) (slika 11).

Iako je uocen visi nivo ekspresije IL-6 u GDM nego u CG grupi, ova razlika nije bila statisticki
znacajna ni u jednoj od ispitivanih grupa (P1=0,180, P>=0,640) (slika 12). Ekspresija IL-17 bila je
najviSa u GH grupi, ali bez zna¢ajne razlike medu poredenim grupama (P1=0,590, P>=0,560) (slika
13). TNF-a je imao znacajno visu ekspresiju kod trudnica sa hipertenzijom u poredenju sa zdravim
trudnicama, ¢ak 1,65 puta visi nivo nego u CG grupi (P=0,030), dok se u GDM grupi ekspresija ovog
citokina nije razlikovala u odnosu na kontrolu (P=0,954) (slika 14).
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Slika 11. Nivo ekspresije iRNK IL-15 u CG, GDM i GH grupi, prikazanih preko 2 vrednosti.
Vrednosti ispitivanih parametara prikazane su kao geometrijska srednja vrednost sa intervalom poverenja.
Statisticki znacajne razlike ispitivane grupe u poredenju sa kontrolom oznacene su zvezdicama: **p<0,01.
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Slika 12. Nivo ekspresije iRNK 1L-6 u CG, GDM i GH grupi, prikazanih preko 2" vrednosti.
Vrednosti ispitivanih parametara prikazane su kao geometrijska srednja vrednost sa intervalom poverenja.
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Slika 13. Nivo ekspresije iRNK IL-17 u CG, GDM i GH grupi, prikazanih preko 2 vrednosti.
Vrednosti ispitivanih parametara prikazane su kao geometrijska srednja vrednost sa intervalom poverenja.
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Slika 14. Nivo ekspresije iRNK TNF-a u CG, GDM i GH grupi, prikazanih preko 24" vrednosti.
Vrednosti ispitivanih parametara prikazane su kao geometrijska srednja vrednost sa intervalom poverenja.
StatistiCki znacajne razlike ispitivane grupe u poredenju sa kontrolom oznac¢ene su zvezdicom: *p<0,05.

4.1.4. Analiza prediktivnih i diskriminatorne moguénosti miR-29a, IL-18 1 TNF-«

Analizom ROC krive procenjene su diskriminatorne i prediktivne moguénosti miR-29a i IL-
1§ za detekciju zena sa GDM-om, odnosno TNF-a za detekciju Zena sa GH-om. Dobijena povrsina
ROC krive (AUC) za miR-29a iznosila je 0,645 (95% CI: 0,511-0,779, P=0,044, grani¢na vrednost:
0,275, senzitivnost: 44%, specificnost: 84%) §to na osnovu Swets-ovih kriterijuma ukazuje da ovaj
parameter ima dovoljnu dijagnosti¢ku vrednost za detekciju GDM-a (slika 15). Analizom IL-1f5
dobijena ROC kriva imala je vrednost AUC od 0,713 (95%: 0,586-0,839, P=0,003, grani¢na vrednost:
0,001, senzitivnost: 68%, specifi¢nost: 59%), ¢ime je pokazana zadovoljavajuéa dijagnosticka
vrednost navedenog citokina za diskriminaciju Zena sa GDM-om i zdravih trudnica (slika 16).
Logistickom regresionom analizom iz modela, koji je uklju¢ivao dva parametra, miR29a i IL-1p,
izraCunata je verovatnoca predikcije na osnovu koje se mogu razlikovati pacijenti sa GDM od zdravih
trudnica. Utvrdeno je da koriS¢enje navedena dva parametra u kombinaciji ima najbolje prediktivne
i diskriminatorne moguénosti za GDM (AUC=0,734, 95% CI: 0,610-0,859, P=0,001) (slika 17). Na
slici 18 prikazana je ROC kriva za TNF-a u GH grupi. lako je kod trudnica sa hipertenzijom pokazana
statisticki zna€ajna razlika u ekspresiji ovog citokina u odnosu na kontrolu, utvrdeno je da TNF-a
nema zadovoljavajucu dijagnosti¢ku vrednost za detekciju trudnica sa GH (AUC=0,613, 95% CI:
0,474-0,751, P=0,122).
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Slika 15. Dijagnosti¢ki potencijal ekspresije miR-29a za diskriminaciju GDM i zdravih trudnica. ROC
kriva dobijena analizom miR-29a, AUC=0,645 (0,511-0,779, P=0,044, grani¢na vrednost: 0,275, senzitivnost:
44%, specificnost: 84%).
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Slika 16. Dijagnosticki potencijal ekspresije IL-1/ za diskriminaciju GDM i zdravih trudnica. ROC
kriva dobijena analizom IL-1, AUC=0,713 (0,586-0,839, P=0,003, grani¢na vrednost: 0,001, senzitivnost:
68%, specifi¢nost: 59%).
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Slika 17. Dijagnosti¢ki potencijal kombinovanog kori§¢enja parametara miR-29a i IL-15 za
diskriminaciju GDM i zdravih trudnica. ROC kriva dobijena analizom kombinovanog koris¢enja parametara
miR-29a i IL-18, AUC=0,734 (0,610-0,859, P=0,001).
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Slika 18. Dijagnosticki potencijal ekspresije TNF-a za diskriminaciju GH i zdravih trudnica. ROC
kriva dobijena analizom TNF-a, AUC=0,613(0,474-0,751, P=0,122).
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4.1.5. Analize korelacije ekspresije miR-29a i IL-1f kod trudnica sa gestacijskim dijabetesom

Analizom povezanosti pokazano je da izmedu ekspresije miR-29a i analiziranih klinickih
parametara i nivoa ekspresije pojedina¢nih analiziranih citokina i MiIRNK nema znac¢ajnih korelacija
u GDM grupi (tabela 14). Daljom analizom ustanovljeno je postojanje statisticki znacajne pozitivne
korelacije izmedu ekspresije dva citokina, IL-15 i TNF-o kod trudnica sa dijabetesom (r=0,819,
P=1,83E-08; tabela 15). Ostali analizirani parametri nisu znac¢ajno korelisani sa nivoom ekspresije
IL-18.

Tabela 14. Analiza korelacije ekspresije miR-29a i merenih klinickih parametara, citokina i
miRNK kod trudnica sa gestacijskim dijabetesom

miR-29a
Parametar

r P
Nedelja gestacije 0,228 0,225
Godine zivota 0,148 0,427
BMI pre trudnoée, kg/m? -0,134 0,472
Trenutni BMI, kg/m? -0,071 0,706
Procenat povecanja telesne mase, % 0,175 0,345
Sistolni krvni pritisak (mm Hg) -0,105 0,575
Dijastolni krvni pritisak (mm Hg) 0,087 0,641
IL-18 -0,092 0,624
TNF-a 0,055 0,770
IL-6 -0,161 0,386
IL-17 0,050 0,791
miR-17 0,255 0,167
miR-181a 0,311 0,088

r - Pirsonov koeficijent korelacije; p - statisticka znacajnost

43



Tabela 15. Analiza korelacije ekspresije IL-15 gena i merenih klini¢kih parametara, citokina
I miIRNK kod trudnica sa gestacijskim dijabetesom

IL-18
Parametar

r P
Nedelja gestacije -0,019 0,919
Godine Zivota 0,217 0,241
BMI pre trudnode, kg/m? 0,042 0,826
Trenutni BMI, kg/m? -0,08 0,674
Procenat povecéanja telesne mase, % 0,167 0,379
Sistolni krvni pritisak (mm Hg) 0,194 0,545
Dijastolni krvni pritisak (mm Hg) 0,499 0,142
TNF-a 0,819 1,83E-08™"
IL-6 -0,13 0,485
IL-17 0,184 0,32
miR-17 0,058 0,755
miR-29a -0,092 0,624
miR-181a 0,023 0,9

r - Pirsonov koeficijent korelacije; p - statisti¢ka znacajnost. Statisti¢ki znacajne vrednosti su boldovane, a nivo
znacajnosti oznacen brojem zvezdica: ***p<0,001.

4.1.6. Analiza korelacije ekspresije TNF-a kod trudnica sa gestacijskom hipertenzijom

Kako je kod trudnica sa hipertenzijom utvrden znacajno visi nivo ekspresije TNF-a ispitana
je asociranost ovog citokina sa klini¢kim parametrima, ostalim analiziranim citokinima i miRNK u
GH grupi. Dobijeni rezultati ukazuju da postoji znacajna pozitivna korelacija izmedu TNF-a i citokina
IL-15 (r=0,445, P=0,014) i IL-17 (r=0,616, P=0,0003). Takode, pokazano je da je TNF-a znacajno
negativno korelisan sa miR-181a (r=-0,473, P=0,008; tabela 16). Utvrdeno je da ostali analizirani
parametri nisu znacajno povezani sa nivoom ekspresije TNF-a.
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Tabela 16. Korelacija ekspresije TNF-a i merenih klinickih parametara, citokina i miRNK kod
trudnica sa gestacijskom hipertenzijom

TNF-a
Parametar

r P
Nedelja gestacije 0,189 0,336
Godine zivota 0,101 0,595
BMI pre trudnoée, kg/m? -0,066 0,738
Trenutni BMI, kg/m? -0,089 0,653
Procenat povecanja telesne mase, % -0,259 0,182
Sistolni krvni pritisak (mm Hg) 0,026 0,896
Dijastolni krvni pritisak (mm Hg) 0,213 0,286
IL-18 0,445 0,014"
IL-6 0,203 0,283
IL-17 0,616 0,0003
miR-17 -0,33 0,075
miR-29a -0,249 0,185
miR-181a -0,473 0,008

r - Pirsonov koeficijent korelacije; p - statisti¢ka znacajnost. Statisti¢ki znacajne vrednosti su boldovane, a nivo
znacajnosti oznacen brojem zvezdica: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

4.2. Rezultati druge faze studije

4.2.1. Klini¢ke karakteristike ispitanica

Klinicke karakteristike trudnica uklju¢enih u drugu fazu studije prikazane su u tabeli 17.
Ispitivane grupe (GDM i GH) i kontrolna grupa bile su adekvatno uparene za starosnu dob (P1=0,502,
P»=0,249). Trudnice iz GDM i GH grupe imale su zna¢ajno visi BMI pre trudnoc¢e u odnosu na zdrave
trudnice (P1=0,013, P.=0,0001). BMI u trenutku uklju¢ivanja u istrazivanje, kao i sistolni i dijastolni
krvni pritisak bili su znacajno visi kod ispitanica sa hipertenzijom u poredenju sa kontrolom (P
vrednosti, redom, 0,002, 0,0001, 0,00001). Prema preporuci lekara trudnice iz GH grupe uzimale su
antihipertenzivnu terapiju (Metildopa). Trudnice iz GDM i kontrolne grupe nisu uzimale
medikamente u toku trudnoce. Sve trudnice ukljucene u studiju uzimale su vitaminske suplemente u
trudno¢i. Prema anamnezi sve trudnice koje su konzumirale cigarete u trudnoc¢i konzumirale su do 20
cigareta dnevno.
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Tabela 17. Klini¢ke karakteristike trudnica ukljucenih u drugu fazu studije i poredenje

analiziranih grupa trudnica u odnosu na kontrolne trudnice (CG — kontrolna grupa, GDM — gestacijski
dijabetes, GH — gestacijska hipertenzija)

Parametar i broj CG GDM GH P P
ispitanica (N=28) (N=37) (N=21) ! 2
Godine starosti? 31(20-44) 33 (24-40) 32 (23-38) 0,502 0,249
BMI pre trudnoée, kg/m?  21,22+1 24,11+3 27,1146 0,013" 0,0001™
Trenutni BMI, kg/m? 23,98+2 27,54 30,55+6 0,063 0,002™
Procenat povecanja 1345 14,147 13,83+10 0,747 0,847
telesne mase, %
Medikamentozna / / 21 (Metildopa) ~ / /
terapija
Konzumaclja cigareta »g 9/28 7/14 0,747 0,518
(pusaci/nepusaci)
Sistolni krvni pritisak
(mm Hg) 11749 107+17 128+24 0,193 0,0001
Dijastolni krvni pritisak 75,4 67+13 81+11 0,146  0,00001™

(mm Hg)

BMI — indeks telesne mase; P1, P2 vrednost — P vrednost dobijena poredenjem GDM (P1), odnosno GH grupe
(P2), redom, sa CG grupom; #Vrednosti su prikazane kao srednji broj godina ispitanika iz odgovarajuce grupe
(min-max); *Vrednosti su prikazane kao broj trudnica iz odgovarajuée grupe koje su uzimale medikamentoznu
terapiju. Statisticki znacajne vrednosti su boldovane, a nivo znacajnosti oznacen brojem zvezdica: *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001.

