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EFEKTI SUPLEMENTACIJE VITAMINOM D NA
GLIKOREGULACIJU I PARAMETRE OKSIDATIVNOG STRESA
KOD PACIJENATA SA DIJABETESOM MELITUSOM TIPA 2 NA
TERAPIJI METFORMINOM

Pored odavno prepoznate uloge u metabolizmu kostiju nauc¢na javnost sve
veéu paznju usmerava ka vanskeletnim efektima vitamina D. Istrazivanja su
pokazala da vitamin D deficijencija moze imati bitnu ulogu u glikemijskoj
kontroli kod pacijenta sa dijabetesom melitusom tip 2 (DMT2) jer utice na
adekvatno lucenje insulina, pojavu insulinske rezistencije (IR) i sistemske
inflamacije. Skoriji dokazi ukazuju na to da vitamin D mozZe zastiti ¢eliju od
oStecenja koja su posledica oksidativnog stresa ispoljavaju¢i na taj nacin i
antioksidativni efekat. Medutim 1 pored velikih ocekivanja interventne
studije nisu uspele da tacno odrede mesto i1 ulogu vitamina D u kontroli ove
hroni¢ne bolesti.

Ovo istraZivanje je sprovedeno sa ciljem da ispita efekte SestomeseCne
suplementacije vitaminom D na parametre glikemijske kontrole,
oksidativnog stresa 1 kardiovaskularnog rizika kod pacijenata sa DMT2 koji
su na terapiji metforminom.

Istrazivanje je sprovedeno kao randomizovana, kontrolisana, prospektivna
studija tokom koje je praceno 130 pacijenata sa DMT2 leenih u Domu
zdravlja Podgorica, u periodu od 6 meseci (jun-decembar). Regrutovani
pacijenti su nasumi¢no podenjeni u 2 grupe (odnos 1:1) pri ¢emu je prva
grupa dobijala vitamin D i metformin, dok je druga grupa nastavila da uzima
samo metformin. Doziranje je izvrSeno prema smernicama Americkog
endokrinoloskog druStva u odnosu na pocetne vrednosti vitamina D u
serumu. Svi ispitanici su u 3. 1 6. mesecu podvrgnuti klinickom pregledu 1
detaljnim laboratorijskim analizama. Uticaj na stepen glikemijske kontrole
pracen je odredivanjem vrednosti glikemije naSte, glikoziliranog
hemoglobina (HbAlc), insulinemije naste kao i odredivanjem surogat
markera IR (HOMA-IR i TyG indeksa). Uticaj na parametre oksidativnog
stresa pracen je odredivanjem enzima mijeloperoksidaze (MPO), ksantin
oksidaze (XO) i katalaze, zatim odredivanjem prisustva nitrata i nitrita
(NOx), totalnog oksidativnog (TOC) 1 totalnog reduktivnog kapaciteta
plazme (TRC). Takode su praceni i produkti oksidativnog oStecenja lipida
odredivanjem koncentracije malondialdehida (MDA) i1 odnosa TG 1
supstanci  koji reaguju sa tiobarbiturnom kiselinom (TG/TBARS).
Oksidativno oSte¢enje proteina praceno je odredivanjem koncentracije
produkata uznapredovale oksidacije proteina (AOPP). Uticaj na parametre
kardiovaskularnog rizika pracen je odredivanjem vrednosti sistolnog (SKP) i
dijastolnog krvnog pritiska (DKP), indeksa telesne mase (BMI), obima
struka (OS), TG, ukupnog, HDL 1 LDL holesterola, kao i aterogenih indeksa
Castelli I 1 Castelli I1.

Rezultati naSeg istrazivanja su pokazali povoljan efekat vitamina D na
vrednosti glikemije nasSte nakon 3 meseca, ali ne 1 nakon 6 meseci. Nakon 6
meseci suplementacije u grupi koja je primala vitamin D vrednosti HbAlc su




Naucna oblast:
Naucna
disciplina:

Kljucne reci:

UDK:

CERIF
klasifikacija:

Tip licence
Kreativne
zajednice:

bile znacajno nize u odnosu na pocetne, ali statisticki znacajna razlika
izmedju grupa nije zabeleZena. Vitamin D je pokazao povoljan efekat i kada
je u pitanju IR merena TYG indeksom nakon 3 i nakon 6 meseci
suplementacije dok na vrednosti HOMA-IR indeksa nije bilo znacajnog
uticaja. U toku perioda pracenja nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu
grupa u vrednostima produkata oksidativne modifikacije lipida i proteina
(MDA i AOPP), mada su pacijenti koji su primali vitamin D imali tendenciju
snizenja vrednosti MDA za razliku od pacijenata koji su primali samo
metformin. Nakon 3 meseca zabelezen je znacaj efekat na vrednosti
TG/TBARS indeksa u korist pacijenata koji su dobijali vitamin D. Kada je u
pitanju efekat na dominantne enzime geneze slobodnih radikala vitamin D je
povoljno uticao na vrednosti MPO nakon 3 1 nakon 6 meseci suplementacije,
dok na vrednosti XO nije ispoljio znacajan efekat. Vrednosti parametara
antioksidativne zastite, TOC 1 NOx se nisu znacajno menjale pod uticajem
vitamina D u toku perioda pra¢enja. Vecina pacijenata je imala hipertenziju i
uzimala je redovno antihipertenzive. Vitamin D nije doveo do znacajnog
snizenja SKP 1 DKP iako je u Metformin + Vitamin D grupi nakon 3. meseca
doslo do statisti¢ki znac¢ajnog pada vrednosti SKP. Efekat na lipidni status na
kraju 3. 1 6. meseca je bio povoljan samo kada su u pitanju vrednosti TG, dok
na vrednosti ostalih parametara nije bilo povoljnog uticaja. Znacajn efekat na
aterogene indekse zabeleZen je samo nakon 3. meseca i samo kod Castelli I
indeksa. Oralna suplementacija vitaminom D nije imala povoljan efekat na
vrednosti BMI 1 CRP, ali je nakon 3 meseca ispoljila povoljan efekat na
vrednosti OS.

Kratkoro¢na suplementacija vitaminom D u trajanju od 3 meseca dovodi
do znacajnog snizenja vrednosti glikemije naste, TG/TBARS indeksa 1i
aterogenog indeksa Castelli I kod pacijenata sa DMT2 na terapiji
metforminom. Dugoro¢na suplementacija vitaminom D u trajanju od 6
meseci dovodi do zn€ajnog snizenja vrednosti MPO, TG 1 TYG indeksa,
dok povoljan efekat na vrednosti OS predstavlja pre uzgredan nalaz nego
odraz povoljnog uticaja vitamina D.
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In addition to the previously recognized role in bone metabolism, the
scientific community is paying increasing attention to the non-skeletal effects
of vitamin D. Research has shown that vitamin D deficiency can play an
important role in glycemic control in patients with type 2 diabetes mellitus
(T2DM) because it affects adequate insulin secretion, the occurrence of
insulin resistance (IR) and systemic inflammation. Recent evidence suggests
that vitamin D may protect cells from oxidative damage, thereby exhibiting
an antioxidant effect. However, despite high expectations, intervention
studies have failed to discover the exact place and role of vitamin D in the
control of this chronic disease.

This study was aimed to investigate the effects of six-month vitamin D
supplementation on glycemic control, oxidative stress, and cardiovascular
risk parameters in T2DM patients on metformin therapy.

This 6-month follow-up study was carried out as a randomized, controlled
trial of 130 patients with DMT2 recruited from Primary Health Care Center
Podgorica (June-December 2018). All patients were randomly assigned into 2
groups (ratio 1: 1) where the first group received vitamin D and metformin,
while the second group continued to take only metformin. Dosing was
performed according to the Endocrine Society guidelines based on the
participant’s initial levels of vitamin D. All subjects underwent clinical
examination and detailed laboratory analyzes at 3™ and 6™ month of the
follow-up period. The potential benefit on glycemic control was monitored
through determining the values of fasting glycaemia, glycosylated
haemoglobin (HbAlc), fasting insulin level as well as through determining
surrogate markers of IR (HOMA-IR and TYG index). The effect on oxidative
stress parameters was monitored by determining activities of enzymes
myeloperoxidase (MPO), xanthine oxidase (XO) and catalase, followed by
determination of the nitrate and nitrite levels (NOx), total oxidative (TOC)
and total reductive plasma capacity (TRC). The products of oxidative lipid
damage were monitored by determining the concentration of
malondialdehyde (MDA) and the TG - thiobarbituric acid reactive substances
ratio (TG/TBARS). Oxidative protein damage was monitored through
determination of the advanced oxidation protein products (AOPP). The effect
on cardiovascular risk parameters was monitored by determining the values

of systolic (SBP) and diastolic blood pressure (DBP), body mass index
(BMI), waist circumference (WC), TG, total, HDL and LDL cholesterol, as
well as atherogenic risk indexes Castelli I and Castelli I1.

The results from our study showed a favorable effect of vitamin D on fasting
glycaemia over the 3-month follow-up period. After 6 months of
supplementation, HbAlc levels were significantly lower in the vitamin D
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receiving group, but there was no statistically significant difference between
the groups. Vitamin D also showed a favorable effect on IR measured by
TYG index after 3 and after 6 months of supplementation, but there was no
significant effect on the values of HOMA-IR index. During the follow-up
period, there was no statistically significant difference between the groups
regarding levels of lipid and protein oxidative damage products (MDA and
AOPP), although patients receiving vitamin D tended to have decreased
levels of MDA during the study. After 3 months, a significant effect on
TG/TBARS index was observed in favor of patients receiving vitamin D. A
favorable effect was observed on MPO levels after 3 and after 6 months of
supplementation, while there was no significant effect on XO levels. The
antioxidant plasma capacity, TOC and NOx levels did not change
significantly under the influence of vitamin D supplementation. Most patients
had hypertension and took BP lowering drugs regularly. Vitamin D did not
lead to a significant decrease in SBP and DBP, although in the Metformin +
Vitamin D group there was a statistically significant decrease in SBP values

after 3 months. The favorable effect on lipid status was seen only for TG
levels after 3 and after 6 months period. A significant anti-atherogenic effect
was observed only regarding Castelli I risk index and only after 3 months of
follow period. Oral vitamin D supplementation did not have a favorable
effect on BMI and CRP values, but after 3 months it showed a favorable
effect on WC values.

Short-term vitamin D supplementation leads to a significant reduction in
fasting glucose, TG/TBARS index and atherogenic risk index Castelli I in
patients with DMT2 on metformin therapy. Long-term vitamin D
supplementation leads to a significant decrease in MPO, TG and TYG
indices, while the favorable effect on WC values is more an incidental finding
than a reflection of the favorable effect of vitamin D.
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LISTA SKRACENICA
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1. UvVOD

1.1. Izvorii metabolizam vitamina D

Vitamin D je pocetkom 20. veka okarakterisan kao vitamin iako on zapravo nije
esencijalni dijetetski suplement. Danas je poznato da je to prohormon, derivat holesterola koji
se, za razliku od drugih vitamina sintetiSe u organizmu nakon izlaganja koze suncevim
zracima (1,2). Sam naziv vitamin D obuhvata nekoliko formi ovog jedinjenja koja se
razlikuju kako po svojoj strukturi tako i po bioloskoj aktivnosti. U literaturi se uglavnom pod
nazivom vitamin D podrazumevaju njegova dva najbitnija, bioloski neaktivna oblika, a to su:
vitamin D2 (ergokalciferol) i D3 (holekalciferol) (2-5) (Slika 1). Vitamin D2 je biljnog
porekla i1 nastaje ultravioletnim (UV) zradenjem sterola u pecurkama koje su izlozene
suncevoj svetlosti. U organizam se unosi isklju¢ivo putem ishrane ili suplemenata. Vitamin
D3 se takode u orgnizam moZze uneti putem hrane i suplementa, ali je za ¢oveka najbitniji
izvor ipak njegovo endogeno stvaranje prilikom izlaganja suncevim zracima (6,7). Procenjuje
se da na ovaj nacin ljudski organizam podmiri 80 % zaliha vitamina D, a da se svega 20 %
unese putem hrane prilikom konzumiranja namirnica zivotinjskog porekla obogacenih

vitaminom D ili nekih vrsta morske ribe kao $to su losos 1 haringa (7.,8).

U gotovo svim slojevima koZe nalazi se derivat holesterola, 7-dehidroholesterol,
jedinjenje koje u toku suncanja apsorbuje UVB zrake (talasne duzine od 290-320 nm) i
pretvara se u previtamin D3 koji se zatim pod uticajem telesne temperature izomerizuje u

termicki stabilniji oblik vitamin D3 (7,9).

Nakon sinteze u kozi vitamin D3 prelazi u ekstracelularni prostor odakle cirkulacijom,
vezan za vitamin D-vezuju¢i protein (DBP) biva transportovan u druge organe. Ukoliko se u
orgnizam unese putem ishrane vitamin D (D2 i D3) biva apsorbovan u tankom crevu sa
ostalim mastima. Prisustvo masti u lumenu creva dovodi do oslobadanja zu¢nih kiselina koje
iniciraju emulzifikaciju 1 potpomazu proces difuzije u enterocite, nakon ¢ega se vitamin D
inkorporira u hilomikrone 1 biva transportovan do jetre (1,10). Od trenutka kada vitamin D3
koji je sintetisan u kozi ili D2 1 D3 koji su uneti u organizam putem hrane dospeju do jetre
njihov metabolicki put se u sustini ne razlikuje. Da bi postao bioloski aktivan vitamin D mora
pro¢i kroz dve metabolicke reakcije hidroksilacije. Prva reakcija se odigrava u jetri, u

prisustvu jednog ili viSe enzima vitamin D 25-hidroksilaza koji pripadaju familiji citohrom P
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450 (CYP) enzima. CYP2RI je izoforma koja je klju¢na u hidroksilaciji vitamina D jer

njegova mutacija dovodi do pojave vitamin D zavisnog rahitisa.

CHy

=CHy
Pre D,
ergosterol HO
D,

OH

s,

=~
CHy

7-dehidroholesterol Pre D3

Slika 1. Produkcija vitamina D2 1 D3
Preuzeto iz: Bikle D. Nonclassic actions of vitamin D.J Clin Endocrinol Metab 2009;

94(1):26-34 (5).

Nakon prve hidroksilacije vitmin D na 25. ugljenikovom atomu dobija OH grupu pri
¢emu nastaje 25-hidroksikalciferol tj. kalcidiol [25(OH)D3] (1,11,12). Ovaj metabolit
vitamina D ima znacajno duzi poluzivot u odnosu na ostale njegove metabolite (oko 3
nedelje) Sto ga ¢ini pogodnim indikatorom vitamin D statusa. Nakon formiranja, 25(OH)D3
vezan za DBP se transportuje do bubrega gde se odigrava druga reakcija hidroksilacije a kao
rezultat dobija se 1,25-dihidroksi vitamin D tj. kalcitriol [1,25(OH)2D3] koji ujedno
predstavlja i1 aktivni oblik vitamina D. Reakcija se odigrava u kapilarima koji okruzuju
proksimalne tubule bubrega i1 u prisustvu enzima 25 hidroksivitamin D-1 alfa-hidroksilaze.
Aktivni oblik vitamina D nije povoljan za utvrdivanje vitamin D statusa jer je njegova
koncentracija u krvi 1000 puta niza u odnosu na 25(OH)D3, a poluzivot iznosi svega 3-4 sata.
Sinteza 1,25(OH)2D3 je proces koji je pod kontrolom nekoliko faktora. Nedostatak kalcijuma

(Ca) 1 fosfora (P) u serumu kao i povecan nivo paratiroidnog hormona (PTH) stimuliSu
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hidroksilaciju 25(OH)D3 pri ¢emu nastaje 1,25(0OH)2D3. Nasuprot tome, pad nivoa PTH
stimuliSe oslobadanje fibroblastnog faktora rasta 23 koji inhibira renalnu hidroksilaciju
25(OH)D3 i nastanak 1,25(OH)2D3. Sam 1,25(OH)2D3 takode moze delovati kao supresor
ukoliko ga ima dovoljno jer aktivira enzim 25-(OH)D-24-hidroksilazu koji dovodi do
stvaranja kalcitroinske kiseline, neaktivnog metabolita koji se iz organizma izlu€uje putem

7uéi (Slika 2) (13-16).

| Referentm opseg
- | =20 ngfml 20-100 ng/frmi =150 ngfrmil
P — eeee—— |

Deficijencija Zafjeni opres Indodsilac fja
3060 ng/rml

Slika 2. Sinteza i metabolizam vitamina D, regulacija metabolizma kostiju

Preuzeto iz: Holick MF. Vitamin D Deficiency. N Engl J Med 2007; 357:266-8 (7).
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1.2. Mehanizam delovanja vitamina D

Nakon zavrsne reakcije hidroksilacije, aktivni oblik vitamina D, 1,25(OH)2D3 vezuje
se za DBP 1 transportuje do ciljnih tkiva gde vezivanjem za vitamin D specificni receptor
(VDR) ostvaruje svoje bioloSke funkcije. VDR pripada superfamiliji nuklearnih receptora
kojoj pripadaju 1 receptori za glukokortikoide, mineralokortikoide, seksualne i tiroidne
hormone. Vezivanjem kalcitriola za VDR dolazi do heterodimerizacije sa nuklearnim retinoid
X receptorom S§to pokrece dalje vezivanje za vitamin D vezujuci element 1 vodi ka aktivaciji
ili represiji transkripcionog procesa. Uticajem na transkripciju gena vitamin D ostvaruje svoje
genomske efekte. Procenjuje se da VDR reguliSe ekspresiju oko 500 gena u humanom
genomu. Brzi tj. negenomski efekti se ostvaruju preko membranskih receptora i ogledaju se u
aktivaciji razlicitih signalnih molekula i povecanoj propustljivosti ¢elijske membrane za Ca i

hlor (17,18).

Zahvaljuju¢i navedenim efektima vitamin D ostvaruje svoje bioloske funkcije u
ciljnim tkivima kroz 3 grupe procesa a to su: regulacija imunog sistema, regulacija

hormonske sekrecije kao i ¢elijske proliferacije 1 diferencijacije (5).

Tanko crevo, paratiroidna zlezda, bubrezi 1 kosti su primarni organi koji reaguju na
endokrino dejstvo kalcitriola 1 zahvaljuju¢i ¢emu vitamin D ostvaruje jednu od najbitnijih
uloga. Zahvaljuju¢i vitaminu D koncentracije Ca 1 P se odrZavaju u fizioloSkom opsegu koji
je potreban za nesmetano odvijanje kostanog metabolizma. Vezivanjem za VDR u tankom
crevu, kalcitriol povecava apsorpciju Ca od prose¢nih 10-15 % na 30-40 %, a apsorpciju P sa
prose¢nih 60 na 80 % (1,7). Snizen nivo Ca u serumu stimuliSe paratiroidne Zlezde da
pojacaju sintezu 1 sekreciju PTH, koji dalje u bubrezima stimulise hidroksilaciju kalcidiola u
aktivni oblik, kalcitriol. Takode, u bubrezima kalcitriol i PTH stimuliSu reapsorpciju Ca u
distalnim tubulima, a inhibiraju reapsorpciju P. U kostima, kalcitriol i PTH inhibiraju proces
mineralizacije a promovisu diferencijaciju preosteoklasta u osteoklast nakon ¢ega dolazi do

oslobadanja Ca iz koStanih depoa u cirkulaciju (18,19).

Odrzavanje adekvatnog nivoa Ca i P u serumu i ekstracelularnom prostoru je veoma
bitno za proces mineralizacije kostiju. Hroni¢ni nedostatak vitamina D u periodu rasta kod
dece naruSava sazrevanje hondrocita i inhibira normalnu mineralizaciju ploc¢a za rast. To
izaziva koStane deformacije i1 zastoj u rastu, a stanje je poznato kao rahitis. Kod odraslih

moze se razviti omekSanje kostiju ili osteomalacija (20,21).

Milena M. Coji¢ — DOKTORSKA DISERTACIJA B 15



Uvob

1.3. Procena statusa vitamina D u ljudskom organizmu

25(OH)D3 je jedini metabolit vitamina D koji se koristi za procenu statusa i koji
najbolje odrazava ukupnu koli¢inu vitamina D u organizmu dobijenu kako unosom hrane
tako 1 putem sinteze u kozi. lako 1,25(OH)2D3 predstavlja aktivni oblik, njegova koncentracija
u krvi se ne moze koristiti kao adekvatan parametar za procenu statusa, pre svega zato $to se

u slucaju nedostatka vitamina D kompenzatorno povecava (20).

Zbog izrazite lipofilne strukture i visokog afiniteta vezivanja za DBP razvoj testova za
procenu 25(OH)D3 u serumu predstavljao je pravi izazov (22). Na trziStu postoji veliki broj
dostupnih komercijalnih testova, ali i pored standardizacije metoda i dalje postoje velika
variranja u rezultatima izmedu laboratorija pa ¢ak i kad se primenjuju isti testovi (20,23). To
je jedan od razloga zaSto je teSko odrediti referentni opseg za 25(OH)D3 1 zaSto jo$ uvek ne

postoji konsenzus koje su to optimalne vrednosti vitamina D.

