UNIVERZITET U BEOGRADU
MEDICINSKI FAKULTET

Marina S. Andeli¢ Jeli¢

Znacaj genetskog polimorfizma matriksnih
metaloproteinaza MMP-2 i MMP-9 u nastanku
mikrovaskularnih komplikacija kod pacijenata

sa tipom 2 Secerne bolesti

Doktorska disertacija

Beograd, 2022






UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF MEDICINE

Marina S. Andeli¢ Jeli¢

Importance of MMP-2 and MMP-9 gene

polymorphism in the development of

microvascular complications in type 2
diabetes patients

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2022.






MENTOR:

Akademik Prof. dr sci. med. Neboj¥a M. Lalié, specijalista interne medicine — endokrinolog
Klinika za endokrinologiju, dijabetes i bolesti metabolizma, UKCS, redovni profesor na
Medicinskom fakultetu Univerziteta u Beogradu, redovni ¢lan SANU

KOMENTOR :

Dragica Radojkovié, nauéni savetnik, Institut za molekularnu genetiku i geneti¢ko inZenjerstvo
(IMGGI), Univerzitet u Beogradu

CLANOVI KOMISIJE

|. Prof. dr sci. med. Katarina Lalié, specijalista interne medicine — endokrinolog, Klinika za
endokrinologiju, dijabetes i bolesti metabolizma, UKCS, redovni profesor na Medicinskom
fakultetu Univerziteta u Beogradu.

2. Prof. dr sci.med.Teodora Belji¢ Zivkovié, specijalista interne medicine — endokrinolog,
Klini¢ko bolni¢ki centar Zvezdara, redovni profesor na Medicinskom fakultetu Univerziteta
u Beogradu.

3. Aleksandra Nikoli¢, nau¢ni savetnik, Institu za molekularnu genetiku i geneticko
inzenjerstvo (IMGGT), Univerzitet u Beogradu






Znadaj genetskog polimorfizma matriksnih metaloproteinaza MMP-2 i MMP-9
u nastanku mikrovaskularnih komplikacija kod pacijenata sa tipom 2 Seéerne
bolesti

Sazetak

Uvod.Vaskularne komplikacije su vode¢i uzrok morbiditeta i mortaliteta kod pacijenata sa diabetes
mellitusom.Patofiziologki mehanizmi koji leZe u osnovi nastanka ovih komplikacija su brojni i jo§
uvek nedovoljni ispitani i nedavno je postulirano da matriksne metaloproteinaze MMP-2 i MMP-9,
cink zavisne endopeptidaze, mogu, preko remodelovanja ekstracelularnog matriksa da doprinesu
nastanku i progresiji dijabetesnih vaskularnih komplikacija. Cilj ove studije je bio da se proceni da
li postoji razlika u ucestalosti polimorfizma jednog nukleotida (SNP) u genima za MMP-2 (na
poziciji -1306C>T) i MMP-9 (na poziciji 1562C>T) kod pacijenata sa tipom 2 diabetes mellitusom
(T2DM) i zdravih kontrola i da se utvrdi da li postoji povezanost ovih genskih varijanti sa
prisustvom mikrovaskularnih komplikacija kod pacijenata sa dijabetesom.

Metodologija.U studiju je bilo ukljugeno 97 pacijenata sa T2DM, dok je kontrolnu grupu ¢inilo 56
zdravih kontrola. Svi pacijentu sa T2DM su bili evaluirani u smislu postojanja mikrovaskularnih
komplikacija $eéerne bolesti. Genitipovi su odredivani metodom lan¢ane reakcije polimerizacije
koja je bila pradena restrikcionom analizom pomocu specifi¢nih endonukleaza (PCR-RFLP
metoda) nakon &ega je odredivana frekvencija njihovog javljanja.

Rezultati.Genska varijanta MMP-2 -1306C>T je pokazala negativnu korelaciju sa postojanjem
T2DM (p=0.042). Pokazano je da prisustvo alela C (-1306C) povecava moguénost nastanka tipa 2
diabetesa za 2.1 put., dok prisustvo T alela (-1306T) predstavlja protektivni faktor u razvoju
dijabetesa. Pokazano je da je MMP-2 genska varijanta -1306C>T bila povezana sa nastankom
dijabetesne polineuropatije i to tako da je prisustvo T alela imalo protektivnu ulogu u smislu
nastanka polineuropatije, dok je prisustvo C alela (-1306C) povecavalo rizik 3.2 puta za nastanak
polineuropatije.

Zaklju¢ak.Ovo je po nasim saznajima prva studija koja je ispitivala navedene polimorfizme MMP-
2 i MMP-9 i sve tri mikrovaskularne komplikacije Se¢erne bolesti. Nasi rezultati su pokazali da
polimorfizam u genu za MMP-2 nosi dvostruko veci rizik za T2DM i po prvi put je pokazana
povezanost ovog polimorfizma i nastanka dijabetesne polineuropatije.

Kljuéne redi: diabetes mellitus, matriksna metaloproteinaza-2 i -9, SNP (polimorfizam jednog
nukleotida), mikrovaskularne komplikacije, dijabetesna polineuropatija
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Importance of MMP-2 and MMP-9 gene polymorphism in the delopment of
microvascular complications in type 2 diabetes patients

Abstract

Background. Vascular complications are leading cause of increased morbidity and mortality of
diabetic patients. Pathophysiological mechanisms included in the development and progression of
diabetic complications are various and lately it has been postulated that matrix metalloproteinases
MMP-2 and MMP-9, zinc-dependent endopeptidases through remodeling of extracellular matrix
can contribute to the onset and progression of diabetic vascular complications. The aim of our study
was to assess whether there is a major difference in single nucleotide polymorphisms in the MMP-
2 (at position -1306C>T) and MMP-9 (at position -1562C>T) gene in type 2 diabetic patients and
healthy controls and to determine whether there is association of these gene variants with the
presence of microvascular complications in diabetic patients.

Methods. Our study included 97 type 2 diabetes patients and control group which comprised 56
healthy controls. All diabetic patients were screened for microvascular diabetes complications.
Genotypes were detected by polymerase chain reactions followed by restriction analyses with
specific endonucleases (PCR-RFLP) and their frequencies determined.

Results. MMP-2 gene variant -1306C>T showed negative correlation with the presence of T2DM
(p=0,042). It was shown that presence of allele -1306C increases the probability of developing type
2 diabetes 2.1 times and that allele -1306 T has protective role regarding type 2 diabetes. MMP-2
variant -1306T showed negative correlation with diabetic polyneuropathy (p=0.017) which means
that allele-1306T has protective role regarding diabetic polyneuropathy while presence of allele -
1306C increases the probability of developing diabetic polyneuropathy 3.2 times.

Conclusion. To our knowledge, this is the first study investigating MMP2 and MMP9 genetic
variants and all three microvascular complications. Our study showed that MMP-2 gene variant
(-1306C) doubles the risk of developing type 2 diabetes and for the first time showed association of
this gene variant and presence of diabetic polyneuropathy

Key words: diabetes mellitus, matrix metalloproteinase-2 and -9, SNP (single nucleotide
polymorphism), microvascular complications, diabetic polyneuropathy.
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1. Uvod

1. 1. Diabetes mellitus-definicija, podela i epidemiologija

Diabetes mellitus (DM) predstavlja grupu metaboli¢kih poremecaja koje se karakterisu
hiperglikemijom koja nastaje kao rezultat heterogenih etiopatogenetskih poremecaja u sekreciji
insulina, delovanju insulina ili usled postojanja oba ova poremecaja (1). Ovaj poremecaj
metabolizma ugljenih hidrata je udruzen sa poremecajima u metabolizmu proteina i masti a
hroni¢na hiperglikemija je udruZena sa hroniénim o$tecenjima i poremec¢enom funkeijom razlicitih
organa, posebno oka, bubrega, nervnog sistema, srca i krvih sudova.

KLASIFIKACIJA DIABETES MELLITUS-a

1. Tip 1 dijabetes - TIDM (autoimuna destrukcija beta ¢elija pankreasa koja vodi apsolutnoj
deficijenciji insulina, ukljudujuéi i latentni autoimuni dijabetes odraslih tzv LADA
dijabetes)

2. Tip 2 dijabetes- T2DM (insulinska rezistencija udruZena sa progresivnim gubitkom
adekvatne beta éelijeke sekrecije)

3. Drugi specifiéni oblici dijabetesa (u sklopu razlicitih oboljenja a) Genetski deficiti
funkcije beta ¢eija (MODY 2,3,4,5,6, mitohondrijalna DNA) b) genetski uslovljen defekt u
delovanju insulina (tip A insulinska rezistencija, Leprenhaunov sy, lipoatrofi¢ni dijabetes),
¢) usled bolesti egzokrinog pankreasa (pankreatitis, neoplazije, cisti¢na
fibroza,hemohromatoza) d) u okviru drugih endokrinih bolesti (akromegalija, KuSingov
sy.feohromocitom, hipertireoza, aldosteronom, somatostatinom, ostalo) ¢) indukovan
lekovima ili hemikalijama (nikotinska kiselina, kortikosteroidi,tireoidni
hormoni,diazoksid,tiazidi, ostali) f) indukovan infekcijama (kongenitalna rubela,
citomegalovisrusne infekeije,ostalo) g) nasledne bolesti (Downov sy, Klinefelterov sy,
Turnerov sy, Huntingtonova horea, porfirija, Wolframov sindrom, Friedreichova ataksija,
[Laurence-Moon-Biedlov sindrom , Mioti¢na distrofija, Prader Wilijev sindrom, ostalo)

4. Gestacijski dijabetes (dijabetes dijagnostikovan u drugom ili tre¢em trimestru trudnoce )

Diabetes mellitus danas predstavlja, ne samo veliki i rastuéi medicinski , ve¢ i socijalni problem.
Po najnovijim podacima Internacionalne Federacije za Dijabetes ( IDF) iz 2021. god broj obolelih
od DM i to zivotne dobi od 20-79 godina iznosi 537 miliona , §to znaci da svaki deseti ¢ovek na
planeti ima dijabetes (2). Smatra se da ¢e broj obolelih od diabetes mellitusa porasti na 643 miliona
u 2030 godini a na 783 miliona u 2045. godin, ukoliko se nesto hitno ne preduzme (2).Ono $to jos
vide zabrinjava je podatak da 3 od 4 pacijentta sa DM Zivi u srednje i nisko razvijenim odn.
nerazvijenim zemljama sa relativno nerazvijenom dijabetoloskom zastitom. Koliko je znacajan
morbiditet i mortalitet od DM govori i podatak da je u 2021. godini broj smrtnih slu¢ajeva
prouzrokovan dijabetesom iznosio 6.7 miliona (jedan smrtni slu¢aj svakih pet sekundi). Troskovi
legenja pacijenata takodrasti¢no rastu iz godine u godinu, i u 2021 god smatra se da je potroSeno
966 milijardi USD §to predstavlja rast od 316 % za poslednjih patnaest godina (2).



U Evropi su sli¢ne brojke - u 2021. godini broj osoba sa DM je iznosio 61 milion (jedna od 11
osoba), smatra se da je jedna od tri osobe sa DM nedijagnostikovana, o¢ekuje se da ée broj obolelih
od DM porasti na 67 miliona do 2030. god a na 69 miliona do 2045.god , a broj smrtnih slutajeva
zbog DM je iznosio 1.1 milion (2).

U Srbiji se, na osnovu podataka Instituta za javno zdravlje " Dr Milan Jovanovié Batut" smatra da
770.000 ljudi ima DM, a gotovo tre¢ina pacijenata ima jednu ili vise kasnih komplikacija u
trenutku postavljanja dijagnoze dijabetesa. Na osnovu istih podataka, zna se da u Srbiji godisnje
premine oko 3000 osoba od posledica dijabetesa, §to nagu zemlju svrstava u zemlje sa visokim
stopama mortaliteta od dijabetesa.

1.2. Mikrovaskularne komplikacije diabetes mellitusa

Hroni¢na hiperglikemija, koja je karakteristitna za DM, dovodi do promena na svim krvnim
sudovima u organizmu dovodeé¢i tako do disfunkcije mnogih organa. Hroniéne komplikacije
dijabetesa se tako tradicionalno dele na makro- i mikrovaskularne. U makrovaskularne
komplikacije spadaju koronarna arterijska bolest, periferna okluzivna arterijska bolest i
cerebrovaskularni insult (CVI). U mikrovaskualrne komplikacije DM spadaju dijabetesna
retinopatija (DR), dijabetesna nefropatija (DN) i dijabetesna = neuropatija (DPN). Ova
mikrovaskualrna trijada je jedinstvena za Secernu bolest (3). Epidemioloske studije pokazuju
znaajnu korelaciju izmedu vaskularnih komplikacija dijabetesa. Pokazano je da je dijabetesna
retinopatija znaéajno povezana sa javljanjem dijabetesne nefropatije i da je snazan prediktor u
nastanku Sloga i kardiovaskularnih oboljenja (4,5). Takode postoji i udruZenost DR sa dijabetesnom
polineuropatijom (6) kao i dijabetesne polineuropatije sa nefropatijom (7), tako da ova udruZenost
mikrovaskularnih komplikacija kod jednog pacijenta, bez obzira §to nema velikih meta analiza koje
bi to i potvbrdile, namece potrebu da se kod svakog pacijenta nakon dijagnostikovane jedne
mikrovaskularne komplikacije, radi screening i za ostale dve komplikacije. Stavise, pokazano je da
mikrovaskularne komplikacije mogu biti bolji i znalajniji factor rizika za nastanak
kardiovaskularnih oboljenja nego arterijski pritisak, HbAlc ili LDL holesterol i da prisustvo vise
mikrovaskualrnih komplikacija dvostruko poveéava rizik za nastanak kardiovaskularnih oboljenja
kao i da dvostruko povecava kardiovaskularni mortalitet. (5,8).

Vaskularne komplikacije kako mikro- tako i makrovaskularne su sve &edée, i vodeéi su uzrok
morbiditeta i mortaliteta kod odsoba sa dijabetesom. Zbog toga je otkrivanje i definisanje ta¢nih
patogenetskih mehanizama koji leze u samoj osnovi bolesti, ali i u osnovi vaskularnih
komplikacija, jako bitno kako bi se, pre svega, prevenirala pojava komplikacija ali i definisali novi
terapijski pristupi koji bi ispravljali ove patolodke mehanizme.

Hiperglikemija stoji u osnovi svih mikrovaskularnih komplikacija Seéerne bolesti kako u tipu |
tako i u tipu 2 dijabetesa.Velike prospektivne studije su pokazale da se dobrom glikemijskom
kontrolom moZe znacajno smanjiti nastanak mikrovaskularnih komplikacija mada se on ne moZe u
potpunosti prevenirati (9,10). Ali hiperglikemija per se, nije uvek dovoljan okidaé koji ¢e dovesti
do promena na malim krvnim sudovima. Patogenetski mehanizmi koji leZe u osnovi
mikrovaskularnih komplikacija su razligiti, brojni i jo§ uvek nedovoljno ispitani.

Klasi€ni mehanizmi nastanka mikrovaskularnih komplikacija DM su prvi put opisani pre vise od
pedeset godina. Od tada pa do danas oni obuhvataju jedan standardan cluster od &etiri mehanizma
kojima se stalno dodaju novi , koji se uklapaju u sliku nastanka, evolucije, progresije i le¢enja
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mikrovaskularnih dijabeti¢nih komplikacija. Prvi standardni mehanizam nastanka mikrovaskularnih
komplikacija DM je bio mehanizam poliolskog puta koji je opisan jo§ 1966 godine (11). Nakon
toga opisani su i prihvaceni drugi mehanizmi i to mehanizam povecanog stvaranja krajnjih
produkata glikacije (advanced glycation end products-AGE), mehanizam hiperglikemijom
indukovane aktivacije protein kinaze C (signalnog molekula koji povecava vaskularnu
permeabilnost i dovodi do endotelne disfunkcije) i mehanizam heksozaminskog puta kao i
ujedinjujuéi mehanizam nastanka superoksida. (12,13). Opisani su i prihvaceni i drugi mehanizmi
kao §to su poveéana produkeija i aktivnost slobodnih kiseoniénih radikala (ROS), aktivacija brojnih
inflamatornih citokina, aktivacija sistema renin-angiotenzin sistem (RAS), aktivacija sistema
kallikrein-bradikinin (14). Svi ovi, hiperglikemijom izazvani poremeceni intra- i ekstracelularni
molekularni mehanizmi vode poremeéenoj transdukeiji tj. prenosu signala i kao krajnju posledicu
imaju disfunkciju i otecenje ¢elija (14).

Danas se smatra da i genetski faktori imaju veoma vaznu ulogu u nastanku mikrovaskularnih
komplikacija DM (15).

1.2.1. Dijabetesna retinopatija

Dijabetesna retinopatija je vrlo Cesta komplikacija Secerne boelsti koja pogada treé¢inu pacijenata sa
dijabetesom (16,17). Dijabetesna retinopatija se razvija godinama i nakon trajanja bolesti preko
dvadeset godina skoro svi pacijenti sa TIDM i vecina pacijenata sa T2DM ce imati neke promene
na retini.(18,19,20,21). Takode, DR je najée$éi uzrok ostecenja vida i glavni razlog gubitka vida u
radno sposbonoj populaciji (22). Smatra se da ¢e broj osoba sa DR porasti na 191 miliona do 2030.
godine (23). Ono §to je danas takode u fokusu je i to da je DR signifikantno povezana sa
pove¢anim kardiovaskularnim rizikom, tj. povecanim rizikom za nastanak cerebrovaskularnog

inzulta, infarkta miokarda i kongestivne sréane insuficijencije (24).

Najznadajniji faktori rizika za nastanak DR su duZina trajanja Secerne bolesti, loa glikemijska
kontrola i arterijska hipertenzija (25,26,27,28). U ostale faktora rizika spadaju i indeks telesne mase
(BMI), dislipidemija, anemija, puSenje, pubertet i trudnoéa (5,29,30,31,32). Dijabetesna
retinopatoija kao i ostale mikrovaskularne komplikacije Secerne bolesti uglavnom postaje
manifestna nakon nekoliko godina trajanja osnovne bolesti, mada je pokazano da se ona moZe javiti
i godinama pre nastanka DM, ak i u fazi predijabetesa (33) ili se otkriti odmah po dijagnozi
Seéerne bolesti (34). S obzirom da je asimtomatska u poéetku, neophodan je detaljan oftalmoloski
pregled pri postavljanju dijagnoze a zatim jednom godisnje kod pacijenata sa T2DM, a kod mladih
i osoba sa T1DM indikovan je oftalmoloski pregled u smislu screeninga za DR, pri postavljanju
dijagnoze DM a zatim jednom u pet godina (35).

Pokazano je da postoji grupa pacijenta kod kojih, bez obzira na losu glikoregulaciju i loSu
regulaciju arterijskog pritiska neée doéi do razvoja DR. S druge strane, postoje i pacijenti kod kojih
¢e, bez obzira na dobo regulisanu $ecerbu bolest i dobro regulisan arterijski pritisak do¢i do pojave
DR (27). Sve ovo ukazuje na to da pored poznatih faktora rizika i nasledni faktorii igraju veoma
vaznu ulogu u nastanku DR. Tako je pokazano da je faktor nasledivanja odgovaran u 25-50 % za
nastajanje proliferativne dijabetesne retinopatije (36,37) U studiji sa jednojajéanim blizancima
pokazano je da u 68 % pacijenata sa tipom 1 DM postoji DR kod oba blizanca dok je kod
pacijenata sa tipom 2 DM, ta konkordanca ¢ak 95 % (38). Uticaj genetskih faktora su pokazale i
druge studije (39,40,41,42).



Osnovna klinicka podela dijabetesne retinopatije se zasniva na tome da li u retini postoje novi krvni
sudovi ili ne, tj. da i je prisutna neovaskularizacija ili ne. Na osnovu toga razlikujemo:

-neproliferativnu retinopatiju (NPDR) i
-proliferativnu retinopatiju (PDR)

Neproliferativna retinopatija se dalje klasifikuje u Cetiri stadijuma: blaga, umerena, teSka i veoma
teSka (43)

Prvi klini¢ki znaci neproliferativne retinopatije jesu mikroaneurizme, tackasta i ctasta krvarenja,
promene izgleda mrlja od vate (cotton wool spots) i intraretinalne mikrovaskularne anomalije
(IRMAs) (44). Ono §to je mozda najznacajniji proces u patogenezi DR jeste naruSavanje krvno-
retinalne barijere. Krvno-retinalu barijeru na nivou kapilara retine ¢ine: endotelne éelije, bazalna
membrana i periciti. Periciti su celije koje se nalaze oko kapilara i koje daju strukturnu potporu
endotelnim ¢éelijama od kojih su odvojeni bazalnom membranom. Pored toga, periciti moduliraju
funkciju endotelnih ¢elija tako §to regulisu ekspresiju proteina koji u€estvuju u spoju izmedu éelija
koji se oznacavaju kao tesni spojevi izmedu éelija (tight junction).(45). Na nivou krvno- retinalne
barijere dolazi do tri znacajna procesa: gubitka tesnih veza izmedu endotelnih ¢elija, zadebljanja
bazalne membrane i do gubitka pericita (43). Zadebljanje bazalne membrane se deSava rano u
dijabetesu i povezano je sa hiperglikemijom indukovanom poveéanom sintezom proteina
ckstracelularnog matriksa i to fibronektina i kolagena kao i poremeéenom razgradnjom istih (46).
Selektivni gubitak pericita je takode jedan od prvih histopatoloskih znakova u DR. (47). Gubitak
pericita dovodi do slabljenja zida kapilara $to vodi stvaranju mikroaneurizmi (48). Nakon gubitka i
apoptoze pericita za koju se jo§ uvek ne zna zasto nastaje u dijabetesu dolazi i do apoptoze
endotelnih ¢elija. Kao rezultat nastaju acelularni kapilari koji dovode do neadekvatne perfuzije
retine (43).

Usled oStecenja krvno-retinalne barijere dolazi do povecane permeabilnosti retinalnih kapilara i
povecanog curenja plazme u retinu Sto vodi nastanku edema retine. Taj edem najcesée nastaje u
zutoj mrlji tj makuli i oznacava se kao makularni edem. Kod makularnog edema ustvari postoji
zadebljanje ili otok makule koji nastaje usled sub- i intaretinalne akumulacije te¢nosti u nivou
makule. Makularni edem je naj¢es¢i razlog slepila kod pacijenata sa DR i moZe se javiti u bilo
kojoj fazi DR ali je ¢e§¢i u kasnijim fazama bolesti (49,50).

Sa duzim trajanjem i progresijom NPDR u PDR dolazi do progresije ishemije retine $to za
posledicu ima oslobadanje faktora rasta i nastanak procesa neovaskularizacije odn. stvaranja novih
krvnih sudova ili kako se jo§ naziva angiogeneze (44,51). Ti novi krvni sudovi obi¢no su
lokalizovani na povrSini retine i penetriraju u unutra$nju membranu so¢iva. Kako su vrlo krti i
propusni ¢esto dovode do vitrealnih krvarenja a ponavljana vitrealna krvarenja mogu dovesti do
ablacije retine i posledi¢nog slepila (52).

Proces angiogeneze je dobro kontrolisan process koji je determinisan balansom izmedu
proangiogenih i antiangiogenih endogenih faktora i u kome, u odredenim patoloskim stanjima kao
Sto su hipoksija i inflamacija moZe doé¢i do shifta u smeru angiogeneze $to se oznafava kao
angiogeni switch. (53,54). U ovom procesu dolazi do proliferacije i migracije endotelnih éelija,
sazrevanja krvnih sudova i do remodelovanja ekstracelularnog matriksa $to je kljuéno u regulaciji
¢itavog procesa angiogeneze (53,55,56,57). Najznadajniji proangiogeni faktor u DR jeste
vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF). Glavni stimulus za poveéanu sintezu ovog faktora rasta
jeste retinalna ishemija. Ona dovodi do povecane regulacije odn. sinteze VEGF preko aktivacije
HIF-1 (hipoksijom indukovan faktor 1) (58) . Povecanje koncentracije VEGF registrovano je u vise
vrsti ¢elija i to u pericitima, endotelnim celijama retine, pigmentnim epitelnim éelijama retine ali i
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u Milerovim ¢elijama (glijalne éelije) kao i u astrocitima. (59,60,61) VEGF je glikoprotein koji
pripada familiji VEGF familiji koja je sastavljena od Sest proteina: VEGF-A,-B,-C,-D,-E, i
placentalnog faktora rasta ( PGF) od kojih je VEGF-A najznacajniji i najvise korigéen u klini¢koj
praksi (62). VEGF dovodi do proliferacije endotelnih ¢elija aktivacijom MAP (mitogen aktivirajuci
protein) proteina (63). Takode, VEGF dovodi i do povecane vaskularne permeabilnosti a taj
mehanizam ostvaruje indukujuéi fosforilaciju proteina tight-junction kao $to su okludin i zonula-
okludens 1 (56). Brojne studije do sada su pokazale pove¢anu koncentracu VEGF kako u serumu,
tako i u so&ivu osoba sa DR i dijabetesnim makularnim edemom (64, 65,66, 67). Intravitrealna
terapija anti-VEGF agensima danas predstavlja terapiju izbora kako u poodmaklim, tako i u ranim
stadijumima DR (56, 68,69).

U procesu angiogeneze ulogu imaju i drugi angiogeni faktori kao §to su angiopetin 1 i angiopoetin
2 koji regulidu vaskularnu permeabilnost i to preko endotelnog receptora za tirozin kinazu — Tie2
(56,70). Pokazano je i da angiopetin-2 kao i antagonista Tie-2 mogu dovesti do povecanog curenja
iz retine dijabetesnih pacova (71). Danas se smatra da, pored VEGF, i drugi angiogeni faktori mogu
biti potencijalni terapjski targeti. (56)

Danas se DR sve vi§e smatra neurovaskularnom komplikacijom u kojoj retinalna neurodegeneracija
predstavlja jedan od ranih dogadaja u razvoju DR. Ostecenje neurovaskularne (NVU) jedinice je
primarni dogadaj u patogenezi DR i moZe se kod pacijenata meritii i procenjivati i morfoloski i
funkcionalno (72). NVU jedinicu ¢ine vaskularne celije (endotelne celije i periciti), neuroni
razlititog tipa (ganglijske ¢elije, amakrine Celije, horizontalni i bipolarni neuroni), i ¢elije glije
(Milerove Celije i astrociti). Kako intra-retinalni krvi sudovi nemaju autonomnu inervaciju, s toga je
autoregulatorni odgovor NVU na razli¢ite cirkulatorne i neuralne stimulus od klju¢nog znacaja za
regulisanje prokrvljenosti unutrasnjeg dela retine (72). Cak je pokazano, na Zivotinjskom modelu,
da neurodegeneracija odn gubitak ganglijskih ¢elija i smanjenje debljine retine moze predhoditi
pojavi prvih znakova mikrovaskualrnih oste¢enja (73). Patognomoni¢ni znaci neurodegeneracije
retine jesu apoptoza neurona, smanjena funkcija neurona retine i reaktivna glioza (74). Aktivacija
éelija glije (pre svega Milerovih éelija) dovodi do dodatnog otecenja retinalnih neurona kao i do
oslobadanja inflamatornih citokina koji vode dodatnom oStecenju retine (72,75).