4.2.2. Nivo parametara oksidativnog stresa kod trudnica sa gestacijskim dijabetesom i
gestacijskom hipertenzijom

4.2.2.1. Nivo lipidne peroksidacije

Nivo lipidne peroksidacije analiziran je merenjem TBARs koji predstavlja ekvivalent
malondialdehida. Srednje vrednosti nivoa TBARS za svaku od ispitivanih grupa predstavljene su na
slici 19. U obe ispitivane grupe (GDM i GH) nivo TBARs bio je statisticki zna¢ajno visi nego u
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kontrolnoj grupi (P1=0,0001, P»>=0,0001). Najvisi nivo TBARs zabeleZzen je u plazmi trudnica sa
gestacijskom hipertenzijom, ¢ak 2,47 puta visi nego kod zdravih trudnica i 1,58 puta vi$i u odnosu na
trudnice sa dijabetesom.
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Slika 19. Nivo TBARs u CG, GDM i GH grupi trudnica. Vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti
(nmol/ml uzorka) + standardna devijacija. Statisti¢ki znac¢ajne razlike ispitivane grupe u poredenju sa
kontrolom oznacene su zvezdicama: ***p<0,001.

4.2.2.2. Nivo ostecenja DNK molekula

Nivo oSte¢enja DNK molekula procenjen je merenjem 8-OHdAG u plazmi trudnica. Dobijeni
rezultati predstavljeni su na slici 20. Nivo 8-OHdG bio je zna¢ajno visi kod GDM trudnica u odnosu
na kontrolnu grupu (P=0,021). Kod trudnica sa hipertenzijom nije uo¢ena znac¢ajna promena u nivou
8-OHdG u odnosu na zdrave trudnice (P=0,412).
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Slika 20. Nivo 8-OHdG u CG, GDM i GH grupama trudnica. Vrednosti su prikazane kao srednje
vrednosti (NM) + standardna devijacija. Statisticki zna¢ajne razlike ispitivane grupe u poredenju sa kontrolom
oznacene su zvezdicom: *p<0,05.

4.2.2.3. Analiza prediktivnih i diskriminatornih moguc¢nosti parametara oksidativnog stresa

Diskriminatorne i prediktivne mogucnosti parametara oksidativnog stresa za detekciju Zena
sa ispitivanim perinatoloskim komplikacijama procenjene su analizom ROC krive. Pokazano je da
TBARSs ima visoku dijagnosti¢ku vrednost za diskriminaciju trudnica sa GDM-om (AUC=0,970,
95% CI: 0,000-1,000, P=1,3E-07, grani¢na vrednost: 20,938, senzitivnost: 95%, specificnost: 100%,
slika 21), kao i GH-om (AUC=1,000, 95% ClI: 0,000-1,000, P=1,85E-08, grani¢na vrednost: 24,063,
senzitivnost: 100%, specificnost: 100%, slika 22) od zdravih trudnica. lako je kod trudnica sa
dijabetesom uocen znacajno visi nivo parametara DNK oSte¢enja u poredenju sa kontrolom, 8-OHdG
nije imao zadovoljavajucu dijagnosticku vrednost za detekciju trudnica sa dijabetesom (AUC=0,587,
95% CI: 0,401-0,774, P=0,353) (slika 23).
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Slika 21. Dijagnosti¢ki potencijal parametra lipidne peroksidacije za diskriminaciju GDM i zdravih
trudnica. ROC kriva dobijena analizom TBARs, AUC=0,970 (95% CI: 0,000-1,000, P=1,3E-07, grani¢na
vrednost: 20,938, senzitivnost: 95%, specifi¢nost: 100%).
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Slika 22. Dijagnosti¢ki potencijal parametra lipidne peroksidacije za diskriminaciju GH i zdravih
trudnica. ROC kriva dobijena analizom TBARs, AUC=1,000 (95% CI: 0,000-1,000, P=1,85E-08, grani¢na
vrednost: 24,063, senzitivnost: 100%, specifi¢nost: 100%).
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Slika 23. Dijagnosticki potencijal parametra DNK os$tec¢enja za diskriminaciju GDM i zdravih trudnica.
ROC kriva dobijena analizom 8-OHdG, AUC=0,587 (95% CI: 0,401-0,774, P=0,353).

4.2.2.4. Analiza korelacije parametara oksidativnog stresa u grupi trudnica sa gestacijskim
dijabetesom

Analizom povezanosti markera lipidne peroksidacije (TBARSs) i oSte¢enja DNK (8-OHdG)
nije utvrdena asociranost navedenih parametara u grupi trudnica sa gestacijskim dijabetesom (r= 0,06,
P=0,797). Daljom analizom pokazano je da u grupi ispitanica sa GDM-om nivo markera lipidne
peroksidacije nije znacajno korelisan sa zivotnom dobi trudnica, indeksom telesne mase u trudno¢i,
niti pre trudnoce, procentom povecéanja telesne mase, kao ni nedeljom gestacije (tabela 18). Postojanje
znacajne negativne korelacije utvrdeno je jedino izmedu 8-OHdG i nedelje gestacije (r=-0,482,
P=0,027). Ostali klini¢ki parametri nisu bili znac¢ajno povezani sa 8-OHdG (tabela 19).
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Tabela 18. Rezultati povezanosti nivoa TBARSs sa klinickim parametrima trudnica sa GDM

TBARs
Parametar
r P

Godine zivota 0,238 0,300
BMI pre trudnoée, kg/m? 0,217 0,345
Trenutni BMI, kg/m? 0,164 0,477
Procenat povecanja telesne mase, % -0,102 0,661
Nedelja gestacije -0,057 0,805

r - Pirsonov koeficijent korelacije; p - statisticka zna¢ajnost

Tabela 19. Rezultati povezanosti nivoa 8-OHdG sa klinickim parametrima trudnica sa GDM

8-OHdG
Parametar
r P

Godine zivota -0,008 0,974
BMI pre trudnoée, kg/m? -0,173 0,453
Trenutni BMI, kg/m? -0,263 0,249
Procenat povecanja telesne mase, % -0,262 0,251
Nedelja gestacije -0,482 0,027

r - Pirsonov koeficijent korelacije; p - statisticka znacajnost. Statisti¢ki znacajne vrednosti su boldovane, a nivo
znacajnosti oznacen brojem zvezdica: *p<0,05.

4.2.2.5. Analiza korelacije lipidne peroksidacije u grupi trudnica sa gestacijskom hipertenzijom

U grupi trudnica sa hipertenzijom nije utvrdena asociranost izmedju TBARs i 8-OHdG
(r=0,057, P=0,834). Takode, nije utvrdena povezanost markera lipidne peroksidacije sa merenim
klini¢ckim parametrima trudnica (tabela 20). Kako se nivo 8-OHdG nije znacajno razlikovao u grupi
trudnica sa hipertenzijom u odnosu na kontrolu, korelacija ovog markera sa klini¢kim parametrima
nije ispitana.
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Tabela 20. Rezultati povezanosti TBARs sa klini¢ckim parametrima trudnica sa GH

TBARSs
Parametar
r P

Godine zivota 0,338 0,200
BMI pre trudnoée, kg/m? -0,223 0,407
Trenutni BMI, kg/m? -0,340 0,198
Procenat povecanja telesne mase, % -0,221 0,411
Nedelja gestacije -0,431 0,096

r - Pirsonov koeficijent korelacije; p - statisticka zna¢ajnost

4.2.3. Rezultati in vitro ispitivanja leka Metildopa

Kako bi se isklju¢io mogucéi uticaj medikamentozne terapije koju su uzimale trudnice iz GH
grupe na nivo DNK ostecenja i lipidne peroksidacije, in vitro je ispitan potencijalni efekat leka
Metildopa na nivo oksidativnog stresa. Nivo TBARS i 8-OHdG meren je u supernatantu kultura ¢éelija
periferne krvi zdravih trudnica nakon tretmana u trajanju od 72 sata razli¢itim koncentracijama leka
Metildopa. Dobijeni rezultati prikazani su na slikama 24 i 25. Nivoi TBARs nisu se znacajno
razlikovali izmedu tretiranih i netretiranih kultura (Pnci=0,699, Pc1=0,098, Pc2=0,604, Pc3=0,541,
Pc4=0,184, Pcs5=0,144), kao ni nivoi 8-OHdG (PHci=0,484, Pc1=0,705, Pc>=0,876, Pc3=0,773,
Pc4=0,507, Pc5=0,271).
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Slika 24. Koncentracije TBARs u kulturama celija tretiranih razli¢itim dozama leka Metildopa i
kontroli. Vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti (nmol/ml uzorka) + standardna devijacija.
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Slika 25. Koncentracije 8-OHdG u kulturama ¢elija tretiranih razli¢itim dozama leka Metildopa i
kontroli. Vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti (nM) = standardna devijacija.
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5. DISKUSIJA

Gestacijski dijabetes i gestacijska hipertenzija se mogu dijagnostikovati tek krajem drugog ili
tokom treceg trimestra trudnoce, nakon pojave klini¢kih znakova poremecaja. U trenutku postavljanja
dijagnoze, pokrenuti patofizioloski mehanizmi su potencijalno ve¢ doveli do dugoro¢nih negativnih
efekata. Dodatno, molekuli ¢iji su nivoi izmenjeni u periodu kada su GDM i GH ve¢ klinicki
manifestovani predstavljaju kandidate za biomarkere navedenih perinatoloskih komplikacija i
potencijalno ukazuju na njihove rane molekularne mehanizme. Otkrice biomarkera i razvoj
adekvatnog skrininga za GDM i GH imao bi visestruku Korist, kako za trudnice kod kojih se utvrdi
povisen rizik, tako i za trudnice kod kojih se proceni da je rizik za razvoj komplikacija nizak.
Detekcija Zena sa niskim rizikom za razvoj patoloskih stanja u trudno¢i znacajno bi smanjila nivo
anksioznosti ovih trudnica, te im sa psiholoSkog aspekta olakSala dalji tok trudnoce (Mavreli i sar,
2021). S druge strane, rana detekcija trudnica sa poviSenim rizikom omoguéila bi adekvatan
monitoring 1 efikasniji klini¢ki pristup ¢ime bi se potencijalno sprecio razvoj daljih komplikacija.
Procenjuje se da bi razvoj visoko efikasnog skrininga znac¢ajno smanjio i troSkove le¢enja bilo u toku
trudnoce, bilo kasnije u Zivotu majke 1 njenih potomaka, pa su identifikacija biomarkera 1 razvoj
visokopouzdanih prediktivnih testova od izuzetnog znacaja kako za pojedinca tako i za drustvo (Xu
i sar, 2017; Modzelewski i sar, 2022).

