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STATUSI FUNKCIJA VITAMINA D | C-30-EPIMERA 25-
HIDROKSIVITAMINA D3 KOD TRUDNICA SA PREEKLAMPSIJOM
| BEZ NJE | KOD NOVOROPENCADI

Apstrakt

Vitamin D je od izuzetne vaznosti u trudnoCi pre svega za normalan rast kostiju i za
celokupan razvoj bebe. Pokazano je medutim da 40-80 % trudnica ima nizak nivo (< 20
ng/ml) 25-hidroksivitamina D (25(OH)D) u serumu kao i da nizak nivo vitamina D u
trudnoci povecava rizik za pojavu preeklampsije (PE) i prevremenih porodaja. U Srbiji,
gde hrana nije obogacena vitaminom D, stopa preeklampsije je veca u zimskom periodu.
Odgovor na suplemenatciju vitaminom D dodatno se usloZnjava prisustvom C-30-
epimera 25(0OH)D3 (3-epi-25(0OH)D3), €iji udeo u ukupnom nivou 25(0OH)D u krvi moze
biti i do 60 % kod beba, ado 17 % kod odraslih. Prisustvo 3-epi-25(0OH)Ds3 u krvi pupCane
vrpce ukazuje da postoji prenos sa majke na novorodence. Medutim, i dalje je nepoznato
koja je uloga povisenog nivoa 3-epi-25(0OH)D3 kod novorodencadi, kako se nivo menja
tokom prvih nedelja Zivota novorodencadi kao i kakav efekat 3-epi-25(OH)D3 imanarast
kostiju beba rodenih iz fizioloskih trudnoéa u odnosu na trudnoce sa komplikacijamakao
Sto je preeklampsija. Stoga su ciljevi ove teze: 1) validacija upitnika o uCestalosti
konzumiranja namirnica (WRH-FFQ) koji bi omogucio procenu unosa vitamina D kod
mladih Zena u reproduktivnom dobu u Srbiji; 2) sagledavanje povezanosti niskog unosai
statusa vitamina D sa pojavom preeklampsije, kao i odredivanje udela 3-epi-25(OH)D3 u
ukupnom sadrzaju 25(OH)D3u odnosu na zdravstvene ishode majki i novorodencadi; 3)
odredivanje nivoa 3-epi-25(OH)D3 tokom prvih nedelja Zivota novorodencadi i
sagledavanje njegovog efekta na rast kostiju beba rodenih iz fizioloskih trudnoca u
odnosu na trudnoce sa komplikacijama kao $to je preeklampsija; i 4) ispitivanje bioloSkog
odgovora kostiju na izlozenost endogenom i egzogenom izvoru 3-epi-25(0OH)D3 na

animalnom model u.

Studija validacije upitnika WRH-FFQ za procenu unosa vitamina D kod mladih Zena u
reproduktivnom dobu u Srbiji izvedenaje od novembrado aprila, kada je smanjeno UVB
zraCenje. Upitnik WRH-FFQ adekvatno su popunile 422 zene od kojih su nasumicno
odabrane 44 Zene ukljucene u dalji proces validacije, koji je obuhvatao tri vremenski
odvojena  popunjavanja  anketa  dvadesetCetvoroCasovne ishrane  (24h-Al),

antropometrijsko merenje i uzorkovanje krvi. Sadrzaj ukupnog 25(OH)D u krvi



(biomarker) odreden je kod 23 Zena. UsaglaSenost rezultata unosa vitamina D ispitivana
je pomoc¢u Bland-Altman-ovih plotova i koeficijenata korelacije izmedu primenjenih
metoda. Koeficijent validacije izraCunat je metodom trijada. Unos vitamina D procenjen
pomocéu WRH-FFQ (srednja vrednost + SD) bio je 4.0 £3.3 pg/d za sve ucesnice i 3.14
+2.3 pg/d za podgrupu od 44 Zene. Bland-Altman-ovi plotovi pokazali su visoko slaganje
za procenjen unos vitamina D. Koeficijenti korelacije izmedu podataka WRH-FFQ i 24h-
Al, WRH-FFQ i biomarkera, 24h-Al i biomarkera bili su 0.686, 0.422, i 0.404, redom.
Koeficijenti validacije (95 % intervali pouzdanosti) za WRH-FFQ, 24h-Al i biomarker u
plazmi bili su 0.847 (0.564-0.928), 0.810 (0.537-0.997) i 0.499 (0.190-0.840), redom.
Dobijeni rezultati potvrdili su potencijal WRH-FFQ upitnika da adekvatno proceni unos

vitamina D Zena u Srbiji, gde nije obavezno obogacivanje namirnica vitaminom D.

Tokom zimskih meseci u Srhiji, 60 trudnica sa preeklampsijom (PE grupa) i bez nje
(kontrolna grupa) ukljucene su u studiju i popunile WRH-FFQ upitnik. U uzorcima krvi
majki i krvi iz pupCane vrpce, sakupljenih na porodaju, odredene su koncentracije 25-
OH-D3, 3-epi-25-OH-D3 i 24,25-dihidroksivitamina D3 (24,25-(OH)2D3) primenom LC-
MS/MS, kao i koncentracija 1,25-dihidroksivitamina D (1,25-(OH)2D) u krvi majki.
Razlike su testirane pomo¢u miksmodela ANOVA i Bonferroni post hoc testova (p<0.05).
Porodaji Zena sa PE bili su u ranijem gestacionom dobu u odnosu na kontrolnu grupu.
Procenjeni unos vitamina D bio ispod preporu¢enog dnevnog unosa skoro kod svih
trudnica. lzmedu PE i kontrolne grupe nije nadena statisticki znaCajna razlika u unosu
vitamina, koji se kretao u rasponu od 38 do 650 IU/dan. Grupa sa PE je imala znaCajno
nizu koncentraciju ukupnog 25-OH-D (PE grupa: 11.2+5.1; kontrolna grupa: 16.1+5.7
ng/mL; p=0.0006), 25-OH-D3 (PE grupa: 10.0+4.9; kontrolna grupa: 14.2+5.8 ng/mL;
p=0.002), 3-epi-25-OH-D3z (PE grupa: 0.5+0.2; kontrolna grupa: 0.7+0.2 ng/mL;
p=0.0007) i 1,25-(OH).D (PE grupa: 56.5+26.6; kontrolna grupa: 81.0+25.7 pg/mL;
p=0.018) u plazmi, dok u koncentraciji 24,25-(OH).D3 nije bilo znatajne razlike medu
grupama. Za razliku od majki, obe grupe novorodencadi imali su slicne koncentracije
ukupnog 25-OH-D, 25-OH-D3, 3-epi-25-OH-D3 i 24,25-(0OH)2D3 u plazmi, ai je kod
novorodencadi Cije su majke imale PE primecen povecan sadrZaj 3-epi-25-OH-Dsg,
izrazen kao procenni udeo u ukupnom sadrzaju 25-OH-D3 (PE grupa: 7.9+1.1; kontrolna
grupa: 7.0£1.4; p=0.005). Vrednosti ukupnog sadrZaja 25-OH-D niZe od 12 ng/mL, koje
ukazuju na nedostatak vitamina D, uoCene su kod 47% svih ispitanih trudnica i 77%



novorodencadi. Ovi podaci isticu potrebu za suplementacijom vitaminom D u trudnodi i

za razmatranjem obaveznog obogac¢ivanja namirnica vitaminom D u Srbiji.

Preliminarna studija, sprovedena u Kanadi, ukljucila je majke sa preeklampsijom i bez
njei njihovu novorodencad rodenu prevremeno (PE=7, kontrolna grupa=12). U uzorcima
plazme majki (uzetih neposredno pre porodaja) i novorodencadi (uzetih na kraju prve i
pete nedelje postpartalno) odredene su koncentracije 25-OH-Ds3, 3-epi-25-OH-D3 i 24,25-
(OH)2D3) pomocu LC-MS/MS. Promene u sadrZaju metabolita vitamina D tokom prvih
5 nedelja zivota novorodencadi poredene su sa parametrima koStane mase, odredenim
pomocéu apsorpciometrije X zraka (DXA), u procenjenom punom terminu. Sva
novorodencad ukljuCena u studiju rodena su pre 32 nedelje gestacije (29.0 + 1.5 nedelje
gestacije) sa telesnom masom manjom od 1500 g (1144.5 + 244.4 g). Povecan unos
vitamina D tokom pet nedelja suplementacije holekalciferolom odrazio se na
koncentraciju ukupnog 25-OH-D3 (Nedelja1: 18.1 + 7.1 vs Nedelja5: 25.3 + 10.6 ng/ml,
p=0.02), kao i 3-epi-25-OH-D3 (Nedelja 1: 5.1 + 4.2 vs Nedelja 5: 20.0 £ 15.9 ng/ml,
p<0.0001). U posmatranom vremenskom periodu koncentracija 24,25-(OH)2D3 u plazmi
nije se znacajno menjala (Nedelja 1: 0.9 + 0.5 vs Nedelja 5: 0.7 £ 0.5 ng/ml, p=0.13)
ukazujuci na nezrelost CYP24A1 (enzima koji katalizuje reakciju hidroksilacije na C-24
poloZaju) kod prevremeno rodene novorodencadi, koja se ogleda u njegovoj nepotpunoj
aktivnosti. Utvrdena slaba korelacija izmedu koncentracije 3-epi-25-OH-Ds u plazmi
novorodencadi i pove¢anog mineralnog sadrzaja i gustine prsljenova L1-4, ukazuje na
potencijalne pozitivne efekte povecane koncentracije 3-epi-25-OH-D3 na gustinu i
mineralni sastav kostiju kicmenog stuba.

U cilju razumevanja bioloSkog odgovora kostiju na 3-epi-25-OH-D3 na Sprague Dawley
pacovima (4 nedelje stari, n=6/grupa/pol) u 0., 4. i 8. nedelji pracena je zavisnost promena
telesne mase, biohemijskih parametara i gustine lumbalnog L3 prsljena (BMD pomocu
DXA), od sadrZaja endogenog i egzogenog 3-epi-25-OH-D3. Pacovi su podeljeni u 6
grupa i hranjeni kontrolnom AIN-93G dijetom (1 IU holekalciferola/lg dijete) ili
eksperimentalnim dijetama, tokom osam nedelja: holekalciferol od 2 i 4 1U/g dijete, 3-
epi-25(OH)D3 od 0.5 i 1 1U/g dijete ili 25(0OH)Ds (0.5 1U/g dijete). Kosti L3 prsljena
snimane su in vivo u nultoj i osmoj nedelji i ex vivo pomocu mikrokompjuterizovane

tomografije. Telesna masa i unos hrane nisu se znaCajno razlikovali izmedu grupa.



Endogeno stvaranje 3-epi-25(OH)D3 kod mladih pacova izlozenih dijetama sa
holekalciferolom bilo je dozno zavisno (24.7 +17.1 ng/mL vs 5.3 £1.4 ng/mL, p=0.001),
sa izrazenijim efektom kod Zenki u odnosu na muzjake. lzloZzenost egzogenim izvorima
3-epi-25(0OH) D3, konzumacijom dijeta sa 3-epi-25(0OH)D3 (0.5 1 IU/g dijete) dovelo je
do brzog porasta njegove koncentracije (p<0.0001), a smanjenja koncentracije 25(0OH) D3
i 24,25(0OH)2D3 u poredenju sa pacovima hranjenim dijetom sa 0.5 IU 25(0OH)Ds. U
osmoj nedelji, supresivni efekat dijetasa 0.5 1 U 3-epi-25(0OH)D3 na PTH (364.1 +
222.31 294.6 £ 135.8 vs 750.5 + 372.2 pg/mL, p=0.019) uocen je kod muZjaka pacova.
Mineralna gustina L3 vBMD bila je povecana u osmoj nedelji kod muzjaka, koji su
hranjeni dijetom sa 0.5 IU 3-epi-25(0OH)D3, u odnosu na one hranjene sa 0.5 1U
25(OH)D3, bez znacajnih razlika u biomarkerima kostiju (iCa, CTX, RANKL i OPG)
medu njima. Veéa koncentracija 3-epi-25(OH)Ds u krvi podrZavala je normalan razvoj

kostiju kroz adekvatnu mineralizaciju i gustinu kostiju.

U okviru ove doktorke disertacije kreiran je i validiran upitnik o ucestalosti konzumiranja
namirnica WRH-FFQ za procenu unosa vitamina D kod mladih Zena u Srbiji, gde hrana
nije dodatno obogacena vitaminom D. Ove studije su obezbedile nove podatke o unosu i
statusu vitamina D kod novorodencadi i mladih Zena u Srbiji. Takode, proSireno je znanje
o fiziologiji 3-epi-25(OH)Ds kod preveremeno rodjenih beba i njihovih majki sa i bez
preeklampsije. Konacno, rezultati studije na animalnom modelu doprineli su saznanjima
0 bioloSkom poreklu i uticaju 3-epi-25(OH)Dz na rast kostiju i vredni su za dalja
ispitivanja znaCaja 3-epi-25(OH)D3 kao biomarkera statusa vitamina D, naroCito
uzimajuci u obzir da trenutno ne postoje smernice za interpretaciju sadrzaja 3-epi-
25(OH)D3 u krvi pacijenata.

Kljucne reci: status vitamina D, metaboliti vitamina D, 3-epi-25(OH)Ds3, preeklampsija,
trudnoca, krv majki i pupCane vrpce, kosti, unos vitamina D, validacija upitnika o
uCestalosti konzumiranja namirnica, reproduktivno zdravlje Zena, mladi pacovi, dozno
zavisni odgovor, LC-MS/MS
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STATUSAND FUNCTION OF VITAMIN D
AND C-3a-EPIMER OF 25-HYDROXYVITAMIN Ds
INMOTHERSWITH AND WITHOUT PREECLAMPSIA AND THEIR
INFANTS

Abstract

Vitamin D exposure during pregnancy isimportant for skeletal growth and devel opment
in the offspring. However, 40-80% of expecting mothers have low (< 20 ng/ml) serum
25-hydroxyvitamin D (25(OH)D) level . A recent meta-analysis demonstrated that low
vitamin D status in pregnancy increases the risk of preeclampsia (PE) and preterm birth.
In Serbia where there is no mandatory vitamin D food fortification policy, rates of PE
are higher in winter. Response to vitamin D supplementation is complicated by the
presence of C-3a epimer of 25(0OH)D3 (3-epi-25(0OH)Ds3) representing up to 60% of
total 25(OH)D in infants and 17% in adults, raising questions regarding its biol ogical
derivation and function. The presence of cord 3-epi-25(0OH)D3 suggests maternal -fetal
transfer. However, it is still unknown whether 3-epi-25(OH)D3 increases in the first few
weeks after birth and how it effects bone mineral accretion in infants of healthy and
complicated pregnancies. Therefore, sequential objectives of thisthesisareto: 1)
validate afood frequency questionnaire (WRH-FFQ) for assessing vitamin D intakein
young women of reproductive age in Serbia; 2) determine if low vitamin D intake and
status is associated with PE in Serbia; and describe the proportion of total 25(OH)D in
the 3-epi-25(0OH)Ds form in relation to maternal and neonatal outcomes; 3) establish if
3-epi-25(OH)D3 in preterm and term infants of mothers with and without PE is
predictive of bone mass at term age using a nested case vs. control design; and 4) test
the biological response of bone to endogenous and exogenous 3-epi-25(OH)Dz in an
animal model.

The Women and Reproductive Health FFQ (WRH-FFQ) was completed by 422 women.
A cross-sectional study, was conducted from November to April when UVB in Serbiais
minimal. On arepresentative sub-sample (n=44) three 24 hour dietary recalls and
anthropometric parameters were collected. Fasting blood samples for vitamin D

biomarkers analyses were available for 23 women. Correlation coefficients were



calculated between each of the dietary methods and Bland-Altman plots were
constructed. Validity coefficients, as a correlation between measured and estimated
‘true’ exposure, were calculated using the method of triads. The WRH-FFQ estimates of
vitamin D intake (mean + SD) for all participants were 4.0 £3.3 pg/d and 3.14 +2.3 pg/d
for the sub-group. Bland-Altman plots for these intakes showed high agreement.
Validity coefficients (95% CI) of the WRH-FFQ, 24 hour recall and biomarkers were
pQl 0.847 (0.564-0.928), pRI 0.810 (0.537-0.997) and pBI 0.499 (0.190-0.840) while
the correlation coefficients were 0.686, 0.422, and 0.404. The obtained results approved
WRH-FFQ as avalid tool for assessing dietary vitamin D intake in women living in

Serbia, a region without mandatory vitamin D food fortification.

During the winter months in Serbia, sixty pregnant women with (PE) and without
(control) preeclampsia were recruited at delivery when materna and cord blood were
collected followed by WRH-FFQ. Blood samples were analyzed for plasma 25-OH-Ds,
3-epi-25-OH-D3 and 24,25-dihydroxyvitamin D3 (24,25-(OH)2D3) by LC-MSMS and
maternal 1,25-dihydroxyvitamin D (1,25-(OH)2D). Differences between groups were
tested with ANOV A and Bonferroni post hoc tests (p<0.05). Women with preeclampsia
delivered infants at an earlier gestational age. Exogenous vitamin D intake (38-650
IU/d) was under recommended value and was not significantly different between
groups. Women with PE had significantly lower total plasma 25-OH-D (PE: 11.245.1;
control: 16.1+5.7 ng/mL; p=0.0006), 25-OH-D3 (PE: 10.0+4.9; control: 14.2+5.8
ng/mL; p=0.002), 3-epi-25-OH-D3 (PE: 0.5+0.2; control: 0.7+0.2 ng/mL; p=0.0007) and
1,25-(OH)2D (PE: 56.5+26.6; control: 81.0+25.7 pg/mL; p=0.018) while 24,25-(OH)2D3
was not different between groups. Infants were not different in total plasma 25-OH-D,
25-OH-D3, 3-epi-25-OH-D3 and 24,25-(0OH)2D3 but the proportion of 3-epi-25-OH-D3
was higher in the infant PE group (PE: 7.9+1.1; control: 7.0+1.4 % of total 25-OH-Ds3;
p=0.005). A high prevalence of vitamin D deficiency, as defined by plasma 25-OH-D <
12 ng/mL, was observed in 47% of al mothers and 77% of all infants. These data
underscore the need for prenatal vitamin D supplementation and afood fortification

policy in Serbia.

A small case-control study of mothers from Canada with and without PE and their

preterm (PE=7, control=12) infants were used to measure plasma 25-OH-D3, 3-epi-25-



OH-D3 and 24,25-dihydroxyvitamin D3 (24,25-(0OH)2D3) by LC-MS/MS. Plasma
samples were obtained at the end of the first (wk1) and fifth (wk5) week after birth.
Changesin vitamin D metabolites between preterm birth and estimated term age were
used to predict bone mass at term age as measured using dual -energy x-ray
absorptiometry while accounting for dietary and anthropometric characteristics.
Differences over time were tested using ANOV A and Bonferroni post hoc test, p<0.05.
For nineteen infants, born before 32 weeks of gestation and <1500 g, were included in
the study. Mean gestational age at birth was 29.0 + 1.5 weeks and birth weight 1144.5 +
244.4 g. Total vitamin D intake increased (after supplementation with cholecalciferol)
over time and increases were observed in vitamin D status based on plasma 25-OH-D3
concentration over the first 5 weeks (wk1: 18.1 + 7.1 vs wk5: 25.3 + 10.6 ng/ml,
p=0.02) aswell asin 3-epi-25-OH-D3 (Wk1: 5.1 + 4.2 vs wk5: 20.0 + 15.9 ng/ml,
p<0.0001). Over the same time-period 24,25-(OH).D3 (wk1: 0.9 + 0.5 vswk5: 0.7 £ 0.5
ng/ml, p=0.13) was not significantly changed. This work showed that 3-epi-25-OH-D3
increased over the first 5 weeks in parallel with increases of 25-OH-D3 while 24,25-
(OH).D3 was relatively stable suggesting the CY P24A1 activity does not readily mature
during 5 weeks postnatally in prematurely born infants. In addition increase of 3-epi-25-
OH-D3was positively correlated with increase of bone mineral density and bone
mineral content of L1-4 at estimated term age of preterm infants.

To test if increasing cholecalciferol resultsin a dose-response in plasma 3-epi-25(0OH) D3
content, weanling rats (4 wk, n=6/group/sex) were fed a control AIN-93G diet (1 1U
cholecalciferol /g diet) or an experimental diet for 8 wk: cholecalciferol at 2 or 4 1U/g
diet, 3-epi-25(0OH)D3 at 0.5 or 1 U/g diet or 25(0OH)D3 (0.5 1U/g diet). Measurements at
wk 0, 4 and 8 included growth, vitamin D metabolites, bone biomarkers and bone
mineral density (BMD, using dual-energy x-ray absorptiometry). In vivo (wk 0 and 8)
and ex vivo micro computed tomography (wk 8) scans provided volumetric BMD
(vBMD). Differences among groups were identified ussing ANOV A and Bonferroni tests
with p<0.05. Weight and food intake were not different among groups. Elevated 3-epi-
25(0OH)Dswas observedin females in the 4 1U cholecalciferol diet group (24.7 +17.1
ng/mL), compared to the control (5.3 +1.4 ng/mL, p=0.001). Ratsinthe0.5and 1 IU 3-
epi-25(OH)D3 groups had increased 3-epi-25(OH)D3 concentrations compared to the



25(0OH)Ds3 group (p<0.0001). In males at wk 8, parathyroid hormone (PTH) was
significantly lower in both 3-epi-25(OH)D3 groups compared to the 25(0OH)D3 group
(364.1 £ 222.3 and 294.6 + 135.8 vs 750.5 + 372.2 pg/mL, p=0.019). Lumbar vertebra 3
cortical and total vBMD were higher with 0.5 1U 3-epi-25(OH)D3 vs 25(OH)D3 group at
wk 8. Endogenous 3-epi-25(OH)D3 is generated dose-dependently in females, whereas
pharmacological 3-epi-25(0OH)D3 relative to 25(OH)D3 modestly reduces PTH in males.
Overall endogenous and exogenous 3-epi-25(OH) D3z support normal bone mineral
accretion.

These studies generated novel data regarding vitamin D intake and status of young
Serbian women and infants with important ramifications for public health policy. This
work also expanded knowledge on the physiology of 3-epi-25(OH)Dzin preterm and
term infants and their mothers with and without PE. Lastly the biological origin and
function of the 3-epi-25(OH)D3 on bone mineral accretion in ayoung animal model will
help authorities to decide whether the 3-epi-25(OH)D3 should be considered when

assessing vitamin D status.

Key words: preeclampsia, pregnancy, vitamin D status, maternal and cord blood,
vitamin D metabolites, 3-epi-25(0OH)Ds3, bone, vitamin D intake, food frequency
questionnaire, validation, women reproductive health, weanling rats, dose-response
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1. UvVOD



Preeklampsija (PE) je komplikacija koja se javlja u trudno€i i koju karakteriSe nastanak
hipertenzije. Cini 2-8 % svih komplikacija u trudnodi i uzrok je smrti majki u 16 %
sluajeva. Prema studiji sprovedenoj od strane Svetske Zdravstvene Organizacije (WHO)
u 24 zemlje u razvoju utvrdena je uCestalost preeklampsije i eklampsije u iznosu od 4 %.
Preeklampsija, kao poremecaj povezan sa placentom, moZe dovesti do zastoja u
intrauterinom razvoju i do prevremenog porodaja, $to moZe ugroziti zdravlje
novorodencadi. | pored svih ovih Cinjenica, etiologija preeklampsije je i dalje nepoznata,
dok patofiziologija ukljucuje razvoj hipertenzije. U patogenezu preeklampsije ukljuceni
su brojni fizioloSki procesi na koje moZe uticati status vitamina D i dostupnost prekursora,
25-hidroksivitamina Ds (25(0OH)D3), za sintezu aktivhog metabolita 1,25-
dihidroksivitamina D3 (1,25(0OH)2Ds).

Zakljucak dva revijska rada sistematskog pregleda literature, koja ukljucuju 25 studija, je
da neadekvatan status vitamina D (definisan kao sadrZzaj 25(OH)D < 20 ng/mL) tokom
trudnocCe povecava rizik za nastanak preeklampsije. Nedavna meta-analiza je takode
potvrdila da Zene, €iji je nivo 25(OH)D3 u serumu manji od 20 ng/mL (50 nmol/L), u
trudno¢i imaju poveéan rizik za razvoj preeklampsije, za prevremeni porodaj i
novorodencad malu za gestacionu starost. Medutim, kako su skoro sve studije ukljucene
u meta-analizu, bile sprovedene u zemaljama koje obogacuju namirnice vitaminom D,
pitanje je da li ovi zaklju€ci vaze za trudnice u zemljama u kojima se hrana ne obogacuje

ovim vitaminom.

U Srbiji, gde hrana nije obogacena vitaminom D, stopa preeklampsije je ve¢a u zimskom
periodu, kada je endogena sinteza vitamina D usled smanjenog intenziteta ultravioletnog
zraCenja (UVB) minimalna. Pored toga, namirnice bogate vitaminom D su u Srbiji slabo
prisutne u prodaji, a i upotreba suplemenata vitamina D je retka medu odraslim osobama.
Odgovor na suplemenatciju vitaminom D dodatno se usloZnjava prisustvom C-3ao-
epimera 25(0OH)D3 (3-epi-25(0OH)D3), €iji udeo u ukupnom sadrzaju 25(OH)D moze biti
i do 60 % kod beba, a kod odraslih do 17 %. lako je pro$lo nekoliko godina od otkriéa 3-
epi-25(0OH)Ds, njegova funkcija do danas nije poznata. Prisustvo 3-epi-25(OH)Ds u krvi
pupCane vrpce sugeriSe da postoji prenos sa majke na novorodence. Medutim, joS uvek
nema odgovora na pitanja: zaSto je koncentracija 3-epi-25(OH)Ds: povecana kod

novorodencadi, da li nivo 3-epi-25(OH)Dz raste tokom prvih nedelja zivota



novorodenCadi i kakav je efekat 3-epi-25(OH)Ds na rast kostiju beba rodenih iz

fizioloskih trudno¢a u odnosu na trudnoce sa komplikacijama kao $to je preeklampsija.

Predmet rada ove teze je istraZivanje unosa i statusa vitamina D kod trudnica sa
preeklampsijom i bez nje i kod njihovih novorodencadi, kao i odredivanje udela epimera
u ukupnom 25(OH)Ds, u odnosu na zdravstvene ishode majki i novorodencadi. Pored
toga, predmet istraZivanja teze je odredivanje nivoa 3-epi-25(OH)D3 tokom prvih nedelja
zivota novorodencCadi i sagledavanje njegovog efekta na rast kostiju beba rodenih iz
fiziolokih trudnoca u odnosu na trudnoce sa komplikacijama kao $to je preeklampsija.
Takode Ce na animalnom modelu biti ispitan bioloSki odgovor kostiju na izloZenost

endogenom i egzogenom izvoru 3-epi-25(OH)D:s.

Procena unosa vitamina D kod Zena u reproduktivhom periodu, posebno u zimskom
periodu kada je endogena sinteza vitamina D minimalna, je vaZzan parametar u zastiti
zdravlja. Buduci da na prostoru centralne i isto¢ne Evrope ne postoji validirani upitnik o
uCestalosti konzumiranja namirnica koje sadrze vitamin D, prvi cilj ove teze je validacija
upitnika o ucestalosti konzumiranja namirnica (FFQ) koji bi omogucio procenu unosa
vitamina D kod mladih Zena u Srbiji. Primenom ovog upitnika dobijaju se podaci o0 unosu
i statusu vitamina D kod mladih Zena u Srbiji u reproduktivnom dobu i novorodencadi,
koji mogu biti osnova za razmatranje neophodnosti dodatne suplementacije i
obogacivanja namirnica vitaminom D. Time rezultati ove teze mogu imati uticaj na

preporuke Ministarstva javnog zdravlja u Srbiji.

Pretpostavka je da Zene sa preeklamsijom i njihova novorodenCad imaju nizi status
vitamina D (ukupni 25(OH)D, 25(OH)Ds i C-30-epimer 25(0OH)Ds), u poredenju sa
zdravim trudnicama i bebama rodenim iz fizioloskih trudnoca bez komplikacija. Stoga
je cilj teze sagledavanje povezanosti niskog unosa i statusa vitamina D sa pojavom
preeklampsije, kao i odredivanje udela C-3a-epimera u ukupnom sadrZaju 25(OH)Dz u
odnosu na zdravstvene ishode majki i novorodencadi. Time Ce se utvrditi da li je uzrok
povecanja stope preeklampsije u Srbiji u zimskom periodu, u odnosu na druga godisnja
doba, posledica ishrane i naCina Zivota trudnica, pored smanjenog intenziteta UVB

zraCenja.



Dodatno, analiza sadrzaja ukupnog 25(OH)D, 25(OH)Ds i udela 3-epi-25(0OH)Ds kod
prevremeno rodenih beba ima za cilj sagledavanje uloge 3-epi-25(OH)Ds, odnosno da se
utvrdi da li se razlike u njegovom sadrZaju mogu primenjivati za predvidanje rasta koStane
mase u vremenu punog termina trudnoce. Odredivanjem udela 3-epi-25(0OH)D3z u
ukupnom sadrZaju 25(OH)D proSiruje se znanje o funkciji ovog, nedavno otkrivenog
epimera kod preveremeno rodenih beba i njihovih majki sa preeklampsijom i bez nje, i
sagledava promena koncentracije epimera kod novorodencadi tokom prvih nekoliko

nedelja Zivota.

U cilju razumevanja bioloskog odgovora kostiju na 3-epi-25(OH)Dz na animalnom
modelu (Sprague Dawley pacovi) praena je zavisnost teZine, mineralne gustine kostiju i
biohemijskih parametara od sadrZaja endogenog i egzogenog 3-epi-25(0OH)D3 kod
izloZenih Zivotinja. Rezultati tretiranja mladih pacova razliCitim koncentracijama
vitamina Dz i 3-epi-25(OH)Dz i njihov uticaj na rast kostiju, mogu biti od pomo¢i pri
trazenju odgovora na pitanje da li sadrzaj 3-epi-25(OH)Ds treba razmatrati prilikom
procenjivanja statusa vitamina D jer trenutno ne postoje odrednice od strane zvani¢nih
institucija kako interpretirati dobijene rezultate za sadrzaj 3-epi-25(OH)Ds u Krvi

pacijenata.



2. PREGLED LITERATURE



21.VITAMIN D

Vitamin D pripada grupi liposolubilnih vitamina. Javlja se u dva oblika: ergokalciferol
ili vitamina D2 (VTD2) i holekalciferol ili vitamina D3 (VTD3s). Molekul VTD2 sadrzi 28
atoma ugljenika, derivat je ergosterola. U prirodi se stvara u peCurkama i kvascu koji su
izloZeni Suncevoj svetlosti. VTD2 najceSCe ulazi u sastav suplemenata i koristi se za
obogacivanje namirnica vitaminom D (mleka, mle¢nih proizvoda, napitaka itd). VTDs
sadrzi 27 atoma ugljenika, derivat je 7-dehidroholesterola. Nalazi se u namirnicama
Zivotinjskog porekla. VTD2 i VTDs se razlikuju u bo&nom lancu (Slika 1) ®. VTDz i
VTD3 u se u organizam mogu uneti iz suplemenata i namirnica. Mali broj namirnica
prirodno je bogat vitaminom D pa se Cesto u razvijenim zemljama pribegava

obogacivanju namirnica vitaminom D.

VITAMIN D, VITAMIN D,

Slika 1. Formule vitaminaD, i D3

Glavni prirodni izvor vitamina D je njegova sinteza u kozi (posebno VTD3) nakon
izlaganja Suncevoj svetlosti (UVB Zracenju). Vitamin D nastao endogenom sintezom ili
unet u organizam iz egzogenih izvora nije bioloski aktivan i njegova aktivacija zahteva
niz reakcija hidroksilacije koje se odvijaju u jetri i bubrezima. Zbog endogene sinteze i
prevodjenja u aktivni oblik u razli€itim tkivima u organizmu, vitamin D se moZe smatrati
i hormonom a ne samo striktno vitaminom )., Otkriée vitamina D na pocetku dvadesetog
veka povezano je sa njegovom ulogom u prevenciji rahitisa kod dece . Pored uloge u
zdravlju kostiju, prevenciji rahitisa (kod dece) i osteomalacije (kod odraglih),
najznacajnija uloga vitamina D je u apsorpciji kalcijuma iz tankog creva i u odrzavanju

homeostaze kalcijuma u organizmu . Takodje je utvrdeno da odrZavanje adekvatnog



statusa vitamina D utiCe na normalan rast i razvoj tokom fetalnog i neonatalnog perioda
@) i da se povezuje sa prevencijom losih ishoda u trudnoCi kao $to su preeklampsija,
gestacioni dijabetes i prevremeni porodaj & . Nedostatak vitamina D tokom ranog
razvoja i rasta moze uticati na nastanak bolesti i smanjenu mineralizaciju kostiju, Sto dalje
moZe dovesti do povecane sklonosti ka lomnjenju kostiju i razvoja osteoporoze tokom
daljeg Zivota (). U novije vreme vitamin D se povezuju i sa mnogim drugim fizioloskim
procesima @ i istiGe potencijalna preventivna uloga u bolestima kao sto su astma ©),
respiratorne infekcije 19, autizam (% 12 diabetes tipa 1 13, hipertenzija i druge
kardiovaskularne bolesti Cijem razvoju moze doprineti hroni¢ni ili povremeni
neadekvatan status vitamina D (4.

2.1.1. Endogena sinteza vitamina D

Vitamin D u humanom organizmu moze se sintetisati endogeno u kozi (subkutano) od 7-
dehidroholestrola, nakon izlaganja Suncevoj svetlosti (Slika 2). 1zlaganje ultraljubicastoj
svetlosti (UVB), Cija je talasna duZina od ~285 do 320 nm, dovodi do apsorpcije u
dermisu i epidermisu, Sto uzrokuje otvaranje B prstena 7-dehidroholestrola i stvaranje
preholekalciferola (previtamin Ds, Slika2) 9. Nakon dvado tri dana, nestabilnadvoguba
veza u molekulu preholekalciferola biva premeStena (putem termalne izomerizacije), i
stvara se holekalciferol (vitamin D3). Holekalciferol, nastao u kozi, biva transportovan
vitamin D-vezuju¢im proteinom (vitamin D binding protein - DBP) do jetre, kao i do
masnog tkiva i miSi¢a. Usled izlaganja UVB-zraenju nastaju i tahisterol i lumisterol,
medutim ova dva proizvoda nemaju afinitet za DBP, tako da njihov transport iz koze u

krv nije mogu¢ @9

|

HoO' u koii u koii

HO"
7-dehidroholestrol previtamin Dy vitamin D,

Slika 2. Endogena sinteza vitamina D3



Istrazivanja su pokazala da izlaganje deteta u pelenama UVB-zracenju, od samo 30
minuta nedeljno ili izlaganje obuCenog deteta (ali bez kape) u trajanju od dva sata, je
dovoljno za endogenu sintezu koja odrZzava nivo vitamina D u potrebnim preporucenim
okvirima - 18, Vazno je napomenuti da izlaganje energiji Sunéevih zraka nije
preporucljivo za decu mladu od Sest meseci starosti 19, Srhija je geografski locirana
severno od 42. (°N) paralele i usled toga UVB zracenje nije dovoljno snazno tokom cele
godine da omoguéi endogenu sintezu vitamina D (9, Stoga, u zimskom periodu, od
novembra do aprila, endogena sinteza vitamina D je minimalnaili gotovo dajei nema.
U oblastima na severu duZi su periodi bez subkutane sinteze vitamina D 9 j to je jedan
od razloga zasto se kod novorodencadi i odoj¢adi ne oslanjamo na endogenu sintezu, vec
im u toku prve dve nedelje zivota uvodimo suplementaciju vitaminom D u vidu kapi (400
IU nadan). Endogena sintezavitaminaD kod trudnicai dojiljaimadirektan utica nanivo
vitamina D fetusa, odnosno odojCeta, jer je status vitamina D novorodenceta (odreden iz
krvi pupCanika) u pozitivnoj korelaciji sa statusom vitamina kod majke % 22, Na
smanjenje endogene sinteze vitamina D utiCu mnogobrojni faktori kao Sto su pigment
koze melanin, zagadenje vazduha, upotreba krema za suncanje sa zastitnim faktorom >8
ili odeca koja pokriva veci deo tela. Ukoliko dijetetski unos vitamina D nije izuzetno
visok ili izlaganje UVB zracCenju Cesto, ljudima tamnije puti ili Zenama koje su povezane
(imaju veo) povecan je rizik za nastanak deficijencije vitamina D 3 24, Ukoliko je
deficijencija prisutna kod majke tokom duZeg perioda, nedovoljna koli€ina vitamina D
prolazi placentalnu barijeru i ulazi u krvotok fetusa ©), prouzrokujuéi smanjenje depoa
vitamina D fetusa. Cak i kada je status vitamina D majke adekvatan, depoi vitamina D
kod novorodencadi kao i koliCine dobijene majcinim mlekom nisu dovoljni nakon par

prvih nedelja Zivota pa je suplementacija vitaminom D obavezna.

2.1.2. Egzogeni izvori vitamina D

Najbogatiji prirodni egzogeni izvori VTD3 su masne ribe (npr. losos, skusa, sardina,
pastrmka). Na trZiSte Srbije uvoze se sve masne ribe osim pastrmke. Medutim, Zene u
trudnodi izbegavaju da jedu ribu zbog njene potencijalne kontaminacije teSkim metalima.
Osim u masnim ribama, VTD3 se nalazi u dZigerici (pileCa, gusCija, teleca), jajima

(Zumance), svinjskoj i gusc¢ijoj masti, slanini i ¢varcima (Tabela 1). Koli€ina vitamina D

u ovim namirnicama je vrlo mala i najéeS¢e nije dovoljna da zadovolji dnevne potrebe



organizma za vitaminom D, pa su namirnice obogacene vitaminom D i suplementi u
obliku multivitamina i pojedinacnih vitamina VTD21 VTD3s njegovi dodatni egzogeni
izvori, Namirnice koje su ngbogatije vitaminom D, kao i izvori vitamina D u vidu

suplemenata i dodataka ishrani, prisutni u Srbiji, date su u tabeli 1.

U zemljama u kojima je zakonom regulisano obogacivanje namirnica vitaminom D,
najceSce se obogacuju mleka (115-124 1U/250 mL), margarin (530 1U/100 gr) i odredeni
sirevi, jogurti i voéni sokovi ®>26), U pojedinim zemljama Evrope i u Severnoj Americi
obogacivanje namirnica vitaminom D uvedeno je da bi se zastitilo stanovnistvo od
nutritivne deficijencije vitamina D. Eliminisanjem nutritivne deficijencije vitamina D
omogucava se sinteza zdravih kostiju, a time smanjuje ili eliminiSe pojava rahitisa (kod
dece) i rizik od hroni¢nih bolesti kostiju (kod odraslih) kao $to je osteoporoza. U Srbiji
nije zakonom propisano obogacivanje namirnica vitaminom D, pa su obogaceni proizvodi
na naSem trZiStu retki i najceS¢e se uvoze. Od domacih proizvodaca postoji nekoliko
namirnica Cije je obogacivanje vitaminom D volonterske prirode (Tabela 1), dok je cena
odredenih obogacenih proizvoda, kao 5to je mleko, znatno veca u odnosu na neobogaceni

isti proizvod.

Namirnice bogate vitaminom D nisu deo ishrane novorodencadi, posebno onih mladih od
6 meseci starosti, kada su potrebe organizma koji intenzivno raste velike. 1zvor vitamina
D kod novorodencadi je majcino mleko ili adaptirane infant formule koje su zamena za
maj¢ino mleko (Bebelac®, Humana®, Impamil ®, Milupa-Aptamil® itd.). Uprkos
¢injenici da je maj¢ino mleko najbolja moguca hrana za bebu ono naj¢eS¢e ne sadrzi
dovoljne koli¢ine vitamina D potrebne novorodencetu (400 1U) @8, vec u proseku 33 1U
aktivnog vitamina D po litru maj¢inog mleka 9. Koli¢ina vitamina D u humanom mleku
zavisi od njegove koliCine u krvi majke i zato je vazno da dojilje uzimaju adekvatnu
koliCinu vitamina D. Takode je od velikog znacaja da novorodencad, koja se hrane

iskljucivo majCinim mlekom, konzumiraju suplemente vitamina D (400 1U/dan).



Tabela 1. |zvori vitamina D*

| zvor vitamin D

U po porciji **

Prirodni izvori

Izlaganje direktnoj Suncevoj svetlosti, UVB zrafenju, gole koZe ruku
i nogu u proseku 5 do 10 minutatokom dana (endogena sinteza zavisi
od doba dana, godisnjeg doba, geografskog poloZaja kao i osetljivosti
i tipa koze)

3000

Pastrmka (divlja), pe€ena ili kuvana, 100 g

636 (15.9 Hg)

Skusa,atlantska, pecena ili kuvana, 100 g

518 (12.9 Hg)

Losos, divlji, crveni, bez kostiju, pecen ili kuvan, 100 g

796 (19.9 Hg)

Losos, bez kostiju, pecen ili kuvan, 100 g 313 (7.8 pg)
Sardina u konzervi, 100 g 144 (3.6 pg)
Buter, 100 g 152 (3.8 pg)
Kamak, 100 g 25 (0.6 pg)
Tilapia, peCena ili kuvana, 100 g 161 (4.0 pg)
Mast (svinjska), 100 g 100 (2.5 pg)
Tunjevina, bela, u konzervi bez ulja, 100 g 45 (1.12 pg)
Jaja, kuvana ili pe¢ena (vitamin D je u Zumancetu), 100 g 68 (1.7 ug)
DzZigerica, pileca,teleca, przena, 100 g 36 (0.9 ug)
PecCurke (Sitake), kuvane, 250 ml 40 (1.0 pg)
Suplementi

Riblje ulje, 15mL (VTD2ili VTDs3) 1200
Vitamin D suplementi (VTD3): 200, 250, 400,
Jarrows, Anafarm, Galenika, Alkaloid, Solgar, Primax, Natural | 800, 1000
Wealth, Merck

Vitamin D u okviru multivitaminskih suplemenata (V TD3): 250, 400, 800,
Preg Vit, Jamieson, Life, Kirkland 1000
Centrum Materna 400
Namirnice obogacene vitaminom D

Mleko IMLEK AD (sterilizovano mleko, 3.2% M.M.), 250 mL 60 (1.5 pg)
Plazma keks za decu, Bambi, 100 g 120 (3 pg)
Obogaceni uvozni vocni sokovi sa dodatim kalcijumom | vitaminom | 100 (2.5 pg)
D, 250 mL

Margarin, DIJAMANT, SUNCE, VITAL (Dobro jutro, Fit), 15 ml 60 (1.5 pg)

* Reference: Srpska baza podataka o sastavu namirnica ?”; **1 ug = 40 U




U svetu je zakonom propisano da se infant formule obogacuju sa 40 IU vitamina D na
100 mL formule (Food and Drug Regulations, Section B.25.062) 9. Da bi novorodence
unelo dovoljnu koli€inu vitamina D od 400 1U potrebno je da u toku 24 h popije 1L
mle¢ne formule, medutim vecina dece do 4 meseca starosti pije manje od toga (760
mL/dan) L 32 Stoga je i kod dece hranjene mleGnom formulom preporucljiva
suplementacija ribljim uljem ili teCnim suplementima vitamina D, dok je kod dece
hranjene isklju¢ivo maj¢inim mlekom ta suplementacija obavezna. Suplementi za
novorodencad dostupni su u dva oblika: VTD2i VTDa. Vecina kompanija proizvodjaca
suplemenata ne daje informacije o poreklu vitamina D, koji ulazi u njihov sastav, ali
VTD2se najcescCe dobija iz kvasca, a VTDziz lanolina ovce. Tradicionalno se na naSem
podneblju novorodencadima daju kapi vitamina D u vidu uljanih ili vodenih rastvora (400
IU/kap; 1 kap= ~0.03 ml), mada postoje i peparati koji sadrze i do 600 U u pojedinacnoj

dozi.

Preporuka je da se novorodendad do 6 meseci starosti hrane iskljuivo mlekom (3 34,
tako da je u tom periodu suplemenacija vitaminom D neophodna. Od 6 do 9 meseci
starosti uvode se u ishranu namirnice i to najpre Zitarice, voce i povrce pa tek kasnije i u
vrlo malim koliCinama meso, riba i jaja koji su glavni izvori vitamina D, ali ta koliCina
nije dovoljna da obezbedi 400 IU vitamina D svakoga dana osim u slucaju da su neke od
gotovih kasica naj¢eSce uvoznih obogacene vitaminom D. Kako su generalno dijetetski
izvori vitamina D ograniCeni u ishrani novorodencadi preporucuje se upotreba oralnih

suplemenata tokom prve godine Zivota (9,

2.1.3. Masno tkivo kao izvor D vitamina

Dodatni izvor D vitamina kod novorodencadi, kao i kod odraslih osoba, je mobilizacija
vitamina D iz masnog tkiva. KritiCan period za razvoj zdravih kostiju je upravo rano
detinjstvo, koje se ujedno karakteriSe visokom akumulacijom telesne masnoce. U periodu
nakon rodenja do 6 meseci starosti procenat masnog tkiva, izrazenog kao procenat od
ukupne telesne teZine, poveca se u proseku 2,5 puta odnosno okvirno sa 13 % na 31 %.
Tokom daljeg razvoja do dve godine starosti procenat masnog tkiva poCinje postepeno da
opada do priblizno 25 % (37, Jo$ uvek nije poznato da li poveéanje procenta masnog
tkiva kod novorodencadi utiCe na status D vitamina i na odgovor na suplementaciju istim.

Bilo bi vazno tome posvetiti paznju jer bi u teoriji moglo uticati na razvoj kostiju u ovom



periodu intenzivnog rasta. Takode, primeceno je da kod gojazne starije dece i odradih
osoba status vitamina D nizi nego kod kontrolnih grupa dece ®® i odradih koji nisu
gojazni 9, Dodatno je pronadena veza izmedu povecane koli¢ine visceralne masnoce i
rizika od nastanka deficijencije vitamina D kod odradih Kineza “9), lako jo$ uvek za to
nema dokaza, postoje pretpostavke da kod gojaznih osoba vitamin D biva preuzet od
strane masnog tkiva u organizmu, tako da se smanjuje njegovo oslobadanje u krvotok, a
time i sama bioraspoloZivost “D. Mala randomizirana kontrolisana studija ukazala je da
je kod gojazne dece primecena potreba za ve¢om dozom vitamina D ili produzenim
periodom suplementacije u odnosu na decu normalne tezine 2. Ovom pretpostavkom
ukazuje se na vaznost odredenih faktora, kao Sto je gojaznost, koje bi trebalo i uzeti u
obzir pri odredivanju terapije i tretmana deficijencije vitamina D, i da ista doza ne mora

i ne moZe uvek biti primenjena za sve slucajeve.

2.2. Metabolizam vitamina D i njegova regulacija

Vitamin D iz namirnicai suplemenata biva apsorbovan pasivnom difuzijom u intestinalne
¢elije duodenuma i jejinuma pomoéu micela, masnih kapljica 3. Priblizno polovina od
unete koli¢ine vitamina D biva apsorbovana “4. U intestinalnim ¢elijama apsorbovani
vitamin D biva ugraden u hilomikrone i pomocu njih transportovan najpre u limfu, a zatim
u krvotok “9). U krvi oko 40 % vitamina D se transportuje pomocu hilomikrona, dok deo
mogu prenositi vitamin-D-vezujuci proteini (eng.DBP), lipoproteini ili albumin do
ekstrahepati¢nog tkiva, kao i do depoa u masnom tkivu. Veci deo vitamina D u krvi (oko
60 %) je endogenog porekla, sintetisan subkutano usled UVB zraenja. On se takode
transportuje pomocu DBP, najvecim delom do jetre, ali ga mogu preuzeti miSici ili masno
tkivo 3. Jetra znatno brZze preuzima vitamin D iz hilomikrona u odnosu na vitamin D

vezan za DBP (46),

Bez obzira na poreklo, endogeno ili egzogeno, u mitohondrijama hepatocita dolazi do
prve reakcije hidroksilacije holekalciferola, odnosno ergokalciferola (Slika 3) “2),
Reakciju katalizuje 25-hidroksilaza (CYP27A1; izoenzim citohroma P450), nastgje
kalcidiol ili 25-hidroksivitamin D (25(0OH)D) (Slika 3).
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Slika 3. Metabolizam D vitamina

Kod starije dece i kod odraslih najvise je zastupljen oblik C3R-epimer 25(OH)D.
Medutim, nedavno je otkriveno prisustvo C3a-epimera 25-hidroksivitamina D (3-epi-
25(0H)D) najpre u Celijskim kulturama “7-49), a zatim i u velikom procentu u krvi kod
novorodencéadi mladih od godinu dana starosti %59, Funkcijai uloga 3-epi-25(OH)D do
danas nije poznata, ali detalji o ovom epimeru kao i dosada$nja istraZivanja bi¢e posebno
obradeni u poglavlju 2.3. Ukratko, pretpostavlja se da prisustvo 3-epi-25(OH)D u veéem
procentu kod novorodencadi, u odnosu na stariju zivotnu dob, moze biti usled nedovoljno

zrelih i razvijenih fizioloskih funkcija jetre ili usled delovanja odredenih enzima “7:5D),

|z jetre 25(0OH)D, vezan za DBP, aktivnim transportom prelazi u cirkulaciju, a zatim ga
preuzima tkivo i to u najveem procentu proksimalnih tubula bubrega gde biva
transportovan posredstvom transmembranskog proteina megalina ©2. U tubulama, u
prisustvu CYP27B1 dolazi do druge reakcije hidroksilacije na polozaju C-1 pri Cemu
nastaje kalcitriol - 1,25(0OH).D, bioloski aktivan oblik vitamina D (Slika 3). Produkcija
1,25(0OH).D je tesno regulisana pomocu paratiroidnog hormona (PTH) i niske
koncentracije kalcijuma, kada se stimuliSe aktivnost i sinteza kalcitriola, kao i u slucaju
niske koncentracije fosfata i samog 1,25(0OH).D. Sinteza 1,25(OH)2D iz 25(OH)D

moguca je ne samo u bubrezima vec i i u drugim tkivima kao $to su pluca, srce, koZa,
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limfni ¢vorovi, placenta, testisi, kolon 3 59, Kada je u organizmu prisutna dovoljna
koli¢ina 1,25(0OH)2D, ukljucuje se mehanizam kojim se u bubrezima poveéava koli€ina
enzima 24-hidroksilaze (CYP24A1l1), pomocu koga se 1,25(0OH).D metabolise do
kalcitriolne kiseline (1,24,25(0OH)3Ds3) koja je hidrosolubilna i izluCuje se urinom (Slika
3) 69,

Transport 1,25(OH)2D se moZe odvijati na dva nacina. 1,25(0OH)2D moze biti vezan za
DBP koji ima veéi afinitet vezivanja za 25(0OH)D (K=5x10") u odnosu na 1,25(0OH).D
(Ka=4x107), mada transportuje oba oblika do ciljnih tkiva kao $to su kosti, creva i bubrezi
(56), Najveci deo aktivnog metabolita vezuje se za vitamin D receptor (VDR), koji je
ujednoi posrednik delovanja1,25(OH).D unutar Celije i ligand-indukovani transkripcioni
faktor. VDR je heterodimer i kao nuklearni receptor sli¢an je receptorima za steroidne i
tiroidne hormoni C¢ijoj porodici receptora i pripada. Unutar celije 1,25(0H)2D se
stereospecifi¢no vezuje za VDR, koji sa druge strane funkcioniSe kao dimer sa retinoid X
receptorima (eng RXRs). Ovg heterodimerski kompleks 1,25(OH).D3-VDR-RXR se
translocira u nukleus gde stupa u interakciju sa elementima odgovora vitamina D (eng.
vitamin D response elements - VDRES), Cime se aktivira ili suzbija transkripcija ciljnih
gena. Na ovaj nacin reguliSe se ekspresija mnogih gena koji su vazni za funkcije kostiju
i homeostazu minerala, kao Sto su geni koji kodiraju kalcijum-vezujuéi protein,
osteokalcin, PTH, PTHrP i CYP24A1 7 %8), Takode, u poslednjih nekoliko godina
istraZivanja pokazuju da povoljan uticaj vitamina D prevazilazi granice do sada opSte
poznatog uticaja na zdravlje i razvoj kostiju. Ekspresija VDR zabelezena je po prvi put u
odredjenim tkivima, $to je omogucilo uvid u regulaciju transkripcije gena i nove funkcije
vitaminaD utimtkivima(®°69_Posmatrana je i uloga vitamina D kao regulatora urodenog
ili adaptivnog imuniteta, u funkciji keratocita u epidermisu zgjedno sa folikulima dlake,
kao i funkciji misiéno-skeletnog sistema 6. Pretpostavlja se da razli¢ite sekvence VDRE
indukuju konformacione promene u kompleksu VDR-RXR kako bi omogudile asocijacije
sa razli¢im ko-modulatorima Cija je svrha da omogucée delovanje 1,25(0OH)2D3 u tim

ciljnim tkivima 62 63),

Produkcija 1,25(0OH)2D3z u bubrezima kontrolisana je mehanizmom povratne sprege |
direktnom regulacijom pomoc¢u PTH i faktora rasta fibroblasta 23 (eng. fibroblast growth
factor 23 - FGF23) (% 8 uUnutar éelije, 1,25(0H)2Ds regulise sopstveno dejstvo
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vezivanjem za VDR Cime se smanjuje ekspresija gena enzima 1a-hidroksilaze Sto dovodi
do smanjene produkcije 1,25(0H)2Ds ®3. PTH kao glavni regulator sinteze 1,25(0H)2D3
u bubrezima najveéim delom to Cini kontrolom transkripcije CYP27B1 gena. U
endokrinoloSkom smislu postoji mehanizam povratne sprege izmedu PTH i 1,25(0OH)2D3,
odnosno 1,25(0OH)2D3 smanjuje transkripciju gena za PTH dok PTH stimuliSe CYP27B1,
atimei sintezu 1,25(0H).D3 ©9). U prisustvu PTH, 1,25(0OH).D3 deluje na distalni deo
nefrona i na tanko crevo da poveca reapsorpciju kalcijuma, a u isto vreme deluje i na kosti
tako Sto povecava resorpciju kosStanog tkiva kako bi se obezbedila dovoljna koli€ina
minerala potrebnih za homeostazu kalcijuma ©7. Witschi i kolege ©® su ukazali na
postojanje negativne korelacije izmedju PTH i 25(0OH)D nivoa kao i da koncentracija
PTH postize plato od 3.8 pmol/L kada koncentracija 25(OH)D u serumu dostigne prag
od 78 nmol/L. Ovaj plato u koncentraciji PTH primecéen je i u drugim studijama pa je
sakupljenjem podataka o koncentracijama 25(OH)D iz razliCitih eksperimenata na
standardizovan nacin utvrden raspon od 75 do 80 nmol/L 25(OH)D u serumu kada se

postize plato u koncentraciji PTH (69,

Suprotno od PTH, FGF23 inhibira produkciju 1,25(0OH).D3, dok sa druge strane
1,25(0OH).D3 stimulise FGF23 produkciju. Najveéa ekspresija FGF23 je u osteocitima i
aktivnim osteoblastima gde se vezuje za receptore faktora rasta fibroblasta (eng. FGFR)
u prisustvu kloto kofaktora Cime se poveCava ekspresija CYP24A1, a time inhibira
nastanak 1,25(0H)2D3 ©>79), Pored direktnog uticaja nanivo metabolita vitaminaD PTH
i FGF23 su vazni regulatori minerala kalcijuma i fosfata. Kalcijum i fosfat imaju bitnu
ulogu u metabolizmu vitamina D jer reguliSu na indirektan naCin nivo CYP27B1. Kao $to
je prethodno pomenuto, nizak nivo kalcijuma utice na povecanje nivoa PTH Sto zauzvrat
podstiCe sintezu CYP27B1 i produkciju 1,25(0OH)2Ds. Mehanizam povratne sprege
prisutan je izmedu koncentracije PTH sa jedne strane i koncentracija kalcijumai fosfata
u serumu sa druge strane. Kada je nivo kalcijuma u serumu normalan, kalcijum se vezuje
za svoje receptore prisutne u paratiroidnoj Zlezdi i time smanjuje sintezu PTH. Sa druge
strane, fosfat reguliSse CYP27B1 pomoc¢u FGF23. Pokazano je daje koncentracija FGF23
povecana u stanju hipofosfatemije i da ima uticaj na regulisanje smanjenja nivoa
1,25(0OH)2D3, na osnovu Cega se FGF23 smatra medijatorom u ispoljavanju efekta nivoa
fosfata na metabolizam vitamina D (%6 7172 Na prisustvo 1,25(OH).Ds u krvi odgovaraju

intestinalne Celije kao i éelije kostiju i bubrega kako bi se odrZala homeostaza kalcijuma
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i fosfatau organizmu "V, Kada 1,25(0OH)2D3 stigne do enterocita dvanestopalaénog creva
i jgunuma, transportni protein kao Sto je kalcijumov kanal 6 na apikalnoj membrani
(eng. TRPV6 - transient receptor potential cation channel subfamily V member 6) i
kalcijum-vezujuci protein kalbindin-Dok stimuliSu aktivan transport jona kalcijuma iz
lumenacrevau krvotok (/). Pored aktivnog prisutan jei pasivni, paracelularni mehanizam
kojim 1,25(OH)2D3spovecava intestinalnu apsorpciju kalcijuma procesom koncentraciono
zavisne difuzije. Jo$ uvek nije sa sigurno$¢u utvrdeno na koji nacin na 1,25(0OH)2D3
povecava intestinalnu apsorpciju fosfata, ali se misli da potencijalni mehanizam ukljucuje

saturacioni proces ili regulaciju intestinalnog tip I1b natrijum-fosfatnog ko-transportera
(71),

Tkivo bubrega je joS jedan ciljni organ za 1,25(OH)2Dz Cija je jedna od funkcija
odrzavanje normalne koncentracije kalcijuma u organizmu. Specifi¢no tkivo u bubregu
je distalni deo tubula nefrona gde se ispoljava uticaj PTH i metabolita vitamina D (74,
Ulazak kalcijuma u renalne éelije bubrega olakSavaju kalcijumov kanal 5 na apikalnoj
membrani (eng. TRPV5) i kalbindin, koji prenose jone kalcijuma sa apikale na
bazolateralnu stranu epitelne ¢elije. U bubregu pomocu 1,25(0OH)2Ds indukuje se
premestanje kalcijumovih kanala TRPV5 i kalcijum-vezujucih proteina kalbindina-D2sk
i calbindina-Dok do plazma membrane. Efekat 1,25(OH)2D3 u bubrezima se ne ogleda
samo u povecéanju tubularne reapsorpcije jona kalcijuma vec i u smanjenju sopstvene
produkcije putem regulacije hidroksilaza CYP24A1i CYP27B1 (73.79),

Enzimi CYP24A1 i CYP27B1 su dva od tri klju¢na enzima u metabolizmu vitamina D
koji pripadaju citohrom P450 superfamiliji enzima (/8 i prisutni su u tkivu bubrega.
Medutim, njihova ekspresija nije ograniCena samo na tkivo bubrega. Pokazano je da
limfni Cvorovi, epitelne Celije, koZa, kolon, langerhansova ostrvca u pankreasu,
osteoblasti kao i Celije placente sadrze CYP27B1 ('), Takode je pokazano da je aktivnost
lo-hidroksilaza, u koje se ubrgja CY P27B1, u obrnutoj korelaciji sa nivoom kalcijumau
serumu $to se odvija posredstvom PTH (& 7). Dodatno je na genu CY P27B1 otkriven
region u okviru promotera koji je osetljiv na stimulacije paratiroidnim hormonom (PTH)
(80, 81) Sa druge strane, CYP24Al je veoma znalajan za regulisanje aktivnosti
1,25(0OH)2D3 u ciljnim celijama. Sli¢no kao kod CYP27B1, u bubrezima je ekspresija

povecana u proksimalnom delu tubula nefrona, medutim vecina éelija ispoljava aktivnost
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24-hidroksilaze in vivo ®2). Nivo iRNK moZe varirati od malih vrednosti do pove¢anja od
nekoliko stotina puta kako bi se 1,25(OH)2D3 katabolisao do 1,24,25(0OH)3D3, kada za
tim postoji potreba ) . U promoteru gena CYP24A1 nalazi se dvostruko pozitivan
VDRE koji u zavisnosti od potrebe dovodi do povecanja CYP24A1, i to od 10 do 100

puta u ¢elijama osetljivim na vitamin D ©3),

UdruZenim delovanjem 1,25(0OH)2D3, PTH i serumskog fosfata reguliSe se ekspresija
enzima CYP24A1 kako bi zastitio organizam od hiperkalcemije i hiperfosfatemije. Kada
je koncentracija kalcijuma niska, PTH inhibira CYP24A1 kako bi smanjio produkciju
1,24,25(0OH)3D kao i 24,25(0OH).Ds3, a sa druge strane povecao produkciju 1,25(0OH)2Ds
(849, Kolika je uloga CYP24A1 u katabolizmu 1,25(0OH).Ds dodatno je potvrdeno
studijamakoje su pokazale daje iRNK enzima CY P24A1 rasprostanjenai detektovana u
veéini ciljnih tkiva za vitamin D ®. Zanimljivo je da se iRNK enzima CYP24A1
detektuje samo u ciljnim Celijama koje su izloZzene 1,25(0OH)2D3i to sat vremena nakon
izlaganja kalcitriolu, dok se u celijama koje nisu izloZzene on ne detektuje. Ovi
ekperimenti pokazali su da 24-hidroksilacija nije samo vazna za eliminaciju 25(OH)D
vec je jedan od kljuénih mehanizama u regulaciji eliminacije 1,25(0OH)2Dz u ciljnim
tkivima i Celijama ®9. Takode je nedavno na animalnom modelu miseva koji su
CY P24A1-deficijentni pokazan oteZan i produZeni oporavak od preloma @7, Svakako je
CYP24A1 glavni i enzim u katabolizmu vitamina D, dok je njegova uloga povezana sa

potencijalnom bioloSkom aktivnoScu 24,25(0OH)2D3 joS uvek nepoznata.

