Povezanost serumske aktivnosti dipeptidil peptidaze-
4 s inzulinskom rezistencijom, metabolickim
sindromom i mikrovaskularnim komplikacijama u
osoba sa secernom bolescu tipa 1

Blaslov, Kristina

Doctoral thesis / Disertacija
2016

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:105:716966

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-20

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:716966
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:6115
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:6115

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Kristina Blaslov

Povezanost serumske aktivnosti
dipeptidil peptidaze-4 s inzulinskom
rezistencijom, metabolickim
sindromom i mikrovaskularnim
komplikacijama u osoba sa Secernom
bolesScu tipa 1

DISERTACIJA

Zagreb, 2016.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Kristina Blaslov

Povezanost serumske aktivnosti
dipeptidil peptidaze-4 s inzulinskom
rezistencijom, metabolickim
sindromom i mikrovaskularnim
komplikacijama u osoba sa Secernom
bolescu tipa 1

DISERTACIJA

Zagreb, 2016.



Disertacija je izradena u Zavodu za Secernu bolest SveuciliSne klinike za dijabetes,
endokrinologiju i bolesti metabolizma ,,Vuk Vrhovac* Klinicke bolnice Merkur, Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu u okviru projekta Ministarstva znanosti, obrazovanja i Sporta:

Metabolicki sindrom u Secernoj bolesti tipa 1, br. 045-1080230-0516

Voditelj rada: prof. dr. sc. Lea Smir¢i¢ Duvnjak, prim. dr. med., specijalist internist-

subspecijalist endokrinologije i dijabetologije

ZAHVALE

Osobi koja je odrednica mog stru¢nog i znanstvenog razvoja, prof. dr. sc. Lei Smirci¢
Duvnjak, prim. dr. med., koja mi je ukazala na sloZenost problematike i potrebe za
holistickim medicinskim i ljudskim pristupom dijabetoloSkom bolesniku, a potom

konstruktivnim kritikama 1 savjetima pomogla u izradi disertacije od ideje do realizacije;

majci, Mladenki Pavi¢, koja u svim znanim oblicima kontinuirano podrzava moj suzivot sa

medicinom 1 znano$¢u;
dr. sc. Matei Nikolac Perkovié (Institut Ruder Boskovi¢), prim. dr. sc. Sandri Vuckovié
Rebrina, dr. med. te prim. dr. sc. Martini Tomié¢, dr.med. (SveuciliSna klinika Vuk

Vrhovac) na nesebi¢noj pomoci oko laboratorijske, neuroloske odnosno oftalmoloske obrade.

prijateljima i kolegama: Zdravki, Josipi, Maji, Tomislavu i Ivi.



SADRZAJ

1. UVOD | SVRHA RADA ...ttt ettt es e ss e es e ene e 1
1.1 Definicija i epidemiologija Se¢erne bolesti..........c.ccooveiiiiiiiiiicieeeeee, 1
1.2. Dijagnostika, etiologija i klasifikacija SeCerne bolesti............cccccooevinininininennnn. 2
1.3 SEEINA DOIESE 1D 1 ..., 5
1.4 Kroni¢ne komplikacije Secerne bolesti..........c.ccooieiiiiiiiiiiiieceee e, 8

1.4.1 Patogeneza mikrovaskularnih komplikacija u Se¢ernoj bolesti tip 1.............. 9
1.5 INZUNNSKA reZISTENCIA .....cveieiieeeceeeee e 10
1.5.1 Patofiziologija inzulinske rezistencije ............ccoooveveeiecieiieieceeeeeeee e 10
1.5.2 MetaboliCKi SINAIOM........c.oooiieieieeee e 12
1.6 Dipeptidil PEPIAAZA-4..........ocueeeeeeeeeeeee e 15
1.6.1 Dipeptidil peptidaza-4 u Secernoj bolesti............cccocovveviiiiiciiciieieee e, 21

2. HIPOTEZA ...ttt b e st s e eb et ese s s enseseenens 25

BLCHLIEV L.ttt ettt et ne et et nseaeeaens 25

4. ISPITANICI I METODE ..ottt sb e 26
4.1 POSTUPDC...oiiiiicieeeeeeeee ettt ettt e et e et b et e b e eaaeeraaennas 26

4.1.2 Procjena inzulinske rezistencije i dijagnoza metaboli¢kog sindroma.......... 27
4.1.3 AKtivnost enzima DPP-4 ...t 27
4.1.4 Procjena bubrezne fUNKCIJe.........ccoouveiiiieiiieiieeeeeeeecee e 29
4.1.5 DijabetiCka retinopatija.........ccc.ooovviiiiiiiiiececee e 29
4.1.6 DijabetiCka Neuropatija .........cc.ooovveuiiiiiiiiicececee e 30
4.2 StatistiCka ras€lamba podataka............cc.ooovioeiooiiiiieee e 33
4.3 ElICKA NACEIA ...t 33

B REZULTAT Lttt ettt b et e s e s e eb et eseesesenseneesens 34
5.1 Opca, klini¢ka i laboratorijska obiljezja svih ispitanika..............c.cccceeveeieieeneennnn. 34
5.2 Podjela ispitanika prema srednjoj vrijednosti DPP-4 aktivnosti........................... 36
5.3 Korelacije i linearna logistiCka regresija ..........ccocvveevieeiiciiecieceeeece e 42
5.4 Binarna [0giStiCKa regresSija ........cooeevieiiiieiieeeeeeeeeee e 44

B. RASPRAVA ...ttt ettt ettt s e se et sessese et et eseete s esseseesens 48

7. ZAKLIUCAK ..ottt 56

8. SAZETAK ... 57

9. SUMMARY ...ttt ettt ettt ettt et b et et e s b eseebe s essese et e b eseete b esseseesens 58

T0. LITERATURA . ...ttt ettt ettt s e s e eseebesseseese s 59

1. ZIVOTOPIS ..ot 72
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CKD EPI formula
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C-reaktivni protein

eng. ,,The Diabetes Control and Complication Trial*
dijabeticka polineuropatija

dipeptidil peptidaza-4 (eng. dipeptidyl peptidase-4)

prosjecna stopa raspolozive glukoze (eng. estimated  glucose
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glutamic acid decarboxylase)
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peptid 1 slican glukagonu (eng. glucagon-like peptide 1)
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glikirani hemoglobin ( eng. glycated haemoglobin)

kolesterol visoke gustoce (eng. high density lipoprotein
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ljudski leukocitni antigen (eng. human leukocyte antigen)
protutijela na inzulin (eng. insulin autoantibody)
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protutijela na B-stanicu gusterace (eng. islet cell antibodies)
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kolesterol vrlo male gustoce (eng. very low density lipoprotein
cholesterol)
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antibody)



1. UVOD | SVRHA RADA

1.1 Definicija i epidemiologija Sec¢erne bolesti

Seéerna bolest (SB) obuhvaéa poremeéaj metabolizma ugljikohidrata, masti i bjelandevina
koji nastaju uslijed apsolutnog ili relativnog manjka lucenja inzulina ili oboje, a koji se
klinicki manifestiraju kroni¢nom hiperglikemijom (1). Prema procjenama Medunarodne
dijabeti¢ke federacije (International Diabetes Federation, IDF), uéestalost SB u svijetu 2013.
godine iznosila je 6,8 %, a u Europi 8,5% za dobnu skupinu od 20-79 godina (Slika 1.1.).
Predvida se da ¢e ucestalost broja oboljelih porasti za 55%, odnosno da ¢e porasti sa 382 na
592 milijuna na svjetskoj razini u razdoblju od 2013. do 2035. godine (2). Prema istom
izvoru, u Republici Hrvatskoj 6.86 % odrasle populacije ima SB, a procjenjuje se da je u istoj

dobnoj skupini i do 3% jo$ uvijek nedijagnosticiranih bolesnika.
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Slika 1.1. Procijenjena prevalencija SB u Europi za 2014.godinu

Modificirano prema: IDF, Diabetes Atlas 6" edition, 2013.; 2014.update



1.2. Dijagnostika, etiologija i klasifikacija Secerne
bolesti

Prema trenutno vrijede¢im preporukama Svjetske zdravstvene organizacije (World Health
Organisation, WHO) i Americkog dijabetoloskog udruzenja (American Diabetes Association,
ADA), ,,zlatnim standardom® za postavljanje dijagnoze SB smatraju se: koncentracija glukoze
u venskoj plazmi iznad 7,0 mmol/L nataSte, odnosno 11,1 mmol/L dva sata nakon testa
oralnog opterec¢enja glukozom (prema eng. oral glucose tolerance test, OGTT) (3, 4) (Tablica
1.). Ukoliko osoba ne zadovoljava kriterije za SB, ali ipak nema normalnu razinu glukoze u
venskoj plazmi nataste ili nakon OGTT-a, takvo se stanje naziva predijabetes.

Ovdje je vazno razlikovati: poremecaj tolerancije glukoze nataste (eng. ,,impaired fasting
glucose®) 1 poremecaj tolerancije glukoze (prema eng. ,,impaired glucose tolerance ) (Tablica
1.). Predijabetes prema dosada$njim saznanjima nosi 40%-tni rizik da ¢e osoba unutar 5
godina razviti klini¢ki manifestni oblik SB, a takoder nosi i rizik od nastanka kroniénih
komplikacija bolesti (5, 6). Stoga je dijagnosti¢ka vrijednost koncentracije glukoze u plazmi
nataste od 7 mmol/L odredena prema rezultatima velikih epidemioloskih studija iz 1990.-ih,
DCCT (eng. Diabetes Control and Complications Trial) (7) i UKPDS (eng. United Kingdom
Prospective Diabetes Study) (8), koji su pokazali da se rizik od mikrovaskularnih
komplikacija pri istoj vrijednosti naglo povecava, de facto arbitrarna.

Dodatno, iste su studije ukazale na povezanost izmedu vrijednosti glikiranog hemolobina
(eng. glycated haemoglobin Alc, HbAlc) i razoja vaskularnih komplikacija SB (9). HbAlc je
izravni produkt post-translacijskog vezanja glukoze na molekule hemoglobina, a odrazava
prosjeénu koncentraciju glukoze u krvi tijekom prethodna 3 mjeseca, koliki je prosjecni
zivotni vijek eritrocita (10). Predstavlja opée prihvaéeni standard prema kojemu se
procjenjuje kako uéinkovitost lije¢enja, tako i rizik od razvoja kasnih komplikacija SB.
Dugogodisnja klinicka primjena HbAlc stvorila je temelj za racionalizaciju laboratorijske
standardizacije testova za HbAlc §to je znacajno unaprijedilo reproducibilnost odredivanja i
medulaboratorijsku harmonizaciju rezultata vrijednosti HbAlc. Zbog toga je od 2011. godine
vrijednost HbA lc >6,5%, uz do tada vazece kriterije vrijednosti koncentracije glukoze nataste

te OGTT priznat kao dijagnostic¢ki kriterij SB (11).



Tablica 1. Dijagnosticki kriteriji za Secernu bolest (prema referencama 3, 4, 11).

UZORAK

Plazma Kapilarna krv Puna krv
Glukoza nataste (mmol/L)
Uredan nalaz <6,1 <5,6 <5,6
Poremecena tolerancija glukoze nataste 6,1-6,9 5,6-6,0 5,6-6,0
Seéerna bolest >7,0 >6,1 >6,1
Glukoza 2 h postprandijalno
Uredan nalaz <7,8 <7,8 <6,7
Poremecena tolerancija glukoze 7,8-11,0 7,8-11,0 6,7-9,9
Secerna bolest >11,1 >11,1 >10,0
HbAlc (%)
Uredan nalaz - <5,7 <5,7
Predijabetes - 5,7-6,4 5,7-6,4
Secerna bolest - >6,5 >6,5

Iako je kretanje koncentracije glukoze u plazmi sloZeni proces koji podrazumijeva nekoliko
razlic¢itih hormonskih 1 drugih signalnih puteva, klju¢nu ulogu u glukoregulaciji ima inzulin,
polipeptidni hormon koji se sintetizira se u beta () stanicama Langerhansovih otoci¢a u
gusteraci (1). Ljudska gusteraca sadrzi oko milijun otoci¢a, a u svakom se nalazi oko 1000
endokrinih stanica unutar kojih je inzulin uskladiSten unutar sekretornih granula u obliku
preproinzulina te proinzulina. Inzulin se oslobada bifazi¢no, a osnovni podrazaj za lucenje je
glukoza. Takozvana ,,prva faza“ je kratkotrajna, traje desetak minuta, a slijedi nakon porasta
koncentracije glukoze u krvi, obi¢no izazvanim obrokom bogatim ugljikohidratima. Druga
faza sekrecije inzulina je dugotrajna, ona pokriva osnovne metabolicke potrebe organizma, te
je odgovorna za odrzavanje koncentracije glukoze u krvi u preprandijalnom stanju, ali 1 za
¢itav niz drugih ucinaka. Inzulin se lu¢i u portalni krvotok, a svoj u¢inak ostvaruje putem
svog receptora na perifernoj stanici koji pripada porodici tirozin kinaza. Nakon §to se spoji s

inzulinom, receptor se aktivira, fosforilira aminokiseline proteina koji se zove supstrat za



inzulinski receptor 1 (eng. Insulin Receptor Substrate 1, IRS 1). Kaskadno se aktivira niz
stani¢nih proteina Sto rezultira pomakom specifi¢nog prijenosnika za glukozu 4 (eng. glucose
transporter 4, GLUT4) prema stani¢noj membrani. Zadaca ovog transportera je prijenos
glukoze iz plazme u unutraSnjost stanice procesom olaksane pasivne difuzije. Ukoliko dode
do poremeéaja u bilo kojem dijelu opisanog puta ulaska glukoze u stanice, razvija se SB
(Slika 1.3.) (1, 8).

U skladu s navedenim, trenutno vazeca klasifikacija SB temelji se na pretpostavci razli¢ite

patofizioloSke osnove razvoja hiperglikemije, a obuhvaca Cetiri osnovne kategorije bolesti

(11):

tip 1 SB koji podrazumijeva uniitenje B gusteracnih stanica uslijed autoimunog ili

idiopatskog procesa

e tip 2 SB u ¢&ijoj se podlozi nalazi relativna inzulinopenija uslijed smanjene

osjetljivosti perifernih tkiva na inzulin
e gestacijski dijabetes
e specifi¢ni tipovi SB kao §to su:

monogenetskim mutacijama uzrokovana SB;
bolesti egzokrinog dijela gusterace;
endokrinopatije

steroidima inducirana SB
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Slika 1.2. Patofizioloska osnova osnovnih skupina SB.

Modificirano prema: IDF, Diabetes Atlas 6" edition, 2013.

1.3 Seéerna bolest tip 1

Tip 1 ili inzulin-ovisan (eng. Insulin Dependent Diabetes Mellitus, IDDM) oblik SB
karakterizira imunoloski posredovano unistenje B stanica Langerhansovih otoci¢a guSterace
koje se moze manifestirati u bilo kojoj Zivotnoj dobi (Slika 1.3) (9-12). Prema ADA
klasifikaciji, ovaj se oblik dijeli na protutijelima posredovani (tip 1A) te idiopatski oblik SB
tip 1 (tip 1B) u kojeg se prisutnost protutijela, ni drugog poznatog uzroka progresivnog
gubitka P stanica (npr. pankreatitis ili neki oblici monogenetske SB) ne moze dokazati, no on
je ipak prisutan (13).