Prikazani rezultati ukazuju na brojne promene molekularnih mehanizama koje se desavaju
prilikom razvoja gestacijskog dijabetesa i gestacijske hipertenzije. Rezultati ispitivanja daju uvid u
nivo ekspresije odabranih miRNK i proinflamatornih citokina i ukazuju na povisen nivo oksidativnog
stresa kod oba patoloska stanja. Prema uvidu u literaturu, medusobna korelacija analiziranih miRNK
1 citokina kod trudnica sa GDM i GH po prvi put je ispitana u nasoj studiji.

5.1. Ekspresija miRNK kod trudnica sa gestacijskim dijabetesom i gestacijskom hipertenzijom

Dobijeni rezultati ukazuju da je ekspresija miR-29a snizena kod trudnica koje su razvile
gestacijski dijabetes. Trudnice sa GDM-om imale su skoro Cetiri puta nizu ekspresiju analizirane
miRNK u poredenju sa zdravim trudnicama. Razlika u nivou ekspresije izmedu navedenih grupa bila
je statisti¢ki znacajna (P=0,031), a nakon korekcije za godine starosti trudnice, nedelju gestacije i
procenat povecanja telesne mase razlika je bila jo$ znacajnija (P=0,006). Poznato je da miR-29a
predstavlja znacajan regulator glukoneogeneze i glikolize (Zhao i sar, 2011; Liang i sar, 2013; Abbas
i sar, 2021). Jedan od ciljnih gena za miR-29a, Insigl (engl. insulin-induced gene 1), preko
transkripcionih faktora SREBPs (engl. sterol regulatory element-binding proteins) reguliSe
fosfoenolpiruvat karboksilazu 2 (PCK2), enzim ukljucen u metabolizam glukoze (Krapivner i sar,
2007). Pokazano je da niza ekspresija miR-29a u HepG2 celijama za posledicu ima povecanje
ekspresije Insigl proteina i PCK2 iRNK §to moZze uzrokovati poveéanje nivoa glukoze, te ukazuje da
miR-29a predstavlja negativan regulator nivoa glukoze u serumu (Zhao i sar, 2011). Deng i saradnici
(2020) su pokazali da je nivo ekspresije miR-29a pozitivno korelisan sa nivoom insulina nataste i
negativno korelisan sa nivoom glukoze u plazmi trudnica nataste, nivoom glukoze 2h nakon primene
75g glukoze i nivoom HbAlc. Navedeno ukazuje da je miR-29a uklju¢ena u razvoj insulinske
rezistencije i potvrduje prethodno pretpostavljenu ulogu pomenute miRNK kao negativnog regulatora
glukoznog metabolizma. lako se nivo miR-29a dovodi u vezu sa razvojem patoloskih stanja u
trudno¢i, sSmatra se da on nije povezan sa tezinom neonatusa na rodenju, prevremenim porodajem i
asfiksijom (Deng i sar, 2020). Kako je u obe navedene studije utvrden nizi nivo ekspresije miR-29a
u serumu trudnica sa GDM-om u poredenju sa zdravim trudnicama, rezultati ove teze u skladu su sa
rezultatima prikazanim od strane Zhao i saradnika (2011), kao i Denga i saradnika (2020). Suprotno
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tome, nekoliko grupa autora pokazalo je poviSen nivo miR-29a kod razli¢itih tipova dijabetesa u
poredenju sa kontrolom (Bagge i sar, 2012; Sgrensen i sar, 2021). Kako su pokazali Bagge-a i
saradnici (2012), povisen nivo glukoze dovodi do pojacane ekspresije miR-29a u kulturi humanih
¢elija Langerhansovih ostrvaca i INS-1E B-¢elijama pacova, §to dalje vodi smanjenju sekrecije
insulina 1 potencijalno razvoju dijabetesa tipa 2. Dalje, miR-29a predstavlja negativan regulator
kanabinoidnog receptora tipa 1 i ekspresije proinflamatornih citokina, IL-1B, TNF-a i IL-6, $to ima
ulogu u sprecavanju fibroze glomerula bubrega usled dijabetesa (Tung i sar, 2019). Ipak, suprotno
Tungovoj studiji (2019) radenoj na miSevima, OVim istrazivanjem nije utvrdena povezanost miR-29a
i IRNK analiziranih citokina (IL-1, TNF-a, IL-6 i IL-17), kao ni ostalih analiziranih parametara.
Koris¢enjem ROC krive u ovoj disertaciji pokazano je da nivo ekspresije miR-29a ima dovoljnu
dijagnosticku vrednost za detekciju zena sa GDM-om (AUC=0,645), te predstavlja potencijalni
biomarker dijabetesa u trudno¢i.

Prikazani rezultati pokazuju da ekspresija miR-17 nije znacajno izmenjena kod ispitanica sa
GDM-om u odnosu na kontrolu (P=0,789). Uloga miR-17 u patogenezi razli¢itih tipova dijabetesa do
sada je slabo ispitana, a dobijeni rezultati su prili¢no heterogeni. Nekolicina do sada objavljenih
studija pokazala je da nema statistiCki znacajne razlike u ekspresiji miR-17 kod trudnica sa
gestacijskim dijabetesom u poredenju sa trudnicama bez komplikacija (Lamadrid-Romero i sar, 2018;
Pheiffer i sar, 2018; Tagoma i sar, 2018; Hromadnikova i sar, 2022), a rezultati prikazani u ovoj tezi
u skladu su sa navedenim istraZivanjima. In vitro eksperimentima na INS-1 ¢elijama Liu i saradnici
(2021) su utvrdili smanjenu ekspresiju miR-17 i sekreciju insulina u uslovima hiperglikemije, kao i
smanjenu ekspresiju pomenute MIRNK kod dijabeti¢nih miSeva. Kako je nakon indukovane
ekspresije i transfekcije miR-17 snizen nivo glukoze u krvi i poboljSana glukozna tolerancija u
cirkulaciji miSeva, navedeni rezultati ukazuju na mogué protektivni i terapeutski efekat ove
nekodiraju¢e RNK (Liu i sar, 2021). U placentama iz GDM trudnoca takode je utvrdena niza
ekspresija miR-17 (Jiang i sar, 2022). Prema Jiangu, miR-17 stimuli$e preuzimanje glukoze od strane
HTR8/SVneo trofoblastnih ¢elija preko TXNIP/NLRP3. NLRP3 (engl. Nod-like receptor protein 3)
predstavlja deo unutarcéelijskog proteinskog kompleksa koji se naziva inflamazom, a koji stimuliSe
ekspresiju citokina uklju¢enih u razvoj insulinske rezistencije, IL-1p i IL-18 (Stienstra i sar, 2011).
TXNIP (engl. thioredoxin-interacting protein) se vezuje za NLRP3 i aktivira ga, a ekspresija samog
TXNIP negativno je regulisana od strane miR-17. Jiang i saradnici (2022) objasnjavaju da u uslovima
poviSenog nivoa glukoze dolazi do smanjene ekspresije miR-17 u placenti, usled ¢ega se povecava
ekspresija NLRP3, aktivira se inflamazom i pospesuje razvoj insulinske rezistencije. Suprotno tome,
Cao i saradnici (2017) su utvrdili povisen nivo ekspresije miR-17 u drugom i tre¢em trimestru GDM
trudnoca u poredenju sa kontrolnim trudnicama odgovarajuce gestacijske starosti. Dodatna ispitivanja
su neophodna kako bi se razjasnila moguca uloga miR-17 u razvoju gestacijskog dijabetesa.

Ekspresija miR-181a nije se statisticki zna¢ajno razlikovala izmedu GDM i kontrolne grupe
(P=0,326). lako se navedena miRNK dovodi u vezu sa insulinskom rezistencijom i dijabetesom tipa
1i2 (Nielsenisar, 2012; Zhou i sar, 2012), o njenoj eventualnoj ulozi u razvoju dijabetesa u trudnoci
malo je poznato. Hromadnikova i saradnici (2022) utvrdili su poviSen nivo ekspresije miR-181a u
uzorcima pune krvi trudnica koje su kasnije u trudno¢i razvile GDM u poredenju sa trudnicama iste
gestacijske starosti kod kojih do kraja trudnoc¢e nije doSlo do razvoja perinatalnih komplikacija. U
navedenom istrazivanju uzorci periferne krvi prikupljani su tokom prvog trimestra bez pracenja
promene njihove ekspresije do kraja trudnocCe, te je razlika u ovde prikazanim i rezultatima
Hromadnikove i saradnika verovatna posledica uzorkovanja krvi u razli¢itom periodu trudnoce.
Takode, koris¢enje razliCitih vrsta uzoraka za analizu (uzorci pune krvi u studiji Hromadnikove i
uzorci plazme u ovom istrazivanju) dodatno otezavaju poredenje dobijenih rezultata. Prilikom razvoja
razli¢itih patoloskih stanja u trudno¢i povecava se nivo maternalnog stresa i aktivira inflamatorni
odgovor trudnice, prilikom ¢ega dolazi do sinteze veéeg broja proteina u leukocitima periferne krvi
majke (Hromadnikova i sar, 2016). miRNK regulisu ekspresiju proteina, a promenu nivoa ovih
nekodiraju¢ih RNK majke u odgovoru na stresne uslove, poput razvoja GDM-a ili GH-a, moguce je
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pratiti u uzorcima pune krvi. S druge strane, plazma periferne krvi trudnice pored ekstracelularne
RNK maternalnog porekla sadrzi i RNK placentnog porekla, te uzorci pune krvi i plazme ne moraju
odrazavati isti nivo ekspresije miRNK (Hromadnikova i sar, 2016). Collares i saradnici (2013) su
poredili nivoe ekspresije ve¢eg broja miRNK u mononukleusnim ¢éelijama periferne krvi kod osoba
koje boluju od razli¢itih tipova dijabetesa. Utvrdili su da je ekspresija miR-181a snizena u slucaju
gestacijskog dijabetesa u poredenju sa dijabetesom tipa 1 i 2. Takode, u krvi dobijenoj odmah nakon
porodaja iz umbilikalne vene neonatusa iz GDM trudnoc¢a utvrden je nizi nivo ekspresije miR-181a
u poredenju sa nivoom ekspresije kod neonatusa zdravih trudnica sugerisuéi uklju¢enost ove miRNK
u razvoj gestacijskog dijabetesa (Marcondes i sar, 2018). Kao i miR-17, miR-181a se dovodi u vezu
sa poremecajima funkcije adipoznog tkiva, razvojem dijabetesa tipa 2 i drugih bolesti asociranih sa
gojaznosc¢u (KIoting i sar, 2009), te Marcondes i saradnici (2018) navode miR-181a kao jedan od
potencijalnih biomarkera za kasniji razvoj gojaznosti neonatusa. Ipak, zbog malog broja dosadasnjih
studija, razlicite vrste uzoraka koris¢enih za analizu i perioda trudnoce kada su ispitivanja radena
moguca povezanost miR-181a 1 dijabetesa u trudno¢i nije razjaSnjena. Prema uvidu u literaturu,
rezultati ove teze po prvi put prikazuju nivo ekspresije navedene miRNK u uzorcima plazme trudnica
sa GDM-om.