Grani¢ne vrednosti za deficijenciju (nedostatak) i insuficijenciju (nedovoljnost) nisu
zasnovane na distribuciji rezultata u zdravoj populaciji, ve¢ na vrednostima PTH koje su
inverzno povezane sa cirkuliSu¢im 25(OH)D3 dok god nivo 25(OH)D3 iznosi 30-40 ng/ml (75
to 100 nmol/L). Pri tim vrednostima 25(OH)D3, koncentracija PTH u krvi je najniZa, a
apsorpcija Ca maksimalna zbog ¢ega mnogi eksperti smatraju da su to optimalne vrednosti
vitamina D u krvi (7,24,25). Kada nivo 25(OH)D3 padne ispod 20 ng/ml (50 nmol/L),
vrednosti PTH su povecane (sekundarni hiperparatiroidizam), intenstinalna apsorpcija Ca je
smanjena, a balans metabolizma kostiju poremecen. Prisutni su i simptomi koji upucuju na
nedostatak vitamina D, a to su: slabost miSi¢a, bol u kostima i1 sklonost ka frakturama.
Vrednosti 25(OH)D3 izmedu 21 ng/ml (52 nmol/L) 1 29 ng/ml (72 nmol/L) se definiSu kao
nedovoljne jer iako nema klasi¢nih znakova nedostatka vitamina D, PTH vrednosti su 1 dalje
povecane (7,26,27). U Tabeli 1. su prikazane preporuke za optimalne vrednosti vitamina D od
strane Ameri¢kog Endokrinoloskog drustva (Endocrine Society, ES) i Americkog Medicinskog
Instituta (Institute of Medicine, IOM) (28-30). Postoji neslaganje u pogledu definisanja statusa
vitamina D u krvi 1 najverovatnije je posledica namene preporuka razli¢itim grupama u
populaciji. Naime, IOM preporuke su bazirane na skeletnim efektima i navode da je nivo
25(0OH)D3 od 20 ng/ml (50 nmol/l) dovoljan da obezbedi adekvatan balans metabolizma
kostiju za 97.5 % opste populacije. ES preporuke su namenjene posebnim grupama pacijenata,
kao $to su oni u riziku od nedostatka vitamina D 1 pacijenti sa hroni¢nim bolestima. Takode,

navode da minimalan nivo 25(OH)D3 u organizmu potreban da odrzi adekvatan metabolizam
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kostiju zavisi od mnogih faktora i da postoje osobe kod kojih je prisutan sekundarni
hiperparatiroidizam 1 pri vrednostima 25(OH)D3 vec¢im od 30 ng/ml (75 nmol/l). ES u okviru
svojih propuruka razmatra i nivoe 25(OH)D3 koji bi mogli biti od koristi za imuni sistem i
opste zdravlje, dok IOM smatra da ¢vrsti dokazi za to ne postoje. I jedne i druge preporuke se
slazu da se toksi¢ni nivoi 25(OH)D3 retko dostizu 1 uglavnom su vezani za vrednosti koji

prelaze 150 ng/ml u serumu (375 nmol/l) (31-33).

Tabela 1. Prikaz preporuka za definisanje statusa vitamina D u krvi

Preporuke Nedostatak Nedovoljno Optimalno Mogu¢i

toksiéni efekti

Endocrine 20 ng/ml 21-29 ng/ml >30 ng/ml >150 ng/ml
Society (50 nmol/l)  (52,5-72,5 nmol/l)  (>75 nmol/l) (375 nmol/l)
Institute of 12 ng/ml 12-19 ng/ml 20-50 ng/ml >50 ng/ml
Medicine (30 nmol/T) (30-47,5 nmol/l)  (50-125 nmol/l) (125 nmol/1)

"IOM napominje da nivoi 25(OH)D >50 ng/ml (125 nmol/l) mogu imati posledice po zdravlje (29).

1.4. Nedostatak vitamina D (Vitamin D deficijencija)

Prolongirani nedostatak tj. deficijencija vitamina D u organizmu moze dovesti do
ozbiljnih posledica po zdravlje. Procenjuje se da oko milijardu ljudi u svetu ima deficijenciju ili
insuficijenciju vitamina D (7). U Evropi oko 40 % populacije ima nivo 25(OH)D niZi od
20 ng/ml (50 nmol/l) (8). Pored toga §to je problem dificijencije 1/ili insuficijencije vitaminom

D prostorno rasprostranjen, takode je zastupljen u gotovo svim starosnim grupama (6).

zracima (27).
Postoje brojni faktori koji mogu uticati na sintezu vitamina D:

Uzrast

Sa starenjem dolazi do atrofije koze, koncentracija 7-dehidroholesterola se smanjuje,
kao i renalna produkcija 1,25(OH)2D3 usled smanjene aktivnosti enzima 25 hidroksivitamin

D-1 alfa-hidroksilaze (34,35).
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Boja koze

Ljudi sa tamnije pigmentisanom kozom imaju vecu koli¢inu melanina koji apsorbuje
UVB fotone i na taj nacin smanjuje koli¢inu UVB zraka koji dopiru do 7-dehidroholesterola.
Kako melanin predstavlja prirodnu barijeru tamnijoj kozi potrebno je tri do pet puta duze
izlaganje suncevim zracima da bi se sintetisala ista koli¢ina vitamina D kao kod osoba

svetlije puti (3,36).

Kreme za suncanje sa zastitnim faktorom

Kreme za suncanje apsorbuju UVB, a delimi¢no 1 UVA zrake pre nego dopru do koZe.
Upotreba krema i sa niskim zastitnim faktorom (SPF 15) smanjuje sintezu holekalciferola za vise

od 98% (10).

Odeca

Odeca napravljena od vecine prirodnih ili veStackih mterijala gotovo u potpunosti
apsorbuje UVB zralenje. Istrazivanja su pokazala da u zemljama gde postoji veliki broj
suncanih dana, a stanovnis$tvo zbog tradicionalnih razloga pokriva delove tela, postoji visoka

prevalencija vitamin D deficijencije ili insuficijencije (37).

Doba dana, godisnje doba i geografska sirina

Ugao pod kojim UVB zraci padaju na zemljinu povrSinu zavisi od poloZaja Sunca.
Ostrina ugla definiSe debljinu sloja ozonskog omotaca kroz koji UVB zraci moraju da produ
da bi dospeli do zemljine povrsine. Sto je debljina sloja veca to vise UVB zraka odgovornih
za vitamin D produkciju biva apsorbovano na svom putu do zemljine povrsine (4). U toku
zimskih meseci na geografskoj Sirini iznad 37° broj UVB fotona koji dospevaju do zemljine
povrsine se smanjuje za 80 do 100 % jer je ugao pod kojim padaju najiskoSeniji 1 vecina
fotona biva apsorbovana pri prolasku kroz ozonski omota¢. Zbog toga je u zimskim
mesecima sinteza vitamina D svedena na minimum. Izuzetak je pojas blizi Ekvatoru (ispod
37° geografske Sirine) gde se moze ocekivti da je sinteza vitamina D ujednacena tokom cele

godine (10).

Ugao pod kojim suncevi zraci padaju na zemljinu povrSinu menja se i u toku dana u
smislu da je najpovoljniji u periodu izmedu 10 i 15 h kada je mogucéa adekvatna sinteza

vitamin D (10,37).

Milena M. Coji¢ — DOKTORSKA DISERTACIJA ® 18



Uvob

Drugi bitan uzrok vitamin D deficijencije je neadekvatan unos namirnica bogatih
vitaminom D. Prirodni izvori namirnica bogatih vitaminom D su veoma ograni¢eni (masne
ribe, jaja, neke vrste gljiva). Da bi se nadomestio ovaj nedostatak u mnogim drzavama
odredene namirnice kao $to su mleko, sir, margarin, sok, cerealije obogacuju se vitamin D
suplementima (D2 ili D3) (27,38,39). U Srbiji postupak oboga¢ivanja namirnica vitaminom
D nije zakonom obavezan, a pojedinacni vitamin D suplementi su retki na trzistu, zbog Cega

postoji visoka stopa vitamin D deficijencije (40).

Pojedina medicinska stanja kao $to su malapsorpcija, hroni¢na bubrezna insuficijencija,
upotreba antikonvulzivne terapije 1 gojaznost takode mogu dovesti do vitamin D deficijencije

4, 27).

Istrazivanja su ukazala na inverznu povezanost gojaznosti i vitamin D statusa, ali
mehanizmi koji su za to odgovorni nisu u potpunosti razjasnjeni. U literaturi su opisana Cetiri
moguc¢a mehanizma. Jedan od njih je smanjeno izlaganje sun¢evim zracima usled negovanja
zivotnog stila koji podrazumeva smanjenu pokretljivost 1 nizak stepen fizicke aktivnosti.
Drugi mehanizam podrazumeva poremecaj obe hidroksilacije usled snizene ekspresije
enzima kod gojaznih osoba. Tre¢i 1 mogucée najverovatniji mehanizam koji uzrokuje nizak
vitmin D status kod gojaznih osoba je njegovo preterano skladiStenje u masnom tkivu.
Lipofilna priroda vitamina D dovodi do toga da se nakon prve hidroksilacije u jetri veca
koli¢ina 25(OH)D3 metabolita skladisti u masnom tkivu 1 slabije se oslobada Sto smanjuje
njegovu bioraspoloZivost u organizmu. Cetvrti predlozeni mehanizam se odnosi volumetrijsku
diluciju. Naime, Drincic i sar. su pomo¢u matemati¢kog modela pokazali da kada se prilagodi
veli¢ini tela razlika u koncentraciji vitamina D izmedu normalno uhranjenih i gojaznih
ispitanika se gubi. Ove cinjenice treba uzeti u obzir prilikom tretmana deficijencije
vitaminom D jer ista doza ne moze biti primenjena kod svih, ve¢ se kod gojaznih osoba mora

prilagoditi njihovoj telesnoj masi (TM) (41,42).

1.5. Prevencija i tretman vitamin D deficijencije

Promocija zdravih stilova zivota, odrzavanje zdrave TT, dovoljno 1 adekvatno
izlaganje suncevim zracima, konzumiranje hrane bogate vitaminom D mogu biti korisne
strategije kojima se moZe popraviti vitamin D status u populaciji. Na individualnom nivou

najefikasniji nacin tretmana vitamin D deficijencije je upotreba suplemenata.
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Suplementi koji su prisutni na trziStu sadrze vitamin D2 ili D3 kao aktivnu supstancu.
Iako oba metabolita prolaze kroz identican proces hidroksilacije, smatra se da nisu podjednako
efikasni u postizanju ciljnih koncentracija 25(OH)D3 u serumu. Meta-analiza sprovedena sa
ciljem da uporedi efikasnost suplementacije D2 i D3 vitaminom pokazala je da je D3 efikasniji
u podizanju serumskog nivoa 25(OH)D3. Oba metabolita imaju povoljan terapeutski indeks 1

mogu se primenjivati u razli¢itim doznim rezimima bez straha od toksi¢nih efekata (43).

U Tabeli 2. prikazane su preporucene dnevne doze vitamina D, izrazene u
internacionalnim jedinicama (1J), koje je potrebno unositi u organizam u cilju prevencije

vitamin D deficijencije.

Tabela 2. Preporuceni dnevni unos vitamina D za prevenciju deficijencije

Uzrast (godine) Doze po preporuci ES’ Doze po preporuci IOM
0-1 400 1J/dnevno 400 1J/dnevno
1-18 600 1J/dnevno 600 1J/dnevno
19-50 600 1J/dnevno 600 1J/dnevno
50-70 600 1J/dnevno 600 1J/dnevno
>70 800 1J/dnevno 800 1J/dnevno

" Gojazni, kao i pacijenti koji koriste antikonvulzivnu, glukokortikoidnu ili drugu terapiju koja utie
na metabolizam vitamina D zahtevaju dva do tri puta veée doze kako bi zadovoljili dnevne potrebe za

vitaminom D (28). [J-internacionalna jedinica

Tretman vitamin D deficijencije suplementacijom podrazumeva:
1. Nadoknadu deficita 1 postizanje optimalnog nivoa vitamina D

2. OdrZavanje postignutog optimalnog nivoa.

Smernice ES preporucuju za odrasle upotrebu vitamina D2 ili D3 u dozi od 50 000 1J
nedeljno u trajanju od 8 nedelja kako bi korigovali vitamin D deficijenciju 1 dnevne doze
odrzavanja od 1500 do 2000 1J kako bi zadrzali nivo 25(OH)D3 iznad 30 ng/ml (75 nmol/l).
Gojazni pacijenti kao i oni sa malapsorpcionim sindromima ili terapijom koja uti¢e na
metabolizam vitamina D zahtevaju dva do tri puta veée doze u cilju prevencije i leCenja vitamin
D deficijencije (6000-10 000 1J/dnevno za tretman deficijencije, 3000-6000 IJ/dnevno doze
odrzavanja). Podnosljiva gornja granica dozvoljenog dnevnog unosa ne bi trebalo da bude

veéa od 10 000 1J (28).
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Smatra se da deficit vitamina D pored dobro znanih skeletnih efekata moze imati 1
posledice po celokupno zdravlje pacijenta. Razlog za to je otkrice VDR kao i enzima koji
ucestvuju u zavrsnoj hidroksilaciji u gotovo svim tkivima u organizmu S$to je nedostatak
vitamina D povezalo sa nastankom mnogih bolesti kao Sto su depresija, kardiovaskularne,
maligne, pluéne, autoimune bolesti, dijabetes melitus tip 2 (DMT2) kao 1 sa povecanom

stopom mortaliteta (7,44).

1.6. Vitamin D deficijencija i DMT2

Vitamin D deficijencija 1 DMT2 su poprimili razmere pandemije. Procenjuje se da ¢e
ukupan broj obolelih od DMT2 2030. godine iznositi 366 miliona (45). Mozda ne slu¢ajno,
vitamin D deficijencija i DMT2 dele iste faktore rizika u pogledu etnicke pripadnosti,
starosti, nacina zivota. Rezutati nekoliko opservacionih studija su pokazali da bi nedostatak
vitamina D mogao igrati bitnu ulogu u patogenezi DMT2. Podaci jedne od najvecih studija
preseka Third National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) u kojoj je
ucestvovalo 6228 ispitanika, govore da postoji inverzna povezanost serumskog nivoa
25(OH)D sa vrednostima glikemije 1 prevalencijom DMT2 u razli¢itim kohortama (46).
Eksperimentalne studije nisu u potpunosti uspele da dokazu da suplementacija vitminom D
moze smanjiti rizik od nastajanja DMT2, ali su ukazale na mogu¢e mehanizme koji su

krucijalni u patogenezi DMT2, a na koje vitamin D moZe imati uticaj.

1.6.1. Vitamin D deficijencija i insulinska sekrecija

Beta () celije pankreasa karakteriSe prisustvo i ekspresija VDR kao i prisustvo
enzima 25 hidroksivitamin D-1 alfa-hidroksilaze. In vitro i in vivo studije su pokazale da
vitamin D igra bitnu ulogu u o€uvanju funkcije ovih ¢elija. Dokazano je da nekoliko godina
nakon pocetka bolesti kod pacijenata obolelih od DMT?2 postoji jo§ uvek dovoljan broj B ¢elija
ali je njihov odgovor na stimulaciju glukozom oSte¢en. Vitamin D bi mogao imati pozitivan
uticaj izazivajuéi povecanje ne samo sinteze, vec¢ i sekrecije insulina. Smatra se da je vitamn D
jedini faktor koji uti¢e na insulinsku sekreciju stimulisanu glukozom dok na bazalno lucenje
insulina nema uticaja (47-49). PredloZzeni mehanizmi pomocu kojih vitamin D ostvaruje svoje

dejstvo na insulinsku sekreciju dele se na direktne, indirektne i ostale (Slika 3).
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Slika 3. Vitamin D i insulinska sekrecija.
Preuzeto iz Mitri J, Pittas AG. Vitamin D and diabetes. Endocrinol Metab Clin North Am
2014; 43(1):205-32 (50).

Direktni uticaj se ogleda u aktivaciji transkripcije gena za insulin. Pored direktong,
vitamin D ostvaruje 1 posredni uticaj regulisanjem Kkoncentracije intracelularnog i
ekstracelularnog Ca ¢ime se postize adekvatan influks Ca kroz celijsku membranu. Pod
dejstvom vitamina D sintetiSe se kalbidin, Ca-vezuju¢i protein koji se nalazi u citosolu B ¢elija
pankreasa 1 reguliSe ove procese. Ostali mehanizmi podrazumevaju uticaj vitamina D na
prezivljavanje B ¢elija. Inaktivacijom nuklearnog transkripcionog faktora kapa B (NF-kB)
vitamin D direktno inhibira sintezu proinflamatornih citokina, a nishodnom regulacijom FAS

liganda trnsmembranskog proteina vitamin D sprecava apoptozu B3 ¢elija pankreasa (50,51).

1.6.2. Vitamin D deficijencija i insulinska rezistencija

Deficit vitmina D moZe dovesti do poremecaja tolerancije na glukozu. U perifernim
ciljnim tkivima (skeletni miSi¢i, masno tkivo, jetra) 1,25(OH)2D3 stimuliSe ekspresiju
insulinskih receptora Sto direktno dovodi do poboljSane osetljivosti na insulin. Vezivanjem za
VDR u ¢elijama ovih tkiva 1,25(0OH)2D3 stimulise transkripciju gena za insulinske receptore

povecavajuci na taj nacin njihov broj a pritom ne smanjujuci njihov afinitet. U direktne
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mehanizme povecanja osetljivosti ¢elija na insulin spada 1 aktivacija transkripcionog faktora
(peroksizomnim proliferatorom aktiviranog receptora delta) koji reguliSe metabolizam masnih
na koncentraciju Ca van i u samim ¢elijama i putem uticaja na renin-angiotenzin-aldosteron
sistem (RAAS). Naime, za nesmetano odvijanje insulinom-posredovanih intracelularnih procesa
potrebna je adekvatna koncentracija intracelularnog Ca kao i adekvatan transmembranski
influks. Cak i najmanje promene koncentracije intracelularnog Ca mogu doprineti insulinskoj

.....

taj nacin IR. Povoljan indirektan uticaj vitamina D se ogleda u supresiji sinteze renina (Slika

4) (47,50,52).

1a-hidroksilaza Insulin :
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VORE sunskireceptor PPARS

Slika 4. Vitamin D 1 IR.
Preuzeto iz: Mitri J, Pittas AG. Vitamin D and diabetes. Endocrinol Metab Clin North Am
2014; 43(1): 205-32 (50).
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1.6.3. Vitamin D deficijencija i inflamacija

Nekoliko opservacionih studija je pokazalo da je nedostatak vitamina D u krvi povezan sa
povecanom koncentracijom markera sistemske inflamacije (52). Kod DMT2 sistemska
inflamacija putem proinflamatornih citokina igra bitnu ulogu primarno u nastanku IR, mada
moze dovesti 1 do oStecenja B Celija pankreasa. Vitamin D preko ve¢ pomenutih mehanizama
blokira sintezu proinflamatornih citokina i njima posredovanu apoptozu B celija. Gotovo sve
imune celije (antigen prezentujuée Celije, makrofagi, dendriticne Ccelije) ispoljavaju VDR
receptor. Njegovom aktivacijom vitamin D vrsi inhibiciju diferencijacije dendriti¢nih ¢elija i
proliferacije T limfocita, zatim inhibiciju stvaranja penastih ¢elija 1 preuzimanja holesterola od

strane makrofaga ostvarujuci na taj nacin bitnu ulogu u urodenom i ste€enom imunitetu (51-53).

1.7. Efekat suplementacije vitaminom D na glikoregulaciju kod DMT?2

Imajuéi u vidu pomenute efekte na IR i sekreciju, suplementacija vitaminom D bi
mogla dovesti do poboljsanja glikoregulacije. Medutim, i pored velikih oc¢ekivanja brojna
istrazivanja koja su kao krajnji ishod pratila uticaj vitamina D na parametre metabolicke
kontrole nisu jo§ uvek tac¢no utvrdila ulogu vitamina D u zbrinjavanju ove bolesti i njenih

komplikacija. Rezultati su sumirani u meta-analizama.

George 1 sar. su 2012. godine sproveli meta-analizu koja je analiziriala rezultate 15
randomizovanih kontrolisanih istraZivanja sprovedenih medu pacijentima sa intolerancijom
na glukozu 1 sa DMT2. Zabelezeno je statisticki znaCajno poboljSanje vrednosti glikemije
naste 1 insulinske sezitivnosti u odnosu na grupu koja je primala placebo (54). Dve godine
kasnije Seida 1 sar. su sproveli meta-analizu koja je ukljucila 35 randomizovanih
kontrolisanih istraZzivanja 1 43 407 pacijenata sa predijabetesom, DMT2 i bez potvrdene
dijagnoze dijabetesa. Razlike u vrednostima glikemije naSte, insulinske senzitivnosti i
glikoziliranog hemoglobina (HbAlc) nisu bile statisticki znacajne (55). U 2017. godini
objavljene su tri meta-analize sa sliénim rezultatima (56-58). U prvoj, suplementacija
vitaminom D je znaajno snizila vrednosti HbAlc, dok isti efekat nije zapaZen kada su u
pitanju vrednosti glikemije nasSte. Kada su analizom obuhvacéeni samo pacijenti ¢iji je pocetni
nivo 25(OH)D3<20 ng/ml vrednosti glikemije naste 1 HbAlc su bile znac¢ajno sniZzene nakon
suplementacije vitaminom D (56). Druga meta-analiza koju su sproveli Mirhosseini 1 sar. je
nakon analiziranja podataka dobijenih iz 24 klinicka istraZivanja pokazala statisti¢ki znacajno

snizenje glikemije naSte, HbAlc i IR u odnosu na placebo (57). U tre€oj meta-analizi Krul-
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Poel 1 sar. nisu uocili statisticki znacajne razlike u vrednostima glikemije naste i HbAl u
odnosu na placebo grupu (58). U 2019. godini objavljena je i poslednja meta-analliza.
Obuhvatila je 747 pacijenata koji su dobijali vitamin D i 627 placebo kontrola. Rezultati su
pokazali da vitamin D povoljno deluje na vrednosti insulina, HbAlc i IR, dok nije primeéen
znacajan efekat na vrednosti glikemije naste (59). Autori ove meta-analize preporucuju

upotrebu vitamina D uz standardne terapijske rezime kod pacijenata koji se lece od DMT?2.

Sve navedene rezultate potrebno je interpretirati sa oprezom. Vecina istrazivanja je
obuhvatila mali uzorak i vrlo heterogene grupe ispitanika u pogledu etnicke pripadnosti, pola,
starosti, Zivotnih navika, indeksa telesne mase (ITM odnosno engl. body mass index-BMI) i
poremecenog metabolizma glukoze. Takode, u vecini istrazivnja koriS¢ene su po misljenju
strucnjaka suboptimalne doze vitamina D sa nedovoljno dugim periodom suplementacije Sto
pored razli¢itih na¢ina administracije nije dovelo do postizanja optimalnog statusa vitamina D u
krvi. Ova izrazena heterogenost u protokolima sprovedenih istraZzivanja moze biti jedan od
bitnih faktora Zasto jo§ uvek ne postoje jasne preporuke za upotrebu vitamina D u lecenju

pacijenata sa DMT?2.

1.8. Oksidativni stres

Oksidativni stres predstavlja stanje koje je prouzrokovano povecanim stvaranjem
slobodnih radikala (prooksidanasa) 1 nemogucénoscéu celijskih antioksidativnih mehanizama da
ih neutraliSu. Slobodni radikali nastaju u organizmu u toku normalnih metaboli¢kih procesa i
neophodni su za odvijanje mnogih bioloskih procesa. Pored fizioloske, u nekontrolisanim
uslovima mogu imati 1 patoloSku ulogu u organizmu. Njihovo povecano stvaranje i/ili

neadekvatno uklanjanje dovodi do mnogih Stetnih efekata (60).