Obje se podskupine ¢esce javljaju u djece i adolescenata nego u odraslih (14), ali njihova
zastupljenost je razli¢ita ovisno o promatranoj populaciji. U azijata je primjerice zastupljenija
podskupina 1B, dok se ista u bijelaca javlja sa uéestaloiéu <10% od svih osoba sa SB tipa 1
(11, 14).

Iako se pripadnost pojedinim podskupinama ljudskog leukocitnog antigenskog sustava (eng.
human leukocyte antigen, HLA) smatra karakteristicnom za tip 1A SB, i najéesé¢i HLA (DR3-
DQ2/DR4-DQ8) genotip nalazi se u svega 20-50% bolesnika s ovim oblikom bolesti (15, 16).
U najve¢em broju slucajeva obije podskupine karakterizira akutna klinicka prezentacija

bolesti, nerijetko pracena ketozom ili pak ketoacidozom te potreba za nadomjesnim

5



lijeCenjem inzulinom unutar godine dana od dijagnoze (17). Uzevsi u obzir i mogucnosti
klinicke dijagnostike bilo bi ispravnije govoriti o protutijelima pozitivhom i protutijelima
negativnom obliku SB tip 1. Ipak, subklasifikacija nije tek od akademskog znacaja jer su
osobe sa podtipom 1A SB tipa 1 sklonije razvoju drugih autoimunih procesa: Adisonove

bolesti, celijakije, bolesti Stitne zlijezde te perniciozne anemije (18-20).

Do danas je identificirano nekoliko protutijela karakteristi¢nih za SB tip 1, a to su: protutijela
na endogeni inzulin (eng. insulin autoantibody, IAA) (21), protutijela na dekarboksilazu
glutaminske kiseline (eng. glutamic acid decarboxylase, GADG65) (22), protutijela protein 2
udruzena s inzulinomom (eng. insulinoma-associated protein 2, 1A-2) (23-25), podskupina
protutijela na B-stanicu gusSterace (eng. islet cell autoantibody, ICA) (26) te protutijela na
prijenosnik cinka (eng. zinc transporter 8 antibody, ZNT8) (27). Iako nema specificnog
obrasca kojim redoslijedom se navedena protutijela pojavljuju pretpostavlja se da su [AA
prisutna prva, medutim su do vremena dijagnoze nerijetko odsutna, dok se preostala
pojavljuju u otprilike slicno vrijeme, s time da se GAD65 zadrzava najduze te se moze

dokazati i do 20 godina nakon postavljanja dijagnoze (Slika 1.4) (28, 29).
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Slika 1.3.

Modificirano prema: http://www.diapedia.org/type-1-diabetes-mellitus/insulin-autoantibodies,

pristupljeno 15.8.2015.



Pored rasne pripadnosti i slozene poligenetske predispozicije, u razvoj tipa 1 SB ukljugeni su i
mnogi okoli$ni ¢imbenici, osobito prehrambene navike (30) te virusne infekcije (31-34) koje
se smatra tzv. ,,okida¢ima* za razvoj protutijelima posredovanog uniStenja 3 guStera¢nih
stanica. Kada proces otpoc¢ne inzulinska sekrecija progresivno opada tako da je u trenutku
klinicke prezentacije bolesti u vecini sluajeva moguée dokazati barem 2 cirkulirajuca
protutijela (Slika 1.5). S obzirom na ranije spomenuti obrazac pojavljivanja i nestajanja istih,
smatra se kako istovremena prisutnost ICA 1 GAD protutijela sa specificnos¢u od 100% 1

osjetljivoséu 89,4% od toéno identificiraju individue sa SB tip 1 podskupine 1A (32).

——— U oy
AT Opadanja
Genalska imunoloski mpulinake
predispoziciia proces sakrecie Aktiviia bobast
Masa 100 L |r—— . =
Hlinitka proronincija
gusteratnih | =
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luée inzulin 80 | ,
|}
&0 | .
| | Ab Ab
40 |
|
oL 1 m \Y
!
pt———e— - P —
Vrijeme [godine)

Slika 1.4. Tijek razvoja SB tip 1 (podskupina 1A)
*Legenda: Ab-protutijelo, prema eng. antibody

Zakljuéno, SB tip 1 je slozena polietioloska autoimuna bolest u ¢ijem razvoju protutijela na

gusteracu, metabolicke promjene, genski te okoli$ni ¢cimbenici imaju zajednicki ulog.



1.4 Kroniéne komplikacije sec¢erne bolesti

Tijek SB obiljezen je razvojem akutnih i kroniénih komplikacija. Akutne se komplikacije
(ketoacidoza, hiperosmolarno stanje i hiperosmolarna neketozna koma, hipoglikemije i
hipoglikemijska koma) zbog sve bolje i ranije dijagnostike, kao 1 farmakoloSkog napretka, u
razvijenim zemljama pojavljuju tek sporadi¢no, dok su kroni¢ne komplikacije glavni uzrok
preuranjene smrtnosti osoba sa SB (35, 36). Najnovije procjene govore o udjelu od &ak 11% u
sveukupnoj smrtnosti europske regije i udjelima od preko 15% u svim dobnim skupinama
zenske populacije (Slika 1.2.) (37). Kroni¢ne komplikacije SB dijele se u dvije velike
podskupine: mikroangioapatske (mikrovaskularne) 1 makroangiopatske
(makrovaskularne) promjene (1). Makroangiopatija zahvac¢a koronarne, cerebrovaskularne
te krvne zile okrajina; dok mikroangiopatija zahvac¢a male krvne Zile svih organa, ali najprije i
najceS¢e krvne Zile mreznice, perifenih Zivaca te glomerula bubrega te je vodeci uzrok
morbiditeta medu osobama sa SB. Zbog rastuéeg broja oboljelih, kao i socijalnih te
zdravstveno-ekonomskih optereéenja, temeljni znacaj lijeCenja SeCerne bolesti pociva na

prevenciji i lije¢enju makrovaskularnih i mikrovaskularnih komplikacija.
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20 30 40 50 &0 7FO0 B8O
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Slika 1.5. Udio svih smrti pripisivih kroni¢nim komplikacijama Secerne bolesti, prema dobi i
spolu,
Europa, 2013.
Modificirano prema: IDF, Diabetes Atlas 6" edition, 2013.



1.4.1 Patogeneza mikrovaskularnih komplikacija u
Secernoj bolesti tip 1

Mikrovaskularne komplikacije ¢ine dijabeticka bolest bubrega, dijabeticka retinopatija
(neproliferativne 1 proliferativna) te dijabeticka neuropatija (senzorna, motoricka te
autonomna), a do danas je razradeno nekoliko teorija o direktnom i indikrektnom mehanizmu
utjecaja hiperglikemije na razvoj unutarstani¢énog unutarmitohondrijskog oksidativnog
stresa; osnovnog patofizioloskog pokretaca njihova nastanka. Kroni¢na hiperglikemija potice
stvaranje uznapredovalih produkata metabolizma glukoze koji potom induciraju poremecaj
endotela, remete ravnotezu citokina i faktora rasta te posljedni¢no mijenjaju sastav i strukturu
izvanstanicnog matriksa (38, 39). Ujecaj hiperglikemije na razvoj mikrovaskularnih
komplikacija svakako potvrduje i spoznaja da smanjenje HbAlc za 2 % smanjuje incidenciju
dijabeticke bolesti bubrega za 54 %, a retinopatije za 76% (40). Stanja akutne hiperglikemije,
odnosno, fluktuacije glukoze s druge strane posredstvom ezima aldoza-reduktaze dovode do
pojac¢anog nakupljanja sorbitola unutar stanice. Time se mijenja njena osmolalnost kao i
redoks-potencijal stvarajuci predispoziciju razvoja kroni¢nih mikroangiopatiskih promjena
(41, 42).

Dodatno, poveéana stani¢na dispozicija glukoze rezultira povecanim stvaranjem slobodnih
masnih kiselina te diacil-glicerola koji interferiraju sa unutarstani¢énim inzulinskim
signalizacijskim putem (43) rezultiraju¢i inzulinskom rezistencijom (IR) te posljedni¢énom
dislipidemijom. Oba faktora su dokazano povezana s poviSenim rizikom razvoja
mikrovaskularnih komplikacija (44, 45). U konacnici, IR pozitivnom povratnom spregom
potom aktivira glukozamin 6-fosfatni put, relativno inaktivan put razgradnje glukoze do
glukozamin 6-fosfata koji u normalnim uvjetima ¢ini neznatni dio stani¢énog metabolizma
glukoze, a njegova pojaCana aktivacija, zbog sniZenja razine adenozin trifosfata (ATP)
ustanicama, inhibira prijenos inzulinskog signala, od inzulinskog receptora do transportera
glukoze (46). Na ovaj se nacin zatvara circulus vitiosus u patogenezi razvoja komplikacija, ali
i stavlja naglasak na IR koja se javlja u svim oblicima SB, makar i posljedi¢no, a ne samo u
tipu 2 SB kako je to opéenito prihvaéeno (47-49).

Iako prevladava stav da prisutsvo metaboli¢kih promjena u samim stanicama endotela ujedno
zna¢i visoki rizik nastanka mikroangiopatije, one same zasigurno nisu dovoljne za njen
razvoj. Vjerojatno drugi ¢imbenici kao $to su nasljedna osnova i ¢imbenici okoline imaju

ulogu u odredivanju onih bolesnika koji ¢e razviti agresivnu angiopatiju (50).



1.5 Inzulinska rezistencija

Pojam inzulinske rezistencije (IR) ukazuje na nemoguénost da odrzano ili ¢ak prekomjerno
luc¢enje inzulina uspostavi homeostazu glukoze u cirkulaciji. Kod kompenziranog poremecaja,
hiperglikemija zbog nedovoljne inzulinske aktivnosti potice pojacano lu€enje inzulina, Sto
omogucéuje ponovno postizanje normoglikemije te predisponira razvoju tipa 2 SB (51).

Utjecaj inzulina na metabolizam proteina i lipida, proliferaciju i diferencijaciju stanica, kao i
na proizvodnju dusi¢nog oksida (NO) pri tome je ¢esto zanemaren, a taj upravo ¢ini vazan dio
patofizioloske osovine utjecaja IR na razvoj raznih patolodkih stanja povezanih sa SB,

odnosno vaskularnih komplikacija bolesti (52).

1.5.1 Patofiziologija inzulinske rezistencije

Premda sama molekularno bioloska podloga IR nije do kraja objasnjena, smatra se da ona
moze nastati zbog prereceptorskih poremecaja (obi¢no zbog cirkuliraju¢ih protutijela na
inzulin koja onemogucuju adekvatno vezivanje inzulina na svoj receptor), poremecaja broja i
strukture samog receptora za inzulin (prisustvo protutijela na inzulinski receptor, kod
mutacija gena odgovornog za sintezu inzulinskog receptora), kao i zbog promjena u
postreceptorskim unutarstani¢nim signalnim putevima sto se vida kod mnogih bolesti i
stanja kao §to su pretilost, lipoatrofi¢na SB, jetrenih bolesti, miSi¢ne inaktivnosti, te suviska
kontraregulatornih hormona poput glukokortikoida, hormona rasta, te kateholamina.
Prereceptorski i receptorski poremecaji koji dovode do IR su razmjerno rijetki (51). Kod
osoba s hiperinzulinemijom naden manji broj receptora za inzulin zbog njihove
internalizacije, odnosno povlacenja aktivnih receptora sa stani¢ne povrSine u unutras$njost
stanice te nedovoljnu regeneraciju inzulinskog receptora iz kompleksa s inzulinom koji stoga
ostaje zarobljen unutar stanice. Ipak, daleko naj¢e$¢i mehanizam nastanka inzulinske
rezistencije su postreceptorski poremecaji (52).

Postoje dva znacajna, po bioloSkom ucinku bitno razli¢ita unutarstani¢na postreceptorska
signalna puta. Prvi ukljucuje fosforilaciju tirozinskih ostataka supstrata 1 za inzulinski
receptor (IRS-1), te posljedicnu aktivaciju fosfatidilinozitol protein kinaze 3 (PIK-3) koja je
odgovorna za metabolicke ucinke inzulina, poput regulacije razine glukoze u krvi, ulaska
glukoze u stanice u perifernih tkivima, sinteze glikogena u jetri, ali 1 sinteze NO. Nedostatna

sinteza NO zbog blokirane aktivnosti PIK-3 dovodi do endotelne disfunkcije. S obzirom da

10



NO posjeduje vazodilatatorna i1 antiaterogena svojstva, njegov nedostatak dovodi do ravoja
vaskularnih komplikacija (52).

Drugi signalni put koji se aktivira nakon stimulacije inzulinskog receptora inzulinom
ukljucuje fosforilaciju serinskih ostataka na IRS-1, te aktivaciju mitogen-aktiviranih proteina
(eng. mytogen activated protein, MAP) odgovaraju¢im kinazama. Ovim putem inzulin
ostvaruje svoju mitogenu aktivnost putem aktivacije gena u jezgri stanice, uklju¢ujuéi i ucinke
na proliferaciju glatkih miSi¢nih stanica endotela krvnih zila, ali bez direktnog metabolickog
ucinka. Aktivacija MAP kinaze dovodi 1 do aktiviranja proinflamatornih signalnih puteva, koji
uklju€uju inhibitor nuklearnog faktora (NF) kB, te c-jun N terminalnu kinazu, $to moze
pogorsati stupanj neosjetljivosti na inzulin. Naime, proupalni citokini kao krajnji produkti
aktiviranih proupalnih signalnih puteva pojacavaju fosforilaciju serinskih ostataka na IRS-1,
zatvarajuci na taj nacin circulus vitiosus (53-56) (Slika 1.6).

Pojam IR u klinickom kontekstu obuhvaca hiperglikemiju, dislipidemiju i arterijsku
hipertenziju te ¢ini okosnicu metaboli¢kog sindroma (MS) koji je prisutan i u do 40% osoba

sa tipom 1 SB (57).

Inzulin Genetska predispozicija; Primjena egzogenog inzulina; Pretilost?
Inzulinski receptor /
-
'l A —
_
(SeriThr)
(Tyr) IRS
4 1
TNC f # l ol

F'r{A «— CAMP ]_-- FDE «— | m P-{E

m ‘ /
Sintera masnih

ENGS

C Sinteza proteina )
kiselina
( Sinteza glikogena )

Slika 1.6. Mehanizam nastanka inzulinske rezistencije u SB tip 1
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1.5.2 Metabolicki sindrom

Metabolicki sindrom oznacava skup metaboliCkih poremecéaja povezanih sa stanjem IR te
prekomjernom tjelesnom tezinom, a kao takav predstavlja jedan od najvaznijih rizi¢nih
¢imbenika vaskularnih oboljenja (58, 59). Dva glavna ¢imbenika koja uzrokuju razvoj MS su
visceralna pretilost i IR. Rizik povezan sa visceralnom pretilos¢u je najbolje identificiran
povecanjem opsega koji dokazano visoko korelira sa stupnjem IR. Metabolicke studije
pokazuju da je povecan opseg struka povezan s povecanjem incidencije kardiovaskularnih
incidenata i IR (60).