Prikazani rezultati pokazuju da se ekspresija analiziranih miRNK ne razlikuje znacajno
izmedu GH i zdravih trudnica. Iako je u GH grupi uo¢ena niza ekspresija miR-29a nego u kontroli,
ova razlika nije bila statisticki znacajna (P=0,196). IstraZivanje Hromadnikove i saradnika na
trudnicama kod kojih je ve¢ dijagnostikovan GH u skladu su sa rezultatima ovog istrazivanja
(Hromadnikova i sar, 2016), a ista grupa autora je u svojoj drugoj studiji (Hromadnikova i sar, 2022)
utvrdila da ni kod trudnica gestacijske starosti 10-13 nedelja koje su naknadno razvile GH nema
statistiCki znaCajne razlike u ekspresiji miR-29a u poredenju sa kontrolom. Za razliku od navedenih
rezultata, Khaliq i grupa autora (2018) utvrdili su znacajno visu ekspresiju miR-29a u serumu trudnica
sa GH nego kod zdravih trudnica. Pretpostavlja se da je miR-29a asocirana sa vaskularnom
disfunkcijom kod osoba sa gestacijskom hipertenzijom ili preeklampsijom. Naime, preko fosfatidil-
inozitol-3 kinaze (PI3K), miR-29a dovodi do smanjene aktivnosti AKT proteina koji ima zna¢ajnu
ulogu u odrzavanju normalnog ¢elijskog metabolizma. Smanjena aktivnost AKT-a vodi povecanju
solubilnog endoglina (SEng), inhibiciji angiogenih faktora i naruSavanju diferencijacije i proliferacije
endotelnih ¢elija (Khaliq i sar, 2018). Ipak, smanjena aktivnost AKT-a je potvrdena samo u placenti
trudnica sa PE, dok je suprotno tome u placenti GH trudnica utvrdena znacajno visa aktivnost AKT
proteina u odnosu na kontrolu (Khaliq i sar, 2018). S druge strane, kako se miR-29a vezuje za 3’UTR
region iRNK PTEN (engl. Phosphatase and tensin homology deleted on chromosome ten) koji je
inhibitor PI3K/AKT puta, pokazano je da povisena ekspresija miR-29a u glatkim mi$i¢nim ¢elijama
krvnih sudova pacova dovodi do inhibicije PTEN i posledi¢ne aktivacije PI3K/AKT puta, usled ¢ega
se favorizuje razvoj hipertenzije (Ming i sar, 2019). Zbog malog broja publikovanih radova i razli¢itih
vrsta uzoraka koris¢enih za analizu neophodna su dalja, opseznija istrazivanja na veéim kohortama,
kako bi se utvrdila moguéa povezanost miR-29a i gestacijske hipertenzije.

U GH grupi utvrdena je skoro 2 puta niza ekspresija miR-17 u poredenju sa kontrolnom
grupom, ali razlika nije imala statisti¢cku znacajnost (P=0,191). Prema uvidu u literaturu, samo
nekoliko studija ispituje povezanost ove miRNK sa razvojem razli¢itih tipova hipertenzije u trudnodi,
a prikazano istrazivanje je prvo u kojoj je analizirana ekspresija miR-17 u plazmi trudnica sa GH.
Hromadnikova i saradnici su pokazali da ni kod Zena koje ¢e kasnije u trudnoc¢i razviti GH, kao ni
kod onih kod kojih je ve¢ dijagnostikovan ovaj poremecéaj nema znacajne razlike u ekspresiji miR-17
u odnosu na zdrave trudnice (Hromadnikova i sar, 2016; Hromadnikova i sar, 2022), §to je u skladu
sa ovde prikazanim rezultatima.

Rezultati ove disertacije pokazuju da miR-181a nije asocirana sa razvojem gestacijske
hipertenzije (P=0,603). U lizatu ¢elija periferne krvi trudnica sa GH pokazano je da nema statisticki
znacajne razlike u ekspresiji miR-181a u poredenju sa kontrolom (Hromadnikova i sar, 2016), Sto je
u skladu s rezultatima ove teze. Ipak, ista grupa autora pokazala je da u periodu prvog trimestra,
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izmedu 10. i 13. nedelje gestacije, postoji znacajno visi nivo ekspresije ove miRNK kod trudnica koje
¢e kasnije u trudno¢i razviti GH u odnosu na trudnice koje do kraja trudnoce nisu razvile bilo kakve
komplikacije (Hromadnikova i sar, 2022). Kako ekspresija miRNK nije stabilna tokom cele trudnoce
razli¢it period trudnoée u kom su radena ispitivanja u naSoj i drugoj navedenoj studiji predstavlja
verovatan razlog za postojanje razlicitosti dobijenih rezultata. Khaliq i saradnici (2018) pokazali su
znacajno viSu ekspresiju miR-181a u serumu trudnica sa gestacijskom hipertenzijom u odnosu na
zdrave trudnice. Hipertenzivne trudnice uklju¢ene u ovu studiju su u trenutku uzorkovanja krvi bile
na terapiji antihipertenzivnim lekom Metildopa, a visina krvnog pritiska bila je u granicama normale.
Kako antihipertenzivni lekovi mogu uticati na ekspresiju miRNK (Ye i sar, 2013), dejstvo
medikamentozne terapije, kao i razli¢ita vrsta uzoraka koriS¢enih za analizu, moguci su razlozi
nepodudaranja nasih i Khalig-ovih rezultata.

5.2. Ekspresija citokina kod trudnica sa gestacijskim dijabetesom i gestacijskom hipertenzijom

Prema dobijenim rezultatima, IL-15 ima ¢ak 4,5 puta viSu ekspresiju u krvi trudnica sa
gestacijskim dijabetesom u poredenju sa zdravim trudnicama (P=0,002), a nakon korekcije za
udruZene varijable razlika je ostala zna¢ajna (P=0,036). Ovaj citokin prepoznat je kao jedan od vaznih
faktora ukljucenih u uspostavljanje i odrzavanje inflamatornog odgovora ¢elija pankreasa, zatim
regulaciji drugih inflamatornih faktora i, u slu¢aju njegove prekomerne ekspresije, ostecenju B-celija
pankreasa i inhibiciji sekrecije insulina (Liu i sar, 2020). Dobijeni rezultati u skladu su sa rezultatima
Liu i saradnika (2020) koji su utvrdili poviSen nivo proteina IL-1B u serumu trudnica sa GDM u
poredenju sa kontrolnom grupom trudnica. Vitoratos i saradnici (2008) su ispitivali nivo IL-1p u
serumu trudnica sa GDM tokom drugog trimestra trudnoce 1 tri dana nakon porodaja korisS¢enjem
ELISA metode. Prema njihovim rezultatima, nivo IL-1p opada nakon porodaja trudnica sa GDM, ali
je 1 tokom drugog trimestra i tri dana nakon porodaja nivo ovog citokina bio statisticki znacajno visi
nego kod kontrolnih trudnica $to je u skladu sa nasSom studijom. Kako placenta tokom trudnoce
predstavlja znacajan izvor IL-1pB, poviSen nivo ekspresije IL-1p kod trudnica sa GDM-om moguca je
posledica disfunkcije placente u slu¢aju GDM trudnoéa (Vitoratos i sar, 2008). Pokazano je da nivo
ekspresije IL-14 ima zadovoljavajucu dijagnosti¢ku vrednost za diskriminaciju zena sa GDM-om i
zdravih trudnica (AUC=0,713), te se ovaj citokin moze potencijalno koristiti kao biomarker
gestacijskog dijabetesa. lako je analiza miR-29a i IL-15 pokazala da oba molekula pojedina¢no
gledano imaju dovoljnu prediktivnu i dijagnosti¢ku vrednost za detekciju Zzena sa GDM, daljom
analizom ispitan je efekat njihovog udruZenog koriS¢enja. Dobijeni rezultati ukazuju da, u
kombinaciji, nivo genske ekspresije miR-29a i IL-1/ ima najveci dijagnostic¢ki znacaj (AUC=0,734).
Prikazani rezultati nedvosmisleno ukazuju na uklju¢enost IL-1/ u razvoj gestacijskog dijabetesa.

Rezultati analize TNF-a ukazuju da nema razlike u ekspresiji ovog citokina izmedu GDM i
kontrolne grupe trudnica (P=0,954), §to je u skladu sa nekoliko prethodno objavljenih radova
(Saucedo 1 sar, 2011; Braga i sar, 2019). Takode, Gauster 1 kolege (2011) nisu utvrdili postojanje
statisti¢ki znacajne razlike u ekspresiji TNF-a u plazmi periferne krvi trudnica sa GDM-om, niti
plazmi iz umbilikalne vene i uzorcima plazme kontrolnih trudnica, te rezultati navedene studije
potvrduju prikazane rezultate. Suprotno tome, Wei i Zhang (2020) ukazuju na povisen nivo TNF-a. u
serumu GDM trudnica u poredenju sa kontrolom. Razlike u metodoloskom pristupu (detekcija
proteina TNF-a ELISA metodom u serumu trudnica u radu Wei i Zhang-a i detekcija iRNK TNF-o u
leukocitima u naSoj studiji) predstavlja moguée objaSnjenje za postojanje diskrepance medu
navedenim rezultatima. lako TNF-a predstavlja jedan od naj¢esce ispitivanih citokina kod trudnica
sa GDM-om, jasno je da postoje neslaganja i suprotnosti u zaklju¢cima dosadasnjih istrazivanja, pa
tako nekoliko grupa autora ukazuje na ukljuc¢enost TNF-a u razvoj gestacijskog dijabetesa i insulinske
rezistencije (Rui i sar, 2001; Mohammed i sar, 2018; Wei i Zhang, 2020). Pored uloge TNF-a u
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fosforilaciji IRS-1 i razvoju insulinske rezistencije prethodno opisane u sekciji 1.2.2.2. ove
disertacije, a predloZene od strane Rui i saradnika (2001), smatra se da TNF-o. smanjuje ekspresiju
adiponektina sto dodatno pogorsava stanje insulinske rezistencije (Mohammed i sar, 2018). Dalje,
dobijeni rezultati ukazuju na postojanje statisticki znacajne pozitivne korelacije izmedu IL-15 1 TNF-
a u GDM grupi. Kako je poznato, adipokin visfatin, koji se dovodi u vezu sa insulinskom
rezistencijom, moze indukovati produkciju oba navedena citokina (de Mendonga i sar, 2022), dok
sam TNF-oa moze indukovati produkciju drugih citokina, medu kojima je IL-1B (Abo-Zaid i sar,
2022), te navedeno predstavlja moguca objasnjenja za postojanje utvrdene korelacije. Izuzev TNF-q,
ostali analizirani parametri nisu pokazali znaCajnu asociranost sa IL-15 u grupi trudnica sa
dijabetesom.

Iako je u GDM grupi utvrdena 2,4 puta visa ekspresija IL-6 nego u kontroli, zbog velike
varijanse dobijenih rezultata ova razlika nije imala statisticku zna¢ajnost (P=0,180). Ozyer i saradnici
(2014), kao i Braga i saradnici (2019), pokazali su odsustvo statisti¢ki znac¢ajne razlike u ekspresiji
IL-6 krajem drugog i poCetkom treceg trimestra zdravih 1 GDM trudnica, §to je u skladu sa rezultatima
ove disertacije. Suprotno tome, Tutar i kolege (2022) su pokazali da je u serumu zena sa GDM-om
povisen nivo IL-6, a logistic(kom regresijom utvrdili su da se radi o nezavisnom faktoru rizika
asociranom sa gestacijskim dijabetesom. Takode, Zhao i saradnici (2018) su utvrdili da je povisen
nivo I1L-6 kod GDM trudnoca u poredenju sa kontrolnom grupom, kao i da postoji znacajna pozitivna
korelacija izmedu navedenog citokina i poviSenog rizika za razvoj GDM-a, medutim nakon korekcije
za godine trudnice 1 BMI navedena korelacija vise nije bila statisticki znacajna. Kako Kim i saradnici
(2009) objasnjavaju, povezanost IL-6 i insulinske rezistencije ogleda se u tome §to u stanju hroni¢ne
inflamacije, povisen nivo ovog citokina u ¢elijama jetre indukuje razvoj insulinske rezistencije 1
dijabetesa, dok je u adipoznom tkivu, prema in vitro studijama, IL-6 uklju¢en u negativnu regulaciju
metabolizma glukoze i signalnog puta insulina. Ipak, zna¢ajan je broj ispitivanja koje ne potvrduju
asociranost IL-6 i GDM-a. MozZemo pretpostaviti da pored razli¢itih metodoloskih pristupa,
postojanje razlike u kriterijumima za postavljanje dijagnoze GDM-a dodatno doprinosi diverzitetu do
sada publikovanih rezultata.