Slobodni radikali su atomi, atomske grupe ili molekuli koji u poslednjoj orbitali
sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona. Teznja da spare nesparene elektrone predstavlja
uzrok njihove nestabilnosti i izuzetne reaktivnosti (61). U reakciji sa supstratom, slobodni
radikal dobija elektron, dok supstrat gubi elektron i postaje sekundarni slobodni radikal. Na
taj nacin slobodni radikali mogu dovesti do oStecenja esencijalnih makromolekula (lipida,
proteina, ugljenih hidrata i nukleinskih kiselina) stvarajuéi lancane reakcije u kojima dolazi

do produkcije novih slobodnih radikala i oste¢enja novih makromolekula (62).
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Uopsteno govoreci, ovi visoko reaktivni (elektrofilni) molekuli se dele na reaktivne
vrste kiseonika (RVK) 1 reaktivne vrste azota (RVN) u zavisnosti od aktivnog centra. U
okviru obe grupe postoje slobodni radikali i neradikalski metaboliti. U slobodne radikale
RVK spadaju superoksid (*O2 -), hidroksil (*OH), peroksil (*RO2), hidroperoksil (*HRO2 -),
a u neradikalske metabolite vodonik peroksid (H202) i hipohlorasta kiselina (HOCI). Od
RVN u slobodne radikale se ubrajaju azot monoksid (*NO) i1 azot dioksid (*NO2 - ), a u
neradikale peroksinitrit (ONOO- ), nitrozni oksid (HNO2) i alkil peroksinitrit (RONOO) (60).

Superoksidni anjon, *OH, H202 predstavljaju RVK u uzem smislu reci i u literaturi
su zajedno sa *NO najcesce obradivani (60,61). Reakcije u kojima ovi radikali nastaju dele se
na enzimske 1 neenzimske. Najznacajniji izvor produkcije *O2 - je proces oksidtivne
fosforilcije tj. celijskog disanja u mitohondrijama. U toku ovog procesa *O2 - nastaje
redukcijom jednim elektronom molekulskog kiseonika neenzimskim putem. Osim u toku
¢elijskog disanja, *O2 — se stvara pod dejstvom enzima nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
(NADPH) oksidaze, ksantin oksidaze i peroksidaze (63). NADPH oksidaza se nalazi u
polimorfonuklearnim leukocitima, monocitima i fagocitima gde u toku fagocitoze oslobada
velike koli¢ine *O2 — koje imaju baktericidno dejstvo. U fizioloskim uslovima *O2 — ne
izaziva toksi¢ne efekte, jer organizam ima razvijenu antioksidativnu zastitu, tj. enzime koji
neutraliSu slobodne radikale. Tako se, zahvaljujuéi enzimu superoksid dismutazi (SOD), «O2

— transformiSe u manje aktivan H202 (64).

H202 nije pravi radikal, ali lako difunduje kroz plazma membrane 1 moZe dovesti do
ostecenja celije 1 pri malim koncentracijama. Sa *O2-, u prisustvu dvovalentnog gvozda, u
Fentonovoj reakciji formira *OH koji je izuzetno reaktivan. Glavni antioksidativni enzim koji
neutraliSe H202 je katalaza koja ga razlaze do vode 1 kiseonika (65,66). Pod dejstvom
enzima mijeloperoksidaze (MPO) koji je prisutan u azurofilnim granulocitima mnogih
podvrsta leukocita, dejstvo H202 se proSiruje. MPO u prisustvu hloridnog jona katalizuje
konverziju H202 u HOCI koja je jak oksidans i svojim baktericidnim dejstvom pomaZze u

borbi protiv patogena (64,65).

Visoko reaktivni *OH spada u najmoc¢nije radikale. Reaguje gotovo sa svakim
bioloSkim molekulom koji se nade u njegovoj blizini. Zbog izrazite reaktivnosti, poluzivot
mu je kratak gotovo je nemoguce dokazati njegovo prisustvo osim preko specifi¢nih

produkata reakcije (67).
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NO je mali, veoma reaktivan molekul koji nastaje na razli¢itim lokacijama u
organizmu. Najveci izvor endogenog NO je enzimska reakcija konverzije aminokiseline L-
arginin u L-citrulin. Enzim koji katalizuje ovu rekaciju pripada familiji NO sintaza. Postoje
tri izoforme ovog enzima, endotelna (eNOS) prisutna u ¢elijama endotela i odgovorna za
stalnu produkciju NO u vaskulaturi, neuronalna (nNOS) prisutna u nervnom tkivu, endotelnim i
glatkim miSi¢nim celijama 1 inducibilna (iNOS) prisutna u makrofagima 1 aktivira je
prisustvo proinflamatornih citokina (66,68,69). NO je klju¢ni faktor u mnogim bioloskim
reakcijama. Jedna od veoma bitnih uloga jeste regulacija vaskulatornog tonusa i protoka krvi.
U glatkim miSiénim celijama NO aktivira solubilnu guanilat ciklazu 1 protein kinazu
dovode¢i do vazodilatacije. Takode je bitan za adheziju leukocita, agregaciju trombocita,

kontrolu potro$nje kiseonika u mitohondrijama (70).

Osim endogenih izvora (inflamacija, ishemija, infekcija, mentalni stres, prekomerna
fizicka aktivnost 1 dr.), RVK 1 RVN mogu nastati 1 usled dejstva egzogenih faktora kao Sto su

zracenje, duvanski dim, teski metali, alkohol, dimljeno meso, neke vrste lekova (63).

1.9. Markeri oksidativnog stresa

PoviSena produkcija RKV 1 RNV u oksidativhom stresu dovodi do oStecenja lipida,
proteina, lipoproteina, dezoksiribonukleinske kiseline (DNK). Oste¢enje ovih biomolekula
dovodi do dezintegracije Celijske membrane, promene celijske morfologije 1 funkcije 1 na
kraju do smrti ¢elije. U nekim situacijama proces indukovane smrti ¢elija moze biti koristan
kao na pr. kod pripreme porodajnog kanala za predstoje¢i porodaj. Medjutim, obilje podataka
u literaturi ukazuje da su posledice delovanja oksidativnog stresa sastavni deo mehanizama
nastanka mnogih hroni¢nih oboljenja. U tom smislu bi bilo korisno izmeriti stepen prisutnosti
oksidativnog stresa. Direktno merenje koli¢ine stvorenih RVK i RNV ¢esto nije moguce zbog
njihove izrazite reaktivnosti i kratkog poluZivota. Zato se stepen prisutnosti oksidativnog
stresa najCeSée odreduje merenjem produkata nastalih oksidativnim oSte¢enjem celijskih
struktura (lipida, proteina, DNK), merenjem enzima antioksidativne zastite kao 1 enzima koji

ucestvuju u produkciji RVK 1 RVN (61,67,71).
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1.9.1. Oksidativno oStecenje lipida

Proces oksidativnog ostec¢enja lipida naziva se lipidna peroksidacija. Nastaje usled
delovanja slobodnih radikala na molekule fosfolipida, holesterola, holesterolskih estara,
triglicerida (TG), masnih kiselina koji predstavljaju glavne lipide prisutne in vivo. Oksidativna
modifikacija moze nastati enzimskim 1 neenzimskim mehanizmom. Lipooksigenaza,
ciklooksigenaza i citohrom ¢ su najbitniji enzimi koji ucestvuju u oksidaciji masnih kiselina in
vivo. Neenzimski put podrazumeva delovanje slobodnih radikala i neradikala na nezasi¢ene
lipide. Svaki od ovih mehanizama dace specifiéne produkte oksidacije 1 zahtevace tacno

odredene antioksidante u cilju neutralizacije (72).

radikala. Proces lipidne peroksidacije proti¢e kroz tri faze. Prva je faza inicijacije koja
zapocinje delovanjem kiseoni¢nog slobodnog radikala (naj¢es¢e *OH) pricemu dolazi do
apstrahovanja atoma vodonika i generisanja lipidnog radikala (Le). U fazi propagacije lipidni
radikal (Le) brzo reaguje sa molekularnim kiseonikom i1 formira lipidni peroksil radikal
(LOQe). Peroksil radikal dalje nastavlja lancanu reakciju apsorbujué¢i vodonik iz drugog
molekula lipida i stvarajauc¢i na taj nacin novi lipidni radikal (Le) i lipidni hidroperoksid
(LOOH). U fazi terminacije antioksidansi poput vitamina E doniraju atom vodonika lipidnom
peroksil radikalu LOOe pri ¢emu dolazi do stvaranja sekundarnih neradikalnih molekula.
Jednom zapoceti proces lipidne peroksidacije se nastavlja sve do stvaranja zavr$nih

produkata koji nastaju u fazi terminacije (66,73).

U toku lipidne peroksidacije nezasi¢enih masnih kiselina nastaje Sirok spektar
Za razliku od slobodnih radikala koji dovode do oSte¢enja biomolekula u okruzenju od
nekoliko nanometara aldehidi nastali u toku lipidne peroksidacije lako difunduju kroz
membranu ¢elije dovodeci do oStecenja proteina u citoplazmi, jedru, koji su udaljeni od mesta
njihovog nastanka (74). Merenje koncentracije MDA kao produkta lipidne peroksidacije koristi
se Cesto za procenu intenziteta oStecenja posredovanog slobodnim radikalima. Smatra se da
MDA predstavlja bitan uzro¢ni faktor u nastanku procesa ateroskleroze, starenja, maligniteta,
kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa i1 Alchajmerove bolesti (73,74). Slika 5. prikazuje

metabolizam 1 proces nastanka MDA u procesu lipidne peroksidacije.
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Slika 5. Prikaz metabolizma i stvaranja MDA.
Preuzeto iz: Ayala A, Mufioz MF, Argiielles S. Lipid peroxidation: production, metabolism,
and signaling mechanisms of malondialdehyde and 4-hydroxy-2-nonenal. Oxid Med Cell
Longev 2014; 2014: 360438 (74).

1.9.2. Oksidativno oSte¢enje proteina

Proteini takode mogu biti meta delovanja slobodnih radikala s obzirom na veliku
prisutnost u plazmi i celijama vec¢ine tkiva. Njihova oksidativna modifikacija se moze
odigrati direktnim delovanjem RKYV ili indirektno delovanjem nusprodukata oksidativnog

oStec¢enja drugih molekula. Prilikom njihove oksidacije dolazi do fragmentacije peptidnog
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lanca 1 promena elektricnog naboja, medusobnog povezivanja proteina 1 oksidacije
specificnih aminokiselina. Ostaci cisteina 1 metionina u proteinima su posebno osetljivi na
oksidaciju §to dovodi do konformacionih promena proteina i njihove degradacije. Na taj
nacin proteini gube funkciju enzima, receptora i transportnih proteina (64,75). Delovanjem
RVK na proteine dolazi do stvaranja Sirokog spektra proizvoda, od onih modifikovanih
manje aktivnih do potpuno denaturisanih neaktivnih (76). Produkti uznapredovale oksidacije
proteina (AOPP) takode predstavljaju bitan marker oksidativnog stresa i inflamacije. Imaju

bitnu ulogu u nastanku dijabetesnih komplikacija (77).

1.9.3. Oksidativno oStecenje DNK

U reakciji RKV 1 DNK dolazi do modifikacije DNK na nekoliko nacina koji ukljucuju
degradaciju baza, odvajanje ili kidanje lanca, interakciju baza unutar jedne ili dve spirale,
translokacije, delecije, mutacije. Najpoznatiji produkt oksidativnog oSte¢enja DNK i ujedno
biomarker oksidativnog stresa je 8-hidroksideoksiguanozin. Povecanje koncentracije ovog
produkta povezuje se sa kancerogenezom, starenjem, neurodegenerativnim, kardiovaskularnim 1

autoimunim bolestima (64).

1.10. Antioksidativna zaStita

Kao odgovor na toksi¢no dejstvo reaktivnih vrsta u ljudskom organizmu je u toku
evolucije razvijen sistem antioksidativne zastite. Sistem ¢ine mnoge komponente koje se
nalaze rasporedene u intra i ekstracelularnom prostoru. Izostanak neke od komponenti moze
dovesti do rusenja celokupnog sistema antioksidativne zastite. Antioksidansima se smatraju
supstance koje imaju sposobnost odlaganja ili sprecavanja oksidacije supstrata (71,76).

Osnovni mehanizmi njithovog delovanja podrazumevaju:

1. spreCavanje nastanka reaktivnih vrsta tj. preventivno delovanje,
2. neutralisanje dejstva nastalih reaktivnih vrsta,

3. popravke i otklanjanje Stetnih posledica delovanja reaktivnih vrsta

Prema mestu nastanka delimo ih na endogene (sintetisane unutar organizma) 1 egzogene
koje u organizam unosimo u vidu hrane ili suplemenata. Endogeni antioksidativni sistem ¢ini
mreza enzimskih i neenzimskih antioksidanasa koji se nalaze u citoplazmi i razli¢itim
organelama (78-80). Glavni enzimi antioksidativne zastite u organizmu su superoksid dismutaza

(SOD), katalaza 1 glutation peroksidaza (GPx) (67).
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1.10.1. Enzimski antioksidansi

Superoksid dizmutaza

Ovaj enzim svojim katalitiCkim delovanjem S§titi organizam od Stetnog delovanja
superoksidnog anjona vrsec¢i njegovu dizmutazu do H202 i molekularnog kiseonika. Pripada
familji metaloenzima, a zavisno od kofaktora metalnih jona (bakar, cink i mangan)
razlikujemo tri izoforme koje su razli¢ito rasporedene u organizmu. Mangan SOD se nalazi u
mitohondrijama, bakar-cink SOD u citosolu, a tre¢a izoforma koja sadrzi takode bakar-cink

nalazi se u ekstracelularnom prostoru (67).

Katalaza

Ovaj polipeptid je prisutan kod svih organizama koji koriste kiseonik. U prisustvu
kofaktora (gvozda ili mangana) katalizuje redukciju H202 do vode i molekularnog kiseonika,
zavrSavajuéi na taj nain proces detoksikacije zapocet od strane SOD. Spada u veoma
efikasne enzime jer u jednoj sekundi moze da neutraliSe nekoliko miliona molekula H202.
Narocito je efikasan kada je H202 prisutan u veé¢im koncentracijama, dok u slucaju da su

koncentracije H202 nize vazniju ulogu ima GPx (81).

Glutation peroksidaza

Glutation peroksidaza je intracelularni enzim koji sadrzi selen umesto sumpora u
cisteinu §to povecava njegovu efikasnost. Odgovoran je za redukciju H202 1 lipidnih peroksida
do vode i odgovarajueg alkohola (67). Reakcije se odigravaju uglavnom u citosolu i
mitohondrijama. Koristi glutation (GSH) kao donor elektrona. Glutation reduktaza je enzim
zaduzen za obnavljanje redukovanog GSH koji je bitan intracelularni antioksidans. Za

redukciju jednog mola oksidovanog GSH potrebno je uces¢e jednog mola NADPH (82).

1.10.2. Neenzimski antioksidansi

Neenzimski antioksidansi predstavljaju drugu liniju odbrane od reaktivnih vrsta i
imaju sposobnost brze inaktivacije stvorenih slobodnih radikala i oksidanasa. Tu spadaju
niskomolekularna jedinjenja kao Sto su minerali, vitamini, karotenoidi, kofaktori, GSH 1

polifenoli.

Askorbinska kiselina (vitamin C), o-tokoferol (vitamin E) i B-karoten spadaju u
najvaznije neenzimske antioksidanse koji se ne mogu sintetisti u organizmu i unos zavisi od

ishrane (84). Vitamin C je veoma potentan i efektivan hidrofilni antioksidans. Donira

Milena M. Coji¢ — DOKTORSKA DISERTACIJA & 31



Uvob

elektron (oksiduje se) i na taj nacin Stiti druge molekule od oksidacije. Takode, vrsi
regeneraciju oksidovanog vitamina E. Podizanjem nivoa intracelularnog GSH S§titi proteinsku
grupu tiola od oksidacije. Liposolubilni vitamin E smesSten je u unutrasnjem, hidrofobnom
delu celijske membrane i predstavlja njenu glavnu odbranu od oksidativnog osSteéenja.
Reaguje sa lipidnim radikalima nastalim tokom lipidne peroksidacije dovodeci do terminacije
lancanih reakcija. Iako je efikasan antioksidans, u interakciji sa oksidansima se redukuje pri
¢emu nastaje vitamin E radikal, a za njegovu redukciju zaduzen je vitamin C (76,83).
Karotenoidi (B-karoten) su liposolubilni antioksidansi ¢ija antioksidativna svojstva poticu od
prisustva konjugovanih dvostrukih veza Sto im omogucava vezivanje slobodnih radikala.
Zahvaljujuéi svojoj liposolubilnoj prirodi 1 lokalizaciji Stite ¢eliju od posledica lipidne
peroksidacije. B-karoten inhibira oksidacijom indukovanu aktivaciju transkripcionog faktora
(NF-kB) i proinflamatornih citokina (interleukin 6, tumor nekrotisu¢i faktor a ). Takode, ima

1 antikancerogeno delovanje indukuju¢i apoptozu Celija (64,67).

Glutation pripada grupi tiola i predstavlja glavni intracelularni antioksidans. U
velikom broju prisutan je u citosolu, mitohondrijama i nukleusu. Moze se na¢i u dve forme, u
redukovanoj formi (GSH) i oksidovanoj formi u vidu glutation disulfida. Odnos redukovane i
oksidovane forme predstavlja pouzdan pokazatelj oksidativnog stresa u organizmu. Svoje
antioksidativno dejstvo GSH ispoljava na vise nacina. U prisustvu GPx, GSH donira elektron
vrSeci detoksikaciju H202 1 lipidnih peroksida. Pored GPx, GSH sluzi 1 kao kofaktor

transferazama. Takode, zaduzen je za obnavljanje vitamin C 1 E aktivne forme (64).

1.11. OKksidativni stres i DMT?2

Obilje podataka u literaturi govori u prilog tome da oksidativni stres igra bitnu ulogu
u nastanku DMT2 1 njegovoj daljoj progresiji 1 razvoju komplikacija. Oksidativni stres je kod
DMT?2 posledica kako povecanog stvaranja slobodnih radikala tako i sniZzene antioksidativne

zastite (66,76).

1.11.1. Uloga oksidativnog stresa u patogenezi DMT?2

DMT?2 je progresivni metabolicki poremecaj koji zapocCinje razvojem IR a zavrSava se
propadanjem pankreati¢nih B ¢elija. U vecini slucajeva IR definisana kao oslabljen odgovor
¢elija u masnom tkivu, jetri i skeletnim miSi¢ima na dejstvo insulina, pojavljuje se mnogo

godina pre razvoja hiperglikemije. Smanjena osetljivost na insulin u skeletnim misi¢ima
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dovodi do smanjenog preuzimanja glukoze. Takode, povecano otpustanje glukoze iz jetre je
posledica nedostatka insulinom suprimirane glukoneogeneze 1 glikogenolize. U masnom
tkivu IR vodi ka povecanoj lipolizi i povecanom oslobadanju slobodnih masnih kiselina
(SMK) u cirkulaciju. Hroni¢no povecanje koncentracije SMK izaziva smrt  ¢elija pankreasa.
U cilju prevazilazenja periferne IR dolazi do povecanja mase B celija kao i do povecanog
lucenja insulina Sto dovodi do hiperinsulinemije. Oksidativni stres je jedan od faktora koji
ima znacajnu ulogu u nastanku IR, disfunkcije B ¢elija i DMT2. Ta¢ni mehanizmi nisu u
potpunosti jo§ uvek rasvetljeni mada postoji nekoliko teorija koje bi mogle objasniti

navedenu tvrdnju (76,85).

Vezivanje insulina za insulinski receptor dovodi do autofosforilacije B subjedinice
receptora i aktivacije insulin receptorskih supstrata. To pokrec¢e niz kaskadnih reakcija koje
posledi¢no dovode do transporta glukoze u ¢elije i mitogenog delovanja insulina. Faktori koji
dovode do poremecaja transmisije signala prilikom delovanja insulina 1 nastanka IR su brojni.
Prekomeran unos hrane bogate ugljenim hidratima i zasi¢enim masnim kiselinama je samo
jedan od njih (86). Intermedijerni produkti SMK aktiviraju jednu od kinaza u ciljnim ¢elijama
koja dovodi do fosforilacije receptorskih proteinskih supstrata. Na taj nadin dolazi do
slabljenja insulinskog signalnog puta. Alternativna hipoteza koja povezuje nastanak IR sa
prekomernim unosom hrane bogate ugljenim hidratima 1 zasi¢enim masnim kiselinama
zasniva se povecanoj produkciji RKV u mitohondrijama. Ilako RVK 1 RVN prisutne u
odredenoj meri doprinose pravilnom funkcionisanju insulina, njithovo nekontrolisano
stvaranja dovodi do poremecaja u njegovom delovanju i promovisu nastanak IR. Ulaskom
hranljive materije u metabolicke puteve povecava se brzina protoka elektrona i stvara se
viSak reduktivnih ekvivalenata. To dovodi do ,,curenja“ elektrona 1 povecanog stvaranja
superoksidnog anjona i H202 u mitohondrijama (85). Nastale RVK dovode do smanjene
aktivacije insulinskih receptora, posebno B-subjedinice koja poseduje tirozin kinaznu
ktivnost. Na taj nacin dolazi do smanjenja autofosforilacije insulinskih receptora i poremecaja
u transdukciji signala dok je kapacitet vezivanja insulina za receptor ocuvan (Slika 6).
Oksidativni stres dovodi 1 do modifikacije genetske ekspresije transmembranskih proteina
koji omogucavaju olaksanu difuziju glukoze u tkiva Sto takode doprinosi razvoju IR tokom

nastanka DMT?2 (87).
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Slika 6. Prikaz molekularnog mehanizma koji povezuje prekomerni nutritivni unos sa IR.
Preuzeto iz: Chang YC, Chuang LM. The role of oxidative stress in the pathogenesis of
type 2 diabetes: from molecular mechanism to clinical implication. Am J Transl Res

2010; 2(3): 316-31 (85).