U cilju olakSane identificiranje bolesnika s aterogenim/dijabetogenim metabolickim
poremecajima u klini¢koj praksi, mnoga stru¢na drustva za donoSenje konsenzusa pokusala su
dati jednostavnu, klini¢ki lako primjenjivu definiciju MS. Prvu definiciju MS dala je WHO
1998. godine. Glavni rizi¢ni ¢imbenik bila je IR, a dijagnoza se mogla postaviti za bolesnike
koji imaju IR 1 jo$ dva dodatna od sljede¢ih ¢imbenika rizika: pretilost, hipertenziju, poviSenu
koncentraciju triglicerida, snizenu koncentraciju HDL- kolesterola i mikroalbuminuriju.
Ubrzo je uslijedila definicija Europske grupe za istraZivanje inzulinske rezistencije (EGIR), a
dvije godine kasnije, 2001. i Nacionalni program Sjednjenih Americ¢kih drZzava obrazovanja o
kolesterolu, Panel lijeCenja za odrasle III (National Cholesterol Education Program Adult
Treatment Panel III, NCEP ATP III) donio je svoje kriterije za dijagnozu MS. Njihov kriterij
nije zahtijevao prisustvo IR, nego prisutnost tri od pet ¢imbenika rizika koji su ukljucivali
abdominalnu pretilost koja dokazano visoko korelira s inzulinskom rezistencijom, poviSenu
koncentraciju triglicerida, snizenu koncentraciju HDL-a, poviSen krvni tlak i poviSenu
koncentraciju glukoze nataste (poremecenu toleranciju glukoze nataste ili tip 2 SB. Postojanje
nekoliko definicija istog sindroma je uzrokovalo brojne rasprave oko toga koja je bolja, a
istodobno je bilo vrlo tesko izravno usporedivati podatke iz studija koje su koristile razlicite

definicije sindroma (61).

Zbog tih je razloga IDF 2005. dao vlastitu definiciju MS ¢ije su se smjernice mogle lako
primijeniti i u klinickoj praksi. IDF 1 Ameri¢ko drustvo za srce/Institut za srce, pluca i krv
(American Heart Association/National Heart, Lung and Blood Institute, AHA/NHLBI)
pokusali su uskladiti postojece definicije 2005. godine, a koji su kasnije, 2009. godine i
revidirani (62). IDF je odustao od kriterija IR koji je dala WHO, ali je zahtijevao postojanje
abdominalne pretilosti kao jednog od pet ¢imbenika rizika za dijagnozu. Ostali kriteriji slagali

su se s kriterijima NCEP ATP III. AHA/NHLBI nisu naveli abdominalnu pretilost kao
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obvezan rizicni ¢imbenik, a ostali kriteriji za dijagnozu slagali su se s kriterijima IDF-a.
Vrijednosti koje IDF koristi za mjerenje opsega struka (OS < 94 cm za muskarce; OS < 80 cm
za zene) odgovaraju vrijednostima indeksa tjelesne mase (BMI; eng. body mass idex) od 25
kg/m?, dok vrijednosti koje koristi AHA/NHLBI (OS < 102 cm za muskarce; OS < 88 cm za
zene) odgovaraju vrijednostima ITM-a oko 30 kg/m?. S obzirom na ¢injenicu da je vecina
osoba sa SB tipa 1 nije pretila, kada govorimo o definiranju MS u SB tipa 1, prikladnije je
koristiti IDF definiciju stanja. Prisutnost MS u osoba s tipom 1 SB predstavlja neovisni riziéni

¢imbenik razvoja i progresije mikrovaskularnih komplikacija (63, 64).

Tablica 2. Kriteriji za klinicku dijagnozu metabolickog sindroma: potrebna je istovremena

prisutnost tri od pet navedenih ¢imbenika

Cimbenik Vrijednost

Opseg struka (cm) (specificno za pojedine | >80 cm za zene
populacije*) >94 cm za muskarce
Koncentracija triglicerida wu plazimi | >1.7 mmol/L
(mmol/L)

Lijecenje trigliceridemije lijekovima
Koncentracija HDL-kolesterola u plazmi | <1.3 mmol/L za Zene
(mmol/L) <1.0 mmol/L za muskarce
Vrijednost arterijskog tlaka (mmHg)/ Sistolicki >130 mmHg 1/ili
LijeCenje  poviSenog krvnog tlaka | Dijastolicki >85 mmHg
lijekovima
Povisena koncentracija glukoze nataste | >5.6 mmol/L
(mmol/L)/

Lijecenje hiperglikemije lijekovima

Legenda: *europljani; bijela rasa

Prekomjerni kalorijski unos, pracen smanjenom ili nikakvom tjelesnom aktivnoscu,
potpomognut genetskim ¢imbenicima, neophodno dovodi do nakupljanja masnog tkiva u
organizmu. Zbog svoje parakrine i sistemske endokrine funkcije masno tkivo utje¢e na
energetsku homeostazu, inzulinsku osjetljivost, metabolizam lipida, upalu i imunoloski sustav
(60). Za razliku od subkutanog masnog tkiva, visceralno masno tkivo je metabolicki aktivni

organ koji luci razli¢ite molekule nazvane adipo(cito)kini (65, 66). Adipo(cito)kini sudjeluju u
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regulaciji osjecaja gladi (leptin 1 adiponektin smanjuju osjecaj gladi), regulaciji inzulinske
osjetljivosti (leptin i adiponektin povecavaju osjetljivost na inzulin, a ¢imbenik nekroze
tumora o (eng. tumor necrosis factor o, TNFa) i rezistin smanjuju) te nastanku upalnih
procesa (adiponektin djeluje protuupalno, rezistin, TNFa, interleukin-6 (IL-6) 1 ostali citokini
djeluju proupalno). Zbog luenja citokina koji djeluju proupalno, visceralna pretilost se
smatra stanjem trajne upalne aktivnosti niskog stupnja te vodi do endotelne disfunkcije i
napredovanja mikroangiopatskih oboljenja u SB (65, 66). Medu adipo(cito)kinima
visceralnog masnog tkiva koje se dovodi u kontekst sa MS i SB odnedavno se nalazi se i
dipeptidil peptidaza-4 (DPP-4), odnosno molekula CD26 (DPP-4/CD26) (67), ¢lan porodice

prolin-selektivnih peptidaza.
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1.6 Dipeptidil peptidaza-4

Dipeptidil peptidaza-4 (DPP-4) pripada skupini prolin-selektivnih serinskih proteaza koje
sudjeluju u regulaciji razli¢itih biokemijskih procesa u organizmu putem hidrolize N-
terminalnih dipeptida s polipeptidnih 1 proteinskih lanaca koji na pretposljednjem mjestu u
primarnoj strukturi odnosno sekvenciji aminokiselina sadrzavaju prolin, hidroksiprolin ili

alanin (68, 69) (Slika 1.7).

DPP-4

Hyp
Ala

Slika 1.7 Hidroliza substrata putem DPP-4
* Legenda: Xaa te Yaa oznaCavaju prisutnost bilo koje aminokiselie. Pro-prolin, Hyp-

hidroksiprolin; Ala-alanin

Nalazimo je izrazenu na povrSini brojnih stanica tkiva razli¢itih organa, ali i u cirkulaciji, na
sistemskoj 1 lokalnoj razini (70) kao Sto je sazeto prikazano u tablici Tablici 3. Prema
dosadasnjim saznanjima, uvrijezena su cCetiri nacina djelovanja DPP-4 kojima ova molekula
ostvaruje svoju biolosku ulogu:

1) Proteoliza — u svojstvu serinske proteaze, DPP-4 sudjeluje u hidroliti¢koj razgradnji
pojedinih bioloski aktivnih peptida, a samim time u njihovoj aktivaciji i inaktivaciji (72).

2) Uloga u medustani¢noj komunikaciji, komunikaciji izmedu stanice i izvanstani¢nog
matriksa te medudjelovanja stani¢ne povrSine i virusnih komponenata (72, 73).

3) Prijenos signala u stanicu — pokazano je da DPP-4 ima ulogu koreceptora u kaskadnim
reakcijama prijenosa specifi¢nih signala kroz membranu (73-76).

4) Stanic¢na proliferacija i1 diferencijacija, programirana stanicna smrt odnosno apoptoza (77)

te aktivacije limfocita T u autoimunosnim procesima (71, 77, 78).
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Tablica 3. Zbirni prikaz tkivne distribucije DPP-4 molekule (prema referencama 68, 69, 72)

ORGAN TKIVO

Bubreg proksimalni tubul
glomerularni endotel

epitel Bowmanove ¢ahure

Jetra hepatociti

kanalikuli Zu¢nog voda

Tanko crijevo mikrovili intestinalnih kripti i resica

Gusteraca kanalikuli Zu¢nog voda

izvodni gustera¢ni kanal

Pluca alveole

epitel bronhiola

Zlijezde slinovnice acinarni dio dousne Zlijezde
Reproduktivni organi maternica
jajovodi

lutealne stanice u jajnicima
epididimis

sjemena tekucina

Srce kardiomiociti

MiSici miociti

Limfati¢ni organi: slezena, timus, limfni ¢vorovi limfociti




Krv/serum

Kraljezni¢na moZdina

Ubikvitarna tkiva

topivi oblik slobodne molekule

limfociti

lamelarni mezangij

epitel
vaskularni endotel

fibroblasti

limfociti
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Dosadasnja su istrazivanja upozorila na izmijenjene vrijednosti enzimatske aktivnosti i
tkivnog izrazaja DPP-4 u razli¢itim bolestima, poput upalnih bolesti crijeva, reumatoidnih,
neuroloskih i metaboli¢kih bolesti te mnogih drugih, kao $to je saZeto u Tablici 4. Siroki
spektar bolesti u ¢iju patogenezu bi mogla biti ukljucena, ¢ine ovu molekulu zanimljivom u
klinickom smislu kao potencijalnim, a ponegdje ve¢ i potvrdenim kandidatom za terapijsku
primjenu (79-81). Istrazivanja na ovom podruc¢ju dosada su dala ve¢ vrlo vazne rezultate te
naposljetku rezultirala klinickom primjenom inhibitora DPP-4, a podrucje koje je u tom
smislu zasigurno najistrazenije jest SB tipa 2 (82). Naime, odredeni inhibitori aktivnosti DPP-
4 poput sitagliptina, saksagliptina, vildagliptina, linagliptina 1 alogliptina, ve¢ su u klinickoj
primjeni u smislu sprje¢avanja razgradnje supstrata, ponajvise inkretina, koji sudjeluju u

odrzavanju koncentracije glukoze u krvi stalnom i pomazu u kontroli glikemije (83-86).
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Tablica 4. Aktivnost serumske DPP-4 u odredenim fizioloskim, odnosno patoloskim stanjima

(prema referencama 77-87).

FizioloSko / patolosko stanje Aktivnost serumske DPP-4/CD26
Regeneracija jetre (u Stakora) PoviSena
Disfunkcija jetre (humana) Povisena

Karcinom pankreasa i Zu¢nih vodova PoviSen

(humani)

Hepatom (humani, u Stakora) Povisena
Encefalitis (misji) Povisena
Odbacivanje transplantata (u Stakora) Povisena
Osteoporoza (humana) Povisena
Upalna bolest crijeva (humana) SniZena
Depresija (humana) Snizena
Reumatoidni artritis (humani, u misa) Snizena
Sistemski lupus (humani) Snizena
Seéerna bolest (humana) PoviSena/nepromijenjena
Hipertenzija (humana) Snizena
Trudno¢a (humana) Snizena
Neonatalna vs. odrasla dob (humana) SniZzena
Karcinom usne Supljine (humani) SniZzena
Imunosupresija (u Stakora) Snizena
Mijeloidna leukemija (humana) Bez promjene
AIDS Bez promjene
Fibromialgija Bez promjene

Povisene vrijednosti aktivnosti DPP-4 nalazimo i u tipu 1 SB §to nije iznenadujuée s obzirom
da je rije¢ o imunoloski posredovanom poremecaju metabolizma (82, 87). Paralelno sa viSom
enzimskom aktivno$éu u serumu, u osoba sa tipom 1 SB istovremeno je smanjena ekspresija
DPP-4 na svim subpopulacijama T limfocita ¢iji je poremeéaj povezan s uniStenjem [3 stanica
gusterace (82) Sto bi moglo ukazivati na njenu moguéu ulogu DPP-4 u patogenezi bolesti. S

obzirom na opre¢ne rezultate studija koje usporeduju aktivnost serumskog DPP4 sa

glukoregulacijom, trajanjem Secerne bolesti te autoimunim biljezima (82, 87), ostaje otvoreno

19



pitanje znadenja vise serumske DPP-4 aktivnosti u osoba sa tipom 1 SB u usporedbi sa

zdravom populacijom.
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1.6.1 Dipeptidil peptidaza-4 u Secernoj bolesti

Prvotna ideja o inhibiciji aktivnosti DPP-4 u cilju lijeGenja SB tipa 2 nastala je iz saznanja
omogucnosti katalitiCke razgradnje inkretinskog hormona, peptida 1 sli¢énog glukagonu ( eng.
glucagon-like peptide-1; GLP-1). GLP-1 je gastrointestinalni inkretinski hormon koji se u
cirkulaciju otpusta postprandijalno i poti¢e lucenje inzulina stimuliranog glukozom. Osim
toga, ima niz drugih djelovanja u metabolickom smislu, od odgadanja praznjenja zeluca do
inhibicije lucenja glukagona, a sveukupnost njegova djelovanja pridonosi osjecaju sitosti.
Nadalje, GLP-1 utjeCe na B-stanice guSterae potiCu¢i njihovu neogenezu i inhibirajuci
njihovu apoptozu te potice biosintezu inzulina (86). Osim GLP-1, vazan inkretinski hormon je
1 inzulinotropni peptid ovisan o glukozi (eng. glucose-dependent insulinotropic peptide, GIP)
te niz ostalth hormona koji sudjeluju u odrzavanju homeostaze glukoze. Vjeruje se da
sinergisti¢no djelovanje GIP-a 1 GLP-1 posreduje ¢ak 60 % do 70 % postprandijalnog lucenja
inzulina (88). Medutim bioloski poluzivot ovih inkretina vrlo je kratak (svega 1 do 2 minute
za GLP-1 te 7 minuta za GIP), jer podlijezu katalitickoj razgradnji zbog enzimskog djelovanja
DPP-4, sto dovodi do njihove inaktivacije (86). Stoga je niz istrazivanja doveo do razvoja
inhibitora DPP-4, u cilju poboljSanja metabolicke kontrole i o€uvanja homeostaze glukoze u
oboljelih od SB tipa 2 (86). Osim inkretina, DPP-4 sudjeluje u razgradnji niza drugih peptida
ukljucenih u glukoregulaciju bilo da je rije¢ o peptidima koji ¢e putem razlicitih receptora na
guSteracnim stanicama imati utjecaj na lucenje inzulina bilo da je rije¢ o peptidima koji se

luce iz gusterace, a imaju parakrini ili endokrini u¢inak (Tablica 5.) (88, 89).
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Tablica 5. Substrati DPP-4 enzima koji na razini guSterace imaju utjecaj na luCenje inzulina

(prema referencama 88, 89)