Sam 24,25(0H)2D3 nastaje, kao Sto je prethodno pomenuto, u bubrezima kada se
25(OH)D3 metabolise do 24,25(0OH)2Ds ili 1,25(0OH)2Ds. Interesovanje za ulogu
24,25(0H)2Ds je naglo poraslo nakon otkric¢a da je njegov nivo u plazmi ¢ak 30 puta visi
od nivoa 1,25(0H)2Ds, ali i da postoji sinergisticka veza izmedu 1,25(OH)2Ds i
24,25(0H),D3 8 89 U novije vreme predmet istraZivnja je uloga 24,25(0H).D3 u
kostima koje rastu naroCito nakon otkri¢a da je koncentracija 24,25(0OH)2D3 povecana
4,6 putau koStanim céelijama gde zarastaju prelomi kostiju @ Da li je 24,25(0H)2D3
neophodan za zarastanje preloma kao i za normalan razvoj kostiju testirano je kod pilica
in vivo.U prilog tome pokazano je da se u bubrezima aktivnost enzima 24-hidroksilaze
poveca 3 puta nakon preloma kosti %4 Medutim, analizom radova humanih istraZivanja

ustanovljeno je da je adekvatna suplementacija vitaminom D potrebna pri zarastanju
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preloma kostiju. Istaknuto je da su raspoloZivi podaci iz studija nekonzistentni da bi se
zakljucilo na koji nacCin 24,25(0OH)2Ds kao i ostali metaboliti vitamina D uCestvuju u
zarastanju preloma® i da je 24,25(0H).Ds uglavnom proizvod inaktivacije 25(0OH)D
) U prilog ovome, govore Cinjenice da nije utvrdeno postojanje receptora za
24,25(0OH)2D3, kao Sto je recimo VDR za 25(0OH)D, kao i da nema regulacije
24,25(0H)2D3 kod Zivotinja u hipervitaminozi kada koncentracija 24,25(0OH)2Dz u

serumu moze biti ekstremno visoka (vi$a od 250 nmol/L (100 ng/mL)) (697,

Mogucnost uticaja inter-individualnih razlika i varijacija u bioloSkom odgovoru na
identicnu suplementaciju vitaminom D ispitana je nedavno u randomiziranoj
kontrolisanoj studija na 80 odraslih muskaraca i Zena ©4-U zimskom periodu tokom osam
nedelja, ispitanici su uzimali 28 000 IU 25(OH)Dz na nedeljnom nivou u vidu
suplemenata i obogacenih namirnica, nakon Cega im je odredena koncentracija
24,25(0OH)2D3i 25(0OH)D u serumu pomo¢u LC-MS/MS. Rezultati ove studije su ukazali
na postojanje jake korelacije izmedu koncentracija 24,25(0OH)2D3 i 25(OH)D3 u serumu.
Interesantno je da je u drugoj nedelji odnos izmedu ova dva metabolita bio manji u grupi
koja je uzimale suplemente vitamina D u odnosu na placebo grupu. Pretpostavlja se da
uzrok toga moze biti potencijalni zastoj (lag) enzima CYP24Al. Odredivanje odnosa
24,25(0H)2D3:25(0H)Ds u ranoj fazi suplementacije kod pacijenata moZe pomoci u
proceni da li postoji potreba za veéom dozom suplemenata vitamina D usled inter-
individualnih razlika u katabolizmu. Dodatno bi ovakva odredivanja doprinela dolasku
do odgovora na pitanje da li se postavljene ciljne koncentracije 25(OH)D u serumu i

plazmi mogu postici kod svih ljudi.

2.3. C-3a-epimer 25-hidroksivitamina D3

Poreklo C-3a-epimera 25-hidroksivitamina D3 (3-epi-25(0OH)Ds3) u organizmu ¢oveka do
sada nije razjasSnjeno. Dali je 3-epi-25(OH)D3 endogenog porekla u organizmu ili potice
iz obogacenih namirnica i dijetetskih suplemenata, samo su neka od pitanja u fokusu
novih istrazivanja (®. Jedna od prvih pretpostavki o potencijanim izvorimaovog epimera
razmatrala je intestinalne bakterije, zagrevanje i odredene postupke u preradi hamirnica
(50) kao i bifidobakterije iz humanog mleka 9. Razlog zbog koga je kao izvor epimera

razmatrano humano mleko je otkriée da je povecana koncentracija 3-epi-25(0OH)D3
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prisutna kod novorodencadi u odnosu na decu i odrasle ¢ 19 10D Pryi put su Singh i
saradnici 2006. godine otkrili u humanim uzorcima povecanu koncentraciju 3-epi-
25(OH)D3s kod novorodencadi u odnosu na starije ispitanike i predloZili da koncentracija
epimera opada sa staro$¢u ispitanika 9. DaljaistraZivanja na odraslim osobama potvrdila
su prisustvo 3-epi-25(0OH)Ds u malom procentu (192 1039 U saglasno$Cu sa ovim
rezultatima, nekoliko godina kasnije utvrden je pad u koncentraciji 3-epi-25(OH)Ds kod
ispitanika od rodjenja do 12 meseci starosti, sa daljim opadanjem u toku detinjstva (104,
Kontinuiranim prac¢enjem novorodenc¢adi u toku prve godine Zivota utvrdeno je da postoje
promene u nivou 3-epi-25(OH)D3, kao i da koncentracija epimera raste sa

suplementacijom vitaminom D uz prisutan dozno-zavisni odgovor (105.106),

Ukoliko 3-epi-25(0OH)D3 nastaje endogeno, nedovoljna zrel ost tkivai organa odgovornih
za metabolizam vitamina D kod novorodencadi, i to najpre jetre i bubrega, moze biti
potencijalno objasnjenje za povecanje koncentracije ovog epimera Na odraslim osobama,
Singh i saradnici testirali su da li se manja koliCina 3-epi-25(OH)D3 stvarakod pacijenata
koji imaju oboljenje jetre u odnosu na zdravu kontrolu i nisu primetili znacajnu razliku
izmedju te dve grupe 9. Sa druge strane, u te¢nim suplementima vitamina D testiran je
nivo 3-epi-25(OH)D3. Na osnovu ovog istrazivanja odbaCena je pretpostavka da
suplementi mogu biti znaCajan potencijalni izvor 3-epi-25(0OH)Ds, jer je koncentracija
epimera bilamanjaod 2 % u odnosu na ukupni holekal ciferol u suplementima, pasetime
ne bi moglo objasniti poveéanje epimera kod novorodencadi °¥. U novoj epidemioloskoj
studiji ukazuje se da je unos namirnica bogatim vitaminom D u odnosu na suplemente
vitamina D reflektovan niZzom koncentracijom epimera u krvi ispitanika, usled ¢ega se
smanjuje verovatnoca da je poreklo epimera egzogenog karaktera, ali treba uzeti u obzir

da ispitanici nisu putem namirnica unosili preporuc¢enu koli¢inu vitamina D (97,

Aktuelno pitanje, oko koga se danas vode diskusije, je dali epimer treba posmatrati pri
proceni statusa vitamina D kod individua. Da li je potrebno izdvojeno odredivati i
posmatrati epimer pri odredivanju statusa vitamina D, ili kao do sada samo ukupnu
koncentraciju 25(OH)D3? Jedno od pitanjaje i da li odredivanje ukupne koncentracije
25(OH)D3, metodama koje se primenjuju u redovnoj Klini¢koj praksi, ukljuCuje i
odredivanje sadrzaja 3-epi-25(OH)Ds ili ne. UoCeno je da se razmatranjem ukupne

koncentracije 25(OH)D3, u kojoj je uraCunata i koncentracija 3-epi-25(OH)D3s, moze

17



preceniti status vitamina D3 u organizmu, Sto dalje moze dovesti do greske u Klasifikaciji
I terapiji. Ovo je posebno vazno kod novorodencadi kod kojih udeo 3-epi-25(OH)Ds u
ukupnoj koncentracije 25(OH)D3 moze biti Cak i do 60 %. Na ovaj potencijalni problem
najpre je ukazano 2010. godine u otvorenoj dikusiji u Americkom nacionalnom institutu
zaispitivanje zdravljai shrane (eng. NHANES) ®®. Zatim je dve godine kasnije, u studiji
sprovedenoj u Americi na Sirokoj populaciji osoba (starosti od 3 dana do preko 90
godina), pokazano da je u kategoriju adekvatnog statusa vitamina D (nije potrebna
dodatna suplementacija), pogre$no klasifikovano 9 % novorodencadi i 15 % dece i
odraslih. Naknadnom analizom, kojaje odvojeno posmatrala 3-epi-25(0OH) D3, zakljuceno
da su ove individue u riziku od deficijencije vitamina D3 i daim je neophodna terapija
suplementima (1%), U preglednom radu, koji je sabrao rezultate svih istraZivanja u vezi sa
3-epi-25(0OH) D3 sprovedenih do 2013. godine, objavljeno je da udeo 3-epi-25(0OH)Ds u
ukupnoj koncentraciji 25(OH)D3 kod novorodencadi u proseku 21.4 % (0-61.1 %), u
pedijatrijskoj populaciji 5,9 % (0-20 %) dok je kod odraslih tg procenat oko 6.1 %, sa
Sirokim rasponom od 0 % do Cak 47 % (%D (Slika 4). U ovom radu dat je i osvrt na
razliCitu osetljivost metoda za detekciju 3-epi-25(0OH)Ds, kao i da je sa povecanjem
osetljivosti metoda omogucéena preciznija analiza i detekcija niskih koncentracija 3-epi-
25(OH)Ds.
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Slika 4. Prikaz opsega koncentracija 3-epi-25(OH)Ds (ng/mL ) i udela 3-epi-25(OH)Ds u
ukupnoj koncentraciji 25(OH)Dz (%) kod novorodencadi, dece i odraslih. Slika je

pripremljena na osnovu podataka iz studije Bailey i saradnika 2013 (101

Kao $to je prethodno pomenuto, 3-epi-25(OH)Ds je najpre odreden u studiji sa vise od
180 ucesnika do godinu dana starosti, Giji je raspon ukupnog 25(OH)D bio veliki 9, U
istoj studiji, u velikom broju uzorakaodraslih ispitanika, nije detektovan 3-epi-25(0OH)Ds,
ali su Singhi saradnici primetili daje koncentracija 3-epi-25(0OH)Ds opadala sa staro3¢u
ispitanika ). Njihovu teoriju doveli su u pitanje nekoliko godina kasnije Strathman i
saradnici tvrdeci, da koncentracija 3-epi-25(OH)D3 nije u korelaciji sa staros¢u (%),
Primenom osetljivije metode UPLC/MS/MS (ultra-performance LC/tandem MS) naden
je razliCit udeo epimera u ukupnoj koncentraciji 25(OH)D kod novorodencadi (15-43%)
i odraslih (2.5-17%) (19, dok je primenom HPLC-MSMS metode 3-epi-25(0OH)Ds
detektovan u 99 % ispitivanih uzoraka novorodencadi i/ili odraslih do osamedeset godina
starosti (102 107.109-111) Primenom HPLC-MS/MS metode u Lensmeyer-ovoj i predhodno
pomenutim studijama najnizi nivo detekcije 3-epi-25(0OH)D3 bio je 0.1 ng/mL (0.25
nmol/L) (102.107.109-111) ' prvoj studiji Singh-a i saradnika, uradenoj sa novorodencadima,

najnizi nivo detekcije 3-epi-25(0OH)D3, bio je €ak 50 puta veci i sudeCi prema
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prezentovanim rezultatima iznosio je 5 ng/ mL (10 nmol/L)®9. Primenom LC/MS/MS,
kao visoko osetljive metoda za detekciju 3-epi-25(0OH)Ds3, ve¢ 2013. godine potvrdena je
hipoteza o obrnuto proporcijalnoj zavisnosti starosti i % epimera u ukupnoj koncentraciji
25(OH)D, na velikom broju ispitanika pedijatrijske populacije starosti od 1 dana do 20
godina 12, U ovoj studiji utvrdena je opadajuca koncentracija epimera od prvih dana
Zivota do godinu dana starosti ispitanika. Gallo sa saradnicima je, kontinuiranim
pra¢enjem sadrZaja 3-epi-25(OH)D3 kod novorodencadi od prvog do dvanaestog meseca
Zivota, pokazala da koncentracija najpre raste tokom prvih nekoliko meseci a zatim
kontinuirano opada (%), U istoj randomiziranoj kontrolisanoj studiji ukazano je na
postojanje dozno-zavisnog odgovora na suplementaciju vitaminom D, odnosno da kod
novorodencadi koncentracija 3-epi-25(OH)Dsraste sa primenom suplementacije. Takode
je nedavno, u serumima tek rodjenih beba, detektovana niZza koncentracija 3-epi-
25(0OH)D3 kod prevremeno rodenih beba u odnosu na bebe rodene u punom terminu (),
U epidemioloskoj studiji Engelmana i saradnika navodi se da na poveéan nivo epimera u
krvi, pored Zivotnog doba, moZe uticati izlaganje SunCevoj svetlosti i unos suplemenata
vitamina D, kao i poveéan unos alkohola i manji obim struka ®'3), Zajednicki zakljucak
svih prethodno navedenih studija je da su neophodna nova istrazivanja kojima bi se
nastojalo utvrditi poreklo epimera i njegova bioloSka aktivnost, kao i posledice njegove

povecane koncentracije u krvi.

2.3.1. Metabolizam 3-epi-25(0OH)Ds

Nakon otkrica 3-epi-25(OH)D3 sprovedeni su eksperimenti na razli€itim celijskim
kulturama kako bi se utvrdilo da li su odredeni tipovi Celija odgovorni za nastanak 3-epi-
25(0OH)D3 tokom metabolizma 25(0H)Ds 7). Kamao i saradnici koristili su humanu
osteosarkom ¢elijsku liniju (MG-63), osteosarkom celijsku liniju pacova (UMR 106),
humane ¢elije adenokarcinoma kolona (Caco-2), Celijsku liniju bubrega svinje (LLC-
PK1), kao i humane celije hepatoblastoma (Hep G2). U gotovo svim ¢elijskim linijama

3-epi-25(0OH)Ds je detektovan u vecoj koncentraciji u odnosu na 24,25(0OH)2D3 osim u
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celijama bubrega pacova (Slika 5).

Slika 5. Prikaz ukupnih sadrzaja (nmol/plate) 3-epi-25(OH)Ds i 24,25(0OH).D3 u
razlicitim Celijskim kulturama. UMR106: ¢elijska linija osteosarkoma pacova; MG-63:
humana osteosarkom celijska linija; Caco-2: humane celije adenokarcinoma kolona;
LLC-PK1: celijska linija bubrega svinje (LLC-PK1); Hep G2: humane Ccelije
hepatoblastoma. Slika je pripremljena na osnovu podataka iz studije Kamao i saradnika
2004 “7),
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U LLC-PK1 €elijskoj liniji dominantno je nastajao 24,25(OH)2D3 u poredenju sa 3-epi-
25(0OH)Ds (Slika 5), pokazujuéi da se process C-3 epimerizacije najverovatnije ne
odigrava u éelijama bubrega pacova, $to je u skladu sa prethodnim istraZivanjima 7. 114)
Kamao i kolege su takode pokazali da Hep G2 ¢elije generiSu najviSe 3-epi-25(OH)Dsu
poredenju sa ostalim ispitivanim ¢elijskim linijama, upucujuci na jetru kao potencijalni
izvor 3-epi-25(OH)Ds, Sam proces C-3 epimerizacije u ispitivanim celijskim linijama
pokazao se tkivno-specificnim, kao i supstrat-specifiCanim za 25(OH)D3, 1,25(0OH)2D3 i
24,25(0H)2D3 epimerizaciju. Rezultati navedenih studija ukazuju da ngjverovatnije 3-
epi-25(OH)D3 nastaje kao proizvod endogenog metabolizma, na Sta ukazuju i nedavno
sprovedene studije na animalnim modelima. Nekoliko sati nakon jednokratnog
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ubrizgavanja visoke doze 25(OH)D3 pacovima, detektovan je u serumu 3-epi-25(OH)Ds
(115 U randomiziranoj kontrolisanoj studiji na odraslim pacovima, sa povecanjem doze
holekalciferola takode je primecen dozno-zavisni odgovor u koncentraciji 3-epi-
25(0OH)D3 u serumu pacova 16), Ovi rezultati su u saglasnosti sa studijom sprovedenom
na novorodencadima kod kojih je koncentracija epimera rasla sa poveCanjem doze

suplemenata vitamina D3 (400, 800, 1200, 1600 IU) dajuci dozno-zavisni odgovor (%),

Glavni metaboliti vitamina Dz mogu podleéi reakciji epimerizacije (Slika 6), koje su
dokazane u prethodno opisanim eksperimentima na Celijskim kulturama. Primeceno je da
je reakcija epimerizacije iz C-3B u C-3a poloZaj u bioloskim sistemima najverovatnije
ireversibilna “”. U in vitro eksperimentima nije utvrdena obrnuta reakcija pretvaranja 3-
epi-1,25(0H)2D3 u 1,25(0H)2D3 1 114, Nedavno je i u studiji na pacovima pokazano da
se, nakon kontinuirane viSenedeljne direktne administracije samog 3-epi-25(OH)D3, u
plazmi starih pacova gotovo ne registruje 25(0OH)Ds (1. Medutim, sama reakcija
epimerizacije u metabolizmu vitamina D i dalje je nepoznanica. Zna se daje ovareakcija
Cesta i znaGajna u metabolizmu odredjenih steroidnih hormona 118, Polazeéi od toga da
u metabolizmu Zzucnih Kkiselina reakciju epimerizacije katalizuju hidroksisteroid-
dehidrogenaze (HSDs), Reddy i i saradnici su pretpostavili da HSDs ucestvuju u reakciji
pretvaranja 25(OH)Ds u 3-epi-25(0OH)Ds3 1. Pokazano je da specifi¢ne 3a i 38 HSDs
mogu prevesti odredene steroidne hormone u manje aktivne forme 19, kao i dasu 3a i
3B HSDs deo procesa epimerizacije jer imaju visoku specificnost za 24,25(0OH)2Ds kao
supstrat 29 Kamao i saradnici suispitivali proces epimerizacije u metabolizmu vitamina
D na cCelijskoj kulturi E. coli i pokazali da se 3-epi-25(OH)D3 metaboliSe pomodu
CYP27B1 na poziciji C1 i CYP24A1 na poziciji C24 *7), Ista istraZivatka grupa je,
nekoliko godina kasnije, pokazala da za katalizu reakcije epimerizacije u in vitro
uslovima nisu odgovorni klasi¢ni enzimi ukljuceni u metabolizam vitamina D, citohrom
P450, ali ni hidroksisteroid-dehidrogenaze (HSDs) 2D, Zanimljivo je da je proces
epimerizacije u najveéem stepenu registrovan u mikrozomalnoj frakciji 29, U
preglednom radu, koji je obuhvatio sva istrazivanja vezana za 3-epi-25(0OH)Ds3,
zakljuceno je da sam proces epimerizacije najverovatnije ukljucuje ekstra-renalno tkivo i

enzime koji nisu deo klasi¢nog metabolizma vitamina D (10D,
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Slika 6. Epimerizacija metabolita vitamina Dz Preuzeto iz rada Kamao i saradnici,
2004“7) i preradeno.

Kamao sa saradnicima je, takodje, bio pionir u istrazivanju bioloSke aktivnosti C-3a-
metabolita vitamina D ukazavsi na njihov nizi afinitet vezivanja za VDR u poredenju sa
25(0H)Ds, 1,25(0H)2D3 i 24,25(0H)2Ds 7). Afinitet vezivanja 3-epi-1,25(0H)2Ds za
VDR je svega 2.1 % u odnosu na afinitet 33-oblika dok je afinitet vezivanja 3-epi-
25(0OH)D3 okvirno 36-46 % u odnosu na 25(0H)D3 7- 19D, Dalja istraZivanja potvrdila
su smanjen afinitet 3-epi-1,25(0OH)2D3za VDR, dli i u odnosu na smanjen transport jona
kalcijuma u humanoj Caco-2 cCelijskoj liniji, smanjenu diferencijaciju, antiproliferativni
efekat i indukciju CY P24 genakao i smanjenu transkripciju gena za osteokal cin (47:84.122),
Nakon odredivanja kristalne strukture kompleksa 3-epi-1,25(0OH)2D3 sa VDR-ligand
vezujuéim domenom (VDR-LBD) otkriveno je da 3-epi-1,25(0OH).Ds ne stupa u
interakciju sa bo¢nim ostatkom Ser278, vaznim za prepoznavanje liganda VDR %), Ova
saznanja vode razmatranju 3-epi-1,25(0OH).Dz kao parcijalnog agoniste VDR, medutim
skoraSnja istraZivanja pokazuju da se najveci broj vodonicnih veza 3-epi-1,25(0OH)2Ds sa

VDR ipak uspostavlja alternativnim nac¢inima (124,

Kamao i saradnici su naSli da je metabolizam C3a epimera usporeniji, ¢ime bi

najverovatnije bio kompenzovan smanjen afinitet vezivanja za VDR, doprinoseCi na taj
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nacin metaboli¢koj stabilnosti C3a epimera i bioloskoj aktivnosti “7). U istoj studiji
pokazano je da 3-epi-1a,25(0OH)Ds pokazuje odreden nivo transkripcione aktivnosti
prema ciljnim genima sa ispoljenom anti-proliferativno/diferencijalnom indukcijom na
humanoj Celijskoj liniji mijeloidne leukemije (HL-60), pri Cemu je indukcija CYP24 gena
bila smanjena u odnosu na osnovni oblik 1,25(0H).D3 “") Sa druge strane, isti autori su
na MG-63 Celijama pokazali transkripcionu aktivnost 3-epi-1a,25(OH)D3 na humanom
IC promoteru gena koji sadrZzi VDRE, ali samo u vrednosti od 12 % u odnosu na oshovni
oblik 1,25(0OH).D3. U isto vreme 3-epi-24,25(0OH)2D3 i 3-epi-25(0OH)Ds su ispoljili
zanemarljiv efekat ¢ak i pri jako visokim koncentracijama. Na celijskoj liniji osteoblasta,
istrazujuci gen kojim je kodiran osteokalcin BGLAP, pokazano je da 3-epi-1a,25(0OH)Ds3
povecava stabilnost iRNK osteokalcina, ali mu je sposobnost da indukuje transkripciju

BGLAP gena i sintezu proteina bila smanjena €ak za 1000 puta u odnosu na 1,25(0OH)2.D
(122).

Uzimajuci u obzir da se je C-3 epimerizacija tkivno-specificna i da 3-epi-1,25(0OH)2Ds
ispoljava tkivno-specifine funkcije jedna od pretpostavki je da postoji moguénost da ima
slicnu bioloSku aktivnost kao i 1,25(0OH)2Ds. U prilog ovoj pretpostavci idu rezultati
studije na Celijama pluca alveolarnog tipa 11 kod kojih je 3-epi-1,25(OH).D3 stimulisao
sintezu surfanktanta podjednako dobro kao i 1,25(0OH).D3 129, Zatim, na paratiroidnim
Celijama goveceta pokazano je da 3-epi-1a,25(0OH)2Dzi 1,25(0OH).D3ispoljavaju jednaku
aktivnost na supresiju sinteze paratiroidnog hormonai to pri visokoj koncentraciji od 10
10M @9, Takode je, u preliminarnim in vivo studijama na pacovima, pri jednokratnoj
administraciji 3-epi-25(0OH)Ds pokazana redukcija sadrzaja PTH u cirkulaciji za 65 £ 7
%, ali saminimalnim uticajem nanivo kalcijuma 29, dok je produZena administracija 3-
epi-25(OH)D3 kod odraslih zdravih pacova i pacova sa odstranjenim bubrezima takode
pokazala supresivni efekat 3-epi-25(0OH)D3 na PTH (116.126) Pretpostavlja se da je ovaj
supresivni efekat na PTH povezan sa velikom metabolickom stabilno3¢u samog 3-epi-1,
25(0OH)2D3, kao i da ¢e se mozda upravo pomocéu 3-epi-1,25(0OH).D3 objasniti razli¢ito
supresivno delovanje na PTH u studijama koje su posmatrale PTH/25(OH)D3 odnos.

Posto je visoka metabolicka stabilnost 3-epi-1,25(OH).D3 jedno od ponudenih
objaSnjenja za njegovu bioloSku aktivnost usledila su dalja istraZivanja njegove

stabilnosti. Najpre je na izolovanim éelijama bubrega i sa pre€is¢enim CYP24A1 pacova
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identifikovana 3-epi-kalcitriolna kiselina, kao neaktivan metabolit 3-epi-1,25(0OH)2Ds
(127)Interesantno je da je njena produkcija bila tri puta niza u odnosu na kalcitriolnu
kiselinu nastalu od 1,25(OH)2Ds. Stoga su autori, na osnovu dokinga, zakljucili da se
povecana stabilnost 3-epi-1,25(0OH)2D3 najverovatnije postize vezivanjem za CYP24A1
na alternativne nacine, $to dovodi do usporavanja oksidacije bo¢nog lanca, odnosno

inaktivacije epimera (127,

Na osnovnu prethodnih studija moZe se uoCiti da je najveci broj istrazivanja fizioloSke
funkcijei uloge 3-epi-1,25(0H)2D3 bio uraden na ¢elijskim modelima i u okviru retkihin
vivo animalnih studija. U preglednom radu koji je sabrao sva istrazivanja do 2013. godine,
Bailey i saradnici ukazuju na potrebe za novim studijama o 3-epi-1,25(OH)2D3, njegovo;
fizioloSkoj ulozi kao i rizicima koje povecana koncentracijaovog metabolita, detektovana
kod novorodencadi, moze imati %0, Prisustvo 3-epi-1,25(0OH)2Ds kod novorodencadi,
dece i odradlih otvorilo je mnoga pitanja i diskusije: da li je posebna analiza 3-epi-
25(0OH)Ds3 neophodna u kliniCkoj praksi radi optimalne procene statusa vitaminaD, dali
zaista postoji razlicita bioloSka aktivnost izmedu 3-epi-1,25(OH).D3i 1,25(0OH)2Dzi ako

postoji kako te razlike mogu uticati na zdravlje ljudi.

2.4. Statusvitamina D

Status vitamina D u organizmu se procenjuje odredivanjem koncentracije ukupnog
25(0OH)D koji reflektuje deponovanu koli¢inu vitamina D u organizmu. Postoji nekoliko
razloga zasto se kao biomarker statusa ne odreduje aktivni oblik 1,25(0OH)2Ds vec
25(0OH)D, prekursor aktivnog oblika. Koncentracija 25(OH)D u krvi odraZzava endogenu
i egzogenu koliCinu vitamina D u organizmu, odnosno vitamin D unet hranom i
suplementima, kao i onaj nastao u kozi. Sa druge strane, 25(OH)D ima relativo dug
poluzivot koji se krece od priblizno 10 dana do 3 nedelje, Cime je kao relativno stabilan
biomarker pogodan za procenu depoa vitamina D (1?8, Takode, koncentracija 25(OH)D
nije strogo kontrolisana od strane endokrinog sistema za razliku od 1,25(0OH)2Da.
Ustanovljeno je dasu 25(0OH)D i 1,25(0OH)2Dsu korelaciji u stanjima teske deficijencije
vitamina D, ali da se pri normalnim fizioloskim uslovima aktivni oblik 1,25(OH)2Dz u
krvi nalazi u 1000 puta manjoj koncentraciji nego 25(OH)D. Takode poluZivot
1,25(0OH).D3 oblikaje 50-100 puta kraci i iznosi samo priblizno od 4 do 20 h, $to ga €ini
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neodgovarajuc¢im markerom za procenu statusa vitamina D. Prilikom odredivanja statusa
vitamina D pomocu biomarkera 25(OH)D, neophodne je da se uzmu u obzir odredjeni
faktori kao Sto su gojaznost, funkcije bubrega i jetre i proces starenja individue kako bi

procena statusa bila adekvatna.

2.4.1. Metode za odredivanje koncentracija 25(OH)D u krvi

Metode za odredivanje koncentracije 25(OH)D u serumu i plazmi mogu se podeliti na
imunoesgje i hromatografske metode, koje ukljuCuju te¢nu hromatografiju visokih
performansi (HPLC). U novije vreme primenjuje se metoda tecne hromatografije (LC) u
tandemu sa masenom spektrometrijom (MS/MS) (129 130 Hromatografske metode se
smatraju najtacnijim i najpreciznijim jer se rezultat ukupne koncentracije 25(OH)D dobija
specificnim odredivanjem 25(OH)D2, 25(0OH)D3 i 3-epi-25(0OH)Ds. Pored ovih tehnika,
ranije su koris€eni testovi bazirani na kompetitivnom vezivanju proteina (eng.
competitive protein binding assays) zakoje se pokazal 0 daimaju tendenciju precenjivanja
koncentracije 25(0OH)D (8% 132 U komercijanim uslovima za odredivanje ukupnog
25(0OH)D najviSe se koriste imunoeseji, koji se medusobno razlikuju po antigen-
antittelo sistemima, i tu se ubrajaju: radioimunoloski eseji (RIA), hemiluminiscentni
esgji, kao i enzimske imunoloske metode (ELISA). Njihova prednost je jednostavnost
izvodenja, kao i mala zapremina uzorka potrebna za odredjivanje, Sto je kljucno pri
odredivanju koncentracije 25(OH)D kod novorodencadi. Medutim, najveci nedostatak
ovih metoda je unakrsna reakcija antitela imunoesgja sa drugim metabolitima vitamina

D, koji su prisutni u serumu, Sto moze uticati na tacnost dobijenih rezultata.

TacCna procena statusa vitamina D kod ljudi svih uzrasta, a posebno kod novorodencadi,
predstavlja veliki izazov zbog razliCitih metoda za odredivanje koncentracije ukupnog
25(OH)D. U studiji kojaje poredila 6 ngjzastupljenijih metoda pokazano je da se srednje
vrednosti koncentracija 25(OH)D, dobijene razliCitim metodama, mogu znacajno
razlikovati i biti i dvostruko veée 33, Usledile su brojne diskusije i izvodeni novi dokazi
kojima je ukazano na velike varijacije u rezultatima u zavisnosti od kori$éene metode (34
135 Nakon tog saznanja bilo je nemogucée porediti rezultate 25(OH)D dobijene u
razli¢itim studijama usled Cega nije postignut cenzus za definisanje novih grani¢nih
vrednosti za procenu statusa vitamina D. Dodatnu komplikaciju predstavlja prisustvo C-
3o-epimera 25(0OH)D (C3-epi-25(0OH)D) detektovano pomocu LC-MS metode u vecoj
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koli¢ini kod novorodencadi (1% 136), koji otvara pitanje da li je moguca njegova detekcija
sa imunoesgiima ili ne, kao i pitanje potencijalnog precenjivanja statusa vitamina D.
Postignut je dogovor za pokretanje sertifikacionih programa kao $to je Program Eksterne
Procene Kvaliteta Odredivanja Vitamina D (eng. Vitamin D External Quality Assessment
Scheme (DEQAS)) 137 kako bi se ngjpre utvrdila, azatim i smanjila velika odstupanja u
merenjima medu razliCitim laboratorijama. Americki nacionalni istitut za standarde i
tehnologiju (eng. National Institute of Standards and Technology — NIST) razvio je 4
razliita nova standardna referentna materijala za odredivanje koncentracije 25(OH)D u
krvi, zasnovana na humanom serumu (SRM 972) (138) g3 sertifikovanim referentnim
vrednostima za 25(0OH)D2, 25(OH)D3 i C3-epi-25(0OH)D. Na ovaj nacin omogucena je
bolja kontrola kao i smanjenje odstupanja vrednosti izmedu laboratorija pri odredivanju
koncentracije 25(OH)D u krvi, Sto je i pokazano prema najnovijem DEQAS izvestaju
(139 U ovom izvestaju, takode, se napominje da prema novim saznanjima nijedan od
glavnih imunoesga nije u stanju da detektuje C3-epi-25(OH)D, ali da postoji nekoliko
analitiCkih metoda kojima je moguca njegova detekcija, kao Sto su HPLC, LC-MS/MSii
Roche-ov test kompetitivno vezujucéih proteina 39, Dodatno je naglaseno da postoji
mogucnost pozitivhog odstupanja rezultata dobijenih ovim metodama usled detekcije
C3-epi-25(0OH)D metabolita u okviru ukupne koncentraciji 25(OH)D. Precenjivanje
ukupne koncentraciji 25(OH)D moZe poticati i od nedovoljne specificnosti mnogih LC-
M S/M Stestova da detektuju strukturno-razlidita izomerna jedinjenja (199, pa se pribegava
razvoju novih metoda odgovarajuce hromatografske selektivnosti za razdvajanje C3-epi-
25(0OH)D metabolita 112, ukljuéujuéi matrikse za razdvajanje i kolone za razdvajanje
optickih izomera 149, U narednom periodu znacajno je paZljivo odabrati metod za
odvajanjei kvantifikaciju C3-epi-25(0OH)D metabolita, kao i odgovarajuce supstance za
kalibraciju, koji ¢e omoguciti dobijanje pouzdanih rezultata. Za sada, LC-MS/M'S metod
se smatra najpouzdanijim za odredivanje C3-epi-25(OH)D metabolita 2. Nagjnovije LC-
MS/MS procedure, pored odvganja i kvantifikacije C3-epi-25(OH)D i 25(OH)D,
omogucavaju takode i odredivanje 1,25(0OH)2Ds i 24,25(0H).D3 iz jako male koliCine
uzorka (25pl) (41,
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2.5. Unosvitamina D- procena pomoc¢u anketa ishrane

Procena unosa vitamina D je sloZzen proces koji se bazira na proceni unosa namirnica
(hrane i pi¢a) i suplemenata. Za procenu unosa svih nutrijenata, pai vitaminaD, koriste
se ankete ishrane koje se mogu primeniti na nacionalnom ili individualnom nivou (42,
Cilj anketa ishrane, na nacionalnom nivou, moze biti procena bezbednosti i adekvatnosti
konzumirane hrane kako bi se se procenile potrebe i opste zdravlje populacijei/ili sproveo
program odredene nutritivne intervencije. Na individualnom nivou, ankete ishrane se
koriste u klinickim uslovima kao pomoc¢ kod dijagnoze, prevencije i leCenja odredenih
zdravstvenih stanja koja su u direktnoj vezi sa nacinom ishrane (dijabetes, alergije,
kardiovaskularni poremecaji itd.). U istraZivanjima se ankete ishrane Kkoriste za
utvrdivanje povezanosti izmedu neke fizioloske funkcije (ili bolesti) i unosa ishrane 143,
Pored unosa hrane (dijetarni unos) za procenu individualnog nutritivnog statusa
neophodno je sprovesti nekoliko razli¢itin merenja (44 149 a ceo proces poznat je pod
nazivom ABCD:

A. Antropometrijsko merenje
B. Biohemijski parametri

C. KiliniCka procena
D

. Dijetarni unos

U naucnim istraZivanjima se podaci 0 unosu vitamina D i drugih nutrijenata najcesce
prikupljaju direktno od pojedinaca (individualna procena), dok se za nacionalne potrebe
unos moze procenjivati indirektno, procenom parametara kao S$to su dostupnost

namirnica, kupovna moc ili procenom potro$acke korpe koja je zastupljena u Srbiji (46,

Sam proces procene unosa vitamina D i drugih nutrijenata se sastoji iz nekoliko korakai
ukljucuje najpre prikupljanje podataka od pojedinaca o svim konzumiranim namirnicama,
jelima, pi¢éima i suplementima putem anketa ishrane. U sledecem koraku se identifikuju
namirnice, procenjuje koli¢ina konzumiranih namirnica u okviru porcija, kao i ucestalost
konzumacije u vremenskom periodu koji se posmatra. Za zavrsni korak pri izraCunavanju

unosavitamin D ili drugih nutrijenata neophodno je koris¢enje tabela o sastavu namirnica
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koje su specifine za svaku zemlju. Prve tabele o sastavu namirnica u svetu datiraju s
krgja XI1X veka 14", a na nasim prostorima od 1965. godine sa nekoliko izdanja do danas
(148) Na prostoru Srbije prva elektronska baza podataka o sastavu namirnica je formirana
pre nekoliko godina (9. Da bi se dobio podatak o unosu vitamina D podaci o njegovom
sadZaju u svakoj namirnici se preuzimaju iz baze podataka o sastavu namirnica i zajedno
sa koli¢inom konzumirane namirnice u okviru porcije (g) i frekvencijom konzumiranja

uvrStavaju u jednacinu:

Unos nutrijenta (vitamin D) = koliCina konzumirane namirnice u okviru porcije (g) X

frekvencija konzumiranja x sadrZaj nutrijenta (vitamin D) po g namirnice

Zatim se izrauna zhirni unos vitamina D iz svih konzumiranih namirnica zabeleZenih

anketom ishrane u toku perioda ispitivanja za svakog ispitanika pojedinacno (143,

Same ankete ishrane prema periodu koji posmatraju mogu se podeliti na procenu ishrane
u tatno odredenim danima (anketa dvadesetCetvoro¢asovne ishrane i upitnici sa
merenjem namirnica ili listom namirnica) ili posmatraju duzi period u proslosti (upitnik
o ucestalosti konzumiranja namirnica i istoriji ishrane) 1“3, Pregled anketa prikazan je u
nastavku.

2.5.1. Anketa o dvadesetCetvoroCasovnoj ishrani

Anketa o dvadesetCetvoroCasovnoj ishrani (24h-Al) predstavlja zapis konzumiranih
koliCina i namirnica u predhodnih 24 Casa, gde se ispitanik samostalno ili u razgovoru sa
stru€nim licem priseca svega Sto je pojeo i popio u tom vremenskom periodu. Ovo je
naj rasprostranjeniji upitnik za individualnu procenu unosa hranljivih supstanci, a detalji
o0 prednostima i nedostacima su dati u tabeli 2. Smatra se da ispitanik moZe pouzdano da
da informacije o namirnicima i njihovoj koli€ini koje je uneo predhodnog dana prateci
hronolo3ki red od budenja do pocinka. Da bi se utvrdio prose€an unos vitamina D ili
nekog drugog nutrijenta 24h-Al je potrebno ponoviti nekoliko puta (nedeljno, mesecno
ili godisnje) i/ili tokom razlicitih godisnjih doba Sto je posebno bitno za procenu unosa

vitaminaD.
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2.5.2. Dnevnik ishrane

U sprovodenju dnevnika ishrane (eng. food record) ispitanik beleZi sve namirnice, jela i
pi¢a koje je uzimao u dogovorenom vremenskom periodu (1 dan, 1 nedelju) belezedi i
njihove koliCine. Prednost ove ankete ishrane je Sto se ne oslanja na pamcenje ispitanika,
adetalji o prednostimai nedostacima date su u tabeli 2.

2.5.3. Upitnik o vrsti namirnica

Upitnik o vrsti namirnica (eng. manu record) je ngjjednostavniji upitnik za primenu jer se
od ispitanika trazi da se sete samo vrsta namirnica koje su konzumirali za unapred
dogovorene dane, ali ne i koli¢ina namirnica. Ovaj upitnik se primenjuje kod ispitanika
koji imau ustaljen i ne mnogo raznovrstan nacin ishrane, kao i kada osobe imaju

problema da odrede koli¢inu konzumiranih namirnica.

2.5.4. Upitnik o istoriji ishrane

Upitnik o istoriji ishrane (eng. Diet record) se koristi za indivudual ne procene navika u
ishrani ispitanika i sprovodi ga strucno lice (nutricionista, lekar, medicinska sestra) u
direktnom razgovoru sa ispitanikom koristeCi standardnu listu najceS¢e konzumiranih

namirnica

2.5.5. Upitnik o ucestalosti konzumiranja namirnica

Upitnikom o ucestalosti konzumiranja namirnica (eng. Food Frequency Questionnaires -
FFQ) procenjuje se frekvencija i koliina konzumiranja raznih vrsta namirnica (najcesce
od 100 do 200 razli¢itih namirnica ) u ta¢no definisanom vremenskom periodu (najéesée
poslednji mesecili poslednjatri meseca) (1°0). Pitanja u FFQ se sastoje od liste namirnica
i ponudenih opcija za koli¢inu i uCestalost konzumiranja istih od kojih ispitanik bira jedan
od ponudenih odgovora. Ponudene namirnice u okviru FFQ zavise od svrhe i obima
istraZzivanja. Ako je cilj istraZivanja procena unosa vitamina D, lista namirnica u FFQ ce
sadrzati specificne namirnice koje predstavljaju prirodne izvore ovog vitamina, kao i
obogacene namirnice vitaminom D prisutne na trZiStu. Takode je moguéa detaljnija
analiza i preracun hranljivih supstanci kroz dodatna pitanja u FFQ o pripremi hrane i
naCinima snabdevanja. Radi vece preciznosti u proceni koli¢ine unetih namirnica, u

okviru pitanja u FFQ mogu biti prikazane fotografije razli€itih porcija. FFQ se najceSce

30



primenjuje u istrazivanjima koja ispituju povezanost nacina ishrane i nekih bolesti ili

rizika za razvoj bolesti. Zbog malih troskova, FFQ je pogodan metod za procenu navika

u ishrani u velikim epidemioloskim nutritivnim studijama 50,

2.5.6. Upitnik dnevnika ishrane sa merenjem namirnica

U sprovodenju upitnika dnevnika ishrane sa merenjem namirnica (eng. Weighted

records) ispitanik meri sve namirnice pre nego Sto ih pojede ili popije. KoliCine sa

detaljnim opisom konzumiranih namirnica belezi u specijalanu knjizicu namenjenu za to.

Ovo je najzahtevnija anketa koja traZi izuzetnu posvecenost ispitanika jer se sve

namirnice mere a podaci zapisuju pre same konzumacije. NajceS¢e se ovaj tip ankete

primenjuje u metaboliCkim studijama za pracenje specifi¢nih hranljivih supstanci.

Tabela 2. Prednosti i nedostaci anketa ishrane, najceS¢e koriséenih u istrazivanjima,

pripremljene prema podacima iz publikacija 4%

Upitnik o ucestalosti konzumiranja namirnica (FFQ) 50

Prednosti

Nedostaci

Upitnik je standardizovan

Zahteva priseanje ispitanika o]

konzumiranim namirnicama

Prema nekim autorima najbolja je metodom za
istrazivanja o0 povezanosti naCina ishrane i
bol esti

Zavisi od sposobnosti ispitanika da opise

svoju ishranu

Nije neophodan direktan razgovor sa stru¢nim

licem

Moguce su greSke u proceni unosa kad se

nekoliko namirnica svrsta pod jedan naziv

Umereno zahtevan za ispitanika i ne utice na

navike u ishrani

Nije prikladan za odredivanje apsolutnog

unosa nutrijenata u velikim istrazivanjima

Nije skup ni za primenu na velikom broju

ispitanika i moZe se opticki skenirati

Moze biti reprezentativniji za uobiCajen unos

nego dnevnik ishraneili 24h-Al

Potencijalno  nereprezentativan ako nije
validiran za specificno podrucje s obzirom na

uobicajene namirnice i veli€inu porcije
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Dnevnik ishrane

Prednosti

Nedostaci

Ne oslanja se na paméenje

Zahteva saradnju ispitanika

Daje detaljne informacije

Pri primeni u velikim istrazivanjima moze

biti neispunjen adekvatno

Koristi se zavalidaciju drugih metoda

I spitanik mora biti pismen

Daje podatke o prehrambenim navikama

Potreban je duzi vremenski period za

prikupljanje podataka

Dnevnik koji obuhvata nekoliko dana je

reprezentativan za uobicajen unos

Moze uticati na promene u ishrani ispitanika

Zaperiod do 5 dana daje pouzdane rezultate

Analiza podataka je skupa i zahteva puno
rada

Anketa o dvadesetCetvorocasovnoj ishrani (24h-Al)

Pr ednosti

Nedostaci

Daje detaljne informacije o vrsti konzumiranih

namirnica

Samo jedno priseéanje nije reprezentativno

za uobiCajeni unos

Jednostavna primena

Podcenj en/precenjen unos

Nije skupa Oslanja se na pamcenje
Tendencija precenjivanja hrane koja se
Objektivna metoda konzumira u malim koli¢inama (npr. voca) i
obrnuto (brza hrana)
Nekoliko 24h-Al se moZe iskoristiti za | Zahteva puno vremena za obradu

individualnu procenu unosa nutrijenata

Moguce je da malo optereti ispitanika

2.5.7. Validacija upitnika

Svaka od prethodno pomenutih anketa ishrane ima svoju specifiénu namenu, stoga je pre

njihove primene vazno definisati jasan cilj sa kojim se sakupljaju informacije pomocu

anketa ishrane. Naravno nijedna od anketa ishrane nije toliko savrSena da se njom

odreduje unos bez greSke i svaka ima odredene prednosti i mane. Upravo je to jedan od

glavnih razloga za postojanje evaluacionih studija, odnosno studija validacije kojima se

proverava da li je primenjenim upitnikom moguce adekvatno proceniti unos hranljivih
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supstanci. NajceS¢e se adekvatnost FFQ upitnika procenjuje u studijama validacije za
specifican nutrijent (npr. vitamin D) ili grupu nutrijenata (npr. masne kiseline). U
studijama validacije FFQ se uporeduje sa druge dve referentne metode kao 5to su 24h-Al,
dnevnik ishrane, dnevnik ishrane samerenjem namirnicaili specifi¢ni biomarkeri (150-152),
U studijama validacije FFQ specificnog za odredeni nutrijent savetuje se da se kao druge
dve referentne metode koriste biomarker (npr. 25(OH) zavitamin D) i 24h-Al ili dnevnik
ishrane sa merenjem namirnica 53, Biomarkeri kao metoda imaju prednost jer su
slucajne greSke pri njihovom odredivanju nezavisne od slucajnih greSaka mogucih
primenom bilo kog od upitnika 1%, Kada se kao referentna metoda u studiji validacije
izaberu biomarkeri, oCekuje se da stepeni korelacije izmedu metoda budu manji, ali u isto
vreme da nema preklapanja gre$aka zbog upotrebljenih metoda 3. Kao biomarker u
studiji validacije upitika za vitamin D koristi se ukupni 25(OH)D koji reflektuje vitamin
D endogeno sintetisan kao i ongj unet namirnicamai suplementima (128, Posto je tesko
kontrolisati i odrediti koliinu vitamina D koja je endogeno sintetisana nakon izlaganja
Suncevim zracima, studije validacije za vitamin D se sprovode u zimskom periodu kada
je minimalna endogena sinteza usled smanjenog UVB zracenja za oblasti severno od 42
paralele 19, Pored tradicionalnog pristupa u kome se medusobno uporeduju rezultati
svake od tri primenjene metode u studiji validacije, u novije vreme se primenjuje metoda
trijada (153, Metodu trijada detaljno su opisali Ocke i Kaaks 159, Kod nutrijenata, kao $to
jevitamin D, gde koncentracija biomarkera odgovara unosu nutrijenta, korelacija izmedu
unosa procenjenog upitnicima i koncentracije biomarkera u krvi se moze interpretirati
kao donja granica stvarne validnosti upitnika (eng. lower bound of the true questionnaire
validity) 159, Stoga, za odredivanje koeficijenta validacije procene unosa sprecifi¢nog
nutrijenta pomocéu FFQ, Kaaks i saradnici 33 predlazu istrazivadima da koriste dve
dodatne metode (npr. za vitamin D: odreden ukupan sadrzaj 25(OH)D u krvi i 24h-Al).
U metodi trijada, koja predstavlja trostruki pristup validaciji, korelacije izmedu podataka
dobijenih svakom od tri primenjene metode se koriste za raCunanje koeficijenta validacije
FFQ (pQl). Koeficijent validacije predstavlja korelaciju izmedu unosa nutrijenta

procenjenog pomocéu FFQ i nepoznatog ‘stvarnog’ unosa nutrijenta ispitanika (159,
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Za raCunanje koeficijenta validacije FFQ (pQI) koristi se slede¢a jednacina:

Fo = rQB*%
U jednaCini pQIl predstavlja koeficijent validacije FFQ, rQB-koeficijent korelacije
izmedu podataka FFQ i vrednosti biomarkera, rBR-koeficijent korelacije izmedu
biomarkera i podataka 24h-Al, dok je rQR koeficijent korelacije izmedu podataka
dobijenih pomoéu FFQ i 24h-Al. Takode se izraCunavaju gornja i donja granica
pouzdanosti, odnosno interval pouzdanosti za srednju vrednost koeficijentavalidacije za
95% populacije. Interval pouzdanosti predstavlja raspon u kome mozemo da o¢ekujemo
(sa odredenom verovatno¢om) da se nalazi srednja vrednost koeficijenta validacije za
ispitivanu populaciju, i $to je manja Sirina intervala pouzdanosti veca je vrednost
zakljucka. Interval pouzdanosti se kod metode trijada izraCunava Koristeci ,,bootstrap

sampling“ gde 1000 uzoraka biva zamenjeno brojem ispitanika u studiji validacij (55 1%6),

2.6. Preporuke za vitamin D
2.6.1. Preporuke za unos vitamina D

Prve preporuke za unos vitamina D kao esencijalnog nutrijenta datiraju joS sa poCetka
dvadesetog veka kada je preporuka za referentni dnevni unos za vitamin D iznosila 200
IU (5ug) holekalciferola 5. Pola veka kasnije, zvani¢ne preporuke objavila je Evropska
komisija u kojima su preporuke za unos vitamina D svrstane u kategorije prema uzrastu i
polu 158, U saglasnosti sa preporukama Evropske komisije objavljene su preporuke
Americkog Medicinskog Institutia (Institute of Medicine IOM) %),  WHOQO (60,
Australijei Novog Zelanda %% i Nordiskih zemalja (162, Tokom 2011. godine Americki
Medicinski Institut u saradnji sa nau¢nicima severne Amerike i celog sveta doneo je nove
preporuke o kolicini vitamina D potrebnoj za Zivot, zdravlje i normalan razvoj ljudi koje
su date u tabeli 3. Preporuke su svrstane u Cetiri kategorije Cineci referentni dnevni unos
(eng. Dietary Reference Intake, DRI) (%3, Prethodno su precizno definisani okviri
preporuka pa razlikujemo: procenjenu prosecnu potrebu (eng. Estimated Average
Requirement, EAR), preporucen dnevni unos (eng. Recommended Dietary Allowance,
RDA), adekvatni unos (eng. Adequate Intake, Al) i dozvoljenu gornju granicu unosa (eng.

Upper limit, UL). Procenjena prosecna potreba definisana je kao srednji nivo unosa
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hranljive supstance (nutrijenta) koja je dovoljna da zadovolji potrebe 50 % ljudi.
PreporuCen dnevni unos predstavlja nivo unosa koji zadovoljava zahteve 97,5 %
pojedinaca u grupi i predstavlja vrednost procenjene proseCne potrebe uvecane za
dvostruku vrednost standardne devijacije (RDA = EAR + 2 SD). Adekvatni unos je
procenjeni nivo unosa za koji se o¢ekuje da zadovolji nutritivne potrebe neke specificne
populacije kao to su na primer novorodencad ili odoj¢ad. Adekvatni unos se koristi onda
kada se ne mogu odrediti EAR ili RDA. Dozvoljenagornja granica se definiSe kao najvisi

nivo unosa koji ne predstavljarizik po zdravlje pojedinaca u grupi.

Glavna diskusija vodena je oko postavljanja RDA vrednosti vitamina D kod
novorodencadi i ustanovljena je kategorija adekvatnog unosa od 400 IU (Tabela 3). Ova
koli¢ina smatra se zadovoljavajuom za odrzavanje koncentracije 25(OH)D oko 50

nmol/L (20 ng/mL) u krvi, §to je potrebno za normalan razvoj kostiju.

