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SAZETAK

Akutna upala guSterace (pankreatitis) pracena je oksidativnim i duSi¢nim stresom, no
doprinos ovih mehanizama o$tecenju tkiva i disfunkciji endokrinog dijela gusterace slabo je
istrazen. U ovom radu istrazivana je uloga asimetricnog dimetilarginina (ADMA), endogenog
inhibitora sintetaze dusSi¢nog oksida (NOS), u razvoju oksidativno-dusi¢nog stresa te regulaciji
glikemije na klinickom modelu akutnog pankreatitisa.
Rezultati razotkrivaju akutni pankreatitis kao stanje znacajnog poremecaja glukoregulacije,
pojacanog oksidativnog i duSi¢nog stresa te poremecene ADMA-om posredovane regulacije
sinteze dusi¢nog oksida (NO). Hiperglikemija i oksidativno-dusi¢ni stres identificirani su kao
moguc¢i znacajni uzroci smanjene bioraspolozivosti ADMA-e tijekom akutnog pankreatitisa, a
intolerancija glukoze mjesec dana nakon preboljelog pankreatitisa, koja je nadena u 64%
ispitanika, u izravnoj je vezi s razinom ADMA-e tijekom akutne faze bolesti.
Do sada nepoznata nedostatna inhibicija sinteze NO u akutnom pankreatitisu znacajno pridonosi
oste¢enju endokrine gusterace i kasnijem razvoju Secerne bolesti.
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SUMMARY

Acute pancreatitis is characterised by the oxidative and nitrosative stress, but contribution
of these mechanisms to the tissue damage and endocrine pancreas dysfunction has been
insufficiently studied. This study aimed to investigate the role of asymmetric dimethylarginine
(ADMA), an endogenous inhibitor of nitric-oxide synthetase (NOS), in development of
oxidative-nitrosative stress and potentially disturbed glucoregulation in the clinical model of
acute pancreatitis.
Results reveal acute pancreatitis as a condition associated with a significant derrangement of
glucoregulation and increased oxidative-nitrosative stress, as well as a disturbed ADMA-
regulated nitric oxide (NO) synthesis. Both hyperglycaemia and oxidative-nitrosative stress were
identified as potential significant determinants of decreased ADMA-bioavailibility during acute
pancreatitis, while glucose intolerance, found in 64% of patients 1 month after acute pancreatitis,
was found to be directly associated with ADMA-level during acute phase of illness.
Sofar unrecognized insufficient inhibition of NO-synthesis in acute pancreatitis contributes
significantly to the endocrine pancreas damage and might be responsible for subsequent
development of diabetes mellitus.
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1. UVOD

Akutni pankreatitis je akutni upalni proces egzokrinog dijela guSterace s
promjenjivim Sirenjem na okolna tkiva i/ili udaljene organske sustave, pra¢en pojavom
boli u trbuhu i poveéanjem serumske aktivnosti pankreasnih enzima poput amilaze i
lipaze. Dva glavna uzro¢na ¢imbenika, zu¢ni kamenci 1 alkoholizam su odgovorni za 80-
90% svih slucajeva akutnoga pankreatitisa. Akutni pankreatitis nastaje kao posljedica
aktivacije digestivnih zimogena (enzima) unutar acinarnih stanica gusterace, Sto dovodi
do ostecenja acinusa i pojave klinicke slike akutne upale gusterace. Tezina klinicke slike
akutnoga pankreatitisa ovisi o infiltraciji guSterace upalnim stanicama, stvaranju i
oslobadanju upalnih medijatora, reaktivnih kisikovih i duSikovih radikala i citokina koji
dovode do sindroma sustavnoga upalnoga odgovora (engl. Systemic Inflamatory
Response Syndrome; SIRS) [1].

U stanicama aerobnih organizama tijekom metaboli¢kih procesa, neprekidno se
stvaraju reaktivni kisikovi 1 duSikovi spojevi. Ako njihovo stvaranje nadmasi njihovo
uklanjanje, nastaje stanje oksidativnog i duSi¢noga stresa. Oksidativni stres je stanje
relativne ravnoteze organizma izmedu prooksidacijske aktivnosti, odnosno produkcije
reaktivnih kisikovih radikala, i antioksidacijskih procesa, odnosno deaktivacije slobodnih
kisikovih radikala. Slobodni kisikovi radikali (eng. Reactive Oxygen Species; ROS) su
spojevi koji posjeduje jedan nespareni elektron u vanjskoj orbitali. Takva kemijska
struktura uzrokuje visoku nestabilnost ovih spojeva 1 tendenciju uzrokovanja
destruktivnih kemijskih reakcija koji dovode do oSteéenja stanicnih organela.
Najznacajniji reaktivni kisikovi spojevi su hidroksilni radikal, superoksid i vodikov
peroksid (OH’, O;" 1 H,0,). U eksperimentalnim istrazivanjima dokazano je profilakti¢no
djelovanje hvataca kisikovih radikala poput superoksid dizmutaze. Primjena superoksid
dizmutaze na tkivo gusSterace tijekom akutne upale smanjuje gusSterac¢ni edem i koli¢inu
oslobodenih enzima [2]. Mnogobrojna istrazivanja pokazala su kako je oksidativno
oSte¢enje DNA prisutno kod mnostva degenerativnih procesa poput karcinoma, src¢anih
bolesti i dijabetesa. Povecane koncentracije 8-hidroksideoksigvanozina (8-OHdAG) su
ustanovljene kod dijabeti¢nih bolesnika s mikrovaskularnim komplikacijama bolesti,

poput nefropatije 1 retinopatije [3].



Dusikov oksid (NO) nastaje djelovanjem enzima NO sintetaze (NOS) iz
aminokiseline L-arginina. NO uzrokuje relaksaciju glatkih miSiénih stanica, smanjuje
agregaciju trombocita 1 adheziju leukocita. U nastanku poremecaja pankreati¢ne
mikrocirkulacije vrlo je vazna promjena odnosa izmedu dva najjaca medijatora;
endotelina 1 NO. Infuzija NO, fizioloskog antagonista endotelina pokazala je zastitno
djelovanje na pankreaticnu mikrocirkulaciju. Ravnoteza stvaranja i uklanjanja NO je
iznimno vazna u normalnim fizioloSkim procesima. Velike koli¢ine slobodnih kisikovih
radikala, prije svega superoksidnog aniona (O,”), neutraliziraju se unutar stanice
ograni¢enom reakcijom s NO, §to rezultira nastankom iznimno toksi¢nog i reaktivnog
intermedijara - peroksinitrita i drugih slobodnih duSikovih spojeva koji oStecenjem
razli¢itih biomolekula i stani¢nih organela vode nastanku oksidativno-dusicnog stresa [4].
Nitrotirozin je produkt nitracije tirozinskih ostataka unutar proteinske strukture,
djelovanjem reaktivnih duSikovih spojeva poput peroksinitrita (ONOO-) i dusikova
dioksida, koji se koristi kao biomarker stanicnog ostecenja zbog oksidativno-dusSi¢nog
stresa. Ceriello A. 1 suradnici pokazali su kako su koncentracije nitrotirozina u plazmi
oboljelih od Seferne bolesti bile znafajno povecane, dok je nitrotirozin u plazmi
kontrolne skupine ispitanika bio nemjerljiv [5].

Asimetri¢ni dimetilarginin (ADMA) je posttranslacijska modifikacija arginina
koji se proizvodi u svim stanicama organizma tijekom uobicajenih procesa sinteze
proteina. Mnogobrojna istrazivanja pokazala su kako je ADMA nezavisni ¢imbenik
kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta. Mehanizam kojim ADMA ostvaruje
negativan ucinak na kardiovaskularni sustav je kompetitivna inhibicija NOS. Oko 80%
ADMA se degradira unutar stanica pomocu enzima dimetilarginin-dimetilaminohidrolaze
(DDAH). Patoloski ¢imbenici koji dovode do oksidativnog oSte¢enja endotelnih stanica,
poput proupalnih citokina, hiperhomocisteinemije, hiperglikemije, infektivnih ¢imbenika
1 oksidiranog LDL-a mogu uzrokovati oSte¢enje funkcije DDAH 1 patolosko nakupljanje
ADMA. ADMA zatim blokira stvaranje NO $§to uzrokuje endotelnu disfunkciju. Zato
DDAH-ADMA-NOS sudjeluje u pozitivnoj povratnoj sprezi organskog oste¢enja. Uloga
ADMA u patofiziologiji akutnoga pankreatitisa do sada nije istraZzena [6].

Blaga hiperglikemija se moZe pojaviti tijekom akutne upale guSterace u 50%

bolesnika, i Cesto se koristi kao marker za procjenu tezine bolesti. DugogodiSnje pracenje



bolesnika s akutnim pankreatitisom pokazalo je kako ovi bolesnici imaju vec¢u incidenciju
abnormalne tolerancije glukoze kada ih se usporedi s kontrolnom skupinom ispitanika.
Prevalencija abnormalne tolerancije glukoze u bolesnika s kroni¢nim pankreatitisom je i
do 70%. Ako je prisutna kalcifikacija guSterace, prevalencija je jo§ veca. Hiperglikemija
djelovanjem protein kinaze C i djelovanjem na sustav elektronskog transporta i
elektricnog potencijala mitohondrijske membrane, uzrokuje pojac¢ano stvaranje slobodnih
kisikovih 1 duSikovih radikala. OSte¢en odgovor [-stanica guSterace u akutnoj upali
pridonosi razvoju osteéene tolerancije glukoze i manifestne Secerne bolesti, pri ¢emu
dvojak utjecaj oksidativnog i dusi¢noga stresa s jedne strane i ADMA-e s druge strane

nije rasvijetljen [7].



Cilj istrazivanja

Cilj ovog rada je utvrditi dinamiku stvaranja asimetricnog dimetilarginina tijekom
akutne upale gusSterace te utvrditi povezanost izmedu oksidativnog stresa, dusi¢noga
stresa 1 ADMA na posljedi¢ni nastanak poremecaja tolerancije glukoze nakon akutnoga
pankreatitisa. Hipoteza istrazivanja jest da se pracenjem vrijednosti ADMA-e moze
dobiti integrirani uvid u jacinu oksidativnog stresa, utjecaj tog stresa na metabolizam NO
u akutnoj upali guSterae te da je kasniji razvoj poremecene tolerancije glukoze u

izravnoj vezi s jaCinom oksidativnog oste¢enja i deregulacije NO sustava.



2. LITERATURNI PREGLED
2.1. Akutni pankreatitis

Akutni pankreatitis je akutni upalni proces egzokrinog dijela guSterace s
promjenjivim Sirenjem na okolna tkiva i/ili udaljene organske sustave, pra¢en pojavom

boli u trbuhu i poveéanjem serumske aktivnosti pankreasnih enzima poput amilaze i

lipaze [1,8-11].

2.1.1. Anatomsko-fizioloSke osnove gusterace

Gusteraca je retroperitonealni organ koji se proteze od konkaviteta dvanaesnika
do hilusa slezene. U odraslih osoba, gusteraca tezi izmedu 75 i 100 grama i duga je
izmedu 15 i 20 centimetara. Cinjenica da je smjestena duboko u trbu$noj $upljini i $to lezi
fiksirana u retroperitonealnome prostoru objasnjava ponekad tesko uocljivu
simptomatologiju patoloskih procesa koji je zahvacaju.
Kirurski, guSteraca se dijeli u Cetiri regije: glava, vrat, tijelo i rep. Glava se nalazi u
konkavitetu dvanaesnika, a guSteracni zavinuti rep dotice hilus slezene [12,13].
Gusterac¢no tkivo podijeljeno je u dvije odvojene funkcionalne jedinice: egzokrini i
endokrini dio.
Egzokrini dio gusterace ¢ini 80% ukupnoga guSteracnoga tkiva. Graden je od malih
zljezdanih tvorbi (acinusa) obloZenih cilindri¢nim stanicama koje proizvode i izlucuju
brojne enzime potrebne za probavu. Normalno, enzimi i drugi proteini se sintetiziraju na
ribosomima grubog endoplazmatskog retikuluma. Novosintetizirani proteini se
transportiraju u malim transportnim vezikulama do Golgijeva kompleksa, a neki se
posttranslacijski glikoziliraju i manozni ostatci se fosforiliraju [14,15]. Acinusi izlucuju
amilaze, proteaze i lipaze, enzime odgovorne za razgradnju ugljikohidrata, proteina i
masti. Svaka stanica sadrzi mnoStvo vezikula koje sluZze za pohranu enzima. Proces
oslobadanja enzima ukljucuje spajanje membrane vezikula sa stanicnom membranom
acinusa. Gusteracni sekret izlijeva se u manje kanali¢e ¢ijim spajanjem nastaje glavni
pankreaticni kanal ili Wirsungov kanal i akcesorni pankreati¢ni kanal poznat pod
nazivom Santorinijev kanal. Glavni pankreaticni kanal izlijeva se zajedno s glavnim
zuénim kanalom u dvanaesnik [16]. Pankreati¢na amilaza secenira se u aktivnome obliku

1 njezina funkcija je razgradnja Skroba i glikogena u jednostavne Secere poput glukoze,



maltoze i dekstrina. Ovi jednostavni Seeri prolaze epitelne stanice tankoga crijeva
(enterocite) pomocu mehanizama aktivnoga transporta [17]. Proteoliticki enzimi
zahtijevaju aktivaciju i seceniraju se kao proenzimi. Tripsinogen se pretvara u tripsin
pomocu enzima enterokinaze u lumenu dvanaesnika. Stvoreni tripsin sudjeluje u
aktivaciji drugih guSteracnih proenzima [18]. Spontanu aktivaciju tripsinogena u tkivu
gusSterace blokira pankreati¢ni sekretorni tripsin inhibitor (PSTI) ili SPINKI (serine
protease inhibitor Kazal type). Manjak PSTI zbog mutacije SPINKI gena je uzrok
obiteljskoga pankreatitisa [19]. Tripsin aktivira ostale proenzime, pri ¢emu nastaju
kimotripsin, elastaza, kalikrein, aminopeptidaza te fosfolipaza A i1 B. Za razliku od
navedenih enzima amilaza i lipaza ne aktiviraju se pomocu tripsina. Svi ovi enzimi imaju
vaznu ulogu u probavi, npr. tripsin i kimotripsin sudjeluju u metabolizmu bjelancevina,
amilaza u metabolizmu ugljikohidrata, a lipaza u metabolizmu masti. Otpustanje enzima
je stimulirano razli¢itim neurohumoralnim mehanizmima. Glavni poticaj na sekreciju
probavnih enzima guSterace iz acinarnih stanica su acetilkolin i1 kolecistokinin (CCK)
[20,21]. Acetilkolin se oslobada iz kolinergi¢nih vlakana n.vagusa i djeluje na
muskarinske receptore. CCK moze stimulirati vagalni refleks i djelovati preko vagalnih
eferentnih vlakana. Acetilkolin vezan na receptore na povrsini acinarnih stanica rezultira
stimulacijom fosfolipaze C, S$to uzrokuje degradaciju membranskih fosfolipida 1
otpustanje sekundarnih glasnika IP3 i diacilglicerola [22]. IP3 stimulira intracelularno
otpustanje kalcija. Povecana razina intracelularnog kalcija stimulira otpuStanje probavnih
enzima.

Endokrini dio gusterace Cine stanice koje se nalaze izmedu acinusa u tzv.
Langerhansovim otoc¢i¢ima koje je 1869. godine otkrio njemacki patolog Paul
Langerhans. Sastoje se od a-stanica koje luc¢e glukagon, B-stanica koje luce inzulin, 8-
stanica koje luc¢e somatostatin dok y-stanice ili PP-stanice lu¢e pankreati¢ni polipeptid. -
stanice Cine vedéinu stanica Langerhansovih otoc¢i¢a, njih 70-80%. Glavna funkcija -
stanica je sinteza, skladiStenje i regulacija sinteze inzulina. Dva sporedna tipa stanica jesu
stanice D1 1 enterokromafine stanice. Stanice DI izluCuju vazoaktivni intestinalni

polipeptid (VIP), dok enterokromafine stanice izlucuju serotonin [23,24].



2.1.2. Podjela akutnog pankreatitisa

Na temelju klinic¢ke slike i podataka dobivenih dostupnim nac¢inima pretrazivanja
akutni pankreatitis dijelimo na:
- Blagi akutni pankreatitis popra¢en minimalnom disfunkcijom organa i sigurnim
oporavkom. Predominantna patoloska promjena jest intersticijski edem gusterace. Blagi
oblik pankreatitisa susrecemo kod 80% bolesnika.
- TeSki akutni pankreatitis obiljezen je organskim zatajivanjem 1 lokalnim
komplikacijama kao $to su nekroza (inficirana ili neinficirana), pseudocista ili apsces.
Teski akutni pankreatitis najéeS¢e je manifestacija razvoja pankreasne nekroze. Teski
oblik akutnoga pankreatitisa nalazimo kod 20% bolesnika. Cetvrtina do treé¢ina oboljelih
od teskoga akutnoga pankreatitisa umire.
- Akutna nakupina tekucine nastaje rano, smjeStena je blizu guSterace, a nedostaje joj
stijenka od granulacijskog i vezivnog tkiva. Nastaje u 30-50% slucajeva i najcescée se
spontano povlaci
- Pankreasna nekroza i inficirana nekroza lokalizirano je podru¢je nevijabilnog
pankreaticnog tkiva. Nastupi li infekcija, razvije se inficirana nekroza s golemim rizikom
smrtnog ishoda
- Pseudocista je nakupina gusteracnog sekreta obuhvacena stijenkom vezivnog ili
granulacijskog tkiva
- Gusteracni apsces je intraabdominalna nakupina gnoja naj¢eS¢e smjeStena uz samu
gusSteracu, nastaje kao posljedica akutnog pankreatitisa, a odraz je likvefakcije i

sekundarne infekcije [25-28].