Danas je poznato da u nastanku i razvoju DR veoma zna¢ajnu ulogu ima i inflamacija (76,77,78,79)
Hroni¢na inflamacija niskog intenziteta moZe biti prisutna u razli¢itim fazama DR i prakti¢no ima
ulogu u dva najznadajnija procesa koja vode odtecenju vida kod osoba sa DR a to su:povecana
retinalna vazopermeabilnost i neovaskularizacija.(80). Dijabetes tj. hiperglikemija per se dovodi do
poveéane lokalne i sistemmske produkcije brojnih inflamatornih molekula kao Sto su: citokini,
hemokini, adhezivne molecule, transkripcioni i faktori rasta (80,81,82). Sa jedne strane, povecana
koncentracija ovih molekula dovodi do povecane migracije i aktivacije leukocita dovodeci do
fenomena leukostaze, §to sa svoje strane posebno doprinosi retinalnoj hipoksiji i oStecenju
endotelnih ¢elija krvnih sudova retine dovodeéi do oteéenja krvno-retinalne barijere. (83,84). Sa
druge strane i aktivirani periciti u¢estvuju u produkeiji proinflamatornih citokina koji dovode do
aktivacije brojnih imunskih ¢elija koje udestvuju u inflamaciji retine (85). S obzirom na sve
znaajniju ulogu inflamacije u patogenezi DR, sve viSe biomarkera inglamacije se koristi kako bi se
pre svega, pomoéu njih otkrili oni pojedinci koji su u povecanom riziku za nastanak ove
mikrovaskularne komplikacije a sa druge strane sluZe i kao potencijalnia meta za nove terapijske
agense.

Razligiti citokini i hemokini su nadeni u povisenoj koncentraciji kako u sistemskoj cirkulaciji tako i
u okularnim te¢nostima i tkivima kao §to su: retina, sodivo, o¢na vodica i suze. Jedan od najvise
proutavanih parametara inflamacije u DR jeste CRP (C-realtivni protein) za koji su dobijeni
kontradiktorni rezultati. Neke studije su pokazale da su koncentracije CRP povisene kod osoba sa
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DR i to u oba tipa DM. a neke nisu dale takve rezultate (86,87). Takode je pokazano da CRP moze
biti prediktor stepena tezine DR (88,89).

Tumor necrosis factor alfa (TNF-alfa) je inflamatorni citokin koji povecava leukostazu, poveéava
produkciju slobodnih radikala i povecacva permeabilnost retinalnih kapilara i na taj nacin dovodi
do ostecenja krvno-retinalne barijere (80,90). Pokazano je da i on moZe sluziti kao parameter teZine
DR, jer su njegove koncentracije znagajno povisene u PDR (86,91).

Interleukin-6 (I-6) takode dovodi do poveéane vaskularne permeabiulnosti a ima i znacajnu ulogu
u procesu angiogeneze dovodeci do povecéane ekspresije VEGF. Nadene su povifene koncentracije
[L-6 kako u socivu, tako i u serumu osoba sa DR a I1-6 se pokazao i kao predictor nastanka PDR i
makularnog edema (91,92,93). Kod osoba sa DR pokazano je znagajno poveéanje koncentracija i
interleukina-1 beta (IL-1 beta) i imterleukina-8 (IL-8) iu soivu i u serumu osoba sa DR (94,95).

Pored inflamatornih citokina, vaznu ulogu u proceu inflamacije imaju i adhezivne molekule i to
intracelularna adhezivna molekula-1 ( ICAM-1), vaskularna adhezivna éelijska molekula (VCAM-
1) i E- selektin. Svi oni ubrzavaju process leukostaze ali uéestvuju i u procesu angiogeneze a
njihove poveéane koncentracije su nadene u serumu i sodivu osoba sa PDR (96,97). Produkcija
ovih adhezivnih molekula je poveéana u prisustvu proinflamatornih citokina kao §to su TNF-alfa I
[L-1 beta kao i u stanjima hiperglikemije tako da su potrebne dalje studije da bi se taéno definisala
uloga ovih molekula (80).

Na nekim animalnim modelima je pokazana povecana ekspresija adipokina koji se oznadava kao
retinol-vezujuéi protein 4 (retinol-binding protein 4 RBP-4) i to u stanjima rane aktivacije ¢elija
glije i u fazi progresivne retinalne degeneracije (98). Takode je pokazano da su koncentracije RBP-
4 povecane kod osoba sa DR i to posebno kod osoba sa tezim oblicima DR kod kojih je postojala
opasnost od gubitka vida (99).

Inflamacija igra veoma vaznu ulogu i u procesu angiogeneze i pokazano je da ova dva procesa idu
simultano i koriste zajedni¢ke molekularne mehanizme i inflamatorne medijatore.kao $to su I1-6,
TNF-alfa koji uglavnom dovode do poveéane ekspresije VEGF. Pokazano je i da u procesu
angiogeneze znacajnu ulogu ima i interleukin-12 (IL-12) koji stimuli$e produkciju TNF-alfa ali
moZe imati i antiangiogeno dejstvo $to je pokazano kod osoba sa DR koje su imale povisene
vrednosti TNF-alfa ali i sniZzene vrednosti 1L -12 (100).

Oksidativni stres igra, mozda i najvazniju ulogu u patogenezi DR. On nastaje kao neravnoteza
izmedu stvaranja i uklanjanja slobodnih radikala tj.ROS (reaktivnih vrsta kiseonika) koji se
uglavnom stvaraju u mitohondrijama i koji dovode do znaéajnih o$tecenja u i oko retinalnih krvnih
sudova koja vode pojavi DR (101). Niz metabolickih abnormalnosti izazvanih hiperglikemijom
dovodi do poveéanog oksidativnog stresa u retini. Prva od njih jeste aktivacija poliolskog puta pri
¢emu dolazi do nakupljanja sorbitola koji vodi povedanom tonusu krvnog suda, poveéanom
osmotskom pritisku i smrti Celija. Takode dolazi i do stvaranja pekursora AGE i poveéanog
izlaganja ¢elija retine oksidativnom stresu. Hiperglikemija dovodi, preko poveéanog stvaranja
diacilglicerola u procesu glikolize do aktivacije protein kinase C-koju &ini porodica enzima odn 12
izoformi od kojih su o, -, -3, and -& bitni za nastanak DR (102). Niz procesa u ¢éelijama retine
zavisi od PKC a ono $to je najbitnije,zahvaljujuéi aktivaciji enzima NADPH oksidaze poveéana je
produkcija ROS pre svega u endotelnim Celijama i pericitima $to ih &ini izloZzenim velikom
oksidativnom stresu (101). U procesu stvaranja AGE produkata, dolazi do njihovog vezivanja za
receptore ( RAGE) i tom prilikom aktivacije nukleranog faktora -kB $to kao rezultat ima apoptozu
pericita i povecanu ekspresiju VEGF koja vodi poveéanoj vaskularnoj permeabilnosti (103).
Takode, vezivanjem AGE produkata za njihove receptore dolazi i do aktivacije NADPH oksidaze
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$to takode za rezultat ima poveéano stvaranje ROS (101). Aktivacijom heksozaminskog puta dolazi
do poveéanog stvaranja heksozamina koji stimuli$e produkeiju ROS u mitohondrijama (104).

Svi ovi poremeéeni molekularni mehanizmi vode povecanom oksidativnom stresu, a oksidativni
stress, sa druge strane potencira sve ove poremecaje formirajuéi jedan zaCaran krug u kome dolazi
do ofteéenja mitohondrija, apoptoze retinalnih celija, lipidne peroksidacije i strukturnog i
finkcionalnog ostecenja retine (101) .

1.2.2. Dijabetesna nefropatija

Dijabetesna nefropatija predstavlja jednu od najéeséih i najtezih komplikacija Secerne bolesti koja
znadajno poveéava morbiditet i mortalitet pacijenata sa Secernom boleséu (105). Javlja se u 20-40
% pacijenata sa DM i predstavlja vodeéi uzrok nastanka terminalne bubreZne bolesti (106,107).
Glavni faktori rizika udruzeni sa nastankom DN jesu lo3a glikoregulacija, arterijska hipertenzija,
pudenje i dislipidemija (108). Danas se sve viSe koristi termin dijabetesna bolest bubrega (diabetic
kidney disease- DKD) koja se definife kao perzistentna strukturna ili funkcionalna bubrezna
abnormalnost u trajanju duzem od tri meseca. DKD se dijagnostikuje na osnovu povecane
ekskrecije albumina (poveéanog odnosa albumini u urinu/kreatinin =30 mg/g) i smanjenja
glomerulske filtracije ( GFR < 60 mL/min per 1.73 m?) (109).

Najznacajniji factor progresije DKD u terminalnu bubreZnu bolest jeste glomerulska filtracija tj.
njen pad. Albuminurija takode predstavlja znak progresije ali nema dovoljnu specifinost i
senzitivnost za nastanak terminalne bubrezne slabosti kao ni za procenu progresije pada GFR. Kod
pacijenata sa TIDM je pokazano da samo tre¢ina onih koji su imali mikroalbuminuriju imali i
progresivni gubitak bubrezne funkeije (110) a da je kod pacijenata sa T2DM koji su imali
progresiju DKD veliki broj imao albuminuriju u granicama fizioloskih (111,112).

Patofizioloski mehanizmi koji dovode do pojave DN su brojni i jo§ uvek nedovoljno ispitani ali svi
oni dovode do tri kljuéne promene: glomerulske hipetrofije koja vodi hiperfiltraciji, glomerulske i
tubulointersticijalne inflamacije i disregulacije Celijske apoptoze i promena u ekstracelularnom
matriksu (113). Pored hiperglikemije, glavni promoter glomerulske hiperfiltracije jeste povecana
koncentracija amino kiselina usled povecane proteinske ishrane. Kod lose metaboli¢ke kontrole
Sederne boelsti, bubreg je veoma osetljiv na povecanu koncentraciju amino kiselina Sto vodi
hiperfiltraciji. Kod osoba sa T2DM arterijska hipertenzija i gojaznost mogu dodatno doprineti
hiperfiltraciji i pokazano je da do 40 % pacijenata sa T2DM ima znacajnu hiperfiltraciju (114).
Smatra se da je osnovni mehanizam koji dovodi do ove hiperfiltracije povecana proksimalna
reapsorpeija glukoze i natrijuma na nivou proksimalnih tubila (preko SGLT2 receptota odn
natrijum-glukoznog transportera 2), §to za posledicu ima smanjen priliv Na u zonu macule dens-e
$to vodi smanjenoj tubuloglomerulskoj povratnoj sprezi. Kao rezultat dolazi do dilatacije aferentne
arteriole glomerula i poveéanja produkcije angiotenzina II koji dovodi do vazokonstrikcije
eferentne arteriole glomerula i usled ta dva mehanizma dolazi do povecanja intraglomerulskog
pritiska i posledi¢ne hiperfiltracije (115).



Prve strukturne promene koje se javljaju u ranim fzama DN jesu na nivou glomerula. Prvo $to je
vidljivo jeste zadebljanje bazalne membrane glomerula, zatim dolazi i do hipertrofije mezangijalnih
Celija.Mezangijalne celije Cine 30-40 % celija u glomerulu i one su odgovorne za otklanjanje
imunih kompleksa i proteina. Istovremeno dolazi ido ekspanzije mezangijalnog matriksa kao i do
gubtka podocita. Podociti su epitelne ¢elije koje pokrivaju spoljasnju stranu bazalne membrane
glomerula i nakon gubiotka viSe od 20 % podocita dolazi do poremeéene glomerulske filtracije i
posledi¢ne proteinurije (116).

Pored promena na glomeruluma, u toku ravoja DN dolazi i do zna¢ajnih strukturnih i funkcionalnih
poromena i na bubreZnim tubulima i na intersticijumu. Promene na tubulointersticijumu obuhvataju
zadebljanje tubularne bazalne membrane, atrofiju tubula, intersticijalnu fibrozu §to sve moZe voditi
Jednoj diskonekeiji izmedu glomerula i tubula koji se oznadava kao postojanje atubularnih
glomerula i ovaj fenomen je praktiéno karakteristi¢an za ireverzibilne promene u DN (117).

Renalna fibroza predstavlja poslednju stepenicu u razvoju DN i pored hemodinamskih promena u
glomerulima, ishemije i razlicitih promena u glukoznom metabolizmu, u njenom nastanku znacajnu
ulogu imaju oksidativni stres, inflamacija kao i aktivacija sistema renin-angiotenzin-aldosteron

(RAAS) (118).

Oksidativni  stress  koji je determinisan poveéanom produkcijom ROS uzrokovanom
hiperglikemijom, predstavlja mozda i najvazniju komponentu u patogenezi DN. Povecana
produkcija ROS je posledica sa jedne strane aktivacije vise enzimskih sistema (NADPH oksidaze,
lipoksigenaze, ksantin oksidaze, NOS i mitohondrijalnog respiratornog sistema) a sa druge strane
poremecenih mehanizama odbrane antioksidanasa (superoksid dizmutaze-SOD, katalaza, glutation
peroksidazaa i paraoksonaza) Ovaj disbalans vodi oksidaciji makromolekula,oiteéenju tkiva i
posledi¢noj disfunkciji (120). Oksidativni stres moZe dovesti do o3tecenja u bubregu i direktno i
indirektno. Direktno, hiperglikemijom izazvan poveéan oksidativni stress, moze dovesti do
oStecenja endotelijalnih celija, podocita, mezangijalnih éelija §to za posledicu ima nastanak
proteinurije i tubulointersticijske fibroze. Indirektno, oksidativni stress moZe indukovati druge
patoloske puteve koji dovode do oSteéenja bubrega i sa kojima je u stalnom dvosmernom odnosu
(121). Oksidativni stres je povezan sa brojnim drugim metaboli¢kim i hemodinamskim promenama
u bubregu tako da npr dovodi do povecéane sekrecije angiotenzina II, aktivacije PKC i poveéane
ekspresije transfomiSuceg faktora rasta-beta (TGF-S)(122). Povedana aktivacija TGF-B stimulise
sintezu i povecano remodelovanje ekstracelularnog matriksa mezangijuma i dovodi do fibroznih
promena u tubulskom intersticijumu (121,123).

Renin-angiotenzin-aldosteron system (RAAS) takode igra veoma vaZznu ulogu u progresiji DN i
pokazano je da inhibicija ovog sistema moZe znacajno usporiti progresiju bolesti i to smanjenjem
proteinurije i odrzavanjem normlane bubrezne funkcije (124). Jedna od najznadajnih komponenti
ovog sistema je angiotensin II. Angiotenzin Il je citokin koji deluje na bubreg kako sistemski, tako i
aktiviranjem lokalnog RAAS u bubregu (125). Celije bubregs sintetiSu renin, reninske receptore,
angiotenzinske receptore i angiotensin II nezavisno od sistemskog RAAS. Cak je pokazano da su
koncentracije angiotenzina II u intersticijumu bubrega nekoliko hiljada puta veée nego u plazmi
(126). U stanjima hiperglikemije povecana je sinteza renina i angiotenzina Il u mezangijalnim
¢elijama i ta povecana intrarenalna koncentracija angiotenzina II je odgovorna za brojne procese u
bubregu. Osim hemodinamskog odgovora u smislu poveéanog intraglomerulskog pritiska i
povecane permeabilnosti koja vodi proteinuriji, dolazi i do stimulacije proliferacije i hipertrofije
¢elia bubrega, sinteze drugih citokina i daljeg stimulisanja procesa inflamacije. TakodeZ utice i na
proliferaciju mezangijalnog ekstracelularnog matriksa (127).



Pokazano je da inflamacija ima veoma vaznu ulogu u nastanku mikrovaskularnih komplikacija DM
pa i DN. Stalna inflamacija kako u samom bubreznom tkivu tako i u sistemskoj cirkulaciji
predstavlja vrlo zna¢ajan factor u nastanku i progresiji DN (128). Koncentracija inflamatornih
citokina, pre svega IL-1, IL-6, TNF- alfa, TGF-f1, i IL-18 je znacajno povisena kod osoba sa DN
(129).

Na eksperimentalnim modelima DN je pokazano da dolazi do povecane sinteze i sekrecije
inflamatornih i fibrogenih citokina koji ne samo da imaju negativan direktan efekat na Celije
bubrega nego dovode i do ekspanzije ekstracelularnog matriksa (130).

U procesu inflamacije vaznu ulogu imaju i transkripcioni faktori od kojih je jedan od najznacajnijih
nuklearni faktor-«B (NF-xB). NF-xB se aktivira hiperglikemijom, AGE produktima, ROS,
mehanigkim stresom i nakon aktivacije stimulise transkripciju proinflamatornih citokina, hemokina
i ¢elijskih adhezivnih molekula koje udestvuju u procesu ostecenja bubrega u DN (131).

Smatra se da i neki drugi transkripcioni faktori kao §to je eritroidni nuklearni faktor-2 (Nrf2) ¢ija je
nefroprotektivnost pokazana na eksperimentalnim modelima (132).

Inflamacija i oksidativni stress su dva kamena temeljca patofiziologije DN, koja se medjusobno
stalno prepliéu i utidu jedan na drugi. Glavni patofizioloski mehanizam koji povezuje oksidativni
stress, inlamaciju i progresiju DN jeste rana lezija bubrega izazvana razlicitim molekulanim
mehanizmima koji dovode do poveéanog stvaranja slobodnih radikala i indukeije inflamacije (133),

Pored opisanih patofiziologkih mehanizama koji leze u osnovi DN, danas se sve vise istrazuju novi
mehanizmi koji ¢e u buduénosti biti i osnova novih terapijskih pristupa. U te nove molekularne
mehanizme koji su u osnovi nastanka DN spadaju genetske i epigenetske modifikacije,, autofagija
podocita i mitohondrijalna disfunkeija (118). U epigenetske modifikacije spadaju DNK
(dezoksiribonukleinska kiselina) metilacija, post-translaciona modifikacija histone i delovanje
mikroRNK koje onemogucavaju process translacije proteina. Svi ovi epigenetski faktori nastaju
kao direktna posledica oksidativnog stresa, inflamacije i hiperglikemije i dovode do poremecene
ekspresije gena ali bez promena u DNK sekvenci (134).

Autofagija podocita se pokazala kao renoprotektivni mehanizam u razvoju DKD (135). Cak je i u
uzorcima biopsije bubrega pacijenata sa DKD i masivnom proteinurijom pokazan smanjen nivo
autofagije u podocitima (136). Autofagijom podocita se ustvari odrzava homeostaza intracelularne
sredine i to preko autofagijom-related proteina Agp 12 koji ucestvuje u autofagozomnoj formaciji i
preko mTOR-a koji inhibira autofagiju (137,138).

Pored klasi¢ne uloge mitohondrija u oksidativnom stresu danas se sve vise opisuje i mitohondijalna
disfunkcija koja podrazumeva smanjenu produkciju ROS. U uslovima znacajne hiperglikemije
dolazi do redukcije stvaranja superoksida u mitohondrijama, smanjenja oksidativne fosforilacije i
produkcije mitohondrijalne ATP (118). Prolongirano smanjenje oksidativne fosforilacije, sa druge
strane, dovodi do poveéanog oslobadanja proinflamatornih citokina i intenziviranja inflamacije i
oksidativnog stresa (139).

Multifaktorijalna patogeneza DKD se danas zasniva, ne samo na tradicionalnim objaSnjenima
hemodinamskih i metaboli¢kih poremeéaja nego se, sve viSe akcenat stavlja i na genetske faktore
rizika kao i na epigenetske modifikacije u nastanku dijabetesne bolesti bubrega.



1.2.3. Dijabetesna polineuropatija

Dijabetesna polineuropatija predstavlja najée$éu komplikaciju dijabetesa koja se javlja u prakti¢no
polovini pacijenata sa dijabetesom u toku njihovog Zivota (140,141). Dijabetesna polineuropatija
se definiSe kao prisustvo simtoma i/ili znakova disfunkcije perifernih nerava kod osoba sa
dijabetesom nakon iskljuéenja drugih razloga. (142). Dijagnoza se zasniva ne samo na prisustvu
simtoma, ve¢ i na kvantitativnim testovima kojima se meri stepen ostecenja perifernih nerava, a
neretko ona moZe biti i asimtomatska.

Prevalenca DPN je veca kod pacijenata sa T2DM i neke studije su pokazale da ona moze biti od
39-51 % (143,144,145). Sa godinama Zivota i sa godinama trajanja Seéerne bolesti prevalenca se
znatno povecava kod oba tipa DM (146). Pored tradicionalnih faktora rizika kao §to su Zivotna dob,
duZina trajanja dijabetesa i loSa glikemijska kontrola pokazano je da i drugi faktori rizika kao §to su
indeks telesne mase (BMI), pusenje, arterijska hipertenzija i poviSen nivo triglicerida imaju ulogu u
nastanku DPN (147,148).

Postoji nekoliko oblika dijabetesne periferne neuropatije. Ona mozZe biti senzorna, motorna,fokalna
ili multifokalna i autonomna. Najées¢i oblik, koji se javlja u 75 % slucajeva jeste distalna
simetri¢na polineuuropatija. Ona moZe zahvatati primarno mala vlakna, primarno velika vlakna ili i
Jedna i druga (142). Distalna simetri¢na polineuropatija dovodi do pojave neuropatskog bola u 10-
30 % pacijenata (149). Atipi¢ne forme dijabetesne polineuropatije ¢ine: mononeuropatije ( kao $to
je mononeuritis multiplex), radikulopatije i neuropatioje izazvane lekovima (142). DPN moZe
dovesti do raznih komplikacija, pre svega hroni¢nog neuropatskog bola, ulkusa na stopalima,
raznih infekcija stopala i posledi¢nih amputacija (150). Glavni faktori rizika za nastanak ulkusa na
stopalu jesu: starija Zivotna dob, duZe trajanje DM, arterijska hipertenzija, pusenje i prisustvo
dijabetesne retinopatije (151). Smatra se da ak Eetvrtina pacijenata sa DM u toku svog Zivotnog
veka razvije ulkus koji se jako &esto komplukuje infekcijom, gangrenom i posledi¢nom
amputacijom (152).

Patogenetskii mehanizmi koji leZe u osnovi DPN su kao i kod ostalih vaskularnih komplikacija DM
brojni i jo§ uvek nedovoljno ispitani. Kao i za druge dve mikrovaskularne komplikacije vazi da se
prve promene javljaju na mikrovaskularnom koritu sadinjenom od kapilara, u ovom slucaju na
nivou nerva. Nervi su normalno prokrvljeni preko vasa nervorum koji su kljuéni za normalno
funkcionisanje i odrzavanje normalne strukture nerva (153). Biopsije suralnog nerva kod pacijenata
sa. DM su pokazale iste one promene na kapilarnoj mreZi koje se javljaju i u drugim
mikrovaskularnim komplikacijama a to su: zadebljanje bazalne membrane, gubitak kapilarnih
pericita i hiperplazija endotelnih Celija (154). Sve ove promene koje su, pre svega izazvane
hiperglikemijom, zajedno sa pove¢anom permeabilno$éu dovode do smanjenog protoka i dostave
kiseonika kroz male endoneurialne krvne sudove. Kao posedica javlja se endoneurialna hipoksija, ,
edem nervnih vlakana tj. aksona kao i smanjena brzina provodljivosti kroz ova nervna vlakna
(155). Ipak, smanjen protok kroz kapilare nerava kao ni gubitak kapilarne mreZe nije pokazan u
svim eksperimentalnim studijama (156). Zbog toga je predloZena jedna nova hipoteza a to je da
umesto globalnog sniZenja protoka kroz kapilare nerava ustvari postoji redukovana koli¢ina
glukoze i kiseonika koja se preuzima od strane nervih vlakana $to vodi njihovoj disfunkeciji (157).
Taj individualni kapilarni protok ima razli¢itu distribuciju i mera te heterogenosti jeste jedan novi
indeks koji se oznacava kaoheterogeno kapilarno tranzitno vreme ( CTH) (157).

Medutim, pored ovih promena na mikrovaskulaturi ono $to je nesumnjivo pokazano je da u DPN

postoji rana degeneracija senzornih neurona i to u ganglijama dorzalnih korenova kiémene

moZdine. Na eksperimentalnim modelima dijabetesa ovi neuroni pokazuju i strukturne i
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funkcionalne defekte kako na nivou perikaria odn tela neurona tako i na nivou njihovih aksona odn
terminalnih zavretaka u epidermisu. Pored atrofije neurona i aksona pokazana je i smanjena
provodljivost impulsa kroz nerve kao i giibitak senzacija za dodir (158). Smatra se da je aksonska
degeneracija, ustvari prva patoloska promena koja se javlja u DPN i da aksoni kasnije podlezu
regeneraciji, ali ne potpunoj veé samo delimi¢noj usled stalnog Stetnog uticaja hronicne
hiperglikemije.

U razvoju DPN, kao i u razvoju drugih mikrovaskularnih komplikacija DM klju¢nu ulogu imaju
inflamacija, oksidativni stress i mitohondrijalna disfunkcija. Usled hroni¢ne hiperglikemije dolazi
do aktivacije mitogen-aktivirane protein kinase (MAPK) koja dovodi do aktivacije citosolnog
transkripcionog faktora nuklearni faktor-«B (NF-xB) koji kao i u DN ima veoma vaZu ulogu u
aktiviranju inflamatornih citokina i to TNF-alfa, IL-1, IL-6, ciklooksigenaze 2 (COX-2) kao i azot
oksid sintetaze (iNOS)(159). 11-6 1 CRP su direktno povezani sa prisustvom dijabetesne
polineuropatije kao i sa stepenom njene tezine dok je IL-18 sniZen kod osoba sa DPN (160).