Tabela 3. Preporuke zareferentni dnevni unos vitamina D

ivotho doba Procenjene Preporuceni | Dozvoljena gornja
prosecCne potrebe* | unos* granica unosa*
IU/dan IU/dan IU/dan

Novorodencad 0-6 meseci | ** ** 1000+

Odojcad 6-12 meseci o o 1500¢

Deca 1-3 godine 400 600 2500

Deca 4-8 godina 400 600 3000

Deca 8-13 godina 400 600 4000

Adolescenti 13-18 godina | 400 600 4000

Odrasli 19-70 godina 400 600 4000

Ljudi stariji od 70 godina | 400 800 4000

Trudnice 400 600 4000

Dajilje 400 600 4000

* Prema preporukama Ameri¢kog Medicinskog Instituta63)

**Za novorodencad i odojcad adekvatni unos je 400 1U/dan

¢ 2000 IU/dan je dozvoljena gornja granica unosa za novorodencad prema preporukama
Evropske Komisije (164
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Kako je navedeno u izveStaju komisije, nije bilo dovoljno raspolozivih podataka i studija
na populaciji novorodencadi koje se ne odnose samo na zdravlje kostiju, na osnovu kojih
bi se povecala RDA vrednost vitamina D (%3, White smatra da su vaZzece preporuke
konzervativne i da su zanemarile dokaze o znataju vitamina D za imuni sistem %9, Ove
preporuke su uglavnom u saglasnosti sa Evropskim preporukama (164, Smatrajuci
novorodencad i decu osetljivom populacijom za deficijenciju vitaminom D u Evropskoj
Uniji uvedena je kategorija Referentni Unos Populacije (eng. Population Reference
Intake) prema kojoj koliCina vitamina D od 400-1000 IU/dan zadovoljava potrebe
prakti¢no svih novoroddencadi 64 uzimajuéi u obzir neizlaganje dejstvu Sunéevih zraka
ove populacije i da obogacivanje hrane vitaminom D nije prisutno u svim zemljama.
Ovako visoka preporuka za unos vitamina D do 1000 IU je ve¢ pola veka prisutna u
pojedinim zemljama Evrope kao $to su Francuska (169 i Finska (167, dok je na nasim
prostorima postojala praksa od 50-ih godina da se deci svih uzrasta daje riblje ulje
posebno u zimskom periodu. Medjutim, poslednjih godina u svetu se pokazuju pozitivni
efekti leCenja dece jednokratnom velikom dozom vitamina D (eng. stross) u stanjima
rahitisa, cisticne fibroze ili inflamatornih bolesti creva (%8170, Dodatno, Evropska
komisija je za unos vitamina D kod novorodencadi definisala dozvoljenu gornju granicu
od 2000 1U/dan, za razliku od IOM koji je za novorodencad do 6 meseci postavio granicu
od 1000 IU/dan, a za novorodentad od 6 do 12 meseci 1500 IU/dan (Tabela 3).
Zanimljivo je da su ove vrednosti postavljene uzimajuci u obzir podatke iz 1938. godine
(171, gde je primeéen smanjeni linearni rast kod novorodencéadi koja su bila na tretmanu
vitaminom D od 1800-4500 |U/dan. Do danas nema novih podataka koji bi razjasnili
kakve negativne efekte moZe da ima prekoracenje dozvoljene gornje granice. Zabrinutost
od moguce pojave hipervitaminoze vitaminom D teSko da bi mogla biti opravdana jer u
vecini sluajeva kod novorodencadi prekoraCenje preporuka za suplementaciju je u
okvirima od nekoliko dana do nekoliko meseci. U Srbiji suplementi za novorodencad su
u pakovanjima koja onemogucéavaju prolongirano prekoracenje doze. Sa druge strane,
definicija hipervitaminoze vitaminom D nije uniformna i IOM je definise kao
koncentraciju 25(0OH)D u krvi od 400-1250 nmol/L (%3, dok Pedijatrisko drustvo Kanade
tu granicu postavljaiznad 500 nmol/L (*72), Ipak, neophodan je oprez jer su ¢ak i pri nizim
koncentracijama 25(OH)D od 400 nmol/L registrovani slucajevi pojave intoksikacije kod

dece pri prolongiranom izlaganju visokim dozama vitamina D (173-176),
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Adekvatna suplementacija predstavlja najsigurniji i najjednostavniji naCin za
zadovoljavanje potreba novorodencadi, jer se ne izlazu Suncevom zraCenju prvih 6
meseci Zivota. IstraZivanja su pokazala da je i suplementacija majki u toku perioda dojenja
neophodna. Atkinson, i Wagner i saradnici smatraju da unos vitamina D prema trenutnim
preporukama za dojilje nije dovoljan da zadovolji potrebe i majke i novorodenceta i da
predloZene suplementacije za majke joS uvek su predmet istraZivanja. Za donoSenje novih
adekvatnijih preporuka za unos i status vitamina D neophodni su ¢vrsti dokazi u vidu
rezultata randomiziranih dozno-zavisnih studija, posebno kod dece, trudnicai dojilja, koji
bi pokazali efekat razliCitih doza vitamina D na zdravlje kao i odgovor celokupnog
organizma (179, Za sada stoje preporuke da je suplementacija vitaminom D neophodna
kod svih novorodencadi odmah nakon rodenja i da je preporucen dnevni unos od 200-400

IU vitamina D po danu (157 164, 180),

2.6.2. Preporuke za status vitamina D

Dali je status vitamina D u organizmu adekvatan procenjuje se na osnovu koncentracije
25(0H)D u krvi prema propisanim grani¢nim vrednostima od strane Americkog
Medicinskog Instituta 63 181, Grani¢na vrednost 25(OH)D, ispod koje su osobe u riziku
za nastanak deficijencije vitamina D, je koncentracija u krvi niza od 30 nmol/L (12
ng/mL). Vrednosti nize od 25 nmol/L (10 ng/mL) povezuju sa ozbiljnom (teSkom)
deficijencijom (82), Procenjeno je daje koncentracija 25(OH)D od 50 nmol/L (20 ng/mL)
minimalna za postizanje adekvatnog zdravlja kostiju kod 97 % stanovnistva (182,
Americki Medicinski Institut je 2011. godine razmatrao postojece €injenice i doneo nove
preporuke za referentni dietetski unos (eng. Dietary Reference Intake — DRI) zakalcijum
i vitamin D. Glavna diskusija se vodila oko uspstavljanje vece vrednosti za koncentraciju
25(0OH)D od 75 nmol/L (30 ng/mL) kao optimane granice za postizanje adekvatnog
zdravlja, koje se ne odnosi samo na zdravlje kostiju vec i na imuni sistem i opSte zdravlje.
Takode je procenjeno da vrednosti iznad 125 nmol/L (50 ng/mL) potencijano mogu biti
povezane sa toksi¢nim efektima. Vazno je uzeti u obzir da pojedini naucnici smatraju da
su zvanicne preporuke konzervativne i da su donete zanemarujuci dokaze i rezultate
studija o koristima vitamina D vezanim zaimuni sistem (169, Ovatemajei dalje predmet

debate, ali je jedan od glavnih argumenata za donoSenje novih adekvatnih preporuka
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upravo nedostatak studija, posebno kod dece, koje bi pokazale efekat razli€itih doza

vitamina D na zdravlje kao i na odgovor celokupnog organizma (79,

2.7. Nedostatak vitamina D

Nedostatak ili deficijencija vitamina D kod ljudi povezani su sa brojnim negativnim
uticajima na opSte zdravlje ukoliko je stanje deficijencije prolongirano. Veruje se da vise
od polovine ukupnog stanovniStva naSe planete nema adekvatnog izlaganja Suncevoj
svetlosti da bi odrZalo potreban nivo vitamina D u krvi (8189 j da je pored neadekvatnog
unosa vitamina D to jedan od glavnih uzroka nastanka deficijencije. Hronicna ili
povremena deficijencijavitamina D povezuje se sa brojnim komplikacijamatokom celog
Zivotnog doba ukljucujuci razvoj in-utero (Slika 7).

uticaj in-utero
Razvoj imunog sistema i
R Prevremeno rodjenje
Ekspresiju gena _— Rahitis
Kodtany masu J h_ Respiratorne infekcije
Masno tkivo Hipokalcemija
Razvoj mozga Novorodjenée
Sastavtkiva ———
f/’,‘ e Astma
77 S = 2
,.c N0, Dijabetestipal
anj pi.ﬂ:eﬂte \ Alergije
| \k L\S ‘ Dete Autizam
> \ bf .'.
\Af| Uticajna felus 1 Hipertenzija
'-.I [ \’ Gojaznost
/ Dijabetestipa 2
N\ :\ Metaboliéki sindrom
\l‘j_ \"-_.\\ Kardiovaskularna oboljenja
N7 Odrasli Osteomalacija
Sizofrenija
= r—
Trudnice — Osteoporoza
. ' Miopatija
Preeklampsija | Prelomi
Bacterium vaginosum Stari Slabije paméenje
Uspeh VTO Karcinom

Slika 7. Uticg i potencijalne posledice niskog nivoa vitamina D in-utero i tokom Zivota.
Preuzeto iz rada Hossein-neshad i Holick, 2013 (89 j preradeno.

NajceSce komplikacije vezane su za proces starenja i smanjenje mineralizacije kostiju,
Sto dalje moZe dovesti do povecane sklonosti ka lomljenju kostiju i razvoju osteoporoze
(. Prolongirana deficijencija vitamina D tokom Zivota dovodi se i u vezu sa dijabetesom

i kardiovaskularnim poremecajima®®-189)  neuroloskim poremeéajima (190 19D
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aterosklerozom, autoimunim bolestima, slabo$éu misic¢a i karcinomima®°21%), Brojna
istrazivanja novih funkcija vitamina D povezuju adekvatan status ovog vitamina u ranom
detinjstvu @ sa potencijalno preventivnom ulogom u bolestima kao $to su astma ),
respiratorne infekcije 19, autizam 112, dijabetestipa 1% itd. Posebna paZnja posvecuje
se preventivi nedostatka vitamina D primenom adekvatne suplementacije u ranom
detinjstvu i trudnoCi kada se postavlja dobra osnova skeleta a zatim i celog tela za buduci

Zivot.

Suplementacija vitaminom D kod novorodencadi i dece ima vaZznu ulogu tokom rasta i
razvoja u ocuvanju zdravlja kostiju. Nedostatak vitamina D u ranom detinjstvu moZze
dovesti do resorpcije kostiju i razvoja rahitisa, ngjpoznatije bolesti kostiju kod dece.
Rahitis predstavlja poremecCaj mineralizacije kostiju u razvoju usled taloZenja
nemineralizovanih osteoida 3to dovodi do deformacija kostiju %), Na nivou metafiza
kostiju koje rastu (eng. growth plate) dolazi do deformiteta na zglobovima ekstremiteta,
kolenima ili kostima glave. Rahitis se najéeS¢e prepoznaje po krivim nogama (X ili O
oblika), $to moZe da ugrozi normalan motorni razvoj jer je uglavnom prisutna i smanjenja
misi¢na funkcija 21202, U najvecem broju slucajeva uzrok rahitisa je nutritivne prirode
u vidu nedostatka vitamina D ili kalcijuma, mada uzrok moze biti i genetske prirode ili
posledica bolesti bubregaiili jetre ?%), Terapija rahitisa otkrivena je pre vise od 70 godina
i ukljucivala je konzumiranje kravljeg mleka kao izvora kalcijuma i izlaganja obolelih
suncu zbog endogene sinteze vitamina D, dok se u danaSnje vreme obolelima daju
suplementi kalcijuma i vitamina D. lako je prevencija rahitisa jednostavna i dadje je
prisutna incidenca rahitisa u rangu od 2.9 do 95 slu¢ajeva na 100 000 dece u svetu (2%0),
ali i na nasim prostorima (2%, Faktori rizika za pojavu rahitisa usled nedostatka vitamina
D mogu biti svrstani u kategorije geografske prirode (minimalna engodena sinteza
vitamina D usled geografskog poloZaja), zatim uticaj kulture (naCin odevanja gde se koZa
ne izlaze suncu), kao i nacini ishrane koji ne ukljuCuje dovoljne koli¢ine namirnica
bogatim vitaminom D i kalcijumom %), Takode jedan od faktora je tamnija boja koZe i
nedovoljna suplementacija vitaminom D posebno u zemljama u kojima nema programa

obogacivaja namirnica vitaminom D (24 206, 207)

Na simpozijumu odrZzanom u organizaciji WHO 2015. godine %), prikazani su rezultati

prospektivnih i observacionih studija prema kojima novorodencad majki sa nedostatkom
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vitamina D u trudnoCi najCeS¢e imaju smanjene depoe i nizak status vitamina D.
Objedinjeni rezultati ukazuju na povezanost nedostatka vitamina D tokom trudnoce i u
ranom detinjstvu sa pojavom hipokalcemije, rahitisa i uzrocima nastanka preloma
prouzrokovanih osteoporozom (208210 U randomiziranoj kontrolisanoj  studiji
deficijencija majki u ranoj trudnoci, pracena od 19 do 34 nedelje, bila je u direktnoj vezi
sa predvidanjem rahitisa kod novorodenceta preko povecanja odnosa duZine kostiju
femurai preseka femoralnih metafiza, mereno ultrazvukom visoke rezolucije 4., Pored
rizikazarazvoj rahitisa, negativan uticaj nedostatka vitamina D na postizanje maksimuma
stvaranja koStane mase (eng. Peak bone mass) primecen je u nekoliko randomiziranih
kontrolisanih studija koje su pratile rast i gustinu kostiju ?%2219, |nterventna studija sa
vitaminom D pokazala je da su novorodencad rodjena u terminu, Cija je koncentracija
25(OH)D bila manja od 11 ng/mL (27.5 nmol/L), imala manji mineralni sadrZaj kostiju
celog tela (Whole Body Bone Mineral Content, WB BMC) (19.5 £ 3.1 g/kg) u poredenju
sa onima Cija je koncentracija 25(OH)D bila iznad 11 ng/mL (21.3 £+ 2.0 g/kg; p=0.017)
(219, Dodatno je uded uticga statusa vitamina D na homeostazu kalcijuma i fosfora,
otkrivena veza izmedu niske koncentracije ukupnog 25(OH)D majke u trudoci i razvoja
karijesa kod dece %9, kao i smanjenog kvaliteta zuba i kostiju merene mineralnim
sadrZzajem kostiju celog tela (eng. WB BMC). Na moguce postojanje ovakve zavisnosti
ukazano je nekoliko decenija ranije kada su primecene promene na gledi zuba dece
proseCne starosti oko 2.5 godine, Cije majke nisu bile od 12 nedelje trudnoce na
suplementima vitamina D, u odnosu na kontrolnu grupu kojaje uzimala 400 1U vitamina
D @17, Nedostatak vitamina D u trudnodi, o kome ¢e vise biti re¢eno u poglavlju 2.7.,
povezuje se sa povecanim rizikom od neZeljenih komplikacija u trudnoci kao Sto je
preeklampsija, prevremeni porodjg (Slika 7), kao i stanja povezanih sa poveéanjem
perinatalnih bolesti i smrtnosti 18 219 Medutim, evidentan je nedostatak vecih
interventnih studija u trudnoCi i ranom detinjstvu kojima bi se pokazalo koliko je
suplementacija vitaminom D zaista efikasna jer dugoroCne posledice suplementacije

vitaminom D na kosti joS uvek nisu u potpunosti razjasnjene.
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2.8. Vitamin D u trudnodi

Tokom trudnoce potrebe za vitaminom D se postepeno poveéavaju sa rastom i razvojem
fetusa. Koncentracija aktivnog oblika 1,25(0OH).D3 se duplo povecava u poslednjem
trimestru trudnoce u poredenju sa stanjem pre ili odmah nakon trudnoce 222, Takode
u trudnodi je registrovan porast vitamin D vezujucih proteina (eng.DBP) 22 i povecana
ekspresije enzima CYP27A1 u bubrezima trudnica, kao i u placenti i endometrijumu-
decidui ?® za Sta se pretpostavlja da uzroci mogu biti hormoni (estradiol, prolaktin,
humani placentalni laktogen itd.) 2% 224 Povecanjem ekspresije CYP27A1 placenti,
endometrijumu i bubrezima povecava se sinteza 1,25(OH).D3. Poznato je dase 25(0OH)D
transportuje kroz placentu pasivnim ili olakSanim transportom, kao i da 1,25(0OH)2D3 i
PTH ne prelaze placentnu barijeru 22226, Sama placenta moZe sintetisati 1,25(0H)2Ds
(227) K oncentracija 1,25(0OH)-D3 u serumu fetusa je niza u odnosu na majéinu (220.228,229)
Studije sugeriSu da nivou 1,25(0OH).D3 u serumu fetusa, pored placente, verovatno
doprinosi i sinteza u bubrezima fetusa u kojima je zabelezena ekspresija CYP27A1 20,
230.231) pored povecéanjakoncentracije 1,25(0OH).D3, smanjuje se PTH majke, apovedava
aktivni transport kalcijuma kroz placentu kako bi se zadovoljile rastuce potrebe fetusa
tokom procesa mineralizacije kostiju ¢23.232), Zanimljivo je da se na rodenju skelet sastoji
od oko 30 grama kalcijuma od kojih se najveci procenat (oko 75%) akumulira u treCem
trimestru trudnoce 2. U toku trudnoce i laktacije organizam se prilagodava povecanim
potrebama za kalcijumom najces¢e samim povecanjem intestinalne apsorpcije %%, mada
jei dalje ngasno dali ove adaptacije zavise od statusa vitamina D majke (18, Dodatno
1,25(0OH)2D3 ima vaznu ulogu u regulaciji imuniteta u toku trudnoce jer se u prisustvu
1,25(0H).D3 inhibira oslobadjanje proinflamatornih Th1l citokina, a stimulise
oslobadjanje Th2 citokina. Za Th2 citokine, pored njihove uloge u imunom sistemu,
smatra se da utiCu na implementaciju embriona i pomaZu u smanjenju odbacivanja ploda
usled ekspresije gena HOXA10 (223 234236 Rezultati studija ukazuju da 1,25(0H)2D
pomaze u implemetaciji i odrzavanju fizioloSke trudnoce, podrzava rast i razvoj fetusa
preko transporta kalcijuma, suzbija lu¢enje proinflamatornih citokina i kontrolise lu¢enje
nekoliko hormona u placenti 223 236,230 Takodje se misli da 1,25(0OH)2Ds ima ulogu u
regulaciji ciklicnog adenozin monofosfata (CAMP) u trofoblastu, ¢ime bi se omogucio

novi mehanizam za aktivaciju imunog odgovora u placenti 38
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Status vitamina D fetusa direktno zavisi od statusa vitamina D majke. Koncentracija
25(0OH)D u pupcanoj vrpci okvirno iznosi 75 % od nivoa registrovanog u serumu majke
(239) Dakle, glavni izvor vitamina D zarast i razvoj fetusa je upravo 25(0OH)D koji se
nalazi u krvotoku majke-trudnice, usled Cega je od velikog znaCaja da trudnice imaju
adekvatan status vitamina D tokom celog perioda trudnoce. Nakon porodaja, glavni izvor
vitamina D za novorodence je egzogenog porekla. Unosi se kroz majcino mleko,
adaptirano mleko — formulu ili suplemenate vitamina D u vidu kapi ?*). Vazno je
pomenuti da ¢ak i novorodencad hranjena samo adaptiranim formulama, koje su
obogacene vitaminom D, mogu da obole od rahitisa. Pokazano je da u toku 24 h, u prvim
mesecima Zivota, novorodencad ne popije dovoljno formule (1L) da bi unela 400 IU
vitamina D, ve¢ priblizno polovinu te koli¢ine (200 IU) @*D, To nije dovoljno da obezbedi
potrebne koli€ine vitamina D, posebno u uslovima kada su i majke u trudnoci bile u
deficijenciji, pa je stoga neophodna suplementacija ovim vitaminom svih novorodenih
beba.

2.8.1. Nedostatak vitamin D u trudnodi

U celom svetu Siroko je rasprostranjena pojava nedostatka vitamin D kod trudnica (%) sa
veéom incidencom u oblastima severnije od 42° paralele %> 242, Pored geografskog
polozaja i godisSnjeg doba u studijama se istiCcu faktori koji mogu doprineti razvoju
deficijencije vitamina D kao $to su tamnija boja koZe, smanjena izloZenost Suncevoj
svetlosti i nizak unos vitamina D (183 219, 243 244 Nedavno je objavljeno da je
rasprostranjenost nedostatka vitamin D medu trudnicama Mediteranskog regiona 22.7 do
90.3% 18 §to je vrlo sli¢no objedinjenim podacima za Ameriku, Australija, Juznu Aziju
i Bliski Istok ( 26-98% ) 39, U prethodno pomenututim i brojnim drugim studijama
podvlacli se nekoliko faktora koji mogu uticati na status vitamina D. Faktori rizika mogu
se podeliti u kategorije u zavisnosti da li utiCu na endogenu sintezu vitamina D, na njegov

egzogeni unos ili na zadrZavanje u telu.

Kao $§to je predhodno pomenuto vitamin D u humanom organizmu moZe se sintetisati
endogeno u kozi nakon izlaganja Suncevoj svetlosti (UVB), Cija je talasna duZina od ~285

do 320 nm 9. Endogena sinteza zavisi od vremena izlaganja koZe, godi$njeg doba, doba
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dana, zagadenja vazduha, geografskog poloZaja kao i starosti osobe, upotrebe krema za
suncanje sa zaStitnim faktorom =8 i naCina odevanja ?*). Dodatno se istite da na
smanjenje endogene sinteze utie pigment koZe melanin i da je kod osoba tamije putu
prodiranje UVB zraCenja kroz koZu smanjeno, a time i endogena sinteza vitamina D.
Stoga ukoliko dijetetski unos vitamina D nije izuzetno visok, kod trudnica tamnije puiti

i/ili koje su povezane (imaju veo) povecan je rizik za nastanak deficijencije vitamina D
(23,24).

Takode jedan od faktora je neadekvatan unos vitamina D iz namirnica i suplemenata 4
248) posebno u zemljama u kojima nema programa obogacdivanja namirnica vitaminom D.
Kontrolisane randomizirane klinicke studije sa vitaminom D potvrduju da suplementacija
povecava koncentraciju 25(OH)D u krvi tokom trudnoée %9 i na porodaju %9, kao i da
je suplemenatcija vitaminom D u trudno¢i neophodna jer je vrlo teSko uneti potrebne
koli¢ine vitamina D samo iz namirnica 4. Pored ishrane, na status vitamina D u trudnoi

mogu uticati godine, visina i obrazovanje majke, pusenje kao i viseplodne trudnoce 4.
250-253)

Poslednjih godina gojaznost se istiCe kao jedan od faktora rizika za nastanak deficijencije
vitamina D u trudnoéi >+2%) Kod gojaznih osoba vitamin D sintetisan u koZi ili iz
egzogenih izvora biva preuzet od strane masnog tkiva u organizmu, tako da se smanjuje
njegovo oslobadanje u krvotok, a time i sama bioraspoloZivost Y. Stoga su u obrnutoj
korelaciji koli¢ina masnog tkiva u organizmu i koncentracija 25(OH)D u krvi @9,
Interesantno je da gojaznost ne utiCe na kapacitet endogene sinteze vitamina D u kozi, ali
se vece kolicine sintetisanog vitamina D zadrzavaju u potkoZznom masnom tkivu pa je
smanjeno njegovo oslobadanje u cirkulaciju 5. Mnogobrojne studije na gojaznim
osobama svih uzrasta (BMI > 30) ukazuju na povezanost gojaznosti i niskog statusa
vitamina D 255257), U nekoliko studija pra¢ene su samo trudnice i njihova novorodendad
gde je gojaznost pre trudnoCe i u trudnoCi izdvojena kao faktor rizika za nastanak
deficijencije vitamina D nakon uraCunavanja ostalih faktora kao $to su godine, boja koZze,
godisnje doba, unos suplemenata i gestaciona starost %58 259 Bodnar i saradnici su
pokazali da je sa porastom BMI od 22 na 34 dvostruko povecan rizik (95% Cl, 1.2-3.6)
za nastanak deficijencije vitamina D u drugom trimestru trudnoée 8. Pracenjem

gojaznih trudnica u odnosu na kontrolu koje su imale priblizno iste nivoe 25(OH)D u krvi
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primecena je povecana koncentraciji 25(OH)D kod novorodencadi majki nomalne telesne
teZine, Cime se dodatno skreCe paZnja na gojaznost kao potencijalni faktor rizika za

nedostatak vitamina D ne samo kod majki ve¢ i kod novorodendadi (%60,

Pored prethodno pomenutih (poglavlje 2.4.2) brojnih negativnih uticaja nedostatka
vitaminaD kod odraslih [judi (osteomal acija, osteoporoza, sklonost ka prelomimakostiju,
disbalans kalcijuma itd (%61 262)) primecene su posledice prolongirane deficijencije i u
trudnoci. Rezultati studija ukazuju na povezanost neadekvatnih koncentracija 25(OH)D
u krvi trudnica (definisan kao sadrZzaj 25-OH-D < 20 ng/mL) i neZeljenih ishoda u
trudnoci kako za majku-trudnicu tako i za fetus-novorodence (63 264 Nedavno je
objavljeno u dva rada sistematskog pregleda literature, sa ukljuCenih 25 studija, da
neadekvatan status vitamina D (25-OH-D < 20 ng/mL) tokom trudnocCe povecava rizik za
nastanak preeklampsije (26> 266) Meta-analiza je takode potvrdila da Zene, Giji je nivo 25-
OH-D3 u serumu manji od 20 ng/mL (50 nmol/L), u trudnoCi imaju povecan rizik za
razvoj preeklampsije, za prevremeni porodaj i novorodencad malu za gestacionu starost
(5 267), Takode se nedostatak vitamina D u trudnoéi povezuje sa poveéanim rizikom od
porodaja carskim rezom i infekcija bacterial vaginosis mada su neophodne dodatne
kontrolisane randomizirane studije sa vec¢im brojem ucesnika kako bi se dodatno ispitale

ove tvrdnje 29,

29.VITAMIN D | PREEKLAMPSIJA
2.9.1. Preeklampsija: patofizioloski mehanizmi

Preeklampsija je komplikacija iskljuCivo povezana sa trudnoéom koju karakterise
nastanak hipertenzije, a Cija etiologija do danas nije u potpunosti razjasnjena.
PatofizioloSki mehanizmi u etiologiji preeklampsije su sloZeni i ukljuCuju kombinaciju
vaskularnih, imunoloskih i genetski faktora kao i faktora Zivotne sredine (268 269)
Preeklampsija predstavlja veliki rizik po zdravlje i Zivot majke i fetusa €ineCi 2-8 % svih
komplikacija u trudnodi dok se navodi kao uzrok smrti majki u 16 % slucajeva ?"9. Prema
studiji sprovedenoj od strane Svetske Zdravstvene Organizacije (WHO) u 24 zemlje u
razvoju utvrdjena je ucestalost preeklampsije i eklampsije u iznosu od 4 % @™, Sama
bolest se naj¢eSce pojavljuje bez upozorenja, uglavnom nakon 20 nedelje gestacije. lako

se simptomi bolesti javljaju u drugoj polovini trudnoce smatra se da se inicijalni patogeni
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mehanizmi razvijaju mnogo ranije kada u placenti (citotrofoblastu) ne dolazi do
adekvatnog modelovanja spiralnih arterija, Sto dalje vodi smanjenju protoka krvi i
ishemiji placente. Moguce posledice ukljuCuju zastoj u razvoju fetusa, dok ishemicna
placenta oslobadja faktore koju mogu uzrokovati opStu endotelnu disfunkciju u
organizmu majke odgovornu za smptome i komplikacije preeklampsije. Klini¢ku sliku
preeklampsije karakteriSe prisustvo hipertenzije, edema i proteinurije, a dramati¢na
pogorsanja bolesti ugroZavaju funkciju bubrega, jetre i mozga i pracena su hematoloSkim
poremecajima 72, Usled mnogobrojnih faktora ukljuéenih u patogenezu i razli¢itih
fenotipa preeklampsije, bolest se ne moze predvideti, spreciti niti izleciti ali je simptome
moguce kontrolisati adekvatnom terapijom i usporiti dalje komplikacije sa ciljem
smanjenja smrtnosti. Simptomi najceSCe nestaju pri blagovremenom porodaju i
izbacivanju placente posebno kod preeklampsija nastalih u ranoj trudnoci, mada su
poznate pojave preeklampsije i u toku porodaja i post-partalno %9, Na pogorsanje toka
bolesti kao i krajnji nezeljen ishod mogu uticati neefikasnapreventiva, kasno postavljanje
dijagnoze i/ili nekriticna politerapija. Pokazano je da preeklampsija povecava rizik za
nastanak kardiovaskularnih i metabolickih poremecaja u daljem Zivotu pa se posebno

istiGe potreba za adekvatnim intervencijama i obrazovanjem obolelih trudnica (269,

Tradicionalna definicija kliniCke slike preeklampsije podrazumeva razvoj de-novo
hipertenzije (krvni pritisak 2140/90 mm Hg), pojavu edema i proteinurije (=300 mg/24
h), u toku i nakon 20 nedelje gestacije kod predhodno normotenzivnih Zena 3, Prema
tezini simptoma aktuelna je podela na blag i tezak oblik preeklampsije. Detaljni
kriterijumi za dijagnozu preeklampsije, kao i karakteristike blagog i teSkog oblika dati su
u Tabeli 4. Sirom sveta postoje definicije za postavljanje same dijagnoze kao i
klasifikacije blagog i teSkog oblika preeklampsije ¢74277) koje su medusobno sli¢ne. Neke
od razlika u ovim klasifikacionim sistemima su, izmedu ostalog, razliCite kliniCke i
istrazivacke definicije preeklampsije u Australiji @™, definisanje te$kog oblika
hipertenzije i rane preeklamsije (Kanada <34 nedelje gestacije?™®; SAD <35 nedelje
gestacije @), kao i kriterijumi da li proteinurija treba da bude ukljuéena pri dijagnozi
bolesti ili ne 78
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Tabela 4. Kriterijumi za dijagnozu i klasifikaciju preeklampsije ¢

Kriterijumi Teski | Blazi
oblik | oblik
Krvni pritisak » Sistolni pritisak 2140 mm Hg systolic, ili v
» Dijastolni pritisak = 90 mm Hg
Mereno 2 puta u razmaku od 4h kod trudnica nakon 20
nedelje gestacije, Ciji je krvni pritisak prethodno bio
normalan
» Sistolni pritisak =160 mm Hg systolic ili v
» Dijastolni pritisak = 110 mm Hg
MoZe biti potvrdjena u kracem vremenskom intervalu
(nekoliko minuta) kako bi olakSao blagovremeni
antihipertenzivni tretman
I
Proteinurija » =300 mg/24 h urinu. v v

» Protein/kreatinin odnos = 0.3 (mereno u mg/dL).
» testtraka 1+ (ako drugi metod nije dostupan)

U odsustvu proteinurije, novonastal a hipertenzija udruzena sa bilo kojim od sledecih faktora:

Trombocito- » Broj trombocita < 100 000/pL v

penija

Renalna Kreatinin u serumu > 1.1 mg/dL, ili u odsustvu drugih | v/

isuficijencija | renalnih  bolesti  dvostruko uvecana koncentracija
kreatinina u serumu

Poremecena » Povecana koncentracija transaminaza jetre u krvi | v/

funkcijajetre (dvostruko i vise uvecane koncentracije u krvi)

Edem pluca v

Poremecaji Mogu ukljucivati: spazam i trombozu retinalnih krvnih | v/

vida sudova, retinalnu ishemiju, odvaganje retine i centralnu
retinopatiju

Cerebralni Mogu ukljucivati: hipertenzivnu encefalopatiju, epilepsiju | v/

poremecaji i cerebrovaskularne ispade

Od nedavno, imajuci u vidu prirodu preeklampsije kao sindroma, proteinurija se ne

smatra obaveznim prisutnim kriterijumom za dijagnozu 7% 289, Shodno tome, u odsustvu

proteinurije, preeklampsija se moze dijagnostikovati kao novonastala hipertenzija u

trudnoCi udruZena sa bilo kojim od sledeCih stanja: trombocitopenijom, povecanim
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transaminazama jetre, poremec¢enom funkcijom bubrega, edemom pluca.

Pojava komplikacija ukljuCuje poremecaj faktora koagulacije i/ili razvoj eklampsije,
akutne bubrezne isuficijencije i hemolize udruzene sa poveCanjem enzima jetre i
smanjenim brojem trombocita poznatijim kao Haemolysis-Elevated Liver Enzymes-Low
Platelates (HELLP) sindrom. Dodatno, razvoj daljih komplikacija moZe ukljucivati
neuroloSke i mentalne poremecaje Ciji su neki od simptoma vrtoglavica, poremecaj vida
udruZeni sa povrac¢anjem, mucninom i bolom u gornjem delu abdomena kao i depresija
centrainog nervnog sistema (%2, Prema periodu nastanka i pojavi prvih simptoma
preeklampsija se moZe podeliti na ranu i kasnu ). Kod rane preeklampsije simptomi
sejavljaju pre 34 nedelje gestacije i smatra se daje njen razvoj povezan sa neadekvatnom
placentacijom, dok se kasna preeklampsija povezuje sa povecanim kardiovaskularnim ili

metaboli¢kim rizikom za razvoj endotelne disfunkcije nakon 34 nedelje gestacije.

Za razliku od normotenzivne fizioloSke trudnocCe, pretpostavlja se da u razvoju
preeklampsije inicijalni, ali ne i primarni, patogeni mehanizam ukljuCuje poremecaj
funkcije placente u ranoj trudnoc€i usled neadekvatnog remodelovanja spiralnih arterija u
citotrofoblastu izmedju 8 i 16 nedelje gestacije ). Smatra se da prva faza procesa
remodelovanja spiralnih arterija poCinje oko perioda implementacije embriona 8 i da
poremecaji u ovoj fazi mogu uticati na povecanje rizika od nastanka preeklampsije.
Nakon poremecaja u prvoj fazi remodelovanja spiralnih arterija, smanjena je
transformacija malih visoko otpornih misiénih arterija u krvne sudove velikog kapaciteta,
dovodeci do nedovoljnog protoka krvi kroz placentu (ishemije) koji progresivno ne
zadovoljava potrebe fetusa. Ishemija placente praéena je oksidativnim stresom,
apoptozom, zapaljenima i strukturnim oSte¢enjima %82, Kao posledica ishemije placente
oslobadjaju se sekundarni medijatori koji dovode do neuravnotezene angiogeneze. U
normotenzivnoj trudnoci, angiogenezu promovisu faktor rasta placente ( eng. PIGF ) i
vaskularno-endotelni faktor rasta ( eng. VEGF ) koji pojaCavaju vazodilatacijski efekat
prostaglandina i azot-monoksida (NO). Sa druge strane u preeklampsiji luci se sFlt-1
tirozin-kinaza, sli¢na receptoru za vaskularno-endotelni faktor rasta (VEGFR-1) koji je
antagonist VEGF. Dodatno se u preeklampsiji lu¢i endoglin (eng. SENG ) koji je
antagonist B-faktoratransformacije rasta (transforming growth factor-f3, TGF-B) i blokira

NO. Ovaj poremecaj u ravnotezi faktora koji promovisu i suzbijaju angiogenezu dovodi
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do opste endotelne disfunkcije i vazospazma. To dalje vodi razvoju razli€itih poremecaja
prisutnih u preeklampsiji koji se manifestuju i postaju vidljivi Klinicki simptomi nakon
20 nedelje gestacije ?78 281, Zanimljivo je da je su objasnjenja ponudena za mehanizam
nastanka hipertenzije u preeklampsiji donekle kontraverzana, jer su zabelezene drasticno
razlicite klinicke slike pacijenata u pogledu izmerenog minutnog volumena srca i
perifernog otpora proticanju krvi. Smatra se da su razlicite hemodinamicke situacije medu
pacijentima prisutne usled razlicitih oblika preeklamsije, u smislu njihove teZine (blaga
ili teSka) kao i vremena nastanka (rana i kasna), i da je vrlo vazno uzeti u obzir sve ove

faktore pri izboru adekvatne terapije (283,

2.9.2. Faktori rizika, prevencija i predvidanje preeklampsije

Do sada je izdvojeno nekoliko faktora koji su povezani sa povecanjem rizika za nastanak
preeklampsije (Tabela 5). Rizik je povecan kada su pre zacec€a prisutni neki od sledecih
faktora: preeklampsija prisutna u prethodnoj trudnoéi, porodicna istorija preeklampsije
(majka, sestra, baba), indeks telesne mase (BMI) veci od 30, status 25(OH)D < 30 nmol/L,
godine trudnice (Zene = 40 godina), prisustvo bolesti bubrega i razmak izmedu trudnoca
veéi od 10 godina (278 284,285 J toku same trudnoce rizik za nastanak preeklampsije se
povecava u prisustvu antifosfolipidnog sindroma, viSe-plodne trudnoce, kao i u prvoj
trudno¢i @7 278),  Rezultati nekoliko studija podvlade da se verovatnoca za razvoj
preeklampsije povecava skoro Cetiri puta kada je dijabetes prisutan pre trudnoce (278 286),
dok se rizik poveéava skoro tri puta kada trudnica nosi blizance 8. Zadnjih godina istice
se gojaznost kao nezavistan faktor za razvoj kardiovaskularnih bolesti u trudnodi,

ukljucujuci preeklampsiju (288.289),

Medutim, ukljuCivanje ovih faktora rizika u modele za predvidanja nastanka
preeklampsije dalo je wvrlo skromne rezultate. Stoga su za definisanje tezine
preeklampsije, njenu kliniCku potvrdu i potencijalno predvidanje, pored regularnih
biohemijskih parametara, predlozeni sledeCi biomarkeri: sFlt-1, PIGF i njihov odnos sHlt-
1/PIGF, kao i BNP-natriureti¢ni peptid tipa B (eng. B-type natriuretic peptide) (278.290.291),
Kao §to je prethodno pomenuto, kod trudnica sa preeklampsijom nivo sFlt-1 u serumu i
ekspresija u placenti su zna€ajno uveéani u odnosu na normotenzivnu fizioloSku
trudnocu, pa je serumski sFIt-1 u direktnoj korelaciji sa tezinom oblika preeklampsije. Sa

druge strane PIGF je nizak u preeklampsiji, jer se vezuje za sFlt-1, pa se odredjivanjem
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odnosa sFIt-1/PIGF moze klasifikovati stepen preeklampsije prema tezini (blaga ili teSka).
Takode, detektovan odnos sFlt-1/PIGF > 85 se povezuje sa nezeljenim komplikacijama

i porodajem u najskorijem roku (do dve nedelje) 78.29),

Tabela 5. Faktori rizika za razvoj preeklampsije.Tablela je pripremljena na osnovu
pub| i kacu a (269, 278, 281, 284, 286)

Faktori rizika za razvoj preeklampsije Relativan rizik
(95% interval pouzdanosti)
Antifosfolipidni sindrom 9.72 (4.34 - 21.75)
Preeklampsija u prethodnoj trudnoci 7.19 (5.85 - 8.83)
Dijabetes (diabetes mellitus) 3.56 (2.54 - 4.99)
Vise fetalna trudnoca 2.93(2.04-4.21)
Prva trudnoca 291 (1.28- 6.61)
Porodicna istorija preeklampsije 2.90 (1.70 - 4.93)
Gojaznost pre i u toku trudnoce (BMI =30) 2.47 (1.66 - 3.67)
Nedostatak vitamina D (25(OH)D <30 nmol/L ) | 2.23(1.29 - 3.83)
Hronic¢na hipertenzija 1.99 (1.78 - 2.22)
Godine (prvorotke starije od 40 godina) 1-68 (1.23 - 2.29)
Sistemski eritematozni lupus Povecan rizik
Istorija trombofilije Povecan rizik
ViSe od deset godina razmaka izmedu trudno¢a | Povecan rizik
Bolesti bubrega Povecan rizik

Nedavno je kao biomarker u preeklampsiji predlozen BNP, koga lu¢e miociti srca kada
su izlozeni ishemiji ili istezanju, i smatra se nezavisnim predskazateljem smrtnosti i
kardiovaskularnih komplikacija. Detektovan je povecan nivo BNP u preeklampsiji u
odnosu na normotenzivnu fiziolosku trudnoéu u nekoliko preliminarnih studija (%9,
Trenutno se ovi biomarkeri ne koriste u klini¢koj praksi i neophodne su veée prospektivne
studije kojima bi se pokazalo da li zaista poveéane koncentracije BNP, sHlt-1 i odnosa
sHIt-1/PIGF kao biomarkera mogu posluziti u predvidanju nastanka preeklampsije i

njenih komplikacija (278 290,
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2.9.3. Terapija u preeklampsiji

Zbog same prirode preeklampsije izbor lekovai adekvatna terapija pacijenata predstavlja
pravi izazov. Blagovremeni porodaj i izbacivanje placente za sada su jedini efikasan
tretman koji u najvecem broju slu€ajeva eliminiSe simptome preeklampsije. Medjutim, za
donoSenje odluke o izazivanju porodaja neophodno je uzeti u obzir gestacionu starost,
stanje majke i fetusa, kao i teZinu oblika preeklampsije. Cilj farmakolo3ke terapije je
kontrolisanje prisutnih simptoma i smanjenje daljih komplikacija kao Sto su eklampsija,
edem pluca i cerebralna hemoragija. Prethodnih godina objavljene su, od strane nekoliko
naucnih udruZenja, medusobno vrlo slicne smernice za tretman Zena sa preeklampsijom
u cilju $to boljeg ishoda (374 275, 277, 219)  Osnova tretmana je antihipertenzivna terapija i
magnezijum-sulfat, kao antagonista kalcijuma koji indukuje vazodilataciju. Pri
postavljanju dijagnoze krucijalno je odrediti stepen teZine preeklampsije, jer se razlikuju
terapije za blagu i teSku preeklampsiju. Pored pracenja krvnog pritiska i proteinurije,
terapija se prilagodava shodno vrednostima serumskog kreatinina, broja trombocita,
faktora koagulacije, transaminazajetre (ALT, AST), bilirubina, LDH, haptoglobinai C-
reaktivnog proteina (CRP). Zdravlje i razvoj fetusa prate se putem merenja sr¢ane radnje,

tezine fetusa, volumena amnionske te¢nosti itd. 79,

2.9.4. Profilaksa preeklampsije

U terapiju kod Zena u visokom riziku ukljuCuje se mala doza aspirina (75-100 mg/dan)
od 12 do 37 nedelje gestacije, kako bi se smanjio rizik za razvoj preeklampsije. lako su
prvi rezultati nakon primene aspirina bili zadovoljavajuci, ukazujuci na smanjenje pojave
preeklampsije od 10-24%, rezultati novih istrazivanja su oprecni u pogledu znaCajnog
smanjenja incidence preeklampsije nakon primene aspirina (292299, Zastitna uloga
aspirina verovatno potice od inhibicije produkcije tromboksana, ali i dalje su neophodni
Cvrsti dokazi na osnovu kojih bi zvani¢na preporuka u profilaksi preeklampsije bila
primena malih doza aspirina ?%). Pored aspirina, u toku su istraZivanja da li primena
statina mozZe imati koristi u preeklampsiji, jer je poznato da statini mogu stimulisati
ekspresiju hem-oksigenaze koja moZe inhibirati sFlt-1, a povecati VEGF ekspresiju 89,
U preliminarnim studijama nadeno je da primena suplemenata kalcijuma (1 g/dan) utice
na smanjenje rizika za razvoj preeklampsije kod onih pacijenata Ciji je pocetni nivo

kalcijuma bio jako nizak, ali su potrebna obimnija dodatna istrazivanja kako bi se ovaj
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efekat potvrdio %), Ostale preventivne mere, koje su ukljucivale primenu antioksidanata,
progesterona, smanjenje unosa soli, fiziCke aktivnosti, kao i produzen odmor u krevetu,
nisu uticale na smanjenje incidence preeklamspsije sude¢i prema najnovijim analizama
objedinjenih studija u sistematskom pregledu %3, U studiji sa trudnicima, pracenim od
rane trudnoce, nedostatak vitamin D (25(OH)9D < 12ng/mL) pre 20 nedelje gestacije je
okarakterisan kao nezavisan faktor rizika za razvoj preeklampsije, Cak i nakon statistickog
uraéunavanija faktora, kao $to su gojaznost i godi$nje doba (89, ali suplementi vitamina
D jos uvek nisu na adekvatan nacin razmatrani u profilaksi preeklampsije. U narednom
poglavlju dat je detaljan prikaz raspolozZivih podataka o moguéoj povezanosti
preeklampsije i nedostatka vitamina D. Koliko adekvatna primena suplemenata vitamina
D moZe uticati na smanjenje rizika za razvoj preeklampsije ostaje da se utvrdi u buduc¢im

randomiziranim interventnim studijama sa vitaminom D.

2.9.5. Potencijalni mehanizmi uticaja vitamina D na smanjenje rizika od
preeklampsije

Nedostatak vitamina D u trudno¢i okarakterisan je kao jedan od faktora vezanih za

povecanje rizika za razvoj preeklampsije, 0 ¢emu je bilo govora u poglavlju 2.8.4. Na koji

naCin adekvatan nivo vitamina D moZe umanjiti rizik za nastanak preeklampsije nije

razjasnjeno, ali su razmatrane inflamatorne promene, angiogeni faktori, gojaznost,

promene u trofoblastu tokom implantacije kao i regulacije gena i predlozeno je nekoliko

potencijalnih mehanizama Cija su istraZivanja u toku (2%6-300),

Veruje se da je kod trudnica sa preeklampsijom jedan od kljucnih faktora u patogenezi
bolesti upravo sistemskainflamacija %Y. Kao $to je ranije objasnjeno, u preeklampsiji je
povec¢ano oslobadanje Thl citokina od kojih se faktor nekroze tumora-alfa (tumor
necrosis factor-alpha, TNF-a) dovodi u vezu sa spontanim pobacajem i prevremenim
porodajem (392.303) U placenti trudnica sa preeklampsijom poveéano oslobadanje TNF-a
moZe prouzrokovati aktivaciju endotelnih céelija %, U ex vivo uslovima (sa éelijama
trofoblasta iz fizioloskih trudnoda) prisustvo 1,25(OH)2Ds inhibiraekspresiju TNF-a (09
i regulise ekspresiju IL-6, koja je takode uveéan kod trudnica sa preeklampsijom (306-309),
Povecano oslobadanje IL-6 (kao i IL-B i IL-8) moZe biti prouzrokovano abnormalnom

aktivacijom monocita/makrofaga u uslovima hipoksije, u krvnim sudovima placente. To

51



dalje otezava diferencijaciju trofoblasta i potencijalno dovodi do pojacavanja vaskularnog
otpora i nezeljenih ishoda trudnoce, od kojih je jedan preeklampsija 9. Na membrani
monocita nalazi se ,toll-like* receptor 4 (TLR4), koji je uklju¢en u imuni odgovor 11,
Qian i saradnici su pokazali da je kod trudnica sa rizikom za razvoj preeklampsije
smanjena ekspresija TLR4 u monocitima periferne krvi, kao i sadrzaj pro-inflamatornih
citokina nakon suplementacije vitaminom D3 ?®®, Stoga je suplementacija vitaminom D3,
usled inhibicije ekspresije TLR4 monocita, predloZzena kao novi pristup u prevenciji
preeklampsije.

U nekoliko preliminarnih studija zabelezeni su obecCavajuci rezultati nakon primene
suplemenatcije vitaminom D u kombinaciji sa klasi¢nim inhibitorima renin-angiotenzin
sistema (RAS) i antihipertenzivima (12 313, Osnova za potencijalni sinergisticki efekat i
vezu preeklampsije i vitamina D traZzena je u RAS-u, kao centralnom regulatoru krvnog
pritiska (312314 Poznato je da su u fizioloskoj trudnoéi poveéani koncentracija renina u
plazmi, aktivnost reninai nivo angiotenzinall (Ang I1) . Intereseantno je daje osetljivost
na Ang Il u fizioloSkoj trudnoci smanjena, dok je kako se €ini, u preeklampsiji pove¢ana
osetljivost na Ang Il @14, lako nije razja$njen mehanizam kojim bi se u preeklampsiji
objasnila ova povecana osetljivost na Ang Il, Cini se da postoji moguc¢nost da je RAS
umesan u patogenezu preeklampsije 2315, Dakle, neophodne su nove studije koje bi

ispitale effekat kombinovane anti-hipertenzivne terapije i suplemenata vitaminaD.

Jo$ jedan od predloZenih mehanizama za smanjenje rizika od nastanka preeklampsije
pomocu vitamina D je potencijalna regulacija angiogeneze pomocéu 1,25(0OH)2Ds.
Dodatno obrazlozenje za ovaj predlog je da 1,25(OH)2Ds moze imati zastitni efekat u
preeklampsiji svojim uceS¢em u transkripciji gena i ekspresiji vaskularno-endotelnog
faktora rasta (VEGF) (%316, 317) \/EGF stimuli$e angiogenezu i luci se kao odgovor na
hipoksiju tkiva i ostecenje endotelnih celija %), Povecana koncentracija VEGF je
zabeleZzena kod trudnica sa preeklampsijom @78, Studije su pokazale da prisustvo
1,25(0H).D3 dovodi do povecane proliferacije glatkih mici¢nih Celija krvnih sudova
pomocu povecanja ekspresije VEGF @1, kao i da na sli¢an na¢in u in vitro uslovima
promovise angiogenezu ¢elija endotela i aktivnost metaloproteinaze %), Postavljena je
hipoteza da je niska koncentracija 25(OH)D u serumu povezana sa Smanjenom

produkcijom VEGF i patogenezom preeklampsije 18, oko ¢ega se nekoliko autora slaze
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ali su potrebne opseznije studije kojima bi se to potvrdilo (19320,

Poslednjih godina dosta paZnje je posveceno razmatranju gojaznosti u patogenezi
preeklampsije i potencijalnih mehanizama koji povezuju gojaznost, vitamin D i
preeklamspsiju 32V, Razlog za to je Cinjenica da je gojaznost zajednicki faktor rizika za
razvoj preeklampsijei za nedostatak vitamina D 84, Predlog potencijalnog mehanizma,
koji bi povezao ova tri parametra, je vrlo slozen. Poznato je da se rizik od nedostataka
vitamina D vezuje za smanjenje bioraspolozivosti prisutnog 25(OH)D u telu usled
deponovanja u mastima 2%, dok gojaznost mozZe doprineti razvoju kardiovaskularnih
bolesti 22, povecanju sadrZaja triglicerida i rezistencije na insulin 23, Nekoliko studija
istiCe da u preeklampsiji dolazi do promena u metabolizmu lipida, koje dovode do
povecane akumulacije lipida u endotelnim celijama i do povecanja koncentracije
triglicerida, lipoproteina niske gustine (LDL) i neesterifikovaih masnih kiselina u krvi
(324) - Ovakve promene zabeleZene su i u stanjima poremecaja faktora koagulacije, koji su
prisutni kao jedna od komplikacija u preeklampsiji ©%). Poveéana koncentracija
triglicerida i LDL u krvi trudnica mozZe biti registrovana vrlo rano, ¢ak znatno ranije nego

predlozeni markeri za predvidjanje preeklampsije sFlt-1 i endoglin.