Rezultati ispitivanja pokazuju da IL-17 nije asociran sa razvojem gestacijskog dijabetesa
(P=0,590). Do danas, mali broj studija ispitivao je povezanost IL-17 i GDM-a. Nekoliko istrazivanja
pokazalo je da se nivo ekspresije IL-17 ne razlikuje znac¢ajno izmedu GDM i zdravih trudnica $to je
u skladu sa prikazanim rezultatima (Kuzmicki i sar, 2014; Yang i sar, 2022). Suprotno tome, Cao i
saradnici (2018) su utvrdili vis$i nivo iRNK 1 proteina IL-17 kod GDM trudnica u poredenju sa
kontrolnom grupom. Dodatno, ispitivanja na miSevima pokazala su da nizi nivo IL-17 dovodi do
povecane glukozne tolerancije i osetljivosti na insulin, te da IL-17 predstavlja negativan regulator
glukoznog metabolizma (Zufiiga i sar, 2010). lako nekoliko objavljenih radova govori u prilog nasim
rezultatima, s obzirom na mali broj dosadasnjih istrazivanja koja ispituju ulogu IL-17 u razvoju GDM-
a dodatne studije su neophodne kako bi se izneo konacan i jasan zakljucak.

Ekspresija IL-1/ u naSem istrazivanju nije se zna¢ajno razlikovala izmedu zdravih i trudnica sa
hipertenzijom (P=0,180), sto je u skladu sa prethodno objavljenim radovima (Tangeras i sar, 2015;
Adela i sar, 2017). Tangeras i saradnici (2015) su analizirali nivo IL-18 u serumu trudnica koje su
naknadno razvile gestacijsku hipertenziju. Ispitivanja su radena tokom prvog trimestra trudnoce,
izmedu 12. 1 14. nedelje gestacije, a rezultati ovog ispitivanja potvrduju njihove. Takode, utvrden je visi
nivo ekspresije IL-1p kod Zena koje ¢e naknadno razviti GH u poredenju sa onima koje ¢e razviti PE,
Sto, kako autori navode, ukazuje na postojanje sistemskog stresa i inflamacije u ranom periodu GH
trudnoéa (Tangeras i sar, 2015). Kada je u pitanju preeklampsija dobijeni rezultati se razlikuju, te prema
nekim studijama nema razlike u ekspresiji IL-1p izmedu PE i zdravih trudnica, dok nekoliko grupa
istrazivata ukazuje na povisen nivo ovog citokina u slu¢aju PE (Szarka i sar, 2010; Tangeras i sar,
2015; Chandrasekaran i sar, 2020; Dogan i sar, 2021). lako razlika u ekspresiji IL-14 izmedu CG i GH
grupe nije bila statisticki znacajna, vazno je napomenuti da je uoc¢en trend povecanja ekspresije ovog
citokina u ispitivanoj grupi u odnosu na kontrolu.
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U prikazanoj disertaciji ekspresija TNF-a bila je znacajno visa u grupi trudnica sa
hipertenzivnim poremecajem nego kod normotenzivnih trudnica (P=0,030), $to je u skladu sa
prethodnim studijama (Peracgoli i sar, 2007; Zhang i sar, 2019). Li i saradnici (2016) su takode
pokazali da je nivo TNF-o u serumu trudnica sa HDP-om znacajno povisen u odnosu na kontrolu.
Eksperimenti na gravidnim pacovima pokazali su da povisen nivo TNF-a indukuje aktivaciju NK
¢elija, povecanje ROS-a u mitohondrijama placente i bubrega, poremecaj funkcije mitohondrija i
razvoj hipertenzije, te je predlozeno da bi inhibitori TNF-o mogli predstavljati potencijalne agense za
leenje preeklampsije (Jayaram i sar, 2021). Iako se oba poremecaja, GH i PE, dovode u vezu sa
povisenim nivoom ekspresije TNF-a, kako je kod trudnica sa PE njegova ekspresija znacajno visa
nego kod GH trudnica, smatra se da je nivo ekspresije ovog citokina povezan sa tezinom poremecaja
(Peracoli i sar, 2007). Ovaj citokin ima vaznu ulogu u aktivaciji ¢elija endotela i leukocita, te njegov
povisen nivo doprinosi formiranju endotelnih ostecenja kod PE (Briana i Malamitsi-Puchner, 2009),
ali ne treba iskljuciti mogucnost da je isti mehanizam odgovoran za nastanak disfunkcije endotela
kod GH trudnica. Za razliku od navedenog, Adela i saradnici (2017) ukazuju da izmedu trudnica sa
GH 1 zdravih trudnica nema znacajne razlike u ekspresiji TNF-a. Ovde prikazanim eksperimentima
utvrdena je povezanost TNF-a sa drugim ispitivanim citokinima 1 miRNK u GH grupi. Znacajna
pozitivna korelacija pokazana je izmedu TNF-a i IL-1/, kao i IL-17, dok IL-6 nije bio asociran sa TNF-
a. Poznato je da u makrofagima ekspresija TNF-o i IL-1B moze biti indukovana od strane 1L-17, a
kako je ve¢ pomenuto, TNF-a aktivira sekreciju IL-1B, $to moZe biti uzrok postojanja navedenih
korelacija (Jovanovic i sar, 1998; Abo-Zaid i sar, 2022). Analizom asociranosti TNF-a i nekodiraju¢ih
RNK utvrdena je znacajna negativna korelacija izmedu faktora nekroze tumora i miR-181a, dok
ostale mMIRNK nisu pokazale znacajnu asociranost. S obzirom da se miR-181a vezuje za 3’UTR TNF-
a smanjujuci njegovu ekspresiju, moze se zakljuciti da miR-181a ima anti-inflamatornu ulogu i
predstavlja negativan regulator TNF-a (Zhu i sar, 2017; Liu i sar, 2022), $to objasnjava postojanje
detektovane korelacije. Navedeno ukazuje na mogucénost koriS¢enja miR-181a kao potencijalnog
terapeutika u regulaciji inflamacije (Liu 1 sar, 2022). Iako ve¢ina dosadasnjih istrazivanja, uklju¢ujuci
i ovu tezu, ukazuju da je ekspresija TNF-a asocirana sa razvojem gestacijske hipertenzije, utvrdeno
je da ovaj citokin nema dovoljnu dijagnosti¢ku vrednost za detekciju trudnica sa GH (AUC=0,613),
te se ne moze koristiti kao biomarker navedenog poremecaja u trudnoci.

Hipertenzivne i zdrave trudnice uklju¢ene u 0VO0 istraZivanje nisu se znac¢ajno razlikovale kada
je u pitanju ekspresija IL-6 (P=0,640), $to je u skladu sa rezultatima dobijenim od strane Tangeras-a
i saradnika (2015). Kako su dosadasnji rezultati priliéno heterogeni, veza izmedu IL-6 i gestacijske
hipertenzije do danas nije razjas$njena. U jednoj publikaciji utvrden je znacajno niZi nivo, dok su,
suprotno tome, dve grupe autora pokazale visi nivo ekspresije ovog citokina kod trudnica sa
gestacijskom hipertenzijom u poredenju sa kontrolnom grupom (Adela i sar, 2017; Zhang i sar, 2019;
Gencheva i sar, 2022). Vazno je napomenuti da su se poslednje tri navedene studije razlikovale u
metodoloskom pristupu u poredenju sa prikazanim istraZivanjem, te su prilikom analize detektovani
proteini iz seruma $to moze biti razlog nepodudaranja sa rezultatima ove disertacije. Dalje, kako je usled
koriS¢enja antihipertenzivne terapije vecina trudnica imala normalan nivo krvnog pritiska u trenutku
uklju¢ivanja u prikazanu studiju, a poznato je da IL-6 pozitivno koreli§e sa visinom sistolnog krvnog
pritiska kod hipertenzivnih osoba (Kong i sar, 2018; Zhang i sar, 2019), primenjena antihipertenzivna
terapija mogla je uticati na dobijene rezultate. PoviSen nivo IL-6 se dovodi u vezu sa oStecenjem
endotela kod zena sa PE usled njegove sposobnosti da indukuje produkciju faktora rasta i povecanje
odnosa tromboksana A2 i prostaciklina u korist tromboksana (Briana i Malamitsi-Puchner, 2009).
Kako narusena funkcija endotela predstavlja zajednicku karakteristiku GH i PE, dalja ispitivanja su
potrebna kako bi se razjasnila moguca uloga ovog citokina u nastanku endotelne disfunkcije usled
gestacijske hipertenzije.

U ovom istrazivanju po prvi put je ispitan nivo iRNK IL-17 u leukocitima trudnica sa
gestacijskom hipertenzijom, a rezultati ukazuju da IL-17 nije povezan sa razvojem navedene
komplikacije (P=0,560), sto potvrduje istrazivanje Adela i saradnika (2017). Pokazano je da se u
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prvom trimestru trudnoce, izmedu 12. i 14. nedelje gestacije, nivo IL-17A ne razlikuje znacajno
izmedu zdravih i trudnica koje ¢e kasnije u trudno¢i razviti GH, $to je u skladu s ovde prikazanim
rezultatima (Tangeras i sar, 2015). IL-17 se dovodi u vezu sa razvojem drugih tipova hipertenzije
(Shahaway i sar, 2019; Darmochwal-Kolarz i Chara, 2022; Yang i sar, 2022). IL-17A uzrokuje
povecéanje ekspresije 1 fosforilacije SGK1 kinaze (engl. serum/glucocorticoid regulated kinase 1) u
¢elijama bubrega $to utiCe na aktivnost transportera natrijuma, NHE3 u proksimalnim i NCC u
distalnim tubulama, te povecava apsorpciju soli i vode i dovodi do povecanja krvnog pritiska
(Norlander i sar, 2016). Poznato je da IL-17 pozitivno koreliSe sa visinom sistolnog krvnog pritiska
kod Zena sa PE, a prilikom normalizacije krvnog pritiska dolazi do smanjenja nivoa IL-17 (Shahaway
i sar, 2019; Darmochwal-Kolarz i Chara, 2022). Stoga, ne moze Se iskljué¢iti moguénost da je primena
antihipertenzivne terapije i posledi¢na normalizacija krvnog pritiska uticala na nivo ekspresije IL-17.