2.1.3. Epidemiologija akutnog pankreatitisa

Malo je epidemioloskih podataka o pojavnosti akutnoga pankreatitisa. GodiSnja
incidencija akutnoga pankreatitisa je oko 20 slucajeva na 100.000 ljudi u zapadnim
zemljama svijeta, ali takoder postoje i odredene varijacije u rezultatima epidemioloskih
istrazivanja koje u prvome redu proizlaze iz metodoloskih razlika, teSko¢a u postavljanju
to¢ne dijagnoze i koriStenja razlicitih dijagnostickih kriterija. MuSkarci ¢es¢e obolijevaju
od Zena, a crnci ¢eS¢e obolijevaju od bjelacke populacije. GodiSnja incidencija akutnoga
pankreatitisa u bijelaca je 6, a u crnaca 21 na 100.000 stanovnika [29]. Posljednjih godina
opaza se i znacajan porast incidencije akutnoga pankreatitisa. Smatra se da je glavni
uzrok tome porast incidencije pretilosti u op¢oj populaciji i porast potrosnje alkohola koji
znacajno povecavaju ucestalost obolijevanja od Zu¢nih kamenaca. Drugi najvazniji razlog
testova odredivanja serumske koncentracije pankreasnih enzima (amilaze i lipaze) §to je
rezultiralo 60-postotnim porastom incidencije dijagnoze akutnoga pankreatitisa u
posljednjih 10 godina u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD). Incidencija obi¢no i
raste sa zivotnom dobi, tako da se prvi napadaj akutnoga pankreatitisa prosjecno javlja u
Sestome desetljeu zivota (53. god.). Veca pojavnost pankreatitisa je u urbanim
sredinama. Mortalitet se kre¢e od 10 pa do 50%, §to u prvome redu ovisi o tezini klini¢ke
slike [30]. Trideset do 75% pankreatitisa uzrokovano je bolestima zu¢nih vodova, u
prvome redu zu¢nim kamencima. Vise od 30% uzrokovano je uc€estalim i prekomjernim
konzumiranjem alkoholnih pi¢a (viSe od 100 g/dan) [10]. Pankreatitis alkoholne
etiologije je mnogo ¢eS¢i u zapadnim zemljama svijeta i Japanu nego u azijskim
zemljama [31]. Akutni pankreatitis predstavlja znaCajno financijsko optereéenje
zdravstvenog sustava svake zemlje. Prosjecno bolnicko lijecenje traje sedam dana, a 2003.
god. trosak sedmodnevnog lijeCenja pankreatitisa u SAD-u bio je 9870 USD, a iste
godine SAD su odvojile 2,2 milijarde USD za lijeenje akutnoga pankreatitisa [32,33].



2.1.4. Etiologija akutnog pankreatitisa

Etiologija akutnoga pankreatitisa je kompleksna. Epidemioloski je ustanovljeno
kako mnogo ¢imbenika moze utjecati na porast incidencije pankreatitisa, a ponekad
uzro¢ni ¢imbenik ostaje nepoznat. Dva glavna uzrocna cimbenika, Zu¢ni kamenci i
alkoholizam su odgovorni za 80-90% svih sluc¢ajeva akutnoga pankreatitisa. Preostalih
10-20% je idiopatski, odnosno nepoznata podrijetla ili uzrokovano traumom, operacijom,

nekim lijekovima, infekcijama ili toksinima.

Bolesti zucnih vodova

lako je akutni pankreatitis povezan i s bolestima zu¢noga mjehura (npr. akalkulozni
kolecistitis), zu¢ni kamenci predstavljaju najvazniji etioloski ¢imbenik razvoja akutnoga
pankreatitisa. Kolelitijaza je prisutna u 30-75% bolesnika s akutnim pankreatitisom.
Cesto su zu¢ni kamenci previse maleni da bi ih se moglo dokazati rutinskim slikovnim
metodama (ultrazvuk), pa se takvi oblici pankreatitisa nazivaju idiopatskim [34].
Mehanizam kojim zu¢ni kamenci dovode do razvoja pankreatitisa nije u potpunosti
poznat. Prema “hipotezi zajednickoga Zu¢noga voda” Zu¢ni kamenac dovodi do blokade
protoka Zuci u blizini spoja zajednickoga Zu¢noga i pankreaticnoga voda, S§to uzrokuje
retrogradni protok Zzuci u tkivo pankreasa, i na kraju dovodi do razaranja tkiva pankreasa

djelovanjem Zucnih soli i aktiviranih intrapankreasnih enzima [35].

Alkohol

U Hrvatskoj je alkohol odgovoran za najmanje 50% akutnih pankreatitisa u muskaraca i
30% u Zena. lako neki pacijenti razviju simptome akutnoga pankreatitisa nakon
kratkotrajnog uzimanja alkohola, bolest se najées¢e ne razvija ako osoba ne konzumira
alkohol barem dvije godine, a najceS¢e nakon deset godina ucestaloga koriStenja
alkoholnih pica. Priroda, odnosno vrsta konzumiranih alkoholnih pi¢a (vino, pivo,
zestoka alkoholna pica itd.) manje je znacajna od koliine unesenoga etanola. Otprilike
10-15% osoba koje unesu 100-150 g etanola dnevno dozivjet ¢e epizodu akutnoga
pankreatitisa [36]. Etanol uzrokuje pankreatitis na nekoliko nacina. Poznato je da etanol,

osim §to uzrokuje spazam Odijeva sfinktera, djeluje 1 kao izravni metabolicki toksin koji



Stetno djeluje na acinarne stanice guSterae u kojima interferira sa sintezom enzima.
Pocetni ucinak etanola je kratkotrajni porast gusteracne sekrecije nakon kojega slijedi
inhibicija izlu¢ivanja. Pove¢ana koncentracija enzima uzrokuje precipitaciju kalcija na
proteinskom matriksu Sto u konacnici dovodi do opstrukcije gustera¢nih vodova i porasta
tlaka. Neprimjerena aktivacija tripsina djelovanjem etanola je demonstrirana in vitro.
Etanol takoder dovodi do poremecaja protoka krvi u gusteraci, $to moze uzrokovati

fokalnu ishemiju 1 nekrozu gusterace [37].

Tumori

U svakome slucaju akutnoga pankreatitisa kod pacijenata koji ne uzimaju alkohol i koji
nemaju dokazanu bolest Zu¢nih vodova trebalo bi postaviti sumnju na tumor. Priblizno 1-
2% pacijenata s akutnim pankreatitisom ima tumor pankreasa koji dovodi do opstrukcije

protoka gusteracnoga sekreta.

latrogeni pankreatitis

Akutni pankreatitis takoder je povezan s raznim operativnim zahvatima, najceSce
zahvatima koji se izvode u blizini pankreasa poput pankreaticne biopsije, distalne
gastrektomije, splenektomije itd. Endoskopska retrogradna kolangiopankreatografija
(ERCP) je najceS¢i uzrok iatrogenog pankreatitisa zbog izravnoga oStecenja tkiva i

porasta intraduktalnoga tlaka [38].

Lijekovi
Nekoliko lijekova je povezano s povecanom ucestalos¢u akutnoga pankreatitisa poput
tiazidnih diuretika, furosemida, estrogena, azatioprina, 6-merkaptopurina, metildope,

sulfonamide, tetraciklina, prokainamida, nitrofurantoina i blokatora acetilkolinesteraze.

Vaskularne bolesti
Pankreasna ishemija moZze izazvati pankreatitis. Moguéi uzroci su predoziranje
ergotaminima, transkateterska embolizacija, embolija ateromatoznim plakovima iz aorte,

vaskulitis u sklopu sistemnoga eritematoznoga lupusa.
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Infekcije i infestacije

lako se vjeruje kako zausnjaci, Coxsackie virusi i Mycoplasma pneumoniae mogu
uzrokovati pankreatitis, ni jedan od ovih infektivnih uzro¢nika nije izoliran iz tkiva
pankreasa. Medutim, pokazano je kako 30% bolesnika u kojih se uzrok pankreatitisa ne
moze utvrditi ima poviseni titar protutijela usmjerenih protiv ovih uzro¢nika. Takoder,
infestacije parazitima poput Ascaris lumbricoides 1 Clonorchis sinensis koji je endemican

u Japanu i Kini mogu biti uzrokom akutnoga pankreatitisa.

Hiperlipidemija

PoviSena koncentracija triglicerida Cesto se susrece u akutnome pankreatitisu. Umjerena
hipertrigliceridemija moze se pojacati djelovanjem dodatnih ¢imbenika kao S$to su
dijabetes, konzumacija alkoholnih pi¢a i trudnoca. Takoder, lipaze mogu uzrokovati
povecanje koncentracije masnih kiselina unutar pankreati¢ne mikrocirkulacije, §sto moze
dovesti do ozljede endotelnih stanica, formiranja mikrotromba i posljedicne fokalne

ishemije §to na kraju rezultira nastankom akutnoga pankreatitisa [39].

Hiperparatireoidizam i hiperkalcemija

Hiperparatireoidizam je rijedak poremecaj koji uzrokuje 0,5% slucajeva akutnoga
pankreatitisa. Hiperkalcemija uzrokovana drugim wuzrocima (primjerice: koStane
metastaze, parenteralna prehrana, intravenska primjena visokih doza kalcija) moze

izazvati pankreatitis [40].

latrogeni pankreatitis

Ucestalost pankreatitisa nakon ERCP-a u vecini studija ne prelazi 5%, a incidencija
pankreatitisa ovisi o volumenu i tlaku kojim se kontrastno sredstvo injicira. Pankreatitis
se Cesto pojavi nakon prepunjenja vode 1 parenhimografije, kao i pri postojanju anomalije

gusteracnih vodova.
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2.1.5. Patofiziologija akutnog pankreatitisa

Akutni pankreatitis, prema davno prihvacenoj teoriji, nastaje kao posljedica
aktivacije digestivnih zimogena (enzima) unutar acinarnih stanica gusterace, Sto dovodi
do ostecenja acinusa i pojave klinicke slike akutne upale gusterace. Tezina klinicke slike
akutnoga pankreatitisa ovisi o dogadajima koji slijede nakon aktivacije zimogenih enzima
kao S$to su infiltracija guSterace upalnim stanicama, stvaranja i oslobadanja upalnih
medijatora, reaktivnih kisikovih radikala i citokina koji dovode do sindroma sustavnoga
upalnoga odgovora (eng. Systemic Inflamatory Response Syndrome; SIRS). Inicijalni
poremecaj u akutnome pankreatitisu jest aktivacija tripsinogena u tripsin.

Prema duktalnoj teoriji smatra se kako ovi patofizioloski poremecaji nastaju kao
posljedica povecanja tlaka u gusteracnom vodu i porasta propusnosti duktalnoga epitela s
posljedicnom aktivacijom enzima. Povecani tlak u gusteranom vodu nastaje kao
posljedica refluksa zuci i gusteratnoga sekreta iz zajedniCkoga Zzu¢noga voda u tkivo
pankreasa zbog zaglavljenog kamenca u pankreati¢noj ampuli, stenoze Odijeva sfinktera
ili peripapilarnoga duodenalnoga divertikula. MjeSavina Zzuc¢i i guStera¢nih enzima
povecava propusnost duktalnoga epitela, tako da enzimi mogu doprijeti do intersticija i
potaknuti lokalnu upalnu reakciju.

Prema acinarnoj teoriji autoaktivacija guSteranih enzima nastaje kao posljedica
pogresno usmjerene bazolateralne sekrecije u guSterani intersticij lizosoma i
proenzimima bogatih zimogenih granula unutar acinarnih stanica. Najbolji primjer je
ceruleinom izazvani akutni pankreatitis in vivo. Cerulein, sinteticki analog
kolecistokinina, primijenjen u visokoj dozi intravenski poti¢e maksimalnu sekreciju
guSteracnih enzima 1 izaziva intersticijski oblik akutnoga pankreatitisa. Enzimska
sekrecija bude blokirana, a u citoplazmi nastaju vakuole koje sadrzavaju i digestivne
enzime 1 lizosomne hidrolaze. Ovakva kolokalizacija moZe potaknuti aktivaciju
tripsinogena u tripsin preko katepsina B.

Mjesovita duktalno-acinarna teorija moze se primijeniti na nastanak akutnoga
alkoholnoga pankreatitisa, pri ¢emu alkohol dovodi do porasta intraduktalnoga tlaka,

porasta propustljivosti duktalnoga epitela i izravnoga toksicnoga ucinka alkohola [41].
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U fizioloSkim uvjetima tripsinogen se aktivira u dvanaesniku pomoc¢u enzima
enterokinaze. Nakon toga tripsin aktivira ostale proenzime prijeko potrebne za probavu.
Niz je dokaza da je aktivacija tripsina nuzna za nastanak akutnoga pankreatitisa. Tako se
u eksperimentalnome edematoznome pankreatitisu hiperstimulacijom analogom
kolecistokinina, ceruleinom, opaza povecana intrapankreasna aktivacija tripsina, a u
serumu se rano mogu dokazati poviSenje tripsinogena i aktivacijskoga peptida
karboksipeptidaze-A1 kao markera aktivacije zimogena. Probavni se enzimi nalaze
intracelularno, odijeljeni zimogenim granulama (tripsinogen, kimotripsinogen,
proelastaza, proproteaza, kalikreinogen, prokarboksipeptidaza, profosfolipaza, lipaza,
amilaza, ribonukleaza, deoksiribonukleaza). Nakupljanje lizosomalnih hidrolaza, npr.
katepsina B, 1 digestivnih zimogena u acinusnim stanicama dovodi do priblizavanja obaju
enzimskih odjeljaka i do aktivacije guSteracnih proenzima unutar stanice. Nakon toga
nastaje oSte¢enje acinusne stanice i nastanka pankreatitisa. Intracelularna aktivacija
tripsinogena zbiva se na dva nacina: autoaktivacijom i aktivacijom preko lizosomalne
proteaze katepsina B. U Zivotinja s mutacijom gena za katepsin B pankreasna oSte¢enja

bila su manja za 50%.

Kisikovi radikali

Oksidativni stres je stanje relativne ravnoteze organizma izmedu prooksidacijske
aktivnosti, odnosno produkcije reaktivnih kisikovih radikala, i antioksidacijskih procesa,
odnosno deaktivacije slobodnih kisikovih radikala. Slobodni kisikovi radikali (eng.
Reactive Oxygen Species; ROS) su spojevi koji posjeduju jedan nespareni elektron u
vanjskoj orbitali. Takva kemijska struktura uzrokuje visoku nestabilnost ovih spojeva i
tendenciju uzrokovanja destruktivnih kemijskih reakcija koji dovode do oSte¢enja
stani¢nih organela. Najznacajniji reaktivni kisikovi spojevi su hidroksilni radikal,
superoksid i vodikov peroksid (OH’, O, i H,O;). Najznacajniji stani¢ni izvor reaktivnih
kisikovih radikala su mitohondriji. U normalnim uvjetima 95% molekularnog kisika se
reducira do H,O. Od preostalih 5% nastaju reaktivni kisikovi radikali. Osim mitohondrija
slobodne radikale mogu stvarati ksantin-oksidaza, prostaglandin-sintetaza i aktivirani
leukociti. U fizioloskim uvjetima zastitni sustavi onemogucéavaju citotoksi¢no djelovanje

kisikovih radikala. U tom sustavu sudjeluju enzimski inaktivatori kao superoksid
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dismutaza, katalaza i glutation peroksidaza. Visoke razine reaktivnih kisikovih radikala
nastaju tijekom upalnih procesa. Tijekom pankreatitisa pojatana kemotaksija leukocita
uzrokuje oslobadanje upalnih medijatora koji poticu stvaranje reaktivnih kisikovih
radikala koji dovode do ostecenja stani¢nih struktura; proteina, lipida, DNA, kromosoma
1 stani¢noga citoskeleta. U eksperimentalnim studijama istrazivano je profilakticno
djelovanje hvataca kisikovih radikala poput superoksid dismutaze. Primjena superoksid
dizmutaze na ex vivo pankreas smanjila je guSteratni edem i koli¢inu oslobodenih

amilaza [2].

Djelovanje proupalnih citokina

Upala je kompleksan proces koji ukljucuje imunoloski sustav, kinin, komplement,
koagulacijski sustav i fibrinoliticki sustav. U ranim fazama upale, ozljeda tkiva je
uzrokovana masom neutrofila, prvom linijjom imunoloske obrane, zatim slijede makrofazi,
monociti 1 limfociti. Primarna funkcija upalnih stanica je da odstrane mikroorganizme,
mrtve stanice i stani¢ni debris. Ovaj je proces reguliran djelovanjem protein reguliraju¢ih
faktora ili citokina kao Sto su IL-8, IL-4, TNFa i slicni. Kaskada reakcija zapocinje
oSte¢enje stanice Stetnim agensom. Ozljeda potice reakciju koja uzrokuje znacajnu
proizvodnju kemoreaktanata. Ovi kemijski glasnici aktiviraju endotelne stanice na
pojacani izrazaj adhezijskih molekula, selektina, koji usporavaju protok leukocita.
Integrini, glikoproteini izraZzeni na povrSini leukocita, imobiliziraju neutrofile na mjestu
ozljede. Integrini se Cvrsto vezu za intracelularne adhezijske molecule (ICAMs),
adhezijske molekule endotelnih stanica (ELAMs) i adhezijske molekule vaskularnih
stanica (VCAMs), izraZzene na povrSini endotela. Razli¢iti citokini mogu uzrokovati
pojacanu ekspresiju adhezijskih molekula, $to u konacnici dovodi do boljeg usmjeravanja
upalnih stanica na mjesto oStecenja.

Posljednjih godina predodzba o patogenezi pankreatitisa se temeljito promijenila.
Napusten je tradicionalni koncept po kojem je autoaktivacija pankreasnih enzima glavni
odlucujuéi ¢imbenik razvoja bolesti. Bolesnici s teskim oblicima akutnoga pankreatitisa
ofituju se sindromom sustavnoga upalnoga odgovora (SIRS) slicno politraumatiziranim
bolesnicima. SrediSnje mjesto u patofiziologiji akutnoga pankreatitisa zauzima aktivacija

upalne kaskade, oslobadanje citokina i poremecaj mikrocirkulacije guSterace. Najvazniji
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citokini koji se oslobadaju tijekom pankreatitisa su ¢imbenik tumorske nekroze (TNF-a),

interleukini (IL) i transformirajuci ¢cimbenik rasta (TGF) [2].