Oksidativni stres zauzima veoma vazu ulogu u nastanku DPN. Hroni¢na hiperglikemija dovodi do
aktivacije vide signalnih puteva: poliolskog puta, heksozaminskog,puta, aktivacije protein kinaze C
i stvaranja AGE produkata §to sve vodi poveéanoj produkeiji ROS kako u mitohondrijama tako il u
citoplazmi. Povecana produkcija ROS dovodi do ostecenja lipida koji su prisutni u mijelinskoj
ovojnici nerava, dovodeéi na taj nacin do procesa demijelinizacije, gubitka aksona i inaruSavanja
mikrovaskulature u perifernim nervima (161). Oksidativni stres koji je prisutan u stanjima hroni¢ne
hiperglikemije dovodi do modifikacija u mitohondrijalnom  genetskom materiju odn.
mitohondrijalnoj DNK i ukoliko perzistira dovodi do tzv. mitohondrijalne disfunkcije koja vodi u
jo§ veéu produkciju ROS koja za posledicu ima definitivno oStecenje celije (162).

Mitohondrijalna disfunkcija takode ima svoje mesto u patogenezi DPN. Mitohondrije su organelle
u kojima se stvara 90 % slobodnih radikala tj. ROS (163) .Ovi slobodni radikali dovode do procesa
lipidne peroksidacije, modifikacije proteina i odtecenja nukleinskih kiselina Sto kao krajnji rezultat
ima degeneraciju aksona i segmentnu demijelinizaciju (159).
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1.3. Matriksne metaloproteinaze

Matriksne metaloproteinaze (MMP) pripadaju grupi proteoliti¢kih enzima tzv.endopeptidaza koje
ucestvuju u degradaciji i remodelovanju ekstracelularnog matriksa (164).

Ekstracelularni matriks (ECM) je mreZa makromolekula koju &ine stotine molekula koje pripadaju
strukturnim proteinima (kolagen, elastin), proteoglikanima (agrekan 1, sindekan), adhezivnim
proteinima (laminin, fibronektin), glikozaminoglikanima (hijaluronska kiselina) i enzimima koji
mogu da razloZe ove proteinske molekule tj matriksnim metaloproteinazama.(164,165). ECM ne
samo da odvaja tkiva jedna od drugh, nego pored ove veoma vazne strukturne uloge, ima i ulogu u
diferencijaciji ¢elija, njihovom rastu, migraciji, interéelijskoj komunikaciji i apopotozi (166).

MMP su prvi put opisane kao enzimi koji omoguéavaju rast tumora 1949. god.(167), da bi prve
MMP i to iz grupe kolagenaza bile izolovane 1962. god.od strane Grossa i Lapiera i to iz repa
punog[avaca u €ijoj su resorpciji fibrilarnog kolagena imali klju¢nu ulogu (168). Nakon toga proslo
je vise od dvadeset godina da bi MMP opet usle u ZiZu interesovanija i da bi danas bile shvaéene
kao glavni enzimi odgovorni za turnover ECM (164,169,170).

MMP pored degradacije proteina ECM imaju veoma vaZnu ulogu i u degradaciji membranskih
proteina, faktora rasta i citokina tako da su nezaobilazni igra¢i u mnogim biologkim procesima kao
Sto su embriogeneza, diferencijacija i proliferacija Celija, apoptoza, inflamacija, angiogeneza,
reparacija i zaceljivanje tkiva. Samim tim i uloga MMP u raznim humanim bolestima kao §to su
tumori pre svega maligni, kardiovaskularna oboljenja (infarkt miokarda, arterijska hipertenzija,
aneurizma aorte ateroskleroza), diabetes melitus sa svojim vaskularnim komplikacijama,
neurodegenerativna oboljenja, oboljenja koStano-zglobnog sistema (osteoartritis, reumatoidni
artritis), razli¢ita ginekoloska oboljenja, je sve viSe predmet nau¢nih istraZivanja.

1.3.1.MMP- struktura i podela

Poznato je da se MMP nalaze u virusima, bakterijama, biljkama i Zivotinjama. Kod ki¢menjaka
postoji 28 razlicitih tipova MMP, a kod &oveka 23 (165,166,169,170).

Sve one spadaju u grupu cink -zavisnih endopeptidaza koje imaju razliite supstrate na koje deluju
ali 8to se tice hemijske strukture pokazuju visok stepen sliénnosti.

Tipi¢na molekukla MMP se sastoji iz nekoliko delova:
1. signalnog N terminalnog peptida razliéite duzine
2 prodomena-.propeptid koji je sastavljen od oko 80 amino kiselina

3. katalitickog domena koji je sastavljen od oko 170 amino kiselina i za koji se vezuje molekul
cinka

4. vezujuceg peptida ( linker peptid) ili tzv regiona udice koji je sastavljen od razli¢citog broja
amino kiselina najéesce 14-69 amino kiselina

5. hemopeksinskog domena koji je sastavljen od oko 200-210 amino kiselina
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6. dodatnog transmembranskog domena sa malim citoplazmatskim C terminalnim domenom (
prisutan samo kod MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-24) (171,172)

* COLLAGENASES
MMP-1, 8, 13, 18

* STROMELYSINS
MMP-3, 10

+ OTHER MMPS
MMP-12, 19, 20, 22, 27

* GELATINASES
MMP-2, 9

* MATRILYSINS
MMP-7, 26

+ FURIN-CONTAINING MMPS

- Secreted
MMP-11, 21, 28

- Type-| MT-MMPs
(MT-1, 2, 3, 5-MMP)
(MMP-14, 15, 16, 24)

- GPI Anchored MT-MMPs
(MT-4, 6-MMP)
(MMP-17, 25)

- Type-ll MT-MMPs
(MMP-23)

Type-ll Signal

Slikal. Struktura MMP (171,172)

Cysteine Catalytic Domain
Switch Motif 170 2a
PRCGXPD

Zn**-Binding Sequence

—d&moooo-

3 Type-! Fibronectin Repeats

Furin-like
Motif

Cysteino-Rich

Anchor : E : g i Region

Cytoplasmic
Tail

Membrane

Domain

Region

Sve MMP se sintetiSu N terminalnom signalnom sekvencom kao proenzimi

endoplazmatskom retikulumu (165,173).

GPI

Anchor
Proline-Rich

i skladiste se u

Prodomen sadrzi tri alfa heliksa, gde se izmedu prvog i drugog nalazi petlja koja se jo§ oznacCava i
kao region cepanja ili “mamac- region > dok tre¢i heliks sadrZi cisteinski prekida¢ (cisteinski
switch) sa sulfhidrilnom grupom (SH-) koja vezuje jone cinka i drzi MMP u latentnom,

prozimogenom obliku .
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a3-helix

“cysteine switch”-
PRCGNFPD

B, a2-helix

|

“bait region”-
SCNLF

" 4’/ Catalytic Domain Pro-domain

{a) (b)

Slika 2. Prodomen MMP (165)

Kataliticki domen sadrZi aktivno mesto sa jonom cinka a pored tog katalitickog jona sadrZi jo§
jedan jon cinka koji je strukturne prirode i dva ili tri jona kalcijuma radi stabilizacije. Strukturnu
organizaciju ovog domena ¢ini oko 170 amino kiselina koje su strukturno uredjene u tri alfa a
heliksa i pet beta B- listova koji su povezani sa osam petlji (165,174,175). [zmedu drugog i treéeg
alfa heliksa nalazi se omega Q petlja ¢iji sastav i duZina znacajno variraju izmedu razli¢itih MMP i
prakti¢no odreduju njihovu selektivnost (174). Gama petlja ustvari ogranicava odn. &ini spoljasnju
granicu SI dZepa. Molekuli MMP sadrze Sest dzepova od kojih je S1 najvaZniji jer ustvari
determinise selektivnost molekule MMP za supstrat (165,174).

Hemopeksinski domen je sastavljen od oko 200 amino kiselina koje su strukturno rasporedene u
Cetiri beta propelera (svaki propeler je sastavljen od &etiri beta lista i jednog alfa ¢ heliksa)
(165,170,176). Ovaj domen je neophodan za razgradnju kolagena ali ne i za razgradnju drugih
supstrata (165,169). Jedine MMP koje nemaju ovaj domen su MMP-7, MMP-23 i MMP-26
(177,178).

Naravno, neke MMP se razlikuju od drugih po tome §to imaju jedinstven domen koji je bogat
cisteinom (kao npr. MMP-23). MMP-2 i MMP-9 sadrZe fibronectin u katalitickom domenu. Ove
razlike u stukturi dovode i do razli¢itog mehanizma delovanja mada je ipak, osnovna struktura svih
MMP vrlo sli¢na.

Osnovna podela matriksnih metaloproteinaza je napravljena na osnovu njihove predominantne
specifiCnosti za supstrat i njihove strukturne organizacije na: kolagenaze, Zelatinaze, stromelizine,
matrilizine, MMP membranskog tipa i ostale MMP (165,166,170,171,179,180,181).
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MMP-3

MMP-10
MMP-11 MMP-14
MMP-1 {3 MMP-15
MRS <:] Collagenase Stromelysin  Membrane-associated E> MMP-16
MMP-13 MMP-17
MMP-24
MMP-25

p-
MMP-12 <j Metalloelastase m Matrilysin l::> m:p_;ﬁ

Enamelysin
Gelatlise Other d

MMP-2 Mﬁs MMP-20
MMP-3 MMP-21

MMP-23A

MMP-238

MMP-27

MMP-28

Slika 3. Podela MMP (181)

Kolagenaze (MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMp-18) — najznacajnija uloga kolagenaza je , kao Sto
im i samo ime kaZe razgradnja tj.cepanje molekula fibrilarnog kolagena tipa LII, I1L, IV i XI koji
predstavljaju glavne kolagene kosti i ligamenata. Degradacija kolagena se vr§i na na specifican
nadin i to tako §to se prvo vrdi razmotavanje trostrukog heliksa kolagena a zatim dolazi do hidrolize
peptidnih veza izmedu njih pri ¢emu nastaju tipicni tro-Cetvrtinski (3/4) i jedno-Cetvrtinski (1/4)
fragmenti(165). Za ovakav nadin cepanja kolagena neophodan je hemopeksinski domen MMP.
Pored kolagena, supstrati za delovanje ovih enzima mogu biti i drugi proteini ECM kao §to su :
7elatin, tenascin, agrekan, fibronectin, vitronectin, mijelinski baziéni protein, ovostatin,
proteoglikanski link protein.(165,172,175). Ove MMP imaju i afinitet za druge neproteinske
molekule kao §to su : kazein, alfa-1 antihimotripsin,IGF-BP-3 (insulin growth binding protein 3),
IGF-BP-5, IL-1 beta, L-selektin, pro TNF alfa, pro MMP-8,-9,-13.

Kolagenaze sintetisu razli¢ite ¢elije: fibroblasti, keratinociti, endotelne ¢elije, makrofazi, hepatociti,
hondrociti, osteoblasti i trombociti (181,182,183). Pokazano je da kolagenaze mogu imati ulogu u
stvaranju tj.stabilizaciji karotidnog plaka (181,184), aterosklerozi i procesu restenoze krvnog suda
(185), bolestima vena (186), kao i bolestima bubrega (187,188). Takode je pokazano da je MMP-8
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prva MMP koja se pojavljuje u toku zarastanja rana i da kod miSeva kod kojih postoji smanjena
koncentracija MMP-8 postoji i usporeno zaceljivanje koznih rana kao i Ge3¢a upalna reakcija oko
nih (189).

Zelatinaze (MMP-2 i MMP-9) su dugo smatrane najznacajnijim enzimima u proteoliti¢koj
razgradnji ECM. Strukturno su veoma sli¢ne ostalim MMP, ali ono $to ih izdvaja jeste specifican
kataliticki domen koji sadrZi fibronectin koji je neophodan za vezivanje Zelatina (denaturisanog
kolagena). MMP-2 i MMP-9 razgraduju Zelatin, kolagen tipa IV, V, VIII, X, XI i XIV, elastin,
proteoglikenske cor protein, fibronectin, laminin, versikan. Supstrati za njihovo delovanje su I : I1-1
beta, pro-TNF alfa, TGF beta,aktivna forma MMP-9 (vaZi samo za MMP-2), IGF-BP3 i-5 (samp
MMP-2). 11-2 R (samo MMP-9), plasminogen (samo MMP-9) (165,170,171, 190, 191,192).

MMP-2 (Zelatinaza A, 72-kDa tip IV kolagenaza)

Predstavlja jednu od najispitivanijih MMP &ija je uloga opisana u brojnim fizioloskim ali i
patoloSkim procesima. Ona pre svega deluje kao Zelatinaza ali ima i slabo kolageno dejstvo. MMP-
2 vr8i razgradnju kolagena u dve faze: prvo delujuéi kao slaba kolagenaza a zatim i kao Zelatinaza
zahvaljuju¢i hemopeksinskom domenu. MMP-2 je ubikvitarna i eksprimovana u mnogim tkivima.
Niz celija sintetiSe MMP-2 i to: dermalni fibroblasti, endotelne éelije, osteoblasti, hondrociti,
leukociti, trombociti i monociti. Kao i druge MMP i MMP-2 se sintetiSe u kao proenzim u
latentnom, zimogenom obliku kao pro-MMP-2 a zatim dolazi do aktivacije u slobodnu aktivnu
formu enzima. Pro MMP-2 formira kompleks sa tkivnim inhibtorom matriksnih metaloproteinaza-
TIMP-2 i to preko hemopeksinskog domena koji se veze sa C terminalnim domenom TIMP-2 (166,
171, 183, 194). Ovako formiran kompleks predstavlja supstrat za delovanje jedne druge MMP i to
MMP membranskog tipa 1 (MT1-MMP) koja se oznadava i kao MMP-14. MMP-14 dovodi do
proteolitickog cepanja prodomena od pro-MMP-2 pri ¢emu nastaje aktivna forma enzima MMP-2
(169, 195). U slucaju povisene koncentracije TIMP-2, enzimi MMP-14 i aktivna MMP-2 ¢ée biti
inaktiviraneil nec¢e do¢i do dalje aktivacije inaktivne forme enzima. Ovo je glavni put aktivacije pro
MMP-2, ali ona mozi biti aktivirana i pod dejstvom trombina i aktiviranog proteina C (196).
Zahvaljujuci sposobnosti sa vrsi degradaciju kolagena u vaskularnoj bazalnoj membrane, MMP-2
ima veoma vaznu ulogu u procesu neovaskularizacije kako pod fizioloskim uslovima tako i u
mnogim patoloskim procesima a pre svega u §irenju tumorskih metastaza (197,198).

MMP-9 (Zelatinaza B, 92-kDa tip IV kolagenaza)

MMP-9 je prvo otkrivena u neutrofilima 1974. Godine ( Sopata i Dancewicz) a sintetiSe je niz
¢elija: neutrofili, makrofagi, osteoblasti, fibroblasti, epitelne ¢elije,keratinociti i T éelije . MMP-9
moze da deluje i kao Zelatinaza i kao kolagenza (165,171). Za razliku od MMP-2 koja je
eksprimirana u mnogim tkivima, MMP-9 je stalno prisutna samo u neutrofilima gde je deponovana
u specijalnim grnulama iz kojih se, pod dejstvom razligitih stimulusa moZe osloboditi (169). Za
razliku od MMP-2, MMP-9 je najéesce inhibirana od strane TIMP-1 (169, 199).

Pokazano je da MMP-9 moze da dovede do oslobadanja aktivne forme endotelijalnog faktora rasta
(VEGF), i da na taj nacin ima veoma vaZnu ulogu u formiranju novih krvnih sudova ftj.
neovaskularizaciji (169,201). MMP-2 kao i MMP-9 kao supstrat koristi i neke citokine i hemokine
kao $to je IL-18 koji pretvara u potentni oblik. Aktivira i IL-1 beta kao i TGF beta (169,201).

Zbirno gledano, Zelatinaze MMP-2 i MMP-9 imaju veoma vaZnu ulogu kako u fiziologkim , tako i
u brojnim patoloskim stanjima. Do sada je opisana njihova poveéana ekspresija i aktivnost u
brojnim malignim tumorima, pre svega dojke (202), urogenitalnim tumorima, patololoskim
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stanjima pre svega §irenju tumorskog procesa, vaskularnim bolestima, infektivnim bolestima ,
degenerativnim oboljenjima mozga, zarastanju rana.

Stromelizini ( stromelizin 1- MMP-3, stromelizin 2- MMP-10, stromelizin 3- MMP-11) imaju
strukturu domena veoma sli¢nu kolagenazama ali ne cepaju intersticijalni kolagen. MMP-3 i MMP-
10 su veoma sliéni po strukturi i specifiCosti za supstrat dok MMP-11 ima veoma mali afinitet
prema proteinima ECM (171). MMP-3 i MMP- 10 se sekretuju iz ¢elija kao inaktivni pro MMP za
razliku od MMP-11 koji intracelularno biva aktiviran od furina tako da se iz ¢elija oslobada kao
akrtivan enzim (193)

MMP-3 razlaze kolagen tipa 11, IV 1 IX kao i niz proteoglikana,elastin, fibronektin i laminin (171).
Takode dovodi i do aktivacije mnogih citokina i adipokina kao $to su alfa-1 proteinaza inhibitor,
fibrinogen, IGF-BP3, l-selektin,pro IL-1 beta, pro-TNF alfa. Takode moZe aktivirati i druge MMP i
to MMP-1,-7, -9. (203). Pokazano je da MMP-3 ima veoma vaznu ulogu u nastanku artritisa pre
svega regulacijom faktora rasta vezivnog tkiva (204), zatim u nastanku ateroskleroze (205), kao i
§irenju tumotskih metastaza (206),

MMP-10 pored toga §to aktivno udestvuje u remodelovanju ECM, moZe aktivirati i druge MMP i to
MMP-1,-8 i -10 (171). MMP-10 se eksprimira na makrofagima kao i na epitelnim celijama kao
odgovor na povredu, pa je pokazano da ova MMP igra vazu ulogu u stvaranju oZiljka prilikom
procesa zarastanja rana (207). Takode je pokazana i znaajna uloga u nastanku i progresiji periferne
okluzivne arterijske bolesti donjih ekstremiteta (208), nastanku prolapsa genitalnih organa (209),
respiratornim virusnim infekcijama (210), idiopatskoj pluénoj fibrozi (211) i u progresiji i
diseminaciji nekih timota (212,213).

MMP-11 je prvo identifikovan u stromalnim éelijama oko invazivnog karcunoma dojke i smatran
je kao jedan od stromalnih faktora koji doprinosi Sipernju epitelnih tumota (214) a danas se zna da
njegova poremeéena ekspresija ima ulogu u nastanku skvamoznog carcinoma larinksa (215) 1
skvamoznog oralnog carcinoma (216).

Matrilizini (matrilizin1-MMP-7, matrilizin-2-MMP-26) su enzimi koji nemaju hemopeksinski
domen.Glavni supstrati za njihovo delovanje su: kolagen IV.X (samo za MMP-7),
Zelatin,fibrinogen, fibronectin, razliéiti proteoglikanski molekuli.

MMP-7 ima ulogu u remodelovanju ECM pre svega tkiva onih organa koji su ukljuceni u
reprodukciju (uterus) a takode ima i vaznu ulogu u razvojuil Sirenju tumorskog procesa kao $to je
skvamozni oralni karcinom (217).

MMP-26 se jo§ naziva i endometaza i takode je visoko eksprimovana u tkivu uterusa i placente ali i
u brojnim tumorskim epitelnim éelijama i to pre svega karcinoma pluca, dojke i prostate (218,).
Pokazana je i povecéana ekspresija MMP-26 kod disemiminovanih tuumorskih procesa, pre svega
kod karcinoma pankreasa (219). Smatra se da je uloga MMP-26 u tumorskim procesima i njihovom
Sirenju pre svega zasnovana na aktivaciji faktora rasta granulocitno-makrofagne kolonije (GM-
CSF).(220).

MMP membranskog tipa (MT-1-MMP-14: MT2-MMP-15; MT-3- MMP-16; MT-4-MMP-17;

MT-5-MMP-24; MT-6-MMP-25) se aktiviraju intracelularno i aktivno enzimi se nalaze na

povrsini celije.

MT-1 ili MMP-14 je eksprimirana u mnogim ¢elijama.Ona se vezuje za TIMP-1 i aktivira MMP-2.

Razlaze kolagen tipa I, 11, 111, proteoglikane hrskavice, fibronectin, laminin, alfal-proteinazni
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inhibitor, alfa-2 makroglobulin.MT-1 Ima veoma vaznu ulogu u metabolizmu vezivnog tkiva (221),
u procesu ateroskleroze odn rupture plaka u stanjima akutnog infarkta miokarda (222) kao i u
tumorskim procesima (223).

MT-2 ili MMP-15 je eksprimirana u velikim koli¢inama kod carcinoma debelog creva (224).

MT-3 ili MMP-16 takode moZe da aktivira pro MMP-2 u aktivnu formu enzima tako da I ovaj
enzim ima ulogu u Sirenju tumorskog procesa (171). U kulturama progenitorskih delija
kardiomiocita , MMP-16 moZe da aktivira MMP-2 i MMP-9 i da na taj nadin limitira process
regeneracije kardiomiocita (225).Povecana ekspresija MMP-16 je nadena i kod pacijenata sa
melanomom i predstavljala je lo§ prognosticki znak (226).

MT-4 ili MMP-17 se nalazi vezan za membranu pre svega leukocita gde se smatra da ima ulogu u
kativaciji nekih inflamatornih medijatora kao §to je TNF-alfa i takode se smatra da ima ulogu u
progresiji tumorskog procesa (227).

MT-5 ili MMP-24 takode dovodi do aktivacije pro-MMP-2 u MMP-2 i dovodi do progresije
tumora pogotovu timora mozga (228). Kako se radi o neuron-specifi¢noj MMP pokazano je da ima

i vaznu ulogu u razvoju dermalne neuro-imune sinapse i da moze biti veoma vazna u kontroli bola
(229).

MT-6 ili MMP-25 je kao i MMP-17 visoko eksprimirana na leukocitima.Smatra se da ima ulogu u
multiploj sklerozi (230) kao i, karcinomu kolona (231).

Ostale MMP (MMP-12, MMP-19. MMP-20. MMP-21, MMP-22. MMP-23, MMP-27, MMP-
28).

MMP-12 ili kako se jo$ naziva makrofagna metaloelastaza je neophodna za migraciju makrofaga
gde je visoko ekspirmirana. Ima znacajnu ulogu u remodelovanju i inflamaciji vazdu$nih puteva i
analogno tome u astmi gde moZze biti veoma znacajna kao nova terapijska opcija (232).Takode je
pokazana njena uloga i u nastanku CVI gde bi njena supresija takode mogla biti znacajan terapijski
cilj (233).

MMP-19 moze aktivirati latentnu formu MMP-9 u njen aktivni oblik, a ono $to je veoma znadajno
je da je veoma potentat enzim razgradnje bazalne membrane (171). Ima veoma znadajnu ulogu u
nastanku idiopatske pluéne fibrose (234), fibrose jetre (235),i u degenerativnim artritisima (236),
karcinomu debelog creva (224) i karcinomu plucéa (237).

MMP-20 ili enamelizin je veoma zna¢ajan u razvoju zuba (238).
MMP-21 ima veoma znacajnu ulogu u embriogenezi kao i u progresiji tumora (171,239).

MMP-22 nema cisteinsku reziduu u proenzimskom domenu koja se oznafava kao cisteinski
prekida¢ dok MMP-23 je jedinstvena, jer za razliku od svih ostalih MMP nema cisteinski prekidaé
u propeptidnom molekulu tako da je hemopeksinski domen zamnjen cistein-bogatim
immunoglobulin-like domenom (171). Ova MMP takode ima ulogu u procesima invazije odn
Sirenja karcinoma dojke (240).

MMP-27 je vezana za ekspresiju u ¢elijama endometrioze kako ovarijuma tako i peritoneuma (241)
a smatra se da moZe imati ulogu i u rayvoju karcinoma dojke (242).

MMP-28 ili epilizin pokazuje najvecu ekspresiju u epidermisu gde se smatra da ima ulogu u
njegovoj reparaciji (171). Ima ulogu i u disfunkciji miokarda nakom infarkta miokarda (243),
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karcinomu debelog creva (244) kao i u degenerativnom osteoartritisu i reumatoidnom artritisu
(245).

1.3.2. MMP-aktivacija i regulacija

Proteolititka aktivnost matriksnih metaloproteinaza je regulisana na tri nivoa: na nivou
transkripcije gena, na nivou aktivacije latentnih enzima i na nivou inhbicije od strane njihovih
tkivnih inhibitora.

Ekspresija gena za MMP je uglavnom regulisana na nivou transkripcije, mada se danas smatra dai
neki post-transkripcioni mehanizmi, kao i epigenetski mehanizmi regulacije mogu imati vaznu
ulogu u kontroli ekspresije MMP (246). Pokazano je da razliciti faktori, kao Sto su inlamatorni
citokini, faktori rasta i razli¢iti hormoni mogu uticati na povecanu ili smanjenu ekspresiju gena za
MMP. Tako, inflamatorni citokini: 1L-1, IL-6, TNF alfa dovode do povecane ekspresije MMP
(247,248,249). Poveéana ckspresija vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF) dovodi do
poveéane ekspresije gena za MMP-2 (250). U plakovima karotidnih arterija epidermalni factor
rasta (EGF) dovodi do poveéane MMP-1 i MMP-9 aktivnosti (251). Prostaglnadin E2 (PGE2),
jedna bioaktivna lipidna molekula dovodi do ushodne regulacije transkripcije gena za MMP-1,
MMP-2, MMP-9 i MT1-MMP (252,253).

Sa druge strane, kortikosteoidi, retinoi¢na kiselina, heparin i 1L-4 mogu imati inhibitorni efekat na
ekspresiju MMP (254).

Na ekspresiju gena za MMP uti¢u i interakcije izmedu razlicitih vrsta Celija ali i izmedu celija i
strukturnih i funkcionalnih proteina ECM (255,256).

Sledeéi nivo regulacije aktivnosti MMP jeste na nivou aktivacije latentnih enzima. Matriksne
metaloproteinaze se sintetifu kao pre-proMMP a zatim nakon otklanjanja signalnog peptida nastaje
pro MMP. Veéina pro-MMP se sekretuje u ¢eliji a aktivira se ili intracelularno, ili na povrsini same
éelije ili ekstracelularno (257).

