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1. Uvod

1. UVOD

1.1.  Povijesni pregled gestacijskog dijabetesa

Na staroegipatskom Ebersovom papirusu 1552. godine prije Krista, lije€nik Hesy-Ra
opisao je bolest uCestalog mokrenja za koju se smatra da je dijabetes. Aretej od
Kapadocije prihvatio je starogrcka otkri¢a i medicinske zapise, ponajviSe Hipokratove
i Pitagorine, te je opisao bolest naziva diabetes, Sto u prijevodu s grckog znaci
proticanje. Bolest je opisao kao rijetko kroni¢no stanje koje dovodi do otapanja mesa i
udova u urin, karakteriziranu neutazivom Zzedi, izrazitim izmokravanjem, ispucalim
ustima, suhim tijelom i kratkim zivotnim vijekom. S obzirom na to da se do 11. stolje¢a
dijagnoza dijabetesa temeljila na okusu urina, dobio je i svoj pridjev mellitus $to na
latinskom jeziku znaci med (1).

Prvi zapis o dijabetesu u trudnodi datira iz 1824. godine kada je Bennewitz opisao
slu¢aj trudnice s intenzivnom Zedu i ponavljajuéim glikozurijama u trudno¢ama te
fetalnom makrosomijom. Sli¢an slucaj 1846. godine opisao je i Lever (2).

Europski znanstvenici von Mering i Minkowski su 1889. godine dokazali da
odstranjenje guSeraCe kod pasa dovodi do dijabetesa, te su oni zasluzni za otkri¢e
uloge gusterace u regulaciji glukoze (1).

Godine 1892. Duncan je izvijestio o ishodima trudnoce kod 16 Zena s 22 trudnoce kod
kojih su bile prisutne visoke stope mortaliteta majke (60 %) i novorodencadi (47 %).
Opazanja su ga dovela do zakljuCaka da se dijabetes moze razviti tijekom trudnoce,
da dijabetes moze prestati prekidom trudnoée, dijabetes se moze razviti ubrzo nakon
poroda te da dijabetes mozZe dovesti do smrti fetusa (2, 3). Brocard je 1898. prvi put
demonstrirao razliku izmedu tolerancije na glukozu kod trudnica i zena koje nisu
trudne; otkrio je prisutnost glikozurije 2 sata nakon uzimanja 50 g glukoze u 50 %
trudnica u usporedbi s 11 % Zena koje nisu trudne (2). Godine 1909. Williams je opisao
klinicku vaznost glikozurije u trudnoci razlikujuci prolaznu glikozuriju koja se javlja
krajem trudnoce i stalnu glikozuriju koja se javlja poCetkom trudnoce, a koja je ujedno
i intenzivnija i ima loSiji utjecaj na trudnocCu, a kod poznate dijagnoze dijabetesa
perzistira i nakon trudnoce (4). Prvu hipotezu o poremecenoj hormonskoj ravnoteZi kod

trudnica s dijabetesom iznijela je dijabetologinja Priscilla White koja je i klasificirala
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dijabetes, dok su Karlsson i Kjellmer pokazali povezanost glukoze trudnice s
perinatalnom smrtnosti (1).

Pojam gestacijski dijabetes (GD) prvi puta spominje O'Sullivan Sezdesetih godina te
definira prve kriterije za oralni test tolerancije glukoze (OGTT, engl. oral glucose
tolerance test) za dijagnozu GD-a (5).

1965. godine Pedersen i Molsted-Pedersen postavili su hipotezu placentarnog
prijenosa glukoze koji uzrokuje fetalnu hiperinzulinemiju zbog koje dolazi do ulaska
glukoze u fetalne stanice, glikogenogeneze i lipogeneze te naposljetku vidljive fetalne
makrosomije (6).

Danas, kada je proslo 200 godina od prvih spoznaja o dijabetesu u trudnoci, on je jos
uvijek aktualna i nepotpuno istrazena znanstvena tema, a s epidemijom pretilosti raste

njegova prevalencija i potreba za dodatnim znanjima.

1.2. Definicija gestacijskog dijabetesa

Gestacijski dijabetes (GD) definiran je kao hiperglikemija koja se prepoznaje prvi put
tijekom trudnoce, povezan je s homeostazom glukoze uslijed disfunkcije B-stanica
gusterace te ovako definiran ukljuCuje slu¢ajeve nedijagnosticiranog dijabetesa tipa 2
(T2DM, engl. type 2 diabetes mellitus) u ranoj trudnodi i pravi GD koji se razvija kasnije
(7). Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO), hiperglikemijski poremecaiji u
trudnodi klasificiraju se kao GD i dijabetes u trudnoci koji obuhvaca dijabetes tip 1
(T1DM, engl. type 1 diabetes mellitus) i T2DM (8). GD predstavlja najcesc¢i metabolicki
poremecaj u trudnodi i najceScu medicinsku komplikaciju u trudnodi, a ucestalost
hiperglikemije i dijabetesa u populaciji trudnica je u porastu (9).

Poznato je vise Cimbenika rizika za razvoj GD-a, od kojih se kao najznacajniji smatra
GD u prethodnoj trudnoci s obzirom na to da je vjerojatnost ponovnog razvoja GD-a
veca od 84 % (10). Drugi rizi¢ni ¢imbenici za razvoj GD-a dob su majke, pretilost ili
povecana tjelesna tezina prije trudnoce, sindrom policisticnih jajnika, fetalna
makrosomija u prethodnoj trudnodi, blizanacka trudnoca, dijabetes u obiteljskoj
anamnezi, fizicka neaktivnost, nepravilna prehrana, znacajno povecanje tjelesne
tezine tijekom trudnoce, uzimanje lijekova kao sto su glukokortikoidi i antipsihotici te
hipertenzija (10, 11).
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UcCestalost GD-a razlikuje se u literaturnim podatcima ovisno o demografskim
osobinama populacije i dijagnosti¢kim kriterijima za GD koji nisu jedinstveni, a ide ¢ak
do 42 % (7,12). Prema dostupnim podatcima oko 35 % Zena koje su imale GD razvit

Ce dijabetes tijekom zivota (13).

1.3. Dijagnosticki kriteriji za gestacijski dijabetes

Unato€ porastu ucestalosti GD-a ne postoje standardizirane preporuke ni konsenzus
za njegovu dijagnozu. Vise je razliCitih radnih skupina i udruZenja izdalo vlastite
smjernice za dijagnozu GD-a, a te se smijernice razlikuju i u kriterijima za odabir
trudnica koje je potrebno testirati i definiciji GD-a prema dobivenim vrijednostima
glukoze.

Vecini istrazivanja temelj su prvi kriteriji koje je postavio O'Sullivan 1964. godine.
Nacionalna udruga za dijabetes (NDDG, engl. National Diabetes Data Group)
modificirala je 1979. godine kriterije koje je postavio O'Sullivan prema enzimatskoj
metodi odredivanja glukoze u punoj venskoj krvi i kapilarnom uzorku krvi te u plazmi
gdje su vrijednosti bile 15 % viSe (14). Carpenter-Coustan u svojoj su studiji modificirali
grani¢ne vrijednosti glukoze za dijagnozu GD-a s razvojem mjernih metoda, to jest s
razvojem danas najzastupljenije enzimske metode s heksokinazom (15).

SZO je 1985. godine predlozila kriterije za koriStenje OGTT testa gdje je GD definiran
vrijednos$cu glukoze 7,8 mmol/L i nataste i 2h nakon opterecenja sa 75 g glukoze (16).
Godine 1999. SZO je spustila grani¢nu vrijednost glukoze nataste na 7,0 mmol/L (17).
Zbog raznih kriterija i uvidanja vaznosti prepoznavanja GD-a ucCinjena je velika,
medunarodna, prospektivna i opservacijska studija o hiperglikemiji i neZeljenim
ishodima trudno¢e (HAPO studija, engl. Hyperglycemia and Adverse Pregnancy
Outcomes) tijekom Sest godina te je obuhvatila preko 25 000 trudnica, a njezini su
rezultati objavljeni 2008. godine (18). Studija je procijenila odnos izmedu vrijednosti
glukoze u 75 g 2-satnom OGTT-u obavljenom izmedu 24. i 32. gestacijskog tjedna i
primarnih perinatalnih ishoda (porodajna tezina, porod carskim rezom, neonatalna
hipoglikemija i vrijednost C-peptida u pukovini) te sekundarnih ishoda (preeklampsija,
prijevremeni porod, distocija ramena ili porodajna ozljeda, hiperbilirubinemija i prijem
novorodenCeta na jedinicu intenzivne njege). Rezultati su pokazali pozitivhu

povezanost primarnih i sekundarnih perinatalnih ishoda s maj¢inom razinom glukoze.
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HAPO studija pokazala je da i nize koncentracije majcCine glukoze mogu biti povezane
s nepovoljnim ishodima trudnoce.

S obzirom na to da je HAPO studija ukazala da jo$ ne postoje dobri dijagnosticki kriteriji
za GD, 2008. godine odrzana je medunarodna konferencija pod pokroviteljstvom
medunarodne udruge International Association of Diabetes and Pregnancy Study
Group (IADP-SG) s ciliem definiranja i standardizacije novih kriterija za dijagnozu GD-
a. Danas se GD naj¢e$ce dijagnosticira prema tada donesenim preporukama IADP-
SG-a (19). Prema navedenim smjernicama u prvom tromjesecju trudnoce svim
trudnicama treba napraviti mjerenje glukoze ili glikoziliranog hemoglobina (HbA1c)
nataste. Trudnice s normoglikemijom trebale bi izmedu 24. i 28. tjedna trudnoce
napraviti OGTT u tri toCke mjerenja za dijagnosticiranje gestacijskog dijabetesa. GD
se dijagnosticira ako je glukoza u OGTT-u nataste jednaka ili visa od 5,1 mmol/L,
nakon prvog sata jednaka ili viSa od 10 mmol/L ili ako je glukoza nakon drugog sata
8,5 mmol/L ili visa. Te su preporuke prihvatili SZO i Ameri¢ka udruga za dijabetes
(ADA, engl. American Diabetes Association) (20,21). Medutim, Nacionalni institut za
zdravlje (NIH, engl. National Institute of Health) i Ameri¢ko udruzenje opstetricara i
ginekologa nije prihvatilo ove kriterije navodeci oCekivani porast prevalencije GD-a,
troSkova i intervencija u kontekstu nedostatka dokaza za povezano poboljSanje
perinatalnih ishoda, ve¢ navedene organizacije preporu€avaju NDDG i Carpenter-
Coustanove kriterije 3-satnog OGTT-a (10,22). Takoder, IADP-SG kriterije nije
prihvatio ni britanski Nacionalni institut za zdravlje i izvrsnost u njezi (NICE, engl.
National Institute for Health and Care Excellence) koji preporuca selektivni pristup
probiru, pri ¢emu se Zenama s Cimbenicima rizika za GD preporuCuje da produ
dijagnosticki 75 g 2-satni OGTT izmedu 26. i 28. tjedna trudnoce, a dijagnosticki
pragovi glukoze viSi su od IADP-SG dijagnostickih kriterija za GD (23).

Vaznost ranog otkrivanja GD-a posebno se istaknula u Njemackoj gdje je 2016. godine
donesena Berlinska deklaracija koja za cilj ima prevenciju, rano otkrivanje, ranu
kontrolu i rani pristup odgovaraju¢im mjerama u svrhu smanjenja osobnog, socijalnog
i ekonomskog tereta GD-a i T2DM-a (24).

Hrvatsko drustvo ginekologa i opstetriCara (HDGO) i Hrvatska komora medicinskih
biokemi¢ara (HKMB) prihvatili su IADP-SG dijagnosti¢ke kriterije za dijagnozu GD-a,
na temelju kojih su napravljene smjernice za izvodenje OGTT-a izmedu 24. i 28.

gestacijskog tjedna zdravim trudnicama (25, 26).
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1.4. Patofiziologija trudnoce

Prva faza zdrave trudnoce, koja obuhvaca prva dva tromjesecja trudnoce, anabolicka
je jer trudnica stvara zalihe energije potrebne za rast i razvoj ploda povecavajuci
skladistenje lipida u tkivima. Nasuprot tome, druga je faza trudnoce katabolicka jer
fetus raste i ima sve vece metabolicke potrebe te dolazi do razgradnje lipida zbog
oksidacije masnih kiselina kako bi se ustedjela glukoza potrebna za rast fetusa (27).
Promjene se dogadaju u viSe razliCitih tkiva istovremeno, pa se povecava i bazalni
metabolizam trudnice. Vaznost metabolickih promjena tijekom trudnocCe dvostruka je -
majka mora zadovoljiti vlastite energetske potrebe, ali i potrebe rastuceg fetusa. Da bi
to ucinila, majka mora vlastiti metabolizam ugljikohidrata, bjelanCevina i masti
prilagoditi potrebama fetusa.

Trudnoca je stanje fizioloSke inzulinske rezistencije koja se primarno razvija pod
utjecajem hormona placente (humani placentni laktogen, progesteron, estrogen), ali i
prolaktina i kortizola. Inzulinska rezistencija polagano raste tijekom trudnoce, doseze
svoj vrhunac izmedu 24.-og i 28.-og tjedna i zatim se stabilizira. Trudnice s dijabetesom
imaju veci stupanj inzulinske rezistencije u odnosu na fizioloSku inzulinsku rezistenciju
koja se javlja tijekom trudnoce (28).

Sve §to majka pojede prenosi se do fetusa preko placente (glukoza, aminokiseline i
slobodne masne kiseline). To je vazno jer je fetus hormonski autonoman (proteini ne
prolaze placentarnu barijeru), ali izravno ovisi 0 majci za svoje metabolicke supstrate.
|z tog razloga fetalna potrosnja glukoze, sinteza vlastitih proteina, masti i glikogena
ovisi 0 maj¢inom unosu. Ako ne postoji periferna inzulinska rezistencija, majka skladisti
fetusa. Kao posljedicu inzulinske rezistencije kod majki moze se naci prolazna
postprandijalna hiperglikemija. Na taj nacin glukoza iz majCine krvi moze prijeci
posteljicu i biti izvor supstrata za fetus, a ne metaboli¢ko gorivo za potrebe majke.
Fetus ima stalnu potrebu za glukozom, pa majka nocu troSi svoje zalihe, a ujutro razvija
hipoglikemiju nataste. Zbog poviSene inzulinske rezistencije perifernih tkiva gusteraca
proizvodi sve viSe inzulina, Sto rezultira hipertrofijom p-stanica i hiperinzulinemijom.
Smatra se da B-stanice propadaju zbog pretjerane proizvodnje inzulina kao odgovor
na otpornost perifernog tkiva (29).

Majka tijekom 9 mjeseci trudnocée dobiva na tjelesnoj tezini, sto je uglavnom posljedica

zadrzavanja vode i stvaranja zaliha proteina i masti. Majcino bijelo masno tkivo prolazi
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ekspanziju tijekom rane trudnoce osiguravajuci energetskih zalihe masti kao gorivo za
kasnije faze trudnoce. Visoke razine inzulina mogu povecati de novo lipogenezu,
potisnuti lipolizu masnog tkiva i smanijiti cirkulaciju slobodnih masnih kiselina. Bududi
da se znacajna koli€ina glukoze koristi tijekom rane faze trudnoce, inzulin povecava
transport glukoze iz seruma i povecava se glikoliza. Prethodno je utvrdeno da tijekom
trudnoce, povecani plazmatski protein A povezan s trudnocom (PAPP-A, engl.
pregnancy-associated plasma protein A) stimulira proteolizu faktora rasta sliCnog
inzulinu (IGF, engl. Insulin-like growth factor) -5, koji oslobada IGF-1 i potiCe Sirenje
masnog tkiva i njegovu proliferaciju kako bi se omogucilo skladiStenje energije i
sprijeéilo prekomjerno ektopiéno taloZenje lipida negdje drugdje u tijelu. Sirenje
masnog tkiva moze se posti¢i i preko hipertroficnih adipocita ili hiperplazije, koja je
proizvodnja novih adipocita iz njegovih prekursora. Medutim, svi oblici Sirenja masnog
tkiva nisu jednaki; hiperplazija je povezana s boljom kontrolom glukoze, dok je
hipertrofija povezana s ve¢om inzulinskom rezistencijom i upalama (27). Na kraju
drugog tromjesecja trudnoce dolazi do prijelaza iz anaboliCke u kataboliCku fazu te u
tom trenutku nastupa uCinak humanog placentnog laktogena. To je neglikozilirani
polipeptid Cija je glavna uloga stimulacija lipolize. S obzirom na to da se zalihe masti
stvaraju tijekom prvih dvaju tromjesecja, u zadnjem tromjesecju dolazi do promjene u
metabolickoj potrosnji goriva. Fetus postaje sve veci s rastu¢im metaboliCkim
potrebama, a majCina glukoza prenosi se na njega. Majka je izlozena ubrzanom
gladovaniju, iako hranu unosi i svoje potrebe mora podmirivati iz drugog energetskog
supstrata, a to su masti. Pod utjecajem humanog placentnog laktogena aktivira se
lipoliza triglicerida u adipocitima stimulacijom hormonski ovisne lipaze, sto e rezultirati
stvaranjem slobodnih masnih kiselina. Oni Ce se koristiti kao maj€in izvor energije. Ako
taj mehanizam ne funkcionira, majka koja je izloZzena gladovanju povecala bi
proizvodnju ketonskih tijela u jetri, sto bi rezultiralo ketonemijom i ketonurijom. Ketoza
je izravno toksiCna za fetus jer ketonska tijela prolaze kroz placentu. Fetus ih
djelomi¢no moze Koristiti kao izvor energije (poput mozga), no ako ih ima u suvisku,
izravno toksi¢no djeluju na srediSnji ziv€ani sustav, kardiomiocite, razvoj nepca i
gastrointestinalnog sustava i moze dovesti do iznenadne smrti fetusa. GD je povezan
sa smanjenom diferencijacijom i hipertrofijom adipocita, $to uz inzulinsku rezistenciju

oteZzava odgovor na inzulin (30).
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1.5. ImunoloSka regulacija u gestacijskom dijabetesu

Tijekom trudnoce dolazi do velikih prilagodbi maj€ina imunoloskog sustava kako bi se
zastitila majka i plod. Kroni¢na upala ¢imbenik je u etiologiji inzulinske rezistencije, a
poremecaji imunoloSkog sustava igraju kljuénu ulogu tijekom razvoja upale. Limfociti,
makrofagi i eozinofili uklju¢eni su u abnormalnu imunolosku regulaciju (31). Limfociti
su imunosne stanice koje specificno prepoznaju imunogen i na njega reagiraju
imunosnom reakcijom. Dijele se u tri subpopulacije: limfocite T, limfocite B i stanice

ubojice (NK-stanice, engl. natural killer). Imunosni odgovor ovisi o limfocitima T i B.

1.6. B-limfociti

B-limfociti (CD19+) jedna su od glavnih populacija limfocita i imaju vaznu ulogu u
urodenom i adaptivnhom imunitetu proizvodnjom antitijela i lu¢enjem citokina. Funkciju
B-limfocita 1960. godine otkrio je Max Cooper koji je pokazao da je proizvodnja
antitijela u potpunosti osiromasSena u ozracCenih pilica nakon kirurS8kog uklanjanja
primarnog mijesta razvoja B-limfocita kod ptica, nazvanog Fabriciusova Bursa (32),
stoga se danas koristi naziv B-limfociti. Razvoj B-limfocita odvija se u koracima koji su
strogo kontrolirani ekspresijom i funkcijom receptora B-limfocita (BCR, engl. B cells
receptor). U kostanoj srzi B-razvojna loza uklju€uje fenotipski razliite vrste stanica u
njihovim razliitim razvojnim fazama. UspjeSno preuredenje lakih i teSkih lanca
neophodno je za napredovanje u ranim fazama razvojnog puta i za izlaz B-limfocita na
periferiju. B-limfociti emigriraju iz koStane srzi kao prijelazni B-limfociti koji izrazavaju
BCR, sastavljen od antitijela vezanih na membranu, sposobnih za prepoznavanje
antigena, povezanog s B-stani¢nim signalnim modulom predstavljenim Iga-IgB
heterodimerom. Prijelazni B-limfociti, koji na povrsini stanice izrazavaju imunoglobulin
(Ig) M i IgD, predstavljaju medufazu izmedu nezrelih i zrelih cirkulirajucih B-limfocita i
nalaze se i u kostanoj srzi i u perifernoj krvi (33). U periferiji B-limfociti nastavljaju svoj
razvojni put. Prijelazni B-limfociti kratkog su vijeka i brzo diferenciraju u zrele B-
limfocite koji predstavljaju glavnu populaciju u perifernoj krvi, limfnim ¢vorovima i
slezeni. Oni kontinuirano cirkuliraju s limfom i krvlju te ako naidu na antigen koji njihov
BCR prepoznaje, sljedeca faza razvoja zapoc€inje u germinativnim centrima. Aktivirani

B-limfociti proliferiraju, uvode mutacije u svoje imunoglobulinske gene i odabrani su
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zbog svog afiniteta prema antigenu. Samo B-limfociti visokog afiniteta postaju ili
memorijski B-limfociti ili plazma stanice. Alternativni put neovisan o T-limfocitima i

germinativnom centru vodi do stvaranja urodene IgM memorije B-limfocita u slezeni.

PrijasSnja su istraZivanja ukazala da B-limfociti infiltriraju visceralno masno tkivo prije
T-limfocita i reguliraju inzulinsku rezistenciju zajedno s neutrofilima, granulocitima i
makrofagima. Laboratorijsko istrazivanje na miSevima hranjenima hranom bogatom
masno¢ama dokazalo je poviSene vrijednosti B-limfocita, $to ukazuje na aktivaciju
imunoloske reakcije (34). Adaptivha imunoloSka reakcija, koja ukljuCuje B-limfocite,
regulira razvoj pretilosti i inzulinske rezistencije, a B-limfociti utje€u na aktivhost T-
limfocita iinzulinsku rezistenciju lu¢enjem citokina, uklju€ujuci interleukin (IL) -6, IL-10
i leptin, i proizvodnjom antitijela (35). Glavna uloga B-limfocita proizvodnja je antitijela
koja mogu dovesti do nastanka i razvoja upalnih i autoimunih bolesti. Istrazivanja su
pokazala da pretilost i hiperglikemija mogu izravno utjecati na proizvodnju antitijela sto

modulira razinu inzulinske rezistencije (36).

B-limfociti dijele se u dvije glavne klase: B1 (CD19+CD5+) i B2 (CD19+CD5-) limfocite
na temelju podrijetla, razvoja, anatomije i potrebe T-limfocita za proizvodnju antitijela
(37, 38).

B1 limfociti jesu B-limfociti urodenog imunoloskog sustava, proizvode antitijela u
odsutnosti antigena te daju imunolo$ki odgovor neovisno o T-limfocitima. B1 limfociti
prevladavaju u peritonealnim i pleuralnim Supljinama, a €ine 25 — 27 % B-limfocita
periferne krvi.

B2 limfociti jesu B-limfociti koji nastaju iz progenitora u koStanoj srzi, a sazrijevaju u
slezeni i limfnim ¢vorovima diferencirajuci se u B-limfocite marginalne zone i folikularne
B-limfocite, a €ine 75 — 80 % B-limfocita periferne krvi. B-limfociti marginalne zone
nalaze se unutar marginalnog sinusa slezene i sudjeluju u prvoj liniji obrane od krvlju
prenosivih patogena. Folikularni B-limfociti aktiviraju se stimulacijom antigenom i
folikularnim pomagackim T-limfocitima i diferenciraju se u memorijske B-limfocite ili
plazma stanice te kao takvi sudjeluju u humoralnoj imunosti.

Osim odgovora posredovanih antitijelima B-limfociti mogu regulirati imunolo3ki
odgovor i luéenjem citokina. B-limfociti koji lu€e protuupalne citokine kao $to je IL-10
nazivaju se regulatorni B-limfociti i to su funkcionalno drugaciji B-limfociti izvedeni iz

B1 i B2 limfocita. Regulatorni B-limfociti mogu potisnuti pomagacke T-limfocite (Th1 i
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Th2), inhibirati makrofage i dendritiCke stanice te proizvodnju proupalnih citokina Sto
objasnjava imunoregulacijsku funkciju B-limfocita neovisnu o antitijelima.

Istrazivanja su pokazala kako je manji omjer B1/B2-limfocita u kostanoj srzi, slezeni i
subkutanom masnom tkivu nego u viscelarnom masnom tkivu koje je odgovorno za
razvoj metaboliCkog sindroma i inzulinske rezistencije te je takav snizeni omjer
pronaden kod T2DM (39).

Zdrava trudnocéa karakterizirana je smanjenim postotkom B-limfocita, ali pove¢anim
omjerom regulatornih B-limfocita s protektivnom ulogom i protuupalnom ulogom. Kod
GD-a uoCen je povetan postotak B-limfocita i njegova pozitivha povezanost s
inzulinskom rezistencijom i ekspresijom visokih koncentracija IgA koji je povezan s

upalom adipoznog tkiva i poremecajem homeostaze glukoze kod pretilosti (40,41).

1.7. T-limfociti

T-limfociti glavne su staniche komponente adaptivhog imunoloskog sustava,
odgovorne za stani€no posredovanje imunoloSke reakcije. T-limfociti izrazavaju
receptor s potencijalom prepoznavanja razliCitih antigena od patogena, tumora i
okoliSa te takoder odrzavaju imunoloSko pamcéenje i samotoleranciju. T-limfociti
takoder se smatraju glavnim pokretaima mnogih upalnih i autoimunih bolesti. In vivo
funkcionalna uloga T-limfocita u imunitetu i imunopatologiji uglavhom je razjasnjena
na misjim modelima $to je dovelo do razvoja i napretka imunoterapije kod ljudi (42).
T-limfociti razvijaju se u kostanoj srzi te migriraju u timus gdje se razvijaju, selektiraju i
pripremaju za periferiju. Dijele se u CD4+ i CD8+ af3 T-stanice, yd T-stanice i T-stanice
prirodne ubojice (NKT-stanice, engl. natural killer T). Apsolutni broj i postotak T-
limfocita u trudnoc¢i nepromijenjen je tiekom napredovanja trudnoce, ali je nizi od
onoga prije trudnoce (43).

Imunoloski odgovor zapoc€inje kada se naivni T-limfociti susretnu s antigenom i
kostimulatorom liganda predstavljenim dendritskim stanicama, §to rezultira
proizvodnjom IL-2, proliferacijom i diferencijacijom do efektorskih stanica koje
migriraju na razliCita mjesta radi uklanjanja patogena. Aktivirane efektorske stanice
kratkog su zZivotna vijeka iako dio njih prezivi kao memorijski T-limfociti koji opstaju kao

heterogena podskupina na temelju migracije, lokalizacije u tkivima i sposobnosti
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samoobnavljanja (42). Memorijski T-limfociti mogu sudjelovati u dugotrajnoj imunosti i
povratnoj zastitnoj reakciji iako njihovo porijeklo nije posve razjasnjeno.
Prevladavanje populacije T-limfocita mijenja se rastom i razvojem, tako u djetinjstvu
prevladavaju vecinom naivni T-limfociti tek nastali iz timusa te su zastupljeni i
regulatorni T-limfociti (Treg). Tijekom te faze, kada se nailazi na najveci broj novih
antigena, naivni T-limfociti igraju klju€nu zastitnu ulogu u obrani od patogena, dok su
Treg limfociti klju€ni za razvoj tolerancije na bezopasne antigene te se u ovoj fazi
uspostavljaju i dugoroCne rezerve memorijskih T-limfocita. Promjena u prevladavanju
T-limfocita od naivnih do memorijskih T-limfocita nakon djetinjstva i odrzavanje
imuniteta tijekom odrasle dobi ukazuje na ulogu T-limfocita. Glavna uloga T-limfocita
u odrasloj dobi odrzavanje je homeostaze i imunoregulacije u kontaktu sa stranim
antigenima (42).

CD4+ pomagacki T-limfociti (Th) heterogena su skupina T-limfocita koja igra srediSnju
ulogu u gotovo svim aspektima imunoloSkog odgovora. CD4+ T-limfocite moze se
aktivirati i diferencirati u nekoliko podskupova kao §to su Th1, Th2, Treg, folikularni
pomagacki T-limfociti (Tfh), Th17, Th9, Th22 i CD4+ citotoksicni T-limfociti.

Th1 limfociti jesu limfociti koji imaju proupalno djelovanje za razliku od Th2 limfocita
koji imaju protuupalno djelovanje. Th1 limfociti pretezno posreduju intracelularni
imunoloski odgovor posredovan fagocitima izlu€ivanjem IL-2, ¢imbenika tumorske
nekroze (TNF, engl. tumor necrosis factor) - i interferona (IFN) -y, dok Th2 limfociti
Stite od izvanstani¢nih patogena proizvodnjom IL-4 i IL-5. Prevalencija Th2 limfocita
karakteristicna je za normalnu trudno¢u kako bi se saCuvala majka i plod te je
povezana s dobrim ishodom trudnoce. Medutim, u slu€aju gestacijskog dijabetesa,
inzulinske rezistencije ili preeklampsije dolazi do prevalencije Th1 limfocita koji svojim
proupalnim djelovanjem mogu dovesti do fatalnih ishoda trudnoce (44, 45).

Treg limfociti igraju kljuénu ulogu u rastu i prezivljavanju fetusa djelovanjem na majcin
imunoloski sustav da izbjegne prepoznavanje oCeva polualogena tkiva.

CD8+ T-limfociti imaju ulogu u borbi protiv intracelularnih patogena i u eliminiranju
malignih stanica. Nakon stimulacije antigenom CD8+ T-limfociti Sire se kako bi se
stvorili citotoksi¢ni T-limfociti i memorijski T-limfociti. Citotoksi¢éni CD8+ T-limfocti mogu
izravno inducirati smrt cilijne stanice, dok memorijski CD8+ T-limfociti pruzaju brzu i

jaku zastitu nakon ponovnog susreta s antigenom, $to je klju¢no za dugoro¢ni imunitet.
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1.8. NK-stanice

Istrazivanja usmjerena na karakterizaciju citotoksiCnosti T-limfocita otkrila su
postojanje prirodnog citotoksi¢nog limfocita s intrinzicnim i urodenim antitumorskim
svojstvima, danas poznate kao stanice prirodne ubojice (46). NK-stanice ,prirodno® su
citotoksi¢ne i, za razliku od citotoksi¢nih T-limfocita, ne zahtijevaju prethodnu
izloZzenost antigenu kako bi posredovale svoje antitumorske ucinke (47, 48).
Aktivnost NK-stanica prvi je put opaZzena u mononuklearnim stanicama periferne krvi
Covjeka, no poznato je da se nalaze i u viSestrukim limfoidnim i nelimfoidnim tkivima
ukljuCujuéi kostanu srz, limfne €vorove, kozu, crijeva, krajnike, jetru i plu¢a (49-51).
NK-stanice €ine 5 — 20 % cirkulirajucih limfocita, a eksprimiraju aktivirajuéi Fc receptor,
CD16, a vecina eksprimira i CD56 (52). Dosadasnja su istrazivanja pokazala smanjenu
funkciju NK-stanica kada su izloZzene hiperglikemiji kod pacijenata s dijabetesom te
povezanost sa smanjenom tjelesnom aktivnoS¢u i loSim metabolickim statusom.
Pacijenti s T1DM i T2DM imaju nizi postotak NK-stanica od zdrave populacije (53).
Periferne NK-stanice prolaze kroz znalajne promjene izazvane trudnocom te je
pojacan imunolo$ki odgovor cirkuliraju¢ih NK-stanica, s ve¢om ucestalosti NK-stanica
koje eksprimiraju bilieg CD107a, marker citolitiCke aktivnosti, i pove¢anu ekspresiju
IFN-y. Povecéana ekspresija povrSinskih biliega CD38 i NKp46, markera aktivacije i
citotoksi¢nosti ocita je u perifernim NK-stanicama trudnica u odnosu na Zene koje nisu
trudne pokazujuci time njihovu imunoloSku zastitnu ulogu u trudnoc¢i. NK-stanice
nalaze se u decidui placente i neophodne su za uspjeSan razvoj spiralne arterije i
implantaciju fetusa u prvom tromjesecju trudnoce (43). U prvom trimestru trudnoée NK-
stanice Cine 70 % svih limfocita u maternici (54). Istrazivanja su pokazala kako se
postotak NK-stanica smanjuje u trecem tromjesecju trudnoce. NK-stanice i monociti
majke imaju povecanu ekspresiju proteina imunoloSke kontrolne toCke TIM-3 u
trudnodi, Sto je potencijalno izazvano visokim razinama IL-4 i niskim IFN-y. TIM-3
vazan je za proizvodnju IFN-y posredovanu NK-stanicama i moze pridonijeti poveéanju
fagocitoze u trudnodi (43).