Zanimljivo jeda sei gojaznost i preeklampsija povezuju sa oksidativnim stresom koji je
vec doveden u vezu sa nastankom hipertenzije. Oba stanja, preeklampsija i gojaznost, se
odlikuju pove¢anom koncentracijom markera inflamacije kao $to je CRP i inflamatorni
citokini TNF- a, IL-6 i IL-8 (324325 |stiGe se da su u krvi trudnica sa preeklampsijom
koncentracije CRP, TNF- a, IL-6 i IL-8 uvecane u odnosu na fizioloSku trudnodu, i to
znatno ranije (u prvom trimestru) pre pojave klinickih simptoma preeklampsije (25 326),
ZnacCaju oksidativnog stresa u razvoju preeklampsije idu u prilog nedavno objavljeni
rezultati studije sprovedene u zimskom periodu kod trudnica sa preklampsijom i bez nje
(300) Zabul i saradnici merili su koncentraciju 25(OH)D u krvi trudnica i nivo
oksidativnog stresa prateci koncentraciju izoprostana u urinu G%), Paralelno su ispitivali
aktivnost citohnrom P450scc u placenti (neophodnog za sintezu progesterona,
metabolizam vitamina D3 i stvaranje oksidativnog stresa) u uslovima oksidativnog stresa,
i lipidnu peroksidaciju u celijama placente ex vivo. Na osnovu dobijenih rezultata izneli
su pretpostavke davitamin Dz moZe delovati kao kompetitivni inhibitor citohrom P450scc

u placenti, Cime spreCava nastanak peroksida lipida i povecanu sintezu progesterona, koji
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mogu doprineti u patogenezi preeklampsije 00

2.10. Uticaj vitamina D na mineralizaciju kostiju i na koStanu masu

NajviSe prouCavana funkcija vitamina D vezana je za mineralizaciju kostiju i koStanu
masu u odnosu na status vitamina D (163327, 328) Kosti predstavljaju jedinstvenu ¢vrstu
masu vezivnog tkiva, koja formira skelet dajuci tako Cvrstinu telu, dok zajedno sa
procesu remodel ovanja kostiju koji se sastoji iz procesa resorpcije, zamene stare kosti, i
formiranja nove kosti 29, Sklonost prelomima kostiju zavisi od koliine i gustine
prisutnog kostanog tkiva i u klini¢koj praksi se procenjuje merenjem gustine kostiju (eng.
bone mineral density, BMD). Kost se kao heterogeni kompozitni materijal sastoji od oko
60 % mineralne strukture (soli kalcijumai fosfora) i oko 40 % ekstracel ularnog matriksa,
dok vode ima oko 4% (330.331), Ekstracel ularni matriks sastoji se iz organske komponente-
osteoida (30-35%) i neorganske komponente (70-65%) koju Cine mineralne soli. Obe
komponente funkcioniSu udruzeno obezbedujuci fleksibilnost i Cvrstinu kostiju.
Medutim, ukoliko dode do smanjenja organske komponente matriksa kost postaje slaba,
krta i lomljiva, dok sa smanjenjem neorganske (mineralne) komponente kost postaje
gumasta i rastegljiva. Organska komponenta — osteoid sastoji se iz kolagenih vliakana
(90%) i nekolagenih proteina (10%). Kolagena vlakna koStanog tkiva pripadaju grupi
kolagena tipa 1 Cija se sinteza moze odvijati pod uticajem hormona (estrogen, testosteron,
hormon rasta) unutar osteoblasta, ali i vancelijski. Sa druge strane, vaznu ulogu u
formiranju kostiju, procesu mineralizacije i regulaciji serumske homeostaze kalcijuma
imaju nekolageni proteini u koStanom matriksu (osteokalcin, osteonektin, osteopontin,
faktori rasta itd). Neorganske supstance, pre svega mineralne soli kalcijuma i fosfata, Cine
2/3 ekstracelularnog matriksa kosti. Ove soli imaju kristalnu strukturu hidroksiapatita. U
organizmu odraslog ¢oveka nalazi se 1-2 kg kalcijuma od ¢ega je 99% u kostima (332,
Nivo mineralnih soli kalcijuma i fosfata u kostima zavisi od njihovog statusa u
organizmu, kao i unosa hranom. Kalcitriol, aktivni oblik vitamina Ds, poveéava

intestinalnu apsorpciju jona kalcijumai fosfata(330: 339),

Sama kost sastoji se iz koStane srzi, sunderastog i ¢vrstog koStanog tkiva, pokosnice i

hrskavice 339, Cvrsta masa koja okruZuje kostanu srz naziva se kortikalno (Evrsto)
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koStano tkivo. Trabekularno ili sunderasto tkivo predstavlja mreZzu kanala sunderaste
strukture koji Cine kosStanu srz. Periost ili pokosnica je fibrozno vezivno tkivo koje
okruzuje kortikalni deo kosti i sadrzi koStane Celije: osteoblaste i osteoklaste (Slika 8).
Kod zrelih kostiju ove kostane Celije pomaZzu u remodelovanju kostiju Sto olakSava
adaptaciju na biomehanicke sile. Takode osteoblasti i osteoklasti pomaZzu u uklanjanju
starih ili oSte¢enih delova kostiju i zameni novim, jacim i otpornijim koStanim tkivom
(33%9) (Slika 8).
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Slika 8. Sematski prikaz remodelovanja kostiju

Osteoblasti su Celije koje stvaraju kostano tkivo i nalaze se na povrsini koStanog matriksa.
Osteoblasti vode poreklo od mezenhimalnih stem celija, od kojih nastaju preko
osteoprogenitorskih €elija u prisustvu Wnt signalnih molekula (proteina). Dalje se
osteoblasti, kao mononuklearne Celije, terminalno diferenciraju u osteocite. Osteoblasti
aktivno ucestvuju u odrZavanju kosStanog tkiva sintetiSuci Citav niz proteina kolagene i
nekolagene prirode od kojih je osteokalcin (OC) najzastupljeniji nekolageni protein
matriksa kostiju. Ova sintetska aktivnost osteoblasta je pod kontrolom mnogih faktora,
kao Sto su estrogen i paratiroidni hormon, koji se vezuju za receptore na povrsini
osteoblasta i na taj nagin regulidu resorpciju kostanih éelija 34, Zanimljivo je da
ekspresija CYP27B1 i CYP24A1 kao i VDR na povrsini éelija osteoblasta i njihove
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¢elijske loze omogucava osteoblastima da sintetisu 1,25(0OH)2D ©9. Pored osteoblasta i
osteocita koji vode poreklo od mezenhimalnih Celija, osteoklasti su koStane Celije za koje
se smatra da vode poreklo od makrofaga koStane srzi i mijeloidnih progenitorskih cCelija
(336) (Slika 8). Formiranje osteoklasta zahteva nuklearni faktor kapa B (NF-kB)
signalizaciju, kao odgovor na esencijalne citokine, receptor aktivatora NF-kB liganda (337
i stimulativni faktor kolonija makrofaga (eng. macrophage-colony stimulating factor, M-
CSF) 338 Regulacija formiranja i aktivacije osteoklasta pomocu citokina moze biti
pozitivna i negativna. Na povrSini prekursora osteoklasta, RANKL se vezuje za svoj
receptor activator nuklearnog faktora kB (RANK) indukujuéi nastanak osteoklasta (339,
Na ovaj naCin RANKL kontroliSe aktivaciju osteoklasta u procesu resorpcije kostiju, jer
osteoklasti luCe hlorovodonicnu kiselinu, kao i proteoliticke i hidroliticke enzime koji
dovode do razlaganja kostanih celija. U ovom procesu resorpcije kostiju oslobadaju se
hidrolizovani fragmeni kolagena, kao Sto su N-terminalni telopeptid i C-terminalni peptid
kolagena tipa | (CTX), koji odlaze u cirkulaciju i mogu da posluze kao biomarkeri za
resorpciju kostiju G, Sa druge strane, stromalne celije koStane srzi produkuju
osteoprotegerin (OPG) koji se takode vezuje za RANK receptor i kao kompetitivni
antagonista onemogucuje vezivanje RANKL za receptor, a time inhibira diferencijaciju
osteoklasta i uti¢e na proces resorpcije kostiju 39, Proces remodel ovanja kostiju odvija
se lokalno i ukljucuje Cvrsto udruZene grupe osteoklasta i osteoblasta koji postepeno vrse
resorpciju starih i formiranje novih delova kostiju (Slika 8) *). Kod odraslih osoba za
aktivnost ovih ¢vrsto udruZenih grupa (jedinica) osteoklasta i osteoblasta od velikog je
znataja 1,25(0H)2D3 (kalcitriol) koji pomaZe u procesu remodelovanja kostiju 29,
1,25(0H).D3 povecava aktivnost osteoklasta na dva naCina: direktno utiCuci na
formiranje osteoklasta ili indirektno u prisustvu kalcitriola indukuje se sekrecija faktora
koji promoviSu aktivnost samog osteoklasta. Studije na zivotinjama su pokazale da
translokacija 1,25(OH)2Ds u nukleus dovodi do povecanja RANKL, putem VVDRE i gena
promotera za RANKL, Sto takode povecava ekspresiju RANK receptora na povrsini
osteoklasta i njihovih prekursora (3% 342343 Sq druge strane, prisustvo 1,25(0OH)2D3
dovodi do smanjenja OPG i na taj naCin dovodi do diferencijacije osteoklasta i postepeno
resorpcije kostiju. Sam RANKL/OPG odnos je dobar indikator za pracenje potencijalne
resorpcije kostiju *9). Sa staro$¢u se RANKL/OPG odnos poveéava kao posledica

povecane resorpcije u odnosu na sintezu kostiju, Sto moZe dovesti do gubljenja koStane
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mase, osteoporoze kao i trginih stanja inflamacije ©*9. Osim toga, istraZivanja na
zivotinjama pokazala su da sa starenjem raste znaCajno RANKL/OPG odnos kao i
osteoklastogeneza indukovana stromalno/osteoblastnim Celijama, Sto utiCe na
trabekularni deo kosti i odnos osteoblasta i osteoklasta u njoj ¢*). Sa druge strane, M-
CSF se vezuje za receptore na osteoklastu Cime se povecava aktivnost osteoblasta i
dodatno utie na povecanje mononuklearne éelijske sinteze 38, Osteoblast lu¢i M-CSF
kao odgovor na endokrinu stimulaciju paratiroidnim hormonom. PTH utie na
metabolizam kalcijuma i kostiju, vezujuci se za receptore na povrsini osteoblasta Sto dalje
utiGe na aktivnost osteoblasta i osteoklasta (47-348), Takode je pokazano da PTH povecava
nivo RANKL, a smanjuje nivo OPG %), kao i da PTH moZe uticati na povecanje
mineralizacije kostiju i broja osteoblasta inhibirajuéi sklerostin (inhibitor Wnt

metaboli¢kog puta) u osteocitima (86:350),

Pored direktnog uticaja na kosti, pokazano je da metaboliti vitamina D stimuliSu
makrofage i suzbijaju produkciju T-limfocita, usled Cega se vitamin D povezuje i sa
reumatoidnim artritisom 43D, U procesu reumatoidnog artritisa, pro-inflamatorni citokini
indukuju ekspresiju  RANKL na aktiviranim T celijama Cime se promovise
osteoklastogeneza 52, Holick je sugerisao da najverovatnije 1,25(0OH)2D3ima ulogu u
reumatoidnom artritisu i to putem mehanizma koji ukljucuje Th17 imuni odgovor jer

aktivnost osteoklasta zavisi od Th17 éelija koje luce interleukin 17 (IL-17) (359,
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2.11. Procena strukture kostiju i koStane mase

U snimanju strukture kostiju i koStane mase koriste se razne tehnike koje ukljucuju
procenu histoloSke strukture, gustine kostiju kao i njihove Cvrstine. Prvi snimak kostiju
X zracima napravljen je davne 1895. godine i od tada do danas sa napredovajem
tehnologije razvijene su neinvazivne i bezbolne dijagnosticke metode koje obezbeduju
informacije o dinamici remodelovanja kostiju, kao i celularnoj strukturi. Pored
radiografije, kao prve primenjene tehnike, u najSiroj upotrebi danas su magnetna
rezonanca, kompjuterizovana  tomografija  kao i dvostruko energetska
apsorpciometrija X-zraka. Osnova svih metoda je snimanje u dvodimenzionalnoj (2D) ili
trodimenzionalnoj (3D) tehnici Cime se direktno mogu izmeriti odredeni parametri
strukture kostiju 5. Radiografijom (rendgenom) dobijaju se 2D rendgenski snimci koji
se najCeSce koriste za procenu morfologije skeleta, dijagnostike prelomai naprsiinakao i
pracenja zarastanja kostiju. Nova tehnika koja obezbeduje znatno viSe informacija o
volumeritrijskoj gustini, mikrogradi i morfologiji kostiju, ali i mekih tkiva na osnovu 3D
snimaka je mikrokompjuterizovana tomografija (UCT) (3% 3%), Do sada je proizvedeno
pet generacija UCT skenera koji takodje koriste X zrake za rekonstrukciju 3D snimaka.
MCT se Kkoristi kao zlatni standard za procenu kortikalne i trabekularne koStane mase jer
moze posti¢i izuzetno malu nominalnu veli€inu za voksel od 5 pym, gde voksel u
trodimenzionanoj grafici predstavlja ngjmanji deo nekog skeniranog 3D prostora, kao
$to je piksel u dvodimenzionalnoj tehnici 7). Zhog ovih osobina uCT se koristi u ex vivo
kao i in vivo istrazivanjima gde pored snimaka u visokoj rezoluciji omogucava i
longitudinalno pracenje strukture i sastava kostiju. U poslednje vreme u animalnim i
humanim istraZzivanjima 3D strukture kostiju primenjuje se i periferna kvantitativna
kompjuterizovana tomografija (pQCT). Ova tehnika se najviSe koristi za snimke
istanjenih kortikalnih struktura, koje se pojavljuju sa starenjem, ili za pracenje promena
strukture kostiju tokom rasta i razvoja. Kvalitet i rezolucija ovih snimaka su predmet
rasprave jer se najceS¢e tokom snimanja koristi velicina voksela od oko 70 um. Za razliku
od pQCT, nanokompjuterizovana tomografija 438 koristi polarizovano zragenje koje
omogucava detaljno snimanje u izrazito maloj rezoluciji ispod 1 mikrona. Usled toga
nanokompj uterizovana tomografija je izuzetno skupa tehnika koja pored najsavremenije
opreme zahteva veliko tehniCko znanje i obuCeno osoblje kako bi se obezbedilo

adekvatno rukovanje @, Takode, preveliko izlaganje rendgenskim zracima moze biti
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opasno po zdravljei uvek treba odmeriti odnos izmedu koristi i rizika izlaganja ovakvim
snimanjima. Tehnika koja omogucéava snimanje kostiju i mekih tkiva bez jonizujuceg X
zraCenja je magnetna rezonanca (MR). Tokom snimanja ovaj instrument koristi magnetno
polje i radiofrekvencije, gde je usled kontrasta izmedu strukture mekog tkiva i kostiju
moguce dobiti snimak strukture kostiju kao pri histoloskim analizama 9, Medutim,
snimanje MR ne dae podatke o mineralnoj masi kostiju pa se u tu svrhu koristi
dvostruko energetska apsorpciometrija X-zraka (DXA). DXA tehika omoguéava
snimanje celog tela ili odredenih regija Cime se dobijaju informacije o gustini i sastavu
kostiju celog tela. Takodje DXA daje informacije o opstoj strukturi, ukljucujuéi ukupne
masti kao i miSiénu masu, jer je razdvajanje signala koji poticu od masno¢e u odnosu na
miSicnu masu omoguceno primenom dve vrste X zraka razlicite energije tokom snimanja
(34 Sa druge strane DXA daje 2D snimke na kojima nije mogudée odrediti arhitekturu
kostiju i volumetrijsku gustinu paje za analizu trabekularnih i koritikalnih komponenti u
sastavu kostiju neophodna trodimenzionalna analiza koju omogucavaju predhodno
pomenute tehnike uCT i pQCT.
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3. MATERIJALI | METODE



3.1. Hemikalije

Sve hemikalije primenjene u ovom radu bile su p.a. Cistoce:

Metanol, hlorovodoni¢na kiselina, mravlja kiselina, heksan, cink-sulfat,
amonijum-acetat, metil-terc-butil-etar, fizioloSki rastvor, diizopropiletar i
izopropanol nabavljeni su od Fisher Scientific ( Waltham, SAD)

25(0OH)D3 i 25(0OH)D. standardi (6PLUS1) nabavljeni od Chromsystems
(Grafelfing, Nemacka), dok su standardi za 24,25-(OH).Ds i interni standard d6-
24,25-(OH).Ds dobijen je od saradnika Dr. Glenville Jones na Queens
univerzitetu, gde je uraden deo analiza. Interni standardi d3-25(OH)Ds i d3-
25(0OH)D2 nabavljeni su od IsoSciences (King of Prussia, PA, SAD).

Rastvaraci, aditivi i rastvori za ekstrakciju primenjene u LC-MS/MS metodi
nabavljene su od kompanije Fisher Scientific (Waltham, SAD).

Cookson reagens, DMEQ-TAD {4-[2-(6,7-dimetoxi-4-metil-3,4-
dihidrokvinoksalinil)etil]-1,2,4-triazolin-3,5-dione} nabavljen od Key Synthesis
LLC (Oaks, SAD)

Izofluran (2-hloro-2-(difluorometoksi)-1,1,1-trifluoro-etan), gas za anesteziju
zivotinja, proizvodaCa PrAErrane nabavljen je od Baxter Corporation
(Mississauga, Kanada)

Tetrametil-benzidin (supstrat peroksidaze) i TRIS-HCI pufer nabavljeni su od
Boehringer Mannheim (Mannhein, Nemacka)

Azotna kiselina, cezijum-hlorid i lantan(lll)-oksid su kupljeni od dobavljaca
Merck Millipore (Darmstadt, Nemacka)

Komercijalni kitovi:

Kit LIAISON® 25 OH Vitamin D Total, za odredivanje ukupnog sadrzaja
25(0OH)D, nabavljen je od DiaSorin Inc ( Stillwater, SAD)

komercijalni kit ELISA 1,25(0OH).D3 (Boehringer, Mannhein, Nemacka)

Kit za odredivanje sadrzaja boloski aktivnog intaktnog PTH kod pacova (rat
specific bioactive intact PTH ELISA) nabavljen je od kompanije Alpco (Salem,
NH, SAD).

Kit C-terminalni telopeptid kolagena tipa | ELISA RatLap, za odredivanje
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koncentracije CTX u plazmi pacova, nabavljen je od Immunodiagnostic Systems
(Gaithersburg, MD, SAD).

Kitovi za odredivanje RANKL i OPG u uzorcima plazme pacova (Rat Bone Panel
Milliplex) su nabavljeni od kompanije Millipore and Luminex technology, koja je
deo Merck KGaA (Darmstadt, Nemacka)

3.2. Apar ati

U radu je korisc¢ena sledec¢a oprema:

Centrifuge Beckman Coulter Allegra X-14® i Ependorf Microfuge® 20, vodeno kupatilo
Thermo Scientific, automatske pipete Thermo Scientific® i Eppendorf Research®,
tehnicka vaga A&D GH-202 Semi Micro, tehnicka vaga A&D GX serije, vorteks Abbexa
Ltd , LIAISON®analizator (DiaSorin Inc, Stillwater, SAD), te¢ni hromatograf u tandemu
sa masenom spektrometrom LC-MS/MS, sastavljen od ACQUITY UPLC® sa Xevo TQ-
S masenim spektrometrom proizvodaCa Waters (Milford, SAD), Tanita vaga TBF-300
(Tanita Corp., Japan), aparat za merenje visine (Perspective Enterprises, Kalamazoo,
Mich., SAD), biohemijski analizator Beckman Coulter AU480, hematolo3ki analizator
(ABBOTT CEIIDyn 3700), DXA Hologic 4500 QDR Verzija 12.5 (Hologic Incorporated
Bedford, SAD), uCT LaTheta LCT-200 za in vivo trodimenzionalna snimanja malih
laboratorijskih Zivotinja (Aloka, Tokyo, Japan), skener visoke rezolucije Skyscan 1174
UCT (Skyscan, Belgija), Instron 5544 (Norwood, MA, SAD) sa Bluehill programom
verzije 2 (Instron, Canton, MA, SAD), digitalni Subler Fisher Scientific (St-Laurent, QC,
Kanada).

3.3. Upitnici za procenu unosa vitamina D

Da bi ispitali unos vitamina D Zena u reproduktivnom periodu u Srbiji, neophodan korak
bio je najpre razvoj, a zatim i validacija upitnika za procenu unosa vitamina D za naSe
podrucje. U ovom poglavlju dati su detalji o razvijanju upitnika o ucestalosti
konzumiranja namirnica za procenu unosa vitamina D. Proces validacije ovog novog
upitnika obuhvacen je prvom studijom ovog rada. Ukupno je na dobrovoljnoj bazi u

studiju ukljuCeno 450 Zzena koje su dale svoj pisani pristanak i popunile upitnik o
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uCestalosti konzumiranja namirnica Zzena u reproduktivnom dobu, i time dale informacije
0 svojim navikama u ishrani. Od tog broja, nasumicno je odabrano 10% Zzena (n=45) i
ukljueno u dalji proces validacije, koji je ukljuivao 3 vremenski odvojena
retrospektivna popunjavanja ankete dvadesetCetvoroCasovne ishrane (24h-Al),

antropometrijsko merenje i uzimanje uzorka krvi.

Validirani upitnik o ucCestalosti konzumiranja namirnica Zena u reproduktivnom dobu
primenjen je i u drugoj studiji ovog rada u kojoj su neposredno pre ili nakon porodaja

trudnice sa preeklampsijom i bez nje popunjavale upitnik.

3.3.1. Upitnik o ucestalosti konzumiranja namirnica zena u reproduktivnom dobu

Upitnik o ucestalosti konzumiranja namirnica Zena u reproduktivnom dobu (eng. The
Women and Reproductive Health Food Frequency Questionnaire (WRH-FFQ) je razvijen
po ugledu na upitnik Block i saradnika (NCI/Block Health habits and History
questionnaire) %0 i validiranog FFQ upitnika za procenu unosa folata (6,
Kombinovanjem ova dva upitnika i prilagodavanjem naSem podneblju u vidu specifi¢nih
namirnica i namirnica koje se tradicionalno koriste u Srbiji, nastao je WRH-FFQ upitnik
(Prilog 1). Upitnik Block-a i saradnika prevela su sa engleskog na srpski jezik tri
dvojezi¢na eksperta u oblasti ishrane. WRH-FFQ upitnik sadrZi listu pitanja o veli€ini
porcija i u€estalosti konzumiranja namirnica obuhvacéenih upitnikom za period od mesec
dana. Za svaku namirnicu, u upitniku su ponudeni intervali uestalosti: nikada, jednom
mesecno, dva do tri puta mesecno, jednom nedeljno, dva do tri puta nedeljno, Cetiri do
Sest puta nedeljno i svaki dan (Prilog 1). Svaki odgovor je preveden u ucestalost
konzumacije za datu namirnicu na dnevnom nivou (eng. frequencies per day). WRH-FFQ
sadrZi pitanja 0 konzumaciji 90 namirnica, kao i dodatnih 12 pitanja o koriséenju
multivitamina, pojedinacnih vitamina i minerala i drugih suplemenata. Namirnice koje su
konzumirane samo ponekad, a nisu uklju€ene u osnovnu listu namirnica, zabelezene su
na kraju upitnika. Veliine porcija (male, srednje, velike) su u upitniku predstavljene na
fotografijama. Poseban deo WRH-FFQ je opsti upitnik koji sadrZi pitanja o godinama,
stepenu obrazovanja, prethodnom zdravstvenom stanju, detaljima upotrebe lekova i
suplemenata, Zivotnim navikama (pusenje, fizicka aktivnost, konzumiranju alkohola, kafe
i Caja), kao i suncanju u solarijum ili na moru u poslednja tri meseca. Dodatno, tokom

popunjavanja upitnika stru¢no lice iz oblasti ishrane bilo je na raspolaganju ispitanicima
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u slucaju da im je potrebno objasnjenje o terminima vezanim za ucestalost konzumacije

kao i o veliCinama porcija.

Validacija upitnika WRH-FFQ za procenu unosa vitamin D kod Zena u reproduktivhom
periodu uradena je u prvoj studiji, obuhvacenoj ovom disertacijom. Upitnik je kreiran za
Srbiju i ceo region u kome nema zakonski regulisanog obaveznog obogacivanja
namirnica vitaminom D (najeSe mleCnih proizvoda i sokova). Postoji mogucnost
prilagodavanja upitnika u buducnosti ukoliko se odredene namirnice po¢nu regularno
obogacivati vitaminom D, odnosno u okviru pitanja o oboga¢enim namirnicama mogu se

na listu dodati nove namirnice, i preraun unosa vitamina D prilagoditi ovim izmenama.

3.3.2. Dvadesetcetvorocasovna anketa ishrane

U okviru validacije upitnika WRH-FFQ za procenu unosa vitamin D kod Zena u
reproduktivnom periodu u Srbiji, proseCan unos vitamina D procenjivan je kroz tri
ponovljene dvadesetCetvoroCasovne ankete ishrane (24h-Al). Prvi zapis konzumiranih
koliCina i namirnica u prethodnih 24 Casa (od dorucka do pocinka) sproveden je sa
ispitanicima u razgovoru sa stru¢nim licem u Centru za istrazivanja ishrane i
metabolizma u Beogradu. Drugi i tre¢i 24h-Al zabeleZeni su u telefonskom razgovoru sa
ispitanicima. Sva tri 24h-Al sprovedena su u periodu od dve nedelje, ukljucujuci dva
dana u toku radne nedelje i jedan dan u vikendu, u skladu sa preporukama u literaturi (62,
Pomo¢ ispitanicima u proceni koli¢ine konzumiranih namirnica u okviru porcije

ukljucivala je fotografije sa porcijama (male, srednje, velike), kao i pribor u domacinstvu.

3.3.3. Procena unosa vitamina D na osnovu podataka iz upitnika

Procena unosa vitamina D, kao i drugih nutrijenata pomocu upitnika ( WRH-FFQ i 24h-
Al), preracunata je koris¢enjem elektronske Srpske baze podataka o sastavu namirnica
(363) Za procenu unosa vitamina D iz suplemenata koriséene su specifikacije proizvodaca.
Ukupni unos vitamina D po danu (ug/d) raCunat je koriS¢enjem specijalizovanog
programa za procenu unosa DIET ASSESS @64, Korekcije unosa vitamina D u odnosu
na ukupan energetski unos racunate su prema metodi predlozenoj od strane Willett i
saradnika %), Kako unos vitamina D iz suplemenata ne uCestvuje u ukupnom
energetskom unosu, sirovi podaci o onosu vitamina D iz suplemenata dodati su na unos

vitamina D iz namirnica sa ciljem dobijanja objedinjenog rezultata o ukupnom unosu
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vitamina D ©%), Na kraju je ukupni unos D vitamina kod ispitanika uporeden sa IOM
preporukama zdravog nivoa unosa vitamina D, kojim se postiZe adekvatan status vitamina
u organizmu u odsustvu njegove endogene sinteze: a) za preporuceni dnevni unos (RDA)
od 15 pg/dan i b) prose€an unos (EAR) od 10 pg/dan vitamina D za odrasle ljude (19-50
godina) 81, Na osnovu ukupnog unosa vitamina D sagledan je broj, odnosno procenat
ucesnika iznad i ispod preporucenih RDA i EAR vrednosti, koje su bazirane upravo na
podacima o dijetarnom unosu ©%), Dodatno je, koris¢enjem dostupnih detaljnih
preporuka za trudnice ©%), uporeden unos koli¢ina i grupa unetih namirnica od strane

trudnica sa preeklampsijom i bez nje, u poslednjih mesec dana pre porodaja.

3.4. Antropometrijska merenja

Antropometrijska merenja u humanim studijama ukljuCivala su merenje visine i tezine
ispitanika bez obuée na nogama i jakne. Visina je merena sa preciznos¢u do 0.1 cm
(Perspective Enterprises, Kalamazoo, Mich., SAD), a teZina sa preciznoS¢u od 0.5 kg
pomoéu Tanita vage (TBF-300, Tanita Corp., Japan) za procenu sastava tela.
Antropometrijski parametri novorodencadi i majki preuzeti su iz njihovih bolnickih
kartona.

3.5. In vivo ispitivanja na animalnom modelu

Mladi Sprague Dawley pacovi, stari tri nedelje (36 muzjaka, 36 zenki) i teSki oko 100
grama, nabavljeni su od Charles River Laboratories (Saint-Constant S.A., St-Constant,
QC). Po prijemu u McGill centar za istrazivanja na zZivotinjama, pacovi su ¢uvani u
preporucenim standardnim uslovima koji ukljuCuju temperaturu prostorije od 23 °C,
vlaznost od 50%, i cikluse mraka i svetla u trajanju od 12 sati. Nakon perioda adaptacije
od sedam dana, svi pacovi su nasumicno raspodeljeni u Sest grupa kako bi bili podvrgnuti
razliitim dijetama u cilju sagledavanja bioloSkog odgovora kostiju na sadrzaj egzogenog
i endogenog 3-epi-25(0OH)Ds.

3.6. Dijete za studiju sa animalnim modelom

Tokom perioda od osam nedelja, Sest grupa pacova hranjeno je standardnom hranom za
mlade pacove AIN-93G koja je sadrzala razliCite koncentracije vitamina Dz ili njegovih

metabolita. Kontrolna dijeta AIN-93G (1 IU vitamina Ds/g hrane) i dve eksperimentalne
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dijete sa sadrzajem vitamina Dz od 2 ili 4 1U/g hrane napravljene su da bi se ispitao dozno-
zavisni odgovor na povecanu koncentraciju holekalciferola kod mladih pacova. Za
ispitivanje bioloSke uloge 3-epi-25(OH)D3 napravljene su dijete sa 0.5 ili 1 1U 3-epi-
25(0H)Da3/g hrane i referentna dijeta sa 0.5 IU 25(OH)Ds/g hrane, u kojima nije bilo

holekalciferola. Destilovana voda je Zivotinjama bila neograni¢eno dostupna.

Za ekserimentalne dijete sa 3-epi-25(OH)Ds i 25(OH)D3, ove supstance su nabavljene
od Isosciences (King of Prussia, PA, SAD) i poslate u Harlan Laboratorije (Madison,
WI,SAD). Dijete bez holekalciferola su napravljene sa kazeinom ekstahovanim u etanolu
kako bi se minimizovao uticaj podloge na 25(0OH)Ds i 3-epi-25(OH)Ds3 u dijetama. Pelete
hrane suSene su na vazduhu da bi se osiguralo oCuvanje metabolita 25(OH)D3 i 3-epi-
25(0OH)Ds. Dijete sa holekalciferolom napravljene su od AIN-93G hrane i smeSe vitamina
Ds u maltodextrinu (Rovamix Dz 500) koje su nabavljene od DSM Nutritional Products
(Heerlen, Netherlands). Analizom proizvoda (No # 04323767), od strane DSM
Nutritional Products, nije detektovan 3-epi-25(OH)Ds u Rovamix D3z 500 (lot # UE
0110705/godina 2012). Dijete su bile razli€itih boja (boje za hranu: Zuta, zelena, plava,
bela, crvena i narandzasta, dodate su u dijete) i na taj naCin kodirane tokom izvodenja
studije, kako istrazivaci ne bi znali njihov sadrzaj (slepe dijete). Unos hrane meren je dva

puta nedeljno.

3.7. Uzorci krvi u humanim studijama

3.7.1. Uzorci krvi za procenu unosa vitamina D kod Zena u reproduktivnom periodu
u Srbiji - studija validacije upitnika WRH-FFQ
Kao $to je predhodno pomenuto, u studiju validacije upitnika za procenu unosa vitamina
D ukljuCeno je na dobrovoljnoj bazi ukupno 450 zena u reproduktivnom periodu, sa tri
najveca univerziteta, kako bi uzorak bio reprezentativan za celu zemlju. Kriterijumi za
ukljucivanje u studiji odnosili su se na starosnu dob (od 18 do 35 godina), dobro opste
zdravstveno stanje, bez hroni¢nih oboljenja. Zene profesionalni sportisti, trudnice i doilje
nisu ukljucene u studiju. Od 450 ucesnica studije, nasumicno je izdvojeno oko 10%
uesnica (n=45). Ova grupa je ukljucena u dalji proces validacije, koji je obuhvatio
popunjavanja 24h-Al u tri ponavljanja (kako je opisano u poglavlju 3.3.2.),
antropometrijsko merenje i uzimanje uzorka krvi. Uzorak krvi uzet je, nakon gladovanja

preko noci, za standardne biohemijske analize i za odredivanje sadrZaja ukupnog 25-OH-
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D. Sakupljeni uzorci plazme i seruma Cuvani su na -80 °C do izvodenja pomenutih

analiza.

3.7.2. Uzorci krvi trudnica sa preeklampsijom i bez nje i njihovih novorodencadi —
studijaispitivanja statusa vitamina D
Studija na trudnicama sa preeklampsijom i bez nje sprovedena je u zimskom periodu
2011. godine, od januara do aprila, kada je izlozenost UVB zraenju minimalna a samim
tim minimalna je i endogena sinteza vitamina D. Nakon prijema u KliniCki centar Srbije,
na odeljenju za ginekologiju i akuSerstvo, trudne Zene pozvane su da ucestvuju u
istrazivanju potencijalne povezanosti statusa vitamina D i preeklampsije. U studiju je
ukljuceno 60 trudnica i njihovih novorodencadi. Potpisani pristanak dobijen je od svih
trudnica. Polovina ispitanika imala je dijagnozu preeklampsije PE grupa, dok je druga
polovina imala normotenzivnu fizioloSku trudnou bez ikakvih zdravstvenih
komplikacija (kontrolna grupa). Kriterijumi za ukljucenje trudnica u studiju bili su: prva
trudnoc¢a, monofetalna trudnoéa, nepusaci i dobro zdravlje u prethodnom periodu.
Kriterijum za dijagnozu preeklampsije, baziran na preporukama WHO, bio je: sistolni
krvni pritisak iznad 140 mmHg i dijastolni krvni pritisak iznad 90 mmHg, kao i prisutna
proteinurija. Gestaciona starost odredena je prema poslednjem menstrualnom ciklusu i
potvrdena pregledom ultrazvuCnim aparatom pre 20 nedelje gestacije. Trudnice sa
preeklampsijom i bez nje su uparene 1:1, na osnovu starosti zena (19-35 godina) i
vremenskog okvira u odnosu na nedelju u kojoj su se porodile. Neposredno, pre ili nakon
porodaja, sakupljeni su uzorci krvi trudnica (i izdvojeni serum i plazma) za odredivanje
statusa vitamina D. Na porodaju je, takode, sakupljena krv iz pupcane vrpce, kako bi se
odredio status vitamina D kod novorodencadi. Karakteristike porodilja i novorodencadi
preuzete su iz njihovih medicinskih kartona. Takode, neposredno pre ili nakon porodaja
trudnice su popunile upitnik WRH-FFQ, kako bi se odredio unos vitamina D kroz ishranu

i suplemente.

3.7.3. Uzorci krvi trudnica sa preeklampsijom i bez nje i njihovih novor odencadi
rodenih prevremeno - preliminarno ispitivanje statusa vitamina D

Kohort studija sa novorodencadima rodenim prevremeno sprovedena je u Manitobi
(Kanada) pre nekoliko godina. 1z ove velike studije su izabrana novorodencad Cije su

majke imale preeklampsiju (PE grupa) i uparene su sa novorodenCadima rodenih iz
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fizioloSkih normotenzivnih trudnoéa (kontrolna grupa) u odnosu 1:2. Sva novorodencad
bila su rodena pre 32 nedelje gestacije, bez kongenitalnih malformacija i zadrzana na
bolnickom le€enju. U ovu malu studiju (eng. nested case-control design) ukljucene su
prevremeno rodene bebe iz PE grupe (n=8) i kontrolne grupe (n=16) trudnica. Svim
trudnicama uzorak krvi uziman je na porodaju dok je prvi uzorak krvi novorodencadi uzet
nekoliko dana nakon porodaja, krajem prve nedelje Zivota. Prevremeno rodene bebe
dodatno su pracene u toku prvih 5 nedelja Zivota, kada su im snimljene kosti pomocu
DXA aparata i ponovo uzet uzorak krvi (priblizno u vremenu punog termina). U svim
uzorcima plazme novorodencadi i njihovih majki analizirana je koncentracija metabolita
vitamina D pomoéu LC-MS/MS metode. Svi antropometrijski i biohemijski parametri

preuzeti su iz prethodne studije i medicinskih kartona majki i novorodencadi.

3.8. Uzorci krvi i kostiju u animalnoj studiji

Tokom perioda od osam nedelja Sest grupa mladih pacova hranjeno je sa razli€itim
dijetama uz neogranicen pristup destilovanoj vodi. Unos hrane meren je dva puta nedeljno
tako Sto je za svaki kavez sa pacovima prvo izmerena odredena koli¢ina hrane koja je
davana Zivotinjama, a zatim je nakon 3 ili 4 dana u svakom kavezu merena preostala
koli¢ina hrane koja nije pojedena. DuZina trajanja studije definisana je na osnovu
poluZivota 25(OH)Ds (15-21 dan), kako bi odgovarala trajanju od 3-4 poluzivota ovog
jedinjenja “®). Takode je predhodno u invivo studijama pokazano da je period od osam
nedelja kod mladih pacova dovoljan da se registruju promene na kostima u vidu promena
u uvecéanju kostane mase %9, i postizanju maksimuma kostane mase G79). Telesna teZina
pacova merena je na nedeljnom nivou, dok je njihova duZina izmerena na pocetku studije,
na kraju Cetvrte nedelje (u sredini) i na kraju osme nedelje (kraj studije), kada im je

uziman i uzorak krvi.

3.8.1. Uzorci krvi Zivotinja

Uzorci krvi mladih pacova uzeti su nakon noénog gladovanja, od minimum 8 h, u periodu
izmedu 8:00 i 10:00 ujutru. Svi uzorci su sakupljeni u ovom periodu kako bi se
kontrolisale dnevne varijacije odredenih biomarkera, kao Sto je npr. PTH. Krv je

sakupljana tri puta, na poCetku, u sredini (nakon 4 nedelje) i na kraju (nakon 8 nedelja)
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studije. Venska krv sakupljena je u heparinske mikroepruvete (Becton Dickinson, New
Jersey, US) i centrifugirana 10 min na 2000 obrtaja na temperaturi od 4 °C. Svi uzorci su
podeljeni u manje alikvote Cuvani na -80 °C do analize biomarkera metabolizma kostiju

i metabolita vitamina D.

Na kraju Cetvrte i osme nedelje, sakupljena su i dva uzorka pune krvi u staklene cevcice
sa heparinom za odredivanje koncentracije jona kalcijuma (ABL80 Flex, Radiometer,
Copenhagen, Denmark). Koncentracija jona kalcijuma analizirana je nakon uzimanja

uzorka u intervalu od 4h.

3.8.2. Uzorci kostiju Zivotinja

Nakon osam nedelja, uradena su DXA i uCT snimanja in vivo, a potom su Zivotinje
uvodene u duboku anesteziju i zrtvovane putem kardijalne punkcije (vadenjem Krvi iz
srca). Zatim su tokom seciranja pacova, izvadene duge kosti i prva Cetiri kicmena prsljena
i saCuvane za dalja ispitivanja jaCine i mikrostrukture kostiju i ex vivo snimanja u visokoj
rezoluciji pomoéu PCT. OCiséene kostu su Cuvane na -20 °C, zamotane u gazu i

natopljene fizioloSkim rastvorom.

3.9. Metode za odredivanje koncentracije metabolita vitamina D

Za odredivanje koncentracije metabolita vitamina D korisene su tri metode.
Hemiluminiscentna metoda (Liason analizator) primenjena je za odredivanje ukupnog
25(0OH)D kod Zena u reproduktivnom dobu, u studiji validacije upitnika za procenu unosa
vitamina D. LC-MS/MS metoda za odredivanje koncentracije metabolita vitamina D
(25(OH)D,, 25(0OH)D3, 3-epi-25(0OH)D3z i 24,25(0OH).D3) korisena je u ostalim studijama
obuhvacenim ovom disertacijom, ukljucujuéi studije sa trudnicama sa preeklampsijom i
bez nje i njihovim novorodenim bebama u Srbiji i u Kanadi, kao i studiju na Zivotinjama.
Sadrzaj aktivnog metabolita 1,25(OH).Dz u plazmi odreden je kompetitivnom imuno-
enzimskom metodom koriS¢enjem komercijalnog kita za odredivanje 1,25(0OH)2Ds
(Boehringer Mannheim, Mannhein, Nemacka). Svi uzorci seruma i plazme iz animalne i
humanih studija ¢uvani su na -80 °C do izvodenja analiza. Uzorci seruma i plazme,
sakupljeni u Beogradu transportovani su na suvom ledu, kojim je garantovan transport u

zaledenom stanju, u Kanadu na McGill Univerzitet, gde su do izvodenja analiza takode
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c¢uvani na -80 °C.

3.9.1. Odredivanje koncentracije ukupnog 25(OH)D u plazmi hemiluminiscentnom
metodom

U uzorcima plazme mladih Zena u reproduktivnom periodu koje nisu trudne, sadrzaj

ukupnog 25(OH)D odreden je hemiluminiscentnom metodom Kkoris¢enjem

komercijalnog kita LIAISON® 25 OH Vitamin D Total (DiaSorin Inc, Stillwater, SAD)

na LIAISON® analizatoru. Ova hemiluminiscentna metoda je detaljno opisana ranije ©%
372).

Po 250 pL uzorka plazme dodato je u bunar€ic¢e na ploci (96 plate), na Cijem se dnu,
nalaze magnetne kuglice presvucene specificnim monoklonskim antitelom ovce.
Postupak se sastoji iz tri faze: 1) inkubacija u toku 10 minuta, pri kojoj se 25(OH)D odvaja
od proteina plazme (za koje je bio vezan) i vezuje za specificno antitelo imobilisano na
¢vrstoj fazi (na magnetnim kuglicama); 2) dodatak obelezivaca (25(OH)D konjugovanog
sa derivatima izoluminola) i inkubacija u trajanju od deset minuta, kada se 25(OH)D iz
plazme i obelezen 25(OH)D konjugovan sa derivatima izoluminola takmice za vezivna
mesta na antitelu ; 3) ispiranje materijala koji se nije vezao za antitelo na magnetnim
kuglicama, dodatak reagensa — startera koji inicira hemiluminiscentnu reakciju. Intenzitet
svetlosti, izmeren pomocéu LIAISON® analizatora, je obrnuto proporcionalan
koncentraciji 25(OH)D u ispitivanim uzorcima, kao i u kalibratorima i kontrolnim

uzorcima.

Tokom merenja, pored DiaSorin kontrolnih uzoraka koji sadrze niske i visoke
koncentracije 25(OH)D, analizirani su i standardni uzorci Nacionalnog instituta za
standarde i tehnologiju (NIST) nivoa 1 i nivoa 2 (NIST 972) i DEQAS (eng. Vitamin D
External Quality Assessment scheme). Koeficijent varijacije (CV) u okviru ovog testa
(eng. intra-assay) CV=3.18% (0.55% -7.17%) izraCunat je na osnovu ponovljenih
merenja DiaSorin kontrolnih uzoraka plazme sa visokom i niskom koncentracijom
25(0OH)D, koji su u referentnom opsegu za odrasle osobe. Vrednosti dobijene pri proveri
taCnosti testa, uzimajuci srednji opseg specifikacija proizvodaca, iznosile su 104% i
103% za DiaSorin kontrolne uzorke (niske i visoke koncentracije, respektivno), 97% i

90.44% za uzorke Nacionalnog instituta za standarde i tehnologiju (NIST 972a nivo 1 i
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NIST 972 nivo 2, respektivno). Laboratorija na McGill Univerzitetu, u kojoj su analizirani
uzorci, uCestvuje u programu za procenu kvaliteta odredivanja koncentracija metabolita
vitamina D - DEQAS i ima sertifikate za 2013-2014. To znaci da viSe od 75% rezultata
koji su potekli iz ove laboratorije spadaju u najpreciznijih 25% rezultata (All-Laboratory

Trimmed Mean) iz svih laboratorija sveta koje ucestvuju u DEQAS programu.

3.9.2. Odredivanje koncentracije metabolita D vitamina LC-M M S metodom

U uzorcima plazme trudnica i novorodencadi obuhvacenih ovom disertacijom, kao i
uzorcima seruma pacova, koncentracija metabolita vitamina D odredena je pomoc¢u LC-
MS/MS metode. Analize su ukljuivale odredivanje koncentracija 25(OH)D2, 25(0OH)Ds,
3-epi-25(0OH)Ds3, ukupnog 25(0OH)D (zbira svih 25(0OH)D oblika) kao i ukupnog 24,25-
(OH)2Ds3, koji ukljuCuje oba C-3 epimera. Analize su izvedene pomocu jedinstvenog
protokola na Queen’s Univerzitetu (uzorci humanih studija) i u Warnex laboratoriji u
Montrealu (uzorci pacova). LC-MS/MS analize ukljucivale su analize ekstrakata uzoraka
plazme u triplikatu zajedno sa setom kalibratora i uzoraka za kontrolu kvaliteta. Pored
humanih i animalnih uzoraka analizirani su i DEQAS i NIST uzorci (standardni uzorci
koji odgovaraju referentnim vrednostima), u cilju kontrole kvaliteta. Koeficijent varijacije
(CV) izmedu razliCitih serija LC-MS/MS analiza (eng. inter-assay) za 25-OH-D3
odstupao je izmedu -0.7% i -17% od referentnin DEQAS/ NIST vrednosti. Kao
laboratorije sertifikovane u DEQAS i NIST programu ocekivano je da vise od 75%
rezultata, koji su potekli iz ovih laboratorija, mogu odstupati do £15% od NIST
referentnih vrednosti i da spadaju u najpreciznijin 25% rezultata (All-Laboratory
Trimmed Mean) iz svih laboratorija sveta koje ucestvuju u DEQAS programu. Svi
rezultati dobijeni LC-MS/MS metodom su takode bili u ovim granicama. Kalibracione
krive su za svaki metabolit konstruisane na osnovu Cetiri razliCite koncentracije standarda
analiziranih u duplikatu, osim za 24,25-(OH).Dz (Sest taCaka Kkalibracije). U cilju
kalibracije aparata za odredivanje 24,25-(OH).D3 koriscen je pik sa 24R,25-(OH)2Ds, jer
trenutno ne postoji DEQAS ili NIST standard za eksternu procenu kvaliteta 24,25-
(OH);D3 (4D,

Vitamin D iz uzoraka (humanih i animalnih) ekstrahovan je postupkom, koji ukljucuje
Diels-Alder derivatizaciju i nekoliko faza preciSCavanja, i koji je predhodno detaljno

opisan od strane Kaufmann i saradnika *1). Nakon toga, uzorci su analizirani u triplikatu
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pomocu te€ne hromatografije udruZene sa masenom spektrometrijom LC-MS/MS.

3.9.2.1. Priprema uzoraka

U mikro-epruvetama, 100 pL uzorka seruma (ili plazme) ili kalibratora rastvoreno je u
200 pL vode, dodati su interni standardi: 80 ng/mL d3-25(0OH)Ds, 65 ng/mL d3-
25(0OH)D2 i 6 ng/mL 24,25-(OH)2Ds3, i 100 pL rastvora 0.1 M hlorovodonicne kiselina.
Nakon dodavanja svake supstance mikroepruvete su stavljane na vortex da bi se sadrZaj
dobro izmeSao. TaloZenje proteina izvedeno je sa dodatkom 0.2 M cink-sulfata i 450 pL
metanola. Nakon toga, sadrzaj u mikro-epruvetama centrifugiran je 10 minuta na 12 000
obrtaja. Supernatant je prebacen u borosilikatne staklene epruvete u koje je dodato 700
ML heksana i 700 pL metil-terc-butil-etra, uz meSanje na vorteksu nakon dodavanja svake
supstance. Gornja organska faza odvojena je u epruvete za uzorke za LC-MS/MS i
uparena u struji N2 na 37 °C. Suvi ostaci uzoraka rastvoreni su dodatkom 25 pL 0.1
mg/mL DMEQ-TAD u etilacetatu i inkubirani 30 minuta na sobnoj temperaturi u mraku,
Cime je zapoCet proces njihove derivatizacije. Nakon ponovnog dodatka DMEQ-TAD
uzorci su inkubirani jo$ 60 minuta G73, U slede¢em koraku dodato je 40 pL etanola i tako
derivatizovani uzorci su ponovo upareni do suva. Suvi ostatak je rastvoren u 60 pL smeSe

metanola i vode (60:40, v/v).

39.22. LC-MS/MS analiza

Uzorci, pripremljeni na predhodno opisan nacin, analizirani su pomocu tecnog
hromatografa ACQUITY UPLC Waters (Milford, SAD) sa masenim detektorom Xevo
TQ-S Waters (Milford, SAD). Elektrosprej jonizacija je radena u pozitivanom modu sa
kapilarnim naponom od 1.0 kV i protokom azota od 1000 L/h (Desolvation gas flow) i
150 L/h (Cone gas flow). Za hromatografsko odvajanje koris¢ena je BEH-Phenyl UPLC
kolona (1.7 pm, 2.1x50 mm) Waters (Milford, SAD) i gradijentni sistem rastvaraCa na
bazi metanola i vode. Koris¢ene su dve mobilne faze: mobilna faza A (2 mM amonijum-
acetat sa 0.1 % mravlje kiseline u vodi i mobilna faza B ( 2 mM amonijum-acetat sa 0.1
% mravlje kiseline u metanolu). Gradijent je sadrzao 65-90 % mobilne faze B (% vol.).
Temperatura u koloni bila je 40 °C, dok je svaki put ubrizgavano po 10 pL ekstrakta (full
loop mode). U ukupnom ekstraktu koji se analizira pomocu LC-MS/MS nalazi se okvirno
1/6 (oko 17 pL) od pocetnih 100 pL analiziranog uzorka. Vreme potrebno za LC-MS/MS
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analizu bilo je manje od 5 minuta. Postupak su do detalja opisali Kaufmann i saradnici
(141) koji su uradili najveci broj analiza uzoraka, obuhvacenih ovom tezom, u laboratoriji

na Queens univerzitetu.

3.9.3. Odredivanje koncentracije 1,25-dihidroksivitamina D u plazmi

U uzorcima plazme trudnica sa i bez preeklampsije sadrzaj 1,25-dihidroksivitamina D
(1,25-(OH)2D) odreden je kompetitivnom imuno-enzimskom metodom sa selektivnim
monoklonskim antitelom pomocu komercijalnog kita ELISA 1,25-(OH).D (Alpco,
Salem, SAD). Po 1 mL ispitivanih uzoraka, zajedno sa standardima i kontrolnim
uzorcima, su pipetirani na kolone Chromabond® Se2112 (Alpco, Salem, SAD) i
inkubirani 10 minuta. Zatim su eluirani diizopropil-etrom (4x1mL), pri ¢emu je eluat
direktno kapao sa kolone u Kkertridze napunjene silika-gelom (Cvrsta faza, Silica
Cartridges Se2112, Alpco, Salem, SAD), koji su dva puta ispirani sa 8mL izopropanola i
heksana (6:94 v/v). U slede¢em koraku 1,25-(OH)2D je ispiran dva puta sa silika-gela sa
2 mL smeSe izopropanola i heksana (25:75 v/v). Ovako dobijeni ekstrakti uzoraka
direktno su skupljani u staklene epruvete, nakon Cega je njihov sadrzaj uparavan na 37
°C u struji azota, Upareni ekstrakti uzoraka, zajedno sa standardima i kontrolnim
uzorcima, inkubirani su sa antitelom za detekciju 60 minuta na sobnoj temperaturi 18-
26°C. U sledecem koraku na 96 mikro-plo¢u obloZenu sa 1,25-(OH).D dodati su ekstrakti
prethodno inkubirani sa antitelom za detekciju i ostavljeni 19 sati na temperaturi od 6-
10°C. U toku ove inkubacije odvija se kompeticija izmedu imobilisanog 1,25-(OH)2D i
1,25-(OH)2D iz ispitivanih uzoraka za antitelo za detekciju. Nakon perioda od 19 sati,
ispira se materijal koji se nije vezao za antitelo pet puta sa 250 ul rastvora pufera za
ispiranje gde se u poslednjem ispiranju uklone ostaci rastvora za ispiranje prislanjanjem
mikro-ploCe na papir koji upija. U sledecem koraku se u svaki bunarCi¢ dodaje konjugat
poliklonskog antitela miSeva obeleZzenog peroksidazom i ostavi tatno 60 minuta na sobnoj
temperaturi 18-26°C na horizontalnom mikseru za mikro-plo¢e nakon ¢ega se ponovo
ispira materijal pet puta sa 250pl rastvora pufera za ispiranje. U sledecem koraku se u
sistem dodaje tetrametilbenzidin i inkubira u mraku na sobnoj temperaturi 15-25 minuta.
U zavrSnom koraku se u svaki bunarci¢ dodaje 50 pl stop rastvora $to se manifestuje
promenom boje iz plave u Zutu. Apsorbancija bojenog proizvoda meri se na talasnoj

duZzini od 450 nm i obrnuto je proporcionalna koncentraciji 1,25-(OH).D u uzorcima.
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Koeficijent varijacije u okviru ovog testa za 1,25-(OH).D iznosio je 8.6%.

3.10. Standar dne biohemijske analize

3.10.1. Pracenje standardnih biohemijskih parametara u humanim uzorcima

Standardni biohemijski paramteri i karakteristike porodilja i novorodencadi, ucesnika u
studijama preuzete su iz njihovih medicinskih kartona. Biohemijske analize u okviru
rutinske provere stanja pacijenata ukljuCivale su za sve majke proveru krvne slike,
funkcije bubrega (serumski kreatinin i urea), funkcije jetre (bilirubin, alanin-transaminaze
(ALT), aspartat-transaminaze (AST), gama-glutamil-transferaze (Gama GT) i C-
reaktivni protein (CRP). Ove analize uradene su u Srbiji u laboratoriji KliniCkog Centra
Srbije koja poseduje sertifikat o kvalitetu za medicinski biohemijski program za period
2011-2012. godina. Standardni biohemijski paramteri analizirani su na Beckman
Coulter AU480, krvna slika na hematoloSkom analizatoru (ABBOTT CEIIDyn 3700), a
koncentracija CRP odredena nefelometrijski (Siemens BN ProSpec). U preliminarnoj
studiji u Kanadi, za prevremeno i u terminu rodenu novorodencad i njihove majke,
navedeni biohemijski parametri kao i biomarkeri metabolizma kostiju su preuzeti iz
njihovih medicinskih kartona iz Zdravstveno-Naucnog Centra Vinipeg (Winnipeg’s

Health Sciences Centre).

3.10.2 Pracenje biohemijskih parametara u animalnim uzorcima plazme

Biohemijska analiza uzoraka plazme mladih pacova ukljucivala je odredivanje
koncentracije u plazmi PTH, CTX, OPG, RANKL koris¢enjem komercijalnih kitova
specifinih za istraZzivanja na pacovima (poglavlje 3.1.). Sve biohemijske analize uzoraka
plazme pacova uradene su u biohemijskoj laboratoriji Skole za ishranu i dijetetiku na
McGill Univerzitetu. Koeficijent varijacije za PTH znosio je 10.2 %, a za CTX 6.2 %,
dok je za RANKL i OPG bio 17.8 % i 14.1 %.
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3.11. Odredivanje koncentracije jona metala u humanim uzorcima
plazme

U uzorcima plazme majki sa preeklampsijom i bez nje i njihovih novorodencadi
kvantitativno je odredena koncentracija jona kalcijuma, magnezijuma, gvozda, cinka i
bakra. Odredivanja su radena u triplikatu pomodéu atomskog apsorpcionog spektrometra
Spectra AA 10, Varian (Pty Ltd., Mulgrave Victoria, Australia), koriS¢enjem plamena
vazduh/acetilen uz upotrebu deuterijuma za korekciju pozadinskog zragenja. @74 Pri
odredivanju koncentracije jona Ca i Mg, kao otpustajuci agens dodat je lantanijum (0.1%
w/v). Kalibracija je radena sa kontrolnim uzorcima ClinChek-Control (Gmbh, Nemacka).
Intenzitet propuStene svetlosti za odredivane jone, meren je na slede¢im talasnim
duZinama (nm): Ca 422.7, Mg 285.2, Cu 324.7, Fe 248.3, Se 279.5 i Zn 213.9.
Koncentracija selena (Se) odredivana je u uzorcima plazme na istom instrumentu, uz
dodatak jedinice Varian VGA-76 ©7). Dobijene vrednosti koeficijenata varijacije za
odredivanje jona Mg, Fe, Zn, Cu i Se bile su 1.24%, 3.42%, 2.25%, 3.07% i 5.63%,

redom.