Intracelularno se aktiviraju MMP-11 i MTI-MMP i to procesom proteoliticke aktivacije i to
enzimima celularnim endopeptidazam kao §to je furin (180). Intracelularno se i pod dejtvom
oksidativnog stresa mogu aktivirati kolagenaze a procesom fosforilacije dolazi do aktivacije
MMP-2 (257).

Na povrini éelije dolazi do aktivacije MMP-2 i MMP-9 i to stvaranjem kompleksa sa TIMP.
Cistein iz cisteinskog prekida¢a ustvari drzi ove pro-MMP oblike jo uvek inaktivnim. Za pro-
MMP se vezuju zatim TIMP i to TIMP-2 i TIMP-4 za pro-MMP-2 a TIMP-1 i TIMP-3 za pro-
MMP-9 i ovo stvaranje kompleksa sa TIMP sa oznadava kao neinhibitorno stvaranje kompleksa.
TIMP se vezuju svojim C terminalnim domenima a njihovi N terminalni domeni ostaju slobodni i
za njih se vezuju druge MMP kao §to je MT1-MMP koja dovodi do cepanja prodomena i nastajanja
aktivne forme MMP (180).

Na ekstracelularnom nivou proteolititka aktivnost MMP je regulisana od strane razlicitih enzima
kao §to su fibrinoliti¢ka proteaza, plasmin, tripsin kao i druge MMP (257).

Treéi nivo regulacije aktivnosti MMP jeste na nivou njihvoih tkivnih inhibitora. TIMP
predstavljaju endogene proteinske regulatore koji su sastavljeni od 184-194 amino kiselina i ustvari
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predstavljaju porodicu od &etiri razli¢ita molekula- TMP 1-4. (180). TIMP imaju veoma vaZnu
ulogu ne samo u aktivaciji MMP ve¢ i u njihovom uklanjanju iy ekstracelularnog matriksa. Ovi
molekuli su sastavljene iz dva domena: N domena koji je inhibitorni i koji se vezuje za aktivno
mesto MMP i od C domena kojim moZe reagovati sa hemopeksinskim domenom nekih MMP
(172). U fizioloskim uslovima TIMP su eksprimirani u razli¢itim tkivima: u bubregu, mozgu, jetri,
debelom crevu, kozi,srcu, dojei i jajnicima.

TIMP-1 inhibira sve tipove MMP, izuzev MMP-14, MMP-16, MMP-18, MMP-19, MT1-MMP.
MT2-MMP, MT3-MMP, MT5-MMP a najveéi afinitet vezivanja ima za pro-MMP-9 i MMP-9
(172,2406).

TIMP-2 inhibira MMP-2, MMP-9, MMP-14 i MT1-MMP. TIMP-3 inhibira MMP-2 i MMP-9 a
TIMP-4 inhibira MMP-2, MMP-26 i MT1-MMP (172).

Na ekspresije gena za TIMP uti€u razligiti faktori prisutni u ECM, kao §to su inflamatorni citokini,
faktori rasta i dr.

Vrlo je vazno da na aktivaciju MMP in vivo uticu i razli¢ita fiziolodka stanja kao §to su hipoksija i
hiperglikemija.

Kako je process regulacije aktivnosti MMP vrlo sloZen i odvija se na viSe nivoa (na nivou
transkripcije gena, aktivacije zimogena, inhibicije od strane TIMP, posttranslacionim nivou) vrlo je
vazno znati regulatorne faktore koji deluju na svakom nivou ove regulacije i u svakom tkivu kako
bi se razvila osnova za otkrivanje novih terapijskih pristupa koja bi ispravljala patofizioloske
mehanizme koje leze u osnovi mnogih bolesti.

1.4. MMP i Diabetes mellitus

Uloga matriksnih metaloproteinaza u razvoju §ecerne bolesti kao i njenih komplikacija je sve vige
predmet brojnih ispitivanja. Hiperglikemija, na razli¢ite nagine dovodi do poremeéene ckspresije i
aktivnosti MMP a sa druge strane sve je vise dokaza da MMP (posebno MMP-2, MMP-9, MMP-
11, MMP-13 i TIMP-4) imaju vazu ulogu u nastanku vaskularnih komplikacija DM.

U in vitro studijama, u hiperglikemijskim kulturama endotelnih éelija pokazano je da
hiperglikemija dovodi do povecane ekspresije MMP-1, MMP-2 i MMP-9 (258). Isto tako je
pokazano i da je duze izlaganje hiperglikemiji bilo povezano sa pove¢anom sintezom i latentnih i
aktivnih oblika MMP-2 i MMP-9 ali samo u endotelnim ¢elijama ali ne i u makrofazima i glatko
misi¢nim ¢elijama (259).

Hiperglikemija razli¢itim mehanizmima povecava oksidativni stress i posledica toga jeste poveéana
ekspresija i povecana aktivnost MMP-9 u vaskularnim endotelnim éelijama (260).

[ rezultati in vivo studija su pokazali povecanu koncentraciju u plazmi MMP-2, MMP-9, TIMP-1 i
TIMP- 2 kod pacijenata sa DM u odnosu na zdrave kontrole (261). Takode je u urinu pacijenata sa
TIDM i T2DM registrovana povecana koncentracija i aktivnost MMP-2 i MMP-9 pogotovu kod
pacijenata sa oboljenjenm bubrega. (262). Potvrdene su i povigene koncentracije MMP-9, TIMP-1 |
TIMP-2 u plazmi osoba sa DM i akutnim koronarnim sindromom (263).

Dobro je poznata uloga MMP u nastanku i destabilizaciji plaka u procesu ateroskleroze,
Nestabilnost i pucanje plaka je povezano sa povecanom aktivnoi¢u MMP-9 koja je u plaku
poreklom iz makrofaga i deluje na kolagen I, I11, IV, V, XI (264).

Uloga MMP u nastanku i progresiji mikrovaskularnih komplikacija DM je sve vie u fokusu.
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1.4.1. MMP i dijabetesna retinopatija

Brojne studije do sada su pokazale da MMP imaju veoma vaZu ulogu ne samo u nastanku, nego i u
progresiji dijabetesne retinopatije. Od svih MMP, pokazano je da najvazniju ulogu u razvoju DR
imaju MMP-2 i MMP-9 i da njihova povecana ekspresija i aktivacija u retini razlicitim
mehanizmima preko oksidativnog stresa, mitohondrijalne destrukcije, inflamacije i angiogeneze
znadajno doprinosi patogenezi DR (265).

Povecana ekspresija MMP-2 i MMP-9 u DR je pokazana kako u in vitro tako i u in vivo studijama
(266,267,268,269). To povecéanje aktivnosti MMP je pokazano jo§ u ranim fazama dijabetesne
retinopatije, gde MMP igraju veoma vazu ulogu u proteolitickoj razgradnji proteina tzv tight
junction proteina (pre svega ocludina), naruSavanju krvno-retinalne barijere i povecanoj
permeabilnosti kapilara (270).

Pokazano je da MMP-2 ima veoma snazno apoptogeno dejstvo i da u znacajnoj meri dovodi do
apoptoze pericita, jo§ jednog veoma vazog dogadaja u ranoj fazi DR (266,271). MMP-9 takode
ulestvuje u apoptozi pericita (267,272).

Kako je oksidativni stress jedan od najvaznijih dogadaja u nastanku mikrovaskularnih komplikacija
DM pa i DR, smatra se da oksidativni stress izazvan hiperglikemijom, ustvari dovodi do aktivacije
MMP. Poveéana produkcija ROS dovodi do povecane ekspresije MMP-2 i MMP-9 (265,271).

Kako je mitohondrijalna disfunkcija veoma vazan mehanizam u nastanku apoptoze ¢elija pokazano
je da je oSte¢enje mitohondrija retine takode modofikovano delovanjem MMP, pre svega MMP-2 i
MMP-9. Aktivirane MMP se smatra da dovode do proteolize mitohondrijalnih membrana dovodeci
do poremeéene permeabilnosti mitohondrijalne membrane, njenom kolapsu i posledicno
uzrokovanoj apoptozi (265).

Smatra se da MMP imaju i proinflamatornu ulogu u razvoju DR, §to je pokazano i na animalnim
modelima (273,274). Postulirano je da MMP omogucavaju penetraciju inflamatornih éelija i to
razlaganjem krvno-retinalne barijere (275). Inflamatorne celije, pre svega leukociti oslobadaju
MMP koje vrie razlaganje razli¢itih proteina ukljuéujuéi i proteine bazalne membrane kao $to su
fibronectin, laminin i heparan sulfat. (265).

Matriksne metaloproteinaze imaju i veoma vazu ulogu u procesu poremecene angiogeneze i
neovaskularizacije u PDR. Poveéana koncentracija VEGF kako u retini, tako i u so¢ivu je pracena i
povecanom ekspresijom MMP-2 i MMP-9 (276,277).

Poveana aktivnost MMP-2 i MMP-9 u patogenezi PDR jeste proizvod povecane produkcije
slobodnih radikala (ROS). MAPK i angiogenih faktora (pre svega VEGF) sa jedne strane i
smanjene proizvodnje antioksidanasa i antiangiogenih faktora sa druge strane, Sto otvara vrata
novim terapijskim pristupima.

Ukupno gledana, uloga MMP-2 i MMP-9 u patogenezi DR je vrlo znafajna i zasnovana na
njihovom proapoptoti¢nom, proinflamatornom i proangiogenom delovanju i rana blokada MMP bi
znadajno mogla da dovede do stabilizacije oksidativnog stresa, apoptoze i inflamacije i do
prevencije nastanka i progresije dijabetesne retinopatije.
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1.4.2. MMP i dijabetesna nefropatija

Uloga MMP u razvoju i progresiji dijabetesne nefropatije je sve vi§e predmet brojnih ispitivanja.
Kako je osnovna uloga MMP remodelovanje ekstracelulranog matriksa, a proliferacija
mezangijuma predstavlja jednu od najznacajnijih karakteristika u patogenezi DN, postulirano je da
bi MMP mogle imati vaZnu uolu u nastanku dijabetesne nefropatije. Sem remodelovanja ECM,
smatra se da MMP imaju veoma znadajnu ulogu u oslobadanju i aktivaciji razli¢itih faktora rasta
kao Sto su, TNF- alfa, TGF-f1, IGF (insulin like growth factor) i heparin-vezujudi epidermalni
factor rasta koji u€estvuju u drugim patohenetskim promenama kao 3to su renalna hipertrofija,
proliferacija ¢elija tubularnog epitela, i na kraju fibroza bubrega koja vodi terminalnoj bolesti
bubrega (278,279,280,281).

Ekspreimentalne studije su pokazale da je ravnoteza izmedu MMP i njihovih inhibitora narugena u
DN ali su dale i kontradiktorne rezultate. Najvie proucavane su MMP-2 i MMP-9 i njihova uloga
u razvoju DKD.

Poletna povecana ekspresija MMP-2 i poveana enzimska aktivnost je pokazana u ranim fazama
dijabetesne neforptaije (282). Smanjena ekspresija gena za MMP-2 i njena smanjena enzimska
aktivnost nakon pocetne povecane ekspresije je pokazana kod eksperimentalnih modela
dijabetesnih pacova (283,284). Smanjena glomerularna ekspresija MMP-2 je bila uzrok nastanka
glomeruloskleroze u kasnijim fazama DN (285).

Sa druge strane neke studije su pokazale povecanu ekspresiju gena za MMP-2 kao i poveéanu
enzimsku aktivnost i to u fazi proliferacije mezangijuma (286). Povecana ekspresija MMP-2 kao i
povecana aktivnost uzrokovana AGE I angiotenzinom II je takode pokazana na animalnom modelu
(287). Jedna od studija na eksperimentalnim Zivotinjama je pokazala poveéanu ekspresiju i
aktivnost MMP-2 koja se kod jedne vrste miSeva odrZavala na visokom nivou a kod drugih
znadajno smanjila iz Cega je izvuden zakljuéak da MMP-2 moZe imati ulogu u genetskoj
suseptibilnosti za razvoj DN (288).

Sto se ti¢e genske i proteinske ekspresije MMP-9 pokazano je da ona moZe biti povecana (289), ili
naizmeni¢no povecana pa smanjena u zavisnosti od trajanje hiperglikemije (290). Neke studije nisu
pokazale znaCajne razlike u ekspresiji MMP-2 i MMP-9 u eksperimentalnim Zivotinjama sa
dijabetesom u odnou na zdrave (291).

Pokazana je i povecana urinarna enzimska aktivnost MMP-9 i to pre nastanka albuminurije (292), a
pokazana je i povecana urinarna ekskrecija MMP-9 koja je pozitivno korelirala sa albuminurijom u
dijabetesnih pacova (293).

Eskperimentalne studije su pokazale da razliciti inflamatorni medijatori mogu uticati na ekspresiju
MMP, kao §to je pokazano da TGF-beta dovodi do povecane ekspresije MMP-2 (294), endotelin 2
do smanjene ekspresije MMP-2 (295), VEGF dovodi do smanjene ekspresije MMP-2 u odmaklim
fazama DN (296), a 11-20 dovodi do povecane ekspresije MMP-9 (297).

U humanim studijama je pokazano da je koncentracija i aktivnost MMP-2 i MMP-9 u urinu
poviSena i kod osoba sa TIDM i T2DM (298,299,300). Ovo poveéanje aktivnosti u MMP se javlja
i kod normoalbuminuri¢nih pacijenata (301). Druge studije su dale kontradiktorne rezultate, gde je
pokazano da je koncentracija MMP-2, TIMP-1 i TIMP-2 snizena u plazmi pacijenata sa DM (302).

Sto se tie ekspresije MMP u bubregu takode su dobijeni kontradiktorni rezultati. Neke studije su
pokazale povecanu ekspresiju MMP-2 u tubulima bubrega gde je pokazano da olak3ava epitelno-
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mezenhimalnu tranziciju (303) kao i u glomerulima bubrega (304).Takode je pokazana samo blago
poveéana MMP-2 i MMP-9 u glomerulima i TIMP-2 u mezangijumu (305). Povecana ekspresija
MT-5 MMP u bubrezima dovodi do aktivacije i MMP-2 3to takode moZe biti razlog povecane
ekspresije MMP-2 u bubrezima (306).

Neke su opet studije pokazale znaéajno smanjenu ekspresiju gena za MMP-2 u glomerulu bubrega
kod osoba sa DN (307).

Poveéana ekspresija MMP-9 u mezangijumu navodi na zakljuak da je uloga ove MMP u
mezngijalnoj ekspanziji znacajna (308). Povedana ekspresia MMP-9 u glomerulima kao i
povecane koncentracije MMP-9 u urinu pokazna je kod osoba pre nastanka albuminurije (309).
Takode je pokazana i korelacija izmedu albuminurije i povecane koncentracije i aktivnosti MMP-9
u urinui i plazmi osoba sa T2DM (310,311). Jedna studija je pokazala da koncentracija MMP-9 u
plazmi znadajno korelira sa nalazom aberantnih podocita u urinu (312). Rezultati ovih studija
ustvari nameéu urinarni MMP-9 kao znaéajan marker za dijagnozu ranog oStecenja bubrega u DN.

Rezultati svih in vivo i in vitro studija jo§ uvek su kontradiktorni i nedovoljno razjaSnjeni kao i
taéni mehanizmi kojima hiperglikemija dovodi do disregulacije MMP i njihovih TIMP.

Hiperglikemija i AGE dovode do hiposije, povecane produkeije ROS, aktivacije PKC signalnog
puta §to sve vodi disregulaciji i poremecenoj ekspresiji MMP i njihovih TIMP (313).

1.4.3. MMP i dijabetesna polineuropatija

Uloga MMP u nastanku dijabetesne polineuropatije je najmanje razjaSnjena u odnosu na njihovu
ulogu u nastanku drugih vaskularnih komplikacija DM.

Jo¥ u ranoj fazi dijabetesne polineuropatije su zapaZene strukturne promene na perifernim nervima
koje su pre svega uslovljene poveéanim deponovanjem kolagena IV u endoneuriumi i kolagena IV i
kolagena tipa V u perineurijumu, zatim dupliciranjem bazalne lamine oko endoneurialnih kapilarai
zadebljanje bazalne lamine epineuraknih ¢elija (314). Kao MMP-2 i MMP-9 imaju kljucnu ulogu u
remodelovanju ECM delovanju na kolegen jasno je postulirano da bi ove MMP mogle imati ulogu
u nastanku DPN.

Poremecena aksonska regeneracija je pokazana kako u eksperimentalnoj tako i u klinickoj
dijabetesnoj polineuropatiji. Nemoguénost regeneracije aksona je bila obrnuto proporcionalna
duZini trajanja dijabetesa (315).

MMP-2 i MMP-9 imaju niz veoma znacajnih uloga kada je oSte€enje perifernog nerva u pitanju.
One imaju ulogu u narufavanju krvno-nerve barijere (316), regrutovanju makrofaga (317),
proliferaciji i migraciji Svanovih ¢elija (318) i mijelinskoj degradaciji (317,). U uslovima
hiperglikemije dolazi do poveéane glikacije proteina ekstracelularnog matriksa, povecanog
stvaranja AGE §to vodi smanjenoj degradaciji ECM a smanjena degradacija ECM dovodi do
smanjene aktivnposti MMP. Smanjena proteoliticka aktivnost sa druge strane moZe dovesti do
nakupljanja proteina u bazalnoj membrani. Svi ovi mehanizmi zajedno dovode do disfunkcije
MMP u perifernim nervima koja vodi degeneraciji aksona i njegovoj poremecenoj regeneraciji.

Dosadasnje studije su dale kontradiktorne rezultate §to se ti¢e ekpresie MMP-2 i MMP-9 u
dijabetesnoj polineuropatiji. Tako su neke studije pokazale smanjenu ekspresiju MMP-2 u
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ishijadi€nom nervu eksperimentalnih Zivotinja sa dijabetesom. (319) a neke poveééanu ekspresiju i
MMP-2 i MMP-9 (320) a neke samo poveéanu ekspresiju MMP-9 uz smanjenu ekspresiju MMP-2
(321)

Takode je pokazano da u nastanku neuropatskog bola MMP-2 i MMP-9 imaju razli¢ite uloge idau
prvoj fazi dolazi do brze i zna¢ajne poveéane ekspresije MMP-9 pre svega u ganglijama dorzalnih
korenova ki¢mene moZzdine dok je MMP-2 ekspresija poveéana u kasnijoj fazi i to uglavnom u
astricitima I da je odgovorna za kasniju fazu odrZavanja neuropatskog bola (322).

Pokazano je da sistemska terapija alfalipoinskom kiselinom dovodi do smanjenja MMP-9 aktvnosti
i normalizovanja MMP-2 §to indirektno govori da MMP-9 moZe biti veoma znadajan terapijski
target (321).

Kod pacijenata sa tipom 1 DM pokazano je da su nivoi MMP-9 u plazmi korelirali sa stepenom
neuropatskog oStecenja pre svega vezanog za poremecen oseéaj za toplotu I poremeéen vibratorni
senzitivitet Sto MMP-9 postulira i kao moguéi biomarker subklini¢ke DPN (323).

U brojnim studijama pokazana je i uloga MMP u zarastanju rana kod dijabeti¢ara koje nastaju usled
prisustva polineuropatije, poremecene cirkulacije i ne retko prisustva infekcije. MMP u ovom
procesu imaju nekoliko uloga: prvo uéestvuju u otklanjanju devitaliziranog tkiva a zatim uéestvuju
I procesima reparacije kao $to su angiogeneza, kontrakcija matriksa rane, migracija fibroblasta i
keratinocita i epitelizacija (324). Na eksperimentalnim modelima pokazano je da je zarastanje rana
u dijabetesu prolongirano akumulacijom makrofaga i povienim nivoima inflamatornih citokina sa
Jjedne strane a smanjenim nivom faktora rasta sa druge strane (325).

Od citokina najznacajniji je IL-1f za koji je pokazano da mehanizmom pozitivne povratne sprege
odrrzava stalnu inflamaciju u rani $to doprinosi usporenom zarastanju (325). Poveéana
koncentracija ovog inflamatornocg citokina moze da dovede do poveéane sekrecije i aktivnosti
MMP-2 i MMP-9 §to je i dokazano na animalnom modelu (324). TakoZe je pokazano da je nivo
MMP veéi u hroni¢nim ranama kao $to je dijabetesni ulkus nego u akutnim (326) a ako se uzme u
obzir i povecana produkcija zbog povidenih nivoa IL-1B onda je evidentno da je poveéana
degradacija ECM jedan od glavnih razloga neadekvatnog i usporenog zarastanja rana. Takode
stavlja i IL-1B u red novih terapijskih cilljeva (324).

Pokazano je i da su koncentracije MMP-2 I MMP-3 ali ne MMP-9 poviSene u plazmi osoba sa DM
i hroniénom ranom (327).

Neke druge studije su pokazale da je nivo aktivnog oblika MMP-9 u hroni¢nim dijabetesnim
ulkusima povecan (328) a takode je pokazano da MMP-9 mozZe biti limitirajuéi factor u procesu
zarastanja (329,330).
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1.5. Polimorfizmi gena

Polimorfizam gena predstavlja normalnu varijaciju u nukleotidnom sastavu DNK koja se srece u
populaciji sa uéestalodéu veéom od 1 %. Za gen kazemo da je polimorfan ukoliko postoje bar dve
njegove varijante (alela) s tim $to ulestalost redeg alela mora biti veca od 1 %, a ukoliko je niza
smatra se mutacijom (331). Polimorfizmi mogu biti funkcionalni ili ne u zavisnosti od toga da li
ostavljaju posledice na nivo ekspresije, funkciju ili stabilnost kodirajuceg proteina.

Polimorfizmi gena mogu biti:

. polimorfizmi pojedinaénog nukleotida (single nucleotide polumorhism)- SNP (slika 4.)
2. deleciono-inserciono (del/ins) polimorfizam

3. varijabilan broj tandemskih ponovaka (variable number of tandem repeats)- VNTR

Najée3éi su SNP polimorfizmi i smatra se da ih u humanom genomu ima oko 11 miliona a nastaju
zamenoj jedne baze drugom unutar DNK sekvence (332). Mogu se javiti u kodirajuéem i u
nekodirajuéem segmentu DNK.(333).Fig 4 U kodiraju¢em segment su znatno redi i ne moraju uvek
dovesti do do promene sekvence amino kislina u proteinu. Za razliku od njih, polimorfizmi u
nekodirajuéem delu DNK su znatno ¢e$éi, i mogu uticati na vezivanje transkripcionih faktora,
degradaciju i stabilnosr RNK. Kada je je SNP u kodirajuéem region (egzonu) ili intronu
(nekodirajucem region) ima predznak “=" a kada su unutar promotorskog regiona imaju predznak

s &6

&

Slika 4. Polimorfizam pojedina¢nog nukleotida.

Smatra se da je samo 10 % svih SNP funkcionalno ali bez obzira na to §to imaju veoma mali uticaj
na regulaciju gena i aktivnost proteina, veoma su znacajni za razlicitosti unutar jedne populacije,
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pre svega u osetljivosti na razvoj odredene bolesti ili na individualni odgovor na neki terapijski
tretman, (334).

Ispitivanje polimorfizama gena se vrsi pomocu asocijacionih studija gde se ispituje uéestalost
pojedeinih genskih varijanti u grupi obolelih i poredi sa polimorfizmima zdravih pripadnika iste
etni¢ke populacije. Oni polimorfizmi koji se ispituju a koji se zna&ajno &esée javljaju kod obolelih
nego u zdravoj populaciji se dovode u vezu sa priisustvom odredene bolesti. Broj ispitivanih
polimorfizama eksponencijalno raste kao i broj onih koji imaju znadajnu ulogu u nastanku
pojedinih bolesti.

1.5.1. Polimorfizmi gena za MMP-2 i MMP-9

Matriksna metaloproteinaza 2 je kodirana genom za MMP-2 koji se nalazi na dugom kraku
hromozoma 16 (16q13) (slika5). Unutar MMP-2 gena do sada je opisano 24 SNP varijanti od kojih
je Sest unutar promotora (335).
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Slika 5. Shematski izgled hromozoma 16 1 polozaj MMP-2 gena (dostupna na
www.genecards.org)

Od SNP varijanti u promotoru najvaZija su dve varijante i to -1306 C>/T i -735C>T gde je u oba
slucaja doslo do zamene citozina (C) timinom (T). U oba slu¢aja ,posto dolazi do ukidanja mesta
Spl za koji se vezuju transkripcioni faktori dolazi do smanjenja genske ekspresije pa tako u slu¢aju
-1306 C>T SNP , prisustvo C alela dovodi do 1.6x veée genske ekspresije u poredjenju sa T
alelom (335).

Matriksna metaloproteinaza 9 je kodirana genom za MMP-9 koji se nalazi na hromozomu 20 u
regionu 20q11.2-q13.1 (slika6)..
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Slika 6. Shematski izgled hromozoma 20 i poloZzaj MMP-9 gena (dostupna na

www.genecards.org)

26



Od nekoliko opisanih SNP varijanti u promotorskom delu gena za MMP-9, najvaZnija je varijanta
-1562 C>/T za koju je pokazano da uti¢e na proces transkripcije. Utvrdeno je da prisustvo T alela
dovodi do znadajno vece genske ekspresije (336).

1.5.2. Polimorfizmi gena za MMP-2 i MMP-9 i dijabetesna retinopatija

MMP-2 i MMP-9 imaju veoma vaznu ulogu u nastanku dijabetesne retinopatije. Povezanost
najées¢ih SNP varijanti gena za MMP-2 i MMP-9 i dijabetesne retinopatije je ispitivana u nekoliko
studija koje su dale kontradiktorne rezultate.

Tako je u jednoj studiji ispitivana udestalost MMP-2 varijante -1306C>T i nastanak dijabetesne
retinopatije kod pacijenata sa T2DM, pokazano je da nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u
distribucili alela i genotipova izmedu pacijenata sa T2DM i zdravih kontrola. Takode je utrdeno da
nosioci CC genotipa imaju dva puta ve¢i rizik za nastanak DR. (337).

Ispitivana je i moguéa povezanost najvaznijih SNP u MMP-2 i MMP-9 genu sa proliferativnom
dijabetesnom retinopatijom. Ispitivano je sedam polimorfizama MMP-2 i MMP-9 gena, izmedu
ostalih MMP-2-1306C>T kao i MMP-9-1562C>T i pokazano je da nije bilo znacajne razlike u
distribuciji genotipova i alela izmedu pacijenata sa DR i zdravih kontrola. Koncentracije MMP-2 u
plazmi su bile znatajno viSe u pacijenata sa PDR i to onih koji su bili nosioci 1306 CC ili -1306
CT genotipa (338).