Receptor Stanic  Ligand /DPP-4 Funkcija
a substrat
Glukagon-R B (a)*  Glukagon >> GLP-1 stimulacija sekrecije inzulina na o glukozi
>> oksitonomodulin ovisan nacin
GIP-R B(w)* GIP stimulacija sekrecije inzulina na o glukozi
ovisan nacin
GLP-1R B (a)*  GLP-1>> Glukagon stimulacija sekrecije inzulina na o glukozi
ovisan  nacin, poticanje  biosinteze
inzulina, 1 masa B stanica, 1 granule
inzulina
GRF-R B (a)* GHRH stimulacija sekrecije inzulina i glukagona
na o glukozi ovisan nacin
Sekretin-R 3 Sekretin stimulacija sekrecije inzulina na o glukozi
ovisan nacin
GRP-R n. GRP stimulacija sekrecije VIP iz neurona
vagus vagusa koji potom stimuliraju inzulinsku
B, (a)* sekreciju
Y1-R 3 NPY regulacija homeostaze glukoze, ponajprije
regulacijom njenog wunosa; inhibicija
sekrecije inzulina
PRL B3 Prolaktin stimulacija sekrecije inzulina te VIP

Legenda: >>-u manjem postotku; *manje izrazeno; R-receptor; GLP-1: peptid 1 slican

glukagonu (eng. glucagon-like peptide-1; GLP-1); GIP: inzulinotropni peptid ovisan o glukozi

(eng. glucose-dependent insulinotropic peptide, GIP); GRF-¢imbenik oslobadanja hormona

rasta (eng. growth hormone releasing factor, GHRH: hormon rasta (eng. growth hormone

releasing hormone); GRP: ¢imbenik oslobadanja gastrina (eng. gastrin-releasing peptide.
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GRP); NPY: neuropeptid Y (eng. neuropetyde Y); VIP: vazoaktivni intestinalni peptid (eng.
vasoactive intestinal polypeptide, VIP)

lako su prvotna istrazivanja ukazivala na povisenu aktivnost DPP-4 u osoba sa tipom 2 SB te
na njenu pozitivnu povezanost sa glukoregulacijom, visceralnim adipozitetom i pokazateljima
upale (90, 91) sto je koincidiralo sa pocetkom upotrebe DPP-4 inhibitora u klini¢koj praksi,
kasnije studije dale su oprecne rezultate (92). Ubrzo je postalo jasno i da nekoliko drugih
peroralnih antidijabetika kao §to su metformin i pioglitazon suprimiraju aktivnost DPP-4 u
serumu te da je upravo time mogucée objasniti oprecne nalaze (93-95). Oba lijeka primarno
ciljaju na IR, a kasnije je dokazano kako je serumska aktivnost DPP-4 viSa u osoba s tipom 2
SB te konkomitantnom nealkoholnom masnom boleséu jetre (NAFLD, eng. non-alcoholic
fatty liver disease), koja je prominentna karakteristika IR u usporedbi sa istom skupinom
bolesnika bez NAFLD te zdravom populacijom (96, 90). Dodatno, DPP-4 aktivnost zna¢ajno
je korelirala sa IR procijenjenom HOMA indeksom (eng. homeostasis model assessment
index).

Uloga DPP-4 u patofiziologiji IR dobiva na znacaju kada je identificirana njena prisutnost na
povrsini stanica visceralnog masnog tkiva, a ujedno i poveéana cirkuliraju¢a koncentracija u
uvjetima IR (67). Eksperimentalne studije pokazale su da administracija inhibitora DPP-4
rezultira pojac¢anom aktivacijom PIK-3, odnosno fiziolo§kog puta unutarstani¢ne inzulinske
signalizacije (67) te na taj naCin smanjuje IR u stanicama. DugogodiSnje intervencijska
istrazivanja govore u prilog povoljnog ucinka primjene DPP-4 inhibitora na glukoregulaciju,
dislipidemiju i hipertenziju (97, 98) ¢ija je okosnica IR, odnosno MS.

S druge strane serumska DPP-4 aktivnost i u odraslih i u adolescenata sa tipom 1 SB je za oko
30% viSa u odnosu na zdravu populaciju (85), a izmjerenom vrijedno$¢u od 25,91 U/L sa
75%-tnom osjetljivoséu te 88%-tnom specifi¢nodéu identificira osobe sa tipom 1 SB,
neovisno o dobi, spolu, trajanju bolesti te glukoregulaciji (82). Vise je dokaza koji govore u
prilog da aktivnost ovog enzima nije u korelaciji titrom protutijela povezanih sa Se¢ernom
boles¢u $to implicira da je nalaz drugog znacenja doli imunoloski posredovanog aktivnog
procesa unisStenja [ gusSteracnih stanica. Dodatno, na eksperimentalnim modelima inzulin-
deficijentnih Zivotinja dokazan je smanjen izrazaj DPP-4 molekule na povrsini glomerularnog
endotela uz njenu povisenu serumsku aktivnost (88, 99), no tofna uloga u patogenezi

dijabeticke bolesti bubrega nije u potpunosti razjasnjena.
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S obzirom na rastu¢u prevalenciju MS i IR kao njegove okosnice u tipu 1 SB, $iroki raspon
DPP-4 substrata (88, 89), od kojih su neki ranije identificirani kao biljezi mikrovaskularnih
komplikacija, za ocekivati je da bi serumska DPP-4 aktivnost mogla biti dio slozene
patogeneze IR u tipu 1 SB, a da bi na taj nadin posljedi¢no mogla doprinositi razvoju

dijebeticke nefropatije, retinopatije te neuropatije Sto do sada nije sustavno istrazivano.
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2. HIPOTEZA

Visa serumska aktivnost DPP-4 povezana je sa veCom IR, MS i mikrovaskularnim

komplikacijama u osoba sa SB tipa 1.

3. CILJEVI

Op¢i cilj: ispitati povezanost razine aktivnosti DPP-4 u serumu s IR u osoba sa tipom 1

Secerne bolesti

Specifi¢ni ciljevi: ispitati povezanost DPP-4 aktivnosti u serumu sa:
- retinopatijom;
- dijabetickom bolesti bubrega;
- neuropatijom;

- MS.
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4. ISPITANICI | METODE

Provedeno je presje¢no (cross-sectional) istrazivanje na jednostavnom slucajnom uzorku
osoba sa tipom 1 SB hospitaliziranih na Zavodu za $e¢ernu bolest Sveudéilisne klinike Vuk
Vrhovac, a kojima je dijagnoza postavljena na temelju kriterija SZO (4). Bolesnici su lijeCeni
intenziviranom inzulinskom terapijom dugodjeluju¢im inzulinom u jednoj ili dvije dnevne
doze uz ultrakratkodjelujuéi inzulin u tri dnevne doze prije glavnih obroka.

U istrazivanje nisu ukljuceni bolesnici koji su imali anamnesticki podatak o postojanju druge
autoimune bolesti (osim SB tip 1), trenutnom upalnom stanju, bubreznoj bolesti, bolesti
nadbubrezne Zlijezde i jetre.

Koristenjem G-power 3.1.7 programa za racunanje veli¢ine uzorka uz ocekivanu standardnu
devijaciju od SD 2.56 U/L za serumsku aktivnost DPP-4 (prema nasoj pilot studiji, N=15)
lutrijskom metodom uzorkovano je ukupno 43 ispitanika za istrazivanje uz dozvoljenu
pogresku od 5% (a=0,05), te snagu istrazivanja od 80% (1-f=0,8) sa kojima je obavljen

obavjestajni razgovor te potpisivanje informiranog pristanka za sudjelovanje u istrazivanju.

4.1. Postupci

Postupci su ukljucivali: uzimanje anamnestickih podataka te obavljanje fizikalnog pregleda,
uzorkovanje seruma, plazme te dva uzorka 24-satnog urina tijekom hospitalizacije,
oftalmoloski pregled prema standardiziranom protokolu u svrhu dijagnostike dijabeticke
retinopatije (DR), neuroloski pregled prema standardiziranom protokolu u svrhu dijagnostike
postojanja vegetativne odnosno periferne neuropatije te mjerenje aktivnosti DPP-4 u serumu.
Kreatininemija, lipidogram, HbAlc i albuminurija u 24- sathom urinu mjereni su
standardnim dijagnostickim postupcima: kreatinin u serumu (spektrofotometrija, OLYMPUS
AU400), lipidogram (spektrofotometrija, OLYMPUS AU400), HbAlc u punoj krvi
(imunoturbidimetrija-TINIA, COBAS INTEGRA), GAD, IA-2 (ELISA; fotometar
STATFAX 2100, uzorak se smatra GAD pozitivnim ukoliko vrijednost GAD prelazi 10
U/mL, odnosno 15 U/mL za IA-2), ICA (indirektna imunofluorescencija na mikroskopu,
uzorak se smatra pozitivnom ukoliko je vrijednost =5 JDF) te albuminurija u 24- satnom

urinu (imunoturbidimetrija).

26



4.1.2 Procjena inzulinske rezistencije i dijagnoza
metabolickog sindroma

Inzulinska rezistencija procijenila se pomocu vrijednosti eGDR (eng. estimated glucose
disposal rate) - indeks koji korelira s euglikemijskim hiperinzulinemijskim klamp testom, a
mjera je inzulinske osjetljivosti. IzraCunava se prema formuli 24,31 - 12,2 x OS / OB-3,29 x
krvni tlak - 0,57 x HbAlc. Ukljucuje vrijednost krvnog tlaka >140/90 mmHg ili uzimanje
antihipertenzivne terapije, a izrazava se: 0-ne, 1-da. Vrijednost eGDR obrnuto korelira s IR

(100). Dijagnoza MS je postavljena na temelju IDF kriterija (Tablica 2) (62).

4.1.3 Aktivnost enzima DPP-4

Kemikalije:
e Komercijalno dostupan komplet za odredivanje aktivnosti enzima DPP4 (Sigma-
Aldrich, SAD):

a. DPP-4 pufer

b. DPP-4 supstrat Gly-Pro-7-amino-4-metilkumarin = (H-Gly-Pro-AMC) -
fluorogen
Pozitivna kontrola za DPP-4

d. AMC standard

e. Inhibitor DPP-4 (sitagliptin)

Instrument i dodatna oprema:

e Fluorescencijski spektrofotometar Varian Cary Eclipse (Varian, Australija)

e Mikrotitarske plocice (96 jazica)

Postupak:

Svi reagensi su otopljeni do sobne temperature i kratko su centrifugirani prije uporabe. AMC
standard je pripremljen u koncentracijama 10 pmol/uL razrijedivanjem 10 pL koncentrirane
otopine s 990 uL vode. U po dvije jaZice dodano je 0 uL (negativna kontrola), 2 uL (20
pmol), 4 uL (40 pmol), 6 uL (60 pmol), 8 uL (80 pmol) i 10 pL (100 pmol) pripremljene 10
uM otopine standarda. U svaku jazicu je zatim dodan DPP-4 pufer do ukupnog volumena od

100 puL. U dvije jaZice dodano je 1 do 2 uLL DPP-4 pozitivne kontrole, a kona¢an volumen u
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navedenim jaZicama podeSen je na 50 pL koriste¢i DPP-4 pufer. Uzorci seruma razrijedeni su
DPP-4 puferom prema potrebi kao bi se sva mjerenja nalazila unutar raspona standardne
krivulje. Svi uzorci dodani su u jazice u duplikatima. Za svaki od uzoraka seruma, jedna
jazica sluzi za mjerenje aktivnosti enzima DPP-4, a druga jaZica sluzi kao negativna kontrola
uzorka. U svaku od jaZica u kojima se nalaze uzorci seruma dodano je 10 uL. DPP-4 pufera ili
10 uL DPP-4 inhibitora (negativna kontrola uzorka). Uzorci na mikrotitarskoj plocici dobro
su promijeSani koriste¢i horizontalnu tresilicu. Mikrotitarska ploCica je zatim omotana u
aluminijsku foliju 1 stavljena na inkubaciju u vodenu kupelj na 37°C, 10 min. Nakon
inkubacije pripremljena je reakcijska mjeSavina za svaki od uzoraka seruma i njihovih
negativnih kontrola mijesanjem 38 pL DPP-4 pufera i 2 pL. DPP-4 supstrata. Navedena
reakcijska mjesavina nije dodana u jazice u kojima se nalaze standardi i negativna kontrola,
ali je dodana u jazicama u kojima se nalazi DPP-4 pozitivna kontrola. Nakon §to je u jazice
dodano po 40 pL reakcijske mjeSavine, mikrotitarska ploCica je ponovo umotana u foliju i
stavljena na horizontalnu tresilicu kao bi se uzorci dobro izmjesali. Ponovljena je inkubacija
ploc¢ice u vodenoj kupelji na 37°C, 5 min.

Nakon 5 min inkubacije napravljeno je po€etno mjerenje razine fluorescencije u jazicama
(Tpoteno)- Mjerenje intenziteta fluorescencije (FLU) je napravljeno pri ekscitacijskoj valnoj
duljini od 360 nm, a emisija je mjerena pri valnoj duljini od 460 nm (FLUpogemo). Nakon
pocetnog mjerenja, plocica je vracena u kupelj na inkubaciju na 37°C, a mjerenje je
ponavljano svakih 5 min sve dok vrijednost uzorka s najveCom aktivnosti enzima DPP-4 nije
presla razinu fluorescencije standarda od 100 pmol/jazici. Konacno mjerenje intenziteta
fluorescencije (FLUkonano) Uzima se u vremenu inkubacije (Tkonazno) prije nego Sto je
vrijednost uzorka s najve¢om aktivnosti enzima DPP-4 presla razinu fluorescencije standarda
od 100 pmol/jjazici. Tijekom cjelokupne inkubacije plocica je bila zaSticena od svijetla
aluminijskom folijom.

NanoSenjem vrijednosti intenziteta fluorescencije standarda na ordinatu, a koncentracija
standarda na apscisu u linearnom koordinatnom sustavu dobiva se kalibracijska krivulja. S
pomocu nje moguce je ovisno o ocitanoj fluorescenciji ispitivanih uzoraka ocitati vrijednosti
otpustenog produkta AMC.

Za svaki od uzoraka potrebno je prvo od posljednjeg mjerenja intenziteta fluorescencije
FLUgonacno 0duzeti intenzitet negativne kontrole (0). Zatim je za svaki od uzoraka potrebno
izraCunati promjenu u intenzitetu fluorescencije (AFLU) od pocetnog do kona¢nog vremena

inkubacije prema formuli:
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AFLU = FLUjonagno - F LUpoéetno

Od dobivene vrijednosti AFLU za svaki uzorak potrebno je oduzeti i AFLU vrijednost koja se
odnosi na razliku intenziteta fluorescencije negativne kontrole samog uzorka. Na temelju
AFLU vrijednosti iz standardne krivulje odreduje se vrijednosti otpustenog produkta AMC

(B), a aktivnost enzima DPP-4 odreduje se prema formuli:

4.1.4 Procjena bubrezne funkcije

Postojanje dijabeticke nefropatije se procijenilo na temelju vrijednosti kreatinskog klirensa iz
seruma, pomoc¢u CKD EPI formule, te albumina u 24-h urinu. Formula CKD EPI glasi: 141 x
min(Skr/k,1)* x max(Skr/k,1)"?% x 0,993°° x 1,018 [ako Zensko] (101). Skr oznadava
kreatinin u serumu (mg/dL), «=0,7 za Zene i1 0,9 za muskarce, a= —0,329 za Zene i —0,411 za
muskarce, min ukazuje na minimum od Scr/x ili 1, a max ukazuje na maksimum od Scr/x ili

1.