Kod GD-a uocen je poviSen broj NK-stanica s citotoksicnom ulogom u odnosu na

trudnice koje nemaju GD (45).
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1.9. NKT-stanice

Prirodne ubojice T (NKT) stanice su T-stanice koje dijele zajednicka svojstva stanica
prirodnih ubojica (NK) i klasi¢nih T-stanica te Cine 0,2 % svih cirkuliraju¢ih T-limfocita i
prepoznaju specificnu CD1d molekulu Secernih lipida i polipeptide histokompatibilnim
kompleksima. One su vazan dio prirodene imunosti te reguliraju autoimuni, alergijski,
antimikrobni i antitumorski imunoloski odgovor, a njihova povecana aktivnost povezuje
se s pretiloScu i dijabetesom (55).

NKT-stanice dijele se u tri skupine prema antigenskoj specifi¢nosti i ekspresiji njihova
T-stani¢nog receptora: iNKT, tip Il NKT i limfociti sli¢ni NKT-stanicama. iNKT stanice
predstavljaju vec¢inu NKT-stanica i imaju sposobnost prepoznavanja glikosfingolipida i
glikoceramida. Nakon aktivacije, oni stupaju u interakciju s NK-stanicama, dendritickim
stanicama, T- i B-limfocitima, putem brze proizvodnje citokina i ekspresije povrsinskih
markera stanica (56). Funkcija NKT-stanica nalazi se na granici izmedu urodenog i
adaptivnog imunoloskog sustava, s nejasno¢ama njihove uloge u trudnodi i djelovanju
visokih razina estrogena i progesterona na njih.

NKT-stanice manje su vazne tijekom trudnoce, $to je najvjerojatnije posljedica njihova
malog postotka u perifernoj krvi. Nakupljaju se u decidualnom tkivu, gdje je pronaden
deset puta veci njihov broj u odnosu na perifernu krv trudnice te proizvode IFN-y i IL-4
Sto doprinosi zastitnoj ulozi u fetalno-majc€inoj barijeri i odrzavanju omjera Th1 i Th2
limfocita. Medutim, njihova pretjerana stimulacija moZe dovesti do spontanog
pobacaja. U zadnjem trimestru trudnoce povecéana je aktivacija perifernih NKT-stanica
koje pojacano lucCe IL-4.

Podskupine NKT-stanica pokazuju razli€ite u€inke na upalu izazvanu pretiloSc¢u, gdje
one mogu inducirati inzulinsku rezistenciju upalnim lu¢enjem citokina, osobito kao
odgovor na visak lipida izazvan pretilos€u, ali mogu i poticati osjetljivost na inzulin

luenjem Th2 tip citokina (45).
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1.10. Proupalni ¢Cimbenici u gestacijskom dijabetesu

Razvoj GD-a uklju€uje niz etioloskih i patofizioloSkih ¢imbenika povezanih s upalnim
procesima. Dva su glavna upalna puta GD-a opisana: nuklearni faktor kapa B (NF-kB)
i putem prijenosnika signala i aktivatora transkripcije STAT3 (engl. signal transducer
and activator of transcription).

NF-kB signalni put djeluje u primarnoj regulaciji upalnog odgovora, u kontroli urodenog
i adaptivhog imunoloSkog sustava te u staniénim procesima diferencijacije i
proliferacije. Taj signalni sustav strogo je reguliran; medutim, njegova disregulacija ima
implikacije na upalne i patoloSke procese, ovisno o povecanoj ekspresiji proupalnih
Cimbenika, ukljuujuéi citokine, kemokine i adhezijske molekule. Opisana su dva
nacina aktivacije tog signalnog sustava; prvi aktiviraju receptori sli¢ni Tollu (TLR, engl.
Toll like receptor) i proupalni citokini IL-13, IL-6 i TNF-a. Drugi je nacin aktivacije
ligandom CDA40, citokinima iz obitelji limfotoksina (TNF-B) i faktorom aktivacije B-
stanica (BAFF, engl. B-cell activating factor).

STAT3 upalni put, nakon nuklearne stimulacije i translokacije, mozZe se eksprimirati u
razli€itim metabolickim tkivima, aktiviraju¢i se fosforilacijom tirozina 705 i tirozina 727,
kao odgovor na ekspresiju adipokina, proupalnih citokina i faktora rasta. Usporedno s
aktivacijom STAT3 puta, aktiviraju se i drugi putevi, poput supresora signalizacije
citokina 3, potencijalnog inhibitora negativne povratne sprege djelovanja proupalnih
citokina, koji mogu imati pro- i protuupalne ucinke. Najvazniji proupalni ¢imbenici tog
puta jesu IL-6 i adipokin visfatin koji je prisutan u viscelarnom masnom tkivu te inducira
proizvodnju IL-6, IL-B i TNF-a. IL-6 inducira inzulinsku rezistenciju u jetri aktivacijom
STAT3 i naknadnom indukcijom SOCS3 supresora. SOCS3 inhibira inzulinsko
signaliziranje nekolicinom razliitih mehanizama ukljuCujuci inhibiciju inzulinskog
receptora, blokiraju¢i njegovu aktivaciju i poti¢uci njegovu razgradnju (57).

Pretilost, rizicni ¢imbenik GD-a, kroni¢na je i heterogena bolest koja nerazmjerno
pogada Zene i trudnice. Za masno se tkivo izvorno vjerovalo da je pasivno skladiste
energije, a danas se smatra endokrinim organom koji Iu€i adipokine ukljuCujuci
adiponektin i leptin kao i brojne citokine (TNF-a, IL-6 i IL-1) koji imaju niz metabolickih
uCinaka. Osim adipocita makrofagi iz masnog tkiva takoder lu¢e proupalne adipokine.
Postoji veza izmedu proupalnih citokina, makrofaga i monocita u prisutnosti povec¢anih
adipocita. Posteljica takoder lu¢enjem proupalnih citokina doprinosi upali i inzulinskoj

rezistenciji (58).
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1.10.1. TNF-a

Kahektin, poznatiji kao TNF-a, proupalni je citokin, protein molekularne mase od 17
kDa, koji pretezno aktiviraju makrofagi i T-limfociti, a pripada populaciji Th1 limfocita.
Kodiran je na kromosomu 6, a bioloSki aktivan u trimernom obliku. TNF-a se moze
eksprimirati u posteljici, masnom tkivu, imunoloskim stanicama kao Sto su mastociti,
B-limfociti, NK-stanice, neutrofili i endotelne stanice. Ovaj citokin regulira brojne
stani¢ne funkcije ukljuCujuci stani¢nu proliferaciju, dififerencijaciju i apoptozu (59).
TNF-receptori ¢lanovi su velike obitelji proteina i postoje u gotovo svim vrstama stanica
koje su uklju¢ene u imunoloske i upalne odgovore. Ti se receptori pojavljuju kao trimeri
u citoplazmatskoj membrani ¢ak i nakon vezanja s TNF-om. TNF-a djeluje vezucéi se
na dva razliCita receptora na stani¢nim povrsSinama, TNF receptor | i TNF receptor II.
Osim $to izaziva upalu, TNF-a smanjuje osjetljivost na inzulin ometanjem translokacije
prijenosnika glukoze GLUT-4 i prijenos inzulinskog signala. TNF-a inhibira i supstrat
inzulinskog receptora-1 (IRS-1, engl. insulin receptor substrat-1) i fosforilaciju tirozina
na inzulinskom receptoru $to dovodi do smanjenog ulaska glukoze u stanice (60).
TNF-a u trudnoci je najceSce placentarnog porijekla i njegova proizvodnja raste
razvojem trudnoce. Povecane vrijednosti TNF-a mogu pogor$ati inzulinsku rezistenciju
koja je normalna u trudnoéi Sto pogoduje razvoju GD-a. Ova se karakteristika
objasnjava inhibicijom aktivnosti tirozin-kinaze inzulinskog receptora u adipocitima i
smanjenom fosforilacijom i aktivacijom IRS-1 koji inhibira inzulinski signalni put (59).
Stoga su istrazivanja pokazala kako su vrijednosti TNF-a poviSene kod trudnica s GD
u usporedbi sa zdravim trudnicama kao posljedica pove¢anog oksidativnog stresa i
upale povezane s oStecenim metabolizmom glukoze (61). PoviSene vrijednosti TNF-a
pronadene su i u posteljici i masnom tkivu zena s GD-om i nekontroliranom
hiperglikemijom u usporedbi s onima s dobro kontroliranim GD-om. Prema autorima,
ova opazanja sugeriraju da tkiva Zena s GD-om povecavaju otpustanje TNF-a kao
odgovor na hiperglikemiju. Buduci da je TNF-a ukljuen u metaboliCku regulaciju
glukoze, lipida i inzulinske rezistencije, ti su podatci u skladu s hipotezom da je TNF-a
uklju€en u razvoj GD-a (62,63).
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1.10.2. Interleukin 6

IL-6 je proupalni citokin koji djeluje samostalno ili poviSenjem drugih proupalnih
c¢imbenika, a djelovanje mu je slicno kao TNF-a u induciranju upalne reakcije. Oko
30 % cirkuliraju¢eg IL-6 potjeCe iz masnog tkiva. IL-6 je protein molekularne mase
26 kDa koji proizvode brojne stanice uklju€ujuci T- i B-limfocite, makrofage, dendriticne
stanice, fibroblaste, endotelne stanice, glijalne stanice i keratinocite. Sincitio i
ekstravilozni trofoblasti, glavni sastojci posteljice, takoder izrazavaju IL-6. Kinetika
endometrijske ekspresije IL-6 otkriva koliko je taj proces dobro sinkroniziran tijekom
ljudskog menstrualnog ciklusa i u trudnoci, $to ukazuje na ulogu u funkciji endometrija
i implantaciji (64). IL-6 inducira unutarstaniCne signale putem aktivacije
transmembranskog receptorskog lanca gp130, koji je zajednicki s drugim ¢lanovima
obitelji IL-6, i specifiénog lanca IL-6 receptora (IL-6R). Oba lanca IL-6R prisutna su u
tkivima majke i fetusa tijekom implantacije i placentacije. U tim tkivima postoji topljivi
oblik receptora (sIL-6R), a oba se oblika receptora povecavaiju tijekom sekretorne faze
menstruacijskog ciklusa. Tijekom prvih 10 tjedana trudnoce predvladavaju topljivi
receptori, dok je tijekom drugog tromjesecja progresivni porast receptora vezanih za
membranu (65). Za intracelularnu signalizaciju IL-6 koristi JAK/STAT signalni put. IL-6
stimulira aktivnost prijenosnika aminokiselina sustava A u primarnih stanica trofoblasta
putem fosforilacije STAT3 na svom ostatku tyr705 i povelava ekspresiju natrij
vezajuceg neutralnog trasportera 2 aminokiselina (66). U osoba koje nisu trudne vise
cirkulirajuce koncentracije IL-6 povezane su s poviSenim indeksom tjelesne mase i
masom tjelesne masti, a ovaj citokin identificiran je kao potencijalni medijator
povezujuéi kroni€nu upalu niskog stupnja uzrokovanu pretiloS¢u unutar inzulinske
rezistencije. U trudnoci se smatra da izlu€ivanje IL-6 pogor$ava inzulinsku rezistenciju
i sudjeluje u patogenezi GD-a (67). Mnoga su istrazivanja IL-6 u GD-u pokazala njihovu
pozitivnu korelaciju jer IL-6 djeluje na povecanu proizvodnju glukoze u jetri i time potice
inzulinsku rezistenciju. IL-6 djeluje i antagonistiCki na adiponektin. Vrijednosti IL-6 u
serumu Zena s GD-om, u dosadasnjim istraZivanjima, bile su znacCajno viSe u

usporedbi s kontrolnim skupinama ispitanica.
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1.11. Protuupalni ¢imbenici u gestacijskom dijabetesu

1.11.1. Adiponektin i leptin

Adiponektin je protein od 30 kD, produkt AdipoQ gena Ciji je glavni izvor masno tkivo.
Humani protein adiponektin sadrzi 244 aminokiseline i Cetiri strukturne domene:
aminoterminalnu signalnu domenu, varijabilnu regiju, kolagensku domenu i
karboksilnu terminalnu globularnu domenu. Prisutan je u oblicima monomera, trimera,
heksamera i multimera. Ekspresija AdipoQ-a regulirana je transkripcijski i epigenetski.
Receptor aktiviran proliferatorom peroksisoma pojaCava ekspresiju AdipoQ, dok
proupalni signali poput TNF-o smanjuju njegovu ekspresiju, a hipermetilacija AdipoQ
povezana je s promijenjenom ekspresijom gena i tolerancijom glukoze (27).
Adiponektin je protuupalni protein s antidijabetogenom i zastithom ulogom, koji moze
pojacati lu€enje inzulina signalizacijom ekspresije inzulinskog gena i egzocitozom
inzulinskih granula, a njegov je cilj kaskadnim reakcijama dovesti do vece dostupnosti
GLUT-4 receptora na membranama stanica. Dokazano je da potice i oksidaciju masnih
kiselina. Adiponektin inhibira proizvodnju proupalnih citokina. Kod GD-a on je najbolje
istraZzen adipokin te je dokazano da je negativho povezan s GD-om i pretiloS¢u (58).
Smanjene koncentracije adiponektina povezane su s pretiloS¢u, hipertenzijom,
poremecajima metabolizma masti, aterosklerotskim promjenama krvnih Zila, masnom
jetrom i T2DM. U trudnoci se koncentracija adiponektina najvjerojatnije progresivno
smanjuje kao odgovor na smanjenu osjetljivost na inzulin. IstraZivanja su pokazala
snizene razine adiponektina izmedu 24. i 28. gestacijskog tjedana kod trudnica s GD-
om u usporedbi sa zdravim trudnicama povezujuci niske razine adiponektina s
pojavom inzulinske rezistencije i smanjenom funkcijom gusterace (68). Nize vrijednosti
adiponektina prije trudnoce i u prvom trimestru trudnoée povezane su s vecim rizikom
za razvoj GD-a te je stoga adiponektin Cesto razmatran i kao potencijalni rani biljeg
GD-a (69-71). Postoje dva receptora za adiponektin, AdipoR1 i AdipoR2. AdipoR1 se
Adiponektin senzibilizira tkiva na djelovanja inzulina te je nekoliko polimorfizama
jednog nukleotida (SNP, engl. single nucleotide polymorphism) u genu za adiponektin
u ljudskoj populaciji povezano s vecom ucestalos¢u dijabetesa ukljuCujuci rs2241766
i rs266729 SNP koji su povezani s GD-om.
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Leptin je citokin aktivan u adipocitima, ali se takoder nalazi i u jajnicima, mozgu,
Leptin regulira energetsku homeostazu ukljuCujuci regulaciju inzulinske osjetljivosti i
apetita, prolazeéi krvno-mozdanu barijeru i djeluju¢i na hipotalamus za promicanje
sitosti i regulaciju potroSnje energije. Ime je dobio po grckoj rijeCi leptos sto oznaCava
mrsavost, s obzirom na to da ima sposobnost smanjenja nakupina masnog tkiva (72).
jetra gdje poboljSava osjetljivosti na inzulin, smanjuje lipolizu, smanjuje apsorpciju
aminokiselina u crijevima, povecava unos glukoze u misice i smanjuje glukoneogenezu
u jetri. Povecane razine leptina uoCene su kod osoba s povecanom tjelesnom teZzinom,
pretilih osoba i hiperinzulinemije te ukazuju na otpornost na leptin (68). Kao rezultat
placentarne proizvodnje tijekom trudnoce, koncentracije leptina veée su u trudnica
nego u Zena koje nisu trudne. Kod GD-a vidi se znacajniji porast koncentracije leptina
iako su ti podaci dvosmisleni zbog proizvodnje leptina i u jajnicima i u posteljici (12,58).
OgraniCenje je istrazivanjima i mjera adipoznosti, s obzirom na to da i leptin i
adiponektin potje€u prvenstveno iz adipocita. Za razliku od leptina adiponektin ne

proizvode jajnici i placenta te ne prelazi u fetalnu cirkulaciju.

1.11.2. Interleukin 10

IL-10 je protuupalni citokin koji igra kljunu, a €esto i bitnu ulogu u sprje€avanju upalnih
i autoimunih patologija. Humani IL-10 je homodimer koji je sastavljen od dvaju
nekovalentno vezanih monomera te ima molekularnu masu 35 kDa. Prvobitno je
opisan kao citokin izveden iz Th2 stanica, medutim proizvodi se u gotovo svim
leukocitima: pomagackim i citotoksi¢nim T-limfocitima, B-limfocitima, NK-stanicama,
monocitima, makrofagima i dendritickim stanicama, mastocitima i granulocitima poput
neutrofila i eozinofila (73). Neimuni tipovi stanica, kao $to su epitelne stanice i
keratinociti te tumorske stanice, takoder su sposobni proizvesti IL-10 kao odgovor na
infekciju ili oStecenje tkiva (74).

Aktivacija pro-IL-10 vrSi se cijepanjem signalnog peptida sastavljenog od 18
aminokiselina. IL-10 obavlja svoje djelovanje preko odgovarajucih receptora (IL-10R).

Dokazano je da se IL-10R sastoji od a- i B-lanaca. Nekoliko se unutarstani¢nih
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signalnih putova moze aktivirati vezanjem IL-10 na receptore, to jest dolazi do
aktivacije janus kinazom 1 (JAK-1, engl. janus kinase) i tirozin kinazom 2 (TYK-2, engl|.
tyrosine kinaze) koje pozitivnom povratnom spregom fosforilaju IL-10R. Fosforilirani
dio receptora sluzi kao vezno mjesto za STAT3. Aktivirana JAK-1 dovodi do
fosforilacije STAT3 i njegova ulaska u jezgru gdje se STAT3 veZe za regulatorne
sekvence gena te tako inducira ili inhibira transkripciju gena (75). Gen za IL-10 nalazi
se na kromosomu 1 te su brojni polimorfizmi pronadeni u promotorskoj regiji gena.
IL-10 posebno je intrigantan citokin. Kod ljudi je karakteriziran kao pleiotropan i s
dvostrukom imunoloSkom funkcijom. Ta dvostruka funkcija znaci da je i stimulirajuca i
proturegulativna (imunosupresivna), $to je iskljuCuje iz paradigme Th1/Th2 iako je
prvobitno opisan kao citokin izveden iz Th2 stanica. IL-10 u trudnoci prvobitno je
istraZivan na miSevima, gdje se vidjelo da primjena IL-10 smanjuje sklonost pobacaja
kod miSeva sklonim pobacajima. Snizene vrijednosti IL-10 kasnije su pronadene i u
posteljicama trudnica sklonih pobacaju u odnosu na zdrave trudnice. U posteljici
zdravih trudnica imunohistokemijska analiza u kombinaciji s imunokemijskim
odredivanjem IL-10 pokazala je nize vrijednosti IL-10 u treCem trimestru trudnoce u
odnosu na prva dva trimestra trudnoce (76). IL-10 je kljuéni citokin na pocetku trudnoce
jer je ukljuCen u razne vazne dogadaje ukljuCujuéi stvaranje posteljice. IL-10 ima
zastitni ucinak na fetalno-placentalnu jedinicu jer inhibira izlu€ivanje upalnih citokina,
kao Sto su IL-6, TNF-a i IFN-y te zajedno s IL-4 i IL-13 modulira trofoblasti¢nu invaziju
(59). Na kraju trudnoce mijenja se profil citokina progresivnim opadanjem lu€enja IL-
10 i prevladavanjem povecane koncentracije upalnih citokina Sto je neophodno za
poticanje spontanog poroda (77).

Vise je razlicitih istrazivanja povezalo sniZzene vrijednosti IL-10 s nepovoljnim ishodima
trudnoce kao $to su rekurentni spontani pobacaj, prijevremeni porod i preeklampsija.
Snizene vrijednosti IL-10 pronadene su kod T2DM, pretilosti i metaboli¢kog sindroma
te su stoga novija istrazivanja GD-a ukljucila i ovaj citokin, medutim nije jo$ potvrden
njegov znacaj kod GD-a. Mehanizmi koji mogu dovesti do smanjene proizvodnje IL-10
kod trudnica nisu do kraja istrazeni, ali polimorfizmi u promotorskoj regiji gena za IL-
10 povezuju se s njegovom nereguliranom proizvodnjom i navedenim bolestima (76,
78,79).
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1.12. Varijante gena za TNF-a, IL-6, adiponektin i IL-10 u gestacijskom dijabetesu

Tijekom posljednjeg desetlje¢a viSe se puta pokuSalo procijeniti odnose izmedu
varijanti gena za TNF-q, IL-6, IL-10 ili adiponektin (AdipoQ) i rizika od razvoja GD-a,
no odnosi medu tim genskim varijantama i rizik od GD-a i dalje su nerazjaSnjeni.
Pretpostavlja se da varijante u genima TNF-a, IL-6, IL-10 i AdipoQ gena mogu
promijeniti aktivnost transkripcije TNF-a, IL-6, IL-10 i AdipoQ u raznim stanjima
uklju€ujuci GD.

Istrazivanja nisu pokazala pozitivhu povezanost izmedu genskih varijanti za TNF-a
rs361525irs1800629 i GD-a (80, 81). Medutim, kod istrazivanja na azijskoj populaciji,
utvrdeno je da nema povezanosti izmedu GD-a i SNP rs361525 i rs1799724 za TNF-
a, dok je rs1800629 uocen kao faktor rizika za razvoj GD-a (81, 82).

Istrazivanja su pokazala da nije bilo pozitivne povezanosti ni izmedu SNP za IL-6
rs1800795 koji je povezan s T2DM i T1DM (80,83). Za razliku od njega kod SNP
rs1800796 pronadena je povezanost alela G s T2DM i GD-om (81, 84).

Kod IL-10 nije pronadena pozitivha povezanost izmedu GD-a i SNP za rs1800871,
rs1800872, dok su za rs1800896 kontradiktorni rezultati od kojih neki pokazuju
povezanost s GD-om, dok ju drugi nisu pokazali (80, 81). Dokazana je i povezanost
SNP rs1800896 s T2DM (85).

Rezultati prijasnjih kvantitativnih analiza pokazali su da je SNP rs2241766 u genu
AdipoQ znacajno povezan s ukupnim rizikom za razvoj GD-a, dok SNP rs1501299 nije
pokazao povezanost s GD-om. Analize za SNP rs2241766 u genu AdipoQ temeljile su
se na vise od 3000 istrazivanja i nije bilo oCite heterogenosti medu prihvatljivim
studijama (80). Istrazivanja su pokazala kako G-alel rs266729 u genu AdipoQ
poveéava rizik od T2DM i GD-a te da ovaj SNP moze igrati ulogu u razvoju
kardiovaskularnih bolesti i metabolickog sindroma utjecuci na razine HDL-a i inzulina
(86—89). Zanimljivo je da je istraZivanje na ameri¢koj populaciji pokazalo da navedeni
alel u njihovoj populaciji smanjuje rizik od GD-a (86).

S obzirom na sloZenu interakciju gena i okoliSa u razvoju GD-a istrazivanja genetickih
varijacija i njihove povezanosti s GD-om predstavljaju dinami¢no podrucje istrazivanja

s brojnim otvorenim pitanjima.
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1.13. Rutinski biokemijski parametri u gestacijskom dijabetesu

Mnogi su rutinski biokemijski i hematoloSki parametri prou¢avani kod GD-a, posebno
u svrhu prediktivne vrijednosti i ranog prepoznavanja GD-a.

NajcesSce ispitivan biljeg plazmatska je koncentracija glukoze nataste, medutim autori
su pokazali razliCite graniCne vrijednosti koncentracije glukoze za dijagnozu i
predvidanje GD-a. Tako su se grani¢ne koncentracije glukoze nataste u prvom
tromjesecju kretale od iznad 5 mmol/L (90) preko 4,7 mmol/L (91) do 4,5 mmol/L za
optimalnu specifiCnost i osjetljivost za predvidanje GD-a (92). Koncentracija glukoze u
plazmi nataste pokazala se toCnija od drugih tradicionalnih ¢imbenika rizika, kao Sto
su indeks tjelesne mase (ITM) ili dob, kada se koristila za predvidanje GD-a, ali je bila
manje to¢na od OGTT-a (90, 93).

C-reaktivni protein (CRP) i visoko osjetljivi C-reaktivni protein (hs-CRP, engl. high
sensitive C reactive protein) upalni su markeri, a poviseni su u trudnoci. Trudnice s
GD-om pokazuju €ak i vise koncentracije u usporedbi sa zdravim trudnicama, no ako
se ukljuci i ITM i pretilost, odnos izmedu CRP-a i GD-a postaje slabiji ili nestaje (94).
Stoga je zbog niske specificnosti malo vjerojatno da CRP moZe biti koristan kao
neovisni i specificni marker za GD.

Procjena homeostatskog modela za inzulinsku rezistenciju (HOMA-IR, od engl.
homeostatic model assesment for insuline resistance) izraCunava se iz vrijednosti
glukoze nataste i inzulina nataste ili C-peptida. HOMA-IR zbog vecéeg lu€enja inzulina
i viSih vrijednosti glukoze ocCekivano je dobar bilieg GD-a, medutim istrazivanja su
umanijila njegov znacaj u usporedbi s drugim parametrima ili pokazala da nema razlike
izmedu zdravih trudnica i trudnica s GD-om, stoga je njegov znacaj i dalje nejasan
(12).

1.14. Hormoni u gestacijskom dijabetesu

Inzulin je najvazniji hormon u regulaciji homeostaze glukoze i slobodnih masnih

kiselina te svojim djelovanjem sprje€ava pojavu ketonskih spojeva. Sintetizira se u -

stanicama Langerhansovih otoCi¢a u gusteraCi te potiCe ulazak glukoze u stanice

misi¢nog i masnog tkiva. Stimulira glikolizu, proteolizu i ketogenezu, a njegov se ucinak
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smanjuje 50 — 70 % u zadnjem tromjesecju trudnocCe, zbog Cega se kod zdravih
trudnica pojacano Iuci inzulin te povecava inzulinska rezistencija.

C-peptid marker je funkcije B-stanica gusteraCe te se sintetizira u ekvivalentim
koliCinama kao i inzulin i moZe se koristiti za procjenu njegova endogenog lucenja. U
kliniCkoj je praksi koristan za razlikovanje T1DM i T2DM, otkrivanje apsolutnog
nedostatka inzulina i moZe se Koristiti u pracenju prognoze dijabetesa. C-peptid nije
samo marker za izlu€ivanje inzulina, veC i bioloski aktivni peptid. Pronadena je
pozitivha povezanost njegove serumske vrijednosti i GD-a (95, 96).

Humani placentarni laktogen hormon je koji proizvodi posteljica tijekom trudnoce, a
ima djelovanje suprotno inzulinu te tako smanjuje iskoristivost glukoze, povisuje
mobilizaciju masnih kiselina i potiCe lipolizu. Primarna mu je uloga priprema za dojenje
i opskrbu novorodenceta hranjivim tvarima, stoga najviSe koncentracije ima u zadnjem
tromjesecju trudnocCe. Njegova razina raste za vrijeme gladovanja (97). Visoke
koncentracije humanog placentarnog laktogena u trudno¢i mogu dovesti do nastanka
GD-a.

Protein koji veze spolne hormone (SHBG, engl. sex hormone binding globulin)
glikoprotein je koji proizvodi jetra. Njegovu proizvodnju i koncentraciju u plazmi
kontroliraju inzulin, estrogen i progestin. SHBG ima obrnut odnos s inzulinskom
rezistencijom i stoga je predloZzen kao prediktivni marker za GD. Sintezu SHBG-a
stimulira estradiol, Sto znaci da visoke koncentracije estrogena tijekom trudnoce
povecéavaju njegovu koncentraciju (98, 99). Testosteron smanjuje sintezu SHBG-a, a
niske koncentracije SHBG-a s visokim koncentracijama testosterona povezane su s
T2DM. Nize vrijednosti SHBG-a prije trudnoce i u ranoj trudnoCi povezane su s
povecéanim rizikom od GD-a (100).

Progesteron je hormon Cija je primarna uloga u odrZzavanju menstrualnog ciklusa i
trudnoce. To je steroid koji stabilizira trudnocu, a takoder zna€ajno utjeCe na
homeostazu glukoze u trudnoci. Progesteron (Ciji su receptori prisutni u B-stanicama)
prvenstveno je dijabetogeni steroid koji djeluje supresijom ekspresije GLUT-4
transportera. Poveana aktivnost gusteraCe u zadnjem trimestru trudnoce povezana
je s poviSenim razinama progesterona i adaptivni je odgovor na sve vece energetske
potrebe fetusa koje zahtijevaju povecani unos glukoze i lipida. Progesteron djeluje u
kombinaciji s drugim hormonima i vjerojatno je sredisnji regulator proliferacije 3-stanica

gusterace kao odgovor na metaboli¢ke izazove kao $to je inzulinska rezistencija (101).
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Tijekom trudnoCe razine inzulina u plazmi rastu zajedno s povecCanjem estradiola.
Estrogeni sudjeluju u brzoj negenomskoj i u sporoj genomskoj regulaciji lucenja
inzulina. Sto se ti¢e negenomskih uginaka estrogena, estradiol se veZe na estrogenske
receptore, dok je kod genomske regulacije to putem aktivacije membranski iniciranih
signalnih puteva (101).