U drugoj studiji sa proliferativnom DR kod Pima Indijanaca sa tipom 2 DM pokazano je da
funkcionalni SNP-1562C>T u promotou gena za MMP-9 moZe predstavljati znacajan factor rizika
za nastanak PDR s obzirom na poveéanu produkeiju MMP-9 iz visoko eksprimiranih T alela (339).

1.5.3. Polimorfizmi gena za MMP-2 i MMP-9 i dijabetesna nefropatija

MMP-2 i MMP-9 razli¢itim mehanizmima uéestvuju u nastanku i progresiji dijabetesne nefropatije.

Do sada je utvrden mali broj studija koje se odnose na ispitivanje genskih vraijanti MMP-2 i MMP-
9 u dijabetesnoj nefropatiji.

Samo jedna studija se bavila znadajem -1306C>T varijante u MMP-2 genu u predikeiji rizika za
nastanak DN. Pokazano je da su nosioci C alela bili osetljiviji na razvoj i progresiju DN tj. da
prisustvo ovog alela predstavlja veéu verovatnoéu kako za nastanak tako i za progresiju veé
postojece DN (340).

U studiji na kineskoj populaciji pokazano je da je funkcionalni SNP MMP-9 -1562C>T bio udruzen
sa nastankom dijabetesne nefropatije, s tim §to je prisustvo T alela bilo protektivni factor a
prisustvo C alela faktor rizika za nastanak DN (341).

Isti rezultat je dobijen u egipatskoj studiji kod pacijenata sa T2DM gde je takode pokazano da je
genska varijanta MMP-9 -1562C>T bila udruZena sa DN i da je T alel predstavljao protektivni
factor u nastanku DN(342).
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[.5.4. Polimorfizmi gena za MMP-2 i MMP-9 i dijabetesna polineuropatija

Jedina studija koja je do sada uradena jeste studija koja je ispitivala MMP-9 -1562C>T SNP , da li
je ovaj SNP povezan sa nastankom dijabetesnog ulkusa. Pokazano je da je ova genska varijanta u
promotorskom delu gena za MMP-9 dovela do znadajnog povecanja transkripcije MMP-9 i da
postoji znaajna povezanost ovog SNP i nastanka dijabetesnog ulkusa. Takode je pokazano da
prisustvo T alela moZe zna¢ajno promovisati degradaciju ekstracelularnog matriksa (343).

Jedina meta analiza koja se odnosi na SNP gena za MMP-2 i MMP-9 i mikrovaskularne
komplikacije DM je studija koja je obuhvatila 446 pacijenata sa T2DM i nekom od
mikrovaskularnih komplikacija DM i 496 zdravih kontrola. Ispitivana je korelacija izmedu MMP-9
-1562C>T SNP i rizika za nastanak mikrovaskularnih komplikacija DM i jedino je potvdjeno da
prisustvo T alela moZe zna¢ajno smanjiti rizik za nastanak DN (344).
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2. Ciljevi istraZzivanja

Obzirom da su polimorfizmi gena matriksnih metaloproteinaza nedovoljno ispitivani u vezi sa
mikrovaskularnim komplikacijama Secerne bolesti cilj naseg istraZivanja je bio:

1. Da se utvrdi udestalost genske varijante MMP-2 -1306C>T i genske varijante MMP-9-
1562C>T u grupi osoba sa T2DM i zdravoj populaciji kao i da li postoji razlika izmedu ove
dve grupe

b2

Da se utvrdi da li postoji povezanost navedenih polimorfizama sa prisustvom dijabetesne
retinopatije

3. Da se utvrdi da li postoji povezanost navedenih polimorfizama sa prisustvom dijabetesne
nefropatije

4. Da se utvrdi da li postoji povezanost navedenih polimorfizama sa prisustvom dijabetesne
polineuropatije.
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3. Materijal i metode

3.1. Dizajn studije

Ovo istrazivanje sprovedeno je po tipu studije preseka u Klini¢ko bolni¢kom centru “Zvezdara®, na
Klini¢kom odeljenju za endokrinologiju, dijabetes i bolesti metabolizma.u periodu od 2013-2018.
godine. Genetske studije su radjene na Institutu za molekularnu genetikuu i geneti¢ko inZinjerstvo
Univerziteta u Beogradu.

IstraZivanje je odobreno od strane Eti¢kog komiteta KBC Zvezdara i Eti¢kog komiteta
Medicinskog fakulteta u Beogradu.

3.2 Ispitanici

U studiju je bilo ukljuceno 153 pacijenta, od kojih 97 sa T2DM i 56 zdravih kontola. Grupa
ispitanika sa T2DM je ili bila hospitalizovana na Klini¢kom odeljenju za endokrinologiju, dijabetes
i bolesti metabolizma. KBC Zvezdara ili u Dnevnoj bolnici istog odeljenja. Svi ispiotanici su pre
izvodenja bilo kakvih procedura potpisali Pisani pristanak za uéesée u studiji.

Svi podaci o duZini trajanja Secerne bolesti, terapiji antidijabetika na kojoj se nalaze (oralni
staZu dobijeni su na osnovu dostupne medicinske dokumentacije i na osnovu datih anamnesti¢kih
podataka.

3.3.1 Antropometrijska merenja

U opstem fizikalnom pregledu pored svih stavki koje internisti§¢ki pregled zahteva, uradena su i
antropometrijska merenja, Svim pacijentima je izmerena telesna visina (izraZena u m), telesna masa
(izraZzena u kg) i izraCunat indeks telesne mase ( ITM) kao koli¢nik telesne mase i kvadrata telesne
visine po sledecoj formuli:

ITM (kg/m?) = telesna masa (kg)/ telesna visina (m?)

Takode je svim pacijentima izmeren i arterijski pritisak, nakon deset minuta odmora, u tri navrata s
tim §to je uzeta srednja vrednost za aktuelnu. Arterijski pritisak je meren sfigmomanometrom na
brahijalnoj arteriji na obe ruke i ona ruka na kojoj je bio izmeren veci pritisak je uzimana za
dominantnu na kojoj su zatim radena druga dva merenja.

3.3.2 Laboratorijska ispitivanja

Svim pacijentima je u jutarnjim ¢asovima, izmedu 08 i 09h, nakon 12h od poslednjeg obroka uzeta
krv za standardne laboratorijske analize . Od metaboli¢kih varijjabli pradene su sledeée : (u
zagradama su merne jedinice, tj.odredjen nivo datog parametra): glikemija naste (mmol/l), ukupni
holesterol (mmol/l), HDL holesterol (mmol/l), LDL holesterol (mmol/l), trigliceridi (nmol/1),
kreatinin (umol/l), urea (mmol/l), odredivanje albuminurije u 24h urinu Sve ove analize su uradene
standardnim laboratorijskim tehnikama na Cobas 501 (Rosche Diagnostics) analizatoru.
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Analiza glikoziliranog hemoglobina ( HbA1¢) kao parametra retrogradne metabolicke kontrole DM
je radena fotometrijskom metodom nakon inhibicije lateks aglutinacije na Cobas 501 (Rosche
Diagnostics) analizatoru

3.4 Procena prisustva mikrovaskularnih komplikacija diabetes mellitusa

Procena prisustva mikrovaskularnih komplikacija i to dijabetesne retinopatije, nefropaatije i
polineuropatije je vréena kod svih ispitanika sa T2DM. Kod pacijenata koji su ve¢ imali potvrdeno
prisustvo neke od ovih komplikacija (na osnovu postojece medicinske dokumentacije:
specijalisti¢kih odn. subspecijalisti¢kih izvestaja i otpusnih lista iz referentnih ustanova) vrSena je
reevaluacija postojanja date komplikacije a za pacijente kojii nisu imali potvrdenu ni jednu od
navedenih komplikacija pristupilo se detaljnim pregledima radi potvrdivanja prisustva ili odsustva
iste. Detaljan oftalmoloski pregled sa fundoskopijom nadleznih oftalmologa nase ustanove je raden
kod svih pacijenata i na osnovu promena na oénom dnu pacijenti su bili svrstani u tri kategorije:1.
pacijenti bez promena na oénom dnu 2. pacijenti sa neproliferativnom dijabetesnom retinopatijom
3. pacijenti sa proliferativnom retinopatijom.

Dijabetesna nefropatija je potvrdena poveéanom ekskrecijom albumina u urinu (cut off vrednost je
bila 30 mh/24h) kod osoba sa arterijskom hipertenzijom i dijabetesnom retinopatijom.

Detaljnim pregledom nefrologa i ispitivanjem senzacija za bol ( pin prick test ), dodir (test
monofilamentom), reflkeksa uz postojanje tipiénih simtoma za dijabetesnu neuropatiju postavljena
je dijagnoza iste.

3.5 Geneti¢ke analize- Genotipizacija polimorfizama za MMP-2 i MMP-9

Sve genetske analize su radene na Institutu za molekularnu genetiku i geneticko inZenjerstvo
Univerziteta u Beogradu. Svim pacijentima je zajedno sa vadenjem krvi za ostale laboratorijske
analize uzeto i 5 ml pune krvi (uz antikoagulans EDTA), koja je ¢uvana na temperaturi od -20 C a
zatim je kori¥¢ena za izolaciju genomske DNK metodom isoljavanja kojom se ekstrahuju celijski
proteini, RNK i drugi makromolekuli nakon &ega se DNK talozi u apsolutnom alkoholu.

Za detekciju MMP-2 i MMP-9 genskih varijanti kori§¢ena je PCR-RFLP metoda. Promotorski
region gena MMP-2 koji sadrzi polimorfizam odn gensku varijantu -1306C>T umonoZen je
koristeéi prajmera: napred 5-CTTCCTAGGCTGGTCCTTACTGA-3" i  unazad  5-
CTGAGACCTGAAGAGCTAAAGAGCT-3’.Promotorski region gena MMP-9 koji sadzi gensku
varijantu -1506C>T je umnoZen koriste¢i prajjmer: napred 5’-GCCTGGCACATAGTAGGCCC-3
i unazad 5’-CTTCCTAGCCAGCCGGCATC-3".

Amplifikacija oba regiona je radena metodom PCR (metoda lancane reakeije polimerizacije-DNK)
po slede¢em program: denaturacija PCR reakcione smese i to 3 ciklusa na 98°C u trajanju od 5
minuta, zatim 5 minuta na 55°C, 5 minuta na 95°C, 35 ciklusa od 30 sekundi na 95°C, 45 sekundi
na 58°C, 45 sekundi na 72°C i zavr$nim produZetkom od 10 minuta na 72°C.

PCR produkti umnoZavanjem regiona MMP-2 gena (193 bp) su zatim podvrgnut inkubaciji sa
restrikcionom endonukleazom -Bfal(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA ) preko no¢i na 37°C.
Digerirani produkt je zatim podvrgnut gel elektroforezi (2% agarozni gel) i vizuelizovan bojenjem
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sa etidium bromidom. Ukoliko nije prisutno restrikciono mesto za Bfal, na gelu se uoava
fragment duZzine 193bp, §to oznadava prisustvo -1306C alela. Ukoliko je prisutan -1306T alel, na
gelu se uocavaju dva fragmenta duZina 164 bp i 29 bp.

PCR produkti dobijeni umnoZavanjem regiona MMP-9 gena (436bp) inkubiraju se restrikcionom
endonukleazom Sphl (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) preko noéi na 37°C. Produkti su
podvrgnuti gel elektroforezi (2% agarozni gel) i vizelizovani bojenjem sa etidium bromidom.
Ukoliko nije prisutno restrikciono mesto za Sphl, na gelu se uocava fragment duzine 436bp, $to
oznacava prisustvo -1562C alela. Ukoliko je prisutan -1562T alel, na gelu se uodavaju dva
fragmenta 194bp i 242 bp.

3.6. Statisti¢ka analiza

U ovoj studiji kori¢ene su deskriptivne i analiticke statisti¢ke metode.

Od deskriptivnih kori$éeni su:

- apsolutni i relativni brojevi (n, %)

- mere centralne tendencije (aritmeti¢ka sredina, medijana)

- mere disperzije (standardna devijacija, percentili)

Od analitickih statistickih metoda korid¢eni su testovi razlike:

- parametarski (t test)

- neparametarski (Pirsonov hi-kvadrat test, FiSerov test ta¢ne verovatnoce).

Za analizu povezanosti zavisne binarne varijable i nezavisnih kori§éena je logisti¢ka regresiona
analiza, univarijantna i multivarijantna. Zbog malog broja pacijenata u pojedinim analizama,
koriSéena je egzaktna logisticka regresija.

Rezultati su prikazani tabelarno i graficki.

Svi podaci obradeni su u SPSS 20.0 (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp) softverskom paketu i R 4.2.0 (R Core Team (2017). R: A
language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria.).
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4, Rezultati

4.1. Deskripcija ispitivane populacije

Studija je obuhvatila ukupno 153 ispitanika, od kojih 97 sa diabetes mellitus tip 2 (63.4%) i 56
pacijenata bez diabetes mellitus tip 2, zdravih kontrola (36.3%).

4.1.1 Zivotna dob ispitanika

Prosecna Zivotna dob ispitanika sa T2DM je iznosila 61.2+7.4 godina,a u kontrolnoj grupi
ispitanika, bez T2DM proseé&na zivotna dob je bila 47.1+9.5 godina.

Tabela 1. Zivotna dob u odnosu na ispitivane grupe

DM N AS SD Median Minimum Maksimum
ne 56 47.1 9.5 48.5 28 70
da 97 61.2 7.4 62.0 40 75
Ukupno 153 56.0 10.7 58.0 28 75
B0
70

60

50

Starost

40

ne da
DM

Grafikon 1. Distribucija ispitanika u odnosu na Zivotnu dob.
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4.1.2 Polna struktura ispitanika

Distribucija ispitanika po grupama u odnosu na pol je prikazana u tabeli br.2,

Tabela 2. Distribucija ispitanika po grupama u odnosu na pol.

Pol
muski zenski Ukupno
DM ne N 30 26 56
%  53.6% 46.4% 100.0%
da N 62 35 97
%  63.9% 36.1% 100.0%
Ukupno N 92 61 153
%  60.1% 39.9% 100.0%

Na osnovu distribucije pacijenata, jasno se vidi da je procenat muskaraca nesto veéi u grupi
pacijenata sa DM, dok je pola distribucija u kontrolnoj grupi vie izbalansirana. Ipak, statisti¢kom
analizom, hi kvadrat testom nije potvrdena statisticki zna¢ajna razlika izmedu grupa po polu
(0%=1,585; p=0,208).

100.0% Pol

B muski

M zenski
80.0%
60.0%
40.0%
20.0%
0.0%

DM

Grafikon 2. Distribucija ispitanika po ispitivanim grupama u odnosu na pol.
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4.1.3. Stepen uhranjenosti pacijenata sa T2DM

Prose¢an BMI ovih pacijenata je 28,8+4,8, minimum, je 19 a maksimum 44 kg/m?*. Normalno
uhranjenih je 20 (20,61%, predgojaznih 39 (40,21%) a gojaznih 38 (39,18%).

M normalno uhranjeni
[ predgojazni
M gojazni

Grafikon 3. Distribucija pacijenata sa DM prema stepenu uhranjenosti.

4.1.4. Navike u puSenju pacijenata sa T2DM
Od ukupnog broja pacijenata sa T2DM, njih 22 (22,7%) su pusaci, dok je 75 (77,3%) nepusaca.

Pugenje

Mne
Wda

Grafikon 4. Distribucija pacijenata sa T2DM prema navikama u pusenju.
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4.1.5. DuZina trajanja T2DM

Trajanje T2DM kod ovih pacijenata iznosi 10,1+5,8 godina, medijana trajanja je 10 godina,
najmanje jednu godinu, a najvise 24 godine. Ukupno 29 pacijenata (29.9%) imalo je trajanje
dijabetesa izmedu 1-5 godina, 24 pacijenta (24.7%) imalo je trajanje dijabetesa izmedu 6-10
godina, a 44 pacijenta (45.4%) imalo je trajanje dijabetesa vise od 10 godina.

Distribucija pacijenata prema trajanju T2DM prikazana je i grafi¢ki (Grafikon 5).

Trajanje DM

M5
Me-10
Wi+

Grafikon 5. Duzina trajanja T2DM.

4.1.6. Terapijski rezimi pacijenata sa T2DM

U odnosu na terapiju, pacijenti su podeljeni u tri grupe, oni koji su bili samo na OAD i to njih 23
(23,7%), samo na insulinu njih 12 (12,4%) i oni koji su bili na kombinovanoj terapiji, njih 62
(63,9%). Distribucija pacijenata u odnosu na terapiju je i grafi€ki prikazana (grafikon 6.)
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Terapija

WoAD
M insulin
W OAD + Insulin

OAD- oralni antidijabetesni lekovi

Grafikon 6. Distribucija pacijenata u odnosu na vrstu terapije za T2DM

4.1.7. Parametri metaboli¢ke kontrole T2DM

Prosecna vrednost glikemije naste je kod ispitanika sa T2DM bila 6.86£1.91 mmol/l $to je
predstavljalo zadovoljavajuéu vrednost ali je proseéna vrednost glikoziliranog hemoglobina
(HbA 1c) iznosila 9.37 +2.18 % §to je ovu populaciju ¢inilo populacijom sa loSom metabolickom
kontrolom Secerne bolesti.

Tabela 3. Parametri glikoregulacije (Glikemija naste i HbAlc) kod pacijenata sa T2DM.

Glikemija HbA lc

Aritmet. sredina  6.86 9.37
SD 1.91 2.18
Median 6.25 9.10
Minimum 3.4 52

Maksimum 12.4 14.3

SD-standardna devijacija
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4.1.8. Lipidogram kod pacijenata sa T2DM

Vrednosti ukupnog holesterola, LDL holesterola, HDL holesterola i triglicerida ,su date u tabeli.
Prosecna vrednost ukupnog holesterola iznosila je 5.16 +1.36 mmol/l , LDL holesterola 3.11+1.03
mmol/l. HDL holesterola 1.16 +0.29 mmol/l §to je ispitivanu populaciju &inilo populacijom sa
dobrim lipidnim statusom.

Vrednosti triglicerida su bile blago poviSene i prose€na vrednost je iznosila 2.17 £1.05 mmol/I

Tabela 4. Lipidni status pacijenata sa T2DM.

AS SD Median Minimum Maksimum
Holesterol 5.16 1.36 5.20 2.10 9.69
LDL 3.11 1.03 3.10 1.10 6.40
HDL 1.16 0.29 1.20 .50 2.10
Tg 2.17 1.05 1.90 .70 5.20

4.1.9. Parametri bubrezne funkcije kod pacijenata sa T2DM

Mikroalbuminurija je bila prisutna kod 19/96 pacijenata (19,8%). Proseéna vrednost
mikroalbuminurije iznosila je 0,1634+0,1366, medijana je 0,1100, minimum 0,03, a maksimum
0,06.

Manifestnu proteinuriju je imalo 8 od 97 pacijenata sa T2DM (7.8 %). Proseéna vrednost

proteinurije iznosila je 2,11£2,04, medijana je 1,30, minimum 0,20, a maksimum 5,43.
Vrednosti kreatinina u urinu i serumu su date u tabeli 5.

Tabela 5. Vrednosti kreatinina u urinu i serumu kod pacijenata s T2DM.

Kreatinin u serumu  Kreatinin u urinu

AS 11.609 84.84
SD 2.7714 31.490
Median 12.300 81.00
Minimum 3.4 8
Maksimum 16.8 297
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4.2. Prisustvo mikrovaskularnih komplikacija kod pacijenata sa T2DM

Od ukupnog broja pacijenata sa T2DM, njih 26 (26,8%) imalo je retinopatiju, 37 (38,1%) ima
polineuropatiju, a nefropatiju 26 (26,8%).
Distribucija pacijenata u odnosu na komplikacije je prikazana i graficki (grafikon?7).

38.1

i

0

Retinopatija Polineuropatija Nefropatija

Grafikon 7. Zastupljenost mikrovaskularnih komplikacija kod pacijenata sa T2DM.

4.2.1. Korelacija karakteristika pacijenata sa T2DM i komplikacija T2DM

4.2.1.1. Korelacija karakteristika pacijenata sa T2DM i prisustva retinopatije

Distribucija pacijenata prema starosti, polu, trajanju T2DM, terapiji, uhranjenosti i puSenju u
odnosu na retinopatiju je prikazana u Tabeli 6.

Na osnovu distribucije pacijenata vidi se da je retinopatija nesto éed¢a kod muskaraca, da trajanje
T2DM znadajno uti¢e na udestalost ove komplikacije a da pacijenti na insulinu imaju daleko veci
procenat retinopatije od ostalih. Uhranjenost nije pokazala statisticki znacajnu povezanost sa
retinopatijom, dok je pusenje na samoj granici konvencionalnog nivoa znacajnosti.
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Tabela 6. Karakteristike pacijenata sa T2 DM i retinopatija

Retinopatija
ne da p vrednost
N % N %

Starost > 60 god. ne 30 75.0% 10 25.0% ——
da 41 71.9% 16 28.1%

Pol muski 42 67.7% 20 32.3% 0.107°
Zenski 29 82.9% 6 17.1%

Trajanje DM 1-5 28 96.6% 1 3.4%
6-10 16 66.7% 8 33.3%  0.003°
11+ 27 61.4% 17 38.6%

Terapija OAD 19 82.6% 4 17.4%
Insulin 6 50.0% 6 50.0%  0.113*°
OAD + Insulin 46 74.2% 16 25.8%

BMI normalno uhranjeni 12 60.0% 8 40.0%
predgojazni 31 79.5% 8 20.5%  0.277%
gojazni 28 73.7% 10 26.3%

Pusenje ne 58 77.3% 17 22.7% .

0.089

da 13 59.1% 9 40.9%

Pirsonov hi kvadrat test

4.2.1.2. Korelacija karakteristika pacijenata sa T2DM i prisustva nefropatije

Distribucija pacijenata prema starosti, polu, trajanju T2DM, terapiji, uhranjenosti i pusenju u
odnosu na nefropatiju je prikazana u Tabeli 8.

Za razliku od retinopatije i polineuropatije, nefropatija nema nijedan znacajan prediktor u

karakteristikama pacijenata sa T2DM. Naime, procentualne razlike su male, a veli¢ina uzorka takva
da nije moguce dobiti znacajnost.
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Tabela 7. Karakteristike pacijenata sa T2DM i nefropatija

Nefropatija
ne da p vrednost
N % N %

Starost > 60 god. ne 31 77.5% D 22.5% G423
da 40 70.2% 17 29.8%

Pol muski 43 69.4% 19 30.6% 556
Zenski 28 80.0% 7 20.0%

Trajanje DM 1-5 24 82.8% 5 17.2%
6-10 19 79.2% 5 20.8%  0.147°
11+ 28 63.6% 16 36.4%

Terapija OAD 20 87.0% 3 13.0%
Insulin 7 58.3% 5 41.7%  0.155°
OAD + Insulin 44 71.0% 18 29.0%

BMI normalno uhranjeni 13 65.0% 7 35.0%
predgojazni 27 69.2% 12 30.8%  0.308°
gojazni 31 81.6% 7 18.4%

Pusenje ne 56 74.7% 19 253%  0.546°

4.2.1.3. Korelacija karakteristika pacijenata sa T2DM i prisustva polineuropatije

Distribucija pacijenata prema starosti, polu, trajanju DM, terapiji, uhranjenosti i puSenju u odnosu
na polineuropatiju je prikazana u Tabeli 7.

Kao i u sluéaju retinopatije, polineuropatija nije znaéajno povezana sa staros¢u i polom, mada je
procenat ove komplikacije nesto veéi u Zenskoj populaciji. Trajanje T2DM i vrsta terapije su
statisticki znaGajno povezani sa pojavom polineuropatije. Uhranjenost i puSenje ne pokazuju
statisticki zna¢ajnu vezu sa polineuropatijom.Pusadi u ovom uzorku ¢ak imaju i manji procenat
polineuropatije u odnosu na nepuSace.
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Tabela 8. Karakteristike pacijenata sa t2DM i polineuropatija

Polineuropatija

ne da p vrednost
% N %

Starost > 60 god. ne 25 62.5% 15 37.5% o
da 35 61.4% 22 38.6%

Pol muski 40 64.5% 22 35.5% 648
zenski 20 57.1% 15 42.9%

Trajanje DM 1-5 27 93.1% 2 6.9%
6-10 13 54.2% 11 45.8% <0.001"
11+ 20 45.5% 24 54.5%

Terapija OAD 21 91.3% 2 8.7%
Insulin 6 50.0% 6 50.0%  0.004°
OAD -+ Insulin 33 53.2% 29 46.8%

BMI normalno uhranjeni 14 70.0% 6 30.0%
predgojazni 24 61.5% 15 38.5%  0.665"
gojazni 22 57.9% 16 42.1%

Pusenje ne 44 58.7% 31 41.3% 0.233°
da 16 72.7% 6 27.3%

Pirsonov hi kvadrat test
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4.3. Genski polimorfizmi za MMP-2 (-1306C>T) i MMP-9 (-1562C>T)

4.3.1. Ulestalost genske varijante MMP-2 -1306C>T kod pacijenata sa T2DM

Distribucija genotipova za gensku varijantu MMP-2-1306C>T kod pacijenata sa tipom 2 DM i kod
zdravih kontrola data je u tabeli 9.

Tabela 9. Distribucija genotipova za -1306C>T MMP-2 genski polimorfizam

T2DM
da ne Ukupno
MMP2 CC N 60 27 87
% 69.0% 48.2% 60.8%
€T N 24 25 49
% 27.6% 44.6% 34.3%
TT N 3 4 7
%o 3.4% 7.1% 4.9%
Ukupno N 87 56 143
% 100.0%  100.0%  100.0%

Naime, CC genotip je za 20% uéestaliji kod T2DM pacijenata nego u kontrolnoj grupi, , dok je CT

genotip za isti procenat redi kod T2DM pacijenata. Statistickom analizom, FiSerovim testom tacne

verovatnoée je utvrdeno da postoji znafajna razlika u distribuciji genotipova po ispitivanim

grupama (p=0,042).Distribucija pacijenata po ispitivanim grupama u odnosu na MMP2 genotip je

prikazana i graficki (Grafikon 8).
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Grafikon8. Distribucija ispitanika po genotipovima za -1306C>T MMP-2 genski polimorfizam
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Distribucija ispitanika po ispitivanim grupama u odnosu na MMP2-1306 C alel je prikazana u
Tabeli 10.