4.1.5 Dijabeticka retinopatija

Ispitivanje postojanja dijabeticke retinopatije se provodilo u specijaliziranoj oftalmoloskoj
ambulanti pomoc¢u standardiziranog protokola.

Vidna ostrina (VO, centralna vidna oStrina; lat. visus oculi) s najboljom korekcijom, ispitana
je pomocu standardnih optotipa na udaljenosti od 6 metara (Snellenovi optotipi brojevi i
optotipi slova), a izrazena razlomkom i dekadskim sustavom, pri ¢emu 6/6 = 1,0 oznacava
normalnu vidnu ostrinu. Slabovidnost (lat. amblyopia) se prema vidnoj ostrini definira kao
blaga: VO 0,8 - 0,4, srednja: VO 0,3 - 0,1 1 teska slabovidnost: VO < 0,1 (102). Intraokularni
tlak (IOT) mjerio se, nakon ukapavanja kapi lokalnog anestetika (0,4% novesina) i
fluoresceina (0,5% fluorescein-Na), Goldmann aplanacijskim tonometrom (eng. Goldmann
applanation tonometer; GAT). Prema smjernicama Europskog glaukomskog drustva raspon
normalnog o¢nog tlaka u odraslih osoba je izmedu 10 1 21 mmHg (103). Pregled prednjeg
segmenta oka obavljao se na biomikroskopu s procjepnom svjetiljkom (Topcon). Binokularni
pregled ocne pozadine, nakon ukapavanja midrijatickih kapi (0,5% tropikamid i 5%
fenilefrin), obavljao ¢e se na istom biomikroskopu indirektnom oftalmoskopijom pomocéu
nekontaktnih le¢a (VOLK SuperField NC® i1 VOLK Super 66®) (104). Nakon pregleda u
midrijazi, slikana je o¢na pozadina oba oka na digitalnoj fundus kameri (Zeiss, VISUCAM) -
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45° retinalna kolor fotografija dva standardna polja (makularno polje i disk/nazalno polje).
Makularno polje - pozicionirano tako da se PNO nalazi na horizontalnom meridijanu
nazalnog ruba slike. Disk/nazalno polje - pozicionirano tako da se PNO nalazi na
horizontalnom meridijanu 1 DD udaljena od temporalnog ruba slike. Promjene na o¢noj
pozadini analizirane na osnovi retinalnih kolor fotografija, a stupanj retinopatije odredio se
prema EURODIAB standardu (105). Nalaz losijeg oka odredio je stupanj retinopatije na
temelju kojeg su ispitanici bili podijeljeni u tri ispitivane skupine.

Skupina 1 obuhvacala je ispitanike koji nisu imali znakove dijabeticke retinopatije.

Skupina 2 obuhvacala je ispitanike s blagom i/ili umjereno teSkom neproliferativnom
dijabetickom retinopatijom (NPDR).

Skupina 3 obuhvacala je ispitanike s teSkom/vrlo teSkom NPDR i proliferativnom
dijabetickom retinopatijom (PDR) ili stanjem nakon prethodno ucinjene laserske
fotokoagulacije retine (ALFKG) 1/ili intravitrealno lijecenje triamcinolonom ili

bevacizumabom.

4.1.6 Dijabeticka neuropatija

Postojanje dijabeticke neuropatije se provodilo u specijaliziranoj neuroloskoj ambulanti
pomocu standardiziranog protokola. S obzirom na zahvaceni dio ziv€anog sustava dijabeticke
neuropatije smo podijelil prema Dycku (106) na simetri¢nu neuropatiju (distalna senzorna ili
senzomotoricka polineuropatija, autonomna neuropatija, inzulinski neuritis), fokalnu i
multifokalnu neuropatiju (neuropatije kranijalnih zivaca, trunkalna radikuloneuropatija,
proksimalna neuropatija, kompresivne neuropatije) te kombiniranu neuropatiju. Dijabeticka
polineuropatija (DPN) je podijeljena na 3 skupine. Skupina 1 obuhvacala je ispitanike koji
nisu imali znakove dijabeti¢ke polineuropatije. Skupina 2 obuhvacala je ispitanike s po¢etnom
ili prvim stupnjem dijabeticke polineuropatije. Skupina 3 obuhvacala je ispitanike s drugim

stupnjem dijabeticke polineuropatije.

1. Neuroloski pregled provodio se standardiziranim postupkom sukladno neuropatskom
bodovnom sustavu (eng. Neuropathy Impairment Score, NIS) za donje udove (107). Tijekom
pregleda ispitivali su se osjet dodira, boli, vibracije i polozaja, miotatski refleksi (m.

quadriceps femoris i m. triceps surae) te ocjenjivala misi¢na snaga donjih udova.
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a) MiSi¢na snaga ispitivala se obostrano pri sljede¢im pokretima: fleksija i ekstenzija koljena,
dorzifleksija stopala, plantarna ekstenzija stopala te fleksija i ekstenzija noznih prstiju. Snaga
je ocijenjena kao: 0 — uredna, 1 — 25% slabija, 2 — 50% slabija, 3 — 75% slabija, 3,25 — pokret
protiv gravitacije, 3,5 pokret pri eliminiranoj gravitaciji, 3,75 miSi¢na kontrakcija bez pokreta,
4 — paraliza.

b) Miotatski refleksi su se ispitivali obostrano te je svaki ocijenjen kao: 0 — uredan, 1 —
oslabljen, 2- odsutan.

c) Osjet je ispitivan u leZzeCem poloZaju, zatvorenih o€iju ispitanika, podraZivanjem koZe
neposredno ispod nokta (distalna falanga) obaju noznih palaca. Osjet dodira provociralo se
laganim dodirom pomoc¢u smotuljka vate, nepravilnim slijedom, pri ¢emu su ispitanici
odgovarali osjecaju li dodir ili ne. Osjet bola ispitivan je pribadacom s jednim zaobljenim
vrhom. Naizmjeni¢nim podraZajem iglenog ili zaobljenog dijela ispitanici su odgovarali je li
dodir tup ili oStar. Osjet vibracije ispitivan je zatitralom vibracijskom vilicom frekvencije 128
Hz prislonjenom na gore navedno podrucje stopala. Ispitanici su trebali odrediti trenutak kada
viSe ne osjecaju vibraciju. Usporedbom vibracije ispitanika i ispitiva¢a dobiven je podatak o
urednoj, skracenoj ili odsutnoj vibraciji. Osjet poloZaja se ispitivao pomicanjem distalne
falange palca pri cemu su ispitanici odgovarali osjecaju li pomak i u kojem smjeru. Sve
navedene vrste osjeta ocjenjivane su kao: 0 — uredan, 1 — oslabljen, 2 — odsutan osjet.
Zbrojene ocjene dobivene ispitivanjem miSi¢ne snage, refleksa i osjeta Cinile su NIS.

2. Elektroneurografija- brzina motorne provodljivosti i visina amplitude M potencijala za n.
peroneus 1 n. tibialis te brzina senzorne provodljivosti 1 visina amplitude neuralnog potencijala
za n. suralis procijenjene su povrsSinskim stimulacijskim i registracijskim elektrodama na oba
donja ekstremiteta. Pri testiranju je koriSten Dantec Keypoint standardni EMNG uredaj
(Dantec Co, Skovlunde, Danska). Testiranje se provodilo pri temperaturi koze stopala iznad
30°C. Mjesta stimulacije 1 registracije su odredena standardnom procedurom (108).
Provodljivost motornih vlakana ispitivana je stimulacijom perifernog zivca pomocu
povrsinske elektrode (supramaksimalnom jacinom struje i trajanja 0,1 msec) postavljene iznad
Zivca, ¢ime se izazvala depolarizacija membrane Ziv€anog vlakna. Nastali akcijski potencijal
potom putuje duz zZivca, a dobiveni misiéni evocirani odgovor (M potencijal) registriran je na
monitoru pomocu povrSinske elektrode postavljenje nad odgovaraju¢im misSi¢em. Senzorna
brzina provodljivosti n. suralisa u proksimalnom segmentu (distalni dio potkoljenice) mjerena
je antidromno. Provodljivost senzori¢kih vlakana ispitana je stimulacijom n. suralisa
povrSinskom stimulacijskom elektrodom (struyjom od 20 do 40 mA i trajanja 0,1 msec)

postavljenom iznad zivca. PovrSinska registracijska elektroda postavljena distalnije nad istim
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zivcem biljezila je evocirani ziv€ani odgovor. Amplituda dobivenog M i Ziv€anog potencijala
mjerena je u mV od osnovne crte do vrha negativne faze. Brzina motorne i senzoricke
provodljivosti izraunata je iz dobivene latencije (vrijeme proteklo od trenutka podrazaja do
pojave evociranog potencijala) i1 udaljenosti elektroda, a izrazena je u m/s. Dobivene
vrijednosti usporedene su s normalnima, koje ovise o vrsti ispitivanog Zivca, visini ispitanika
te temperaturi ekstremiteta. Za statisticku obradu koriSteni su podaci dobiveni ispitivanjem

noge s ve¢om amplitudom n. suralisa.

3. Testiranje autonomnog zivéanog sustava provedeno je na aparatu VAGUS 2100 (Sigma
Medizin Technik, Thum, Njemacka) koriStenjem standardne baterije srcanozilnih testova.
Testiranje autonomnog Zzivéanog sustava provedeno je na aparatu VAGUS 2100 (Sigma
Medizin Technik, Thum, Njemacka) koriStenjem standardne baterije kardiovaskularnih
testova u mirnoj prostoriji, bez prekidanja, uz prethodnu edukaciju bolesnika o nacinu
provodenja testova. Uvjeti testiranja sustandardizirani (testiranje se provodilo izmedu 9-12
sati ujutro, najmanje 2 sata nakon laganog dorucka, a ispitanik na dan testiranja ne konzumira
kavu, crni ¢aj niti pusi, prije testiranja provjerava se glikemija). Tri jednokratne, samoljepljive
EKG elektrode apliciraju se na prsni kos ispitanika te se pomocu samoljepljive trake postavi
senzor za disanje. Standardnu bateriju kardiovaskularnih testova za potvrdu dijabeticke
autonomne neuropatije ¢ine: test mirovanja, test dubokog disanja, Valsalvin test, aktivni
ortostatski test, te ortostatski test krvnog tlaka. Kompjuterizirani sustav na temelju rezultata
mjerenja izracunava slijede¢e parametre: koeficijent varijacije R-R intervala u mirovanju,
spektar vrlo niske frekvencije, niske frekvencije i visoke frekvencije u spektralnoj analizi,
koeficijent varijacije R-R intervala tijekom dubokog disanja, E/I omjer, 30:15 omjer i
Valsalva omjer. Patoloski nalaz viSe od jednog parametra smatra se dovoljnim za postavljanje

dijagnoze autonomne dijabeti¢ke neuropatije (109).
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4.2 Statisticka ras¢clamba podataka

Statisticka ras¢lamba podataka vrSena je pomocu Statistica (verzija 10) kompjutorskog
programa, postupcima ispitivanja razlika i povezanosti. Normalnost raspodjele ispitana je
Shapiro-Wilk testom. Prosjecne vrijednosti numeric¢kih podataka prikazane su aritmetickom
sredinom 1 standardnom devijacijom za varijable koje se normalno raspodjeljuju, a
medijanom i rasponom za varijable koje nemaju normalnu raspodjelu. Nominalni pokazatelji
prikazani su ucestalo$¢u i postotkom. Razlike izmedu dva nezavisna uzorka ispitane su
pomocu Studentovog t-testa u parametrijskoj statistici, a pomocu Mann-Whitneyevog testa u
neparametrijskoj statistici. Razliku izmedu viSe od dva nezavisna uzorka ispitane su ANOVA
testom za parametrijsku (s post hoc Scheffeovim testom), a Kruskal-Wallis testom za
neparametrijsku statistiku (s post hoc Mann-Whitneyevim testom). Razlike u nominalnim
pokazateljima (proporcijama) izmedu dva uzorka ispitane su pomocu y2 testa (i Fisherovog
egzaktnog testa) 1 omjera rizika s 95% intervalom pouzdanosti. Razlike u nominalnim
pokazateljima izmedu vise od dva uzorka ispitane su pomocu y2 testa. Korelacije su ispitane
pomocu parametrijskog Pearsonovog testa korelacije koeficijenta korelacije. U slucaju
statisticki znacajnih linearnih korelacija odnos je prikazan linearnom regresijskom analizom.
Prediktorne varijable su testirane multivarijatnom raS¢lambom pomocu binarne logisticke
regresije- Hosmer-Leveshow goodness-of-fit test. Odredio se odnos prevalencija (OP, eng.

prevalence ratio) s 95% granicama pouzdanosti (CI, eng. confidence intervals).

4.3 Eticka nacela

Ovo istrazivanje odobrilo je Eticko povjerenstvo Klini¢ke bolnice Merkur te Eticko
povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Istrazivanje je provedeno u skladu
sa svim primjenjivim smjernicama ¢iji je cilj osigurati pravilno provodenje i sigurnost osoba
koje su sudjelovale u ovom znanstvenom istraZivanju ukljuuju i Osnove dobre klini¢ke
prakse, HelsinSku deklaraciju, Zakon o zdravstvenoj zastiti Republike Hrvatske 1 Zakon o

pravima pacijenata Republike Hrvatske.
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5. REZULTATI

5.1 Opéa, klinicka i laboratorijska obiljezja svih
ispitanika

Regrutirana su ukupno 43 ispitanika dobi 46+13 godina prosjeénog trajanja SB tip 1 24,5 (10-
47) godina. Dvadeset osam (65,1 %) ih je bilo muskog spola. Njihova antropometrijska,
klinicka i laboratorijska obiljezja prikazana su u Tablici 6.

Svi ispitanici imali su uredan hormonski status $titne zlijezde kako slijedi: TSH 2,61£162
mU/L, slobodni triiodtironin (fT3) 5,5+1,4 pmol/L 1 slobodni tetraiodtrionin (fT4)
15,15+2,76pmol/L; te vrijednosti C reaktivnog proteina (CRP) unutar normalnog raspona 1,1
(0,1-5,2) mg/L. Trideset dva ispitanika (74,42%) ispitanika imala su pozitivna GAD i [A2
autoantitijela, 7 (16,28%) GAD i ICA, a 4 (9,3%) samo ICA autoantitijela. Vrijednost titra
GAD autoantitijela bila je 466,6+37,81 U/mL; ICA 25,845,4 JDF, a [A-2 257,4+15,42 U/mL.
Dvadeset devet (67,44 %) ispitanika imalo je dijagnosticiranu arterijsku hipertenziju, 23
(53,49%) su uz inzulin u medikamentoznoj terpiji imali ACEIL a 22 (51,16 %) hipolipemik.
Metabolicki sindrom bio je prisutan u njih 20 (46,5 %). Neproliferativna DR utvrdena je u 20
(46,5%) osoba, a PDR u 9 (20,9%).

Prvi stupanj periferne neuropatije utvrden je u 15 (34,9%), a drugi u 21 (48,8%) ispitanika,
dok je autonomna neuropatija dijagnosticirana u njih 19 (44,19%). Dijabeticka bolest bubrega

u ispitanika bila najmanje ucestala komplikacija; prisutna u 8 osoba (18,6%).
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Tablica 6. Antropometrijska, klinicka 1 laboratorijska obiljezja ispitanika

Opseg struka (cm);

-osobe zenskog spola
-osobe muskog spola

ITM (kg/m?)