5.3. Oksidativni stres kod trudnica sa gestacijskim dijabetesom i gestacijskom hipertenzijom

Prikazani rezultati ukazuju na povisen nivo oksidativnog stresa kod trudnica sa gestacijskim
dijabetesom. Nivo TBARs (ekvivalent MDA) bio je zna¢ajno visi u plazmi GDM trudnica nego u
kontrolnoj grupi (P=0,0001), sto ukazuje na povezanost lipidne peroksidacije i hiperglikemije u
trudno¢i. Analizom asociranosti pokazano je da nivo lipidne peroksidacije nije povezan sa zZivotnom
dobi trudnica, indeksom telesne mase u trudno¢i, niti pre trudnoce, procentom povecanja telesne
mase, kao ni nedeljom gestacije. Dobijeni rezultati u skladu su sa drugim radovima (Arribas i sar,
2016; Jaya i sar, 2019; Renugasundari i sar, 2023). Arribas i saradnici (2016) utvrdili su znacajno visi
serumski nivo MDA ve¢ u prvom i drugom trimestru GDM trudnoca, dok je u tre¢em trimestru
zabelezen visi nivo lipidne peroksidacije u poredenju sa kontrolnim trudnicama, ali bez statisticke
znacCajnosti. lako veci broj istrazivanja govori u prilog nasim rezultatima, nekoliko studija nije
utvrdilo znacajnu razliku u nivou peroksidacije lipida izmedu GDM i zdravih trudnica (Sobki i sar,
2004; Dey i sar, 2008). Prethodno je pokazano postojanje pozitivne korelacije izmedu MDA i HbAlc,
Sto govori u prilog tome da je kod osoba sa neadekvatnom glikemijskom kontrolom poviSen nivo
lipidne peroksidacije i oksidativnog stresa (Biri i sar, 2006; Lappas i sar, 2011; Arribas i sar, 2016).
Peroksidacija lipida moze narusiti sintezu prostaglandina koji su znacajni za normalan rast i razvoj
fetusa (Arribas i sar, 2016), a MDA se smatra nezavisnim faktorom rizika za ishod GDM trudnoca
(Ma i sar, 2021). Takode, novija saznanja ukazuju da MDA pozitivno koreliSe sa nivoom stresa i
postnatalne depresije kod osoba sa gestacijskim dijabetesom (Renugasundari i sar, 2023). Poznato je
da depresija i stres tokom trudno¢e mogu negativno uticati na ishod trudnoce, kao i zdravlje majke 1
potomaka, a navedeni podaci daju znacajan uvid u mogucu povezanost oksidativnog stresa GDM
trudnica 1 njihovih psiholoskih karakteristika (Renugasundari i sar, 2023). Zbog Sirokog spektra
negativnih posledica koji oksidativni stres moZze imati po dalji tok trudnoce, sve veci broj autora traga
za moguc¢im agensima koji bi smanjili nivo ROS-a i oksidativnog stresa u trudno¢i. Pokazano je da
konzumacija suplemenata koji sadrze magnezijum, cink, kalcijum i vitamin D dva puta dnevno tokom
Sest nedelja GDM trudnoca zna¢ajno smanjuje nivo C-reaktivnog proteina i MDA, dok istovremeno
dovodi do zna€ajnog povecanja antioksidativnih kapaciteta celije, ¢ime se smanjuje nivo inflamacije
1 oksidativnog stresa, a primecena je 1 niza stopa makrozomije fetusa (Jamilian i sar, 2019).

Dobijeni rezultati pokazali su da je nivo 8-OHdG znacajno visi kod trudnica sa dijabetesom
nego kod zdravih trudnica (P=0,021), §to ukazuje na povezanost DNK ostecenja i razvoja GDM-a.
Daljom analizom utvrdeno je da nivo 8-OHdG negativno koreliSe sa nedeljom gestacije, dok ostali
analizirani parametri (Zivotna dob, indeks telesne mase pre trudnoce i u trudno¢i, procenat povecanja
telesne mase) nisu pokazali znacajnu asociranost sa nivoom oStecenja DNK. Nekoliko grupa
istrazivaca pokazalo je poviSen nivo DNK oksidacije u krvi i urinu trudnica sa GDM-om §to je u
skladu s rezultatima ove teze (Qiu i sar, 2011; Gelaleti i sar, 2015; Erbagc1 i sar, 2021). Prethodno je
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pokazano da izmedu nivoa 8-OHdG, feritina i nivoa glukoze u prvom satu oralnog testa tolerancije
na glukozu kod trudnica sa gestacijskim dijabetesom postoji znacajna pozitivna korelacija, $to govori
u prilog povezanosti hiperglikemije, nivoa gvozda i oste¢enja DNK (Erbagci i sar, 2021). Gelaleti i
saradnici (2016) su utvrdili postojanje znacajne pozitivne korelacije izmedu nivoa glukoze u krvi
trudnice i1 nivoa oSte¢enja DNK njihovih potomaka, ukazuju¢i na znacaj kontrole i lecenja
hiperglikemije majke u cilju odrzanju stabilnosti DNK fetusa. Pored navedenog, povisen nivo 8-
OHdG u urinu trudnica se dovodi u vezu sa prevremenim porodajem i zastojem u rastu ploda (Murata
i sar, 2021; Murata i sar, 2024). lako antioksidativna terapija ima pozitivan efekat na nivo
oksidativnog stresa i inflamacije, jo$ uvek nije jasno da li njena primena uti¢e na nivo DNK ostecenja.
Za sada se pretpostavlja da kontrola nivoa glukoze ima najveci zna¢aj u oCuvanju integriteta DNK
molekula (Urbaniak i sar, 2020). Analize nivoa MDA ekvivalenta i 8-OHdG u ovde analiziranim
grupama trudnica, zajedno sa drugim prikazanim publikacijama, nedvosmisleno ukazuju na
ukljucenost oksidativnog stresa u razvoj GDM-a. Za razliku od TBARs, 8-OHdG se zbog svoje niske
dijagnosticke vrednosti ne moze koristiti kao biomarker gestacijskog dijabetesa.

Rezultati ispitivanja pokazali su znacajno visi nivo TBARS, odnosno MDA, u GH grupi u
odnosu na kontrolu (P=0,0001), sto su ranije utvrdili Babu i saradnici (2012). Dobijeni rezultati
ukazuju na povisen nivo lipidne peroksidacije 1 oksidativnog stresa kod trudnica sa gestacijskom
hipertenzijom. Klinicki parametri analizirani u ovoj studiji (zivotna dob, nedelja gestacije, indeks
telesne mase pre trudnoce 1 u trudnoci, procenat povecanja telesne mase) nisu pokazali znacajnu
asociranost sa nivoom lipidne peroksidacije u GH grupi. Kako veéina dosada$njih istrazivanja
ukljucuje trudnice sa PE ili HDP-om, veza izmedu GH 1 oksidativnog stresa slabo je ispitana. Babu 1
saradnici (2012) su pokazali da i GH i PE odlikuje znacajno povisen nivo lipidne peroksidacije u
poredenju sa kontrolom, ali je nivo MDA znacajno visi u serumu trudnica sa PE nego u GH grupi.
Miranda Guisado i kolege (2012) su ispitivali nivo oksidativnog stresa i antioksidativnih parametara
kod trudnica sa razli¢itim tipovima hipertenzije. Iako je kod svih ispitivanih grupa (GH, PE, hroni¢na
hipertenzija) utvrden visi nivo oksidativnog stresa i nizi antioksidativni kapacitet u poredenju sa
kontrolnom grupom, nije uoCena znacajna razlika u nivou MDA izmedu grupa, Sto autori
objasnjavaju malom veli¢inom uzorka (Miranda Guisado i sar, 2012). PoviSen nivo MDA utvrden je
u krvi umbilikalne vene neonatusa iz PE/hipertenzivnih trudnoc¢a u poredenju sa kontrolnom grupom,
a izmedu koncentracije MDA u umbilikalnoj veni i hipertenzije je utvrdena znacajna pozitivna
korelacija (Surmiak i sar, 2022). U grupi trudnica sa PE/hipertenzijom pokazano je da je nivo MDA
znacajno visi kod fetusa sa zastojem u rastu (telesna masa na rodenju ispod 10-tog percentila) nego
kod onih koji su imali adekvatan rast za datu gestaciju (Surmiak i sar, 2022). Dodatna, opseznija
istrazivanja neophodna su kako bi se potvrdili nasi rezultati, ali jasno je da bi lipidna peroksidacija
mogla predstavljati znaCajan faktor rizika za razvoj gestacijske hipertenzije. Prema dobijenim
rezultatima, TBARs bi mogao predstavljati potencijalni biomarker gestacijskog dijabetesa i
gestacijske hipertenzije.

Nivo 8-OHdG nije se znacajno razlikovao izmedu GH i CG grupe (P=0,412), ukazujuéi da
gestacijska hipertenzija ne uzrokuje povisen nivo DNK ostecenja. Uvidom u literaturu, prikazano
istrazivanje je prvo koja ispituje nivo 8-OHdG u krvi trudnica sa GH. Do sada je objavljen samo
jedan rad koji je ukljucivao trudnice sa GH, a u kome je ispitivan nivo placentnog 8-OHdG.
Nekolicina autora ispitivala je povezanost PE i oksidativnih oSteCenja DNK, a dobijeni rezultati
vec¢inom ukazuju na njihovu povezanost (Kimura i sar, 2013; Negi i sar, 2014; Akinci i sar, 2017).
Owaki i saradnici (2021) su utvrdili povisen nivo 8-OHdG u placenti trudnica sa gestacijskom
hipertenzijom u poredenju sa zdravim trudnicama. Pored toga §to je razlicita vrsta tkiva koriS¢ena za
analizu u nasem i pomenutom radu, vazno je napomenuti da je u istrazivanje Owakija i saradnika
(2021) uklju¢eno samo 13 GH trudnica i 16 kontrola, te je mala ispitivana grupa mogla dodatno
doprineti nepodudaranju rezultata. Takode, poznato je da ¢ak i kada je nivo 8-OHdG u tkivu visok,
ukoliko reparacioni DNK mehanizmi nisu dovoljno efikasni, nivo ovog biomarkera u serumu/plazmi
moze ostati nizak (Sova i sar, 2010). Stoga bi se moglo pretpostaviti da je sniZzena efikasnost
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reparacionih mehanizama kod trudnica sa GH, a ne nizak nivo ROS-a i oksidativnog stresa, moguci
razlog odsustva razlike u 8-OHdG izmedu hipertenzivnih i zdravih trudnica u nasoj studiji. U prilog
tome govore i dobijeni rezultati koji se ticu MDA, a koji ukazuju na povisen nivo oksidativnog stresa
u GH grupi. Ipak, za potvrdu ove hipoteze neophodna su dalja ispitivanja koja bi analizirala
efikasnost reparacionih DNK mehanizama kod osoba sa gestacijskom hipertenzijom.

5.4. Efekat leka Metildopa na nivo oksidativnog stresa in vitro

Rezultati in vitro ispitivanja pokazuju da izmedu tretiranih i netretiranih kultura ¢elija lekom
Metildopa nema znacajne razlike u nivou TBARs i 8-OHdG. Do sada je pokazano da primena
antihipertenzivne terapije i posledi¢na normalizacija krvnog pritiska imaju pozitivan efekat na nivo
oksidativnog stresa kod osoba sa hipertenzijom. Donmez i saradnici (2002) su pokazali da primena
losartana ili enalaprila kod obolelih od hroni¢ne hipertenzije nakon 9 nedelja dovodi do zna¢ajnog
smanjenja sistolnog 1 dijastolnog krvnog pritiska, ali i malondialdehida. Takode, uoceno je znacajno
povecéanje koncentracije NO, nitrata i glutationa u plazmi ispitanika. S druge strane, rezultati Lee-ja
i saradnika (2005) ukazuju da nisu svi lekovi koji se koriste u leCenju hipertenzije efikasni u
smanjenju oksidativnog stresa. Primena karvedilola ili hidrohlorotiazida kod hipertenzivnih osoba
tokom dva meseca pokazala je da karvedilol, ali ne i hidrohlorotiazid, dovodi do znac¢ajnog smanjenja
8-OHdG u plazmi hipertenzivnih osoba (Lee i sar, 2005). Kako lek Metildopa in vitro nije imao
znaCajan efekat na nivo oksidativnog stresa u cCelijskoj kulturi, mozemo zakljuciti da primena
antihipertenzivne terapije nije znacajno uticala na nivo lipidne peroksidacije, niti nivo DNK ostec¢enja
kod trudnica sa gestacijskom hipertenzijom.