Tabela 10. Distribucija MMP2-1306 C alela kod ispitanika

T2DM
da ne Ukupno

MMP 2 Calel ne N 3 4 7

% 3.4% 7.1% 4.9%

da N 84 52 136

% 96.6% 92.9% 95.1%
Ukupno N 87 56 143

% 100.0% 100.0%  100.0%

Kod MMP2-1306C>T genskog polimorfizma, gotovo svi ispitanici u ovom istraZivanju imaju
MMP2 C alel. Naime, samo kod 7 pacijenata nemaju ovaj alel nije prisutan. Statisti¢kom analizom,
Fiderovim testom tacne verovatnoce je utvrdeno da nema znalajne razlike u distribuciji ovih
pacijenata (p=0,433). Distribucija pacijenata po ispitivanim grupama u odnosu na MMP2 C alel je
prikazana i grafi¢ki (Grafikon 9).
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Grafikon 9. Distribucija pacijenata u odnosu na C alel za -1306C>T MMP-2 genski polimorfizam
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Distribucija ispitanika po ispitivanim grupama u odnosu na MMP2 -1306 T alel je prikazana u
Tabeli 11.

Tabela 11. Distribucija MMP2-1306 T alela kod ispitanika

T2DM
da ne Ukupno
MMP 2 T alel ne N 60 27 87
% 69.0% 48.2% 60.8%
da N 27 29 56
% 31.0% 51.8% 39.2%
Ukupno N 87 56 143

% 100.0% 100.0%  100.0%

Distribucija T alela se znaGajno razlikuje u ispitivanim grupa (0%=6,158; p=0,013). Naime, T alel
MMP2 genotipa je za 20% &eéi kod zdravih kontrola. Verovatnoca da osoba koja ima MMP2 T
alel ima T2DM je 51.9%, dok je verovatnoéa da osoba koja nema T alel ima T2DM 69%.
Logistickom regresionom analizom je utvrdeno da je $ansa da osoba koja nema T alel 2.058 (95%

[P 1.013-4.180) puta veéa da ima T2DM u odnosu na osobe koje imaju T alel.

Distribucija pacijenata po ispitivanim grupama u odnosu na MMP2-1306T alel je prikazana i
graficki (Grafikon 10).
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Grafikon 10. Distribucija pacijenata u odnosu na T alel za -1306C>T MMP-2 genski polimorfizam
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4.3.2. Ucestalost genske varijante MMP-9 -1562C>T kod pacijenata sa T2DM

Distribucija genotipova po ispitivanim grupama u odnosu na gensku varijantu MMP9 -1562C>T
kod pacijenata sa T2DM i kod zdravih kontrola je prikazana u tabeli 12.

Tabela 12. Distribucija genotipova za MMP-9-genski polimorfizam(-1562C>T)

T2DM
da ne Ukupno
MMP9 CC N 69 40 109
% 73.4%  71.4%  72.7%
€ N 22 16 38
% 23.4%  28.6%  25.3%
TT N 3 0 3
%o 3.2% 0.0% 2.0%
Ukupno N 94 56 150
% 100.0% 100.0% 100.0%

Analiziraju¢i distribuciju ispitanika po ispitivanim grupama, nije uofena znaajna razlika po
genotipu. Naime, procenat CC, TT i TT genotipova je vrlo sli¢an i kod pacijenata sa T2DM i kod
zdravih kontrola. Statisti¢ckom analizom, FiSerovim testom ta¢ne verovatnoée je utvrdeno da nema
znacajne razlike u distribuciji ovih pacijenata (p=0,412).

Distribucija pacijenata po ispitivanim grupama u odnosu na MMP9 genotip je prikazana i graficki
(Grafikon 11).
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Grafikon 11. Distribucija ispitanika po genotipovima za-1562C>T MMP-9 genski polimorfizam
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Distribucija ispitanika u odnosu na MMP-9 C alel je prikazana u Tabeli 13.

Tabela 13. Distribucija MMP9-1562C alela kod ispitanika

T2DM
da ne Ukupno
MMP 9 C alel ne N 3 0 3
% 3.2% 0.0% 2.0%
da N 91 56 147
% 96.8% 100.0%  98.0%
Ukupno N 94 56 150
% 100.0%  100.0%  100.0%

Na osnovu distribucije prikazane u tabeli, evidentno je da gotovo svi ispitanici u ovom istraZivanju
imaju MMP9 -1562C alel. Naime, samo kod 3 pacijenta nije prisutan ovaj alel. Statistickom
analizom, Fiderovim testom ta¢ne verovatnoée je utvrdeno da nema znaéajne razlike u distribuciji
ovih pacijenata (p=0,293).

Distribucija pacijenata po ispitivanim grupama u odnosu na MMP9 C alel je prikazana i graficki
(Grafikon 12).

A0 MMP

Mns
W da
B0.0%

60.0%

40.0%

0.0%

DM

Grafikon 12. Distribucija ispitanika u odnosu na C alel za-1562C>T MMP-9 genski polimorfizam
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Distribucija ispitanika u odnosu na MMP-9 T alel je prikazana u Tabeli 14..

Tabela 14. Distribucija MMP-9 1562T alela kod ispitanika

T2DM
da ne Ukupno
MMP 9 T alel ne N 69 40 109
% 73.4% 71.4% 72.7%
da N 25 16 41
% 26.6% 28.6% 27.3%
Ukupno N 94 56 150
% 100.0%  100.0%  100.0%

Analizirajuéi distribuciju ispitanika po ispitivanim grupama, nije uoéena znaéajna razlika za MMP9
1562 T alel. Naime, procenat onih koji imaju T alel je vrlo sli¢an i kod pacijenata sa T2DM i kod
zdravih kontrola. Statisti¢kom analizom, hi kvadrat testom je utvrdeno da nema znadajne razlike u
distribuciji ovih pacijenata (11°=0,069; p=0,793).

Distribucija pacijenata po ispitivanim grupama u odnosu na MMP9-1562 T alel je prikazana i
graficki (Grafikon 13).
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Grafikon 13. Distribucija ispitanika u odnosu na T alel za -1562C>T MMP-9 genski polimorfizam
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4.4. Povezanost genskih polimorfizama za MMP-2(-1306C>T) i MMP-9 (-1562C>T) sa
mikrovaskularnim komplikacijama DM

4.4.1. Povezanost genskih polimorfizama za MMP-2 i MMP-9 sa retinopatijom

Distribucija pacijenata u odnosu na MMP2 genotip prema prisustvu dijabetesne retinopatije je
prikazana u Tabeli 15.

Tabela 15.MMP-2 genotipovi i dijabetesna retinopatija

Retinopatija

ne da Ukupno

MMP2 CC N 46 14 60
% 76.7% 23.3% 100.0%

€T N 16 8 24
% 66.7% 33.3% 100.0%

3 il N 3 0 3

%o 100.0% 0.0% 100.0%

Ukupno N 65 22 87
% 74.7%  25.3% 100.0%

Na osnovu distribucije se vidi da pacijenti sa CT genotipom imaju veéu ucestlost retinopatije. Samo
3 pacijenta imaju TT genotip, pa je procenat pacijenata sa retinopatijom u ovoj grupi neadekvatan
za tumadenje zbog malog broja pacijenata. Statistickom analizom, FiSerovim testom tacne
verovatnoée utvrdeno je da nema statisti¢ki znadajne razlike izmedu MMP genotipova i retinopatije
(p=0,500).

Distribucija pacijenata po MMP2 genotipu u odnosu na retinopatiju je prikazana i graficki
(Grafikon 14).
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Grafikon14. MMP-2 genotipovi kod pacijenata sa i bez dijabetesne retinopatije.
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Distribucija pacijenata u odnosu na MMP2-1306C alel prema prisustvu retinopatije je prikazana u
Tabeli 16.

Tabela 16. MMP2-1306C alel i retinopatija
Retinopatija

ne da Ukupno

MMP 2 C alel ne N 3 0 3
% 100.0% 0.0% 100.0%

da N 62 22 84
% 73.8% 26.2% 100.0%

Ukupno N 65 22 87
% 74.7% 25.3% 100.0%

Na osnovu distribucije pacijenata se vidi da samo 3 pacijenta nemaju C alel, $to jasno ukazuje da se
radi 0 malom uzorku za donoSenje zakljudaka u ovoj analizi. Statisti¢kom analizom, FiSerovim
testom tacne verovatnoce utvrdeno je da nema statisticki znacajne razlike izmedu prisutva C alela u
na poziciji -1306 u MMP2 genu u grupi sa retinopatijom i bez nje. (p=0,568).

Distribucija pacijenata po MMP2 C alelu u odnosu na retinopatiju je prikazana i grafi¢ki (Grafikon
15).
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Grafikon 15. Distribucija pacijenata sa MMP2-1306 C alelom i dijabetesnom retinopatijom.
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Distribucija pacijenata u odnosu na MMP2-1306 T alel prema prisustvu retinopatije je prikazana u

Tabeli 17.

Tabela 17. MMP2-1306 T alel i retinopatija

Retinopatija

ne da Ukupno

MMP 2 T alel ne N 46 14 60
% 76.7% 23.3% 100.0%

da N 19 8 27
%o 70.4% 29.6% 100.0%

Ukupno N 65 22 87
% 74.7% 25.3% 100.0%

Za razliku od C alela, T alel je dosta prisutniji, odnosno, distribucija pacijenata koji imaju i nemaju
ovaj alel je u boljem odnosu nego $to je to sluaj sa C alelom. Na osnovu rezultata iz tabele se vidi
da je procenat retinopatije sli€an u obe ispitivane grupe, s tim $to je malo veca ucestalost u grupi
koja ima prisutan T alel. Statisti¢kom analizom, hi kvadrat testom je utvrdeno da nema znacajne
razlike izmedu grupa po retinopatiji (0%=0,391; p=0,532).
Distribucija pacijenata prema MMP2 T alelu je i grafi¢ki prikazana (Grafikon 16).
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Grafikon 16. Distribucija pacijenata sa MMP2-1306 T alelom i dijabetesnom retinopatijom.
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Distribucija pacijenata u odnosu na MMP-9 genotip prema prisustvu retinopatije je prikazana u
Tabelil8.

Tabela 18. MMP-9 genotipovi i dijabetesna retinopatija

Retinopatija

ne da Ukupno

MMP9  CC N 51 18 69
Y% 73.9% 26.1% 100.0%

CT N 15 7 22
% 68.2% 31.8% 100.0%

T N 2 1 3

% 66.7% 33.3% 100.0%

Ukupno N 68 26 94
% 72.3% 27.7% 100.0%

Na osnovu distribucije se vidi da pacijenti sa CT genotipom imaju neSto veéu udestalost
retinopatije. Samo 3 pacijenta imaju TT genotip, pa je procenat pacijenata sa retinopatijom u ovoj
grupi neadekvatan za tumacenje zbog malog broja pacijenata. Statistickom analizom, FiSerovim
testom tacne verovatnoce utvrdeno je da nema statisticki znacajne razlike izmedu MMP genotipova
i retinopatije (p=0,821).

Distribucija pacijenata po MMP9 genotipu u odnosu na retinopatiju je prikazana i graficki
(Grafikon 17).
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Grafikon 17. MMP-9 genotipovi kod pacijenata sa i bez dijabetesne retinopatije.
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Distribucija pacijenata u odnosu na MMP9-1562 C alel prema prisustvu retinopatije je prikazana u

Tabeli 19.

Tabela 19. MMP9-1562 C alel i dijabetesna retinopatija

Retinopatija

ne da Ukupno

MMP 9 C alel ne N 2 1 3
% 66.7% 33.3% 100.0%

da N 66 25 91
% 72.5% 27.5% 100.0%

Ukupno N 68 26 94
% 72.3% 27.7% 100.0%

Na osnovu distribucije pacijenata se vidi da samo 3 pacijenta nemaju C alel, $to jasno ukazuje da se
radi o malom uzorku za dono$enje zaklju¢aka u ovoj analizi. Statistickom analizom, FiSerovim
testom tadne verovatnoée utvrdeno je da nema statisticki znacajne razlike izmedu MMP genotipova
i retinopatije (p=1,000).

Distribucija pacijenata po MMP9-1562 C alelu u odnosu na retinopatiju je prikazana i graficki
(Grafikon 18).
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Grafikon 18. Distribucija pacijenata sa MMP9-1562 C alelom i dijabetesnom retinopatijom.
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Distribucija pacijenata u odnosu na MMP9-1562 T alel prema prisustvu retinopatije je prikazana u
Tabeli 20..

Tabela 20. MMP9-1562 TT alel i dijabetesna retinopatija
Retinopatija

ne da Ukupno

MMP 9 T alel ne N 51 18 69
% 73.9% 26.1% 100.0%

da N 17 8 25
% 68.0% 32.0% 100.0%

Ukupno N 68 26 94
% 72.3% 27.7% 100.0%

Kao i kod MMP2, T alel je dosta prisutniji (u odnosu na C alel), odnosno, distribucija pacijenata
koji imaju i nemaju ovaj alel je u boljem odnosu nego $to je to slu¢aj sa C alelom. Zastupljenost
retinopatije sli¢na je u obe ispitivane grupe, s tim §to je malo veéa ucestalost u grupi koja ima
prisutan T alel. Statistitkom analizom, hi kvadrat testom je utvrdeno da nema znacajne razlike
izmedu grupa po retinopatiji (1°=0,321; p=0,571).

Distribucija pacijenata prema MMP9-1562 T alelu je i graficki prikazana (Grafikon 19).
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Grafikon 19. Distribucija pacijenata sa MMP9-1562 T alelom i dijabetesnom retinopatijom.
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4.4.2. Povezanost genskih polimorfizama za MMP-2 i MMP-9 sa dijabetesnom nefropatijom.

Distribucija pacijenata u odnosu na MMP-2 genotip prema prisustvu dijabetesne nefropatije je

prikazana u Tabeli 21.

Tabela 21. MMP-2 genotipovi i dijabetesna nefropatija

Nefropatija

ne da Ukupno

MMP2  CC N 42 18 60
% 70.0% 30.0%  100.0%

cT N 19 5 24
% 79.2% 20.8% 100.0%

TT N 3 0 3
% 100.0% 0.0% 100.0%

Ukupno N 64 23 87
% 73.6% 26.4% 100.0%

Na osnovu distribucije pacijenata vidi se da je najveéi procenat nefropatije u grupi pacijenata sa CC
genotipom, zatim sa CC, a samo 3 pacijenta imaju TT genotip. Statistickom analizom, Fiserovim
testom taéne verovatnoce je utvrdeno da nema znaajne razlike izmedu grupa po nefropatiji
(p=0,581).

Distribucija pacijenata prema MMP2 genotipu u odnosu na nefropatiju je prikazana i graficki
(Grafikon 20).
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Grafikon 20. MMP-2 genotipovi kod pacijenata sa i bez dijabetesne nefropatije.
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Distribucija pacijenata u odnosu na MMP2-1306 C alel prema prisustvu nefropatije je prikazana u
Tabeli 22.

Tabela 22. MMP2-1306 C alel i dijabetesna nefropatija

Nefropatija

ne da Ukupno

MMP 2 C alel ne N 3 0 3
% 100.0% 0.0% 100.0%

da N 61 23 84
% 72.6% 27.4% 100.0%

Ukupno N 64 23 87
%o 73.6% 26.4% 100.0%

Na osnovu distribucije u tabeli se jasno vidi da je procenat nefropatije daleko veéi u grupi
pacijenata koji nemaju C alel. Ali, ograniCenje ove analize je mali broj pacijenata koji nemaju C
alel. Statistickom analizom, FiSerovim testom je utvrdeno da nema znadajne razlike izmedu grupa
po nefropatiji (p=0,563).

Distribucija pacijenata prema MMP2-1306 C alelu u odnosu na nefropatiju je prikazana i grafi¢ki
(Grafikon 21).
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Grafikon 21. Distribucija pacijenata sa MMP2-1306 C alelom i dijabetesnom nefropatijom.
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Distribucija pacijenata u odnosu na MMP2-1306 T alel prema prisustvu dijabetesne nefropatije je

prikazana u Tabeli 23.

Tabela 23. MMP2-1306T alel i dijabetesna nefropatija

Nefropatija

ne da Ukupno

MMP 2 T alel ne N 42 18 60
% 70.0% 30.0% 100.0%

da N 22 5 27
% 81.5% 18.5% 100.0%

Ukupno N 64 23 87
% 73.6% 26.4% 100.0%

Distribucija pacijenata sa nefropatijom po ispitivanim grupama ukazuje da je veci procenat
nefropatije kod pacijenata koji nemaju T alel, za nesto vise od 10%. Statistickom analizom,
Figerovim testom je utvrdeno da nema znadajne razlike izmedu grupa po nefropatiji (p=0,303).

Distribucija pacijenata prema MMP2 T alelu u odnosu na nefropatiju je prikazana i graficki

(Grafikon 22).
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Grafikon 22. Distribucija pacijenata sa MMP2-1306 T alelom i dijabetesnom nefropatijom.
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Distribucija pacijenata u odnosu na MMP-9 genotip prema prisustvu nefropatije je prikazana u
Tabeli 24.

Tabela 24. MMP-9 genotipovi i dijabetesna nefropatija

Nefropatija

ne da Ukupno

MMP9  CC N 50 19 69
% 72.5% 27.5% 100.0%

CT N 17 5 22
% 77.3% 22.7% 100.0%

TT N 1 2 3
% 33.3% 66.7% 100.0%

Ukupno N 68 26 94
% 72.3% 27.7% 100.0%

Na osnovu distribucije pacijenata vidi se da je procenat pacijenata sa nefropatijom sli¢an u grupi sa
CC genotipom i CT genotipom, dok samo 3 pacijenta imaju TT genotip. Statistickom analizom,
FiSerovim testom tacne verovatnoce je utvrdeno da nema znalajne razlike izmedu grupa po
nefropatiji (p=0,290).

Distribucija pacijenata prema MMP9 genotipu u odnosu na nefropatiju je prikazana i graficki
(Grafikon 23).
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Grafikon 23. MMP-9 genotipovi kod pacijenata sa i bez dijabetesne nefropatije.
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Distribucija pacijenata u odnosu na MMP9-1562 C alel prema prisustvu nefropatije je prikazana u
Tabeli 25.

Tabela 25. MMP9-1562 C alel i dijabetesna nefropatija

Nefropatija

ne da Ukupno

MMP 9 C alel ne N | 2 3
% 33.3% 66.7% 100.0%

da N 67 24 91
% 73.6% 26.4% 100.0%

Ukupno N 68 26 94
% 72.3% 27.7% 100.0%

Kao i u prethodnim analizama, broj pacijenata koji nemaju C alel je suviSe mali da bi se doneo
adekvatan zakljutak, a procenat se ne moZe koristiti za donoSenje zakljucka. Naime, iako je
procenat pacijenata sa nefropatijom znacajno veci u grupi pacijenata koji nemaju C alel, treba imati
u vidu da su to samo dva od tri pacijenta. Statistitkom analizom, FiSerovim testom tacne
verovatnode je utvrdeno da nema znacajne razlike izmedu grupa po nefropatiji (p=0,184).
Distribucija pacijenata prema MMP9-1562 C alel u odnosu na nefropatiju je prikazana i graficki
(Grafikon 24).
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Grafikon 24. Distribucija pacijenata sa MMP9-1562 C alelom i dijabetesnom nefropatijom.
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Distribucija pacijenata u odnosu na MMP9-1562 T alel prema prisustvu dijabetesne nefropatije je
prikazana u Tabeli 26.

Tabela 26 MMP9-1562 T alel i dijabetesna nefropatija

Nefropatija

ne da Ukupno

MMP 9 T alel ne N 50 9 69
% 72.5% 27.5% 100.0%

da N 18 7 25
% 72.0% 28.0% 100.0%

Ukupno N 68 26 94
% 72.3% 27.7% 100.0%

Na osnovu distribucije pacijenata iz tabele, evidentno je da se radi o veoma sliénom procentu
prisustva nefropatije u ispitivanim grupama. Statistickom analizom, hi kvadrat testom je utvrdeno
da nema znacajne razlike izmedu grupa po prisustvu nefropatije ([1°=0,002; p=0,965).

Distribucija pacijenata prema MMP9-1562 T alel u odnosu na nefropatiju je prikazana i graficki
(Grafikon 25).
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Grafikon 25. Distribucija pacijenata sa MMP9-1562 T alelom i dijabetesnom nefropatijom.
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4.43. Povezanost genskih polimorfizama za MMP-2 i MMP-9 sa dijabetesnom
polineuropatijom

Distribucija pacijenata u odnosu na MMP2 genotip prema prisustvu polineuropatije je prikazana u

Tabeli 27.

Tabela 27. MMP-2 genotipovi i dijabetesna polineuropatija

Polineuropatija

ne da Ukupno
MMP2  CC N 36 24 60
% 65.5% 75% 70%
Cell N 17 7 24
% 30.9% 21.9% 27.6%
Tk N 2 | 3
% 3.6 % 3.1% 3.4%
Ukupno N 55 32 87
% 100% 100% 100.0%

U distribuciji genotipova MMP-2 dominiraju CC i CT genotip, dok je TT daleko redi. Ipak,
procenat neuropatije je evidentno najveca kod pacijenata sa CC genotipom. Statistickom analizom,
FiSerovim testom taéne verovatnoée je pokazano da ova razlika nije statisticki znacajna (p=0,756).
Distribucija pacijenata prema MMP-2 genotipu u odnosu na polineuropatiju je prikazana i graficki
(Grafikon 26).
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Grafikon 26. MMP-2 genotipovi kod pacijenata sa i bez dijabetesne polineuropatije.
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Distribucija pacijenata u odnosu na MMP2-1306C alel prema prisustvu dijabetesne polineuropatije

je prikazana u Tabeli 28.

Tabela 28.MMP2-1306C alel i dijabetesna polineuropatija

Polineuropatija

ne da Ukupno

MMP 2 C alel ne N 2 1 3
% 66.7% 33.3% 100.0%

da N 53 31 84
% 63.1% 36.9% 100.0%

Ukupno N 55 32 87
% 63.2% 36.8% 100.0%

Na osnovu distribucije u tabeli se jasno vidi da je procenat polineuropatije gotovo identi¢an. Ali,
ograni¢enje ove analize je mali broj pacijenata koji nemaju C alel. Statistickom analizom,
Fierovim testom je utvrdeno da nema znadajne razlike izmedu grupa po polineuropatiji (p=1,000).
Distribucija pacijenata prema MMP2 C alelu u odnosu na polineuropatiju je prikazana i graficki
(Grafikon 27).

100.0% Polineuropatija
Mne
M da
80.0%
60.0%
40.0%
20.0%

0.0%

MMP 2 C alel

Grafikon 27. Distribucija pacijenata sa MMP2-1306 C alelom i dijabetesnom polineuropatijom.
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Distribucija pacijenata u odnosu na MMP2-1306 T alel prema prisustvu dijabetesne polineuropatije

je prikazana u Tabeli 29.

Tabela 29. MMP2-1306 T alel i dijabetesna polineuropatija

Polineuropatija

ne da Ukupno

MMP 2 T alel ne N 36 24 60
% 60.0% 40.0% 100.0%

da N 19 8 27
% 70.4% 29.6% 100.0%

Ukupno N 55 32 87
% 63.2% 36.8% 100.0%

Procentualna zastupljenost polineuropatije je veca za vise od 10% u grupi pacijenata koji nemaju T
alel, ali statistickom analizom, hi kvadrat testom je utvrdeno da nema statisticki znacajne razlike

izmedu grupa ((1°=0,861; p=0,353).

Distribucija pacijenata prema MMP2 T alelu u odnosu na polineuropatiju je prikazana i graficki

(Grafikon 28).
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Grafikon 28. Distribucija pacijenata sa MMP2-1306 T alelom i dijabetesnom polineuropatijom.
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Korelacija MMP2-1306 T alela kod pacijenata sa dijabetesnom polineuropatijom i zdravih kontrola
je prikazana u tabeli 30.

Tabela 30. Korelacija MMP2 T alela i dijabetesne neuropatije kod pacijenata sa DM i kontrola

Genotip Pacijenti  Kontrola OR (95% IP) p vrednost
cc 24 (75%) 27 (48.2%) 0.310 (0.119- ST
CTiTT 8(25%) 29 (51.8%) 0.808) '

Sansa da dode do razvoja polineuropatije je 3.2 puta manja (1/0.310) ukoliko pacijent ima T alel,
odnosno CT ili TT genotip. Ova 3ansa je statisti¢ki znadajna.

Distribucija pacijenata u odnosu na MMP-9 genotlp prema prisustvu dijabetesne polineuropatije je
prikazana u Tabeli 31..

Tabela 31. MMP9 genotipovi i dijabetesna polineuropatija

Polineuropatija
ne da Ukupno
MMP9  CC N 43 26 69
%o 62.3% 37.7% 100.0%
CT N 13 9 22
% 59.1% 40.9% 100.0%
TT N 2 1 3
% 66.7% 33.3% 100.0%
Ukupno N 58 36 94
% 61.7% 38.3% 100.0%

Kao i u prethodnim analizama, problem malog broja pacijenata sa TT genotipom pravi problem pri
statistickoj analizi i tumacenju rezultata. Ali, jasno je da je distribucija pacijenata koji imaju
polineuropatiju sli¢na u genotipovima, pa je ofekivano da nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu
genotipova po polineuropatiji (Fiferov test taéne verovatnoce, p=0,914).

Distribucija pacijenata prema MMP9 genotipu u odnosu na polineuropatiju je prikazana i graficki
(Grafikon 29). .
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Grafikon 29. MMP-9 genotipovi kod pacijenata sa i bez dijabetesne polineuropatije

Distribucija pacijenata u odnosu na MMP9-1562 C alel
polineuropatije je prikazana u Tabeli 32.

Tabela 32. MMP9-1562 C alel i dijabetesna polineuropatija

prema prisustvu

Polineuropatija

ne da Ukupno
MMP 9 C alel ne N 2 1 3
% 66.7% 33.3% 100.0%
da N 56 35 91
% 61.5% 38.5% 100.0%
Ukupno N 58 36 94
% 61.7% 38.3% 100.0%

dijabetesne

Kao §to je to do sada bio sluéaj, samo 3 pacijenta nemaju C alel pa je rezultat analize diskutabilan.
Ipak, ¢&injenica je da je procentualna zastupljenost polineuropatije vrlo sli¢na u ispitivanim
grupama. Figerovim testom tadne verovatnoce je utvrdeno da nema znacajne razlike izmedu

ispitivanih grupa po polineuropaiji (p=1,000).