Puls (otkucaj/minuta)
Sistolicki krvni tlak(mmHg)
Dijastolicki krvni tlak (mmHg)
HbAlc (%)

Serumski kreatinin (mg/dL)
eGFR (mL/min/1.73m?)
Kolesterol (mmol/L)

HDL kolesterol (mmol/L)
-osobe Zenskog spola
-osobe muskog spola

LDL kolesterol (mmol/L)
VLDL kolesterol (mmol/L)
Trigliceridi (mmol/L)
Albumini dU (mg/24h)
eGDR (mgKg 'min™)
DPP-4 aktivnost (U/L)

79,13+5,44
94,36+8,99
25,842.9

74,7+16,5

120 (105-165)

80 (70-100)
74412

72 (41-224)

105 (27-130)
4,95+0,81
1,5840,28
1,73+0,78
1,51+0,23
2,82+0,81
0,53+0,22
1,16+0,47

7,0 (3,36-833,0)
6,79 (3,72-11,36)
32,52 (20,80-39,92)

Legenda: ITM-indeks tjelesne mase; eGFR-procijenjena glomerulerna fltracija (eng.

estimated glomerular filtration rate); eGDR-procijenjena vrijednost raspolozivosti glukoze

(eng. estimated glucose disposal rate)
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5.2 Podjela ispitanika prema medijanu DPP-4
aktivnosti

Prema medijanu DPP-4 aktivnosti od 32,52 U/L, ispitanici su podijeljeni u dvije skupine: 22
(51,16%) ih je imalo izmjerenu DPP-4 aktivnost ispod navedene, a 21 (48,84 %) iznad. U
skupini ispitanika sa DPP-4 aktivnos¢éu <32,52 U/L bilo je 14 (63,6%) muskaraca, a u skupini
sa viSom DPP-4 aktivno$¢u isti broj (66,7%), $to se nije pokazalo statisticki znacajnim
(p=0,545). Vise muskih ispitanika u skupini sa viSom DPP-4 aktivno$¢u u terapiji je imalo
hipolipemik (N, %, 12, 85,7%) naspram osoba zenskog spola (N, % 3, 43,86%), p=0,002.
Antropometrijska, klini¢ka i laboratorijska kao i razlike izmedu obiljezja od interesa navedena

su u Tablici 7.
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Tablica 7. Antropometrijska, klinicka 1 laboratorijska obiljezja ispitanika podijeljenih prema

medijanu DPP-4 aktivnosti

Skupina sa DPP-4 Skupina sa DPP-4 p
aktivnoscu <32,52 U/L aktivnoscu >32,52 U/L
N=22 N=21

Dob (godine) 42 (23-65) 52 (21-63) 0,001
Trajanje bolesti (godine) 22 (10-41) 28 (17-47) 0,004
Opseg struka (cm);

-osobe Zenskog spola 74,14+4,98 81,75+11,39 0,042
-osobe muskog spola 93,79+8,75 94,39+9,53 0,744
ITM (kg/m®) 25,543,1 26,0+2,9 0,605
Puls (otkucaj/minuta) 71,95+16,98 77,57+15,89 0,270
Sistolicki krvni tlak(mmHg) 120 (105-160) 130 (110-165) 0,038
Dijastolicki krvni tlak (mmHg) 80 (70-90) 80 (70-100) 0,121
HbAlc (%) 7,4+1,1 7,5+1,4 0,787
Dnevna doza inzulina (U/kg) 0,52+0,07 0,65+0,09 0,004
Serumski kreatinin (mg/dL) 68,2 (50-102) 74 (41-224) 0,381
eGFR (mL/min/1.73m?) 110,5 (62-129) 101 (27-130) 0,049
Kolesterol (mmol/L) 4,63+0,69 5,0+0,91 0,677
HDL kolesterol (mmol/L) 1,52+0,30 0,847
-osobe Zenskog spola 1,73+0,24 1,66+0,38 0,805
-osobe muskog spola 1,51+0,23 1,47+0,19 0,421
LDL kolesterol (mmol/L) 2,82+0,68 2,83+0,92 0,874
VLDL kolesterol (mmol/L) 0,51+0,19 0,56+0,23 0,457
Trigliceridi (mmol/L) 1,12+0,43 1,21+0,52 0,500
Albumini dU (mg/24h) 7,0 (3,36-113,80) 8,42 (4,59-833,0) 0,251
eGDR (mgKg 'min™) 9,22 (5,12-11,36) 6,27 (3,72-8,38) 0,004

DPP-4 aktivnost (U/L) 25,4 (20,80-32,52) 36,50 (35,52-39,92)  -m-mm-

Legenda: ITM-indeks tjelesne mase; eGFR-procijenjena glomerularna filtracija (eng.
estimated glomerular filtration rate); eGDR-procijenjena stopa raspolozivosti glukoze ( eng.

estimated glucose disposal rate)
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Metabolicki sindrom bio je priustan u znacajno veceg broja ispitanika u skupini sa viSom u
odnosu na skupinu sa nizom DPP-4 aktivnosc¢u (17 (81%) vs 3 (13,6%), p<0,001, Fischerov
egzaktni test). Neproliferativnu DR imalo je 12 (57,1%), a proliferativnu DR 8 (38,1%)
ispitanika u skupini sa viSom DPP-4 aktivno$¢u naspram 8 (36,4%) odnosno 1 (4,5%) u
skupini sa nizom enzimatskom aktivnoséu (p<0,001, ¥2 test). Ukupan broj slucajeva
dijagnosticirane periferne DN bio je visi u skupini ispitanika sa DPP-4 >32,52 U/L, medutim,
kao 1 ukupan broj tezeg stupnja DN. Naime, stupanj/gradus I DN bio je prisutan u 6 (28,6%)
naspram 9(40,9%) odnosno za stupanj/gradus II: 13 (61,9%) naspram 8(36,4%), p=0,089 te
0,085 za redosljed navodenja, x2 test. Uestalost autonomne neuropatije bila je znacajno visa
u skupini sa viSom DPP-4 aktivnoscu (15(71,4%) naspram 4(18,2%), p=0,001, Fischerov
egzaktni test), kao i dijabeticka bolest bubrega (nefropatija) (6 (28,6%) naspram 2 (9,1%),
p=0,021, Fischerov egzaktni test) (grafovi 1-5.).

Graf 1. Prisutnost MS u ispitanika podijeljenih prema medijanu DPP-4 aktivnosti

[[1 Bez metaboli¢kog sindroma

) Metabolicki sindrom
prisutan

-
Q

Broj ispitanika (N)

<32,52 U/L >32,52 U/L

Skupine prema medijanu DPP-4
aktivnosti
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Graf 2. Prisutnost DR prema stupnjevima u ispitanika podijeljenih prema medijanu DPP-4

aktivnosti
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Graf 3. Prisutnost periferne neuropatije prema supnjevima u ispitanika podijeljenih prema
medijanu DPP-4 aktivnosti
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Graf 4. Prisutnost autonomne neuropatije u ispitanika podijeljenih prema medijanu vrijednosti
DPP-4 aktivnosti
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Graf 5. Prisutnost dijabeticke bolesti bubrega u ispitanika podijeljenih prema medijanu
vrijednosti DPP-4 aktivnosti
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U pogledu konkomitantne medikamentozne terapije, veci broj ispitanika iz skupine sa viSom
DPP-4 aktivnos¢u koristio je ACEI (14 (66,7%) naspram 9 (40,9%) u skupini sa DPP-4
aktivnos$¢éu nizom od 32,52 U/L, p=0,082, Fischerov egzaktni test) kao i hipolipemike (17
(81% naspram 5(22,7%), p<0,001, Fischerov egzaktni test).
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5.3 Korelacije i linearna logisticka regresija

Serumska aktivnost DPP-4 pokazala je zna¢ajnu pozitivnu korelaciju sa trajanjem SB
(r=0,464, p=0,003, Pearsonov test korelacije), ipak, nije se naslo znacajne korelacije izmedu

titrova GAD, ICA ni [A-2 autoantitijela sa DPP-4 aktivnos$¢u (Tablica 7.).

Tablica 7. Pearsonov korelacijski test titra autoantitijela i DPP-4 aktivnosti

Varijabla DPP-4 aktivnost (U/L)
ICA (JDF) =0,080 ; p=0,509
GAD (U/mL) r=0,093 ; p=0,448
TA-2 (U/mL) r=0,152 ; p=0,241

U linearnoj regesiji prilagodenoj za dob i spol ispitanika, kao i HbAlc vrijednost te
konkomitantnu medikamentoznu terapiju znacajnost se izgubila (B=0,201, (-0,008-0,410),
p=0,059). Tako je opseg struka u Zena sa nizom DPP-4 aktivno§¢u bio znacajno nizi u odnosu
na zene sa iz skupine sa viSom aktivno$éu, DPP-4 aktivnost nije znacajno korelirala sa
opsegom struka (r=0,314, p=0,249; Pearsonov korelacijski test).

DPP-4 aktivnost znacajno je negativno korelirala sa procijenjenom inzulinskom osjetljivoscéu
(r=-0,609, p<0,001, Pearsonov test). Dodatno, pokazalo se da za svaki porast aktivnosti DPP-
4 od 1 U/L, eGDR opada za 0,218 mgKg’lmin'1 (uz 95% interval pouzdanosti -0,307-(-0,128),
p<0,001; linerana regresijska analiza prilagodena za dob, spol, HbAlc i trajanje bolesti

ispitanika, konkomitantnu medikamentoznu terapiju te eGFR (Graf 6.).
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Graf 6. Linearna regresija za DPP-4 aktivnost i eGDR prilagodena za dob, spol, HbAlc 1
trajanje bolesti, eGFR te upotrebu ACEI 1 hipolipemika
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Aktivnost DPP-4 negativno je korelirala sa procijenjenom bubreznom filtracijom r=-0,366,
p=0,016, Pearsonov test korelacije. U linernoj regresijskoj analizi prilagodenoj za dob, spol,
HbAlc i trajanje bolesti, eGDR te konkomitantnu medikamentoznu terapiju (ACEI te statine)
pokazalo se da za svaki porast DPP-4 aktivnosti od 1 U/L, eGFR opada za 1,49
mL/min/1 .73m2, uz 95%-tni interval pouzdanosti -2,69-(-0,303), p=0,016, Graf 7.

Graf 7. Linearna regresija za DPP-4 aktivnost i eGFR prilagodena za dob, spol, HbAlc,
trajanje bolesti, eGDR te upotrebu ACEI i hipolipemika
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Vrijednost sistolickog krvnog tlaka takoder je pozitivno korelirala sa DPP-4 aktivnos$éu
(p=0,418, p<0,005, Spearmanov test), a linearna regresijska analiza prilagodena za dob, spol,
HbAlc, trajanje bolesti, eGDR, eGFR te upotrebu ACEI i hipolipemika pokazala je da
vrijednost sistolickog krvog tlaka raste za 1,157 mmHg za svaku jedinicu porasta DPP-4

aktivnosti (95%-tni interval pouzdanosti (CI, eng. confidence interval) 0,242-2,072, p=0,015).

5.4 Binarna logisticka regresija

Kako su prisutnost MS, autonomne neuropatije te DR (PR+NPDR) bili znacajno visi u
skupini ispitanika sa viSom serumskom aktivno$¢éu DPP-4, povezanost enzimske aktivnosti
literaturno dokazano pokazuju povezanost sa promatranom sa MS, autonomnom neuropatijom

1 DR testirana je binarnom logistickom regresijom u cetiri razlicita racunska modela.

Izmjerena vrijednost serumske aktivnosti DPP-4 pokazala je pozitivhu povezanost s MS (OP
1,801; 95% CI 1,272-2,550) koja je zadrzala statisticku znac¢ajnost nakon prilagodbe za dob,
spol i trajanje SB (OP 2,018; 95% CI 1,268-3,124), a potom dodatno i za izracunatu eGFR
(OP 1,755; 95%CI 1,773-1,899) kao i upotrebu ACEI i hipolipemika (OP 1,392; 95% CI
1,206-1,941); Graf 8.

S obzirom da broj ispitanika koji su imali NPDR odnosno PDR gledan zasebno ne
zadovoljava uvjete za logisticku regresiju, a da je NPDR predstadij DR, da bi se ispitala
povezanost DPP-4 aktivnosti sa retinopatijom, ispitanici sa BPDR te PDR sacinjavali su jednu
skupinu, odnosno jednu dihotomnu varijablu-prisutnost DR (da/ne). Neprilagodena vrijednost
serumske aktivnosti DPP-4 pokazala je pozitivhu povezanost sa DR (OP 1,316; 95% CI
1,095-1,581) koja je ostala statisticki znacajna nakon prilagodbe za dob, spol i trajanje SB
(OP 1,349; 95% CI 1,105-1,647), a potom dodatno i za izracunatu eGFR te albuminuriju (OP
1,388; 95%CI 1,089-1,645) kao i upotrebu ACEI (OP 1,413; 95% CI 1,103-1,811); Graf 9.
Zavr$no, pozitivna povezanost neprilagodene DPP-4 aktivnosti sa prisutnoS¢u autonomne
neuropatije (OP 1,349; 95%CI 1,124-1,620) nije se znacajno promijenila ni modifikacijom za
dob, spol i trajanje SB (OP 1,367; 95%CI 1,104-1,692), a potom i eGFR (1,428; 95%CI
1,083-1,882) te na koncu 1 vrijednost albumina u 24-satnom urinu te upotrebu ACEI (OP
1,813; 95%CI 1,143-2,875), Graf 10.
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Graf 8. Binarna logisticka regresija; povezanost aktivnosti DPP-4 sa metabolickim
sindromom kao nezavisnom dihotomnom varijablom (MS prisutan u ispitanika =1; nije
prisutan=0) te izmjerenom vrijednost serumske DPP-4 aktivnosti kao zavisnom varijablom u

Cetiri razli¢ita modela.
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Legenda: Model 1. neprilagodena izmjerena vrijednost serumske DPP-4 aktivnosti: Model 2.-
izmjerena vrijednost DPP-4 aktivnosti prilagodena za dob, spol i trajanje SB; Model 3.-
izmjerena vrijednost DPP-4 akivnosti prilagodena za dob, spol, trajanje SB te eGFR, Model
4.- izmjerena vrijednost DPP-4 akivnosti prilagodena za dob, spol, trajanje SB, eGFR te
upotrebu ACEI 1 hipolipemika.
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Graf 9. Binarna logisticka regresija; povezanost aktivnosti DPP-4 sa DR kao nezavisom
dihotomnom varijablom (DR prisutna u ispitanika =1; nije prisutna=0) te izmjerenom

vrijednost serumske DPP-4 kao zavisnom varijablom u ¢etiri razli¢ita modela.
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Legenda: Model 1. neprilagodena izmjerena vrijednost serumske DPP-4 aktivnosti: Model 2.-
izmjerena vrijednost DPP-4 aktivnosti prilagodena za dob, spol i trajanje SB; Model 3.-
izmjerena vrijednost DPP-4 aktivnosti prilagodena za dob, spol, trajanje SB te eGFR, Model
4.- izmjerena vrijednost DPP-4 aktivnosti prilagodena za dob, spol, trajanje SB, eGFR,

izmjerenu vrijednost albumina u 24-satnom urinu te upotrebu ACEI.
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Graf 10. Binarna logisticka regresija; povezanost aktivnosti DPP-4 sa autonomonom
neuropatijom kao nezavisnom dihotomnom varijablom (autonomna neuropatija prisutna u
ispitanika =1; nije prisutna=0) te izmjerenom vrijednost serumske DPP-4 kao zavisnom

varijablom u Cetiri razli¢ita modela.
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Legenda: Model 1. neprilagodena izmjerena vrijednost serumske DPP-4 aktivnosti: Model 2.-
izmjerena vrijednost DPP-4 aktivnosti prilagodena za dob, spol i trajanje SB; Model 3.-
izmjerena vrijednost DPP-4 aktivnosti prilagodena za dob, spol, trajanje SB te eGFR, Model
4.- izmjerena vrijednost DPP-4 aktivnosti prilagodena za dob, spol, trajanje SB, eGFR,

izmjerenu vrijednost albuminau 24-satnom urinu te upotrebu ACEL
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6. RASPRAVA

Ovo istraZivanje provedeno je s ciljem ispitivanja povezanosti serumske aktivnosti DPP-4 sa
stupnjem IR (mjerene pomocu stope raspolozivosti glukoze, eGDR) te prisutnoséu MS i
mikrovaskularnih komplikacija: retinopatijom, dijabeti¢kom bolesti bubrega te perifernom i
autonomnom neuropatijom u osoba s tipom 1 SB.