B-¢elije pankreasa su takode osetljive na delovanje reaktivnih vrsta nastalih tokom
oksidativnog stresa, tim pre $to ispoljvaju nizak nivo antioksidativnih enzima katalaze, GPx 1
SOD. Hroni¢no visoki nivoi glukoze i lipida (glukolipotoksi¢nost) predstavljaju okida¢ koji
uzrokuje pojavu oksidativnog stresa i doprinosi poremecaju funkcije B-¢elija. Glukotoksi¢nost i
lipotoksi¢nost predstavljaju faktore koji su okrivljeni da najvise doprinose patogenezi DMT?2.
Pored mitohondrija koje su glavni izvor oksidativnog stresa kod DMT?2, enzimski kompleks
NADPH oksidaza takode je izvor nastanka RVK. Prekomeran unos glukoze i zasi¢enih
masnih kiselina aktivira NADPH oksidazu, pri ¢emu nastaje povecanje koncentracije RVK 1
poremecaj funkcije B-Celija. Hroni¢no dejstvo glukoze, zasi¢enih masti kao 1 RVK dovodi 1
do povecane ekspresije iNOS. To za posledicu ima povecanu sintezu NO koja dovodi do
smanjenja insulinske sekrecije u B-¢elijama pankreasa 1 apoptoze (89). Sve ove promene
dovode do nastanka hiperglikemije koja je glavna odlika DMT?2 i koja dalje stvara povoljne

uslove za nastanak i odrZavanje prooksidativne sredine.
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1.11.2. Uloga oksidativnog stresa u nastanku dijabetesnih komplikacija

Kod prolongirane hiperglikemije tkiva koja preuzimaju glukozu nezavisno od
prisustva insulina (retina, o¢no socivo, nervi, endotel) trpe znatna oStecenja. IzloZenost
hiperglikemiji je najzasluznija za nastanak oStecenja kardiovaskularnog sistema, bubrega, oka
1 nerava. Postoji visSe mehanizama kojima se moze objasniti Stetno dejstvo hiperglikemije 1
nastanak dijabetesnih komplikacija. Oni koji su povezani sa oksidativnim stresom su: proces
neenzimske glikacije tj. formiranja krajnjih produkata glikooksidacije (advanced glycation
end products AGEs), put poliola, poremecaj redoks potencijala Celije, aktivacija protein

kinaze C (PKC), aktivacija mitogenom-aktiviranih protein (MAP) kinaza (88).

1.11.3. Autooksidacija glukoze, proces neenzimske glikacije

tj. formiranja krajnjih produkata glikoksidacije (AGEs)

U uslovima trajno povisenog nivoa glukoze dolazi do povecanog stvaranja AGE,
heterogene grupe jedinjenja koja nastaje neenzimskom glikacijom proteina, lipida i nukleinskih
kiselina (78). Termin autooksidaciona glikacija se odnosi na neenzimsku glikaciju proteina.
Proces se sastoji od nekoliko kaskadnih reakcija. U prvoj fazi koja je reverzibilna reaguje
terminalna amino grupa proteina sa aldehidnom grupom glukoze, formiraju¢i ,,rani* produkt
reakcije Sifovu bazu koja se transformise u stabilniji Amadori produkt. U kasnijoj ireverzibilnoj
fazi dolazi do stvaranja prvog stabilnog produkta fruktozillizina ¢ija je koncentracija direktno
proporcionalna koncentraciji glukoze i1 koja korelira sa glikohemoglobinom (HbAlc). Tokom
niza lanc¢anih reakcija izmedu proteina 1 Maillardovih proizvoda uz obavezno prisustvo

slobodnih radikala dolazi do stvaranja AGEs (90).

Povecano formiranje i nakupljanje AGEs u tkivima je svojstveno pacijentima sa
DMT?2 cak 1 u uslovima dobre glikoregulacije. Svoj Stetni potencijal AGEs ispoljavaju
direktnim osSte¢enjem strukture 1 funkcije proteina ili putem cross-linking efekta. Naime,
AGEs se vezuju za receptore krajnjih produkata glikooksidacije pri ¢emu se aktivira enzim
NADPH oksidaza i dolazi do produkcije RVK. Povecano stvaranje RVK dovodi do
povecanog stvaranja AGEs koji opisanim mehanizmima dovodi do daljih oStecenja ali 1 do

aktivacije NF-kB §to intenzivira inflamatorni odgovor (91).

Procesi glikacije su u velikoj meri prisutni u apoproteinu B i fosfolipidnoj komponenti
lipoproteina niske gustine (LDL) gde dovode do funkcionalnih promena LDL klirensa i

povecava njegovu osetljivost na delovanje oksidativnog stresa. Glikozilisane LDL cestice ne
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bivaju prepoznate od srane receptora Sto smanjuje njihovo uklanjanje a dovodi do
preuzimanja od strane ,,scavenger receptora koji se nalaze na povrSini makrofaga. Ova

promena rezultuje formiranjem penastih ¢elija i inicijacijom ateroskleroze (90).

1.11.4. Put sorbitola (poliola)

Mnogobrojna istrazivanja su pokazala da je put sorbitola (poliola) u normoglikemijskim
uslovima u veoma malom procentu zastupljen u metabolizmu glukoze. Medutim, veoma
intenzivno se odvija u uslovima hiperglikemije, menjajuéi redoks potencijal ¢elije i dovodeci
do nastanka dijabetesnih komplikacija. Ovaj put metabolisanja podrazumeva redukciju
glukoze u sorbitol pod dejstvom enzima aldozo reduktaze koja kao kofaktor koristi NADPH.
Pad koncentracije NADPH dovodi do pada aktivnosti NADPH zavisnih enzima kao §to je
glutation reduktaza i NOS. Usled smanjene proizvodnje NO dolazi do vazokonstrikcije, a
zbog neobnavljanja GSH dolazi do smanjenja antioksidativne zastite i stanja permanentnog

oksidativnog stresa (88, 92).

1.11.5. Aktivacija PKC i MAP kinaze

Familija PKC enzima koja broji 11 izoformi igra bitnu ulogu u prenoSenju signala iz
spoljaSnjosti u unutraSnjost Celije u razlicitim tkivima vrSe¢i up ili down regulaciju
fosforilacije enzima, receptora, transkripcionih faktora i drugih kinaza. Aktivacija PKC je
posredovana delovanjem sekudarnog glasnika diacilglicerola (DAG). Visoka koncentracija
glukoze ubrzava katabolizam fosfatidilholina, 1 stimuliSe de novo sintezu DAG-a iz fosfatidne
kiseline. Oksidativni stres izazvan hiperglikemijom takode dovodi do porasta DAG-a.
Aktivacija PKC dovodi do down regulacije broja insulinskih receptora i smanjene aktivnosti
protein kinaze B Sto rezultuje IR, hiperinsulinemijom i hiperglikemijom. Ovaj proces se pod
dejstvom hiperglikemije odvija u mnogim tkivima kao §to su retina, srce, bubreg i predstavlja
osnovu molekularnog dejstva hiperglikemije kojom se objaSnjava nastanak komplikacija

(88,92).

Oksidativna modulacija PKC predstavlja klju¢ni dogadaj za razvoj vaskularnih
komplikacija kod DMT2. Odgovorna je za poremecaj regulacije permeabiliteta, kontrakcije,
¢elijskog rasta, angiogeneze, aktivacije citokina i sinteze athenzivnih molekula u ¢elijama

endotela (88).
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Aktivcija MAP kinaze predstavlja drugi signalni put kojim hiperglikemija uti¢e na
razvoj dijabetesnih komplikacija. Aktivacija ovog enzima dovodi do fosforilacije
transkripcionih faktora Sto utiCe na promenu ekspresije gena uklju¢enih u modifikaciju

fenotipa celije, proliferaciju i sintezu ekstracelularnog matriksa (90).

1.12. Antioksidativno dejstvo vitamina D

Medu velikim brojem ,,predlozenih* efekata koji nisu vezani za metabolizam kostiju,
antioksidativno dejstvo vitamina D spada u najskorije, ali 1 najmanje istrazivane efekte do
sada. Smatra se da su antioksidativna svojstva vitamina D potentnija u odnosu na ona koja
poseduje vitamin E. Studije sprovedene in vitro su to i potvrdile pokazavsi da vitamin D
inhibira lipidnu peroksidaciju i stvaranje MDA u vec¢oj meri u odnosu na analog vitamina E.
Eksperimenti sprovedeni na Zivotinjskim modelima su pokazali da je administracija
kalcitriola dovela do povecane aktivnosti antioksidativnih enzima SOD, katalaze i GPx

(61,93,94).

Do sada se mali broj istrazivanja bavio antioksidativnim dejstvom vitamina D kod
pacijenata sa DMT2. Za procenu oksidativnog stresa u tim istraZivanjima koriS¢eni su
razli¢iti biomarkeri, ali je veéina bila usmerena na odredivanje totalnog oksidativnog
kapaciteta 1 totalnog antioksidtivnog kapaciteta. Manji broj istrazivanja je bio usmeren na
odredivanje produkata oksidativnog ostecenja kao Sto su MDA, AGEs i AOPP. Rezultati ovih
istrazivanja nisu mogli dati jasne zakljucke jer su se neki parametri oksidativnog stresa
menjali pod uticajem vitamina D, dok su drugi ostali nepromenjeni. Razlog moze biti
izrazena heterogenost protokola kako u pogledu doze, duzine i nacina primene vitamina D

tako 1 u pogledu parametara oksidativnog stresa koji su razmatrani (94,95).
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2.1.

HIPOTEZA I CILJ ISTRAZIVANJA

Radna hipoteza

Polaze¢i od Cinjenice da vitamin D utie na IR i sekreciju insulina, kao i da moze

imati antiinflamatorno i antioksidativno dejstvo postavljene su hipoteze istrazivanja:

2.2

H1: Suplementacija vitaminom D ¢e dovesti do poboljsanja metabolicke kontrole kod

pacijenata.

H2: Suplementacija vitaminom D ¢e smanjiti inflamatorni put posredovan MPO, XO i

slobodnim radikalima.

H3: Suplementacija vitaminom D ¢e doprineti smanjenju kardiovaskularnog rizika

modulacijom pro i antiaterogenih lipoproteinskih frakcija.
Cilj istrazivanja
Ciljevi ovog istrazivanja su bili:

1. Da se utvrdi efekat Sestomesecne suplementacije vitaminom D na vrednosti
parametara glikoregulacije 1 IR kod pacijenata sa DMT2 koji su na terapiji

metforminom.

2. Da se utvrdi efekat Sestomesecne suplementacije vitaminom D na dominatne

enzime geneze slobodnih radikala kao 1 na parametre antioksidativne zaStite 1
oksidativne modifikacije proteina i lipida kod pacijenata sa DMT2 koji su na

terapiji metforminom.

3. Da se utvrdi efekat Sestomesecne suplementacije vitaminom D na vrednosti

parametara kardiovaskularnog rizika kod pacijenata sa DMT2 koji su na terapiji

metforminom.
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3.1. Dizajn studije i karakteristike ispitanika

Istrazivanje je sprovedeno kao randomizovana, kontrolisana, otvorena studija u skladu
sa standardima HelsinSke deklaracije 1 smernicama Dobre klinicke prakse. Protokol istrazivanja
odobren je od strane Etickog komiteta Doma zdravlja Podgorica kao 1 od strane Etickog
komiteta Medicinskog fakulteta u NiSu. Svi ispitanici koji su ucestvovali u ovom istrazivanju

dali su pismeni informisani pristanak.

Studija je sprovedena u trajanju od 6 meseci (jun-decembar) u Domu zdravlja
Podgorica, u Crnoj Gori ¢iji geografski poloZaj karakteriSe mediteranska klima 1 mediteranski
nacin ishrane $to je moglo uticati na pocCetne vrednosti vitamina D kod na$ih ispitanika.
Obuhvatila je pacijente oba pola, starosti preko 30 godina kod kojih je dijagnoza DMT?2
postavljena u skladu sa kriterijumima Americke dijabetesne asocijacije (96) i koji su tretirani

higijensko-dijetetskim rezimom i metforminom kao jedinim medikamentom. Kriterijumi za

iskljucenje ispitanika iz ove studije su bili sledeci:

= prethodna upotreba vitamin D suplementacije,

» upotreba drugih oralnih antidijabetika (izuzev metformina) sa ili bez upotrebe
insulinske terapije,

» trudnoca i dojenje,

= ypotreba lekova koji utiCu na metabolizam vitamina D (kortikosteroidi 1
antikonvulzivni lekovi),

= prisustvo hroni¢ne bubrezne insuficijencije,

= prisustvo ciroze jetre,

= postavljena dijagnoza alkoholizma,

= prisustvo demencije

= prisustvo maligne bolesti,

= prisustvo digestivnih (malapsorpcionih) bolesti,

= prisustvo urolitijaze,

= [TM > 40 kg/m2,

= prisustvo akutnih inflamatornih stanja,

= prisustvo hroni¢nih autoimunskih, degenerativnih ili inflamatornih stanja.
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Veli¢ina uzorka je odredena na osnovu promene kljucne varijable HbAlc u
prethodnom istrazivanju koje su sproveli Nasri i sar. (97) uzimajuci u obzir da verovatnoca
greske prvog tipa iznosi o = 0,05 i statisticka snaga 1—-§ = 0,8. Od ukupno 560 ispitanika ¢iji
su elektronski kartoni detaljno pregledani samo 150 je ispunilo sve kriterijume ukljucenja.
Dopustajuci da stopa odustajanja iznosi do 30 %, 130 ispitanika je ukljuc¢eno u istrazivanje

(Grafikon 1).

3.2. Intervencija

Sto trideset ispitanika koji su ispunili uslove za ulazak u studiju je metodom
randomizacije rasporedeno u dve grupe (odnos 1:1). Prva grupa ispitanika je pored metformina
dobijala i vitamin D3 u vidu Vigantol kapi, dok je druga grupa nastavila da uzima metformin
do kraja istrazivanja. U Vitamin D + Metformin grupi doziranje je izvrSeno prema ES
smernicama a na osnovu vrednosti 25(OH)D3 u serumu koje su pre pocetka istrazivanja
izmerene kod svih ispitanika. Na osnovu tih pocetnih vrednosti ispitanici u Vitamin D +
Metformin grupi su podeljeni na one ¢iji su nivoi 25(OH)D3 iznosili > 50 nmol/l i one koji su
bili vitamin D deficijentni, tj. ¢iji su 25(OH)D3 nivoi bili < 50 nmol/l. Vitamin D deficijentni
pacijenti su prva tri meseca dobijali vitamin D3 u dozi od 50 000 IJ/nedeljno podeljeno u
jednake dnevne doze (15 kapi Vigantola na dan) kako bi nadoknadili deficit, dok su nakon toga
sledecih tri meseca dobijali 14 000 IJ/nedeljno u cilju odrzavanja postignutih nivoa 25(OH)D3.
Ispitanici Vitamin D + Metformin grupe ¢iji su nivoi 25(OH)D3 od pocetka bili ve¢i od 50
nmol/L su do kraja istrazivanja dobijali 14 000 1J vitamina D3 nedeljno podeljeno u jednake

dnevne doze (4 kapi Vigantola na dan). Detaljan protokol istrazivanja prikazan je u Grafikonu 1.

Oko 90 % ispitanika je imalo u kartonu dijagnozu hipertenzije 1 hiperlipidemije, zbog
¢ega su im propisivani antihipertenzivi i statini. Uvidom u elektronske kartone utvrdeno je da

su ispitanici navedenu terapiju redovno podizali. Nijedan od ispitanika nije koristio fibrate.

Svi ispitanici su dobili preporuke u vezi ishrane i izlaganja suncevoj svetlosti, a
medicinsko osoblje je pazljivo kontrolisalo poStovanje ovih preporuka. Pacijenti ¢ija se
terapija za DMT2, hipertenziju i hiperlipidemiju menjala tokom istrazivanja bili su iskljuceni.
Pravilno 1 redovno uzimanje Vitamin D suplementa je takode pazljivo nadzirano tako $to su

svi ispitanici na kraju meseca bili u obavezi da vrate prazne bocice Vigantol kapi.
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Od ukupno 65 ispitanika u Vitamin D + Metformin grupi iz istrazivanja je isklju¢eno
16 ispitanika: kod 1 ispitanika dijagnostikovan je tumor pankreasa, 1 ispitanica je prijavila
aergijsku reakciju nakon uzimanja Vigantol kapi, kod 9 ispitanika je doslo do promene terapije
za dijabetes dok kod 5 ispitanika iz navedene grupe suplementacija vitaminom D nije bila

redovna. U Metformin grupi svih 65 ispitanika je uspesno zavrsilo istrazivanje (Grafikon 1).

Procenjena podobnost (n= 560)

Iskljueno (n=430)

+ Ne ispunjava kriterijume (n=400)
+ Odbilo da u€estvuje (n=20)

+ Drugi razlozi (n=10)

4

Randomizovano (n=130)

{ Int . 1
L ntervencija J

h J ¥

65 pacijenata sa DMT2 65 pacijenata sa DMT2

39 pacijenata dobijalo 50 000 IJ/nedeljno 65 pacijenata nastavilo da uzima Metformin
vitamin D3 + Metformin

26 pacijenata dobijalo 14 000 1J/nedeljno
vitamina D3 + Metformin

v [ Pracenje ] v
p A

16 pacijenata iskljuceno iz studije: ked 1-o0g 0 iskljucenih
dijagnostikovan tumor pankreasa, 1 imao
alergijsku reakciju, 5 nisu redovno uzimali
suplemente, kod 9 promenjena terapija za DMT2

¥ [ Analiza } v

Analizirani ispitanici (n=49) Analizirani ispitanici (n=65)

Grafikon 1. Dijagram toka 1 dizajna studije
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3.3. Metode

Svi pacijenti su na pocetku studije kao i u 3. i 6. mesecu istrazivanja podvrgnuti
klinickom pregledu i1 detaljnoj kontroli laboratorijskih parametara. Klinicki pregled je

podrazumevao antropometrijska merenja i merenje krvnog pritiska (KP).

3.3.1. Antropometrijska merenja

Sva antropometrijska merenja vrSena su u jutarnjim ¢asovima i podrazumevala su
odredivanje telesne visine (TV), TM 1 obima struka (OS). Da bi se obezbedila uspeSnost i
ta¢nost antropometrijskih veli¢ina obezbedeni su adekvatni uslovi 1 poStovana su propisana

pravila.

Za merenje TM koriS¢ena je decimalna vaga, prethodno bazdarena i etalonirana sa
mogucom greSkom od £100g. Vaga je uvek bila postavljena na tvrdoj podlozi. Ispitanici su
mereni tek nakon skidanja odredenih delova odece (jakna, sako i dr.) i obuce. Prethodno su
bili zamoljeni da samo jednom stanu na sredinu ploce vage kako bi tezina tela bila

ravnomerno rasporedena. Vrednost TM ocitavana je u kilogramima.

Telesna visina je odredivana visinometrom koji je postavljen da visi vertikalno uz zid.
Pre merenja svi ispitanici su zamoljeni da skinu obucu i stanu okrenuti ledima prema lenjiru
za merenje. Potiljak, leda, straznjica, listovi 1 pete ispitanika dodirivale su vertikalu, a stopala
su bila spojena na petama sa prstima blago rastavljenim. Prilikom merenja svim ispitanicima
su takode date instrukcije da drZe glavu u poloZaju pri kom gledaju pravo, napred u jednu
tacku na suprotnom zidu. Deo visinometra za glavu, odnosno njegov pokretni deo postavljan
je ravno da pritiska kosu ukoliko je ima. ZabeleZena visina je odgovarala zabeleZenoj skali

(najblizi milimetar/najbliZi centimetar).

Na osnovu podataka o TM 1 TV odredivan je ITM (odnosno BMI) po formuli
ITM = TM/TV? (kg/m2).

Merenje OS vrSeno je fleksibilnom trakom postavljenoj u horizontalnoj ravni,
paralelno sa podlogom na sredini rastojanja izmedu najniZe tacke rebarnog luka i prednje
gornje bedrene bodlje karli¢ne kosti pri ¢emu je ispitanik u stoje¢em stavu u fazi normalnog

ekspirijuma. Vrednosti su izraZavane u cm.
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Za merenje vrednosti sistolnog (SKP) i dijastolnog krvnog pritiska (DKP) koris¢eni
su automatski aparati za merenje KP na nadlaktici (model Microlife’s BP A150-30 AFIB)

koji su prethodno bili podvrgnuti testu preciznosti.

Pre svakog merenja ispitanici su sedeli mirno, ledima naslonjenim na naslon stolice a
leva ruka, na kojoj je vrSeno merenje je bila postavljena tako da je lakatna jama u kojoj je
smestena glavna arterija ruke (arteria brachialis) u nivou srca sa dlanom okrenutim na gore.
Nadlaktica je bila oslobodena od odece kako bi se izbeglo vrSenje pritiska na arteriju, a
manzetna aparata je bila standardne veli¢ine 12 cm x 15 cm 1 postavljena tako da obuhvata
dve tre¢ine duzine nadlaktice. Nakon jednog minuta vrSeno je ponovno merenje, a kao

konac¢na vrednost SKP i DKP uzimana je srednja vrednost dva uzastopna merenja.

3.3.2. Laboratorijske analize

Uzorci krvi uzimani su venepunkcijom iz kubitalne vene, naste, izmedu 7 1 9 h ujutru,
a nakon 12 sati noénog gladovanja. Nakon zavrSenog procesa koagulacije svi uzorci su
centrifugirani pri brzini od 2000-3000 obrtaja/minuti kako bi se izdvojio serum. Standardni
biohemijski parametri radeni su u okviru Centra za laboratorijsku dijagnostiku Doma zdravlja
Podgorica na dan uzimanja krvi. Uzorci seruma za analizu parametara oksidativnog stresa
koje su radene na Institutu za biohemiju, Medicinskog fakulteta u Nisu, podeljeni su u

alikvote 1 ¢uvani na -80 °C.

Serumski nivoi glikemije, ureje, kreatinina, ukupnog holesterola, lipoproteina niske 1
visoke gustine (LDL i HDL), TG, aspartat (AST), alanin (ALT) aminotransferaze i gama-
glutamil transpeptidaze (GGT), alkalne fosfataze (ALP), albumina mereni su koriS¢enjem

standardnih enzimskih procedura (Roche Cobas 6000 ¢ 501, Mannheim, Germany).

Nivo serumskog C - reaktivnog proteina (CRP) odredivan je metodom imunoturbidi-
metrije dok je ukupni Ca odredivan fotometrijskom metodom (Roche Cobas 6000 c¢ 501,
Mannheim, Germany).

Serumske vrednosti jonizovanog Ca (Cat++) odredivane su pomocu jon-selektivne
metode na elektrolitnom analizatoru [Roche Diagnostics AVL 9180 Electrolyte Analyzer

(AVL 9180, Roche, Japan)].

Za odredivanje HbAlc koriS¢ena je puna krv uz upotrebu antikoagulnasa K2ZEDTA

imunoturbidimetrijskom analizom (Roche Cobas 6000 ¢ 501, Mannheim, Germany).
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Odredivanje vrednosti insulina i vitamina D [25(OH)D3] u serumu vrSeno je
imunoesej metodom elektrohemiluminiscencije, upotrebom komercijalnih testova Roche na

automatskom analizatoru Cobas 6000/e601 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).