Prikazana studija ukazuje na povisen nivo oksidativnog stresa u obe ispitivane grupe, GDM 1
GH. Povisen nivo oksidativnog stresa kod trudnica sa dijabetesom verovatna je posledica
hiperglikemije u trudno¢i, a prethodna istraZzivanja pokazuju da i blaga hiperglikemija moze
uzrokovati oSte¢enja DNK molekula majke (Urbaniak i sar, 2020), sto potvrduju i nasi rezultati.
PoviSen nivo ROS-a i oksidativnog stresa u trudno¢i mogu dovesti do daljeg razvoja patoloskih stanja
1 pogorsanja hiperglikemije, odnosno hipertenzije trudnica. Pored toga, inflamatorni procesi igraju
vaznu ulogu u razvoju kako dijabetesa, tako i hipertenzije u trudnoci (Jiménez-Osorio i sar, 2023), a
naSe istrazivanje ukazuje na izmenjen profil ekspresije citokina kod trudnica sa GDM-om i GH-om.
PoviSena aktivnost citokina u trudno¢i, izmedu ostalog, moze narusiti funkciju insulinskih receptora,
indukovati razvoj insulinske rezistencije ili uzrokovati disfunkciju endotela (Briana i Malamitsi-
Puchner, 2009; Jiménez-Osorio i sar, 2023). Pored izmenjene ekspresije citokina, promene koje prate
razvoj GDM-a prema prikazanim rezultatima uklju¢uju i male nekodiraju¢e RNK.

Brojna dosadasnja ispitivanja imala su za cilj identifikaciju “idealnog biomarkera” razli¢itih
patoloskih stanja u trudno¢i. Ipak, veliki broj razli¢itih molekula koji leze u osnovi patofizoloskih
mehanizama perinatalnih komplikacija, kao i1 njihov Sirok spektar dejstva otezavaju detekciju
biomarkera dovoljne specifi¢nosti i senzitivnosti za dato patolosko stanje. Kako ve¢ina procesa koji
dovode do razvoja GDM-a ili GH-a nisu specifi¢ni isklju¢ivo za jednu od ove dve komplikacije,
koris¢enje kombinacije nekoliko biomarkera verovatan je preduslov za razvoj dovoljno efikasnog
skrininga (Mavreli i saradnici, 2021). Prema prikazanim rezultatima, miR-29a i IL-1/ predstavljaju
potencijalne biomarkere gestacijskog dijabetesa, dok analizirani parametar lipidne peroksidacije
predstavlja potencijalni biomarker oba ispitivana patoloska stanja. Novina ovog istrazivanja ogleda
se u kombinovanom kori$¢enju miRNK i citokina u cilju detekcije trudnica sa GDM-om. Ipak, kako
bi se definitivno procenio dijagnosticki i prognostic¢ki znacaj miR-29a i IL-/f u detekciji GDM-a
neophodne su dodatne, opseznije studije koje bi ispitale njihov nivo i u ranom periodu trudnoce.
Analiza nivoa citokina i miRNK izmedu 12. i 14. nedelje gestacije dala bi uvid u rane molekularne
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mehanizme koji leze u osnovi gestacijskog dijabetesa i potencijalno omogucila razvoj adekvatnog
skrininga u cilju prevencije mogucih negativnih posledica hiperglikemije u trudno¢i.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu postavljenih ciljeva i dobijenih rezultata doktorske disertacije izvedeni su sledec¢i

zakljucci:

Kod trudnica sa gestacijskim dijabetesom dolazi do znacajnog snizenja ekspresije miR-
29a, dok nema promena u ekspresiji miR-17 i miR-181a u odnosu na kontrolu. Kod
trudnica sa gestacijskom hipertenzijom nije promenjena ekspresija nijedne od analiziranih
miRNK.

U stanjima gestacijskog dijabetesa i gestacijske hipertenzije citokini se diferencijalno
eksprimiraju. Kod trudnica sa gestacijskim dijabetesom se ekspresija IL- 1/ povecava, dok
se kod trudnica sa gestacijskom hipertenzijom povecava nivo ekspresije TNF-a. Ni kod
jedne od ispitivanih perinatoloskih komplikacija ne dolazi do promene ekspresije citokina
IL-6 i IL-17.

Pozitivna korelacija je utvrdena izmedu ekspresije IL-15 i TNF-o gena (kod GDM
trudnica) i TNF-a i IL-1, odnosno IL-17 (kod GH trudnica). Jedina negativna korelacija
je utvrdena izmedu ekspresije TNF-a i miR-181a gena. Kod ispitivanih trudnica sa
perinatoloskim komplikacijama ne postoji veza izmedu klinickih parametara (nedelja
gestacije, starost trudnice, BMI pre trudnoce i u trenutku uklju¢ivanja u studiju, procenat
povecanja telesne mase, visina sistolnog 1 dijastolnog krvnog pritiska) i nivoa ekspresije
ispitivanih gena.

miR-29a i IL-1f imaju pojedina¢no potencijal da budu koris¢eni kao biomarkeri
gestacijskog dijabetesa, dok njihovo kombinovano kori$¢enje ima jo$ bolje prediktivne i
diskriminatorne mogucnosti za detekciju GDM-a. Za gestacijsku hipertenziju ekspresija
analiziranih gena se nije dovoljno razlikovala izmedu analiziranih grupa, te nije utvrden
pouzdan biomarker za ovo stanje.

Gestacijski dijabetes 1 gestacijska hipertenzija su stanja koja se odlikuju povecanim
oksidativnim stresom. Na to ukazuju povecani parametri lipidne peroksidacije kod obe
grupe trudnica, i povecani parametar DNK ostecenja kod GDM trudnica.

Kod trudnica sa komplikacijama ne postoji veza izmedu klinickih parametara (nedelja
gestacije, starost trudnice, BMI pre trudnoce i u trenutku uklju¢ivanja u studiju, procenat
povecéanja telesne mase) i nivoa parametara oksidativnog stresa. Jedino je kod GDM
trudnica utvrdena negativna korelacija izmedu nivoa oste¢enja DNK molekula i nedelje
gestacije.

Analizirani marker lipidne peroksidacije se shodno svojoj visokoj diskriminatornoj
vrednosti za detekciju trudnica sa GDM-om ili GH-om potencijalno moze koristiti kao
biomarker ispitivanih perinatoloskih komplikacija. Diskriminatorna vrednost markera
oksidativnog ostecenja DNK molekula nije se pokazala dovoljnom za dijagnosticki
biomarker za GDM.

Kako lek Metildopa in vitro nema znacajan efekat na nivo lipidne peroksidacije i ostecenja
DNK u kulturi limfocita periferne krvi, moze se zakljuéiti da primena antihipertenzivne
terapije kod trudnica sa gestacijskom hipertenzijom ne uti¢e na nivo oksidativnog stresa
kod GH trudnica.
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8. PRILOZI

Prilog 1

éu b GINEKOLOSKO-AKUSERSKA KLINIKA “NARODNI FRONT”

: T g Kraljice Natalije 62, Beograd
NARODNI FRON'I g ! :

SAGLASNOST ZA UCESCE U KLINICKOM ISTRAZIVANJU

Postovane trudnice,

U cilju unapredivanja pracenja trudnoc¢e molimo Vas da date svoj pristanak za ucesce u klinickom
istrazivanju koje je odobrio eticki komitet GinekoloSko-akuSerske klinike ,Narodni front.
Popunjavanjem upitnika koji se odnosi na Vasu li¢nu anamnezu i tekucu trudnocu i svojim uces¢em
u istrazivanju omogucicete nam da sakupimo vazne informacije koje mogu biti od koristi svim
budu¢im trudnicama. Popunjavanje ankete i pristupanje istrazivanju su dobrovoljni, a identitet
ispitanika nece biti povezivan sa rezultatima istrazivanja. Cilj naSeg ispitivanja je unapredivanje
ranog otkrivanja komplikacija koje se mogu javiti u trudno¢i.

Hvala na saradnji!

Ginekolosko-akuSerska klinika “Narodni front”

Ja potvrdujem da sam saglasna da se uzeti uzorak krvi iskoristi
U klinickom istraZivanju GinekoloSko-akuSerske klinike ,.,Narodni front“, kao 1 da me u slucaju
potrebe za dodatnim informacijama o ishodu trudnoce lekar pozove nakon porodaja.

Kontakt telefon:

Datum Potpis
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Ime i prezime pacijenta:

9.

I A

I deo (popunjava pacijent)

Godine starosti

Zanimanje
Visina

Trenutna teZina

TezZina pre trudnoce

Da li ste pusac?
DA NE
Prosecan broj cigareta koje dnevno konzumirate:
a) 2-3  b)do 10 c) 10-20 d) 20-30  e) vise od 30 cigareta dnevno

Koliko godina ste puSac?

......

a) dijabetes

b) poviSen krvni pritisak

C) poremecaje rada Stitne Zlezde
d) trombofiliju

€)

f) nisam imala nijedno hroni¢no oboljenje

Ukoliko je odgovor na prethodno pitanje DA navesti lekove koje ste koristili:
a) - pre trudnoce:

- tokom trudnoce:

b) ne uzimam terapiju za pomenuto hroni¢no oboljenje

Koliko dece imate?

......

I porodaj:
- vaginalni / carskim rezom;
-u nedelji trudnoce;

- tezina deteta na rodenju:

- ocena koju je dete dobilo na rodenju:

- dete je zdravo / dete boluje od

II porodaj:
- vaginalni / carskim rezom;
-u nedelji trudnoce;

- tezina deteta na rodenju:

- ocena koju je dete dobilo na rodenju:

- dete je zdravo / dete boluje od

III porodaj:
- vaginalni / carskim rezom;
-u nedelji trudnoce;
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- tezina deteta na rodenju:

11.

12.

13.

14.
15.
16.

- ocena koju je dete dobilo na rodenju:

- dete je zdravo / dete boluje od

Da li ste do sada imali pobacaj?

a) DA

| pobacaj je bio u nedelji trudnoce;

Il pobacaj je bio u nedelji trudnoce;
I11 pobacaj je bio u nedelji trudnoce;
b) NE

Da li je tokom prethodnih trudnoca otkriven (zaokruziti i dopuniti):

a) Povisen krvni pritisak DA NE

- U___ nedelji prve/druge/trece trudnoce;
b) Gestacioni dijabetes DA NE

- u___ nedelji prve/druge/trece trudnoce;
c) Preeklampsija/eklampsija DA NE

- u____ nedelji prve/druge/trece trudnoce;
d) Intrauterini zastoj u razvoju ploda DA NE
- U____ nedelji prve/druge/tre¢e trudnoce;

Tekuca trudnoca je nastala:
a) Spontano
b) Vantelesnom oplodnjom

Koja ste nedelja trudnoce?

Da li Vam je poznat pol fetusa? Muski  Zenski

Navesti koje ste suplemente uzimali kao dodatak ishrani tokom tekuce trudnoce (folnu
kiselinu, vitamine, gvozde...)

......