Cimbenik tumorske nekroze-a (TNF-a)

TNF-a je primarni medijator upale u septickom odgovoru kao i primarni medijator
fatalnih komplikacija koje se Cesto vidaju nakon teSkih trauma, opeklina, velikih
operacija itd. TNF je mali protein koji se sintetizira u monocitima i drugim fagocitnim
stanicama. Proizvodi se u transmembranskoj formi od 26 kDa i takav se lu¢i van. Ovisno
o cirkuliraju¢oj koncentraciji njegovo djelovanje moze biti blagotvorno ili Stetno.
Kemotaktican je za leukocite, regulira izrazaj adhezijskih receptora (ICAM, ELAM) na
upalnim stanicama, inducira razli¢ite druge citokine, potice leukocitnu i endotelnu
aktivaciju. FizioloSke koncentracije u tkivu su gotovo nemjerljive. U velikim
koncentracijama inducira oslobadanje PAF-a, reaktivnih kisikovih radikala, NO itd.
Jedan od najvaznijih citokina u patogenezi akutnoga pankreatitisa je TNF-a. Parenteralna
primjena monoklonalnoga protutijela usmjerenoga na TNF-a ili njegov receptor znacajno
poboljSava prezivljavanje Stakora u eksperimentalnome modelu nekrotizirajucega
pankreatitisa. TNF-a moZe uzrokovati direktno oStecenje duktalnih epitelnih stanica,
mikrotrombozu pankreati¢ne cirkulacije i edem. TNF-a takoder stimulira oslobadanje

drugih proupalnih citokina poput IL-1, IL-6 1 IL-8 [42,43].

Interleukini (IL)

IL-1, IL-6 1 IL-8 pripadaju grupi proinflamatornih citokina koji igraju znacajnu ulogu u
patogenezi akutnoga pankreatitisa. Antagonisti IL-1 receptora (IL-1r) dovode do
znafajnoga smanjenja mortaliteta (do 30%) u Zivotinjskome modelu teSkih oblika
akutnoga pankreatitisa. IL-6 uglavnom proizvode mononuklearne stanice poput
makrofaga i njegova glavna uloga je aktivacija B-limfocita i diferencijacija B-limfocita u
plazma stanice koje proizvode imunoglobuline. Postoje znacajne razlike u serumskoj
koncentraciji IL-6 u pacijenata s blagim i teSkim oblicima akutnoga pankreatitisa.
Koncentracija IL-6 od 40 umol/L indikativna je za teSke oblike akutnoga pankreatitisa.
IL-8 koji uglavnom proizvode neutrofilni granulociti djeluje kao snazan kemotakticki

faktor te pospjeSuje kemotaksiju drugih upalnih stanica [42,44].
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Transformirajuci cimbenik rasta (TGF)
Van Laethem i sur. istrazivali su ekspresiju TGF-f in vitro te su ustanovili da se znacajna
kemotaksija neutrofilnih granulocita i odlaganje fibronektina u tkivu guSterae dogada u

prva 24 sata pomocu TGF- [45].

Poremecaj pankreasne mikrocirkulacije

Neovisno o etioloSkome ¢imbeniku akutni pankreatitis se u prvome redu ocituje kao
guSteracni edem. Takav edematozni pankreatitis poptuno se restituira u oko 85%
oboljelih. U samo 15% oboljelih nastupa progresija bolesti s razvojem nekroze
parenhima. U akutnome edematoznom pankreatitisu postoji homogeno povisena
mikroperfuzija u smislu opée hiperemije. Nasuprot tomu, nekrotiziraju¢i pankreatitis
obiljezen je progresivnim smanjenjem kapilarne perfuzije. Perfuzija je smanjena zbog
konstrikcije arteriola 1 zbog pojacane leukocitno-endotelne interakcije. Otpor je u
mikrocirkulaciji povecan, a dodatno se lokalno aktivira intravaskularno zgrusavanje. U
nastanku poremecaja mikrocirkulacije vazna je promjena odnosa izmedu dva najjaca

medijatora: endotelina i dusicnoga oksida (NO).

Endotelin

Endotelin-1 (ET-1) je potentni vazokonstriktor pankreatiéne mikrocirkulacije i ve¢inom
ga proizvode endotelne stanice. U intaktnoj mikrovaskulaturi bitna je ravnoteza izmedu
vazokonstriktornih u¢inaka ET-1 i vazodilatatornih uc¢inaka dusi¢noga oksida (NO), Sto
ga proizvodi endotelna NO sintetaza (eNOS). Povecanu ekspresiju prepro-ET-1 mRNA
mogu potaknuti brojni upalni medijatori, angiotenzin, trombin itd. Nakon §to ga oslobode
endotelne stanice, ET-1 wuzrokuje prolaznu vazodilataciju, nakon koje slijedi
dugodjeluju¢a vazokonstrikcija. Nekoliko studija je pokazalo kako tkivo pankreasa
posjeduje ETa i ETb receptore. Parenteralna primjena endotelina uzrokuje znacajno
smanjenje protoka krvi u gusteraci $§to moze uzrokovati fokalnu ishemiju. Povezano s tim
je u transgenicnih Zivotinja, koje imaju prekomjernu ekspresiju endotelinskih receptora,

dokazan znacajno tezi klinicki tijek akutnoga pankreatitisa [46].
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Dusikov oksid (NO)

Dusikov oksid (NO) nastaje djelovanjem enzima NO sintetaze (NOS) iz aminokiseline L-
arginina. Prvotno je otkriven u stanicama endotela, ali takoder je prisutan u trombocitima,
makrofazima i u stanicama gusterace. NO uzrokuje relaksaciju glatkih miSi¢nih stanica,
smanjuje agregaciju trombocita i adheziju leukocita [47]. Smanjena mikrovaskularna
cirkulacija i oSte¢enje pankreasa je ublaZzena davanjem gliceril trinitrata koji djeluje kao
NO donor [48]. Smanjena koncentracija NO uzrokuje povecanje adhezije i aktivacije
leukocita Sto moZe uzrokovati pogorSanje razli¢itih upalnih reakcija. Infuzija NO,
fizioloskoga antagonista endotelina, pokazala je zaStitno djelovanje na mikrocirkulaciju
pankreasa [49]. Poznato je kako u malim koli¢inama NO djeluje zastitno. Male koli¢ine
reaktivnih duSikovih spojeva (engl. Reactive Nitrogen Species, RNS) reguliraju
egzokrinu sekreciju gusteraCe povecavaju¢i mikrocirkulatorni protok, blokiraju¢i
leukocitnu adheziju 1 aktivaciju katepsina, aktivatora tripsina. U vrlo visokim
koncentracijama NO je letalni oksidativni agens [4]. Reakcijom s O, daje NO; i
peroksinitrit koji smanjuju stani¢nu respiraciju, uzrokuju nitraciju proteina, stani¢nu
nekrozu i apoptozu. Studije su pokazale da je koncentracija nitrata, metabolita NO, u
plazmi pacijenata sa septickim Sokom povisSena i da blisko korelira s APACHE-stupnjem
tezine bolesti. Shematski prikaz sinteze i oksidativne razgradnje NO preko peroksinitrita

nalazi se na Slici 1.
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Oksidativni stres

L - Arginin

Citrulin

N

Peroksinitrit

Stani¢na smrt

Slika 1. Shematski prikaz sinteze i oksidativne razgradnje NO preko peroksinitrita.
U stanjima poviSenog oksidativnog stresa reakcijom NO i superoksidnog aniona (O5)

nastaje peroksinitrit koji uzrokuje stanje dusi¢nog stresa i stani¢nu smrt.

Promjena koncentracije intracelularnoga kalcija

Povecana koncentracija kalcija moze potaknuti aktivaciju nekih proenzima i uzrokovati
razaranje citoskeleta 1 mitohondrijsku disfunkciju s oSte¢enjem stanice. PoviSena
koncentracija kalcija potice autoaktivaciju tripsinogena i stabilizaciju aktivnoga tripsina

[50].
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2.1.6. Laboratorijske osobitosti akutnog pankreatitisa

Laboratorijska dijagnostika

Aktivnost amilaze

Aktivnost serumske amilaze odrazava aktivnost amilaze podrijetlom iz guSterace i
zlijezda slinovnica. Povecanje koncentracije amilaze odraz je ispiranja izoamilaze iz
oStecenih stanica. Aktivnost amilaze u pankreatitisu je poviSena ve¢ prvoga dana i ostaje
poviSena 5-10 dana. U mnogim teSkim intraabdominalnim stanjima kao §to su crijevna
ishemija ili perforacija, aktivnost amilaze zbog njezina oslobadanja iz lumena u sustavnu
cirkulaciju raste.

Aktivnost lipaze

Odredivanje aktivnosti lipaze u serumu za dijagnozu akutnoga pankreatitisa jednako je
vrijedan dijagnosticki test kao i odredivanje aktivnosti amilaze. Osim u akutnome
pankreatitisu, poviSena aktivnost lipaze moze se naci i kod uznapredovaloga zatajivanja
bubrega i pri perforaciji crijeva. Za dijagnosticku to¢nost potrebno je odrediti vrijednosti

obaju enzima [51].
Standardni krvni testovi

Broj leukocita obi¢no je znatno povisen. PoviSene serumske razine transferaza, alkalne

fosfataze i bilirubina ¢es¢e su udruzene s bilijarnim pankreatitisom.
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2.1.7. Klini¢ka slika i procjena teZine bolesti

Klinicka slika akutnog pankreatitisa

Intenzivna bol je glavni simptom akutnog pankreatitisa. Bol je lokalizirana najces¢e u
epigastriju, a ponekad u lijevom donjem kvadrantu. U veéine bolesnika dosegne
maksimum tijekom 10 do 20 minuta, te je najces¢e umjerena do jaka. Uz bol Cesto se
pojavljuje mucnina i povracanje. Povratanje moze biti intenzivno i ne dovodi do
popustanja boli, i u tome se ocituje razlika prema boli kod akutnog gastritisa.

Koza je blijeda, oznojena, a temperatura najéeiée blago povisena. Zutica se opaza Eedée
kod bilijarne etiologije pankreatitisa, a ponekad 1 kod alkoholne etiologije zbog edema
gusterace. Trbuh je meteoristican, a stijenka je bolna na palpaciju. Peristaltika je oskudna
ili se ne ¢uje. U najtezim slucajevima u klini¢koj slici dominira Sok i cijanoza, a na kozi
se mogu vidjeti plavic¢aste pjege krvarenja, osobito na slabinama i oko pupka. U
diferencijalnoj dijagnozi u obzir dolaze ruptura Zeluca i dvanaesnika, zuc¢na kolika,
akutna crijevna opstrukcija, infarkt donje stijenke miokarda i diseciraju¢a aneurizma

abdominalne aorte.

Procjena tezine bolesti
U procjeni tezine bolesti razlikujemo klinicka mjerila (Atlanta kriteriji) i biokemijske

pokazatelje (Ransonovi i APACHE II bodovi).

Atlanta kriteriji
* Organsko zatajivanje; Sok: sistolicki tlak <90 mm Hg, respiratorna
insuficijencija: pO, < 60 mm Hg, bubrezna insuficijencija: kreatinin > 2 mg/dL,
gastrointestinalno krvarenje: > 500 mL/h.
* Lokalne komplikacije: nekroza, apsces, pseudocista.
*  Nepovoljni rani prognosticki znakovi: tri ili vise Ransonovih kriterija, APACHE

II score > §[114].
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Ransonov indeks

U primjeni je od 1974. godine i obuhva¢a ukupno 11 parametara. Studije su pokazale
kako je prosje¢ni Ransonov indeks u blagom pankreatitisu iznosio 1,6, u teSkom 2,4, au
onom sa smrtnim ishodom 5,6.

Razlikujemo kriterije kod primitka u bolnicu i nakon 48 h.

Kod primitka: dob visa od 55 god., leukociti ve¢i od 16, kalcij manji od 8 mg/dL, LDH
veci od 350 U/L, AST veéi od 250 U/L

Nakon 48 h: pad hematokrita ve¢i od 10%, porast ureje veci od 5 mg/dL, glukoza veca od
200 mg/dL, pO, manji od 60 mmHg i sekvestracija tekuéine ve¢a od 6 L [52].

Apache II score

Vise od 8 Apache Il bodova znaci 11-18% vec¢i mortalitet bolesnika.

Hemoragicna peritonealna tekuc€ina, pretilost, znakovi zatajivanja organskih sustava,
hipotenzija (sistolicki tlak manji od 90 mmHg), tahikardija-frekvencija srca veca od 130,
pO, manji od 60 mmHg, oligurija (diureza <50 mL/h), koncentracija kalcija manja od 1,9

mmol/L i serumski albumin manji od 33 g/L [53][114].
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2.2 Seéerna bolest

Seéerna bolest ili dijabetes (lat. Diabetes mellitus) je skupina heterogenih
poremecaja metabolizma ugljikohidrata, koji rezultiraju hiperglikemijom zbog
apsolutnog ili relativnog nedostatka hormona inzulina. Klju¢ni patofizioloski procesi u
Secernoj bolesti dogadaju se na razini sinteze i izlucivanja inzulina u [-stanicama
Langerhansovih otoc¢i¢a gusterace, odnosno na razini djelovanja inzulina na ciljna tkiva.
Neovisno o etiopatogenezi, nedostatak inzulina rezultira nemoguénos$¢u koriStenja
glukoze i energetskim iscrpljivanjem stanica, $to znacajno ujtece na metabolizam cijelog

niza organskih sustava.

2.2.1. Etioloska Kklasifikacija Se¢erne bolesti

Suvremena klasifikacija Se¢erne bolesti obuhvaca sljedece tipove bolesti:

Seéerna bolest tipa 1 je stanje kod kojeg, radi potpune destrukcije p-stanica
Langerhansovih otocia guSterace, nema sinteze inzulina te dolazi do njegova
apsolutnoga nedostatka.

Secerna bolest tipa 2 predstavlja oko 90% svih oboljelih od 3ecerne bolesti. U
monozigotnih blizanaca nasljede tog tipa ¢ini oko 70-90%, a u osoba ¢ija oba roditelja
imaju bolest rizik obolijevanja je oko 40%. Cetiri elementa koja metabolicki
determiniraju dijabetes tipa 2 su debljina, inzulinska rezistencija, disfunkcija sekrecije
inzulina i jaca sinteza endogene glukoze. Inzulinska rezistencija je jedan od najvaznijih
elemenata dijabetesa tipa 2, te se definira kao rezistencija na metabolicke efekte inzulina
(supresija glukoneogeneze, stimulacija unosa glukoze u stanice, inhibicija lipolize). U
pocetku je reverzibilna, a zatim postaje ireverzibilna.

Ostali tipovi Secerne bolesti su:

Genetski defekti B-stanica

Genetski defekti inzulinskog djelovanja

Bolesti egzokrine gusterace (cisti¢na fibroza, pankreatitis)

Kemijski i lijekovima uzrokovan dijabetes (tijekom lije¢enja HIV/AIDS-a i nakon
transplantacije organa)

Gestacijski dijabetes (GDM) nastaje zbog inzulinske rezistencije i relativnog nedostatka

inzulina tijekom trudnoce [54]
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2.2.2. Epidemiologija Secerne bolesti

Aktualni podaci Medunarodne federacije za dijabetes svjedoce o 382 milijuna oboljelih
od Secerne bolesti uz procjenu o porastu broja oboljelih na 592 milijuna do 2035. godine.
Ovisno o populaciji, od 30% do ¢ak 90% slucajeva odnosi se na ne-dijagnosticiranu
Secernu bolest tipa 2 u asimptomatskoj fazi, koja, zbog izostanka odgovarajuceg lijecenja,
predstavlja visoki rizik za razvoj komplikacija 1 Stetnih posljedica kroni¢ne
hiperglikemije. Procjenjuje se da je 2013. godine u svijetu Seerna bolest izravno
prouzrocila 5,1 milijun smrti, dok su ukupni troskovi zdravstvene skrbi o oboljelima od
Secerne bolesti premasili 500 milijardi dolara (10,8% ukupnih troSkova zdravstvene
zaStite). S obzirom na to da je glavni razlog metabolickog sindroma pretilost, s
javnozdravstvenog aspekta ocekuje se znaCajan porast broja novodijagnosticiranih
sluc¢ajeva dijabetesa zbog sjedilackog nacina zZivota [55].