Kao surogat marker za procenu IR racunat je HOMA-IR (engl. homeostasis model
assessment of insulin resistance ) - po formuli: glukoza (mmol/L) x insulin (uIU/L) / 22,5 i

TYG indeks kao prirodni logaritam proizvoda plazma glikemije 1 TG po formuli:

Ln [TG (mg/dL) x glikemija (mg/dL)/2].

Castelli risk index I je raCunat kao odnos ukupnog holesterola i HDL holesterola
odrazavajudi aterogeni rizik plazme koji je karakteristican za metabolicki sindrom i kako je
skoro objavljeno potencijalni surogat marker povezan sa vitamin D insuficijencijom i
metabolickim sindromom (98).

Castelli risk index II je racunat kao odnos LDL holesterola i HDL holesterola

odrazavajuc¢i takode aterogeni rizik plazme (99)

Parametri oksidativnog stresa

Stepen lipidne peroksidacije procenjivan je odredivanjem kolicine MDA u plazmi
spektrofotometrijskom metodom. Ova metoda se bazira na reakciji MDA sa tiobarbiturnom
kiselinom (TBA) pri ¢emu nastaje obojeni kompleks MDA-TBA (100). Koncentracija MDA

se izraZzava u uM/L.

Izracunavanje odnosa vrednosti TG 1 TBA reagujucih supstanci (TBARS) kori§¢eno
je za monitornig odnosa potencijalno oksidabilnih supstrata polinezasi¢enih masnih kiselina

cirkuliSu¢ih TG 1 njihovih oksidovanih parnjaka-lipidnih peroksida.

Stepen oksidativne modifikacije proteina procenjivan je na osnovu vrednosti AOPP
merenih u plazmi spektrofotometrijski 1 izrazenih kao hloramin T ekvivalenti. Pre analize

uzorci plazme su razblazeni u odnosu 1:10 (101).

Aktivnost MPO u serumu odredivana je komercijalnim ELISA testom uz upotrebu
bunara sa 96 mikroplejtova koji su prethodno obloZeni biotiniliranim antitelima. Test
sendvica zasnovan je na reakciji sa drugim antitelom (detektor) prilikom dodavanja
rastvrorenog supstrata koji reaguje sa enzim-antitelo kompleksom stvarajuéi obojeni kompleks.

Koncentracija enzima MPO izrazena je u ng/L.
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Aktivnost XO u serumu odredivana je spektofotometrijski, na osnovu oslobadanja
mokracéne kiseline iz ksantina kao supstrata (102) uz malu modifikaciju uslova ispitivanja

seruma (103). Aktivnost enzima izrazena je u U/L.

Koncentracija nitrita 1 nitrata (zajednicki naziv NOx) u serumu koris¢ena je kao
indikator produkcije NO, a odredivana je na slede¢i nacin: redukcija nitrata u nitrite
postignuta je pomocu bakrom presvucenog kadmijuma. Merenje koncentracije nitrita vrSeno

je kolorimetrijskom detekcijom produkata azo boje Griess-ove reakcije (104).

Aktivnost antioksidativnog enzima katalaze odredivana je pomocu spektrofotometrijske
metode, pri cemu supstrat H202 formira stabilan zuto obojeni kompleks sa molibdenskim

solima. Smanjenje apsorpcije odraZava se na aktivnost enzima koja je izrazena u kat/L (105).

Totalni oksidativni kapacitet (TOC) odredivan je metodom koja se bazira na reakciji
oksidacije fero jona u feri jon. Naime, glavne komponente TOC-a su H202 i drugi peroksidi
koji oksiduju fero jone, a nastali feri jon u kiseloj sredini gradi obojeni kompleks sa ksilenol-
oranzom. Intenzitet bojenja se odreduje spektrofotometrijski i direktno je proporcionalan
ukupnom broju oksidacionih molekula (peroksida) u uzorku. Rezultati su izrazeni u vidu

mikromola H202 ekvivalenata po litru (umol/L) (106).

Totalni reduktivni kapacitet (TRC) plazme odredivan je Folin- Ciocalteu metodom uz
malu modifikaciju. Sam metod je baziran na oksidaciji prisutnih fenola Folin-ovim
reagensom, pri ¢emu se reagens redukuje. Kao standard koriS¢ena je galna kiselina a rezultati

su prikazani kao ekvivalenti galne kiseline (GAE) (107).

3.4. Statisticka analiza

Unos, tabelarno i grafi¢ko prikazivanje podataka obavljeno je koris¢enjem MS Office

Excel programa.

Podaci dobijeni u ovom istrazivanju su prikazani u vidu aritmetic¢ke sredine 1 standardne
devijacije ili u vidu apsolutnih i relativnih brojeva. Normalnost raspodele podataka je testirana
Kolomogorov-Smirnov testom. Poredenje kontinurianih varijabli izmedu grupa, ukoliko je
distribucija podataka bila normalna vrSeno je t testom, a slucaju kada raspodela nije bila

normalna Mann-Whitney testom.
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Poredenje vrednosti u ponovljenim merenjima je testirano analizom varijanse (ANOVA)
za ponovljena merenja, odnosno radena je dvofaktorksa analiza varijanse sa jednim ponovljenim
faktorom (vreme — tri merenja u periodu od 6 meseci) i neponovljeni faktor — 2 grupe sa
razli¢itim tretmanima (Metformin + Vitamin D, odnosno grupa Metformin). Poredenje vrednosti
u ponovljenim merenjima je vrieno prema datoj Semi (Sema 1). Ukoliko se u analizi za
ponovljenja merenja pokaze da postoji statisticki znacajna interakcija u tom slucaju je ponovno
radena ANOVA za ponovljena merenja gde je ispitivan prost efekat. Ukoliko je analiza pokazala
da nema statisticki znacajne interakcije interpretiran je glavni efekat faktora. U analizi
ponovljenih merenja tumaceni su slede¢i efekti: ukupan efekat vremena, ukupan efekat grupa i
efekat interakcije vreme 1 grupa. Ukupan efekat vremena ukazuje da ima statisticki znacajne
razlike u vrednostima zavisne promenljive tokom vremena. Ukupan efekat grupa ukazuje da li u
proseku ima statisti¢ki znacajne razlike u prose¢nim vrednostima zavisne promenljive izmedu
grupa. Efekat interakcije vreme i grupa ukazuje da li se tokom vremena zavisna promenjljiva
statisti¢ki znacajno menjala izmedu grupa. Za procenu sferi¢nosti podataka koriS¢en je Mauchly-
jev test. Ukoliko nije zadovoljena sferi¢nost podataka u ANOVA za ponovljena merenja
kori$¢ena je Greenhouse-Geisser ili Huynh-Feldt korekcija i to po slede¢em pravilu: ukoliko je
€<0,75 primenjuje se Greenhouse-Geisser korekcija, u suprotnom primenjuje se Huynh-Feldt

korekcija.

Multipla linearna regresiona analiza (enter metod) je koriS¢ena za utvrdivanje
statistiCki znaajna razlika u vrednostima pracenih parametara u odnosu na grupe koje su
primale vitamin D ili nisu primale vitamin D korigovane za starost, pol i BMI. Hipoteza je
testirana sa pragom znacajnosti p<0,05. Analiza podataka je vrSena u programskom paketu

SPSS 16.0.

Veli¢ina uzorka izraCunata je pomocu komercijalnog statistickog programa G* power
za dvosmerno testiranje nulte hipoteze. Za odredivanje veli¢ine uzorka u ovom programskom
paketu koriS¢en je F-test, odnosno ANOVA za ponovljena merenja. Dobijena veli¢ina uzorka

je 49 po grupi.

Rezultati statisticke analize su prikazani tabelarno 1 graficki.
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Sema 1. Analize varijanse za ponovljena merenja
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4.1. Demografski podaci i klinicke karakteristike ispitanika

Od ukupno 130 pacijenta, 114 je uspesno zavrsilo istrazivanje, od ¢ega je 49 pacijenata

bilo u Metformin + Vitamin D grupi i 65 pacijenata u Metformin grupi. U Tabeli 3. su prikazani

demografski podaci i klinicke karakteristike ispitanika. Grupe su bile ujednacene prema polu

(p=0,256) 1 duzini trajanja bolesti (p=0,188). Ispitanici Metformin + Vitamin D grupe su bili

statistiCki znac¢ajno mladi u odnosu na ispitanike Metformin grupe (p=0,044) (Tabela 3).

Tabela 3. Demografske 1 klinicke karakteristike ispitivane populacije

Varijabla Metformin + Vitamin D Metformin p
N=49 N=65
N % N %

Pol

Muski 36 55,4 21 42,9 0,256

Zenski 29 44,6 28 57,1
Starost (godine) 60,41 + 8,55 63,65 £+ 8,18 0,0441
Duzina trajanja bolesti (godine) 533+ 2,83 6,08 + 2,94 0,1883
Pusenje

Ne 22 44,9 38 58,5 0,356

Da 12 24,5 12 18,5

Bivsi pusac 15 30,6 15 23,1
BMI (kg/m?) 2987 + 4,52 2974 + 5,02 0,834
OS (cm) 102,06 + 11,09 105,57 + 12,72 0,214’
SKP (mmHg) 136,55 + 24,13 137,85 + 18,99 0,404
DKP (mmHg) 83,52 + 12,79 80,79 + 9,88  0,491°
Metformin (mg/dan) 1362,24 + 476,04 1283,08 + 523,38 0,378’

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost

+ standardna devijacija ili u vidu apsolutnih 1

relativnih brojeva, %. 't test, > Hi-kvadrat test, > Mann- Whitney test. BMI-Indeks telesne mase

(Body Mass Index), SKP—sistolni krvi pritisak, DKP—dijastolni krvni pritisak

U obe ispitivane grupe najvisSe je bilo nepusaca (Metformin + Vitamin D grupa:

44,9%, Metformin grupa: 58,5%). Ucestalost pusenja je bila ujednacena u odnosu na
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ispitivane grupe (p=0,356). Ostale demografske i klinicke karakteristike prikazane u Tabeli 4.

su takode bile ujednacene u odnosu na ispitivane grupe.

Tabela 4. Opste biohemijske karakteristike ispitivane populacije

Varijabla Metformin + Metformin p
Vitamin D
N=49 N=65

Kreatinin (umol/L) 79,45 £ 15,54 86,46 + 23,99 0,082
Holesterol (mmol/L) 5,65 £ 1,39 558 £+ 1,21 0,991
TG (mmol/L) 1,96 £ 1,51 1,96 = 0,91 0,263
HDL (mmol/L) 1,35 £ 0,34 1,28 + 0,32 0,239
LDL (mmol/L) 337 £ 1,03 3,5+ 1,38 0,789
Holesterol/HDL (Castelli I indeks) 450 £ 1,73 4,60 £ 1,39 0,358
HDL/LDL (Castelli II indeks) 2,65 £ 1,06 2,90 + 1,23 0,294
AST (IU/L) 20,80 = 7,04 21,33 £ 8,12 0,710
ALT (IU/L) 25,10 = 13,96 25,78 + 21,06 0,904
GGT (IU/L) 22,35 + 11,80 25,90 + 17,21 0,448
ALP (IU/L) 63,29 + 14,83 62,43 + 15,65 0,744
Ca ukupni (mmol/L) 2,43 £ 0,11 241 £ 0,10 0,553
Ca 2+ (mmol/L) 1,16 = 0,09 1,15 £ 0,07 0,669
CRP (mg/L) 3,19 £+ 42 2,19 £ 241 0,459
Albumini (g/L) 48,39 £ 2,30 48,56 £ 2,33 0,503

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija ili u vidu apsolutnih i relativnih
brojeva, %. ' Mann-Whitney test. TG-trigliceridi, HDL-holesterol-koncentracija holesterola u
lipoproteinima velike gustine, LDL-holesterol— koncentracija holesterola u lipoproteinima male gustine,
AST- aspartat amino-transferaza, ALT—alanin amino-transferaza, GGT-gama glutamil transferaza,

ALP-alkalna fosfataza, Ca-kalcijum, Ca 2+-kalcijum jonizovani, CRP — C-reaktivni protein

4.2. Parametri glikoregulacije

Svi parametri glikoregulacije prikazani u Tabeli 5. su bili ujednaceni u odnosu na

ispitivane grupe (p>0,05).
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Tabela 5. Parametri glikoregulacije u ispitivanoj populaciji

Varijabla Metformin +Vitamin D Metformin p
N=49 N=65

Glikemija naSte (mmol/L) 7,86 £ 2,38 796 + 1,43 0,282

HbAlc (%) 6,61 + 1,04 6,68 + 0,87 0,387

HOMA-IR 4,63 + 4,51 4,57 + 2,74 0,349

TYG indeks 920 + 0,75 9,31 £ 0,52 0,365

Insulinemija naste (nU/L ) 13,26 + 14,03 12,80 + 6,96 0,445

Podaci su prikazani kao aritmeti¢ka sredinatstandardna devijacija, %. ' Mann-Whitney test.

HbA 1c—glikozilirani gemoglobin, HOMA-IR—surogat marker insulinske rezistencije

4.3. Parametri oksidativnog stresa

Medu ispitivanim grupama nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu pocetnih
vrednosti parametara oksidativnog stresa, osim za vrednosti NOx 1 TRC. Pocetne vrednosti
NOx su bile statisticki znac¢ajno vece kod ispitanika Metformin grupe (p=0,034). Vrednosti
TRC su bile statisti¢ki zna¢ajno manje u grupi koja je primala vitamin D (p=0,013) (Tabela 6).

Tabela 6. Parametri oksidativnog stresa u ispitivanoj populaciji

Varijabla Metformin +Vitamin D Metformin p
N=49 N=65

MDA (uM/L) 20,18 + 3,59 19,73 + 328 0,496'
AOPP (uM hloramin T ekvivalenti) 193,03 + 147,93 218,58 + 162,53  0,729°
Katalaza (kat/L) 0,88 £+ 0,16 0,86 + 0,08 0,614
NOx (umol/L) 5434 + 15,15 68,52 + 3821 0,0347
MPO (ng/L) 128,54 + 84,89 120,40 £ 69,02 0,561°
XO (U/L) 2747 + 9,75 29,98 + 843 0,057
TG/TBARS 0,55 + 0,32 0,60 £ 030 0,172°
TOC pmol/L 025 + 0,19 027 + 0,15 0,078
TRC (GAE) 0,15 + 0,08 032 + 042 0,013°

Podaci su prikazani kao aritmeti¢ka sredinatstandardna devijacija, %. ' t test, > Mann-Whitney test.
MDA — malondialdehid, AOPP — produkti uznapredovale oksidacije proteina, NOx — nitrati i nitriti,
MPO-mijeloperoksidaza, XO — ksantin oksidaza, TG/TBARS—odnos triglicerida i tiobarbiturna kiselina
reagujucih  supstanci, TOC—totalni oksidativni kapacitet, TRC—totalni reduktivni kapacitet,
GAE—ekvivalenti galne kiseline
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4.4. Nivo vitamina D kod ispitanika

U grupi koja je primala vitamin D na pocetku je bilo 25 pacijenata sa deficijencijom
vitamina D (52,1%), a u grupi koja je primala samo metformin 24 pacijenta (36,4%).
Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti deficijencije vitamina D
izmedu ispitivanih grupa (p=0,138). Upotrebom Mann-Whitney testa utvrdeno je da u O.
mesecu nije postojola statitisticki znaCajna razlika u srednjim vrednostima vitamina D

izmedu grupa (p=0,095) (Grafikon 2).

Vitamin D (nmol/L) p=0,095
100
80 {
61,06
60 53112
40 |
20
0
Metformin+Vitamin D Metformin

Grafikon 2. Prikaz pocetnih vrednosti vitamina D u ispitivanim grupama

4.5. Rezultati pracenja vrednosti vitamina D u ispitivanim grupama

u periodu od 6 meseci

Vrednosti vitamina D su se statisticki znaCajno menjale kroz vreme kako kod
ispitanika koji su uzimali vitamin D suplemente (p<0,001), tako i kod ispitanika Metformin
grupe (p<0,001). Kod ispitanika u Metformin + Vitamin D grupi tokom prva 3 meseca je
doslo do znacajnog porasta vitamina D u odnosu na pocetne vrednosti (p<0,001), a zatim
nakon redukovanja doze do statisticki znac¢ajnog pada izmedu 3. i 6. meseca (p<0,001). Ipak,
vrednosti vitamina D na kraju istrazivanja (nakon 6 meseci) su ostale statisticki znacajno

vece u odnosu na pocetne u Metformin + Vitamin D grupi (p<0.001).

Sli¢an obrazac promene zabeleZen je 1 u Metformin grupi. U prvih 3 meseca je doslo
do statisticki znacajnog povecanja vrednosti vitamina D (p<0,001), a zatim do statisticki
znacajnog pada vrednosti u periodu izmedu 3. i 6. meseca (p<0,001). Ipak, vrednosti nakon 6

meseci su statisticki zna¢ajno manje u odnosu na pocetne vrednosti (p=0,038).
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Poredenjem srednjih vrednosti vitamina D izmedu grupa utvrdena je statistiCki

znacajna razlika nakon 3 meseca (39,47, p<0,001) i nakon 6 meseci (36,51, p<0,001)
(Grafikon 3).
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Prvo merenje Nakon 3 meseca Nakon 6 meseci

Grafikon 3. Koncentracija vitamina D u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci.

P vrednost na grafikonu - ANOVA za ponovljena merenja

4.6. Rezultati pracenja vrednosti parametara glikoregulacije

u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci

Upotrebom testa ANOVA za ponovljena merenja utvrdeno je da se vrednosti

glikemije naste nisu statisticki zna¢ajno menjale kroz vreme u obema ispitivanim grupama, tj.

da ne postoji statisticki znacajan efekat vremena (Grafikon 4).
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Grafikon 4. Vrednosti glikemije naste u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci.

P vrednost na grafikonu — ANOVA za ponovljena merenja
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StatistiCka analiza je pokazala da za vrednosti HbAlc u periodu od 6 meseci postoji
statistiCki znaCajan efekat vremena (p<0,001). U grupi koja je primala vitamin D u periodu od
6 meseci dolazi do statisti¢ki znac¢ajne promene vrednosti HbAlc (p=0,002). U Metformin
grupi koncentracija HbAlc se statisticki znacajno povecala u istom periodu pracenja
(p<0,001). U grupi koja je primala vitamin D doSlo je do statisticki znacajnog smanjenja
vrednosti HbAlc u prvih 3 meseca (p=0,011), zatim u periodu od 3. do 6. meseca dolazi do
statisticki znacajnog povecanja vrednosti ovog parametra (p=0,019). Vrednosti nakon 6
meseci su nesto nize u odnosu na pocetne vrednosti, ali ne postoji statisticki znacajna razlika
(p=0,509). U Metformin grupi postoji sliCan obrazac promene, u prvih 3 meseca vrednosti
HbAlc padaju ali ne statisticki znacajno (p=1,000), a zatim u periodu od 3. do 6. meseca
statisticki znacajno rastu (p<0,001). Vrednosti nakon 6 meseci su statisticki znac¢ajno veée u

odnosu na pocetne vrednosti u Metformin grupi (p=0,019) (Grafikon 5).
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Prvo merenje Nakon 3 meseca Nakon 6 meseci
Grafikon 5. Vrednosti HbAlc u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci. P vrednost na

grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja

Vrednosti insulinemije se nisu statisticki znacajno menjale tokom perioda prac¢enja u
obema ispitivanim grupama (Metformint+Vitamin D grupa: p=0,382; Metformin grupa:
p=0,750) (Grafikon 6).
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Grafikon 6. Vrednosti insulinemije u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci. P vrednost

na grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja

Vrednosti HOMA-IR indeksa se nisu statisti¢ki znafajno menjale tokom perioda
pradenja u obema ispitivanim grupama. Blagi pad vrednosti u periodu od Sest meseci je
zabelezen u obe grupe ali bez statisticke znacajnosti (Metformin + Vitamin D: p=0,119,

odnosno u Metformin grupi: p=0,908) (Grafikon 7).
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HOMA-IR

Grafikon 7. Vrednosti HOMA-IR u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci. P vrednost

na grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja

Vrednosti TYG indeksa se takode ne menjaju statisti¢ki znacajno u populaciji tokom
perioda pracenja od 6 meseci (Metformin + Vitamin D grupa: p=0,099, Metformin grupa:
p=0,303) (Grafikon 8).
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Grafikon 8. Vrednosti TYG indeksa u odnosu na ispitivane grupe u periodu od 6 meseci.