Kortizol je najvazniji ljudski glukokortikoid koji se proizvodi u kori nadbubrezne Zlijezde
odraslih, a njegovu proizvodnju kontrolira osovina hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna
Zlijezda. Takoder je poznato da kortizol potiskuje imunoloski odgovor i utjeCe na
homeostazu glukoze. Fetus proizvodi kortizol u slicnoj zoni poznatoj kao prijelazna
zona fetalne nadbubrezne Zlijezde, ali njegova proizvodnja uvelike ovisi o placentnom
kortikotropin-otpustajuéem hormonu (CRH, engl. corticotropin-releasing hormone), s
kojim kortizol mozZe generirati pozitivhu povratnu spregu. Trudnoca je proupalno stanje
te visoke razine CRH u maj€inoj krvi stimuliraju placentalnu proizvodnju proupalnih
citokina kao sto su TNF-a, IL-1B, IL-6 i IL-8. Kortizol, Cije lu€enje stimulira CRH, ima
protuupalni ucinak koji je povezan s inzulinskom rezistencijom te tako smanjuje
proupalno djelovanje izazvano visokim vrijednostima CRH. Kortizol se kod GD-a
spominje i u kontekstu povecanja kao hormon stresa i poremecajima prilagodbe na
stres s kojim moze biti povezana patogeneza GD-a (101).

Prolaktin i posteljicni laktogen ukljuCeni su u prilagodbe stanica povezanih s

trudno¢om, kao i kod periferne inzulinske rezistencije i povecane lipolize (27).

1.15. LijeCenje gestacijskog dijabetesa

Vodecu ulogu u prevenciji i lije¢enju GD-a ima Zivotni stil koji uklju€uje uravnotezenu
prehranu, redovitu tjelesnu aktivnost, normalan ITM i kontroliran porast tjelesne mase
u trudno¢i. Promjena zivotnog stila najéeSée se primjenjuje u lijeCenju GD-a te je s
njom moguce posti¢i zadovoljavajuce glikemijske ciljeve u trudnoéi kod 80 — 90 %
trudnica (102). Prema ADA smjernicama za uspjesnu regulaciju glukoze u trudnodi
potrebno je da glukoza nataste bude < 5,3 mmol/L, glukoza jedan sat nakon obroka
< 7,8 mmol/L te glukoza dva sata nakon obroka < 6,7 mmol/L (103).

Prvi je korak kod trudnica s GD-om pokus$ati dijetoterapijom posti¢i normoglikemiju
osiguravsi pri tom odgovarajuéi prirast tjelesne mase kako bi se osiguralo zdravlje

majke i ploda te sprijeCiti nastanak ketoze. Trudnice bi se trebale pridrzavati plana
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prehrane, koji ukljuCuje tri glavna obroka i meduobroke, te odredenog kalorijskog
unosa. Potreban kalorijski unos odreduje se ovisno o ITM-u te je on za trudnice
normalnog ITM-a 30 kcal po kilogramu tjelesne mase, a porastom ITM-a opada broj
potrebnih kalorija (102). Uz pridrzavanje plana prehrane potrebna je i samokontrola
glukoze u krvi, najmanje Cetiri puta dnevno. Stoga se najCesce trudnicama izvodi profil
glukoze u zdravstvenoj ustanovi pod lijecniCkim nadzorom, kako bi se prepoznale
trudnice kojima je potrebno medikamentno lijeCenje. Osim trudnicama kojima nije
uspostavljena regulacija normoglikemije dijetoterapijom, medikamentna se terapija
uklju€uje i trudnicama koje su imale znacajno povisene koncentracije glukoze.

Prvi izbor u lijeCenju GD-a je inzulin, s obzirom na to da ne postoje podatci o
dugorocnoj sigurnosti oralnih antihiperglikemika (22, 103). Terapija inzulinom oponasa
fizioloSku ulogu inzulina na metabolizam i homeostazu glukoze te se tako odrzava
normoglikemija. Prilikom doziranja inzulina potreban je individualni pristup trudnici, s
obzirom na njezinu samokontrolu i napredovanje trudnoce. Tijekom primjene terapije
inzulinom nuzna je i samokontrola glukoze u krvi (102).

Primjena metformina je danas ucestalija u terapijskim protokolima i kliniCkoj primjeni
zbog dobrih perinatalnih ishoda, dok je primjena derivata sulfonilureje gliburida u svrhu
lije€enja GD-a kontroverzna te su potrebna daljnja istrazivanja na ovu temu jer nema

jasnih podataka koliko je navedena terapija negativna za majku i plod (22, 102, 103).

1.16. Vaznost ranog prepoznavanja gestacijskog dijabetesa

GD uzrokuje kratkoroCne i dugoro¢ne komplikacije za majku i dijete, s obzirom na
zdravlje majke. Zene kojima je dijagnosticiran GD imaju znatno veéu vjerojatnost da
¢e kasnije u zivotu razviti T2DM. Gotovo 10 % Zena s GD-om razvije ubrzo nakon
poroda T2DM, a 20 — 60 % trudnica koje su imale GD razvije T2DM unutar 5 — 10
godina nakon trudnoce. Rizik od prenatalnih problema koje donosi GD znatno je maniji
od vjerojatnosti da majka razvije T2DM, stoga se za GD moZe reci da je predijabetes i
sli¢an intoleranciji glukoze u osoba koje nisu trudne (104).

Majcina hiperglikemija rezultira fetalnom hiperglikemijom jer glukoza prolazi u
posteljicu olakS8anom difuzijom. Fetalna hiperglikemija dovodi do fetalne
hiperinzulinemije, anabolizma, porasta adipoznog tkiva i ubrzanog rasta fetusa i

naposljetku makrosomije (10). Vaginalni porod bit ¢e veci izazov ako je ¢edo veliko. U

23



1. Uvod

mnogim slucajevima GD-a, ¢edo se mora poroditi kirurSki zbog povecanog rizika od
naknadnih problema trudnoce, kao Sto su prijevremeni porod i hipertenzija. Obilno
krvarenje i postporodajno krvarenje mogu se pojaviti kao posljedica nepravilne
kontrakcije miSica maternice. Kiruski porod povecava rizik i od porodajnih trauma za
novorodence, ozljeda ramena, prijeloma brahijalnog pleksusa i perinatalne asfiksije.
Fetalna hiperinzulinemija povecCava i rizik od sindroma respiratornog distresa,
neonatalne hipoglikemije i hiperbilirubinemije. Djeca €ije su majke imala GD imaju vedi
rizik za kogenitalne anomalije, pretilost, poremecenu toleranciju glukoze i razvoj
kardiovaskularnih bolesti (9). PoviSene koncentracije glukoze prvih 10 tjedana
trudnocCe najznacajnije su s obzirom na to da se tada odvija organogeneza te one
dovode do embriopatije, posebice encefalopatije, mikrocefalije, kogenitalnih sréanih
bolesti i renalnih anomalija (105).

Trudnice kojima je dijagnosticiran GD imaju veci rizik za razvoj drugih komplikacija,
kao Sto su preeklampsija i hipertenzija u trudnoci, od zdravih trudnica. Kasnije u Zivotu,
osim $to imaju vedi rizik od razvoja T2DM, Zene koje su u trudnoci razvile GD imaju i
veci rizik za pretilost, dislipidemiju, hipertenziju i razvoj kardiovaskularnih bolesti (106,
107). Zbog svih navedenih rizi€nih ¢imbenika ADA je izdala nove preporuke prema
kojima se vec¢ u pubertetu trebaju odrzati konzultacije s dijabetiCarima i potencijalnim
dijabetiCarima, treba se razgovarati s lijeCnikom o planiranju obitelji te odrzavati
vrijednosti HbA1c u granicama normale (105).

lako su postignuti znacCajni napreci u dijagnostici i lije¢enju GD-a, jo$ uvijek postoje
brojne nejasnoce u njegovoj patofiziologiji, te su potrebna dodatna istrazivanja kako bi
bolje razumjeli mehanizme nastanka GD-a, identificirali nove biljege za njegovu ranu
dijagnostiku, razvili personalizirane pristupe lijeCenju te smanijili rizik od razvoja
kroni¢nih bolesti u kasnijem Zivotu majke i djeteta. Potreban je multidisciplinaran
pristup GD-u zbog slozenosti ovog zdravstvenog stanja, njegove patofiziologije koja je
rezultat medudjelovanja hormonalnih, metaboliCkih i genetickih Cimbenika te zbog
Sirokih implikacija GD-a. Raspodjela limfocita i njihova povezanost s lu€enjem
proupalnih i protuupalnih citokina kod trudnica s GD-om nije u potpunosti razjasnjena,
te bi nova saznanja mogla dovesti do ranije dijagnoze i personaliziranog pristupa

trudnicama s GD-om.
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2. HIPOTEZA

Trudnice s gestacijskim dijabetesom imaju veci omjer NKT/NK-stanica i omjer B1/B2-
limfocita te manji omjer pomagackih/citotoksi¢nih limfocita u odnosu na zdrave
trudnice.

Navedeni omjeri u gestacijskom dijabetesu koreliraju s poviSenim vrijednostima
proupalnih faktora (IL-6 i TNF-a), odnosno snizenim protuupalnim faktorima (IL-10 i
adiponektin) i njihovim polimorfizmima te u skupini trudnica s gestacijskim dijabetesom

postoje razlike ovisno o dodatnim komplikacijama u trudnodi.
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3. CILJEVIISTRAZIVANJA

Glavni je cilj utvrditi postoje li razlike u omjerima NKT/NK-stanica, B1/B2-limfocita te
pomagackih/citotoksicnih limfocita izmedu trudnica s gestacijskim dijabetesom i

zdravih trudnica.

Specificni ciljevi:

1. odrediti vrijednosti proupalnih (IL-6 i TNF-a) i protuupalnih faktora (IL-10 i
adiponektin)

2. odrediti genotipove za polimorfizme jednog nukleotida: rs1800629 (TNF-a),
rs1800796 (IL-6), rs1800896 (IL-10) i rs266729 (ADIPQ)

3. odrediti udio hematoloskih parametara proto¢nom citometrijom te izraCunati omjere

NKT/NK-stanica, B1/B2-limfocita te pomagackih/citotoksi¢nih limfocita

4. ispitati korelaciju dobivenih omjera s vrijednostima proupalnih i protuupalnih faktora
te razinu povezanosti sa specificnim varijantama njihovih gena i usporediti dobivene
rezultate izmedu zdravih trudnica bez komplikacija i s komplikacijama i trudnica s

gestacijskim dijabetesom bez drugih komplikacija i s drugim komplikacijama

5. ispitati korelaciju dobivenih omjera s vrijednostima rutinskih hematoloskih (brojem
eritrocita, leukocita, trombocita, koncentracijom hemoglobina, te postotkom neutrofila,
limfocita, monocita, eozinofila, bazofila, T-limfocita, pomagackih T-limfocita,
citotoksi¢nih  T-limfocita, B-limfocita, B1-limfocita, NK-stanica, NKT-stanica),
biokemijskih (glukoza, glikirani hemoglobin, CRP, imunoglobulini, Zeljezo, feritin,
kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol, trigliceridi) i imunokemijskih parametara
(inzulin, C-peptid, HOMA-IR, vitamin B12, folna kiselina, NT-proBNP).
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Ustroj studije

Ustroj studije postavljen je kao presjecno istrazivanje. Istrazivanje je u€injeno u skladu
s Nurnberskim kodeksom i najnovijom revizijom Helsinske deklaracije (108), Zakonom
o zdravstvenoj zastiti Republike Hrvatske (NN121/03) i Zakonom o pravima pacijenata
Republike Hrvatske (NN 169/04) te su postivana sva etiCka nacela. Osigurana je
privatnost i zastita tajnosti podataka svih ispitanica ukljucenih u istrazivanje. Sve su
ispitanice procitale opis istrazivanja i potpisale informirani pristanak.

Prikupljanje i obradu bioloSkog materijala te prikupljanje medicinske dokumentacije
odobirilo je Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Osijeku (kl: 602-04/23-08/03,
br: 2158-61-46-23-142), Eticko povjerenstvo Klinickog bolnickog centra Osijek (br: R1-
8243/2023) te Eticko povjerenstvo Nacionalne memorijalne bolnice ,dr. Jurjaj Njavro®
Vukovar (kl: 510-05/23, br: 107-16-23-08-04).

4.2. Ispitanici

U istraZivanje su uklju€ene 162 trudnice u tre¢em trimestru trudnoée podijeljene u 4
skupine: trudnice s gestacijskim dijabetesom bez komplikacija koje mogu utjecati na
imunoloski profil trudnice, trudnice s gestacijskim dijabetesom i dodatnim
komplikacijama koje mogu utjecati na imunoloski profil trudnice, kontrolna skupina
trudnica (koje nisu razvile gestacijski dijabetes) bez komplikacija koje mogu utjecati na
imunoloski profil trudnice i kontrolna skupina trudnica (trudnice koje nisu razvile
gestacijski dijabetes) s komplikacijama koje mogu utjecati na imunoloski profil trudnice.
Gestacijski dijabetes u trudnodi definiran je prema HKMB-u i HDGO-u, odnosno IADP-
SG-u (19, 25, 26).

Kriteriji za uklju€ivanje ispitanica bili su:
« trudnice u treCem trimestru trudnoce (27. — 40. gestacijski tjedan)
» trudnice koje u aktualnoj trudnoci imaju normalne vrijednosti glukoze, HbA1c i uredan

nalaz OGTT testa, nemaju gestacijski dijabetes ili drugu patologiju trudnoc¢e, nemaju
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dijabetes niti poznate autoimune ili metabolicke bolesti izvan trudnoce, uvrStene su u
skupinu zdravih ispitanica bez komplikacija

* trudnice koje imaju u aktualnoj trudnoc¢i normalne vrijednosti glukoze, HbA1c i uredan
nalaz OGTT testa, ali su imale gestacijski dijabetes u prethodnoj trudnodi ili imaju
autoimune bolesti, poremecéaje krvnog tlaka, sindrom policisticnih jajnika, pretilost
izvan trudnoce ili su se neki od navedenih komorbiditeta razvili u trudnoci, uvrstene su
u skupinu zdravih ispitanica s komplikacijama

« trudnice kojima je tijekom aktualne trudnoce dijagnosticiran GD prema IADP-SG
smjernicama i nemaju drugih komplikacija u trudnoci, uvrStene su u skupinu trudnica s
GD-om

» trudnice kojima je tijekom aktualne trudnoce dijagnosticiran GD prema IADP-SG
smjernicama i imaju preeklampsiju, visoki krvni tlak ili neku bolest imunoloskog sustava
izvan trudnoce ili u aktualnoj trudnoci, uvrstene su u skupinu trudnica s GD-om s

komplikacijama.

Kriteriji za isklju€ivanje ispitanica iz istrazivanja:
* nepotpisivanje informiranog pristanka
* dijagnoza dijabetesa izvan trudnoce

» poznate druge metabolicke bolesti izvan trudnoce.

4.3. Metode

Klini¢ki dio znanstvenog istraZivanja proveden je u Klinici za ginekologiju i porodnistvo
KBC-a Osijek, a laboratorijski dio proveden je na Klinickom zavodu za laboratorijsku
dijagnostiku KBC-a Osijek, Odjelu za laboratorijsku i transfuzijsku medicinu NMB-a
Vukovar te u Laboratoriju za medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta u Osijeku.
Svaka ispitanica uklju€ena u istrazivanje bila je upoznata sa svrhom i metodologijom
istraZzivanja, a pristanak na sudjelovanje u istraZivanju potvrdila je davanjem pisane
informirane suglasnosti.

Gestacijska dob svih ispitanica odredena je prvim danom zadnjeg menstrualnog
ciklusa te potvrdena ultrazvucnim nalazom prvog tromjesecja. U sluc¢aju da je doSlo do

nepodudaranja termina poroda s obzirom na prvi dan zadnjeg menstruacijskog ciklusa
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i ultrazvuénog nalaza, izvrSila se korekcija gestacijske dobi prema ultrazvuénom
nalazu (109).

Sociodemografski i kliniCki podatci prikupljeni su u suradnji s trudnicama, a koristila
se i dostupna medicinska dokumentacija o trudnoci. Prikupljeni su podatci vezani uz
fizikalni status ispitanica prije i tijekom trudnoce, obiteljsku i osobnu anamnezu
ispitanica, prehrambene navike i zivotni stil trudnice te prethodne dogadaje u trudnoci.
Op¢i podatci obuhvacali su dob i stru¢nu spremu trudnice. Prikupljeni su podatci visine
i tezine prije trudnoce iz Cega je izraCunat ITM prije trudnoce. Svaka je trudnica dala
podatke o svom zivotnom stilu koji su ukljuCivali podatke o pusenju, konzumaciji kave
i alkohola, dnevnoj fizi¢koj aktivnosti i raznolikosti prehrane. Od svake trudnice
ukljuene u istrazivanje prikupljena je i osobna anamneza koja je ukljucivala povijest
bolesti (endokrine, metaboli¢ke, gastrointestinalne i neuroloske bolesti te poremecaiji
koagulacije i tromboembolijske bolesti) i prisutnost Secerne bolesti u obitelji.
GinekoloSka i opstetristicka anamneza koja je prikupljana obuhvacala je podatke o
dobi prilikom prve mjesecnice, podatke o0 menstrualnom ciklusu, policisti¢nim jajnicima,
problemima sa zanoSenjem te podatke o prijasnjim trudno¢ama. Ako je neka od
prethodnih trudnoc¢a zavrsSila pobacajem, prikupljani su podatci o tjednu pobacaja.
Zabiljezeni su podatci o GD-u u prethodnoj trudnoéi, tjelesnoj tezini novorodenceta,
poviSenom krvnom tlaku i poremecajima S$titnjaCe za svaku prijadnju trudnocu

ispitanica ukljuenih u istrazivanje.

Venska krv trudnica uzorkovala se jednokratno, nakon dobivenog informiranog
pristanka, u treCem trimestru trudnocCe. Svakoj se trudnici uzorkovalo dvije epruvete
periferne venske krvi u BD Vacutainer (Beckton Dickinson, New Jersey, SAD) s
antikoagulansom KsEDTA i jedna serumska epruveta periferne venske krvi u BD
Vacutainer (Beckton Dickinson, New Jersey, SAD). Analize su ucinjene u uzorcima
svjeze pune krvi i seruma. Serum je pripremljen centrifugiranjem serumske epruvete

10 minuta na 3000 g na sobnoj temperaturi.

Krvna slika i diferencijalna krvna slika odredeni su iz venskog uzorka pune krvi
(izvadenog u epruvetu s antikoagulansom KsEDTA) na hematoloSkom analizatoru
ADVIA 2120i (Siemens Healthineers, Erlangen, Njemacka) na Odjelu za laboratorijsku

i transfuzijsku medicinu NMB-a Vukovar. U istrazivanje su uvrsteni rezultati broja
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leukocita, eritrocita i trombocita, koncentracija hemoglobina te postotci neutrofila,

limfocita, monocita, eozinofila i bazofila dobiveni analizom na hematoloSkom brojacu.

Analize glukoze, inzulina, C-peptida, triglicerida, ukupnog kolesterola, HDL i LDL
kolesterola, CRP-a, IgA, IgM, IgG, HbA1c, NT-proBNP, IL-6, Zeljeza, feritina, vitamina
B12 i folne kiseline u€injene su na automatiziranom analizatoru cobasPro (Roche
Diagnostic, Basel, Svicarska) na Odjelu za laboratorijsku i transfuzijsku medicinu u
NMB-u Vukovar. Inzulin, C-peptid, IL-6, NT-proBNP, vitamin B12 i folna kiselina
odredeni su imunokemijskom metodom elektrokemiluminescencije. Glukoza je
ucinjena referentnom enzimatskom metodom s heksokinazom. Kolorimetrijskom
metodom s ferozinom odredeno je Zeljezo, a enzimatskim kolorimetrijskim metodama
odredeni su i triglicerdi, ukupni kolesterol te HDL i LDL kolesterol. CRP, feritin i
imunoglobulini odredeni su metodom turbidimetrije. Turbidimetrijska imunokemijska
inhibicijska metoda koriStena je za odredivanje HbA1c u uzorcima ispitanica.

Analize IL-10 i TNF-a uCinjene su kemiluminescentnim imunokemijskim metodama
krute faze u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Osijek na

analizatoru Immulite 2000 (Siemens Healthineers, Erlangen, Njemacka).

Profil B-limfocita, pomagackih i citotoksi¢nih limfocita te NK i NKT stanica odreden je
u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Osijek svim ispitanicama
metodom proto€ne citometrije na analizatoru BD FACSLyric (Beckton Dickinson,
Njemacka) iz uzorka pune EDTA krvi. Analize su u€injene odredivanjem razine izrazaja
stani¢nih diferencijacijskih biljega (CD, engl. cluster of differentiation) biljega (antigena)
na povrSini stanica pomocu komercijalnih reagensa koji sadrze specifiCna
monoklonska protutijela obiljezena fluorokromom: BD Multitest CD3 FITC/CD8
PE/CD45 PerCP/CD4 APC, BD Multitest CD3 FITC/CD16+56 PE/CD45 PerCP/CD19
APC (Beckton Dickinson, Njemacka).

Uzorci su pripremljeni za analizu prema uputama proizvodaca reagenasa. 100 uL pune
EDTA krvi ispitanice i 20 uL antitijela dodani su u Cistu epruvetu te vorteksirani. Smjesa
je inkubirana 20 minuta na sobnoj temperaturi u mraku te je zatim dodano 2 mL BD
Lyse Solution otopine i ponovljena je inkubacija u mraku na sobnoj temperaturi u
trajanju od 10 minuta. Smjesa je zatim centrifugirana 5 minuta na 300 g te je odvojen

supernatant. U talog je dodano 2 mL BD Wash otopine te se ponovilo centrifugiranje
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od 5 minuta na 300 g. Nakon centrifugiranja odvojen je supernatant i u talog je dodano
250 pL BD Wash otopine i vorteksirano te je takav uzorak postavljen na analizator BD
FACSLyric.

Adiponektin je svim trudnicama odreden u serumu ELISA metodom (BioVendor R&D,
Brno, Ceska). Komercijalni standardi, kontrole kvalitete u dvije razine te uzorci
ispitanica inkubirani su na ELISA plocici obloZzenoj rekombinantnim adiponektinom
ljudskog podrijetla, zajedno s poliklonalnim antitijelima na adiponektin konjugiranim s
peroksidazom hrena (HRP, engl. Horseradish peroxidase). Nakon ispiranja dodan je
na kompleks adiponektina i HRP konjugata tetrametilbenzidin (TMB) supstrat te je
reakcija nakon 15 minuta zaustavljena kiselom STOP otopinom. Apsorbancija je
izmjerena spektrofotometrijski na 450 nm i kontrolno na 630 nm. Absorbancija je
obrnuto proporcionalna koncentraciji adiponektina u uzorcima. Standardna krivulja
napravljena je uz pomoc¢ poznatih vrijednosti i dobivenih absorbancija komercijalnih
standarda u programu Microsoft Excel te su iz nje ocitane vrijednosti uzoraka

ispitanica.

Genomska deoksiribonukleinska kiselina (DNA, engl. Deoxyribonucleic Acid) izolirana
je upotrebom komercijalnog kita prema protokolu proizvodaca (QlAamp DNA Blood
Midi Kit, Qiagen, Hilden, Germany). I1zolacija DNA zapocela je inkubacijom smjese koja
je sadrzavala 200 uL pune krvi ispitanice, 200 uL pufera za liziranje te 20 uL proteinaze
K. Smjesa je inkubirana 10 minuta na temperaturi 56 °C. Dodatkom 1000 pyL 100 %-
tnog etanola doslo je do precipitacije DNA koja je zatim prebacena na silika-membranu
unutar kolone. Smjesa je centrifugirana jednu minutu na 6000 g te se centrifugiranjem
DNA vezala za membranu. Izolirana se DNA dodatno procistila dodavanjem 500 pL
AW1 pufera i centrifugiranjem na 6000 g jednu minutu. QlaAmp Mini spin kolona se
nakon toga prebacila u novu epruvetu te joj je dodano 500 pL pufera AW2 i
centrifugirana je na 20 000 g tri minute. QlaAmp Mini spin prebacena je u novu
epruvetu te je dodano 100 uL AE pufera i smjesa se inkubirala na sobnoj temperaturi
jednu minutu, a zatim centrifugirala na 6000 g jednu minutu. Izolirana DNA Cuvala se
pohranjena na - 20 °C u AE puferu do analize. Koncentracija izolirane DNA odredena
je fluorometrijski na uredaju Qubit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
SAD).
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Nakon izolacije i kvantifikacije DNA ucinjena je genotipizacija polimorfizma jednog
nukleotida metodom lanCane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu (PCR engl.
real-time Polymerase Chain Reaction). Za provodenje genotipizacije lananom
reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu koristen je uredaj 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD) podeSen na program za
genotipizaciju uz uporabu TagMan sondi (TagMan SNP Genotyping Assays, Life
Technologies, Carlsbad, CA, SAD). Odredeni su genotipovi za SNP-ove (SNV-ove)
rs1800629 (TNF-«), rs1800796 (IL-6), rs1800896 (/L-10) i rs266729 (AdipoQ).

SNP rs1800629 u intronskoj regiji gena za TNF-a na lokaciji chr6:31575254
(GRCh38.p14) najCete sadrzi alel G koji moze biti zamijenjen alelom A. Na
kromosomu 7 nalazi se gen za IL-6, toCnije na poziciji chr7:22726627 (GRCh38.p14)
nalazi se SNV rs1800796 kod kojega se mogu naci aleli G>A / G>C, dok se gen za IL-
10 nalazi na kromosomu 1 te na poziciji chr1:206773552 (GRCh38.p14) nalazi se SNV
rs1800896 kod kojeg moze doc¢i do varijanti alela T>C. Na lokaciji chr3:186841685
(GRCh38.p14) u genu za adiponektin nalazi se rs266729 kod kojeg mozZe doéi do
zamjena alela C>A/ C>G / C>T.

TagMan™ Universal PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Foster City, California,
USA) i TagMan™ SNP Genotyping Assays (Thermo Fisher Scientific, Foster City,
California, USA) koristeni su za PCR reakciju. Ukupni reakcijski volumen po svakoj

jaZici bio je 25 mikrolitara i sadrzavao je 1 mikrolitar DNA izolata.

4.4. Statisticke metode

Za statistiCku analizu koriSten je statistiCki paket MedCalc Statistical Software version
14.12.0 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium; http://www.medcalc.org; 2014) i
SPSS Statistics 23 (IBM Corp.Released 2015. IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 23.0. Armonk, NY: IBM Corp.), a dobiveni rezultati prikazani su tabli¢no.

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Numericki
podatci opisani su medijanom i granicama interkvartinog raspona. Razlike
kategorijskin varijabli testirane su Hi-kvadrat testom, a po potrebi Fisherovim
egzaktnim testom. Normalnost raspodjele numeriCkih varijabli testirana je Shapiro-
Wilkovim testom. Razlike numerickih varijabli izmedu dviju nezavisnih skupina

testirane su Mann-Whitneyevim U-testom. Razlike normalno raspodijeljenih
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numerickih varijabli za viSe od dvije nezavisne skupine testirane su Kruskal-Wallisovim
testom (post hoc Conover) ili Friedmanovim testom (post hoc Conover) kod
ponavljanih mjerenja. Povezanost numeri¢kih varijabli ocijenjena je Spearmanovim
koeficijentom korelacije p (rho). Statisticka snaga alelnog testa povezanosti
polimorfizma izraCunata je Genetic Power kalkulatorom
(http://zzz.bwh.harvard.edu/gpc/cc2.html), a testiranje Hardy-Weinberg ekvilibrija
genotipskih frekvencija (x2 testom df = 1) Hardy-Weinberg equilibrium kalkulatorom
(https://wpcalc.com/en/equilibrium-hardy-weinberg/). Sve su P vrijednosti dvostrane.

Razina znacajnosti postavljena je na 0,05.
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5. REZULTATI

5.1. Opca i klinicka obiljezja ispitanica

Istrazivanje je provedeno na 162 ispitanice podijeljene u Cetiri skupine: po 40 (25 %)
ispitanica je u skupinama zdravih, zdravih s komplikacijama koje mogu utjecati na
imunoloski profil i u skupini ispitanica s GD-om i komplikacijama koje mogu utjecati na
imunoloski profil, dok su 42 (26 %) ispitanice u skupini samo s GD-om. Medijan dobi
ispitanica je 31 godina, u rasponu od najmanje 19 do najviSe 48 godina. Znacajno su
starije ispitanice s GD-om (Mann-Whitney U-test, P = 0,005). Srednju struénu spremu
ili visoku struénu spremu imaju 64 (40 %) ispitanice. U kontrolnoj skupini znacajnije je
viSe ispitanica visoke stru¢ne spreme, dok je u skupini s GD-om znacajnije vise
ispitanica srednje stru¢ne spreme (y? test, P = 0,02). ITM prije trudnoce visi
od 30 kg/m? znacajnije je viSe prisutan u skupini ispitanica s GD-om (Fisherov egzaktni
test, P < 0,001) (tablica 1).

Tablica 1. Opca obiljezja ispitanica

Broj (%) ispitanica

kontrola GD ukupno P
(n =80) (n=82) (n=162)
skupine
zdrave 40 (50) 0 40 (25)
zdrave + komplikacije 40 (50) 0 40 (25)
GD 0 42 (51) 42 (26)
GD+ komplikacije 0 40 (49) 40 (25)
dob (godine
[med(igj]an (int)erkvartilni raspon)] 30(27-33) 32 (29 - 36) 31(28-39) 0,005
razina obrazovanja
SSS 23 (29) 41 (50) 64 (40)
VSS 21 (26) 13 (16) 34 (21) 0,02*
VSS 36 (45) 28 (34) 64 (40)
ITM prije trudnoce
<19 6 (8) 1(1) 7(4)
19 -24,9 56 (70) 28 (34) 84 (52) <0.001%
25-29,9 15 (19) 26 (32) 41 (25) ’
> 30 3 (4) 27 (33) 30 (19)

*y2 test; *Fisherov egzaktni test; TMann-Whitney U-test; GD-gestacijski dijabetes, SSS-srednja stru¢na sprema,
V8S-viga struéna sprema, VSS-visoka struéna sprema, ITM-indeks tjelesne mase
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S obzirom na Zivotni stil 64 (40 %) ispitanice pusi, 126 (78 %) ih konzumira kavu, i to

znacaijnije vise ispitanice s GD-om (Mann-Whitney U-test, P = 0,004). Povremeno se

fiziCkom aktivnosti bave 63 (39 %) ispitanice, a dnevnu aktivnost manju od 30 minuta

navodi 116 (72 %) ispitanica. Da im je prehrana raznolika, navele su 144 (89 %)

ispitanice (tablica 2).

Tablica 2. Zivotni stil ispitanica

Broj (%) ispitanica

kontrola GD ukupno P
(n = 80) (n=82) (n=162)
pusenje 26 (33) 38 (46) 64 (40) 0,07*
kava
60 (75) 66 (81) 126 (78) 0,40
kava (broj Salica)
[medijan (IQR)] 1(1-2) 2(1-2) 2(1-2) 0,004t
[raspon 1 do 3] [raspon 1 do 4] [raspon 1 do 4] '
fizicka aktivnost
ikad
nikada 6(8) 5 (6) 11(7)
ijetk
retko 25 (31) 34 (41) 59 (36)
povremeno 0.37¢
31 (39) 32 (39) 63 (39)
redovito 18 (23) 11 (13) 29 (18)
dnevna aktivnost
30 minut
= S0 minuta 55 (69) 61 (74) 116 (72)
, 0,43
> 30 minut :
minuta 25 (31) 21 (26) 46 (28)
lika preh
raznolia prehrana 73 (91) 71 (87) 144 (89) 0,35+

*y2 test; *Fisherov egzaktni test; TMann-Whitney U-test; GD-gestacijski dijabetes
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Secerna bolest u obitelji biljezi se kod 30 (19 %) ispitanica, zna&ajno vise u skupini
ispitanica s GD-om (2 test, P = 0,005) gdje 22 (27 %) ispitanice imaju Secernu bolest
u obitelji. Lijekove izvan trudnoce uzimaju 33 (20 %) ispitanice, a u trudnodéi njih 30
(19 %). Endokrine bolesti prisutne su kod 23 (14 %) ispitanice, a druge bolesti kod

manjeg broja ispitanica (tablica 3).