Pankreati¢ni dijabetes, koji nastaje kao posljedica oSte¢enja gusterace upalnim
zbivanjem, obuhvaca manje od 1% osoba s dijabetesom. Blaga hiperglikemija se moze
pojaviti tijekom akutne upale gusterace u 50% bolesnika, i ¢esto se koristi kao marker za
procjenu tezine bolesti. DugogodiSnje pracenje bolesnika s akutnim pankreatitisom
pokazalo je kako ovi bolesnici imaju vecu incidenciju abnormalne tolerancije glukoze u
odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ljudi [56]. Prevalencija abnormalne tolerancije
glukoze u bolesnika s kroni¢nim pankreatitisom je od 60 do 70% [57-60]. Pracenje
bolesnika s pankreatitisom pokazalo je tendenciju povecanja ucestalosti pankreaticnoga
dijabetesa tijekom vremena. Ako je prisutna kalcifikacija gusterace, prevalencija je i jos§
veéa od 70%. Trideset 1 tri posto pacijenata s pankreatitisom i dijabetesom ima
kalcifikacije guSterace. Kalcifikacija je ¢eSc¢e bila prisutna ako je pankreatitis uzrokovan

prokomjernim konzumiranjem alkoholnih pi¢a (vise od 100 g/dan) [61].
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2.2.3. Biokemijske osnove inzulina

U kontekstu regulacije glikemije najvazniji je endokrini bio gusterace, to jest B -
stanice Langerhansovih otoci¢a. Glavna funkcija B-stanica je sinteza, skladiStenje i
regulacija sinteze inzulina. Vagusna stimulacija inhibira sekreciju otpuStanjem
vazoaktivnog intestinalnog peptida, inzulinskog antagonista.
Gusteraca odrasle osobe ima oko 8 mg, tj. 200 i.j. inzulina [62]. Sinteza inzulina u
stanicama zapocinje transkripcijom glasnicke RNA i translacijom kojom se proizvodi
preproinzulin koji je inaktivni protein i prekursor inzulinu. Preproinzulin se sastoji od B-
aminoterminalnog lanca, A-karboksiterminalnog lanca i srednjeg dijela koji se naziva C-
peptid. Posttranslacijski preproinzulin se modificira u proinzulin [63].
Proinzulin ima oko 5% bioloske aktivnosti. Na endoplazmatskom retikulumu niz enzima,
koji se nazivaju endopeptidaze, cijepaju proinzulin na dva dijela, pri ¢emu nastaje
kona¢na molekula inzulina koja se sastoji od A i B lanca, povezana polipeptidnim lancem,
tzv. C-peptidom (connecting-peptide). Inzulin i C-peptid pohranjuju se u obliku granula u
Golgijevu aparatu gdje se egzocitozom u ekvimolarnom omjeru otpustaju u kapilarnu
mrezu.
Inzulin je mala bjelancevina. Relativna molekularna masa ljudskog inzulina iznosi 5508.
Sastoji se od dva lanca aminokiselina, koji su medusobno povezani disulfidnim vezama.
Ako se lanci aminokiselina odvoje jedan od drugoga, molekula inzulina gubi svoju
funkcionalnost. Inzulin koji se izlu¢i u krv cirkulira gotovo potpuno kao nevezan.
Poluvrijeme Zivota u plazmi iznosi samo 6 minuta, pa se zato u potpunosti odstrani iz
plazme za 10-15 minuta. Gotovo sav inzulin odstrani se u jetri djelovanjem enzima
inzulinaze. Osnovni okida¢ za lucenje inzulina je glukoza no takoder i neke
aminokiseline i masne kiseline mogu stimulirati sintezu proinzulina.
Djelovanje inzulina na ciljne stanice zapo€inje time $to se inzulin najprije veZze za
receptorsku bjelancevinu u stani¢noj membrani. Relativna molekularna masa receptorske
bjelancevine je 300.000. Receptor se sastoji od Cetiri odvojene podjedinice koje se drze
na okupu disulfidnim vezama; dvije alfa-podjedinice smjeStene izvan stani¢ne membrane
i dvije beta-podjedinice koje prolaze kroz stanicnu membranu. Inzulin se veze na alfa-
podjedinice. Inzulinski receptor je primjer receptora povezanoga s enzimima. Vezanjem

inzulina autofosforilacija beta-podjedinice aktivira lokalnu tirozin-kinazu koja uzrokuje
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fosforilaciju drugih unutarstani¢nih enzima. Nekoliko trenutaka nakon §to se inzulin veze
za receptor, stani¢ne membrane postaju znatno propusnije za glukozu. Nakon ulaska u
stanicu glukoza se fosforilira uz pomo¢ enzima glukokinaze te nije u moguénosti vise
izac¢i iz stanice [64]. Glukokinaza transformira glukozu u glukoza-6-fosfat. Razgradnja
glukoze zapocinje glikolizom pri ¢emu se glukoza postupno razgraduje do pirogrozdane
kiseline uz stvaranje 2 molekule ATP-a. Reakcija glikolize zbiva se anaerobno.
Pirogrozdana kiselina ulazi u ciklus limunske kiseline ili Krebsov ciklus. Pirogrozdana
kiselina oksidativnom fosforilacijom se pretvara u acetil-koenzim, a acetil-koenzim se
povezuje s oksalacetatom u limunsku kiselinu. Krebsovim ciklusom se oslobada CO,,
nastaje H,O 1 ATP [65]. Pove¢an odnos ATP/ADP uzrokuje zatvaranje ATP-osjetljivih
kalijevih kanala i stani¢nu depolarizaciju, §to uzrokuje ulaz kalcijevih iona i oslobadanje
granula u kojima je inzulin uskladiSten [66].

Proces lucenja inzulina je bifazican [67]. Prvi dio otpuStanja inzulina ovisan je o koli¢ini
ve¢ sintetiziranog hormona u granulama Golgijeva aparata [68]. Druga faza je
dugotrajnija jer je potrebna nova sinteza inzulina. Kada inzulin ude u portalni krvotok,
gotovo pola koli¢ine se metabolizira u jetri djelovanjem enzima inzulinaze. Ostali dio
inzulina cirkulira 1 veze se za svoja receptorska mjesta.

Primjer bioloSke aktivnosti inzulina na ugljikohidrate je aktivacija fosfatidilinozitol-3-
kinaze ¢ime se stimulira translokacija glukoznog transportera-4 (GLUT4) na povrSinu
masnih 1 miSiénih stanica. GLUT4 receptori se nalaze u citoplazmi u obliku vezikula koje
se aktiviranjem otvaraju na povrSini stanice, a ako je razina glukoze u krvi mala, vracaju
se u citoplazmu. U jetri inzulin stimulira enzim heksokinazu i glikogen sintetazu koji
proizvodi glikogen [69].

Inzulin takoder onemogucava aktivnost enzima lipaze koja hidrolizira trigliceride. Inzulin
olakSava ulazak aminokiselina u stanice. Fizioloski kontraregulatorni hormoni inzulina su
hormon rasta, kortizol, kateholamini, hormoni S§titnjace. Niska koncentracija inzulina
usporava sintezu glikogena i1 pokre¢e mehanizam glukoneogeneze u jetri. Zbog
smanjenog ulaska glukoze u stanice, u uvjetima hipoglikemije pocinje ketogeneza kako

bi se osigurali alternativni izvori energije [70].
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2.2.4. Dijagnosticki Kkriteriji Se¢erne bolesti

Suvremene dijagnostiCke smjernice  Svjetske zdravstvene organizacije
preporucuju postavljanje dijagnoze Seerne bolesti na temelju rezultata jednog od
parametara glikemije: glukoze nataste, glukoze nasumic¢no ili hemoglobina A, (HbA.),
dok se oralni test opterecenja glukozom (oGTT) preporucuje za klasifikaciju disglikemije
u asimptomatskih ispitanika kod kojih postoji potreba klini¢kog pracenja statusa

glikemije [71-73]. Dijagnosticki kriteriji prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Kriteriji Svjetske zdravstvene organizacije za postavljanje dijagnoze

Secerne bolesti

Dijagnoza Glukoza (mmol/L)*
Nataste Nasumi¢no
Seéerna bolest >7,0 ili >11,1
oGTT (75 g)
Normoglikemija <6,1 i <178
Poremecena glikemija nataste 6,1 -7,0 1 <78
Poremecena tolerancija glukoze <17,0 1 7,8—11,0
Seéerna bolest >7,0 ili >11,1
HbA . (%)
Seéerna bolest >6,5
Predijabetes 5,6-64

*dva uzastopna testiranja unutar 24 sata uz prisutne klinicke simptome Secerne bolesti
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2.3. Asimetri¢ni-dimetilarginin (ADMA)

Asimetri¢ni dimetilarginin (ADMA) je posttranslacijski modificirana moleukula
arginina koji se proizvodi u svim stanicama organizma tijekom uobi¢ajenih procesa
sinteze proteina. Mnogobrojna istrazivanja pokazala su kako je ADMA biljeg endotelne
disfunkcije 1 nezavisni ¢imbenik kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta [74,75].
Najvjerojatniji mehanizam kojim ADMA ostvaruje negativan u¢inak na kardiovaskularni
sustav je kompetetivna inhibicija NOS, iako NO-nezavisni mehanizmi ne mogu biti
iskljuceni [76]. Dusi¢ni oksid (NO) sintetizira se u endotelnim stanicama iz L-arginina
djelovanjem NO-sintetaze (NOS). Endotelni NO je vazoprotektivan, pojacava
prezivljavanje i proliferaciju endotelnih stanica inhibiraju¢i proliferaciju stanica glatke
muskulature 1 sprecavajuéi adheziju trombocita i upalnih stanica na stijenku krvne zile.
Samo slobodni ADMA, a ne vezani ADMA za proteine, u mogucénosti je blokirati NO-
sintetazu [77]. Kako je NO-sintetaza intracelularni enzim, samo intracelularni ADMA
moze blokirati NO-sintetazu. ADMA se formira procesima metilacije argininskih
ostataka proteina, nakon Cega slijedi proteoliza i oslobadanje. Dva stani¢na puta su
odgovorna za odstranjenje ADMA iz stanice. Prvi je enzimska degradacija ADMA
djelovanjem dimetilarginin dimetilaminohidrolaze (DDAH), enzima koji cijepa ADMA u
citrulin i dimetilamin [78,79]. Drugi odvodi ADMA iz stanice pomoc¢u kationskog
transportera aminokiselina (CAT) koji se nalazi u stanicnoj membrani [80].
Odstranjivanje iz plazme obavlja se renalnom sekrecijom. U stanjima kada se velika
koli¢ina ADMA stvara u odredenom organu i nakon §to ADMA ude u krvozilni sustav,
postoji i znac¢ajna mogucénost oStec¢enja drugih organa.

Metilacija lizina, histidina 1 arginina je poseban oblik posttranslacijske modifikacije
kojim stanice Sire funkcionalni repertoar svojih proteina. Terminalna gvanidino grupa
arginina moze se dimetilirati djelovanjem enzima protein-arginin-N-metiltransferaze
(PRMT). Postoje dvije klase PRMT-a [81]. Tip I katalizira sintezu ADMA, dok tip II
katalizira sintezu simetricnog dimetilarginina — SDMA (Slika 2). Oba tipa PRMT-a
koriste S-adenozilmetionin (SAM), koji se sintetizira iz metionina i ATP-a, kao donora
metilne grupe. Nakon transfera metilne grupe, SAM se konvertira u §-

adenozilhomocistein, a zatim u homocistein. Pozitivna korelacija izmedu visokih
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koncentracija ADMA 1 homocisteina je ustanovljena u klinickim istraZzivanjima

kardiovaskularnog sustava [82,83].

DDAH — ADMA «————» ADMA

o] | X

SDMA —— » SDMA

|AGxT2(J DGV

- SDMA

proteoliza

Slika 2. Sinteza, distribucija, metabolizam i fiziologija endogenih metilarginina. Za razliku
od SDMA, ADMA moze blokirati sve tri izoforme NOS. Hidrolizom ADMA-e djelovanjem
DDAH nastaje dimetilamin (DMA) i L-citrulin (L-Cit). DDAH ne djeluje na SDMA koji se
izlu€uje nepromijenjen putem urina Preuzeto i modificirano od Caplin B, Leiper J. Endogenous
Nitric Oxide Synthase Inhibitors in the Biology of Disease. Arteriosclerosis, Thrombosis, and
Vascular Biology. 2012; 32: 1343-1353.

SDMA- simetricni dimetilarginin; DDAH- dimetilarginin dimetilaminohidrolaza; PRM- protein-arginin-N-
metiltransferaza; L-Arg-L-arginin; AGXT2-Alanin-glioksalat-aminotransferaza2; DMG-dimetilguanido-

valerat; DMA-dimetilamin.

Takoder, ustanovljena je i veza izmedu poviSenih razina autoantitijela, poput one kakva
je prisutna u odredenim klinickim stanjima kao §to je sistemski eritematozni lupus (SLE)
1 metilacije proteina. SLE je sistemska bolest karakterizirana prisutnos¢u autoantitijela,
od kojih mnoga prepoznaju antigene staniCne jezgre. Najznacajniji antigeni su

dvolan¢ana DNA 1 neki ribonukleoproteini. Postoji moguénost kako pretjerana
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proizvodnja ADMA tijekom nekih  autoimunoloskih oboljenja, poput SLE i
reumatoidnog artritisa, igra znacajnu ulogu u patologiji i napredovanju tih oboljenja.
Proteoliza metiliranih proteina je proces koji dovodi do oslobadanja slobodnog ADMA,
koji za razliku od ADMA vezanog za proteine kompetitivno inhibira NOS.

Intracelularno smjestena ADMA se metabolizira do citrulina i dimetilamina djelovanjem
DDAH. Vrlo malen dio ADMA odstranjuje se urinarnom sekrecijom, dok vise od 80% se
odstranjuje djelovanjem DDAH. Ostecenje funkcije DDAH uzrokuje znacajno povecéanje
koncentracije ADMA, S$to uzrokuje smanjeno stvaranje NO 1 ubrzanje procesa
ateroskleroze [77,84]. DDAH je enzim koji je vrlo osjetljiv na oksidativni stres zbog toga
Sto aktivno mjesto enzima sadrzi sulthidrilnu skupinu. Patoloski ¢imbenici koji dovode
do oksidativnog oSteenja endotelnih  stanica, poput proupalnih citokina,
hiperhomocisteinemije, hiperglikemije, infektivnih ¢imbenika i oksidiziranog LDL-a
mogu uzrokovati oSte¢enje funkcije DDAH i patoloSkog nakupljanja ADMA. ADMA
zatim blokira stvaranje NO S§to ponovno uzrokuje endotelnu disfunkciju. Stoga DDAH-

ADMA-NOS sudjeluje u pozitivnoj povratnoj sprezi oStecenja organskih sustava [85,86].
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2.4. 8-hidroksi-deoksigvanozin (8-OHdG)

U zivim stanicama reaktivni kisikovi radikali (eng. reactive oxygen species; ROS)
poput superoksidnog aniona, vodikova peroksida i hidroksilnog radikala se neprestano
stvaraju kao nusprodukt normalnog stanicnog metabolizma. Primarno mjesto sinteze
ROS su mitohondriji. U normalnim fizioloskim uvjetima postoji ravnoteza izmedu
stvaranja i uklanjanja slobodnih radikala. Kada se narus$i ravnoteza, u smjeru stvaranja
radikala, stanice ulaze u stanje oksidativnog stresa. Tijekom oksidativnog stresa,
povecene koncentracije ROS-a, uzrokuju oksidativno oSteCenje lipida, proteina i
nukleinskih kiselina. Posljednjih godina mnoStvo je markera koriSteno kao indikator
oksidativnog statusa organizma. Odredivanje nove karbonilne grupe, ditirozina i
oksidiranog histidina koristilo se kao indikator oksidativnog oSte¢enja proteina [87-89].
U zadnje vrijeme, kao vrlo dobar indikator oksidativhog oSte¢enja, Cesto se koristi
odredivanje urinarne koncentracije 8-hidroksi-2’-deoksigvanozina (8-OHdG) zbog
jednostavnosti 1 neinvazivnosti. MnoStvo studija je pokazalo kako je oksidativno
oSte¢enje DNA prisutno kod mnostva degenerativnih procesa poput karcinoma, bolesti
koronarnih arterija i1 dijabetesa. Kvantifikacija urinarnog 8-OHdG kao specificnog
produkta oStecenja i popravka DNA molekule se moZe uraditi jednostavnim ELISA
testom.

Nuklearna i mitohondrijska DNA molekula iz tkiva i limfocita je najesée pogodena
oksidativnim oSte¢enjem. Medu purinskim i pirimidinskim bazama, gvanin je najskloniji
oksidaciji. Tijekom oksidacije gvanina, hidroksilna grupa se veze na 8. poziciju molekule
gvanina pri ¢emu nastaje 8-OHdG. Budu¢i da oksidirana molekula DNA prolazi proces
popravka i1 budu¢i da su ti produkti popravka topljivi u vodi, oni ¢e u potpunosti
nemetabolizirani biti izlueni urinom. Weimman 1 sur. su izracunali kako je ukupna
urinarna ekskrecija 8-OHdG tijekom 24 sata 212 nmol i da koli¢ina izlu¢enog 8-OHdG
predstavlja prosjecno oksidativno oSte¢enje 1 popravak DNA na razini cjelokupnog
organizma [90].

Nedavna istrazivanja pokazala su pozitivhu korelaciju izmedu poviSene urinarne
koncentracije 8-OHdG i karcinogeneze. Hidroksilacija gvanina dovodi do pogresnog
spajanja baza i mutageneze. Povecane koncentracije 8-OHdG opaZene su kod nekih

tumora, poput mioma i karcinoma dojke [91]. Takoder reaktivni kisikovi i duSikovi
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radikali (peroksinitrit) se neprekidno stvaraju tijekom aterosklerotskog oSte¢enja krvnih

zila, a stanice odgovorne za njihovu prekomjernu proizvodnju su u prvom redu makrofazi.

8-OHdG i secerna bolest

Posljednjih nekoliko godina pretklini¢ke i klinicke studije naglaSavaju kako slobodni
kisikovi radikali imaju vrlo vaznu ulogu u patogenezi i komplikacijama Seéerne bolesti
tipa 112.

Povecane koncentracije slobodnih kisikovih radikala su pronadene u serumu oboljelih od
Secerne bolesti, pogotovo kod pacijenata koji su imali loSu kontrolu glikemije. Pacijenti
sa Se¢ernom boles¢u tipa 2 su imali statisticki znacajno veée koncentracije 8-OHdG u
serumu od kontrolne skupine ispitanika. HbA. je pozitivno korelirao sa serumskim
razinama 8-OHdG. Slobodni kisikovi radikali uzrokuje oStecenje endotela i ubrzano
stvaranje NO S§to dodatno potice process aterogeneze kod ovih bolesnika. Poveéane
koncentracije 8-OHdG su takoder ustanovljene kod bolesnika s mikrovaskularnim

komplikacijama Secerne bolesti poput nefropatije i retinopatije [3].