3.12. Procena strukture, sastava i jaCine kostiju kod mladih pacova

Procena strukture i sastava kostiju kod mladih pacova ukljucivala je in vivo i ex vivo
skeniranja. Na pocCetku, u sredini i na kraju studije, odmah nakon uzimanja krvi, pacovi
su uvodeni u laku anesteziju da bi se podvrgli skeniranju kostiju. Pomoc¢u DXA uredaja
pacovima je skenirano najpre celo telo, a zatim posebno femur i tibija i na kraju kicmeni
prsljenovi. Na pocetku i na kraju studije nakon DXA snimaka, zivotinjama koje su i dalje
pod anestezijom, sniman je lumbalni prsljen 3 (L3), KkoristeCi in vivo uCT za male
Zivotinje. Pacovi su bili izloZeni x-zraCenju u trajanju do okvirno 30 minuta (DXA i uCT)
pri svakom od tri merenja u toku osam nedelja. Prethodno je pokazano da izlaganje
pacova X-zrac¢enju na nedeljnom nivou od 35 minuta ili na mese¢nom nivou od 25 minuta

nema negativan efekat na rast i razvoj kostane mase ¢76.377),

3.12.1. Snimanja kostiju in vivo pomo¢u DXA apar ata

Pre skeniranja kostiju, Zivotinje su uvodene u anesteziju u posebnoj komori pomocu 5%
gasa izoflurana (PrAErrane, Baxter Corp. Mississauga, Kanada). Tokom snimanja,

pacovima je pomocu maske dopreman 2% izofluran kako bi se odrZavalo stanje
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anestezije. U stanju anestezije, pacovima je merena duzina, od nosa do korena repa, kao
i od nosa do kraja repa. Neposredno pre snimanja, Zivotinje su postavljane u leze¢i polozaj
za snimanje celog tela (eng. whole body - WB) (Slika 9A) i za snimanja pojedinacnih
kostiju femura i tibije (Slika 9B) u visokoj rezoluciji, kao i kicmenih prsljenova (L1-4)
(Slika 9C). Kosti su snimljene pomo¢u DXA aparata Hologic 4500, QDR Version 12.5
(Hologic Incorporated Bedford, SAD). Snimanja celog tela (WB) pomocu DXA aparata
sa Hologic hardverom i softverom su prethodno validirana za pacove teze od 130 g 78

i za snimanja u visokoj rezoluciji pojedinacnih kostiju kod malih glodara ¢,

DXA snimci su analizirani pomocu Hologic specifichog programa za analiziranje
snimaka malih Zivotinja ¢ime su dobijeni in vivo podaci o mineralnom sadrZaju kostiju
(BMC), aBMD-mineralnoj gustini kostiju po jedinici povrSine (eng. aquired Bone
Mineral Density) (g/cm?) i povrsini svake analizirane kosti (eng. bone area). Smatra se da
skeniranje celog tela (WB) omogucava idealno praéenje intenzivnog rasta Zivotinja, dok
se snimanjem dugih kostiju i kicme mogu najbolje uociti promene u mineralnom sadrzaju
i gustini kostiju (BMC i BMD). Pomoéu vrednosti BMC i BMD, dobijenih za period
tokom osam nedelja, moguce je izracunati % promene ovih parametara tokom vremena i
povecanje (porast) mineralnog sadrZaja kostiju kod pacova. Sve analize DXA snimaka, u
vidu opcrtavanja kontura kostiju na svakom snimku, uradila je jedna osoba kako bi se

minimizovala odstupnja i potencijalne nedoslednosti.
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5 a

Slika 9. Primer DXA snimaka celog tela (A), femura i tibije (B) i kicmenih prsljenova od 1 do 4

(C) mladih pacova

3.12.2. Snimanja kostiju in vivo pomoéu uCT aparata

Za preciznija merenja, vBMD-mineralne gustine kostiju po jedinici zapremini (eng.
volumetric BMD) (g/cmq) i strukture kostiju, in vivo pacovi su na pogetku i na kraju
studije snimani pomoc¢u UCT aparata LaTheta, model LCT200 (EchoMRI, Texas, SAD),
kojim se mogu skenirati zivotinje tezine do 1,5 kg. Odmah nakon DXA snimanja, pacovi
su prebacivani u komoru pCT aparata i pozicionirani prema standardnim protokolima za
snimanja zivotinja u opstoj anesteziji. Snimanje je obuhvatalo samo L3 u rezoluciji od
120 pm?3i snagom od 50 kV i 0.5 mA (power settings). Analiza L3 snimaka pomocu
LaTheta programa obuhvatala je centralni vertebralni region L3 u duzini od 1.44 mm za
snimke sa pocetka studije i duzinu od 2.88 mm za snimke sa kraja studije. Na taj nacin
dobijeni su rezultati trodimenzionalnog BMD (g/cm?), oblika i veli¢ine L3, kao i

kortikalno-trabekularne zapremine L3.
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3.12.3. Snimanja kostiju ex vivo pomoc¢u uCT aparata

Mikro-struktura kostiju pacova (L3 i femura) procenjivana je pomocéu skenera visoke
rezolucije Skyscan 1174 uCT (Skyscan, Belgija). Sat vremena pre snimanja, zamrznute
kosti su vadene iz zamrzivaca i ostavljane da se postepeno odmrznu na sobnoj temperaturi
(23 °C). Nakon potpunog odmrzavanja, svaka kost je vadena iz gaze i uvijana u
Parafilm™ (Pechiney, Menasha, SAD) da bi se sprecilo susenje kostiju tokom snimanja.
Zatim je kost postavljana u usku plasticnu cev unutar skenera, koja je omogucavala
postavljanje svih kostiju na identiCan naCin za snimanje. Snimanje je uradeno
propustanjem X-zraka jacine 50 kV i 800 pA, sa vremenom izloZenosti (eng.exposure
time) od 7000 ms za femur i 8000 ms za L3. Stepen rotacije kostiju prilikom snimanja
bio je 0.9° dok je prose€an kadar (eng. frame averaging) procenjivan na osnovu dva kadra.
Koris¢enjem aluminijumskog filtera od 0.2 mm za femur i L3, kao pred-filtera X-zraka
na izvoru zraCenja, korigovan je uticaj na lineranost funkcije zbog razlicitih debljina
kostiju i tkiva u njima kao apsorbera zracenja 89, Kosti femura snimane su dva puta,
distalni deo u rezoluciji od 11.7 um?, a srednji deo femura u rezoluciji od 30.6 um? (Slika
10), kako bi se na najadekvatniji nain procenio sadrZaj kortikalnog i trabekularnog
kostanog tkiva. L3 je sniman u rezoluciji od 14.2 um?®. Rekonstrukcija snimaka uradena
je pomocu specijalizovanog programa NRecon v1.6.4.1 (Skyscan, Belgija).
Rekonstruisani snimci su manuelno podeljeni na kortikalne i trabekularne delove
koStanog tkiva, zatim konvertovani u binarne slike, i na kraju analizirani pomoéu CT
Analyser v1.11.8.0 (Skyscan, Belgija). Prilagodavanje granic¢nih vrednosti je koris¢eno
za segmente kostanog tkiva i odredena je specificna oblast za svako tkivo (eng. region of
interest - ROI). Za analize trabekularnog tkiva femura pocetak ROI je postavljen na
udaljenosti od 1.17 mm od epifize i obuhvatao je 1.75 mm duZine femura u proksimalnom
pravcu. Za analize koritikalnog tkiva ROI je obuhvatio 3.06 mm srediSnjeg dela femura
(mid-diaphysis). Za razgranienja izmedu razliCitih koStanih tkiva koriscena je funkcija
3D “shrink-wrap” u programu CT Analyser v1.11.8.0 (Skyscan, Belgija). Kako bi se
minimizovala odstupanja i potencijalne nedoslednosti sve analize i snimanja uradila je

ista osoba.
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Sredina
kosti

Slika 10. Ex vivo Skyscan 1174 uCT snimci femura u rezoluciji od 11,7 pm? (A) i

rezoluciji od 30.6 um? (B) za procenu sadrZaja trabekularnog i kortikalnog kostanog tkiva

3.12.4. Test fleksibilnosti kostiju u tri taCke

Fleksibilnost kostiju u tri tacke testirana je na kostima femura pacova pomocu
instrumenta Instron 5544 (Norwood, MA, SAD). Prethodno zamrznute i Cuvane kosti na
-20 °C su postepeno odmrznute u vodenom kupatilu, tokom perioda od tri sata, na sobnoj
temperaturi (23 °C). Duzina cele kosti i dijametar femura u srednjoj tacki svake kosti
mereni su pomocu digitalnog Fisher Scientific Sublera (St-Laurent, QC, Kanada), pri
Cemu je crnim markerom obelezena srediSna tacka na femuru merena po duZzini kosti.
Svaka kost je spoljaSnjom stranom naslonjena na dve nepokretne tacke oslonca
instrumenta (slika 11) i centrirana tako da je rastojanje izmedu taaka oslonca instrumenta
bilo konstantno (za Zenke pacova iznosilo je 22 mm, a za muzjake 24 mm). Treca,
pokretna tacka u ovom testu je tzv. ‘nakovanj’ (eng.anvil), koji se spustao na kost sa
unapred odredenom brzinom od 1 mm/s (Slika 11). Pri kontaktu kosti i ‘nakovnja’ brzina
spustanja bi se automatski promenila na 0.1 mm/min do take pucanja, odnosno trenutka
u kome je kost usled pritiska polomljena. Tada se ‘nakovanj’ zaustavljao, a instrument
oCitavao izmereno maksimalno opterecenje savijanja (eng. maximum flexure load -
Fmax) i maksimum istezanja kostiju pri maksimalnom opterecenju (eng. maximum
extension - dmax). Pomocu programa Bluehill verzija 2 (Instron, Canton, SAD) koji je

konstruisao krivu deformacije kosti u odnosu na opterecenje, dobijen je podatak o energiji
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u trenutku preloma (eng. energy at break). Koriste¢i prethodno validirane jednacine (81
izraCunati su stres (omax) i istezanje (emax) pri Fmax, kao i Jangov modul, koji

predstavlja odnos stresa | istezanja u linearnom delu deformacione krive.

nakovanj

Stati¢ne tacke oslonca -

Slika 11. Test fleksibilnosti kostiju u tri tacke, uraden za femur pacova na instrumentu
Instron 5544 (Norwood, MA, SAD)

3.13. Obradarezultata

Za obradu rezultata koriSéeni su statistiCki programi GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software Inc., SAD) i SAS 9.4.0. (SAS Institute Inc., Cary, NC), a u studiji validacije
upitnika i Med Calc Software (MedCalc version 10.2.0.0) i IBM SPSS Statistics 20.0. Da
li je raspodela podataka normalna, ispitano je pomoc¢u Shapiro-Wilk-ovog testa, dok je
homogenost varijansi (eng. homogeneity of variances) ispitivana pomocu Levene testa.
Korelacija izmedu varijabli ispitivana je Pirsonovom ili Spearmanovom korelacionom
analizom. Znacajnost razlika karakteristika u¢esnika u studijama ispitivana je pomocu x*
-testa ili FiSerovog testa za kategoriCke promenljive, i Studentovog t-testom za
kontinuirane promenljive. Razlike izmedu kontrolnih grupa i tretiranih ili obolelih
identifikovane su uz pomo¢u miks-modela ANOVA (sa ili bez ponovljenih merenja u
zavisnosti od studije) uz post-hoc testove (Bonferroni i Tuckay). Podaci u svim studijama

su izraZzeni kao srednja vrednost * standardna devijacija (S.D.), osim ukoliko nije
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drugacije naznaceno. Vrednosti p<0.05 smatraju se statisticki znacajnim.

U svim humanim studijama ucesnici su klasifikovani u kategorije prema statusu vitamina
D. Ove kategorije su povezane sa nedostatkom vitamina D, odnosno sa koncentracijama
vitamina D neadekvatnim ili adekvatnim za zdravlje kostiju i opSte zdravlje pojedinaca u
odnosu na njihov status vitamina D (ukupnu koncentraciju 25(OH)D) u krvi) @79, Kao
Sto je pomenuto u poglavlju o preporukama za status vitamina D, IOM je 2011. godine
predlozio definicije statusa vitamina D bazirane na koncentacijama ukupnog 25(OH)D u
krvi. Prema ovim preporukama, ucesnici studija, sporvedenih u okviru ove teze, podeljeni
su prema statusu vitamina D na sledeCe kategorije: nedovoljan (25(OH)D nivo <30
nmol/L), neadekvatan (25(OH)D nivo izmedu 30-50 nmol/L), adekvatan (25(OH)D nivo

izmedu 50-125 nmol/L) i potencijalno toksi¢an (25(OH)D nivo >125 nmol/L) nivo 0 181,
382, 383)

U studiji validacije WRH-FFQ ispitivana je korelacija (raCunati Spearmanovi
koeficijenti) izmedu dnevnog unosa vitamina D procenjenog upitnicima i koncentracije
ukupnog 25(OH)D u plazmi ispitanika (kao biomarkera statusa vitamina D). Pomocu
Bland-Altman-ovih plotova ispitivan je potencijal (pouzdanost) WRH-FFQ i 24h-Al
upitnika u proceni unosa u odnosu na status vitamina D kod mladih Zena u
reproduktivnom dobu u Srbiji. Takode je ispitivana sposobnost klasifikacije unosa
vitamina D ispitanika u kvartile pomo¢u WRH-FFQ upitnika u odnosu na 24h-Al i sadrZaj
ukupnog 25(OH)D utvrdivanjem broja (procenta) ispitanika koji su ispravno
klasifikovani (ispitanici u istom kvartilu), priblizno Kklasifikovani (ispitanici u istom ili
susednom kvartilu) i pogresno klasifikovani (ispitanici u suprotnom kvartilu). U studiji
validacije WRH-FFQ primenjen je metod trijada (detaljno opisan u poglavlju koje se bavi
validacijom upitnika), koji je omogucio izraGunavanje koeficijenta validacije WRH-FFQ
(pQD). pQI predstavlja korelaciju izmedu unosa nutrijenta procenjenog pomocéu FFQ i
nepoznatog ‘stvarnog’ unosa nutrijenta ispitanika (5%, Za izraCunavanje koeficijenta

validacije FFQ (pQI primenjena je jednacina:

- / JOR
o = rQBr—BR

u kojoj rQB predstavlja koeficijent korelacije izmedu FFQ podataka unosa i biomarkera,
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rBR - koeficijent korelacije izmedu biomarkera i 24h-Al podataka, dok je rQR koeficijent
korelacije izmedu FFQ i 24h-Al. Pored koeficijenta validacije FFQ izraCunat je i 95%
interval pouzdanosti za srednju vrednost koeficijenta validacije na prethodno opisan nacin

u poglavlju 2.5 (155, 156),

U studiji, koja je ukljuCivala trudnice sa preeklampsijom i bez nje i njihovu
novorodencad, dodatno su koriS¢ene neparametrijske metode za ispitivanje korelacija
izmedu koncentracije vitamina D u krvi majke sa ishodima kod novorodencadi, jer
distribucija podataka nije bila normalna. Pomocu linearne regresione analize ispitana je
korelacija izmedu koncentracija CRP, kao zavisno-promenljive, i koncentracija minerala
i metabolita vitamina kao nezavisno-promenljivih. U studiji sa mladim pacovima
koriscen je miks-model ANOVA za ponovljena merenja, gde su u statistickom modelu
dijeta i vreme definisani kao fiksni efekti, a unos hrane u danu pre uzimanja krvi kao

slu¢ajni efekat.

3.14. EtiCka odobrenja za izvodenje istrazivanja

Eticko odobrenje za studiju validacije FFQ upitnika dobijeno je od strane eti¢kog odbora
Opste Bolnice u Leskovcu, dok je oshovni protokol studije sa majkama sa
preeklampsijom i bez nje odobrio eticki odbor Klinickog Centra Srbije u Beogradu.
Dodatno je dobijeno odobrenje EtiCkog odbora na Macdonals kampusu McGill
Univerziteta za prenos uzoraka sakupljenih u Srbiji i analizu sadrZaja metabolita vitamina
D u tim uzorcima. Animalna studija sa mladim pacovima je odobrena od strane Odbora
za zastitu Zivotinja na Macdonals kampusu McGill univerziteta u skladu sa Kanadskim

standardima zastite Zivotinja 34,
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4. REZULTATI



4.1. Validacija upitnika o ucestalosti konzumiranja namirnica za
procenu unosa vitamina D kod mladih Zena u Srbiji (WRH-FFQ)

Procena unosa vitamina D kod Zena u reproduktivnom periodu je vazan parametar u
zastiti zdravlja. Da bi se uoCili potencijani nedostaci i ispitao unos vitamina D i drugih
nutrijenata kod Zena u reproduktivhom dobu, postoji potreba za standardizovanim
upitnicima. Buduci da na prostoru centralne i istocne Evrope ne postoji validirani upitnik
0 ucestalosti konzumiranja namirnica koje sadrze vitamin D, prvi cilj ove teze bilo je
najpre kreiranje, a zatim i validacija upitnika o ucCestalosti konzumiranja namirnica

(WRH-FFQ), koji bi omogucio procenu unosa vitamina D kod mladih Zena u Srbiji.

Upitnik WRH-FFQ prikazan je u prilogu 1, dok su razvoj i proces validacije WRH-FFQ
prethodno opisani u poglavlju 3.3.1. Forma upitnika o uCestalosti konzumiranja namirnica
(eng. FFQ) izabrana je zbog svoje rasprostranjenosti i Siroke primene za procenu
prosenog unosa nutrijenata u definisanom vremenskom periodu 59, U pogledu
validacije FFQ upitnika, preporucena je primena dve refrentne metode, kao Sto su ankete
ishrane (ponovljeni upitnik, dnevnik ishrane samerenjem namirnicaitd.) ili kvantifikacija
biomarkera statusa za ispitivanu hranu 15152 U ovoj studiji, upitnik WRH-FFQ je
validiran pomocu tri ponovljena popunjavanja ankete dvadesetCetvoroCasovne ishrane
(24h-Al) i odredivanjem sadrzaja biomarkera vitamina D (25(OH)D) u serumu ucesnica
studije. Primena kvantifikacije biomarkera kao referentne metode ima prednost, jer je
manja mogucnost pojave greSaka u odnosu na visi procenat slucajnih greSaka do kojih
moze do¢i u anketama ishrane %, U slugaju vitamina D, koncentracija 25(OH)D
odrazava unos iz egzogenih izvora i endogenu sintezu vitamina D. U zimskom preiodu
koncentracija 25(OH)D u krvi direktno odgovara unosu vitamina D iz egzogenih izvora
(namirnicei suplementi).

Studija validacije WRH-FFQ sprovedena je u zimskom periodu (2010. i 2011. godine),
kada je endogena sinteza vitamina D minimalna usled smanjenog UVB zracenja.
Prethodno je pokazano da koncentracija 25(OH)D u krvi direktno odgovara egzogenom
unosu vitamina D u zimskom periodu u odnosu na letnji kada statusu vitamina D

doprinosi endogena sinteza ovog vitamina. Zene starosti od 18 do 35 godina, pozvane su
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da ucestvuju u studiji validacije WRH-FFQ upitnika koris¢enjem letaka i usmenog
obavestenja. Obavestenja su poslata na tri najveca univerziteta u Srbiji, u Beogradu, NiSu
i Novom Sadu, kako bi se dobio adekvatan uzorak na nivou drzave.Ukupno je u studiju
pozvano 500 Zena, od kojih je 450 potvrdilo uces¢e i popunilo WRH-FFQ upitnik dajuci
informacije o svojim navikama u ishrani. 1z ove grupe, nasumicno je odabrano 10 % Zena
i ukljuceno u dalji proces validacije, koji je obuhvatao tri ponovljena popunjavanja 24h-
Al, uzimanje uzorka krvi za dalje analize i antropometrijsko merenje, na nacin koji je

opisan u poglavljima3.3.2.1 3.7.1.

Unos vitamina D (ug/dan) procenjen je na osnovu podataka dobijenih primenom upitnika
WRH-FFQ i 24h-Al, koris¢enjem programa za procenu unosa DIET ASSESS (3649 j
elektronske srpske baze podataka 0 sastavu namirnica %) (poglavlje 3.3.3). SadrZaj
ukupnog 25(OH)D u krvi odreden je prethodno opisanom hemiluminiscentnom metodom
(poglavlje 3.9.1) koris¢enjem komercijalnog kita LIAISON® 25 OH Vitamin D Total
(DiaSorin Inc, Stillwater,SAD). Koncentracija 25(OH)D u uzorcima plazme odredena je
kod onih Zena Cija je koliCina uzorka plazme bila dovoljna za izvodenje ove analize
(n=23).

Da li je procena unosa vitamina D pomocu (WRH-FFQ) upitnika adekvatna ispitano je
primenom metode trijada, pored klasi¢nog pristupa poredenja WRH-FFQ sa dve
referentne metode (%%, Metoda trijade predstavlja trostruki pristup validaciji i detaljno je
opisana u poglavlju 2.5.7. Korelacija izmedu vrednosti unosa vitamina D procenjenog
upitnicimai koncentracije biomarkerau krvi interpretiranaje kao donjagranicavalidnosti
upitnika 52, Primenom metode trijada, vrednosti koeficijenata korelacije dobijene pri
ispitivanju korelacije podataka dobijenih primenom tri navedene metode koriS¢ene su

za raCunanje koeficijenta validacije FFQ (pQI) uz pomo¢ jednacine

_ Irogf R
Fo =.ros FBR

U jednaCini pQIl predstavlja koeficijent validacije FFQ, rQB - koeficijent korelacije
izmedu podataka FFQ i biomarkera, rRB - koeficijent korelacije izmedu biomarkera i
podataka 24h-Al, dok je rQR koeficijent korelacije izmedu podataka FFQ i 24h-Al. Da
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bi se naglasilo da su u pitanju Spearmanovi koeficijenti korelacije u prikazu rezultata
oznaceni su sa rhoQB, rhoRB i rhoQR. Detalji o primeni metodetrijadai obradi rezultata

opisani su u poglavlju 3.13.

4.1.1. Karakteristike uCesnica u studiji

Upitnike WRH-FFQ su adekvatno popunile 422 (94%) Zene, dok je 28 njih iskljuceno iz
studije zbog nepotpunih odgovora. Pod-grupa 24h-Al od 44 ucesnice formirana je od onih
Zena koje su popunile tri 24h-Al i WRH-FFQ upitnik. Poredeci opSte karakteristike cele
grupe Zena (n=422) sa pod-groupom 24h-Al (n=44) nisu nadene znaCajne razlike u
godinama (23.3 + 2.4 godinavs. 25.5 + 2.2 godina), visini (166.2 + 26.2 cm vs. 170.6 =
5.5 cm), tezini (58.3 + 12.8 kg vs. 61.5 + 6.4 kg) i BMI (20.7 + 2.2 kg/m? vs. 21.2 + 2.2
kg/m?). Izmereni BMI (21.2 + 2.2 kg/m?) kod Zena u pod-grupi 24h-Al bio je vrlo sli¢an
podacima za BMI (21.5 + 2.1 kg/m?) koje su one prijavile popunjavaju¢i WRH-FFQ
upitnik. Rezultati antropometrijskih merenja, krvnog pritiska i odredenih biohemijskih
parametara dati su u tabeli 6 za 24h-Al pod-grupu A (n=44) i medu njima za Zene kojima
je odreden biomarker-status 25(OH)D u krvi (n=23, pod-grupa 24h-Al-B). Srednja
vrednost koncentracije 25(OH)D bilaje 32.2 + 14.7 nmol/L (n=23). Medutim 3 Zene su
iskljuene zbog izlaganja UVB zraCenju u solarijumu, pa je grupu u metodi trijada Cinilo
20 Zena, za koju je srednja vrednost koncentracije 25(OH)D iznosila 29.5 + 13.8 nmol/L
(n=20). Najveci broj Zena (90 %) kojima je odreden status vitamina D u krvi imao je
koncentraciju 25(OH)D ispod preporucenih 20 ng/mL (50 nmol/L), dok je 70 % imalo
nivo 25(OH)D ispod 12 ng/mL (30 nmol/L).

Sve ucCesnice u studiji bile su studentkinje ili osobe sa visokim obrazovanjem. 15 %
ucCesnica bile su puSaci. Od 422 zene, 31.7 % nije konzumiralo alkohol na nedeljnom
nivou, 47.3 % pilo je 2-3 Solje kafe dnevno, a Cak 47.7 % pilo je 4-5 Solja kafe na dan.
Trideset procenata ucesnica nije se bavilo nikakvom dodatnom fizickom aktivno$cu, dok
je preostalih 70 % upraZnjavalo Setnje, veZbe, plivanje, voznju bicikla itd. U pod-grupi
zena A, njih 22.7 % nije prijavilo nikakvu fiziCku aktivnost, a 77.3 % se na nedeljnom

nivou bavilo aktivno$¢u u trajanju od 30 min do 3.5 sata.
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Tabela 6. Opste karakteristike podgrupa ucesnica u studiji: ucesnice koje su popunile tri
ponovljena upitnika (24h-Al A) i kojima je odredivan sadrzaj ukupnog 25(OH)D u krvi
(24h-Al-B) . Rezultati su prikazani kao srednjavrednost (X) + standardnadevijacija(SD).

24h-Al A (n=44) 24h-Al-B (n=23)

X SD X SD
Starost (godine) 25.0 22 26.1 24
Antropometrijski parametri
BMI — indeks tel esne mase 215 22 214 24
Visina (cm) 170.0 5.7 1724 5.0
Telesnamasa (kg) 62.1 6.6 63.5 6.7
Masti % 26.03 5.25 26.2 6.2
Masno tkivo (kg) 16.42 4.73 16.9 54
Obim struka (cm) 72.91 572 75.0 6.7
Obim kukova (cm) 100.30 4,94 100.4 6.2
Krvni pritisak
Sistolni krvni pritisak (mm Hg) 112.58 12.21 1125 133
Dijastolni krvni pritisak (mm Hg) 72.63 7.10 721 7.3
Otkucagji srca (br. otkucgja/min) 74.30 10.68 75.4 11.3
Biohemijski parametri
Hemoglobin 121.14 28.59 122.7 30.8
Glukoza 4.21 0.44 4.3 0.4
25(0H)D nmol/L - - 295 13.8

4.1.2. Rezultati procene unosa vitamina D preko konzumiranih namirnica

Na osnovu podataka dobijenih pomo¢u WRH-FFQ i 24h-Al upitnika izdvojeno je 6
namirnica koje su bili najbogatiji izvori vitamina D kod ispitivanih Zena (tabela 7). Pet
od njih su masne ribe, uvezene na nase trziSte sa izuzetkom potoCne pastrmke. Detaljan
prikaz namirnica obuhvacenih WRH-FFQ upitnikom, koje su takode registrovane
pomocu tri ponovljena 24h-Al upitnika %9, dat je u Prilogu 2. Nijedna od ispitane 422
Zene nije konzumirala hranu obogacenu vitaminom D, a samo je 4.7 % uzimalo

suplemente vitamina D u obliku multivitaminskih preparata. U pod-grupi 24h-Al A,
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nijedna od 44 Zzene nije prijavila upotrebu bilo kakvih suplemenata, kao ni u 24h-Al-B
podgrupi Zzena kojima je odreden status vitamina D u krvi. Unos vitamina D kod 96%
ucesnica, nezavisno od upitnika kojim je unos procenjivan (WRH-FFQ ili 24h-Al) kretao
se od 1.2 do 2.4 pg/dan (Tabela 8), 5to je daleko ispod preporucenog EAR nivoa od 15
pg/dan. Pored unosa vitamina D u tabeli 8 dat je dnevni unos hranljivih supstanci, kao i

ukupan energetski unos procenjen na osnovu WRH-FFQ i 24h-Al upitnika.

Tabela 7. Namirnice, koje su prema podacima dobijenim iz WRH-FFQ i 24h-Al
upitnika, najbolji izvoravitamina D

WRH-FFQ 24h-Al

Slatkovodne ribe (pastrmka) Pastrmka (slatkovodne ribe)
Losos Sardine

Tuna Tuna

Sardine Meso

Meso Losos

Jaa Jaja
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Tabela 7. Procenjeni dnevni energetski unos, unos hranljivih supstanci i unos vitamina D pomoéu WRH-FFQ i 24h-Al upitnika za

pod-grupu A (n=44) i u okviru njih pod-grupu Zena kojima je odreden status vitamina D (24h-Al-B, n=23). Rezultati su prikazani kao

srednjavrednost (X) + SD

WRH-FFQ WRH-FFQ WRH-FFQ
(n=422) (n=44) 24h-Al A (n=44) (n=23) 24h-Al-B (n=23)
X SD X SD X SD X SD X SD

UE (kJ) ©89 6988.5 2940.1 6442.1 1789.5 5978.1 1208.5 6577.2 19104 6075.6  1300.0
Ugljenihidrati (% UE) 51.2 13.0 54.1 15.3 42.3 75 52.8 14.2 42.1 9.6
Masti (% UE) 28.1 6.8 27.3 6.8 321 4.9 26.5 5.9 31.8 5.6
Proteini (% UE) 24.1 5.7 22.6 6.3 184 29 21.3 5.9 194 3.0
Vitamin D (ug)* 4.0 33 31 2.3 2.2 2.0 2.7 17 18 16
Vitamin D (ug/1000 kcal)* 2.4 1.6 2.0 16 15 13 1.7 12 12 1.0
Kalcijum &) 682.7 6.2 645.4 2245 5384 260.8 634.7 2325 628.8 297.3

UE- ukupni energetski unos; *1 pg vitaminaD =40 IU vitamina D
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4.1.3. Korelacije podataka o unosu i statusu vitamina D, dobijenih primenom
tri metode

Podaci 0 unosu vitamina D, dobijeni primenom dva upitnika (WRH-FFQ, 24h-Al) i
odredivanjem sadrzaja 25(OH)D u plazmi (24h-Al-B) medusobno su korelisani (Slika 12).
IzraCunati su Spearmanovi koeficijent korelacije sa osnovnim podacima za unos vitamina
D, kao i sa podacima korigovanim za ukupan energetski unos (prema metodi predlozenoj od
strane Willett-a i saradnika ©%9). Vrednosti koeficijenata, dobijene pri korelaciji osnovnih
podataka ukupnog unosa vitamina D procenjenog pomocu WRH-FFQ i biomarkera, i
korigovanih podataka i biomarkera, bile su gotovo jednake (r = 0.422, r = 0.415, redom).
Medutim, nivo znacCajnosti dobijen sa korigovanim podacima je bio znacajno visi u odnosu
na dobijen sa sirovim, nekorigovanim podacima (p = 0.001; p = 0.032, redom). Izmedu
korigovanih podataka unosa vitamina D ( dobijenih iz 24h-Al upitnika i koncentracije
biomarkera) nije nadena statistiCki znacajna korelacija (r = 0.346, p = 0.067), ali je znaCajna

ukoliko se uzmu nekorigovani podaci unosavitamina D ( r = 0.404, p = 0.039).

Slaganje izmedju vrednosti unosa vitamina D procenjenih pomou WRH- FFQ i 24h-Al
upitnika prikazana je pomocu Bland-Altman-ovih plotova (Slika 13). Pored srednjih
vrednosti unosavitaminaD, dobijenih primenom oba upitnika, i njihovih razlika (Slikal3A),
I prikazane su i njihove logaritamske vrednosti (Slika 13 B i C). UoCava se visoko slaganje
izmedu vrednosti unosa vitamina D dobijenih pomocu WRH-FFQ i upitnika o konzumiranju
hrane u toku 24 h (24h-Al).

4.1.4. Unakrsna klasifikacija unosa vitamina D u kvartile

U cilju sagledavanja svojstva WRH-FFQ upitnika da omoguci klasifikaciju u€esnica studije
uiste kvartile kao i 24h-Al i biomarker (ukupni 25(OH)D), unosi nutrijenata su podeljeni u
kvartile (Tabela 9). Unakrsna klasifikacija je pokazala da je u proseku 80 % Zena
klasifikovano u isti ili priblizni kvartil pomocu WRH-FFQ i 24h-Al upitnika, kao i prema
statusu vitamina D (25(OH)D), dok je manje od 20 % neadekvatno klasifikovano u suprotni
kvartil (Tabela9).
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Al upitnika i biomarkera statusa vitamin D 25(OH)D (C) . ¢ — uCesnice u studiji kojima nije
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Slika 13. Bland-Altman-ovi plotovi za ispitivanje slaganja izmedu vrednosti unosa vitamin
D procenjenih upitnikom WRH-FFQ i srednjih vrednosti podataka dobijenih pomocu tri
ponovljena 24h-Al upitnika, kod Zena u reproduktivnom dobu (n = 44). Razlika izmedu
prosecnog unosa vitamina D procenjenog sa oba upitnika je prikazana na y osi, a X srednja
vrednost unosa procenjenog sa oba upitnika na x osi za svaku ucesnicu studije;--------

Srednja vrednost razlika (x) ; — — — granice daganja od 95 %.

90



Tabela 9. Unakrsna Klasifikacija u kvartile (%) unosa vitamina D procenjenog pomocu
WRH-FFQ upitnika i referentnih metoda za validaciju (24h-Al upitnika i biomarkera,
sadrzaja 25(OH)D u plazmi)

Unos vitamin D procenjen . _ Isti ili priblizni Suprotni
o I'sti kvartil _ _
pomoéu WRH-FFQ upitnika kvartil kvartil
24h-Al 65 80 20
25(CH)D 50 80 20

4.1.5. Validacija WRH-FFQ upitnika metodom trijada

Prema modelu trijada, najpre su izraCunati Spearmanovi koeficijenti korelacije (rhoQB,
rhoRB, rhoQR) izmedu podataka dobijenih svakom od tri primenjene metode: unosa
vitamina D procenjenog pomocu WRH-FFQ (Q), srednje vrednosti unosa vitamina D
procenjene pomocu tri ponovljena popunjavanja 24h-Al upitnika (R) i koncentracije
25(0OH)D u plazmi - biomarkera statusa vitamina D (B). Koeficijenti korelacije (rhoQB,
rhoRB, rhoQR) kori¢eni su za izraunavanje koeficijenata validacije WRH-FFQ upitnika
(VC: pQl, pBl, pRI) izmedu takozvanog ‘stvarnog’ unosa vitaminaD (1) i procenjenih unosa
vitamina D. Vrednosti koeficijenata validacije pQIl i pRI (za WRH-FFQ i 24h-Al upitnik,
0.847 1 0.810, redom) su vece od vrednosti pBI (0.499), koeficijenta validacije biomarkera
(Slika 14). Medutim, koeficijenti validacije dobijeni za WRH-FFQ su bili ve¢i u odnosu na
koeficijente dobijene za druge dve metode (24h-Al i biomarker), dok su gornje granice 95 %

intervala pouzdanosti (Cl) za koeficijente validacije bile manje od jedan.
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95% Clza VC Opseg VC
WRH-FFQ(pQl)  0.564-0.928 0.422-0.847
24-h- Al (pRI) 0.537-0.977 0.404-0.810
25(0H)D (pBI) 0.190-0.840 0.422-0.499

rQB=0.422 rQR=0,686

pRI=0.810

rBR=0.404

Slika 14. Metodom trijada izraCunati koeficijenti korelacije (rQB, rRB, rQR) izmedu unosa vitamina D procenjenog pomocu
WRH-FFQ (Q), srednje vrednosti unosa vitamina D procenjenog pomocu tri 24h-Al upitnika (R) i koncentracije 25(OH)D
biomarkera statusa vitamina D (B), kao i koeficijenti validacije (VC:pQI, pBI, pRI) izmedu stvarnog unosa vitamina D (1) i

procenjenih unosa vitamina D pomocu upitnika. Cl-Interval pouzdanosti.
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4.2. Ispitivanje unosa i statusa vitamina D kod trudnica sa preeklampsijom i
bez nje i kod novorodencadi

U Srbiji, zemlji gde namirnice nisu obogacene vitaminom D, prepoznata je potreba da se ispita
unosi status vitamina D kod trudnica sa preeklampsijom i bez nje, kao i dase odredi udeo epimera
u ukupnom 25(OH)D3 u odnosu na zdravstvene ishode majki i novorodencadi. Postavljena je
hipoteza da trudnice sa preeklampsijom i njihova novorodencad imaju nizi status vitamina D u

odnosu na zdrave Zene u trudnocCi bez komplikacija i njihovu novorodencad.

U cilju ispitivanja postavljene hipoteze, sprevedena je studija, od januara do aprila 2011. godine.
Ucesnice ove studije bile su trudnice iz GinekoloSko-akuserske klinike Klinickog centra Srbije, u
koju se upucuje na leCenje najveci broj trudnica sa preeklampsijom iz cele Srbije. Tokom perioda
od tri meseca u studiju su ukljuCene sve trudnice sa dijagnozom preeklamsije (n=30) Sto
predstavalja okvirno 75 % svih sluCajeva preeklamsije koji se na godiSnjem nivou leCe u ovoj
bolnici %8), Odmah nakon ukljucivanja trudnice sa preeklampsijom, radi uparivanja u odnosu 1:1,
prva sledeca trudnica pred porodajem, pribliznih godina, u normotenzivnoj fizioloskoj trudnoci,
pozvana je da ucCestvuje u studiji. Od pozvanih zdravih trudnica 91 % pristalo je da uCestvuje u
studiji (kontrolna grupa). Dakle, u studiju je ukljueno ukupno 60 trudnica i njihovih

novorodencadi, od kojih je polovina trudnica imala dijagnozu preeklampsije (PE grupa).

Svim trudnicama uzet je uzorak venske krvi neposredno pre porodaja, dok je na porodaju uzet
uzorak krvi iz pupCane vrpce. U ovim uzorcima odredena je koncentracija 25(OH)Ds3, 3-epi-
25(OH)D3, 24,25-(0H)2D3 i 25-(OH)D2 pomoc¢i LC/MSMS metode i u krvi trudnica analiziran
jei 1,25-(OH);D @8, Dodatno su u uzorcima krvi atomskom apsorpcionom spektrometrijom
analizirane koncentracije jona kalcijuma, magnezijuma, gvozda, bakra i selena. Neposredno pre
ili nakon porodaja sve trudnice su popunile validirani upitnik o ucestalosti konzumiranja namirnica
(WRH-FFQ), kojim se procenjivao unos vitamina D iz namirnica i suplemenata u periodu od
mesec dana pre porodaja. Detalji 0 procesu regrutacije i kriterijumima za ukljucivanja ispitanika,

sakupljanju uzoraka i primenjenim analitickim metodama opisani su u poglavlju 3.7.2.

93



4.2.1. Karakteristike trudnica i novor odencadi

Izmedu trudnica sa preeklampsijom (PE grupa) i bez nje (kontrolna grupa) nije bilo znacajne
razlike u godinama, kao Sto je prikazano u Tabeli 10. Medutim, BMI pre trudnoce i na porodaju
bili su znaCajno veci kod trudnica sa preeklampsijom u odnosu na kontrolnu grupu, dok je prirast
telesne mase u toku trudnoce bio pribliZzan u obe grupe (Tabela 10). Trudnice sa preeklampsijom
su se dominantno poradale carskim rezom i to u ranijem gestacionom dobu u odnosu na kontrolnu
grupu (Tabela 10) Sto je rezultiralo znaCajnim razlikama u svim antropometrijskim parametrima
izmedu PE i kontrolne grupe novorodencadi (Tabela 11). APGAR skor vrednosti su takode bile
nize u grupi novorodencadi Cije su majke imale preeklampsiju. Dodatno, z-skor vrednosti za
tezinu, korigovane za gestacionu starost i pol, ukazuju da su novorodencad iz grupe PE bila

znacajno manja u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 11).

4.2.2. Procena dijetarnog unosa trudnica

Trudnice PE i kontrolne grupe imale su skoro jednake srednje vrednosti unosa vitamina D iz
namirnica i suplemenata kao Sto je prikazano u Tabli 10. Unos vitamina D, procenjen pomocu
WHR-FFQ, bio je ispod preporucenih 400 IU/dan (EAR) kod 77 % ispitanih trudnica (PE grupa
86.5%, n=26/30; kontrolna grupa 67 %, n=20/30). Od svih ispitanih trudnica samo jedna Zena
(3.3%) je dostigla vrednost preporucenog dnevnog unosa (RDA) vitamina D od 600 1U/dan usled
upotrebe suplemenata. Samo 13 % trudnica sa preeklampsijom i 33 % trudnicaiz kontrolne grupe
dostiglo je preporucenu EAR vrednost od 400 IU/dan. Nijedna od 60 ispitanih trudnica nije
konzumirala namirnice obogacene vitaminom D koje su dostupne na trZistu i obuhvacene
upitnikom (Imlek AD mleko ili uvozne proizvode). Suplemente tokom trudnoce nije koristilo 12
(36 %) trudnica sa preeklampsijom i 11 (33 %) trudnica kontrolne grupe. Od trudnica koje su
koristile suplemente, najveci broj je uzimao 250 IU vitamina D u formi multivitaminskih preparata
zatrudnice (MamaVit®, PharmaSwissili Centrum Materna®, Wyeth).
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Tabela 10. Karakteristike trudnica. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost (X) + SD.

PE grupa (n=30)

Kontrolna grupa (n=30)

X SD X SD P

Starost (godine) 28.6 4.9 28.4 4.5 0.7379
Antropometrijski parametri
BMI pre trudnoce (kg/m?) 23.7 4.5 21.4 2.6 0.0258
Pre trudnoce

Slabo uhranjene (n (%)) 0 3(10)

Normalno uhranjene (n (%)) 22 (73.3) 21 (70) 0.735

Preterano uhranjene (n (%)) 5(16.7) 6 (20)

Gojazne (n (%)) 3(10) 0
Prirast teZine u trudnoci (kg) 18.5 8.7 15.8 7 0.2577
BMI na porodaju (kg/m?) 30.5 6.8 27.4 3.8 0.0391
Unosvitamina D
Ukupan unos (1U/day) 292.9 135.2 313.7 183.8 0.3658
Unos suplementima (1U/day) 151.7 1485 200 1519 0.2345
Unos iz namirnica (1U/day) 146.2 85.7 133.7 70.7 0.6351
Parametri povezani sa trudnoéom
Gestaglona starost na porodaju 36.3 21 377 05 0.029
(nedelje)
Tip porodaja

Carskim rezom (n (%)) 21 (70%) 1 (3.3%) <0.0001
Vaginani (n (%)) 9 (30%) 29 (96.7%) <0.0001

Max sistolni krvni pritisak (mm Hg) 167 18 122 12 <0.0001
Max dijastolni krvni pritisak (mmHg) 109 11 78 8 <0.0001
Biohemijski parametri
Hemoglobin (g/L) 110 15 121 13 0.0084
Glukoza (mmol/L) 4.3 0.8 4.8 0.7 0.0257
RBC (x10el2/L) 3.8 0.5 4.2 0.5 0.0088
Le (x10e9/L) 15 6 13 3 0.268
PL (x10e9/L) 226 87 210 60 0.3703
CRP (mg/L) 43 38 7 7 <.0001

RBC- eritrociti; Le- lekociti; PL- trombociti; CRP- C-reaktivni protein.
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Tabela 11. Karakteristike novorodencadi na porodaju. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost
(X) + standardna devijacija (SD).

PE grupa Kontrolna  grupa
(n=30) (n=30)
X SD X SD P

Gestaciona star ost (nedelje) 36.29 212 3771 054 0.029
Apgar skor 1 min 7.2 15 8.9 0.2 <0.0001
Apgar skor 5 min 7.9 1.3 9.0 0.0 <0.0001
Muskog pola (n (%)) 13(43) 18(60)
Antropometrijski parametri
Obim glave (cm) 33.3 2.2 34.8 1.0 0.0007
Duzina (cm) 47.8 4.1 50.9 1.7 0.0007
Telesnamasa (Q) 2644 826 3367 360 <0.0001
z-skor tezina-za-uzrast! -0.50 1.19 0.37 0.67 <0.0001

1 Korigovan za gestacionu starost i pol novorodenceta (89

Dnevni energetski unos i unos hranljivih supstanci procenjeni su pomoéu WHR-FFQ upitnika, kao
i unos porcija hrane na dnevhom nivou (Tabela 12). RazliCite navike u ishrani trudnica sa
preeklampsijom u odnosu na kontrolnu grupu ogledale su se u povecanom unosu brasna, Zitarica,
mesa i mesnih preradevina, Cokolade i koliine ulja i masti koris¢enih za pripremanje hrane
(Tabela 9). Sa druge strane, trudnice sa preeklamsijom nisu unosile preporuceni broj porcija voca
i povrCa, kao i mleka i mlecnih proizvoda na dnevnom nivou (Tabela 12). Pomo¢u WHR-FFQ
upitnika identifikovano je pet namirnica koje su bile ngjbogatiji izvori vitamina D kod ispitivanih
trudnica u poslednjih 30 dana pre porodaja: meso, jaja i masne ribe, od kojih je pastrmka bila
domaca, dok ostale ribe (tuna i sardine) bile uveZene na naSe trziste. Sve trudnice, bez obzira na
grupu, su na dnevnom nivou u proseku konzumirale 250 mL kafe (domaca kafa, espreso i instant
kafa) i 250 mL Caja i to najceSce Caj od kamilice ili nane, dok je upotreba crnog i zelenog €aja bila
retka. Dodatno je kod 55 % trudnica identifikovana upotreba gaziranih pica od okvirno 250 mL na
dan, anajéesée konzumirano gazirano pice bila je Coca-cola®. Sve trudnice su nadnevnom nivou

konzumirale manje od 1.5 L vode.
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Table 12. Procenjeni unos hranljivih supstanci kod Zena sa preeklampsijom i bez nje, za period od

30 dana pre porodaja.

Dnevni unos 2 Preporuke PE grupa Kontrolna p
(n=30) grupa (n=30)
Makronutrienti Eg?rcggé(eggg prosecne - . D X +SD
Energetski unos (KJ) 8000 8719 + 1690 7837+ 1703  0.0901
Proteini (g) 71 92+24 77+22 0.0136
Ukupne masti (g) ND 67+27 59 £23 0.3120
Ugljeni hidrati (g) 135 261 + 56 258+ 76 0.3718

S b
Grupe namirnica Vodi¢ za dnevne

porcije hrane G Porcijanadan  Porcijanadan

Voce i povrée 7-8 6 9
Zitarice 6-7 16.5 15.5
Mleko i mleCni

proizvodi ili zamene . L2 L3
Meso i preradevine 2 4.1 35
Povrce-porcije 2.2 2.8
Voce-porcije 3.8 6.2
Ostale namirnice

Cokolada (g /day) ND 40 27
Meso (g/day) 75 192 151
Riba (g/day) 75 44 45
Uljai masti (ml/day) 30-45 194 182

2 Dnevni unos je procenjen pomocu validiranog upitnika WRH-FFQ za period od 30 dana 9D
b Prema preporukama vodica za dnevne porcije hrane (eng. Food Guide Servings) u trudnogi

treba na dnevnom nivou ukljuciti 2 do 3 dodatne porcije bilo koje od Cetiri grupe namirnica
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4.2.3. Status vitamina D kod trudnica i novorodencadi

lako je srednja vrednost procenjenog unosa vitamina D bila vrlo slicha u obe grupe ispitivanih
trudnica (PE grupa: 292.9; kontrolna grupa: 313.7 IU/dan, Tabela 10), kao i koncentracija jona
kalcijuma u krvi (PE grupa: 99.1+£8.9; kontrolna grupa: 95.8£21.6 mg/L; p=0.743), trudnice sa
preeklampsijom imale su znacajno nize koncentracije ukupnog 25(0OH)D, 25(0OH)D3, 25(0OH)D2>
and 3-epi-25(0OH)D3 u krvi (Slika 15). Sa druge strane, koncentracija 24,25-(OH).D3z (PE grupa:
0.8+0.6; kontrolnagrupa: 0.8+0.4 ng/mL; p=0.2381) i odnos 25(0H)D3:24,25-(0OH).Ds3 (PE grupa:
16.8+6.6; kontrolna grupa: 18.7+3.7; p=0.2944) nisu se razlikovale kod obe grupe trudnica
Odredivanjem aktivnog metabolita vitamina D, 1,25-(OH)2D u krvi utvrdena je znacajno manja
koncentracija kod trudnica sa preeklampsijom (PE grupa: 56.5+26.6; kontrolna grupa: 81.0+25.7
pg/mL; p=0.0178).

Suprotno od majki, kod novorodencadi nije bilo znaCajne razlike izmedu PE i kontrolne grupe u
koncentraciji ukupnog 25(OH)D, 25(OH)D3 25(0OH)D., 3-epi-25(OH)D3 (Slika 16), 24,25-
(OH).D3 (PE grupa: 0.5+0.3; kontrolna grupa: 0.5£0.2 ng/mL; p=0.8295) ili u odnosu
25(0OH)D3:24,25-(0OH)2Ds3 (PE grupa: 16.8+4.5; kontrolna grupa: 19.9+4.2; p=0.0935). Medutim,
izmedu dve grupe novorodencadi uocen je vrlo slican trend kao i kod njihovih majki (Slike 15 i
16). Takode je kod novorodencadi Cije su majke imale preeklampsiju primecen poveéan sadrzaj 3-
epi-25(0OH)Ds3, izrazen kao procenat od ukupnog 25(OH)Ds (PE grupa: 7.9+1.1; kontrolna grupa:
7.0£1.4 %; p=0.0054).

Kod 97 % trudnica sa preeklampsijom i 77 % trudnica iz kontrolne grupe, koncentracije ukupnog
25(OH)D u plazmi bile su ispod 20 ng/mL (Slika 15), odnosno ispod koncentracije koja je prema
preporukama IOM potrebna za oCuvanje zdravlja kostiju. Vrednosti ispod 12 ng/ml, koje se
povezuju sa nedostatkom vitamina D, uoCene su kod 67 % trudnica sa preeklampsijom i 27 %
trudnica u kontolnoj grupi. TesSka deficijencija vitamina D, sa vrednostima ukupnog 25(OH)D u
plazmi <10 ng/ml, bilaje prisutna kod 47 % trudnica sa preeklampsijom i 17 % Zena u kontrolnoj
grupi (Slika 15).
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Slika 15. Status vitamina D kod trudnica sa preeklampsijom (PE grupa; n=30) i bez nje (kontrolna grupa; n =30). Znacajnost je

ispitana pomocu Man-Whitney testa. -- 20 ng/ml - koncentracija vitamina D u krvi preporucena za odrZavanje zdravlja kostiju;

-- koncentracijeispod 12 ng/ml povezane su sa deficijencijom vitaminaD; -- koncentracije ispod 10 ng/ml povezane su sa teSkom

deficijencijom vitamina D.
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Slika 16. Status vitamina D kod novorodencadi majki sa preeklampsijom (PE grupa; n=23) i bez nje (kontrolna grupa; n =26).
Znacajnost je ispitana pomocu Man-Whitney testa. -- 20 ng/ml koncentracija vitamina D u Kkrvi preporucena za odrZzavanje

zdravlja kostiju; -- koncentracije ispod 12 ng/ml povezane su sa deficijencijom vitamina D; -- koncentracije ispod 10 ng/ml

povezane su sa teSkom deficijencijom vitamina D.
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Ukupno 94 % svih ispitanih novorodencadi imalo je koncentraciju ukupnog 25(OH)D u
krvi ispod 20 ng/mL, 80 % njih je imalo nedostatak vitamina D (<12 ng/mL) dok je 59 %

svih novorodencadi imalo teSku deficijenciju vitamina D (<10 ng/mL) (Slika 16).

Rezultati odredivanja koncentracije jona metala u plazmi trudnica i njihovih
novorodencadi date su u Tabeli 13. Kod trudnica sa preeklampsijom i bez nje nije bilo
znaCajne razlike u koncentraciji jona Ca, Mg, Cu, Zn i Fe, ali je koncentracija Se bila
povetana u PE grupi. Suprotno od trudnica, koncentracija Ca je bila manja kod

novorodencadi Cije su majke imale preeklampsiju.

Tabela 13. Koncentracije jona metala u plazmi odredene atomskom apsorpcionom

spektroskopijom.
PE grupa (n=21) Kontrolnagrupa(n=20) P
X SD X SD vrednost

Trudnice
Kalcijum (mg/L) 9.1 8.9 95.7 22.6 0.7017
Magnezijum (mg/L)* 20.5 54 18.5 4.6 0.7226
Gvozde (mg/L) 2.2 1.6 2.2 1.7 0.8923
Selen (ug/L) 63.0 214 46.9 12.3 0.0093
Cink (mg/L) 0.6 0.2 0.7 0.2 0.1021
Bakar (mg/L) 19 04 1.7 0.6 0.5418
Novorodencad
Kalcijum (mg/L) 97.6 15.9 116.6 19.4 0.0012
Magnezijum (mg/L) 22.2 7.7 18.7 34 0.1073
Gvozde (mg/L) 4.4 4.4 2.8 13 0.4330
Selen (ug/L) 48.8 16.5 45.2 14.7 0.4573
Cink (mg/L) 11 0.2 1.1 0.3 0.8672
Bakar (mg/L) 0.4 0.1 0.4 0.5 0.0524

*Trudnice sa preeklampsijom primale su terapiju sa 20 % MgSO4 u toku 24 h pre porodaja
(10 mL i.m. na8 h)

101



Rezultati regresione analize ukazuju da je koncentracijajona Mg u plazmi bila u direktnoj
korelaciji sa koncentracijom C-reaktivhog proteina (CRP) u grupi trudnica sa
preeklampsijom, i da se 75% varijacija CRP moglo povezati sa koncentracijama Ca, Mg,
Fe, Se, Cui Zn (adjusted R Square=0.750), Sto nije bio slu¢aj sa 25(OH)Dzi 1,25-(OH)2D.
Slabe korelacije nadene su izmedu karakteristika trudnica (sistolni i dijastolni krvni
pristisak, nedelja gestacije i BMI na porodaju) i koncentracija ukupnog 25(OH)D i 3-epi-
25(OH)D3 (Tabela 14). Korelacijom karakteristika novorodencadi i procentnog udela 3-
epi-25(0OH)D3 u ukupnom 25(OH)D3 dobijene su sledece vrednosti Spearman-ovih rang-
koeficijentata korelacije: za APGARskor u prvom i petom minutu r= -0.3526 (95% ClI: -
0.5845 do -0.06743; p= 0.014) i r=-0.3004 (95% CI: -0.5448 do -0.009116; p= 0.038), a
za tip porodaja r=-0.3856 (95% ClI: -0.6091 do -0.1053; p= 0.007).

Popunjavajucu upitnik WRH-FFQ o Zivotnim navikama, nijedna trudnica nije prijavila da
konzumira cigarete, sto je i bio jedan od kriterijuma za ukljuCenje u studiju. Takode, 13
trudnica je prijavilo da na nedeljnom nivou konzumira jednu ¢asSu vina (PE grupa: 6;
Kontrolnagrupa: 7). Samo jedna trudnica imala je umerenu fizicku aktivnost u poslednjem
mesecu trudnoce (pilates za trudnice dok su tri trudnice iSle u Setnju duzu od 30 minuta na
dnevnom nivou. Poredeéi grupe trudnica sa preeklampsijom i bez nje nisu primecene
znaCajne razlike u procentu udatih Zena (PE grupa: 100%; kontrolna grupa: 92%), Zena
koje su Zivele u gradskoj sredini (PE grupa: 90%; kontrolna grupa: 93%) ili u stepenu
obrazovanja u smislu zavrSene srednje Skole (PE grupa: 57%; kontrolna grupa:: 50%) i
fakulteta (PE grupa: 43%; kontrolna grupa: 50%).

102



Tabelal4d. Korelacije ukupnog vitamina D, metabolita 3-epi-25(0OH)D3 sa karakteristikama trudnica

Vitamin D Karakteristike Spear man-ov 95 % interval P vrednos
majke koeficijent korelacije ~ pouzdanosti

3-epi-25(0OH)D3 BMI na porodaju -0.2178 -0.4590 - 0.0532 0.1036

(ng/mL) gestaciona nedelja 0.2828 0.0210 - 0.5083 0.0300
max dijastolni KP -0.4186 -0.6143 - -0.1745 0.0010
max sistolni KP -0.4704 -0.6529 - -0.2363 0.0002
tip porodaja 0.3027 0.0427 - 0.5242 0.0198

Ukupni 25(OH)D BMI-na porodaju -0.2643 -0.4971 - 0.0039 0.0469

(ng/mL) gestaciona nedelja 0.2593 -0.0044 - 0.4892 0.0474
max dijastolni KP -0.3857 -0.5892 - -0.1362 0.0026
max sistolni KP -0.4429 -0.6325 - -0.2032 0.0004
tip porodaja 0.3273 0.0699 - 0.5438 0.0114

KP- krvni pritisak
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4.3 Preliminarno ispitivanje statusa vitamina D kod trudnica sa
preeklampsijom i bez njei njihovih novor odencadi rodenih prevremeno

Preliminarno ispitivanje statusa vitamina D kod trudnica sa preeklampsijom i bez nje i
njihovih novorodencadi sprovedena je u Kanadi, zemlji u kojoj se namirnice obogacuju
vitaminom D. Ova preliminarna studija naslanja se na studiju, koja je opisana u poglavlju
4.2. | koja je sprovedena sa trudnicama sa preeklamspijom i bez nje i njihovim
novorodenCadima u Srbiji, u okviru koje su detaljno objasSnjene potrebe za ovakvim
istrazivanjima kao i njihova nau¢na opravdanost. Ova preliminarna studija je ukljucila mali
broj uCesnika Ciji su uzorci sakupljeni u okviru nacionalnog projekta gde je ispitivan uticg
vitamina D na rast i razvoj prevremeno rodenih novorodencadi. U preliminarnu studiju
ukljucena su novorodencad Cije su majke imale preeklampsiju (PE grupa) i uparena su sa
novorodenCadima rodenih iz fizioloSkih normotenzivnih trudnoca (kontrolna grupa) u
odnosu 1:2. Dakle, u ovu studiju ukljucena su prevremeno rodjena novorodencad (PE
grupa=8, kontrona grupa=16) i njihove majke. Kod prevremeno rodenih novorodencadi,
dovoljna koli¢ina uzorka za sve analize dobijena je od 19 novorodencadi (PE grupa=7,
kontrola=12), pa su stoga samo za ovu novorodencad i njihove majke rezultati obradeni i
prikazani. Sva prevremno rodena novorodencad bila su rodena pre 32 nedelje gestacije,
bez kongenitalnih malformacijai zadrZzana na bolnickom leCenju gde su pracena prvih pet
nedelja Zivota. Novorodencadima je uzet uzorak venske krvi u prvoj nedelji Zivota, dok je
majkama uzorak krvi uzet na porodaju. Nakon prvih 5 nedelja Zivota svim prevremno
rodenim novorodencadima snimljene su kosti pomocu DXA aparata i ponovo uzet uzorak
krvi (priblizno u vremenu punog termina). U svim uzorcima plazme novorodencadi i
njihovih majki odredena je koncentracija 25(OH)D3, 3-epi-25(0OH)D3, 24,25-(0OH)2D3 i 25-
(OH)D2 pomocu LC-MS/MS metode. Antropometrijski i biohemijski parametri preuzeti

su iz medicinskih kartona majki i novorodencadi.

4.3.1. Karakteristike majKi

Izmedu grupa majki sa preeklampsijom i bez nje nije bilo razlika u starosnom dobu, kao ni
u BMI i prirastu telesne teZine u toku trudnoce (Tabela 15). Dominantan tip porodaja majki

sa preeklamsijom bio je carski rez. Majke u obe grupe nisu koristile suplemente vitamina
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D niti multivitaminske preparate za trudnice u poslednjih mesec dana pre porodaja (Tablela
15), medutim nije bilo moguce proceniti njihov dijetarni unos vitamina iz suplemenata i
namirnica, jer nisu popunjavale upitnik o uCestalosti konzumiranja namirnica. Podatak,
koji je bio zabeleZzen u njihovim medicinskim kartonima, odnosio se na uzimanje

suplemenata vitamina D i/ili multivitamin periodu od mesec dana pre porodaja.

4.3.2. Status vitamina D kod majki

Kod trudnica, koje su uCestvovale u ovoj studiji, znacajno niza koncentracija 25(OH)D>
zabelezena je kod majki sa preeklampsijom dok je njihov odnos 25(0OH)D3:24,25-(OH).D3
i procentni udeo 3-epi-25(0OH)D3 u ukupnoj koncentraciji 25(OH)Dz bio visi u odnosu na
kontrolnu grupu (Tabela 15). Medutim, nije bilo znacajnih razlika u ukupnoj koncentraciji
25(0OH)D, 25(0OH)Ds3, 3-epi-25(0OH)D3 i 24,25-(OH).D3 izmedu grupa trudnica sa

preeklampsijom i bez nje.

4.3.3. Karakteristike novorodencadi

Novorodencad rodena pre termina, Cije su majke imale preeklampsiju, nisu se znacajno
razlikovala od kontrolne grupe u pogledu gestacione starosti, vrednostima za apgar skor u
prvom i petom minutu, tezini placente, kao ni u antropometrijskim parametrima na rodenju

(duzina, telesna masa i obim glave) (Tabela 16).