Inzulinska rezistencija se smatra okosnicom MS te stoga predstavlja vazan patofizioloSki
¢imbenik u nastanku angiopatskih oboljenja, predleze¢eg uzroka morbiditeta i mortaliteta
danasnjice (110, 111). Posljednjih je desetlje¢a MS dosegnuo gotovo epidemijske razmjere u
zeljama razvijenog svijeta (112), a prema posljednjim podacima prisutan je i u do 40% osoba
sa tipom 1 SB te 60% osoba sa tipom 2 SB (57). Usporedno s poveéanjem incidencije MS u
svijetu raste i broj osoba s mikrovaskularnim komplikacijama SB (52). Najéesc¢a klinicka
manifestacija MS je visceralna debljina koja podrazumijeva nakupljanje masnog tkiva u
abdominalnoj Supljini, a ono je za razliku od supkutanog, metabolicki i endokrinoloski
izuzetno aktivan organ (113). Endokrinoloska uloga visceralnog masnog tkiva u ovom
kontekstu odnosi se primarno na sintezu adipo(cito)kina ukljucenih u patofiziologiju nastanka
IR i MS (65, 66). Stoga su znanstvena istrazivanja usmjerena ka njihovoj identifikaciji 1 ulozi
u endokrinoloskim procesima u sredi$tu znanstvenog i struénog interesa.

Kako je klini¢ka primjena inhibitora DPP-4 aktivnosti u lije¢enju tipa 2 SB inicijalno poluéila
dobre rezultate, a IR se smatra predleze¢im uzrokom ovog tipa SB, Firneisz i sur. (2010) (96)
su istrazili aktivnost ovog enzima u serumu u osoba s tipom 2 SB te konkomitantnom
nealkoholnom masnom boles¢u jetre (NAFLD, eng. non-alcoholic fatty liver disease),
prominentnom karakteristikom IR, zatim u osoba sa tipom 2 SB bez NAFLD te zdravoj
populaciji. Rezultati njihovog istrazivanja pokazali su da je aktivnost DPP-4 u serumu visa u
osoba s tipom 2 SB te konkomitantnom NAFLD u usporedbi sa istom skupinom bolesnika
bez NAFLD te zdravom populacijom. Dodatno, ukazali su na znac¢ajnu korelaciju DPP-4
aktivnosti sa IR procijenjenom HOMA indeksom. Moguca uloga serumske aktivnosti DPP-4
u patofiziologiji IR dodatno dobiva na znaaju godinu dana kasnije kada su Lamers 1 sur.
(2011.) (67) identificirali izrazaj DPP-4 molekule na povrSini stanica visceralnog masnog
tkiva te njenu povecanu serumsku koncentraciju u uvjetima IR. Dodatno, pokazali su i da
primjena inhibitora DPP-4 enzima rezultira pojacanom aktivacijom PIK-3 (fizioloskog puta
unutarstani¢ne inzulinske signalizacije) (67) te na taj nac¢in smanjuje IR u adipocitima,

glatkim i popre¢no-prugastim misi¢nim stanicama.
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lako je visa serumska DPP-4 aktivnost kod osoba sa SB tipa 1 u usporedbi sa zdravom
populacijom od ranije poznata (82), kako u pedijatrijskoj (87), tako i u odrasloj dobi (82, 87),
njena povezanost sa IR u ovoj skupini bolenika do sada nije sustavno istrazivana. Nalaz je
primarno smatran manifestacijom imunoloskog zbivanja u patogenezi same bolesti s obzirom
da se DPP-4 molekula nalazi na T-limfocitima te sudjeluje u njihovoj aktivaciji. Ovo
istrazivanje pokazuje da je u tipu 1 SB serumska DPP-4 aktivnost u pozitivnoj korelaciji s IR
kao §to je ranije nadeno u tipu 2 SB. Naime, skupina ispitanika s tipom 1 SB koja je imala
viSe vrijednosti izmjerene DPP-4 aktivnosti ujedno je imala vecu IR kao 1 ucestalost MS u
usporedbi sa skupinom nize DPP-4 aktivnosti nakon prilagodbe za sve ¢imbenike koji bi
mogli interferirati sa enzimatskom aktivnoséu DPP-4 i/ili IR per se kako je ranije opisano od
strane Iwabuchija i sur (2013.) (87).

Kao $to pokazuju objavljeni rezultati dviju nezavisnih studija drugih autora (82, 87), ni u
ovom istrazivanju DPP-4 aktivnost u serumu nije pokazala znafajnu povezanost sa titrom
autoantitijela povezanih sa SB tip 1 (ICA, GAD i IA-2). Aktivnost DPP-4 pokazala je
znacajnu korelaciju s dobi Sto potencijalno stavlja dodatni naglasak na njenu vaznost u
patogenezi IR u tipu 1 SB, s obzirom da su i IR i MS prominentnije karakteristike kasne i
starije odrasle Zivotne dobi (58-61, 114).

Visa DPP-4 aktivnost u korelaciji s viSom IR nije pokazala znacajnu povezanost sa
glukoregulacijom procijenjenom sa HbAlc $to je u skladu sa ranije objavljenim
istrazivanjima (82, 87, 96). Ovaj bi se rezultat mogao objasniti podatkom da je skupina
ispitanika s viSom DPP-4 aktivnos$¢u i ve¢om IR ujedno imala ve¢e doze inzulina u lijecenju
koji posljedi¢no doprinosi boljoj glukoregulaciji, ali s druge strane i povecanju IR u istih
ispitanika. Naime, smatra se kako je IR u tipu 1 SB posljedica kombiniranog udinka
izlozenosti suprafizioloskim dozama egzogeno primjenjenog inzulina te visceralne pretilosti
koje zbirno rezultiraju poremecajem unutarstanicnog metabolizma glukoze te inhibicijom
inzulinom inducirane supresije sinteze slobodnih masnih kiselina (115). Dodatno, skupina
ispitanika s viSom DPP-4 aktivnos¢u imala je veéi ITM te veci opseg struka kao pokazatelja
centralnog/visceralnog adipoziteta. Ipak, potonji rezultat dosegao je statistiCku razinu
znacajnosti samo u osoba zenskog spola. Takav nalaz moze se objasniti ¢injenicom kako su
osobe Zenskog spola usljed promjene hormonskog statusa u procesu starenja sklonije
nakupljanju masnog tkiva u podrucju trbuha, a samim time i IR (114, 115). Ipak, statisticka
znacajnost korelacije DPP-4 aktivnosti s IR nije se promijenila ni nakon korekcije za dob,
spol i trajanje bolesti Sto moguce naglaSava njenu ulogu kao neovisnog ¢imbenika rizika za

razvoj IR.
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Nadalje, ispitanici u skupini s viSom izmjerenom aktivno$¢u DPP-4 u serumu imali su
znacajno vise vrijednosti sistoli¢kog arterijskog tlaka u usporedbi sa skupinom ispitanika sa
nizom izmjerenom enzimatskom aktivnoS¢u. Takav nalaz ne moze se objasniti ucestalos¢u
upotrebe koknomitantne antihipertenzivne terapije, jer je i upotreba antihipertenziva (ACEI)
bila ¢eS¢a u ispitanika sa viSom DPP-4 aktivno$¢u. Moguce objasnjenje ovakvog nalaza je
viSa IR u navedenoj skupini ispitanika.

Kako je u uvodu istaknuto, povezanost IR s endotelnom disfunkcijom i sintezom NO,
najvaznijim endogenim vazodilatatorom ¢esto je zanemarena u kontekstu sindroma IR (52).
Naime, endotelne stanice koje oblazu unutarnju stijenku krvnih zila ne predstavljaju samo
propusnu barijeru izmedu krvi i stijenke zila. Lucenjem razli¢itih vazokonstriktivnih i
vazodilatativnih ¢imbenika, inhibitora i promotora rasta te upalnih medijatora, one reguliraju
rast 1 migraciju glatkih miSi¢nih stanica te posreduju procese vazokonstrikcije 1 vazodilatacije
(52). Fizioloski ucinak inzulina posredovan PIK-3 stimulira sintetazu NO te diferencijaciju, a
inhibira proliferaciju glatkih miSi¢nih stanica krvnih zila. Kada zbog IR signalni put PIK-3
bude inhibiran nadvlada ga signalni put MAP kinaze, smanjuje se sinteza NO, a ravnoteza u
krvnim Zilama pomice se u korist vazokonstrikcije §to dovodi do porasta krvnog tlaka (116).
Posljedni¢no dolazi do ozljede endotela Sto je nadalje praceno proliferacijom glatkih miSiénih
stanica te poviSenjem krvnog tlaka (52, 115, 116). Ovom procesu pridonose i od ranije poznati
adipo(cito)kini udruzeni s IR, ponajprije TNF-a i interleukin 6 (115).

Prema ovom istrazivanju jedini¢ni porast sistolickog krvnog tlaka od ~1,2 mmHg je u
korelaciji sa jedinicnim poviSenjem DPP-4 aktivnosti po korekciji za hipertenzivne rizicne
¢imbenike te stoga nije moguce iskljuciti neposredni u¢inak DPP-4 na vaskulaturu. Rezultati
posljednjih klini¢kih ispitivanja govore da upotreba DPP-4 inhibitora rezultira poboljSanjem
elasticiteta krvnih zila i posljedi¢nim snizenjem krvnog tlaka (117, 118). Medutim, ostaje
nejasno da li je rije¢ o neposrednom ucinku inhibicije enzima na povrsini endotela ili o u
GLP-1 ovisnom mehanizmu, za koje je pleiotropni povoljan ucinak na kardiovaskularni
sustav, ukljucujuéi i snizenje krvnog tlaka vise puta dokazan (119, 120). U svakom slucaju,
bilo neposrednom stimulacijom sintetaze NO, bilo posredno, putem GLP-1 i njegovog
receptora, inhibicija DPP-4 rezultira povecanjem bioraspolozivosti NO, vazodilatacijom i
sniZzenjem krvnog tlaka (121).

Inzulinska rezistencija rezultira inhibicijom inzulinom inducirane supresije sinteze slobodnih
masnih kiselina pa se povecava njihov protok kroz jetru gdje pojacano oksidiraju do acetil-
koenzima A, prekursora svih ostalih masnih kiselina (122, 123). Istodobno se povecava

sinteza triglicerida (TG) 1 kolesterola vrlo male gustoe (LDL- kolesterola), a smanjuje
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koncentracija kolesterola visoke gustoc¢e (HDL-kolesterola). Smatra se da do povecane sinteze
kolesterola vrlo male gusto¢e (VLDL) i razvoja hipertrigliceridemije u osoba s IR dolazi zbog
smanjene osjetljivosti jetrenih stanica na djelovanje inzulina (122).

Aroor 1 sur. (2015) su na modelu eksperimentalnih Zivotinja pokazali da inhibicija serumske
DPP-4 enzima aktivnosti dovodi do sniZenja IR u jetri §to posljedi¢no djeluje i na oksidaciju
masnih kiselina hepatocitima rezultiraju¢i smanjenom produkcijom TG i LDL-kolesterola
(124). Dodatno, Kusunoki i sur. su ispitivanjem utjecaja DPP-4 inhibitora alogliptina na
glukoregulaciju na japanskoj populaciji primjetili da njegova primjena dovodi do sniZenja
ukupnog i LDL-kolesterola, a da je uc¢inak odrzan i nakon gubitka kontrole glikemije (98).
Povezanost DPP-4 aktivnosti s lipidnim profilom ovim istrazivanjem nije mogucée potvrditi,
ali niti u potpunosti odbaciti. Naime, iako su ispitanici s viSom aktivno§¢u DPP-4 imali vecu
koncentraciju ukupnog i LDL-kolesterola, razlika nije dosegla statisti¢ku razinu znacajnosti. S
druge strane, u istoj je skupini statisticki znacajno ve¢i broj ispitanika u terapiji je imao statin
Sto zasigurno interferira s dobivenim rezultatom.

Zbirno gledano, IR i sve komponente koje ulaze u dijagnosticke kriterije MS pokazale su se
izrazenijima u skupini ispitanika s viSom serumskom DPP-4 aktivno$¢u. Prisutnost MS u
~45% ispitanika otprilike je u skladu s ranije objavljenim studijama (57, 58, 125). Sve one
naglaSavaju njegovu vaznost u razvoju vaskularnih komplikacija bolesti.

Dijabeticka retinopatija bila je prisutna u ~60% ispitanika §to je u skladu sa ranijim
istrazivanjima medu osobama sa SB tipa 1 (126, 127). Prema rezultatima epidemioloske
studije o DR Wisconsin (the Wisconsin Epidemiologic Study of Diabetic Retinopathy) gotovo
svi bolesnici razviju ovu komplikaciju unutar prva dva desetlje¢a od dijagnoze bolesti (128).
Hiperglikemija i dislipidemija koje rezlutiraju oksidativnim stresom uz arterijsku hipertenziju
smatraju se glavnim ¢imbenicima rizika za oStecenje retinalnog endotela koji posjeduje vrlo
ograni¢enu sposobnost samoreparacije zbog Cega postepeno dolazi do arhitektonskih
promjena mikrovaskulature ocne pozadine gradiraju¢i od umjerene do teske NPDR prema
PDR (129). Proces samoreparacije retinalnog endotela uvelike ovisi o prisutnosti endotelnih
progenitornih stanica (EPCs, eng. endothelial progenitor cells) koje su uglavnom smjeStene u
koStanoj srzi, a po potrebi se otpustaju u cirkulaciju posredovanjem ¢imbenika a deriviranog
iz stromalne stanice (SDFa, eng. stromal derived factor @) (130). Smanjena raspolozivost
EPCs usljed smanjene raspolozivosti SDFa dokazana je na eksperimentalnom modelu inzulin-
deficijentne SB u Zivotinja (131). Stoga se ne moze isklju¢iti ni njegov doprinos
patofiziologiji nastanka DR. Cimbenika a deriviran iz stromalne stanice jedan je od brojnih

substrata DPP-4 enzima (88) Sto znaci da je njegova koncentracija manja usljed vise DPP-4
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aktivnosti. Na taj bi se na¢in mogla objasniti pozitivna povezanost vrijednosti DPP-4
aktivnosti s prisutnos¢u DR koja je prema rezultatima ovog ispitivanja zadrzala statisticku
razinu znacajnosti i nakon prilagodbe za ostale rizicne ¢imbenike.