Distribucija pacijenata prema MMP-9 C alelu u odnosu na polineuropatiju je prikazana i graficki

(Grafikon 30).
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Grafikon 30. Distribucija pacijenata sa MMP9-1562 C alelom i dijabetesnom polineuropatijom

Distribucija pacijenata u odnosu na MMP9-1562 T alel prema prisustvu dijabetesne polineuropatije

je prikazana u Tabeli 33. .

Tabela 33. MMP9-1562 T alel i dijabetesna polineuropatija

Polineuropatija

ne da Ukupno

MMP 9 T alel ne N 43 26 69
% 62.3% 37.7% 100.0%

da N 15 10 25
% 60.0% 40.0% 100.0%

Ukupno N 58 36 94
% 61.7% 38.3% 100.0%

Za razliku od C alela, T alel je dosta prisutniji, pa su i analize validnije, 3to je i u ovom sluéaju.
Naime, procentualna zastupljenost polineuropatije je vrlo sli¢na u obe ispitivane grupe, pa je i
olekivano da nema statisticki znadajne razlike izmedu grupa (11°=0,042; p=0,838).

Distribucija pacijenata prema MMP9-1562 T alelu u odnosu na polineuropatiju je prikazana i
grafic¢ki (Grafikon 31).
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Grafikon 31. Distribucija pacijenata sa MMP--15629 T alelom i dijabetesnom polineuropatijom
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4.5. Genotip pacijenata sa T2DM i karakteristike pacijenata

Da bi se utvrdilo da li su odredene karakteristike pacijenata €e$¢e kod odredenih genotipova,
ispitana je distribucija pacijenata po genotipovima, a sve u odnosu na sledece karakteristike
pacijenata: starost, pol, trajanje bolesti, terapija i uhranjenost.

Distribucija pacijenata prema MMP9 genotipu u odnosu na karakteristike pacijenata je prikazana u
Tabeli 34.

Tabela 34. Distribucija pacijenata prema MMP9 genotipu u odnosu na karakteristike pacijenata

MMP 9
CcC CT TT p vrednost
N % N % N %
Starost> 60  ne 26 37.7% 10 45.5% 3 100.0% L
god. da 43 62.3% 12 54.5% 0 0.0%
Pol muski 46 66.7% 14 63.6% 1 33.3% 0.538"
Zenski 23 33.3% 8 36.4% 2 66.7%
Trajanje DM 1-5 23 33.3% 3 13.6% 2 66.7%
6-10 16 23.2% ¥ 31.8% 0 0.0% 0.230°
1R 30 43.5% 12 54.5% 1 33.3%
Terapija OAD 16 23.2% 3 13.6% 2 66.7%
Insulin 7 10.1% e 18.2% 1 33.3% 0.073"°
OAD + Insulin 46 66.7% 13 68.2% 0 0.0%
BMI normalno 12 17.4% 5 22.7% 2 66.7%
uhranjeni b
P 0.182
predgojazni 27 39.1% 11 50.0% 1 33.3%
gojazni 30 43.5% 6 27.3% 0 0.0%
Pusenje ne 53 76.8% 18 81.8% 2 66.7% 0.620"
da 16 23.2% 4 18.2% 1 33.3%

PFigerov test taéne verovatnoce

Pacijenata sa TT genotipom je jako malo, samo 3 pacijenta, pa su analize sa tim pacijentima upitne.
Distribucija pacijenata sa CC i CT genotipovima je sli¢na po starosti, polu, nesto je drugacija po
trajanju DM, sli¢na po terapiji, stepenu uhranjenosti i pudenju.
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Distribucija pacijenata prema MMP9-1562C alelu u odnosu na karakteristike pacijenata je

prikazana u Tabeli 35.

Tabela 35. Distribucija pacijenata prema MMP9-1562C alelu u odnosu na karakteristike pacijenata
MMP 9-1562 C alel

ne da p vrednost
N % N %

Starost > 60 god. ne 3 100.0% 36 39.6% 0.068"
da 0 0.0% 55 60.4%

Pol muski 1 33.3% 60 65.9% ot
zenski 2 66.7% 31 34.1%

Trajanje DM 1-5 2 66.7% 26 28.6%
6-10 0 0.0% 23 25.3% 0.450°
11+ 1 33.3% 42 46.2%

Terapija OAD 2 66.7% 19 20.9%
[nsulin 1 33.3% 11 12.1% 0.041°"
OAD + Insulin 0 0.0% 61 67.0%

BMI normalno uhranjeni 2 66.7% 17 18.7%
predgojazni | 33.3% 38 41.8% 0.103°
gojazni 0 0.0% 36 39.6%

Pusenje ne 2 66.7% 71 78.0% g
da 1 33.3% 20 22.0%

PEigerov test taéne verovatnoée

Kao $to je ranije navedeno, broj pacijenata koji nemaju C alel, odnosno pacijenata sa TT alelom je
malo, pa su rezultati statisti¢kih testova bez mo¢i da otkriju znacajnost tamo gde je mozda i ima.
Ipak, statistickom analizom, Fi§erovim testom tacne verovatnoce je utvrdeno da postoji razlika po
terapiji, a blizu konvencionalnog nivoa znacajnosti je razlika po starosti.
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Distribucija pacijenata prema MMP9-1562 T alelu u odnosu na karakteristike pacijenata je

prikazana u Tabeli 36.

Tabela 36. Distribucija pacijenata prema MMP9-1562 T alelu u odnosu na karakteristike

pacijenata
MMP9-1562 T alel
ne da p vrednost
N % N %
Starost > 60 god. ne 26 37.7% 13 52.0% 0.013%
da 43 62.3% 12 48.0%
Pol muski 46 66.7% 15 60.0% it
zenski 23 33.3% 10 40.0%
Trajanje DM 1-5 23 33.3% 5 20.0%
6-10 16 23.2% 7 28.0% 0.458"
11+ 30 43.5% 13 52.0%
Terapija OAD 16 23.2% 5 20.0%
Insulin 7 10.1% 5 20.0% 0.448°
OAD + Insulin 46 66.7% 15 60.0%
BMI normalno uhranjeni 12 17.4% 7 28.0%
_predgojazni 27 39.1% 12 48.0% 0.203 *
gojazni 30 43.5% 6 24.0%
PuSenje ne 53 76.8% 20 80.0% oA
da 16 23.2% 5 20.0%

“Pirsonov hi kvadrat test

lako je pacijenata sa T alelom u veéem broju (CT i TT), nije dobijena statisti¢ka znacajnost u
distribuciji prisustva alela i karakteristika pacijenata, §to ukazuje da se radi o pacijentima sli¢nih
karakteristika (osim genotipa). Naime, sli¢na je distribucija po starosti, polu trajanju bolesti,
terapiji, uhranjenosti i puenju u ove dve ispitivane grupe.
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Distribucija pacijenata prema MMP2- genotipu u odnosu na karakteristike pacijenata je prikazana u

Tabeli 37.

Tabela 37. Distribucija pacijenata prema MMP2 genotipu u odnosu na karakteristike pacijenata

MMP 2
CcC CT TT p vrednost
N % N % N %
Starost > 60 ne 22 36.7% 13 54.2% 2 66.7% L
god. da 38 63.3% 11 45.8% 1 33.3% )
Pol muski 36 60.0% 18 75.0% 3 100.0% -
senski 24 40.0% 6 25.0% 0 0.0%
Trajanje DM 1-5 18 30.0% 6 25.0% | 33.3%
6-10 13 21.7% 9 37.5% I 33.3% 0.607"
11+ 29 48.3% 9 37.5% | 33.3%
Terapija OAD 12 20.0% 8 33.3% | 33.3%
Insulin 7 11.7% 4 16.7% 0 0.0% 0.455°
OAD + Insulin 41 68.3% 12 50.0% 2 66.7%
BMI normalno 13 21.7% 6 25.0% 0 0.0%
uhranjeni i
predgojazni 23 38.3% 12 50.0% 1 33.3% Ui
gojazni 24 40.0% 6 25.0% 2 66.7%
Pusenje ne 51 85.0% 14 58.3% 2 66.7% i
da 9 15.0% 10 41.7% | 33.3%

PFigerov test taéne verovatnoce

Na osnovu distribucije pacijenata, prikazane u tabeli, vidi se das u najstariji pacijenti sa CC
genotipom. Trajanje T2DM je takode naduZe u ovoj grupi, ali nema statisticke znacajnosti u ovim
analizama, prevashodno zbog malog broja pacijenata u TT genotip grupi. CC genotip grupa ima
statisti¢ki znatajno manje puagaca, kao jedinu razliku koja je i statisti¢ki znacajna.
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Distribucija pacijenata prema MMP2-1306C alelu u odnosu na karakteristike pacijenata je

prikazana u Tabeli 38.

Tabela 38. Distribucija pacijenata prema MMP2-1306C alelu u odnosu na karakteristike pacijenata
MMP2-1306 C alel

ne da p vrednost
N % N %

Starost > 60 ne 2 66.7% 35 41.7% 0.572 "

god. da 1 33.3% 49 58.3%

Pol mugki 3 100.0% 54 64.3% 0.548 ®
zenski 0 0.0% 30 35.7%

Trajanje 1-5 1 33.3% 24 28.6%

DM 6-10 1 33.3% 22 26.2% 1.000 °
11+ 1 33.3% 38 45.2%

Terapija OAD 1 33.3% 20 23.8%
Insulin 0 0.0% 11 13.1% 1.000 °
OAD + Insulin 2 66.7% 53 63.1%

BMI normalno uhranjeni 0 0.0% 19 22.6%
predgojazni 1 33.3% 35 41.7% 0.603 °
gojazni 2 66.7% 30 35.7%

Pusenje ne 2 66.7% 65 T77.4% 0.548 b
da 1 33.3% 19 22.6%

PFigerov test taéne verovatnoce

Zbog veoma malog broja pacijenata u grupi koja nema C alel, oéekivano je da nema statisticke
znacajnosti.
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Distribucija pacijenata prema MMP2-1306T alelu u odnosu na karakteristike pacijenata je

prikazana u Tabeli 39.

Tabela 39. Distribucija pacijenata prema MMP2-1306T alelu u odnosu na karakteristike pacijenata
MMP 2-1306 T alel

ne da p vrednost
N % N %
Starost > 60 ne 22 36.7% 15 55.6%
0.099 *
god. da 38 63.3% 12 44.4%
Pol muski 36 60.0% 21 77.8% a:107®
Zenski 24 40.0% 6 22.2%
Trajanje 1-5 18 30.0% 7 25.9%
DM 6-10 13 21.7% 10 37.0% 0.316°
11+ 29 48.3% 10 37.0%
Terapija OAD 12 20.0% 9 33.3%
[nsulin 7 11.7% 4 14.8% 0.314°
OAD + Insulin 41 68.3% 14 51.9%
BMI normalno uhranjeni 13 21.7% 6 22.2%
predgojazni 23 38.3% 13 48.1% 0.612°
gojazni 24 40.0% 8 29.6%
Pusenje ne 51 85.0% 16 59.3% .
0.008
da 9 15.0% 11 40.7%

*Pirsonov hi kvadrat test

Pacijenti koji ne nose T alel u veéem procentu su stariji, viSe ima Zena, sa duzim trajanjem T2DM i
u veéem procentu gojazniji, ali sve bez statisticke znacajnosti. Jedina znalajna razlika je u
distribuciji pusaca, odnosno u veéem procentu pusaca u slucaju prisustva T alela.
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4.6. Regresioni modeli sa komplikacijama T2DM kao zavisnim varijablama

Na kraju, uradena je regresiona analiza uticaja genotipa na pojavu komplikacija bolesti, bilo u vidu
univarijabilne analize, bilo kao multivarijabilna analiza, prilagodena za starost, pol i trajanje
dijabetesa.

Regresioni modeli sa retinopatijom su prikazani u Tabeli 40.

Tabela 40. Regresioni modeli sa retinopatijom

Univarijabilna analiza Multivarijabilna analiza”
OR (95% IP) p vrednost  OR (95% IP) p vrednost
MMP 9
CC | 1
G 1.322 (0.456-3.762) 0.601 1.075 (0.338-3.419) 0.903
TT 1.417 (0.121-16.580) 0.781 1.961 (0.089-43.331) 0.670
MMP 9 C alel 0.758 (0.066-8.728) 0.824 0.518 (0.024-11.370) 0.677
MMP 9 T alel 1.333 (0.492-3.615) 0.572 1.138 (0.375-3.458) 0.819
MMP 2
(B{® 1 1
CT 1.642 (0.496-5.157)* 0.498 2.015(0.524-7.895)*  0.376
TT 0.889 (0-8.689)* 0.928 0.351 (0-4.758) * 0.447
MMP 2 C alel 1.326 (0.138- +inf)* 0.824 3.555 (0.346- +inf) * 0.346
MMP 2 T alel 1.383 (0.499-3.836) 0.533 1.490 (0.470-4.726) 0.499

*egzaktna logisticka regresija “YAnaliza prilagodena za starost, pol i trajanje bolesti

Rezultati univarijabilne regresione analize pokazuju da nema statisticki znadajne povezanosti
MMP9 i MMP 2 genotipova (kao i njihovih alela) sa retinopatijom. Multivarijabilnom logisti¢kom
regresionom analizom, sa prilagodavanjem za pol, starost i trajanje dijabetesa, nije dobijena
statisticka znacajnost navedenih prediktora. Zbog 0 frekvencija u pojedinim analizama, egzaktna
logisticka regresija je uradena.
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Regresioni modeli sa nefropatijom su prikazani u Tabeli 41.

Tabela 41. Univarijabilna analiza Multivarijabilna analiza
Regresioni OR (95% IP) p vrednost  OR (95% IP) p vrednost
modeli sa

nefropatijom

MMP 9
CC 1 1
(G4 ) 0.774 (0.250-2.392) 0.655 0.683 (0.211-2.204)  0.523
TT 5.263 (0.451-61.474) 0.185 15.380 (0.929-254.7)  0.056
MMP 9 C alel 0.179 (0.016-2.066) 0.168 0.060 (0.004-0.986)  0.049
MMP 9 T alel 1.023 (0.369-2.839) 0.965 0.995 (0.347-2.855)  0.993
MMP 2
cC 1 1
GI 0.617 (0.156-2.078) *  0.571 0.577 (0.141-2.023) 0.511
*
T 0.630 (0-6.117)* 0.715 0.364 (0-4.553) * 0.535
MMP 2 C alel 1.409 (0.147- +inf)* 0.786 1.854 (0.192- +inf)*  0.619
MMP 2 T alel 0.530 (0.174-1.620) 0.266 0.466 (0.146-1.493)  0.199

*egzaktna logisticka regresija “"Analiza prilagodena za starost, pol i trajanje bolesti

Na osnovu rezultata univarijabilne regresione analize se vidi da nema statisticki znacajne
povezanosti MMP9 i MMP 2 genotipova (kao i njihovih alela) sa nefropatijom. U multivarijantnom
modelu MMP9 C alel, kada se prilagodi za starost, pol i trajanje bolesti postaje zna¢ajan na nivou
zna&ajnosti 0.05, dok TT genotip takode postaje znacajan, odnosno ima p vrednost na samoj granici
konvencionalnog nivoa zna¢ajnosti (ali sa izuzetno Sirokim intervalom poverenja, pa je rezultat
diskutabilan).
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Regresioni modeli sa polineuropatijom kao zavisnom su prikazani u Tabeli 42.

Tabela 42. Regresioni modeli sa polineuropatijom kao zavisnom

Univarijabilna analiza Multivarijabilna analiza
OR (95% IP) p vrednost  OR (95% IP) p vrednost
MMP 9
CcC 1 1
CT 1.145 (0.430-3.049)  0.786 0.897 (0.305-2.633) 0.842
i i 0.827 (0.071-9.576)  0.879 0.489 (0.017-14.264)  0.678
MMP 9 C alel 1.250 (0.109-14.303)  0.858 1.998 (0.070-57.316)  0.686
MMP 9 T alel 1.103 (0.432-2.813)  0.838 0.854 (0.301-2.421) 0.766
MMP 2
cc 1 |
(64 § 0.618 (0.223-1.714)  0.355 0.738 (0.243-2.237) 0.591
L 0.750 (0.064-8.738)  0.818 0.573 (0.033-10.073)  0.703
MMP 2 C alel 1.170 (0.102-13.435)  0.900 1.586 (0.091-27.539)  0.752
MMP 2 T alel 0.632 (0.238-1.673)  0.355 0.719 (0.246-2.101) 0.547

Na osnovu rezultata univarijabilne regresione analize se vidi da nema statisti¢ki znalajne
povezanosti MMP9 i MMP 2 genotipova (kao i njihovih alela) sa polineuropatijom.
Multivarijabilnom regresionom analizom, sa prilagodavanjem za starost, pol i trajanje bolesti, nije
doslo do znacajne promene koeficijenata, niti je dobijena statisti¢ka znagajnost u nekom od modela.
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5. Diskusija

Hroni¢ne komplikacije dijabetesa, pre svega vaskularne, su glavni razlog visokog morbiditeta i
mortaliteta pacijenata sa diabetes mellitusom. Kako je DM danas ogroman medicinski, socijalni i
ckonomski problem, a kako se smatra da ¢e se broj obolelih zna¢ajno povecati i da ¢e do 2045.
godine porasti na 783 miliona jasno je koliki je znacaj prevencije, ranog otkrivanja i prevencije
nastanka dijabetesnih komplikacija. Incidenca i prevalenca dijabetesnih komplikacija takode raste i
znadajno utiée na smanjen kvalitet Zivota pacijenata sa dijabetesom kao i na povecan morbiditet i
znadajno smanjen Zivotni vek ovih pacijenata.

Velike studije su pokazale i kod T1IDM i T2DM, da dobra metabolitka kontrola Secerne bolesti
znadajno smanjuje rizik za nastanak mikrovaskularnih komplikacija. Tako je u UKPDS studiji,
najvec¢oj do sada studiji sa novootkriveim pacijentima sa T2DM koji su prac¢eni vise od deset
godina pokazano da je smanjenje HbAlc za samo 1% dovelo do redukcije nastanka
mikrovaskularnih komplikacija &ak za 31 % (10). Danas, bez obzira na savremenu terapiju i nove
terapijske agense skoro 50 % pacijenata ne dostize ciljne vrednosti parametara metabolicke
kontrole koje bi isle u prilog dobro regulisanom DM (345) . Pokazalo se da je pogotovu znacajno
$to pre, veé pri postavljanju dijagnoze DM ici sa intenziviranom terapijom kako bi se postigla
adekvatna glikoregulacija. Medutim, bez obzira na dobro odrzavanu glikemijsku kontrolu pokazano
je postojanje pa ak i intenziviranje dijabetesnih komplikacija Sto je uvelo jedan novi pojam u
fokus koji se oznatava kao metabolitka memorija Ovaj koncept metabolicke memorije je prakti¢no
nastao kao rezultat velikih klini¢kih studija u kojima je pokazano da rana i intenzivirana
slikemijska intervencija rezultira u prevenciji dijabetesnih komplikacija i znadajno smanjenom
morbiditetu od kardiovaskularnih oboljenja (346,347).

Medutim, pokazano je da kod pacijenata sa DM, bez obzira na dobru glikoregulaciju kao i dobru
kontrolu ostalih faktora rizika, moZe doéi do razvoja mikrovaskularnih komplikacija Secerne bolesti
Sto stavlja genetsku predispoziciju u prvi plan (27). Genetska predispozicija za razvoj samog DM je
takode poznata godinama unazad. Tako je pokazano da je predispozicija za nastanak T2DM kod
jednojajéanih blizanaca 3-4 puta veca nego u opstoj populaciji (348). Pokazano je i da je rizik za

nastanak T2DM kod osoba &iji jedan roditelj ima dijabetes za 30-40 % veci a kod osoba kod kojih
oba roditelja imaju dijabetes rizik je veci za 70 % (349).

Takode je poznato da je genetska predispozicija jako bitna i u nastanku vaskularnih komplikacija
DM. Pokazano je da je ona ima ulogu i u nastanku mikro- ali i makrovaskularnih komplikacija.
Tako se zna da je osetljivost za razvoj dijabetesne nefropatije, dijabetesne retinopatije, pa cak i
nekih kardiovaskularnih oboljenja zna¢ajno veéa kod pacijenata sa DM koji imaju neke genteske
rizike (38, 40, 41,350.351,352).

Zbog toga je veoma znacajno, zbog boljeg poznavanja nastanka ali i progresije vaskularnih
komplikacija dijabetesa, usresrediti se na genetski aspect ovih komplikacija, na prepoznavanje gena
kandidata koji imaju ulogu u nastanku ovih komplikacija, prou¢avanje genskih polimorfizama koji
nam mogu dati najbolje rezultate o geneti¢koj suseptibilnosti tj.osetljivosti za razvoj komplikacija
DM.
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U poslednje vreme su sve viSe u fokusu novi patogenetski mehanizmi koji leZe u osnovi Seéerne
bolesti tj.njenih vaskularnih komplikacija i u njima sve znacajnije mesto zauzimaju matriksne
metaloproteinaze. Matriksne metaloproteinaze su grupa enzima koja, pre svega, ima ulogu u
remodelovanju ekstracelularnog matriksa. Pokazano je da kod osoba sa DM postoji poremecena
ekspresija gena za MMP kao i poremeéena aktivnost ovih enzima od kojih su u dijabetesu najvise
prouc¢avana dva i to: MMP-2 i MMP-9 .Hiperglikemija razli¢itim mehanizmima dovodi do
poremecene sinteze i aktivnosti MMP. Hroniéna izloZenost hiperglikemiji vodi poveéanoj sintezi i
latentnih i aktivnih oblika kako MMP-2 tako i MMP-9 (259).

Uloga MMP u nastanku vaskularnih komplikacija DM, kako makro- tako i mikrovaskularnih je sve
viSe predmet proucavanja.

Ciilj nadeg istrazivanja je bio da se utvrdi da li polimrorfizam gena tj.dve najéesce genetske
varijante za MMP-2 i MMP-9 ima ulogu u nastanku mikrovaskularnih komplikacija Secerne bolesti
i to: dijabetesne retinopatije, nefropatije i polineuropatije. Sve dosadasnje studije su ispitivale neki
od polimorfizama MMP sa nastankom samo jedne od ove tri mikrovaskularne komplikacije DM,
tako da je ovo prva studija koja uzima u obzip polimorfizam ovih gena i sve tri komplikacije.

U nasu studiju, koja je bila dizajnirana kao studija preseka,je bilo ukljugeno 153 ispitanika, od &ega
Je 97 njih bilo sa dijagnozom T2DM, a zdravu kontrolnu grupu je &inilo 56 ispitanika , bez DM,
koji se nisu razlikovali po Zivotnoj dobi, i po polnoj zastupljenosti od pacijenata sa DM. Nesto
manji broj zdravih kontrola u odnosu na pacijente sa DM ustvari nije bio znagajan jer je prakti¢no
kohorta pacijenata sa DM bila zastupljena u tri grupe u odnosu na svaku od mikrovaskularnih
komplikacija DM tako da nije bilo znaGajne razlike u odnosu na broj pacijenata po grupama. Svi
pacijenti su bili hospitalizovani ili u dnevnoj bolnici KO za endokrinologiju, dijabetes i bolesti
metabolizma KBC Zvezdara ili na stacionaru odeljenja, jer su pored predvidenih laboratorijskih
ispitivanja (i naknadnih genetickih) bili neophodni i konsultativni pregledi neurologa i oftlamologa
nase ustanove u cilju postavljanja dijagnoze dijabetesne polineuropatije tj. retinopatije ili evaluacije
vel postojece.

Ispitivana populacija pacijenata sa DM je bila relativno tipi¢na za T2DM: prose¢na Zivotna dob je
iznosila 61,2+7.4 godine, prosetnog trajanja bolesti 10,1+5,8 godina. Jedna treéina pacijenata je
imala trajanje DM do 5 godina, jedna Cetvrtina od 5-10 godina a 45% je imalo trajanje DM preko
10 godina. Ovakva distribucija nam ja bila vaZna jer je duZina trajanja bolesti jedan od standarnih,
tradicionalnih faktora rizika za nastanak mikrovaskularnih komplikacija pa smo na taj nadin izbegli
mogucnost manje zastupljenosti neke od komplikacija kod pacijenata sa DM.

Obzirom na duZinu trajanja dijabetesa i terapijski rezimi na kojima su bili pacijenti su bili
ofekivani. Skoro jedna Cetvrtina pacijenata je bila samo na oralnim antidijabeticima, na
kombinovanoj terapiji insulinoma i OAD je bilo najvie pacijenata (63.9 %) a najmanje je bilo
samo na insulinskoj terapiji i to 12.4 %. Ovako veliki broj pacijenata na insulinskoj terapiji je
ocekivan jer je duZzina trajanja DM takva da se i o€ekivalo da je veliki broj veé presao na insulinski
rezim. PaCl_]CI‘ltl sa DM nisu bili dobro regullbam prose¢na vrednost HbAlc koji nam ja
najznacajniji parameter metabolicke kontrole je bio u nezadovoljavajucem opsegu (prosecna
vrednost (9.37+2.18%) i govorio za losu kontrolu Vrednost glikemije naste je bila zadovoljavajuéa
i iznosila je 6.86 £1.91 mmol/l. Lipidni status pacijenata je bio zadovoljavajuéi.
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Prvi cilj nadeg istrazivanja je bio da se proceni kolika je zastupljenost genskih polimorfizama za
MMP-2 i MMP-9 u populaciji pacijenata sa T2DM, a kolika u zdravoj populaciji ispitanika i da li
postoji eventualna razlika u njihovoj zastupljenosti izmedu pacijenata sa T2DM i zdravih kontrola.
Ispitivana je udestalost dve najéesée genske varijante i to MMP-2 -1306C>T i MMP-9-1562C>T.

Sto se tie genske varijante MMP-2 -1306C>T nadi rezultati su pokazali da postoji statisticki
znadajna razlika u distribuciji genotipova u ispitivanim grupama. U grupi pacijenata sa T2DM
distribucija genotipova je bila slede¢a: CC:CT:TT- 69%:27.6%:3.4% a u kontrolnoj grupi
48.2%:44.7%:7.1%. Pokazano je da je CC genotip za 20 % ¢es¢i kod osoba sa T2DM a da je CT
genotip takode za 20 % redi kod T2DM nego u zdravoj grupi ispitanika. Sto se tice distribucije
alela,pokazano je da je 96.6% pacijenata sa T2DM imalo C alel kao i 92.( % pacijenata iz kontrolne
frupe imalo T alel i ta razlika nije bila statisticki znacajna. Medutim, logistitkom regresionom
analizom je pokazano da osoba koja nema T alel ima 2,1 puta vecu Sansu da dobije T2DM nego
osobe koje imaju T alel, $to znagi da T alel pruZa zastitu u odnosu na nastanak T2DM.