Tablica 3. Povijest bolesti

Broj (%) ispitanica

kontrola GD uk(Lrjlp:no P

(n=80) (n=82) 162)
Secerna bolest u obitelji 8 (10) 22 (27) 30 (19) 0,005*
lijekovi izvan trudnocée 12 (15) 21 (26) 33 (20) 0,09*
lijekovi u trudnogi 11 (14) 19 (23) 30 (19) 0,12*
anemija 5 (6) 5(6) 10 (6) > 0,997
Eg:m:ﬁ:}: koagulacije i tromboembolijski 4 (5) 3 (4) 7(4) 0,72t
endokrine bolesti 10 (13) 13 (16) 23 (14) 0,54*
gastrointestinalne bolesti 9 (11) 4 (5) 13 (8) 0,14*
migrene 3(4) 1(1) 4 (2) 0,367
Sum na srcu 1(1) 0 1(1) 0,497
poviseni lipidi 1(1) 2(2) 3(2) > 0,991
povisen krvni tlak 1(1) 7(9) 1(1) 0,067
bubrezne bolesti 0 1(1) 1(1) > 0,991

*y2 test; TFisherov egzaktni test; GD-gestacijski dijabetes

Medijan dobi prilikom prve mjesecnice je 13 godina, u rasponu od 11 do 17 godina.
Uredne cikluse imalo je 115 (71 %) ispitanica, a tragove krvarenja izmedu ciklusa biljezi
se kod 5 (3 %) ispitanica. Policistine jajnike ima 25 (16 %) ispitanica, a probleme sa
zanoSenjem 19 (12 %) ispitanica, znacCajnije viSe ispitanice u skupini s GD-om
(Fisherov egzaktni test, P = 0,009). Broj dosadasnjih poroda krece se od 0 do 4, broj
pobacaja od 0 do 3, a kod Zena koje su pobacile medijan tjedna pobacaja bio je Sesti

gestacijski tiedan. U prethodnoj trudnoci povisen tlak znacajnije je vise imalo 11 (23 %)
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ispitanica iz skupine s GD-om (Fisherov egzaktni test, P = 0,003). Poremecaji rada
StitnjaCe u prethodnoj trudnoci biljeZe se kod 13 (14 %) ispitanica, a GD u prethodnoj
trudnodi kod 15 (17 %) ispitanica. Novorodence teze od 4000 g u prethodnoj trudnodi

imalo je 14 (16 %) ispitanica (tablica 4).

Tablica 4. GinekoloSka i opstetricka anamneza

Broj (%) ispitanica

kontrola GD ukupno P
(n=80) (n=82) (n=162)
. - 13 (12 -14)
dob (godine) prilikom prve [raspon 11 do 13 (12 - 14) 13 (12 - 14) 0,61

mjesecnice [Medijan (IQR)] [raspon 11 do 17] [raspon 11 do 17]

17]

ciklusi

uredni 57 (71) 58 (71) 115 (71)

obilni 15 (19) 13 (16) 28 (17) 0.16¢

oskudni 3(4) 0 3(2) ’

neredoviti 5(6) 11 (13) 16 (10)
spotting izmedu ciklusa 3(4) 2(2) 5@1) 0,68*
policisti¢ni jajnici 14 (18) 11 (13) 25 (16) 0,45*
problemi sa zanoSenjem 4 (5) 15 (18) 19 (12) 0,009*
broj poroda do sada 1(0-1) 1(0-1) 1(0-1) 092t
[medijan (IQR)] [raspon 0 do 4] [raspon 0 do 3] [raspon 0 do 4] '
broj pobacaja 0(0-0) 0(0-12) 0(0-12) 048t
[medijan (IQR)] [raspon 0 do 2] [raspon 0 do 3] [raspon 0 do 3] '
tiedan pobacaja (n = 15/21) 8 (6 —10) 8 (7-10) 8(6-9) 018t
[medijan (IQR)] [raspon 6 do 11] [raspon 0 do 23] [raspon 0 do 23] '
povisen krvni tlak u 1(2) 11 (23) 12 (13) 0.003*
prethodnoj trudnodi '
poremecaiji Stitnjace u .
prethodnoj trudnogi 8 (19) 5(11) 13 (14) 0,28
GD u prethodnoj trudnodi 4 (9) 11 (23) 15 (17) 0,07*
novorodence teze od 4000 g 7 (16) 7 (15) 14 (16) 0.89*

u prethodnoj trudnodi

IQR — interkvartilni raspon; *Fisherov egzaktni test; TMann-Whitney U-test; GD-gestacijski dijabetes
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Znacajno su viSe vrijednosti OGTT-a u skupini s GD-om u svim trima mjerenjima
(Mann-Whitney U-test, P < 0,001). Takoder, u svakoj skupini ispitanica znacajna je
razlika u vrijednostima OGTT-a izmedu mjerenja (Friedmanov test, P < 0,001). Razlika
u kilogramima (izmedu 1. i 3. trimestra) znacajno je veca u kontrolnoj skupini, s
medijanom 11 kg (Mann-Whitney U-test, P = 0,005) (tablica 5).

Tablica 5. Razlike u vrijednostima OGTT-a

Medijan (interkvartilni raspon) Razlika

kontrola p GD p (95 % raspon P’

(n =80) (n=82) pouzdanosti)
OGTT1 45 (4,23 -4,7) 5,2 (4,7-5,7) 0,8 (0,6 — 1,0 < 0,001
OGTT2 71(6,1-848) <0,001 10,3(8,95-11) <0,001 29 (2,2-3,5) < 0,001
OGTT3 5,7 (5,3 - 7,08) 8,6 (6,9 - 10) 2,4(1,7-3,1) < 0,001
razlika u
'(‘i'o%am'ma 11 (8 - 14,5) 10 (5 - 13) 2(-4do-1) 0,005
trimestar)

*Friedmanov test; tMann-Whitney U-test; GD-gestacijski dijabetes, OGTT-oralni test tolerancije glukoze (engl.oral
glucose tolerance test)

Terapiju za GD ima 17 (17 %) ispitanica i to najceS¢e dijetu, inzulin je, nakon
uzorkovanja krvi, uveden kod njih 13 (16 %), a jedna ispitanica terapijski je dobila
metformin. Druge komplikacije (y? test, P = 0,001), poviSen krvni tlak (y? test,
P =0,001) i terapija u trudnodi (y? test, P = 0,006) znacajnije su prisutne kod ispitanica
s GD-om. Poremecaj rada stitnjace u trenutnoj trudnodéi imaju 32 (20 %) ispitanice, bez

znacajne razlike u odnosu na skupine (tablica 6).

Tablica 6. Komplikacije u aktualnoj trudnodi

Broj (%) ispitanica

kontrola GD ukupno P
(n =80) (n=82) (n=162)
GD 0 79 (97,5) 79 (49)
terapija GD 0 17 (22) 17 (17)
koja terapija
inzulin 0 13 (18) 13 (16)
metformin 0 1(1) 1(1)
dijeta 0 40 (54) 40 (53) -
druge komplikacije 22 (28) 44 (54) 66 (41) 0,001*
poviSen krvni tlak 1(1) 13 (16) 14 (9) 0,001*
poremecaiji stitnjace 12 (15) 20 (24) 32 (20) 0,14*
upale mokraénog sustava 3(4) 10 (12) 13 (8) 0,05*
upala rodnice 1(1) 5 (6) 6 (4) 0,21t
anemija 10 (13) 12 (15) 22 (14) 0,72*
terapija u trudnodi 23 (29) 41 (51) 64 (40) 0,006*

*y2 test; TFisherov egzaktni test; GD-gestacijski dijabetes

38



5. Rezultati

5.2. Hematoloski i biokemijski parametri ispitanica

Vrijednosti eozinofila (Mann-Whitney U-test, P = 0,02) i bazofila (Mann-Whitney U-test,

P =0,006) znacajnije su nize u skupini s GD-om. Znacajno viSe vrijednosti kod

ispitanica s GD-om u odnosu na kontrolnu skupinu pronadene su kod: inzulina (Mann-
Whitney U-test, P =0,04), C-peptida
(Mann-Whitney U-test, P = 0,002), CRP-a (Mann-Whitney U-test, P = 0,003), Zeljeza
(Mann-Whitney U-test, P = 0,03), HDL-kolesterola (Mann-Whitney U-test, P = 0,003)
i triglicerida (Mann-Whitney U-test, P < 0,001) (tablica 7 i tablica 8).

Tablica 7. HematoloSki pokazatel;i

(Mann-Whitney U-test, P =0,002),

HbA1c

Medijan (interkvartilni raspon)

95 % raspon

kontrola GD Razlika ) p*
ouzdanosti
(n = 80) (n = 82) P
eritrociti 3,93 (3,78 - 4,28) 4,03 (3,74 - 4,29) 0,03 -0,09 do 0,15 0,64
. 121,5
hemoglobin 120 (114 - 129) (114 - 127,25) 1,0 -3,0do4,0 0,74
L 2215 235 (202,5 -
trombociti (182,25 - 259.5) 283.3) 17 0do35 0,05
leukociti 9,5 (8,33 - 11,18) 9,2 (7,88 - 10,9) -0,3 -1do 0,5 0,45
neutrofili 70 (66 - 75) 72 (67 - 77) 2 0do4 0,09
limfociti 22 (19 - 26) 21 (17 - 26) -1 -3do1l 0,20
monaociti 5,5 (4,25 - 6) 5(4-6) 0 -1do 0O 0,28
eozinofili 1(1-2) 1(0,5-2) 0 -1do 0 0,02
. 0(0-0) 0(0-0)
bazofili [min 0 max 2] [min 0 max 1] 0 0do O 0,006
Limfociti - protoCni
citometar 17 (14 - 20,75) 16 (13 - 20) -1 -2do1 0,28
T-limfociti 78,15 78,15
(73,75 - 81,6) (73 - 82,1) 0.3 1.6do22 079
pomagacki T-limfociti 44,75 46,4 3
(41,35 - 49,58) (41,23 - 52,03) 1.2 11do34 0.31
citotoksic¢ni T-limfociti 28,4
29 (25,9 - 33,08) (23,95 - 32,13) -0,8 -2,8do 1,0 0,39
Poma.g.aCkl/CltOtOKSICm 1,52 (1,26 - 1,97) 1,6 (1,32-2,1) 0,07 -0,09 do 0,23 0,37
limfociti
NK-stanice 10,75 (8,13 - 14) 9,3 (7,1-13,75) -0,9 -2,2do 0,5 0,20
NKT-stanice 6 (3,88 - 9,15) 7 (4,2 -11,05) 0,6 -0,7do 2,1 0,41
NKT/NK 0,564 0,675
(0,308 — 1,04) (0,38 — 1,45) 0,11 -0,04 do 0,27 0,15
B-limfociti 8,8 (7 - 11,58) 9,35 (6,9 - 12,8) 0,5 -06do16 0,38
I_31-I|m_f_00|t| (ograda svi 1,8 (1,1 - 2,48) 17 (1-2,5) 0 -0,3do0,3 0,89
limfociti)
B1-limfociti (ograda svi 18,9 18,75
B-limfociti) (12,48 - 28,25) (12 - 29,53) 0 -31do32 098
B2-limfociti (ograda svi
B-limfociti) 81,1(71,8-87,5) 81,3(70,5-88,0) 0 -3,2do 3,1 0,98
B1/B2 limfociti 0,233 0,231
(0,143 — 0,393 (0,136 — 0,419 0 -0,046 do 0,047 0,98

*Mann-Whitney U-test; GD-gestacijski dijabetes; NK-engl.natural killer, H
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Tablica 8. Biokemijski pokazatelji

Medijan (interkvartilni raspon)

95 % raspon

kontrola GD Razlika - p*

(n = 80) (n = 82) pouzdanosti
glukoza 4,5 (4,2 -4,7) 4,5 (4,1 - 4,83) 0 -0,2do0,1 0,92
inzulin 10,55 (7,8 - 14,1) 12,5 (7,9 - 18,83) 1,9 01do39 0,04
C-PEPTID 0,79 (0,64-1) 0,96 (0,72-1,25) 0,15 0,05do 0,24 0,002
HOMA IR 2(2-3) 25(1,75-4) 0 0do 1,0 0,07
HbAlc 34 (32,25 - 37) 36 (34 - 38) 2 1do3 0,002
CRP 3,35 (1,8 - 5,08) 4.8 (2,5 - 8,78) 1,5 05do2,7 0,003
imunoglobulin G 8,66 (7,68 - 10,12) 8,41 (7,54 - 10,1) 0 -0,55do 0,5 0,97
imunoglobulin M 1,01 (0,83-1,45) 1,03(0,84-1,42) -0,02 -0,15do 0,11 0,78
imunoglobulin A 1,68 (1,31-2,12) 1,53(1,19-2,05)  -0,09 -0,27do 0,09 0,31
zeljezo 14 (9-21) 16 (13 - 24) 3 0do5 0,03
feritin 15 (11 - 28) 20 (10 - 32) 3 1do6 0,16
B12 vitamin 2195 (173 - 282) 211'52%2335 11 36do1l 0,32
folna kiselina 35,55 (241?;?838) 33.8 (2501‘?888) 0,3 -52do6,5 0,90
kolesterol 6,8(603-7,98) 685(59-7,73)  -0,2 -06do0,3 0,44
HDL-kolesterol 2 (1,8-2,3) 1,8(1,5-2,03) -0, -0,3do-0,1 0,003
LDL-kolesterol 4,25 (3,7 - 5,28) 4,1 (3,08 - 4,8) -0,3 -0,7do0,1 0,12
trigliceridi 2,4 (1,93 - 3) 3(24-363) 06 0,3d00,8 < 0,001
NT-proBNP 31 (19,5 - 52) 28 (19 - 47) -3 9do4 0,39
IL-6 2,5(1,9 - 3,7) 27(2-373) 01 02do05 0,42
IL-10 0(0-0) 0(0-0) 0 0do0 >0,99
TNF-a 0(0-4,74) 4,26 (0 - 5,37) 0 0do048 0,10
adiponektin 9,95 (4,43 - 24,85) 17'252%6'1235 31 05do74 0,09

*Mann-Whitney U-test; GD-gestacijski dijabetes; HOMA-IR-engl.Homeostatic Model Assesment for Insulin
Resistance, HbA1c-glikirani hemoglobin, CRP-C-reaktivni protein, IL-interleukin, TNF-engl.tumor necrosis factor

Spearmanovim koeficijentom korelacije ispitala se povezanost omjera proupalnih i
NKT/NK-stanica, B1/B2-limfocita te

pomagackih/citotoksicnih limfocita kod svih ispitanica te u kontrolnoj skupini ili kod GD-

protuupalnih  faktora s  omjerom
a, i uoCava se da u skupini svih ispitanica Sto je vec¢i omjer NKT/NK -stanica
(Rho = 0,163) to su viSe vrijednosti IL-6. U skupini kontrolnih ispitanica uz viSi omjer
NKT/NK-stanica viSe su vrijednosti IL-6 (Rho = 0,284), a uz viSe vrijednosti omjera
pomagackih/citotoksi¢nih limfocita (Rho = -0,305) nize su vrijednosti IL-6. Kod
ispitanica s GD-om $to je viSi omjer B1/B2, nize su vrijednosti adiponektina
(Rho =-0,253) (tablica 9).
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Tablica 9. Povezanost omjera proupalnih i protuupalnih faktora s omjerom NKT/NK-

stanica, B1/B2-limfocita te pomagackih/citotoksi¢nih limfocita kod svih ispitanica te u

kontrolnoj skupini ili kod gestacijskog dijabetesa

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (P-vrijednost)

NKT/NK

pomagacki/citotoksicni

B1/B2-limfociti

limfociti
sve ispitanice
IL-6 0,163 (0,04) -0,083 (0,30) -0,053 (0,51)
IL-10 - - -
TNF-a 0,001 (0,99) 0,029 (0,71) 0,036 (0,65)
adiponektin -0,047 (0,55) 0,129 (0,10) -0,125 (0,11)
kontrolna skupina
IL-6 0,284 (0,01) -0,305 (0,01) -0,038 (0,74)
IL-10 - - -
TNF-a 0,103 (0,36) 0,026 (0,82) 0,082 (0,47)
adiponektin -0,106 (0,35) 0,106 (0,35) 0,033 (0,77)
GD
IL-6 0,020 (0,86) 0,124 (0,27) -0,063 (0,58)
IL-10 - - -
TNF-a -0,120 (0,29) 0,035 (0,75) -0,027 (0,81)
adiponektin -0,026 (0,82) 0,148 (0,18) -0,253 (0,02)

GlL-interleukin, TNF-engl.tumor necrosis factor, GD-gestacijski dijabetes

Kod povezanosti biokemijskih pokazatelja i omjera uoava se u skupini svih ispitanica
da je omjer NKT/NK-stanica u pozitivnoj i zna€ajnoj vezi s postotcima T-limfocita (Rho
= 0,331), citotoksi¢nih T-limfocita (Rho = 0,504), NKT-stanica (Rho = 0,821) te s
koncentracijama C-peptida (Rho = 0,226) i triglicerida (Rho = 0,207), dok je veza
negativna s postotkom NK-stanica (Rho = -0,531) i koncentracijom HDL-kolesterola
(Rho =-0,232). Omjer pomagackih/citotoksi¢nih limfocita u negativnoj je i znacajnoj
vezi s postotkom NKT-stanica (Rho = -0,456) te koncentracijama inzulina (Rho = -
0,235), C-peptida (Rho = -0,190) i s izracunatim HOMA-IR (Rho = -0,200). Omijer
B1/B2 u znacajnoj je negativnoj vezi s postotkom T-limfocita (Rho = -0,166), a u
pozitivnoj i zna€ajnoj vezi s postotcima B-limfocita (Rho = 0,316) i B1-limfocita
(Rho = 0,872) (tablica 10).
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Tablica 10. Povezanost NKT/NK-stanica, B1/B2-limfocita te pomagackih/citotoksicnih

limfocita s hematoloSkim i biokemijskim pokazateljima kod svih ispitanica

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (P-vrijednost)

NKT/NK

pomagacki/citotoksicni

B1/B2-limfociti

limfociti
eritrociti 10,065 (0,41) -0,008 (0,92) 0,116 (0,14)
hemoglobin 0,087 (0,27) 0,015 (0,85) 0,130 (0,10)
trombociti 10,052 (0,51) 0,148 (0,06) -0,090 (0,26)
leukociti 0,037 (0,64) 0,063 (0,43) -0,091 (0,25)
neutrofili 10,063 (0,43) -0,113 (0,15) 0,008 (0,92)
limfociti 0,077 (0,33) 0,102 (0,20) -0,034 (0,67)
monociti 10,019 (0,82) 0,001 (0,99) 0,098 (0,21)
eozinofili 0,060 (0,45) 0,073 (0,36) -0,019 (0,81)
bazofili 10,022 (0,78) 0,007 (0,93) -0,146 (0,06)
limfociti (%) — protocni 0,040 (0,62) 0,042 (0,59) -0,028 (0,72)
citometar
T-limfociti (%) CD3+ 0,331 (< 0,001) 0,056 (0,48) 0,166 (0,03)
?c;)r)ng%a:ﬁkégﬂ focit -0,141 (0,08) 0,845 (< 0,001) 10,127 (0,11)
(C(:/t:)’tcc"g"gin(':gg'infoc'“ 0,504 (< 0,001) -0,901 (< 0,001) 10,011 (0,89)
'(\':g'lséig'gf (%) CD3- -0,531 (< 0,001) -0,046 (0,56) 0,111 (0,16)
(N:gféag‘l'%igg’l 0,821 (< 0,001) -0,456 (< 0,001) 0,017 (0,83)
B-limfociti (%
CD19+20+( ) 0,023 (0,77) -0,076 (0,34) 0,316 (< 0,001)
B1-limfociti (%)
CD19+CD5+ (ograda -0,009 (0,91) -0,057 (0,47) 0,872 (< 0,001)
svi limfociti)
glukoza 0,018 (0,82) -0,005 (0,95) 0,034 (0,67)
inzulin 0,145 (0,07) -0,235 (< 0,001) 0,080 (0,31)
C-PEPTID 0,226 (< 0,001) -0,190 (0,02) 0,001 (0,99)
HOMA-IR 0,119 (0,13) -0,200 (0,01) 0,091 (0,25)
HbAlc 0,036 (0,65) 0,017 (0,83) -0,006 (0,94)
CRP 0,140 (0,08) -0,081 (0,31) 0,027 (0,74)
imunoglobulin G 0,051 (0,52) -0,104 (0,19) -0,003 (0,97)
imunoglobulin M -0,084 (0,29) -0,031 (0,70) 0,001 (0,99)
imunoglobulin A 0,023 (0,77) -0,010 (0,90) -0,019 (0,81)
seliezo -0,104 (0,19) -0,075 (0,34) -0,107 (0,18)
feritin 0,061 (0,44) 0,049 (0,54) -0,097 (0,22)
B12 vitamin 0,119 (0,13) -0,047 (0,56) 0,021 (0,79)
folna kiselina -0,149 (0,06) 0,105 (0,18) 0,020 (0,80)
kolesterol 0,013 (0,87) -0,009 (0,91) 0,016 (0,84)
HDL-kolesterol -0,232 (< 0,001) 0,102 (0,20) 0,036 (0,65)
LDL-kolesterol 0,018 (0,82) -0,044 (0,58) -0,020 (0,80)
trigliceridi 0,207 (0,01) -0,046 (0,56) -0,032 (0,69)
NT-proBNP 0,112 (0,16) 0,139 (0,08) -0,054 (0,50)

GD-gestacijski dijabetes; NK-engl.natural killer, HOMA-IR-engl.Homeostatic Model Assesment for Insulin
Resistance, HbA1c-glikirani hemoglobin, CRP-C-reaktivni protein
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ZnaCajne povezanosti omjera s biokemijskim pokazateljima kontrolne skupine

prikazane su u tablici 11.

Tablica 11. Povezanost NKT/NK-stanica, B1/B2-limfocita te pomagackih/citotoksi¢nih

limfocita s hematoloskim i biokemijskim pokazateljima kod ispitanica kontrolne skupine

Kontrolna skupina

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (P vrijednost)

pomagacki/citotoksicni

NKT/NK i o B1/B2-limfociti
imfociti

eritrociti -0,004 (0,97) -0,098 (0,39) 0,061 (0,59)
hemoglobin -0,073 (0,52) -0,045 (0,69) 0,049 (0,67)
trombociti 0,069 (0,54) 0,088 (0,44) -0,094 (0,41)
leukociti 0,072 (0,53) -0,023 (0,84) -0,045 (0,69)
neutrofil 0,094 (0,41) -0,256 (0,02) -0,087 (0,44)
limfociti -0,081 (0,47) 0,211 (0,06) 0,042 (0,71)
monaciti -0,009 (0,94) 0,091 (0,42) 0,207 (0,07)
eozinofili 0,129 (0,26) 0,084 (0,46) 0,056 (0,62)
bazofili -0,128 (0,26) 0,136 (0,23) -0,215 (0,06)
limfociti (%) - protocni -0,056 (0,62) 0,050 (0,66) 0,081 (0,47)
citometar
T-limfociti (%) CD3+ 0,346 (< 0,001) 0,004 (0,97) -0,122 (0,28)
g%rgi%agﬂﬂ'mfocm (%) -0,125 (0,27) 0,840 (< 0,001) -0,018 (0,87)
gg’;iké‘ggf'“mfoc'“ () 0,517 (< 0,001) -0,921 (< 0,001) -0,040 (0,72)
(N:g'lsstig'gf (%) CD3- -0,509 (< 0,001) -0,051 (0,65) 0,102 (0,37)
CN:gfct:?:?lI%ié@ 0,831 (< 0,001) -0,456 (< 0,001) 0,027 (0,81)
B-limfociti (%) CD19+20+ 0,005 (0,97) -0,014 (0,91) 0,159 (0,16)
B1-limfociti (%)
CD19+CD5+ (ograda svi 0,082 (0,47) -0,038 (0,73) 0,805 (< 0,001)
limfociti)
glukoza -0,092 (0,42) 0,089 (0,43) 0,038 (0,74)
inzulin 0,041 (0,72) 0,215 (0,06) -0,034 (0,77)
C-PEPTID 0,197 (0,08) -0,193 (0,09) -0,050 (0,66)
HOMA IR 0,004 (0,97) 10,176 (0,12) 0,013 (0,91)
HbA1lc -0,055 (0,63) 0,018 (0,88) -0,007 (0,95)
CRP 0,292 (0,01) -0,203 (0,07) 0,035 (0,76)
imunoglobulin G 0,040 (0,72) -0,024 (0,83) 0,038 (0,74)
imunoglobulin M -0,168 (0,14) 0,117 (0,30) 0,043 (0,70)
imunoglobulin A 0,006 (0,96) 0,015 (0,90) -0,023 (0,84)
seliezo -0,034 (0,76) -0,209 (0,06) -0,120 (0,29)
feritin 0,195 (0,09) -0,096 (0,40) -0,136 (0,23)
B12 vitamin -0,055 (0,63) 0,054 (0,63) -0,154 (0,17)
folna kiselina -0,086 (0,45) -0,032 (0,78) -0,091 (0,42)
kolesterol -0,023 (0,84) -0,020 (0,86) 0,125 (0,27)
HDL-kolesterol -0,238 (0,03) 0,139 (0,22) 0,112 (0,32)
LDL-kolesterol -0,028 (0,80) 0,016 (0,89) 0,063 (0,58)
trigliceridi 0,203 (0,07) 10,237 (0,03) -0,041 (0,72)
NT-proBNP -0,082 (0,48) 0,216 (0,06) 0,076 (0,51)

GD-gestacijski dijabetes; NK-engl.natural killer, HOMA-IR-engl.Homeostatic Model Assesment for Insulin

Resistance, HbA1c-glikirani hemoglobin, CRP-C-reaktivni protein
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Kod povezanosti biokemijskih pokazatelja i omjera u skupini ispitanica s GD-om
uoCava se da je omjer NKT/NK-stanica u pozitivhoj i znacajnoj vezi s postotcima
limfocita (Rho = 0,249), T-limfocita (Rho = 0,318), citotoksi¢nih T-limfocita
(Rho =0,527), NKT-stanica (Rho = 0,514) i s koncentracijom C-peptida (Rho = 0,232),
dok je veza negativha s brojem trombocita (Rho = -0,227), postotcima neutrofila
(Rho =-0,243) i NK-stanica (Rho = -0,514). Omjer pomagackih/citotoksi¢nih limfocita
u negativnoj je i znacajnoj vezi s postotkom NKT-stanica (Rho = -0,471),
koncentracijom inzulina (Rho =-0,276) i s HOMA-IR (Rho = -0,243), dok je u pozitivnoj
vezi s folnom kiselinom (Rho = 0,234). Omjer B1/B2-limfocita u znac¢ajnoj je pozitivnoj
vezi s postotkom B-limfocita (Rho = 0,441) i B1-limfocita (ograda svi limfociti)
(Rho = 0,915) (tablica 12 i tablica 13).

Tablica 12. Povezanost NKT/NK-stanica, B1/B2-limfocita te pomagackih/citotoksicnih

limfocita s hematoloSkim pokazateljima ispitanica s gestacijskim dijabetesom

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (P-vrijednost)

GDM NKT/NK pomaga_ck|/0|’gqtok3|cn| B1/B2-limfociti
limfociti

eritrociti -0,092 (0,41) 0,034 (0,76) 0,189 (0,09)
hemoglobin -0,103 (0,36) 0,073 (0,51) 0,210 (0,06)
trombociti -0,227 (0,04) 0,200 (0,07) -0,105 (0,35)
leukociti -0,105 (0,35) 0,147 (0,19) -0,155 (0,16)
neutrofili -0,243 (0,03) 0,007 (0,95) 0,102 (0,36)
limfociti 0,249 (0,03) 0,012 (0,92) -0,107 (0,34)
monociti -0,029 (0,80) -0,068 (0,55) -0,004 (0,97)
eozinofili 0,035 (0,76) 0,096 (0,39) -0,099 (0,38)
bazofili 0,190 (0,09) -0,138 (0,21) -0,114 (0,31)
: oy .
limfociti (%) — protocni 0,147 (0,19) 0,050 (0,65) -0,122 (0,27)
citometar
T-limfociti (%) CD3+ 0,318 ]

(< 0,001) 0,092 (0,41) 0,200 (0,07)
pomagacki T-limfociti (%) i i
CD3+CD4+ 0,185 (0,10) 0,857 (< 0,001) 0,211 (0,06)
citotoksi¢ni T-limfociti (%) 0,527
CD3+CD8+ (< 0,001) -0,879 (< 0,001) 0,032 (0,77)
NK-stanice (%) CD3- -0,514 i
CD16+56+ (< 0,001) 0,025 (0,83) 0,124 (0,27)
NKT-stanice (%) 0,816 i i
CD3+CD16+56+ (< 0,001) 0,471 (< 0,001) 0,008 (0,94)
B-limfociti (%) CD19+20+ 0,012 (0,91) -0,132 (0,24) 0,441 (< 0,001)

i o

Bl-limfociti (%) CD19+CD5+ ) 5a7 ¢ 44) -0,076 (0,50) 0,015 (< 0,001)

(ograda svi limfociti)

GD-gestacijski dijabetes; NK-engl.natural killer
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5. Rezultati

Tablica 13. Povezanost NKT/NK-stanica, B1/B2-limfocita te pomagackih/citotoksicnih

limfocita s biokemijskim pokazateljima ispitanica s gestacijskim dijabetesom

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (P-vrijednost)

GDM NKT/NK ~ Pomagacki/citotoksicni g /55 jitociti
limfociti
glukoza 0,099 (0,38) -0,078 (0,49) 0,016 (0,89)
inzulin 0,208 (0,06) -0,276 (0,01) 0,164 (0,14)
C-peptid 0,232 (0,04) -0,208 (0,06) 0,040 (0,72)
HOMA-IR 0,195 (0,08) -0,243 (0,03) 0,138 (0,22)
HbAlc 0,113 (0,32) -0,049 (0,66) -0,035 (0,76)
CRP -0,032 (0,78) 0,008 (0,94) 0,044 (0,70)
imunoglobulin G 0,06 (0,59) -0,182 (0,10) -0,032 (0,77)
imunoglobulin M 0,011 (0,92) -0,170 (0,13) -0,039 (0,73)
imunoglobulin A 0,055 (0,62) -0,013 (0,91) -0,014 (0,90)
zeljezo -0,200 (0,07) 0,018 (0,87) -0,095 (0,40)
feritin -0,087 (0,44) 0,137 (0,22) -0,061 (0,59)
B12 vitamin -0,183 (0,10) -0,04 0(0,72) 0,165 (0,14)
folna kiselina -0,208 (0,06) 0,234 (0,03) 0,115 (0,30)
kolesterol 0,049 (0,66) 0,011 (0,92) -0,073 (0,51)
HDL-kolesterol -0,171 (0,13) 0,095 (0,40) -0,020 (0,86)
LDL-kolesterol 0,085 (0,45) -0,070 (0,53) -0,092 (0,41)
trigliceridi 0,128 (0,25) 0,079 (0,48) -0,016 (0,88)
NT-proBNP -0,128 (0,25) 0,101 (0,37) -0,145 (0,19)

GD-gestacijski dijabetes; NK-engl.natural killer, HOMA-IR-engl.Homeostatic Model Assesment for Insulin
Resistance, HbA1c-glikirani hemoglobin, CRP-C-reaktivni protein
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5. Rezultati

5.3. Analiza varijanti gena IL-6, IL-10, TNF-« i AdipoQ

Tablice 14., 15., 16. i 17. prikazuju uCestalost i raspodjelu genotipova i alela

analiziranih SNP-ova u skupinama kontrola te u skupinama ispitanica s GD-om.