2.5. Nitrotirozin

Nitrotirozin je produkt nitracije tirozina djelovanjem reaktivnih dusikovih spojeva
poput peroksinitrita (ONOO-) i dusikova dioksida. Peroksinitrit je vrlo snazan oksidans i
citotoksi¢ni agens koji se formira ogranicenom reakcijom izmedu dusicnog oksida (NO) 1
superoksidnog aniona (O,") (Slika 3). Peroksinitrit moZe uzrokovati znacajno oStecenje
DNA molekule, stanicnih membrana i lipida te uzrokovati modifikaciju strukturnih i
funkcionalnih proteina nitracijom metioninskih, triptofanskih i1 cistinskih ostataka.
Najznacajnije reaktivnho svojstvo peroksinitrita jest sposobnost nitracije slobodnog
tirozina 1 tirozinskih ostataka unutar polipeptida [92]. Komercijalno dostupna protutijela
usmjerena protiv nitrotirozina su omogucila detekciju nitracijskih produkata tirozina u
tkivima 1 plazmi tijekom raznolikih patoloskih stanja pracenih oksidativnim stresom i
stresom uzrokovanim djelovanjem reaktivnih duSikovih spojeva [93]. lako peroksinitrit
nije jedini reaktivni spoj dusika in vivo, smatra se kako je sinteza nitrotirozina prije svega
posljedica povisenih koncentracija peroksinitrita [94]. Istrazivanja su pokazala kako su

koncentracije peroksinitrita znacajno povecane u odredenim klini¢kim stanjima poput
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demencije, Parkinsonove bolesti i dijabetesa. Ceriello A. i sur. su mjerili koncentraciju
nitrotirozina, kao indirektnog parametra povecanih koncentracija peroksinitrita, u plazmi
oboljelih od dijabetesa tipa 2. Istrazivanje je pokazalo kako su koncentracije nitrotirozina
u plazmi oboljelih bile znacajno povecane, dok je nitrotirozin u plazmi kontrolne skupine
ispitanika bio nemjerljiv. Ista skupina je pokazala kako akutna hiperglikemija uzrokuje
apoptozu stanica miokarda djelovanjem peroksinitrita, te kako antioksidansi i blokatori
proizvodnje NO-a imaju zastitni u¢inak na srce [5]. Povecane koncentracije nitrotirozina
takoder su prisutne u reumatoidnom artritisu, septi¢nom Soku i celijakiji. U svim ovim

istrazivanjima nitrotirozin nije bio mjerljiv u kontrolnoj skupini ispitanika.

OH
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2 tyr OH
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Slika 3. Stvaranje nitrotirozina djelovanjem peroksinitrita na tirozinske ostatke proteina.
Alternativni put ukljucuje djelovanje enzima mijeloperoksidaze (tyr=tirozin; tyr = tirozil-radikal;

modificirano prema Ref.93)
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2.6. Fruktozamin

Fruktozamini su, u op¢enitom smislu, spojevi koji nastaju kao posljedica reakcije
glikacije izmedu Secera (poput fruktoze i glukoze) i primarnoga amina nakon ¢ega slijedi
reakcija izomerizacije putem tzv. Amadorijeve pregradnje.
Sli¢no kao §to HbA . nastaje kao glikacijom hemoglobina, fruktozamin u plazmi nastaje
kao posljedica glikacije cirkuliraju¢ih proteina. Buduéi da je albumin najzastupljeniji
protein u plazmi, fruktozamin reflektira glikaciju albumina. Poluvrijeme Zivota
serumskog albumina je 20 dana, stoga koncentracija fruktozamina reflektira prosjecnu
koncentraciju glukoze u plazmi tijekom jednog kraceg razdoblja (7-14 dana), dok HbA .

reflektira prosje¢nu koncentraciju glukoze u krvi tijekom zadnja 2-3 mjeseca [95].
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3. ISPITANICI I METODE
3.1. ISPITANICI

U ovu opservacijsku studiju uklju¢eno je 80 ispitanika starijih od 18 godina,

muskog spola, s po 40 ispitanika u skupini oboljelih od akutnog pankreatitisa (u daljnjem

tekstu ,,skupina oboljelih*) i1 kontrolnoj skupini zdravih ispitanika (u daljnjem tekstu

,,kontrolna skupina®)

Uvjeti za ukljucivanje ispitanika oboljelih od pankreatitisa u studiju su:

* Anamnesticki podaci o abdominalnoj boli, febrilitetu, mucnini ili povracanju na

dan prijama u bolnicu.

* Vrijednosti amilaze u serumu > 91 U/L (referentni interval 23-91 U/L).

* Vrijednosti amilaze u mokraé¢i >400 U/L (referentni interval <400 U/L).

* Vrijednosti lipaze u serumu >160 U/L (referentni interval 0-160 U/L).

Uvjeti za iskljucivanje ispitanika oboljelih od pankreatitisa u studiju su:

Prethodna dijagnoza Secerne bolesti ili poremecene tolerancije glukoze.
Neregulirana hipertenzija.

Znacajna anemija, popustanje srca po NYHA klasifikaciji III ili IV, koji su na
terapiji citostaticima ili u anamnezi imaju preboljelu zlo¢udnu bolest.

Znakovi jetrene lezije, akutni ili kroni¢ni hepatitis, bubrezno zatajenje
(kreatinin ve¢i od 132 umol/L).

Nemoguénost shvacanja naravi istrazivanja.

Uvjeti za iskljuc¢ivanje kontrolnih ispitanika iz studije su:

* Prethodna dijagnoza Secerne bolesti ili poremecéene tolerancije glukoze
(provjereno testom oralnog opterecenja sa 75g glukoze).

* Vrijednosti HbAlc > 5.7%.

* Neregulirana hipertenzija.

* Znacajna anemija, popustanje srca po NYHA klasifikaciji III ili IV, koji su
na terapiji citostaticima ili u anamnezi imaju preboljelu zlo¢udnu bolest.

* Znakovi jetrene lezije, akutni ili kroni¢ni hepatitis, bubrezno zatajenje
(kreatinin ve¢i od 132 umol/L).

* Nemoguénost shvacanja naravi istrazivanja.
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3.2. PLAN ISTRAZIVANJA

Svim ispitanicima e se uzeti demografski podaci i antropoloski parametri:

Dob u godinama (g), tjelesna teZina u kilogramima; TT (kg), tjelesna visina u
centimetrima; TV (cm), indeks tjelesne mase; ITM (kg/m®), opseg struka u
centimetrima; OS (cm), opseg bokova u centimetrima; OB (cm), vrijednosti
sistoli¢koga tlaka; RRg (mmHg), vrijednosti dijastoli¢koga tlaka; RR, (mmHg).
Svim ispitanicima ¢e se izraCunati i indeks inzulinske rezistencije HOMA-IR

pomocu formule (GUP-nataSte x INZ-nataSte/22.5).

Svi parametri kontrolirat ¢e se u prvih 24 sata nakon prijama u bolnicu, nakon 48 sati

od prijama u bolnicu i nakon 10 dana od prijama u bolnicu.

Prvo uzorkovanje (kontrolna skupina i skupina oboljelih):

Biokemijski parametri koji ¢e se odrediti analizom krvnog uzorka u prvih 24 sata:
glukoza u plazmi-nataSte; GUP (mmol/L), inzulin-nataSte; INZ (pmol/L), indeks
inzulinske rezistencije HOMA-IR, C-peptid nataste (nmol/L), fruktozamin,
korigiran prema koncentraciji serumskih proteina; FRUKT (umol/g), HbA, (%),
asimetri¢ni dimetilarginin; ADMA (umol/L), nitrotirozin; NT (nM).

Analizom uzorka urina odredit ¢e se u prvih 24 sata: 8-hidroksideoksigvanozin; 8-

OHdG, normaliziran na koncentraciju kreatinina u istom uzorku urina (ug/mmol).

Drugo uzorkovanje (skupina oboljelih):

Biokemijski parametri koji ¢e se odrediti analizom krvnog uzorka nakon 48 sati:
glukoza u plazmi-nataSte; GUP (mmol/L), inzulin-nataSte; INZ (pmol/L), indeks
inzulinske rezistencije HOMA-IR, C-peptid nataSte (nmol/L), fruktozamin,
korigiran prema koncentraciji serumskih proteina; FRUKT (umol/g), asimetri¢ni
dimetilarginin; ADMA (umol/L), nitrotirozin; NT (nM).

Analizom uzorka urina odredit ¢e se nakon 48 sati: 8-hidroksideoksigvanozin; 8-

OHdG, normaliziran na koncentraciju kreatinina u istom uzorku urina (ug/mmol).
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Trece uzorkovanje (skupina oboljelih):

* Biokemijski parametri koji ¢e se odrediti analizom krvnog uzorka nakon 10 dana:
glukoza u plazmi-nataSte; GUP (mmol/L), inzulin-nataSte; INZ (pmol/L), indeks
inzulinske rezistencije HOMA-IR, C-peptid nataSte (nmol/L), fruktozamin,
korigiran prema koncentraciji serumskih proteina; FRUKT (umol/g), HbA,. (%),
asimetri¢ni dimetilarginin; ADMA (umol/L), nitrotirozin; NT (nM).

* Analizom uzorka urina odredit ¢e se nakon 10 dana: 8-hidroksideoksigvanozin; 8-

OHdG, normaliziran na koncentraciju kreatinina u istom uzorku urina (ug/mmol).

Cetvrto uzorkovanje (skupina oboljelih -OGTT):
* Testom oralnog opterecenja sa 75 g glukoze (OGTT) ispitat ¢e se postojanje
oStecene tolerancije glukoze ili Secerne bolesti nakon 4 tjedna od pocetka akutne
upale guSterace u skupini oboljelih. Klasifikacija glikemije odredit ¢e se sukladno

kriterijima Svjetske zdravstvene organizacije (v. Tablica 1).
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3.3. METODE
3.3.1. Laboratorijske analize

Rutinske laboratorijske analize uCinjene su tijekom klini¢ke obrade oboljelih u

Centralnom laboratoriju Klini¢kog bolnickog centra Split, a specifi¢ni biokemijski biljezi
(ADMA, NT, 8-OH-dG i fruktozamin) u Klinickom zavodu za medicinsku biokemiju i
laboratorijsku medicinu Klini¢ke bolnice ,,Merkur* u Zagrebu.
Hematoloske pretrage krvi ukljuuju analizu broja leukocita (L), eritrocita (E),
hemoglobina (Hgb), hematokrita (Htc). Biokemijske pretrage ukljucuju analizu
koncentracije natrija (Na), kalija (K), kalcija (Ca), glukoze (GUP), inzulina (Inz), C-
peptida, C-reaktivnog proteina (CRP), ukupnog 1 konjugiranog bilirubina, laktat
dehidrogenaze (LDH), aspartat aminotransferaze (AST), alanin aminotransferaze (ALT),
gama glutamil transpeptidaze (GGT), alkalne fosfataze (ALP), amilaze i lipaze rutinskim
laboratorijskim postupcima, te izra¢un indeksa inzulinske rezistencije HOMA-IR prema
formuli: GUP-natastex Inzulin-nataste/22.,5.

AsimetriCni dimetilarginin (ADMA) u serumu je odredivan kompetitivhom
enzim-imunokemijskom analizom s deklariranim ocekivanim vrijednostima u rasponu
0,40-0,75 umol/L i osjetljivos¢u 0,05 umol/L. Reakcija se odvija na mikrotitarskoj
plocici, €ije jazice su impregnirane molekulama ADMA. Acilirana ADMA iz uzorka
seruma natjece se s molekulama ADMA vezanim za jaZice za fiksnu koli¢inu zecjih anti-
ADMA antitijela iz reagensa. Nakon zavrSetka reakcije antigen-antitijelo, viSak
slobodnog antigena i antitijela uklanja se iz jaZica ispiranjem, a ostatak antitijela, ¢vrsto
vezan za molekule ADMA fiksirane na jaZicama detektira se pomoc¢u sekundarnog anti-
zeCjeg IgG-antitijela obiljeZzenog peroksidazom. Dodatkom kromogenog substrata (TMB-
3,30,5,50-tetrametilbenzidin) razvija se boja, ¢iji se intenzitet mjeri spektrofotometrijski
(450 nm), a obrnuto je razmjeran koncentraciji ADMA u uzorku seruma. Koncentracija
se oCitava iz ne-linearne kalibracijske krivulje u 6 to¢aka (standardi ADMA: 0; 0,1; 0,3;
0,6; 1,0 1 5,0 umol/L), koja se radi sa svakom analitickom serijom, kao i kontrola
kvalitete u dvije koncentracijske razine za koju se Kkoriste komercijalni kontrolni
materijali (DLD Diagnostika GmbH, Hamburg, Njemacka). Uzorci seruma bili su
odvojeni od stani¢nog dijela krvi centrifugiranjem (15 min, 3000 o/min) te pohranjeni u

ledenici do mjerenja ADMA (-20°C, 30-60 dana), u skladu sa specifikacijom proizvodaca.
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Opticka gustoca ocitana je na spektrofotometru StatFax1200 (Awareness Technology,

SAD).

Nitrotirozin (NT) u serumu je odredivan kompetitivnom enzim-imunokemijskom
analizom s deklariranim mjernim rasponom 1,95 nmol/L — 8,0 umol/L (OxiSelect™
Nitrotyrosine ELISA Kit, CellBiolabs Inc, SAD). Metoda je namijenjena mjerenju
koncentracije nitrotirozina u uzorcima bioloSkog materijala koji sadrze proteine (stani¢ni
lizat, proCis¢eni proteini, serum, plazma). Analiticki protokol sastoji se od dodatka
uzoraka bioloSkog materijala u jazice mikrotitarske ploCice presvucene nitriranim
govedim albuminom. Nakon kratkotrajne inkubacije doda se nitrotirozinsko zecje
poliklonsko antitijelo, a nakon ispiranja nevezanih komponenti sekundarno antitijelo
obiljezeno peroksidazom. Oksidacijom kromogenog substrata djelovanjem peroksidaze
iz vezanog sekundarnog antitijela razvija se boja, Ciji intenzitet se mjeri
spektrofotometrijski (450 nm), a obrnuto je razmjeran koncentraciji NT u uzorku.
Koncentracija se o€itava iz ne-linearne kalibracijske krivulje u 6 tocaka (standardi NT:
1,95; 7,81; 31,25; 125; 500 1 2000 nmol/L), koja se radi sa svakom analitickom serijom,
kao 1 kontrola kvalitete u dvije koncentracijske razine za koju se koriste komercijalni
kontrolni materijali (CellBiolabs Inc, SAD). Uzorci seruma bili su odvojeni od stani¢nog
dijela krvi centrifugiranjem (15 min, 3000 o/min) te pohranjeni u ledenici do mjerenja
NT (-20°C, 30-60 dana), u skladu sa specifikacijom proizvodaca. Opticka gustoca ocCitana
je na spektrofotometru StatFax1200 (Awareness Technology, SAD). Prema nedavno
objavljenim literaturnim podacima, ocekivana koncentracija NT u serumu krece se u

rasponu od 1,95 do 16,0 nmol/L [96].

Fruktozamin u serumu je odredivan automatiziranom kolorimetrijskom metodom
s nitro-blue-tertrazoliumom - NBT (Integra 400-Plus, Roche Diagnostics, SAD). Metoda
se temelji na reducirajuim svojstvima fruktozamina u alkalnim uvjetima, pri kojima
dolazi do proporcionalne redukcije NBT-a, Sto se prati promjenom absorbancije na 530
nm. S obzirom na disproteinemiju koja prati akutni pankreatitis, rezultati su normalizirani
na koncentraciju ukupnih serumskih proteina pomocu formule:

Fruktozamin-korigirani (umol/g proteina) = fruktozamin (umol/L) x 72/ serumski proteini (g/L).
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8-OHdG, oksidativni produkt DNA, je mjeren u urinu kompetitivnom enzim-
imunokemijskom analizom s deklariranim mjernim rasponom 0,5 - 200 ug/L (JalCA-
Japan Institute for the Control of Ageing, Niken, Japan). Metoda je namijenjena mjerenju
koncentracije 8-OHdG u uzorcima urina, a dostupna je i modifikacija za mjerenje 8-
OHdG u uzorcima seruma/plazme. Analiti¢ki protokol sastoji se od dodatka uzoraka
urina u jazice mikrotitarske ploCice presvuCene molekulama 8-OHdAG. Nakon
kratkotrajne inkubacije doda se primarno anti-8-OhdG poliklonsko antitijelo, a nakon
ispiranja  nevezanih komponenti sekundarno anti-miSje antitijelo  obiljeZeno
peroksidazom. Oksidacijom kromogenog substrata (TMB- 3,30,5,50-tetrametilbenzidin)
djelovanjem peroksidaze iz vezanog sekundarnog antitijela razvija se boja, Ciji intenzitet
se mjeri spektrofotometrijski (450 nm), a obrnuto je razmjeran koncentraciji 8-OhdG u
uzorku. Koncentracija se ocitava iz ne-linearne kalibracijske krivulje u 6 tocaka
(standardi 8-OHdG: 0.,5; 2,0; 8,0; 20,0; 80,0 i 200 ug/L), koja se radi sa svakom
analitickom serijom, kao i kontrola kvalitete u dvije koncentracijske razine za koju se
koriste komercijalni kontrolni materijali (JaICA-Japan Institute for the Control of Ageing,
Niken, Japan). Uzorci urina bili su pohranjeni u ledenici do mjerenja 8-OHdG (-20°C,
30-60 dana). Nakon otapanja, uzorci su bili promuckani na muckalici (vortex),
centrifugirani (10 min, 3000 o/min) 1 bistri supernatans koriSten za analizu, sukladno
specifikaciji proizvodaca. OptiCka gustoCa ocCitana je na spektrofotometru StatFax1200
(Awareness Technology, SAD). Rezultati su normalizirani na koncentraciju kreatinina u
istom uzorku urina pomoc¢u formule:

8-OHdG/kreatinin (ug/mmol) = 8-OHdG (ug/L) / kreatinin u urinu (mmol/L)

Prema nedavno objavljenim literaturnim podacima, ocCekivana koncentracija 8-OHdG u

urinu krece se u rasponu 1.06 + 0.83 pg/mmol [97].
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3.3.2. Statisticka analiza

Svi podaci su uneseni u tablicu nacinjenu u programu Microsoft Excel.
Kontinuirane varijable su prikazane kao aritmeticka sredina 1 standardna devijacija
(SV+SD). Kolmogorov-Smirnovljev test je koriiten za testiranje distribucije podataka. X
testom je ispitana razlika medu grupama. Usporedba izmedu kontrolne skupine i skupine
oboljelih za prvo mjerenje je analizirana Studentovim t-testom za normalno distribuirane
podatke, a Mann Whitney U-testom za neparametrijske podatke. Pearsonovim testom
korelacije odredena je povezanost izmedu kontinuiranih varijabli. Razlika u varijablama
unutar skupine oboljelih za prvo, drugo i tre¢e mjerenje testirano je analizom varijance
(ANOVA) s odgovarajué¢im post-hoc testom. U svim analizama vrijednost P<0.05 smatra
se statisticki znacajnom. Rezultati su prikazani u tablicama i slikama. Cjelokupna
statistiCka obrada napravljena je pomoc¢u SPSS statistiCkog paketa za Windows, verzija

16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

3.3.3. Eticka nacela

Ispitivanje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo Klini¢kog bolnickog centra Split i
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu. Sva ispitivanja su provedena prema
smjernicama koje omogucuju pravilno provodenje ispitivanja i sigurnost osoba koje su
sudjelovale u ovom znanstvenom ispitivanju-ukljucujuc¢i Osnove dobre klinicke prakse,
Helsinsku deklaraciju te Zakon o zdravstvenoj zaStiti Republike Hrvatske. Obavijest za
ispitanike 1 pisana suglasnost u€injene su u skladu sa Zakonom o zdravstvenoj zastiti
Republike Hrvatske (NN 121/03) 1 zakonom o =zaStiti prava pacijenata Republike
Hrvatske (NN 169/04).
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4. REZULTATI

4.1. Demografske, antropometrijske i klinicke karakteristike ispitanika

Kontrolnu skupinu i skupinu oboljelih ¢ini po 40 ispitanika muskog spola. Svi
ispitanici su stariji od 18 godina.
Ustanovljena je statisticki znacajna razlika izmedu dvije ispitivane skupine za opseg
struka (OS); (t=2,21; P=0,03) i vrijednost sistolickog arterijskog tlaka (RRy); (t=2.05;
P=0,045), dok za ostale parametre: srednja dob; (t=0,315; P=0,775), indeks tjelesne mase
(ITM); (t=0,790; P=0,432), opseg bokova (OB); (t=1,21; P=0,228) 1 vrijednost
dijastolickog arterijskog tlaka (RRp); (t=1,21; P=0,554) nije bilo razlika (t-test, Tablica
2).