4.3.4. Status vitamina D kod novorodencadi
Koncentracije analiziranih metabolita vitamina D nisu se znacCajno razlikovale izmedu

grupa novorodencadi, prevremeno rodenih od strane majki sa preeklampsijom i bez nje
(Tabela 16).
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Tabela 15. Karakteristike majki sa preeklampsijom i bez nje na porodaju. Podaci su
predstavljeni kao srednja vrednost + SD. Razlike izmedu PE grupe i kontrolne grupe

testirane su pomocu Mann-Whitney testa

I(DnEz%rupa (Knc;nltzr)olna grupa b vrednost
Karakteristike na porodaju
Godine starosti 264+7.1 235151 0.757
BMI na porodaju 289141 27.2+52 0.214
Prirast telesne mase u trudnoci (kg) 79+13 82+12 0.118
Tip porodagja— carski rez (n (%)) 6(86) 6(50)
Pusenje (n (%)) 3(43) 5(42)
Unos suplemenata vitaminaD (n (%)) 0(0) 0(0)
Biohemijski parametri
25(OH)D3 (ng/mL) 1220+ 6.52 1535+ 8.48 0.415
3-epi-25(0OH)D3s (ng/mL) 0.70+0.42 0.62+0.35 0.705
z;g:)sézmm (% tkupnog 5.00 £ 0.86 3.98 £ 0.65 0.005
25(OH)D2 (ng/mL) 0.90+ 0.08 1.10+0.22 0.009
Ukupni 25(0OH)D (ng/mL) 13.10 +6.58 16.03 + 8.83 0.514
24,25(0OH)2D3 (ng/mL) 1.10+0.61 1.04+£0.74 0.893
25(0OH)D3: 24,25(0OH).D3 odnos 120+ 217 16.65+4.84 0.012
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Tabela 16. Karakteristike novorodencadi, prevremeno rodenih od strane majki sa

preeklampsijom i bez nje, utvrdene odmah po rodenju. Ukupan sadrzaj vitamina D i

njegovih metabolita odreden je na kraju prve nedelje Zivota. Podaci su predstavljeni kao

srednja vrednost = SD. ZnacCajnost razlika izmedu PE grupe i kontrolne grupe testirana je

pomocu Mann-Whitney testa

PE grupa Kontrolna grupa

(n=7) (n=12) p vrednost
Karakteristike na porodaju
Gestaciona starost (nedelje) 30.0+1.8 28.4+0.9 0.063
Apgar skor 1 min 4.7+ 3.3 6.7+25 0.156
Apgar skor 5 min 79 £13 82+12 0.537
Muskog pola (n(%)) 3(43) 7(58)
Antropometrijski parametri
Obim glave (cm) 26.7+21 26.3+£0.6 0.460
DuZina (cm) 35.8+3.8 38.6+23 0.299
Telesnamasa (Q) 1097 + 36 1172 + 210 0.496
Tezina placente (g) 281 £ 63 370 £ 101 0.052
Metaboliti vitamina D
25(OH)D3 (ng/mL) 18.20£8.61 18.00+6.55  0.885
3-epi-25(0OH)D3s (ng/mL) 6.40+6.89 4.35+130 0.365
3-epi-25(OH)D3 (% ukupnog 25(0OH)D3) 22.48+9.00 20.06+4.60  0.849
25(OH)D2 (ng/mL) 1.39+052 1.48+041 0.635
Ukupni 25(OH)D (ng/mL) 19.57+£9.04 19.46+6.67 0.366
24,25(0OH)2D3 (ng/mL) 091+£048 0.89+0.51 0.989
25(0H)D3: 24,25(0OH).D3 odnos 21.67+655 2254+537 0.804
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4.3.5. Rezultati praéenja unosa vitamin D, sadrZaja njegovih metabolita

I parametara kostiju kod novorodencadi rodenih prevremeno, tokom prvih
pet nedelja zivota

Prevremeno rodena novorodencad majki sa preeklampsijom i bez nje pracena su u bolnici
tokom prvih pet nedelja Zivota. Kako na poCetku studije izmedu grupa nije bilo znacajne
razlike, ni u jednom od posmatranih parametara (Tabela 16) i kako je sva novorodencad
bila podvrgnuta istom tretmanu u procesu suplementacije vitaminom D (doza u U
odredena prema kg telesne mase), objedinjeni su u jednu grupu u cilju praéenja unosa
vitamina D i promene u koncentraciji 3-epi-25(OH)D3, kao i povezanosti metabolita

vitamina D i parametara kostijul.

Unos vitamina D novorodencadi pracen je svakoga dana, ukljucujuci sve izvore vitamina
D: iz dodatih suplemenata, humanog obogacenog mleka, ukupne parenteralne ishrane i
majc¢inog mleka. Na nedeljnom nivo preraCunat unos vitamina D dat je u Tabeli 17. Porast

u unosu vitamina D primeéen je tokom perioda od 5 nedelja.

Tabela 17. Unos vitamina D kod novorodencadi (prevremeno rodenih, n=19), tokom prvih

pet nedelja Zzivota
ili\r)(())rsa\ln(tlzr?maD 1z svin \?::g:::)it SD Minimum Maksimum
Nedelja 1 202.82 115.9 4.5 400.7
Nedelja 2 189.32 118.0 54.9 442.8
Nedelja 3 250.82 155.7 65.0 551.9
Nedelja4 366.2° 163.6 42.5 626.3
Nedelja5 489.3° 186.9 93.1 736.7

Razlike izmedu unosatokom nedelja testirane su pomocu mix model ANOVA uz korekcije
sa Bonferroni post-hoc testom. Srednje vrednosti unosa vitamina D oznacCene sarazli€itim
malim slovom u superskriptu (a,b ili ¢) se medusobno znacajno razlikuju, p<0.05.
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Glavne karakteristike novorodencadi, prevremeno rodenih, kao i koncentracije metabolita
vitamina D odredene su u prvoj i na kraju pete nedelje Zivota (Tabela 18). U statusu
vitamina D primecen je znaCajan porast koncentracije 25(OH)Ds3, 3-epi(25-OH)Ds i
25(0OH)D2 u plazmi tokom prvih pet nedelja zivota novorodencadi, kao Sto je prikazano na
Slici 17. Tokom tog vremenskog perioda koncentracija 24,25-(OH)2D3 u plazmi se nije

znaCajno promenila.

Tabela 18. Karakteristike novorodencadi rodene prevremeno, na kraju prve i pete nedelje
zivota. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost £ SD. ZnaCajnost razlike izmedu
izmedu srednjih vrednosti u prvoj i petoj nedelji testirana je pomoc¢u mix model ANOVA

uz korekcije sa Bonferroni post-hoc testom

Novorodencad rodena prevremeno (n=19)

Karakteristike novorodencadi Nedelja 1 Nedelja 5 p vrednost
Gestaciona starost (nedelje) 30.0+x15 339+15 <0.0001
Starost novorodenceta (dani) 7x1 3Bxl <0.0001
Obim glave (cm) 265+10  296+18 <0.0001
DuZina (cm) 37.8+20 40.7+ 4.0 <0.0001
Telesnamasa (Q) 1091 + 207 1620 £ 430 <0.0001
M etaboliti vitamina D

25(0OH)Ds (ng/mL) 18.60 + 7.14 25.27 + 10.65 0.0181
3-epi-25(0OH)D3 (ng/mL) 510+4.23 20.00+1595  <0.0001
3-epi-25(0H)D3 (% ukupnog 25(0H)Ds) 20.95+ 4.93 41.74 + 8.48 <0.0001
25(0H)D2 (ng/mL) 145+ 0.44 1.04+0.18 <0.0001
Ukupni 25(OH)D (ng/mL) 19.51+7.38 26.29 + 10.67 0.0289
24,25(0OH)2D3 (ng/mL) 0.90+0.49 0.73+0.54 0.1336
25(0OH)D3: 24,25(0H)-D3 odnos 2222 +5.67 37.88+6.64 <0.0001
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Slika 17. Promene koncentracija metabolita vitamina D tokom prvih 5 nedelja Zivota kod novorodencadi prevremeno rodenih.
ZnacCajnost izmedu vrednosti u prvoj i petoj nedelji testirane su pomocu mix modela ANOVA uz korekcije sa Bonferroni post-hoc
testom
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Rezultati DXA snhimanja prevremeno rodene novorodencadi na kraju pete nedelje Zivota
(priblizno njihovom punim terminom) pokazuju da je za 19 novorodencadi mineralni sarzaj
kostiju celog tela (WB BMC g/kg telesne mase: 15.55 + 4.54), femura (Femur BMC: 1.18
+ 0.36 g) i kiCmenih prsljenova (L1-4 BMC: 1.03 £ 0.29 @), kao i mineralna gustina
ki¢menih prsljenova (L1-4 BMD: 0.17 + 0.05 g/cm?) nesto niZi od referentnih normativnih
vrednosti postavljenih za novorodencad rodenih u terminu, u toku prve godine Zivota za
BMC celog tela, L1-4 i femurai BMD L1-L4 (39,

Slabe korelacije nadene su izmedu mineralne gustine i mineralnog sadrzaja Cetiri lumbarna
prsljena (L1-4) i koncentracijaukupnog 25(OH)D i 3-epi-25(OH)D3, u petoj nedelji zivota,

dakle u vreme punog termina preveremno rodene novorodencadi (Tabela 19) .

Tabela 19. Korelacije matabolita vitamina D i prametara kostiju u petoj nedelji Zivota

novorodencadi, rodenih pre vremena (n=19)

Metabolit Karakteristike Spear man-ov 95 % interval P

vitaminaD novorodencadi koeficijent korelacije pouzdanosti vrednost

3-epi- WB BMC (g/kg uk.mase) -0.1411 -0.6056 do 0.3950 0.6020

25(0OH)D3

(ng/ml) BMC femura (g) -0.0496 -0.5159 do 0.4394 0.8452
BMC L1-4(g) 0.4609 -0.0061 to 0.7629 0.0470
BMD L 1-4 (g/cm?) 0.4686 0.0037 do 0.7670 0.0430

Ukupni WB BMC (g/kg uk.mase) 0.0983 -0.3993 do 0.5508 0.6987

25(CH)D

(ng/ml) BMC femura(g) 0.0782 -0.4226 do 0.5310 0.7819
BMC L1-4 () 0.3381 -0.1525 do 0.6939 0.1581
BMD L 1-4 (g/cm?) 0.4031 -0.0764 do 0.7318 0.0865

3-epi-25(0OH)Ds3, 3-epimer-25-hidroksiholekalciferol; 25(0OH)D, 25-hidroksivitamin D;
WAB, celo telo; BMC, mineralni sadrzaj kostiju; BMD, mineralna gustina kostiju; L1-4,

prva Cetiri lumbalna prsljena novorodencadi
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4.4 | spitivanjeuticaja C-3-aepimera 25-hidroksivitamina Dz iz endogenih
| egzogenih izvora narast kostiju kod animalnog modela

Ciljevi ove studije na mladim pacovima u intenzivnom razvoju ukljucivali su testiranje
dozno-zavisnog odgovora endogene sinteze 3-epi-25(OH)D3 na povecan unos
holekaciferola (cilj 1), kao i bioloski efekat 3-epi-25(OH)D3 na rast i gustinu kostiju u
poredenju sa osnovnim 3fB-oblikom 25(OH)Ds (cilj 2). Postavljena je hipoteza da Ce
povecani unos holekalciferola povecati endogenu sintezu 3-epi-25(0OH)D3 i da e 3-epi-
25(OH)Ds3 iz endogenih i egzogenih izvora podjednako efikasno podrzavati rast i razvoj
kostiju kao i osnovni oblik 25(OH)Ds.

Mladi Sprague Dawley pacovi (n=72), stari Cetiri nedelje, su nakon perioda adaptacije
nasumicno raspodeljeni u Sest grupa kako bi konzumirali razliCite, posebno definisane
dijete na osnovu dva specificna cilja studije. Detaljan protokol studije opisan je u poglavlju
3.5dok je shematski prikaz dat naSlici 18. Ukratko, tokom perioda od osam nedelja pacovi
su hranjeni standardnom hranom za mlade pacove AIN-93G, koja je sadrzala razliCite
koncentracije vitamina D3 ili njegovih metabolita. Kontrolna dijeta AIN-93G (1 1U
vitamina D3s/g hrane) i dve eksperimentalne dijete sa razliCitim sadrzajem vitamina D3,
odnosno holekalciferola (od 2 ili 4 1U/g hrane) su pripremljene da bi se ispitao dozno-
zavisni odgovor na povecanu koncentraciju holekalciferola kod mladih pacova (cilj 1). Za
ispitivanje bioloske uloge 3-epi-25(OH)D3 pripremljene su dijete sa 0.5 ili 1 1U 3-epi-
25(0OH)Ds/g hrane i referentna dijeta sa 0.5 IU 25(OH)Ds3 /g hrane, u kojima nije bilo
holekalciferola.
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Pacovi (n=72)

4 nedelje stari
36 muzjaka 36 zenki
AINS3G osnovna dijeta +
1
Kontrolna - = Referentna 0,51 110
grupa holekalciferola b 3-epi- 3-epi-
11U h*x;z'“ g/hrane 051U 25000, 25(0H)Ds
" ag/hrane | glhrane | L gfwane

Cilj 2
Ispitati bioloski efekat 3-epi-
25(0OH)D, na rast kostiju mladih
pacova u intenzivhom razvoju,
u poredenju sa osnovnim
oblikom 25(OH)D,

Ispitatida li poveéan unos
holekaciferola poveéava
endogenu sintezu 3-epi-

25(0OH)D4 u proporcionalnom

dozno zavisnom maniru

. - . 1 Uzorak Krvi
I Uzorak krvi :
‘ DXA ‘ Uzorak Krvi ‘ DXA
In vivo uCT
In vivo uCT DXA s o

0 t ' 4 I ' . Exavwfa uCT

Tokom 8 nedelja trajanja studije

Slika 18. Shematski prikaz protokola studije sa mladim Sprague Dawley pacovima za
period od 8 nedelja

Unos hrane meren je dva puta nedeljno, a telesna masa na nedeljnoj bazi. DuZina pacova
merena je tokom snimanja kostiju na pocCetku, u sredini i na kraju studije (0, 4 i 8 nedelja).
Tri puta u toku studije (0, 4 i 8 nedelja), kao Sto je prikazano na slici 18, zivotinjama je
uziman uzorak krvi za biohemijske analize, nakon ¢ega su uvodene u laku opStu anesteziju
zain vivo DXA snimanja kostiju celog tela (WB), femura i lumbarnog prsljena 3 (L3). Na
pocCetku i na kraju studije prljen L3 je dodatno sniman pomocu in vivo uCT, dok su na
kraju studije duge kosti i L3 snimani ex vivo u visokoj rezoluciji pomoéu pCT. Postupak i

svaka od ovih tehnika detaljno su opisane u poglavlju 3.12.

Eksperimentalne dijete, pripremljene su na nacin opisan u poglavlju 3.6, od osnovne AIN-
93G dijete za mlade pacove, koja je sadrzala razliCite koncentracije vitamin D3zili njegovih
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metabolita. Kompanije ukljuCene u proces izrade dijeta uradile su analize kojima su
potvrdile sastav svake od eksperimentalnih dijeta (Isosciences. No # 04323767 i DSM
Nutritional Products: lot # UE 0110705/ 2012 godina). Detalji o sastavu dijeta dati su u
Tabeli 20.

Tabela 20. Sastav dijeta koris¢enih u studiji sa mladim Sprague Dawley pacovima

Sastojci o/kg dijete
Kazein, “Bez vitamina D” 200
L-Cistin 3
Kukuruzni skrob 397
Maltodekstrin 132
Saharoza 99.70
Sojino ulje 70
Celuloza 50
Minerani Mix, AIN-93G-MX 35
Vitaminski Mix AIN-93 w/0A,D,E 10
Vitamin A Palmitat (500, 000 1U/g) 0.008
Vitamin E, DL-alfa-tokoferol-acetat (500 1U/g) 0.15
Holin-bitartarat 2.5
TBHQ, antioksidans 0.014
Vitamin D3, holekalciferol (50,000 IU/g u saharozi)* 0.02
Boje za hranu** 0.1

Svaka dijeta je sadrZala 63.8% ugljenih hidrata, 16.7% masti i 19.4% proteina po gramu
dijete kao za AIN-93G.

*Eksperimentalne dijete sadrzale su razliCite konentracije holekalciferola (21 4 1U/Q) i 25-
hidroksivitamin D3 u koncentraciji od 0.5 IU/g kao i 3-epi-25- hidroksivitamin Dz u
koncentraciji od 0.5i 1 IU/g dijete.

** RazliCite boje za hranu dodate su u svaku dijetu da bi se omogucilo razlikovanje dijeta

bez znanja o njihvom sastavu tokom trajanja studije.
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Kako su na pocetku studije postavljena dva cilja istrazivanja, dobijeni rezultati posmatrani
su odvojeno: rezultati dobijeni za grupu pacova hranjenih holekalciferolom i za grupe
pacova hranjenih epimerom i 25(OH)Da., dok su u okviru svake grupe muzjaci i zenke

posmatrani zasebno.

4.4.1. Dijetetski unosi antropometrijski parametri

Na pocCetku studije nije bilo prisutnih znaCajnih razlika izmedu grupa pacova hranjenih
dijetama sa holekalciferolm u pogledu koli€ine unete hrane na dnevnom nivou, duZine i
telesne mase, kao $to je prikazano u Tabeli 21. U toku studije, nisu primecene znaCajne
razlike izmedu grupa pacova u koliCini unete hrane. ZnacCajan efekat dijete na duzinu
pacova bio je prisutan samo kod Zenki, koje su hranjene dijetama sa 2 i 4 U holekalciferola
(p=0.022), pri ¢emu nije bilo znaCajne razlike u njihovoj masi. Za muZzjake i Zenke, u svim
grupama, znacCajan uticaj imao je faktor vreme (u smislu trajanja izloZzenosti pacova
dijetama) na koliCinu hrane unete na dnevnom nivou, na duzinu i telesnu masu pacova
(p<0.0001), Sto je oCekivano za pacove koji intenzivno rastu, dok unakrsni efekat vremena
i dijetanije bio prisutan (Tabela 21).

Izmedu grupa pacova na 3-epi-25(OH)D3 i 25(OH)D3 dijetama, nisu nadene znaCajne
razlike u koli€ini unete hrane na dnevnom nivou, duzini i telesnoj masi na pocetku, niti u
toku trajanja studije, ali su se ove vrednosti statsitiCki znacajno povecale tokom vremena
u okviru svake grupe (p<0.0001). ZnacCaj efekat dijete na duzinu pacova bio je prisutan
samo kod Zenki, sa najvecim vrednostima prisutnim kod jedinki hranjenih 3-epi-25(OH)Ds
dijetama, ali je znaCajna razlika u pogledu duzine bila prisutnai na samom startu studije
(Tabela 21).
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Tabela 21. Antropometrijski parametri i unos hrane kod mladih Sprague Dawley pacova hranjenih dijetama sa Vitaminom Dz ili
3-epi-25(OH)D3 u periodu od 8 nedelja. Rezultati su prikazani kao srednjavrednost + SD.

Dijeta Glavni efekti Dijeta Glavni efekti
Pol  Vreme Kontrolna 21U 41U Dijeta Vreme** 051U 3-epi- 11U3-epi- Dijeta Vreme**
grupa holekalcifer holekalciferal p p 25(0CH)Ds 25(0H)Ds 25(0H)Ds p p
ol
M (n=6) (n=5) (n=6) vred. vred. (n=6) (n=6) (n=6) vred.  vred.
z (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Unos M O 128+ 0.5 126+21 127+ 0.9 0.15 <0.0001 | 131+19 129+0.1 129+12 0.16 <0.0001
hrane 4 269+24 246+ 25 25.8+0.7 265+15 275+21 255+14
(g/dan) 8 29935 286+04 30.2+05 32320 320+26 29.7+£0.6
Z 0 119+13 114+10 122+0.3 091 <0.0001 | 12.0+1.6 121+ 0.6 115+17 0.57 <0.0001
4 19.3+20 194+ 26 186+ 1.0 19.1+29 179+24 178+18
8 202+19 206+ 17 215+17 205+13 18.7+3.1 199+15
Telesna M O 89.4+90 904+154 929+84 045 <0.0001 | 93.7+7.8 87.0+£46 92.2+13.9 0.70 <0.0001
tezZina 4 3434+245 3445+449 3422+147 379.7£405 3789+265 355.3+26.9
(9) 8 571.0+ 483 5659+81.0 586.7+ 36.0 589.8+85.2 590.7+36.4 564.4+48.1
Z 0 849+64 81.1+86 86.3+6.7 0.09 <0.0001 | 81.3+9.1 92.2+39 81.8+10.0 0.86 <0.0001
4 2528+ 157 2439+36.6 2495%45 2525+331 2547+341 2448+178
8 3349+ 30.7 3406+27.6 336.7+28.0 335.0+£31.2 3253+580 331.7+348
Duzina M O 255+0.38 265+ 16 260+1.6 0.07 <0.0001 | 26.4+1.0 252+12 25921 0.76 <0.0001
(cm) 4 41.5+0.5 428+16 420+11 423+1.2 42.7+0.8 422+1.2
.8 47.6+1.0 485+ 2.0 486+1.2 483+1.3 48,6+ 0.9 48.6+1.0
Z 0 255+ 05 254+05 257+05 0.022 <0.0001 | 245+0.6 260+11 255+0.38 0.01 <0.0001
1
4 38.0+04 385+£05 39.1+ 0.6 Dijetax vreme 37.7+10 382+11 385+05 Dijeta x vreme
8 420+1.0° 428+08° 429+0.6° p=0.52 41.8+ 0.8 421+1.1% 426+0.7° p=0.45

*Uticaj glavnih efekata i interakcije su testirani pomoc¢u mix model ANOV A saBonferroni post-hoc korekcijama (p<0.05). Razlike
u duZini Zenki izmedu grupa, oznacene malim slovima superskriptu a i b, su znacajne (glavni efekat dijete)
** StatistiCka znaCajnost porasta vrednosti u periodu od 1-4 nedeljei od 4-8 nedelje (p<0.05).
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4.4.2. Metaboliti vitamina D

Vrednosti analiziranih metabolita vitamina D nisu se znaCajno razlikovale na pocetku
studije izmedu grupa na dijeti sa holekalciferolom (1 1U, 2 U i 4 1U). Kod muZjaka i Zenki,
koncentracije 25(0OH)D3 i 24,25(0H).Dz su bile znaCajno vece (p<0.0001) u 4 IU-
holekalciferol-grupi u poredenju sa kontrolnom grupom (Slika 19a-b; Slika 20a-b), u4i 8
nedelji studije. Znacajno veca (p<0.05) koncentracija 3-epi-25(0OH)D3 zabeleZena je kod
Zenki hranjenih 4 1U-holekalciferol dijetom (Slika 21b). Tokom vremena kod pacova
hranjenih dijetama sa hol ekal ciferolom koncentracije svih metabolita vitamina D u plazmi
su porade, saizuzetkom 3-epi-25(0OH) D3z kod muzjaka. Medutim, sadrzaj 3-epi-25(0OH)Ds,
izrazen kao procenat od ukupnog 25(OH)Ds, porastao je na kraju 8 nedelje kod Zenki
(kontrolna grupa: 25.9%, 2 1U: 49.6% and 4 [U: 47.1%), ali i kod muZjaka (kontrolna
grupa: 15.3%, 2 1U: 40% and 4 IU 26%). Kod pacova hranjenih dijetama sa
holekalciferolom nadena je pozitivna korelacija izmedu koncentracija 25(OH)D3 i
24,25(0H)2D3 (r=0.9, p<0.001), 25(OH)D3 i 3-epi-25(OH)D3 (r=0.5, p<0.0001), kao i 3-
epi-25(OH)Ds i 24,25(0OH)2D3 (r=0.4, p<0.0001).

Na pocetku studije, kod muZjaka i Zzenki pacova hranjenih dijetama sa 25(OH)Dz i 3-epi-
25(0OH)Ds3 (0.5 1U i 1 IU) nije bilo znaCajne razlike u koncentracijama analiziranih
metabolita vitamina D. ZnaCajan uticaj dijete, kao i interakcija faktora dijeta i vreme,
zabeleZeni su za sve analizirane metabolite vitamina D (p<0.0001; Slika 19c-d; Slika 20c-
d; Slika 21c-d). MuZjaci i Zenke hranjeni sa 3-epi-25(OH)D3z dijetama imali su manje
koncentracije 25(OH)Ds i 24,25(0OH)2D3, dok je koncentracija 3-epi-25(OH)D3 bila
znaCajno veca kod Zenki, ve¢ u Cetvrtoj nedelji, za obe dijete sa 3-epi-25(OH)Dz (0,5 1U i
1 IU). Medutim, poveCana koncentracija 3-epi-25(OH)Ds zabeleZena je nakon Cetvrte
nedelje kod muzjaka hranjenih dijetom sa veCom koncetracijom epimera (1 1U), dok je tek
nakon osme nedelje primeéen porast kod pacova hranjenih dijetom sa manjom
koncetracijom epimera (0.5 1U). Koncentracija 3-epi-25(OH)D3z metabolita nije se
znaCajno menjala tokom vremena kod pacova u referentnoj grupi, hranjenoj dijetom sa
0.5 1U 25(OH)D3 (Slika 21c-d).
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Slika 19: Koncentracija 25(OH)Ds u plazmi mladih Sprague Dawley pacova hranjenih dijetama sa holekalciferolom (A1 B) i 3-
epi-25(0OH)Ds (C i D) tokom perioda od 8 nedelja. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +SD, n=6 pacova pol/dijeta osim
zamuzjake 2 IU-holekalciferol-grupe, gde je n=5. Znacajne razlike su utvrdene pomo¢u mix model ANOVA sa Bonferroni post-
hoc korekcijama (p<0.05). * Srednja vrednost se znacajno razlikuje u odnosu na kontrolnu grupu (hranjena AIN-93G dijetom);
# Srednja vrednost se znagajno razlikuje u odnosu na referentnu grupu (hranjena 0.5 1U 25(OH)Ds dijetom).
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Slika 20: Koncentracija 24,25(0OH)2D3 u plazmi mladih Sprague Dawley pacova hranjenih dijetama sa holekalciferolom (A i B)
i 3-epi-25(OH)D3 (C i D) tokom perioda od 8 nedelja. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £SD, n=6 pacova pol/dijeta
osim za muzjake 2 1U-holekalciferol-grupe, u kojoj je n=5. ZnaCajne razlike su utvrdene pomoc¢u mix model ANOVA sa
Bonferroni post-hoc korekcijama (p<0.05). * Srednja vrednost je znacajno razliCita u odnosu na kontrolnu grupu, hranjenu AIN-
93G dijetom); * Srednja vrednost je znacajno razlicita u odnosu na referentnu grupu, hranjenu 0.5 1U 25(OH)Ds dijetom.
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Slika 21: Koncentracija 3-epi-25(OH)Ds u plazmi mladih Sprague Dawley pacova hranjenih dijetama sa holekalciferolom (A i B) i 3-epi-
25(0OH)Ds (C i D) tokom perioda od 8 nedelja. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £SD, n=6 pacova pol/dijeta osim za muZjake 2
IU-holekalciferolgrupe, u kojoj je n=5. ZnaCajne razlike su utvrdene pomocu mix model ANOVA sa Bonferroni post-hoc korekcijama
(p<0.05). * znacajno razli¢ita u odnosu na kontrolnu grupu, hranjenu AIN-93G dijetom; * Srednja vrednost je zna€ajno razli¢ita u odnosu

nareferentnu grupu, hranjenu 0.5 1U 25(OH)Ds dijetom.
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4.4.3. Biomarkeri metabolizma kostiju

Tokom studije, za muzjake i zenke Kkoji su hranjeni dijetama sa holekalciferolom, nisu
nadene interakcije dijeta/lvreme, niti uticg dijeta na koncentraciju jona Ca (iCa) ili C-
terminalnog peptidakolagenatipal (CTX), ali je na CTX zapaZen uticaj vremena u smislu
povecanja njegove koncentracije sa vremenom (Tabela 22), Sto je oCekivano za Zivotinje
koje intenzivno rastu. Za muzjake i Zzenke, srednje vrednosti koncentracija PTH nisu se
razlikovale na pocCetku, niti u toku studije, izmedu grupa pacova hranjenih dijetama sa

razlicitim koncentracijama holekalciferola (Slika 22 a-b).

Izmedu grupa hranjenih dijetama sa 3-epi-25(OH)D3zi 25(OH)Ds3, nije bilo znacajne razlike
na pocCetku studije za iCa ili CTX, dok je koncentracija CTX znaCajno porasla tokom
vremena kod svih pacova, a porast u nivou iCa zabelezen je samo kod muzjaka (Tabela
21). ZnanCajan uticaj dijete na koncentraciju PTH registrovan je kod muzjaka pacova
(p=0.0134), za obe grupe, koje su bile na 3-epi-25(OH)D3 dijeti (0.51U i 1 1U) (Slike 23
c-d), uz prisutnu interakciju faktora dijete i vremena (p=0.0334). Koncentracije ukupnog
kalcijuma, fosfata, RANKL i OPG merene su samo na kraju studije. Kod muzjaka i kod
Zenki, nisu primeCene razlike medu grupama pacova hranjenih dijetama sa
holekalciferolom ili 3-epi-25(OH)Dz za bilo koji analizirani biomarker metabolizma
kostiju (Tabela 22).

4.4.4. Gustina i masa kostiju

Kod muzjaka i zenki hranjenih dijetama sa holekalciferolom, snimanjem celog tela (WB)
pomocu DXA ustanovljeno je da nije bilo razlika na pocetku studije izmedu grupa u
pogledu WB BMC (raspon: 2.2-2.5 g) i dvodimenzionalhog aBMD (raspon: 0.084-
0.087g/cm?), dok su njihove vrednosti znacajno porasle tokom osam nedelja (p<0.0001)
(Tabela 23). Slicna situacija bila je prisutna i kod pacova hranjenih dijetama sa 3-epi-
25(0OH)D3i 25(0OH)D3, gde nije bilo razlike izmedu grupa na pocetku studije za WB BMD
i WB aBMC ali su njihove vrednosti znacajno (p <0.0001) porasle u toku trajanja studije
kod pacova oba pola (Tabela 23).
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Rezulatati DXA merenja specificnih regiona tela pacova za procenu gustine aBMD i mase
BMC kostiju femura i prsljena L3 pokazali su znaCajan (p<0.0001) porast vrednosti ovih
parametara tokom vremena, bez razlika na poCetku ili na kraju studije izmedu grupa Zenki
pacova hranjenih dijetama sa holekalciferolom ili 3-epi-25(0OH)D3 (Tabela23).Mali porast
vrednosti za L3 aBMD na kraju studije primecen je kod pacova hranjenih dijetom sa 2 U
holekalciferola, u poredenju sa grupom hranjenom dijetom sa4 [U holekalciferola (Tabela
23). MuZjaci hranjeni dijetom sa 1 U 3-epi-25(OH)D3 imali su manju gustinu L3 aBMD
u odnosu na druge grupe na pocetku studije, dok dijeta sa vremenom nije negativno uticala

naova parametar (Tabela 23).

Medutim, mali porast u gustini kostiju L3 (aBMD) primeéen je kod muZjaka pacova
hranjenih dijetom sa 0.5 1U 3-epi-25(OH)D3 u odnosu nareferentnu grupu (Tabela 23). Na
ostale parametre merene pomocu DXA nije zabeleZen znacajan uticaj dijete ili interakcije
dijeta/vreme (Tabela 23).

4.4.5. Strukturai gustina kostiju

Na osnovu rezultata in vivo uCT analiza, utvrdeno je da je na kraju studije trabekularni
BMC L3 bio nizi kod zenki hranjenih dijetom sa 2 1U holekalciferola, dok je prisutan bio
i uticg dijete (p=0.0145) i dijeta/vreme interakcija (p=0.0213) (Tabela 24). Kod muzjaka
i Zenki hranjenih dijetama sa holekalciferolom procena mikro-strukture (gustina i
mineralnog sadrZaja trabekularnog i kortikalnog tkiva) koStanog tkiva L3 in vivo pomocu
MCT aparata, nije dala znaCajne razlike na pocCetku ili tokom studije izmedu grupa, dok su
vrednosti za sveizmerene parametre u svakoj od grupa porasle tokom vremena (p<0.0001)

(rezultati nisu prikazani).

Struktura L3 invivo pomoc¢u PCT, nije se znaCajno razlikovala izmedu grupa Zenki pacova
hranjenih dijetama sa 3-epi-25(0OH)D3 tokom vremena (Tabela 24). Medutim, znaCajan
efekat dijete ogledao se u povecanoj gustini L3, kortikalnoj (p=0.0006) i ukupnoj
(p=0.0035) vBMD kod muzjaka hranjenih dijetom sa 0.5 1U 3-epi-25(OH)D3 (Slika 23).

Znacajne razlike nisu primecene u vBMD vrednosti trabekularne kosti L3 (Tabela 24).
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Dalje analize pomoc¢u ex vivo uCT potvrdile su odsustvo razlika u vBMD (g/cm?) gustini
trabekularne kosti u okviru L3 izmedu grupa hranjenih dijetama sa 3-epi-25(OH)D3 ili
holekalciferolom za oba pola (Tabela 25). Takode prema ex vivo uCT analizama, nije bilo
znaCajne razlike izmedu grupa pacova hranjenih dijetama sa holekalciferolom ili 3-epi-
25(0OH)D3 za parametre dobijene analizom trabekularnog tkiva kosti femurai L3 (Tabela
25).

Analize kortikalnog tkiva femura na srednjoj dijafizi (mid-diaphysis) ukazale su na
odsustvo razlika izmedu svih grupa pacova hranjenih razliCitim dijetama (Tabela 25).
Takode, prilikom lomnjenja kostiju femura u srednjoj tacki nije bilo razlika u
biomehanickim parametrima za snagu i elastiCnost kostiju izmedu svih grupa pacova
(Tabela 26).
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Slika 22: Koncentracija paratiroidnog hormona (PTH) u plazmi mladih Sprague Dawley pacova hranjenih dijetama sa holekalciferolom (A i B) i 3-epi-25(0OH)D3
(C i D) tokom perioda od 8 nedelja. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +SD, n=6 pacova pol/dijeta osim za muzjake 2 1U-holekalciferolgrupe, u kojoj je
n=5. ZnaCajne razlike izmedu srednjih vrednosti su utvrdene pomo¢u mix model ANOVA sa Bonferroni post-hoc korekcijama (p<0.05). * Srednja vrednost je
znacajno razlicita u odnosu na kontrolnu grupu, hranjenu AIN-93G dijetom; # Srednja vrednost je zna€ajno razliciti u odnosu na referentnu grupu, hranjenu 0.5 1U
25(OH)Ds dijetom. Znacajan porast vrednosti u periodu od 1-4 i od 1-8 nedelje (p<0.001).
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Tabela 22. Biohemijski parametri Sprague Dawley pacova starih 12 nedelja koji su hranjeni dijetama sa holekalciferolom i 3-epi-25(0OH)D3

tokom 8 nedelja.
Dijeta Glavni efekat  Dijeta Glavni efekat
Pol Vreme Kontrolna 21U 41U Dijeta 25(0OH)Ds 0.5 1U 3-epi- 11U3-epi-25(OH)Ds;  Dijeta
grupa holekalciferol holekalciferol 25(OH)D3
M (n=6) (n=5) (n=6) p vred. (n=6) (n=6) (n=6) p
z (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) vred.
Ponovljena merenja
CTX M 0 174.6(156.9 - 207.1) 190.1 (152.7 - 322.8) 198.9 (181.1-278.9) 0.90* 193.8 (169.0-233.5) 183.0 (163.5-305.6) 204.5 (183.2-290.0) 0.97*
(ng/mL) 4 106.4 (83.0 - 155.6) 102.3 (84.3 - 148.5) 91.1 (76.8 - 107.0) 110.9 (88.1-122.4) 96.4 (84.1-103.0) 83.5(68.7 - 90.4)
8 61.9(56.5- 78.0) 69.8 (52.7 - 78.8) 62.5(57.5-74.2) 77.6 (68.9 -82.6) 78.8 (55.9 - 83.3) 62.8 (51.0- 76.1)
Z 0 159.7(141.0-177.3) 148.3(111.0- 185.8) 138.8 (121.5-206.1) 0.88* 192.8 (164.0- 283.0) 150.8 (131.5-184.1) 178.5 (144.1-278.4) 0.28*
4 5509 (43.4-60.0) 55.8 (48.8 - 75.7) 41.0(35.2-56.2) 55.1 (43.2 - 58.6) 53.1 (45.2- 60.1) 64.7 (50.3 - 75.0)
8 273(24.1-341) 27.9(22.6- 36.2) 23.4(19.0-30.7) 21.3(19.0- 35.3) 24.6 (20.7 - 26.9) 29.8 (20.0- 37.8)
iCa M 4 1.27(1.26-1.30) 127 (1.18-1.32) 1.29 (1.28-1.33) 0.18 1.29 (1.29-1.32) 1.33(1.29-1.33) 1.29 (1.29-1.34) 0.54
(mmol/L) 8 0.26(0.23-0.29) 0.25(0.23 - 0.28) 1.30 (1.24 - 1.31) 1.25(1.23 - 1.31)* 1.25(1.21 - 1.28)* 1.25 (1.04 - 1.29)*
Z 4 129(128-131) 1.32(1.03- 1.34) 1.31(1.27 - 1.34) 0.32 1.29 (1.24 - 1.35) 1.28 (1.25- 1.31) 1.27 (1.27 - 1.30) 0.26
8 1.26(1.24-1.31) 1.27 (1.25 - 1.29) 1.27 (1.27- 1.27) 1.28 (1.24 - 1.32) 1.31(1.30- 1.33) 1.27 (1.16 - 1.28)
Odredivanja na kraju studije
Kacijum M 8 2.34(229-2.38) 2.42(2.37 - 2.53) 2.37(2.25- 2.43) 0.22 2.32(2.24 - 2.36) 2.29 (2.25 - 2.45) 2.39 (2.28 - 2.43) 0.87
(mmol/L) Z 8 241(2.33-254) 2.49 (2.45 - 2.52) 2.40 (2.39 - 2.48) 0.33 2.44 (2.39 - 2.53) 2.46 (2.39 - 2.54) 2.39 (2.35- 2.53) 0.99
Fosfat M 8 2.35(2.08-2.66) 2.55 (2.46 - 2.63) 2.47 (2.32 - 2.55) 0.53 2.50 (2.40 - 2.65) 2.34(2.27 - 2.35) 2.44(2.19 - 2.57) 0.13
(mmol/L) Z 8 242(2.07-3.02) 2.19(2.15 - 2.55) 2.70 (2.19 - 2.89) 0.51 2.44(2.26 - 2.62) 2.39(2.21- 2.52) 2.26 (2.11 - 2.67) 0.48
RANKL M 8 430 (38.3-505) 40.2 (35.3 - 84.5) 42.6 (23.6 - 93.9) 0.82 338(27.4-2212) 41.6 (35.8 - 63.3) 24.7 (19.9 - 46.9) 0.40
(pg/mL) Z 8 238(17.0-47.0) 39.6 (25.1 - 103.6) 23.0(14.0 -117.4) 0.60 31.3(24.3-33.7) 72.2 (22.1- 494.3) 28.2(21.4-33.9) 0.08
OPG M 8 981 (817 - 1756) 648 (372 - 2886) 1260 (876 — 2203) 0.98 786 (446 — 1152) 1116 (899 — 1318) 576 (421 — 1057) 0.13
(pg/mL) Z 8 675(180-1068) 720 (524 — 1050) 861.6 (261.1-1847)  0.52 1129 (683 — 1639) 1003 (421 - 3316) 846 (665 — 1225) 0.44
RANKL M 8 0.10(0.08-0.13) 0.15 (0.09 - 0.25) 0.11 (0.04 - 0.14) 0.19 0.10 (0.09 - 0.25) 0.09 (0.06 - 0.16) 0.11 (0.07 - 0.18) 0.43
/OPG Z 8 0.10(0.07-0.25) 0.15 (0.08 - 0.18) 0.15 (0.04 - 0.29) 0.89 0.06 (0.04 - 0.14) 0.15 (0.09 - 0.22) 0.07 (0.04 -0.14) 0.45
(odnos)

Rezultati su predstvaljeni kao medijana, IQR. Uticgj glavnog efektai interakcije su testirani na logaritmovanim podacima pomoc¢u mix model
ANOVA saBonferroni post-hoc korekcijama (p<0.05) * Effekat vremena p<0.05.
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Tabela 23. Mineralni sadrZaj i gustina kostiju celog tela (WB), femura i lumbarnog prsljena 3 (L3) mladih Sprague Dawley

pacova, koji su hranjeni dijetama sa holekal ciferolom i 3-epi-25(OH)D3s tokom 8 nedelja.

Dijeta Glavni efekti Dijeta Glavni efekti
Pol Vreme Kontrolna 21U 41U Dijet Vreme* 25(0OH)Ds 051U 3-epi- 11U 3-epi- Dijet Vreme
grupa holecalciferol holecalciferol a * 25(0H)Ds 25(0H)Ds a *x
M (n=6) (n=5) (n=6) pvred. pvred. (n=6) (n=6) (n=6) p p vred.
vred.
z (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
WB M 0 243+024 254+ 0.65 2.52+0.36 0.50 <0.0001 255+0.17 2.21+0.15 2.34+0.46 022  <0.0001
BMC 4 919+0.60 9.31+1.21 9.30+0.54 9.47+0.81 9.53+0.48 9.12+0.72
@ 8 14.87+0.99 14.69 + 2.02 15.21+0.82 1523+0.87 1549+ 0.68 14.44 + 1.20
Z 0 241+032 2.23+0.18 2.55+0.23 0.25 <0.0001 2.29+0.23 2.52 +10.26 2.26 +0.25 076  <0.0001
4  7.36+0.69 7.07+0.73 7.46 +0.28 7.18+0.28 7.37+0.84 7.13+0.46
8 10.34+1.07 10.50 + 0.79 10.82 + 0.55 1064+055 10.28+1.66 10.27+0.73
WB M 0 0.086+0.002 0.087£0.007  0.084 + 0.002 0.26 <0.0001 0.084+0.002 0083+0.003 0081+0004 037 0371
BMD 4 0.132+0.004 0.131+0.006  0.130 + 0.004 0.132+0.004 0.133+0.002  0.129+0.004
(gem) 8  0.163+0.004 0.162+0.089  0.162 + 0.006 0.163+0.006 0.163+0.003  0.165= 0.006
Z 0 0085+0.004 0.084+0.002  0.085+ 0.002 0.14 <0.0001 0.086+0.002 0.087+0.004  0084+0003 036 0078
4 0.132+0.005 0.128+0.004  0.130 + 0.005 0.133+0.005 0.129+0.006  0.129+ 0.006
8  0.158+0.005 0.156 +0.003  0.155 + 0.003 0.158+0.003 0.155+0.007  0.156+ 0.003
Fenur M 0 0.09+0.01 0.09 + 0.03 0.09 + 0.01 0.67 <0.0001 0.10+0.01 0.09 + 0.02 0.08 + 0.02 067  <0.0001
BMC 4 038+004 0.37+0.05 0.34+0.03 038+004  037+004 0.37 £0.03
@ 8 0.65+0.05 0.61 +0.09 0.62 +0.08 0.64 +0.08 0.63+0.04 0.62 + 0.06
Z 0 009+001 0.09+0.01 0.09+0.01 0.50 <0.0001 0.08+0.01 0.09+0.01 0.08+0.01 035  <0.0001
4 030+003 0.29+0.03 0.30+0.03 0.30+0.03 0.31+0.05 0.29+0.02
8 043+0.03 0.45+0.03 0.46 + 0.05 0.45 + 0.05 0.45 +0.07 0.43+0.04
Fenwr M 0 0.137+0.033 0.142+0.024  0.147 +0.021 0.13 <0.0001 0.146+0.014 0.144+0011  0.134+0032 0.83  <0.0001
BM D2 4  0330+0.028 0.302+0.027  0.309 +0.051 0.304+0.051 0.300+0.022  0.311+0.019
(glem?) 8 04550024 0.435+0.058  0.422 +0.042 0.442 +0.042 0.433+0.028  0.442+0.026
Z 0 0.139+0.009 0.148+0.021  0.149 + 0.023 0.57 <0.0001 0.140+0.025 0.148+0011  0.144+0023 0.85  <0.0001
4  0288+0.016 0.276 £0.035  0.270 + 0.034 0.282+0.026 0.291+0.049  0.272+0.037
8  0.355+0.028 0.376 £0.045  0.370 + 0.024 0.382+0.023 0371+0.045  0.368+ 0.046
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L3 M 0 002<001 0.02+0.01 0.03+0.01 0.24 <0.0001 003001  003+001 002+001 0019 <0.0001
BMC 4 010+001 0.11+0.02 0.09 £ 0.01 010+£001  0.11+0.01 0.09 + 0.01
@ 8 016%001 0.17 + 0.02 0.16 + 0.02 017+002  017+001 0.16 + 0.01
7 0 002+001 0.03+ 0.01 0.03+ 0.01 0.74 <0.0001 0.03+001  0.02+001 002+000 074  <0.0001
4 009+001 0.09 + 0.01 0.09 + 0.01 009+001  0.09+0.01 0.08+ 0.01
8 014%001 0.14 +0.01 0.14 +0.01 014+001  013+0.02 0.13+0.01
L3 M 0 0.111+0.013 0125+ 0010 0.120 + 0.011 0018 <0.0001 0.118+0.0122 0.123+0.0058  0.112+0.010° 0.003 <0.0001
BMD *
(g/cm?) 4 0235+0045 0.206+0.015  0.205 + 0.018 0.207+0.020¢ 0.218+0.016°  0.215+0.015°
8  0.286%0022% 0.303+0.020° 0.263+0.0222 0.285:0.0182 0.302¢0.013°  0.273+0.013°
7 0 0120+0002 0.128+0.015 0.121 +0.007 0.54 <0.0001 012040008 0.123+0010 0128+0011 091  <0.0001
4 0230+0015 0.220+0.019  0.221+0.015 0227+0016 0228+0024  0.225+0.030
8 0.203%0014 0.202+0.019  0.283+0.025 0287+0.029 0278+0013  0.275+0.029

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SD. Uticaj glavnih efekata i interakcije su testirani pomocu mix model ANOVA
sa Bonferroni post-hoc korekcijama (p<0.05). ZnacCajne razlike izmedu grupa oznacene su sa malim slovima u superskriptu u
istom redu (glavni efekat dijete ili razlike na poCetku studije). ** ZnaCajan porast vrednosti u period od 1-4 nedelje i od 4-8
nedelje (p<0.05).*Znacajan uticaj dijete prisutan nakon post-hoc korekcija, p<0.02.
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Slika 23. uCT analiza (120 um) lumbalnog prsljena 3 (L3) kod pacova starih 12 nedelja (Sprague Dawley). Stubiéi predstavljaju
srednju vrednost + SD, n = 6 pol/dijeta. Znacajne razlike su identifikovane pomoéu mix modela ANOVA sa Bonferroni post-

hoc korekcijama (p<0.05). * Srednja vrednost znacajno razli¢ita u odnosu na srednju vrednost 0.5 IU 25(0OH)Ds referentne grupe.
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Tabela 24. Rezultati uCT snimanja lumbalnog prsljena (L3) mladih Sprague Dawley pacova, koji su hranjeni dijetama sa

holekalciferolom i 3-epi-25(OH)D3 tokom 8 nedelja.

Dijeta Glavni efekat Dijeta Glavni efekat
Pol Vreme Kontrolna 21U 41U Dijeta  25(OH)Ds 0.5 1U 3-epi- 1 1U3-epi- Dijeta
grupa holekalciferol holekalciferol 25(0OH)D3 25(0OH)D3
M (n=6) (n=5) (n=6) P (n=6) (n=6) (n=6) P
F (n=6) (n=6) (n=6) vred.  T(n=6) (n=6) (n=6) vred.
Cot. BMC M 8 69121147 237+21 220+ 11 043  225+22 239408 68.1+ 1152 041
(9 F 8 217+14 206+ 09 206+ 2.1 027  209+11 206+ 2.2 236+ 7.1 0.46
Cot. BMD 1 g 055+004 054+003  055+003 050 054+002°  059+002°  051+003* 0001
(g/em?) F 8 061002 062+ 004  058+005 030  0.63+003 0.61+ 0.03 0.61% 0.02 0.20
Ukupni M 8 041%002 0.42+ 0.03 041+ 0.03 098  0.39+0.012 043+002° 038+003% 0004
BMD
(glem?) F 8 046%002 0.46 + 0.02 0.45+ 0.03 079 048001 0.46 + 0.03 0.46 + 0.03 0.41
Ct. Th M 8 051+002 0.52+ 0.03 051+ 0.01 093  051+001 051+ 0.01 0.51+ 0.03 0.58
mm F 8 052+001 052+ 0.01 052+ 0.02 070 052002 051+ 0.02 0.52+ 0.02 0.82
Cort.Area \ g 3933+454 4183+868 3807+152 068  37.79+159  3880+119  3048+452  0.87
odnos(%) F 8 40.62+156 4065+131  41.08+447 072  4140+238  4061+136  4090+186  0.63
Ukupni M 8 1266+2040 44.8+42 430+21 042  435+64 456+ 16 125142047  0.40
BMC (9) F 8 401+28 37.4+16 39.2+22 0.10 385+33 382+51 439+ 12.6 0.45
TrabBMC M 8 5447+8490  1999+301 19.75+109 042  1962+435  2049+149  5384+8521 040
) F 8 17.15+118 1534+ 075" 17.41+170° 0015 1625+243  1649+336  1888+528 048
TrabBMD i g 0434002 044+003  043+002 089  041+002 0.44 + 0.02 041+003  0.06
(glcmd) F 8 046%002 0.47 + 0.02 0.47 + 0.02 045  0.49+0.02 0.46 + 0.02 0.47 + 0.03 0.10
TrabArea M 8 7142+560 7406+ 1026 70.63+255 097  69.02+440  7215+335  6955+585  0.84
odnos(%) F 8 7221+437 67.08+309 7309+£880 008 7020375  7247+689  7088+266 0.3

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD. Uticaj glavnih efekata i interakcije su testirani pomocu mix model ANOVA sa Bonferroni
post-hoc korekcijama (p<0.05). Znacajne razlike izmedu grupa oznacene su malim slovima u superskriptu u istom redu (glavni efekat dijete).

129



Tabela 25. Rezultati snimanja strukture dugih kostiju i lumbalnog prsljena (L3) mladih Sprague Dawley pacova, koji su hranjeni dijetama
sa holekalciferolom i 3-epi-25(OH)D3 tokom 8 nedelja

Dijeta Glavni efekat  Dijeta Glavni
efekat
Pol Kontrolna 21U 41U Dijeta 25(OH)Ds 0.5 1U 3-epi- 1 1U3-epi- Dijeta
grupa holekalciferol  holekaciferol 25(OH)D3 25(0H)Ds
M (n=6) (n=5) (n=6) pvred. (n=6) (n=6) (n=6) p vred.
Z (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
L3 Trabekularni regi
BMD (g/cm®) M 0.72+0.07 0.69 +0.09 0.75+0.10 0.46 0.74+0.17 0.85+0.10 0.76+0.14 0.37
Z 0.91+0.10 0.93+0.11 0.95+ 0.68 0.13 1.08£0.12 0.97 £ 0.09 0.99+0.07 0.15
BVITV (%) M  2467%185 23.99+257 2582275 0.46 26.00+4.12  28.98 +3.47 2409+460 0.16
Z 3022+ 281 3337+297 31.18+190 0.14 3385+164 30.99+3.20 3237+192 013
Tbh.N. (Ymm) M  260+0.17 248+ 0.25 275+0.22 0.24 2.68+ 0.36 2.86+0.35 2.55+0.39 0.36
z 3.30+0.25 3.45+0.17 3.25+0.14 0.21 354+0.38 3.20+ 043 3.40+0.13 0.24
Tb. Th. (mm) M  0.094+0.003 0.09+0.003 0.094+0.007 0.80 0.097+0.005 0.099+0.003 0.095+0.003 0.17
z 0.092+0.008 0.096+0.004 0.096+0.003 0.28 0.102+0.006 0.094+0.007 0.095+0.004 0.15
Th. Sp. (mm) M  0292+0.020 0.297+0.033 0.276+x0.021 0.57 0285+ 0.035 0.276+0.045 0.277+£0.022 0.89
Z 0.231+0.013 0.227+0.016 0.237+0.010 0.46 0211+0.023 0.234+0.021 0.230£0.009 0.11
Trabekularni region metafize femura
Trab. BMD M  0.52+0.09 0.43+0.09 0.43+0.11 0.56 0.48+0.09 0.47 +0.08 0.45+0.09 0.79
(g/em®) z 0.59+0.12 0.67+0.07 0.65+0.04 0.14 0.73+0.14 0.67+0.20 0.62+0.05 0.39
BVITV (%) M  2396+3.33 20.89+298 20.84+3.89 0.55 22.64+317 2218+2.72 21.49+314 0.79
z 26.55+ 4.23 20.39+257 2856+ 1.56 0.14 3142+4.88 29.33+6.90 2758+164 0.39
Th. N. (Ymm M  289+0.14 2.54+0.35 262+0.34 0.33 2.77+0.26 275+0.32 257+0.22 0.32
Z 3.15+0.50 345+0.14 3.35+0.19 0.13 3.59+0.46 3.39+0.59 325+0.14 0.37
Th. Th. (mm) M  0.083+£0.008 0.082+0.005 0.079+0.007 0.60 0.081+0.005 0.081+0.002 0.083+0.006 0.60
Z 0.084+0.004 0.085+0.004 0.085+0.003 0.89 0.087+0.003 0.086+0.006 0.085+0.003 0.66
Th. Sp. (mm) M 0181+0.008 0228+0.101 0.193+0.015 0.49 0.188+0.009 0.191+0.020 0.195+0.009 0.67
z 0.189+0.024 0.172+0.003 0.176+0.008 0.07 0.170+0.009 0.176+0.017 0.178+0.006 0.46
Kortikalni region dijafize femura
Cort. BMD M  263+0.04 2.63+0.03 2.64+0.01 0.68 2.66 + 0.05 2.64+0.03 2.63+0.03 0.42
(g/em®) z 2.61+ 0.06 259+ 0.04 2.63+0.12 0.73 2.59+ 0.05 2.58+ 0.06 2.61+0.03 0.62
Tt. Ar. M  8407+0554 8520+0.679 7.900+0.396 0.09 7.685+1.068 7.995+0.231 8175+0.610 0.51
(mm?)6 Z 6.343+0.889 5879+0320 6.048+0.293 0.39 6.129+0.506 5951+0.652 5.948+0.346 0.79
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Ct. Ar. (mm?)

Ct. Ar. / Tt. Ar.
(%)
Ct. Th. (mm)

NZ NCZ NeZ

8.179 + 0.463
6.136 £ 0.932
97.340+£1.411
96.630+2.183
0.596 + 0.036
0.517 + 0.034

8.268 £ 0.629
5.648 £ 0.259
97.065+1.214
96.119+1.506
0.628 + 0.063
0.515+ 0.019

7.734+ 0411
5.803+0.28

97.890+0.533
95.950+0.781
0.604 + 0.024
0.531 + 0.009

0.10
0.36
0.69
0.75
0.42
0.35

7.481 £ 1.105
5.875+0.417
97.219+1.208
95.928+1.859
0.552 + 0.070
0.522 + 0.018

7.826 + 0.268
5.682 + 0.606
97.880+1.200
95.520+2.165
0.596 + 0.035
0.519 + 0.035

7.968 £ 0.600
5.739+0.276
97.460+1.049
96.530+1.113
0.598 + 0.031
0.523 + 0.021

0.52
0.76
0.61
0.62
0.20
0.96

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD

sa Bonferroni post-hoc korekcijama (p<0.05).

. Uticaj glavnih efekata i interakcije su testirani pomocu mix model ANOVA

Tabela 26. Rezultati merenja snage i elasticnosti kostiju femura mladih pacova starih 12 nedelja (Sprague Dawley) koji su
hranjeni 8 nedelja dijetama sa holekalciferolom i 3-epi-25(OH)Ds pomodu testa jaCine kostiju u tri tacke.