Tablica 14. Ucestalost genotipova i alela rs1800796 (/L-6) izmedu skupine ispitanica
s gestacijskim dijabetesom i zdravih ispitanica

Genotip [n (%0)] Omijer izgleda
IL-6 (95 % raspon P
kontrola GD pouzdanosti)
kodominantno GG 72 (90) 70 (85) 1,0
CG 8 (10) 11 (14) 1,41 (0,54 - 3,72) 0,39*
CC 0 1(1) -
alel G 152 (95) 151 (92)
c 8 (5) 13 (8) 1,64 (0,66 — 4,06) 0,29t
dominantno GG 72 (90) 70 (85) 1,0 0.37*
CG-CC 8 (10) 12 (15) 1,54 (0,59 — 4,0) '
recesivno GG-CG 80 (100) 81 (99) 1,0 0.24*
CC 0 1(1) - '
superdominantno GG - CC 72 (90) 71 (87) 1,0 0.50*
CG 8 (10) 11 (13) 1,39 (0,53 - 3,67) '

Hardy-Weinberg equilibrium — Kontrola = 1,0; Hardy-Weinberg equilibrium — GD = 0,4
*y2 test; TFisherov egzaktni test; SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), IL-
interleukin, GD-gestacijski dijabetes

Tablica 15. UCestalost genotipova i alela rs1800896 (IL-10) izmedu skupine ispitanica

s gestacijskim dijabetesom i zdravih ispitanica

Genotip [n (%)] Omjer izgleda
IL-10 (95 % raspon P*
kontrola GD pouzdanosti)
kodominantno TT 30 (38) 30 (36) 1,0
TC 35(43) 35 (43) 1,0 (0,50 - 1,99) 0,95
CC 15 (19) 17 (21) 1,13 (0,48 — 2,68)
alel T 95 (59) 95 (58)
C 65 (41) 69 (42) 1,06 (0,68 — 1,65) 0,79
dominantno TT 30 (37) 30 (37) 1,0 0.90
TC-CC 50 (63) 52 (63) 1,04 (0,55 -1,97) ’
recesivno TT-TC 65 (81) 65 (79) 1,0 0.89
CC 15 (19) 17 (21) 1,13 (0,52 - 2,46) ’
superdominantno TT-CC 45 (56) 47 (57) 1,0 0.89
TC 35 (44) 35 (43) 0,96 (0,51 -1,78) ’

Hardy-Weinberg equilibrium — Kontrola = 0,49; Hardy-Weinberg equilibrium — Dijabetes = 0,26
*+2 test; TFisherov egzaktni test; SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), IL-
interleukin, GD-gestacijski dijabetes
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5. Rezultati

Tablica 16. UCestalost genotipova i alela rs1800629 (TNF-a) izmedu skupine
ispitanica s gestacijskim dijabetesom i zdravih ispitanica

Genotip [n (%)]

Omijer izgleda

TNF-a kontrola GD (s(?uoz/(()j;isoz(zir)] i
kodominantno GG 57 (71) 63 (77) 1,0
AG 20 (25) 16 (20) 0,72 (0,34 — 1,53) 0,70*
AA 3 (4) 3 (4) 0,90 (0,18 — 4,66)
alel G 134 (84) 142 (87)
A 26 (16) 22 (13) 0,79 (0,43 - 1,48) 0,471
dominantno GG 57 (71) 63 (77) 1,0
0,70*
AA - AA 3 (4) 3 (4) 0,90 (0,18 — 4,66)
recesivno GG-AG 77 (96) 79 (96) 1,0 0.98*
AA 3 (4) 3 (4) 0,97 (0,19 — 4,98) ’
superdominantno GG - AA 60 (75) 66 (81) 1,0 0.40*
AG 20 (25) 16 (19) 0,73 (0,35 — 1,53) ’

Hardy-Weinberg equilibrium — Kontrola = 0,42; Hardy-Weinberg equilibrium — Dijabetes = 0,15
*2 test; TFisherov egzaktni test; SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm),
TNF-engl.tumor necrosis factor, GD-gestacijski dijabetes

Tablica 17. UCestalost genotipova i alela rs266729 (AdipoQ) izmedu skupine ispitanica

s gestacijskim dijabetesom i zdravih ispitanica

Genotip [n (%)]

Omijer izgleda

AdipoQ 95 % raspon p*
P kontrola GD Eoouzdanopsti)
kodominantno CC 31 (39) 43 (53) 1,0
CG 44 (55) 31(38) 0,51 (0,26 — 0,97) 0,09
GG 5 (6) 8(9 1,15 (0,34 — 3,86)
alel C 106 (66) 117 (47)
G 54 (34) 47 (29) 0,79 (0,49 — 1,26) 0,32
dominantno CC 31 (39) 43 (53) 1,0 0.08
CG -GG 49 (61) 39 (47) 0,57 (0,31 -1,07) '
recesivno CC-CG 75 (94) 74 (90) 1,0 041
GG 5 (6) 8 (10) 1,62 (0,51 -5,19) '
superdominatno CC-GG 36 (45) 51 (62) 1,0 0.03
CG 44 (55) 31 (38) 0,50 (0,27 — 0,93) '

Hardy-Weinberg equilibrium — Kontrola = 0,04; Hardy-Weinberg equilibrium — Dijabetes = 0,59
*v2 test; TFisherov egzaktni test; SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), GD-

gestacijski dijabetes
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5. Rezultati

Nema znacajnih razlika u u vrijednostima IL-6, IL-10, TNF-a i adiponektina s obzirom

na genotipove analiziranih SNP-ova kod kontrola i ispitanica s GD-om (tablica 18).

Tablica 18. Razlike u vrijednostima IL-6, IL-10, TNF-a i adiponektina s obzirom na

genotipove analiziranih SNP-ova kod kontrola i ispitanica s gestacijskim dijabetesom

Medijan (interkvartilni raspon)

rs1800796 pP*
(IL-6) cc CG GG
IL-6 kontrola - 2,3 (1,65 - 3,68) 26(1,9-3,7) 0,55
GD 6,5 (n=1) 2,9 (1,5-5,6) 2,7(22-36) 0,33
rs1800896
(IL-10) cC TC TT
kontrola - - - -
IL-10 GD ] ] ] ]
rs1800629
(TNF-0) AA AG GG
TNE kontrola 0(0-9,8) 0(0-54) 0(0-4,7) 0,99
"o GD 0(0-4,1) 0(0-6,1) 46((0-57) 0,09
rs266729
(AdipoQ) cc CG GG
adiponektin kontrola 9,8 (4,4 -27,7) 9,9(4,4-26,7) 20,2(39-24,3) 0,97
b GD 18,0 (5,3-30,1) 15,4(9,1-23,3) 20,3(8,7-28,5 0,83

*Kruskal-Wallisov test; IL-interleukin, TNF-engl.tumor necrosis factor, GD-gestacijski dijabetes
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5. Rezultati

Nema  znacajnih

razlika u

vrijednostima

omjera

NKT/NK-stanica,

pomagackih/citotoksi¢nih T-limfocita i B1/B2-limfocita s obzirom na genotipove

analiziranih SNP-ova za IL-6i IL-10 kod kontrola i ispitanica s GD-om (tablica 19).

Tablica 19. Razlike u omjerima s obzirom na genotipove rs1800796 (/L-6) i rs1800896

(IL — 10) kod kontrola i ispitanica s gestacijskim dijabetesom

Medijan (interkvartilni raspon)

P*
rs1800796 (IL-6) cC CG GG
sve ispitanice
NKT/NK 3,44 (n =1) 0,56 (0,38 —0,56) 0,60 (0,33 —1,24) 0,20
ﬁr?];gi%‘i"wk'/ citotoksicni 1,28 (n =1) 1,86 (1,34-2,25) 1,55 (1,28-1,97) 0,42
B1/B2-limfociti 0,321 (n =1) 0,23(0,14-0,47) 0,23(0,14-0,4) 0,84
kontrola
NKT/NK - 0,49 (0,36 —0,94) 0,58 (0,31 —1,04) 0,99
pomagacki/citotoksicni - 1,83 (1,45-1,96) 1,48 (1,24-1,98) 0,25
limfociti
B1/B2 limfociti - 0,22 (0,13-0,55) 0,23 (0,15-0,38) 0,98
GD
NKT/NK 3,44 (n =1) 0,88 (0,41 —1,63) 0,65(0,38—1,43) 0,19
ﬁr?]?;i%?c’k'/ citotoksicni 1,28 (n =1) 1,92(1,23-2,3)  1,6(1,32-1,99) 0,60
B1/B2-limfociti 0,321 (n =1) 0,23(0,14-0,47) 0,23(0,13-0,42) 0,84
rs1800896 (IL-10) cC TC TT
sve ispitanice
NKT/NK 047 (0,29-1,07) 0,63(0,33-1,26) 0,68(0,43—1,36) 0,48
ﬁ;?;iﬂ?‘:k'/ CitotoksiCni 4 55 (129-2,08)  1,62(1,31-2,02) 1,46 (1,26-1,89) 054
B1/B2-limfociti 0,28 (0,14-045)  0723(0,15-043) 0,2(0,14-0,33) 0,24
kontrola
NKT/NK 0,42 (0,26 -0,78) 0,57 (0,29 —1,08) 0,65 (0,41-1,02) 0,55
ﬁr?]?;?;%?Ckll citotoksicni ) 6 (118-2.1) 169(1,31-2)  1,41(1,25-1,78) 0,34
B1/B2-limfociti 0,27(0,16-0,4)  0,3(0,14-0,44) 0,21 (0,14-0,29) 0,25
GD
NKT/NK 0,56 (0,36 —1,29) 0,68 (0,38—1,39) 0,72 (0,45—-1,53) 0,70
ﬁ;?;i%?d"/ CitotoksiCni ) 63 (135-207) 150 (1,32-2,16) 1,58 (1,27 -2.23) 0.8
B1/B2-limfociti 0,3(0,11-0,56)  0,23(0,15-0,42) 0,19 (0,13-0,39) 0,58

*Kruskal-Wallisov test; IL-interleukin, GD-gestacijski dijabetes
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5. Rezultati

Omjer pomagackih/citotoksi¢nih limfocita u slucaju rs1800629 (TNF-«) ima znacajno

nize vrijednosti u sluaju genotipa GG (Kruskal-Wallisov test, P = 0,03) kod svih

ispitanica i u slu€aju ispitanica kontrolne skupine (Kruskal-Wallisov test, P = 0,02)

(tablica 20).

Tablica 20. Razlike u omjerima s obzirom na genotipove rs1800629 (TNF-a) i rs266729

(AdipoQ) kod kontrola i ispitanica s gestacijskim dijabetetsom

Medijan (interkvartilni raspon)

P*

rs1800629 (TNF-a)

AA

AG

GG

sve ispitanice
NKT/NK
pomagacki/citotoksicni
limfociti
B1/B2-limfociti

0,86 (0,23 — 1,11)
2,15 (1,2 - 2,4)
0,22 (0,14 - 0,38)

0,58 (0,38 — 1,05)
1,89 (1,37 - 2,33)
0,22 (0,13 - 0,37)

0,65 (0,33 — 1,42)
1,51 (1,26 - 1,84)
0,23 (0,15 - 0,43)

0,97
0,03
0,79

kontrola
NKT/NK
pomagacki/citotoksicni
limfociti
B1/B2-limfociti

0,63 (0,22 — 0,97)
1,93 (1,23 - 2,44)
0,18 (0,14 - 0,39)

0,48 (0,27 — 1,04)
1,94 (1,41 - 2,33)
0,19 (0,13 - 0,29)

0,57 (0,31 — 1,03)
1,46 (1,21 - 1,77)
0,26 (0,16 - 0,42)

0,72
0,02
0,29

GD
NKT/NK
pomagacki/citotoksicni
limfociti
B1/B2-limfociti

1,11 (0,45 — 1,47)
2,36 (1,09 - 2,38)
0,26 (0,12 - 0,38)

0,74 (0,53 — 1,15)
1,89 (1,33 - 2,36)
0,31 (0,12 - 0,47)

0,66 (0,34 — 1,45)
1,59 (1,32 - 1,92)
0,22 (0,14 - 0,43)

0,87
0,56
0,86

rs266729 (AdipoQ)

CC

CG

GG

sve ispitanice
NKT/NK
pomagacki/citotoksicni
limfocti
B1/B2-limfociti

0,62 (0,35 — 1,23)
1,6 (1,3 - 1,95)
0,27 (0,14 - 0,45)

0,57 (0,31 — 1,28)
1,5 (1,23 - 2,08)
0,22 (0,14 - 0,35)

0,68 (0,43 — 1,15)
1,66 (1,32 - 2,68)
0,22 (0,18 - 0,27)

0,90
0,81
0,44

kontrola
NKT/NK
pomagacki/citotoksicni
limfocti
B1/B2-limfociti

0,60 (0,29 — 1,08)
1,65 (1,28 - 1,98)
0,29 (0,18 - 0,45)

0,51 (0,31 — 1,01)
1,45 (1,23 - 2)
0,2 (0,13 - 0,33)

0,77 (0,45 — 1,11)
1,66 (1,05 - 1,93)
0,28 (0,21 - 0,4)

0,71
0,83
0,06

GD
NKT/NK
pomagacki/citotoksicni
limfocti
B1/B2-limfociti

0,65 (0,43 — 1,39)
1,6 (1,37 - 1,94)
0,26 (0,12 - 0,46)

0,69 (0,30 — 1,53)
1,63 (1,24 - 2,3)
0,23 (0,16 - 0,48)

0,65 (0,43 — 1,39)
1,64 (1,32 - 3,56)
0,2 (0,13 - 0,24)

0,83
0,81
0,35

*Kruskal-Wallisov test; TNF-engl.tumor necrosis factor; GD-gestacijski dijabetes
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5. Rezultati

5.4. Razlike u opc¢im i klinickim obiljezjima medu Cetirima skupinama ispitanica

Znacajno su mlade ispitanice koje su zdrave u odnosu na ispitanice s GD-om i s GD-
om s komplikacijama (Kruskal-Wallisov test, P =0,01). ZnacCajno veci ITM prije
trudnoce imaju ispitanice koje imaju GD s komplikacijama u odnosu na ostale skupine
(Fisherov egzaktni test, P < 0,001) (tablica 21).

Tablica 21. Opca obiljezja ispitanica prema skupinama

Broj (%) ispitanica

zdrave + GD +
zdrave | o blikacie  C°  komplikaciie  ukupno T
1) (2) ®3) 4)

dob (godine) 29 31 33 31 31 0.0118
[medijan (IQR)] (28 — 32) (27 - 35) (29 — 37) (29 — 36) (28 — 35) ’
razina obrazovanja

SSS 9 (23) 14 (35) 22 (52) 19 (48) 64 (40)

VSS 11 (28) 10 (25) 5 (12) 8 (20) 34 (21) 0,12*

VSS 20 (50) 16 (40) 15 (36) 13 (33) 64 (40)
ITM prije trudnoce

<19 3(8) 3(8) 1(2) 0 7 (4)

19 — 24,9 36 (90) 20 (50) 18 (43) 10 (25) 84(52)  _, ooy

25-29,9 1(3) 14 (35) 11 (26) 15 (38) 41 (25) ’

> 30 0 3(8) 12 (29) 15 (38) 30 (19)

IQR — interkvartilni raspon (od engl. Interquartil range); *x? test; *Fisherov egzaktni test; TKruskal-Wallisov test
(post hoc Conover); Sna razini P < 0,05 znadajne su razlike (1) vs. (3, 4); GD-gestacijski dijabetes, SSS-srednja
stru€na sprema, VSS-viSa stru¢na sprema, VSS-visoka stru¢na sprema, ITM-indeks tjelesne mase
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5. Rezultati

Vece koliCine kave znacajnije viSe konzumiraju ispitanice s GD-om i komplikacijama u

odnosu na zdrave ispitanice ili zdrave s komplikacijama (Kruskal-Wallisov test,

P =0,004). Znacajno najmanje ispitanica iz skupine s GD-om i s komplikacijama

navodi raznoliku prehranu (Fisherov egzaktni test, P = 0,04) (tablica 22).

Tablica 22. Zivotni stil ispitanica u odnosu na skupine

Broj (%) ispitanica

zdrave zdrave + GD GD +
komplikacija komplikacije  ukupno
1) 2) (3) (4)

pusenje 12 (30) 14 (35) 16 (38) 22 (55) 64 (40) 0,12*
kava 31 (78) 29 (73) 36 (86) 30 (75) 126 (78) 0,50*
kava (broj 1(1-2) 1(1-2) 2(1-2) 2(1-2) 2(1-2)
Salica)[medijan [raspon 1 do [raspon 1 do 3] [raspon 1do  [raspon 1 do [raspon 1do  0,00418
(IQR)] 3] P 3] 4] 4)
fizicka aktivnost

nikada 2 (5) 4 (10) 2 (5) 3(8) 11 (7)

rijetko 8 (20) 17 (43) 15 (36) 19 (48) 59 (36) 0.08¢

povremeno 18 (45) 13 (33) 16 (38) 16 (40) 63 (39) ’

redovito 12 (30) 6 (15) 9 (21) 2 (5) 29 (18)
dnevna aktivnost

:nﬁ]?ﬂa 25 (63) 30 (75) 29 (69) 32 (80) 116 (72)

0,34*
> 30 '
minuta 15 (38) 10 (25) 13 (31) 8 (20) 46 (28)

raznolika
prehrana 38 (95) 35 (88) 40 (95) 31 (78) 144 (89) 0,04+

IQR — interkvartilni raspon (od engl. Interquartil range)

*y? test; *Fisherov egzaktni test; TKruskal-Wallisov test (post hoc Conover); Sna razini P < 0,05 znacajne su razlike
(4) vs. (1, 2); GD-gestacijski dijabetes
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5. Rezultati

Ispitanice s GD-om i komplikacijama znadajnije viSe imaju Seéernu bolest u obitelji (32
test, P = 0,01), koriste lijekove izvan (y? test, P < 0,001) i u trudnodi (y? test, P <0,001),
boluju od endokrinih bolesti (¥? test, P < 0,001) te imaju poviSen krvni tlak (Fisherov
egzaktni test, P < 0,001) (tablica 23).

Tablica 23. Raspodjela ispitanica prema povijesti bolesti i skupinama

Broj (%) ispitanica

zdrave K zdra_ve " GD. . ukupno i
omplikacije komplikacije

Secerna bolest u obitelji 1(3) 7 (18) (;2) 12 (31) 30 (19) 0,01*
lijekovi izvan trudnoce 3(8) 9 (23) é) 19(48)  33(20) <0,001*
lijekovi u trudnoéi 2 (5) 9 (23) é) 17(43)  30(19) <0,001*
anemija 4 (10) 1(3) (3) 2 (5) 10 (6) 0,62
poremecaiji kqagulacije i 1

tromboe’m_poluskl 3(8) 1(3) 2 2 (5) 7(4) 0,67t
poremecaji

endokrine bolesti 0 10 (25) é) 12 (30) 23 (14) <0,001*
gastrointestinalne bolesti 5(13) 4 (10) é) 3(8) 13 (8) 0,32t
migrene 1(3) 2(5) 0 1(3) 4(2) 0,50t
Sum na srcu 1(3) 0 0 0 1(1) 0,74t
poviseni lipidi 1(3) 0 0 2 (5) 3(2) 0,33t
povisen krvni tlak 0 1(3) 0 7 (18) 8 (5) < 0,001t
bubrezne bolesti 0 0 é) 0 1(1) > 0,99t

*y2 test; TFisherov egzaktni test; GD-gestacijski dijabetes

Probleme sa zanoSenjem (Fisherov egzaktni test, P = 0,009), poviSen krvni tlak u
prijadnjoj trudnoéi (Fisherov egzaktni test, P < 0,001) te poremecaje StitnjaCe u
prethodnoj trudnoci (Fisherov egzaktni test, P < 0,001) imaju znacajno viSe ispitanice

s GD-om i komplikacijama u odnosu na druge skupine (tablica 24).
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5. Rezultati

Tablica 24. Ginekoloska i opstetricka anamneza prema skupinama

Broj (%) ispitanica

zdrave + GD +
. - . - P
zdrave kompellkacu GD kompellkacu ukupno
1) 2) 3) (4)
dob (godine) 13 13 13 . 212 " . 213 "
prilikom prve (12-14) (12-14) (12-14 (12-14  (12-14) 0171
mjesecnice [raspon [raspon [raspon [rajpon [rajpon '
[medijan (IQR)] 11do16] 11do17] 10do17]  11do16]  1ldo17]
ciklusi
uredni 28 (70) 29 (73) 31 (74) 27 (68) 115 (71)
obilni 9 (23) 6 (15) 5(12) 8 (20) 28 (17) 0.48¢
oskudni 2 (5) 1(3) 0 0 3(2) '
neredoviti 1(3) 4 (10) 6 (14) 5(13) 16 (10)
spotting izmedu "
ciklusa 2 (5) 1(3) 0 2(5) 5(3) 0,48
policisti¢ni jajnici 8 (20) 6 (15) 5(12) 6 (15) 25 (16) 0,79*
problemi sa "
zanoSenjem 2 (5) 2(5) 4 (10) 11 (28) 19 (12) 0,009
broj poroda do 00-1) 10-1) 10-1) 0(0-1) 10-1)
sada [raspon O [raspon O [raspon O [raspon O [raspon O 0,11f
[medijan (IQR)] do 2] do 4] do 3] do 3] do 4]
. L 0(0-0) 0(0-1) 0(0-0) 0(0-1) 0(0-1)
Fnr"nc()aj dﬁ% ?]aagg)] [raspon O [raspon O [raspon O [raspon O [raspon O 0,457
) do 2] do 3] do 3] do 3] do 3]
tiedan pobacaja (n 7(6-9) 8 (6 —10) 9(5-16) 8(7-9) 8(6-9)
=15/21) [raspon 6 [raspon 6 [raspon O [raspon 3 do [raspon O 0,92f
[medijan (IQR)] do 11] do 11] do 23] 17] do 23]
poviSen krvni tlak
u prethodnoj 0 1(4) 1(4) 10 (53) 12 (13) <0,001*
trudnodi
poremecaji
Stitnjace u "
prethodnoj 0 8 (33) 0 5 (26) 13 (14) <0,001
trudnodi
GD u prethodnoj t
trudnodi 0 4 (17) 8 (29) 3 (16) 15 (17) 0,06
novorodence teze
od 4000 g u "
prethodnoj 1(5) 6 (25) 3(11) 4 (21) 14 (16) 0,26
trudnogi

IQR — interkvartilni raspon (od engl. Interquartil range); *y? test; *Fisherov egzaktni test; TKruskal-Wallisov test;

GD-gestacijski dijabetes
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Vrijednosti OGTT-a izmedu mjerenja i prema skupinama prikazane su u tablici 25.
Znacajno su viSe vrijednosti OGTT-a kod trudnica s GD-om u odnosu na zdrave
trudnice (neovisno o komplikacijama) u svim trima mjerenjima (Mann-Whitney U-test,
P < 0,001). Takoder, u svakoj skupini ispitanica znacajna je razlika u vrijednostima
OGTT-a izmedu mjerenja (Friedmanov test, P < 0,001). Razlika u kilogramima (izmedu
1. i 3. trimestra) znacajno je veca kod zdravih trudnica s komplikacijama u odnosu na

trudnice s GD-om neovisno o komplikacijama (Mann-Whitney U-test, P = 0,005).

Tablica 25. Razlike u vrijednostima OGTT-a i povecanju tjelesne teZine prema

skupinama
Medijan (interkvartilni raspon)
zdrave + GD + Pt
zdrave komplikacije GD komplikacije
@) &) 3 (4)
51 54
OGTT1 (4,24;54,6) (4,34;54,8) (4,6 - 5,6) (4,8-5,7) <0,0018
71 75 10,2 9,9
OGTT2 6.7 " 8,3) 6.6 " 8,7) (9,4 -11,1) (8,2 -11,3) <0,0018
8,7 8,3
OGTT3 56 6.0 (7.4-10,1) 66-99)  <0,0018

(5,1 -6,4) (5,3-7,4)

*P vrijednost

. S < 0,001% <0,001% <0,001% <0,001%

(izmedu mjerenja)

Razlika u

kilogramima 10 (8 — 13) 12 (9 — 16) 8 (5-13) 10 (5 -13) 0,03l

(1.1 3. trimestar)

GD-gestacijski dijabetes, OGTT-oralni test tolerancije glukoze (engl.oral glucose tolerance test); *Friedmanov test
(post hoc Conover); tMann-Whitney U-test

*na razini P < 0,05 znacajno se razlikuju (OGTT1) vs. (OGTT2,0GTT3); (OGTT2) vs. (OGTT3)

Sna razini P < 0,05 znacajno se razlikuju (1) vs. (3,4); (2) vs. (3,4)

Ina razini P < 0,05 znagajno se razlikuju 2) vs. (3,4)
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U aktualnoj trudnodi ispitanice s GD-om i komplikacijama imaju znacajno viSe drugih

komplikacija, poviSen krvni tlak, poremecaj Stitnjace i imaju terapiju u trudnoci

(Fisherov egzaktni test, P < 0,001) u odnosu na ostale skupine ispitanica (tablica 26).

Tablica 26. Komplikacije u aktualnoj trudnoc¢i prema skupinama

Broj (%) ispitanica

zdrave zdrave + GD + ukupno P
komplikacije komplikacije P

gestacijski dijabetes (gg) 39 (98) 79 (49) -
terapija GD 4 (10) 13 (33) 17 (17) -
koja terapija

inzulin 3(8) 10 (29) 13 (16) -

metformin 0 1(3) 1(2) -

. 24

dijeta (65) 16 (43) 40 (53) -
druge komplikacije 8 (21) 14 (35) (;2) 34 (85) 66 (41) <0,001*
povisen krvni tlak 0 1(3) 0 13 (33) 14 (9) <0,001*
poremecaiji Stitnjace 0 12 (30) 0 20 (50) 32 (20) <0,001*
upale mokraénog
sustava 2(5) 1(3) 4 (10) 6 (15) 13 (8) 0,19t
upala rodnice 0 1(3) 3() 2 (5) 6 (4) 0,52t
anemija 7 (18) 3(8) 6 (14) 6 (15) 22 (14) 0,58*
terapija u trudnoci 8 (21) 15 (38) 9 (22) 32 (80) 64 (40) <0,001*

*2 test; TFisherov egzaktni test; GD-gestacijski dijabetes
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Razlike hematoloskih i biokemijskih pokazatelja prema skupinama prikazane su u

tablicama 27 i 28.