Tablica 2. Demografske i antropometrijske karakteristike ispitanika u kontrolnoj skupini i
skupini oboljelih prvog dana hospitalizacije.

Skupina
Kontrola Oboljeli P
(SV+SD) (SV+SD)
Dob (g) 61,33+2,53 60,07+3,11 0,755
ITM (kg/m®) 27,3+39 2649 0,432
OS (cm) 90+18 98+16 0,030
OB (cm) 97439 102,6+13 0,228
RRy (mmHg) 12549 130£15,6 0,045
RR, (mmHg) 82+8 82,248 0,554

t-test
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Od 40 ispitanika u skupini oboljelih, samo jedan ispitanik razvio je znakove
lokalnih komplikacija u vidu pankreasne nekroze, dok je kod ostalih klinicki tijek bolesti
ukazivao na blagi oblik akutnog pankreatitisa prema revidiranim Atlanta kriterijima [114].

Uz stalnu kontrolu arterijskog tlaka zbog opasnosti od hipotenzije, pacijenti su bili
tretirani nadoknadom tekuéine u prva 24 sata uz pracenje acidobaznog statusa.
Sporadi¢no su, u epizodama jafih bolova, bili primjenjivani analgetici s centralnim
djelovanjem (tramadol, pentazocin). Redukcija egzokrine sekrecije gusterace,
eliminacijom podrazaja za izlu¢ivanje pankreasnog soka, postignuta je aplikacijom

nazogastricne sonde. Tijekom prvih 48 sati bolesnici nisu primali nista na usta.
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4.2. Biokemijski i upalni pokazatelji akutnog pankreatitisa

Akutni pankreatitis karakterizira porast jetrenih i guSteraCnih enzima te sustavna
upalna reakcija organizma. Vrijednosti laktat dehidrogenaze (LDH), aspartat
aminotransferaze (AST) 1 alanin aminotransferase (ALT) su rutinski biokemijski
pokazatelji hepatocelularne nekroze. Potvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu
dvije ispitivane skupine za sva tri pokazatelja (Tablica 3). Aritmeticka sredina vrijednosti
LDH je za 150 U/L veéa u skupini oboljelih nego u kontrolnoj skupini ispitanika
(t=3,469; P=0,0017), aritmeticka sredina vrijednosti AST je za 190,1 U/L (t=3,477;
P=0,0017), dok je aritmeticka sredina vrijednosti ALT za 264,53 U/L veéa u skupini
oboljelih nego u kontrolnoj skupini ispitanika (t=3,253; P=0,003).

Tablica 3. Pokazatelji hepatocelularne nekroze i kolestaze, guSteracnih enzima i upalnih biljega
u kontrolnoj skupini i skupini oboljelih prvog dana hospitalizacije.

Skupina
Kontrola Oboljeli P
(SV+SD) (SV+SD)
LDH (U/L) 147+10 297+41.8 0,0017
AST (U/L) 15,8+1,7 205,9+54,6 0,0017
ALT (U/L) 1647+2,24 281+81,3 0,003
ALP (U/L) 88,246 168,5+34,97 0,024
GGT (U/L) 24,13+1,8 391,3+80,03 <0,001
Amilaza (U/L) 39,73+4,16 1175280 <0,001
Lipaza (U/L) 20,73+4,29 2342+600 <0,001
L (x10%) 640,51 13,3+1,14 <0,001
CRP (mg/dl) 2,7+0,65 50,27+15,2 0,041

I-test
Vrijednosti alkalne fosfataze (ALP) i gama glutamil transpeptidaze (GGT) se
koriste kao biokemijski pokazatelji kolestaze, te je t-testom potvrdena statisticki znacajna

razlika izmedu dvije ispitivane skupine za oba pokazatelja. AritmetiCka sredina
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vrijednosti ALP je za 80,2 U/L veéa u skupini oboljelih nego u kontrolnoj skupini
ispitanika (t=2,427; P=0,024), dok je aritmeticka sredina vrijednosti GGT za 367,17 U/L
veca u skupini oboljelih nego u kontrolnoj skupini ispitanika (t=4,587; P<0,001).

Kao vrlo osjetljivi i specificni biokemijski pokazatelji destrukcije tkiva gusterace i
definitivne dijagnoze pankreatitisa, vrijednosti amilaze i lipaze u serumu se svakodnevno
rutinski koriste. I u ovom istrazivanju potvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu
dvije ispitivane skupine (t-test, Tablica 3). Aritmeticka sredina vrijednosti aktivnosti
amilaze je za 1135,27 U/L veca u skupini oboljelih nego u kontrolnoj skupini ispitanika
(t=4,05; P<0,001), dok je, isto tako, aritmeticka sredina vrijednosti lipaze za 2321,27 U/L
veca u skupini oboljelih nego u kontrolnoj skupini ispitanika (t=3,874; P<0,001).

Akutna upala gusSterace pracena je sustavhom upalnom reakcijom organizma.
Srednja vrijednost broja leukocita je za 7,3x10°/L veéa u skupini oboljelih nego u
kontrolnoj skupini ispitanika (t=5,835; P<0,001), dok je srednja vrijednost CRP-a za
47,57 veca u skupini oboljelih nego u kontrolnoj skupini ispitanika (t=3,12; P=0,041, t-
test, Tablica 3).

4.3. Hormonsko-biokemijski pokazatelji vazni za metabolizam ugljikohidrata

Akutni pankreatitis uzrokuje poremecaj regulacije glikemije. Usporedili smo
najvaznije hormonsko-biokemijske pokazatelje regulacije glikemije u kontrolnoj skupini 1
skupini oboljelih u tri navrata: prvo mjerenje je u¢injeno unutar 24 sata (P1), drugo nakon
48 sati (P2) i tre¢e 10. dana od prijema u bolnicu (P3). U odnosu na kontrolnu skupinu, u
skupini oboljelih ustanovljene su statisticki znacCajne razlike za vrijednosti glukoze u
plazmi (GUP) i fruktozamina u sva tri mjerenja te C-peptida samo u treCem mjerenju
(Tablica 4). Medijan koncentracije glukoze bio je za 1,2 mmol/L, 1,7 mmol/L i 1,7
mmol/L visi u odnosu na kontrolu u P1, P2 i P3 mjerenju (P<0,001 u svim mjerenjima;
Mann-Whitney U-test). Medijan koncentracije fruktozamina bio je za 33 pmol/g, 24
umol/g 1 15 pmol/g visi u odnosu na kontrolu u P1, P2 i P3 mjerenju (P<0,001 za P1 1
P2; P=0,017 za P3;Mann-Whitney U-test). Nismo utvrdili statisti¢ki znacajnu razliku
vrijednosti inzulina (P=0,085; 0,171; 0,137) te HbAlc (P=0,093; - ; 0,154) niti u jednom

mjerenju, dok su vrijednosti C-peptida bile u tre¢em mjerenju vise u odnosu na kontrolu
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za 0,19 nmol/L (P=0,001). Vrijednosti HOMA-IR statisti¢ki su se znacajno razlikovale

samo u tre¢em mjerenju u usporedbi s kontrolnim vrijednostima (P=0,0014).

Tablica 4. Vrijednosti pokazatelja glukoregulacije i endokrine funkcije gusterace: glukoza (GUP),
fruktozamin (FRUKT), HbA,., inzulin, C-peptid i HOMA-IR u kontrolnoj skupini i skupini
oboljelih tijekom promatranog razdoblja (P1=unutar 24 sata, P2= nakon 48 sati i P3=10. dan

hospitalizacije).
Skupina
Kontrola Oboljell
P1 P2 P3
GUP (mmol/L) 4,6 5,8* 6,3* 6,3*
(2,9-5,9) 3,7-15,8) (4,1-26,3) (4,5-23,6)
INZ (pmol/L) 71 47,5 41,9 85
(19,6-239,3) (4,7-305) (2,2-435) (6,5-587)
C-peptid (nmol/L) 0,82 0,59 0,81 1,1%*
(0,4-1,93) (0,01-3,83)  (0,21-3,81)  (0,22-4,06)
FRUKT (pmol/g) 221 254* 245* 236%**
(199-298) (185-401) (178-490) (189-419)
HbA /. (%) 5,1 5,3 - 5,65
(4,7-5,3) (4,9-5,6) (4,7-5,7)
1,30 1,17 1,20 1,69%***

HOMA-IR (1/1) (0,38-2,92)  (0,36-5,99)  (0,38-7,52)  (0,43-27,80)

Medijjan (min-max), Mann-Whitney U-test: *P<0,001; **P=0,001; ***P=0,017; ****P=0,0014
vs. kontrola

Statisticka analiza hormonsko-biokemijskih pokazatelja regulacije glikemije u
skupini oboljelih kroz vrijeme razotkrila je znaCajnu dinamiku promjena u
koncentracijama inzulina, C-peptida i fruktozamina, pri ¢emu su koncentracije inzulina
i C-peptida rasle, a koncentracije fruktozamina padale tijekom oporavka od akutnog
pankreatitisa, dok se vrijednosti glukoze u plazmi nisu znacajno mijenjale (Tablica 5,
Slika 4 1 5). Nije dokazana statisticki znacajna razlika vrijednosti glukoze u plazmi

(GUP) u promatranom razdoblju (X°=0,525; P=0,769). Zna¢ajna dinamika inzulina kroz
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vrijeme (x’=10,2; P=0,006) posljedica je znadajnog porasta koncentracije na 10. dan
hospitalizacije, u odnosu na pocetne i kontrolne vrijednosti nakon 48 sati (Z=2,8,
P=0,005 1 Z=3, P=0,002). Vrijednost inzulina nakon 48 sati se nije statisticki znac¢ajno
razlikovala od vrijednosti mjerene pri prijemu (Z=0,339, P=0,734).

Tablica 5. Vrijednosti pokazatelja glukoregulacije i endokrine funkcije gusterace: glukoza (GUP),
fruktozamin (FRUKT), HbA,., inzulin, C-peptid i HOMA-IR u skupini oboljelih tijekom
promatranog razdoblja (P1=unutar 24 sata, P2= nakon 48 sati i P3=10. dan hospitalizacije).

Oboljeli P
P1 P2 P3
GUP (mmol/L) 5.8 6,3 6,3 0,769
(3,7-15,8) (4,1-26,3) (4,5-23,6)
INZ (pmol/L) 47,5 41,9 85 0,006
(4,7-305) (2,2-435) (6,5-587)
C-peptid (nmol/L) 0,59 0,81 1,1 <0,001
(0,01-3,83)  (0,21-3,81) (0,22-4,06)
FRUKT (umol/g) 254 245 236 <0,001
(185-401) (178-490) (189-419)
HbAlc (%) 5,3 - 5,65 0,462*
(4,9-5,6) (4,7-5,7)
HOMA-IR (1/1) 1,17 1,20 1,69 0,095
(0,36-5,99)  (0,38-7,52)  (0,43-27,80)

Medijan (min-max), Friedman test, *Wilcoxon test

Sli¢nu dinamiku pokazuje C-peptid €ija se koncentracija statisticki znacajno mijenjala
s vremenom mjerenja. (X°=17,4; P<0,001). Medijan C-peptida je porastao nakon 10 dana
za 0,3 nmol/L u odnosu na vrijednosti mjerene nakon 48 sati (Z=3,6, P<0,001) i za 0,49
nmol/L nego kod prijema u bolnicu (Z=2,0, P=0,044), dok se nakon 48 sati nije statisticki
znacajno razlikovala u odnosu na pocetnu vrijednost (Z=1,38, P=0,166). Znacajna
dinamika koncentracija fruktozamina kroz vrijeme (X°=15,1; P<0,001) rezultat je pada

vrijednosti nakon 48 sati (Z=2,74, P=0,006) i 10. dana hospitalizacije u odnosu na
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pocetnu vrijednost (Z=2,8, P=0,005), dok se koncentracije fruktozamina nakon 48 sati i
10. dana hospitalizacije nisu znacajno razlikovale (Z=1,21; P=0,222). Takoder, nije
nadena statistiCki znaCajna razlika u koncentraciji HbAlc na pocetku i 10. dana

hospitalizacije (Wilcoxon-test; Z=0,735; P=0,462).
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Slika 4. Pokazatelji glukoregulacije u kontrolnoj skupini
i skupini oboljelih tijekom promatranog razdoblja.
A. Glukoza u plazmi-GUP (mmol/L): ¥*P<0,001 vs. Kontrola
B. Fruktozamin-FRUKT (umol/g): #P<0,001 vs. Kontrola; #P<0,01 vs. Oboljeli-P1
Pl= unutar 24 sata; P2=48 sati; P3= 10. dan hospitalizacije zbog akutnog pankreatitisa.
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Slika 5. Vrijednosti inzulina i C-peptida u kontrolnoj skupini
i skupini oboljelih tijekom promatranog razdoblja.
A. Inzulin-INZ (pmol/L): ¥*P<0,01 vs. Kontrola; #P=0,002 vs. P2; ¥P=0,005 vs. P1
B. C-peptid (nmol/L): *P=0,001 vs. Kontrola; #P<0,01 vs. P2; 1P=0,044 vs. P1
Pl= unutar 24 sata; P2=48 sati; P3= 10. dan hospitalizacije zbog akutnog pankreatitisa.
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4.4. Oksidativni i dusicni stres u akutnom pankreatitisu

Oboljeli od akutnog pankreatitisa imali su znaCajno viSe koncentracije nitrotirozina u
serumu od zdravih kontrola, 1 to kako neposredno nakon primanja u bolnicu, tako i
nakon 48 sati 1 10. dana hospitalizacije (Tablica 6, Slika 6). Medijan koncentracija
nitrotirozina gotovo je peterostruko veci od zdravih kontrola u sva tri mjerenja, Sto
upucuje na visoku razinu oksidativno-dusi¢nog stresa u akutnom pankreatitisu.

Koncentracija 8-OHdG u mokrac¢i bila je znaCajno viSa na pocetku 1 10. dana
hospitalizacije, dok razlika vrijednosti nakon 48 sati, nije dosegnula razinu statisticke

znacajnosti u odnosu na vrijednosti izmjerene u mokraci zdravih kontrola (Tablica 7,

Slika 6).

Tablica 6. Vrijednosti nitrotirozina (NT) i 8-hidroksi-gvanozina (8-OHdG) u kontrolnoj skupini i
skupini oboljelih tijekom promatranog razdoblja (P1=unutar 24 sata, P2= nakon 48 sati i P3=10.

dan hospitalizacije).

Skupina
Oboljeli
Kontrola
P1 P2 P3

NT (nmol/L) 2,73 17,80% 17,34* 18,66*
(1,85-9) (1,95-30,00) (1,95-27,17) (1,65-63,72)

8-OHdG 0,70 0,97%* 0,84 1,03*
(pg/mmol) (0,32-1,44) (0,35-2,89) (0,33-2,95) (0,39-4,52)

medijan (min-max ); Mann-Whitney U-test *P<0,001, **P=0,008 vs. Kontrola

U skupini oboljelih od akutnog pankreatitisa nije dokazana statisticki znacajna razlika
vrijednosti nitrotirozina ()(2:0,729; P=0,694), kao ni statisticki znacajna razlika
vrijednosti 8-OHdG izmedu pocetnoga mjerenja unutar 24 sata, nakon 48 sati i nakon 10

dana od primitka u bolnicu (x*=3,12; P=0,209).
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Slika 6. Pokazatelji oksidativnog (8-hidroksi-deoksiguanozin, 8-OhdG) i duSicnog
(nitrotirozin, NT) stresa u kontrolnoj skupini i skupini oboljelih

tijekom promatranog razdoblja.

A. 8-OHdG u urinu (ug/mmol): *P<0,01 vs. Kontrola

B .NT u serumu (nmol/L): *P<0,001 vs. Kontrola

P1= unutar 24 sata; P2=48 sati; P3=10. dan hospitalizacije zbog akutnog pankreatitisa.
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4.5 Asimetri¢ni-dimetilarginin (ADMA)

Akutni  pankreatitis  uzrokuje = smanjenje  koncentracije  asimetri¢nog
dimetilarginina (ADMA) u serumu (Tablica 7, Slika 7). Mann-Whitney U-testom
potvrdena je statisticki znaCajna razlika u vrijednostima asimetricnog dimetilarginina
(ADMA) izmedu ispitanika skupine oboljelih neposredno nakon primanja u bolnicu (P1)
1 kontrolne skupine (A-ADMA= -0,16 umol/L, Z=3,77; P<0,001).