P vrednost na grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja

4.7. Rezultati pracenja vrednosti parametara oksidativnog stresa u
ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci

Analiza je pokazala da se vrednosti MDA statisti¢ki znacajno ne menjaju u Vitamin
D+Metformin grupi tokom vremena (p=0,328), odnosno da se u Metformin grupi menjaju
statisti¢ki znacajno (p=0,008) tokom perioda pra¢enja. Na Grafikonu 9 se jasno moZe uociti
da su profili paralelni za obe grupe, ali da se oni prilikom merenju nakon 3 meseca ne
podudaraju ve¢ da dolazi do njihovog presecanja. Odnosno, u obe grupe u prvih tri meseca
dolazi do smanjenja vrednosti MDA, a zatim u narednih tri meseca dolazi do statisticki

znacajnog povecanja vrednosti u Metformin grupi (p=0,023).
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Grafikon 9. Vrednosti MDA u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci. P vrednost na

grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja
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Vrednosti TG/TBARS se u ispitivanim grupama posle 6 meseci ne menjaju statisticki
znacajno u odnosu na pocetne vrednosti (Metformin+Vitamin D grupa: p=0,826, Metformin

grupa: p=0,126) (Grafikon 10).
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Grafikon 10. Vrednosti TG/TBARS u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci. P vrednost

na grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja

U obema grupama je doSlo do statisticki znacajne promene vrednosti AOPP
(p<0,001). Vrednosti ovog parametra u prva 3 meseca miruju, a zatim tokom 3 naredna
meseca dolazi do statisti¢ki znacajnog povecanja vrednosti AOPP 1 u grupi koja je koristila

vitamin D i1 u Metformin grupi (p<0,001) (Grafikon 11).
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Grafikon 11. Vrednosti AOPP u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci. P vrednost na

grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja
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Efekat vremena se pokazao statisticki znacajan kada su vrednosti MPO u pitanju jer je
u celokupnoj populaciji tokom Sest meseci doslo do statisticki zna¢ajnog smanjenja vrednosti
(p=0,022). Gledano pojedinacno unutar grupa postoji trend smanjenja vrednosti ovog
parametra koji nije dostigao statisticku znacajnost (Metformin+Vitamin D grupa p=0,091,

Meformin grupa p=0,144) (Grafikon 12).
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Grafikon 12. Vrednosti MPO u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci. P vrednost na

grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja

Vrednosti XO padaju statisticki znacajno u obe ispitivane grupe (p<0,001) tokom 6
meseci. U Metformin grupi vrednosti XO se statisti€ki znacajno razlikuju izmedu pocetnog
merenja 1 merenja nakon 6 meseci (p<0,001). U Metformin + Vitamin D grupi vrednosti
nakon 6 meseci se statisticki znac¢ajno razlikuju u odnosu na pocetne vrednosti (p<0,001), ali

1 u odnosu na vrednosti nakon 3 meseca (p<0,001) (Grafikon 13).
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Grafikon 13. Vrednosti XO u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci. P vrednost na

grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja
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Kada su u pitanju vrednosti NOx, efekat vremena se pokazao statisticki znacajan
(p<0,001). U Metformin+Vitamin D grupi postoji statisticki znacajna razlika izmedu pocetnih
vrednosti i vrednosti nakon 3. meseca (p=0,005). U Metformin grupi vrednosti NOx se takode
statistiCki znacajno menjaju tokom perioda pracenja (p=0,002). Statisticki znacajna razlika
postoji izmedu prvog i drugog merenja (p=0,003), odnosno prvog i treCeg merenja (p<0,001)
(Grafikon 14).
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Grafikon 14. Vrednosti NADPH oksidaze u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci P

vrednost na grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja

U Metformin grupi nije bilo statisticki znacajne razlike u vrednostima katalaze u
periodu od 6 meseci (p=0,861), dok je u Metformin+Vitamin D grupi utvrdena statistic¢ki
znacajna razlika u vrednostima ovog parametra u periodu od 6 meseci (p=0,004) (Grafikon
15). Post hoc analiza je pokazala da je u Vitamin D + Metformin grupi u prvih 3 meseca
doSlo do statisticki znacajnog smanjenja koncentracije katalaze (p=0,007). Izmedu ostalih

vremenskih intervala nije bilo statisticki znacajne razlike (p>0,05).
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Grafikon 15. Vrednosti katalaze u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci. P vrednost

na grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja
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U obema grupama dolazi do statisticki znacajnog smanjenja vrednosti TOC (Vitamin
D+Metformin grupa: p=0,015, odnosno Metformin grupa p=0,003). Statisticki znacajna
razlika se postize izmedu 3. i 6. meseca u obema grupama (Metformin+Vitamin D: p=0,009,

odnosno Metformin p=0,004) (Grafikon 16).
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Grafikon 16. Vrednosti TOC u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci. P vrednost na

grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja

U Metformin grupi vrednosti TRC se ne menjaju statisticki znacajno u periodu
pracenja (p=0,120). U Metformin + Vitamin D grupi vrednosti TRC se menjaju statistic¢ki
znacajno tokom perioda pracenja (p=0,009). U prvih tri meseca dolazi do blagog povecanja
vrednosti (p=0,065), a zatim u periodu od tre¢eg do Sestog meseca do statisticki znacajnog
smanjenja vrednosti (p=0,017). Vrednosti na kraju perioda pracenja se ne razlikuju statisticki

znacajno u odnosu na pocetne vrednosti TRC (p=0,518) (Grafikon 17).
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Grafikon 17. Vrednosti TRC u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci. P vrednost na

grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja
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4.8. Rezultati pracenja vrednosti parametara kardiovaskularnog rizika u
ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci

U grupi koja je primala vitamin D doslo je do statisticki znacajne promene vrednosti
SKP u ispitivanom periodu (p=0,040). Statisticki znacajna razlika u vrednostima SKP je
utvrdena u periodu od 3. do 6. meseca (p=0,026). U grupi koja je primala samo metformin

nije bilo statisti¢ki znac¢ajne promene vrednosti SKP (p=0,491) (Grafikon 18).
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Grafikon 18. Vrednosti SKP u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci. P vrednost na

grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja

Vrednosti DKP se nisu menjale statisticki znac¢ajno u periodu pracenja u grupi koja je
primala Metfromin + Vitamin D (p=0,217), odnosno u grupi koja je primala samo

Metforimin (p=0,086) (Grafikon 19).
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Grafikon 19. Vrednosti DKP u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci. P vrednost na

grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja
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Vrednosti ukupnog holesterola se ne menjaju znacajno u Metformin grupi (p=0,121)
tokom perioda prac¢enja, kao ni u grupi koja je primala Metformin + Vitamin D (p=0,056)
(Grafikon 20).
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Grafikon 20. Vrednosti ukupnog holesterola u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci. P

vrednost na grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja

Vrednosti TG se ne menjaju znacajno u Metformin grupi (p=0,231) tokom perioda

pracenja, kao ni u Metformin + Vitamin D grupi (p=0,225) (Grafikon 21).
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Grafikon 21. Vrednosti TG u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci. P vrednost na

grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja
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U Metformin grupi se vrednosti HDL holesterola statisticki zna¢ajno menjaju kroz
vreme (p=0,016). Vrednosti HDL statisticki znacajno padaju u prvih 3 meseca (p=0,017). U
narednih 3 meseca se vrednosti vracaju skoro na pocetne (p=0,017). U Metformin + Vitamin
D grupi vrednosti HDL se ne menjaju statisticki znac¢ajno u periodu pracenja (p=0,279)

(Grafikon 22).
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Grafikon 22. Vrednosti HDL holesterola u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci. P

vrednost na grafikonu —~ANOVA test za ponovljena merenja

Vrednosti LDL holesterola se ne menjaju znacajno u Metformin + Vitamin D grupi

(p=0,288) tokom perioda pracenja, kao ni u Metformin grupi (p=0,234) Grafikon 23.
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Grafikon 23. Vrednosti LDL holesterola u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci.

P vrednost na grafikonu ~ANOVA test za ponovljena merenja
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Vrednosti aterogenog indeksa Castelli I se ne menjaju statisticki znacCajno u
ispitivanim grupama tokom perioda pracenja (Vitamin D + Metformin grupa: p=0,086,

Metformin grupa: p=0,947) (Grafikon 24).

6.5 - Metformin+Vitamin D: p=0.086
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Grafikon 24. Vrednosti aterogenog indeksa Castelli I u ispitivanim grupama u periodu od 6

meseci. P vrednost na grafikonu —~ANOVA test za ponovljena merenja

Vrednosti aterogenog indeksa Castelli II se ne menjaju statisticki znac¢ajno u
ispitivanim grupama tokom perioda prac¢enja (Vitamin D + Metformin grupa: p=0,524,

Metformin grupa: p=0,291) (Grafikon 25).
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Grafikon 25. Vrednosti aterogenog indeksa Castelli IT u ispitivanim grupama u periodu od 6

meseci. P vrednost na grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja
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Vrednosti CRP-a se ne menjaju znac¢ajno u Metformin + Vitamin D grupi (p=0,355)

tokom perioda pracenja, kao ni u Metformin grupi (p=0,334) (Grafikon 26).
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Grafikon 26. Vrednosti CRP-a u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci. P vrednost na

grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja

Vrednosti BMI se ne menjaju statisticki znac¢ajno u periodu pracenja ni u grupi koja je
primala Metformin i Vitamin D (p=0,675), ni u grupi koja je primala samo Metformin

(p=0,114) (Grafikon 27).
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Grafikon 27. Vrednosti BMI u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci. P vrednost na

grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja
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Vrednosti OS se ne menjaju statisticki znacajno u periodu pra¢enja u grupi koja je
primala Metforimin + Vitamin D (p=0,752) odnosno u grupi koja je primala samo Metformin
(p=0,168) (Grafikon 28).
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Grafikon 28. Vrednosti OS u ispitivanim grupama u periodu od 6 meseci. P vrednost na

grafikonu — ANOVA test za ponovljena merenja
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4.9. Rezultati analize efekta interakcije vreme i ispitivane grupe

za parametre glikoregulacije tokom perioda pracenja

StatistiCka analiza je pokazala da za vrednosti HbAlc u periodu od 6 meseci postoji

statisticki znacajan efekat interakcije vreme 1 ispitivane grupe (p=0,033) (Tabela 7).

Takode, postoji statisticki znacCajan efekat interakcije vreme 1 ispitivane grupe za
vrednosti TYG indeksa (p=0,036). Vrednosti TYG indeksa nakon 3 meseca su statisticki
znacajno vece kod pacijenata koji su primali samo Metformin (p=0,004). Vrednosti TYG
indeksa nakon 6 meseci su statisticki znacajno vece kod pacijenata koji su primali samo

Metformin u odnosu na grupu koja je primala i Vitamin D (p=0,030) (Tabela 7).

Tabela 7. Vrednosti parametara glikoregulacije u ispitivanim grupama u periodu pracenja od

6 meseci

Metformin + Vitamin D grupa Metformin grupa 1

p

0. mesec 3.mesec  6.mesec 0. mesec 3. mesec 6. mesec
Glikemija 7,86+2,38  7,28+1,16 7,23+1,26 7,92+1,46 7,98+1,75 7,75+1,51
naste 7,40 7,35 7,35 7,85 7,85 7,90 0,071
(mmol/L) (6,52-8,70) (6,20-8,10) (6,12-8,00) (6,90-8,52) (6,92-8,48) (6,90-9,00)
6,61£1,04 6,34+0,71 6,54+0,74 6,67+0,86 6,62+0,83  6,88+0,93
HbAlc (%) 6,35 6,20 6,40 6,50 6,40 6,80 0,033
(5,92-7,10) (5,80-6,80) (6,00-7,18) (6,08-7,22) (6,00-7,08) (6,10-7,50)
13,20+£13,89 12,3146,66 11,27+4,93 12,36+7,11 12,61+11,93 11,93+6,57
11,22 9,81 10,08 11,41 10,26 10,87 0,628
(6,97-14,40) (7,70-14,74) (7,65-14,33) (8,18-16,49) (6,80-14,63) (7,25-15,71)
4,63+4,51 4,04+£2,34 3,65+1,74 4424272 4,60+5,12 4,08+2,43
HOMA-IR 3,67 3,63 3,44 3,76 3,39 3,42 0,491
(2,31-4,94) (2,13-5,15) (2,25-5,14) (2,68-5,94) (2,44-5,11) (2,22-5,75)
9,20+0,75 9,07+0,56 9,10+0,57 9,32+0,52 9,42+0,50 9,37+0,61
TYG indeks 9,16 9,05 9,15 9,29 9,35 9,29 0,036
(8,78-9,57) (8,60-9,52) (8,69-9,50) (8,95-9,62) (9,00-9,81) (8,94-9,79)

Insulinemija

(nU/L)

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredinatstandardna devijacija, odnosno medijana (25.percentil-

75.percentil), p - ANOVA za ponovljena merenja — efekat interakcije vreme*ispitivane grupe
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4.10. Rezultati analize efekta interakcije vreme i ispitivane grupe
za parametre oksidativnog stresa tokom perioda pracenja

Kao sto je prikazano u Tabeli 8. statisticka analiza je pokazala da za parametre
oksidativnog stresa nije utvrden statisticki zncajan efekat interakcije vreme 1 ispitivane grupe

tokom perioda praéenja.

Tabela 8. Vrednosti parametara oksidativnhog stresa u ispitivanim grupama u periodu

pracenja od 6 meseci

Vitamin D+Metfformin grupa Metformin grupa
0. mesec 3. mesec 6. mesec 0. mesec 3. mesec 6. mesec
MDA 3,73+1,94 3,20+1,82 3,77+1,96 3,62+1,45 3,3040,96  4,40+2,760,5
(TBARS 3,17 2,97 2,77 3,31 3,07 3,00 0,343

UML) (249445)  (228346)  (235472) (262415  (256388)  (2,44-6,46)
0,56+0,32 0,58+032  0,55+0,28 0,60+0,30 0,70+0,30 0,62+0,34

TG/
0,44 0,48 0,55 0,53 0,62 0,56 0,496
TBARS
0330,73)  (0,36-0,64)  (0,32-0,76)  (0,40-0,71)  (0,43-0.83)  (0,35-0,83)
AOPP 193,03£147,93 253,94+130,48 445,09£113,00 218,58+162,53 216,40+131,95 447,72+89,16
N 118,14 195,19 474,52 118,38 176,11 440,28 0,167
(uM) (92,70-328,00) (149,08-70,75) (371,79-526,38) (101,26-351,79) (120,34-304,53) (360,54-524.91)
MPO 128,54+84,89 109,09£51,91 95,38+48,34  120,40+69,02 123,68+75,83  98,40+38,56
99,16 101,66 84,19 102,36 104,60 85,95 0,450
n
(ng'L) (70,22-130,34) (83,40-119,00) (60,17-112,28) (73,68-163,88) (82,87-157,59) (68,92-126,98)
X0 30,75+8,63 26,21+16,28 17,65+8,82 27,51+9,70 28,42+15,72 17,51+7,62
" 25,00 24 .45 16,00 30,00 23,00 17,50 0,296
L) (20,00-32,00) (19,00-36,00) (13,75-22,00)  (24,00-36,00) (15,00-36,50) (12,25-22,75)
0,88+0,16 0,79+0,14 0,82+0,07 0,82+0,33 0,82+0,16 0,84+0,06
Katalaza
0,86 0,82 0,82 0,85 0,84 0,74 0,182
(kat/L)
(0,.83-091)  (0,74-0.87)  (0,78-0,86)  (0,83-090)  (0,73-0.87)  (0,80-0,87)
NO 54,34+15,15  42,41+22,53  44,254+31,27 68,52+38,21 50,91+34,54 40,49+24,06
X
UL 54,80 39,69 47,13 53,80 39,80 43,58 0,129
0
(pmol/L.) (45,63-65,13)  (33,86-48,80) (37,13-59,80) (45,58-66,80) (32,47-49,58)  (0,38-51,80)
ToC 292144940  35,77+4505  12,30£23,52  34,8244870  54,14+58,68  20,03+38,17
5,83 13,69 5,83 10,34 18,20 6,18 0,568
(umol/L)
(0,75-36,66)  (3,14-56,23)  (2,12-10,95)  (1,54-7637)  (5,30-104,77)  (2,47-14,31)
TRC 0,15+0,08 0,25+0,28 0,13+0,06 0,330,42 0,24+0,30 0,20+0,24
0,13 0,16 0,12 0,17 0,15 0,12 0,055
(GAE)

0,10-0,18)  (0,11-025)  (0,090,16)  (0,12-027)  (0,12:025  (0,10-0,19)

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredinatstandardna devijacija, odnosno medijana (25.percentil-

75.percentil), p — ANOVA za ponovljena merenja — efekat interakcije vreme*ispitivane grupe
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4.11. Rezultati analize efekta interakcije vreme i ispitivane grupe za
parametre kardiovaskularnog rizika tokom perioda pracéenja

Statisticka analiza je pokazala da za vrednosti BMI i OS ne postoji statisticki zn¢ajan

efekat interakcije vreme 1 ispitivane grupe tokom perioda pracenja (p=0,232, p=0,350) (Tabela 9).

Tabela 9. Vrednosti parametara kardiovaskularnog rizika u ispitivanim grupama u periodu

prac¢enja od 6 meseci

Vitamin D+Metformin grupa Metformin grupa
Baseline 3 meseci 6 meseci Baseline 3 meseci 6 meseci
BMI 30.13+4.58 30.14+4.58 29.72+7.78 29.79+4.98 25.73+10.92 28.81+6.09
(kg/m2) 29,25 29,26 29,56 28,41 28,27 28,45 0,232
(26,49-32,46) (26,79-33,15)  (26,56-33,10  (26,66-32,92)  (25,96-32,54)  (26,07-33,35)
oS 102,73+£11,13 102,66+10,72 104,24+11,53 105,29+10,65 106,35+9,86 105,16x10,99
102,00 102,00 103,00 104,00 105,00 104,50 0,350
(cm) (97,00-115,25) (96,00-109,00) (95,50-108,00) (97,00-111,25) (100,00-113,00) (100,00-1115,75)
SKP 139,01+25,48 142,10+18,92 136,68+18,83 141,25+16,54 144,62+17,38 144,76+14,50
(mmHg) 132,50 141,25 138,00 135,50 140,00 145,00 0,417
(118,00-152.25) (127,00-155,00) (123,50-150,00) (127,25-147,25) (129,50-149,00) (130,25-158,00)
DKP 84,55+13,51 85,03+9,06 84,01£11,01 83,18+9,56 84,82+9,94 83,38+8,16
(mmHg) 82,00 83,75 83,00 80,00 80,00 84,50 0,074
(73,50-91,00) (78,62-90,00) (78,00-89,00) (74,00-85,75)  (75,00-89,50)  (78,50-90,00)
CRP 3,20+4.25 2844365  493+1283  2,19+2.42 4,65£16,21 2,93+4,02
1,80 1,36 1,59 1,36 1,38 1,87 0,282
(mg/L) (0,69-3,56)  (1,36-328)  (0,88-3.82)  (0,75-2.81)  (0,69-2,66) (0,87-3,92)
Hole- 5,65+1,39 5,26x1,17 5,56+1,15 5,53+1,11 5,29+0,96 5,48+1,26
sterol 5,26 5,10 5,72 5,40 5,30 5,61 0,694
(mmolL) (4,70-6,63)  (436-6,08)  (42,75-634)  (4,68-640)  (4,78-5,90) (4,21-6,24)
G 1,98+1,52 1,72+0,94 1,78+0,95 1,99+0,94 2,19+1,07 2,3442,09
1,72 1,41 1,70 1,77 1,81 1,88 0,094
(mmol/L)
(1,04-2,06)  (1,122,10)  (1,05-2,14)  (131-240)  (1,37-2,62) (1,32-2,72)
HDL 1,35 +0,34 1,33+0,31 1,38 £0,30 1,26+0,30 1,19+0,26 1,25 +0,34
1,35 1,30 1,35 1,28 1,20 1,21 0,300
(mmol/L)
(1,04-1,62) (1,09-1,48) (1,14-1,55) (0,99-1,47) (1,04-1,40) (1,02-1,45)
DL 336+£1,06  3,18+0,98 3,40 1,04 341+1,05 3,13+0,90 322 41,19
3,14 3,00 3,30 3,34 3,19 3,20 0,468
(mmol/L)
(2,53-4,14)  (2,38-3,95)  (2,733,84)  (2,534,14)  (2,63-3,74) (2,29-3,99)
Castelli I 4,50+1,73 4,14+1,32 4,25+1,35 4,60+1,36 4,63+1,28 4,65+1,60
ks 3,99 3,75 3,99 4,48 423 4,52 0,228
(3,10-5,16)  (3,152-4.87)  (333-5,00)  (3,57-5,70)  (3,66-5.47) (3,66-5,50)
Costerip | 253108 2,50+1,00 2,59+1,04 2,86+1,08 2,73+0,91 2,70+1,05
. 2,42 2,28 2,33 2,80 2,62 2,68 0,700
indeks

(1,88-329)  (1,77-3,14)  (1,96-3,09)  (2,07-3,74)  (2,08-3,27) (1,88-3,39)

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredinatstandardna devijacija, odnosno medijana (25. percentil-

75. percentil), p - ANOVA za ponovljena merenja — efekat interakcije vreme*ispitivane grupe
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Statisticka analiza je pokazala da za vrednosti SKP-a, DKP-a i CRP-a ne postoji
statistiCki znaCajan efekat interakcije vreme i ispitivane grupe tokom perioda pracenja

(p=0,417, p=0,074, p=0,282) (Tabela 9).

Sli¢ni rezultati su dobijeni i1 statistickom analizom efekta interakcije vreme 1
ispitivane grupe za vrednosti ukupnog holesterola, TG-a, HDL-a i LDL-a (p=0,694, p=0,094,
p=0,300, p=0,468) (Tabela 9).

StatistiCka analiza je pokazala da za vrednosti indeksa aterogenog rizika (Castell I 1
Castelli IT) ne postoji statisticki zn¢ajan efekat interakcije vreme i ispitivane grupe tokom

perioda praéenja (p=0,228, p=0,700) (Tabela 9).

4.12. Rezultati viSestruke linearne regresione analize za period pracenja

4.12.1. Vitamin D

Poredenjem srednjih vrednosti vitamina D izmedu grupa utvrdena je statisticki
znacajna razlika nakon 3 meseca (39,47, p<0,001) i nakon 6 meseci (36,51, p<0,001)

korigovano za pocetne vrednosti godina starosti, BMI 1 pola (Tabela 10).

Tabela 10. Razlika u vrednostima vitamina D nakon 3 1 6 meseci u odnosu na pocetne

vrednosti

Nakon 3 meseca Nakon 6 meseci
Korigovani B+95%CI p Korigovani B+£95%CI p
Vitamin D (mol/L) 39,47 (31,22-47,71)  <0,001 36,51 (28,96-44,06)  <0,001

Korigovani B za pocetne vrednosti godina starosti, BMI i pola

4.12.2. Parametri glikoregulacije

Statistickom analizom utvrdeno je da izmedu grupa postoji statisti¢ki zna€ajna razlika
u srednjim vrednostima glikemije naste nakon 3 meseca (-0,68, p=0,027) korigovano za
pocetne vrednosti starosti, BMI i pola, dok nakon 6 meseci ta razlika nije statisti¢ki znacajna

(-0,50, p=0,098) (Tabela 11).

Statistickom analizom utvrdeno je da izmedu grupa postoji statisti¢ki zna€ajna razlika
u srednjim vrednostima TYG indeksa nakon 3 meseca (-0,36, p=0,001) i nakon 6 meseci (-

0,30, p=0,017) korigovano za pocetne vrednosti starosti, BMI i pola (Tabela 11).
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Za ostale parametre (HbAlc, insulinemija, HOMA-IR) medu grupama nije utvrdena
statistiCki znacajna razlika u srednjim vrednostima nakon 3 (p=0,094, p=0,665, p=0,355), niti

nakon 6 meseci (p=0,083, p=0,454, p=0,168) (Tabela 11).

Razlika vrednosti izmedu ispitivanih grupa za HbAlc se statisticki znacajno razlikuju
ukoliko je korigovano samo za starost i BMI (-0,35, 95%CI -0,68-0,10, p=0,043). Ukoliko je
u model ukljucen i pol gubi se statisticki znacajna razlika (p=0,083) (Tabela 11).