Tablica 27. HematoloSki pokazatelji prema skupinama

Medijan (interkvartilni raspon)

zdrave + D+
zdrave d ave + GD GD+ p*
komplikacije komplikacije
@ &) (3) 4
eritrociti 4,07 (3,77 - 4,4) 3,88 (3,78-4,1) 39(3,7-41) 42(3,88-45) 0,002
. ] 119,5 (113,25 - i 124,5 (118 - s
hemoglobin 122 (115 - 129,8) 1283 1195 (111 - 125) 132) 0,02
" 204 (167,25 - 237,5 (206,25 - i 238 (209 - +
trombociti 240,5) 263.8) 232 (195 - 279,3) 283.8) 0,03
leukociti 9,45 (8,7 - 10,8) 9,6(753-11,4) 8,6(7,88-10,3) 9,8(7,75-11,2) 0,60
neutrofili 68,5 (66 - 75) 71 (66 - 75,8) 72 (67 - 76) 73 (68,25 - 77) 0,21
limfociti 23 (18,5 - 26,8) 22 (19 - 26) 21,5 (18 - 26) 21 (16 - 26) 0,52
monociti 55 (5 -6) 5,5 (4 - 6) 5 (5 - 6) 5 (4 - 6) 0,53
eozinofili 1(1-2) 1(1-2) 1(0-2) 1(1-1) 0,07
bazofili 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0,05
limfociti — protocna 17 (13,25 - 21 16,5 (14 - 19,8 16 (13,75 - 20 16 (13- 19,8 0,70
citometrija (13,25 - 21) ,5 (14 -19,8) (13,75 - 20) (13-19,8) ,
i 0 . _
T-limfociti (%) 78,3 (73,53 - 82,1) 778(744-805 (195 (7118 78,9 (74,93 0,52
81,7) 82,7)
pomagacki T-
limfociti ) ) 43,9 (40,28 - 47,6 (44,5 -
45,45 (42,4 - 50,8) 43,55 (40,4 - 48,4) 50.4) 54.1) 0,06
citotoksicni T-
limfociti i ) 29,3 (25,73 - 27,95 (22,58 -
28,05 (26,13-32,7) 29,55 (24,25 - 34,2) 33.9) 30.2) 0,31
pomagacki/citotoksic 1,65 (1,32-2 1,48 (1,22 -2 1,46 (1,23-1,9) 1,78 (1,46-2,2 0,10
ni limfociti s a2-2 48(122-2)  146(123-19) 178(146-22) O
NK-stanice
10,8 (8,25 - 14) 10,75 (7,95-14) 10,3(7,33-15,1)  8,7(6,9-12,1) 0,20
NKT-stanice
5,65 (3,13 - 8,2) 6,65(4,53-11,2) 7,95(4,38-11,7)  58(3,6-10,4) 0,15
NKT/NK _ : 0,72 (0,38 — 0,65 (0,39 —
0,461 (0,24 - 0,84) 0,689 (0,37 — 1,51) 1.45) 1.26) 0,10
B-limfociti
8,5 (6,45 - 10,8) 9,7 (7,48 - 12,5) 9 (6,85 -12,7) 9,55 (7 - 13) 0,44
B1-limfociti (ograda
svi limfociti) 1,65 (1 - 2,4) 1,85 (1,25 - 2,5) 1,4(0,9-2) 215(1,03-2,9) 0,12
B1-limfociti (ograda
svi B-limfociti) 20,7 (12,1-28,6)  18,8(12,98-283) 17,35 (11-22) 22,5 (133'238; 0,25
B2-limfociti 79,3 (71,43 - 87,9) 81,2 (71,75-87) 82,65 (78 - 89) 75 (687(.;225 0,25
B1/B2 limfociti 0,26 (0,14 - 0,4) 0,23(0,15-0,4) 0,21(0,12-0,3) 0,29 (0,16 - 0,5) 0,25

GD-gestacijski dijabetes; NK-engl.natural killer; *Kruskal-Wallisov test (post hoc Conover);
na razini P < 0,05 znacajne su razlike (4) vs. (2, 3); (3) vs. (4)

Sna razini P < 0,05 znacajne su razlike (4) vs. (2, 3)
*na razini P < 0,05 znacajne su razlike (1) vs. (2, 3, 4)
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Tablica 28. Biokemijski pokazatelji prema skupinama

Medijan (interkvartilni raspon)

zdrave + D+
zdrave d ave + GD G - p*
komplikacije komplikacije
(1) (2) (3) (4)

glukoza 4,45 (4,23 - 4,7) 4,5 (4,2 -4,8) 45(4,08-4,8)  45(4,13-4,9) 0,95
inzulin 9,65 (6,85 - 13,1) 11,85 (9,18 - 17,3) 10,7 (7,8 - 17) 14,45 (92;‘1‘825 0,0058
C-peptid 0,73 (0,58 - 0,9) 0,86 (0,71-1,2) 0,9(0,67-1,1) 1,02(0,76 - 1,4) <0’00ﬁ
HOMA IR 2(1-2,8) 2(2-4) 2(1-4) 3(2-4) 0,008"
HbAlc 34 (31,5-37) 34,5 (32,25 - 36,8) 36 (33,75 - 38) 36,5(34-38) 0,02
CRP 27(1,43-42) 4(2,75-7,4) 435(25-8) 635(238-89) 001
imunoglobulin G 8,97 (7,15 - 10,3) 8,45 (7,69-97) 8,53 (7,34 - 9,9) 8,38 (71'8215 0,98
imunoglobulin M 1,11 (0,91 - 1,7) 0,98(0,77-1,3)  1,02(0,87-1,5) 1,05(0,83-1,3) 0,32
imunoglobulin A 1,73(1,31-2,2) 1,58(1,29-2)  1,44(1,16-1,8) 1,67 (1,27-2,2) 0,24
Zeljezo 16 (9 - 21,8) 12,5 (9 - 18,3) 19 (13-25,3) 15(11,5-21,3) 0,028
feritin 14 (10 - 22) 19 (11,25 - 30) 20,5(9-32,5) 19 (15,25 -30,8) 0,20
B12 vitamin 223,5(181-282) 214 (155,25-297,3) 2115 (164 - 244) 2115 2%3285 0,49
folna kiselina 36,35(21,93-51,9)  35,15(22,33-43,8) 32,2(19,5-49,5) 37(23,65-57,2) 0,61
kolesterol 6,9 (6,1-7,8) 6,75 (5,93 - 8) 6,9 (6,25 - 7,4) 6,45 (5,73 - 8) 0,79
HDL-kolesterol 1,9 (1,8-2,3) 2(1,6-2.3) 1,75 (1,5 - 2) 1,8 (1,6 -2,1) 0,01t
LDL-kolesterol 4,35 (3,73-5,2) 4,2 (3,63 - 5,5) 4,3 (3,6 -4,9) 3,7 (2,73-4,8) 0,14
trigliceridi 2,35 (1,83 - 2,8) 24(203-31)  28(238-34)  32(4-38 <001
NT-proBNP 36 (18 - 61) 26,5 (19,75 - 44,8) 28 (18,75-39,5) 28 (19,25 - 48,5) 0,59

- <0,001
IL-6 2,4 (1,85 - 3,4) 2,6 (1,9 - 3,9) 2,3(1,5-32) 3,25 (2,53 - 4,4) 1
IL-10 0(0-0 00-0 00-0 0(0-0 >0,99
TNF-a 4,29 (0-5,5) 0(0-42) 4,2(0-5,2) 4,47 (0 - 5,6) 0,08
adiponektin . B i 17,2

p 16 (3,2 - 33,1) 7,65 (4,53 -14,5) 17,6 (6,15 - 30,1) (6,53 - 22.3) 0,09

GD-gestacijski dijabetes; HOMA-IR-engl.Homeostatic Model Assesment for Insulin Resistance, HbA1c-glikirani hemoglobin, CRP-C-reaktivni
protein, IL-interleukin, TNF-engl.tumor necrosis factor; *Kruskal-Wallisov test (post hoc Conover);

Sna razini P < 0,05 znacajne su razlike (4) vs. (2, 3)

*na razini P < 0,05 znacajne su razlike (1) vs. (2, 3, 4)

Ina razini P < 0,05 zna&ajne su razlike (1) vs. (2, 3, 4); (3) vs. (4)
“na razini P < 0,05 znacajne su razlike (1) vs. (2, 4)

Tna razini P < 0,05 znacajne su razlike (1) vs. (3, 4); (2) vs. (4)
S8na razini P < 0,05 znacajne su razlike (2) vs. (3)

#na razini P < 0,05 znacajne su razlike (4) vs. (1, 2, 3); (2) vs. (3)

Spearmanovim koeficijentom korelacije ispitala se povezanost omjera proupalnih i
NKT/NK-stanica, B1/B2-limfocita te

pomagackih/citotoksicnih limfocita u svim skupinama ispitanica i uoava se da u

protuupalnih  faktora s  omjerom
skupini zdravih ispitanica nema znacajnih povezanosti. Kod zdravih ispitanica, ali s
imunolo$kim komplikacijama, $to su viSe vrijednosti IL-6, to su viSe i vrijednosti omjera
NKT/NK-stanica (Rho = 0,319) i nize vrijednosti omjera pomagackih/citotoksi¢nih
limfocita (Rho = -0,546). Kod ispitanica s GD-om omjer B1/B2-limfociti niZi je kod viSih
vrijednosti IL-6 (Rho = -0,421). Ispitanice s GD-om i komplikacijama imaju znacajnu

negativnu vezu omjera B1/B2-limfocita s adiponektinom, odnosno uz visi adiponektin
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nize su vrijednosti omjera B1/B2-limfocita i obratno (Rho = -0,388) (Rho = -0,253)

(tablica 29).

Tablica 29. Povezanost proupalnih i protuupalnih faktora s omjerom NKT/NK-stanica,

B1/B2-limfocita te pomagackih/citotoksi¢nih limfocita prema skupinama

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (P-vrijednost)

pomagacki/citotoksicni

NKT/NK \ - B1/B2-limfociti
limfociti
zdrave
IL-6 0,185 (0,25) 0,049 (0,77) -0,053 (0,75)
IL-10 . . ]
TNF-a 0,105 (0,52) 0,105 (0,52) 0,106 (0,52)
adiponektin -0,084 (0,61) 0,122 (0,45) -0,025 (0,88)
zdrave + komplikacije
IL-6 0,319 (0,04) -0,546 (< 0,001) -0,019 (0,91)
IL-10 . . ]
TNF-a 0,201 (0,21) -0,063 (0,70) 0,046 (0,78)
adiponektin -0,058 (0,72) 0,079 (0,63) 0,153 (0,35)
GD
IL-6 -0,014 (0,93) 0,121 (0,45) -0,421 (0,01)
IL-10 . . ]
TNF-a -0,112 (0,48) 0,121 (0,44) 0,028 (0,86)
adiponektin -0,088 (0,58) 0,168 (0,29) -0,125 (0,43)
GD + komplikacije
IL-6 0,141 (0,39) -0,136 (0,40) 0,128 (0,43)
IL-10 . . ]
TNF-a -0,089 (0,59) -0,093 (0,57) -0,146 (0,37)
adiponektin 0,080 (0,63) 0,125 (0,44) -0,388 (0,01)

IL-interleukin, GD-gestacijski dijabetes

Povezanost omjera proupalnih i protuupalnih faktora s omjerom NKT/NK-stanica,
B1/B2-limfocita te pomagackih/citotoksi¢nih limfocita prema skupinama i biokemijskim

pokazateljima prikazane su u tablicama od 30 do 33.
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5. Rezultati

Tablica 30. Povezanost NKT/NK-stanica, B1/B2-limfocita te pomagackih/citotoksicnih

limfocita s hematoloSkim i biokemijskim pokazateljima kod zdravih ispitanica

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (P vrijednost)

Zdrave NK/NKT _ pomagaéki/citotoksicni B1/B2
eritrociti 0,081 (0,62) 0,055 (0,74) 0,128 (0,43)
hemoglobin -0,029 (0,86) -0,067 (0,68) 0,074 (0,65)
trombocit 0,173 (0,29) 0,177 (0,27) -0,321 (0,04)
leukocit 0,221 (0,17) 0,089 (0,59) -0,108 (0,51)
neutrofili 0,155 (0,34) -0,081 (0,62) -0,066 (0,69)
limfocit 0,187 (0,25) 0,101 (0,53) 0,057 (0,73)
monociti 0,130 (0,42) -0,120 (0,46) 0,227 (0,16)
eozinofili 0,242 (0,13) 0,130 (0,42) -0,062 (0,70)
bazofil -0,298 (0,06) 0,203 (0,21) -0,142 (0,38)
limfociti (%) -protocni 0,060 (0,71) -0,050 (0,76) 0,017 (0,92)
citometar

T-limfociti (%) CD3+ 0,181 (0,26) 0,027 (0,87) -0,112 (0,49)
g%rgi%ang'“mfoc't' %) 5127 (0.43) 0,843 (< 0,001) -0,121 (0,46)
gg’;ﬂ"g‘ggﬂ"'mfoc'“ ) 0,468 (< 0,001 10,913 (< 0,001) -0,020 (0,90)
NK-stanice (%) CD3-

CD161561 0,376 (0,02) 0,082 (0,61) 0,326 (0,04)
ggféa[‘;‘l'%ig@ 0,881 (< 0,001) -0,358 (0,02) 0,039 (0,81)
B-limfociti (%) CD19+20+  -0,033 (0,84) 0,132 (0,42) 0,133 (0,41)
B1-limfociti (%)

CD19+CD5+ (ograda svi 0,006 (0,97) -0,100 (0,54) 0,800 (< 0,001)
limfociti)

glukoza 0,113 (0,49) 0,215 (0,18) -0,113 (0,49)
inzulin 0,049 (0,76) -0,094 (0,56) -0,145 (0,37)
C-peptid 0,161 (0,32) 0,117 (0,47) -0,203 (0,21)
HOMA-IR 0,001 (> 0,99) -0,067 (0,68) -0,089 (0,59)
HbALc 0,115 (0,48) 0,241 (0,13) 0,111 (0,50)
CRP 0,149 (0,36) 0,031 (0,85) 0,190 (0,24)
imunoglobulin G 0,059 (0,72) 0,078 (0,63) 0,085 (0,60)
imunoglobulin M 0,004 (0,98) -0,030 (0,86) 0,168 (0,30)
imunoglobulin A 0,014 (0,93) 0,072 (0,66) -0,008 (0,96)
Zeliezo 0,061 (0,71) 0,323 (0,04) 0,108 (0,51)
feritin 0,254 (0,12) -0,064 (0,70) 0,084 (0,61)
B12 vitamin 10,237 (0,14) 0,136 (0,40) -0,021 (0,90)
folna kiselina -0,025 (0,88) 0,141 (0,39) 0,025 (0,88)
kolesterol 0,082 (0,62) -0,027 (0,87) 0,165 (0,31)
HDL-kolesterol 0,065 (0,69) -0,041 (0,80) 0,218 (0,18)
LDL-kolesterol 0,022 (0,89) 0,054 (0,74) 0,053 (0,74)
trigliceridi 0,121 (0,46) -0,092 (0,57) -0,066 (0,68)
NT-proBNP 0,001 (> 0,99) 0,056 (0,74) 0,188 (0,25)

GD-gestacijski dijabetes; NK-engl.natural killer, HOMA-IR-engl.Homeostatic Model Assesment for Insulin
Resistance, HbA1c-glikirani hemoglobin, CRP-C-reaktivni protein
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Tablica 31. Povezanost NKT/NK-stanica, B1/B2-limfocita te pomagackih/citotoksicnih
limfocita s hematoloSkim i biokemijskim pokazateljima zdravih ispitanica s

komplikacijama

Zdrave + komplikacije

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (P vrijednost)

NKT/NK pomagacki/citotoksicni B1/B2

eritrociti 0,103 (0,53) -0,187 (0,25) -0,034 (0,84)
hemoglobin -0,062 (0,70) -0,011 (0,95) 0,057 (0,73)
trombociti 0,184 (0,25) 0,066 (0,69) 0,144 (0,38)
leukociti -0,059 (0,72) -0,121 (0,46) -0,001 (>0,99)
neutrofili 0,072 (0,66) -0,462 (< 0,001) -0,090 (0,58)
limfociti -0,004 (0,98) 0,344 (0,03) 0,061 (0,71)
monociti -0,087 (0,59) 0,257 (0,11) 0,163 (0,31)
eozinofili 0,008 (0,96) 0,257 (0,11) 0,132 (0,42)
bazofili 0,025 (0,88) 0,091 (0,58) -0,265 (0,10)
limfociti (%) -protoCni

citometar -0,037 (0,82) 0,141 (0,38) 0,153 (0,35)
T-limfociti (%) CD3+ 0,559 (< 0,001) -0,038 (0,82) -0,093 (0,57)
g%rgi%agzg"'mfoc'“ (%) -0,094 (0,56) 0,841 (< 0,001) 0,089 (0,58)
gg’;ﬁkg’g&“'mfoc'“ (%) 0,560 (< 0,001) -0,936 (< 0,001) -0,081 (0,62)
gg’fgig'gf (%) CD3- -0,621 (< 0,001) -0,024 (0,88) -0,126 (0,44)
lc\l:ggféa[?i%ié?l 0,767 (< 0,001) -0,574 (< 0,001) 0,033 (0,84)
B-limfociti (%) CD19+20+ -0,030 (0,85) 0,127 (0,43) 0,161 (0,32)
?c)lg':gggjg'\t/'i f;/;’) CDIOHCDS 101 (0,53) 0,021 (0,90) 0,820 (< 0,001)
glukoza -0,137 (0,40) 0,001 (> 0,99) 0,198 (0,22)
inzulin -0,125 (0,44) -0,248 (0,12) 0,038 (0,81)
C-peptid 0,070 (0,67) -0,197 (0,22) 0,066 (0,69)
HOMA-IR -0,136 (0,40) -0,239 (0,14) 0,093 (0,57)
HbAlc -0,050 (0,76) -0,163 (0,31) 0,122 (0,45)
CRP 0,262 (0,10) -0,383 (0,01) -0,076 (0,64)
imunoglobulin G -0,033 (0,84) -0,195 (0,23) -0,007 (0,97)
imunoglobulin M -0,252 (0,12) 0,175 (0,28) -0,169 (0,30)
imunoglobulin A 0,055 (0,73) -0,063 (0,70) -0,011 (0,95)
Zeljezo -0,005 (0,98) -0,156 (0,34) -0,136 (0,40)
feritin 0,092 (0,57) -0,145 (0,37) -0,350 (0,03)
B12 vitamin 0,080 (0,63) -0,243 (0,13) -0,271 (0,09)
folna kiselina -0,153 (0,35) -0,213 (0,19) -0,167 (0,30)
kolesterol -0,107 (0,51) -0,020 (0,90) 0,091 (0,58)
HDL-kolesterol -0,468 (< 0,001) 0,241 (0,13) -0,028 (0,87)
LDL-kolesterol -0,092 (0,57) 0,001 (> 0,99) 0,101 (0,54)
trigliceridi 0,243 (0,13) -0,329 (0,04) -0,032 (0,84)
NT-proBNP -0,098 (0,56) 0,323 (0,05) -0,131 (0,43)

GD-gestacijski dijabetes; NK-engl.natural killer, HOMA-IR-engl.Homeostatic Model Assesment for Insulin
Resistance, HbA1c-glikirani hemoglobin, CRP-C-reaktivni protein
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5. Rezultati

Tablica 32. Povezanost NKT/NK-stanica, B1/B2-limfocita te pomagackih/citotoksicnih

limfocita s hematoloskim i biokemijskim pokazateljima kod ispitanica s gestacijskim

dijabetesom
GD Spearmanov koeficijent korelacije Rho (P vrijednost)
NKT/NK pomagacki/citotoksicni B1/B2
eritrociti -0,188 (0,23) 0,112 (0,48) 0,279 (0,07)
hemaoglobin -0,212 (0,18) 0,143 (0,37) 0,245 (0,12)
trombociti -0,266 (0,09) 0,148 (0,35) -0,027 (0,87)
leukociti -0,150 (0,34) 0,061 (0,70) -0,216 (0,17)
neutrofili -0,388 (0,01) 0,056 (0,73) 0,209 (0,18)
limfociti 0,328 (0,03) 0,007 (0,97) -0,186 (0,24)
monociti 0,057 (0,72) -0,211 (0,18) -0,159 (0,31)
eozinofili 0,171 (0,28) 0,040 (0,80) 0,019 (0,90)
bazofili 0,181 (0,25) -0,207 (0,19) -0,147 (0,35)
limfociti (%) -protoCni
citometar 0,240 (0,13) 0,088 (0,58) -0,118 (0,46)
T-limfociti (%) CD3+ 0,335 (0,03) 0,032 (0,84) -0,194 (0,22)
E%rgi%agﬂﬂ'mfoc't' ) 5041 (0.80) 0,799 (< 0,001) -0,170 (0,28)
. Ry o
lotoksen T-limfocit (%) (<5000 0,827 (< 0,001) 20,077 (0,63)
NK-stanice (%) CD3- -0,701
CD16+564 (%) (< 0,001) 0,129 (0,42) 0,215 (0,17)
NKT-stanice (% 0,841
CD3+CD16+é6J)r (<0,001) -0,433 (< 0,001) -0,221(0,16)
B-limfociti (%) CD19+20+ -0,029 (0,86) -0,032 (0,84) 0,338 (0,03)
B1-limfociti (%)
CD19+CD5+ (ograda svi -0,228 (0,15) 0,054 (0,74) 0,875 (< 0,001)
limfociti)
glukoza 0,050 (0,75) -0,087 (0,58) -0,213 (0,18)
inzulin 0,073 (0,65) -0,353 (0,02) 0,030 (0,85)
C-peptid 0,256 (0,10) -0,340 (0,03) -0,140 (0,38)
HOMA-IR 0,090 (0,57) -0,301 (0,05) -0,043 (0,78)
HbAlc 0,275 (0,08) -0,127 (0,42) -0,271 (0,08)
CRP -0,019 (0,91) 0,009 (0,95) -0,076 (0,63)
imunoglobulin G 0,106 (0,50) -0,016 (0,92) -0,141 (0,37)
imunoglobulin M -0,087 (0,58) -0,211 (0,18) 0,047 (0,77)
imunoglobulin A -0,104 (0,51) 0,173 (0,27) 0,009 (0,96)
zeliezo -0,072 (0,65) -0,035 (0,83) -0,036 (0,82)
feritin -0,092 (0,56) 0,077 (0,63) -0,063 (0,69)
B12 vitamin -0,304 (0,05) 0,085 (0,59) 0,142 (0,37)
folna kiselina -0,101 (0,53) 0,064 (0,69) 0,298 (0,06)
kolesterol -0,064 (0,69) -0,153 (0,33) 0,079 (0,62)
HDL-kolesterol -0,244 (0,12) 0,130 (0,41) -0,159 (0,32)
LDL-kolesterol -0,076 (0,63) -0,195 (0,22) 0,147 (0,35)
trigliceridi 0,148 (0,35) -0,109 (0,49) -0,202 (0,20)
NT-proBNP -0,026 (0,87) -0,043 (0,79) -0,094 (0,55)

GD-gestacijski dijabetes; NK-engl.natural killer, HOMA-IR-engl.Homeostatic Model Assesment for Insulin
Resistance, HbA1c-glikirani hemoglobin, CRP-C-reaktivni protein
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5. Rezultati

Tablica 33. Povezanost NKT/NK-stanica, B1/B2-limfocita te pomagackih/citotoksicnih

limfocita s hematoloSkim i biokemijskim pokazateljima ispitanica s gestacijskim

dijabetesom i komplikacijama

GD + komplikacije

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (P vrijednost)

NKT/NK pomagacdki/citotoksicni B1/B2

eritrociti 0,080 (0,63) -0,264 (0,10) 0,037 (0,82)
hemaoglobin 0,074 (0,65) -0,171 (0,29) 0,081 (0,62)
trombociti -0,160 (0,33) 0,199 (0,22) -0,290 (0,07)
leukociti -0,047 (0,78) 0,181 (0,26) -0,136 (0,40)
neutrofili -0,084 (0,61) -0,057 (0,72) 0,020 (0,90)
limfociti 0,147 (0,37) 0,006 (0,97) -0,052 (0,75)
monociti -0,149 (0,37) 0,091 (0,57) 0,133 (0,41)
eozinofili -0,117 (0,48) 0,203 (0,21) -0,231 (0,15)
bazofili 0,165 (0,31) -0,050 (0,76) -0,040 (0,81)
limfociti (%) -protocni
citometar 0,066 (0,69) 0,004 (0,98) -0,164 (0,31)
T-limfociti (%) CD3+ 0,307 (0,06) 0,127 (0,44) -0,328 (0,04)
E%rgi%agﬂﬂ'mfoc't' (%) 10,269 (0,10) 0,847 (< 0,001) -0,337 (0,03)

: T .
gg;ikcsggf limfociti (%) (<06%c?1) -0,916 (< 0,001) 0,201 (0,21)
NK-stanice (%) CD3-
CD16+56+ -0,330 (0,04) -0,130 (0,43) 0,203 (0,22)
NKT-stanice (%) 0,797
CD3+CD16+56+ (< 0,001) -0,419 (0,01) 0,240 (0,14)
B-limfociti (%) CD19+20+ 0,058 (0,73) -0,236 (0,14) 0,507 (< 0,001)
B1-limfociti (%) CD19+CD5+
(ograda svi Eim)fociti) 0,086 (0,60) -0,291 (0,07) 0,926 (< 0,001)
glukoza 0,189 (0,25) -0,062 (0,70) 0,185 (0,25)
inzulin 0,412 (0,01) -0,317 (0,05) 0,273 (0,09)
C-peptid 0,194 (0,24) -0,181 (0,26) 0,182 (0,26)
HOMA-IR 0,370 (0,02) -0,260 (0,11) 0,288 (0,07)
HbAlc -0,088 (0,59) -0,023 (0,89) 0,198 (0,22)
CRP -0,051 (0,76) -0,070 (0,67) 0,080 (0,62)
imunoglobulin G 0,023 (0,89) -0,450 (< 0,001) 0,062 (0,71)
imunoglobulin M 0,093 (0,57) -0,069 (0,67) -0,091 (0,58)
imunoglobulin A 0,243 (0,14) -0,338 (0,03) -0,095 (0,56)
Zeljezo -0,355 (0,03) 0,183 (0,26) -0,085 (0,60)
feritin -0,031 (0,85) 0,178 (0,27) -0,058 (0,72)
B12 vitamin -0,081 (0,62) -0,210 (0,19) 0,157 (0,33)
folna kiselina -0,345 (0,03) 0,374 (0,02) -0,056 (0,73)
kolesterol 0,127 (0,44) 0,193 (0,23) -0,124 (0,45)
HDL-kolesterol -0,089 (0,59) 0,018 (0,91) 0,105 (0,52)
LDL-kolesterol 0,200 (0,22) 0,165 (0,31) -0,238 (0,14)
trigliceridi 0,156 (0,34) 0,152 (0,35) 0,112 (0,49)
NT-proBNP -0,204 (0,21) 0,156 (0,34) -0,225 (0,16)

GD-gestacijski dijabetes; NK-engl.natural killer, HOMA-IR-engl.Homeostatic Model Assesment for Insulin
Resistance, HbA1c-glikirani hemoglobin, CRP-C-reaktivni protein
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5. Rezultati

Znacajno su viSe vrijednosti omjera pomagackih/citotoksicnih limfocita kod ispitanica s
GD-om i komplikacijama u odnosu na zdrave i na zdrave ispitanice s komplikacijama
(Kruskal-Wallisov test, P = 0,04), kod GG s obzirom na rs1800796 (IL — 6) (tablica 34).

Tablica 34. Razlike u omjerima NKT/NK-stanica, pomagackih/citotoksi¢nih limfocita i
B1/B2-limfocita s obzirom na rs1800796 (/L-6)

Medijan (interkvartilni raspon)

*

L6 ccC CG GG P
zdrave (2)

NKT/NK - 0,52 (0,43 - 1,02) 0,42 (0,23-0,81) 0,26

pomagacki/citotoksicni ) 1,86 (1,34 - 2) 154(1,31-19) 035

limfociti ' ’ ’ ’ ' '

B1/B2 - 0,3 (0,14 - 0,6) 0,26 (0,14-0,4) 0,50
zdrave + komplikacije (Z+K)

NKT/NK - 331 (n=1) 0,69 (0,39 — 1,56) -

pomagacki/citotoksicni ) 178(n=1) 147(122-2) -

limfociti ’ ’

B1/B2 - 0,04 (n=1) 0,23(0,16-0,4) -
gestacijski dijabetes (GD)

NKT/NK - 0,54 (0,25-1,69) 0,77 (0,40 —1,45) 0,86

pomagacki/citotoksicni . 1,65 (1,21 - 2,5) 1,46 (1,21-1,9) 0,54

limfociti

B1/B2 - 0,2 (0,14 - 0,5) 0,21(0,12-0,3) 0,67
GD + komplikacije (GD+K)

NKT/NK 3,44 (n =1) 1,12 (0,75 - 1,56) 0,57 (0,34 -1,14) 0,10

pomagacki/citotoksicni 1,28 (n =1) 2,08 (1,15 - 2,3) 1,78(1,5-2,3) 0,83

limfociti

B1/B2 0,321 (n =1) 0,23 (0,13 - 0,6) 0,30 (0,17-0,5) 0,87
TP vrijednost (izmedu skupina)

NKT/NK - 0,50 0,06

pomagacki/citotoksicni i 098 004t

limfociti ’ ’

B1/B2 - 0,42 0,26

*Mann-Whitney U-test; Kruskal-Wallisov test (post hoc Conover)
*na razini P < 0,05 znacajne su razlike (GD+K) vs. (Z+K, GD)
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5. Rezultati

Nema znacajnih razlika u vrijednostima omjera s obzirom na genotip rs1800796 (/L-

10) (tablica 35).

Tablica 35. Razlike u omjerima NKT/NK-stanica, pomagackih/citotoksi¢nih limfocita i
B1/B2-limfocita s obzirom na rs1800796 (/L — 10)

Medijan (interkvartilni raspon)

- *
IL-10 CC TC TT P
zdrave

NKT/NK 0,27 (0,23-0,42) 0,42 (0,21 -0,73) 0,71 (0,42 —1,08) 0,05

ﬁr?]%acﬂfmk'/ citotoksicni 1,87 (1,36 - 2,6) 1,76 (1,36 - 2) 1,36(1,28-1,7) 0,13

B1/B2 0,31 (0,17 - 0,8) 0,26 (0,14 - 0,4) 0,2(0,13-0,3) 0,55
zdrave + komplikacije

NKT/NK 0,60 (0,31 -1,71)  0,95(0,39 —1,53) 0,63 (0,40 —0,94) 0,49

ﬁr?]?;i%?‘:k'/ citotoksicni 1,47 (1,05 - 1,9) 1,53 (1,22 - 2,1) 142(1,23-1,9) 0,81

B1/B2 0,23 (0,15 - 0,3) 0,38 (0,15 - 0,5) 0,21 (0,15-0,3) 0,21
gestacijski dijabetes
(GD)

NKT/NK 0,62 (0,23-1,43) 0,64 (0,45—1,25) 1,10 (0,40 —1,68) 0,61

ﬁ;?;i%?c’k'/ citotoksicni 1,61 (1,15 - 2,4) 1,4 (1,32-1,9) 146 (1,1-1,9) 0,64

B1/B2 0,28 (0,11 - 0,5) 0,22 (0,12 - 0,3) 0,16 (0,13-0,3) 0,55
GD + komplikacije

NKT/NK 0,56 (0,43 -0,87) 0,68 (0,34—1,39) 0,66 (0,45—1,11) 0,94

ﬁr?]?;i%?c’k'/ citotoksicni 1,66 (1,52 - 2,1) 1,7 (1,28 - 2,3) 1,8(1,48-2,3) 0,82

B1/B2 0,36 (0,1 - 0,7) 0,24 (0,18 - 0,5) 0,28 (0,14 - 0,5) 0,85
“P vrijednost (izmedu skupina)

NKT/NK 0,23 0,10 0,73

pomagacki/citotoksicni 0.65 056 011

limfociti ' ' '

B1/B2 0,73 0,24 0,64

*Kruskal-Wallisov test
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5. Rezultati

Omjer pomagackih/citotoksi¢nih limfocita znac¢ajno je veci kod genotipa AG u skupini
zdravih ispitanica (Mann-Whitney U-test, P = 0,03) s obzirom na rs1800629 (TNF-a).

Takoder, omjer pomagackih/citotoksi¢nih limfocita u skupini s genotipom GG znacajno

je veci kod ispitanica s GD-om i komplikacijama u odnosu na zdrave ispitanice s

komplikacijama i na ispitanice s GD-om (Kruskal-Wallisov test, P = 0,02) (tablica 36).

Tablica 36. Razlike u omjerima NKT/NK-stanica, pomagackih/citotoksi¢nih limfocita i
B1/B2-limfocita s obzirom na rs1800629 (TNF-a)

Medijan (interkvartilni raspon)

TNF-a p
AA AG GG
zdrave (2)
NKT/NK ) 0,43 (0,25 — 0,49 (0,24 - 0.93t
1,10) 0,78) ’
pomagacki/citotoksicni i 2,03 (1,4-2.3) 1,5(1,3-1,8) 003"
limfociti ’ T A '
B1/B2 - 0,18 (0,13-0,3) 0,29 (0,14 -0,4) 0,20t
zdrave + komplikacije (Z+K)
NKT/NK 0,63 (0,22 — 0,55 (0,29 — 0,77 (0,39 — 0.33*
0,97) 1,02) 1,65) :
pomagacki/CitotoksiCni o5 1 3 54y 183(1,37-24) 1,46 (1,18-17) 0,16*
limfociti
B1/B2 0,18 (0,24-0,4) 0,24 (0,13-0,3) 0,23(0,18-0,4) 0,67*
gestacijski dijabetes
(GD)
NKT/NK 0,91 (0,23 — 0,77 (0,51 — 0,72 (0,38 — 0.89*
1,59) 1,69) 1,45) :
pomaggckllmtotoksmnl 1,74 (0,82-1,8) 1,69 (1,35-2,4) 1,43 (1,17 - 1,8) 0,35+
limfociti
B1/B2 0,19 (0,09-0,2) 0,21(0,22-0,4) 0,21(0,13-0,3) 0,81*
GD + komplikacije (GD+K)
NKT/NK _ 0,72 (0,55 — 0,64 (0,34 —
1,11 (n=1) 0.88) 1.48) 0,77*
pomagacki/citotoksicni 236(N=1) 1,97(1,15-25) 1,7 (1,48-2,2) 0,49*
limfociti
B1/B2 0,38(n=1) 0,38(0,19-05) 0,24 (0,15-0,5) 0,84*
“P vrijednost (izmedu skupina)
NKT/NK 0,50 0,50 0,11
pomagacki/citotoksicni 089 0.96 0.02
limfociti ’ ’ ’
B1/B2 0,54 0,60 0,34

*Kruskal-Wallisov test; TMann-Whitney U-test
*na razini P < 0,05 znac¢ajne su razlike (GD+K) vs. (Z+K, GD)
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5. Rezultati

U slu€aju rs266729 (AdipoQ) kod CC znacajno su nize vrijednosti omjera NKT/NK-

stanica kod zdravih ispitanica u odnosu na sve ostale skupine (Kruskal-Wallisov test,

P = 0,02) (tablica 37).