Dijete

Pol  Kontrolna 21U 41U 051U 051U 3-epi-  11U3-epi-
Test jacine kosti grupa holekalciferol  holekalciferol ~ 25(0H)Ds 25(0H)Ds 25(0H)Ds
femura u tri tacke M  (n=6) (n=5) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Z (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Maks. optereCenja M  123.1+19.7 1175+ 24.3 110.3+22.2 105.5+ 159 1119+ 16.8 1205+ 9.6
savijanja Fmax (N) 7 98.6+16.1 98.5+ 6.8 100.5+ 6.6 103.9+ 134 94.7+11.3 100.7£9.1
Maks. istezanja - M 1.63+0.11 1.71+0.38 1.58 £ 0.30 1.50 £ 0.44 1.69+ 0.46 1.84+0.56
dmax (mm) Z 204%057 1.69+0.49 1.82+0.73 2.23+0.40 1.81+0.54 1.72+0.42
Energija predoma - M 1048+ 16.0 103.3+ 26,5 95.1+24.9 84.0+33.1 93.0+17.2 103.6 £ 28.8
Whreak (mJ) Z 683%215 61.3+15.8 71.0+29.6 72.6+21.3 59.2 + 8.7 79.9+19.2
Stres-omax (MPa) M  64.6+9.0 63.6 £ 13.7 66.2 + 18.5 62.4 + 10.6 63.4+16.0 67.2+3.6

Z 805%189 89.5+9.4 90.6 + 15.3 93.1+135 89.3+ 155 89577
Istezanje- emax (%) M  6.74+0.72 7251201 6.23+1.27 5.88+1.94 6.76 £ 2.19 7.87+3.18

Z 889%3.12 6.66 + 1.87 7.20+3.01 8.98+1.87 7.01+2.08 6.85+1.74
Jangov elasticni M 1107.1+353.1 1018.0+408.3 1666.2+650.1 1444.2 +689.6 1355.2+394.8 979.2+ 5775
modul (MPa) Z  2461.8+1064.3 1951.5+1505.4 2715.7+2624.1 1012.7+ 12751 22445+903.1 3131.3+1701.0

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD. Razlike izmedu grupa su testirane pomoc¢u mix model ANOVA sa Bonferroni
post-hoc korekcijama (p<0.05).
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5. DISKUSIJA



5.1. Diskusija rezultata validacije upitnika o ucestalosti konzumiranja
namirnica za procenu unosa vitamina D kod mladih zena u Srbiji
(WRH-FFQ)

OdrzZavanje adekvatnog nutritivnog statusa Zena u reproduktivnom dobu vazan je
faktor u zastiti zdravlja buduc¢ih majki i njihovih novorodencadi %), Pokazano je da
vitamin D uti¢e na normalan rast i razvoj tokom fetalnog i neonatalnog perioda ©.
Vitamin D i njegove funkcije predhodno su detaljno opisani u poglavlju 2.1 ove doktorske
teze. Ukratko re€eno, vitamin D je liposolubilni vitamin koji moZe biti apsorbovan iz
namirnica i suplemenata ili sintetisan endogeno u koZi. Pored uloge u prevenciji bolesti
kostiju, najznaCajnija uloga vitamina D je pomo¢ u apsorpciji jona kalcijuma iz tankog
creva i odrZzavanje homeostaze kalcijuma u organizmu . Adekvatan status vitamina D
pre i u toku trudnoce vaZan je za normalan razvoj % i povezuije se sa prevencijom losih
ishoda u trudnoéi kao Sto su preeklampsija, gestacioni dijabetes i prevremenog rodjenja
novorodencadi ¢ 8. Zato je vazno da Zene u reproduktivnom dobu uzimaju adekvatne
koli¢ine svih vitamina i minerala, ukljucujuci i vitamin D. Detaljne preporuke za unos
vitamina D date su u poglavlju 2.5.1 prema kojima preporuceni dnevni unos (RDA) iznosi
15 pg/dan vitamina D za sve osobe od 1-70 godina starosti, ukljucujuéi trudnice i Zene u
laktaciji (7% 182 Prema dostupnim podacima €ak 41% svih trudnoca u svetu nisu
planirane %), Kako bi se osiguralo da opsta populacija a posebno Zene u reproduktivnom
dobu konzumirgju dovoljne koliCine vitamina D, mnoge zemlje su uvele obavezno

obogacivanje namirnica vitaminom D.

Iz svega navedenog proistekao je prvi cilj ove disertacije-validacija WRH-FFQ upitnika
za procenu unosa vitamina D kod Zena u reproduktivnom dobu u Srbiji, u kojoj nema
obaveznog obogacivanja narmirnica vitaminom D. Trenutno se na trZistu Srbije moze
naci samo nekoliko mlecnih proizvoda obogacenih vitaminom D na volonterskoj bazi
(npr. Imlek AD mleko), kao i nekoliko uvoznih obogacenih namirnica. Proces validacije
obuhvatao je procenu unosa vitamina D pomocu tri metode: dva upitnika WRH-FFQ i
24h-Al (popunjavanja tri puta) i uz odredivanje koncentracije biomarkera, sadrzaja
ukupnog vitamina D(25(OH)D) u krvi, nakon Cega je primenjena metoda trijada.

Vrednosti koeficijenata validnosti (VC:pQI, pBI, pRI) izmedu takozvanog ‘stvarnog’
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unosa (1) i unosa prema upitnicima WRH-FFQ (0.847) i 24h-Al (0.810) bile su visoke
(Slika 15), dok je vrednost koeficijenta za biomarker 25(OH)D bila dobra (0.499). Ovi
rezultati su u saglasnosti sakoeficijentimavalidacije, koji su dobijeni pri ispitivanju unosa
razliCitih vitamina kao Sto su: vitamin B12(0.850), karotenoidi (0.850), ukupni karotenoidi
(0.550) i folati iz eritrocita (0.750)(3%-3%)_ Intervali pouzdanosti (95 % Cl) za koeficijente
validnosti su uski, sa gornjom granicom intervala manjom od jedan, Sto je pokazatelj
odsustva slucajnih greSaka pri primeni i obradi oba upitnika. Dodatno je na ovaj nacin
pokazan kvalitet same studije i odsustvo pogresnih pretpostavki u osnovi primenjenog
modelatrijada (155 399),

U ovoj studiji su 422 mlade Zene, u reproduktivnhom dobu, popunile WRH-FFQ, na
osnovu koga je procenjeni prosecan unos vitamina D iznosio 4 pg/dan. Dobijeni rezultati
su uporedeni sa podacima o unosu vitamina D u Srbiji kod odraslih Zena (5 ug/dan),
dobijenim pomocu dnevnika ishrane u toku sedam dana (“%). Relativna razlika u
procenjenom unosu vitamina D mogla bi se objasniti razlikom u raCunanju unosa
vitamina D, zbog koris¢enja starije verzije tablica o sastavu namirnica, koja je vise
oslonjena na preraCunate nego na kvantitativno odredene podatke o sastavu namirnica.
Takode, u studiji Gurinovi¢ i saradnika, ucesnice su u proseku bile starije u odnosu na
Zene u naSoj studiji i sa ve¢im rasponom starosne dobi. Dodatno, rezultati studije,
dobijeni pomoéu WRH-FFQ i 24h-Al upitnika su sli¢ni rezultatima studija sprovednim u
regionu, koje su unos vitamina D procenjivale koristeCi alternativni FFQ (Portugal: 4
pg/dan) 9D jli 24h-Al upitnike (Poljska: 4 pg/dan; Madarska: 2 pg/dan) 02499 Qd 422
ispitanice, manje od 5 % je uzimalo suplemente sa vitaminom D, ali nijedna Zena nije
konzumirala neke od retkih namirnica obogacenih vitaminom D, koje su dostupne na

naSem trZistu (npr. dugotrajno mleko Imlek AD) i obuhvaéene su upitnikom.

Prema zvanicnim Kriterijumima I0OM, koncentracija 25(OH)D u plazmi ispod 30 nmol/L
povezuje se sa deficijencijom, dok se koncentracija izmedu 30 i 50 nmol/L generalno
smatra neadekvatnom za zdravlje Kkostiju i opste zdravlje ljudi (). Prema ovim
Kriterijumima u naSoj studiji 90 % (n=18) Zena imalo je koncentraciju 25(OH)D u plazmi
ispod 50 nmol/L, a njih 70 % (n=16) status nizi od 30 nmol/L, koji se povezuje sa
deficijencijom. Jedan od razloga za ovako nizak status vitamina D moze se pripisati

vremenu sakupljanja uzoraka krvi (krgj zimskog perioda, mart 2011.). Prema studijama
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uradenim u drugim evropskim drzavama, deficijencija vitamina D je najvise
rasprostranjena u zimskom periodu (januar-mart). U studiji sprovedenoj u Finskoj, u
febraru i martu, koncentracija 25(OH)D u krvi bilaje u proseku 47 nmol/L “%, Takode,
u populaciji odraslih ljudi u Irskoj koncentracija 25(OH)D < 30 nmol/L, odosno < 50
nmol/L, bila je prisutna kod 11%, odnosno 55% ispitanika u zimskom periodu “%), U
poredenju sa skandinavskim zemljama, kupovina ribe i plodova mora, kao glavnih
prirodnih izvora vitamina D, u Srbiji je ekstremno niska (3.1% od ukupnog budZeta za
hranu) %), ¢ime se dodatno moZe objasniti ovako nizak unos vitamina D iz osnovnih

namirnica, odnosno status vitamina D.

Prema predhodnim studijama, za veéinu namirnica, koeficijenti korelacije izmedu
podataka dobijenih primenom upitnika i odredivanjem koncentracije biomarkera krecu se
od 0.3 do 0.5 “99), Ovakve korelacije pruzaju korisne i objektivne dokaze o validnoj
proceni unosa odredenih namirnica pomocu primenjenih upitnika. U naSoj studiji,
vrednost Spearman-ovog koeficijenta korelacije (r=0.422, p = 0.032) izmedu odredenog
biomarkera i procenjenog ukupnog nekorigovanog unosa vitamina D (pomocu WRH-
FFQ) pokazao je umereno slaganje. Vrednost koeficijenta, izraCunata sa podacima unosa
vitamina D, koji su korigovani za energetski unos (korigovani unos), je bila gotovo
jednaka (r=0.415, p = 0.001), ali je statisticka znaCajnost bila znatno veéa. Jedno od
potencijalnih objaSnjenja za umereno slaganje biomarkera i nekorigovanog unosa
vitamina D procenjenog sa WRH-FFQ moze biti vremenski period u kome su uzorci
sakupljeni (kraj zimskog perioda). U toku zimskih meseci, kada je endogena sinteza
vitamina D minimalna, naSe telo se pored unosa namirnicama i suplementima, oslanja na
depoe vitamina D u masnom tkivu. Depoi vitamina D mogu biti izvor potrebnog vitamin
D u proseku od 30 do 60 dana u toku zime, uz pretpostavku da je status vitamina D pre
zime bio adekvatan (%), Medutim, u zimskom periodu koji je duzi od dva meseca, tokom
koga unos vitamina D nije adekvatan, depoi u organizmu su iscrpljeni, posebno na kraju
zimskog perioda. Kao Sto je prikazano u tabeli 6, zene koje su uCestvovale u nasoj studiji
su bile mlade i zdrave. Procenat masnoca i masnog tkiva u njihovom organizmu bio je u
preporucenom opsegu (tabela 6), pa uzrok neadekvatnog statusa vitamina D ne moze biti

deponovanije vitamina D u masnom tkivu, kao $to je slucaj kod gojaznih osoba %9,
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Za izvodenje ove studije validacije izabran je zimski period, kada je endogena sinteza
vitamina D minimalna zbog smanjenog UVB zraCenja. Procena u zimskom periodu, u
kombinaciji sa izborom ispitanika normalne telesne mase, Cini idealan vremenski okvir
za procenjivanje unosa vitamina D pomocu anketa ishrane bez uticaja faktora gojaznosti
kod ispitanika. VVodeCi se preporukama IOM, rezultati studije dobijeni primenom oba
upitnika ukazuju da nijedna Zena nije dostigla preporuceni dnevni unos (RDA od 15
pg/dan) vitamina D, a 96% ispitanih Zena nisu dostigle procenjene prosecne potrebe
(EAR od 10pg/dan) za unos vitamina D. Od 20 Zena kojima je odreden status vitamina D
u krvi, kod 90% je koncentracija 25(OH)D bila ispod 50 nmol/L, §to je bilo oekivano
jer je unos vitamin D iz namirnica kod svih Zena u pod-grupi bio ispod preporucenih 15
pg/dan (RDA). U ovoj pod-grupi Zena procenjeni unosi vitamina D pomoéu WRH-FFQ
i 24h-Al bili su vrlo sli¢ni, i ujednaceni u proceni da nijedna od Zena nije Koristila
suplemente vitamina D. Medutim, primenom WRH-FFQ upitnika na grupi od 422 Zene,
utvrdeno je da je 4.7% zena koristilo suplemente vitamina D. Rezultati o0 unosu vitamina
D, dobijeni u ovoj studiji, evidentno ukazuju na neophodnost razmatranja obogacivanja
namirnica vitaminom D u Srbiji, zatim edukacije mladih Zena, kao i povecanja broja
pristupacnih multivitaminskih i jednokomponentnih suplemenata vitamina D za sve

uzraste na trzistu Srbije.

Posto u Srbiji obavezno obogacivanje namirnica vitaminom D ne postoji i nije zakonom
regulisano, to je jedan od razloga zaSto primenom upitnika mleko nije registrovano u
grupu od 6 namirnica - najboljih izvora vitamina D. U zemljama, koje obogacuju
namirnice vitaminom D, najCeS¢e se obogacuju sokovi, mleko i mle¢ni proizvodi. Prema
podacima iz 24h-Al upitnika, procenjeni unos mleka od strane u€esnica studije je 116.5
+ 90.1 ml/dan, a jogurta 109.2+ 93.6 ml/dan . Ako bi hipotetiCki samo mleko bilo
obogadeno vitaminom D, kao §to je sludaj u svim zemljama Severne Amerike 3 (0.87-
1ug/100 mL mleka), unos vitamina D bi na dnevnom nivou bio visi za 1.5 £ 1.1 pg. Ovo
bi dovelo dopovecanja unosa vitamina D kod Zena u reproduktivhom periodu, ali
nedovoljnog da se poboljsa status vitamina tokom zimskih meseci. Kako je vitamin D
prepoznat kao jedan od ,dva velika“ vitamina sa kojima je preko potrebno poceti
obogadivanje namirnica u celoj Evropi @9, bilo bi mudro i u Srbiji razmotriti moguénost

obaveznog obogacivanja namirnica vitaminom D. Ukoliko se pocne sa obogacivanjem
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namirnica vitaminom D u Srbiji u buducnosti, WRH-FFQ treba prilagoditi i osigurati da
obuhvata sve nove izvore vitamina D i da omoguci adekvatno procenjivanje povecanog

unosa vitaminaD.

Prednosti prezentovane studije validacije upitnika WRH-FFQ obuhvatagj u:
nacin sakupljanja podataka (popunjavanje WRH-FFQ u prisustvu stru¢nog lica u
oblasti ishrane, sprovodenje studije tokom zimskog perioda);
izbor zdravih mladih Zena koje nisu gojazne za uceScée u studiji;
u okviru WRH-FFQ upitnika data je detajna lista namirnica sa ukljucenim
fotografijama razliCitih porcija, kao i detaljna pitanja o unosu suplemenata.
analiza metabolita vitamina D u referentnoj laboratoriji u Kanadi uz NIST i

DEQAS, uzorke €ime je osigurana kontrola kvaliteta analiza.

lako je studija imala zadovoljavajuéi broj ucesnika koji su popunili WRH-FFQ (n=422)
(410.411) 'samo uzorci plazme 23 Zene bili su na raspolaganju za odredivanje koncentracije
ukupnog sadZaja vitamina D u studji validacije, $to predstavlja mali uzorak. U drugim
publikovanim studijama validacije, u kojima je primenjivana metoda trijada, ukljucivan
je slican broj uéesnika (n=29)(%), Uzak interval pouzdanosti od 95% za koeficijente
validacije dodatno ukazuje da je broj ucesnika ukljucen u studiju validacije biomarkerom
adekvatan. Potencijalno ograniCenje primenjene metode trijada moze biti zbog
odredivanja koncentracije 25(OH)D u jednoj probi, ¢ime nisu uzete u obzir potencijalne
slucajne greske pri odredivanju ovog biomarkera “12. Dodatno ogranicenje, koje moze
imati uticgja na procenjenu validnost WRH-FFQ i rezultate ove studije, je samostalna
procena ucesnika koliine unetih namirnica zabelezenih sa dva primenjena upitnika (eng.
self-report instruments) 13414, Glavni razlog zasto je tokom unakrsne klasifikacije 20 %
uCesnika Kklasifikovano u suprotni kvartil bio je unos ribe (tuna, sardine ili pastrmke), koji
je zabeleZzen WRH-FFQ upitnikom, u okviru konzumiranjanamirnicatokom 30 dana, ali
ne i u nekom od tri 24h-Al. lako se primenjeni 24h-Al upitnik oslanja na memoriju
ucesnica studije i sposobnost da procene veli€inu porcije, to se ne smatra nedostatkom,
jer su ucesnice bile mlade Zene koje su veli€inu porcija procenjivale pomocu albuma sa

fotografijama (419,
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Glavne prednosti WRH-FFQ upitnika su Sto ukljuCuje tradicionalne namirnice Srbije i
celog CEE regiona, jednostavna primena koja je dodatno olakSana sa fotografijama
porcija razlicitih veliCina, ¢ime je ukupno vreme potrebno za popunjavanje ovog upitnika
smanjeno na ispod 30 minuta “19. Pored toga, WRH-FFQ upitnik ima potencijalnu
primenu u proceni unosa vitamin D i hranljivih supstanci u nutritivnim kliniCkim
istrazivanjima zbog niskih troSkova njegove primene i obrade. Potrebno je da se validnost
WRH-FFQ upitnika dodatno proveri i na drugim populacijama Zena svih stepena

obrazovanja, jer su u ovoj studiji sve ucesnice bile sa visokim obrazovanjem.

5.2. Unosi status vitamina D kod trudnica sa preeklampsijom i bez nje
I kod novorodencadi

Cilj ove studijebiojedaseispitaunosi statusvitaminaD kod trudnicasa preeklampsijom
i bez nje u Srbiji, zemlji u kojoj namirnice nisu obogacene vitaminom D, kao i da se
odredi udeo C-3a-epimera 25(0OH)D3 u ukupnom 25(OH)D3 u odnosu ha zdravstvene

ishode majki i novorodencadi.

Koliko je velika potreba za novim studijama koje razmatraju povezanost preeklampsije i
statusa vitamina D trudnica, i na koji nacin su ovakva istraZzivanja naucno opravdana,
detaljno je objasnjeno u poglavlju 2.9 ove doktorske teze. Ukratko, preeklampsija Cini
2-8 % svih komplikacija u trudnodi i uzrok je smrti majki u 16 % slu¢ajeva 9, Na
osnovu objedinjenih rezultata iz 24 zemlje u razvoju, WHO je ukazala na ucestalost
preeklampsije i eklampsije od 4 % 7, Kada je prisutna preeklampsija, kao poremecaj
povezan sa placentom, mozZe doci do zastoja u intrauterinom razvoju i do prevremenog
porodaja, $to dalje moZe ugroziti zdravlje novorodencadi @, | pored svih ovih ¢injenica,
etiologija preeklampsije je i dalje nepoznata, dok patofiziologija ukljuCuje razvoj
hipertenzije. U patogenezu preeklampsije ukljuceni su brojni fizioloski procesi na koje
moze uticati status vitamina D i dostupnost prekursora, 25-hidroksivitamina D3
(25(OH)D3), za sintezu aktivhog metabolita 1,25-dihidroksivitamina D3 (1,25(0OH)2D3)
(416) Zakljucak najnovijeg izvestaja 1" i dva rada sistematskog pregleda literature, koja
ukljucuju 25 studija, je da neadekvatan status vitamina D (definisan kao sadrzaj 25(OH)D

< 20 ng/mL) tokom trudnoce povecava rizik za nastanak preeklampsije (%65 2%6), Nedavna
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meta-analizajetakode potvrdila da Zene u trudnoi, €iji je nivo 25(OH)D3 u serumu manji
od 20 ng/mL (50 nmol/L), imaju povecan rizik za razvoj preeklampsije, za prevremeni
porodaj i novorodenéad malu za gestacionu starost & 267 §to je u saglasnosti sa
predhodnim publikacijama (418-420), Medutim, kako su skoro sve studije, uklju¢ene u meta-
analizu, bile sprovedene u zemaljama koje obogacuju namirnice vitaminom D, pitanje je
da li je isti sluCaj kod trudnica u zemljama u kojima se hrana ne obogacuje ovim
vitaminom. Zanimljivo je da su nedavno objavljen rezultati kohort-studije, sprovedene u
SAD (1959-1966.) pre programa obogacenja namirnica vitaminom D, gde su trudnice Cija
je koncentracija 25(OH)D u krvi bilaiznad 20 ng/mL imale 40 % manji rizik za razvoj
preeklampsije u odnosu na trudnice €ija je koncentracija 25(OH)D u krvi bila niZza od 20
ng/mL (421,

U Srbiji, gde hrana nije obogacena vitaminom D, stopa preeklampsije je veéa u zimskom
periodu 38, Takode, u zimskom periodu endogena sinteza vitamina D je minimalnausled
smanjenog intenziteta UVB zraCenja. Pored toga, namirnice obogacene ili prirodno
bogate vitaminom D su u Srbiji dlabo prisutne u prodaji, a i upotreba suplemenata
vitamina D je retka medu odraslim osobama. Odgovor na suplemenatciju vitaminom D
dodatno komplikuje prisustvo C-3a-epimera 25(0OH)D3 (3-epi-25(OH)Ds3), Ciji udeo u
ukupnom sadrzaju 25(OH)D moZe biti i do 60 % kod beba, a kod odraslih do 17 % %
100,105, 106)  Prisustvo 3-epi-25(0OH)Ds u krvi pupéane vrpce ukazuje da postoji prenos sa
majke na novorodence. Medutim, funkcija 3-epi-25(OH)D3 do danas nije poznata, iako
je proSlo nekoliko godina od njegovog otkri¢a. Takode, ne postoje smernice u pogledu
tumacenja koncentracija 3-epi-25(OH)Ds prisutnog u krvi od strane zvanicnih institucija.
Vazece preporuke I0OM se odnose samo na koncentracije ukupnog 25(OH)D od 20 ng/mL
(50 nmol/L) potrebne za oCuvanje zdravlja kostiju, dok se koncentracije ispod 12 ng/mL

(30 nmol/L) povezuju sa nedostatkom ovog vitamina (179,

Da bi se postiglo optimalno zdravlje, vazno je da Zene u reproduktivnom dobu, trudnice
i njihova deca uzimaju preporucene koli¢ine vitamin D (RDA) od 600 1U/dan (15 pg/d)
za 0sobe od 1-70 godina starosti i 400 1U/dan (10 pg/d) za novorodencad (0-12 meseci)
(182) §to je detaljno opisano u poglavlju 2.6. Medutim, postoje situacije u kojima i pored

redovnog uzimanja prenatal nih multivitaminskih preparata sa vitaminom D, trudnice nisu

138



u stanju da dostignu preporucene koncentracije vitamina D u krvi (4 236.2%) Podaci
dostupni za opStu populaciju u Srbiji ukazuju da je unos vitamina D znatno ispod

preporucenog nivoa od 15 pg/dan (391.409),

Detaljnim uvidom u nacin ishrane i navike u ishrani trudnica primeceno je da su trudnice
u kontrolnoj grupi uzimale viSe suplemenata sa vitaminom D u odnosu na trudnice sa
preeklampsijom, iako nije bilo statisticki znaCajne razlike u unosu suplemenata niti u
ukupnom unosu vitamina D iz svih egzogenih izvora. Razli€ite navike u ishrani trudnica
sa preeklampsijom ogledale su se u veéem unosu proizvoda od belog brasna, mesa i
preradevina, dok unos voca, povréa, mleka i mlecnih proizvoda nije dostigao preporuceni
nivo porcija na dan. Prema preporukama vodica za potrebne dnevne porcije hrane (eng.
Food Guide Servings), u trudnoci treba ukljuciti 2 do 3 dodatne porcije bilo koje od Cetiri
grupe namirnica na dnevnom nivou %), Trudnice sa preeklampsijom su uzimale 12
porcija (10 porcija proizvoda od brasna i 2 porcije mesa) vise u odnosu na broj preporucen
u trudnoéi, dok unos porcija mleka, voca i povréa nije bio dovoljan. Sa druge strane,
trudnice u kontrolnoj grupi su prekoracile preporuceni unos porcija za voce i povrce, kao
i porcija zitarica i mesa (Tabela 12). Zakljucci nekoliko studija, u kojima su ucestvovale
majke sa preeklampsijom i bez nje, ukazuju na mogudéi korisni efekat povecanog unosa

voca i/ili povréa (dijetarnih vlakana i polifenola) na preeklampsiju (422 423),

Trudnice sa preeklampsijom imale su veéi BMI pre trudnoce i na samom porodaju u
odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 10). Ve¢em BMI na porodaju kod trudnica sa
preeklampsijom verovatno je doprineo povecan broj unetih porcija prostih ugljenih
hidrata, mesa i ulja na dnevhom nivou, a samim tim veci unos proteina i ve¢i ukupni
energetski unos. Vec¢i BMI na porodaju kod trudnica sa preeklampsijom potencijalno je
mogao da utice na njihovu smanjenu koncentraciju 25(OH)D u krvi, jer je ranije utvrdeno
daje povecanje udela masnog tkiva i BMI u negativnoj korelaciji sa statusom vitamina D
(424 lako je procenjeni dnevni unos bio sli¢an kod trudnica sa preeklampsijom i bez nje,
trudnice sa ve¢im BMI mogle su tokom vremena deponovati vise cirkuliSuceg 25(OH)D
u masno tkivo #2442 j yginiti ga nedostupnim, $to je moglo doprineti nizem statusu

vitamina D koji je registrovan u PE grupi.
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Rezultat ove studije, koji treba posebno istaci, je visoka zastupljenost nedovoljnog i
neadekvatnog statusa vitamina D kod trudnica i novorodencadi (Slika 16 i Slika 17).
Slicni rezultati za status vitamina D su dobijeni kod trudnica sa preeklampsijom u Indiji
(PE grupa: 9.7+4.95; kontrolna grupa: 14.8+6.68 ng/mL vitamina D) koje nisu uzimale
suplemente vitamina D 29), U studiji sprovedenoj u Iranutokom zimskih meseci trudnice
su imale neSto vece koncentracije 25(OH)D u krvi (PE grupa: 15.3+13.6; kontrolna
grupa: 23.3+15.3 ng/ml) 119 najverovatnije zbog povecéane endogene sinteze vitamina D
usled juznijeg geografskog poloZaja Irana, a time i povecanog UVB zraCenja u odnosu na
Srbiju. U kriti€kom osvrtu na deficijenciju vitamina D kod majki i novorodencadi u
zemljama koje se nalaze na sli¢noj geografskoj Sirini kao i Srbija, uCestalost deficijencije
se kretala od 36 do 72 % (%> 236), Nedavno objavljena studija pokazala je prisustvo teske
deficijencije kod 55.7 % zdravih majki i novorodencadi iz Turske (1, Medutim, ¢ak i sa
suplementacijom od 400 1U/dan vitamina D, uCestalost teSke deficijencije moze biti i do
50 % @39, To je vrlo sli¢no rezultatima dobijenim u naSoj studiji gde je vise od 50 %
trudnica sa preeklampsijom bilo u teSkoj deficijenciji vitamina D i pored suplementacije
od u proseku 250 1U na dan.

Poredec¢i majke i njihovu novorodencad, nivo 25(OH)Dz u krvi pupCane vrpce iznosio je
70.4 % od vrednosti nivoa majki iz kontrolne grupe i 81.1 % PE grupe. Ovi rezultati suu
saglasnosti sa tipi¢nih 75% vrednosti detektovanih kod novorodencadi u odnosu na
vrednosti 25(0OH)Ds u krvi njihovih majki ©27). Deficijencija vitamina D (ukupan
25(0OH)<12 ng/mL) bila je rasprostranjena ne samo medu ispitivanim trudnicama vec€ i
kod 80 % novorodencadi, dok je 74 % novorodencadi majki sa preeklampsijom (PE
grupa) i 46 % novorodencadi kontrolne grupe bilo u teSkoj deficijenciji (<10 ng/mL).
Sli¢na situacija zabeleZena je u studiji u Tunisu gde je u teSkoj deficijenciji bilo 84 %
ispitaninh novorodencadi Cije su majke imale preeklampsiju “?®. Nedavno objavljeni
rezultati kohort studije sprovedene u SAD (1959-1966) pokazuju daje bilaprisutnavelika
uCestalost deficijencije vitamina D majki i novorodencadi pre programa obogacenja
namirnica vitaminom D “2). Time je pokazano da je ova problem bio prisutan u
razli¢itim regionima, ali da se on moZe ublaziti obogacivanjem namirnica vitaminom D i
adekvatnom suplementacijom. Velika uCestalost nedostatka vitamina D medu ispitanim

trudnicama/majkama i novorodencadima, utvrdena u naSoj studiji, ukazuje da je ova
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populacija u povecanom riziku za nastanak bolesti kostiju 39431 j da je potrebno uvesti

suplementaciju vitaminom D da bi se korigoval o ovo stanje.

Medutim, potrebno je oprezno pristupiti klasifikaciji u kategorije (nedostatak, nedovoljan
i adekvatan) naosnovu statusavitaminaD. Naime, relativno visoke vrednosti procentnog
udela 3-epi-25(OH)Dz u ukupnom sadrzaju 25(OH)D, dobijene pomoéu LC MS/MS,
pokrenule su pitanje da li treba sadrZzaj 3-epi-25(OH)Ds uraCunati pri interpretaciji
rezultata za odredivanje statusa vitamina D. Ovo pitanje je vazno zbog daljeg odredivanja
adekvatnog tretmana u zavisnosti od kategorije statusa vitamina D, ali do sada se malo
zna o ulozi 3-epi-25(0OH)Ds3. Dakle, neophodno je bolje razumeti ulogu 3-epi-25(0OH)D3
u organizmu da bi se postigao dogovor o odgovaraju¢im grani¢nim vrednostima za
tumacenje koncentracija metabolita vitamina D u krvi. Grani¢ne vrednosti mogu biti
uspostavljene i potvrdene u novim studijama sa jaCim dokazima o zdravstvenim
ishodima, o funkcijama i znacaju metabolita vitamina D. lako je vecina novorodencadi
imala nedostatak vitamina D, 3-epi-25(OH)Ds je bio prisutan u svim uzorcima, njegova
koncentracija odredena je pomoc¢u LC MS/MS u krvi iz pupCane vrpce. Procentni udeo
3-epi-25(OH)Ds3 u sadrzaju ukupnog 25(0OH)D3 bio je 7.1 % u kontrolnoj grupi i 8.1 %
u PE grupi novorodencadi, u poredenju sa 10 % dobijenih za zdravu novorodencad u
Kanadi Cije su majke uzimale suplemente vitamina D 32, Veci udeo 3-epi-25(0OH)Ds
(43 %) detektovan je kod novorodencadi mladih od mesec dana, koja su rodena u
zimskom period u Spaniji 9. Medutim, koncentracija 25(0OH)D3 kod $panskih (30.4
ng/mL) i kanadskih (26.1 ng/mL) novorodencadi bila je skoro tri puta vec¢a nego kod
novorodencadi u naSoj studiji (kontrolna grupa: 9.88 ng/mL; PE grupa: 8.11 ng/mL)
ukazujuci da udeo 3-epi-25(OH)Dz moZe biti povezan sa ukupnom koncentracijom
25(OH)Dsi/ili suplementacijom vitaminom D. Kao $to je navedeno ranije, nije nadena
znacajna razlika u koncentraciji 3-epi-25(OH)D3sizmedu novorodencadi PE i kontrolne
grupe, ai je prisutna mala razlika u udelu 3-epi-25(OH)Ds u koncentraciji ukupnog
25(0OH)Ds3, koja bi se mogla objasniti manjom gestacionom staro$¢u novorodencadi u PE
grupi, jer je ranije zapazeno da su procentna zastupljenost 3-epi-25(0OH)Dz u ukupnom
25(0OH)Dsi godine starosti obrnuto proporcionalni % 112, Naime, novoroden¢ad majki

sa preeklampsijom rodena su nedelju dana ranije u odnosu na kontrolnu grupu (manja
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gestaciona starost), zbog Cega bi mogli imati nizi procentni udeo 3-epi-25(0OH)D3 u

ukupnom 25(OH)D3 u odnosu na kontrolnu grupu.

Samo poreklo i uloga 3-epi-25(0OH) D3 nisu do sada poznati.Postoji svega nekoliko studija
sa novorodencadima koje ukazuju da do povecanja koncentracije 3-epi-25(OH)Ds u krvi
dolazi nakon suplementacije vitaminom D i da je prisutan dozno-zavisni odgovor kod
novorodencadi tokom prve godine Zivota (19 4%2) Zamiljivo je da u studiji na odraslim
pacovima endogena sinteza 3-epi-25(OH) D3 zavisila od unosa holekalciferola, gde je na
suplementaciju holekalciferom veci odgovor zabeleZen kod Zenki u odnosu na muzjake
(117, To je otvorilo pitanje da li postoje i na humanom nivou razlike u odgovoru na
suplementaciju kod muskih | zenskih osoba. Da bi se bolje razumeo znacaj, uloga i
funkcija 3-epi-25(OH)Ds u trudnodi i kod novorodencadi, neophodne su nove studije na

humanom i animalnom modelu u buduénosti.

Kada se u trudnoci razvije diabetes mellitus tipl dodatno je povecan rizik za nastanak
preeklampsije “33), Nedavno je kod trudnica sa dijabetesom tip 1 pronadena povezanost
3-epi-25(0OH)D3i HbA1c, kljuénog markera kontrole glikemije“34). Ne postoje podaci o
povezanosti  3-epi-25(0OH)Ds i preeklampsije, ai je povezanost vitamina D i
preeklampsije proucavana, o ¢emu je detaljno pisano u poglavlju 2 ove doktorske teze.
Bodnar i saradnici su pronasli da nedostatak vitamina D kod trudnica moze biti jedan od
faktora rizika za razvoj teSkog oblika preeklampsije, ali ne i blazih oblika bolesti.
Preeklampsija se smatra teSkom, kada je krvni pritisak visi od 160/110 mmHg ili su
prisutni proteinurija (5 g/24 Casa), edem pluda ili konvulzije “?. Na osnovu ovih
kriterijuma, 97 % trudnica sa preeklampsijom, ispitivanih u naSoj studiji, imalo je krvni
pritisak viSi od 160/110 mmHg dok im je koncentracija u krvi ukupnog 25(OH)D bila
ispod 20 ng/mL. Smatra se da je ispod granice od 20 ng/mL za 25(OH)D ugrozZena
produkcija 1,25-(OH)2D, aktivnog oblika vitamina D. | zaista, kod 43 % trudnica
(n=12/28) testiranih u naSoj studiji i kod 76 % trudnica sa utvrdenim nedostatkom
vitamina D (n=13/17), koncentracija 1,25-(OH).D bilaje ispod 60 pg/mL (156 pmol/L),
Sto je preporuceni minimum u treCem trimestru trudnoce. Medutim, kod trudnica, Cija je
koncentracija ukupnog 25(OH)D u plazmi bila iznad 12 ng/mL (11/11), sadrzaj 1,25-

(OH)2D bio je u preporucenim granicama za treci trimester trudnoée od 60-119 pg/mL
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(156-309 pmol/L) “39), sugeriSuci adekvatnu sintezu 1,25-(OH).D. Na osnovu ovih
rezultata moze se zakljuciti da ugrozena produkcija 1,25-(OH) 2D moze biti ocekivana
kod 78 % novorodencadi sa nedostatkom vitamina D koji su uCestvovali u nasoj studiji
(PE grupa: 87 %; kontrolna grupa: 59 %), ali zapremina uzoraka krvi novorodencadi nije

bila dovoljna da bi se to i analiticki potvrdilo.

Poznato je iz ranijih istraZzivanja (opisanih u poglavlju 2) da je teSka preeklampsija
povezana sa velikim rizikom za neZeljene perinatalne ishode, kao $to su zastoj u razvoju
novorodenceta i preveremeno rodenje (419 436-438) Takode je nedostatak vitamina D u
trudno€i doveden u vezu sa povecanim rizikom od porodaja carskim rezom i bakterijskim
vaginalnim infekcijama (bacterium vaginosum) “17: 418, 439) U nadoj studiji 52 %
novorodencadi PE grupe i 8 % kontrolne grupe rodeno je pre vremena, pre 37 nedelje
gestacije, dok je njih 20 % bilo malo za gestacioni uzrast (eng. small for gestational age
-SGA). U isto vreme, 70 % trudnica sa preeklampsijom porodilo se carskim rezom, u
poredenju sa svega 3.3 % u kontrolnoj grupi. Povrh toga, koncentracija kalcijuma u krvi,

kao i ukupni z-skor bili su nizi kod novorodencadi majki sa preeklampsijom.

Rezultati ove studije pokazali su daje potreba za nutritivnim intervencijama neminovna,
kako bi se poboljSali zdravstveni ishodi trudnica i novorodencadi u Srbiji. Prednost ove
studije je Sto je omogucila sagledavanje razliitih navika u ishrani i nainu Zivota trudnica
sa preeklampsijom i bez nje i sakupljanje detaljnih informacija o unosu vitamina D iz
egzogenihizvora (namirnicai suplemenata) tokom zimskog periodalz dobijenih rezultata
proistiCe potreba za prenatalnom edukacijom buduéih trudnica i majki da bi se smanjili
rizici po zdravlje usled nezdravih navika u ishrani i naCina Zivota u trudnoéi. Svakako,
ova studija nije bez ogranicenja od kojih su neka: nedostatak kontrolnih mehanizama za
proveru stvarne konzumacije suplemenata vitamina D, jednokratno sakupljanje uzoraka,
kao i ograniCen broj trudnica sa preeklampsijom za ukljuCivanje u studiju. Ova studija je
sprovedena u Klinickom Centru Srbije, koji je najveci centar za leCenje trudnica sa
preeklampsijom u Srbiji, ali je za potrebe sagledavanja situacije preeklampsije na nivou

cele zemlje ipak potrebno sakupiti uzorke i iz drugih zdravstvenih centara Sirom Srbije.
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5.3 Préiminarno ispitivanje statusa vitamina D kod trudnica sa
preeklampsijom i bez njei njihovih novor odencadi rodenih prevremeno

Cilj ove studije bio je daseispita status vitamina D kod trudnica sa preeklampsijom i bez
nje u Kanadi, zemlji u kojoj su namirnice obogacene vitaminom D, kao i da se sagleda
promenakoncentracije 3-epi-25(0OH)Ds kod novorodencadi tokom prvih nekoliko nedelja
Zivota. Pored toga, analiza sadrZaja ukupnog 25(OH)D, 25(OH)D3 i udela 3-epi-
25(OH)Ds kod prevremeno rodenih beba imala je za cilj sagledavanje uloge 3-epi-
25(0OH)D3, u smislu da li se razlike u njegovom sadrZzaju mogu primenjivati za

predvidanje rasta koStane mase u vremenu punog termina trudnoce.
5.3.1. Vitamin D kod trudnica sa preeklampsijom i bez nje

U ovoj preliminarnoj studiji sa malim brojem trudnica utvrdeno je da ucesnice nisu
koristile suplemente i daje kod trudnica sa preeklampsijom u odnosu na zdrave trudnice
primecen trend niZeg statusa vitamina D, odredenog preko ukupnog sadrzaja 25(OH)D
(PE:13.10 + 6.58 ng/mL; kontrolna grupa: 16.03 + 8.83 ng/mL, p=0.514), ai razlika
izmedu grupa nije bila statistiCki zna€ajna (Tabela 15). U Kanadi je u nedavnoj studiji sa
velikim brojem ucesnica, koju su sproveli Achkar i saradnici, zabeleZen nesto veci status
vitaminaD (ukupan 25(OH)D u PE:18.88 + 7.08 ng/mL ; u kontrolnoj grupi: 20.92 + 6.88
ng/mL, p<0.0001).Ova studija je sprovedena tokom cele godine, a ne samo u zimskom
periodu kada je zbog minimalne endogene sinteza vitamina D ocCekivan nizi sadrzaj
ukupnog 25(0OH)D u krvi 89, U poredenju sa trudnicama iz Srbije koncentracije ukupnog
25(0OH)D bile su slicne, ali se primecuje niZa koncentracija prisutna kod trudnica sa
preeklampsijom u Srbiji (PE:11.24 + 5.12 ng/mL; kontrolna grupa: 16.10 + 5.54 ng/mL,
p=0.0001). Takode su utvrdene razlike u BMI trudnica sa preeklampsijom u Srbiji
(BM1=30.5 £ 6.8) u odnosu na trudnice sa preeklampsijom iz Kanade (BM1=28.9+ 4.1).
Ovo je moglo dodatno uticati na njihovu smanjenu koncentraciju 25(OH)D u krvi, i time

smanjenu bioraspoloZivost usled veceg taloZenja vitamina D u masnom tkivu.

ZabeleZena veca koncentracija 25(OH)D2 u krvi kontrolne grupe ispitanih trudnica
najverovatnije je rezultat povecanog unosa vitamina D2 iz namirnica biljnog porekla

prirodno bogatih ovim vitaminom (kvasac, peCurke itd.), jer se u Kanadi namirnice
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najvise obogacuju vitaminom D3z zbog njegove bolje bioraspoloZivosti. Smanjen odnos
25(0OH)D3:24,25-(0H)2D3 u grupi trudnica sa preeklampsijom (u odnosu na kontrolnu
grupu) reflektuje manju koncentraciju 25(OH) D3 prisutnu kod ovih trudnica, iako razlika
u sadrzaju 25(OH)D3 izmedu dve grupe trudnica nije bila statistiCki znaCajna, na $ta je
svakako uticao mali broj u€esnica u svakoj od ispitivanih grupa i ispitivanje znacajnosti
razlike medu grupama primenom neparametrijskih testova (Man-Whitney). Povecanju
srednje vrednosti  procentnog udela 3-epi-25(OH)D3s u ukupnoj koncentraciji 25(0OH)D3
kod trudnica sa preeklampsijom, u odnosu na kontrolnu grupu, najvise je doprinela velika
koncentracija ovog metabolitakod dve trudnice. Ove trudnice nisu prijavile koris¢enje
suplemenata vitamina D. Kako nije bilo detaljnog uvida u unos namirnica i navike u
ishrani trudnica, pretpostavlja se da je unos namirnica obogacenih vitaminom D kod njih

bio povecan.

Nedostatak vitamina D (ukupan 25(OH)D<12ng/mL) bio je prisutan kod 57% trudnica sa
preeklampsijom iz Kanade, koje su se porodile prevremeno u odnosu na 35% trudnica
registrovanih u kontrolnoj grupi, dok je nesto veci broj (67%) registrovan kod trudnica u
Srbiji 49, Medutim, u ovoj studiji detalji o unosu vitamina D kod trudnicau Kanadi nisu
bili dostupni, tako da se njihov unos ne moZe direktno uporediti sa unosom vitamina D
kod trudnica iz Srbije, u koji imamo uvid. Evidentno je da su trudnice u Srbiji
konzumirale suplemente vitamina D (u proseku 2501U), dok je kod njih registrovan jako
mali unos vitamina D iz namirnica. Sa druge strane, trudnice iz Kanade nisu uzimale
suplemente, ali su im bile dostupne namirnice obogacene vitaminom D, Siroko
rasprostranjene na trzistu. Medutim, prethodne studije pokazuju da i sa suplementacijom
od 400 IU/dan vitamina D, uCestalost deficijencije moZe biti i do 50% 239), |z toga
proistiCe pitanje: koja je to doza suplemenata vitamina D dovoljna da zadovolji potrebe
trudnica u uslovima kada namirnice jesu/nisu obogacene vitaminom D? Haugen i
saradnici ispitujuci povezanost unosa vitamina D iz namirnica i suplemenata u zimskim
uslovima sa razvojem preeklampsije u Kanadi, gde se sprovodi program obogacivanja
namirnica vitaminom D, pronasli su da dnevni unos od 400-600 IU vitaminaD smanjuje
rizik za nastanak preeklampsije za 27% “19). Achkar i saradnici sugeri$u da, bez obzira
na unos obogacenih namirnica, potrebna je doza od 600 IU/dan vitamina D, kako bi se
postigao preporucen status vitamina D u krvi (25(0OH)D >20 ng/mL) 84, Upravo

koncentracije ukupnog 25(OH)D nize od 20 ng/mL odgovaraju neadekvatnom statusu i
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deficijenciji vitamina D, §to se u trudnoCi povezuje sa rizikom za preveremeni porodaj
(441, 442) i za razvoj teSke preeklampsije “2, koja se najceSce razvija pre 34 nedelje
trudnoce ¥, Trudnice sa preeklampsijom u Kanadi i u Srhiji, ispitivane u okviru ove
doktorke teze, imale su teSki oblik preeklampsije, koji je dijagnostikovan ve¢ u drugom
trimestru trudnoce, sa istovremeno utvrdenim neadekvatnim statusom vitamina D
(ukupan 25(0OH)D<20ng/mL) kod skoro svih ispitanih trudnica Trudnice sa
preeklampsijom u Kanadi porodile su se prevremeno, Sto je u skladu sa prethodnim

saznanjima (4% 442),

Sumiranje rezultata dobijenih iz studija sa majkama sa preeklampsijom i bez nje, u Srbiji
i Kanadi, dovodi do zakljucka da je u cilju smanjenja rizika za nastanak preeklampsije,
ali i preveremenog porodaja kod trudnica, potreban adekvatan unosvitaminaD. U nekim
studijama sugerisano je da je u trudnoci potrebno uzimati dozu od 600 IU/dan vitamina
D u vidu suplemenata, kako bi se postigao preporucen status vitamina D u krvi (25(OH)D
>20 ng/mL). Ova doza bi mogla biti korigovana ukoliko na trzistu postoje namirnice
obogacene vitaminom D. Preporuke Ministarstva javnog zdravlja u Srbiji trebalo bi
azurirati i ukazati na potrebe za posebnom strategijom kako bi se pojava preeklampsije
kontrolisala. Takva strategija zahtevala bi najpre edukaciju mladih buducih majki o
vaznosti vitamina D i njegovim izvorima, i stimulaciju za povecan unos ovog vitamina
kao i kontrolisano izlaganje UVB zraCenju (kada je moguca endogena sinteza vitamina
D). Dodatno bi trebalo razmotriti obogacivanje namirnica vitaminom D na nivou cele

Srbijei/ili propisati preporuke za suplementaciju obaveznu u zimskom periodu.

5.3.2. Status vitamina D kod novorodencadi rodenih prevremeno

Kao §to je prikazano u tabeli 16 rezultati novorodencadi rodenih pre termina, Cije su
majke imale preeklampsiju nisu se znaCajno razlikovali od kontrolne grupe u pogledu
gestacione starosti, vrednostima za apgar skor u prvom i petom minutu, kao ni u
antropometrijskim parametrima na rodenju (duZina, telesna masa i obim glave). Takode,
izmedu grupa novorodencadi, nije bilo znaCajne razlike u koncentraciji analiziranih
metabolita vitamina D u prvoj nedelji Zivota. UoCeno je da obe grupe novorodenacad
imaju vece koncentracije ukupnog 25(OH)D u odnosu na svoje majke. Razlog tome je

suplementacija vitaminom D, kojom su novorodencad bila izloZzena odmah nakon
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rodenja, a uzorak krvi uzet je krajem prve nedelje Zivota. Dakle, efekat suplementacije
uocCava se ve¢ nakon nekoliko dana.

Kako na poCetku pracenja statusa vitamina D kod prevremeno rodenih beba (majki sa PE
i bez nje) nije bilo znacajne razlike izmedu grupa ni u jednom od posmatranih parametara
(Tabela 16), i kako su sva novorodencad (n=19) bila podvrgnuta istom tretmanu u procesu
suplementacije vitaminom D, grupe su objedinjene. Kod novorodencadi je pracen unos
vitamina D i promene u koncentraciji 3-epi-25(0OH)D3, kao i povezanost sadrZaja
metabolita vitamina D i parametara kostiju (mineralnog sadrzaja i mineralne gustine
kostiju po jedinici povrSine, procenjenih na osnovu DXA snimaka) u toku prvih pet

nedelja Zivota.
ZnacCajan porast unosa vitamina D primecen je nakon trece nedelje Zivota u odnosu na

rodenje, a zatim i porast u petoj i Setoj nedelji Zivota (Tabela 17). Porast u unosu vitamina
D odgovara poveéanom unosu mleka, i to ispumpanog majcinog mleka, humanog
obogacenog mleka i ukupne parenteralne ishrane, gde nije striktno bilo unapred odredeno
koliko ¢e novorodencad uzeti vitamina D, vec je to zavisilo od njihove ukupne ishrane i
telesne mase. U prve Cetiri nedelje nije u proseku postignut preporuceni dnevni unos za
vitamin D od 10 pg (400 IU), ali je status vitamina D ve¢ krajem prve nedelje Zivota
(19.71 = 7.38 ng/mL) bio vrlo blizak preporukama od 20 ng/mL ukupnog 25(OH)D.
Treba napomenuti da se radi o bebama vrlo male telesne mase na osnovu koje je
preraCunata potrebna koli€ina vitamina D, koja se na osnovu skoro adekvatnog prose¢nog
statusa vitamina D ispostavila dovoljnom.

Odgovor na kontinuiranu suplementaciju vitaminom D, prikazanu u Tabeli 17, tokom 5
nedelja ispoljen je znaCajnim povecanjem sadrZaja svih analiziranih metabolita vitamina
D (25(0OH)D3, 3-epi(25-OH)Ds i 25(0OH)D2 ) u plazmi, osim 24,25-(0OH).Ds (Tabela 18).
Sli¢no rezultatima nase studije, studija sa preveremno rodenom novorodencadi u Irskoj,
nakon 6 nedelja kontinuirane suplementacije od 10 ug (400 1U) vitamina D na dan, pored
unoSenja vitamina D iz mleka, utvrdila je poveéanje koncentracije ukupnog 25(OH)D
preko 30 ug/mL, dok drugi metaboliti vitamina D nisu odredivani #44). Ispitujuci odgovor
na suplementaciju vitaminom D tokom prve godine Zivota novorodencadi uocen je porast
sadrZaja ukupnog 25(OH)D, 25(OH)D3i 3-epi(25-OH)D3u prvatri meseca. Koncentracija
3-epi(25-OH)D3 je zatim opadala kontinuirano u periodu od 3. do 12-og meseca Zivota

novorodencadi, bez obzira na davanu dozu vitamina D 1%), U interventnoj studiji Jones-

147



ai saradnika, prevremeno rodenim novorodencadima davano jel0 pg -20 pg (400 1U -
800 1U) vitamina D na dan tokom perioda od 8 nedelja. Kao i u naSoj studiji uocen je
znaCajan porast koncentracija 25(0OH)D3, 3-epi-25(0OH)D3 i odnosa 25(OH)Da:
24,25(0H) 2D3 445),

U naSoj studiji koncentracija 24,25(0OH) 2D nije se znacano menjala tokom prvih pet
nedelja Zivota novorodencadi i pored porasta u koncentraciji ukupnog 25(OH)D, §to je
takode primeéeno u studiji Jones i saradnika, u toku 4 nedelje 4%, Ovaj “zastoj” u C-24-
hidroksilaciji ukazuje na nemogucénost novorodencadi da izvrSe hidroksilaciju 25(OH)D3
molekula na poloZaju C-24 kada je povecan unos vitamina D u organizam, pa je moguce
da je proces epimerizacije na C-3 atomu neka vrsta kompenzacije. “Zastoj” u C-24-
hidroksilaciji primeéen je nedavno u studijama sprovedenim na deci i odrasima (45 446),
u kojima se sugeriSe da se aktivnost CYP24A1 enzima, kljucnog za hidroksilaciju, moze
proceniti sagledavanjem odnosa 25(0OH)D3: 24,25(0H) 2Ds. Povecanje odnosa 25(0OH)Ds
: 24,25(0H) 2D3 tokom naSe studije, kao i zabeleZene vece vrednosti u odnosu na stariju
decu i odrasle (14144 govore u prilog teoriji da postoji neka vrsta “zastoja” u ekspresija
enzima CYP24A1 kod prevremeno rodene novorodencadi dok organizam ne postigne
punu zrelost. “Zastoj” u ekspresiji utvrden je, takode, za neke druge enzime kod
preveremeno rodene novorodencadi 7). Zhou i saradanici obrazlaZu da najverovatnije
autoregulatorna petlja koja ukljucuje i CYP24A1 zahteva odredeno vreme prilagodavanja
i potpunog sazrevanja nakon rodenja, ali ostavlja se moguénost da i neki drugi faktori
mogu uticati na ekspresiju CYP24Al i da su nephodna dalja istraZzivanja na ovom

poljut48),

Dodatno, postoji mogucénost da povecane vredosti 3-epi-25(OH)Ds3 i odnosa 25(0OH)Ds
24,25(0H) 2Ds daju neku vrstu fizioloSke prednosti prevremeno rodenoj deci, ali i dalje
ne postoje dokazi zato 49, Prethodno je pokazano da odnos 25(0H)Ds: 24,25(0H).D3
linearno raste sa povecanjem koncentracije 1,25(0OH)2D u periodu velikog zahteva za
kalcijumom i fosforom, $to je slu€aj u trudnoéi 49 i periodu intenzivnog rasta %0
Samim tim moguce je da povecane vrednosti odnosa 25(OH)D3: 24,25(0H) 2Ds ukazuju
da je omogucena poveéana koncentracija dostupnog supstrata 25(OH)D3 za nastanak

1,25(0OH)2D3 na racun smanjene koncentracije 24,25(0OH) 2D3s, mada u ovoj studiji nije
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bilo uvida u koncentraciju 1,25(OH) 2Dz u plazmi novorodencadi. Koja koli€ina osnovnog
supstrata 25(OH)Ds je potrebna za adekvatnu produkciju 1,25(OH) 2D3 i oba metabolita
3-epi-25(OH)D3 i 24,25(0H) 2D3 ostaje da se ispita u buduénosti, kao i da li 3-epi-
25(OH)D3 i 24,25(0OH) 2Dz imaju ulogu u razvoju i metabolizmu kostiju. Neki autori
predpostavljaju da bi 24,25(0OH)2Ds mogao da ima uticaj na kosti, posebno u zarastanju

preloma, ali jo$ uvek ne postoje ¢vrsti dokazi za to €394,

Sa druge strane povecana koncentracija 3-epi-25(OH)Dz u plazmi odraslih Zivotinja
tretiranih dijetama sa 3-epi-25(0OH) D3 nijeimala negativan uticaj na kosti u poredenju sa
regularnim oblikom 25(0OH)D3 (119, Interesantno je da je kod novorodendadi u nasoj
studiji poveCana koncentracija 3-epi-25(OH)Dz u plazmi nakon pet nedelja
suplementacije vitaminom D bila u korelaciji sa poveéanim mineralnim sadrzajem
(BMC) i mineralnom gustinom (BMD) ki¢menih prsljenova L1-4 (Tabela 19). Ipak treba
uzeti u obzir daje ova studija sprovedena na jako malom uzorku i da je neophodan dalji
rad da bi se odredilo da li zaista ima prednosti na rast i razvoj ova jedinstveni
metabolizam vitamina D kod novorodencadi. Direktan uticaj 3-epi-25(OH)Ds na rast i
razvoj kostiju najadekvatnije bi bilo ispitati na animalnom modelu u fazi intenzivnog
rasta, kao Sto su mladi pacovi, prasi¢i ili zeCevi. Preliminarnim istraZivanjem u
laboratoriji na McGill zakljuceno je da bi merenje promena u BMC i BMD i koncentraciji
3-epi-25(OH)D3 u plazmi u odnosu na ukupni 25(0OH)D najociglednije bilo na modelu
mladih pacova u odnosu na mlade prasic¢e, miseve, zeceve i zamorcice 116, Dodatno, L3
pacova je najsli¢niji humanom L3 prsljenu pa je moguce sagledati da li zaista povecana
koncentracija 3-epi-25(OH)Ds ima efekat na BMC i BMD ki¢menih prsljenova.

Predhodno je pokazano da su novorodencad rodena prevremeno, i mala za svoj uzrast, u
riziku za suboptimalni rast i smanjenu mineralizaciju kostiju merenu preko BMC u
odnosu na novorodencad rodenu u punom terminu. Ovaj rizik se povecava u trudno¢ama
sa komplikacijama (87 451, Posebno se istice efekat rasta i razvoja koStane mase u
najranijem dobu na predvidanja i ostvarivanja rasta kostane mase kod odraslih ljudi ¢5%
452) Takode, se isti¢e vaznost majéinog mleka i adekvatne ishrane, koja ukljuéuje vitamin
D i kalcijum, u prvim danima Zivota za rast i razvoj kostiju i celog tela “% kod

prevremeno i u terminu rodene novorodencadi #5445, Prethodna istraZivanja o
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povezanosti ishrane i rasta kostiju kod prevremeno rodenih novorodencadi pokazala su
da dopunska minimalna enteralna ishrana uti¢e na poveéanje mineralnog sadrZaja kostiju
femura i kicmenih prsljenova 57, Kod prevremeno rodene novorodencadi, kojanisu bila
izloZzena nikakvom dopunskom tretmanu osim majcinog mleka ili humane formule,
zabeleZene su niZe vrednosti BMC i BMD ki¢menih prsljenova u odnosu na decu rodenu
u terminu iz trudnocda bez komplikacija “%8),

Prema naSim saznanjima do sada nije poznato da li i na koji nacin 3-epi-25(OH)D3 moze
uticati narast i razvoj kostiju kod prevremeno rodenih beba. Ovo jejednaod prvih studija
koja posmatra 3-epi-25(OH)Dz kod prevremeno rodenih beba. Takode, ovo je prva
studija kojom se skreée paZnja na potencijalno predvidanje mineralizacije kostiju
novorodencadi na osnovu koncentracije 3-epi-25(OH)Ds i ukupnog 25(OH)D, jer je
pokazano da su koncentracije ukupnog 25(OH)D i 3-epi-25(0OH)D3 u pozitivnoj korel aciji
sa sadrzajem minerala i mineralnom gustinom ki¢menih prsljenova, u vreme punog

termina preveremno rodene novorodencadi.