Berndt-Zipfel 1 sur. (2013) (132) su ispitivanjem utjecaja primjene linagliptina na
vazomotorni odgovor krvnih zila o¢ne pozadine pokazali da inhibicija DPP-4 povecava
retinalni protok krvi, a klinicka ispitivanja primjene drugih DPP-4 inhibitora sugeriraju njihov
doprinos smanjenoj incidenciji i progresiji DR u tipu 2 SB (133, 134). Uzvesi u obzir ranije
spomenute pleiotropne uc¢inke primjene DPP-4 inhibitora u lijeCenju SB tipa 2:
glukoregulacija, smanjenje krvnog tlaka te povoljan ucinak na dislipidemiju, nije moguce
donijeti zakljuak da li je ovdje rije¢ o neposrednom ucinku samog enzima, posrednom
ucinku putem SDFa ili nekog drugog substrata. Naime, posljednji rezultati eksperimentalnih
istrazivanja upucuju na povoljan ucinak primjene GLP-1 analoga (pripravaka homolognih
endogenom GLP-1 kojima je struktura izmijenjena na nacin da su otporni na DPP-4
posredovanu razgradnju) u topi¢kom obliku na patofizioloske procese u podlozi DR (135):
prvenstveno arhitektonske promjene vaskulature ali 1 na neurodegenerativne promjene u o¢noj
pozadini §to je osobito izrazeno u uznapredovalom obliku bolesti.

Pocetne strukturalne patohistoloske promjene koje karakteriziraju DR analogne su onima koje
se vidaju u dijebetickoj bolesti bubrega a ukuljucuju: gubitak podocita, stanjenje bazalne
membrane glomerula te stvaranje mezangijalnih mikroaneurizmatskih prosirenja (136, 137).
Patolosko izluc¢ivanje albumina mokra¢om je primarna klinicka manifestacija bolesti koja
nerijetko koincidira s razvojem DR (137), a ujedno se smatra i njenim rizi¢cnim ¢imbenikom
(138). Rezultati ovog ispitivanja dijelom potvrduju navedenu spoznaju: 18,6% ispitanika
imalo je dijabeticku bolest bubrega, statisticki znac¢ajno ¢es¢e prisutnu u skupini ispitanika sa
visSom DPP-4 aktivnosc¢u. To je u nesrazmjeru s ukupnim brojem ispitanika koji su imali DR,
medutim jest u skladu s brojem onih koji su imali tezi stupanj DR, odnosno PDR. Moglo bi se
zakljuciti kako rizi€ni ¢imbenici koji pogoduju razvoju obije mikrovaskularne komplikacije
ukljucujuéi hiperglikemiju, hipertenziju 1 dislipidemiju Sto je od ranije poznato (136), mozda
ukljucuju 1 serumsku DPP-4 aktivnost. Naime, multivarijatnom linearnom regresijskom
analizom u kojoj je DPP-4 akivnost modificirana za sve navedene rizicne ¢imbenike
ukljucivsi i tzv. nefroprotektivnu dozu ACEI, jedini¢ni porast enzimatske aktivnosti rezultirao
je smanjenjem procijenjene bubrezne filtracije od 1,49 mL/min/1.73m”.

lako je smanjen izrazaj DPP-4 molekule na stani¢noj povrSini glomerula uz njenu povisenu
serumsku aktivnost poznat unatrag nekoliko godina (98), a klinicka primjena DPP-4

inhibitora za sada pokazuje povoljan utjecaj na bubreznu funkciju (139), to¢na uloga DPP-4
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enzima u patogenezi dijabeticke bolesti bubrega nije u potpunosti razjaSnjena. Liu 1 sur.
(2012) (140) su na streptozotocinom induciranom inzulin-deficijentnom modelu SB u
glodavaca pokazali da inhibicija DPP-4 rezultira spreCavanjem promjena na bazalnoj
membrani glomerula. StajaliSta su kako je to posljedica smanjenja transformirajué¢im
faktorom rasta B1 (eng. Transforming Growth Factor f1, TGF B1 ) posredovanog nakupljanja
makrofaga u glomerularnoj bazalnoj membrani i smanjenja proizvodnje slobodnih radikala
koji bi mogli dovesti do daljnjeg tkivnog oStecenja, neovisno o razini glikemije. Aktivacija i
mobilizacija makrofaga putem TGF B1 je naime u pozitivnoj korelaciji da DPP-4 aktivno$cu.
S druge strane, Higashijima i sur. (2015) (141) smatraju kako je infiltracija bazalne membrane
makrofazima posredovana inaktivacijom GLP-1 receptora usljed nedostatka substrata, GLP-1,
zbog njegove degradacije DPP-4 enzimom. Prema rezultatima njihovog istrazivanja, i
administracija GLP-1 analoga 1 alogliptina ekvivalentno je rezultirala smanjenjem upalnog
procesa na bazalnoj membrane glomerula. Ipak, viSe dokaza govori u prilog GLP-1 neovisnog
nefroprotektivnog ucinka inhibicije DPP-4, putem regulacije vrijednosti krvnog tlaka i
glikemije (141, 142). Iako je rije¢ o komponentama MS, a IR kao njegova okosnica pozitivno
korelira sa albuminurijom i u tipu 1 i u tipu 2 SB (143, 144), ovo istrazivanje ukazuje da bi
DPP-4 aktivnost mogla biti neovisni biljeg dijabeticke bolesti bubrega s obzirom da se
statisticka razina znacajnosti njene obrnuto proporcionalne povezanosti sa eGFR zadrzala i

nakon prilagodbe za stupanj IR.

Najces¢a mikrovaskularna komplikacija medu ispitanicima ovog istrazivanja sa ucestaloScu
od preko 80% bila je periferna dijabeticka polineuropatija, dok je autonomna neuropatija
dijagnosticirana u ~40% ispitanika Sto je u skladu sa cinjenicom da je DN najcesca
komplikacija SB (145, 146). Senzomotorna DN bila je udestalija u skupini ispitanika s visom
DPP-4 aktivno$¢u, medutim vjerojatno s obzirom na visoku zastupljenost ove komplikacije
medu ispitanicima, nalaz se nije pokazao statisticki znac¢ajnim. lako je znac¢aj DPP-4 molekule
u signalizacijskom putu ziv€anog sustava prepoznat (147), do sada nije dokazana njena
prisutnost u membrani aksona te stoga nije moguce donijeti zakljucak kojim bi se na
neposredan nacin objasnila povezanost aktivnosti DPP-4 i DN. Ipak, Jin i sur. (2009) (148) su
na eksperimentalnom zivotinjskom modelu dokazali da primjena vildagliptina tijekom 32
tjedna Stiti od gubitka mijeliniziranih i nemijeliniziranih ziv¢anih vlakana. Moguce je da DPP-
4 inhibicija uplitanjem u medudjelovanje metabolickih, vaskularnih i imunoloskih ¢imbenika
koji dovode do progresivnog ostecenja perifernih Ziv€anih vlakana ostvaruje navedeni uc¢inak

(149). Posljednje metaanalize ukazuju na vaznu ulogu TNFa u patogenezi senzomotorne DN

53



(150), a s obzirom da je DPP-4 aktivnost u pozitivnoj korelaciji sa TNFa (151) moglo bi biti
rijec o jo§ jednom mehanizmu utjecaja DPP-4 u patogenezi senzomotorne DN.

Prisutnost autonomne neuropatije bila je statisticki znacajno veca u ispitanika s viSom DPP-4
aktivnosti 1 ve¢im stupnjem IR. Postoji viSe nacina kojima poremecaj autonomne funkcije
moze utjecati na IR 1 obrnuto. Gusteraca, jetra i1 skeletni misi¢i koji su redom odgovorni za
inzulinsku sekreciju, glukoneogenezu te utilizaciju glukoze inervirani su autonomnim zivcima
(1), a dosadasnja istrazivanja upucuju na povezanost autonomne funkcije sa IR (152, 153)
iako njihov specific¢an uzro¢no posljedi¢ni meduodnos nije do kraja razjasnjen. Ako se u obzir
uzme podatak da je u osoba s IR uz jo$ uvijek urednu toleranciju glukoze prisutna
predominacija simpatickog nad parasimpatickim ziv€anim sustavom u odgovoru na endogenu
hiperinzulinemiju (153, 154) moglo bi se zakljuciti da IR prethodi autonomnoj neuropatiji.
Autonomna neuropatija se s druge strane smatra prediktivnim cimbenikom razvoja i
progresije dijabeticke bolesti bubrega (155), a nadena je i povezanost s DR u osoba sa tipom 1
SB uz urednu bubreznu funkciju (143). To je u skladu s rezultatima ovog istrazivanja jer je
skupina ispitanika sa viSom DPP-4 aktivnosti uz autonomnu neuropatiju imala i vedu
ucestalost DR 1 dijebeticke bolesti bubrega. Medutim, vazno je naglasiti da rezultati ovog
ispitivanja upucuju na znacajnu povezanost DPP-4 aktivnosti te autonomne neuropatije uzevsi
u obzir sve navedene potencijalne ¢imbenike rizika. lako nije moguée donositi generalizirane
zakljucke, ovakav rezultat ipak implicira na neku vrstu povezanosti DPP-4 aktivnosti i
autonomne neuropatije koja izlazi iz okvira IR, a §to s obzirom na S§iroki spektar substrata

ovog enzima kao 1 peptida ukljucenih u njegovu regulaciju, i nije iznenadujuce.
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7. ZAKLJUCAK

Ovim istrazivanjem je pokazano da aktivnost DPP-4 u serumu korelira sa IR, okosnicom MS,
te da je pozitivno povezana sa njegovom prisutno$¢u u osoba sa tipom 1 SB.

Aktivnost DPP-4 u serumu povezana je i sa mikrovaskularnim komplikacijama bolesti:
retinopatijom, dijabetickom bolesti bubrega i autonomnom neuropatijom.

S obzirom na presjeCni dizajn ispitivanja te veliCinu uzorka nije moguée donijeti
generalizirani zakljucak da 1i visa DPP-4 aktivnost u serumu predstavlja patofizioloski
¢imbenik razvoja mikrovaskularnih komplikacija Secerne bolesti. Moguce je da je poviSena
DPP-4 aktivnost tek odraz IR za koju je od ranije poznato da povecava rizik mikrovaskularnih
komplikacija. U svrhu razjasnjavanja ove uzro¢no posljedicne veze potrebna su daljnja

prospektivna istrazivanja.
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8. SAZETAK

Cilj: Dipeptidil peptidaza-4 (DPP-4) je ubikvitarna serinska proteaza odnedavno poznata i
kao adipocitokin povezan s inzulinskom rezistencijom (IR) koja predstavlja okosnicu
metabolickog sindroma (MS) te ¢imbenik rizika za razvoj mikrovaskularnih komplikacija
Seéerne bolesti (SB). Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati povezanost aktivnosti DPP-4 u
serumu s inzulinskom osjetljivoséu, MS te mikrovaskularnim komplikacijama SB:
retinopatijom, dijabeti¢kom bolesti bubrega te neuropatijom u osoba sa tipom 1 SB. -
Metode i ispitanici: U istraZivanje su ukljuéene 43 osobe sa tipom 1 SB dobi izmedu 18 i 65
godina. Inzulinska osjetljivost procijenjena je pomocu stope raspolozivosti glukoze (eGDR)
koja obrnuto korelira sa stupnjem IR. Aktivhost DPP-4 u serumu odredena je
spektroflurimetrijski brzinom razgradnje H-Gly-Pro-amino-metil kumarina (AMC) u 7-
Amino-4-AMC.

Rezultati: Ispitanici su podijeljeni u dvije skupine prema srednjoj vrijednosti DPP-4
aktivnosti u serumu (32,52 U/L). Skupina ispitanika sa DPP-4 aktivno§¢u >32,52 U/L imala je
nizu eGDR (p<0.001), nizu procijenjenu glomerularnu filtraciju (eGFR) (p=0.021) te vecu
ucestalost neproliferativne i proliferativne retinopatije (p<0.001) i autonomne neuropatije
(p=0.001). Linerna regresijka analiza pokazala je kako za svaki jedini¢ni porast aktivnosti
DPP-4 u serumu eGDR opada za 0,218 mgkg 'min™, a e¢GFR za 1,49 ml/min/1,73m” nakon
prilagodbe za dob, spol, trajanje SB, HbAlc te upotrebu statina i antihipertenziva.
Multivarijatna multinomilanla ras¢lamba pokazala je da je aktivnost DPP-4 u serumu
povezana sa MS (1,392 (1,206-1,941) te ucestalos¢u retinopatije (1,388 (1,089-1,645)) i
autonomne neuropatije (1,813 (1,143-2,875)).

Zakljucak: Visa aktivnost DPP-4 u serumu povezana je s IR, nizom eGFR te vecom
ucestalo$cu retinopatije I autonomne neuropatije u osoba sa SB tipa 1. Njen prediktivni znacaj
u patofiziologiji IR I razvoja mikrovaskularnih komplikacija potrebno je razjasniti daljnjim

istrazivanjima.

Kljucne rijeci: dipeptidil peptidaza-4, inzulinska osjetljivost, mikrovaskularne komplikacije,

Secerna bolest tip 1
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9. SUMMARY

Relationship between serum dipeptidyl peptidase-4 activity and insulin sensitivity,
metabolic syndrome and microvascular complications prevalence in type 1 diabetic
patients

Kristina Blaslov, 2016.

Background: Dipeptidyl peptidase-4 (DPP-44) is a serine protease recently linked to insulin
resistance (IR), metabolic syndrome (MS) and microvascular complications in diabetes. We
investigated the relationship between serum DPP-4 activity, IR, MS and microvascular
complications in persons with type 1 diabetes (PWTI1D).

Methods: The study comprised 43 PWTID aged >18 and <65 years. Insulin sensitivity was
calculated using the equation for estimated glucose disposal rate (¢GDR) which is in inverse
correlation with IR. DPP-4 activity was determined spectrophotometrically as a rate of
cleavage of 7-Amino-4-Methyl Coumarin (AMC) from H-Gly-Pro-AMC.

Results: Participants were divided according to median DPP-4 serum activity (32.52 U/L)
into two groups. Those with higher serum DPP-4 activity had lower eGDR (p<0.001),
estimated glomerular filtration rate (¢GFR) (p=0.021) while higher retinopathy (p<0.001) and
autonomic neuropathy presence (p=0.001). The linear regression showed that eGDR
decreases for 0.218 mgkg 'min” and eGFR for 1,49 ml/min/1,73m” by each increase of DPP-
4 activity of 1 U/L after appropriate adjustments. Multivariate binary regression found that
DPP-4 activity is associated with MS (1.392 (1.206-1.941), retinopathy (1.388 (1.089-1.645))
and autonomic neuropathy (1.813 (1.143-2.875)) presence.

Conclusion: Serum DPP-4 activity is associated with IR, MS and the presence of
microvascular complications in PWTID. Its role in the pathophysiology of IR and

microvascular complications merits to be further investigated.

Key words: dipeptidyl peptidase-4, insulin resistance, microvascular complications, type 1

diabetes
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