Tablica 37. Razlike u omjerima NKT/NK-stanica, pomagackih/citotoksi¢nih limfocita i
B1/B2-limfocita s obzirom na rs266729 (AdipoQ)

Medijan (interkvartilni raspon)

AdipoQ cC cG GG P
zdrave (2)
NKT/NK 031(0,17-0,71) 0,54 (0,34—0,91) 0,68 (0,42—0,94) 0,25
ﬁ%%iﬂ?éki/ citotoksicni 17(1,33-2)  1,44(1,25-1,8)  1,93(1,35-16) 041
B1/B2 032(0,17-05)  018(0,12-0,3)  0,29(0,21-0,3) 0,12

zdrave + komplikacije
NKT/NK
pomagacki/citotoksicni

0,74 (0,63 — 1,62)

0,48 (0,30 — 1,44)

0,77 (0,53 —1,42) 0,20

; o 1,64 (1,23 -2) 1,47 (1,19 - 2,1) 1,49 (0,61-1,7) 0,76
limfociti
B1/B2 0,26 (0,19 - 0,4) 0,22 (0,14 - 0,4) 0,23(0,19-0,5) 0,50
gestacijski dijabetes
(GD)
NKT/NK 0,77 (0,37-1,50) 0,91(0,38-1,59) 0,68(0,35-1,15) 0,81
pomagacki/citotoksicni 4 491 171 g) 14(1,18-17)  1,96(1,32-35) 0,26
limfociti
B1/B2 0,23 (0,12 -0,4) 0,22 (0,13-0,3) 0,2(0,14-0,2) 0,76
GD + komplikacije
NKT/NK 0,61 (0,45-1,25) 0,69(0,28—-1,32) 0,43(0,26-1,91) 0,91
pomagacki/citotoksiéni 17(147-21)  182(157-2,4)  1,32(1,04-39) 0,58
limfociti
B1/B2 0,34 (0,12 -0,5) 0,34 (0,19 - 0,6) 0,24 (0,11-0,3) 0,39
*P vrijednost (izmedu skupina)
NKT/NK 0,02t 0,73 0,85
pomaggéki/citotoksic‘:ni 0.39 016 061
limfociti ’ ' '
B1/B2 0,59 0,10 0,15

*Kruskal-Wallisov test

Tna razini P < 0,05 znacajne su razlike (Z) vs. sve ostale skupine
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5. Rezultati

Nema znacajnih razlika u vrijednostima IL-6, IL-10, TNF-a i adiponektina s obzirom na

genotipove analiziranih SNP-ova u pojedinoj skupini ispitanica (tablica 38).

Tablica 38. Razlike u vrijednostima IL-6, IL-10, TNF-a i adiponektina s obzirom na

genotipove analiziranih SNP-ova u pojedinoj skupini ispitanica

Medijan (interkvartilni raspon)

*
rs1800796 (IL-6) CC CG GG P
zdrave - 24(2,1-38) 24(1,8-34) 0,80
IL-6 zdrave + komplikacije - 15(n=1) 26(1,9-39 0,13
GD - 20(15-42) 2,3(1,6-3,3) 0,60
GD + komplikacije 6,5(n=1) 41(29-57) 31(25-42) 025
rs1800896 (IL-10) cc TC TT
zdrave - - - -
) zdrave + komplikacije - - - -
IL-10 aD ] ] ] ]
GD + komplikacije - - - -
rs1800629 (TNF-a) AA AG GG
zdrave - 43(0-6,2) 2,2(0-4,9 0,62
TNE-a zdrave + komplikacije 0(0-9,7) 0(0-1,0 0(0-46) 0,79
GD 2,1(0-5,5) 00-5 45(0-54) 0,49
GD + komplikacije 0(n=1) 0(0-5,2) 48(0-5,8) 0,19
rs266729 (AdipoQ) cc CG GG
zdrave 12,8 (3,8 — 194 (23— 21,9(152— g,
27,7) 44.6) 18,7)
zdrave + komplikacije 8,4 (4,6 — 4,6 (3,2 -
_ _ 7,6 (4,7-21,3) 0,88
adiponektin 14,5) 25,0)
GD 18,0 (54— 15,1 (8,3 - 13,8 (3,9 - 099
21,3) 30,4) 50,5)
GD + komplikacije 17,2 (5,3 - 154 (7.9~  214(191- .,
29,6) 21,8) 247) 7

*Kruskal-Wallisov test; GD-gestacijski dijabetes,

IL-interleukin, TNF-engl.tumor necrosis factor
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6. Rasprava

6. RASPRAVA

Cilj ovog presjecnog istrazivanja bio je vidjeti postoje li razlike u omjerima NKT/NK-
stanica, B1/B2-limfocita te pomagackih/citotoksicnih limfocita izmedu trudnica s GD-
om i zdravih trudnica te koreliraju li navedeni omjeri u GD-u s poviSenim vrijednostima
proupalnih faktora (IL-6 i TNF-a.) i snizenim vrijednostima protuupalnih faktora (IL-10 i
adiponektin) te razinu povezanosti sa specificnim varijantama gena za navedene
proupalne i protuupalne faktore. Dobiveni su rezultati usporedeni izmedu trudnica koje
nisu razvile GD i trudnica s GD-om te u manjim grupama medu Cetirima skupinama
trudnica: zdravih trudnica (kojima nije dijagnosticirana SecCerna bolest) bez
komplikacija i s komplikacijama i trudnica s GD-om bez drugih komplikacija i s drugim
komplikacijama. lako nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u omjerima NKT/NK-stanica,
B1/B2-limfocita te pomagackih/citotoksi¢nih limfocita izmedu trudnica s GD-om i
zdravih trudnica, istrazivanje je pokazalo da su genotip CG u rs1800769 u genu za IL-
6 i genotip CC u rs266729 u genu za adiponektin povezani s rizikom za razvoj GD-a,
a omjer B1/B2-limfocita u znacajnoj je vezi s vrijednostima adiponektina kod trudnica
s GD-om. GD je najceS¢i metaboliCki poremecaj u trudnodi, a povecana ucestalost
pretilosti, starija Zivotna dob trudnica i promjene u nacinu Zivota koje ukljucuju
nezdravu prehranu i slabiju fiziCku aktivnost doveli su do trenda porasta uCestalosti i
GD-a (104, 106). lako je poznato da inzulinska rezistencija postupno raste od 12.
tiedna gestacije, a da kod GD-a dolazi do izrazitog porasta glukoze u krvi zbog
smanjene funkcije gusterace i visoke inzulinske rezistencije, i dalje nije poznato koji
Cimbenici dovode do ovog stanja te tako patofiziologija GD-a ostaje nerazjasnjena.
Pretpostavlja se da bi imunoloski sustav trudnice i njegova disfunkcija mogli igrati
glavnu ulogu u razvoju inzulinske rezistencije i oSteéenja B-stanica gusterace.
Posljednjih godina sve je vedi broj istrazivanja ove teme, no vec¢ je pregled studija o toj
temi prije nekoliko godina pokazao da ne postoji nijedno istraZivanje koje ukljuCuje
profil B-limfocita, pomagackih i citotoksi¢nih T-limfocita, NK i NKT stanica te njihovu
povezanost s lu¢enjem proupalnih i protuupalnih ¢imbenika u trudnica s GD-om te da
je njihova patofizioloSka uloga u razvoju GD-a nepoznata (110). Stoga je izvorni
znanstveni doprinos ovog istrazivanja omjer B1- i B2-limfocita kod trudnica s GD-om
i zdravih kontrolnih trudnica te korelacija vrijednosti IL-6, IL-10, TNF-o i adiponektina s

varijantama gena za IL-6, IL-10, TNF-a i adiponektin jer, iako je dosad provedeno
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nekoliko sli¢nih istrazivanja, nijedno do sada nije obuhvatilo B-limfocite ni korelaciju
citokina s alelnim varijantama u njihovim SNP-ovima kao ni ovu Sirinu odredivanih

parametara.

6.1. Opca i Klinitka obilieZja trudnica

Iz prikupljenih opc¢ih podataka o trudnicama vidljivo je da su trudnice s GD-om starije
od trudnica kojima nije dijagnosticiran GD u trudno¢i, Sto je u skladu s oCekivanjima i
dosadas$njim znanjima o GD-u. Velika je metaanaliza, koja je ukljuCila preko 120
milijuna ispitanica i objavljena 2022. godine, pokazala snaznu povezanost izmedu
rizika od razvoja GD-a i dobi majke, s linearnim poveéanjem te predlozila grani¢nu dob
trudnica od 25 godina za probir na GD (111). Laine i suradnici u svojemu su kohortnom
istraZivanju dokazali da prvorotkinje starije od 35 godina imaju tri puta vedi rizik za
razvoj GD-a od prvorotkinja mladih od 25 godina (112). lako se dob trudnice uvijek
ubraja u rizi€ne Cimbenike za razvoj GD-a, to¢an razlog zasto se incidencija GD-a
povecava s dobi trudnice nije do sada posve razjasnjena. B-stanice gusterace kod
mladih su visoko proliferativne i brzo se poveéava njihov broj od prenatalne faze do
tridesete godine Zivota. Izlu€ivanje inzulina u odrasloj dobi smanjuje se za 0,7 %
godisnje, no smanjuje se i funkcija inzulina sa zivotnom dobi, odnosno raste inzulinska
rezistencija (113, 114). lako se proliferacija B-stanica gusteraCe mozZe povecati tijekom
trudnoce, patogeneza GD-a kod starijih majki moze biti posljedica inzulinske
rezistencije povezane sa starenjem i disfunkcijom B-stanica gusterace.

U ovom su istrazivanju trudnice s GD-om bile nize obrazovane u odnosu na zdrave
trudnice kod kojih je statistiCki znacajno viSe bilo trudnica visoke struCne spreme.
Godine 2019. objavljena je metaanaliza koja je dokazala da ne postoji statisticki
znacajna razlika u stupnju obrazovanja trudnica koje su razvile GD i onih koje ga nisu
(115). Moguce je da je vecéi postotak visoko obrazovanih trudnica u kontrolnoj skupini
s obzirom na to da je rije€ o manjem istrazivanju te da na vecoj populaciji ne bi
postojala statistiCki znaCajna razlika u razini obrazovanja.

ITM se smatra rizicnim ¢imbenikom za razvoj GD-a te je ovaj podatak zastupljen u
gotovo svakom istrazivanju. Ono §to se pokazalo i u ovom istrazivanju jest da trudnice
s GD-om imaju veci ITM od zdravih trudnica. StatistiCki je zna€ajna razlika bila kod
trudnica s GD-om i komplikacijama u odnosu na preostale skupine. Mirabelli i suradnici

u svojoj su studiji dokazali da ITM majke prije trudnoce igra klju¢nu ulogu u razvoju
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GD-a. ITM je pokazatelj visceralne pretilosti i sustavne inzulinske rezistencije te je
modifikacijski ¢imbenik rizika za GD, stoga ga autori te studije predlazu kao prikladnu
metu za podizanje svijesti javnosti o GD-u (116).

Kava je uobi€ajeno pice u cijelom svijetu, a sastoji se od kombinacije antioksidansa i
mikronutrijenata koji povoljno djeluju na kardiovaskularne bolesti. Dosadasnja su
istrazivanja pokazala da ne postoji povezanost izmedu konzumacije kave i rizika za
razvoj GD-a u trudnoci (117, 118) ili da umjerena konzumacija kave s kofeinom prije
trudnoCe moze imati zastitnu ulogu u razvoju GD (119). Za razliku od prijasnjih
istrazivanja ovo je istrazivanje pokazalo da znacajnije viSe trudnica s GD-om
konzumira kavu, a razlika je vidljiva medu skupinama trudnica koje su uz GD imale
dodatne komplikacije u odnosu na skupinu zdravih trudnica i skupinu zdravih trudnica
s komplikacijama koje mogu utjecati na imunoloski profil.

Prethodno je istraZivanje pokazalo da je unos crvenog i preradenog mesa prije
trudnocée znacajno i pozitivno povezan s rizikom od nastanka GD-a te Zene koje su
konzumirale viSe od Sest porcija crvenog mesa tjedno imale su viSe od 1,7 puta veci
rizik za razvoj GD-a u usporedbi s onim Zenama koje su konzumirale manje od 1,5
porcije crvenog mesa tjedno. Pozitivha veza pronadena je i izmedu rizika za razvoj
GD-a i glikemijskog indeksa te unosa zasladene Coca-Cole, dok nije bilo znac¢ajne
veze s ostalim zadeéerenim napitcima i dijetalnim pi¢ima. Zene koje su konzumirale
viSe od pet porcija Coca-Cole tjedno imale su 22 % veci rizik za razvoj GD-a. Nasuprot
tome, konzumacija dijetalnih vlakana prije trudnode (Zitarica i voéa) bila je znac¢ajno i
obrnuto povezana s rizikom za GD (120). U ovom su se istrazivanju trudnice s GD-om
i komplikacijama izjasnile da imaju najmanje raznoliku prehranu u odnosu na preostale
skupine trudnica, bogatu crvenim mesom, zasladenim napitcima, zaSecerenim
obrocima i grickalicama $to ide u prilog rezultatima prijadnjeg istraZivanja. 1z toga se
moze zakljuciti da je prehrana bitan ¢imbenik za razvoj GD-a te postoji mogucnost da
je raznolikom prehranom mogucée prevenirati razvoj GD-a i sliCnih metabolickih
komplikacija u trudnoci.

U skupini ispitanica s GD-om i komplikacijama ucestalija je i Se€erna bolest u obitelji,
endokrine bolesti i poviSen krvni tlak prije trudnoce ili u prethodnoj trudnodi i problemi
sa zanoSenjem. Dokazano je da Zene s hipertenzijom, bilo tijekom pet godina prije
trudnoce ili tijekom prvog tromjesecja trudnoce, imaju dvostruko veci rizik od razvoja

GD-a tijekom trudnoée te je ta povezanost neovisna o ITM-u Zene. Medutim,
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povezanost izmedu krvnog tlaka i GD-a bila je jata medu Zenama s prekomjernom
tezinom (121).

Osim Sto je hipertenzija potvrdena kao Cimbenik rizika za razvoj GD-a, ujedno je u
ovom istraZivanju i najceS¢a komplikacija uz GD. Hipertenzivni poremecaji u trudnodi,
koji uklju€uju vec¢ postojeCu hipertenziju, gestacijsku hipertenziju i preeklampsiju,
dodatno kompliciraju visokorizi€ne trudnoce. Najmanje 20 % trudnica s dijabetesom
razvit ¢e gestacijsku hipertenziju ili preeklampsiju, pri Cemu su najriziCnije pacijentice
s mikrovaskularnim komplikacijama, ve¢ postojecom hipertenzijom ili loSom kontrolom
glikemije. Gestacijski dijabetes takoder povecava rizik zene za razvoj hipertenzivnih
poremecaja u trudnoci te Zzene s GD-om imaju 1,5 puta vedi rizik za razvoj gestacijske
hipertenzije ili preeklampsije (122).

Najmanju razliku u kilogramima od pocetka trudnoc¢e do trenutka ukljuCivanja u
ispitivanje imale su trudnice kojima je jedina komplikacija u aktualnoj trudnoéi GD. U
literaturnim podatcima moze se pronaci da razlika u kilogramima kod trudnica s GD-
om varira te postoje posljedice i prevelike i premale razlike u dobivenim kilogramima.
Prekomjerna razlika u tjelesnoj tezini neovisno je povezana s makrosomijom,
neonatalnom hipoglikemijom, prijevremenim porodom i porodom carskim rezom, dok
je nedovoljna razlika povezana s prijevremenim porodom (123—125).

Istrazivanje je pokazalo statistiCki znac¢ajnu razliku u svim tockama OGTT-a izmedu
ispitivanih skupina trudnica. Trudnice s GD-om imale su znacajno viSe vrijednosti u
svim trima to¢kama OGTT-a, $to je fizioloSki oekivano s obzirom na to da imaju
narusenu inzulinsku rezistenciju i funkciju p-stanica gusterace te su zbog toga razvile
dijabetes tijekom trudnocCe. Jednako je i istrazivanje provedeno na znatno vecoj
populaciji trudnica pokazalo slicne rezultate gdje su glukoza nataste u plazmi i nakon
opterecenja u OGTT-u (glukoza u plazmi nakon 1 i 2 sata od optereéenja) bile znacajno

viSe u skupini ispitanica s GD-om nego u skupini zdravih trudnica (126).

6.2. Hematoloski i biokemijski parametri

Zhang i suradnici svojim su istrazivanjem pokazali da se parametri krvne slike tijekom
trudno¢e s GD-om zna€ajno mijenjaju. Prema njihovim rezultatima u prvom
tromjesecju nema razlika u parametrima krvne slike izmedu trudnica s GD-om i

kontrolne skupine, u drugom tromjesecCju skupina trudnica s GD-om pokazala je
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znacajno Visi broj eritrocita i trombocita od kontrolne skupine, dok je u posljednjem
tromjesecju skupina ispitanica s GD-om pokazala znacCajno viSe brojeve eritrocita,
vecu Sirinu distribucije crvenih krvnih stanica (RDW) i Sirinu distribucije trombocita
(PDW) i nize vrijednosti hemoglobina od kontrolne skupine (127). Ovim istrazivanjem
nisu se potvrdili njihovi rezultati, s obzirom na to da statisticki zna¢ajna razlika u
parametrima krvne slike nisu pronadeni izmedu trudnica s GD-om i zdravih trudnica ni
medu Cetirima skupinama ispitanica. Medutim, pokazalo se da su vrijednosti eozinofila
i bazofila znacCajnije nize u skupini trudnica s GD-om. Eozinofili su zrnate bijele stanice
s jezgrom koje predstavljaju do 6 % stanica koStane srzi. Njihov razvoj i sazrijevanje
dogada se u nedovoljnoj izlozenosti koStane srzi mijeloidnim prekursorima IL-3, faktoru
stimulacije kolonije granulocita i makrofaga i IL-5. IL-5 je osobito vazan za zavr$ni stadij
diferencijacije eozinofila i migracije u cirkuliraju¢u krv te je on kljucni citokin u
prezivljavanju cirkulirajucih i tkivnih eozinofila jer sprieCava apoptozu eozinofila i potiCe
aktivaciju stanica (128). Nizi broj eozinofila pronaden je i kod trudnica s
preeklampsijom u usporedbi sa zdravim trudnicama. Preeklampsija utjeCe na
ekspresiju gena, proizvodnju i izlu€ivanje razli€itih molekula u organizmu koje su
kljuCne za regulaciju eozinofila u perifernoj cirkulaciji. U preeklampsiji se povecavaju
interferoni tipa 1 koji induciraju apoptozu eozinofilnih stanica, smanjuje se IL-5 koji je
vazan za diferencijaciju i prezivljavanje cirkulirajucih eozinofila te preeklampsija moze
uzrokovati stres kod trudnica $to sve moze biti razlog sniZzenih eozinofila (129). Kako
su preeklampsija i GD sliéne etiologije u trudnocCi, sa sli€nim patofizioloSkim
mehanizmom i rizi€nim ¢imbenicima, nije neoCekivano da je postotak eozinofila u oba
slu€aja nizi u odnosu na zdrave trudnice. PoCetna hipoteza ovog rada bila je da ¢e
postojati razlika u postotcima pomagackih T-limfocita medu ispitivanim skupinama
trudnica, Sto nije uspjeSno dokazano. Medutim, pomagacki T-limfociti proizvode IL-5,
o Cijoj vrijednosti ovisi broj eozinofila, Sto moze ukazati na oslabljenu funkciju
pomagackih T-limfocita u GD-u.

Znacajno viSe vrijednosti kod ispitanica s GD-om u odnosu na kontrolnu skupinu
pronadene su kod inzulina, C-peptida, HbA1c, CRP-a, HDL-kolesterola i triglicerida.
To je potvrdilo dosadasnje spoznaje o povecanoj inzulinskoj rezistenciji i sniZzenoj
osjetljivosti na inzulin kod trudnica s GD-om. Ovi podaci mogu ukazivati na pojacanu
proizvodnju C-peptida i inzulina kako bi se odrzala homeostaza glukoze zbog snizene
osjetljivosti perifernih tkiva na inzulin, ali poja¢ano lu¢enje inzulina i C-peptida moze

biti i uzrok povecane koncentracije glukoze u krvi. Sli€ne rezultate dobili su i u
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istraZzivanju provedenom na trudnicama izmedu 16. i 33. gestacijskog tjedna, gdje su
trudnice s GD-om imale izmjerene viSe vrijednosti glukoze, inzulina i C-peptida u
odnosu na zdrave trudnice, a rezultati su pokazali znaCajnu povezanost izmedu
razvoja GD-a i izmjerenih koncentracija glukoze, inzulina i C-peptida nataste i 2 sata
nakon jela (130). Kako C-peptid ima prednosti u odnosu na inzulin: dulji poluzivot,
zanemariva ekstrakcija prvog prolaska kroz jetru i stalniji klirens te posljedicnho
stabilnija koncentracija u krvi, istrazivanja su pretezno temeljena na njemu te su sva
potvrdila njegovu povezanost s GD-om i istiCu ga kao parametar vrijedan razmatranja
za probir na GD (95,96,131-133).

HbA1c se nije pokazao kao dobar bilieg GD-a s obzirom na to da on ovisi i 0
koncentraciji hemoglobina u krvi, koja je fizioloSki u trudnoéi niza i ima visoku
interindividualnu varijabilnost te su Rajput i suradnici naglasili da se moze koristiti u
dijagnostici GD-a samo uz OGTT (134). Prednost HbA1c manja je medulaboratorijska
varijabilnost, manja intraindividualna varijabilnosti i Sto na njega ne utjeCu obroci,
gladovanije, akutni stres ili lijekovi (135). Medutim, ne postoji prag za HbA1c u trudnodi;
u Cetiri studije procijenjeni su razli€iti pragovi za dijagnozu GD-a (134, 136—138).
Medutim, vecina smjernica preporucuje HbA1c > 6,5 % za dijagnozu GD-a (139). Ovo
je istrazivanje pokazalo da trudnice s GD-om imaju viSe vrijednosti HbA1c, to jest da
su one imale viSe koncentracije glukoze tijekom razvoja trudno¢e u odnosu na zdrave
trudnice. Vidljivo je da postoji razlika u HbA1c izmedu zdravih trudnica i trudnica s GD-
om neovisno o tome imaju li dodatne komplikacije, $to ukazuje na to da su vrijednosti
glukoze kod trudnica koje su razvile GD bile znacajnije viSe u odnosu na trudnice koje
nisu razvile GD. Rajput (134) i suradnici u svom su istrazivanju istaknuli kako bi se
vrijednost HbA1c kao biljega GD-a trebala ispitati za specificnu populaciju, ovisno o
geografskoj regiji, $to su potvrdili i Saravanan i suradnici u nedavnom istrazivanju, te
su zakljucili da bi HbA1c mogao biti parametar u probiru i dijagnostici GD-a u njihovoj
populaciji (140), a ovo je istrazivanje potvrdilo da bi isto tako mogao i nasoj populaciji
biti dobar biljeg, s obzirom na statisticki znacajnu razliku izmedu trudnica s GD-om i
zdravih trudnica.

Vise vrijednosti CRP-a kod trudnica s GD-om potvrduju da je GD upalno stanje
organizma. Najnize vrijednost CRP-a pronadene su kod zdravih trudnica u usporedbi
s trima preostalim skupinama sto je oCekivano. Buduci da su razliite studije koristile
razliCite metode za procjenu CRP-a i razliCite kriterije za dijagnosticiranje GD-a, neke

od njih nisu uspjele dokazati poviseni CRP u Zena s GD-om (12). Treba naglasiti da

74



6. Rasprava

kada se uzme u obzir ITM, odnos izmedu CRP-a i GD-a slabiji je ili nestaje (94, 141).
Takoder, treba uzeti u obzir da CRP nije specifi€an marker i moze biti povisen kod
upalnih procesa u razli€itim sustavima, zbog €ega je i ovo istrazivanje pokazalo najnize
vrijednosti kod zdravih trudnica. No zbog gore navedenih kontradiktornih nalaza i
njegove niske specificnosti, malo je vjerojatno da ¢e CRP imati primjenu kao nezavisni
marker za GD.

Povecane vrijednosti triglicerida mogu biti povezane s inzulinskom rezistencijom jer je
pod njezinim utjecajem povecana jetrena proizvodnja triglicerida, zbog ¢ega se njihova
koncentracija povecava i u krvi, a kako su tkiva manje osjetljiva na inzulin i ona manje
iskoriStavaju trigliceride. Medutim, neoCekivan je rezultat ovog istrazivanja da su
trudnice s GD-om imale viSe vrijednosti HDL-kolesterola u odnosu na zdrave trudnice.
HDL-kolesterol poznat je kao ,dobar® kolesterol i ima protektivhu ulogu te pomaze
uklanjanju kolesterola iz krvi. Kod inzulinske rezistencije vrijednosti HDL-kolesterola
uobiCajeno su snizene, dok su vrijednosti LDL-kolesterola poviSene. Istrazivanje je
pokazalo da trudnice s GD-om neovisno o komplikacijama imaju vise vrijednosti HDL-
kolesterola i triglicerida u usporedbi sa zdravim trudnicama bez komplikacija. Clark i
suradnici u svom su istrazivanju uoCili da trudnice s GD-om imaju viSe vrijednosti
triglicerida, ali niZze vrijednosti HDL-kolesterola od zdravih trudnica te da su ti parametri
dobar prediktor GD-a ako se mjere dva sata nakon jela (130).

Vise vrijednosti inzulina i C-peptida imaju trudnice s GD-om i komplikacijama u odnosu
na trudnice koje nemaju druge komplikacije uz GD. To je potvrda da se inzulinska
rezistencija pojacava u trudnoéi koja uz GD ima i dodatne komplikacije poput
hipertenzije ili poremecaja rada StitnjaCe. Dodatne komplikacije pojaCavaju upalni
proces, a upala dovodi do oStecenja stanica i dodatnog smanjenja njihove osjetljivosti
na inzulin. Stoga je oCekivano da je istraZivanje pokazalo kako zdrave trudnice bez
komplikacija imaju najnize koncentracije C-peptida u odnosu na sve trudnice, dok
najviSe vrijednosti imaju trudnice koje imaju GD i neki drugi komorbiditet.

NajviSe vrijednosti IL-6 izmjerene su u skupini trudnica s GD-om i komplikacijama te
su se rezultati statisticki razlikovali od preostalih triju skupina ispitanica. IL-6 ukazuje
na prisutnost upale u organizmu. Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je
trudnoc¢a komplicirana GD-om i nekom od dodatnih komplikacija ve¢e upalno stanje
organizma od trudnoce koja za komplikaciju ima samo GD ili neki drugi komorbiditet,
kao Sto je hipertenzija ili poremecaj rada S$titnjace. Amirian i suradnici u svom su

preglednom ¢€lanku analizirali dvadeset i Cetiri istraZivanja Zeljene kvalitete koji su
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zadovoljili kriterije, od kojih je Sesnaest studija pokazalo statisticki znacajnu
povezanost izmedu IL-6 i GD-a, dok u osam studija nije uo€ena nikakva veza izmedu
razine IL-6 i GD-a (142). S obzirom na to da je u ovom istrazivanju najviSe vrijednosti
IL-6 imala skupina trudnica s GD-om i dodatnim komplikacijama, ne mozZe se potvrditi

da je IL-6 iskljuCivo vezan za GD.

6.3. Povezanost NKT/NK-stanica, B1/B2-limfocita te pomagackih/citotoksicnih

limfocita s hematoloskim i biokemijskim pokazateljima

Ovim istrazivanjem ispitana je povezanost omjera proupalnih i protuupalnih faktora s
omjerom NKT/NK-stanica, B1/B2-limfocita te pomagackih/citotoksi¢nih limfocita kod
svih ispitanica. Uocljivo je da u skupini zdravih ispitanica nema znac¢ajnih povezanosti
izmedu navedenih omjera i mjerenih proupalnih i protuupalnih citokina.

U skupini zdravih ispitanica s komplikacijama uocljivo je da sto je vecéi omjer NKT/NK-
stanica, to su viSe vrijednosti IL-6. Utvrdeno je da su IL-6 i IL-8 pleiotropni citokini
uklju€eni u upalne procese, kao $to su proupalna stanicna kemotaksa, angiogeneza,
mitoza i indukcija proliferacije. Pretvornik signala JAK i STAT vazni su putevi koji
pokrecu IL-6. Proteini obitelji STAT ukljuuju Sest ¢lanova koji imaju razliite funkcije.
Proto¢nom citometrijom ili Western blotom Wu i suradnici potvrdili su da se razina p-
STAT3 u NK-stanicama povecala nakon stimulacije IL-6 te da se dodavanjem antitijela
na IL-6 reverzibilno vraca razina p-STAT3 na pocetnu vrijednost (143). Ti podatci
upucuju na to da IL-6 poti¢e fosforilaciju STAT3 kako bi oslabio funkciju NK-stanica. U
tumorskim je stanicama dokazano da IL-6 ima pleiotropne ucinke na efektorske stanice
u antitumorskom odgovoru poticuc¢i diferencijaciju T-limfocita i inhibirajuci
citotoksi¢nost NK-stanica (144). Kod T2DM dokazano je da su veci postotci NKT- i NK-
stanica $to upucuje na aktivirani status prirodnog imunoloskog sustava (55). 1z svega
navedenog, moze se zaklju€iti da je povezanost omjera NKT/NK-stanica s
vrijednostima IL-6 u skladu s postojeCim znanstvenim spoznajama. GD je stanje
kronicne upale te je bila oCekivana poveéana aktivhost NKT-stanica u regulaciji
upalnog procesa. Aktivirane NKT-stanice mogu pojacano luciti upalne citokine, pa tako
i IL-6, ali i IL-6 moze djelovati na NKT-stanice poticuéi njihovu aktivaciju i proliferaciju,
Cime se stvara pozitivna povratna sprega. S obzirom na to da povezanosti nije bilo kod

trudnica s GD-om i kod zdravih trudnica bez imunoloSkih komplikacija, moze se
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zakljucCiti da je ova povezanost iskljuCivo vezana za upalnu patologiju i imunoloski
sustav, a ne za zdravu trudnoc¢u i GD.