150



5.4 Uticaj C-3a-epimera 25-hidroksivitamina Dz iz endogenih i
egzogenih izvora narast kostiju kod mladih Sprague Dawley pacova

Studija na mladim Sprague Dawley pacovima sprovedena je u cilju razumevanja
bioloSkog odgovora kostiju na izlozenost C-3a- epimeru 25-hidroksivitamina D3 (3-epi-
25(0H)Ds3), iz endogenih i egzogenih izvora, pratCenjem zavisnost telesne mase,
mineralizacije i gustine Kkostiju kostiju kod izloZenih Zivotinja. Pregled literaturnih
podataka o 3-epi-25(OH)D3, koji ukazuju na znaCaj ovakvih istraZivanja, dat je u
poglavlju 2.3. Ukratko, koncentracija 3-epi-25(OH)D3 kod novorodencadi je znaCajno
povecana u odnosu na odrasle ljude, €ineci i do 60% od ukupnog 25(OH)D u poredenju
sa 17% kod odraslih osoba (50 100. 105, 106) Prigytnost 3-epi-25(OH)D3 u tako velikom
procentu kod novorodencadi namece pitanja o njegovom poreklu, izvorima i funkcijama,
koje su trenutno nepoznate. Poceci istraZzivanja reakcije epimerizacije 25(OH)Ds3, u
okviru metabolizma vitamina D, poklapaju se sa nedavnim otkricem 3-epi-25(OH)Ds
metabolita. Svi glavni metaboliti vitamina D mogu podleci reakciji epimerizacije, koja
je fizioloski proces u regulaciji pojedinih steroidnih hormona (18, Epimeri 25(OH)Ds, C-
3o i C-3B, imaju identicnu hemijsku strukturu, dok je osnovna razlika medu njima

prisutna asimetrija hidroksilne grupe na poziciji C-3 8,

Prethodne in vitro studije pokazale su da 3-epi-25(OH) D3 prati slican metabolicki put kao
i 3p-oblik 25(0OH)Ds “7). Medutim, 3-epi-1,25(0H)2D3 i 3-epi-25(0OH)Ds imaju manji
afinitet vezivanja za vitamin D-vezujuci protein (~36—46%) i za vitamin D-receptor (~2—
3%) u poredenju sa 3B- oblicima 25(OH)Ds i 1,25(0H).D3 “7). | pored smanjenog
afiniteta vezivanja za receptor vitamina D, 3-epi-1,25(0OH)2D ima skoro identi¢an efekat
kao 1,25(0OH)2D na sekreciju PTH u paratiroidnim éelijama govedeta %) i sintezu
surfaktanta u alveolarnim ¢elijama 9. Sa druge strane, odgovor kalcijuma zabelezen u
Caco-2 Celijama u prisustvu 3-epi-1,25(0H)2D je smanjen “& 459, U in vivo studiji na
odraslim glodarima zabeleZen je dozno-zavisni odgovor endogene konverzije 3-epi-
25(0OH)D3 nakon izlaganja holekalciferolu, bez uticaja na zadravlje kostiju glodara (117,
Medutim, model sa mladim Zivotinjama, koje intenzivno rastu, odrazava na adekvatniji
nacin period rasta i pogodniji je za istraZivanja 3-epi-25(OH)D3, jer je primecena obrnuta

zavisnost izmedu uzrasta, godina starosti i udela 3-epi-25(OH)D3 u koncentraciji ukupnog

151



25(0OH)D (12, Dodatno je, u randomiziranoj interventnoj studiji, u toku prve godine
zivota novorodenCadi zabelezen dozno-zavisni odgovor na  suplementaciju
holekalciferolom bez uticaja na rast kostiju i sveukupni rast novorodencadi %), Pitanje,
koje se nametnulo, je da li sadrzaj 3-epi-25(OH)Dstreba odredivati u redovnoj Klinickoj
praksi ili ne. Nedavno objavljen pregledni rad svih dostupnih informacija o metabolizmu
i funkciji 3-epi-25(0OH)D podstakao je diskusiju o potencijalnim posledicama odredivanja
koncentracije 3-epi-25(OH)Dsi prikazivanja rezultata zasebno ili u okviru koncentracije
ukupnog 25(0OH)D (%D, Medutim, neophodna su dalja istrazivanja kako bi se bolje
razumelo dali 3-epi-25(OH)D3 zaista ima bioloski efekat koji se razlikuje od 25(0OH)D3
invivo. Tesko je ispitivati da li ove razlike u bioloSkom efektu postoje kod novorodencadi
u humanim studijama, jer 25(OH)Dz 1 3-epi-25(0OH)Ds koegzistirggu u Kkrvi
novorodencadi, pa se pribegava animalnim modelima. Stoga je u in vivo studijama mlad
animalni model pogodan za trazenje odgovora na pitanje da li endogeno moze nastati 3-
epi-25(OH)D3 i kakva je priroda odgovora rasta kostiju na njega, kao i da li 3-epi-

25(0OH)Ds iz egzogenih izvora utiCe na normalan rast i mineralizaciju kostiju.

Zbog svega navedenog, u okviru ove disertacije uradena je studiji, na mladim Sprague
Dawley pacovima koji intenzivno rastu, u kojoj je in vivo ispitivan bioloski odgovor
kostiju na izlozenost razliCitim koncentracijama endogenih i egzogenih izvora 3-epi-
25(0OH)Ds. Kod ispitivanih zivotinja, koje su hranjene dijetama sa razliCitim sadrzajem
holekalciferola i 3-epi-25(0OH)D3, u periodu od Cetvrte do dvanaeste nedelje starosti,
registrovan je dozno-zavisni odgovor u koncentraciji 3-epi-25(OH)Dz u plazmi. U 85.5
% anadliziranih uzoraka plazme (n=213) detektovan je 3-epi-25(0OH)D3, donja granica
kvantifikacije bila je 2.5 ng/mL (6.25 nmol/L). Kod pacova hranjenih dijetama sa
holekalciferolom (kontrola, 2 1U i 4 IU) koncentracija 3-epi-25(0OH)Ds u plazmi bilajeu
rasponu od 2.7- 36.9 ng/mL za muzjake i 2.5 - 58.7 ng/mL za Zenke. Ovi rezultati su visi
u odnosu na dobijene u studiji sa identiCnim protokolom, ali uradenom na odraslim
pacovima 16), u kojoj je 3-epi-25(0OH)D3 detektovan u 77% uzoraka, sa koncentracijama
u rasponu od 2.5-33.8 ng/mL. Povecana koncentracija 3-epi-25(OH)D3 kod mladih u
odnosu na odrasle pacove je u skladu sa zapazenom obrnutim proporcional nim odnosom
izmedu koncentracije 3-epi-25(OH)Ds i godina starosti kod ljudi (101,107,112, 432) Dodatno,

kod mladih pacova u nasoj studiji, endogena konverzija do 3-epi-25(OH)D3 zavisilaje od
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koliCine dijetama unetog holekalciferola (1 IU, 2 U i 4 1U), sa uocljivijim efektom kod
zenki u odnosu na muzjake pacova. Ovi rezultati su u saglasnosti sa istrazivanjem na
odraslim pacovima (119), kao i rezultatima humane studije sa novorodencadima, gde je sa
povecanjem doze suplemenata holikalciferola (400, 800, 1200, 1600 IU) rasla
koncentracija 3-epi-25(0OH)Ds u plazmi %), Ove studije sugerisu da se sa povecéanim
unosom holekalciferola povecava i koncentracija 3-epi-25(OH)Ds u mladim sisarima

usled endogene konverzije.

Kod mladih pacova izloZenih egzogenim izvorima 3-epi-25(0OH)Ds, unos 3-epi-
25(0OH)Ds kroz dijete brzo se odrazio na porast njegove koncentracije u plazmi do 95.4 +
54.7 ng/mL kod muzjaka i 99.7 £ 50.8 ng/mL kod zenki, Sto je u saglasnosti sa
rezulatatima istraZivanja na odraslim pacovima (116.5 + 24.4 ng/mL) (19, Pacovi sa
povecanom koncentracijom 3-epi-25(0OH)Ds u plazmi imali su smanjene koncentracije
25(OH)Ds i 24,25(0H)2D3 u poredenju sa referentnom grupom (0.5 1U 25(0OH)D3) (Slike
20i 21, Ci D). Pad u koncentraciji 24,25(0OH)2D3 u plazmi sa povecanim unosom 3-epi-
25(OH)Ds3 dijetama mogao bi se objasniti smanjenim afinitetom 3-epi-25(OH)D3 za
CYP24A1 enzim u mitohondrijama u poredenju sa osnovnim oblikom 25(0OH)D3 (124,
CYP24A1 Katalizuje reakciju hidroksilacije u polozaju C-24, odnosno pretvaranje
25(0H)D3 i 1,25(0H)2D3u 24,25(0H)2Ds i 1,24,25(0H)sD3 metabolite, koji se eliminisu
iz organizma na poznat nacin %9, Pored navedenog, kod pacova hranjenih dijetama sa 3-
epi-25(0OH)D3 (0.5 1U i 1 1U) nadeno je smanjene koncetracije 25(0OH)D3 za 50-60 % u
odnosu na koncentracije pacova u AIN-93G kontrolnoj grupi, iako su im gustina kostiju
(BMD) i rast bili u normalnim okvirima. Stoga bi se moglo zakluciti da prisustvo 3-epi-
25(OH)Ds3 u krvi u znaCajnom procentu podrzava normalan rast i mineralizaciju kostiju.

Trebalo bi istaéi da su, prema preporukama IOM za humane ekvivalente (82, pacovi na
pocetku studije imali nedostatak vitamina D (25(OH)D <10 ng/mL). Kontinuirano nizak
nivo 25(OH)Ds (<10 ng/mL) tokom studije detektovan je kod dve grupe pacova, koji su
hranjeni dijetama sa 3-epi-25(0OH)D3 (0.5 IU i 1 1U) (Slika 20 c, d) sugeriSuci da se 3-
epi-25(0OH)D3 iz egzogenih izvora ne prevodi nazad u osnovni B-oblik 25(OH)Da.
Stavige, konstantno nizak nivo 3-epi-25(0OH)Ds kod pacova hranjenih dijetom sa 0.5 1U
25(0OH)Ds (Slika 22 c, d) ukazuje da se proces epimerizacije odvija naverovatnije pre

25-hidroksilacije, sto je u saglasnosti sa prethodnim studijama “7 117),
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Pored navedenog, na kraju studije utvrdeno je znaCajno snizenje koncentracije PTH kod
muZjaka pacova hranjenih dijetama sa 3-epi-25(OH)Dz (0.5 IU i 1 IU) u poredenju sa
pacovima hranjenim 0.5 U 25(OH)D3 dijetom. Nagli porast u koncentraciji PTH kod
muZjaka hranjenih dijetom sa 25(OH)D3 na samom kraju studije bi moZda mogao osporiti
0Vvo zapazanje. Medutim, uporednom analizom podataka razlicitih grupa ustanovljeno je
da je koncentracija PTH kod muZjaka hranjenih dijetom sa 1 1U 3-epi-25(OH)D3 bila
znacajno niZa nego u kontrolnoj grupi (koje je sadrzala 1 IU holekalciferola /g hrane) vec
u Cetvrtoj nedelji (kontrolna grupa: 455.6 + 200 pg/mL; 1 1U 3-epi-25(0OH)Dz grupa:
152.7 + 51.3 pg/mL, p=0.007) ukazujuci na supresivni efekat 3-epi-25(OH)Dz na PTH
vec¢ nakon administracije od 4 nedelje. Sli¢no zapaZanje imali su Brown i saradnici, koji
su u preliminarnoj studiji sa pacovima (sa uklonjenim bubrezima), koji su uzimali 3-epi-

1-a 25(0OH)2D3 tokom jedne nedelje, nasli smanjenje koncentracije PTH (126),

U naSoj studiji, izloZenosti Zenki pacova 3-epi-25(OH)Dz nije dovela do smanjenja
koncentracije PTH, Sto moZe biti objaSnjeno ve¢ niskim-normalnim vrednostima za PTH
kod Zenki (Slika 23, C i D). Razlike izmedu polova postoje u dnevnom (cirkadijalnom)
ritmu za PTH 61 kod pacova (62 463) j kod ljudi “64. U rano jutro, skok u koncentraciji
PTH se javlja okvirno 2 sata ranije kod Zenki u odnosu na muzjake “69, $to bi moglo
objasniti zaSto su zabeleZene razlike u PTH odgovoru kod muskog, a ne i kod Zenskog
pola ako su postojale. Zanimljivo je da koncentracijaiCa nije bilaizmenjena u bilo kojoj
od grupa hranjenih dijetom sa 3-epi-25(OH)D3 u odnosu na referentnu grupu hranjenu
dijetom sa 25(OH)D3, sugeriSuci da 3-epi-25(OH)D3 moZze biti jednako efikasan kao i
osnovni 25(0OH)D3 oblik u regulisanju homeostaze kalcijuma kod zravih glodara u

periodu intenzivnog rasta.

Pored niske koncentracije PTH u krvi, muzjaci pacova hranjenih sa 0.5 1U 3-epi-
25(0OH)Ds dijetom imali su povecanu ukupnu mineralnu gustinu lumbarnog prsljena 3
(L3) i mineralnu gustinu koritikalnog tkiva L3, ali ne i trabekularnog tkiva u poredenju
sareferentnom 25(OH)D3 grupom. Odsustvo razlika medu grupama u mineralnoj gustini
trabekularnog L3 potvrdeno je ex vivo uCT merenjem mikrostrukture kostiju L3. Slicna

zapazanja imali su Bianchini i saradnici u studiji sa odraslim pacovima 16). Pored toga,
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nisu uoCene razlike izmedu grupa u pogledu jaCine (Cvrstine) i elasticnosti kostiju femura
ispitivanih testom jaCine kostiju u tri taCke Nasi rezultati su veoma sli¢ni prethodno
objavljenim vrednostima za parametre Cvrstine kostiju kod zdravih odraslih pacova i
pacova u razvoju (116 469, osim visih vrednosti za Jangov elasti¢ni modul, koji se mogu
objasniti uzrastom pacova iz naSe studije (12 nedelja). Dalja istraZivanja uticaja 3-epi-
25(0OH)Ds3 na kosti su sada neophodna kako bi se razjasnilo da li su uoCene male razlike

u parametrima kostiju fizioloski znacajne gledajuci na duge staze.

Dodatna istrazivanja su potrebna i u traganju za bioloSkim izvorima 3-epi-25(OH)Ds,
koji su i dalje nepoznati. Hrana i suplementi vitamina D su prethodno razmatrani kao
potencijalni izvori ovog epimera. Medutim, merenjem koncentracije 3-epi-25(OH)D3 u
razli¢itim suplementima vitamina D pokazano je da je koncentracija 3-epi-25(OH)D3 u
njima manja od 2% u odnosu na ukupan 25(0H)D3 (12, Dodatno, u humanoj studiji, gde
su ucesnici imali neadekvatan unos vitamina D, nije pronadena zavisnost izmedu
povecane koncentracije 3-epi-25(OH)D3zu krvi i unosavitaminaD iz preko 100 namirnica
ukljuéenih u primenjeni upitnik o ucestalosti konzumiranja namirnica (%), Nasa studija,
zajedno sa drugim slinim istrazivanjima pokazala je korelaciju izmedu 25(OH)D3 i 3-
epi-25(0OH)D3, ukazujuci da je najveci doprinos koncentraciji 3-epi-25(OH)Ds u plazmi
endogenog porekla, kada je unos holekalciferola ishranom poveéan (1% 116) Dodatna
potpora za ovu tvrdnju je konstantno niska koncentracija 3-epi-25(OH)Dz u grupi pacova
hranjenih 25(0OH)D3 dijetom, Cime se potvrduje da do epimerizacije dolazi pre prve
hidroksilacije na poziciji C-25 u jetri.

lako je jedno od ograniCenja ove studije nedostatak analiza 3-epi-1a-25(OH)2Ds,
vrednosti PTH rezultata ukazuju na dalju hidroksilaciju 3-epi-25(OH)Ds do 3-epi-1a-
25(0OH)2Da3. Ostala ogranicenja studije su mala zapremina uzoraka plazme, posebno na
samom pocetku studije, Sto je bilo ogranienje za neke biohemijske analize. Takode,
nedostatak standarda za 3-epi-24,25(0OH)2Ds i 3-epi-1a-25(OH)2Ds onemogucio je
analizu ovih metabolita, koji bi dali dalji uvid u metabolizam samog 3-epi-25(OH)Da.
Broj pacova unutar grupe n=6 za svaku dijetu i oba pola nije bio dovoljan za uoCavanje

sitnih promena u parametrima kostiju, ai je bio dovoljan da se identifikuju razlike u
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analiziranim metabolitima vitamina D. Duzi period od 8 nedelja bio bi potreban da se

sagleda eventual na pojava platoa u koncentracijama ispitivanih metabolita vitamina D.
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6. ZAKLJUCAK



U skladu sa postavljenim ciljevimai na osnovu prikazanih rezultata izvedeni su sledeci

zakljucci.

Studijom validacije upitnika o ucestalosti konzumiranja namirnica utvrdeno je da primena
WRH-FFQ upitnika omogucava procenu unosa vitamina D kod mladih Zena u
reproduktivnom dobu, u Srbiji gde hrana nije dodatno obogacena vitaminom D. Prema
nasim saznanjima ovo je prva studija validacije upitnika za unos vitamina D, u kojoj je
validacija uradena primenom metode trijada. IzraCunati koeficijenti validacije izmedu
stvarnog unosa i unosa procenjenog pomocu upitnika WRH-FFQ (0.847) i 24h-Al
(0.810), i odredivanjem ukupnog sadrzaja 25-OH-D (biomarkera) u plazmi (0.499),
potvrdili su visoko slaganje vrednosti unosai potencijal WRH-FFQ upitnikada adekvatno
proceni unos vitaminaD. WRH-FFQ je prvi validirani upitnik za procenu unosa vitamina
D u centralnoj i isto€noj Evropi. Rezultati ove studije pokazali su, takode, da je prosecan
dnevni unos vitamina D (4 ug/dan) bio ispod preporuc¢enog (10-15 pg/dan) kod svih
ucesnica u studiji (n=422), dok je nedostatak vitamina D utvrden kod 70 % ispitanih
mladih Zena u reproduktivnom dobu u Srbiji. Ovi rezultati mogu biti osnova za
razmatranje neophodnosti dodatne suplementacije i obogadivanja namirnica vitaminom

D i uticati na preporuke Ministarstva javnog zdravlja u Srbiji.

Velika ucCestalost deficijencije vitamina D (ukupni 25-OH-D<12 ng/mL) registrovana je
kod 47 % ispitanih trudnica sa preeklampsijom i bez nje u Srbiji i kod 77 % njihovih
novorodencadi. Svi ostali ostali uCesnici u ovoj studiji imali su neadekvatan status
vitamina D (25-OH-D3<20 ng/ml). Razlog za to, pored neadekvatnog unosa suplemenata
i namirnica prirodno bogatih vitaminom D, moZe biti i nedostatak namirnica obogaéenih
vitaminom D na trZiStu. Dodatan razlog je i izvodenje studije u zimskom periodu kada je
endogena sinteza vitamina D u kozi minimalna usled smanjenog UVB zracenja u Srbiji
(na geografskoj Sirini od 44.8° severne hemisfere). ProseCan dnevni unos vitamina D iz
namirnica i suplemenata, procenjen pomo¢u WRH-FFQ, bio je ispod preporuc¢enog (10-
15 pg/dan) kod trudnica sa preeklampsijom i bez nje i vrlo slian u obe grupe ispitanica.
Medutim i pored pribliznog unosa vitamina D trudnice sa preeklampsijom imale su
znaCajno nizu koncentraciju 25-OH-D3, 3-epi-25-OH-D3 i 1,25-(OH).D u plazmi u
odnosu na trudnice bez preeklampsije ¢ime je potvrdena osnovna hipoteza ove studije. U

isto vreme nije bilo razlike izmedu grupa u koncentraciji 24,25-(OH)2Ds u plazmi.
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Suprotno od majki, koncentracija ukupnog 25-OH-D3 u plazmi novorodencadi se nije
znaCajno razlikovala izmedu dve grupe, iako su novorodencad majki sa preeklampsijom
rodena ranije (manja gestaciona starost) i bila zna€ajno manja po svim antropometrijskim
parametrima u odnosu na kontrolnu grupu. Takode, prvi put je ovom studijom nadeno
blago povecanije sadrzaja 3-epi-25-OH-Ds3, izrazenog kao procentni udeo od ukupnog 25-
OH-D3, kod novorodencadi Cije su majke imale preeklampsiju u odnosu na kontrolnu
grupu. Objedinjeni rezultati ove studije ukazuju da je nedostatak vitamina D jedan od
mogucih uzroka za povecan rizik nastanka preeklampsije u zimskom periodu u Srhiji, u
odnosu na druga godisnja doba. Utvrdeno je da je nedostatak vitamina D nastao kao
posledica ishrane i naCina Zivota trudnica, pored smanjenog intenziteta UVB zraCenja.
Problematika pojave preeklamsije u Srbiji, na koju se ukazuje ovom studijom, zahteva
posebnu strategiju Ministarstva javnog zdravlja kako bi se pojava bolesti ¢vrsto
kontrolisala. NaSi rezultati sugeriSu da bi takva strategija morala da ukljuci najpre
edukaciju mladih budu¢ih majki o vaznosti vitamina D i njegovim izvorima, a zatim
povecanje unosa namirnica i suplemenata sa vitaminom D kao i kontrolisano izlaganje

UVB zracenju.

U preliminarnoj studiji, na malom broju (n=19) preveremno rodene novorodencadi
pokazano je da tokom prvih pet nedelja Zivota koncentracija 3-epi-25-OH-D3 i 25-OH-
Dz znaCajno raste nakon suplementacije holekalciferolom, kao i odnos sadrzaja
25(0OH)D3:24,25(0H)2D3. U posmatranom vremenskom periodu koncentracija 24,25-
(OH)2D3 u plazmi nije se zna€ajno menjala ukazujuéi na nezrelost CYP24A1 (enzima
koji katalizuje reakciju hidroksilacije na C-24 polozaju) kod prevremeno rodene
novorodencadi, nakon pet nedelja postnatalnog Zivota, koja se ogleda u nepotpunoj
aktivnosti CYP24A1. Treba istaCi da je ovom studijom prvi put sagledana promena
koncentracije 3-epi-25-OH-Dz kod prevremno rodene novorodencadi, Cija je telesna masa
izrazito mala, u toku prvih pet nedelja Zivota. Takode je utvrdena slaba korelacija izmedu
koncentracije 3-epi-25-OH-D3 u plazmi novorodencadi i poveéanog mineralnog sadrzaja
i gustine lumbalnih prsljenova L1-4, Sto ukazuje na potencijalne pozitivne efekte
povecanja koncentracije 3-epi-25-OH-D3z na gustinu i mineralni sastav kostiju kicmenog
stuba.
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U cilju razumevanja bioloskog odgovora kostiju na 3-epi-25-OH-D3z na animalnom
modelu (Sprague Dawley pacovi) pracena je zavisnost promena telesne mase i
biohemijskih parametara, kao i gustine lumbalnog L3 prsljena od sadrZaja endogenog i
egzogenog 3-epi-25-OH-D3 kod izlozZenih Zivotinja. U studiji sa mladim pacovima
kontrolisan je unos holekalciferolai 3-epi-25(0OH)D3 metabolita putem dijeta, kako bi se
usled izlozenosti 3-epi-25(0OH)D3 tokom osam nedelja sagledali pozitivni i negativni
ishodi kod Zivotinja koje intenzivno rastu. Glavni zaklju€ak ove studije je da je endogeno
stvaranje 3-epi-25(0OH)D3s kod mladih pacova dozno zavisno od unosa vitamina Ds, sa
izrazenijim efektom kod Zenki u odnosu na muZjake pacova. lzloZenost egzogenim
izvorima 3-epi-25(0OH) D3, putem konzumacije dijeta sa 3-epi-25(0OH) D3, dovodi dobrzog
porasta njegove koncentracije a smanjenja koncentracije 25(0OH)D3 (3-epi-25(0OH)D3 iz
egzogenih izvora se ne prevodi u B-oblik) i 24,25(0OH).D3 (smanjena hidroksilacija C-24)
u plazmi, kao i koncentracije PTH (supresivni efekat 3-epi-25(OH)Ds na PTH) kod
muzjaka pacova. Tokom perioda od osam nedelja, velika koncentracija 3-epi-25(OH)Ds
u plazmi nije znacajno uticala na ispitivane biomarkere kostiju (CTX, iCa, RANKL i
OPG) u poredenju sa grupom koja je konzumirala dijetu sa 25(OH)Ds. Takode, velika
koncentracija 3-epi-25(OH)Ds u plazmi podrzavala je normalan rast i razvoj kostiju u
vidu adekvatne mineralizacije i gustine kostiju. Rezultati ove studije ukazuju da 3-epi-
25(0OH)D3 ima biolosku funkciju in vivo i da su neophodna dalja istrazivanja kako bi se
sagledao njegov metabolizam i funkcija. Pored toga, rezultati dobijeni tretiranjem mladih
pacova razli€itim koncentracijama holekalciferola i 3-epi-25(OH)Ds, u cilju ispitivanja
njihovog uticaja na rast kostiju, mogu biti od pomodi pri trazenju odgovora na pitanje da
li sadrzaj 3-epi-25(0OH)D3 treba razmatrati prilikom procenjivanja statusa vitaminaD, jer
trenutno ne postoje odrednice od strane zvanicnih institucija kako interpretirati rezultate

dobijene za sadrzaj 3-epi-25(OH)Ds u krvi pacijenata.
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8. PRILOZI



Prilog 1 Upitnik o u€estalosti konzumiranja namirnica za
procenu vitamina D kod zena u reproduktivnom dobu u Srbiji
(WRH-FFQ)

OPSTI UPITNIK

1. Danadnji datum :

2. Ime i prezime : ‘ ‘

3. Godina rodenja: :Mesfo rodenja: : :
4. Telesna masa (kg): \ ’ Telesna visina (cm): ‘
5

. Navedite najvisi stupanj obrazovanja:

[(Josnovna $kola

[(Jzanat (3 godine)
[Jsrednja Skola (4 godine)
[(JviSa Skola (VI stepen)
(fakultet
[(Jmagistar/doktor
[ostalo:

6. Broj osoba u domaéinstvu: 0 1 2 3 4 5
7. Bracno stanje:
O ubraku  [Jrazveden [ u zajednici [J sam/sama

8. Koliko novca nedeljno izdvajate za hranu? dinara

Koliki je to procenat vaseg kucnog budzeta? %o

9. Da li ste alergi¢ni na neku namirnicu?

NE DA Ako DA, nakoju?| |

10. Da li bolujete od neke hroni¢ne bolesti? NE DA =»Ako DA, od koje?

11. Da li TRENUTNO uzimate neke lekove?

NE DA = Ako DA, koje? |




12. Da li redovno 1. gotovo svaki dan uzimate dodatake ishrani, suplemenate npr

vitamine ili mineralne (tablete, pastile, sirupi i sl.)?

NE DA >Ako DA, navedite naziv proizvoda ili neki drugi podatak o proizvodu:

Koliko dugo uzimate navedeni dodatak ishrani? E meseci.

Navedeni dodatak ishrani uzimate:
[ nataste/na prazan Zeludac [ posle jela

13. Da li TRENUTNOpusite? NE DA = Ako DA, koliko cigareta na dan:
[0 manje od 10 [ 11-20 [ vise od 20

14. Da li konzumirate alkoholana piéa?

NE DA = Ako DA najcesce pijete [pivo [] Zestoka piéa [ crno vino [] belo

vino

15. Koliko alkoholnih piéa popijete tokom jedne proseéne NEDELJE?

Jedno alkoholno pice = 1 casa vina il 1 casa piva il 1 Casica Zestokog alkoholnog pica
00 [17 [18-14 [Jvideod14 ili koliko pi¢a nedeljno| |
16. Koliko Soljica kafe popijete tokom jednog prosecnog DANA?
(J0-1[12-3[J4-5 [ vise od 5

17. Da li konzumirate &aj?

NE DA = Ako DA ,najéesce pijete [Jcrni ili zeleni [Jdrugi:

18. Koliko Soljica ¢aja popijete tokom jednog proseénog DANA?
(J0-1[12-3[J4-5 (] vise od 5
19.Koliko gaziranih pica popijete tokom jedne prosecne NEDELJE?

Jedno gazirano pice = 1 casa Coca-cola ili 1 casa Fante ili 1 nekog drugog gaziranog pica

00 [J1-7 [18-14 [Jviseod14 ili koliko piéa nedeljno| |
20. Da li ste se suncali u zadnjih 3 meseca?

[ u solarijumu NE DA = Ako DA, koliko cesto _______ i koliko dugo
] ha moru NE DA = Ako DA, koliko cesto________i koliko dugo

min

min



Koje vitamine, suplimente ste koristili u poslednja tri meseca?

Napisite
koliko

meseci

uzimate

Upisite
dozu

ako je
znate

navedeni
preparat

1x nedeljno
2 x nedeljno
3/4 x nedeljno
5/6 x nedeljno

2
21 5
S D
D 0
b7 4}
<} =
£ >
2 «
S S

Pojedinacni vitamini
(ne u multivitaminskim
preparatima)

Vitamin A o (o] (o] o (0] o o (] (@)
Beta Karoten (o) (o) o) (0] (o) (o] () (o] (0]
Vitamin C o o o O (0] o (@] (] (@)
Vitamin E o o o (@] (0] o o o o
Folna Kiselina (o) o (@) (o] (o) (o] (0] (0] (@]
Kalcium o (@] o O (0] o (@] o (@]
Vitamin D o (@] o (@] (@] o (@] o (o]
Zink o O o (@] (0] o o o (@)
Gvozdje o o o O (0] o o o O
Selen o O o O (0] o o o (@)
Omega 3, riblje ulje o [e) (o) [e) (o] o (@] o (@]
Multivitamini (o) () (0] (o] () (o] (@) (@] o
Ostali (upisite preparate koji pijete ) (o) o o) [e) (o) (o] (0] (o] (0]

21. Da li se rekreirate (npr. hodanje, tréanje, fitnes, grupne vezbe i sl.)?’NE DA =

Ako DA, koja aktivnost?

Koliko sati NEDELINO? [Jmanje od 3 h[]3 - 33 h [vise od 37 h

ANKETNI UPITNIK ZA ISHRANU

Koliko puta NEDELJINO imate: Dorucak je prvi obrok u danu (1-2 h nakon ustajanja),

uzina* je meduobrok izmedu dorucka i rucka. Uzina** je meduobrok izmedu rucka i vecere.

dorucak O 1 2 3 4 5 6 7

uzinu * 0 /

2
rucak 0O 1 2
2
2

uzinu ** 0 /

5 6
5 6
5 6
5 6

NONNN

3 4
3 4
3 4
3 4

veceru 0 1




U poslednjih tri MESECA koliko ¢esto ste konzumirali?

Mleéni proizvodi:

1. mleko
[ ]nikada Djednom mese&no [ | 2-3/mese&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno

2. sir (edamer, feta, i sl.)
[ ]nikada Djednom mese&no [ | 2-3/mese&no
[ ] jednom nedeljno [_| 2-3/nedeljno [_] 4-6/nedeljno [ lsvakodnevno

3. sir za rendanje (npr. parmezan, kackaval j)
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_| 2-3/nedeljno [_] 4-6/nedeljno [ ]svakodnevno

4. svezi kravlji sir
Dnikada Djednom mesecno D 2-3/mesechno
[ ] jednom nedeljno [_| 2-3/nedeljno [_] 4-6/nedeljno [ _lsvakodnevno

5. jaja
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [_] 4-6/nedeljno [ ]svakodnevno

Meso:

6. meso (svinjetina, govedina, jagnjetina i teletina)
[ ]nikada Djednom mese&no || 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_| 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ ]svakodnevno

7. piletina i ¢uretina
[ Inikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [ | 2-3/nedeljno [_] 4-6/nedeljno [ ]svakodnevno

8. dzZigerica
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [_] 4-6/nedeljno [ ]svakodnevno

9. jetrena pasteta
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
|:| Jjednom nedeljno |:| 2-3/nedeljno |:| 4-6/nedel jno stakodnevno




U poslednjih tri MESECA koliko ¢esto ste konzumirali?

10. virsle, parizer i sunka
[ ]nikada Djednom mese&no [ | 2-3/mese&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [_] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno

11. Evarci
[ ]nikada Djednom mese&no [ | 2-3/mese&no
[ ] jednom nedeljno [_| 2-3/nedeljno [_] 4-6/nedeljno [ ]svakodnevno

12. rostilj
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_| 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ ]svakodnevno

13. kobasice i ostali suhomesnati proizvodi
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_| 2-3/nedeljno [] 4-6/nedeljno [ ]svakodnevno

14. pecCenje
[ Inikada [ ]jednom mese&no [ | 2-3/meseéno
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ | 4-6/nedeljno [_|svakodnevno

Riba:

1. losos
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [ | 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ ]svakodnevno

2. sardine u konzervi
[ Inikada [ ]jednom mese&no [| 2-3/meseéno
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno

3. tunjevina u konzervi
[ Inikada [ ]jednom mese&no [ | 2-3/meseéno
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ | 4-6/nedeljno [_|svakodnevno

4. morska riba (skusa, sardela, oslié)
[ Inikada [ ]jednom mese&no [ | 2-3/meseéno
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno

5. re¢na riba (pastrmka, saran, som, smudj)
[ ]nikada Djednom mese&no [ | 2-3/mese&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [_] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno




U poslednjih tri MESECA koliko ¢esto ste konzumirali?

6. morski plodovi (lignje, Skol jke, rakovi)
[ ]nikada Djednom mese&no [ | 2-3/mese&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno

7. riblja pasteta
[ ]nikada |:|jednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_| 2-3/nedeljno || 4-6/nedeljno [ ]svakodnevno

Ulja

8. ulje suncokreta ili uljane repice (za przenje, kuvanje, salate)
[ ]nikada Djednom mese&no || 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno || 2-3/nedeljno [_] 4-6/nedeljno [_lsvakodnevno

9. maslinovo ulje [ za kuvanje [ Ju salatama
[ ]nikada Djednom mese&no || 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno

10. druga ulja (susama, lana, bundeve, kikirikija, kukuruznih klica, kostica grozdja)
[ Jnikada Djednom mese&no [ | 2-3/mese&no

[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno

Navedite koje ulje najéesce koristite

11. svinjska mast (za przenje, kuvanje, u jelima)
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno

Povrée

12. pasulj
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [_] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno

13. socivo
[ Inikada [ ]jednom mese&no [ | 2-3/meseéno
[ ] jednom nedeljno [ | 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ ]svakodnevno

14. grasak
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ | 4-6/nedeljno [_|svakodnevno

15. brokoli, karfiol, kelj
[ Inikada [ ]jednom mese&no [ | 2-3/meseéno
[ ] jednom nedeljno [ | 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ ]svakodnevno




U poslednjih tri MESECA koliko ¢esto ste konzumirali?

16. cvekla
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno

17. zelena salata:
[ Inikada [ ]jednom mese&no [ | 2-3/meseéno
[ ] jednom nedeljno [ | 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ ]svakodnevno

18. svez kupus
Dnikada |:|jednom mesecno |:| 2—3/meseéno|:| jednom nedeljno |:| 2-
3/nedeljno [_] 4-6/nedeljno [_Jsvakodnevno

19. zelena boranija
[ Inikada [ ]jednom mese&no [ | 2-3/meseéno
[ ] jednom nedeljno [ | 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ ]svakodnevno

20. sveza paprika
Dnikada Djednom mesecno D 2-3/mesecno
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno

21. svez paradajz
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/mese&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [_] 4-6/nedeljno [ ]svakodnevno

22. krompir
[ Inikada [ ]jednom mese&no [ | 2-3/meseéno
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ | 4-6/nedeljno [_|svakodnevno

23. spanaé, blitva
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/mese&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ | 4-6/nedeljno [_|svakodnevno

24. Sargarepa
[ Jnikada Djednom mese&no [ | 2-3/mese&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno

25. kukuruz
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ | 4-6/nedeljno [_|svakodnevno




U poslednjih tri MESECA koliko ¢esto ste konzumirali?

26. kiseli kupus, tursija
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ | 4-6/nedeljno [_|svakodnevno

Voée:

27. citrusi (pomorandza, mandarina, grejpfrut, limun)
Dnikada Djednom mesecno D 2-3/mesechno
[ ] jednom nedeljno [ ] 2-3/nedeljno [ | 4-6/nedeljno [_|svakodnevno

28. banane
[ Inikada [ ]jednom mese&no [ | 2-3/meseéno
[ ] jednom nedeljno [ ] 2-3/nedeljno [] 4-6/nedeljno [ ]svakodnevno

29. jabuke, kruske

[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
|:| Jjednom nedeljno |:| 2-3/nedeljno |:| 4-6/nedel jno stakodnevno

30. jagode, grozde, borovnice
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ | 4-6/nedeljno [_|svakodnevno

31. tresnje, visnje, §ljive
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ | 4-6/nedeljno [_|svakodnevno

32. suve §ljive, suve smokve, suve kajsije
[ Inikada [ ]jednom mese&no [ | 2-3/meseéno
[ ] jednom nedeljno [ ] 2-3/nedeljno [] 4-6/nedeljno []svakodnevno

33. orasasti plodovi(kostunjavo voce) (bademi, orasi, lesnici)
Dnikada Djednom mesecno D 2-3/mesechno
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ | 4-6/nedeljno [_|svakodnevno

34. lubenice, dinje
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no

[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [] 4-6/nedeljno [ ]svakodnevno
Zitarice:

35. proja, kac¢amak
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_| 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ ]svakodnevno




U poslednjih tri MESECA koliko ¢esto ste konzumirali?

36. testenina
[ Inikada [ ]jednom mese&no [ | 2-3/meseéno
|:| Jjednom nedeljno |:| 2-3/nedeljno |:| 4-6/nedel jno stakodnevno

37. pirinac
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno

38. hleb: [ |beli [ ]crni [_Jintegralni
[ Jnikada Djednom mese&no [ | 2-3/mese&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno

39. kroasani, lisnata testa, biskviti
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno

40. kolaci i torte
[ Jnikada Djednom mese&no [ | 2-3/mese&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [_] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno

41. Zitarice (kukuruzne ili zobene pahuljice, musli i sl.)

[ ]nikada |:|jednom mese&no [_| 2-3/meseé&no

[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [_] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno
Koje Zitarice NATCESCE konzumirate?

(npr. obicne kukuruzne pahuljice, obicne zobene pahuljice ili nesto drugo)
Molimo Vas za naziv proizvoda i ime proizvodaca kao $to je napisano ha ambalaZil

42. kakao: |:|u prahu |:|Nesquik |:|
[ Inikada [ ]jednom mese&no [ | 2-3/meseéno
[ ] jednom nedeljno [ | 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ ]svakodnevno

43.[_]Cedevita[ ]| Multivita[_]
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ | 4-6/nedeljno [_|svakodnevno

44 ¢ips, grisine, smoki (grickalice)
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [_] 4-6/nedeljno [ ]svakodnevno




U poslednjih tri MESECA koliko ¢esto ste konzumirali?

45, kikiriki
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno

46. Cokolada
[ Jnikada Djednom mese&no [ | 2-3/mese&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno

47. crna ¢okolada
[ ]nikada Djednom mese&no [_| 2-3/meseé&no
[ ] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ | 4-6/nedeljno [_|svakodnevno




ODABERITE UOBIGAJENU VELICINU SERVIRANTA zA 1 OBROK

45.mleko [ |1dL  [J2dL [J1%olja(25dL) [ J:L [Jin []__

dL

46. sir A (25 g

4

i liC grama

47. parmezan [ 1 kafena kasi¢ica [] kafenih kasicica

48. svezi kravlji sir

iliC____grama
49. jaja [ Jikom. [ ]___ komada
50. jetrena pasteta [ ]1 kafena kai¢ica [ | 2 kafene kaitice] | kafenih
kasicica
50a. riblja pasteta [ |1 kafena kagi¢ical ] 2 kafene kagi¢ice[ | kafenih
kasicica

51. riba u konzervi D% konzerve ( gr) |:|1 konzerva |:| 2 konzerve |:|
__ konzerve

B2. meso, Zivina, iznutrice, riba
A (100 g) _ B (200 g)

ili € grama




53. pasulj, so¢ivoA (100 g) B (180 g) C (320 9)

C (200 g)

ili grama

B (200 g)

ili D grama
57. hleb A (40 g) B (80 g) C (120

iliD grama




58. brokoli, karfiol, kelj
A (46 g)

C (146 g)

ili D gr'aa

59. cvekla

A (100 g) B (180 g) C (230 g)

ili D grama
60. zelena salata
B (35: g)

ili D rama

B (150 g)

ili D grama




63. paprika | B (100 g)
= g . = : H.Hi-- ihing

ili € grama

64. paradajz

B (180 g)

66. krompir
C (500 g)
T N

iliD__ grama

67. pomorandza, mandarina, grejpfrut, limun

[ ]1 kom. [ ]2 kom. [] komada

68. banane

[ ]1 kom. [ ]2 kom. [] komada

69. jabuke, kruske [ |1 kom. [ ]2 kom. [] komada

70 a). jagode, maline, kupine (1 Solja = 2,5 dL)
Lilje [ ]1%0lja [ J1i%0lja [ J23%0lje [ ]__ 3olje




70 b). grozde, borovnice, ribizle (1 Solja= 25 dL)
tilje [ J1%olja [ J1i%olja [ J23olje [ ]__ 3olje
71. tresnje, visnje, sljive (1 Solja = 2,5 dL)

[ Jt3lje [ Jt%olja [ J1i3olja [ J23olje [ ]__ 3olje

72. suve $ljive, suve smokve

[ ]2-3kom. [ J10kom. [ ] kom.

73. oradasti plodovi (kostunjavo voée) (bademi, orasi, lesnici i sl.)
[ ]2-3kom. [ J10kom. [ ] kom.

74. ¢okolada

[ ] cela &okolada (100 9) 3 €okolade (50 g) ] g
75. kakao
[ ]1 kafena kai¢ica [ ]2 kafene kasi&ice [ ] kafenih kai¢ica

76. Cedevita, Multivita i sl.
[ 1 kafena kasi&ica [ ]2 kafene kasigice [ ] kafenih kaSiica

77. Koliko vode popijete DNEVNO? (vodovodne i flasirane)

[ J1dt  [Je2de[ 4] [J__d

80. koju koli¢inu ulja koristite pri pripremi jela (przenje, kuvanje)

[J1d [J2di[ J1%lja(25d) [JsL [ [J__d

81. koju koli¢inu ulja koristite u salatama
[ ]1 velika kaSika [ _] 2 velike kasike [ ] velikih kagika

78. Zitarice: kukuruzne pahuljice i sl.

A (35 g) B (859)

ili € grama




79. Zitarice: ovsene pahuljice, musli i sl.

A (70 g) B (145 g)

ili C grama

80. koju koli¢inu ulja koristite pri pripremi jela (przenje, kuvanje)

[J1d [J2di[ J1%lja(25d) [JsL [ [J__d

81. koju kolic¢inu ulja koristite u salatama
[ ]1 velika kaSika [ ] 2 velike kasike [ ] velikih kagika

82. Da li konzumirate hranu obogaéenu vitaminom D?
(proizvodi koji na ambalaZi imaju oznaku: obogaceno vitaminom D npr.AD MLEKO

IMLEK) NE DA »Ako DA, navedite proizvod: \ \

Koliko ¢esto ste navedeni proizvod konzumirali tokom poslednjih mesec dana?

[ Inikada Djednom mese&no [ | 2-3/mese&no

[] jednom nedeljno [_] 2-3/nedeljno [ | 4-6/nedeljno [ _|svakodnevno
Koja je vasa uobi¢ajena porcija?

(kao pomo¢ za opis porcije moZzete se posluziti slikama s prethodnih stranica)
83. Da li konzumirate hranu obogaéenu folnom kiselinom i/ili vitaminom Biz ?

(to su proizvodi koji na ambalaZi imaju oznaku: obogaceno folnom kiselinom i/ili

vitaminom Biz) NE DA = Ako DA, navedite proizvod: | |

Koliko Cesto ste navedeni proizvod konzumirali tokom poslednjih mesec
dana?
[ ]nikada Djednom mese&no || 2-3/meseé&no

[ ] jednom nedeljno [_| 2-3/nedeljno [ ] 4-6/nedeljno [ |svakodnevno
Koja je vasa uobicajena porcija?

(kao pomo¢ za opis porcije mozete se posluziti slikama s prethodnih stranica)




Vrsta hrane | Nika 1x 2-3x | 1x 2x 34x | 56x | 1x 2+x Srednje Vasa koli¢ina
ili pica d mese | mese nedel nedel _nedel _nedel dne | dnev veligine Mala | Sre | Vel
€no ¢no jno jno jno jno vno | no dnja | ika
Cokoladno 1 ¢asa
mleko (250 mL)
Sojino mleko 1 CaSa
(250 mL)
Mleko u kafi ili 1 velika
Caju kaSika
Mleko na Y CaSe
pahuljicama (2125 mL)
(ako niste ve¢
uracunali)
Mle€ni desert Y CasSe
(sladoled, (125 mL, 1
puding) kugla)
Jogurt od Y CaSe
mleka ili soje (125 g,
1malo
pakovanje)
Mladi sir 2 kriske
manje
Tvrdi sir 2 kriske
manje
Kajmak 1 velika
kaSika
Palacinke ili 1 parce
przenice (1 komad)
Puter 1 mala
kasicica
Margarin 1 mala
kasicica
Tofu 1 kris€ica ili
1 kaSika
Makarone ili 1c¢aSaili 1
pita sa sirom parce
Skusa iz 2 ribe (1/2
konzerve konzerve)
Sardine iz 2 ribe (1/2
konzerve konzerve)
Pastrmka fileti 90g
Krem supa ili 1 casa (250
Corba mL)
Pizza sa sirom 1 parce
Pire krompir sa ¥ CaSe
mlekom ili (125 mL)
margarinom
Cedjeni sok od 1 CaSa
pomorandze (250 mL)
Kupovni sok od 1 CaSa
pomorandze (250 mL)
Govedina ili 90g
svinjetina
kuvana
Slanina ili 2 komada
kobasice
Ajvar, pindjur 1 velika
kaSika
Majonez u 1 mala
salati, kaSicica
sendvi¢ima ili

jelima




Prilog 2. Spisak namirnica koje su zabeleZzene pomocu WRH-
FFQ i 24-h recall upitnika



Namirnice u WRH-FFQ upitnik

Namirnice
zabeleZene
sa 24-h
recall

Mleko, mlecni proizvodi i alternative

Namirnice u WRH-FFQ upitnik

Namirnice
zabeleZene
sa 24-h
recall

Mleko

Sir tvrdi, edamer ili kackavalj
Feta

Parmezan

Mladi sir (gruda)

Cokoladno mleko

Mleko od soje

Mileko u kafi ili ¢aju

Mleko sa pahuljicama (ako nije ve¢ uracunato)
Sladoled mle¢ni

Jogurt

Tvrdi prevreli sirevi (slicni feti)
Mladi sirevi (slicni mocareli)
Kajmak

Tofu sir

Buter

SN N N N N N N N N NN

<

Povrée

Meso i mesne preradevine

Svinjetina

Teletina

Jagnjetina

Junetina

Piletina ili ¢uretina
Dzigerica (pileca, juneca)
Jetrena pasteta

Sunka

Virsle

Cvarci

Rostilj

Kobasice

Kuvana junetina ili svinjetina
Slanina ili prsuta

Pecenje jagnjece ili svinjsko

S NN N N NN

AN NI N N

Pasulj

Socivo
Grasak
Brokoli
Karfiol

Kelj

Cvekla
Zelena salata
Kupus
Boranija
Paprike sveze
Paradajz svez
Krompir
Spanac

Blitva
Sargarepe
Kukuruz
Kiseli kupus
Kiseli krastavciéi
Ajvar/pindjur
Kisele paprike

AN

AN

!

AN

AN

NNENENENEN

Voce

Riba i plodovi mora

Losos

Sardine u konzervi
Tunjevina u konzervi
Tunjevina sveza

Skusa

Pastrmka

Som

Osli¢

Mesani morski plodovi
Riblja pasteta

AN

Pomorandze
Mandarine
Grejpfrut
Limun
Banane
Jabuke
Kruske
Jagode
Grozde belo
Grozide crno
Borovnice
Tresnje
Visnje

Sljive

Suve sljive
Suve smokve
Suve kajsije
Dinja
Lubenica

AR

AN NN

Zitarice i proizvodi

Mast ili ulje

Ulje (suncokretovo)
Ulje uljane repice
Maslinovo ulje
Druga ulja

Projara ili proja

Palenta

Makaroni, Spageti

Pirinac

Hleb beli

Hleb od celog zrna psSenice

AN NN



Margarin
Mast (svinjska)
Majonez (u sendvi¢ima i salatama)

AN

Pica

Kafa

Caj

SveZe cedeni sok od pomorandze
Sok (paradajz, pomorandza, jabuka)
Cedevita

DN NI N NN

RazZani hleb

Kroasani | lisnato testo
Kolaci | torte

Pahuljice jeCmene
Pahuljice kukuruzne
Palacinke ili przenice

AN

AN

Ostali proizvodi

Jaja

Jaja

Q

Orasasti plodovi | semenke

Orasi

Le3nici

Bademi

Kikiriki

Semenke (bindeve, suncokreta)

AR NI NN

Kakao

Nesquik

Cips

Smoki

Mlecna ¢okolada

Crna ¢okolada

Gibanica ili pita sa sirom

Supa

Pizza sa sirom

Pire-krompir sa buterom | mlekom

A

AN N N N NN




Mpwunor 3.

3jaBa 0 ayTopCcTBY

MotnncaHa Mapuja heknh-iBaHkoBUh

Bpoj ynuca: Ab 18/2010

N3jaBrbyjem
[a je foKTOpCKa AvcepTaumja nof Hac/10BOM

., Ctaryc n dyHkumja eButammda [ n C-3a-enumepa 25-xuapoKkcmsmtammba [, koa
TpyAHMLA ca NpeeKkamMrncmjiom n 6e3 e n koa HosopoheHyagm "

pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaKMBAYKOr paja,

4a npefsioxeHa gucepraumja y LenuHU HX Y genosuma Huje 6una npegnoxeHa
3a fgobujakbe OWMIO Koje Aun/ome npema CTyAWjCKAM nporpamuma apyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBa,

[la cy pe3ynTaTvi KOPEKTHO HaBEEHU 1

[la HMCaM Kpluunia ayTopcka npaBa U KOPUCTMO MHTENEKTYasiHy CBOjUHY APYrvX
nua.

MoTnnc goKTopaHTa

/ /‘Z,M- D

Y bBeorpagy, 06.06.2016.



Mpwunor 4.

3jaBa O UICTOBETHOCTM LUTaMMnaHe N eNeKTPOHCKe
Bep3unje AOKTOPCKOr paga

me v npe3nme aytopa Mapuja Beknh-ViBaHkoBuh

Bpoj ynuca: Ab 18/2010
Cryaunjckn nporpam Burnoxemuia
HacnoB paga

,,CTatyc u doyHKumja Butammba [l n C-3a-ennmepa 25-xmapokcmButamvda [l koa
TRpYAHMLIA ca NpeeKaamMrncmjiom n 6e3 e n Kkoa HoeopoheHyagm "

MeHTopu: ap Jby6a MaHauh n ap Mapuja rnnéetuh
MoTtnucaHn: Mapuja Hekuh-VBaHKoBMh

u3jaBs/byjeM fa je wWTamnaHa Bepsuja MOr [OKTOPCKOr paja WUCTOBETHA esfIEKTPOHCKO]
BEP3UjK KOjy caM npegana 3a objaB/bMBame Ha noptany QurntanHor penosntopujyma
YHuBep3ntetay beorpagy.

[Jo3sosbaBam fa ce objaBe MOju IMYHKN Nojdaum Be3aHu 3a fo6ujake akaeMCKor 3Bama
[OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy ume v npesume, rogmHa n Mecto pohewa v gatym ogbpaHe

paza.

OBM NTMYHM NoAALM MOTY Ce 06jaBUTU HA MPEXHUM CTpaHMLaMa aurutanHe 6ubnuoTteke,
y €/TeKTPOHCKOM KaTasiory 1 y ny6nvkauvjama YHusepauteta y beorpaay.

MoTnuc goKTopaHTa

Y beorpagy, 06.06.2016.



Mpwnor 5.

M3jaBa 0 Kopuwhery

OBnawhyjem YHuBep3uTeTcKy 6m6noteky ,CseTto3ap MapkoBuh® ga y AurutanHu
penosnTopujyMm YHuBep3uTeTa y beorpagy yHece MoOjy [AOKTOPCKY AucepTauunjy nog
HacnoBoOM:

., Ctaryc n dyHkumja sButammda [ n C-3a-enumepa 25-xuapokcmsmtammba [, koa
TpyAHMLA ca NpeeKkamMrncmjiom n 6e3 e n koa HosopoheHyagm "

Koja je Moje ayTopCKO Aeno.

[vcepTtauujy ca cBMM npuio3vMa npejasia cam y efiekTPOHCKOM popmary norogHom 3a
TpajHO apxuBMpamne.

Mojy OOKTOPCKY aucepTauujy noxparweHy y AurntasiHi penosuTopujym YHvusep3uteta y
Beorpagy mory ga kopucte CBW KOjU mowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogsyynol/na.

1. AyTtopctBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLMjasTHO

3. AyTOpCTBO — HEKOMEpLWjasIHO — 6e3 npepaje

4. AyTOPCTBO — HEKOMEPLNjaUTHO — AeNUTU MOL UCTUM YCNoBUMA
5. AytopcTBO — 6€3 npepage
6. AyTOpCTBO — AenvTu Nog UCTUM yCnoBuma

(Monvmo fa 3a0KpyXxuTe camo jeiHY O, LeCT NOHYHeHUX SIMLEHLU, KpaTak Onuc MueHLm
far je Ha nonehuHn nucrta).

MoTnuc goKTopaHTa

Y beorpagy, 06.06.2016.
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1. AyTopcTBO - [l03BO/baBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUbYLMjy 1 jaBHO caoniTaBakwe Aena,
N npepage, ako Ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauumH ogpeheH of cTpaHe aytopa wunu
Jasaoua fiMueHLe, Yak 1y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHmja 04 CBUX NINLEHLM.

2. AyTOopCcTBO — HekoMmepuujasiHo. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBare, AUCTPUoYUujy 1 jaBHO
caonwTasarwe fena, n npepaje, ako ce HaBefe VMMe ayTopa Ha HaunH ofpeheH of
CTpaHe ayTtopa wnu gasaoua nuvueHue. OBa /iMueHUua He [03BO/baBa KoMepuujasiHy
ynoTpeoy gena.

3. AyTOpcTBO - HeKomepuumjasiHo — 6e3 npepage. [o3BosbaBare yMHOXaBawe,
AncTprbyuujy 1 jaBHO caonwTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobsinkoBaka uan ynotpeode
Jenay CBOM fiefly, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH o4 cTpaHe aytopa unu
fasaoua nvueHue. OBa NuueHUa He [03BO/baBa KoMepuujasiHy ynotpeby pgena. Y
O[HOCY Ha CBe OCTaUle /InueHue, OBOM JIMLEHLIOM Ce orpaHuyasa Hajsehun o6vm npasa
Kopuwhewa gena.

4. AyTOpPCTBO - HekoMepuujasiHO — AenuTu nog Uctum ycrnosuma. [o3BosbaBaTe
yMHOXaBae, ANCTPUBYLMjY 1 jaBHO caoniuTaBame [ena, 1 Nnpepaae, ako ce HaBee ume
ayTopa Ha HauvH oapeheH oA cTpaHe ayTopa Wav faBaoua fIMLEHLE 1 ako ce npepaja
ancTpubympa nog UCTOM WAM CAMYHOM nuleHuom. OBa /MLUEHLA He [03BO/baBa
KomepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3BosbaBaTte yMHOXaBawe, AUCTPUOYLM)Y U jaBHO
caornwTasawe fena, 6e3 npoMmeHa, NpeobnnkoBarba UK ynotpebe genay csom Aeny,
ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH o cTpaHe ayTopa uav Aasaoua NiuLeHLe.
OBa nuueHua A03B0/baBa KoMepLumjasiHy ynoTpeby gena.

6. AYyTOpPCTBO - ,IeNInTK NoA UCTUM ycnoBrMa. [lo3BosbaBate yMHOXaBawe, AUCTpubyLmjy
1 jaBHO caoniiTaBake fena, u npepaje, ako ce HaBee nme aytopa Ha HauuH ogpeheH
0, CTpaHe ayTopa wiv fasaoLa /MLeHLe 1 ako ce npepaja anucTpubympa nog NCTom uim
C/iMYHOM nuueHuom. OBa /vueHua [03BO/baBa KoMepuujaniHy ynoTpeby pena wu
npepaga. CnnyHa je cCopTBEPCKUM SIMLEHL,aMa, O4HOCHO NINLEeHLLamMa OTBOPEHOT KoAa.
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