Tablica 7. Vrijednosti ADMA u kontrolnoj skupini i skupini oboljelih tijekom promatranog

razdoblja (P1=unutar 24 sata, P2= nakon 48 sati i P3=10. dan hospitalizacije).

Skupina
Oboljeli
Kontrola
P1 P2 P3
ADMA (pmol/L) 0,7 0,54* 0,57*%* 0,59%%*
(0,49-1,33) (0,33-1,33) (0,28-1,2) (0,34-1,16)

medijan (min-max ); Mann-Whitney U-test ¥*P<0,001, **P=0,004, ***P=0,029 vs. Kontrola

Znacajna razlika u koncentraciji ADMA u odnosu na kontrolnu skupinu uoc¢ava se
u skupini oboljelih i 48 sati (P2) i 10. dana (P3) hospitalizacije (A-ADMA= -0,13
umol/L; Z=2,9; P=0,004 A-ADMA=-0,11 umol/L; Z=2,2; P=0,029),

U skupini oboljelih od akutnog pankreatitisa uocena je znacajna dinamika
koncentracije ADMA kroz vrijeme (x*=8,5; P=0,014). Vrijednost ADMA nakon 48 sati
nije se statisticki znacajno razlikovala od vrijednosti mjerene pri dolasku (Z=1,64;
P=0,100), no 10. dana hospitalizacije medijan ADMA je porastao za 0,02 pmol/L u
odnosu na vrijednosti mjerene nakon 48 sati (Z=2,0; P=0,044), odnosno za 0,05 pmol/L u

odnosu na vrijednosti izmjerene kod prijema u bolnicu (Z=3,2; P=0,002).
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Slika 7. Promjene vrijednosti ADMA-e tijekom akutnog pankreatitisa
*P<0,05 vs. kontrola; #P=0,044 vs. P2; +P=0,002 vs. P1

Pl= unutar 24 sata; P2=48 sati; P3= 10. dan hospitalizacije zbog akutnog pankreatitisa.
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Linearnom regresijskom analizom uoc¢ena je znacajna negativna povezanost fruktozamina

(r=-0,3621, P=0,0028) i ADMA-e u skupini oboljelih u sva tri mjerenja (Slika 8).
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Slika 8. Odnos ADMA i fruktozamina u skupini oboljelih od akutnog pankreatitisa (r=-0,3621,
P=0,0028).

4.6. OGTT nakon akutnog pankreatitisa

Oralni test opterecenja sa 75 g glukoze (0oGTT) je ucinjen kod oboljelih od
akutnog pankreatitisa 30 dana nakon primitka u bolnicu. Od ukupno 40 ukljucenih
ispitanika, njih 33 je zavrsilo test. Klasifikacija glikemije izvrSena je sukladno kriterijima
Svjetske zdravstvene organizacije [71]. Kod 12 ispitanika (36,3%) naden je poremecaj
tolerancije glukoze, dok je 8 ispitanika (24,2%) imalo manifestnu Secernu bolest.

Rezultati nisu graficki prikazani.
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4.7. ADMA, NT i 8-OHdG u patofiziologiji Seéerne bolesti nakon akutnog

pankreatitisa

Potvrdena je statisti¢ki znacajna razlika u vrijednostima ADMA, nitrotirozina 1 8-

OHdG u treCem mjerenju, odnosno deset dana nakon primanja u bolnicu, izmedu

ispitanika nakon preboljelog akutnog pankreatitisa s normoglikemijom 1 onih s

poremeenom tolerancijom glukoze (A-ADMA = -0,12 pmol/L, P=0,041;
nitrotirozin=12,56 nmol/L, P=0,040; A-80hdG=0,29 pg/mmol, P=0,032; Tablica 8).

A-

Tablica 8. Usporedba vrijednosti ADMA u skupini ispitanika s preboljelim pankreatitisom

klasificiranih prema nalazu oGTT u skupinu normoglikemije (GUP-120 min <7,8 mmol/L) i

hiperglikemije (GUP-120 min >7,8 mmol/L).

P1
P2
P3

P1
P2
P3

P1
P2
P3

Oboljeli od akutnog pankreatitisa

Normoglikemija Hiperglikemija P
(N=13) (N=20)
ADMA (pmol/L)
0,58(0,33-0,85) 0,50(0,37-1,33) 0,101
0,69(0,28-1,2) 0,55(0,31-0,99) 0,118
0,67(0,49-1,16) 0,55(0,34-0,71) 0,041
NT (nmol/L)
12,06 (1,95-25,78) 18,97 (1,95-30,05) 0,153*
12,44 (1,95-27,17) 16,91 (11,81-27,17) 0,192
9,77 (4,29-19,4) 22,32 (5,79-26,58) 0,040
8-OhdG (pg/mmol)

0,92 (0,41-1,51) 0,97 (0,35-2,26) 0,500*
0,77 (0,58-1,89) 0,91 (0,33-2,45) 0,299
0,92 (0,39-1,31) 1,21 (0,46-4,52) 0,032

medijan (min-max ); Mann-Whitney U-test

Pl= unutar 24 sata; P2=48 sati; P3= 10. dan hospitalizacije zbog akutnog pankreatitisa.

54



5. RASPRAVA

Cilj ovog istrazivanja bio je wutvrditi dinamiku stvaranja asimetri¢nog
dimetilarginina (ADMA) tijekom akutne upale gusterace te utvrditi utjecaj ADMA-e na
stanje oksidativnog i duSi¢noga stresa te poremecaj tolerancije glukoze koji se javlja kao
posljedica pankreatitisa.

Posljednjih godina akutni pankreatitis postao je znaCajan zdravstveni problem.
Prosjecna Zivotna dob prve epizode akutne upale guSterae je 53 godine. Prosjecna
Zivotna dob nasih bolesnika bila je 60 godina. Mnogobrojna epidemioloska istraZivanja
upucuju na znacajno povecanje ucestalosti akutne upale guSterace u zapadnim zemljama
svijeta. UvrijeZeno je miSljenje kako glavne uzroke tog povecanja predstavlja povecanje
incidencije pretilosti 1 porast potroSnje alkohola u opcoj populaciji. Kako bismo to
provjerili, svim naSim ispitanicima uzeli smo anamnesticke podatke 1 razne
antropometrijske pokazatelje. Analizom antropometrijskih pokazatelja poput tjelesne
visine, tjelesne tezine i indeksa tjelesne mase (ITM) nismo ustanovili statisticki znacajnu
razliku izmedu kontrolne skupine zdravih ispitanika i skupine oboljelih od akutnog
pankreatitisa. Obje skupine ispitanika imale su ITM veéi od 25 kg/m’, $to u
populacijskim istraZivanjima oznacava prekomjernu tjelesnu teZinu. Prosjec¢ni I'TM kod
ispitanika s pankreatitisom bio je 26+4,9, dok je kod kontrolnih ispitanika bio 27+3.9.
Meta-analiza koju su proveli Hong S. 1 suradnici pokazala je kako pretilost zapravo nije
povezana s povecanom ucestaloS¢u obolijevanja od akutne upale guSterace, ali kako
pretili bolesnici s akutnom upalom guSterace imaju vecu ucestalost lokalnih 1 sistemskih
komplikacija, kao 1 veéi mortalitet [98]. Od 40 ispitanika s akutnim pankreatitisom
ukljuCenih u ovo istraZzivanje, samo jedan je imao teZu lokalnu komplikaciju u vidu
pankreasne nekroze, dok su ostali imali blazi tijek bolesti. Od ostalih antropometrijskih
pokazatelja samo se vrijednost sistolickog arterijskog tlaka statisticki znacajno
razlikovala medu grupama, pri ¢emu je prosjecna vrijednost sistolickog tlaka bila za 5
mmHg veca u skupini s pankreatitisom. Ova razlika najvjerojatnije je uvjetovana

pojavom znacajne boli koja je ujedno i jedan od glavnih simptoma upale gusterace.
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I pretilost 1 pretjerano konzumiranje alkoholnih pi¢a pridonose stvaranju Zucnih
kamenaca koji se ujedno i smatraju najznacajnijim etioloSkim ¢imbenikom nastanka
akutne upale guSterace. Mehanizam kojim Zucni kamenci uzrokuju nastanak upale
guSteraCe nije u potpunosti razjaSnjen, ali prema hipotezi zajednickoga Zucnog voda
smatra se kako Zu¢ni kamenci uzrokuju blokadu protoka Zuci Sto dovodi do razaranja
tkiva guSterace zbog povecanja intraduktalnog tlaka, djelovanja Zu¢nih soli i guSteracnih
enzima. Blokada protoka Zuc¢i odnosno jetrena kolestaza uzrokuje posljedi¢no povecanje
koncentracije jetrenih enzima, dok razaranje tkiva guSterace djelovanjem Zucnih soli 1
aktivacija zimogena uzrokuje povecanje koncentracije serumske razine guSteracnih
enzima [1].

Blokada protoka Zuci i oSteCenje acinarnih stanica guSteraCe koji se dogadaju
tijekom opstrukcije zajedni¢kog ZuCnog i1 pankreaticnog voda Zucnim kamencem,
karakterizirana je znaCajnim porastom jeterenih aminotransferaza i guSteraCnih enzima.
Nekroza acinarnih stanica guSterae uzrokuje oslobadanje amilaze 1 lipaze koje se
rutinski koriste kao vrlo osjetljivi 1 specifi¢ni biokemijski pokazatelji oSteCenja guSterace.
T-testom smo potvrdili statisticki znacajnu razliku izmedu dvije ispitivane skupine.
Srednja vrijednost serumske razine amilaze bila je za 113527 U/L veca u skupini
pankreatitisa, dok je srednja vrijednost serumske razine lipaze bila za 2321,27 U/L veca u
skupini oboljelih, Sto potvrduje dijagnozu akutne upale guSterace. Prosjecne vrijednosti
pokazatelja kolestaze poput alkalne fosfataze (ALP) 168,5+3497 1 gama glutamil
transpeptidaze (GGT) 391,3+80,03 bile su statisticki znacajno vece u skupini oboljelih
nego u kontrolnoj skupini ispitanika, Sto govori u prilog Zu¢nim kamencima kao
etioloSkom ¢imbeniku nastanka upale guSterace u nasem uzorku bolesnika.

Ostecenje acinusnih stanica oslobada mnogobrojne vazoaktivne posrednike (NO,
endotelin) i1 citokine (interleukini, TNF-alfa, faktor aktivacije trombocita-PAF) [43].
Oslobodeni posrednici poticu povecanu endotelijsku ekspresiju adhezijskih molekula 1
aktivaciju leukocita. Oslobadanjem istih medijatora u endotelu potice se vazokonstrikcija,
zgruSavanje 1 povecanje propusnosti krvoZzilne stijenke Sto dovodi do poremecaja
mikrocirkulacije. Leukocitno-endotelijska interakcija nizega afiniteta odvija se preko
selektina, adhezija vecega afiniteta odvija se putem integrina i intracelularne adhezijske

molekule (ICAM-1) nakon Cega nastupa leukocitna infiltracija tkiva 1 guSteracna upala.
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Istrazivanje Rau B. i suradnika pokazalo je kako u induciranom teSkom obliku akutnog
pankreatitisa induciranom taurokolatom neutrofilni leukociti putem TNF-o ovisnog
mehanizma uzrokuju apoptozu i nekrozu acinarnih stanica guSterace. Blokada adhezije
neutrofilnih leukocita monoklonskim protutijelima usmjerenim na ICAM-1 znacajno
smanjuje oSteCenje guSteraCe te oslobadanje i1 aktivaciju zimogenih enzima [99]. I kod
nasSih bolesnika ustanovili smo statisticki znacajnu razliku vrijednosti upalnih ¢imbenika
poput leukocita (L) i C-reaktivnog proteina (CRP). Srednja vrijednost broja L bila je za
7,3x10%/L, dok je srednja vrijednost CRP-a bila za 47,57 mg/dl veéa u skupini oboljelih,
potvrdujuci kako tijekom akutne upale guSterace dolazi do izrazite leukocitoze i znacajne
upalne reakcije. Istrazivanje Imamura T. 1 suradnika je pokazalo kako vrijednosti CRP-a
tijekom akutne upale guSteraCe znacajno rastu 1 kako se CRP moze koristiti 1 kao jedan
od ¢imbenika procjene teZine bolesti. Autori su takoder ustanovili kako se mjerenjem
vrijednosti CRP-a visoko rezolucijskim CRP testom, akutna upala guSterae moze
prepoznati 1 prije nastupa klini¢ke slike [100]. U naSem uzorku, medutim, nismo
ustanovili povezanost teZine klinicke slike s vrijednosS¢u L 1 CRP-a.

Akutni pankreatitis povezan je sa znaCajnim poremecajem regulacije glikemije.
Upalna reakcija 1 oSteCenje acinarnih stanica aktivacijom zimogena vodi oStecenju
endokrinog dijela gusterae, Langerhansovih oto¢ia i [-stanica, $to dovodi do
poremecaja luCenja inzulina i drugih guSteracnih hormona vaznih u metabolizmu
ugljikohidrata. Poremecaj odgovora inzulina dovodi do poremecaja regulacije glukoze u
krvi, a u teSkim slucajevima 1 do manifestne Secerne bolesti. IstraZivanje Malecka-Panas
E. 1 suradnika pokazalo je kako tijekom akutnog pankreatitisa dolazi do pojave
hiperglikemije uz sniZenje koncentracije inzulina u plazmi koji su mjerili nataste i nakon
opterecenja sa 75 g glukoze [101]. Takoder, istraZivanje Perusciove J. pokazalo je kako je
poremecaj lucenja inzulina nakon akutnog pankreatitisa u izravnoj vezi s morfoloSkim
promjenama guSterace. Blagi pankreatitis prati manji poremecaj luCenja inzulina za
razliku od teSkih oblika pankreatitisa poput guSteraCnog apscesa ili guSteracne nekroze
[102]. I u naSem istraZivanju usporedili smo najvaznije hormonsko-biokemijske
¢imbenike regulacije glikemije izmedu kontrolne skupine 1 skupine oboljelih ispitanika.
Vrijednosti HbAlc nisu se znacajno razlikovale izmedu dvije skupine (5,1% vs. 5,3%),

potvrduju¢i kako naSi ispitanici nisu prethodno bolovali od Seferne bolesti. Sve
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C¢imbenike regulacije glikemije u skupini bolesnika mjerili smo neposredno nakon
prijema, 48 sati 1 10 dana nakon prijema u bolnicu. NaSi rezultati statisti¢ki znacajne
razlike u vrijednostima glukoze u plazmi i fruktozamina izmedu kontrolne skupine i
skupine oboljelih potvrduju nalaze prethodna istrazivanja kako akutni pankreatitis
uzrokuje poremecaj regulacije glikemije [56-58]. Budu¢i da je akutni pankreatitis pracen
poremecajem koncentracije serumskih proteina 1 gubitkom tekucine, rezultate
fruktozamina smo normalizirali s obzirom na koncentraciju serumskih proteina, te smo
Friedmanovim testom ustanovili kako su se vrijednosti fruktozamina statisticki znacajno
mijenjale s vremenom mjerenja u skupini oboljelih. Najveée vrijednosti fruktozamina
izmjerene su neposredno nakon prijema u bolnicu, dok su se vrijednosti fruktozamina 10
dana nakon prijema priblizavale vrijednostima u kontrolnoj skupini ispitanika.
Vrijednosti glukoze nisu se statisticki znac¢ajno mijenjale s viemenom mjerenja u skupini
oboljelih. Vrijednosti inzulina i C-peptida nisu se statisticki znacajno razlikovale izmedu
kontrolne skupine i skupine oboljelih od pankreatitisa nakon sva tri mjerenja, ali sli¢no
kao i1 u prethodno navedenim istraZzivanjima primijetili smo kako je koncentracija
inzulina neposredno nakon pocetka upale bila smanjena u usporedbi s kontrolnom
skupinom. Friedmanovim testom utvrdivali smo dinamiku promjena vrijednosti inzulina
u skupini oboljelih, te utvrdili statisticki znac¢ajnu razliku dinamike INZ tijekom boravka
u bolnici, pri ¢emu su se vrijednosti inzulina s vremenom povecavale i priblizavale
vrijednostima inzulina kontrolne skupine ispitanika. Slicnu dinamiku ustanovili smo 1 s
vrijednostima C-peptida. Najvjerojatnije objasnjenje ovih rezultata jest da rezolucijom
akutne upale dolazi do oporavka odgovora beta-stanica Langerhansovih otoc¢i¢a na
promjene koncentracije glukoze.

Reaktivni kisikovi radikali (ROS) su izuzetno toksi¢ni spojevi kisika koji imaju jedan
nespareni elektron, $to uzrokuje stanje njihove izuzetne nestabilnosti i reaktivnosti. ROS
aktiviraju programiranu stani¢nu smrt, mijenjaju proizvodnju citokina 1 izrazaj
adhezijskih molekula, te uzrokuju oste¢enje DNA molekule i1 peroksidaciju lipida [102].
Nadalje, proizvodi peroksidacije lipida su kemotakti¢ni te uzrokuju daljnje pojacanje
jakosti upalnog procesa pri ¢emu dolazi do stvaranja sustava pozitivne povratne sprege
upalnog ostec¢enja [103]. U posljednje vrijeme, kao indikator oksidativnog ostecenja,

Cesto se koristi odredivanje urinarne koncentracije 8-hidroksi-deoksigvanozina (8-OHdQG)
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zbog jednostavnosti i neinvazivnosti. Mnoga istrazivanja pokazala su kako je oksidativno
oste¢enje DNA prisutno kod degenerativnih procesa poput ateroskleroze i dijabetesa
[90,91]. Budu¢i da oksidirana molekula DNA prolazi proces popravka i budu¢i da su ti
produkti popravka topljivi u vodi, oni ¢e u potpunosti nemetabolizirani biti izluceni
urinom [104]. Kako bismo ustanovili stupanj oksidativnog stresa organizma, mjerili smo
koncentraciju 8-OHdG u urinu u kontrolnoj skupini ispitanika i skupini oboljelih. Mann-
Whitney U-testom dokazali smo statisticki znacajnu razliku u vrijednostima 8-OHdG
mjerenog neposredno nakon prijama, 48 sati nakon prijema i 10 dana nakon prijema u
bolnicu, potvrduju¢i kako tijekom akutne upale gusSterace dolazi do prekomjerna
stvaranja slobodnih kisikovih radikala i posljedi¢nog oSte¢enja molekule DNA.