U skupini zdravih ispitanica s komplikacijama uz viSe vrijednosti omjera
pomagackih/citotoksicnih  limfocita nize su vrijednosti IL-6. ViSi omjer
pomagackih/citotoksicnih limfocita mogao bi ukazivati na stanje imunosupresije kod
zdravih trudnica s komplikacijom koja ima utjecaja na imunoloski odgovor i smanjenu
sposobnost imunoloskog sustava, a time moze biti smanjena i proizvodnja
protuupalnih citokina kao Sto je IL-6 kako bi se sprije€ila prekomjerna upala. S druge
strane, viSi omjeri pomagackih/citotoksic¢nih limfocita mogli bi ukazivati i na
prevladavanje podskupova pomagackih limfocita koji su manje povezani s
proizvodnjom IL-6 s obzirom na to da je dokazano da Th2-limfociti proizvode IL-6, dok
ga Th1-limfociti ne proizvode (145). U tumorskim je stanicama dokazano da IL-6 potice
citotoksi¢ni T-odgovor potiCuci aktivaciju i proliferaciju citotoksi¢nih T-limfocita (146—
148). Mehanizam djelovanja IL-6 na citotoksi¢ne limfocite mogao bi biti sli¢an i kod
GD-a te bi se tako mogao objasniti obrnuti odnos omjera pomagackih/citotoksi¢nih
limfocita i IL-6 kod trudnica s komplikacijama u trudnodi.

Kod ispitanica s GD-om omjer B1/B2-limfociti niZi je kod viSih vrijednosti IL-6. |L-6
moze utjecati na sazrijevanje i funkciju B-limfocita utjeCuci tako na omjer B1/B2-
limfocita. B1-limfociti imaju vaznu ulogu u odrzavanju imunolosSke tolerancije te nizi
omjer B1/B2-limfocita ukazuje na smanjenje B1-limfocita Sto ukazuje na poremecaj
imunoloSkog sustava i povecan rizik od upalnih procesa. B1-limfociti proizvode
autoantitijela koja se vezu na vlastite i egzogene antigene. Povecani postotci
cirkuliraju¢ih B1-limfocita prethodno su dokazani u nekoliko autoimunih bolesti
ukljuCujuci reumatoidni artritis, progresivnu sistemsku sklerozu, Gravesovu bolest i
Sjogrenov sindrom(149). Povezanost B1-limfocita i IL-6 opisana je u sistemskom
eritemskom lupusu (SLE, engl. systemic lupus erythematosus), gdje je opisano da IL-
6 djeluje na smanjenje membranskih B1-limfocita, to€nije da proizvodnja visokih razina
IL-6 kod SLE poniStava sposobnost B-limfocita da induciraju DNA metil transferazu te
metiliraju deoksiribonukleinsku kiselinu, a ucinak koji je obrnut u prisutnosti
blokirajuéeg antitijela na IL-6 receptor (150). Takav odnos uocen je i iz dobivenih
rezultata te je ovo vrijedna spoznaja koja bi se mogla iskoristiti za daljnja istrazivanja
odnosa IL-6 i populacija B-limfocita u GD-u. B1- i B2-limfociti do sada nisu istrazivani
u GD-u, medutim Schatz i suradnici u svom su istrazivanju mijerili postotke B1-limfocita

kod 93 kontrolna ispitanika, 17 ispitanika s novodijagnosticiranim dijabetes mellitusom
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ovisnim o inzulinu, 31 ispitanika bez dijabetesa s pozitivnim visokorizi€nim antitijelima
na stanice otocCi¢a (ICA, engl. islet cell antibody) i 13 ispitanika s viSe od pet godina
poznatim dijabetesom mellitusom ovisnom o inzulinom te su dokazali da postotci B1-
limfocita ovise o dobi u zdravih kontrolnih ispitanika, progresivno opadajuci od
razdoblja novorodenc¢adi do srednjih godina, dok je u ICA pozitivnih ispitanika bez
dijabetesa i novootkrivenih dijabetiCara mladih od 29 godina starosti postotak
cirkuliraju¢ih B1-limfocita bio snizen (149). Kada se usporede dobiveni rezultati s
njihovim zakljuckom, oni se podudaraju i ukazuju da B1-limfociti imaju ulogu u GD-u.
Isto tako, rezultati su pokazali da ispitanice s GD-om i komplikacijama imaju znacajnu
negativnu vezu omjera B1/B2 limfocita s adiponektinom, odnosno uz visi adiponektin
nize su vrijednosti omjera B1/B2 limfocita i obratno. Adiponektin ima protuupalna
svojstva te nize vrijednosti adiponektina kod Zena s GD-om i komplikacijama mogu
ukazivati na povecanu upalu. Do sada je odnos adiponektina i B-limfocita istrazivan
samo u patogenezi reumatoidnog artritisa te je otkriveno da adiponektin stimulira
proliferaciju i diferencijaciju B-limfocita u stani¢noj kulturi te da adiponektin pospjesuje
ekspanziju B-limfocita i dovodi do pojacanja bolesti (151). Odnos subpopulacija B-
limfocita s adiponektinom do sada nije istraZivan te bi dobiveni rezultati mogli biti i
rezultat zajedni¢kog temeljnog uzroka, kao $to je inzulinska rezistencija ili disfunkcija
masnog tkiva.

Kod povezanosti hematoloskih i biokemijskih pokazatelja i omjera, uoceno je da je u
skupini svih ispitanica omjer NKT/NK-stanica u pozitivnoj i zna€ajnoj vezi s postotcima
T-limfocita, citotoksi¢nih T-limfocita te s koncentracijama C-peptida i triglicerida, dok je
veza negativna s koncentracijom HDL-kolesterola. Povezanost NKT/NK-stanica i T-
limfocita, posebice citotoksi¢nih T-limfocita ukazuje na pojacan T-stani€ni imunitet.
Moguce je da NKT-stanice, koje imaju ulogu u modulaciji imunoloSkog odgovora,
potiCu aktivaciju T-limfocita, posebno citotoksi¢nih T-limfocita i obratno. Nepromjenjive
NKT-stanice (iNKT) glavni su podskup NKT-stanica koje prepoznaju strane i endogene
lipidne antigene predstavljene od CD1d. iNKT stanice mogu se aktivirati citotoksi¢nim
T-limfocitima te se tako moze povecati i njihova proliferacija i citotoksi¢nost. Dokazano
je i da izravna interakcija iINKT-stanica i citotoksi¢nih limfocita pojaCava antitumorske
imunoloske odgovore citotoksi¢nih limfocita (152). S obzirom na to da je fiziolo3ki
upalno stanje, ovo je mogucée objasnjenje i za dobivene rezultate.

Pozitivha povezanost NKT/NK-stanica s koncentracijom C-peptida i triglicerida ukazuje

na vezu metaboli€kih procesa s imunoloskim sustavom. PoviSene vrijednosti C-peptida
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i triglicerida mogu biti povezane s inzulinskom rezistencijom, koja je fizioloSki poviSena
u trudnodi, te bi pozitivha veza omjera NKT/NK-stanica mogla ukazivati na povezanost
imunoloskog sustava s inzulinskom rezistencijom. S obzirom na protektivhu ulogu
HDL-kolesterola i da je on u upalnim stanjima snizen oCekivana je njegova negativna
povezanost s omjerom NKT/NK-stanica. NKT-stanice reagiraju na lipidne antigene na
adipocitima i moduliraju upalu ovisno o prehrambenim lipidima i ligandima koji potjeCu
iz mikrobioma (153) Sto je ovom pozitivnom povezano$éu s C-peptidom i HDL-
kolesterolom i potvrdeno.

Kod trudnica s GD-om omjer NKT/NK-stanica u pozitivnoj je vezi s postotkom limfocita,
dok je veza negativha s brojem trombocita i postotokom neutrofila. Pozitivha veza
omjera NKT/NK-stanica s postotkom limfocita mogla bi biti povezana s poja¢anom
aktivnoscu limfocita i ukazivati na aktiviraniji imunolo8ki odgovor kod trudnica s GD-
om u odnosu na trudnice koje nisu razvile dijabetes u trudno¢i. Moguce je da NKT-
stanice potiCu proliferaciju limfocita na Sto ukazuje i negativha povezanost omjera
NKT/NK-stanica s postotkom neutrofila, iz ¢ega se moze zakljuciti da se imunoloski
odgovor kod GD-a usmjerava prema limfocitima. Negativha korelacija s brojem
trombocita moze biti rezultat upalnog procesa za koji je karakteristiCan pad broja
trombocita. Pregledom literature nema podataka o povezanosti NKT- i NK-stanica s
brojem trombocita te je jedina pronadena korelacija izmedu postotka NKT-stanica i
broja trombocita obrnuta dobivenoj u ovom istrazivanju te je pretpostavljeno kako su
NKT-stanice ukljuéene u patogenezu idiopatske trombocitopenije (154).

U skupini trudnica s GD-om i komplikacijama omjer NKT/NK-stanica u pozitivnoj je vezi
i s koncentracijom inzulina. NKT-stanice mogu utjecati na proizvodnju inzulina i
glukoneogenezu u jetri putem proizvodnje razli€itih citokina te na funkciju adipoznog
tkiva koja ukljuCuje skladiStenje masti i proizvodnju adipokina, ali mogu i modulirati
aktivnost drugih imunoloskih stanica uklju€enih u regulaciju metabolizma glukoze.
Medutim, i povecana aktivhost NKT-stanica moze pojacati upalne procese i time
pojacati inzulinsku rezistenciju zbog ¢ega gusteraca proizvodi veée koli€ine inzulina.
Snizen postotak NK-stanica pronaden je kod trudnica s dijabetesom u odnosu na
zdrave trudnice, $to je u skladu s dobivenim rezultatima (155). Ta je povezanost i u
skladu s pozitivnom povezano$¢u izmedu omjera NKT/NK-stanica i C-peptida medu
svim ispitivanim skupinama s obzirom na istovjetnu ulogu C-peptida i inzulina.

Omjer pomagackih/citotoksicnih limfocita u negativnoj je i zna€ajnoj vezi s postotkom

NKT-stanica te koncentracijama inzulina, C-peptida i s izraunatim HOMA-IR. Kod
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trudnica s GD-om, neovisno o komplikacijama, taj je omjer u pozitivnoj vezi s folnom
kiselinom. Pomagacki i citotoksi¢ni T-limfociti imaju razliite uloge u imunoloSskom
odgovoru; pomagacki T-limfociti koordiniraju imunoloski odgovor, dok citotoksi¢ni T-
limfociti uniStavaju upalne stanice, a NKT-stanice imaju regulacijsku ulogu (156).
Negativna korelacija sugerira da postoji odredena ravnoteza izmedu tih populacija
imunoloskih stanica. Povecanjem postotka NKT-stanica moze do¢i do smanjenja
omjera pomagackih/citotoksi¢nih limfocita §to mozZe ukazivati na preusmjeravanje
imunoloSkog odgovora, to jest moguce je da NKT-stanice inhibiraju aktivaciju i
proliferaciju T-limfocita, pa tako dovode do smanjenog postotka pomagackih limfocita.
Povecéan broj citotoksi¢nih T-limfocita mozZe biti povezan s pojatanom upalnom
reakcijom koja dovodi do osteCenja tkiva i razvoja inzulinske rezistencije, dok
smanjenje broja pomagackih T-limfocita mozZe dovesti do slabljenja antiupalne zastite.
Sve to doprinosi razvoju inzulinske rezistencije i povecanim koncentracijama inzulina,
C-peptida i HOMA-IR.

Omijer B1/B2-limfocita u znacajnoj je negativnoj vezi s postotkom T-limfocita, a u
pozitivhoj i znac¢ajnoj vezi s postotkom B-limfocita. Taj se omjer nije pokazao vazan u
korelaciji s biokemijskim parametrima, gdje je jedino negativha povezanost pronadena
u skupini zdravih trudnica s komplikacijama izmedu omjera B1/B2-limfocita i feritina.
Smanjenje omjera B1/B2-limfocita, odnosno povecéanje udjela B2 limfocita, moze biti
povezano s povecanim potrebama za Zeljezom, $to bi moglo dovesti do smanjenja
feritina. Dokazano je da nedostatak Zeljeza ima ocit u€inak na podskupine limfocita.
Promjene u podskupovima limfocita po€inju uglavhom kao odgovor na smanjene
koncentracije hemoglobina, a ne na nedostatak Zeljeza ili feritina. Sinkronizirani pad
hemoglobina i povecanje ukupnog kapaciteta vezanja Zeljeza dovode do apsolutnog
smanjenja ukupnih limfocita, uglavhom NK-stanica, i relativnog povecanja T-limfocita,
pretezno pomagackih T-limfocita (157). S druge strane, komplikacije u trudnoci ¢esto
Su povezane s upalnim procesima koji mogu utjecati na metabolizam Zeljeza i dovesti

do smanjenja razine feritina.
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6.4. Ucestalost genotipova i alela analiziranog SNP-a izmedu skupine ispitanica s

GD-om i zdravih ispitanica

Analizirana je ucCestalost genotipa GG, CG i CC rs1800769 izmedu dvije grupe
(kontrolna skupina trudnica i trudnice s GD-om) razli¢itim modelima nasljedivanja
(kodominantni, dominantni, recesivni, superdominantni) kako bi se utvrdila povezanost
izmedu SNP IL-6 i rizika od GD-a. U obje skupine ispitanica genotipske frekvencije IL-
6 odgovaraju Hardy-Weinbergovoj ravnotezi, Sto ukazuje na slu€ajno parenje i
odsutnost znacajnih odstupanja od ocekivanih frekvencija. Omjer izgleda predstavlja
relativni rizik razvoja GD-a kod nositelja odredenog genotipa u odnosu na nositelje
referentnog genotipa. Omijer izgleda za heterozigotnog genotipa (CG) u SNP-u
rs1800769 je 1,41, Sto sugerira blago povecan rizik za GD kod nositelja tog genotipa.
Kod dominantnog i superdominantnog modela omjer izgleda za kombinaciju CG i CC
genotipova je 1,54 i 1,39, respektivno, Sto takoder ukazuje na blago povecan rizik za
GD. Kod recesivhog modela omjer izgleda za CC genotip nije izraunat zbog male
frekvencije tog genotipa. Ovi rezultati potvrduju prethodne rezultate gdje je kod
polimorfizma rs1800796 pronadena povezanost alela G s T2DM i GD-om (81, 84).
Bez obzira na analizirani model nasljedivanja (kodominantni, dominantni, recesivni,
superdominantni) nije pronadena statistiCki znaCajna razlika u distribuciji genotipova i
alela izmedu zdravih trudnica i trudnica s GD-om za ispitivane SNP-ove rs1800629
(TNF-@) i rs1800896 (IL-10). Vrijednosti omjera izgleda blizu su 1, S$to ukazuje na
odsutnost vece vjerojatnosti razvoja GD-a kod nositelja odredenih genotipova. Mala
odstupanja od Hardy-Weinberg ravnoteZe u obje skupine ukazuju na slu¢ajno parenje
i odsutnost znacajnih odstupanja od ocCekivanih frekvencija genotipova. Ovi rezultati
nisu potvrdili dosadasnja saznanja o navedenim polimorfizmima. Kod rs1800796
ranije je pronadena povezanost alela G s T2DM i GD-om (81, 84) Sto nije potvrdeno u
u ovom istraZivanju u slu€aju GD-a, dok je polimorfizam rs1800896 u prijaSnjem
istrazivanju bio povezan s poveéanim rizikom za razvoj T2DM (5), a ovo je istrazivanje
pokazalo da nije povezan s rizikom za razvoj GD-a.

Analiza polimorfizma rs266729 u genu za AdipoQ sugerira da bi mogao postojati
odredeni utjecaj genotipa adiponektina na razvoj GD-a. Homozigotni genotip CC
pokazao se povezan s povecanim rizikom od GD-a u odnosu na heterozigotni genotip
CG. Ta je povezanost statistiCki zna¢ajna u dominantnom modelu (p = 0,08). Omijer

izgleda za homozigotni genotip CC veci je od 1 u odnosu na heterozigotni genotip CG,

81



6. Rasprava

Sto ukazuje na povecan rizik od GD-a kod nositelja genotipa CC. Ti su rezultati suprotni
dosadasnjim rezultatima koji su pokazali kako G alel rs266729 u genu AdipoQ
povecéava rizik od razvoja GD-a (86-89). U obje grupe (kontrola i GD) genotipske

frekvencije adiponektina odgovaraju Hardy-Weinbergovoj ravnotezi.

6.5. Razlike u vrijednostima IL-6, IL-10, TNF-a i adiponektina s obzirom na

genotipove analiziranih SNP-ova

Ovo je prvo istrazivanje koje je ispitalo razlike u vrijednostima IL-6, IL-10, TNF-a i
adiponektina s obzirom na genske varijante rs1800629, rs1800796, rs1800896 i
rs266729. Istrazivanjem je dokazano da nema znacajnih razlika u vrijednostima IL-6,
IL-10, TNF-a i adiponektina s obzirom na genotipove analiziranih SNP-ova kod
kontrola i ispitanica s GD-om ni u pojedinim skupinama ispitanica. S obzirom na to da
je utjecaj gena na sloZzene osobine, kao Sto je razina upalnih markera, Cesto poligeni,
moguce je da su za varijacije u vrijednostima ovih proupalnih i protuupalnih ¢cimbenika
odgovorni drugi geni ili kombinacije gena. Osim genetickih Cimbenika na razinu upalnih
i metabolickih Cimbenika utjeCu i okolisni Cimbenici kao Sto su ITM, prehrana, tielesna
aktivnost i stres te su ovi ¢imbenici mogli maskirati ili modificirati genske ucinke. No
isto tako, u ovo istrazivanje ukljuCeno je 162 trudnice, sto je relativno mali broj za
otkrivanje manijih, ali statistiCki znac€ajnih razlika izmedu ispitivanih skupina. Stoga se
ne moze iskljuCiti da bi postojala statistiCki znacajna razlika kada bi se istraZivanje

provelo na veéem broju ispitanica.

6.6. Razlike u omjerima s obzirom na genotipove analiziranih SNP-ova

Nema znacajnih razlika u vrijednostima omjera NKT/NK-stanica,
pomagackih/citotoksicnih T-limfocita i B1/B2-limfocita s obzirom na genotipove
analiziranih SNP-ova za IL-6, IL-10 i adiponektin kod kontrola i ispitanica s GD-om.
Medutim, znacajno su viSe vrijednosti omjera pomagackih/citotoksi¢nih limfocita kod
ispitanica s GD-om i komplikacijama u odnosu na zdrave i na zdrave ispitanice s
komplikacijama kod GG, s obzirom na rs1800796 (/L — 6). To ukazuje da bi omjer
pomagackih/citotoksi¢nih T-limfocita u kombinaciji s genotipom GG (rs1800796)
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mogao posluZziti kao potencijalni biomarker za rano otkrivanje trudnica s vecim rizikom
od razvoja komplikacija.

Omjer pomagackih/citotoksicnih limfocita u slu€aju rs1800629 (TNF-«) ima znacajno
niZe vrijednosti u slu€aju GG kod svih ispitanica i u slu€aju ispitanica kontrolne skupine.
Takoder, omjer pomagackih/citotoksicnih limfocita u skupini s GG znacajno je veéi kod
ispitanica s GD-om i komplikacijama u odnosu na zdrave ispitanice s komplikacijama i
na ispitanice s GD-om. Taj omjer znacajno je vec¢i kod AG u skupini zdravih ispitanica.
U slu€aju rs266729 (AdipoQ) kod CC znacajno su nize vrijednosti omjera NKT/NK kod
zdravih ispitanica u odnosu na sve ostale skupine $to mozZe ukazivati na potencijalno

drugadiji imunolo$ki odgovor zdravih ispitanica s ovim genotipom.

6.7. Prednosti i ograniCenja istraZivanja

Rezultati ovog istrazivanja pridonose boljem razumijevanju patofiziologije GD-a. Ovo
je prvo istrazivanje koje je ukljucilo Cetiri skupine ispitanica (zdrave trudnice, zdrave
trudnice s imunolodkim komplikacijama, trudnice s GD-om, trudnice s GD-om i
imunoloSkim komplikacijama) sa strogim uklju¢nim i isklju¢nim kriterijima. Sve su
skupine ispitanica dobro uparene s obzirom na dob, gestacijski tiedan te imunoloski
profil i na prethodnu povijest bolesti. Vazno je naglasiti da su sve trudnice iz iste
geografske regije te je broj ispitanica ujednacen u svim skupinama.

Isto tako, prednost istraZzivanja je opseg analiziranih parametara, a posebnost je i
postotak B1- i B2-limfocita kod trudnica s GD-om i zdravih kontrolnih trudnica te
korelacija vrijednosti IL-6, IL-10, TNF-a i adiponektina s varijantama gena za IL-6, IL-
10, TNF-a i adiponektin.

OgraniCenje istrazivanja relativno je mali broj ispitanica i odredivanje IL-10
imunokemijskom metodom. Svim ispitanicama izmjeren je IL-10 s vrijednoS¢u
< 5 pg/mL. Imunokemijske metode imaju ograni€enu osjetljivost, posebno kada se
mjere niske koncentracije poput IL-10. Dobiveni rezultati ograni€ili su statistiCku
analizu. U istrazivanju je koriStena automatizirana metoda za odredivanje IL-10, koja
je od nedavno dostupna na trzistu, te je oCekivano da se razvojem metode promijeni i
granica osjetljivosti Cime bi se mozda mogle to¢no odrediti vrijednosti IL-10 u uzorku i

ispitati korelacija s varijantama gena za IL-10.
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6. Rasprava

U potencijalnom nastavku istrazivanja moglo bi se ispitati i druge genske varijante za
ispitivane pro-upalne i protu-upalne Cimbenike GD-a te povecati skupine ispitanica.
Takoder bi se moglo razvrstati skupine trudnica s komplikacijama prema komplikaciji

kako bi se vidjelo utje€u li sve komplikacije jednako na imunoloski profil trudnice.
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7. ZAKLJUCAK

lako pocetna hipoteza nije potvrdena, istrazivanje je donijelo vrijedna saznanja o

imunoloskom profilu u GD-u. Rezultati istrazivanja postavili su temelje za nove

hipoteze i istraZivanja.

Prema rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1.

Nema statistiCki znaCajne razlike u omjerima NKT/NK-stanica, B1/B2-limfocita i
pomagackih/citotoksicnih limfocita izmedu trudnica s GD-om i zdravih trudnica,

neovisno o imunoloskim komplikacijama u trudnoci.

. U skupini zdravih ispitanica nema znacajnih povezanosti izmedu omjera

NKT/NK-stanica, B1/B2-limfocita te pomagackih/citotoksi¢nih limfocita i
izmjerenih vrijednosti IL-6, IL-10, TNF-a i adiponektina, dok je u skupini zdravih
ispitanica s komplikacijama uo€eno da su viSe vrijednosti IL-6 Sto je vecCi omjer
NKT/NK-stanica te da su uz viSe vrijednosti omjera pomagackih/citotoksi¢nih
limfocita nize vrijednosti IL-6.

Kod ispitanica s GD-om omjer B1/B2-limfocita nizi je kod viSih vrijednosti IL-6.
Ispitanice s GD-om i komplikacijama imaju znacCajnu negativhu vezu omjera
B1/B2-limfocita s adiponektinom.

U skupini svih ispitanica omjer NKT/NK-stanica u pozitivnoj je i zna€ajnoj vezi s
postotcima T-limfocita, citotoksi¢nih T-limfocita te s koncentracijama C-peptida
i triglicerida, dok je veza negativna s koncentracijom HDL-kolesterola.

Kod trudnica s GD-om omjer NKT/NK-stanica u pozitivnoj je vezi s postotkom
limfocita, dok je veza negativha s brojem trombocita i postotokom neutrofila.
Kod trudnica s GD-om i komplikacijama omjer NKT/NK-stanica je u pozitivhoj
vezi i s koncentracijom inzulina.

Omjer pomagackih/citotoksicnih limfocita u negativnoj je i zna€ajnoj vezi s
postotkom NKT-stanica te koncentracijama inzulina, C-peptida i s izraCunatim
HOMA-IR. Kod trudnica s GD-om, neovisno o komplikacijama, ovaj je omjer u
pozitivnoj vezi s izmjerenim vrijednostima folne kiseline.

Omjer B1/B2-limfocita nije se pokazao vazan u Kkorelaciji s biokemijskim
parametrima gdje je negativha povezanost pronadena jedino u skupini zdravih
trudnica s komplikacijama izmedu omjera B1/B2-limfocita i feritina.
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7. Zakljuéak

8. Omijer izgleda za heterozigotni genotip CG rs1800769 (IL-6) sugerira blago
poveéan rizik za GD kod nositelja tog genotipa. Kod dominantnog i
superdominantnog modela omjer izgleda za kombinaciju CG i CC genotipova
takoder ukazuje na blago povecan rizik za GD.

9. Bez obzira na analizirani model nasljedivanja (kodominantni, dominantni,
recesivni, superdominantni) nije pronadena statistiCki znacCajna razlika u
distribuciji genotipova i alela izmedu zdravih trudnica i trudnica s GD-om za
ispitivane SNP-ove rs1800629 (TNF-«) i rs1800896 (IL-10).

10. Homozigotni genotip CC pokazao se povezan s povecanim rizikom od GD-a u
odnosu na heterozigotni genotip CG u SNP-u rs266729 u genu za AdipoQ.

11. Nema znacajnih razlika u vrijednostima IL-6, IL-10, TNF-a i adiponektina s
obzirom na genotipove analiziranih SNP-ova (rs1800629, rs1800796,
rs1800896 i rs266729) kod kontrola i ispitanica s GD-om ni u pojedinim

skupinama ispitanica.
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8. SAZETAK

Cilj: Gestacijski dijabetes (GD) definiran je kao hiperglikemija koja se prepoznaje prvi puta
tijekom trudnoce, a njegova je incidencija u porastu. Cilj istrazivanja bio je ispitati razlike u
omjerima imunolodkih stanica (NKT/NK-stanica, B1/B2-limfocita, pomagackih/citotoksi¢nih T-
limfocita) izmedu trudnica s GD-om i zdravih trudnica te odrediti razinu proupalnih i
protuupalnih biljega (IL-6, TNF-a, IL-10, adiponektin) i njihove genske varijante povezane s
imunoloSkim odgovorom te usporediti rezultate s rutinskim biokemijskim i hematoloSkim
parametrima.

Nacrt studije: IstraZivanje je ustrojeno kao presjecno istrazivanje te je u njemu sudjelovalo 162
trudnice u tre¢em trimestru trudnoce. Ispitanice su podijeljene u 4 skupine: trudnice s GD-om
bez komplikacija, trudnice s GD-om i dodatnim komplikacijama, kontrolna skupina trudnica
(koje nisu razvile GD) bez komplikacija i kontrolna skupina trudnica (trudnice koje nisu razvile
GD) s komplikacijama.

Ispitanici i metode: Venska je krv uzorkovana trudnicama u tre¢em trimestru trudnoce te su
ucinjene analize koje su obuhvatile odredivanje kompletne krvne slike i diferencijalne krvne
slike, glukozu, lipide, C-reaktivni protein, imunoglobuline, hormone (inzulin, C-peptid), vitamine
(B12, folna kiselina), NT-proBNP, zeljezo, feritin, HbA1c, interleukin (IL)-6, IL-10, TNF-q,
adiponektin, imunofenotipizaciju limfocita proto€nom citometrijom i genotipizacija varijanti
gena rs266729 (AdipoQ), rs1800629 (TNF-a), rs1800896 (IL-10) i rs1800796 (IL-6) metodom
lan€ane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu.

Rezultati: Nema statistiCki znacajne razlike u omjerima NKT/NK-stanica, B1/B2-limfocita i
pomagackih/citotoksi¢nih limfocita izmedu trudnica s GD-om i zdravih trudnica, medutim kod
trudnica s GD-om omjer je B1/B2-limfocita bio nizi kod visokih vrijednosti IL-6 te u znacajnoj
negativnoj vezi s adiponektinom. Razli€iti omjeri imunolo$kih stanica bili su povezani s drugim
biokemijskim parametrima, poput lipida i hormona. Odredene genske varijante (SNP)
povezane su s povecanim rizikom od razvoja GD-a. Genotip CG u rs1800769 u genu za IL-6 i
genotip CC u rs266729 u genu AdipoQ pokazali su se ¢imbenicima rizika za razvoj GD-a. Nisu
pronadene znacCajne povezanosti izmedu ispitivanih genotipova i izmjerenih koncentracija
adiponektina, IL-6, IL-10 i TNF-a.

Zaklju€ak: Genotip CG u rs1800769 u genu za IL-6 i genotip CC u rs266729 u genu AdipoQ
povezani su s rizikom za razvoj GD-a, a omjer B1/B2-limfocita u znacajnoj je vezi s
vrijednostima adiponektina kod trudnica s GD-om.

Kljucéne rijeci: gestacijski dijabetes, trudnoc¢a, limfociti, upala, polimorfizam jednog nukleotida
(SNP)
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9. SUMMARY

Objective: Gestational diabetes (GD) is defined as hyperglycemia that is recognized for the
first time during pregnancy, and its incidence is increasing. The aim of the research was to
examine the differences in the ratios of immune cells (NKT/NK-cells, B1/B2-lymphocytes,
helper/cytotoxic T-lymphocytes) between pregnant women with GD and healthy pregnant
women, and to determine the level of pro-inflammatory and anti-inflammatory markers (IL-6 ,
TNF-a, IL-10, adiponectin) and their genetic variants associated with the immune response,
and also compare the results with routine biochemical and hematological parameters.

Study draft: The research was organized as a cross-sectional study, and 162 pregnant women
in the third trimester participated in the research. The test subjects were divided into 4 groups:
pregnant women with GD without complications, pregnant women with GD and additional
complications, a control group of pregnant women (who did not develop GD) without
complications and a control group of pregnant women (pregnant women who did not develop
GD) with complications.

Subjects and methods: Venous blood was sampled from pregnant women in the third trimester
of pregnancy and analyzes were performed that included determination of complete blood
count and differential blood count, glucose, lipids, C-reactive protein, immunoglobulins,
hormones (insulin, C-peptide), vitamins (B12, folic acid), NT-proBNP, iron, ferritin, HbA1c,
interleukin (IL)-6, 1L-10, TNF-a, adiponectin, immunophenotyping of lymphocytes by flow
cytometry and genotyping of polymorphisms rs266729 (AdipoQ), rs1800629 (TNF-a),
rs1800896 (/L-10) and rs1800796 (/L-6) by the polymerase chain reaction method.

Results: There is no statistically significant difference in the ratios of NKT/NK-cells, B1/B2-
lymphocytes and helper/cytotoxic lymphocytes between pregnant women with GD and healthy
pregnant women, however, in pregnant women with GD, the ratio of B1/B2-lymphocytes was
lower with high values of IL-6 and in a significantly negative relationship with adiponectin.
Different ratios of immune cells were associated with other biochemical parameters, such as
lipids and hormones. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) are associated with an
increased risk of developing GD. The CG genotype in rs1800769 in the /L-6 gene and the CC
genotype in rs266729 in the AdipoQ gene were shown to be risk factors for the development
of GD. No significant associations were found between the genotypes for adiponectin, IL-6, IL-
10 and TNF-a and the measured concentrations of these cytokines.

Conclusion: The CG genotype in rs1800769 in the /L-6 gene and the CC genotype in rs266729
in the AdipoQ gene are associated with the risk of developing GD, and the ratio of B1/B2-
lymphocytes is significantly related to adiponectin values in pregnant women with GD.

Key words: gestational diabetes, pregnancy, lymphocytes, inflammation, single nucleotide

polymorphism (SNP)
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