PoviSen krvni pritisak (140/90mm Hg) DA NE

- U___ nedelji trudnoce;
Gestacioni dijabetes DA NE
- u____ nedelji trudnoCe;
Preeklampsija/eklampsija DA NE
- u____ nedelji trudnoCe;
Intrauterini zastoj u razvoju ploda DA NE
- u____ nedelji trudnoce;
- u___ nedelji trudnoce;

Navesti lekove koje ste koristili:
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Il deo (popunjava lekar)

Nedelja trudno¢e prema datumu poslednje menstruacije:

Nedelja trudno¢e prema ultrazvu¢nom nalazu:

Visina krvnog pritiska:

Dopler uteroplacentnog protoka:

Glikemijski test:

Laboratorijski parametri:

Proteinurija:

Proteinemija:

Trombociti:

Hgb, Er

AST

ALT

LDH

Mokraéna kiselina

Kreatinin

S @ - o a0 T T

Diureza manja od 500 ml/dan (oligurija) DA NE
Lekovi

84



Prilog 2

o
HAPOJIHI POHT

beozpad, Kpasuye Hamaauje 62
Bpoj: O§006-2.020 - L€
Hamym: 2.12.2020. z20dune

Ha ocnoBy 3akona o 3apascrsenoj samruti Penydnnke Cpouje (,,Ca.rnacuuk PC*, 6p.107/2003,
72/2009-np.3axoH, 88/2010,99/2010, 57/2011, 119/2012,45/2013-ap.3akon, 93/2014, 96/2015 u
106/2015), 3akona o nexkoBuma # MeauHHCKUM cpeacTeiMa (, Crraacuuk PCY,6p.30/2010 n

107/2012), [Mapsuanuka 0 yCIOBHMA M HAYHHY KIHHAYKO! MCIIHTHBALA JIEKa, MOCTYIIKY M Caipixajy 10Ky
MCHTAIM]E 38 000peHC KANHMYKOr HCHTHBama neka (Cyxbenn riacuuk PCop.64/2011), Craryra F'AK
“Hapomn ¢ppont®, Mocaosunnka o paxy Etnuxor onbopa MNiaexonomko akymepexe Kannue ,Haponuu
thpouT" 6poj 24/461, o1 07.04.2016. roauue, noctynajyhin y ckiajny ca Hayenuma Jlodpe KIMHUUKE Npakce
(GCP), na pesosroj ceanmnin Etnukor ogbopa I'mHexomomko akymepeke kmunuke ,Hapojuu dgpont™
oapxarnoj 30.11.2020. roaune, goHera je caeaeha

OJLIYKY

O/I0BPABA CE KJHMHHYKO HCTpaskHBate, cnenujaaucty 6uonory Munu Tosmuh cranno sanowieHoj
y JlaGoparopuju 'AK ,Hapoauu ¢poHT” . HazuB KJIHHMYKOT HCTPAKUBatba:

LOapehuBate HUBoa rencke excnpecdje miR-17, miR-29a, miR-181a, npoundaamaTopHux
IIMTOKWHA M TapaMeTapa OKCHAATHRHOT olTeherwa ¥ KPBU NalUjeHTHIba ¢a recTalujcKumM
JHjabeTecoM M recTalMjcKoM apTep1jcKoM XunepTeHsnjom”.

b MCTpaXKMBama je MCIMTHBAKE NAaTOJI0LIKHX MeXaHH3aMa YK/bYYeHHX Y Pa3Boj recTalHjckor
AujabeTeca M recTalMjcKe apTepHjcKe XHIepPTeH3Hje, NpolieHa 3HaYaja rapaMeTapa OKCHAaTHBHOT
owrehewa JHK n aunuane nepoxcuaaumje, npoundiamaropHux nurokusa ¥ miRNK y passojy
HaBeLeHHX KOMIUTHKAlKja y TPYAHONH, Ka0 M leMXOB JIMjarHOCTHY KM O TEHIM]al.

LwbHa rpyna cy nauujeHTKHibe usmehy 24. u 36. Hejle/be recranmje, ca ca recTalMjcKuM
JAujabeTecoM M recTaldjcKOM apTepHjCKOM XMITEPTEH3HjOM, 2 KOje CY XOCIHTa/IH30BaHe Ha
Opesmery BHCOKOpuandHUX TpyaHoha 'AK ,Hapojauu ppont”. Tokom pegosHor Bal)ema kpsu 3a
Na60paTOPHUCKe aHaIn3e 6U1a 61 y3eTa JojlaTHA KoY MHA 071 5ml 33 HABEIEHO UCTPAKMBAILE,
Bpoj nauujeHTkuba 06yxpahe HuX KIMHUMKUM UCTpaxuBatbeM je 200,

MenTopwu: I[Ipod ap Jenena Munawun, ComaTosomku pakyaret, YHusepsurera y Beorpagy

JAp cum ap MBaxa Jokcuh, Bomu Hay4yHu capajuuk, [AK , Hapoauu pont”

Jloi Mapwuja Casuh Becesnunosuh, Bruosouku pakyartet, YHusepaurera y beorpaay
TpolKOBH UCTPAXKMBAK:A BM BMJIM NOKPHBEHH HOBLEM M3 npojekTa MUHMCTAPCTBA NPOCBETE,
HayKe M TEXHOJIOIKOT pa3soja Baage Penybanke Cpéuje ,I'eHeTHYKA KOHTPOIA M MOJIEKYJIap HH
MeXaHM3MH ¥ MaJIMrHUM, HHIaMaTOPHUM M Pa3BOjHHM NaToJ0THjaMa opodanujaite peruje”,
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U3jaBa o ayTopcTBY

Motnucanu-a _ MwunHa X. Tosbuh

6poj nHpgekca _653039/2015

UsjaBrbyjem

aa je OOKTOpPCKa nvlcepTaLwlja noa HacrioBoOM

HuBo BaHhenujckux miR-17, miR-29a, miR-181a, nponHdnamaTopHUX LUMTOKMHA U napameTapa
oKcuaaTMBHOr owitehewa Yy KPBU NaunjeHTKUH-a ca rectaumickum anjabetecoMm U recrauujckom
apTepujckoM XunepTeH3ujom

e pes3ynTaT COMNCTBEHOr NCTpaXkmBayKor paaa,

e [anpeanoxeHa gucepTtauuja y LenuHu HM1 y genosuma Huje buna npegnoxeHa 3a gobujawe
6uno koje gunnome npema CTyanjCkum nporpaMmmmMma Apyrmx BUCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBaA,

e [a Ccy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBeAEHU U
e [a HucaMm KpLumo/na ayTopcka npasa U KOPUCTMO MHTENEKTyarHy CBOjUHY ApYyrux nuua.

Motnuc aokTopaHAaa

Y Beorpaay,




U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U efieKTPOHCKe Bep3uje
OOKTOPCKOr paaa

Mme n npeanme aytopa MuHa XK. Torbuh

Bpoj nHpekca B53039/2015

Crtyaujckn nporpam Buonoruja

Hacnoe paga Hueo BaHhenmjcknx miR-17, miR-29a, miR-181a, npouHdnamMaTopHUX LMTOKMHA
M NapamMeTapa okKcuaaTuBHOr owTehewa y KpBWU NauujeHTKMHba ca recraumjckum amnjabetecom um
rectalmnjckoM apTepujCKoOM XMNepTEeH3NOM

MeHTOp ap cum ap Meana Jokeuh, ap Mapuja Casuh BecennHosuh

MoTnuncaHw/a MwuHa XK. Torbuh

MsjaBrbyjem ga je wtamnaHa Bepaunja MOr JOKTOPCKOr pada UCTOBETHA eNIEKTPOHCKOj BEP3UjU KOjy
cam npefao/na 3a objaBrbuBake Ha noptany AurutanHor penosutopujyma YHuBep3uTteTa y
Beorpapy.

[osBosrbaBam ga ce o6jaBe Moju NIMYHK Nodaun Be3aHun 3a Jobujarbe akageMcKor 3Bakba 4oKTopa
Hayka, kao LUTO Cy MMe M Npe3nme, roguHa n mecto pohera un gatym ogdpaHe paga.

OBM nMYHKM Nogaum Mory ce 06jaBUTU Ha MpPEXHMM CTpaHuuama gurutanHe oGubnuoteke, y
€MeKTPOHCKOM KaTanory u y nybnukaunjama Yumeepauteta y beorpaay.

MoTtnuc aokrtopaHAaa

Y Beorpaay,




U3jaBa o Kopuwhewy

Oenawhyjem YHuBep3auTteTcky 6ubnumoteky ,Ceeto3ap Mapkosuh® ga y urutanHu penosnTtopujym
YHuBepauteta y beorpagy yHece Mojy JOKTOPCKY AncepTauunjy nof HacnoBOM:

HuBo BaHhenujckux miR-17, miR-29a, miR-181a, nponHdnamaTopHUX LMTOKMHA U napameTapa
oKcuaaTmBHOr owwitehenwa y KpBU MaumjeHTKUHa ca recrauujckum amjabeTecoMm U recrtauujckom
apTepujckoM XmnepTeH3ujom

Koja je Moje ayTopcko geno.

OucepTaumjy ca cBUM npurio3vma npeaao/na caM y enekTPpoHCKOM hopMaTy NMOrogHOM 3a TpajHoO
apxuBuparse.

Mojy gokTopcKy ancepTaumjy noxpaweHy y Aurntandun penosutopujym YHueepauteta y beorpagy
MOry Aa KOpuCTe CBW KOju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom tuny nuueHue KpeaTuBHe
3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4duo/na.
1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMepLUMjanHo
@AyTopCTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMepUUjariHO — AeNUTU NOA4 UCTUM yCnoBruMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — AenunTK nog UCTUM yCrioBUma

(Monnmo ga 3aoKpyuMTe caMo jegHy of LWeCT NoHyheHux nuueHum, KkpaTak onuc nuueHum gar je
Ha nonefuHu nucra).

MoTtnuc poktopaHaa

Y Beorpagay,




1. AyTopcTBoO - [lo3BosbaBaTe yMHOXaBake, ANCTpMOYLIMjy 1 jaBHO caonwiTaBakwe aena, u npepage,
ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH o cTpaHe ayTopa unu gaBaoua NUUEHUE, Yak 1y
komepumjanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHWja 04 CBUX NULIEHLN.

2. AytopctBO — HekomepuwujanHo. [lo3BorbaBaTte YyMHOXaBawe, AUCTPUOYLM)y W  jaBHO
caonwTasawe Aena, u npepaje, ako ce HaBeae ume aytopa Ha Ha4MH ogpeneH oA cTpaHe ayTopa
nnun aasaoua nuueHue. OBa nuueHLa He 03BOSbaBa KoMepuujanHy ynotpeby aena.

3. AyTopcTBO - HekoMepuwmjanHo — 6e3 npepage. [lo3aBorbaBaTe yMHOXaBawe, ANCTPUBYLMjY 1 jaBHO
caonwTaBawe dena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara unn ynotpebe gena y cBOM geny, ako ce
HaBe[e ume ayTopa Ha Ha4vH ogpefneH o cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He
A03BorbaBa koMepuumjanHy ynotpeby aena. Y ogHOCY Ha cBe ocTarne nuueHLe, OBOM NULEHLIOM ce
orpaHuyaBa Hajsehn obum npasa kopuwhekwa gena.

4. AyTOpCTBO - HeKoMepLujanHo — AenuTu nofd UCTMM ycrnoBuma. [Jo3BorbaBaTe yYMHOXaBakse,
AMCTpUbYLMjy U jaBHO caonwiTaBakwe fAena, U npepaje, ako ce HaBede VMMe ayTopa Ha HauuH
oapeheH oa cTpaHe ayTopa UK AaBaola NULEHLE 1 ako ce npepaaa AucTpubyupa noa NcToM unm
cnuyHom nuueHuom. OBa nuueHLa He 003BOrbaBa KomepLujanHy ynoTpeby aena v npepaga.

5. AytopcTBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBate ymMHOXaBawe, AUCTpMbyLmjy 1 jaBHO caoniiTaBawe
nena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka Unm ynotpede genay CBom geny, ako ce HaBee nme aytopa
Ha HayvMH oapefeH o cTpaHe ayTopa wnuM gasaoua nuueHue. OBa nuueHua [J03BOSbasa
Komepumjanny ynotpeby gena.

6. AyTOpCTBO - AENUTU NOA UCTUM ycroBuMa. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBawe, OUCTpnbyumjy n jaBHO
caorwTtaBare ferna, u npepajge, ako ce HaBefe MMe aytopa Ha HauuH ogpeneH of cTpaHe ayTopa
unu gaesaoua nuueHLe 1 ako ce npepaga anctpubympa nog UCTOM Unun cnu4Hom nuueHuom. OBsa
nuueHua [fos3BosrbaBa komepuujanHy ynotpeby gena un npepaga. CnmyHa je codpTBEepCKMM
nvueHuama, O4HOCHO NuueHuama OTBOpeHor Koaa.
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