Tabela 11. Razlika u vrednostima parametara glikoregulacije nakon 3 i 6 meseci u odnosu na

pocetne vrednosti

Nakon 3 meseca Nakon 6 meseci

Korigovani B+95%CI p Korigovani B+95%CI p
Glikemija naSte (mmol/L) -0,68 (-1,27- -0,08) 0,027 -0,50 (-1,10- 0,10) 0,098

HbAlc (%) 0,26 (-0,56- 0,04) 0,094 -030 (-0,64- 0,04) 0,083
Insulinemija (WU/L) 0,82 (-4,56- 2,92) 0,665 -0,84 (-3,04- 137) 0,454
HOMA-IR 0,74 (2,31- 0,84) 0355 -0,66 (-1,59- 028) 0,168
TYG indeks 0,36 (-0,58- -0,15) 0,001 -0,30 (-0,54- -0,06) 0,017

Korigovani B za pocetne vrednosti godina starosti, BMI i pola

4.12.3. Parametri oksidativnog stresa

Statistickom analizom utvrdeno je da izmedu grupa postoji statisticki znacajna razlika
u srednjim vrednostima TG/TBARS nakon 3. meseca (-0,13, p=0,049) korigovano za pocetne
vrednosti starosti, BMI 1 pola, dok nakon 6 meseci ta razlika nije statisticki znacajna (-0,08,

p=0,213) (Tabela 12).

Statistickom analizom utvrdeno je da izmedu grupa postoji statisti¢ki zna€ajna razlika
u srednjim vrednostima MPO samo nakon 6 meseci (-33,40, p=0,001) korigovano za pocetne
vrednosti starosti, BMI i pola, dok nakon 3. meseca ta razlika nije statisticki znacajna (18,62,

p=0,200) (Tabela 12).

Za ostale parametre (MDA, AOPP, XO, katalaza, NOx, TOC i TRC) medu grupama
nije utvrdena statisticki znacajna razlika u srednjim vrednostima nakon 3 (p=0,831, p=0,101,
p=0,909, p=0,678, p=0,372, p=0,109, p=0,901), niti nakon 6 meseci (p=0,330, p=0,941,
p=0,423, p=0,207, p=0,377, p=0,208, p=0,079) (Tabela 12).
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Tabela 12. Razlika u vrednostima parametara oksidativnog stresa nakon 3 i 6 meseci u

odnosu na pocetne vrednosti

Nakon 3 meseca Nakon 6 meseci
Korigovani B£95%CI p Korigovani B+£95%CI p
MDA (TBARS uM/L)  -0,61 (-0,63 - 0,505) 0,831 -0,50 (-1,51- 0,51) 0,330

TG/TBARS 0,13 (-025- 0,000 0049 -0,08 (-021- 0,05) 0,213
AOPP (uM) 4457  (-8,82- 94,96) 0,101 -1,55 (-42,86 - 39,77) 0,941
MPO (ng/L) 18,62 (-10,01 - 47,24) 0,200 -33,40 (-52,73 - 14,08) 0,001
XO (U/L) 037 (-6,04- 6,77) 0,909 -1,53 (-5,32- 2,25) 0,423
Katalaza (kat/L) 0,01  (-0,07- 0,05) 0,678 -0,02 (-0,04- 0,01) 0,207
NOx (umol/L) 536 (-1722- 645) 0372 497 (-6,15- 16,11) 0,377
TOC (umol/L) 16,67 (-37,09- 3,75) 0,109 -8,42 (-21,60- 4,77) 0,208
TRC (GAE) 0,007 (-0,12- 0,11) 0,901 -0,06 (-0,14- 0,08) 0,079

Korigovani B za pocetne vrednosti starosti, BMI i pola

4.12.4. Parametri kardiovaskularnog rizika

Statistickom analizom utvrdeno je da izmedu grupa postoji statisticki znacajna razlika
u srednjim vrednostima BMI-a nakon 3 meseca (4,09, p=0,026) korigovano za pocetne
vrednosti starosti, BMI 1 pola, dok nakon 6 meseci ta razlika nije statisticki znacajna (0,48,

p=0,715) (Tabela 13).

Statistickom analizom utvrdeno je da izmedu grupa postoji statisticki znacajna razlika
u srednjim vrednostima OS nakon 3 meseca (-3,32, p=0,002) korigovano za pocetne
vrednosti starosti, BMI 1 pola, dok nakon 6 meseci ta razlika nije statisti¢ki znacajna (-0,21,

p=0,924) (Tabela 13).

Statistickom analizom utvrdeno je da izmedu grupa ne postoji statisticki znacajna
razlika u srednjim vrednostima SKP-a nakon 3 meseca (0,03, p=0,993), kao ni nakon 6

meseci (-5,43, p=0,155) (Tabela 13).

Statistickom analizom utvrdeno je da izmedu grupa ne postoji statisticki znacajna
razlika u srednjim vrednostima DKP-a nakon 3 meseca (1,42, p=0,471), kao ni nakon 6

meseci (-1,44, p=0,474) (Tabela 13).
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Statistickom analizom utvrdeno je da izmedu grupa ne postoji statisticki znacajna
razlika u srednjim vrednostima CRP-a nakon 3 meseca (-1,69, p=0,753), kao ni nakon 6

meseci (1,67, p=0,530) (Tabela 13).

Statistickom analizom utvrdeno je da izmedu grupa ne postoji statisticki znacajna
razlika u srednjim vrednostima ukupnog holesterola nakon 3 meseca (-0,19, p=0,293), kao ni

nakon 6 meseci (0,08, p=0,732) (Tabela 13).

Statistickom analizom utvrdeno je da izmedu grupa postoji statisticki znacajna razlika
u srednjim vrednostima TG-a nakon 3 meseca (-0,50, p=0,005), kao i nakon 6 meseci (-0,57,

p=0,027) korigovano za pocetne vrednosti starosti, BMI i pola (Tabela 13) .

Statistickom analizom utvrdeno je da izmedu grupa postoji statisticki znacajna razlika
u srednjim vrednostima HDL-a samo nakon 6 meseci (0,13, p=0,024) korigovano za pocetne
vrednosti starosti, BMI i pola, dok nakon 3 meseca ta razlika nije statisticki znacajna (-0,29,

p=0,425) (Tabela 13).

Statistickom analizom utvrdeno je da izmedu grupa ne postoji statisticki znaajna
razlika u srednjim vrednostima ukupnog LDL-a nakon 3 meseca (-0,56, p=0,320), kao ni

nakon 6 meseci (0,17, p=0,366) (Tabela 13).

Statistickom analizom utvrdeno je da izmedu grupa postoji statisti¢ki zna€ajna razlika
u srednjim vrednostima aterogenog indeksa Castelli I nakon 3 meseca (-0,43, p=0,032)
korigovano za pocetne vrednosti starosti, BMI 1 pola, dok nakon 6 meseci ta razlika nije

statistiCki znacajna (-0,28, p=0,241) (Tabela 13).

Statistickom analizom utvrdeno je da izmedu grupa ne postoji statisticki znacajna
razlika u srednjim vrednostima aterogenog indeksa Castelli II nakon 3 meseca (-0,14,

p=0,364), niti nakon 6 meseci (0,07, p=0,666) (Tabela 13).

Milena M. Coji¢ — DOKTORSKA DISERTACIJA & 72



REZULTATI ISTRAZIVANJA

Tabela 13. Razlika u vrednostima parametara kardiovaskularnog rizika nakon 3 1 6 meseci u

odnosu na pocetne vrednosti

Nakon 3 meseca Nakon 6 meseci
Korigovani B£95%CI p Korigovani B+£95%CI p
BMI (kg/m2) 4,09 (0,49- 7,68) 0,026 0,48 (-2,11- 3,06) 0,715
OS (cm) -3,32 (-5,41- -1,12) 0,002  -0,21 (4,63- 4,21) 0,924
SKP (mmHg) 0,03 (-7,44- 7,51) 0,993  -543 (-12,96- 2,09) 0,155
DKP (mmHg) 1,42 (-2,47- 5,30) 0,471 1,44 (2,53 - 5,41) 0,474
CRP (mg/L) -1,69  (-6,63 - 3,26) 0,753 1,67 (-1,98- 5,32) 0,530
Holesterol (mmol/L)  -0,19  (-0,64 - 0,25) 0,293 0,08 (-0,40- 0,55) 0,732
TG (mmol/L) -0,50 (-0,91- -0,10) 0,005  -0,57 (-1,26- 0,11) 0,027
HDL (mmol/L) -0,29  (-1,14- 0,56) 0,425 0,13 (0,01- 0,25) 0,024
LDL (mmol/L) -0,56  (1,58- 0,46) 0,320 0,17  (-0,29- 0,63) 0,366
Castelli I -0,43  (-0,82--0,04) 0,032 -0,28 (-0,74- 0,19) 0,241
Castelli IT -0,14  (-0,45- 0,17) 0,364 0,07 (-0,25- 0,38) 0,666

Korigovani B za pocetne vrednosti starosti, BMI i pola
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U ovom istrazivanju analiziran je uticaj Sestomesecne suplementacije vitaminom D na
parametre glikoregulacije, oksidativnog stresa i kardiovaskularnog rizika kod pacijenata
obolelih od DM tipa 2 koji su leCeni metforminom. Dobijeni rezultati su pokazali da je
vitamin D doveo do znacCajnog sniZzenja vrednosti glikemije naSte nakon 3 meseca
suplementacije. ZnacCajan efekat zabelezen je 1 za vrednosti HbAlc nakon 6 meseci
suplementacije vitaminom D korigovano za godiste i BMI. Suplementacija vitaminom D je
pokazala znacajan uticaj i na vrednosti TYG indeksa koji predstavlja marker IR (108), dok za

HOMA-IR indeks znacajan efekat nije zabeleZen tokom perioda pracenja.

Nedavno objavljena meta-analiza autora Hu i sar. koja je obuhvatila 19 randomizovanih
klini¢kih istrazivanja nije pokazala znacajnu razliku u vrednostima parametara glikoregulacije
u grupi koja je primala vitamin D u odnosu na grupu koja je primala placebo. Medutim, analiza
podgrupa je pokazala povoljan efekat vitamina D na vrednosti HbAlc, HOMA-IR indeksa i
insulinemije naste kod ispitanika kod kojih je suplementacija bila kratkoro¢na, dok u podgrupi
pacijenata sa duzim periodom suplementacije (duze od 3 meseca) nije zabelezen povoljan uticaj
vitamina D (59). Sli¢ne rezultate o uticaju vitamina D na parametre glikoregulacije su dobili
Nigil Haroon i sar. sistematskim pregledom i analizom 10 kratkoro¢nih istraZivanja sa
periodom suplementacije od 3 meseca (109). U naSem istrazivanju izostanak povoljnog
efekta vitamina D na glikemiju naSte 1 nakon 6 meseci suplementacije, kao 1 neubedljiv
efekat na HbAlc moZemo objasniti smanjenjem doze vitamina D nakon 3 meseca
suplementacije S$to je dovelo 1 do pada serumskog nivoa vitamina D kod ispitanika.
Pretpostavljamo da je na pad uticala i smena godiSnjih doba, tj promena klimatskih uslova 1
smanjeno izlaganje UV zracima koje dovodi do smanjenja endogene produkcije vitamina D.
Pored toga, Zivotne 1 prehrambene navike se takode menjaju tokom godiSnjih doba §to moze
uticati na pogorSanje metabolicke kontrole. Kod dugoroc¢nih istrazivanja sama percepcija

tretmana i motivacija za istim se menja kod ispitanika.

Istrazivanja koja su ispitivala uticaj vitamina D na IR su u vecini slucajeva koristila
kao marker HOMA-IR indeks. Talaei i sar. su zakljucili da vitamin D pokazuje znacajno
poboljsanje IR kod pacijenata Cije su vrednosti 25(OH)D3 u krvi bile izmedu 100 1 150
nmol/L (110). U naSem istrazivanju primenjen je individualan nacin doziranja za svakog
ispitanika prema ES smernicama, a na osnovu pocetnih vrednosti vitamina D u serumu. Tako

su ispitanici koji su na pocetku imali vitamin D deficijenciju (nivo vitamina D<50 nmol/L)
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dobijali 7142 1J vitamina D na dan, odnosno 50 000 1J nedeljno prva 3 meseca. Nakon toga
doza je smanjena na dozu odrzavanja koja je iznosila 2000 1J dnevno §to, kako se ispostavilo,
nije bilo dovoljno da odrzi serumske nivoe vitamin D iznad 100 nmol/L koji su, kako tvrde
Talaei i sar., potrebni da bi se ispoljili vanskeletni efekt (110). To moze biti jedan od razloga
zbog Cega nismo dobili znacajan efekat vitamina D na vrednosti insulinemije naste i HOMA -
IR indeksa tokom perioda pracenja. Drugi razlog moze biti nedovoljna osetljivost samog
HOMA-IR indeksa kao markera IR, s obzirom da smo izmedu grupa dobili statisticki
zna€ajnu razliku u vrednostima TYG indeksa nakon 3 i nakon 6 meseci. Po autorovom
saznanju, ovo je prvo istrazivanje u kom je kao marker IR pored HOMA-IR indeksa kori$éen 1
TYG indeks kako bi se ispitao uticaj suplementacije vitaminom D na IR kod pacijenata sa
DMT2. U istrazivanju sprovedenom u Brazilu kod 82 ispitanika sa razli¢itim stepenom
glukozne tolerancije TYG indeks se pokazao kao bolji marker IR u odnosu na HOMA-IR
indeks, potvrdeno preko hiperinsulinemijsko-euglikemskog klamp metoda (111). Takode,
moguce je da suplementacija vitaminom D ima povoljan uticaj samo kod pacijenata koji su
vitamin D-deficijentni, posebno kod onih sa loSom glikemijskom kontrolom (112, 113). U
nasem istrazivanju vecina ispitanika je imala dobru glikoregulaciju (HbAlc < 7%), a oko 60 %
ispitanika u Metformin + Vitamin D grupi je imalo deficijenciju vitamina D (nivo vitamina D <
50 nmol/L). Sa druge strane, Krul-Poel i sar. su pokazali da kod pacijenata sa dobrom
metabolickom kontrolom vitamin D nije doveo do poboljSanja parametara glikoregulacije. U
pomenutom istraZivanju pacijenti su dobijali oralnu dozu vitamina D od 50 000 IJ jednom
mesecno, $to moze uticati na drugaciji ishod nego u sluc¢aju da su koriS¢ene jednake dnevne

doze vitamina D (114,115).

Brojna istrazivanja su pokazala povezanost oksidativhog stresa i DMT2 kao 1
metaboli¢kog sindroma. Smatra se da oksidativni stres igra bitnu ulogu u nastanku
poremecaja periferne insulinske senzitivnosti i sekrecije insulina. Novija istraZivanja upucuju
na to da bi vitamin D mogao imati antioksidativno dejstvo, tj. da bi mogao dovesti do
smanjenja oksidativnog stresa, ali jo§ uvek ne postoje potpuno usaglaSeni naucni dokazi.
(116,117). Rezultati naseg istrazivanja nisu pokazali povoljan efekat vitamina D na produkte
oksidativne modifikacije lipida i proteina (MDA i AOPP), mada su pacijenti koji su primali
vitamin D imali tendenciju sniZzenja vrednosti MDA za razliku od pacijenata Metformin
grupe. Ovakvi rezultati su u skladu sa rezultatima istrazivaca Eftekhari 1 sar. (118). Sa druge
strane, Sepidarkish 1 sar. su sproveli meta-analizu ¢iji su rezultati pokazali da vitamin D moze

dovesti do sniZzenja vrednosti MDA, ali samo u grupi kod koje je vitamin D doziran
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dvonedeljno u opsegu izmedu 100 000 1J i 200 000 IJ mese¢no. Doze ispod 100 000 1J i
preko 200 000 IJ nisu se pokazale uCinkovitim kada je u pitanju uticaj vitamina D na
vrednosti markera lipidne peroksidacije. Razliku u rezultatima mozemo objasniti razli¢itim
doziranjem i na¢inom primene vitamina D, kao i obuhva¢enom populacijom jer je pomenuta
meta-analiza obuhvatila istrazivanja kako sa zdravim ispitanicima tako i sa pacijentima koji
su bolovali od hroni¢nih bolesti (119). Za razliku od vrednosti MDA, vrednosti TG/TBARS
indeksa su bile znacajno nize nakon 3 meseca suplementacije u Vitamin D+Metformin grupi.
Ovakvi rezultati ukazuju na smanjenje potecijalnih oksidabilnih supstrata u grupi koja je
primala vitamin D. To moze biti zahvaljuju¢i lipofilnom dejstvu vitamina D, ¢ime moZemo

pravdati i izostanak efekta na markere oksidativne modifikacije proteina (AOPP).

Kada je u pitanju uticaj na enzime koji ucestvuju u genezi slobodnih radikala, nasi
rezultati su pokazali da je vitamin D povoljno uticao na vrednosti MPO nakon 3 i nakon 6
meseci suplementacije, dok na vrednosti XO nije ispoljio znaajan efekat. Prema autorovom
saznanju ovo je prva studija koja je ispitivala uticaj vitamina D istovremeno na oba enzima
(MPO, XO) kod pacijenata sa DMT2. Takode, malo je istrazivanja koja su se uopste bavila
uticajem vitamina D na aktivnosti pomenutih enzima pojedinacno. Jedno takvo istraZivanje je
ispitivalo uticaj konzumiranja vitaminom D obogacenog jogurta kod pacijenata obolelih od
DMT2. Rezultati se u jednom delu slazu sa nasim rezultatima, jer je unutar grupe koja je
konzumirala vitaminom D obogaceni jogurt doSlo do znacajnog sniZzenja aktivnosti MPO.
Medutim, nije bilo statisticki zna€ajne razlike u odnosu na grupu koja je konzumirala obican
jogurt, Sto se moze pravdati koriS¢enjem manjih doza vitamina D (500 1J na dan) u odnosu na
doze koje su koristili ispitanici u naSem istrazivanju (7120 1J ili 2000 1J na dan) (120). Postoji
obilje nau¢nih podataka koji ukazuju da pored enzima NADPH-oksidaze, enzim MPO igra
bitnu ulogu u procesu nastanka i razvoja ateroskleroze. Oba enzima ucestvuju u stvaranju
razli¢itih RVK. Reakcija zapocinje spajanjem NADPH-oksidaze sa plazma membranom, Sto
dovodi do redukcije elektrona u molekularnom kiseoniku i oslobadanja «O2 — koji se
transformise u H202. Zatim, neutrofilna MPO pretvara H202 u HOCL koja ima oksidativna
svojstva 1 pomaze u uniStavanju mikroba i malignih ¢elija. U razli¢itim ¢elijama i razli¢itim
stanjima organizma postoji 1 razliCita ekspresija izoformi NADPH-oksidaze. Odredene
izoforme ovog enzima nalaze se u celijama endotela 1 njihova aktivnost se pojaava u
patofizioloskim uslovima (121-123). Smatra se da povecana koncentracija LDL holesterola
pojacava aktivnost odredenih izoformi NADPH-oksidaze, Sto posledi¢no dovodi do povecanog

stvaranja RVK. Na taj nacin povecava se transcitoza LDL holesterola i stepen njegove
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oksidacije u endotelnim ¢elijama. Dolazi i do drugih vaskularnih promena koje podrazumevaju
adheziju makrofaga 1 akumulaciju penastih celija (124). Sa druge strane, MPO kao pro-
oksidativni enzim ukljuen u patogenezu ateroskleroze dovodi do modifikcije Cestica
lipoproteina, narocito aterogenog LDL lipoproteina. Tako struktura apoproteina i lipidno jezgro
dobijaju aterogeniju formu koja ,,zaobilazi LDL receptorom kontrolisano preuzimanje ovih
molekula Sto dovodi do povecanog stvaranja penastih Celija. Mete oksidativnog oStec¢enja
postaju i drugi molekuli kao $to su nezasi¢ene masne kiseline, fosfolipidi, cirkuliSué¢e forme
lipoproteina.  Oksidativnom modifikacijom HDL holesterola dolazi do stvaranja
disfunkcionalne forme ovog molekula (125-130). Oksidativno modifikovani derivati tirozina
takode igraju bitnu ulogu u procesu nastanka ateroskleroze jer su zajedno sa MPO 1 penastim
¢elijama nadeni u aterosklerotskim lezijama. MPO stimuliSe i produkciju kolagena Sto
doprinosi remodelovanju ekstracelularnog matriksa. Rezultati koje smo dobili u ovom
istrazivanju mogu donekle pomo¢i u rasvetljavanju mehanizma antioksidativhog i
antiinflamatornog dejstva vitamina D, jer se po prvi put pokazalo da suplementacija vitaminom
D moze povoljno uticati na enzim koji direktno ucestvuje kako u produkciji slobodnih radikala
tako i u inflamaciji posredovanom procesu aterosklerotskog oste¢enja endotela. To bi znacilo
da suplementacija vitaminom D moZe biti veoma znacajna strategija u borbi protiv nastanka i
progresije kardiovakularnih bolesti jer §titi koronarne arterije od aterosklerotskih oStecenja

endotela (131-136).