Rezultati nase studije se poklapaju sa rezultatima Sarray et al (353) , koji je u retrospektivnoj studiji
iz 2021. god, na 310 normoglikemi¢nih zdravih kontrola i 791 pacijentom sa T2DM takode
pokazao da je genska varijanta-1306C>T u genu za MMP-2 povezana sa vecim rizikom za
nastanak T2DM, tj.da prisustvo T alela ima zastitnu ulogu u nastanku DM.

Pacijenti sa razli¢itim genotipovima su imali i razli¢ite klini¢ke kaarakteristike, Tako se vidi da su
najstariji pacijenti bili pacijenti sa CC genotipom (njih 63 % je bilo Zivotne dobi preko 60 godina) a
kod ovih pacijenata je oéekivano bilo i najduZe trajanje Secerne bolesti .Medutim ove razlike nisu
bile statisti¢ki znacajne.

Ali ono §to je imalo statisticku znadajnost je manji broj puSata kod pacijenata sa ovim
genotipom.85 % pacijenata sa CC genotipom su bili nepusaci a svega 15 % pusaci ( p-0.027). Kada
je distribucija pacijenata po razli¢itim alelima u pitanju, vidi se da su pacijenti koji nemaju T alel u
vedem procentu stariji, vi§e ima Zena, sa duzim trajanjem DM i u veéem procentu gojazniji, ali sve
bez statistitke znacajnosti. Jedina znacajna razlika je u distribuciji puSaca, odnosno u vecem
procentu pusaca u slucaju prisustva T alela.

Kada je u pitanju genska varijanta MMP-9-1562C>T u nasoj studiji nije nadena znacajna razlika ni
u distribuciji genotipova ni alela izmedu pacijenata sa T2DM i zdravih kontrola. Distribucija
genotipova za ovu gensku varijantu je bila CC: CT: TT -73.4%:23.4%:3.2% kod pacijenata sa
T2DM a u kontrolnoj grupi td_] odnos je bio 71.4%:28.6%:0%. Sto se tie distribucije alela 96.8 %
u grupi pacijenata sa T2DM je imalo C alel, dok su u kontrolnoj grupi svi ispitanici imali ovaj alel.
Distribucija pacijenata sa CC i CT genotipovima je sli¢na po starosti, polu, nesto je drugacija po
trajanju DM (bez statisti¢ke znadajnosti), sli¢na po terapiji, uhranjenosti i pusenju. Prisustvo C alela
je bilo znagajno veée kod pacijenata koji su bili na insulinskoj terapiji, dok je prisustvo T alela bilo
podjednako u odnosu na ove klini¢ke karakteristike pacijenata i duZinu trajanja DM.

Ovakvi rezultati se poklapaju sa rezultatima studije Wang et al. (354) koja je radjena na 360
pacijenata sa T2DM i 160 zdravih kontrola i gde je distribucija genotipova kako u zdravoj tako i u
grupi pacijenata sa T2DM i bez makroangiopatskih komplikacija bila sli¢na kao u nasoj studiji
(CC: CT: TT -76.3%:21.3%:2.5% u grupi sa DM).
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Slede¢i ciljevi naSe studije su bili da se ispita da li postoji povezanost izmedu navedenih
polimorfiizama u genu za MMP-2 i MMP-9 i prisutva mikrovaskularnih komplikacija Seéerne
bolesti.

Dijabetesna retinopatija je mikrovaskularna komplikacija Secerne bolesti koja se javlja kod jedne
Patogenetski mehanizmi koji leZe u osnovi ove dijabetesne komplikacije, kao i drugih, su brojni.
Smatra se da je uloga MMP-2 i MMP-9 u nastanku dijabetesne retinopatije veoma znacajna i to ne
samo u nastanku, ve¢ i u progresiji. Mehanizmi kojima MMP dovode do promena na retini su
brojni a zasnivaju se pre svega na njihovoj ulozi u apoptozi pericita, proinflamatornom i
proangiogenom delovanju. MMP-2 i MMP-9 dovode do disfunkcije mitohondrija $to je osnova
apoptoze Celija koja je dokazana u DR (265).

U naSoj ispitivanoj grupi od 97 pacijenata sa T2DM, njih 26 je imalo dijabetesnu retinopatiju §to je
Cinilo 26.8 % (od toga 6 pacijenata sa proliferativnom retinopatijom i 20 sa neproliferativnom ali su
svi pacijenti statisti¢ki obradivani kao jedan uzorak pacijenata sa promenama na retini, zbog malog
broja u grupi sa prolferativnom retinopatijom). Retinopatija je bila nesto ¢e¥éa kod muskaraca, ali
ta razlika nije bili statisti¢kii zna¢ajna.Ono §to je znacajno uticalo na nastanak DR jeste bilo trajanje
T2DM i pokazano je da je kod pacijenata koji su imali trajanje Seéerne boelsti izmedu 5-10 godina
njih tre¢ina (33.3%) je imalo ovu komplikaciju, a skoro 40 % pacijenata koje je imalo DR je imalo
trajanje T2DM duze od deset godina.Ovo je u skladu sa ranijim saznanjima da duZina trajanja DM
uti¢e na nastanak DR (26,27). Pacijenti koji su bili na insulinskoj terapiji (samo na insulinu ili na

retinopatiju, Sto se opet povezuje sa duzim trajanjem bolesti.

Rezultati nase studije nisu pokazali da postoji povezanost izmedu 1306C>T varijante u MMP-2
genu i postojanja dijabetesne retinopatije. Nije pokazana znadajna razlika u distribuciji genotipova
izmedu pacijenata sa DR i onih bez nje. U grupi pacijenata sa T2DM koji su imali DR distribucija
genotipova je bila sledeca: CC:CT:TT - 63.6 %:36.4%:0%. U grupi pacijenata sa T2DM ali bez DR
distribucija genotipova je bila> CC:CT:TT — 70.8%:24.6%:4.6%. Ova razlika nije bila statisticki
znacajna.

Nije bilo znacajne razlike ni u distribuciji C i T alela. Distribucija C alela je prakti¢no bila istovetna
u grupi pacijenata sa DR i bez nje, jer samo tri pacijenta iz grupe koja nije imala DR nije imalo C
alel, dok su svi ostali ispitanici i sa DR i bez nje imali C alel. Ovo na neki nacin limitira rezultate
vezane za ovu gensku varijantu i nastanak dijabetesne retinopatije $to ukazuje i na nedovoljno
veliki uzorak pacijenata sa DR. Sto se ti¢e distribucije T alela u grupi pacijenata koji imaju DR
36,4% je imalo T alel a u grupi pacijenata bez DR T alel je imalo 29.2 % . Ova razlika u distribuciji
T alela takode nije bila statisticki znacajna.

Kada je u pitanju genska varijanta MMP-9-1562C>T u na$oj studiji nije nadena znac¢ajna razlika ni
u distribuciji genotipova ni alela izmedu pacijenata sa dijabetesnom retinopatijom i bez nje.
Distribucija genotipova za ovu gensku varijantu kod pacijenata koji su imali DR je bila slededa:
CC.CT:TT -69.2%:26.9%:3.9% dok je u grupi pacijenata sa t2DM ali bez DR taj odnos bio
75%:22%:3%. Nije bilo statisticki znadajne razlike ni u distribuciji C i T alela. C alel je bio
dominantan i u grupi pacijenata sa DR i bez nje.

Na osnovu rezultata univarijabilne regresione analize se vidi da nema statisticki znacajne
povezanosti MMP-9 i MMP -2 genotipova (kao i njihovih alela) sa retinopatijom, dok korekcijom
datih vrednosti za pol, starost i duzinu trajanja dijabetesa (metodom multivarijabilne logisticke
regresione analize) takode nije dobijena statisticka znadajnost navedenih prediktora.
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Do sada je uradeno samo nekoliko studija koje su ispitivale navedene genske varijante za MMP-2 i
MMP-9 i pojavu dijabetesne retinopatije ali su dobijeni kontradiktorni rezultati.

U studiji Yang et al (337) koja je radena na 301 pacijentu (151 pacijent sa DR i 150 zdravih
pacijenata) ispitivana je povezanost dve genske varijante za MMP-2, izmedu ostalog i 1306C>T
MMP-2 i nastanka dijabetesne retinopatije. Studija je pokazala da nije bilo statisticki znacajne
razlike u distribuciji genotipova i alela za ovaj SNP izmedu pacijenata sa DR i zdravih kontrola Sto
se poklapa sa rezultatima nase studije. Ono Sto je pokazano u ovoj studiji, je da nosioci CC
genotipa imaju dva puta veéi rizik za nastanak DR §to mi nismo dobili kao rezultat, verovatno usled
manjeg uzorka pacijenata sa DR..

U studiji Beraneka et al (338) pokazano je da su koncentracije MMP-2 u plazmi bile statisticki
znadajno vise kod pacijenata sa proliferativnom retinopatijom i to onih koji su bili nosioci CC ili
CT genotipa za 1306C>T MMP-2 gensku varijantu. U ovoj studiji nije pokazana razlika u
distribuciji genotipova i alela izmedu ispitivanih grupa (pacijenata sa DR i zdravih kontrola) Sto se
poklapa sa rezultatima naSe studije.

U studiji Singh et al (339) koja je radena na 645 pacijenata (325 zdravih kontrola, 149 pacijenata sa
DM ali bez DR, 98 pacijenata sa neproliferativnom retinopatijomi i 73 pacijenta sa proliferativnom
retinopatijom) ispitivana je povezanost MMP-9-1562C>T genske varijante i nastanka proliferativne
retinopatije. Potvrdena je statisti¢ki znadajna razlika u distribuciji genotipova i alela za ovaj SNP i
to izmedu zdrave, kontrolne grupe i pacijenata sa proliferativnom retinopatijom i potvrdeno da
visoka ekspresija T alela vodi angiogenezi retine i progresiji DR. Nasa studija nije dala ovakve
rezultate.

Dijabetesna nefropatija, kao jedna od najtezih komplikacija DM, je najéed¢i razlog nastanka
terminalne bubreZne insuficijencije i znatajan razlog velikog morbiditeta i mortaliteta pacijenata sa
DM. Kakva je uloga matriksnih metaloproteinaza u razvoju dijabetesne nefropatije jo§ uvek nije
dovoljno razja¥njeno ali je poznato da one imaju ulogu u raznim procesima u razvoju DN od
proliferacije mezangijuma, preko aktivacije brojnih faktora rasta dovodeéi do proliferacije ¢elija
tubularnog epitela i na kraju fibroze bubrega. Uloga MMP-2 i MMP-9 u nstanku DN je nesumnjiva
ali su rezultati dobijeni iz studija kontradiktorni. Neke studije su pokazale povecanu ekspresiju
gena za MMP-2 kao i njenu poveénu enzimsku aktivnost, pre svega u fazi proliferacije
mezangijuma (286,287). Neke studije, su, pak, pokazale smanjenu ekspresiju gena za MMP-2 i
njenu smanjenu enzimsku aktivnost nakon pocetne, povecane ekspresije (283, 284), dok su neke
pokazale smanjenu ekspresiju gena za MMP-2 u kasnijim fazama DN (285). Ekspresija gena za
MMP-9 takode moZe biti povecana (289), ili naizmenitno poveéna pa smanjena u zavisnosti od
duzine trajanja DM( 290).

Neke studije (pre svega na eksperimentalnom modelima), nisu pokazale znacajne razlike u
ekspresiji gena za MMP-2 i MMP-9 kod eksperimentalnih zivotinja sa DN i zdravih kontrola.
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U nasoj studiji 26 pacijenata je imalo dijabetesnu nefropatiju $to je &inilo 26.8 % pacijenata sa
T2DM. Nadi pacijenti sa dijabetesnom nefropatijom su bili starije Zivotne dobi, vise muskog pola,
duZeg trajanja Secerne bolesti i viSe na insulinskoj terapiji, ali nijedan od ovih parametara se nije
statistiscki znaCajno razlikovao u odnosu na pacijente sa T2DM koji nisu imali dijabetesnu
nefropatiju.

[ kod pacijenata sa dijabetesnom nefropatijom smo ispitivala povezanost dva SNP i to za MMP-2
(1306C>T) i MMP-9 (-1562C>T) sa nastankom dijabetesne nefropatije.

U nadoj studiji nije nadena povezanost izmedu genske varijante MMP-2 -1306C>T i postojanja
dijabetesne nefropatije niti je nadena razlika u distribuciji genotipova i alela za ovu gensku
varijantu. U grupi pacijenata sa T2DM koji su imali DN distribucija genotipova je bila sledeéa:
CC:CTTT — 78.3%:21.7%:0% a kod pacijenata bez DM distibucija je bila slede¢a: CC:CT:TT —
65.69%:29.7%:4.7%. U grupi pacijenata sa T2DM ali bez DR distribucija genotipova je bila:
CC:CTTT - 70.8%:24.6%:4.6%. Ova razlika nije bila statisticki zna¢ajna. Nije nadena ni
statisti¢ki znacajna razlika u distribuciji C i T alela u obe ispitivane grupe.

Na nafem uzorku nismo nasli povezanost genske varijante MMP-9-1562C>T sa nastankom
dijabetesne nefropatije, kao ni znacajnu razlika u distribuciji genotipova i alela izmedu pacijenata
sa dijabetesnom nefropatijom i bez nje. Distribucija genotipova za ovu gensku varijantu kod
pacijenata sa DN je bila sledeca: CC:CT:TT — 73.1%:19.2%:7.7%, a kod pacijenata bez DN
CC:CT:TT = 73,.5%:25%:1.5%. Nije bilo razlike ni u distribuciji T T C alela u obe grupe ispitanika.

Malo studija je uradeno koje su ispitivale polimorfizam gena za MMP-2 i MMP-9 i nastanak
dijabetesne nefropatije.

U studiji Gantala et al (340) koja je radena na 310 pacijenata sa dijabetesnom nefropatijom i 310
zdravih kontrola ispitivan je polimorfizam vife gena i to MMP-1, MMP-2 i MMP-3 i povezanost
ovih polimorfizama sa nastankom dijabetesne nefropatije. Za gensku varijantu MMP-2 -1306C>T
pokazano je da je znadajno povezana sa nastakom dijabetesne nefropatije i da su nosioci C alela

znacajno bili osetljiviji za nastanak i progresiju dijabetesne nefropatije. Naga studija nije dala
ovakve rezultate , verovatno zbog malog uzorka pacijenata sa t2DM [ DN.

Dve studije su radene sa ispitivanjem povezanosti genske varijante MMP-9-1562C>T i nastanka
dijabetesne nefropatije. Jedna studija uradena od strane Fenga et al (341) uklju&ila je 310 pacijenata
sa T2DM koji su bili podeljeni u dve grupe: pacijente sa dijabetesnom nefropatijom (njih 168) i bez
nje a sa T2DM (njih 142), dok su kontrolnu grupu &inili zdravi dobrovoljci kojih je bilo 100.
Rezultat studije je bio da je ovaj SNP povezan sa nastankom dijabetesne nefropatije s tim $to je T
alel protektivan a nosioci C alela imaju znagajno veéu $ansu za razvoj dijabetesne nefropatije.

Jo§ jedna studija je ispitivala znaaj MMP-9-1562C>T genskog polimorfizma u nastanku DN.
Shalaby et al (342) su na manjem uzorku egipatske populacije takode zakljugili da nije bilo razlike
u distribuciji genotipova i alela izmedu ispitivane grupe pacijenata sa DN i zdravih kontrola. Iste
rezultate smo dobili i u nadoj studiji. Medutim pokazano je da je ulestalost T alela u grupi
pacijenata sa DN bila zna¢ajno niZa te da T alel ima protektivnu ulogu $to se ti¢e nastanka DN. To
se objasnjava time da je ustvari transkripcija suprimirana $to vodi povecanoj ekspresiji MMP-9 §to
opet za rezultat ima poveéanu degradaciju ekstracelularnog matriksa, zakasnelu intersticijalnu
fibrozu i glomerulsku sklerozu i na taj nagin odloZenu progresiiju DN (342).
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Dijabetesna polineuropatija predstavlja naj¢es¢u mikrovaskularnu komplikaciju Secerne bolesti
koja u nekom trenutku Zivota pogada Cak 50 % pacijenata sa DM (140,141). Patogenetski
mehanizmi koji leZe u osnovi polineuropatije su takode brojni. O ulozi MMP u nastanku
dijabetesne polineuropatije se najmanje zna ali se dosta zna o usporenom zarastanju rana kod
pacijenata sa DM gde MMP imaju veoma vaZnu ulogu. Naime, MMP u ovom procesu zarastanja
rana imaju ulogu u otklanjanju devitaliziranog tkiva a zatim ucestvuju i procesima reparacije koji
su zna€ajno usporeni poveéanom aktivnodéu inflamatornih citokina i smanjenom aktivnoScéu
faktora rasta. Od citokina najznacajniji je IL-1f koji vodi poveéanoj sekreciji i aktivnosti MMP-2. i
MMP-9 koji remodelujuéi ekstracelularni matriks dovode do neadekvatnog procesa reparacije rane
(324).

U naSoj ispitivanoj grupi od 97 pacijenata sa T2DM njih 37 je imalo dijabetesnu polineuropatiju §to
je &inilo 38.1 % ispitivanog uzorka. Nastanak dijabetesne polineuropatija u nasem uzorku nije bio u
vezi sa godinama Zivota, kao ni sa polom mada je prisustvo polineuropatije bilo ne§to ¢esée kod
osoba Zenskog pola. Medutim ova razlika nije bila statisticki znacajna. Ono Sto je bilo znacajno
povezano sa nastankom DP je duZina trajanja DM pa je vise od 50 % pacijenata sa
polineuropatijom imalo trajanje Seéerne bolesti duZe od deset godina. Takode je i vrsta terapijskog
re7ima bila u znaajnoj korelaciji sa nastankom DN. ViSe od 90 % pacijenata sa DN bilo na
insulinskoj terapiji (bilo samo insulin ili u kombinaciji sa OAD) Sto je oCekivano jer duze trajanje
bolesti sa sobom nosi i veéi procenat pacijenata na insulinskoj terapiji.

U nagoj studiji smo ispitivali povezanost obe genske varijante -1306C>T (MMP-2) i -1562C>T
(MMP-9) sa nastankom dijabetesne polineuropatije.

Kod genske varijante MMP-2 -1306C>T nije nadena razlika u distribuciji genotipova i alela
izmedu pacijenata sa DPN i pacijenata sa T2DM ali bez dijabetesne polineuropatije. Kod pacijenata
sa dijabetesnom polineuropatijom distribucija genotipova je bila CC:CT:TT-75%:21.9%:3.1% a
kod pacijenata sa T2DM ali bez dijabetesne polineuropatije distribucija genotipova je bila
65.5%:30.9%:3.1%. Pacijenti sa T2DM bez obzira da li su imali dijabetesnu polineuropatiju ili ne,
nisu imali razliku u distribuciji ni C alela ni T alela.

Ali ono §to je pokazano, je da je MMP-2 varijanta -1306T ima negativnu korelaciju sa nastankom
dijabetesne polineuropatije tj.da prisustvo C alela povecava verovatnoc¢u za nastanak dijabetesne
polineuropatije ¢ak 3.2 puta dok prisustvo T alela ima protektivnu ulogu kada je razvoj dijabetesne
polineuropatije u pitanju.

Kod genske varijante 1562C>T u genu za MMP-9 nije nadena razlika nadena razlika u distribuciji
genotipova i alela izmedu pacijenata sa DPN i pacijenata sa T2DM ali bez dijabetesne
polineuropatije. . Kod pacijenata sa dijabetesnom polineuropatijom distribucija genotipova je bila
CC:CT:TT- 72.2%:25%:2.8% a kod pacijenata bez DPN ta distribucija je bila CC:CT:TT-
74.1%:22.4%:3.5%. | ovde je jako mali broj pacijenata bio sa T alelom ali je jasno je da je
distribucija pacijenata koji imaju polineuropatiju sli¢na u genotipovima, pa je ofekivano da nema
statisticki znadajne razlike izmedu ove dve grupe.

Samo jedna studija je radena sa ispitivanjem SNP u MMP-9 genu u vezi sa nastankom dijabetesnog
ulkusa. U studiji Singh et al (343) koja je radena na 463 pacijenta sa DM i 267 zdravih kontrola
pokazano je genska varijanta MMP-9-1562C>T bila povezana sa nastankom dijabetesnog ulkusa i
to tako §to je bila povezana sa pove¢anom produkcijom MMP-9 ukazujuci na to da T alel zna€ajno
promovise degradaciju ekstracelularnog matriksa.
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Ovo je prvi put da se u nasoj populaciji objavljuju podaci o uéestalosti polimorfizama MMP-2 i
MMP-9 u populaciji pacijenata sa diabetes mellitusom. Takode, ovo je prva studija, po naSem
saznanju, ne samo kod nas, koja ispituje polimorfizme MMP-2 i MMP-9 i njihovu povezanost sa
sve tri mikrovaskularne komplikacije DM tako da su u tom svetlu rezultati koje smo dobili
znadajni, iako pionirski. Povezanost polimorfizma MMP-2 (-1306C>T) i nastanka dijabetesne
polineuropatije je rezultat koji je prvi put do sada objavljen a kako se o genetskoj predispoziciji za
nastanak dijabetesne polineuropatije najmanje zna od svih ostalih mikrovaskularnih komplikacija
onda to jo§ viSe daje rezultatu na znadaju. Na osnovu i nadih rezultata, moZe se zakljugiti da je
MMP-2 bolji marker mikrovaskularnih oSteéenja nego MMP-9 &ija je uloga znacajnija u nastanku
ateroskleroze i razvoju makrovaskuularnih komplikacija §to su dosada$nje studije i pokazale
(263,264).

Studije ispitivanja genskih polimorfizama sve vi§e se koriste i u savremenoj dijabetologiji jer je
genetska osnova same bolesti ali i njenih komplikacija jo§ uvek nedovoljno ispitana.Obzirom na to
da se radi o najvecoj epidemiji hronine nezarazne bolesti koja sobom nosi veliki morbiditet i
mortalitet ,genetike studije su sigurno klju¢ ka prevenciji komplikacija DM, naravno uz razvijanje
novih terapijskih opcija koje ¢e doprineti jo§ boljoj glikoregulaciji i nefro i kardioprotekeiji.

Ali, da bi rezultati tih genetickih studija bili primenjiviji u klini¢koj praksi, neophodno je prevaziéi
neke probleme koji pre svega leze u metodologiji ovih studija. Naime, neophodno je da ispitivani
uzorci pacijenata budu veéi, da se vodi raduna o etni¢kim razlikama, §to znadi da bi za svaku
etni¢ku  populaciju trebalo da postoji posebna baza podataka o najéedéim genetskim
polimorfizmima koji su udruZeni sa nastankom bolesti. Za pacijente sa DM, veoma je vaZno uzeti u
obzir duZinu trajanja bolesti i prakti¢no ne uklju¢ivati pacijente sa kraéim trajanjem koji mogu da
dovedu do loSe interpretacije rezultata ve¢ naprotiv pacijente sa dugiim trajanjem DM i bez
komplikacija uzeti kao kontrolnu grupu.

Samo sublimacijom rezultata iz klini¢kih i geneti¢kih studija moZemo definisati i nove markere za
nastanak DM i njegovih vaskularnih komplikacija i na taj nadin otvoriti vrata individualizovanoj
odn personalizovanoj terapiji DM koja je osnovni zahtev savremene dijabetologije.
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6. Zakljucci

I. Polimorfizam gena za MMP-2 (-1306C>T) predstavlja znacajan rizik za nastanak T2DM, {j.
prisustvo C alela dvostruko povecava rizik za nastanak T2DM dok T alel pruZa zastitu u odnosu na
nastanak T2DM.

2. Za genski polimorfizam za MMP-9 (-1562C>T) nije nadena statisticki znafajna razlika u
distribuciji genotipova, ni alela izmedu pacijenata sa T2DM i zdravih kontrola

3. Nije nadena povezanost genske varijante MMP-9 (-1562C>T) sa nastankom dijabetesne
retinopatije, dijabetesne nefropatije i dijabetesne polineuropatije.

4. Nije nadena povezanost genske varijante MMP-2 (-1306C>T) sa nastankom dijabetesne
retinopatije i dijabetesne nefropatije

5. Genski polimorfizam za MMP-2 (-1306C>T) znacajno korelira sa nastankom dijabetesne
polineuropatije tj.. prisustvo C alela povecava verovatnou za nastanak dijabetesne polineuropatije
¢ak 3.2 puta dok prisustvo T alela ima protektivnu ulogu kada je razvoj dijabetesne polineuropatije
u pitanju.
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Prilog 1. Spisak skracenica kori§¢enih u tekstu

AGE- krajnji produkti glikacije (eng. Advanced glycation end products)
CRP- C reaktivni protein

CVI- cerebrovaskularni insult

DKD- dijabetesna bolest bubrega

DM- diabetes mellitus

DN- dijabetesna nefropatija

DPN-dijabetesna polineuropatija

DR- dijabetesna retinopatija

ECM- ekstracelularni matriks

ICAM-1- intracelularna adhezivna molekukula 1
IDF- Internacionalna federacija za dijabetes
ITM- indeks telesne mase

IGF-1- insulinu sli¢an faktor rasta

NOS- azot oksid sintetaza

IL1b- interleukin | beta

[L-6- interleukin 6

IL-12- interleukin 12

IL-18- interleukin 18

IRMA- intraretinalne mikrovaskularne anomalije
HbA1c¢- glikozilirani hemoglobin

LADA- latentni autoimuni dijabetes odraslih
LDL- lipoproteini male gustine

MAPK- mitogen aktiviraju¢i protein

MMP- matriksne metaloproteinaze

NDPD- neproliferativna dijabetesna retinopatija

NVU- neurovaskularna jedinica






PDR- proliferativna dijabetesna retinopatija

PKC- protein kinaza C

SNP- polimorfizam pojedinatnog nukleotida ( eng single nucleotide polymorphism)
TNF-G- tumorski nekrotiguéi factor ( eng tumor necrosis factor alpha)

TV- telesna visina

VEGF- vaskularni endotelni factor rasta

VCAM-1- vaskularna adhezivna molekula
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