U naSem istrazivanju do sada smo pokazali kako tijekom akutne upale gusterace
dolazi do leukocitoze, hiperglikemije i prekomjerna stvaranja slobodnih radikala kisika.
Slicne rezultate prikazali su lhara Y. i suradnici, koji su izvijestili o tome da
hiperglikemija tijekom Secerne bolesti uzrokuje povecano stvaranje slobodnih kisikovih
radikala, oSteCenje DNA 1 povecano stvaranje 8-OHdG [105]. Suzuki S. i suradnici
pokazali su kako je ucestalost dijabeticnih komplikacija proporcionalna urinarnoj
koncentraciji 8-OHdG [106].

Uloga NO u svekolikoj humanoj fiziologiji kompleksna je, i po mnogo cemu
jedinstvena. Male koli¢ine bioraspolozivog NO, koje se sinteniziraju iz arginina
djelovanjem skupine enzima sintetaza duSikova oksida (NOS) nuzne su za odrzavanje
normalne funkcije endotela, dok je upravo endotelna disfunkcija prepoznata kao rani
patogenetski ¢imbenik u razvoju ¢itavog niza bolesti. Endotelna disfunkcija nastaje zbog
poremecaja bioloSke funkcionalnosti NO, a ona, pak, moze biti posljedica nedostatne
sinteze NO, poremecaja u njegovim interakcijama s ciljnim tkivima, ili inaktivacije NO
djelovanjem slobodnih kisikovih radikala. Poznato je kako NO-sintetaza (NOS) ima
razli¢it profil ekspresije tijekom akutne upale guSterace. Reaktivni duSikovi spojevi
(RNS) se konstantno proizvode u tkivu gusterace te su odgovorni za regulaciju sekrecije
egzokrine gusterace. Male koli¢ine RNS-a S§tite tkivo gusterae povecanjem
mikrocirkulatornog protoka te ujedno inhibiraju leukocitnu infiltraciju i lu¢enje katepsina,
vaznog medijatora aktivacije tripsinogena. S druge strane, povecanje ekspresije

inducibilne NO-sintetaze (iNOS), kakvo se dogada tijekom akutne upale gusterace,
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uzrokuje ekstremno oslobadanje NO, upalnu reakciju, inhibiciju stani¢ne respiracije i
nitraciju proteina, S§to dovodi do smrti stanica putem nekroze ili apoptoze [107]. U
stanicama sisavaca, NO predstavlja zaStitu protiv oksidativnog stresa. Ovaj
antioksidativni u¢inak moze biti vazan u smanjenju ozljede tkiva oksidativnim procesima
povezanim s djelovanjem slobodnih kisikovih radikala. Primjerice, poznato je kako je
akutni pankreatitis praen znafajnim povecanjem koncentracije superoksida. Postoje
oprecni rezultati u dostupnoj literaturi o tome jesu li uc¢inci NO zastitni ili Stetni, kao 1
dokazi kako NO wuzrokuje staniénu smrt samo u uvjetima istodobno prisutnog
oksidativnog stresa, kada dolazi i do povecanog stvaranja superoksida. Pokazano je kako
u prisutnosti visoke razine superoksida, nastajanje peroksinitrita postaje ovisno o
produkciji NO. Peroksinitrit svoj toksicni u¢inak ostvaruje nitracijom makromolekula ili
kao selektivni oksidans, §to dovodi do nekroze ili apoptoze [108]. Formiranje
nitrotirozina posljedica je peroksinitritne aktivnosti, i povecane razine nitrotirozina
otkrivene su u gotovo svim stanjima povezanim s oksidativnim stresom. Tijekom upale
peroksinitritom i1 da peroksinitrit uzrokuje apoptozu i nekrozu tih stanica. I u ovom
istrazivanju je, kroz znacajnu razliku vrijednosti AST, ALT i LDH, potvrdeno da
hepatocelularno ostec¢enje prati upalu gusterace.

Kako bismo ustanovili stupanj dusi¢nog stresa organizma, mjerili smo koncentraciju
nitrotirozina u kontrolnoj skupini ispitanika i skupini oboljelih od pankreatitisa.
Statisticki znacajno viSe koncentracije nitrotirozina imali su oboljeli u sve tri vremenske
tocke mjerenja u odnosu na zdrave kontrole (P<0,001). Ovi rezultati potvrduju kako
tijekom akutne upale gusSterace dolazi do prekomjerna stvaranja reaktivnih duSikovih
spojeva poput peroksinitrita. Sliéno mjerenje koncentracije nitrotirozina u plazmi
oboljelih od dijabetesa tipa II proveli su Ceriello A. i suradnici. Rezultati njihova
istrazivanja razotkrili su znacajno viSe koncentracije nitrotirozina u plazmi dijabeti¢nih
bolesnika u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ispitanika, kod kojih je nitrotirozin bio
gotovo nemjerljiv [5].

Nakon $to smo ustanovili kako tijekom akutne upale gusterace dolazi do znacajno
povecanog stvaranja RNS-a, idudi cilj istrazivanja bio je utvrditi uzrok tog povecanja.

Nedavno objavljena istrazivanja naglasavaju ulogu asimetricnog dimetilarginina
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(ADMA) kao jednog od glavnih endogenih inhibitora NO-sintetaze (NOS) i time vaznog
¢imbenika u metabolizmu NO [76]. Mnogobrojna istrazivanja pokazala su kako je
ADMA nezavisni ¢imbenik kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta [113]. Povecanje
koncentracije ADMA-e uzrokuje smanjenu sintezu NO §to dovodi do oSte¢enja endotelne
funkcije 1 ubrzanja procesa ateroskleroze. Povecanje koncentracije ADMA-e najcesce
nastaje kao posljedica inhibicije enzima odgovornog za degradaciju ADMA-e,
dimetilarginin ~ dimetilaminohidrolaze =~ (DDAH), Stetnim djelovanjem razliitih
kardiovaskularnih ¢imbenika rizika poput hipertenzije i dijabetesa [109]. Medutim,
nedavno ustanovljena, na prvi pogled kontroverzna veza izmedu ADMA-e i svekolikog
mortaliteta u populacijama sa i bez Secerne bolesti, otvorila je prostor postavljanju nove
hipoteze, prema kojoj bi upravo niza, a ne viSa koncentracija ADMA-e u oboljelih od
Secerne bolesti predstavljala veéi rizik opéeg mortaliteta, dok je u populaciji bez Secerne
bolesti veza izmedu koncentracije ADMA-e i mortaliteta pozitivna [112]. Naime,
oksidativni stres u Se¢ernoj bolesti uzrokuje ,,otkapcanje* (engl. uncoupling) NOS-a, koji
postaje generator superoksidnog anionskog radikala i daljnjeg oksidativnog stresa. U
takvim uvjetima, ADMA, kao endogeni inhibitor NOS-a moZe odigrati zaStitnu ulogu,
dok bi upravo nedostatak ADMA-e mogao pridonijeti oksidativno-duSicnom stresu i
njegovim Stetnim posljedicama. Zanimljivo, iako su dosadasnja istrazivanja uloge NO
postigla kontroverzne rezultate, uloga ADMA-e u patofiziologiji akutnog pankreatitisa do
sada nije istraZivana.

Usporedili smo koncentraciju ADMA-e izmedu kontrolne skupine ispitanika i
skupine oboljelih od akutnog pankreatitisa 1 ustanovili kako u oboljelih postoji statisticki
zna¢ajno niza koncentracija ADMA u sva tri mjerenja. Neposredno nakon prijema u
bolnicu medijan ADMA-e je bio za 0,16 pmol/L niZi, 48 sati nakon prijema za 0,13
pmol/L nizi, dok je 10 dana nakon prijema 0,11 umol/L niZi nego u kontrolnoj skupini
ispitanika. Friedmanovim testom smo ustanovili kako su se vrijednosti ADMA-e
statistiki znaCajno mijenjale u skupini oboljelih i nakon 10 dana od prijema u bolnicu -
pribilizavale su se vrijednostima u kontrolnoj skupini ispitanika. Za razliku od prethodno
navedenih istraZivanja koja naglasavaju kako porast koncentracije ADMA-e predstavlja
nezavisni ¢imbenik kardiovaskularnog morbiditeta, naSe istrazivanje pokazalo je kako

pad koncentracije ADMA-e ima negativan utjecaj u patofiziologiji akutne upale guSterace.
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Dobiveni rezultati sukladni su hipotezi M. Anderssohn 1 sur. [112], te rezultatima koje su
objavili Zoccali C. i sur., a koji su pokazali kako je upravo pad koncentracije ADMA-e
tijekom akutne bakterijske infekcije pracen porastom leukocita, proinflamatornih citokina,
CRP-a 1 nitrotirozina, a rezolucijom infekcije dolazi do postupnog oporavka
koncentracije ADMA-e prema kontrolnim vrijednostima [110]. Buchwalow I. i suradnici
nedavno su rafiniranom imunohistokemijskom tehnikom pokazali kako tijekom akutnog
pankreatitisa dolazi do pozitivne regulacije puta sinteze i djelovanja NO u endokrinom 1
egzokrinom tkivu guSterace, uz porast koncentracije, kako NO, tako i1 Cimbenika
oksidativnog 1 duSi¢nog stresa, odnosno nitrotirozina 1 8-hidroksi-guanozina in situ, u
tkivu guSteraCe zahvacene upalnim procesom [111]. Rezultati ovog istraZivanja, prvog na
klinickom modelu, bacaju novo svjetlo na patofizioloSke mehanizme ukljucene u tijek
akutnog pankreatitisa i upucuju na znacajnu ulogu ADMA-e u patofiziologiji akutne
upale gusSterace. Pad razine ADMA-e uzrokuje nedostatnu inhibiciju NOS Sto rezultira
porastom NO 1 stanjem oksidativno-duSi¢nog stresa koji vodi oStecenju tkiva guSteraCe
(Slika 9). Nije rasvijetljeno je 1li snizena koncentracija ADMA-e posljedica usporene
sinteze ili ubrzane razgradnje, no neprijeporno je utvrdeno da je fruktozamin u inverznoj
korelaciji s razinom ADMA-e, Sto upucuje na moguci utjecaj hiperglikemije na
metabolizam ADMA-e u akutnom pankreatitisu.

Dugogodisnje pracenje bolesnika s akutnim pankreatitisom pokazalo je kako oni
imaju vecu incidenciju abnormalne tolerancije glukoze Prevalencija abnormalne
tolerancije glukoze u bolesnika s kroni¢nim pankreatitisom je i do 70%. Ako je prisutna i
kalcifikacija gusSterace, prevalencija je i joS veca. Bolesnici s pankreatitisom imaju
abnormalnu sekreciju inzulina kao i abnormalni odgovor inzulina na oralnu i intravensku
primjenu glukoze.

Kako bismo provjerili toleranciju glukoze, mjesec dana nakon prijema u bolnicu,
ispitanike koji su preboljeli akutni pankreatitis podvrgnuli smo testu oralnog optere¢anja
sa 75 g glukoze. Ustanovili smo kako je znacajan broj bolesnika (60%) imao poremecenu
toleranciju glukoze ili manifestnu Secernu bolest. Kako bismo ustanovili povezanost
ADMA, NT i 8-OHdG s disglikemijom klasificirali smo bolesnike prema u dvije
kategorije: normoglikemije i hiperglikemije. Utvrdili smo statisti¢ki znacajnu razliku u

vrijednostima ADMA, nitrotirozina i 8-OHdG 10. dana hospitalizacije izmedu ove dvije
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grupe, pri ¢emu su vrijednosti ADMA bile nize, dok su vrijednosti nitrotirozina i 8-
OHAdG bile viSe u bolesnika s oSte¢enom tolerancijom glukoze. Ovaj rezultat dodatno
potvrduje utjecaj ADMA-e i1 posljedi¢nog oksidativnog i dusicnog stresa na nastanak
poremecaja tolerancije glukoze nakon preboljelog akutnog pankreatitisa. Tome svakako
pridonosi i opazeni porast indeksa inzulinske rezistencije 10. dana hospitalizacije, $to
upucuje na slozenost mehanizama kojima pankreatitis utjeCe na razvoj netolerancije
glukoze, a koji, osim sinteze i izlu€ivanja inzulina iz oSteCene gusSterace, ukljucuju i
njegovo djelovanje na ciljna tkiva §to je vrijedno daljnjih istrazivanja.

Zakljucno, ovo istrazivanje prvi put rasvjetljava ulogu ADMA-e u patofiziologiji
akutne upale gusterace. Rezultati ovog klinickog istrazivanja neprijeporno dokazuju da je
oksidativno-dusicni stres u akutnom pankreatitisu dijelom posredovan i deficitom ovog
vaznog fizioloskog inhibitora NOS-a. Osim $§to pridonose boljem razumijevanju
patofizioloskih procesa, rezultati imaju potencijalnu primjenu u pronalazenju novih

dijagnostickih pokazatelja i terapijskih moguénosti za lije€enje akutnog pankreatitisa.

63



Akutni pankreatitis

! ! !

VADMA 4 GUP 1 Leukociti

=/ N\

< tRNs > <__TRos

Slika 9. Uloga ADMA-e u patofiziologiji akutne upale gusterace — shematski prikaz
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7. ZAKLJUCCI

Cilj ovog istrazivanja bio je wutvrditi dinamiku stvaranja asimetri¢nog
dimetilarginina (ADMA) tijekom akutne upale guSterace te utvrditi povezanost izmedu
oksidativnog stresa, duSi¢noga stresa i ADMA na posljedi¢ni nastanak poremecaja
tolerancije glukoze. Istrazivanje je ukljucilo 40 zdravih ispitanika i 40 ispitanika oboljelih

od akutnog pankreatitisa. Rezultati istrazivanja upucuju na zakljucke:

1. Akutni pankreatitis karakterizira porast jetrenih i1 guSteranih enzima te sustavna
upalna reakcija organizma. Potvrdena je statisticki znaCajna razlika pokazatelja
hepatocelularne nekroze (AST, ALT, LDH), hepatocelularne kolestaze (ALP,
GGT), gustera¢nih enzima (amilaza, lipaza) i upalnih ¢imbenika (L i CRP)
izmedu kontrolne skupine i ispitanika s pankreatitisom.

2. Akutni pankreatitis uzrokuje poremecaj regulacije glikemije. Pokazano je kako
tijekom akutne upale guSteraCe dolazi do porasta glukoze u plazmi, fruktozamina,
inzulina i C-peptida.

3. Akutni pankreatitis pracen je stanjem oksidativnog i duSi¢nog stresa. Vrijednosti
nitrotirozina, kao pokazatelja koliCine reaktivnih duSikovih spojeva, bile su
znacajno vece u oboljelih od akutnog pankreatitisa, kao i vrijednosti §-
hidroksigvanozina, kao pokazatelja stanja oksidativnog stresa.

4. Akutni pankreatitis uzrokuje sniZzenje koncentracije ADMA-e. IstraZivanjem je
pokazana znacajna razlika u vrijednostima ADMA-e izmedu kontrolnih ispitanika
1 onih s pankreatitisom.

5. Akutni pankreatitis uzrokuje poremecaj tolerancije glukoze 1 Sefernu bolest
dokazanu OGTT-om. Poremecaj tolerancije glukoze potvrden je u 36,3%, a
Secerna bolest u 24,2% bolesnika nakon akutne upale gusterace.

6. Ovim istraZivanjem prvi put se objasnjava uloga ADMA-e u oksidativno-
duSicnom stresu akutnog pankreatitisa. Pokazali smo kako je oStecenje
gusSteracnih acinusa oksidativnim i1 duSi¢nim stresom tijekom upale guSterace
dijelom posredovan i deficitom ovog vaznog fizioloSkog inhibitora NO-sintetaze.

7. Poremecaj tolerancije glukoze u izravnoj je vezi s ja¢inom oksidativnog oSte¢enja

1 deregulacije NO sustava putem inhibicije ADMA.
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9. PRILOG

9.1. Popis kratica

SIRS-sindrom sustavnog upalnog odgovora (eng. Systemic inflamatory response
syndrom)

ROS - reaktivni kisikovi spojevi (eng. Reactive oxygen species)

OH' - hidroksilni radikal

O, - superoksidni anion

H,0,-vodikov peroksid

8-OHdG - 8-hidroksi-deoksigvanozin

NO - dusic¢ni oksid

NOS -NO sintetaza (eng. NO-sintetase)

ONOO' - peroksinitrit

ADMA - asimetri¢ni dimetilarginin

PSTI - pankreati¢ni sekretorni tripsin inhibitor

CCK - kolecistokinin

ICAM - intracelularna adhezijska molekula

IL - interleukini

TNF-a - ¢imbenik nekroze tumora (eng. Tumor necrosis factor)

TGF - transformirajuci ¢imbenik rasta

ET - endotelin

RNS - reaktivni duSikovi spojevi (eng. Reactive nitrogen species)

NDDG - National Diabetes Data Group

OGTT - oralni test opterecenja glukozom (eng. Oral glucose tolerance test)
GUP - glukoza u plazmi

DDAH - dimetilarginin-dimetilaminohidrolaza

CAT - kationski transporter aminokiselina (eng. cationic aminoacid transporter)
NT - nitrotirozin

FRUKT - fruktozamin

HbAlc - glikozilirani hemoglobin Alc

INZ - inzulin
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CRP - C-reaktivni protein

LDH - laktat-dehidrogenaza

AST - aspartat-aminotransferaza

ALT - alanin-aminotransferaza

ALP - alkalna fosfataza

GGT - gama glutamil transpeptidaza

ITM - indeks tjelesne mase

OS - opseg struka

OB - opseg bokova

RR; - vrijednosti sistolickog arterijskog tlaka
RR,, - vrijednosti dijastolickog arterijskog tlaka

L - leukociti
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