Jo§ jedan bitan faktor od ¢ije produkcije 1 bioraspoloZivosti zavisi pravilno
funkcionisanje endotela je NO. U manjim koncentracijama ovoj molekul ima povoljan efekat,
dovodi do vazodilatacije 1 snizenja KP, sprecava agregaciju i adheziju trombocita, ograni¢ava
oksidaciju LDL holesterola, inhibira proliferaciju glatkih misi¢nih ¢elija 1 smanjuje ekspresiju
proinflamatornih gena povezanih sa aterosklerozom. U ve¢im koncentracijama NO interaguje
sa *O2 — formirajuéi peroksinitrit koji je snazan oksidant i dovodi do znacajnih oStecenja
mnogih tkiva. Regulacija metabolizma NO je narocito bitna kod pacijenata sa DMT2, tim pre
Sto je aktivacija NOS pod kontrolom insulina. Na taj nac¢in IR moze dovesti do poremecaja
stvaranja NO, a to posledi¢no utice 1 na vaskularni odgovor dovode¢i do endotelne disfunkcije.
Istrazivanja su zabelezila smanjeno izlu¢ivanje NO produkata kao S$to su nitrati i nitriti
(zajednicki naziv NOx) kod pacijenata sa dijabetesnom nefropatijom (137). Meta-analiza koja
je imala za cilj da ispita nivoe NOx kod pacijenata sa DMT1 1 DMT2 pokazala je da su nivoi
ovih azotnih produkata kod njih poviSeni, $to govori u prilog hipotezi da su visoke vrednosti

NOx povezane sa Stetnim klinickim dogadajima koji prate pacijente sa dijabetesom a u koje
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spadaju pojava endotelne disfunkcije, IR 1 disfunkcije B ¢elija pankreasa (138). Endotelna
disfunkcija je jedan od najranijih dogadaja u procesu ateroskleroze. Sve endotelne celije
ispoljavaju VDR koji je esencijalan za delovanje vitamina D. Vezivanjem za ovaj receptor
vitamin D ostvaruje veoma bitnu ulogu u regulaciji NOs utiCu¢i na taj nacin na
bioraspolozivost NO (139). Nekoliko studija je pokazalo da suplementacija vitaminom D
dovodi do poboljsanja endotelne disfunkcije kod pacijenata sa DMT2. Rezultati naSeg
istrazivanja nisu pokazali povoljan efekat vitamina D na NO mereno koncentracijom NOx §to
su pokazali i rezultati meta-analize koja je ispitivala uticaj vitamin D suplementacije na
parametre oksidativnog stresa. Ista analiza je pokazala da je efekat vitamina D na NO dozno
zavisan jer je povoljan uticaj zabelezen samo kod grupe pacijenata koji su primali izmedu 100
000 1 200 000 1J (119). Smanjenje doza vitamina D nakon prva tri meseca sa 50 000 IJ na 14
000 IJ nedeljno moglo bi objasniti izostanak povoljnog efekta vitamina D na koncentraciju

NOx u naSem istrazivanju.

Istrazivanja su pokazala da je kod pacijenata sa DMT2 poveéana aktivnost enzima
XO. Ovaj enzim ucestvuje u katabolizmu purina, katalizujué¢i terminalnu oksidaciju
hipoksantina u ksantin i mokra¢nu kiselinu. U toku reakcija dolazi do produkcije slobodnih
radikala, *O2 — 1 H202 koji zajedno sa hiperurikemijom dovode do oSte¢enja endotela i
potspeSuju nastanak ateroskleroze. U tom procesu aktivnost NADPH-oksidaze se nadovezuje
na aktivnost XO 1 obratno. Sa druge strane povecana aktivnost XO dovodi do inhibicije
enzima NOS 1 produkcije NO $§to posledi¢no dovodi do vazospazma i kardijalne ishemije. To
potvrduju 1 istrazivanja koja su pokazala da inhibicijom aktivnosti enzima XO moZemo

dovesti do poboljsnja funkcije endotela kod pacijenata sa DMT2 (140-142).

O uticaju vitamina D na aktivnost XO kod pacijenata sa DMT2 ne postoji puno
podataka u naucnoj literaturi. Moguce objasnjenje za izostanak povoljnog uticaja vitamina D,
t]. nepostojanje znacajne razlike u vrednostima XO izmedu grupa u naSem istraZivanju moze
biti dobra metabolicka kontrola kod ispitanika jer hiperglikemija predstavlja jedan od
stimulusa koji pokre¢e oslobadanje XO iz inflamacijom oStecenih ¢elija endotela (143,144).
Druga dva stimulusa su hipoksija i hiperholesterolemija (145,146). Istrazivanja su pokazala
da postoji jo§ faktora koji mogu uticati na aktivnost XO, a jedan od njih je i metformin. Cosié
1 sar. su pokazali da je metformin kod pacijenata sa DMT2 doveo do znaajnog pada

aktivnosti XO za razliku od skromnog pada u vrednostima glikemije (147).
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Antioksidativni status kod nasSih ispitanika je odredivanjem antioksidativnog enzima
katalaze koja predstavlja glavni regulator degradacije H202 (148). Ovaj enzim uklanja visak
H202 proizvedenog od strane XO i drugih pro-osidanasa stite¢i na taj nacin ¢eliju od Stetnog
dejstva RVK (149). Mnoga istrazivanja su pokazala da je kod pacijenata sa DMT2
antioksidativna zastita sniZzena, a vitamin D bi prema novijim podacima mogao dovesti do
njenog poboljsanja. Pretpostavlja se da bi vitamin D mogao uticati na ekspresiju gena koji
vr$e kontrolu antioksidativnih enzima (150). Suprotno ocekivanjima, nasi rezultati nisu
pokazali povoljan efekat suplementacije vitaminom D na aktivnost antioksidativnog enzima
katalaze. Meta-analiza koja je ispitivala antioksidativna svojstva vitamina D je pokazala da
suplementacija ovim vitaminom dovodi do povecane aktivnosti antioksidativnih enzima. U te
svrhe analiziran je efekat vitamina D na aktivnost enzima GSH kao i na vrednosti totalnog
antioksidativnog kapaciteta koji predstavlja meru sinergisticCkog delovanja pojedinac¢nih
enzimskih 1 neenzimskih antioksidanasa (119,151). Uticaj vitamina D na aktivnost katalaze
ispitivan je kod miSeva sa streptozocin izazvanim dijabetesom gde je nakon suplementacije

vitaminom D i Ca doslo do znacajnog povecanja aktivnosti ovog enzima (152).

Merenje ukupne antioksidativne aktivnosti plazme u naSem istraZivanju vrSeno je
odredivanjem reduktivnnog kapaciteta polifenola, antioksidanasa prisutnih u plazmi (153).
Nasi rezultati nisu ukazali na povoljan efekat vitamina D na vrednosti TRC-a koji je jedan od
parametara kojim se izrazavaju antioksidativnha svojstva plazme, a koji je meren
gorepomenutom metodom. lako je zabeleZen statisti¢ki znacajan porast vrednosti TRC u
Metformin + Vitamin D grupi nakon 3 meseca suplementacije, statisticki znacajne razlike u
srednjim vrednostima izmedu grupa nije bilo. Meta-analiza koja je ispitivala efekat
suplementacije na biomarkere inflamacije i oksidativnog stresa kod pacijenata sa DMT2
pokazala je da vitamin D dovodi do povecanja vrednosti totalnog antioksidativnog kapaciteta
(154). Ovo neslaganje u rezultatima mozZemo objasniti pre svega razli¢itim metodama
odredivanja antioksidativnog kapaciteta plazme. Za razliku od metode odredivanja TRC-a
koji predstavlja meru ukupne koli¢ine fenola u plazmi, metoda kojom je odredivan totalni
antioksidativni kapacitet u istraZivanjima obuhvadenim pomenutom meta-analizom se
odnosila na procenu antioksidativne zaStite usled zajednockog delovanja enzimskih i
neenzimskih antioksidanasa (153). Drugi mogu¢i razlog lezi u Cinjenici da je suplementacija
vitaminom D kod razli¢itih grupa pacijenata pokazala da je samo kod pacijenata koji nisu
imali deficijenciju, vitamin D doveo do povecanja antioksidativnog kapaciteta plazme (119).

U naSem istraZivanju grupe su se sastojale kako od pacijenata koji nisu imali tako i od onih
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koji jesu imali vitamin D deficijenciju. To moZe biti jedan od razloga zbog ¢ega nismo dobili

statistiCki znaCajnu razliku u vrednostima TRC.

Oksidativni kapacitet plazme u nasem istrazivanju odredivan je metodom koja
predstavlja meru ukupne koli¢ine peroksida u organizmu (106). Prema autorovom saznanju
do sada nijedno istrazivanje nije ispitivalo uticaj suplementacije vitaminom D na vrednosti
TOC-a kod pacijenata sa DMT2. Nasi rezultati nisu ukazali na to da bi vitamin D mogao
smanjiti ukupnu koli¢inu peroksida u organizmu $§to moze znaciti da se antioksidativno
dejstvo vitamina D ne znasniva na njegovom uticaju na antioksidativne enzime kakav je na

primer katalaza.

Kada su u pitanju parametri kardiovaskularnog rizika opservacione studije su
pokazale da bi vitamin D mogao imati protektivni efekat, a mogu¢i mehanizmi se pored
uticaja na metabolizam glukoze ogledaju i kroz inhibitorni uticaj na inflamaciju, RAAS i
proliferaciju glatkih miSi¢nih ¢elija (155). Medutim, interventne studije nisu potvrdile ova
ocekivanja, ve¢ su iznedrile kontradiktorne rezultate. Ipak, veéina tih studija je imala
relativno mali uzorak, a kardiovaskularni ishodi nisu pre pocetka istrazivanja postavljeni kao

primarni (156,157).

Meta-analize u kojima je ispitivan uticaj vitamina D na vrednosti SKP i DKP u opstoj
populaciji nisu nedvosmisleno ukazale na povoljan efekat vitamin D. Jedna od meta-analiza
koju su sproveli Golzarand i sar. je pokazala da je vitamin D doveo do snizenja vrednosti KP u
podgrupi u kojoj su dnevne doze vitmina D bile vece od 800 1J a suplementacija trajala krace
od 6 meseci, kao 1 u podgrupi sa starijim ispitanicima (158). Rezultati meta-analize koju su
sproveli Pilz 1 sar. nisu pokazali da vitamin D dovodi do sniZenja vrednosti KP kod
hipertenzivnih pacijenata sa vitamin D deficijencijom, dok su rezultati druge meta-analize
pokazali da kod upravo ove grupe pacijenata suplementacija vitaminom D dovodi do sniZzenja 1
SKP i DKP (159,160). Kada su u pitanju pacijenti sa DMT2, rezultati meta-analize objavljene
2016. godine su pokazali da vitamin D ima povoljan efekat samo na vrednosti DKP, dok su
rezultati meta-analize iz 2018. godine pokazali da vitamin D dovodi do snizenja SKP kod

pacijenata sa DMT2 (161,162).

U naSem istrazivanju veéina pacijenata je imala hipertenziju i uzimala je redovno
antihipertenzive. Vitamin D nije doveo do znacajnog snizenja SKP 1 DKP iako je u
Metformin + Vitamin D grupi nakon 3. meseca doslo do statisticki znac¢ajnog pada vrednosti

SKP. Studije koje su pokazale znacajan efekat vitamina D na SKP i DKP su koristile
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uglavnom 24-Casovni monitorning KP $to predstavlja precizniju meru srednje vrednosti KP u

odnosu na 2 uzastopna merenja u ambulanti izabranog doktora.

Insulinska rezistencija i DMT2 su povezani sa poremecajem lipidnog statusa Sto
podrazumeva predominaciju malih LDL partikula, povecane vrednosti TG a snizene
vrednosti HDL holesterola. Svaka od ovih karakteristika dijabetesne dislipidemije povezana
je sa povecanim rizikom od kardiovaskularnih bolesti te predstavlja znacajan faktor rizika
(163). Suplementacija vitaminom D bi mogla imati direktni 1 indirektni uticaj na modifikaciju
lipidnog profila. Povecanjem aktivnosti lipoproteinske lipaze u masnom tkivu moglo bi do¢i
do smanjenja vrednosti TG, dok bi poboljSanje apsorpcije Ca smanjilo apsorpciju masnih
kiselina stvaranjem nerastvorljivih kompleksa Ca-masne kiseline u crevima $to bi dovelo do
smanjenja nivoa LDL holesterola (164). Jafari i sar. su analizirali 17 randomizovanih,
placebom kontrolisanih istrazivanja koja su pored ostalih kardiovaskularnih faktora rizika
ispitivala i1 uticaj vitamin D suplementacije na lipidni status kod pacijenata sa DMT2 i
pokazali da kod vecine istrazivanja vitamin D dovodi do smanjenja vrednosti ukupnog i LDL
holesterola kao i TG. Neka istrazivanja ne samo da nisu pokazala povoljan efekat vitamina D
na vrednosti ukupnog, LDL holesterola i TG ve¢ su pokazala da suplementacija vitaminom D
moze dovesti i do povecanja njihovih vrednosti (162). NasSi rezultati se slazu sa rezultatima
istrazivanja koje je imalo za cilj da ispita uticaj 6-mesecne vitamin D suplementacije na
vrednosti lipida kod pacijenata sa DMT2. Nakon 6 meseci, suplementacija sa 4000 1J dnevno
je dovela do znacajnog snizenja vrednosti TG, dok efekat na vrednosti ukupnog, LDL i HDL
holesterola nije bio znacajan. Kao i u pomenutom istraZivnju, veéina nasih ispitanika je
uzimala terapiju za dislipidemiju §to je moglo da maskira mali, ali znaCajan efekat vitamina
D na vrednosti lipida. Takode, deficijencija vitaminom D nije bila kriterijum za ulazak u nasu
studiju $to bi moglo da znaci da su vrednosti vitamina D u serumu > 50 i 75 nmol/L bile
adekvatne za kardiovaskularno zdravlje (157). U naSem istrazivanju povoljan efekat vitamin
D je pokazao i na aterogeni indeks Castelli I, ali samo nakon 3 meseca suplementacije §to se
u potpunosti slaze sa rezultatima gorepomenute meta-analize u kojoj se navodi da je vitamin
D pokazao povoljan efekat na lipidni status u podgrupi vitamin D deficijentnih pacijenata sa
DMT?2 kod kojih je suplementacija trajala krac¢e od 12 nedelja (163). U nasem istraZivanju to
je period kada je u Metformin + Vitamin D grupi bila vea prevalencija vitamin D

deficijentnih ispitnika 1 kada su ve¢e doze vitamina D koriS¢ene.
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Kod pacijenata sa DMT?2 nivo sistemske inflamacije, meren nivoom CRP-a prediktor je
kardiovaskularne bolesti i loSijeg ishoda, nezavisno od stepena glikoregulacije 1 drugih faktora
kardiovaskularnog rizika (165,166). U studijama preseka pacijenti sa DMT2 su imali zna¢ajno
visocije vrednosti CRP-a u odnosu na zdrave ispitanike §to govori u prilog tome da DMT2
predstavlja stanje hroni¢ne inflamacije (167,168). Studije preseka su takode pokazale inverznu
povezanost serumskog nivoa vitamina D sa nivoom CRP s§to je dovelo do pretpostavke da bi
optimalni nivoi vitamina D u krvi mogli smanjiti stepen inflamacije meren nivoom CRP-a
(169). Sa teorijskog stanovista vitamin D bi mogao da utie na vrednosti CRP-a inhibicijom
proinflamatornog transkripcionog faktora (NF-kB) koji je odgovoran za endogenu indukciju
CRP-a. Ipak, randomizovana kontrolisana istrazivanja koja su ispitivala da li suplementacija
vitaminom D moze sniziti nivoe CRP-a nisu pruzila konzistentne rezultate (170). U nasem
istrazivanju kod pacijenata koji su dobijali vitamin D nije bilo znacajne razlike u nivoima CRP-
a u odnosu na pacijente koji nisu dobijali vitamin D. Za razliku od naSeg istraZivanja, meta-
analiza koja je analizirala rezultate 13 randomizovanih kontrolisanih studija je pokazala da
suplementacija vitaminom D kod pacijenata sa DMT2 dovodi do znacajnog snizenja vrednosti
visoko senzitivnog CRP-a (171). Razlog za pomenuto neslaganje rezultata moze lezati u
¢injenici da u naSem istrazivanju nisu bili ukljuceni samo pacijenti sa nivoom vitamin D < 50
nmol/L §to predstavlja deficijenciju, ve¢ 1 pacijenti sa nivoom vitamina D > 50 nmol/L. Kako je
pokazala jedna od najvecih studija preseka upravo nivoi vitamina D koji su bili > 53 nmol/L
nisu pokazali inverznu povezanost sa nivoima CRP-a §to bi moglo da znac¢i suplementacija
vitaminom D moZe povoljno uticati na CRP samo kod pacijenata koji imaju deficijenciju, a Sto

se 1 potvrdilo u nekim istrazivanjima (172,173).

Gojaznost predstavlja znaCajan faktor rizika za kardiovaskularne bolesti, a rezultati
istrazivanja su pokazali da postoji inverzna povezanost vitamina D 1 BMI i1 da je vitamin D
deficijencija Cesta kod gojaznih pacijenata. Medutim, dosada$nji rezultati nisu uspeli da pruze
dovoljno dokaza koji bi nedvosmisleno ukazali na pozitivhu ulogu vitamina D u tretmanu
gojaznosti (174). Nasi rezultati nisu pokazali povoljan efekat vitamina D na vrednosti BMI,
mada je postojala znac¢ajna razlika u vrednostima BMI nakon 3 meseca ali u korist Metformin
grupe. Kada je u pitanju uticaj na OS, Vitamin D je imao povoljan efekat nakon 3 meseca, ali
verovatno zbog povecanja vrednosti OS u Metformin grupi. Dakle, u Metformin grupi je
doslo do snizenja vrednosti BMI koje je bilo praceno povecanjem OS. Ovaj neocekivani
rezultat moZemo delom pravdati tendencijom nagomilavanja masnog tkiva u abdominalnoj

regiji kod postmenopauzalnih Zena, koje su ¢inile skoro polovinu ispitanika u grupi (175).
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Ostaje otvoreno pitanje, da 1i bi, da nije bilo ovih promena u Metformin grupi, vitamin D
pokazao povoljan efekat na vrednosti BMI 1 OS. Drugi razlog moze biti taj §to smo u
istrazivanje ukljucili kako gojazne tako i ispitanike koji nisu bili gojazni. Ova heterogenost
uzorka je takode mogla maskirati povoljan efekat vitamina D na antropometrijske

karakteristike ispitanika.
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Na osnovu rezultata koji su prikazani u ovom radu mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

Oralna suplementacija vitaminom D, doziranim u jednakim dnevnim dozama prema

ES preporukama dovodi do znacajnog snizenja odredenih parametara metabolicke

kontrole kod pacijenata sa DMT2 koji su na terapiji metforminom.

Nasi rezultati su pokazali da je kratkotrajna oralna suplementacija vitaminom D,
doziranim u jednakim dnevnim dozama u trajanju od 3 meseca dovela do znacajnog
snizenja glikemije naSte kod pacijenata sa DMT2 koji su na terapiji metforminom.
Sestomese¢na suplementacija nije pokazala povoljan efekat na vrednosti glikemije
naste.

Nasi rezultati su takode pokazali da je kratkotrajna (3 meseca), kao i dugotrajna (6
meseci) oralna suplementacija vitaminom D, doziranim u jednakim dnevnim
dozama dovela do znacajnog sniZzenja IR mereno TYG indeksom kod pacijenata sa
DMT?2 koji su na terapiji metforminom.

Kada su u pitanju ostali parametri glikoregulacije, HbAlc, insulinemija i HOMA-
IR indeks, oralna suplementacija vitaminom D nije pokazala povoljan efekat kod

pacijenata sa DMT?2 koji su na terapiji metforminom.

Oralna suplementacija vitaminom D, doziranim u jednakim dnevnim dozama prema

ES preporukama imala je povoljan efekat na odredene parametre oksidativnog stresa

kod pacijenata sa DMT2 koji su na terapiji metforminom.

Rezultati naSeg istraZivanja su pokazali novi potencijalni mehanizam antioksidativnog
1 antiinflamatornog efekta vitamina D jer je SestomeseCna suplementacija ovim
vitaminom, doziranim u jednakim dnevnim dozama ispoljila povoljan efekat na
vrednosti enzima MPO kod pacijenata sa DMT2 koji su na terapiji metforminom.

Kada su u pitanju ostali enzimi geneze slobodnih radikala (XO) kao 1 produkti
RVN (NOx) oralna suplementacija vitaminom D, doziranim u jednakim dnevnim
dozama nije ispoljila povoljan efekat kod pacijenata sa DMT2 koji su na terapiji

metforminom.
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e Kratkotrajna oralna suplementacija vitaminom D, doziranim u jednakim dnevnim
dozama u trajanju od 3 meseca pokazala je povoljan efekat na parametre oksidativne
modifikacije lipida izrazeno kroz odnos TG/TBARS kod pacijenata sa DMT2 koji su
na terapiji metforminom. Sestomeseéna suplementacija nije pokazala povoljan efekat
na odnos TG/TBARS.

e Na ostale vrednosti parametara osidativne modifikacije lipida (MDA) kao i na
vrednosti parametara oksidativne modifikacije proteina (AOPP), oralna suplementacija
vitaminom D doziranim u jednakim dnevnim dozama nije ispoljila povoljan efekat
kod pacijenata sa DMT?2 koji su na terapiji metforminom.

e Oralna suplementacija vitaminom D doziranim u jednakim dnevnim dozama nije
ispoljila povoljan efekat ni na vrednosti TOC kod pacijenata sa DMT2 koji su na
terapiji metforminom.

e Kada su u pitanju parametri antioksidativne zaStite (katalaza i TRC), oralna
suplementacija vitaminom D doziranim u jednakim dnevnim dozama kod pacijenata

sa DMT?2 koji su na terapiji metforminom takode nije imala povoljan efekat.

Oralna suplementacija vitaminom D, doziranim u jednakim dnevnim dozama prema
ES preporukama, ako izuzmemo uticaj na vrednosti TG 1 aterogenog indeksa Castelli
I, nije imala povoljan efekat na parametre kardiovaskularnog rizika kod pacijenata sa
DMT?2 koji su na terapiji metforminom.

e Kod pacijenata sa DMT2 koji su na terapiji metforminom, oralna suplementacija
vitaminom D, doziranim u jednakim dnevnim dozama nije pokazala povoljan
efekat kada su vrednosti SKP i DKP u pitanju.

e Jednake dnevne doze vitamina D, uzete oralnim putem imale su povoljan efekat na
vrednosti TG nakon 3 meseca, kao i nakon 6 meseci suplementacije kod pacijenata
sa DMT?2 koji su na terapiji metforminom. Na ostale vrednosti parametara lipidnog
statusa (ukupni, LDL 1 HDL holesterol) oralna suplementacija vitaminom D,
doziranim u jednakim dnevnim dozama kod pacijenata sa DMT2 nije ispoljila
povoljan efekat.

e Povoljan efekat oralne suplementacije vitaminom D na vrednosti aterogenih
indeksa zabeleZen je samo kada je u pitanju Castelli I aterogeni indeks i samo

nakon 3 meseca suplementacije.
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e Oralna suplementacija vitaminom D, doziranim u jednakim dnevnim dozama kod
pacijenata sa DMT?2 koji su na terapiji metforminom takode nije ispoljila povoljan
efekat na vrednosti CRP.

e Kada su u pitanju antropometrijski parametri, oralna suplementacija vitaminom D,
doziranim u jednakim dnevnim dozama kod pacijenata sa DMT?2 koji su na terapiji
metforminom nije imala povoljan efekat na vrednosti BMI, ali je nakon 3 meseca
ispoljila povoljan efekat na vrednosti OS Sto pre predstavlja uzgredan nalaz nego

odraz pravog uticaja vitamina D.
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